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1. Einleitung 
Herzkreislauferkrankungen stellen heutzutage die häufigste Todesursache in den westlichen 
Industrienationen dar1. 2005 sind allein in Deutschland 367 361 Menschen (44,2 % aller 
Todesfälle) an den Folgeerkrankungen des Herzkreislaufsystems verstorben. Kardiovaskuläre 
Krankheiten haben im Jahr 2004 mit einem Anteil von 16 % der Gesamtkrankheitskosten 
insgesamt 35,3 Milliarden Euro für stationäre und ambulante Behandlungen, durch Arbeits-
unfähigkeit, Invalidität und vorzeitigem Tod von Erwerbstätigen an Kosten verursacht 
(statistisches Bundesamt). 
Pathophysiologisch bedeutsam bei der Entstehung von Herzkreislauferkrankungen ist eine 
Reihe von metabolischen und hämostatischen Veränderungen. Die Risikofaktoren für die 
Entstehung von Herzkreislauferkrankungen sind Diabetes mellitus, arterielle Hypertonie, 
Dyslipidämie, Nikotinabusus und höheres Alter2. Gemeinsames pathologisches Korrelat der 
Herzkreislauferkrankungen sind Veränderungen des Gefäßendothels und seiner Funktionen. 
Zahlreiche Arbeiten konnten die Bedeutung des L-Arginin-Stickstoffmonoxid-
Stoffwechselweges für die physiologische, aber auch pathophysiologisch veränderte 
Endothelfunktion nachweisen3. Die Verfügbarkeit von Stickstoffmonoxid (NO) ist 
gleicherweise beim Diabetes mellitus4, bei der arteriellen Hypertonie5, der Dyslipidämie6, bei 
Rauchern7 wie auch im Alter8 verringert. Eine verminderte Menge an „bioverfügbarem“ NO 
führt zu einer Einschränkung der endothelabhängigen Vasodilatation, zu .veränderten 
antikoagulativen, antiadhäsiven und antiinflammatorischen Eigenschaften des Endothels, zu 
einer beeinträchtigten Modulation des Gefäßwachstums und zu einer Dysregulation 
vaskulärer Anpassungsprozesse9;10. Diese Veränderungen werden unter dem Terminus der 
endothelialen Dysfunktion zusammengefasst und als frühes Schlüsselereignis sowohl in der 
Entstehung als auch dem Fortschreiten einer Arteriosklerose angesehen11. 
Ursache einer reduzierten Bioverfügbarkeit von NO bei kardiovaskulären Krankheiten können 
Veränderungen der NO-Synthese sein (Abbildung 1). Ein Substratmangel, ein Kofaktor-
Mangel, eine erhöhte Konzentration endogener Inhibitoren, eine verminderte Expression der 
NO-Synthase oder eine eingeschränkte Aktivierung des Enzyms können die Bildung und 
folglich die Bioverfügbarkeit von NO verringern9. Neben Veränderungen der Synthese kann 
auch ein beschleunigter Abbau des gebildeten NO die Verfügbarkeit von NO einschränken9. 
Erst kürzlich konnte gezeigt werden, dass neben den Endothelzellen auch Erythrozyten eine 
NO-Synthase (eryNOS) besitzen, welche in physiologisch relevanten Mengen NO 
synthetisiert und exportiert12. Neben endothelial gebildetem NO beeinflusst auch erythrozytär 
gebildetes NO die Mikrozirkulation.  
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Ungeklärt ist, ob bei kardiovaskulären Krankheiten neben einer endothelialen Dysfunktion 
auch eine eingeschränkte NO-Bioverfügbarkeit, bedingt durch eine veränderte eryNOS-
Aktivität, vorliegt. Ursachen hierfür könnten die Veränderungen des L-Arginin-Stoffwechsels 
sein, die für die endotheliale Dysfunktion bekannt sind. Die physiologische Konsequenz einer 
verminderten erythrozytären NO-Bioverfügbarkeit für das kardiovaskuläre System ist bislang 
unbekannt. 
Im folgenden Kapitel wird zunächst auf die enzymatische Synthese von NO und deren 
Regulation eingegangen. Diese wird einleitend für die Endothelzelle und nachfolgend für den 
Erythrozyten dargestellt. Anschließend werden der Stoffwechsel von NO sowie die Funktion 
des NO im Allgemeinen und für die Mikrozirkulation im Speziellen beschrieben. 
 
1.1 Synthese von Stickstoffmonoxid und deren Regulation 
NO wird mit L-Citrullin durch die NO-Synthase (NOS) enzymatisch unter Umsetzung der 
Aminosäure L-Arginin gebildet13. L-Arginin wird entweder mit der Nahrung aufgenommen 
oder im Körper durch den Harnstoffzyklus aus L-Citrullin gebildet14. An der Synthese von 
NO sind die Kofaktoren Nicotinamid-Adenin-Dinucleotid-Phosphat (NADPH), Tetrahydro-
biopterin (BH4), Flavin-Adenosin-Dinukleotid, Flavin-Mononukleotid und molekularer 
Sauerstoff (O2) beteiligt15. Die NO-Synthase ist ein Dimer mit Oxygenase- und Reduktase-
Domänen. NADPH bindet an die Reduktase-Domäne und gibt ein Elektron ab. Das Elektron 
wird mittels der Redox-Carrier Flavin-Adenosin-Dinukleotid und Flavin-Mononukleotid in 
Richtung Oxygenase-Domäne transportiert und gelangt nach Interaktion mit BH4 und Häm 
zur aktiven Seite des Enzyms. An der aktiven Seite der Oxygenase-Domäne läuft dann die 
Reaktion von L-Arginin und Sauerstoff zu L-Citrullin und NO ab16. 
Bisher sind drei Isoformen der NOS bekannt, die alle als Homodimere vorliegen. Dabei 
handelt es sich um eine neuronale, eine induzierbare und eine endotheliale NOS-Isoform 
(eNOS), die sich hinsichtlich ihres genetischen Ursprunges, ihrer Lokalisation im Säugetier-
organismus sowie ihrer Regulation und katalytischen Eigenschaften unterscheiden17;18. 
Darüber hinaus wurde eine weitere Isoform in Mitochondrien nachgewiesen19.  
Unter physiologischen Bedingungen wird NO im vaskulären System vor allem mittels der 
eNOS gebildet20. Die NO-Synthese wird von der Bereitstellung des Substrates L-Arginin, der 
Konzentration endogener Inhibitoren und der Ca2+-abhängigen und -unabhängigen 
Aktivierung der NOS beeinflusst. 
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Das Substratangebot an intrazellulärem L-Arginin wird bestimmt durch den Transport in die 
Zelle mittels L-Arginin-Transporter und der Aktivität des L-Arginin umsetzenden Enzyms 
Arginase. Die semiessentielle kationische Aminosäure L-Arginin gelangt hauptsächlich über 
das y+ System in die Endothelzelle21. Der Begriff y+ beschreibt die Aktivität und Expression 
der Gesamtheit der selektiv kationischen Aminosäurentransporter (CAT)22. Über ein 
negatives Membranpotential des Transporters kommt es zur Akkumulation und zum 
Transport der Aminosäuren23. eNOS und y+ sind in den Caveolae kolokalisiert. Neben der 
Annahme, dass es sich bei diesen Strukturen um eine funktionelle Einheit handelt, konnte 
ebenfalls nachgewiesen werden, dass diese auch regulativ Einfluss nimmt24. Der 
L-Arginintransport via y+/CAT ist eine Voraussetzung für die basale und stimulierte 
NO-Produktion25. Ist das intrazelluläre L-Argininangebot vermindert, wird die NOS-Aktivität 
und somit die NO-Synthese limitiert26. Durch Versuche mittels NO-Donatoren konnte gezeigt 
werden, dass die NO-Freisetzung selbst akut einen steigernden Effekt auf den 

eNOS

NO 

O2
- 

2. Arginase 

3. ADMA

L-Arginin ADMA 

Harnstoff
+ Ornithin 

NO 
Endothelabhängige 
Vasodilatation  

oxidativer 
Stress 

Abbildung 1 
Schematische Darstellung der Auswirkungen kardiovaskulärer Krankheiten auf den NO-Stoffwechsel der
Endothelzelle. Eine reduzierte NO-Bioverfügbarkeit kann unter anderem verursacht werden durch 1) einen verringerten
Transport von L-Arginin in die Zelle, 2) eine verringerte L-Argininverfügbarkeit durch eine erhöhte Arginaseaktivität, 3) eine
gesteigerte Inhibition der eNOS durch ADMA, 4) eine veränderte Phosphorylierung, 5) eine „Entkopplung“ der eNOS (eine
reduzierte NO-Synthese bei gesteigerter O2

--Bildung, 6) eine Inaktivierung von gebildetem NO durch oxidativen Stress. Die
Folge der verminderten NO-Verfügbarkeit ist eine eingeschränkte endothelabhängige Dilatation der Gefäßmuskelzelle. 

1. y+/CAT 

6. Inaktivierung 

4. Phosphorylierung 

5. „Entkopplung“ 

L-Arginin 
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L-Arginintransport via y+ bewirkt. Hingegen übt eine längere Disposition eine inhibitorische 
Wirkung aus27. Im Zusammenhang mit kardiovaskulären Risikofaktoren wie der arteriellen 
Hypertonie konnte eine Verminderung des L-Arginintransportes in die Endothelzelle 
nachgewiesen werden28.  
Ein weiterer Einflussfaktor auf die Bereitstellung des Substrates L-Arginin ist die 
intrazelluläre Arginase. Das Enzym katalysiert die Hydrolysierung von L-Arginin im letzten 
Schritt des Harnstoffzyklus unter Freisetzung von Harnstoff und L-Ornithin. Somit steht sie in 
Konkurrenz zur NO-Synthase um L-Arginin als gemeinsames Substrat29. Bislang sind zwei 
Isoformen der Arginase identifiziert worden. Die Arginase I als zytosolisches Enzym wird 
hauptsächlich in der Leber exprimiert. Die Arginase II ist in den Mitochondrien lokalisiert 
und kommt in diversen extrahepatischen Geweben vor23. Sowohl in glatten Muskelzellen als 
auch in der Endothelzelle ist eine konstitutive Aktivität der Arginase beschrieben worden30. 
Eine Überexpression der endothelialen Arginase im Alter31, bei Diabetes mellitus32 und 
arterieller Hypertonie33 reduziert die NO-Produktion. Dies steht im Zusammenhang mit einer 
verminderten NO-vermittelten endothelabhängigen Vasodilatation34. 
Endogene Inhibitoren können als autokrine Mediatoren die NOS-Aktivität regulieren. Die 
methylierten L-Arginin-Analoga asymmetrisches Dimethyl-Arginin (ADMA) und 
NG-Monomethyl-L-Arginin (L-NMMA) hemmen die NOS kompetitiv35. Methylierte 
L-Arginin Analoga entstehen zum einen beim Abbau methylierter Proteine und zum anderen 
infolge des enzymatischen Umbaus durch N-Methyltransferasen36. ADMA liegt in 10x 
höherer Konzentration als L-NMMA vor und stellt den wichtigsten Inhibitor der 
NO-Synthese dar37. Das Verhältnis des intrazellulär vorhandenen L-Arginins zu ADMA 
reguliert die NOS-Aktivität. ADMA und L-NMMA werden in die Endothelzelle wie 
L-Arginin über y+/CAT transportiert und konkurrieren mit L-Arginin um den Transport in die 
Zelle24;38. Ein Teil des gebildeten ADMA und L-NMMA gelangt aus der Endothelzelle ins 
Plasma und wird dann über die Niere ausgeschieden. Der Hauptanteil des gebildeten ADMA 
und L-NMMA wird intrazellulär von der Dimethylarginin-Dimethylaminohydrolase (DDAH) 
abgebaut39. DDAH und eNOS sind kolokalisiert. Deshalb wird angenommen, dass die eNOS-
Aktivität über intrazelluläres ADMA hauptsächlich durch die DDAH-Aktivität reguliert wird, 
während man von einer konstanten Syntheseleistung der N-Methyltransferasen ausgeht40. In 
Verbindung mit kardiovaskulären Risikofaktoren wie der arteriellen Hypertonie41, dem 
Diabetes mellitus42, dem höheren Alter43 und der Dyslipidämie44 wurde eine erhöhte ADMA-
Konzentration im Plasma nachgewiesen. Diese führt zu einer Inhibition der eNOS und ist mit 
einer eingeschränkten NO-vermittelten endothelabhängigen Vasodilatation assoziiert45. 
Die Aktivierung der konstitutiven NOS erfolgt über einen Anstieg der intrazellulären Ca2+-
Konzentration17. Dieser kann einerseits durch einen Ca2+-Einstrom aus der Umgebung über 
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Ionenkanäle in der Plasmamembran geschehen, die durch Liganden, Spannungsänderungen, 
mechanische Reize (Änderung der Schubspannung) oder intrazelluläre Faktoren aktiviert 
werden. Ebenso bedeutend ist die rezeptorvermittelte Ca2+-Freisetzung aus intrazellulären 
Ca2+-Speichern. Die Bindung bestimmter Hormone und Neurotransmitter an G-Protein-
gekoppelte Rezeptoren kann zu einer solchen intrazellulären Ca2+-Freisetzung führen46. Als 
Folge kommt es zur einer Calmodulin-NOS-Assoziation17. Calmodulin ist ein Ca2+-bindendes 
Protein. Es kontrolliert den Elektronenfluss zwischen der Reduktase- und der Oxygenase-
Domäne der NOS, so dass der Anstieg der Ca2+-Konzentration die NO-Bildung induziert47. 
Als Ca2+-unabhängige Regulationsmechanismen werden Proteinmodifikationen der NOS wie 
Phosphorylierung, Alkylierung durch Myristoylierung und Palmitoylierung beschrieben. Die 
eNOS  ist unter basalen Bedingungen an Serin- und Threoninresten schwach phosphoryliert48. 
Die Phosphorylierung an drei oder mehr Seiten des Enzyms beeinflusst die Aktivität der 
eNOS: am Serin 1177, Threonin 495, Serin 114 und am Serin 63349. Verschiedene Stimuli 
wie zum Beispiel Scherstress oder Insulin bewirken unabhängig von einer Ca2+-Zunahme eine 
verstärkte Phosphorylierung von Serin 1177 und damit eine Aktivierung der eNOS48. Diese 
Regulation der eNOS über Serin 1177 wird über die Proteinkinase A und Aktin, die 
Proteinkinase C, die AMP-aktivierte Proteinkinase sowie über die zyklische AMP-abhängige 
Proteinkinase modifiziert48;49. Die Phosphorylierung von Serin 1177 hat eine zentrale 
Bedeutung in der NO-Produktion49. Dagegen geht eine Phosphorylierung von Threonin und 
Serin 114 mit einer Abnahme der Enzymaktivität einher50. Veränderungen der 
Phosphorylierung der eNOS bei kardiovaskulären Risikofaktoren wurden im Zusammenhang 
mit einer Hyperglykämie, bei der arteriellen Hypertonie und im Alter nachgewiesen51,52;53. 
Neben NO kann auch Superoxidanion (O2

-) von der eNOS synthetisiert werden. Das relative 
Verhältnis der Bildung beider Substanzen hängt von der Konzentration des Substrates 
L-Arginin und dem Redoxzustand der Kofaktoren ab. Der Diabetes mellitus, die arterielle 
Hypertonie, die Dyslipidämie und der Nikotinabusus führen zu einem erhöhten oxidativen 
Stress9. Oxidativer Stress wird definiert als eine exzessive Bildung oder insuffiziente 
Entfernung von hoch reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) wie O2

-, Hydroxylradikal, 
Wasserstoffperoxid und Peroxynitrit. Das im Rahmen des oxidativen Stresses vermehrt 
gebildete Peroxynitrit führt zu einer reduzierten NO-Synthese bei gesteigerter O2

--Bildung. 
Dies wird als „Entkopplung“ der eNOS bezeichnet54. 
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1.2 Stoffwechsel von Stickstoffmonoxid 
NO ist ein hochreaktives freies Radikal. Endothelial gebildetes NO diffundiert frei über 
Zellmembranen in die Gefäßwand und in das Gefäßlumen. In biologischen Medien ist NO 
reaktiv und besitzt im Vollblut eine Halbwertszeit von 0,05 bis 1 Sekunde. Der NO-
Metabolismus hängt von der Diffusionsgeschwindigkeit über biologische Membranen und 
von der jeweiligen Konzentration von NO, O2 und anderen möglichen Reaktionspartnern ab. 
NO wird mit O2 entweder zu Nitrosylanionen reduziert oder zu Nitrosoniumionen oxidiert55. 
Es kommt zur Bildung höherer Stickoxide wie Stickstoffdioxid und Distickstofftrioxid. Diese 
Stickoxide können entweder mit anderen Molekülen wie zum Beispiel Thiolen oder Aminen 
reagieren oder zu Nitrit (NO2

-) und Nitrat (NO3
-) hydrolysieren, deren relatives Verhältnis von 

den vorherrschenden Redoxbedingungen abhängt. Der größte Teil des endothelial gebildeten 
NO wird im Plasma unmittelbar zu Nitrit oxidiert56. Es wurde gezeigt, dass 70-90 % des im 
Blut zirkulierenden Nitrits aus dem L-Arginin-NO-Stoffwechsel stammt und ein spezifischer 
und sensitiver Marker für akute Veränderungen der eNOS-Aktivität ist57. Nitrat stellt ein 
stabiles Abbauprodukt von NO in vivo da. Die Nitratkonzentration im Blut wird jedoch auch 
unabhängig vom NO-Stoffwechsel beeinflusst. Das endothelial gebildete NO hat trotz der 
kurzen Halbwertszeit nicht nur eine parakrine Wirkung lokal in der Gefäßwand. Eine 
endokrine Wirkung wird durch Speicherformen vermittelt; S-Nitrosothiole, die das NO in 
bioaktiver Form binden und vor dem direkten Abbau schützen, transportieren und systemisch 
wirksam werden lassen58. Die S-Nitrosothiole entstehen durch die nitrosative Reaktion mit 
plasmatischen Thiolgruppen von Albumin, Glutathion und Cystein. Neben Thiolen kann NO 
auch mit Aminen reagieren. Die entstehenden Nitrosamine bilden einen physiologischen 
Bestandteil des humanen Plasmas. Ihre Funktion ist noch nicht geklärt59.  
Erythrozyten wurden im Zusammenhang mit dem NO-Metabolismus lange Zeit lediglich als 
NO-abfangende Zellen betrachtet60. Sie nehmen jedoch nicht nur durch ihren großen Anteil 
am Blutvolumen von bis zu 50 % eine zentrale Rolle im vaskulären NO-Metabolismus ein61. 
Nitrit wird intraerythrozytär in Gegenwart von oxygeniertem Hämoglobin (HbO2) unter 

Methämoglobinbildung zu Nitrat oxidiert62. Erreicht NO die Erythrozyten, reagiert es 
ebenfalls mit HbO2 zu Methämoglobin und Nitrat. Dieser direkte Abbauweg hat vornehmlich 

in der Kapillarstrombahn eine Bedeutung, da hier die Distanz zwischen Endothelzellen und 
Erythrozyten geringer ist als in Leitungsarterien63. Eine zweite mögliche Reaktion von NO im 
Erythrozyten besteht in der Bildung von S-Nitrosohämoglobin durch eine Nitrosierungs-
reaktion des Cystein-93 der β-Kette des Hämoglobins64. Hämoglobin verändert die Affinität 
zu NO in Abhängigkeit von der Sauerstoffsättigung65. In der Lunge nimmt Hämoglobin NO 
und O2 auf, wohingegen in der peripheren Mikrozirkulation entlang des Sauerstoffgradienten 
O2 und NO abgegeben wird. Dabei kommt der Interaktion des Hämoglobins mit dem in der 
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Erythrozytenmembran lokalisierten Protein AE1 (Bande 3 Protein) eine entscheidende 
Bedeutung zu66. Das aus S-Nitrosohämoglobin freigesetzte NO kann zu einer Dilatation der 
Blutgefäße sowie zu einer Beeinflussung der Thrombozytenaggregation führen67. In einer 
weiteren Reaktion kann intraerythrozytäres Hämoglobin im deoxygenierten Zustand 
endothelial gebildetes NO als Nitrosylhämoglobin binden68. Nitrosylhämoglobin führt wie 
natives Hämoglobin durch Abfangen von endothelialem NO zu einer Vasokonstriktion. 
Erythrozyten scheinen also nicht nur Abbauort von NO, sondern auch ein regulatorischer 
Bestandteil der vaskulären NO-Bioverfügbarkeit zu sein. Nitrit wurde lange primär als 
intermediäres Zwischenprodukt im Abbau von NO betrachtet. Neueste Untersuchungen 
bestätigen jedoch eine ältere Hypothese, nach der auch im humanen Organismus, ähnlich der 
bakteriellen Nitrit-Reduktase aus Nitrit NO gebildet werden kann. Drei Mechanismen sind 
beschrieben, die Xanthinoxidoreduktase67, die nicht-enzymatische Dysproportionierung oder 
Säure-Reduktion69 und die nicht-enzymatische NO-Bildung durch Deoxyhämoglobin70.  
Neben Sauerstoff nehmen Metaboliten des oxidativen Stresses wie O2

- Einfluss auf den Abbau 
von NO. ROS können NO vorzeitig zu vasoinaktiven Metaboliten wie Nitrat abbauen71. Die 
proatherogene Wirkung von kardiovaskulären Risikofaktoren und die eingeschränkte 
NO-abhängige Vasodilatation wird zumindest zum Teil durch eine Einschränkung der 
endothelialen NO-Bioverfügbarkeit durch oxidativen Stress verursacht72. 
 
1.3 Erythrozytäre NO-Synthase 
Neben Endothelzellen besitzen auch Erythrozyten eine NOS, welche in physiologisch 
relevanten Mengen NO synthetisiert und exportiert12;73;74. Deliconstantinos et al. (1995) 
beschrieben erstmalig eine im Erythrozyten lokalisierte NOS74. Diese NOS konnte durch Ca2+ 
zu einer gesteigerten NO-Produktion angeregt werden, welche durch den NOS-Inhibitor 
L-NMMA hemmbar war. Die eryNOS wurde als konstitutiv exprimiert beschrieben und es 
konnte eine Abhängigkeit von Calmodulin, NADPH, den Kofaktoren BH4 und Flavin-
Adenosin-Dinukleotid gezeigt werden74. In anderen Studien konnte ebenfalls eine Ca2+-
Abhängigkeit der eryNOS nachgewiesen werden12;73;75. Kleinbongard et al. (2006) konnten 
am Modell der eNOS-Knock-Out Maus die eryNOS erstmals eindeutig als ein eNOS-
ähnliches Protein charakterisieren12. Es konnte gezeigt werden, dass die eryNOS sowohl 
zytosolisch als auch membranständig lokalisiert sein kann. Die Aktivität der eryNOS wurde 
über die Bestimmung von Nitrit und L-Citrullin bestimmt. Durch Stimulation mit dem 
Substrat L-Arginin konnte eine gesteigerte erythrozytäre NO-Produktion nachgewiesen 
werden, welche durch Verwendung eines NOS-Inhibitors hemmbar war12;73. Die 
NO-Produktion des Erythrozyten nimmt konzentrationsabhängig mit steigenden 
L-Argininkonzentrationen zu12. Insulin stimuliert die Phosphorylierung an Serin 1177 als 
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auch die NO-Produktion der eryNOS. Diese Wirkung ist mit einem Phosphatidyl-Inositol-3-
Kinase-Inhibitor hemmbar12. Die Regulationsmechanismen der eryNOS ähneln somit denen 
der eNOS. 
Unbekannt ist, ob der für die eNOS beschriebene L-Arginin-NO-Stoffwechsel bei 
kardiovaskulären Krankheiten auch im Erythrozyten verändert ist, und dies zu einer 
verminderten erythrozytären NO-Bioverfügbarkeit führt. Bislang ist unklar, inwieweit der 
L-Arginintransport in den Erythrozyten, die Arginaseaktivität, der erythrozytäre ADMA-
Spiegel oder die Phosphorylierung der eryNOS in diesem Zusammenhang verändert ist. 
Ebenso ist noch offen, ob eine „entkoppelte“ erythrozytäre NO-Synthese bei erhöhtem 
oxidativen Stress vorliegt, und eine vermehrte Inaktivierung von NO zu einer verminderten 
Bioverfügbarkeit führt.  
 
1.4 Funktion von Stickstoffmonoxid 
NO ist als intrazellulär und interzellulär wirkender Botenstoff an vielen unterschiedlichen 
biologischen Prozessen im Nervensystem, Immunsystem und Herzkreislaufsystem beteiligt76. 
Viele dieser Vorgänge werden durch Aktivierung der löslichen Guanylatzyklase und einen 
daraus resultierenden Anstieg des zyklischen Guanosinmonophosphates (cGMP) in der Zelle 
vermittelt77. 
Die Funktion von NO im Herzkreislaufsystem liegt in der Aufrechterhaltung der regionalen 
myokardialen Funktion und der vaskulären Homöostase durch Freisetzung von NO aus dem 
Endothel78. NO moduliert im vaskulären System verschiedene Funktionen in der luminalen 
und abluminalen Gefäßwand. In der Gefäßwand relaxiert NO die glatten. Die Folge ist eine 
Senkung des Gefäßtonus in den Leitungsarterien und in den präkapillären Widerstands-
gefäßen. Es reguliert somit den Gefäßwiderstand und über diesen Mechanismus den 
Blutdruck und die Mikrozirkulation. Luminal hemmt NO die Adhäsion von Thrombozyten, 
neutrophilen Granulozyten und Monozyten an die Gefäßwand79. Dieser Effekt wird zumindest 
zum Teil durch eine NO-induzierte Herunterregulation von endothelialen Adhäsions-
molekülen wie dem interzellulären Adhäsionsmolekül 1 oder dem vaskulären 
Zelladhäsionsmolekül 1 vermittelt80. Durch Hemmung der Aktivierung des nukleären 
Transkriptionsfaktors кB wirkt NO antiinflammatorisch80. NO beeinflusst zusätzlich die 
endotheliale Permeabilität81. Weiterhin scheint es sowohl die Proliferation und Migration, als 
auch die Produktion von Matrixproteinen der glatten Muskelzellen zu hemmen82. 
Auswirkungen einer verminderten NO-Bioverfügbarkeit zeigen sich in einer verminderten 
Endothelfunktion und endothelabhängigen Vasodilatation bei Diabetes mellitus4, der 
Dyslipidämie6, der arteriellen Hypertonie5, bei Rauchern7 sowie im Alter8. 
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Auch in der Mikrozirkulation hat NO eine regulatorische Bedeutung. Die Mikrozirkulation 
gewährleistet die Versorgung der Zellen mit O2 und Nährstoffen. Bestimmende Faktoren der 
Mikrozirkulation sind vor allem die Plasmaviskosität sowie die Fließeigenschaften der 
Thrombozyten und Erythrozyten. Die Fließeigenschaften der Erythrozyten werden 
maßgeblich durch den Hämatokrit sowie deren Verformbarkeit und Aggregabilität 
bestimmt83. Die Aggregation der Thrombozyten und deren Adhäsion an die Gefäßwand wird 
durch endogen gebildetes NO und exogenes NO gehemmt84;85. Mononukleäre Leukozyten 
inhibieren ebenfalls abhängig vom NO-Stoffwechselweg die Endotheladhäsion der 
Thrombozyten86.  
NO beeinflusst die Aggregation und die Verformbarkeit der Erythrozyten. Unter 
Erythrozytenaggregation versteht man die Zusammenlagerung der Erythrozyten zu 
„Geldrollen“ (rouleaux). Diese formen sich durch Abstoßung negativ geladener 
Zellmembranen und Vernetzung mit hochmolekularen Plasmaproteinen (Fibrinogen, 
α2-Makroglobulin)87. Die physiologische Aggregation ermöglicht die axiale Zellströmung in 
den Arterien und Venen, welche für den Blutfluss elementar ist83. NO reduziert die 
Aggregationsneigung der Erythrozyten und verbessert darüber die Mikrozirkulation88. Eine 
gesteigerte Erythrozytenaggregation ist an den Mikrozirkulationsstörungen zahlreicher 
Krankheiten wie koronarer Herzkrankheit (KHK), Diabetes mellitus, Dyslipidämie und 
Sichelzellanämie beteiligt89;90. Zu den Ursachen zählt eine erhöhte Fibrinogenkonzentration 
im Plasma91. Im Zusammenhang mit kardiovaskulären Risikofaktoren führt eine veränderte 
Membranladung zu einer gesteigerten Erythrozytenaggregation92. 
Unter Erythrozytenverformbarkeit versteht man die Elongation der Erythrozyten, die eine 
Passage durch die kleinsten Gefäße ermöglicht. Humane Erythrozyten besitzen eine diskoide, 
bikonkave Form mit einem Durchmesser von  circa 7-8 µm93. Der Durchmesser der kleinsten 
Kapillaren ist mit 2-3 µm deutlich kleiner als der Durchmesser des Erythrozyten. Eine 
Durchblutung im Bereich der Mikrozirkulation ist nur durch die Verformbarkeit des 
Erythrozyten möglich94. Die Verformbarkeit wird maßgeblich durch die Struktur der 
Erythrozytenmembran beeinflusst. Die Erythrozytenmembran besteht aus einer Phospholipid-
Doppelschicht und einem Netzwerk von Strukturproteinen, welche sich an der Innenseite der 
Phospholipid-Doppelschicht befinden und in dieser verankert sind. Dieses Netzwerk wird 
hauptsächlich aus Spektrin-Verknüpfungen gebildet. Spektrin ist bis zu 250 % seiner 
Ursprungslänge dehnbar und bis zu 40 % kontrahierbar95. Die Verbindung zwischen dem 
Spektringerüst und der benachbarten Phospholipid-Doppelschicht wird durch weitere Protein-
Interaktionen ermöglicht. Sechs Spektrinenden sind mit einem Aktin (Synonym: Bande 5) 
verbunden, welches über das Protein 4.1 und Adducin stabilisiert wird und mittels Ankyrin, 
Bande 3 und Glykophorin C in der Phospholipid-Doppelschicht verankert ist96. Diese 
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Strukturproteine erhalten nicht nur die Membranstabilität, sondern ermöglichen vor allem die 
Verformbarkeit96. Unter physiologischen Bedingungen kann NO die Membranfluidität97 und 
Verformbarkeit88;98 verbessern. Diese Wirkung wird nicht nur durch endothelial gebildetes, 
sondern auch durch erythrozytär gebildetes NO erzielt. Eine Stimulation der erythrozytären 
NO-Bildung in vitro verbesserte die Verformbarkeit, während durch eine Inhibition ein 
inverser Effekt verursacht wurde12;98. Eine Verschlechterung der Erythrozytenverformbarkeit 
wurde bei Patienten mit kardiovaskulären Risikofaktoren wie Diabetes Mellitus99, der 
arteriellen Hypertonie100 und Dyslipidämie101 nachgewiesen. Die Bedeutung des NO für die 
Verformbarkeit in diesen pathologischen Zuständen wurde noch nicht hinreichend untersucht. 
Für die arterielle Hypertonie102 und Dyslipidämie103 konnte gezeigt werden, dass exogen 
hinzugefügtes NO die in diesem Zusammenhang verminderte Membranfluidität und 
Verformbarkeit verbessern kann. 
 
Bislang ist unbekannt, ob die erythrozytäre NO-Bildung bei kardiovaskulären Risikofaktoren 
vermindert ist und inwieweit NO in vivo die Erythrozytenverformbarkeit und die 
Mikrozirkulation beeinflusst. 
 
Die Ziele dieser Arbeit waren deshalb 
1) die Quantifizierung der NOS-Aktivität im Erythrozyten in Abhängigkeit 

kardiovaskulärer Risikofaktoren und deren Einfluss auf die 
Erythrozytenverformbarkeit, 

2) die biochemische und immunzytochemische Untersuchung zu Veränderungen in den 
Regulationsmechanismen der eryNOS bei kardiovaskulären Risikofaktoren, 

3) die Etablierung einer Methode, mit welcher der Einfluss von NO auf die Erythrozyten-
verformbarkeit und Mikrozirkulation in vivo untersucht werden konnte. 
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2. Material und Methoden 
Alle Chemikalien wurden, wenn nicht gesondert aufgeführt, von Sigma- Aldrich Chemie 
GmbH, München, Deutschland bezogen. Die Herstellung von oxygeniertem Hämoglobin 
(HbO2) wurde nach Feelisch et al. (1996) durchgeführt104. 
 
2.1 Untersuchung des NO-Stoffwechsels in vitro 
2.1.1 Studienkollektiv 
Im Rahmen der vorliegenden Untersuchung wurden junge gesunde Personen und Patienten 
mit bekannten kardiovaskulären Risikofaktoren untersucht. Für die Untersuchungen wurden 
Mitarbeiter des Labors und deren Freunde sowie Patienten der Kardiologie der Medizinischen 
Klinik B der Heinrich-Heine-Universität Düsseldorf rekrutiert. Die Genehmigung des 
Studienprotokolls erfolgte durch die Ethikkommission der Heinrich-Heine-Universität 
Düsseldorf (Votum Prof. Dr. med. M. Kelm). Die Probanden wurden zunächst im Rahmen 
eines Aufklärungsgesprächs um ihre Einwilligung zur Studienteilnahme gebeten. Zur 
Klassifizierung des Risikoprofils wurden sowohl anamnestische Angaben, als auch die 
klinische Untersuchung und laborchemische Parameter herangezogen. Bei den Probanden 
wurde zusätzlich ein Ruhe- und Belastungs-EKG sowie eine Kontrolle des Routinelabors 
(Blutbild, Natrium, Kalium, Harnsäure, Gesamtcholesterin, High density (HDL)- und Low 
density (LDL)- Cholesterin, Triglyzeride, Glukose, HbA1c und C-Reaktive-Protein) 
durchgeführt.  
Als Risikofaktoren erster Ordnung wurden die arterielle Hypertonie, der Diabetes mellitus, 

Rauchen, das Alter und eine Dyslipidämie gewertet. Eine arterielle Hypertonie wurde gemäß 

der Joint-National-Commitee-Kriterien105 bzw. der Weltgesundheitsorganisations-

Richtlinien106 diagnostiziert, wenn arterielle Drücke an drei verschieden Tagen von >140/>90 

mmHg gemessen wurden oder bereits eine antihypertensive Therapie bestand. Ein Diabetes 

mellitus wurde nach den Richtlinien der Weltgesundheitsorganisation107 und der American 

Diabetes Association108 diagnostiziert, wenn bei Messungen an zwei unterschiedlichen Tagen 

die Plasmaglukosespiegel nüchtern >126 mg/dl gemessen wurden, ein oraler Glukose-

toleranztest mit 2 Stunden-Werten von >200 mg/dl oder zu einem beliebigen Zeitpunkt eine 

Diabetessymptomatik in Kombination mit Plasmaglukosewerten von >200 mg/dl bestanden. 

Ebenfalls wurden Personen, die bereits mit oralen Antidiabetika oder Insulin behandelt 

wurden, als Diabetiker klassifiziert. Als Raucher wurden diejenigen klassifiziert, die täglich 

mindestens 10 Zigaretten über ein Jahr rauchten. In Anlehnung an die Richtlinien der 

American Heart Association und des National Heart, Lung and Blood Institute wird eine 

Hypercholesterinämie definiert als das Vorliegen eines Gesamtcholesterins >240 mg/dl, eines 
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LDL-Cholesterins >160 mg/dl, eines HDL-Cholesterins <35 mg/dl oder einer bestehenden 

cholesterinsenkenden Therapie. 

Ein Alter von >45 bei Männern und >55 bei Frauen wurde als ein zusätzlicher Risikofaktor 

für Herzkreislauferkrankungen klassifiziert. Alle Studienteilnehmer wurden unter 

Berücksichtigung folgender Ausschlusskriterien für die Untersuchungen ausgewählt: 

- akute Entzündungen (C-Reaktive-Protein > 0,5 mg/dl) 

- Nierenfunktionsstörungen oder Hämodialyse 

- Herzinsuffizienz gemäß NYHA III. oder IV. Grades 

- Malignom-Erkrankungen 

- Body Mass Index (BMI) > 30 kg/m² 

 

2.1.2 Blutentnahme 
Blut von den Probanden wurde aus der Vena mediana cubiti über eine venöse Punktions-
kanüle (Butterfly®, Ø 0,6 mm, Abbott Ireland, Sligo, Irland) unter Vermeidung einer 
Hämolyse entnommen. Als Antikoagulanz wurde Hirudin (Refludan®, Schering; 0,4 mg/ml = 
0,25 µl/ml Blut) eingesetzt. Bei den Proben zur späteren Arginase-Bestimmung (siehe 2.1.10) 
wurde stattdessen Heparin als Antikoagulanz verwendet (10 IE/ml, Liquemin 5000 IE, Roche, 
Grenzach-Wyhlen, Deutschland). 
 
2.1.3 Probenaufarbeitung 
Zur Kontrolle des pH-Wertes von Inkubationsmedien und Vollblutproben wurde dieser nach 
Ansetzen, vor und nach der Probenbestimmung mit Pufferlösungen der Werte pH 7 und pH 9 
(Puffer 7,00; Puffer 9,00 Riedel-de Haën®, RdH Laborchemikalien, Seelze, Deutschland) 
gemessen. Bei allen durchgeführten Versuchen führte weder die Inkubation noch die Zugabe 
der verwendeten Reagenzien zum Vollblut zu messbaren Veränderungen des pH-Wertes. 
 
2.1.4 Aufarbeitung der Blutproben zur Erythrozytenseparation 
Erythrozytenkonzentrat wurde für die anschließende Verwendung im Filtrationsverfahren 
(siehe 2.1.7), für die immunzytochemische Untersuchung der Phosphorylierung der NOS 
(siehe 2.1.8) und für den Arginaseassay (siehe 2.1.9) hergestellt. Dafür wurde Vollblut in eine 
an der Spitze verschlossenen Spritze ohne Kolben 15 min bei 800 x g und 4 ºC zentrifugiert 
und der plasmatische Überstand vorsichtig entnommen, um das Zellsediment nicht zu 
beschädigen. Zur Separierung reiner Erythrozyten wurde nach Lösen des Verschlusses circa 
1/3 der sedimentierten Erythrozytenschicht vorsichtig abgetropft, ohne dabei die leukozytäre 
Grenzschicht zu beschädigen. Die Reinheit des Erythrozytensediments wurde durch 
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Lichtmikroskopie und fluoreszenzaktivierte Zellzählung (Beckman Coulter Epics XL, 
Beckman Coulter GmbH, Krefeld, Deutschland) kontrolliert. Bei der Erythrozytenseparation 
wurde ein Reinheitsgrad von >99 % erreicht. Die Erythrozyten wurden mit phosphat-
gepufferter Kochsalzlösung mit einem pH von 7,3 (PBS) auf den gewünschten Hämatokrit 
eingestellt.  
 
2.1.5 Protokoll zur Untersuchung der eryNOS-Aktivität und der Erythrozyten-

verformbarkeit 
Um die eryNOS-Aktivität bei Gesunden und bei Patienten mit kardiovaskulären 
Risikofaktoren zu untersuchen, wurde Vollblut direkt nach Blutentnahme aliquotiert und mit 
Inkubationsmedien versetzt. Inkubiert wurde mit dem Substrat der NOS L-Arginin (3 mmol/l, 
Verdünnung 1:99; V:V; Inkubationsmedium:Vollblut) und mit dem kompetitiven Inhibitor 
N5-1-iminoethyl-L-Ornithin (L-NIO, 100 µmol/l) im Schüttel-Wasserbad bei 37 °C für 30 
min. Parallel dazu wurde das Vollblut mit L-NIO (100 µmol/l) in Kombination mit HbO2 (0,1 
mmol/l) als „NO-Fänger“ inkubiert. HbO2 wurde alle 5 min während der Inkubation zur 
aliquotierten Probe gegeben um ständig reaktives, NO-abfangendes Hämoglobin in Lösung zu 
haben. Unter der Vorstellung, dass NO nahezu vollständig abgefangen wird, sollte der 
Einfluss von endogenem NO auf die Erythrozytenverformbarkeit untersucht werden. Als 
Kontrolle diente eine Inkubation mit PBS. 
Das Vollblut wurde 1:5 mit gekühltem PBS (V/V; Probe:PBS) verdünnt und das Plasma 
zügig durch Zentrifugation (800 x g, 4 °C, 20 min) separiert um die Reaktion von NO mit 
dem Hämoglobin der Erythrozyten zu verhindern. Als Marker der eryNOS-Aktivität wurden 
die oxidativen Metabolite der NOS Nitrit (n=79) und Nitrat (n=12) im plasmatischen 
Überstand über die Chemilumineszenzdetektion (CLD) (siehe 2.1.7) und die Nitratreduktase-
Flussinjektionsanalyse (NR-FIA) (siehe 2.1.8) gemessen. Für die Detektion von Nitrit mittels 
CLD wurde die Plasmaprobe direkt verwendet. Für die Bestimmung von Nitrat mittels 
NR-FIA wurden die Plasmaproben vorher zur Deproteinierung 2 h bei 4 °C und 4000 x g in 
einem Ultrazentrifugenröhrchen Centricon® YM 10 (cut off Filter 10 kDa, Millipore 
Corporation, Eschborn, Deutschland) ultrafiltriert. Das ultrafiltrierte Plasma wurde bis zur 
Durchführung der Messung bei -80 °C gelagert. Als Kontrolle wurde  jeweils PBS anstatt 
Vollblut mit den Inkubationsmedien PBS, L-Arginin und L-NIO in den oben genannten 
Konzentrationen inkubiert, 1:5 verdünnt und nach Zentrifugation die Nitrit- und 
Nitratkonzentration gemessen. Die Kontamination der Inkubationsmedien wurde von der 
gemessenen Nitrit- und Nitratkonzentration nach Inkubation subtrahiert.  
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Zur Bestimmung des Einflusses der eryNOS-Aktivität auf die Erythrozytenverformbarkeit 
wurde das Erythrozytensediment aus dem inkubierten Vollblut wie unter 2.1.4 beschrieben 
gewonnen. Die Erythrozyten wurden mit PBS auf den standardisierten Hämatokrit von 7 % 
eingestellt. Die Erythrozytensuspension wurde im Filtrationsverfahren verwendet (siehe 
2.1.9). 
 
2.1.6 Protokoll zur Untersuchung des Einflusses von exogenem NO auf die 

Erythrozytenverformbarkeit 
Zur Untersuchung, inwieweit sich die Erythrozytenverformbarkeit basal und unter Einfluss 
von NO bei Gesunden und bei Personen mit kardiovaskulärem Risikoprofil unterscheidet, 
wurde humanes Vollblut direkt nach Blutabnahme aliquotiert und mit dem NO-Donor 
S-Nitrosoglutathion (GSNO; 600 nmol/l), mit HbO2 als „NO-Fänger“ (0,1 mmol/l) und mit 
PBS als Kontrolle im lichtgeschützen Schüttelwasserbad für 30 min bei 37 °C inkubiert 
(n=26). Nach Inkubation der Proben wurde das Erythrozytensediment wie unter 2.1.4 
beschrieben separiert. Die Erythrozyten wurden mit PBS auf den standardisierten Hämatokrit 
von 7 % eingestellt und die Erythrozytensuspension im Filtrationsverfahren verwendet (siehe 
2.1.9). 
 
2.1.7 Bestimmung der Nitritkonzentration im Plasma mittels CLD 
Die Gasphasen-Chemilumineszenz stellt eine der sensitivsten und spezifischsten Methoden 
zur Messung von NO in flüssigen oder gasförmigen Proben dar. Die Methode beruht auf der 
Messung von Lichtquanten, die stöchiometrisch bei der Reaktion von NO mit Ozon 
freigesetzt werden. Die Messungen wurden an einer CLD-Anlage der Firma Ecophysics (Typ 
CLD 88 NO e, Ecophysics, Schweiz) durchgeführt. 
Zur Bestimmung des Nitritgehalts flüssiger Proben wurden je 100 µl dreifach mit einer 
gasdichten Glasspritze (Typ 1710/50 RN, Hamilton, Bonaduz, Schweiz) in die Lösungs-
kammer (Verhees, Neuss, Deutschland) der Anlage injiziert. Das Reaktionsgefäß wurde von 
60 °C warmem Wasser umspült. Durch eine Glasfritte strömte während der gesamten 
Messung mit konstantem Fluss Helium (Abbildung 2). In der Injektionskammer befanden sich 
20 ml einer iodhaltigen, reduktiven Reaktionslösung. Diese Lösung setzte sich zusammen aus 
1,62 g Kaliumjodid (Merck, Darmstadt, Deutschland) und 0,57 g Iod (Sigma, Steinheim, 
Deutschland) gelöst in 15 ml Hochleistungsflüssigkeits-Chromatographiewasser (Merck, 
Darmstadt, Deutschland) und versetzt mit 202,5 ml Essigsäure (Merck, Darmstadt, 
Deutschland). 
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Abbildung 2 
Schematische Darstellung der CLD. Die zu untersuchende Probe wurde in ein Reaktionsgefäß injiziert. NO trat in die Gas-
phase über und gelangte mit dem Heliumgasfluss in die Reaktionskammer des NO-Analysators, in der die Lichtreaktion mit 
Ozon stattfand. 
 
Die Lösung diente der Freisetzung von NO aus Nitrit. Die Reaktionslösung setzte zunächst 
aus in der Probe enthaltenem Nitrit Nitrosoniumionen frei, die mit Iodid weiter zu NO 
reagierten: 
 
NO2 

- + 2 H+  →  NO+ + H2O 
NO+  + I-  →  ONI 
2 ONI   →  2 NO. + I2 

 
Das aus Nitrit gebildete NO konnte dann in einem NO-Analysator mittels oben beschriebener 
Photoreaktion bestimmt werden. Vor jeder Analyse wurde durch Aufgabe wässriger Nitrit-
standards eine Eichung der Anlage durchgeführt. 
 
2.1.8 Bestimmung der Nitratkonzentration im Plasma mittels NR-FIA 
Im ersten Schritt wurde Nitrat mittels Nitratreduktase zu Nitrit reduziert. Die zu 
untersuchenden Proben wurden mit NADPH sowie einer weiteren Lösung bestehend aus 
Nitratreduktase, Glucose-6-Phosphat (Roche Life Sciences, Mannheim, Deutschland) und 
Glucose-6-Phophat-Dehydrogenase (Roche Life Sciences, Mannheim, Deutschland) gelöst in 
Aqua ad injectabilia (Braun, Melsungen, Deutschland) und Tris-Hydroxymethyl-
aminomethan-Salzsäure (BioRad, Kalifornien, USA) versetzt und in einem Wärmeschrank bei 
25 °C für 1 Stunde inkubiert. Das in der Probe vorhandene Nitrat wurde so durch die Nitrat-
reduktase unter Verbrauch von NADPH zu Nitrit reduziert. NADP+, welches durch den 
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Verbrauch aus der Reaktion entstanden war, wurde durch die Glucose-6-Phosphat-
Dehydrogenase zu NADPH reduziert und permanent dem Gleichgewicht der Nitratreduktase-
reaktion entzogen. Damit wurde eine vollständige Umwandlung des Nitrats zu Nitrit 
gewährleistet.  
 

 
Abbildung 3 
Anordnung der Flussinjektionsanalyse 
 
Im zweiten Schritt wurde das zu Nitrit überführte Nitrat basierend auf der Griess-Reaktion 
photometrisch quantifiziert. Das Griess-Reagenz setzte sich zu gleichen Teilen aus 10 g/l 
Sulfanilamid (Merck, Darmstadt, Deutschland) gelöst in 1 % Salzsäure (Merck, Darmstadt, 
Deutschland) und 0,2 g/l N-(1-Naphtyl)-Ethylendiamid gelöst in Hochleistungsflüssigkeits-
Chromatographiewasser (LiChrosolv®, Merck, Darmstadt, Deutschland) zusammen. Das 
Messprinzip dieser Methode beruht auf einer Azokupplung von Nitrit an ein Naphthyl-
ethylendiamin und der spektrophotometrischen Quantifizierung dieser Farbreaktion bei 540 
nm (Abbildung 4).  
 

 
Abbildung 4 
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2.1.9 Bestimmung der Erythrozytenverformbarkeit mittels Filtrationsverfahren 
Um die Verformbarkeit der Erythrozyten zu untersuchen, wurde die Filtrationsmethode nach 
Reid et al. (1976) verwendet109. Diese Methode wurde modifiziert, um sie für die 
Bestimmung der Verformbarkeit der Erythrozyten von Personen mit kardiovaskulären 
Risikofaktoren verwenden zu können und die Reproduzierbarkeit der Messung zu verbessern. 
 
Filtrationsmethode nach Reid et al. 
Die Orginalmethode von Reid et al. (1976) misst die Verformbarkeit, indem die Passage von 
Erythrozyten (Durchmesser im Mittelwert 7,6 µm) durch einen Membranfilter mit einer 
Porengröße von 5 µm gemessen wird. Die Passagezeit der Erythrozyten durch die Membran 
gilt als Maß der Verformbarkeit. Die in der Literatur beschriebene Methode wurde den 
Angaben entsprechend aufgebaut. Der Filterhalter verband die Spritze mit dem 
Vakuumsystem (Abbildung 5). Das Vollblut wurde über eine 1 ml Spritze ohne Stempel 
aufgegeben und mit einem Unterdruck von 10 cm H20 durch den anschließenden 
Membranfilter filtriert. Es wurden Membranfilter (Isopore®, Millipore, Eschborn, 
Deutschland) mit einem Durchmesser von 13 mm und einer Porengröße von 5 µm, 
Kunststoff-Filterhalter (Swinnex®, Millipore, Eschborn, Deutschland) und 1 ml Tuberkulin-
spritzen mit 100er-Verteilungsstrich BD-Plastipak (Becton Dickinson, Heidelberg, 
Deutschland) verwendet. Die Passagezeit des Blutes innerhalb einer Minute wurde als 
Flussrate in µl/sec angegeben und galt als Parameter für die Erythrozytenverformbarkeit. 
 

 

 
Abbildung 5 
Schematische Darstellung der Filtrationsmethode. Originalabbildung aus Reid et al. (1976). Ein Membranfilter mit einer 
Porengröße von 5 µm und einem Durchmesser von 13 mm wurde in einen Filterhalter eingesetzt. Der Peleusball diente als 
Vakuumquelle. Eine Wassersäule wurde als Manometer für den angelegten Unterdruck verwendet. Ein Luftreservoir 
verminderte die Druckschwankung. 
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Modifizierung der Filtrationsmethode 
Die in dieser Arbeit vorgenommenen Modifizierungen der Methode bezogen sich auf die 
Probenaufarbeitung und die Filterporengröße. Die Methode nach Reid et al. erwies sich zur 
Bestimmung der Verformbarkeit der Erythrozyten von Personen mit kardiovaskulärem 
Risikoprofil als ungeeignet. Reid et al. verwendeten Vollblut zur Filtration. In Vorarbeiten 
dieser Arbeit passierte Vollblut von Patienten mit kardiovaskulärem Risikoprofil nicht den 
Filter. Um eine hohe Validität zu gewährleisten, sollten alle Faktoren ausgeschaltet werden, 
die die Erythrozytenverformbarkeit beeinflussen können. Besonders die Leukozyten 
beeinflussen auf Grund ihrer Größe die Bestimmung der Erythrozytenverformbarkeit durch 
eine Verstopfung der Membranporen110. Des Weiteren beeinflusst der interindividuelle 
Hämatokrit des Vollblutes111 und die Viskosität des Plasmas112 die 
Durchflussgeschwindigkeit im Filtrationsverfahren. Die Viskosität selbst ist abhängig vom 
Plasmaproteingehalt113. Zur Entfernung der Leukozyten erfolgte eine Separation der 
Erythrozyten wie unter 2.1.4 beschrieben. Das durch diese Separationsmethode entstandene 
Erythrozytensediment wies einen Hämatokrit von 84 % auf. Mit Puffer wurde das Sediment 
auf einen gewünschten Hämatokrit exakt verdünnt. Somit konnte der Einfluss des 
Hämatokrits auf das Filtrationsergebnis ausgeschlossen werden. Durch Verwendung einer mit 
PBS gewaschenen Erythrozytensuspension anstatt Vollblut oder anstatt einer Erythrozyten-
suspension mit endogenem Plasma wurden die Einflüsse einer Hyperglykämie, eines 
hyperviskösen Plasmas, von Leukozyten, Thrombozyten, Plasmacholesterin und Plasma-
fibrinogen vermieden114. Durch die Verdünnung mit PBS (pH 7,4; Osmolalität 295-300 
mmol/kg) wurde ein Einfluss des Puffers auf das mittlere Zellvolumen der Erythrozyten 
(MCV) verhindert115. Das MCV wurde immer kontrolliert, um einen Einfluss auf die 
Erythrozytenverformbarkeit auszuschließen. Das MCV unterschied sich nicht signifikant 
zwischen den untersuchten Kollektiven. 
In Voruntersuchungen dieser Arbeit wurde die Flussrate unter Einstellung verschiedener 
Hämatokritwerte (Hämatokrit von 35 % bis 7 %) und Verwendung verschiedener Filtergrößen 
(Porengröße 5 µm bis 3 µm) gemessen. Es wurden Erythrozyten von gesunden Probanden 
und Erythrozyten von Patienten mit kardiovaskulären Risikofaktoren getestet. Ziel war es, die 
optimale Kombination aus Hämatokrit und Porengröße zu bestimmen, um vergleichende 
Untersuchungen der Erythrozytenverformbarkeit von gesunden Probanden und Patienten mit 
kardiovaskulären Risikofaktoren durchführen zu können. Das von Patienten mit 
kardiovaskulären Risikofaktoren resuspendierte Erythrozytenkonzentrat mit eingestelltem 
Hämatokrit von 35 % passierte den Membranfilter mit der Porengröße 5 µm nicht. Mit 
niedriger eingestelltem Hämatokrit erhöhte sich die Flussrate. Aufgrund der hohen 
interindividuellen Varianz der Flussrate passierten die Erythrozyten erst bei der Verwendung 
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eines Hämatokrits von 20 % bei allen Probanden der kardiovaskulären Risikogruppe den 
Filter. Die Erythrozytensuspension von gesunden jungen Probanden passierte bei diesem 
eingestellten Hämatokrit so schnell den 5 µm Membranfilter, dass eine reproduzierbare 
Bestimmung der Passagezeit nicht möglich war. Daraufhin wurden Erythrozytensuspensionen 
unterschiedlichen Hämatokrits bei der Verwendung eines Membranfilters mit einer 
Porengröße von 3 µm getestet. Bei Verwendung von Filtern dieser Porengröße mussten  
Erythrozytensuspensionen mit einem niedrigeren Hämatokrit verwendet werden, um eine 
Passage durch den Filter zu gewährleisten. Bei einem eingestellten Hämatokrit von 7 % und 
Verwendung eines Filters mit 3 µm Porengröße lag die Flussrate der Erythrozytensuspension 
von Personen mit und von Personen ohne kardiovaskuläre Risikofaktoren im ähnlichen 
Bereich (zwischen 9±1 µl/sec und 7,2±0,8 µl/sec, Abbildung 6) und wurde in den 
nachfolgenden Untersuchungen in dieser Arbeit vergleichend bestimmt.  
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Abbildung 6 
Filtrationsgeschwindigkeit in Abhängigkeit von Hämatokrit und kardiovaskulärem Risikoprofil. Es wurde Vollblut 
von gesunden Probanden und von Patienten mit kardiovaskulärem Risikoprofil verwendet (jeweils n=6). A Filter mit 5 µm 
Porengröße, B Filter mit 3 µm Porengröße. Im Gegensatz zur Verwendung von 5 µm Filtern gab es bei der Verwendung von 
3 µm Filtern keine signifikanten Unterschiede in der Verformbarkeit zwischen den Kohorten. Der vergrößerte Ausschnitt 
zeigt, dass die mittlere Flussgeschwindigkeit bei kardiovaskulären Risikofaktoren bei Verwendung von 3 µm Filtern und 
einem Hämatokrit von 7 % nur um 1,8 µl/sec niedriger lag im Vergleich zu Gesunden.  
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Unter Verwendung der Filter mit 3 µm Porengröße und des Hämatokrits von 7 % wurden 
verschiedene Unterdrücke getestet, um den optimalen Unterdruck bezüglich der optimalen 
Sensitivität und Reproduzierbarkeit zu ermitteln. Der von Reid et al. verwendete Unterdruck 
von -10 cm Wassersäule erzielte auch nach der Modifikation die niedrigsten Variations-
koeffizienten.  
Um Veränderungen der Erythrozyten durch den Vorgang der Filtration auszuschließen, wurde 
ihre Form vor und nach Passage des Filters lichtmikroskopisch untersucht. Sie behielten ihre 
bikonkave, diskoide Form und zeigten keine Anzeichen von Beschädigung oder Hämolyse. 
Die Bewegung der Zellen durch den Filter wurde nicht durch blockierte Poren beeinträchtigt.  
 
2.1.10 Bestimmung der erythrozytären Arginaseaktivität 
Die erythrozytäre Arginaseaktivität wurde bei Patienten ohne kardiovaskuläre Risikofaktoren 
(n=8) und bei Patienten mit vier kardiovaskulären Risikofaktoren (n=6) gemessen. Zur 
Bestimmung der Arginaseaktivität im Erythrozyten wurde das Enzym aktiviert und der 
entstandene Harnstoff bestimmt. Zur Aufarbeitung der Proben wurde aus dem abgenommenen 
Vollblut wie unter 2.1.4 beschrieben ein reines Erythrozytensediment gewonnen. Die 
Erythrozyten wurden 1:100 mit PBS verdünnt. Um die Erythrozyten zu lysieren, wurde das 
verdünnte Erythrozytenkonzentrat mit Proteinlysepuffer (0,1 % Triton X-100, 10 ng/ml 
Aprotinin, 1 mM PMSF) 1:1 versetzt und für 2-5 min bei 4 °C inkubiert. Zum Proteinlysat 
wurde nun zu gleichem Volumen Manganpuffer (10 mM MnCl2, 50 mM TrisHCl pH 7,5) 
hinzugegeben und das Enzym bei 55 °C aktiviert. Durch Zugabe von 0,5 M L-Arginin im pH 
Optimum der Arginase von 9,7 wurde die Reaktion gestartet. Nach 60 min Inkubation wurde 
die Reaktion durch Zugabe eines Säuregemischs (H2SO4:H3PO4:H2O; Verhältnis: 1:3:7) 
gestoppt. Durch Zugabe von 9 % α-Isonitrosopropiophenon in 100 % Ethanol und Inkubation 
für 45 min bei 100 °C wurden die gebildeten Komplexe ausgefällt und nach einer Inkubation 
für 10 min bei Raumtemperatur anschließend zentrifugiert (5 min, 5000 x g). In Abhängigkeit 
der Harnstoffkonzentration bildete sich eine rot-violette Farbreaktion unterschiedlicher 
Intensität. Aus dem Reaktionsgefäß wurden 200 µl in eine Flachboden-Mikrotiterplatte 
überführt. Die Absorption des entstandenen Harnstoffs konnte nun spektrophotometrisch bei 
540 nm bestimmt werden. Zur Eichung wurden parallel Harnstoffstandards verwendet. 
Die Proteinkonzentration wurde gemäß Herstellerangaben mit dem DC-Proteinbestimmungs-
assay (Biorad®, München, Deutschland) basierend auf der Biuretmethode über die Absorption 
bei 750 nm bestimmt. Der Harnstoffumsatz wurde auf die Proteinmenge bezogen und die 
Arginaseaktivität in µmol/mg*h angegeben. 
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2.1.11 Immunzytochemische Untersuchung der Phosphorylierung der eryNOS  
Auf proteinbiochemischer Ebene sollte untersucht werden, ob sich die Stimulierbarkeit und 
immunzytochemisch nachweisbare Phosphorylierung an Serin 1177 bei Probanden ohne 
kardiovaskuläre Risikofaktoren (n=4) und bei Patienten mit kardiovaskulärem Risikoprofil 
(n=4) unterscheidet. Separierte Erythrozyten (siehe 2.1.4) wurden im zellfreien Überstand 
resuspendiert (1:1) und einer Stimulation mit Scherstress ausgesetzt, indem sie für 2 min nach 
der Filtrationsmethode von Reid et al. (siehe 2.1.9) mehrfach durch einen Membranfilter der 
Porengröße 5 µm filtriert wurden. Nach Stimulation mit Scherstress wurde diese Probe 1:10 
mit PBS verdünnt. Als Kontrolle wurde ein zweiter Teil der Probe ohne Filtration direkt 1:10 
mit PBS verdünnt. Anschließend wurden die Erythrozyten auf Deckgläsern (24 x 32 mm) 
ausgestrichen und für 1 min mit Methanol/Paraformaldehyd 37 % (9:1, V:V) fixiert. Nach 
dreimaligem Waschen mit PBS wurden sie mit PBS/Triton-X-100 (0,1 %; V:V) für 5 min 
permeabilisiert. Danach wurden sie in Tris-Borsäure (0,1 M) nochmals gewaschen und für 20 
min in eine Lösung, bestehend aus PBS, 2 % Wasserstoffperoxid und 80 % Methanol  
gegeben. 
Die Ausstriche wurden mit Milchpulver 3 % (Roth, Karlsruhe, Deutschland), gelöst in Tris-
Borsäure für 30 min bei Raumtemperatur behandelt. Es folgte eine Inkubation in Tris-
Borsäure-Lösung mit 0,3 % Milchpulver, 0,03 % Tween 20 (Roth, Karlsruhe, Deutschland) 
und dem primären polyklonalen Kaninchen-Antikörper gegen die phosphorylierte eNOS 
(Serin 1177) (1:500, Upstate, Lake Placid, USA). Nach Waschen der Proben mit Tris-
Borsäure wurden die Ausstriche mit dem zweiten Antikörper (goat-anti-rabbit-antibody, 
Dako, Glostrup, Dänemark) in einer Verdünnung von 1:400 für 30 min inkubiert. Als 
Negativkontrollen wurden Erythrozyten ohne den primären Antikörper inkubiert. Ein 
Streptavidin-Peroxidase-konjugiertes-Antigen (Verdünnung 1:150; Amershan, Bucking-
hamshire, England) wurde den Ausstrichen für 30 min hinzugegeben. Die Reaktion wurde mit 
3,3’-Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid gelöst in PBS durchgeführt. Die 
immunzytochemischen Untersuchungen der Erythrozytenausstriche wurden in Kooperation 
mit Prof. W. Bloch (Deutsche Sporthochschule Köln) durchgeführt. 
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2.2 Untersuchung des Einflusses von NO auf die Mikrozirkulation in vivo  
2.2.1 Das extraembryonale Gefäßsystem des Hühnerembryos als Mikrozirkulations-

modell 
In dieser Arbeit wurde eine Methode entwickelt, die das extraembryonale Gefäßsystem des 
Hühnerembryos als in vivo Mikrozirkulationssystem verwendet, um die Wirkung von NO auf 
die Erythrozytenverformbarkeit und Mikrozirkulation zu untersuchen. Nach der derzeitigen 
Gesetzeslage in der Bundesrepublik Deutschland gelten Experimente während der gesamten 
Bebrütungsphase nicht als Tierversuche. Föten oder embryonale Entwicklungsstadien sind im 
deutschen Tierschutzgesetz (TierSchG, 1993) nicht erwähnt. Das extraembryonale Gefäß-
system selbst ist nicht innerviert und damit schmerzunempfindlich. Die Darstellung der 
schrittweise einsetzenden Funktionsfähigkeit des Nervensystems und der damit einher-
gehenden Sensitivität des Embryos zeigte, dass bei experimentellen Untersuchungen bis zum 
achten Bebrütungstag keine Sensitivität des Embryos vorliegt116. 
Das extraembryonale Blutgefäßsystem besteht aus einem Dottersack-Gefäßsystem und der 
Chorion-Allantois-Membran. Die Gefäße der Allantois vergrößern sich schnell vom 4.-10. 
Tag der Bebrütung. Während dieses Prozesses fusioniert die mesodermale Schicht der 
Allantois mit der angrenzenden mesodermalen Schicht des Chorions. Es bildet sich die 
Chorion-Allantois-Membran als eine doppelte Mesoderm-Schicht. Die Chorion-Komponente 
ist somatomesodermalen Ursprungs, die Allantois-Komponente ist splanchnomesodermalen 
Ursprungs. In dieser Doppelschicht bildet sich ein dichtes vaskuläres Netzwerk, welches mit 
der embryonalen Zirkulation über die Allantoisarterien und -venen verbunden ist. Dieses 
vaskuläre Netzwerk besteht aus schmalen, dünnwandigen Kapillaren mit einem luminalen 
Durchmesser von 7-15 µm117. Die Arterien bringen das deoxygenierte Blut in Kontakt mit der 
Chorion-Allantois-Membran, wo der Gasaustausch durch die Eierschale stattfindet. Die Vene 
transportiert das oxygenierte Blut wieder zurück zum Embryo. Diese Gefäße sind äquivalent 
zu den Nabelgefäßen der Säugetiere118. Der Embryo erhält seine Nährstoffe aus dem Eidotter 
über die Dottervene, während das Blut über die Dotterarterie wieder zurück zu dem Eidotter 
fließt. Die Geschwindigkeit des Blutflusses liegt bei 0,3–0,5 mm/s, und ist somit vergleichbar 
mit Flussgeschwindigkeiten in humanen Venolen und Kapillaren. Somit werden bezüglich 
des Zellflussverhaltens vergleichbare Verhältnisse im Säugerfetus und Hühnerembryo 
vermutet. 
Bei Vögeln und bei Reptilien sind die Erythrozyten kernhaltig und haben eine ovale Form. 
Die adulten Erythrozyten sind elliptische Scheiben, deren Kern in der Mitte liegt und circa 5,5 
× 3,5 µm misst. Die ersten entstehenden roten Blutzellen bilden eine primitive Zelllinie, 
welche das Blutbild vom 2. bis 4. Tag der Inkubation an dominiert. Diese wird ab dem 3. bis 
5. Tag durch die definitive Zelllinie ersetzt. Einige Zellen der primitiven Zelllinie können aber 
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noch bis zu 2 Wochen nach dem Ausschlupf persistieren. In beiden Zelllinien werden 
vergleichbare unreife Zellen ausgebildet, bevor die endgültige Zelle, der Erythrozyt 
(primitiver oder definitiver) gebildet wird. Am siebten Bebrütungstag stammen 87,7 % der 
Erythrozyten von der definitiven Zelllinie ab119.  
 
2.2.2 Präparation der Eier 
Die Untersuchungen wurden an embryonierten Eiern des Haushuhnes (Gallusgallus f. 
domestica) durchgeführt, die sich durch eine für precociale Vogelarten relativ kurze 
Bebrütungsdauer (21 Tage) auszeichnen. Die SPF-VALO Hühnereier wurden unbebrütet von 
der Firma Deindl GmbH & Co. KG, Rietberg geliefert. 
Zum Erreichen des erforderlichen Entwicklungsstadiums wurden die Eier 7 Tage im 
Brutkasten bei konstanten 37,5 °C und einer Luftfeuchtigkeit von 60-70 % inkubiert. Am 7. 
Bebrütungstag war die Chorion-Allantois-Membran für die Untersuchungen der Mikro-
zirkulation am besten ausgebildet. Die Eier wurden zwei Tage vor Verwendung präpariert, da 
sich der 5. Inkubationstag bezüglich der Präparation als optimal herausstellte. Die Keim-
scheibe mit der Chorion-Allantois-Membran war in diesem Bebrütungsstadium noch klein 
genug, dass das Ei ohne Beschädigung der Membran geöffnet werden konnte. An der 
Oberseite des liegenden Eies wurde ein Fenster in die Schale geschnitten. Um ein Verkleben 
der Keimscheibe des Embryos am Deckelrand zu vermeiden, wurde vorher mit einer Kanüle 
vorsichtig 3 ml Eiklar entnommen. So wurde ein Absenken der Keimscheibe erreicht und 
deren Zerstörung bei der Öffnung des Schalendeckels vermieden. Für die letzten zwei 
Inkubationstage wurde das gefensterte Ei mit Parafilm verschlossen. 
Nach Beendigung des Versuches wurden die Eier bei -20 °C bis -30 °C eingefroren. Diese 
Vorgehensweise garantierte ein schnelles und sicheres Absterben und ist aus ethischer Sicht 
empfehlenswert116. 
 
2.2.3 Intravitalmikroskop 
Es wurde ein Intravitalmikroskop DML der Firma Leica (Leica Microsystems GmbH, 
Wetzlar, Deutschland) verwendet. Die binokulare Optik des Mikroskops selbst hatte eine 10x 
Vergrößerung. Bei der Übersicht und zur Injektion wurde ein 5x Objektiv verwendet. Die 
Aufnahmen mit Darstellung von Kapillare und Erythrozyten wurden mit einem 50x Objektiv 
gemacht. Die verwendeten Objektive gewährleisteten einen ausreichenden Arbeitsabstand. 
Auf Grund der stark spiegelnden Oberfläche des Hühnereies wurde eine Dunkelfeld-
belichtung verwendet.  
Die benutzte Kamera AVT B-C71 der Firma Horn-Imaging (Aalen, Deutschland) war eine 
Schwarz-Weiß-Digitalkamera mit einem sehr lichtempfindlichen 2/3“-CCD Bildaufnehmer. 
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Die Kamera hatte eine Aufnahmefrequenz von 50 Halbbildern/sec. Das digitale Videosignal 
konnte über einen DVD-Videorekorder Typ LQ MD 800 der Firma Panasonic (Hamburg, 
Deutschland) direkt aufgenommen werden. Zur Steuerung des DVD-Rekorders und zur 
Auswertung der Bilder wurde die für die Bildanalyse in der Mikrozirkulationsforschung 
entwickelte Software Cap-Image® 1.1 des Ingenieurbüros Dr. Zeintl GmbH, Heidelberg 
verwendet.  
Um ein Auskühlen des Hühnereies und damit eine Einflussnahme auf die Mikrozirkulation zu 
vermeiden, wurde das Ei in einen Glasständer (Verhees, Neuss, Deutschland) gelegt, der mit 
37 °C warmem Wasser durchspült wurde. 
 
 

 
 
Abbildung 7 
A Aufsicht auf die Chorion-Allantois-Membran am 7. Bebrütungstag des Hühnereies. B Mikrozirkulation bei 500facher 
Vergrößerung. In der Kapillare in der Bildmitte erkennt man die ungefärbten Erythrozyten. 
 
 
2.2.4 Versuchsaufbau 
Mit dem 50x Objektiv wurde unter insgesamt 500facher Vergrößerung ein geeigneter 
Ausschnitt der Mikrozirkulation des extraembryonalen Gefäßsystems gewählt. Es wurde eine 
Kapillare mit einer Engstelle mit einem Durchmesser von <7 µm eingestellt, welche die 
Erythrozyten nur einzeln und unter Verformung passieren konnten. Der Fluss der 
Erythrozyten durch diese Kapillare wurde für 2 min aufgenommen.  
Die Aufnahmen wurden mit Hilfe der Cap-Image-Software ausgewertet. Vor der Auswertung 
der Videosequenzen wurde mit einer Bewegungskorrektur der Software der Messbereich mit 
Verwacklungen des gesamten Bildausschnittes durch Bewegungen des Embryos korrigiert. 
Folgende Parameter wurden jeweils in der Sequenz vor und nach unten beschriebener 
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Intervention bestimmt: Als Gefäßparameter wurde der Kapillardurchmesser sowie eine 
mögliche Vasomotion, dass heißt eine Änderung des Kapillardurchmessers über die Zeit 
erfasst. Zur Bestimmung der Erythrozytenverformbarkeit wurden die Länge und die Breite 
von 30 einzelnen Erythrozyten vor einer Engstelle und genau in der Engstelle einer Kapillare 
gemessen. Die Geschwindigkeit, mit der die Erythrozyten durch die Kapillare flossen wurde 
über Grauwertveränderungen durch Bewegungen der Erythrozyten entlang einer durch die 
Software gezogenen Linie gemessen. Die Anzahl der Erythrozyten, die in 1 min durch die 
Kapillare strömten wurde gezählt. Als Kontrolle wurde die Flussgeschwindigkeit in einem 
Leitungsgefäß gemessen.  
Zur Intervention wurde ein Leitungsgefäß unter 50facher Vergrößerung (5x Objektiv) mit 
einer geschliffenen Glaskapillare (Borosilicate glass capillaries GC 120-100, Harvard 
Apparatus, Edenbridge, England) mit einem Außenlumen von 0,2 mm stromaufwärts 
punktiert und über ein Schlauchsystem (Aspirator Tube Resemply Sigma A-5177) Substanzen 
injiziert. Das Gefäß wurde dabei nicht perforiert. Zur Bestimmung der benötigten 
Konzentration der Substanzen wurde von einem Blutvolumen von ungefähr 250 µl im intra-
embryonalen und 500 µl im extraembryonalen Gefäßsystem am 7. Bebrütungstag 
ausgegangen120. Nach Injektion wurde derselbe Ausschnitt der Mikrozirkulation wieder unter 
500facher Vergrößerung eingestellt, und 10 min nach Injektion eine zweite Sequenz für 2 min 
aufgenommen. Mit den aufgenommenen Bildern wurden die gleichen Parameter wie vor der 
Injektion bestimmt und mit den Vorwerten verglichen. Alle Versuche wurden mit n=5 Eiern 
pro Substanz durchgeführt. 
 
2.2.5 Charakterisierung der Methodik 
Um die Sensitivität der Methode für die Erfassung von Veränderungen der Erythrozyten-
verformbarkeit mit anderen Methoden zu vergleichen, wurden 10 µl Glutardialdehyd (100,12 
g/mol; Merck, Darmstadt, Deutschland) in einer Verdünnung von 0,75 % injiziert. Bei 
Annahme eines Blutvolumens von ungefähr 750 µl am 7. Bebrütungstag ergab sich eine 
Verdünnung von 0,01 % Glutardialdehyd im Kreislaufsystem. Für humane Erythrozyten ist 
bekannt, dass Glutardialdehyd die Erythrozytenmembran durch Vernetzung von Membran-
proteinen rigider macht121. Unter Annahme eines analogen Effektes auf Vogelerythrozyten 
wurde Glutardialdehyd somit als positive Kontrolle der Methode benutzt. Um die 
Erythrozytenverformbarkeit zu verbessern, wurde Pentoxifyllin in einer Endkonzentration von 
1 nmol/l injiziert. Als Kontrolle diente die Injektion von PBS. 
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2.2.6 Einfluss von exogenem NO auf die Mikrozirkulation 
Um den Einfluss von exogenem NO auf die Mikrozirkulation zu untersuchen, wurde der 
NO-Donor GSNO (1,3x10-3 mg/ml) injiziert. Um die Auswirkungen einer NO-Deletion auf 
die Mikrozirkulation zu untersuchen, wurden 10 µl HbO2 in einer Konzentration von 7,5 
mmol/l injiziert. Unter Annahme eines Blutvolumens von 750 µl am 7. Bebrütungstag ergab 
sich eine systemische Konzentration von 600 nmol/l GSNO und 0,1 mmol/l HbO2. Als 
Kontrolle diente die Injektion von PBS.  
 
2.2.7 Einfluss von endogen gebildetem NO auf die Mikrozirkulation 
Um den Einfluss einer endogenen NOS-Aktivität auf die Erythrozytenverformbarkeit zu 
untersuchen, wurden 10 µl L-Arginin (4,7 mg/ml) als Substrat der NOS, 10 µl L-NIO (1,3 
mg/ml) als kompetitiver Inhibitor und 10 µl PBS als Kontrolle injiziert. Bei einer Annahme 
von 750 µl Blutvolumen am 7. Bebrütungstag ergab sich eine systemische Konzentration von 
3 mmol/l L-Arginin und 100 µmol/l L-NIO. Zur Untersuchung der Reversibilität wurde nach 
der Injektion von L-NIO und Messung der Parameter nach 10 min mit einer zweiten Injektion 
GSNO in das Mikrozirkulationssystem desselben Eies hinzugefügt (systemische 
Konzentration von 600 nmol/l) und die Parameter der Mikrozirkulation ein drittes Mal 
bestimmt. 
 
2.3 Statistik 
Alle Proben zur Nitritbestimmung mittels CLD, Nitratbestimmung mittels FIA, der 
Erythrozytenverformbarkeit mittels Filtrationsverfahren und der Arginasebestimmung wurden 
dreifach bestimmt und der Mittelwert aus den daraus resultierenden Werten gebildet. 
Deskriptive statistische Daten wurden, wenn nicht anders vermerkt, als 
Mittelwert±Standardfehler (SE) angegeben. Mit Hilfe des Kolmogorov-Smirnov-Tests 
wurden die Kollektive auf Normalverteilung geprüft. Gruppenmittelwerte wurden mit Hilfe 
der einfaktoriellen Varianzanalyse (ANOVA) auf signifikante Unterschiede überprüft. Im 
konsekutiven Post-Hoc Test (Bonferroni) erfolgte der Einzelgruppenvergleich. Als statistisch 
relevant galt ein p-Wert ≤0,05. Lineare Korrelationen wurden zweiseitig nach Pearson 
berechnet. Zur Varianzaufklärung wurde die schrittweise lineare Regression berechnet. Die 
statistische Datenverarbeitung wurde mit Hilfe des SPSS-Paketes SPSS® 14.0 für Windows 
(Chicago Ill., USA) durchgeführt. Die grafische Darstellung der Daten wurde mit Hilfe des 
Computerprogramms MicroCal Origin® (Version 7.0, MicroCal Software Inc., 
Northhampton, MA, USA) durchgeführt. 
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3. Ergebnisse 
3.1 Erythrozytärer NO-Stoffwechsel bei kardiovaskulären Risikofaktoren 
3.1.1 Charakterisierung der Studienpopulation 
Die Aktivität der eryNOS und die Erythrozytenverformbarkeit wurden bei 79 Personen in 

Abhängigkeit der kardiovaskulären Risikofaktoren untersucht. Das Kontrollkollektiv setzte 

sich aus 24 gesunden jungen Normalpersonen (10 Frauen, 14 Männer) zusammen, bei denen 

die definierten kardiovaskulären Risikofaktoren (siehe Kapitel 1) ausgeschlossen werden 

konnten. Hier betrug das mittlere Lebensalter 27,2 Jahre, bei einer durchschnittlichen 

Körpergröße von 174±2 cm und einem mittleren Körpergewicht von 70±3 kg. 

 
Tabelle 1 
Charakterisierung der Normalpersonen und der Patienten mit steigender Anzahl an kardiovaskulären Risikofaktoren (RF). 
(MW±SE). Signifikante Unterschiede zur Kontrollgruppe (RF=0) sind mit * für (p<0,05) und mit ** für (p<0,01) 
gekennzeichnet. 
 

 
 
Die Gruppe der Personen mit kardiovaskulären Risikofaktoren (n=55) wurde in 4 
Untergruppen unterteilt. Die Einteilung erfolgte anhand der kumulativen Anzahl an 
Risikofaktoren. Die Untergruppe der Personen mit einem Risikofaktor bestand aus 2 Frauen 
und 4 Männern im Alter von 64±3 Jahren (Größe: 174±2 cm; Gewicht: 79±6 kg). Die 
Untergruppe mit zwei Risikofaktoren setzte sich aus 3 weiblichen und 6 männlichen 
Probanden zusammen (Alter: 61±3 Jahre; Größe: 169±2 cm; Gewicht: 75±3 kg). Die 
Untergruppe mit drei Risikofaktoren setzte sich aus 5 weiblichen und 12 männlichen 

Parameter Einheit 0 RF 1 RF 2 RF 3 RF ≥ 4 RF 
n  24 6 9 17 23 
Geschlecht [w/m] 10/14 2/4 6/3 5/12 8/15 
Alter [Jahre] 27,2±1,3 63,8±3,2 ** 60,7±2,2 ** 59±1,6 ** 65,2±1,2 ** 
Körpergröße [cm] 174,2±1,3 174,4±2 168,8±1,9 173,6±1,3 170,7±1,1 
Gewicht [kg] 70,3±1,6 79,2±5,8 74,6±2,7 81,9±2,4 ** 77,9±1,6 ** 
BMI [kg/m²] 23,1±0,3 25,9±1,4 * 25,4±0,6 * 27,0±0,6 ** 26,7±0,5 ** 
Natrium [mmol/l] 140,2±0,3 139,6±1,2 141,3±0,8 139,8±0,7 141,0±0,5 
Kalium [mmol/l] 4,5±0,1 4,3±0,1 4,0±0,1 4,3±0,1 4,1±0 
Hämatokrit [% ] 42,8±0,6 44,9±1,3 42,3±1,1 43,2±0,8 42,2±0,7 
MCV [µm3] 91,6±0,8 89,2±1,4 93,8±0,9 91,7±0,9 92,8±0,8 
Gesamtcholesterin [mg/dl ] 174,9±3,9 194,4±12,3 211,2±7,3 * 210,0±7 ** 209,6±8,4 ** 
LDL [mg/dl ] 108,8±3,7 131,8±10,9 153,2±8,2 ** 155,1±7,2 ** 171,4±6,9 ** 
HDL [mg/dl ] 62,0±0,8 59,4±1,3 58,2±2,7 52,4±2,5 ** 48,8±1,9 ** 
LDL/HDL  1,8 ± 0,1 2,3±0,3 2,7±0,2 3,1±0,3 ** 3,6±0,3 ** 
Triglyzeride [mg/dl] 118,8±5,3 163±18,3 162,3±16,5 181,4±15,3** 192,2±11 ** 
Glucose [mg/dl] 106,6±4,3 97,4±2,2 112,9±6,2 139,6±9,2 ** 144,0±7,5 ** 
HbA1c [%] 5,4±0,1 5,7±0,1 6,1±0,4 6,8±0,4 7,8±0,4 ** 
Harnsäure [mg/dl] 4,3±0,2 5,2±0,3 5,3±0,3 5,4±0,2 5,6±0,2 
C-Reaktive-Protein [mg/dl] <0,3 0,3±0,1 0,48±0,16  0,45±0,13 0,48±014  
Fibrinogen [mg/dl] 290,2±1,6 306,2±8,6 311,2±5,7 312,3±3,9 302,3±3,7 
Leukozyten [*1000/µl] 6,5±282 8±813 6,3±415 6,5±313 6,2±243 
Arterielle Mitteldruck [mmHg] 91,5±0,6 101,6±2,7 99,2±2,7 * 100,9±1,8 ** 99,3±1,3 ** 
Packungsjahre [Jahre] 0 0 0 15,9±5,1 ** 30±3,7 ** 
Hypertoniedauer [Jahre] 0 0 3,2±1,6 5,6±1,6 ** 10,4±9,3 ** 
Diabetesdauer [Jahre] 0 0 3,9±2 4,1±1,1 7,9±1,4 ** 



28     ERGEBNISSE 

 

Probanden zusammen (Alter: 59±2 Jahre; Größe: 174±1 cm; Gewicht: 82±4 kg). Die 
Untergruppe mit vier Risikofaktoren bestand aus 8 weiblichen und 15 männlichen Probanden 
(Alter: 65±1 Jahre; Größe: 171±1 cm; Gewicht: 78±2 kg). Von den Personen mit 
kardiovaskulären Risikofaktoren waren 35 Hypertoniker, 27 Raucher, 29 Diabetiker und 34 
Hypercholesterinämiker. Bei den Diabetikern handelte es sich ausschließlich um Typ 2 
Diabetiker. Die Therapie bestand bei 9 von ihnen aus oralen Antidiabetika, bei 18 aus Insulin, 
und die übrigen 2 wurden ausschließlich diätetisch behandelt. Zwischen dem gesunden 
Kontrollkollektiv und den Gruppen mit kardiovaskulären Risikofaktoren gab es keinen 
signifikanten Unterschied bezüglich der Körpergröße, der Natrium-, Kalium-, Harnsäure- und 
Fibrinogenkonzentration im Plasma. Auch hinsichtlich des C-reaktiven-Proteins, des 
Hämatokrits, des MCV und der Leukozytenanzahl im Blut waren alle untersuchten Gruppen 
vergleichbar. Mit steigender Anzahl an kardiovaskulären Risikofaktoren zeigte sich eine 
Zunahme des BMI, des Cholesterins, der LDL-Werte, des LDL/HDL-Quotienten, der 
Triglyzeride, des Glucosespiegels und des arteriellen Mitteldrucks (MAP). Auch bezüglich 
der gerauchten Packungsjahre, der Hypertoniedauer und der Diabetesdauer zeigte sich eine 
Zunahme mit steigender Anzahl der Risikofaktoren. Das HDL-Cholesterin war zunehmend 
vermindert. Alle genannten Veränderungen waren mit p<0,05 oder p<0,01 signifikant (Details 
Tabelle 1). 
 
3.1.2 Aktivität der eryNOS in Abhängigkeit kardiovaskulärer Risikofaktoren 
Die Aktivität der eryNOS wurde über plasmatisches Nitrit und Nitrat bestimmt. Nach 
Vollblutinkubation unter Kontrollbedingungen (PBS) lag die Nitritkonzentration bei 

Gesunden ohne Risikofaktoren (0 RF) bei 51,9±6,7 nmol/l. Mit steigender Anzahl 
kardiovaskulärer Risikofaktoren wurde, mit Ausnahme bei Patienten mit 1 Risikofaktor, eine 

zunehmend verminderte Nitritkonzentration gemessen (nicht signifikant): 68,5±22,7 nmol/l (1 

RF), 49±17,3 nmol/l (2 RF), 38,7±7,2 nmol/l (3 RF) und 32,8±5,2 nmol/l (4 RF) (Abbildung 
8). 
Durch Stimulation der eryNOS mit dem Substrat L-Arginin konnte in der Kontrollkohorte die 
Nitritbildung auf 74,9±9,9 nmol/l gesteigert werden. Diese Veränderung war statistisch 
signifikant (p<0,05). Auch bei den Gruppen mit kardiovaskulärem Risikoprofil konnte die 
Nitritkonzentration durch Inkubation mit L-Arginin gesteigert werden (signifikant für 3 RF 
mit p<0,01). Mit zunehmender Anzahl an kardiovaskulären Risikofaktoren wurde, mit 
Ausnahme bei Patienten mit 1 Risikofaktor, ein niedrigerer Anstieg der Nitritkonzentration 

nach Stimulation mit L-Arginin gemessen: 85,5±14,9 nmol/l (1 RF), 69±20 nmol/l (2 RF), 

57,3±7,9 nmol/l (3 RF) und 37,9±5,7 nmol (4 RF). Im Post-hoc Test zeigte sich ein 
signifikanter Unterschied (p<0,05) zwischen der Kontrollgruppe und der Gruppe mit 4 
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Risikofaktoren. Die relative Steigerung der Nitritkonzentration durch L-Arginin bezogen auf 
die Inkubation mit PBS betrug bei der Kontrollkohorte 44,3 %, bei der Gruppe mit 4 
Risikofaktoren 15,5 %.  
In der Gruppe ohne kardiovaskuläres Risikoprofil reduzierte eine Inkubation mit dem 

spezifischen NOS-Inhibitor L-NIO die Nitritkonzentration signifikant (p<0,01) auf 26,6±5 
nmol/l. Das entsprach einer relativen Verminderung um 48,7 % im Vergleich zur Inkubation 
mit PBS. In Abhängigkeit von der Anzahl der Risikofaktoren zeigten sich keine signifikanten 

Unterschiede in der verminderten Nitritkonzentration nach Inhibition mit L-NIO: 46,6±9,6 

nmol/l (1 RF), 26,7±2,3 nmol/l (2 RF), 29,3±5,6 nmol/l (3 RF) und 21,6±6,7 nmol/l (4 RF).  
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Abbildung 8 
Plasmatisches Nitrit in Abhängigkeit erythrozytärer NO-Bildung. Bildung von Nitrit gemessen im Plasma mittels CLD 
nach Inkubation von humanem Vollblut mit PBS (Kontrolle), L-Arginin (Substrat) und L-NIO (als NOS-spezifischer 
Inhibitor). Mit zunehmender Anzahl an kardiovaskulären Risikofaktoren zeigte sich eine reduzierte Stimulation der eryNOS. 
Das Ausmaß der Inhibition blieb unverändert. Innerhalb einer Risikofaktorgruppe zeigt * einen signifikanten Unterschied mit 
p<0,05 und ** mit p<0,01 zur Kontrolle (PBS) an, # einen signifikanten Unterschied mit p<0,05 und ## mit p<0,01 der 
inhibierten zur stimulierten Probe. Zwischen den Risikofaktorgruppen zeigte sich zwischen den Gesunden (RF=0) und RF=4 
eine signifikant (p<0,05) verminderte Stimulation der eryNOS. 
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Die Nitratkonzentration nach Inkubation unter Kontrollbedingungen (PBS) bei Probanden 

ohne kardiovaskuläre Risikofaktoren wurde mit 25,6±8,3 µmol/l bestimmt. Im Gegensatz 
zum Nitrit zeigte sich mit steigender Anzahl kardiovaskulärer Risikofaktoren keine 

verminderte Nitratkonzentration: 28,1±7,5 µmol/l bei 4 Risikofaktoren (Abbildung 9). Nach 
Stimulation wie auch nach Inhibition der eryNOS wurde innerhalb einer Risikogruppe keine 
signifikante Änderung der Nitratkonzentration gemessen: Nach L-Argininstimulation betrug 

die Nitratkonzentration 27,0±8,7 µmol/l (RF=0) und 29,4±7,9 µmol/l (RF=4). Nach Inhibition 

mit L-NIO betrug die Nitratkonzentration 24,5±8,2 µmol/l (RF=0) und 26±7,1 µmol/l (RF=4). 
 
 
 
 
 

0 4
0

5

10

15

20

25

30

Risikofaktoren [n]

N
itr

at
 [µ

m
ol

/l]

Risikofaktoren [n]

 PBS
 L-Arginin
 L-NIO

0 4
0

5

10

15

20

25

30

 

 N
itrat [µm

ol/l]

 
 
Abbildung 9 
Plasmatisches Nitrat in Abhängigkeit erythrozytärer NO-Bildung. Bildung von Nitrat gemessen im Plasma mittels FIA 
nach Inkubation von humanem Vollblut mit PBS (Kontrolle), L-Arginin (Substrat) und L-NIO (als NOS-spezifischer 
Inhibitor). Innerhalb einer Risikofaktorgruppe zeigte sich kein signifikanter Unterschied der stimulierten oder inhibierten 
Probe zur Kontrolle (PBS). Zwischen den Risikofaktorgruppen zeigte sich ebenfalls kein signifikanter Unterschied.  
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3.1.3 Veränderung der erythrozytären Arginaseaktivität in Abhängigkeit kardio-
vaskulärer Risikofaktoren 

Eine mögliche Ursache einer verminderten eryNOS-Aktivität bei kardiovaskulären 
Krankheiten könnte eine veränderte erythrozytäre Arginaseaktivität sein. Die erythrozytäre 
Arginaseaktivität wurde von Probanden ohne kardiovaskuläre Risikofaktoren und von 
Patienten mit 4 Risikofaktoren gemessen (Abbildung 10). Die mittlere erythrozytäre 

Arginaseaktivität war bei Patienten mit kardiovaskulärem Risikoprofil mit 5,0±0,7 µmol 

Harnstoff pro mg Protein-1 x h-1 erhöht im Vergleich zur Kontrollgruppe mit 3,4±0,4 µmol 
Harnstoff pro mg Protein-1 x h-1. Der Unterschied war mit p<0,05 signifikant. 
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Abbildung 10 
Erythrozytäre Arginaseaktivität in Abhängigkeit kardiovaskulärer Risikofaktoren. Die erythrozytäre Arginaseaktivität war 
bei Patienten mit 4 kardiovaskulären Risikofaktoren im Vergleich zu Probanden ohne Risikofaktoren signifikant erhöht 
(p<0,05). 
 
3.1.4 Stimulation der eryNOS durch Phosphorylierung von Serin 1177  
Eine weitere mögliche Ursache einer verminderten eryNOS-Aktivität bei kardiovaskulären 
Krankheiten könnte eine veränderte Stimulierbarkeit des Enzyms sein. Zur Untersuchung der 
Stimulierbarkeit der eryNOS-Aktivität wurde in Erythrozyten die NOS-Phosphorylierung von 
Serin 1177 durch Scherstress bei Probanden mit und ohne kardiovaskuläre Risikofaktoren 
immunzytochemisch untersucht. Bei einer Detektion von phosphorylierten eNOS Serin 1177

 

zeigte sich unabhängig von kardiovaskulären Risikofaktoren eine gleichermaßen gesteigerte 
Phosphorylierung der eryNOS an Serin 1177

 
nach Scherstress. Die Kontrollen ohne NOS-

spezifischen Antikörper waren jeweils negativ (ohne Abbildung).  
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3.1.5 Einfluss erythrozytärer NO-Bildung auf die Erythrozytenverformbarkeit 
Die basale Erythrozytenverformbarkeit der Probanden ohne kardiovaskuläre Risikofaktoren 

betrug nach Inkubation unter Kontrollbedingungen (PBS) 9±0,9 µl/sec. Mit Zunahme der 
kardiovaskulären Risikofaktoren zeigte sich eine tendenzielle Verschlechterung der 

Erythrozytenverformbarkeit (nicht signifikant): 8,6±2,2 µl/sec (1 RF), 8,8±0,9 µl/sec (2 RF), 

8,4±1,2 µl/sec (3 RF), 7,6±0,6 µl/sec (4 RF) (Abbildung 11).  
Die Inkubation mit L-Arginin erhöhte bei den Gesunden die Flussgeschwindigkeit signifikant 

(p<0,01) auf 11,6±1,4 µl/sec. Auch bei den Gruppen mit kardiovaskulärem Risikoprofil 
konnte die Verformbarkeit durch Inkubation mit L-Arginin gesteigert werden (signifikant für 
2 RF und 3 RF mit p<0,01 im Vergleich zu PBS). Mit einer höheren Anzahl kardiovaskulärer 
Risikofaktoren verringerte sich der stimulative Effekt von L-Arginin (nicht signifikant): 

10,1±3,1 µl/sec (1 RF), 11±0,3 µl/sec (2 RF), 10,5±1,3 µl/sec (3 RF), 8,3±0,8 µl/sec (4 RF). 
Die relative Steigerung der Flussgeschwindigkeit durch L-Arginin bezogen auf die Inkubation 
mit PBS entsprach bei der Kontrollkohorte 28,9 %, und bei der Gruppe mit 4 Risikofaktoren 
2,6 %. 
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Abbildung 11 
Erythrozytenverformbarkeit in Abhängigkeit erythrozytärer NO-Bildung. Flussrate gemessen mittels Filtrations-
verfahren nach Inkubation von humanem Vollblut mit PBS (Kontrolle), L-Arginin (Substrat) und L-NIO (als NOS-
spezifischer Inhibitor). Innerhalb einer Risikofaktorgruppe zeigt * einen signifikanten Unterschied mit p<0,05 und ** mit 
p<0,01 zur Kontrolle (PBS) an, # einen signifikanten Unterschied mit p<0,05 und ## mit p<0,01 der inhibierten zur 
stimulierten Probe.  
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Die Inhibition der eryNOS durch L-NIO verringerte die Flussrate signifikant auf 7,2±1,4 
µl/sec (p<0,05) bei den Probanden ohne kardiovaskuläres Risikoprofil. Das entsprach einer 
relativen Verminderung von 20 % bezogen auf die Inkubation mit PBS. Es zeigte sich kein 
signifikanter Unterschied zwischen den einzelnen Risikogruppen nach Inkubation mit L-NIO: 

7,2±3,1 µl/sec (1 RF), 7,7±0,8 µl/sec (2 RF), 7,2±1,1 µl/sec (3 RF), 6,3±0,5 µl/sec (4 RF, 
p<0,01 im Vergleich zu PBS).  
Die Addition eines NO-Fängers (HbO2) zu L-NIO verhinderte in der Kohorte ohne 

kardiovaskuläre Risikofaktoren bei einer Flussrate von 4,3±0,6 µl/sec nahezu vollständig den 
Durchtritt der Erythrozyten durch die Filterporen (p<0,01). In Abhängigkeit kardiovaskulärer 

Risikofaktoren verminderte sich dieser Effekt: 4,6±1,5 µl/sec (RF=1), 6,2±1,4 µl/sec (RF=2), 

6,2±1 µl/sec (RF=3) und 5,0±0,7 µl/sec (RF=4). Vergleicht man die Mittelwerte der relativen 
Veränderung der Flussrate jeder Probe in Bezug zur Inkubation mit PBS zeigte sich ein 
signifikanter Unterschied zwischen der Kontrollkohorte (-54 %) und der Kohorte mit 3 
Risikofaktoren (-35 %) (Abbildung 12). 
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Abbildung 12 
Erythrozytenverformbarkeit in Abhängigkeit erythrozytärer NO-Bildung. Durchschnittliche relative Veränderung der 
Flussrate gemessen mittels Filtrationsverfahren nach Inkubation von humanem Vollblut mit L-NIO und HbO2 (als „NO-
Fänger“). Zwischen den Risikofaktorgruppen zeigte sich zwischen RF=0 und RF=3 ein signifikant (p<0,05) verminderter 
Effekt von L-NIO + HbO2. 
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3.1.6 Einfluss von exogenem NO auf die Erythrozytenverformbarkeit 
Neben einer Einschränkung der Freisetzung von bioaktivem NO besteht auch die 
Möglichkeit, dass freigesetztes NO bei Erythrozyten kardiovaskulär erkrankter Patienten 
anders als bei Erythrozyten gesunder Probanden wirkt. Aus diesem Grund wurde in der 
vorliegenden Untersuchung neben der Wirkung von erythrozytär gebildetem NO auch die 
Wirkung von exogen hinzugefügtem NO auf die Erythrozytenverformbarkeit untersucht. 
Durch Inkubation mit dem NO-Donor GSNO stieg die Flussrate sowohl in der Kontrollgruppe 

als auch bei Patienten mit kardiovaskulärem Risikoprofil signifikant an: auf 9,4±2 µl/sec in 

der Kohorte ohne Risikofaktoren und auf 9,9±1,1 µl/sec in der Kohorte mit 4 Risikofaktoren. 
Es zeigte sich kein Unterschied zwischen den Gruppen. Die Ergebnisse entsprachen einer 
Erhöhung der Flussrate um 17,5 % (0 RF) bzw. 19,3 % (4 RF) im Vergleich zur Inkubation 
unter Kontrollbedingungen (PBS).  
Nach Zugabe von 0,1 mmol/l HbO2 verminderte sich die Flussrate in der Kontrollgruppe auf 

7,1±1,1 µl/sec, in der Gruppe mit 4 Risikofaktoren auf 7,6±0,9 µl/sec. Das entsprach einer 
durchschnittlichen Reduzierung im Vergleich zur Inkubation mit PBS von 11,3 % für die 
Kohorte mit 0 RF und um 8,4 % für die Kohorte mit 4 RF (Abbildung 13). 
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Abbildung 13 
Erythrozytenverformbarkeit in Abhängigkeit von exogenem NO. Flussrate gemessen mittels Filtrationsverfahren nach 
Inkubation von humanem Vollblut mit PBS (Kontrolle), GSNO (NO-Donor) und L-NIO + HbO2 (NOS-Inhibitor + „NO-
Fänger“). Innerhalb einer Risikofaktorgruppe zeigt * einen signifikanten Unterschied mit p<0,05 und ** mit p<0,01 zur 
Kontrolle (PBS) an, # einen signifikanten Unterschied mit p<0,05 und ## mit p<0,01 der inhibierten zur stimulierten Probe 
mit GSNO. Zwischen den Risikofaktorgruppen zeigte sich kein signifikanter Unterschied. 
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Abbildung 14 
Differenz der Flussrate in Abhängigkeit der erythrozytären NO-Bildung (A) und exogenem NO (B). Die Flussrate 
wurde als ∆% im Vergleich zur Kontrolle mit PBS dargestellt. Im Gegensatz zu erythrozytär gebildetem NO zeigte sich die 
Wirkung von exogenem NO auf die Erythrozytenverformbarkeit bei kardiovaskulären Risikofaktoren (4 RF) nicht ein-
geschränkt. Innerhalb einer Risikofaktorgruppe zeigt * einen signifikanten Unterschied mit p<0,05 und ** mit p<0,01 zur 
Kontrolle (PBS) an, # einen signifikanten Unterschied mit p<0,05 und ## mit p<0,01 der inhibierten zur stimulierten Probe. 
 
Im Gegensatz zur tendenziell eingeschränkten Wirkung erythrozytär gebildeten NO auf die 
Erythrozytenverformbarkeit bei Patienten mit kardiovaskulären Risikofaktoren wurden bei 
der Wirkung von exogenem NO auf die Erythrozytenverformbarkeit keine Unterschiede in 
Abhängigkeit von kardiovaskulären Risikofaktoren gemessen. 
 
3.1.7 Korrelation zwischen der Nitritkonzentration als Metabolit des NO-Stoffwechsels 

und der Erythrozytenverformbarkeit 
Da sowohl die Konzentration von Nitrit nach Stimulation der eryNOS als auch die 
Filtrationsrate der Erythrozyten nach Stimulation der eryNOS mit zunehmender Anzahl an 
kardiovaskulären Risikofaktoren eingeschränkt war, wurden beide auf Korrelation überprüft. 
Die Veränderung der Konzentration von Nitrit nach Stimulation oder Inhibition der eryNOS 
korrelierte mit der Veränderung der Flussgeschwindigkeit mit r=0,71 (p<0,01). 
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Abbildung 15 
Lineare Korrelation zwischen der relativen Veränderung des Nitritwertes und der relativen Veränderung der Fluss-
geschwindigkeit nach Stimulation (mit L-Arginin) oder Inhibition (mit L-NIO) der eryNOS bezogen auf die Inkubation mit 
PBS. 
 
Es zeigten sich inverse bivariate Korrelationen zwischen der Nitritkonzentration nach 
Inkubation unter Kontrollbedingungen (PBS) und der Anzahl der Risikofaktoren (n=79; 
r=-0,3; p<0,05), dem BMI (n=79; r=-0,27; p<0,05), dem LDL-Cholesterin (n=79; r=-0,28 
p<0,05), den Triglyzeriden (n=79; r=-0,33; p<0,05) und dem mittleren arteriellen Blutdruck 
(n=79; r=-0,28; p<0,05). 
Weiterhin bestanden inverse Korrelationen zwischen der Nitritkonzentration nach Stimulation 
der eryNOS mit L-Arginin und der Anzahl der Risikofaktoren (n=79; r=-0,4; p<0,01), dem 
BMI (n=79; r=-0,4; p<0,01), den Triglyzeriden (n=79; r=-0,29; p<0,05), der Glukose (n=79; 
r=-0,31; p<0,05), der Diabetesdauer (n=79; r=-0,3; p<0,05), den Packungsjahren (n=79; 
r=-0,28; p<0,05) und eine positive Korrelation mit dem HDL-Cholesterin (n=79; r=0,32; 
p<0,05). 
Zur Bestimmung der Größe des Einflusses von einzelnen Parametern des kardiovaskulären 
Risikoprofils (bestehende KHK, bestehender Diabetes mellitus, bestehende Hypertonie, 
bestehende Dyslipidämie, Nikotinabusus, Alter und Anzahl an kardiovaskulären 
Risikofaktoren) auf die plasmatische Nitritkonzentration wurde eine schrittweise, lineare 
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Regressionsanalyse durchgeführt. Der zusätzliche Einfluss der plasmatischen Nitrit-
konzentration (als Marker der eryNOS-Aktivität) auf die Erythrozytenverformbarkeit wurde 
ergänzend bestimmt (Tabelle 2). 
 
 
Tabelle 2 
Schrittweise lineare Regressionsanalyse zur Bestimmung des Einflusses der einzelnen Parameter eines kardiovaskulären 
Risikoprofils auf die Aktivität der eryNOS und auf Veränderungen der Erythrozytenverformbarkeit 
 

 
 
Für die plasmatische Nitritkonzentration erreichten die in der Tabelle 2 aufgeführten 
Parameter ein Bestimmtheitsmaß R2 von 0,2 nach Inkubation mit PBS bzw. 0,31 nach 
Inkubation mit L-Arginin. Das heißt die Parameter konnten 20 % bzw. 31 % der Gesamt-
varianz der plasmatischen Nitritkonzentration in dieser Studie erklären. 

Für die Veränderung der Erythrozytenverformbarkeit erreichten die Veränderungen der Nitrit-
konzentration und die in der Tabelle 2 aufgeführten Risikofaktoren ein Bestimmtheitsmaß R2 
von 0,56 für die Stimulation bzw. 0,36 für die Inhibition der eryNOS, dass heißt sie konnten 
56 % bzw. 36 % der Gesamtvarianz der Veränderungen in der Erythrozytenverformbarkeit in 
dieser Studie erklären.  
Die Aufnahme der übrigen Parameter des Schweregrades des kardiovaskulären Risikoprofils 
erbrachte keine signifikante Änderung in R2 und wurde deshalb aus dem Modell 
ausgeschlossen.  
 
 
 

 R R2 Veränderung 
 von R2 

Veränderung 
 in F 

p 

Nitritkonzentration nach Inkubation mit PBS      
Triglyzeride (1) 0,3 0,09 0,09 5,9 0,02 
(1) + KHK 0,44 0,2 0,11 4,15 0,12 
      
Nitritkonzentration nach Stimulation der 
eryNOS 

     

Anzahl der Risikofaktoren (1) 0,39 0,15 0,15 8,18 0,01 
(1) + KHK 0,49 0,24 0,09 5,49 0,02 
(1) + (2)+ HbA1c 0,56 0,31 0,06 4,23 0,05 
      
Veränderung der Erythrozytenverformbarkeit 
nach Stimulation der eryNOS 

     

Veränderung der Nitritkonzentration (1) 0,65 0,42 0,42 21,06 0,00 
(1) + Anzahl der Risikofaktoren 0,69 0,48 0,06 12,32 0,01 
(1) + (2)+ KHK 0,76 0,56 0,08 6,8 0,05 
      
Veränderung der Erythrozytenverformbarkeit 
nach Inhibition der eryNOS

     

Veränderung der Nitritkonzentration (1) 0,45 0,2 0,21 6,24 0,02 
(1) + arterielle Hypertonie 0,6 0,36 0,16 6,17 0,02 
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3.2 Einfluss von NO auf die Mikrozirkulation in vivo am Modell des Hühnerembryos 
In dieser Arbeit wurde eine Methode entwickelt, die das extraembryonale Gefäßsystem des 
Hühnerembryos als in vivo Mikrozirkulationssystem verwendet, um die Wirkung von NO auf 
die Erythrozytenverformbarkeit und die Mikrozirkulation zu untersuchen.  

Die Erythrozyten waren im Mittel 14,8±0,7 µm lang und 7,8±0,9 µm breit. Die Fähigkeit des 
Erythrozyten, sich in einer Engstelle zu verformen zeigt sich in einer Verringerung der Breite. 
Damit erhöht sich der Quotient aus Länge/Breite in der Engstelle. Verschlechtert sich diese 
Fähigkeit, verändert sich die Breite in der Engstelle weniger. Damit bleibt der Quotient aus 
Länge/Breite in der Engstelle niedrig. Durch Verformung der Erythrozyten betrug die 

durchschnittlichen Länge 16,6±0,6 µm und die durchschnittliche Breite 6,2±0,9 µm in einer 
Engstelle. Das entsprach einer durchschnittlichen Veränderung des Quotienten aus 

Länge/Breite von 2,05±0,06 vor der Engstelle zu 2,89±0,05 in der Engstelle. Der 
Durchmesser der Arterie sowie der Kapillare blieb während der Versuche stets unverändert. 
Nach Injektion von PBS in das extraembryonale Gefäßsystem wurde keine signifikante 
Veränderung des Quotienten aus Länge/Breite in der Engstelle vor und nach Injektion 

gemessen (Anstieg in der Engstelle auf 2,89±0,08 vor Injektion von PBS, und auf 2,90±0,08 
nach Injektion von PBS). Auch veränderte sich weder die Flussgeschwindigkeit in der 

Kapillare (0,33±0,03 mm/sec vor Injektion, 0,30±0,03 mm/sec nach Injektion), noch die in 

der Arterie (0,73±0,03 mm/sec vorher, 0,7±0,03 mm/sec nachher). 
 
3.2.1 Sensitivität der etablierten Methode 
Um die Verformbarkeit der Erythrozyten zu steigern wurde Pentoxifyllin injiziert. Der 
Quotient aus Länge/Breite in der Engstelle nach Injektion veränderte sich nicht (Abbildung 

16): 2,96±0,05 vor Injektion und 3,00±0,04 nach Injektion von Pentoxifyllin. Es veränderte 

sich weder die Flussgeschwindigkeit in der Kapillare (0,37±0,02 mm/sec vor Injektion, 

0,35±0,02 mm/sec nach Injektion von Pentoxifyllin), noch die in der Arterie (0,76±0,02 

mm/sec vorher und 0,75±0,02 mm/sec nachher).  
Zur Verschlechterung der Erythrozytenverformbarkeit wurde Glutardialdehyd injiziert. Die 
Breite der Erythrozyten verringerte sich in der Engstelle weniger als sie sich vor der Injektion 

verringerte. Der Quotient aus Länge/Breite war in der Engstelle mit 2,42±0,19 nach Injektion 

niedriger im Vergleich zu 2,96±0,04 vor der Injektion. Dieser Unterschied war statistisch 
signifikant (p<0,05). Die Flussgeschwindigkeit in der Kapillare verringerte sich von 

0,35±0,02 mm/sec auf 0,22±0,03 mm/sec (p<0,01). Die Flussgeschwindigkeit in der 

Leitungsarterie blieb mit 0,73±0,02 mm/sec vor und nach Injektion konstant.  
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Abbildung 16 
Einfluss von Pentoxifyllin und Glutardialdehyd auf die Mikrozirkulation in vivo. A Veränderung des Quotienten 
Länge/Breite der Erythrozyten in der Engstelle nach Injektion der Substanzen, B Veränderung der Flussgeschwindigkeit nach 
Injektion der Substanzen gemessen in Leitungsarterie und in Kapillare. Im Gegensatz zur Injektion von PBS und 
Pentoxifyllin verschlechterte Glutardialdehyd sowohl die Erythrozytenverformbarkeit in der Engstelle (p<0,05) wie auch die 
Flussgeschwindigkeit in der Kapillare (p<0,01). 
 
 
3.2.2 Einfluss von exogenem NO auf die Mikrozirkulation 
Nach Injektion des NO-Donors GSNO veränderte sich der Quotient aus Länge/Breite in der 

Engstelle nicht (Abbildung 17): 2,93±0,06 vor Injektion und 2,87±0,05 nach Injektion von 
GSNO. Die Flussgeschwindigkeit in der Kapillare und in der Arterie blieb unverändert 

(Kapillare: 0,32±0,02 mm/sec vor und nach Injektion; Arterie: 0,71±0,04 mm/sec vorher und 

0,72±0,03 mm/sec nachher).  
Nach Injektion von HbO2 verringerte sich die Erythrozytenbreite in der Engstelle weniger als 
vor der Injektion. Der Quotient aus Länge/Breite der Erythrozyten in der Engstelle verringerte 

sich durch HbO2 signifikant von 2,85±0,08 auf 2,32±0,17 (p<0,05). Die Flussgeschwindigkeit 

in der Kapillare verlangsamte sich von 0,3±0,02 mm/sec auf 0,16±0,05 mm/sec (p<0,05). Die 

Flussgeschwindigkeit in der Arterie wurde mit 0,72±0,02 mm/sec vor und 0,74±0,03 mm/sec 
nach Injektion gemessen.  
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Abbildung 17 
Einfluss von exogenem NO auf die Mikrozirkulation in vivo. A Veränderung des Quotienten Länge/Breite der 
Erythrozyten in der Engstelle nach Injektion der Substanzen, B Veränderung der Flussgeschwindigkeit nach Injektion der 
Substanzen gemessen in Leitungsarterie und in Kapillare. Im Gegensatz zur Injektion von PBS und GSNO (NO-Donor) 
verschlechterte HbO2 (als „NO-Fänger“) sowohl die Erythrozytenverformbarkeit in der Engstelle (p<0,05) wie auch die 
Flussgeschwindigkeit in der Kapillare (p<0,05) im Vergleich zu basal.  
 
 
3.2.3 Einfluss von endogen gebildetem NO auf die Mikrozirkulation 
Nach Stimulation der NOS mit injiziertem L-Arginin wurde kein Unterschied im Quotienten 
aus Länge/Breite in der Engstelle vor und nach Injektion gemessen (Abbildung 18): 

2,85±0,04 vor L-Arginin und 2,82±0,04 nach L-Arginin. Die Flussgeschwindigkeit in der 

Kapillare veränderte sich nicht: 0,35±0,02 mm/sec vor Injektion und 0,34±0,01 mm/sec nach 

Injektion. Auch die Flussgeschwindigkeit in der Arterie blieb mit 0,69 ±0,03 mm/sec vorher 

und 0,71 ±0,05 mm/sec nachher unverändert.  
Nach Inhibition der NOS mit L-NIO verschlechterte sich die Fähigkeit der Erythrozyten, sich 

in der Engstelle zu verformen von einem Quotienten aus Länge/Breite von 2,8±0,11 auf 

2,52±0,16 nach Injektion. Die Flussgeschwindigkeit in der Kapillare verlangsamte sich von 

0,31±0,02 mm/sec auf 0,23±0,05 mm/sec. In der Arterie blieb sie mit 0,74±0,03 mm/sec 
unverändert.  
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Abbildung 18 
Einfluss der NOS auf die Erythrozytenverformbarkeit in vivo. A Veränderung des Quotienten Länge/Breite der 
Erythrozyten in der Engstelle nach Injektion der Substanzen, B Veränderung der Flussgeschwindigkeiten nach Injektion der 
Substanzen gemessen in Leitungsarterie und in Kapillare. Im Gegensatz zur Injektion von PBS und L-Arginin (Substrat der 
NOS) verschlechterte L-NIO (Inhibitor der NOS) sowohl die Erythrozytenverformbarkeit in der Engstelle wie auch die 
Flussgeschwindigkeit in der Kapillare (nicht signifikant). 
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Abbildung 19 
Reversibilität der verschlechterten Erythrozytenverformbarkeit nach NOS-Inhibition in vivo. A Veränderung des 
Quotienten Länge/Breite der Erythrozyten in der Engstelle nach Injektion der Substanzen, B Veränderung der Fluss-
geschwindigkeit nach Injektion der Substanzen gemessen in Leitungsarterie und in Kapillare. Die durch L-NIO (Inhibitor der 
NOS) verschlechterte Erythrozytenverformbarkeit und Flussgeschwindigkeit in der Kapillare veränderte sich nach Injektion 
des NO-Donors GSNO nicht. 
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Es wurde geprüft, ob der Effekt von L-NIO durch Hinzufügen von exogenem NO reversibel 
ist (Abbildung 19). Nach der Injektion von L-NIO und Messung der Parameter nach 10 min 
wurde mit einer zweiten Injektion GSNO in einer Konzentration von 600 nmol/l ins Mikro-
zirkulationssystem desselben Eies injiziert. Der vorher durch L-NIO verminderte Quotient aus 

Länge/Breite der Erythrozyten in der Engstelle blieb mit 2,5±0,14 nach GSNO unverändert. 

Auch die Flussgeschwindigkeit blieb in der Kapillare mit 0,2±0,04 mm/sec und in der Arterie 

mit 0,76±0,03 mm/sec unverändert. 
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4. Diskussion 
Bekannt war, dass im vaskulären System neben Endothelzellen auch Erythrozyten eine NOS 
besitzen, welche in physiologisch relevanten Mengen NO synthetisiert12. Erythrozytär 
gebildetes NO verbessert wie endothelial gebildetes NO die Erythrozytenverformbarkeit12;88. 
Bei Patienten mit kardiovaskulären Risikofaktoren wurde eine endotheliale Dysfunktion mit 
einer verminderten Aktivität der eNOS und einer verminderten Bioverfügbarkeit von NO 
nachgewiesen. Diese war mit einer reduzierten endothelabhängigen Vasodilatation assoziiert.  
Unbekannt war, ob die Aktivität der eryNOS bei kardiovaskulären Risikofaktoren ebenfalls 

vermindert ist und dies Auswirkungen auf die Erythrozytenverformbarkeit hat. 

 
Die wesentlichen Ergebnisse der vorliegenden Doktorarbeit lassen sich wie folgt 
zusammenfassen: 
(1.) Die erythrozytäre NO-Synthese ist bei Patienten mit kardiovaskulären Risikofaktoren 

weniger stimulierbar.  
(2.) Eine Ursache dafür könnte die in dieser Arbeit nachgewiesene erhöhte Aktivität der 

erythrozytären Arginase bei Patienten mit kardiovaskulären Risikofaktoren sein. Eine 
Veränderung in der Scherstress-vermittelten Stimulation der eryNOS-Aktivität durch 
Phosphorylierung an Serin 1177 konnte nicht nachgewiesen werden. 

(3.) Im Zusammenhang mit kardiovaskulären Risikofaktoren konnte eine tendenzielle 
Verschlechterung der basalen Erythrozytenverformbarkeit nachgewiesen werden. Die 
Verformbarkeit in Abhängigkeit der eryNOS-Aktivität lässt sich bei Patienten mit 
kardiovaskulären Risikofaktoren nur eingeschränkt verbessern. 

(4.) Die Etablierung einer Methodik zur Untersuchung der Mikrozirkulation am Modell 
des Hühnerembryos ermöglichte erstmals den Nachweis des Einflusses von NO auf 
die Erythrozytenverformbarkeit in vivo: Durch Abfangen von NO sowie durch 
Inhibition der NO-Synthese verschlechterte sich die Erythrozytenverformbarkeit und 
die Mikrozirkulation. 

 
Im Folgenden soll zunächst auf die Bestimmung der NOS-Aktivität eingegangen werden. 
Anschließend wird der veränderte L-Arginin-NO-Stoffwechsel bei kardiovaskulären 
Krankheiten diskutiert: Einleitend werden in jedem Abschnitt die bekannten Veränderungen 
in der Endothelzelle beschrieben, um anschließend den erythrozytären NO-Stoffwechsel zu 
diskutieren. Danach werden die Veränderungen der Erythrozytenverformbarkeit bei 
kardiovaskulären Krankheiten erörtert. Im letzten Abschnitt wird die Etablierung der Methode 
zur Untersuchung des Einflusses von NO in vivo auf die Mikrozirkulation diskutiert. 
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4.1 Erythrozytäre NO-Synthese bei kardiovaskulären Risikofaktoren 
Zur Beurteilung der eryNOS-Aktivität unter physiologischen und pathologischen 
Bedingungen wurden in dieser Arbeit die Metaboliten der NO-Synthese Nitrit und Nitrat im 
Plasma als sensitive Marker für die NOS-Aktivität verwendet. Im Gegensatz zu Nitrit und 
Nitrat lässt sich NO durch den schnellen Stoffwechsel und die kurze Halbwertszeit nahezu 
unmöglich unter basalen Bedingungen direkt und quantitativ detektieren122. NO wird in 
Anwesenheit von O2 schnell mit einer Stöchiometrie von 1:1 zu Nitrit oxidiert oder direkt 
durch die Reaktion mit Hämoglobin zu Nitrat inaktiviert62. Es wurde gezeigt, dass 
plasmatisches Nitrit in vivo als spezifischer und sensitiver Marker für akute Veränderungen 
der eNOS-Aktivität angesehen werden kann56. Die durchschnittliche Nitritkonzentration im 
Plasma von humanem Blut liegt zwischen 100-600 nmol/l57. 90 % des Nitrits entstammt der 
endothelialen NO-Synthese57. In vitro wurde im Vollblut nach Stimulation mit dem Substrat 
bzw. spezifischer Inhibition des Enzyms die Nitritfreisetzung einer NO-Synthese 
erythrozytärer Genese zugeordnet. Carvalho et al. (2004) und Kleinbongard et al. (2006) 
zeigten, dass in Analogie zur endothelialen NO-Synthese eine veränderte erythrozytäre NO-
Synthese durch Änderungen der Nitritkonzentration im Plasma reflektiert wird123;12. Nitrat 
wurde in früheren Arbeiten als Marker für die Aktivität der eNOS kaum eingesetzt, da dessen 
Konzentration im Blut in hohem Maße von NO-Stoffwechsel-unabhängigen Faktoren 
beeinflusst wird. Die in der Literatur beschriebenen basalen Konzentrationen von Nitrat 
differieren stark und werden im Plasma mit 19-60 µmol/l angegeben124;125. Im Vollblut, 
welches in vitro unabhängig von potentiellen Einflussfaktoren bleibt, reflektieren auch 
Änderungen der plasmatischen Nitratkonzentration eine veränderte erythrozytäre 
NO-Synthese12. 
Im Rahmen dieser Arbeit wurden Untersuchungen der eryNOS im Vollblut durchgeführt. Der 
Versuchsaufbau war als geschlossenes System zu betrachten. Veränderungen der Nitrit- und 
Nitratkonzentration waren folglich eryNOS-spezifisch. Die in dieser Arbeit gemessene Nitrit-
konzentration nach in vitro Inkubation von Vollblut unter Kontrollbedingungen (PBS) war 
von der basalen eryNOS-Aktivität abhängig. Die eryNOS-Aktivität bei Probanden ohne 
kardiovaskuläre Risikofaktoren lässt sich mit der in den Arbeiten von Kleinbongard et al. 
(2006) mit einer gemessenen Nitritkonzentration von 38 nmol/l12 und von Ludolph et al. 
(2007) mit einer gemessenen Nitritkonzentration von 56 nmol/l126 vergleichen. Auch in der 
vorliegenden Arbeit stieg die Nitritkonzentration im Plasma unter erythrozytärer NOS-
Stimulation mit L-Arginin an und verminderte sich durch Inhibition der eryNOS (siehe 3.1.2). 
Das mit dem Versuchsprotokoll bestimmte plasmatische Nitrit war folglich zur Bestimmung 
der eryNOS-Aktivität geeignet und wurde zum Vergleich der eryNOS-Aktivität in 
Abhängigkeit vom kardiovaskulären Risikoprofil eingesetzt. Kleinbongard et al. verwendeten 
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L-NMMA anstatt L-NIO als Inhibitor. Beide Substanzen sind kompetitive Inhibitoren der 
eNOS und hemmen auch die eryNOS. In eigenen Voruntersuchungen zeigte sich die Nitrit-
kontamination von L-NIO mit durchschnittlich 15 nmol/l geringer als die von L-NMMA mit 
25 nmol/l. Mit der Verwendung von L-NIO konnte die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse 
verbessert werden. Im Gegensatz zu der veränderten Nitritkonzentration nach Stimulation 
oder Inhibition der eryNOS waren in der vorliegenden Arbeit keine signifikanten 
Unterschiede des plasmatischen Nitrats in Abhängigkeit der eryNOS-Aktivität nachweisbar. 
Die Nitratbestimmung wurde jedoch nur bei 6 Probanden pro Risikogruppe durchgeführt. 
Anzunehmen ist, dass diese Fallzahl zu niedrig war um über die Bestimmung von Nitrat 
Veränderungen der eryNOS-Aktivität wiederzugeben. 
An der Pathophysiologie kardiovaskulärer Krankheiten ist ein NO-Mangel beteiligt. Die 
Bedeutung einer eingeschränkten endothelialen NO-Bildung an der reduzierten 
NO-Bioverfügbarkeit wurde bereits bewiesen (siehe Kapitel 1). Bei Patienten mit 
kardiovaskulären Risikofaktoren zeigten Kleinbongard et al. (2006), dass die endotheliale 
NO-Bildung der eNOS mit steigender Anzahl kardiovaskulärer Risikofaktoren im Vergleich 
zu Gesunden progressiv sank127. Auch für die erythrozytäre NO-Synthese wurden 
Veränderungen im Zusammenhang mit Krankheiten beschrieben. Eine der ersten Arbeiten, 
die eine eryNOS beschrieben hat, wies auf eine verminderte Aktivität der eryNOS im 
Zusammenhang mit Mammakarzinomen hin128. Es wurde eine verminderte basale und 
insulinstimulierte erythrozytäre NO-Bildung nachgewiesen. Dagegen wurde im Tierversuch 
im Zusammenhang mit Mittelohrentzündungen eine gesteigerte eryNOS-Aktivität mit 
erhöhter NO-Bildung gemessen129. 
Für kardiovaskuläre Risikofaktoren wurde in dieser Arbeit erstmals nachgewiesen, dass die 
plasmatische Nitritkonzentration als Marker der erythrozytären NO-Synthese bei Patienten 
mit mehr als einem kardiovaskulären Risikofaktor vermindert ist. Diese Ergebnisse zeigen 
eine Tendenz zu einer eingeschränkten basalen Aktivität der eryNOS bei kardiovaskulären 
Risikofaktoren analog zur endothelialen Dysfunktion. Durch eine höhere und für alle 
Risikogruppen ausgeglichenere Fallzahl könnte eine statistische Signifikanz für die 
Unterschiede zwischen den einzelnen Risikofaktoren bewiesen werden. Nach Stimulation der 
eryNOS mit L-Arginin konnte ein signifikant niedriger Anstieg der Nitritbildung bei 
Patienten mit mehr als einem kardiovaskulären Risikofaktor nachgewiesen werden. Die 
Verminderung der Nitritkonzentration durch Inhibition der eryNOS war in Abhängigkeit der 
Risikofaktoren nicht verändert. Ergänzend zu der schon bekannten verminderten Aktivität der 
eNOS bei kardiovaskulären Krankheiten weisen die Ergebnisse dieser Arbeit eine in vitro 
eingeschränkte Funktion der eryNOS bei Patienten mit kardiovaskulären Risikofaktoren nach. 
Die Nitritkonzentration bei der Kohorte mit einem Risikofaktor war nach Inkubation unter 
Kontrollbedingungen und nach Stimulation der eryNOS höher als bei den Probanden ohne 
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Risikofaktor. Hierbei ist zu berücksichtigen, dass die Fallzahl in der Kohorte mit einem 
Risikofaktor mit sechs Patienten sehr klein war. Diese Kohorte unterschied sich von der 
Kontrollgruppe nur im höheren Alter und im BMI (siehe 3.1.1). Die reduzierte eryNOS-
Aktivität bei den Patienten mit mehr als einem Risikofaktor wurde in Abhängigkeit von der 
Anzahl der kardiovaskulären Risikofaktoren festgestellt. Der Einfluss und die Bedeutung 
jedes einzelnen Risikofaktors für diese Verschlechterung sind noch offen und können 
Gegenstand von weiteren Untersuchungen sein. Die statistische Auswertung der Ergebnisse 
dieser Arbeit zeigte, dass neben der absoluten Anzahl an Risikofaktoren die Triglyzeride im 
Plasma, das Bestehen einer KHK und ein schlecht eingestellter Diabetes mellitus (HbA1c) den 
größten Einfluss auf die Ergebnisse hatten (siehe 3.1.7). Der Studiencharakter entsprach nicht 
einer repräsentativen Querschnittstudie. Mit einer Selektion der Patienten sollten auch geringe 
Veränderungen der eryNOS-Aktivität bei kardiovaskulären Risikofaktoren erfasst werden. Es 
wurden ausdrücklich Patienten mit einer starken, medikamentös schlecht eingestellten und 
langjährigen Ausprägung der kardiovaskulären Risikofaktoren für die Untersuchungen dieser 
Arbeit ausgewählt. Bei 38 von 55 Patienten mit kardiovaskulären Risikofaktoren wurden 
bereits manifeste mikro- und makroangiopathische Krankheiten diagnostiziert. Die einzelnen 
Risikofaktoren waren nicht gleichmäßig über die Kohorten verteilt. Auch ein Einfluss der Art 
der Therapie wurde in dieser Arbeit nicht berücksichtigt.  
 
4.2 Veränderungen des L-Arginin-NO-Metabolismus bei kardiovaskulären 

Risikofaktoren  
Für die endotheliale Dysfunktion sind verschiedene Veränderungen des L-Arginin-NO-
Metabolismus als Ursache einer verminderten NO-Bioverfügbarkeit bekannt. In der 
Endothelzelle ist eine verminderte NO-Bioverfügbarkeit mit einem verminderten Angebot an 
L-Arginin, einer gesteigerten Inhibition durch ADMA, einer entkoppelten NO-Synthese, einer 
veränderten Expression der NOS sowie einer vermehrten Inaktivierung von NO durch 
oxidativen Stress assoziiert. Für die in dieser Arbeit nachgewiesene eingeschränkte eryNOS-
Aktivität sind ähnliche Mechanismen denkbar (Abbildung 20). 
L-Arginin hat als Substrat der NOS eine entscheidende Rolle in der Regulation der NOS-
Aktivität. Die eingeschränkte endotheliale Bioverfügbarkeit von NO bei kardiovaskulären 
Krankheiten kann durch ein vermindertes L-Argininangebot verursacht werden. In der 
Endothelzelle beträgt die physiologische Konzentration von L-Arginin 0,5-2 mM, während 
die Michaelis-Menten-Konstante der eNOS mit circa 3-10 µM angegeben wird130;131. Somit 
ist es sehr unwahrscheinlich, dass die zelluläre Substratkonzentration unter physiologischen 
Bedingungen die NO-Synthese limitiert. Im Plasma kommt L-Arginin in einer Konzentration 
von 0,1-0,25 mM vor23;132. Die L-Argininkonzentration im Erythrozyten ist mit einer 
Sättigung von 35 µM bis 133,3 µM viel niedriger als in der Endothelzelle133. 
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Abbildung 20 
Möglicher Stoffwechsel von erythrozytär gebildetem NO bei kardiovaskulären Risikofaktoren. Eine reduzierte 
NO-Bioverfügbarkeit könnte analog zur Endothelzelle durch multiple Veränderungen verursacht werden. Bekannt waren 
erhöhte plasmatische ADMA-Konzentrationen, die eine gesteigerte Inhibition der eryNOS vermuten lassen (3), sowie eine 
Erhöhung der ROS, die eine erhöhte Inaktivierung von NO vermuten lassen (6).  
In dieser Arbeit wurde eine erhöhte intraerythrozytäre Arginaseaktivität nachgewiesen (2), die die L-Arginin-Verfügbarkeit 
verringern könnte. Eine veränderte Phosphorylierung der eryNOS durch Scherstress wurde nicht nachgewiesen (4). Weitere 
Einflussgrößen könnten ein verringerter Transport von L-Arginin in die Zelle (1) sowie eine „Entkopplung“ der eryNOS (5) 
sein. In dieser Arbeit wurde zusammen mit einer verminderten NO-Bioverfügbarkeit eine eingeschränkte Stimulation der 
Erythrozytenverformbarkeit nachgewiesen. 
 
Bei arterieller Hypertonie134, Diabetes mellitus135, Dyslipidämie136 und im Alter137 verbessert 
die Substitution von L-Arginin die endotheliale Dysfunktion mit einer reduzierten 
NO-Bioverfügbarkeit und einer verminderten endothelabhängigen Vasodilatation. Es wird 
angenommen, dass durch die L-Argininsubstitution unter anderem eine gesteigerte Arginase-
aktivität, ein verminderter L-Arginintransport in die Endothelzelle oder ein erhöhter ADMA-
Spiegel kompensiert und dadurch die NO-Synthese gesteigert wird. Veränderungen der 
plasmatischen L-Argininkonzentration bei kardiovaskulären Risikofaktoren werden 
kontrovers diskutiert. Bei Patienten mit Diabetes mellitus wurden niedrigere L-Argininspiegel 
im Plasma gemessen138. Dagegen ist der plasmatische L-Argininspiegel bei der arteriellen 
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Hypertonie erhöht139. Es fehlen bislang Angaben bezüglich der intraerythrozytären 
L-Argininkonzentration bei kardiovaskulären Risikofaktoren. 
Die Arginase trägt unter physiologischen Bedingungen mit einer Michaelis-Menten-
Konstante von 1-3 mM erheblich zum Abbau des L-Arginins bei140. Für die endotheliale 
Arginase konnten bei Diabetes mellitus32, bei der arteriellen Hypertonie33 und im Alter31 eine 
erhöhte Expression und Aktivität mit einer verminderten NO-Bildung nachgewiesen werden. 
Als Folge wurde eine eingeschränkte endothelabhängige Vasodilatation beschrieben, die 
durch Inhibition der Arginase verbessert werden konnte141. Im Erythrozyten wurde eine 
erhöhte Arginaseproteinmenge bei Diabetes mellitus nachgewiesen, über die Aktivität des 
Enzyms konnte jedoch keine Aussage gemacht werden142. Bei Ratten mit arterieller 
Hypertonie wurde eine erhöhte Arginaseaktivität im Erythrozyten nachgewiesen33.  
In der vorliegenden Arbeit wurde eine signifikant erhöhte Aktivität der Arginase im 
Erythrozyten bei kardiovaskulären Risikofaktoren gemessen (siehe 3.1.3). Eine in vitro 
Inkubation von Erythrozyten gesunder Probanden mit Arginase führte in früheren Arbeiten zu 
einer reduzierten erythrozytären NO-Bildung12. In dieser Arbeit wurde in Abhängigkeit 
kardiovaskulärer Risikofaktoren eine verminderte Stimulation der eryNOS durch eine 
L-Argininsubstitution nachgewiesen. Folglich könnte die in dieser Arbeit bei Patienten mit 
kardiovaskulären Risikofaktoren gemessene erhöhte intraerythrozytäre Arginaseaktivität die 
eryNOS-Aktivität über eine verminderte intraerythrozytäre L-Argininkonzentration 
beeinträchtigen. Auf diesen Ergebnissen aufbauend kann in weiterführenden Untersuchungen 
durch eine Inkubation der Erythrozyten mit einem Arginaseinhibitor die Bedeutung der 
Arginase für die eryNOS-Aktivität bei kardiovaskulären Krankheiten weiter untersucht 
werden. 
Die intrazelluläre L-Argininkonzentration wird auch durch den Transport in die Zelle 
beeinflusst. Das L-Arginin gelangt über den y+ Transporter in die Endothelzelle und in den 
Erythrozyten. Eine Sättigung des y+ Transporters der Endothelzelle besteht unter 
physiologischen Bedingungen bei einer L-Arginin-Plasmakonzentration von circa 0,1-0,2 
mM143. Im Zusammenhang mit der arteriellen Hypertonie wurde ein verminderter 
L-Arginintransport in die Endothelzelle nachgewiesen28. Die Expression und Proteinmenge 
des y+ Transporters war jedoch nicht verändert. Bei Diabetes mellitus144 und im Alter145 
konnte keine Veränderung des L-Arginintransportes in die Endothelzelle nachgewiesen 
werden. Für den Gestationsdiabetes wurde sogar eine erhöhte Aktivität des y+ Transporters 
der Endothelzelle nachgewiesen146. Veränderungen des L-Arginintransportes in die 
Erythrozyten wurden bislang nur in wenigen Arbeiten untersucht. Bekannt ist, dass für den 
L-Arginintransport eine spezielle Zusammensetzung der Erythrozytenmembran zur 
Aktivierung des y+ Transporters nötig ist147. Vermutlich führen Veränderungen der 
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Erythrozytenmembran und der Zusammensetzung der Lipiddoppelschicht, wie sie für 
kardiovaskuläre Risikofaktoren beschrieben wurden, auch zu einer Veränderung der 
Membrantransporteraktivität y+ oder y+L. Moss et al. (2004) zeigten, dass der 
L-Arginintransport in den Erythrozyten und Thrombozyten bei der arteriellen Hypertonie über 
den y+L Transporter signifikant reduziert war, aber in der Aktivität des y+ Transportsystems 
kein Unterschied bestand139. Da vor allem das y+ Transportsystem für den L-Arginintransport 
in den Erythrozyten verantwortlich ist, bleibt der Mechanismus des L-Arginintransportes in 
den Erythrozyten bei kardiovaskulären Krankheiten unklar. Es fehlen bislang noch Arbeiten, 
die eine mögliche Beeinträchtigung der erythrozytären L-Argininaufnahme bei 
kardiovaskulären Krankheiten und die Auswirkungen auf die Aktivität der eryNOS 
untersuchen. 
Neben der Argininverfügbarkeit kommt auch der ADMA-Konzentration eine Bedeutung als 
Einflussfaktor der NO-Synthese zu. Für die endotheliale NOS wurde in Kapitel 1 die 
Bedeutung erhöhter plasmatischer ADMA-Spiegel für eine endotheliale Dysfunktion mit 
verminderter NO-Bildung beschrieben. In der Endothelzelle wird die ADMA-Konzentration 
durch das metabolisierende Enzym DDAH reguliert. Eine reduzierte Aktivität der DDAH bei 
kardiovaskulären Risikofaktoren wird durch ROS, advanced glycation end products (AGE) 
und oxidiertes LDL im Endothel verursacht148;149. Unter diesen kardiovaskulären Risiko-
bedingungen führt eine verminderte Metabolisierung durch DDAH zu einer erhöhten ADMA-
Konzentration150. Eine erhöhte Konzentration von 3-15 µmol/l ADMA im Plasma in 
Verbindung mit kardiovaskulären Risikofaktoren wie Dyslipidämie, arterieller Hypertonie, 
Hyperhomocysteinämie, Nikotinabusus und Diabetes mellitus führt zu einer Inhibition der 
eNOS mit eingeschränkter NO-abhängiger Vasodilatation42;41;44. Auch im Erythrozyten wurde 
eine DDAH-Aktivität nachgewiesen39. Wie in der Endothelzelle hydrolysiert dieses Enzym 
ADMA und L-NMMA zu L-Citrullin und vermindert dadurch den ADMA-Spiegel. Für den 
kardiovaskulären Risikofaktor Alter wurde eine reduzierte erythrozytäre DDAH-Aktivität mit 
erhöhten plasmatischen ADMA-Spiegeln nachgewiesen39. In Analogie zur Endothelzelle 
steigt vermutlich mit kardiovaskulärem Risiko der ADMA-Spiegel über eine reduzierte 
DDAH-Aktivität an. Dies könnte zu einer Inhibition der eryNOS mit Auswirkungen auf die 
Erythrozytenverformbarkeit führen. Bei der arteriellen Hypertonie sind erhöhte ADMA-
Spiegel über eine verminderte endotheliale NO-Bioaktivität mit einer verschlechterten 
Membranfluidität der Erythrozyten assoziiert151. Bei Diabetes mellitus wurde ein 
Zusammenhang zwischen einer erhöhten plasmatischen und erythrozytären ADMA-
Konzentration, einer verminderten erythrozytären NO-Verfügbarkeit und einer reduzierten 
Erythrozytenverformbarkeit nachgewiesen152. Eine Inkubation von gesunden Erythrozyten in 
vitro mit ADMA führte zu einer Verschlechterung der Verformbarkeit103. Zusammenfassend 
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kann gesagt werden, dass erhöhte ADMA-Spiegel sowohl zu einer verminderten 
endothelialen als auch zu einer verminderten erythrozytären NO-Bioverfügbarkeit beitragen 
und die Erythrozytenverformbarkeit beeinflussen können. 
Als ein weiter Einflussfaktor der NO-Synthese wird die Regulation der NOS-Aktivität durch 
Proteinmodifikationen angesehen (siehe Kapitel 1). Im Zusammenhang mit kardiovaskulären 
Risikofaktoren werden für die Endothelzelle Veränderungen der Phosphorylierung der eNOS 
kontrovers diskutiert. Durch Hyperglykämie wurden Modifikationen des Signalmoleküls 
O-N-Acetylglucosamin der eNOS mit einer verminderten Phosphorylierung an Serin 1177 
nachgewiesen51. Auch bei der arteriellen Hypertonie und im Alter wurde eine verminderte 
Phosphorylierung an Serin 1177 und eine gesteigerte Phosphorylierung an Threonin 495 
nachgewiesen52;53. Dagegen veränderten erhöhte Glukosespiegel und die Hyperhomo-
cysteinämie die Phosphorylierung an Serin 1177 nicht153;154.  
Für die eryNOS wurde in der vorliegenden Arbeit bei kardiovaskulären Risikofaktoren keine 
Veränderung in der durch Scherstress stimulierten Phosphorylierung an Serin 1177 nach-
gewiesen. Eine veränderte Regulation der eryNOS-Aktivität durch Scherstress kann folglich 
nicht als Ursache einer verminderten erythrozytären NO-Bildung bei kardiovaskulären 
Krankheiten angesehen werden. Insulin wurde als Stimulans nicht verwendet, da im 
Zusammenhang mit kardiovaskulären Risikofaktoren häufig eine periphere Insulinresistenz 
besteht. Unter diesen Bedingungen könnte eine verminderte Rezeptorantwort die Ergebnisse 
nach Insulinstimulierung beeinflussen. 
Für die eNOS wurde als weitere Ursache einer verminderten NO-Bioverfügbarkeit eine 
veränderte Aktivität der NOS durch eine „Entkopplung“ des Elektronentransfers beschrieben. 
Das bei der arteriellen Hypertonie durch oxidativen Stress vermehrt gebildete Peroxynitrit 
oxidiert BH4

155. Der resultierende Mangel des Kofaktors der NOS156, wie auch ein 
L-Argininmangel157 oder die Anwesenheit von LDL-Cholesterin158 führt zur Dissoziation der 
eNOS-Dimere in Monomere. Der normale Elektronentransfer ist gestört. Statt L-Arginin wird 
O2 zum Elektronenakzeptor. An Stelle von NO wird die reaktive Sauerstoffspezies O2

- 
gebildet159. Die damit assoziierte endotheliale Dysfunktion bei Diabetes mellitus und der 
Dyslipidämie verbesserte sich durch die Substitution von BH4

160;161. Im Erythrozyten führt 
eine reduzierte Aktivität der Natrium/Kalium-Adenosintriphosphatase bei Diabetes 
mellitus162, bei der arteriellen Hypertonie163 und der Dyslipidämie164 zu einer verminderten 
intrazellulären ATP (Adenosintriphosphat)-Konzentration. Ein Mangel an intraerythrozytärem 
ATP führt zu einer reduzierten Aktivität der membranständigen ATP-abhängigen Ca2+-
Pumpe, die unter physiologischen Bedingungen die niedrigen Ca2+-Spiegel im Erythrozyten 
aufrecht erhält165. Die Folge ist ein Anstieg des intrazellulären Ca2+-Gehaltes. 
Deliconstantinos et al. (1995) konnten nachweisen, dass die Erhöhung des Ca2+ im 
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Erythrozyten über eine Stimulation der eryNOS zu einer gesteigerten Produktion von O2
- und 

Peroxynitrit führt74. Diese Ergebnisse lassen eine entkoppelte erythrozytäre NO-Synthese mit 
erhöhter O2

--Bildung und verminderter NO-Synthese analog zur Endothelzelle vermuten.  
In der Endothelzelle führt oxidativer Stress nicht nur zu einer Entkopplung der NOS, sondern 
auch zu einer vermehrten Inaktivierung von NO71. Für die endotheliale NO-Synthese ist 
bekannt, dass bei kardiovaskulären Krankheiten der gesteigerte NO-Abbau durch oxidativen 
Stress an der endothelialen Dysfunktion mit reduzierter NO-abhängiger Vasodilatation 
beteiligt ist9. Kardiovaskuläre Risikofaktoren wie der Diabetes mellitus, die arterielle 
Hypertonie, die Dyslipidämie und der Nikotinabusus führen zu einem erhöhten oxidativen 
Stress durch eine vermehrte Bildung von ROS9. An der erhöhten Bildung der ROS in der 
Endothelzelle sind nichtenzymatische Reaktionen wie die Autoxidation der Glukose, die 
Bildung von AGE und die Steigerung des Polyolstoffwechsels  bei Diabetes mellitus 
beteiligt166. Auch gesteigerte enzymatische Reaktionen der Xanthin-Oxidase, der 
Cyclooxygenase der Atmungskette und der membranassoziierten NAD(P)H-Oxidase bei 
Diabetes mellitus und bei der arteriellen Hypertonie tragen zu oxidativen Stress bei9;167. Als 
weitere Quelle einer enzymatischen ROS-Produktion in der Endothelzelle wird die eNOS 
selbst angesehen. Die Anwesenheit von ROS bestimmt, ob die protektive oder die 
schädigende Wirkung der eNOS überwiegt. Die NO-Synthese wird durch Peroxynitrit wie 
oben beschrieben „entkoppelt“, anstatt NO wird vermehrt O2

- gebildet. Das O2
- reagiert leicht 

mit NO zum hochreaktiven Peroxynitrit. Diese Reaktion ist beinahe ausschließlich durch die 
Diffusion limitiert und läuft 3x-6x schneller als die Reaktion von O2

- mit der antioxidativen 
Superoxiddismutase ab168. Dadurch trägt sie zum beschleunigten Abbau des NO bei. Nicht 
nur eine vermehrte Bildung von ROS, sondern auch deren verminderter Abbau kann zu 
oxidativen Stress in der Endothelzelle beitragen. Unter normalen Bedingungen wird O2

- 
schnell durch antioxidative Verteidigungsmechanismen wie der mitochondrialen Mangan-
Superoxiddismutase und der zytosolischen Kupfer-Superoxiddismutase eliminiert. 
Wasserstoffperoxid wird durch die Glutathionperoxidase oder durch die Katalase der 
Mitochondrien und Lysosomen zu Wasserstoffperoxid und O2 konvertiert. Bei Patienten mit 
kardiovaskulären Risikofaktoren wurde in der Endothelzelle im Zusammenhang mit 
oxidativen Stress eine verminderte Aktivität dieser enzymatischen Inaktivierung sowie eine 
reduzierte Konzentration der antioxidativ wirkenden Vitamine C und E 
nachgewiesen169;170;171. In anderen Arbeiten wurde eine Zunahme der ROS trotz 
Aktivitätszunahme der Abbaumechanismen nachgewiesen172. Die antioxidative Therapie mit 
Vitamin C oder Vitamin E verlängert die NO-Halbwertszeit durch einen Abfang von ROS, 
steigert die NOS-Expression173 und stellt die endotheliale Vasodilatatorfunktion bei Diabetes 
mellitus174, bei Rauchern175, bei der Dyslipidämie176 und der arteriellen Hypertonie177 wieder 
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her. Ein langfristiger Effekt einer oralen Therapie von Antioxidantien auf die kardiovaskuläre 
Krankheit konnte jedoch nicht nachgewiesen werden178. Zusammengefasst kann neben einer 
verminderten NO-Bildung durch eine „Entkopplung“ der eNOS auch bereits gebildetes NO 
durch oxidativen Stress vermehrt inaktiviert werden.  
Analog zur Endothelzelle könnte auch im Erythrozyten eine vermehrte Bildung von ROS die 
Bioverfügbarkeit von NO durch eine gesteigerte Inaktivierung reduzieren. Im Erythrozyten 
schützt zwar das leicht oxidierbare Glutathion intrazelluläre Proteine mit Schwefel-
wasserstoff-Gruppen wie die Hämoglobinmoleküle in der Erythrozytenmembran gegen eine 
Oxidation. Erythrozyten sind jedoch sehr empfänglich für oxidativen Stress. Grund hierfür ist 
der hohe Gehalt an ungesättigten Fettsäuren in der Membran und die hohe Konzentration von 
O2 und Hämoglobin179. Selbst unter physiologischen Bedingungen sind die Erythrozyten 
kontinuierlich ROS exponiert. Im Zusammenhang mit kardiovaskulären Risikofaktoren wie 
Diabetes mellitus180, arterielle Hypertonie181, Dyslipidämie und Adipositas182 wurden 
Veränderungen in den Erythrozyten in Abhängigkeit von oxidativem Stress nachgewiesen. 
Damit einhergehend besteht ein geringeres Verhältnis von reduziertem zu oxidiertem 
Glutathion183. Es konnte eine inverse Korrelation der Häufigkeit diabetischer Mikro- und 
Makroangiopathien zu dem Gehalt an reduziertem Glutathion nachgewiesen werden184. 
Ursache für den verminderten Glutathiongehalt kann eine vermehrte Oxidation durch 
oxidativen Stress oder eine reduzierte Glutathionreduktase sein184. Zusätzlich zum Abbau von 
NO durch oxidativen Stress führt bei Diabetes mellitus auch eine vermehrte Bindung von 
exogen aufgenommenem NO in Form von S-Nitrosohämoglobin zu einer verminderten NO-
Bioverfügbarkeit185. 
 
4.3 Einfluss von NO auf die Erythrozytenverformbarkeit bei kardiovaskulären 

Risikofaktoren 
In dieser Arbeit wurde untersucht, ob die eingeschränkte eryNOS-Aktivität bei 
kardiovaskulären Risikofaktoren zu einer Veränderung der Erythrozytenverformbarkeit führt. 
Diese könnte an Mikrozirkulationsstörungen bei kardiovaskulären Krankheiten beteiligt sein. 
Als Ursache einer verminderten basalen Verformbarkeit bei kardiovaskulären Krankheiten 
sind strukturelle und physiologische Veränderungen der Erythrozyten denkbar. Die 
Erythrozytenverformbarkeit ist sowohl von intrinsischen als auch von extrinsischen Faktoren 
abhängig. Zu den intrinsischen Faktoren zählen die Eigenschaften der Membran, die 
zytoplasmatische Viskosität und die Zellgeometrie113. Die viskoelastischen Eigenschaften der 
Membran werden maßgeblich durch die Lipidzusammensetzung und die Struktur des 
unterhalb der Erythrozytenmembran gelegenen Zytoskeletts beeinflusst. Auch die 
intraerythrozytäre Konzentration von ATP, Ca2+ und der Phosphorylierungsgrad des Spektrins 
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sind an der Regulierung beteiligt186. Die Membranfluidität ist die Fließeigenschaft der 
Membran in der Phospholipid-Doppelschicht-Ebene. Die Fließeigenschaft wird durch die 
Lipidperoxidation, die intrazelluläre Ca2+-Konzentration und die Mobilität der Membran-
komponenten beeinflusst187. Die Hauptfunktion der Fluidität der Membran ist die 
Permeabilität für den Austausch physiologisch relevanter Substanzen. Vermutet wird, dass die 
Membranfluidität auf die Regulation der Verformbarkeit großen Einfluss nimmt100. In 
diversen Arbeiten konnten Veränderungen der Membraneigenschaften bei kardiovaskulären 
Risikofaktoren nachgewiesen werden. Es wurde eine reduzierte Membranfluidität bei 
Diabetes mellitus188, bei der Dyslipidämie und der arteriellen Hypertonie189 gemessen. Diese 
reduzierte Membranfluidität wurde mit einer veränderten Membranlipidzusammensetzung 
erklärt190. Auch konnte eine durch Glykosylierung erhöhte Membranrigidität nachgewiesen 
werden191. Erhöhte Ca2+-Spiegel im Erythrozyten bei Diabetes mellitus162, bei der arteriellen 
Hypertonie163 und der Dyslipidämie164 führen zu einer verstärkten Vernetzung des intra-
erythrozytären Tubulinsystems mit der Folge einer Rigidifizierung der Erythrozyten. Ebenso 
fehlt der direkte, depolimerisierende Effekt des ATP auf das Tubulinsystem und die 
Phosphorylierung von Spektrin. Die Phosphorylierung des wichtigsten Strukturproteins der 
Erythrozytenmembran ist jedoch für das korrekte Zusammenwirken mit den kontraktilen 
Elementen der Membran für die Flexibilität des Erythrozyten von entscheidender 
Bedeutung192. Die bei kardiovaskulären Krankheiten vermehrt gebildeten ROS wie 
Peroxynitrit und Wasserstoffperoxid können die Erythrozytenmembran durch Modulierung 
der Lipid- und Proteinkomponenten schädigen. Es kommt zu einer vermehrten Lipid-
peroxidation der Erythrozytenmembran, assoziiert mit Veränderungen der Membranfluidität, 
einer gesteigerten Permeabilität, einer verminderten Aktivität der membrangebundenen Ca2+-
ATPase und folglicher Störung der Ca2+-Homöostase193. Die Lipidperoxidation bewirkt eine 
Polymerisation der Membrankomponenten und kann dadurch die Rigidität der Phospholipid-
Doppelschicht erhöhen194. Es wurde bewiesen, dass oxidativer Stress zu einer 
Verschlechterung der Erythrozytenverformbarkeit führt195. Die zytoplasmatische Viskosität 
wird hauptsächlich von der intrazellulären Hämoglobinkonzentration bestimmt. Eine erhöhte 
intrazelluläre Viskosität bei Diabetes mellitus kann durch glykosyliertes Hämoglobin oder 
einen veränderten Gehalt organischer Phosphate (Adenosindiphosphat, 
2,3-Bisphosphoglycerat) bedingt sein196. Die Zellgeometrie beeinflusst die Erythrozyten-
verformbarkeit durch das Verhältnis von Zelloberfläche zu Zellvolumen. Aus der bikonkaven, 
diskoiden Form des Erythrozyten resultiert ein vorteilhaftes Oberflächen/Volumen-
Verhältnis. Das ermöglicht dem Erythrozyten, relativ große Verformungen durch einwirkende 
Scherkräfte zu tolerieren, ohne dass die Zelle einen Schaden nimmt. Die intakte Oberfläche 
und ein relativer Überschuss an Oberfläche im Verhältnis zum Zellvolumen sind wichtige 
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Voraussetzungen für die optimale zelluläre Deformabilität. Eine Minderung des 
Oberflächen/Volumen-Verhältnisses zum Beispiel durch eine Zunahme des Volumens würde 
auch eine Verschlechterung der Möglichkeit zur Verformung des Erythrozyten bedeuten192. 
Veränderungen der Zellgeometrie können durch Stoffwechselveränderungen bei Diabetes 
mellitus verursacht werden. Über eine gesteigerte Aldosereduktase und einen gesteigerten 
Polyolstoffwechsel kommt es zu einer Sorbitol-Akkumulation im Erythrozyten197. Die oben 
beschriebene reduzierte Aktivität der erythrozytären Natrium/Kalium-ATPase bei Diabetes 
mellitus, bei der arteriellen Hypertonie und der Dyslipidämie führt auch über eine 
Zellschwellung zu einer verminderten Verformbarkeit. Hyperosmolarität durch 
Hyperglykämie kann vorübergehend das Zellvolumen und den MCV erhöhen198. Niedrige 
pH-Werte des Blutes und niedrige Natrium-Konzentrationen bei Diabetes mellitus kommen 
ebenfalls als Ursache für eine Erhöhung des MCV in Frage199. Als extrinsische Faktoren 
können eine erhöhte Plasmaviskosität und eine erhöhte Fibrinogenkonzentration bei Diabetes 
mellitus die Erythrozytenverformbarkeit verschlechtern200. 
Die Veränderungen der Stoffwechselprozesse in den Erythrozyten und deren Auswirkungen 
auf die Erythrozytenverformbarkeit werden kontrovers diskutiert. Auf der einen Seite wiesen 
Arbeiten mit dem Filtrationsverfahren weder durch Verwendung von Filtern mit 5 µm 
Porengröße201;202 noch durch Verwendung von Filtern mit 3 µm Porengröße203;204 eine 
reduzierte Verformbarkeit bei Patienten mit kardiovaskulären Risikofaktoren nach. Dagegen 
wurde in anderen Arbeiten durch Verwendung von Filtern sowohl mit 5 µm als auch mit 3 
µm Porengröße eine reduzierte Verformbarkeit der Erythrozyten von Patienten mit Diabetes 
mellitus gemessen196;205. Für diese Verschlechterung der Filterpassage bei Diabetes mellitus 
wurde nur eine Subpopulation von älteren Erythrozyten verantwortlich gemacht206. Auch bei 
der Dyslipidämie207 und der arteriellen Hypertonie208 wurde eine verminderte Filtrierbarkeit 
nachgewiesen. Arbeiten, die die Erythrozytenverformbarkeit mit dem Laserdiffraktometer 
quantifizierten, wiesen ebenfalls eine Verschlechterung der Verformbarkeit bei Diabetes 
mellitus99, arterieller Hypertonie100 und Dyslipidämie101 nach. Das Laserdiffraktometer misst 
die scherkraftinduzierte Elongation der Erythrozyten über ein Reflexionssignal eines Laser-
strahls209. Mit dieser Methode können Veränderungen der Erythrozytenverformbarkeit sehr 
spezifisch erfasst werden. Eine andere spezifische Methode stellt die direkte mikroskopische 
Messung der Verformbarkeit unter einem rotierenden, Scherstress-auslösenden Rheoskop dar. 
Auch mit dieser Methode wurde eine Verschlechterung der Erythrozytenverformbarkeit bei 
kardiovaskulären Risikofaktoren nachgewiesen210. 
In der vorliegenden Arbeit wurde durch Verwendung des Filtrationsverfahrens eine geringe 
Verschlechterung der basalen Erythrozytenverformbarkeit bei Patienten mit kardiovaskulären 
Risikofaktoren im Vergleich zu gesunden jungen Probanden nachgewiesen (siehe 3.1.5). 
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Wegen der hohen interindividuellen Varianz ist für den Nachweis eines statistisch 
signifikanten Unterschieds eine höhere Fallzahl notwendig. Im Vergleich zur Messung der 
Erythrozytenverformbarkeit mit dem Laserdiffraktometer und mit dem Scherstress-
auslösenden Rheoskop hat die Verformbarkeitsbestimmung mittels Filtration den 
entscheidenden Vorteil, dass diese Methode die in vivo Situation am ehesten widerspiegelt, 
indem eine Erythrozytensuspension anstelle von einzelnen Erythrozyten untersucht wird211. 
Die Filtrationsmethode nach Reid et al. (1976) wurde in dieser Arbeit modifiziert: Um die 
Filtrationsgeschwindigkeit von Erythrozyten gesunder Probanden und von Patienten mit 
kardiovaskulären Risikofaktoren besser vergleichen zu können, wurden Membranfilter mit 
der Porengröße 3 µm anstatt 5 µm verwendet (siehe 2.1.9). Filter mit 3 µm Porengröße sind 
im Vergleich zu 5 µm Filter sensitiver und können daher minimale Veränderungen der 
erythrozytären Rheologie detektieren212. Zusätzlich wurde durch die Verwendung des 
niedrigen Hämatokrits von 7 % der Einfluss der Erythrozytenaggregation auf die 
Verformbarkeit vermindert. Je verdünnter die verwendete Erythrozytensuspension ist, desto 
geringer ist der Einfluss der Erythrozytenaggregation auf die Filtration196. In eigenen 
Voruntersuchungen mit einer Filterporengröße von 5 µm und einem Hämatokrit von 35 % 
konnte die Erythrozytensuspension von Patienten mit kardiovaskulären Risikofaktoren den 
Filter nicht passieren, während die Erythrozytensuspension gleichen Hämatokrits von 
Gesunden gut filtriert werden konnte. Bei Verwendung eines Filters mit 3 µm Porengröße und 
einem Hämatokrit von 7 % wurde jedoch kein signifikanter Unterschied in der 
Verformbarkeit zwischen den beiden Gruppen nachgewiesen (siehe 2.1.9). Dies lässt 
vermuten, dass bei einem Hämatokrit von 35 % die Erythrozytenaggregation einen sehr 
großen Einfluss auf die Filtration hat. Das könnte die Unterschiede zwischen den beiden 
Gruppen bei der Verwendung eines Hämatokrits von 35 % erklären. Die in der Literatur 
angegebene Verminderung der Filtrationsrate bei kardiovaskulären Risikofaktoren mit 
Verwendung von 5 µm Filtern und höheren Hämatokritwerten ist deshalb hinsichtlich der 
Validität als kritisch zu betrachten. Es kann nicht ausgeschlossen werden, dass in diesen 
Arbeiten eine Verschlechterung der Filtrationsrate vor allem durch eine erhöhte 
Aggregationsneigung der Erythrozyten verursacht wurde. Diese ist im Zusammenhang mit 
kardiovaskulären Risikofaktoren erhöht99. Die pathophysiologische Relevanz dieser in der 
Literatur angegebenen Verschlechterung in vitro für die Erythrozytenverformbarkeit und die 
Mikrozirkulation in vivo ist noch nicht hinreichend untersucht. Driessen et al. (1980) zeigten 
im Tierversuch eine Verschlechterung der Mikrozirkulation in vivo nach Reinfusion von 
rigiden Erythrozyten213. Eine verminderte Dichte perfundierter Kapillare in der 
Mikrozirkulation in vivo bei Patienten mit Diabetes mellitus, arterieller Hypertonie und bei 
Rauchern wurde mit einer verschlechterten Erythrozytenverformbarkeit in Zusammenhang 
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gesetzt214. Der Einfluss der verminderten Erythrozytenverformbarkeit auf die 
Mikrozirkulation und die Funktion einzelner Organe ist jedoch unklar. 
An der Regulation der Verformbarkeit ist NO beteiligt. Gezeigt wurde, dass exogen 
hinzugefügtes NO unter physiologischen Bedingungen die Membranfluidität215 und die 
Verformbarkeit88;98;216 von Erythrozyten verbessern kann. Durch welche Prozesse NO an der 
Verformbarkeit der Erythrozyten beteiligt ist, steht noch nicht fest. Diverse theoretische 
Modelle diskutieren die Wirkung von NO auf die Regulation der Erythrozytenmembran: In 
Erythrozyten lässt sich eine Guanylatzyklase nachweisen. Dieses Enzym liegt entweder 
membrangebunden oder gelöst im Zytoplasma vor. Durch NO kann die lösliche Guanylat-
zyklase ihre katalytische Aktivität auf das 200fache steigern217. Tsuda et al. (2000) haben 
postuliert, dass NO und cGMP die intrazelluläre Ca2+-Kinetik beeinflussen100. Eine andere 
Theorie beschreibt, dass ein 240 kDa Protein, welches mit einem cGMP-mediierten 
Kationenkanal assoziiert ist, mit dem Spektrin der Erythrozyten interagieren kann218. Die 
Lokalisation des Proteins in Erythrozyten ist unklar. Das cGMP spielt auch für den 
Natrium/Wasserstoff-Ionenaustausch eine Rolle219. Es ist jedoch nicht bekannt, ob diese 
Mechanismen für die Erythrozytenverformbarkeit eine Bedeutung haben. Im Gegensatz zu 
der „cGMP-Theorie“ haben einige Arbeiten gezeigt, dass die Membranregulation unabhängig 
von dem cGMP-Stoffwechselweg ist. Korbut et al. (2002) erklärten, dass der Effekt von NO 
auf die Verformbarkeit unabhängig vom cGMP und direkt über einen Ca2+-abhängigen 
Kaliumkanal stattfindet220. Postuliert wird, dass NO Konformationsänderungen der an der 
Verformbarkeit beteiligten Proteine wie dem Spektrin, Ankyrin und dem Bande-3-Protein 
bewirkt. NO kann mit oxygeniertem Hämoglobin zu Methämoglobin reagieren. 
Methämoglobin verändert durch Bindung an das Spektrin die Membranstruktur und reguliert 
möglicherweise dadurch die Erythrozytenverformbarkeit221.  
Der Einfluss der erythrozytären NO-Synthese auf die Erythrozytenverformbarkeit bei 
gesunden Probanden wurde in früheren Arbeiten untersucht. Kleinbongard et al. (2006) 
wiesen mit dem Filtrationsverfahren durch Stimulation der eryNOS mit L-Arginin eine 
Verbesserung, durch Inhibition eine Verschlechterung der Erythrozytenverformbarkeit nach12. 
Bor-Kucukatay et al. (2003) zeigten eine Verschlechterung der Verformbarkeit mit Hilfe des 
Laserdiffraktometers nach Inhibition der eryNOS. Eine Stimulation durch L-Arginin allein 
hatte keinen Effekt, hob jedoch eine Verschlechterung der Verformbarkeit durch die 
Inhibition der eryNOS wieder auf98.  
Auch in der vorliegenden Arbeit konnte der Einfluss der eryNOS auf die Verformbarkeit bei 
jungen gesunden Probanden durch Stimulation mit L-Arginin bzw. Inhibition mit L-NIO 
nachgewiesen werden (siehe 3.1.5). Die zusätzliche Addition eines NO-Fängers (HbO2) zum 
L-NIO verhinderte nahezu vollständig den Durchtritt der Erythrozyten durch den Filter und 
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zeigte die Bedeutung von NO für die Aufrechterhaltung der basalen Verformbarkeit. Das in 
dieser Arbeit verwendete Versuchsprotokoll war folglich zur Bestimmung der Erythrozyten-
verformbarkeit in Abhängigkeit der eryNOS-Aktivität geeignet. Dabei konnte eine positive 
Korrelation zwischen der durch Stimulation oder Inhibition der eryNOS veränderten 
plasmatischen Nitritkonzentration und der veränderten Erythrozytenverformbarkeit nach-
gewiesen werden (siehe 3.1.7). Diese positive Korrelation wird in der Literatur bestätigt126. 
Mit Zunahme der kardiovaskulären Risikofaktoren wurde in dieser Arbeit eine nicht 
signifikante, tendenzielle Einschränkung der basalen eryNOS-Aktivität festgestellt. Diese 
könnte neben den NO-unabhängigen Erythrozytenveränderungen eine Ursache der 
Verschlechterung der Erythrozytenverformbarkeit sein. Eine Steigerung der NO-Synthese 
könnte vor allem unter diesen pathologischen Bedingungen eine entscheidende Bedeutung zur 
Aufrechterhaltung der Mikrozirkulation haben. Zudem verringerte sich in dieser Arbeit 
tendenziell der stimulative Effekt von L-Arginin auf die Verformbarkeit in Abhängigkeit 
kardiovaskulärer Risikofaktoren. Im Zusammenhang mit der biochemisch gemessenen, 
signifikant verminderten Stimulierbarkeit der eryNOS bei Patienten mit kardiovaskulärem 
Risikoprofil und der nachgewiesenen engen positiven Korrelation zwischen plasmatischem 
Nitrit und der Erythrozytenverformbarkeit lässt sich aus diesen Ergebnisse schließen, dass 
eine verminderte Stimulierbarkeit der eryNOS-Aktivität auch zu einer verminderten 
Verbesserung der Erythrozytenverformbarkeit führt. Nach Inhibition der eryNOS wurden in 
Abhängigkeit kardiovaskulärer Risikofaktoren keine Unterschiede in der reduzierenden 
Wirkung auf die Erythrozytenverformbarkeit gemessen. Diese Ergebnisse lassen sich mit der 
gleichermaßen inhibierenden Wirkung von L-NIO auf die eryNOS-Aktivität bei Patienten mit 
kardiovaskulärem Risikoprofil und bei Gesunden erklären. Dagegen zeigte sich durch 
Inhibition der endogenen NO-Synthese und gleichzeitiges Abfangen von NO bei Patienten 
mit kardiovaskulären Risikofaktoren eine geringere Verschlechterung der Erythrozyten-
verformbarkeit im Vergleich zu den gesunden Probanden. Signifikant war der Unterschied 
nur für die relative Verschlechterung bezogen auf die basale Erythrozytenverformbarkeit. Wie 
oben beschrieben wurde eine tendenziell verminderte basale eryNOS-Aktivität und 
Erythrozytenverformbarkeit im Zusammenhang mit kardiovaskulären Risikofaktoren 
nachgewiesen. Eine Erklärung für diese Ergebnisse könnte ein generell verminderter 
regulatorischer Einfluss von NO auf die Erythrozytenverformbarkeit bei kardiovaskulären 
Risikofaktoren sein.  
Zusammengefasst folgt aus diesen Ergebnissen, dass bei kardiovaskulären Risikofaktoren 
eine eingeschränkte Verbesserung der Verformbarkeit nach Simulation der eryNOS vorliegt. 
Entweder kommt es zu einer reduzierten Freisetzung von bioaktivem NO, oder freigesetztes 
NO kann seine Wirkung nicht entfalten. Bei Untersuchungen der Wirkung von exogenem NO 
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auf Erythrozyten konnte in vitro durch Verwendung des Filtrationsverfahrens88;222 und des 
Laserdiffraktometers98;220 die Erythrozytenverformbarkeit bei gesunden Probanden verbessert 
werden. Der Einfluss von NO auf die Erythrozytenverformbarkeit bei kardiovaskulären 
Risikofaktoren wurde ebenfalls untersucht. Tsuda et al. (2000) haben bewiesen, dass 
exogenes NO die bei der arteriellen Hypertonie herabgesetzte Membranfluidität verbessert. 
Dabei zeigte sich der Effekt von exogenem NO auf die Membranfluidität bei der arteriellen 
Hypertonie stärker ausgeprägt als bei Probanden ohne kardiovaskuläres Risikoprofil100. 
Analog dazu zeigten Bor-Kucukatay et al. (2000) mit der Verwendung der 
Filtrationsmethode, dass die bei der arteriellen Hypertonie herabgesetzte Verformbarkeit 
durch exogenes NO wieder verbessert werden kann. Dagegen hatte exogenes NO keinen 
Effekt auf die Verformbarkeit bei Gesunden102. Für die verschlechterte Verformbarkeit bei 
der Dyslipidämie wurde eine Verbesserung durch Hinzufügen von exogenem NO wie auch 
durch Stimulation der eryNOS durch L-Arginin nachgewiesen. Auch hier hatte zusätzliches 
NO bei Gesunden keinen Effekt auf die Erythrozytenverformbarkeit103. 
In der vorliegenden Arbeit verbesserte die Inkubation mit einem NO-Donor die 
Verformbarkeit bei Patienten mit kardiovaskulären Risikofaktoren in gleichem Ausmaß wie 
bei gesunden Probanden. Durch Zugabe von NO-abfangendem HbO2 sank die Flussrate in 
gleichem Ausmaß wie bei Gesunden (siehe 3.1.6). Diese Ergebnisse zeigen, dass bei 
kardiovaskulären Risikofaktoren zwar die erythrozytäre NO-Bildung beeinträchtigt, aber die 
Wirkung von exogenem NO auf die Erythrozytenverformbarkeit unverändert ist. Dass im 
Gegensatz zu diesen Ergebnissen in den oben zitierten Arbeiten keine Wirkung von NO bei 
gesunden Probanden nachgewiesen wurde, könnte mit der angegebenen Verwendung von 
Sodium-Nitroprussid als NO-Donor in der sehr hohen Konzentration von 10 µmol/l erklärt 
werden. Der bei kardiovaskulären Krankheiten erhöhte oxidative Stress könnte die vaskuläre 
und intraerythrozytäre NO-Bioverfügbarkeit verringern und somit die Wirkung von exogenem 
NO in den in diesen Arbeiten verwendeten hohen Konzentrationen bei Patienten mit 
kardiovaskulären Risikofaktoren erklären. Bei den gesunden Probanden mit physiologischer 
NO-Bioverfügbarkeit könnte die verwendete Konzentration von exogenem NO zu hoch 
gewesen sein, um eine Verbesserung der Verformbarkeit zu bewirken. Zu hohe 
Konzentrationen von NO im mikromolaren Bereich im Rahmen einer Sepsis sind sogar mit 
einer Verschlechterung der Erythrozytenverformbarkeit verbunden223. Dies könnte auf einen 
biphasischen Einfluss der NO-Menge auf die Funktion und Struktur der Membran 
hindeuten224. 
Durch die verminderte endotheliale NO-Synthese resultieren bei kardiovaskulären 
Krankheiten in vivo niedrigere vaskuläre NO-Spiegel225. Die in dieser Arbeit nachgewiesene 
Verminderung der Erythrozytenverformbarkeit nach NO-Deletion durch HbO2 weist auf die 
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Bedeutung einer verminderten vaskulären NO-Bioverfügbarkeit für die Erythrozyten-
verformbarkeit und Mikrozirkulation hin. Die Erythrozytenverformbarkeit könnte folglich 
durch die Kombination einer verminderten endothelialen und erythrozytären NO-Synthese 
beeinträchtigt werden. Die pathophysiologische Relevanz der in dieser Arbeit in vitro 
nachgewiesenen eingeschränkten erythrozytären NO-Synthese für die Erythrozyten-
verformbarkeit und Mikrozirkulation in vivo ist jedoch nicht bekannt. Es ist naheliegend, dass 
diese Veränderungen an den Störungen der Mikrozirkulation bei kardiovaskulären 
Krankheiten beteiligt sind.  
 
4.4 Etablierung eines extraembryonalen Mikrozirkulationsmodells 
Zur Bestimmung der Erythrozytenverformbarkeit in vitro und in situ werden zahlreiche 
experimentelle Methoden verwendet. Mit dem Laserdiffraktometer, der 
Mikropipettenaspiration und dem in dieser Arbeit verwendeten Filtrationsverfahren kann  nur 
die Erythrozytenverformbarkeit in vitro quantifiziert werden. Die Messung der 
Erythrozytenverformbarkeit ist aber nicht ausreichend, um Aussagen über den Blutfluss in der 
Mikrozirkulation machen zu können. Die Auswirkungen einer beeinträchtigten Erythrozyten-
verformbarkeit auf die Perfusion in der Mikrozirkulation und die klinische Relevanz dieser 
Messmethoden bleibt ungeklärt226. Mit einem artifiziellen, parallel angeordneten Mikrokanal-
system konnte in früheren Arbeiten die Verformbarkeit und Geschwindigkeit der 
Erythrozyten während der Passage durch die Mikrozirkulation direkt mit einer Software 
gemessen werden227. Veränderungen der Verformbarkeit und die Auswirkungen auf den 
Blutfluss in der Mikrozirkulation wurden mit einer größeren Sensitivität erfasst, jedoch erfasst 
diese Methode rheologische Parameter nur in vitro. Ellis et al. (2005) entwickelten eine 
Methode, mit der in situ im Kapillarsystem eines zuvor separierten Muskels einer Ratte die 
Rheologie der Erythrozyten in der Mikrozirkulation untersucht werden konnte228.  
In dieser Arbeit wurde eine Methode etabliert, mit der am Chorion-Allantois-Membransystem 
des bebrüteten Hühnereies erstmals die Bedeutung von NO auf die Erythrozyten-
verformbarkeit und die Aufrechterhaltung der Mikrozirkulation in vivo untersucht werden 
konnte. Das Chorion-Allantois-Membransystem ist ein seit langem und sehr oft eingesetztes 
Tiermodell in der kardiovaskulären Forschung. Während der frühen Entwicklung eignet es 
sich besonders gut zum Studium der Hämodynamik des kardiovaskulären Systems229 und der 
Entwicklung des zentralen Nervensystems230. In späteren Stadien ist es ein attraktives Modell 
zur Untersuchung der Physiologie des Gasaustausches231 und der Mechanismen, die an der 
Entstehung von embryonalen Fehlentwicklungen beteiligt sind232. Auch wird es häufig für in 
vivo Studien der Angiogenese benutzt233. 
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In dieser Arbeit konnte mit dem Chorion-Allantois-Membransystem als Mikrozirkulations-
modell nicht nur die Erythrozytenverformbarkeit per se quantifiziert werden, sondern es 
ermöglichte auch die direkte Messung des Einflusses einer verminderten 
Erythrozytenverformbarkeit auf die Perfusion des Kapillarsystems. Es ermöglichte sowohl die 
quantitative Erfassung von Parametern der Rheologie wie Erythrozytenverformbarkeit und 
Flussgeschwindigkeit als auch die deskriptive Erfassung der axialen Zellströmung und des 
Aggregationsverhaltens der Erythrozyten. Ein weiterer Vorteil war darin zu sehen, dass durch 
die gute Auflösung und lichtmikroskopische Darstellbarkeit des Kapillarsystems und der 
Erythrozyten eine Färbung der Zellen nicht erforderlich war. Diese Methodik könnte in 
Zukunft die Reevaluation des Einflusses von bekannten Veränderungen der Zellen und 
Plasmaeigenschaften ermöglichen, die für Krankheiten der Mikrozirkulation in vitro 
nachgewiesen wurden. Die in dieser Arbeit etablierte Untersuchung mit der verwendeten 
Software kann auf Untersuchungen an Mikrozirkulationssystemen von Säugetieren übertragen 
werden. Als Nachteil ist anzusehen, dass Ergebnisse aus Untersuchungen an Hühnern nur 
eingeschränkt auf Säugetiere übertragbar sind. Hühnererythrozyten besitzen im Gegensatz zu 
humanen Erythrozyten einen Zellkern. Dieser Zellkern könnte den Vorgang der 
Verformbarkeit beeinflussen. Jedoch zeigt die Erythrozytenmembran von Hühnern 
hinsichtlich der Zusammensetzung und Struktur kaum Unterschiede zu der Membran 
humaner Erythrozyten. Auch sie besteht aus einer Phospholipid-Doppelschicht mit einem 
Netzwerk aus den Strukturproteinen Spektrin, Aktin, Ankyrin, Adducin, Protein 4.1 und 
Glykophorin C in im Vergleich zu Menschen äquimolaren Verhältnissen234;235. Während sich 
der Verformbarkeitsprozess von humanen Erythrozyten und Hühnererythrozyten ähnelt, ist 
die Verformbarkeit der kernhaltigen Hühnererythrozyten geringer236. In dieser Arbeit wurden 
die Versuche an Hühnerembryonen des 7. Entwicklungstages durchgeführt. Dieses 
Entwicklungsstadium zeigte sich bezüglich des extraembryonalen Gefäßbettes als optimal. 
Ein Nachteil dieses Entwicklungsstadiums ist, dass neben ausgereiften Erythrozyten noch ein 
Teil (11,7 %) der embryonalen Erythrozytenstammlinie in der Mikrozirkulation aufzufinden 
ist (siehe 2.2.1). Embryonale Erythrozytenformen unterscheiden sich in der Membranstruktur 
von den ausgereiften Formen237. Es kann nicht ausgeschlossen werden, dass sich diese beiden 
Formen auch in Hinblick auf deren Regulation der Verformbarkeit und deren Verhalten in der 
Mikrozirkulation unterscheiden.  
Im Rahmen der Etablierung eines artifiziellen, parallel angeordneten Mikrokanalsystems 
verwendeten Shevkoplyas et al. (2005) Glutardialdehyd zur Evaluierung der Sensitivität der 
Methode227. Glutardialdehyd führt zu einer vermehrten Verknüpfung der Membranproteine 
und verschlechtert dadurch die Erythrozytenverformbarkeit96;121. Glutardialdehyd wirkt in 
gleicherweise auch auf Hühnererythrozyten238. Ab einer Inkubation humaner Erythrozyten 
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mit 0,01 % Glutardialdehyd zeigte sich mit abnehmender Verdünnung des Glutardialdehyds 
eine lineare Verschlechterung der Verformbarkeit227. Im Gegensatz dazu ist bekannt, das 
Pentoxifyllin die Verformbarkeit humaner Erythrozyten verbessert239.  
In der vorliegenden Arbeit konnten die Erythrozyten nach Injektion von Glutardialdehyd ihre 
Breite in der Engstelle nur noch eingeschränkt verändern. Diese signifikant eingeschränkte 
Verformbarkeit führte zu einer Verminderung der Flussgeschwindigkeit in der 
Mikrozirkulation. Der Kapillardurchmesser veränderte sich nicht, und die unveränderte 
Flussgeschwindigkeit in den größeren Gefäßen schloss eine generelle kadiodepressive 
Wirkung des Glutardialdehyds aus. Die Methode des Chorion-Allantois-Membranmodells 
erfasst eine Verschlechterung der Verformbarkeit von Hühnererythrozyten durch 
Glutardialdehyd mit einer der Filtrationsmethode und dem Mikrokanalsystem vergleichbaren 
Sensitivität227. Das Modell ist zur Beurteilung der Mikrozirkulation geeignet. Es wurde 
nachgewiesen, dass eine Verschlechterung der Erythrozytenverformbarkeit die Perfusion in 
der Mikrozirkulation in vivo beeinträchtigt. Der fehlende Einfluss von Pentoxifyllin auf die 
Erythrozytenverformbarkeit in dieser Arbeit könnte durch eine unterschiedliche Wirkung 
dieser Substanz auf humane Erythrozyten und auf Hühnererythrozyten erklärt werden.  
 
4.5 Einfluss von NO auf die Erythrozytenverformbarkeit in vivo 
In der Chorion-Allantois-Membran des Hühnerembryos wurde neben der induzierbaren NOS 
auch die eNOS-Expression und -Aktivität in der Gefäßwand nachgewiesen240;241. In 
Untersuchungen der pulmonalen Arterien wurde die NO-Bildung durch L-Arginin 
stimuliert242. Eine Inhibition der eNOS erhöhte den Gefäßwiderstand243. Somit scheint analog 
zu den Säugetieren dem endothelial gebildeten NO eine bedeutsame Rolle für die vaskuläre 
Hämostase zuzukommen. Untersuchungen des L-Arginin-NO-Stoffwechsels am Modell des 
Hühnereies ermöglichen keine Differenzierung zwischen endothelialer und erythrozytärer 
NO-Synthese. 
Bislang wurde der Einfluss von exogenem und erythrozytär gebildetem NO auf die 
Erythrozytenverformbarkeit nur durch in vitro Untersuchungen nachgewiesen (siehe Kapitel 
4.3). In der vorliegenden Arbeit führte die Gabe von exogenem NO in vivo zu keiner 
Veränderung der Erythrozytenverformbarkeit. Unter physiologischen Bedingungen scheint 
zusätzliches NO keine Wirkung auf die Mikrozirkulation zu haben. Bei der Verwendung von 
GSNO als NO-Donor ist zu beachten, dass GSNO unter Lichteinfluss sehr schnell zerfällt. Es 
kann keine Aussage über die endgültige zirkulierende Konzentration von GSNO in der 
Mikrozirkulation gemacht werden. Die verwendete Konzentration von 600 nmol/l GSNO 
könnte für einen messbaren Effekt auf die Erythrozytenverformbarkeit zu gering gewesen 
sein. Dagegen führte die Injektion von NO-abfangendem HbO2 in dieser Arbeit zu einer 
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signifikanten Verschlechterung der Erythrozytenverformbarkeit und zu einer signifikant 
verminderten Flussgeschwindigkeit in der Mikrozirkulation. Die unveränderte Fluss-
geschwindigkeit in den größeren Gefäßen schloss eine generelle kardiodepressive Wirkung 
des HbO2 aus. Die Bedeutung von NO für die Aufrechterhaltung der basalen Erythrozyten-
verformbarkeit und die Mikrozirkulation wurde erstmals in vivo nachgewiesen.  
Weiterhin wurde in dieser Arbeit der Einfluss einer endogenen NO-Synthese auf die 
Erythrozytenverformbarkeit untersucht. Die Stimulation der NOS mit L-Arginin bewirkte 
keine Unterschiede in der Verformbarkeit und Mikrozirkulation. Zur Erklärung dieser 
Ergebnisse können zwei Vermutungen aufgestellt werden: Entweder hat die Substitution von 
L-Arginin unter physiologischen Bedingungen keine Wirkung auf die Aktivität der NOS und 
NO wird nicht vermehrt gebildet. Oder die NOS wird durch L-Arginin zu einer vermehrten 
NO-Bildung stimuliert, dieses zusätzliche NO hat aber unter physiologischen Bedingungen 
keine weitere Wirkung auf die Erythrozytenverformbarkeit. Letzteres würde auch die 
fehlende Wirkung einer Substitution von GSNO erklären. Die Inhibition der NOS durch 
L-NIO verschlechterte die Erythrozytenverformbarkeit. Es wurde eine verminderte Fluss-
geschwindigkeit in der Kapillare gemessen. Dies zeigt eine Abhängigkeit der 
Erythrozytenverformbarkeit von dem endogen gebildeten NO. Es kann jedoch nicht zwischen 
endothelialer und erythrozytärer NO-Synthese differenziert werden. Um zu untersuchen, ob 
die eingeschränkte Verformbarkeit nach Inhibition der NOS durch exogen hinzugefügtes NO 
reversibel ist, wurde nach Injektion von L-NIO zusätzlich GSNO in das Mikrozirkulations-
system desselben Eies appliziert. Die eingeschränkte Verformbarkeit und verminderte Fluss-
geschwindigkeit konnte durch exogenes NO jedoch nicht wieder verbessert werden. Auch 
hier könnte die verwendete Konzentration von GSNO für einen messbaren Effekt auf die 
Erythrozytenverformbarkeit zu gering gewesen sein. Es ist auch vorstellbar, dass der Mangel 
an NO durch die Inhibition der NOS zu Strukturveränderungen der Membran führte, die 
durch zusätzlich hinzugefügtes exogenes NO nicht mehr, oder zumindest nur in einer 
langsameren Kinetik reversibel waren. Eine andere Erklärung wäre, dass endogen gebildetes 
und exogenes NO die Verformbarkeit über zwei unterschiedliche Mechanismen regulieren. 
Die verminderte kapilläre Flussgeschwindigkeit nach NO-Deletion oder Inhibition der NOS 
wurde vermutlich nicht nur durch eine Verschlechterung der Erythrozytenverformbarkeit 
verursacht. Es ist denkbar, dass analog zum Menschen auch die Aggregation von 
Erythrozyten und Thrombozyten beeinflusst wurde. Eine mögliche Fehlerquelle der 
Messungen konnte eine NO-abhängige Gefäßdilatation sein. Die Beeinflussung des 
L-Arginin-NO-Metabolismus in dieser Arbeit hätte auch den Gefäßdurchmesser verändern 
und die Messergebnisse beeinflussen können. Das Chorion-Allantois-Membransystem wurde 
als Mikrozirkulationsmodell gewählt, da die Wand der Gefäße der Mikrozirkulation in diesem 
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Entwicklungsstadium des Hühnerembryos aus mesenchymalen Zellen besteht und 
Muskelzellen nicht nachgewiesen wurden117. Dunn et al. (2005) konnten durch extravasales 
Hinzufügen eines NO-Donors in die Chorion-Allantois-Membran von Hühnerembryonen 
keine Wirkung von NO auf den Gefäßdurchmesser nachweisen. Die Mikrozirkulation blieb 
unverändert244. Auch die in dieser Arbeit durchgeführten Messungen vor und nach Injektion 
jeder Substanz wiesen  keine Veränderung des Gefäßdurchmessers nach. Ein Einfluss von NO 
auf den Gefäßdurchmesser kann deshalb ausgeschlossen werden. Veränderungen der 
Mikrozirkulation wurden demnach durch eine Beeinflussung der Blutzelleigenschaften 
verursacht. 
Ungeachtet dessen könnten die Messergebnisse durch Veränderungen der Glykokalix 
beeinflusst worden sein. Die Glykokalix ist eine Schicht negativ geladener, glykosylierter 
Makromoleküle und kleidet die innere Oberfläche der Kapillare aus. Sie bildet eine poröse 
0,4-0,5 µm dicke Schicht, die Penetrationen durch Erythrozyten widersteht245. Die Glykokalix 
verzögert die Plasmabewegung in der Zone an der Kapillarwand, und beeinflusst 
infolgedessen über ihre Dicke und Resistenz den Hämatokrit (Fahraeus Effekt) und 
Flusswiderstand in den Kapillaren246. Dies führt zu einem im Vergleich zum systemischen 
Hämatokrit niedrigeren Hämatokrit im Kapillarsystem247. Der Flusswiderstand erhöht sich, da 
die Glykokalix den effektiven Gefäßdurchmesser für den Fluss der Erythrozyten 
vermindert248. Eine experimentelle Verbreiterung der Glykokalix führte aber zu keiner 
messbaren Veränderung des anatomischen Kapillardurchmessers, da Veränderungen der 
Glykokalix lichtmikroskopisch nicht darstellbar sind249. Aus diesem Grund kann nicht 
ausgeschlossen werden, dass sich der effektive Durchmesser durch eine Verbeiterung oder 
Verschmälerung der Glykokalix veränderte. Dies könnte die Messergebnisse der 
Erythrozytenverformbarkeit und Flussgeschwindigkeit beeinflusst haben. Zusätzlich wurde 
nachgewiesen, dass eine Verbreiterung der Glykokalix über eine Verlängerung der 
Diffusionsstrecke zu einer Abnahme des endothelial gebildeten NO im Gefäßlumen führt250. 
Dies könnte ebenfalls die Erythrozytenverformbarkeit beeinflussen. 
Zusammengefasst wurde in dieser Arbeit der Einfluss der Erythrotytenverformbarkeit auf die 
Mikrozirkulation in vivo gezeigt. Es konnte erstmals in vivo die Bedeutung von NO für die 
Aufrechterhaltung der Erythrozytenverformbarkeit und den Fluss in der Mikrozirkulation 
nachgewiesen werden. Darüber hinaus führte zusätzliches NO aber zu keiner weiteren 
Verbesserung der Verformbarkeit in vivo. Überträgt man diese Ergebnisse auf den humanen 
Organismus, werden die Auswirkung einer verminderten vaskulären NO-Bioverfügbarkeit bei 
kardiovaskulären Krankheiten für die Erythrozytenverformbarkeit und Mikrozirkulation 
deutlich. Dass hierbei auch eine eingeschränkte erythrozytäre NO-Synthese beteiligt ist, 
wurde im ersten Teil dieser Arbeit in vitro nachgewiesen.  
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4.6 Ausblick 
Bisher wurden pathologische Mikrozirkulationsstörungen bei kardiovaskulären Krankheiten 
zum Teil auf die verminderte Verfügbarkeit endothelial gebildeten NO und die dadurch 
entstehende Reduzierung der Erythrozytenverformbarkeit zurückgeführt251. Die Ergebnisse 
dieser Arbeit zeigen, dass auch eine verminderte erythrozytäre NO-Bildung beteiligt ist. 
Somit kann auch die erythrozytäre NO-Bildung keine bedeutende Funktion in der 
Aufrechterhaltung der Homöostase bei kardiovaskulären Krankheiten übernehmen. Auf 
diesen Ergebnissen aufbauend kann der Einfluss von plasmatischem ADMA, des 
L-Arginintransportes in die Erythrozyten und des oxidativen Stresses auf die erythrozytäre 
NO-Synthese bei kardiovaskulären Krankheiten weiter untersucht werden. Sollten sich in 
weiteren Untersuchungen die oben genannten Ergebnisse zur Bedeutung der erythrozytären 
NO-Synthese in vivo bestätigen, könnte dies einen neuen Therapieansatz für kardiovaskuläre 
Krankheiten bedeuten. Da die Synthese und der Abbau von NO innerhalb der Erythrozyten 
die basale Erythrozytenverformbarkeit beeinflussen, könnten Mikrozirkulationsstörungen 
durch eine Steigerung der NO-Synthese im Erythrozyten ausgeglichen werden. Dies könnte 
entscheidend die Behandlung vaskulärer Krankheiten verbessern. Ein Ansatz zur 
Verbesserung der erythrozytären Funktion wäre die therapeutische Substitution des NO. Bei 
Gefäßerkrankungen konnte schon in der Vergangenheit die Relevanz von NO-Donatoren wie 
Nitrate oder Nitroglycerin in der Therapie der endothelialen Dysfunktion gezeigt werden. In 
dieser Arbeit wurde gezeigt, dass die Wirkung von NO auf die Erythrozytenverformbarkeit 
bei kardiovaskulären Risikofaktoren nicht eingeschränkt ist. Somit könnte eine Substitution 
von NO auch die erythrozytäre Funktion verbessern. Die kausale Therapie der Arteriosklerose 
besteht hauptsächlich aus einer Reduktion der kardiovaskulären Risikofaktoren. Dies 
verbessert sicherlich auch die erythrozytäre Funktion. Insbesondere eine Beeinflussung des 
ADMA-Spiegels, der erythrozytären Arginaseaktivität und des oxidativen Stresses könnte zu 
einer Verbesserung der erythrozytären Dysfunktion beitragen und in das Therapiekonzept 
kardiovaskulärer Krankheiten integriert werden. 
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5. Zusammenfassung 
Im Rahmen von Herzkreislauferkrankungen führen Veränderungen des L-Arginin-NO-
Stoffwechselweges zu einer endothelialen Dysfunktion mit einer verminderten 
Bioverfügbarkeit von NO. Neben Endothelzellen besitzen im vaskulären System auch 
Erythrozyten eine NOS. Die NO-Synthese der eryNOS wird über ähnliche Mechanismen wie 
die eNOS reguliert und beeinflusst die Erythrozytenverformbarkeit.  
Unbekannt war, ob bei kardiovaskulären Krankheiten die Aktivität der eryNOS verändert ist 
und diese Veränderung an einer verschlechterten Erythrozytenverformbarkeit beteiligt ist. Da 
ein Einfluss von NO auf die Mikrozirkulation bislang nur in vitro nachgewiesen wurde, sollte 
zudem in dieser Arbeit eine in vivo-Methode für den Nachweis diesen Einflusses etabliert 
werden. 
 
Die Ergebnisse lassen sich wie folgt zusammenfassen:  
(1.) Die erythrozytäre NO-Synthese ist bei Patienten mit kardiovaskulären Risikofaktoren 
weniger stimulierbar.  
(2.) Eine Ursache könnte die in dieser Arbeit nachgewiesene erhöhte Aktivität der 
erythrozytären Arginase bei Patienten mit kardiovaskulären Risikofaktoren sein. In der 
Regulation der eryNOS-Aktivität über die Phosphorylierung an Serin 1177 wurde kein 
Unterschied nachgewiesen. 
(3.) Im Zusammenhang mit kardiovaskulären Risikofaktoren konnte eine tendenzielle 
Verschlechterung der basalen Erythrozytenverformbarkeit nachgewiesen werden. Die 
Verformbarkeit ließ sich in Abhängigkeit der eryNOS-Aktivität bei Patienten mit 
kardiovaskulären Risikofaktoren nur eingeschränkt verbessern.  
(4.) Es wurde das Mikrozirkulationsmodell des Chorion-Allantois-Membransystems von 
Hühnerembryonen etabliert, mit dem in vivo in Abhängigkeit von NO die Erythrozyten-
verformbarkeit und die Perfusion des Kapillarsystems untersucht werden konnte. Durch 
Abfangen von NO sowie durch Inhibition der NO-Synthese war die Erythrozyten-
verformbarkeit vermindert und die Perfusion in der Mikrozirkulation gestört. 
 
Bei kardiovaskulären Krankheiten scheint analog zum endothelialen auch der erythrozytäre 
L-Arginin-NO-Stoffwechselweg beeinträchtigt zu sein. Die veränderte erythrozytäre 
NO-Synthese könnte für Mikrozirkulationsstörungen relevant sein. Die Auswirkung einer 
verminderten NO-Bioverfügbarkeit auf die Mikrozirkulation wurde anhand eines etablierten 
in vivo-Mikrozirkulationsmodells nachgewiesen. Diese Untersuchungen können Grundlage 
für eine Verbesserung der erythrozytären NO-Bildung als therapeutischen Ansatz in der 
Behandlung von kardiovaskulären Krankheiten sein. 
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