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1. Einleitung

Stickstoffmonoxid (NO) ist ein wichtiger Mediator in den unterschiedlichsten
biologischen Prozessen, unter anderem bei der Regulation des vaskularen Tonus.
Der GefalRwiderstand wird zu einem gro3en Teil in den Kapillaren auf zellularer
Ebene geregelt; hier spielt NO eine besondere Rolle. Neben dem vaskularen Tonus
wird der Blutfluss in der Mikrozirkulation durch die rheologischen Eigenschaften des
Blutes (Hamorheologie) beeinflusst. Im Folgenden wird zunachst die physiologische
Relevanz der Mikrozirkulation und Hamorheologie (Blutviskositat, Erythrozyten- und
Thrombozytenaggregabilitéat, Erythrozytenverformbarkeit) erlautert. Danach wird auf
die Charakteristika des Radikals NO eingegangen sowie auf die Rolle von NO im

humanen Kreislaufsystem, insbesondere unter hamorheologischen Gesichtspunkten.

Mikrozirkulation und Hamorheologie

Der Blutfluss durch viele parallele kleine Gefal’e (Mikrozirkulation) hat eine

vitale Bedeutung fur die Sauerstoffversorgung der Organe. Die Mikrozirkulation ist

meist als Blutfluss durch Gefalie definiert, die einen Durchmesser von weniger als
150 um haben '. Diese Definition schliet Arteriolen (Durchmesser 10-100 pm),
Kapillaren (4-10 pym) und Venolen (10-100 um) ein. In Bezug auf die Funktion kann
die Mikrozirkulation als Blutzirkulation mit Austauschvorgangen zwischen Blut und
Interstitium im Bereich der Endstrombahn (terminale Gefalle: Arteriolen, Kapillaren,

postkapillare Venolen) angesehen werden 2,

Entsprechend der oben genannten funktionellen Definition sind die
Hauptfunktionen der Kapillaren der Nahrstofftransport zum Gewebe, die Beseitigung
von Zellabbauprodukten sowie letztendlich die Sauerstoffzufuhr, die optimal auf die
veranderten Bedurfnisse innerhalb des Gewebes abgestimmt werden muss. Eine
weitere wichtige Funktion der Mikrozirkulation ist es, die groflen Fluktuationen des
hydrostatischen Druckes innerhalb der Kapillaren zu vermeiden, welche zu

Stérungen des Austauschprozesses in den Kapillaren filhren kann .

Die Kapillaren bestehen aus einschichtigen Endothelzellen, wohingegen die
Arteriolen ein bis zwei Schichten an glatten Muskelzellen in der Tunika intima
enthalten. Eine kleine Arterie (0,1-2 mm) hat bis zu 8 glatte Muskelzellschichten. Der
Blutfluss durch die Kapillaren wird durch die Kontraktion der glatten Gefallmuskeln

der Arteriolen kontrolliert . Die Kontraktion der Arteriolen selbst, und damit der
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Tonus, ist durch Innervation und zirkulierende Mediatoren reguliert. In dem Sinus
karotikus und der Aorta liegen Barorezeptoren, welche uber den Nervus vagus den
systemischen Blutdruck regulieren. Wenn diese Rezeptoren durch einen erhdhten
Blutdruck stimuliert werden, leitet die Medulla oblongata das Signal durch
sympathische und parasympathische Nerven weiter. Die Folgen sind Vasodilatation,
eine niedrigere Herzfrequenz und ein erhéhtes Herzzeitvolumen. Im Gegensatz dazu
spielt Renin-Angiotensin eine wichtige Rolle, wenn der Blutdruck zu niedrig ist. Die in
den Nieren produzierten Hormone bewirken eine Konstriktion der systemischen
Arteriolen, wodurch der Blutdruck wieder erhdht wird. Neben der systemischen
Regulation wird der Gefaldtonus durch lokal gebildete Hormone (z.B. Histamin und
Bradykinin), Metabolite (Adenosin, Milchsaure, lonen) und endotheliale Produkte
reguliert °. Die endothelial vermittelte Dilatation ist eine der lokalen Kontrollfaktoren,
welche bei der Regulation des peripheren Blutflusses eine entscheidende

Determinante ist °. Diese GefaRdilatation wird durch NO - lange Zeit als nicht ndher

zu definierender EDRF (endothelium-derived relaxing factor, engl.) bekannt -

verursacht ’ (siehe Untertitel Stickstoffmonoxid Seite 8).

Die Regulation des Blutflusses wird nicht nur durch den aktiven Tonus der
Arteriolen kontrolliert, sondern auch durch die passive Regulation, die von den
rheologischen Eigenschaften des Blutes abhangig ist. Die rheologischen Faktoren
scheinen sogar eine grollere Rolle als der arterielle Tonus bei der Erhaltung der
Kapillarfunktionen zu spielen, besonders bei niedrigem Blutfluss 8. Die kleinsten
Kapillaren haben einen Durchmesser von ca. 4-6 uym. Die Erythrozyten sind flexibel,
damit sie die Kapillaren passieren konnen. Diese Eigenschaft nennt man

Erythrozytenverformbarkeit %' (Abbildung 1). Unter normalen osmotischen

Verhaltnissen hat der Erythrozyt seine typische bikonkave Form mit einem mittleren

Durchmesser von 7,6 ym '3,

Die Mechanismen der Erythrozytenverformbarkeit wurden in vielen Studien

untersucht. Die Erythrozytenmembran besteht aus einem Lipidbilayer (Lipid-
Doppelschicht) mit verankerten Proteinen, die wiederum mit einem Zytoskelett
verbunden sind. Das Zytoskelett wird hauptsachlich aus Spektrin-Vernetzungen
gebildet. Spektrin ist ein dehnbares Protein (Abbildung 1A). Diese Verbindungen
zwischen Proteinen, Lipidbilayer und Zytoskelett scheinen bedeutend bei der

Verformbarkeitsregulation zu sein 1418 Direkt oder indirekt wird die Membranstruktur

von vielen Faktoren beeinflusst. Prostaglandin initiiert z.B. den Wasseraustausch
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zwischen extra- und intrazellularem Raum, welcher das Zellvolumen beeinflusst *°.
Medikamente, wie z.B. Aspirin, verandern den osmotischen Zustand 7 Der pH-Wert
verandert die Dehnbarkeit der Membranen '®. Krankheiten, wie z.B. Sepsis,
verursachen intrazelluldre Anderungen der ATP-Konzentration und der Membran-

komposition '°?°. Bei erhéhtem Blutdruck ist die Membranfluiditat erniedrigt ™.



B
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der Physiologie der Erythrozytenverformbarkeit. A:
Die Erythrozyten missen kleine GefalRe passieren (links). Wenn die Zellen nicht mehr
verformbar sind, kann dies zu einer Okklusion fuhren (rechts). B: Erythrozytenmembran:
Lipidbilayer mit verankerten Proteinen und unterliegendem Zytoskelett (Spektrin). C: Spektrin
ist durch Interaktion mit Aktin verbunden, eine Spektrinvernetzung entsteht. Spektrin ist bis
auf das 2,5fache seiner normalen Lange dehnbar (links) und um 40% kontrahierbar (rechts).



Die Erythrozytenverformbarkeit ist eine wesentliche Determinante fur die
Viskositat des Blutes, besonders bei hoher Scherrate (Schergeschwindigkeit). Eine

optimale Viskositat ermdglicht einen gleichmaRigen Blutfluss gerade an der

2

Bifurkation kleinerer GefaRe %'. AuRer von der Erythrozytenverformbarkeit ist die

Vollblutviskositat abhangig unter anderem von der Erythrozytenaggregation, der

Temperatur, dem Hamatokrit und der Plasmaviskositat 192223,

Die Erythrozytenaggregation beeinflusst, insbesondere bei niedrigen

Schergeschwindigkeiten, die Viskositat des Blutes. Als Erythrozytenaggregation
bezeichnet man das Zusammenlagern der roten Blutkérperchen zu Geldrollen
(rouloux) oder in einem pathologischen Zustand zu Klumpen ?*. Die physiologische
Aggregation ermoglicht die Gewahrleistung der Zellstromung mittig in den
BlutgefaRen, welche fiir den Blutfluss elementar ist %°. Die Erythrozytenaggregation

wird durch Plasmaproteine (ber die Bildung von Interzellularbriicken geférdert 2°.

Die Thrombozytenaggregation steht in engem Zusammenhang mit

rheologischen Parametern, insbesondere bei pathologischen Veranderungen der
Mikrozirkulation ?°. Wahrend das Blut flieRt, aggregieren die Thrombozyten. Dies
fuhrt im Weiteren zu zirkulierenden Thrombozytenaggregaten oder einem muralen
Thrombus an der Gefallwand. Der pathologische Zustand rheologischer Parameter
und erhdhter Thrombozytenaggregation hat einen signifikanten Einfluss auf die

Entwicklung von myokardialen Ischamien ’.

Stickstoffmonoxid (NO)

Stickstoffmonoxid (NO) ist ein intrazellularer und interzellularer Botenstoff,
welcher an  physiologischen  Regulationsmechanismen  nicht nur im
Herzkreislaufsystem, sondern auch im Zentralnervensystem, im peripheren
Nervensystem und im Immunsystem beteiligt ist 2*°. Durch die NO-Freisetzung in
der Gefallwand wird der Tonus der glatten Gefalmuskulatur beeinflusst, so dass NO

an der Blutdruckregulation beteiligt ist >'.

NO wird von der NO-Synthase (NOS) gebildet, welche die Aminosaure

L-Arginin zu NO und L-Citrullin umsetzt. Die Synthese von NO hangt von
verschiedenen Kofaktoren ab, ebenfalls geht molekularer Sauerstoff in die Reaktion
ein. Die unterschiedlichen Isoformen der NOS werden in Kalzium- und Calmodulin-

abhangige (eNOS) oder Kalzium- und Calmodulin-unabhangige Formen eingeteilt
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(iNOS) *. Die Isoformen haben eine unterschiedliche Affinitat zu Calmodulin. Das
Calmodulin ist bei normalen intrazelluldren Ca?*-Konzentrationen fest an die iNOS
gebunden. An die eNOS bindet Calmodulin jedoch erst, wenn der intrazellulare Ca?*-
Spiegel ansteigt. Der Kalziumgehalt ist abhangig von extrazellularen Signalen, z.B.
einem Anstieg der flussvermittelten Scherkrafte im Gefald oder der Freisetzung von
rezeptorabhangigen Stimulanzien der NOS . Vier verschiedene Isoformen der NOS
sind bisher identifiziert worden: die neuronale NOS (nNOS), die endotheliale NOS
(eNOS), die induzierbare NOS (iNOS) aus Makrophagen und zuletzt die NOS aus
Mitochondrien **°. Die Isoformen wurden meist nach den Geweben benannt, in
denen sie zuerst nachgewiesen worden sind. Die in den Mitochondrien identifizierte
NOS ist bislang nur dort gefunden worden **. Die anderen Isoformen der NOS
werden jedoch auch in anderen Geweben exprimiert. Im vaskularen System entsteht
- unter physiologischen Bedingungen - NO vor allem durch eNOS-Aktivitat. Im
Gegensatz dazu kann bei inflammatorischen Erkrankungen die iINOS induziert

werden und dies somit zu extrem erhohter NO-Konzentration fuhren.

Auf seinem Weg vom Bildungsort zu den Zielzellen kann NO mit molekularem
Sauerstoff zu héheren Stickoxiden (z.B. NO, und N,Os) reagieren. Diese Stickoxide
kénnen entweder mit anderen Molekilen, z.B. Thiolen und Aminen, reagieren oder
zu Nitrit (NO2) und Nitrat (NO3) hydrolysieren. Des Weiteren reagiert NO mit
Hamoproteinen und mit Sauerstoffradikalen. Wenn NO die Erythrozyten erreicht, so
kann es mit dem Hamoglobin drei verschiedene Reaktionen eingehen. Einerseits
kann NO mit Oxyhamoglobin (OxyHb) zu Methamoglobin und Nitrat reagieren. Eine
andere Reaktion besteht in der Bildung von Nitrosylhdmoglobin (HbNO) aus NO und
Deoxyhamoglobin. Ferner kann NO durch Bindung an das Hamoglobin im Rahmen
einer Nitrosierungsreaktion S-Nitrosohamoglobin bilden. Diese Reaktionen kdénnen

nicht nur zur Inaktivierung von NO flhren, sondern auch maldgeblich an einer

Veranderung der Erythrozytenfunktion (z.B. Sauerstoffabgabe) beteiligt sein >°.
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Hamorheologie und NO

Wie bereits erwahnt, stammt NO im GefalRsystem hauptsachlich von der
konstitutiv exprimierten endothelialen NOS ab. Ferner wurde gezeigt, dass im
Herzkreislaufsystem NO nicht nur den Tonus der Gefalde beeinflusst, sondern auch
die Interaktion und Funktion von Blutzellen, wie z.B. die Thrombozytenaktivitat und
die Inhibition der Monozyten-Endothel-Adhéasion 377 Bei den roten Blutzellen, den

Erythrozyten, beeinflusst NO die Verformbarkeit und Aggregabilitit dieser Zellen 3%4°.

Der Einfluss von NO auf die Thrombozytenaggregation wurde in einigen

Untersuchungen in vitro und in vivo gezeigt. Die Aggregation der Thrombozyten und
deren Adhasion zur GefaRwand wird durch NO gehemmt #'?. Dies gilt sowohl fiir
exogenes NO, das durch NO-Donatoren appliziert wurde, als auch fur das vom
Endothel synthetisierte NO. Einige Studien beweisen, dass mononukleare
Leukozyten ebenfalls die Thrombozyten-Endothel-Adhasion, abhangig vom NO-

Stoffwechselweg, inhibieren *.

Leukozyten besitzen eine iINOS, die durch
Entziindungprozesse stimuliert wird **%°. In einigen Studien wird sogar die
Expression einer NOS in Thrombozyten beschrieben, die bei der
Thrombozytenaggregation hemmend eingreift. Um welche Isoform es sich handelt
und ob diese eine Aktivitat aufweist, wird derzeit noch kontrovers diskutiert.
Einerseits wurde postuliert, dass NO von Thrombozyten im Ruhezustand produziert
werden kann, andererseits gibt es Hinweise, dass nur bei Aktivierung der

Thrombozyten NO freigesetzt werden kann 46-49.

NO kann auch die Erythrozytenverformbarkeit modulieren. 1999 haben

Starzyk et al. beschrieben, dass unter physiologischen Bedingungen ein NO-Donator
(SIN-1-HCI) die Verformbarkeit verbessern kann “°. Hingegen haben Bateman et al.
2001 berichtet, dass bei Sepsis - eine Krankheit mit hoherer NO-Konzentration und
schlechterer Erythrozytenverformbarkeit - eine Zugabe von Aminoguanidin (iNOS-
Inhibitor) weder die gesteigerte systemische NO-Konzentration, noch die
Verschlechterung der Verformbarkeit vermindern konnte *°. Dies kénnte auf eine
biphasische Rolle der NO-Menge auf die Erythrozytenverformbarkeit hindeuten. Wie

genau NO die Verformbarkeit reguliert, ist bisher unklar.

Wie bereits oben erwahnt, reagiert NO sehr schnell mit Hamoglobin. Die Rolle
der Erythrozyten im Rahmen der NO-Speicherung und NO-Produktion ist in den

letzen Jahren neu definiert worden. Lange Zeit galten Erythrozyten lediglich als Ort
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der Inaktivierung von NO (siehe oben). Eine Speicherung und sogar die Synthese
von NO ist in der neueren Literatur beschrieben, wird jedoch kontrovers diskutiert.
Das vom Erythrozyten freigesetzte NO stammt eventuell nicht ausschlieRlich aus den
NO-Speichern. In der Literatur existieren widersprichliche Hinweise auf eine
erythrozytare* NOS-Expression und deren Aktivitat °™>*. Interessant ist in diesem
Zusammenhang, dass in der Mikrozirkulation die NOS-Expression im Endothel und

konsekutiv die NO-Synthese wesentlich geringer ist als in Leitungsgefalen °°.

Fragestellung

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit soll die Relevanz von NO fur die
Regulation der Mikrozirkulation untersucht werden. Bislang wurde fir das
Gefaldsystem postuliert, dass NO nur aus Endothelzellen freigesetzt wird. Es
bestehen jedoch Hinweise, dass im Bereich der Mikrozirkulation die NO-Bildung
durch die eNOS sehr gering ist. Dennoch kann NO eine bedeutende Rolle bei der
Regulation der Mikrozirkulation durch Einfluss auf die hamorheologischen Parameter
spielen. Des Weiteren liegen seit kurzem konkrete Hinweise vor, dass Erythrozyten

moglicherweise selbst NO synthetisieren.
Hieraus ergeben sich folgende Ziele:

1. Es sollen entsprechend sensitive und spezifische Methoden zur Bestimmung
von hamorheologischen Parametern etabliert und/oder aus bestehenden

Methoden weiterentwickelt werden.

2. Die Wirkung von sowohl exogenem als auch erythrozytar gebildetem NO auf
hamorheologische Parameter (Viskositat des Blutes, Erythrozytenaggrega-
bilitat, Erythrozytenverformbarkeit und Thrombozytenaggregabilitat) sollen

untersucht werden.
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2. Material und Methoden

2.1. Blutentnahme, Probenaufarbeitung und Studienprotokoll

Im Rahmen dieser Arbeit wurde humanes und murines Blut verwendet.

Humanes Blut: Blut von gesunden Personen wurde aus der Vena mediana cubiti

iiber eine vendse Punktionskaniile (Butterfly®, @ 0,6 mm, Abbott Ireland, Sligo,
Irland) unter Vermeidung von Hamolyse entnommen. Als Antikoagulans wurde, wenn
nicht gesondert aufgefuhrt, Hirudin (Refludan®, Schering; 0,4 mg/ml = 0,005 mg/ml
Blut) eingesetzt. Sollte das Vollblut als Probe untersucht werden, so wurde es direkt,
ohne besondere Aufarbeitung, verwendet. In einigen Untersuchungen dieser Arbeit
wurde ein resuspendiertes Erythrozytensediment oder Plasma verwendet. Hierzu
wurde Vollblut in eine an der Spitze verschlossenen Spritze ohne Kolben 15 min bei
800g und 4°C zentrifugiert und der plasmatische Uberstand vorsichtig entnommen,
um das Zellsediment nicht zu beschadigen. Zur Separierung reiner Erythrozyten
wurde nach Ldsen des Verschlusses ca. 2/3 der sedimentierten Erythrozyten durch
vorsichtiges Abtropfen gewonnen, ohne dabei die leukozytare Grenzschicht zu
beschadigen. Die Erythrozyten wurden mit Puffer oder Plasma auf den gewunschten
Hamatokrit eingestellt. Wenn nicht besonders benannt, wurde Hank’s Balanced Salt
Solution (HBSS, von Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen, Deutschland) als
Puffer verwendet. HBSS-Puffer wurde aus Hank’s Balanced Salt Pulver mit Aqua
dest. (Braun Melsungen, Melsungen, Deutschland) geldst und danach filtriert (0,45
pgm).

Murines Blut: Zur Blutabnahme wurden die Mause mittels intraperitonealer Gabe von
15% Urethan (w/v in NaCl 0,9%, Dosis 1,5 g/kg Kdérpergewicht) anasthesiert. Die
Bauchhohle wurde eroffnet und die untere Hohlvene stumpf, mit Hilfe feiner
Pinzetten, unter einem Binokular dargestellt. Nach Punktion der unteren Hohlvene im
Retroperitoneum mit einer 21G-Venenpunktionskaniile (Butterfly®, @ 0,6 mm, Abbott
Ireland, Sligo, Irland), dessen Nadel zuvor mit Hirudin benetzt worden war, wurde
das Blut unter leichter Aspiration entnommen. Der Hamatokrit des Blutes wurde
direkt mittels Mikrozentrifugation (12.000g, 5 min, Raumtemperatur (RT)) gemessen.
Daraufhin wurde das entnommene Vollblut mit HBSS-Puffer auf den gewinschten

Hamatokrit eingestellt.
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Chemikalien: Alle Chemikalien wurden, wenn nicht gesondert aufgefihrt, von Sigma-
Aldrich Chemie GmbH Deutschland bezogen. NO-L6sung wurde nach Rassaf et al.,
(2002) °° hergestellt. Die Herstellung von OxyHb wurde nach Feelisch et al., (1996) °’
durchgefuhrt.

Studienprotokoll: In dieser Arbeit wurde der Einfluss von NO auf die rheologischen

Eigenschaften des Blutes untersucht. Als Parameter wurden die Erythrozyten- und
Thrombozytenaggregabilitdt, Plasma- und Blutviskositat und schlieldlich die
Erythrozytenverformbarkeit untersucht. Die Messung der Osmolaritat und des pH-
Wertes des Plasmas sowie eine mikroskopische Untersuchung der Ausstriche der
Erythrozyten wurden durchgefiuhrt. Das entnommene Blut wurde mit NO-Donatoren,
dem NOS-Substrat L-Arginin, dem NOS-Inhibitor L-NNA und anderen Substanzen
inkubiert. Zur Aufarbeitung der Proben wurde eine Separation durch eine
Zentrifugation (800g, 15 min, 4°C) vorgenommen. In dem auf diese Weise
gewonnenen Plasma wurden die Plasmaviskositat und —osmolaritat sowie der pH-
Wert und die Thrombozytenaggregation gemessen. Die Aggregation und die
Verformbarkeit der Erythrozyten wurden in dem mit Plasma oder Puffer
resuspendierten Erythrozytensediment untersucht. Ein Ausstrich der Erythrozyten

erfolgte vor und nach der Verformbarkeitsuntersuchung.

NO-Donatoren (NO-Lésung, S-Nitrosoglutathion (GSNO), SIN-1-HCI) wurden
als exogene NO-Quelle verwendet. Erst kurzlich wurde gezeigt, dass Erythrozyten
eine endotheliale NOS besitzen °'*®. Die Aktivitat der NOS kann durch L-Arginin
gesteigert und durch L-NNA inhibiert werden. In dieser Arbeit wurde die Inkubation
von Blut mit L-Arginin und L-NNA (jeweils 3 mmol/l) durchgefihrt, um die
Konzentration von NO in den Proben zu steuern. Nachfolgend werden ausfuhrlich

das Aufarbeitungs- und Messprotokoll beschrieben.

2.2. Einfluss von NO auf die Erythrozytenaggregabilitat

Zur Bestimmung der Erythrozytenaggregabilitat wurde ein photometrisches
Rheoskop (Erythrozyten-Aggregometer, Myrenne GmbH, Roetgen) verwendet. Die
Blutprobe wurde fiir 10 sec einem Schergrad von 600° ausgesetzt, um eventuell
vorhandene Aggregate zu zerstoren. Bei dem dann folgenden Stillstand (M) oder
einem Schergrad von 3®° (M1) wurde die spontane Aggregation der Erythrozyten
ausgelost. Durch die Aggregation entstehen zellfreie Plasmalicken. Durch diese

kann das Infrarotlicht dringen, welches durch eine Photozelle quantifiziert wird. Die

15



Transmission ist proportional der Erythrozytenaggregation und wird nach wenigen
Sekunden gemessen. Der Aggregations-Index wird automatisch berechnet °4°°. Eine
Dreifachbestimmung wurde mit jeder Probe im Stillstand (M) und bei einem
Schergrad von 3° (M1) durchgefiihrt.

Versuchprotokoll:

a.) Einfluss des exogenen NOs auf die Erythrozytenaggregabilitat
Nach 10 min Inkubation des Vollblutes mit NO-Lésung (0-600 pmol/l) oder GSNO

(600 nmol/l) wurden die Proben direkt gemessen.

b.) Einfluss des endogenen NOs auf Erythrozytenaggregabilitat

Vollblut wurde mit L-Arginin (3 mmol/l), L-NNA (3 mmol/l) und OxyHb (0,1 mmol/l) bei
37°C im Schuittelwasserbad inkubiert. Nach 30 min Inkubation wurden die
Erythrozyten separiert (siehe Kapitel 2.1.). Die Erythrozyten wurden mit Plasma auf

einen Hamatokrit von 42% eingestellt.

2.3. Einfluss von NO auf die Thrombozytenaggregabilitat

Die Thrombozytenaggregation wurde nach Born et al., (1963) durchgefiihrt °.
Humanes Vollblut wurde mit L-Arginin (3 mmol/l) bzw. L-NNA (3 mmol/l) 10 min im
Schuttelwasserbad bei 37°C inkubiert und anschlieRend durch Zentrifugation (300g,
20 min, RT, ungebremster Rotor) separiert. Hierbei wurde thrombozytenreiches
Plasma (PRP = platelet rich plasma, engl.) gewonnen. Als Referenz/Blank wurde das
thrombozytenarme Plasma (PPP = platelet poor plasma, engl.) desselben Probanden
herangezogen. Die Herstellung von PPP wurde aus unbehandeltem,
thrombozytenreichem Plasma mittels weiterer Zentrifugation (4000g, 10 min, RT,
ungebremster Rotor) durchgeflihrt. Es wurde ein Kontrollversuch durchgefiihrt, indem
PRP direkt mit einem NO-Donator oder NOS-Substrat bzw.

-Inhibitor inkubiert und gemessen wurde.

Fur die Aggregation wurden 250 pl PRP (250.000 Thrombozyten/ul) in den
Strahlengang eines Thrombozyten-Aggregometers (Chronolog Corporation, Haverton
Ph., USA) gebracht und bei 37°C mit einem kleinen Ruhrmagneten (1.200 rpm)
konstant geruhrt. Als Referenz diente PPP, das in den parallelen Strahlengang des
Aggregometers eingebracht wurde. Nach Temperieren bei 37°C flr 3 min wurde die

Aggregation mit ADP (10 umol/l) initiiert.

16



Die Zunahme der Lichtdurchlassigkeit (Transmission) der Kivetten-
suspension, bedingt durch Aggregatbildung und Ausfallung nach Stimulation der
Thrombozytenaggregation, wurde mit dem Programm Aggro/Link (Chronolog
Corporation) Uber 15 min verfolgt und aufgezeichnet. Auswertparameter war die

maximale Aggregation in % Transmissionszunahme.

2.4. Einfluss von NO auf die Blut- und Plasmaviskositat

Die Plasmaviskositat wurde mittels Kapillarschlauch-Viskosimeter (KSV 6,
Rheomed GmbH, Heppenheim, Deutschland) bestimmt. Zur Ermittlung der Viskositat
wurde die Auslaufzeit einer FlUssigkeitssaule unter konstanten Randbedingungen
(Temperatur, hydrostatischer Druck und Widerstand der Messkapillare) gemessen
und die Viskositat angegeben. Mindestens 1 ml der zu messenden Probe (PPP)
wurde in eine 2 ml Spritze mit stumpfer Kanule luftblasenfrei aufgezogen und
anschlielend der Messkapillarschlauch auf die Kanlle gesteckt. Nach Einlegen der
Messkapillare und vor dem Start des Messvorganges wurde die Kapillare nebst
Plasma auf 37°C temperiert. Uber Lichtschranken wurde die Laufzeit des Plasmas

erfasst und Uber eine Eichkurve in mPas angegeben.

Die Blutviskositat wurde mittels DCR-Gerét (Anton Paar, Osterreich) bestimmt.
In der die Blutprobe enthaltenden Kapillare des Gerates wurde mit Hilfe eines
elektrodynamischen Schwingers eine oszillierende Strdmung erzeugt. Eine
Koppelflissigkeit Ubertragt die Oszillation mit vorgegebener Frequenz und Amplitude
vom Schwinger zur Kapillare, wobei die Blutprobe durch eine Membran von der
Koppelflissigkeit getrennt ist. Die Auslenkung des Schwingers und der Druck werden
vom Sensor gemessen und die Viskositat mit Hilfe eines mit dem Gerat verbundenen

PC automatisch berechnet.

Versuchprotokoll:
Humanes Vollblut wurde mit L-Arginin (3 mmol/l), L-NNA (3 mmol/l), L-NNA und
OxyHb (3 mmol/l und 0,1 mmol/l) 30 min bei 37°C inkubiert. Das Plasma wurde

mittels Zentrifugation (800g, 10 min, RT) separiert und vermessen. Bei jeder Probe

wurde eine 2-fach Messung durchgefuhrt.
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2.5. Einfluss von NO auf die Erythrozytenverformbarkeit

Die Erythrozytenverformbarkeit kann durch unterschiedliche Analyseverfahren
untersucht werden. Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Erythrozytenverformbarkeit
mit einer Filtrationsmethode bestimmt, die 1976 von Reid et al. ®' etabliert worden
war. Diese Methode wurde modifiziert, um die Reproduzierbarkeit der Messung zu

erhohen und das Verfahren zu vereinfachen.

2.5.1. Filtrationsmethode nach Reid et al., (1976)

Das Prinzip der von Reid et al., (1976) etablierten Filtrationsmethode beruht

darauf, dass Erythrozyten (Durchmesser im Mittelwert von 7,6 pym '™

) einen
Membranfilter mit der PorengréRe von 5 um passieren. Die Passagezeit der
Erythrozyten durch die Membran gilt als Mal} der Verformbarkeit. Die in der Literatur
von Reid et al, (1976) beschriebene Methode zur Bestimmung der

t . Das

Erythrozytenverformbarkeit wurde den Angaben entsprechend aufgebau
Vollblut wird Uber eine 1 ml Spritze ohne Stempel aufgegeben und durch den
anschlielRenden Membranfilter filtriert. Der Filterhalter verbindet die Spritze mit dem

Vakuumsystem (Abbildung 2).

Mit dieser Methode wurde die Erythrozytenverformbarkeit von gesunden
Probanden gemessen. Die Passagezeit des Blutes innerhalb einer Minute wurde als
Flussgeschwindigkeit/Flussrate (ml/min) benannt und gilt als Parameter fir die

Erythrozytenverformbarkeit.
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Abbildung 2: Originalabbildung aus Reid et al., (1976) ®'. Schematische Darstellung der
Filtrationsmethode. Ein Membranfilter mit einer Porengrélle von 5 pm und einem
Durchmesser von 13 mm wurde in einen Filterhalter eingesetzt. Der Peleusball dient als
Vakuumquelle. Eine Wassersaule wurde als Manometer fir den angelegten Unterdruck
verwendet. Ein Luftreservoir vermindert die Druckschwankung.
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2.5.2. Modifizierung der Filtrationsmethode

Die Modifizierungen der Methode beziehen sich auf Systemdruck,

FilterporengrofRe und Probenaufarbeitung.

Aufgrund des hohen Variationskoeffizienten bei der Bestimmung der
Erythrozytenverformbarkeit mittels des beschriebenen Assays, wurde der
Filtrationsassay im Rahmen der vorliegenden Arbeit modifiziert und somit die
Verwendung zur Bestimmung der Erythrozytenverformbarkeit einfacher, sensitiver

und reproduzierbarer.

Als Vakuumquelle wurde statt eines Peleusballes eine elektrische
Vakuumpumpe (Liquiport Membran-Flissigkeitspumpe, Welabo, Diusseldorf), die ein
kontinuierliches Vakuum produziert, verwendet. Der Absaugmechanismus wurde mit
einem 5 Liter Glasgefald als Vakuumreservoir und einer Wassersaule als Manometer
verbunden. Drei Filtratreservoir-Gefalle mit aufgestecktem Filterhalter und
Membranfilter wurden parallel an das neue Vakuumsystem angeschlossen (siehe
Abbildung 11, Kapitel 3.4.2.).

Applizieren der Probe
Filterhalter

Filter T

Gummidichtung Hahn
Filter (3 bzw. 5 um

PorengréRe) H
}0 cm

Filterhalter T
L) (=] 0
Stopp:

Abfluss Wassersaule Luftreservoir Vakuum-Pumpe

Abbildung 3: Schematischer Aufbau der Filtrationsanlage. A: Filter-Komponente bestehend
aus Membranfilter, Filterhalter und Gummidichtungsring. Die glanzende Seite der Membran
wird nach oben in den Filterhalter eingesetzt. B: Anstatt des Peleusballs (Pipettenball) und
des Filtratreservoirs werden eine Vakuumpumpe und ein Abflusssystem verwendet.

Es wurden Membranfilter (Isopore®, Millipore, Eschborn, Deutschland) mit
einem Durchmesser von 13 mm und einer Porengrofle von 3 oder 5 um,
Kunststofffilterhalter (Swinnex®, Millipore, Eschborn, Deutschland) und 1 ml

Tuberkulinspritzen mit 100er-Verteilungsstrich BD-Plastipak (Becton Dickinson,

Heidelberg, Deutschland) verwendet.
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Die Modifizierung der Probenaufarbeitung wurde durchgefuhrt, indem die
Flussrate unter Einstellung verschiedener Hamatokritwerte und Verwendung
unterschiedlicher ~ Verdunnungsmaterialien  (Plasma und  Puffer) mittels

Filtrationsassay gemessen wurde.

Messprotokoll: Filter und Filterhalter wurden bei geschlossenem Hahn an das

Vakuumsystem angeschlossen (Aufbau des Filters siehe Abbildung 3A). 1,5 ml der
Probe wurden in eine 2 ml Spritze aufgezogen, davon wurden ca. 0,3 ml in den
Filterhalter eingeflllt. Eine 1 ml Spritze ohne Spritzenstempel wurde in den
Filterhalter eingesteckt und die Probe von 1 ml eingeflllt. Das Vakuum wurde Uber
eine 10 cm Wassersaule (cmH20) standig kontrolliert (Abbildung 3B). Sobald sich
der Meniskus der Probe in der Spritze veranderte, wurde die Zeit Uber eine digitale
Zeitschaltuhr gemessen. Nach 1 min wurde der Probenverlust in der Spritze
aufgezeichnet. Die Flussrate der Probe (ml/min) diente als Index der
Erythrozytenverformbarkeit. Falls die Proben in weniger als 1 min den Filter
passierten, wurde die bendtigte Zeit gemessen. Dieses Ergebnis wurde in ml/min

umgerechnet.

Messprotokoll fur murines Blut: Murine Erythrozyten sind kleiner als humane (6,6 um)

12 Deshalb wurden Filter mit einem Durchmesser von 13 mm und einer PorengroRe
von 3 ym verwendet. Wegen der Volumenbeschrankung bei der Blutentnahme wurde
murines Vollblut ohne Separation direkt mit HBSS-Puffer auf einen Hamatokrit von

5% eingestellt. Die Durchfuhrung der Filtration wurde ansonsten nicht verandert.

2.5.3. Charakterisierung der modifizierten Analytik

Es wurde Uberprift, ob die modifiziete Methode anwendbar und
reproduzierbar ist. Bekannt ist, dass Glutardialdehyd die Erythrozytenmembran durch
einen ,cross-link“ mit Membranproteinen verfestigt °2°°. Glutardialdehyd wurde somit
als positive Kontrolle der modifizierten Methode benutzt. Humanes Vollblut wurde mit
Glutardialdehyd (Merck, Darmstadt, Deutschland) in einer Konzentrationreihe von
0,0001 bis 0,1% bei 37°C im Schuttelwasserbad 10 min inkubiert. Die Erythrozyten
wurden separiert, mit HBSS-Puffer auf einen Hamatokrit von 35% eingestellt (siehe
Kapitel 2.1.) und die Filtration durchgeflhrt. Im Gegensatz zu Glutardialdehyd ist
Pentoxifyllin eine Substanz, die die Flexibilitat der Zellen steigert '°. Die Inkubation

von Pentoxifyllin (2 mg/ml) erfolgte parallel zu der mit Glutardialdehyd. Als Kontrolle
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wurde HBSS-Puffer verwendet. Die Intra- und Inter-Observer-Reproduzierbarkeit der

Methode wurden untersucht.

2.5.4. Einfluss von NO auf die Erythrozytenverformbarkeit

Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Einfluss von exogenem und
erythrozytarem endogenem NO auf die Erythrozytenverformbarkeit untersucht. Die

Untersuchungen wurden in vitro und ex vivo durchgefthrt.
a. In vitro Untersuchungen

Basale Erythrozytenverformbarkeit: Um die basale Verformbarkeit zu untersuchen,
wurde humanes Vollblut mit OxyHb (0,1 mmol/l) 30 min bei 37°C im

Schuttelwasserbad inkubiert. OxyHb ist bekannt als ,NO-scavenger®, eine Substanz,

die NO abfangt und somit die Verfugbarkeit von NO in kurzester Zeit nahezu aufhebt
" OxyHb wurde alle 5 min wahrend der Inkubation zu den Erythrozyten gegeben,
um standig reaktives, NO-abfangendes Hb in Losung zu haben. Nach der Inkubation
wurde das Blut aufgearbeitet und schlieBlich die Erythrozytenverformbarkeit

bestimmt (siehe Kapitel 2.1.).

NO-Donator: Hierbei wurde der Einfluss von exogenem NO auf die
Erythrozytenverformbarkeit von humanem Blut untersucht. Nach der Blutabnahme
wurde das Blut aliquotiert und mit verschiedenen NO-Donatoren (GSNO 600 nmol/l
und NO-Lésung 2 pmol/l) inkubiert. Als Kontrolle wurde ein Aliquot mit NaCl
inkubiert. Nach einer Inkubation von 30 min bei RT wurden die Proben separiert,

aufgearbeitet und anschlieRend in das Filtrationssystem Uberfuhrt.

Erythrozytares endogenes NO: Um den Einfluss der erythrozytaren NOS-Aktivitat auf

die Erythrozytenverformbarkeit zu untersuchen, wurden die Blutproben mit L-Arginin
(3 mmol/l) und HBSS-Puffer als Kontrolle 30 min im Schuttelwasserbad inkubiert.
Parallel dazu wurde das Vollblut mit L-NNA (3 mmol/l) und L-NNA in Kombination mit
einer sich wiederholenden (5 min-Intervalle) Gabe von OxyHb (0,1 mmol/l) als NO-
Fanger inkubiert. Nach der Inkubation wurden die Blutproben aufgearbeitet und

schlief3lich die Erythrozytenverformbarkeit bestimmt (siehe Kapitel 2.1.).
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b. Ex vivo Untersuchungen

eNOS*-Maus: Die Untersuchungen wurden an Blut von eNOS defizienten

Mausen (eNOS™) im Vergleich zu entsprechenden Wildtyp-Mausen (WT-M&use)
durchgefiihrt. Die verwendeten Tiere basierten auf dem C57BL/6 Stamm ®*. Die Tiere
wurden in der Tierversuchsanlage der Heinrich-Heine-Universitat gezuchtet. Die
Blutentnahme wurde in Kapitel 2.1. und das Verfahren zur Filtration in Kapitel 2.5.2.

beschrieben. Es wurden jeweils 4 WT- und eNOS™ Mause untersucht.
2.6. Kontrollversuche zur Erythrozytenverformbarkeits-Untersuchung

2.6.1. Osmolaritat

Die Plasma-Osmolaritat wurde mittels eines Semi Micro Osmometers (Knauer,
Berlin, Deutschland) bestimmt. Es wurden 150 pl humanes Plasma von inkubiertem
humanem Blut (NO-Donatoren, L-Arginin, L-NNA und OxyHb) in einer 3-fach

Bestimmung vermessen (siehe Kapitel 2.1.).

2.6.2. pH-Wert

Der pH-Wert des Plasmas wurde mittels eines pH-Meters (WTW pH522,
Weilheim, Deutschland) bestimmt. 2,5 ml humanes Plasma aus mit NO-Donatoren,
L-Arginin, L-NNA und OxyHb inkubiertem humanem Blut wurden mittels 3-fach

Bestimmung vermessen (siehe Kapitel 2.1.).

2.6.3. Mikroskopische Untersuchung der Erythrozyten

Die Form der Erythrozyten wurde lichtmikroskopisch untersucht. Es wurden
Mikroskope (Nikon, Deutschland) verwendet, an die eine Digitalkamera
angeschlossen war. Die Aufnahmen wurden mittels eines PC (Software Lucia,

Deutschland) bearbeitet und als Grafikdateien gespeichert.

2.7. Statistische Analysen

Alle statistischen Daten wurden, wenn nicht anders angezeigt, als Mittelwerte
+ Standardfehler (MW + SEM) angegeben. Gruppenmittelwerte wurden durch den
t-Test nach Student analysiert. Als statistisch relevant galt ein p-Wert < 0,05. Zur
Analyse diente das Computerprogramm SPSS® 11.0 fur Windows.
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Die graphische Darstellung der Daten und die lineare Regression wurden mit
Hilfe des Computerprogramms MicroCal Origin® (Version 7.0, MicroCal Software
Inc., Northhampton, MA, USA) durchgefuhrt.
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3. Ergebnisse

3.1. Einfluss von NO auf die Aggregabilitat von Erythrozyten

Exogenes NO:

Nach Vorinkubation von Vollblut mit exogenem NO (GSNO 200 nmol/l) wurde
die Erythrozytenaggregation sowohl bei Stillstand (M) als auch bei einer Scherrate
von 3®° (M1) im Vergleich zur Kontrolle gehemmt: GSNO: 6,02+0,02 (bei M) und
8,64+0,2 (bei M1), Kontrolle: 10,02+0,5 (M) und 13,06+0,12 (M1) (Abbildung 4). Nach
Inkubation mit ansteigender NO-Konzentration (exogene Zugabe einer NO-LAsung)
wurde die Erythrozytenaggregabilitat im Vergleich zur Kontrolle gehemmt (Abbildung
5).
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Abbildung 4: Einfluss von GSNO auf die Erythrozytenaggregabilitdt. Der Erythrozyten-
aggregations-Index im Stillstand (M) und bei Schergrad 3° (M1) wurde nach 1 Stunde
Inkubation mit GSNO gemessen (n=3, p<0,05).
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Abbildung 5: Aggregabilitat humaner Erythrozyten nach NO-Inkubation. Die Balken stellen
die Abnahme bzw. Zunahme der Aggregation nach NO-Inkubation (=) gegen basale Aggre-
gation dar. Die zunehmende NO-Konzentration wurde mit adaquatem Volumen NaCl (o),
entsprechend dem Volumen der inkubierten NO-LOsung, kontrolliert. * zeigt einen
signifikanten Unterschied zur Kontrolle an (n=3, p<0,05).
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Erythrozytares endogenes NO:

Nach Vorinkubation von Vollblut mit L-Arginin, L-NNA, OxyHb oder Puffer
wurde die Aggregation bei beiden Einstellungen des Aggregometers gemessen (M,
M1). Der Erythrozytenaggregations-Index ergab keine signifikante Veranderung im

Vergleich zur Kontrolle.
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Abbildung 6: Inkubation mit dem NOS-Substrat L-Arginin, dem NOS-Inhibitor L-NNA und
zusatzlich dem NO-Abfanger OxyHb auf die Erythrozytenaggregabilitat. Der
Erythrozytenaggregations-Index im Stillstand (M) und bei Schergrad 3° (M1) wurde nach 30
min Inkubation gemessen (n=3, p>0,05).
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3.2. Einfluss von NO auf die Thrombozytenaggregabilitat

Eine Stimulation der erythrozytaren NOS mit L-Arginin hemmte die ADP-
induzierte Aggregation der Thrombozyten. Eine Inhibition der erythrozytaren NOS
durch L-NNA steigerte die Thrombozytenaggregation im Vergleich zur Aggregation
unter Kontroll-Bedingungen (PBS: 0,5+0,5%, p>0,05); L-Arginin: -6,9+0,8%, p<0,05;
L-NNA: 6,210,8%, p<0,05) (n=17) (Abbildung 7). Wurden Thrombozyten ohne
Erythrozyten mit L-Arginin oder L-NNA inkubiert, traten keine Veranderungen der
Thrombozytenaggregation auf (n=4) (nicht dargestellt). Die Inkubation mit dem NO-
Donator (SIN-1-HCI 1 pmol/l) hemmte die Thrombozytenaggregation um 23% und
wurde als Positivkontrolle verwendet (Abbildung 7B). Die direkte Inkubation von L-
Arginin, L-NNA oder Puffer mit PRP zeigte keine signifikanten Unterschiede der
Thrombozytenaggregation.

*#

PBS LrArginin L-NNA  N( -DonAtor

Ery + L-Arg

Thrombozytenaggregation [A%]

Ery + PBS
Licht-Transmission Ery + L-NNA 20

i | ?
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Abbildung 7: A: Thrombozytenaggregation im PRP nach der Vollblutinkubation mit PBS,
L-Arginin und L-NNA. Die Veranderung der Thrombozytenaggregation nach Zugabe von
PBS (Kontrollprobe) bezieht sich auf die unbehandelte, vor der Inkubation vermessene
Probe, die Veranderungen in den anderen Inkubationsansatzen auf die Kontrollprobe. B: Die
Zunahme bzw. Abnahme der Thrombozytenaggregation wurde als A% dargestellt (n=17).
Inkubation des PRP mit NO-Donator diente als Positivkontrolle (i) (n=3). p<0,05, * zeigt die
Signifikanz zur Kontrolle an, # zur Inkubation mit L-Arginin.
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3.3. Einfluss von NO auf die Plasma- und Vollblutviskositat

Die Plasmaviskositat wurde nach Plasmaseparation des mit L-Arginin, L-NNA,
und OxyHb vorinkubierten Vollblutes gemessen. Die Plasmaviskositat war in allen 3
Ansatzen nicht signifikant unterschiedlich. Die Vollblutviskositat wurde nach
Vorinkubation mit L-Arginin, L-NNA, NO-Donator und Kontrollpuffer gemessen und

zeigt ebenfalls keine signifikanten Unterschiede (Abbildung 8).
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Abbildung 8: Plasma- (A) und Vollblutviskositat (B) nach Vollblut-Vorinkubation mit
L-Arginin, L-NNA, OxyHb, NO-Donator bzw. Puffer als Kontrolle (n=3). Die Werte sind nicht
signifikant unterschiedlich, p>0,05, und befinden sich unterhalb des Normbereiches.
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3.4. Bestimmung der Erythrozytenverformbarkeit mittels , Filtrationsassay*

3.4.1. Methodeneigenschaften der vorhandenen Filtrationsmethode zur
Bestimmung der Erythozytenverformbarkeit

Die Erythrozytenverformbarkeit des humanen Blutes wurde mittels eines
Filterassays mit einer PorengréRe von 5 pm und einem Vakuumdruck von
20 cmH;O untersucht. Die Flussgeschwindigkeit lag durchschnittlich bei
0,63+0,03 ml/min. Die Variationskoeffizienten der 3-fach Bestimmungen lagen
zwischen 12 und 20% (siehe Tabelle 1).

Bei diesem Versuchsansatz wurden der Hamatokrit und die Leukozytenzahl
mitgemessen. Der Hamatokrit und die Leukozytenzahl lagen im Normbereich
(Hamatokrit: 36-48% und Leukozytenzahl: 4.000-11.000/ul). Der Hamatokrit
korrelierte signifikant mit der Flussgeschwindigkeit. Bei niedrigem Hamatokrit
passierte das Blut den Filter schneller (r= -0, 84, p<0,05) (Abbildung 9).

Tabelle 1: Die Blutflussrate ermittelt mit der Methode nach Reid et al., (1976) (n=6),
Hamatokrit (Hkt) und Leukozytenzahl aus Vollblut von gesunden Probanden. Es wurde
jeweils eine 3-fach Bestimmung durchgefuhrt.

Zeitaufwand pro
Druckschwan-

Proband MW+SD Leukozytenzanhl 3-fach

) VK (%) | Hkt (%) ) kung
n-Zahl (ml/min) (x1000/pl) Bestimmung
. (mmH,0)

(min)
1 0,67+0,09 14 38 6,8 10 2-5
2 0,55+0,07 12 47 7,2 8 2-3
3 0,62+0,10 16 47 8,3 11 2-3
4 0,78+0,16 20 36 9,1 9 3-5
5 0,54+0,07 13 45 7,5 10 2-3
6 0,5910,07 12 42 6,5 12 2-4
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Abbildung 9: Die Korrelation zwischen Hamatokrit und Blutfluss durch den Filter. Es wurde
Vollblut von gesunden Probanden vermessen (n=6). Der Hamatokrit beeinflusste die
Flussrate signifikant (p<0,05, r=-0,84).

Die bei dem Vorversuch ermittelten technischen Eigenschaften der Apparatur
und Durchfihrungsparameter wurden in Tabelle 2 zusammengefasst. Durch die in
dieser Tabelle geschilderten Eigenschaften der Methode konnte unter anderem der
Variationskoeffizient der Bestimmungen (zwischen 12 und 20%, siehe Tabelle 1)
nachgewiesen werden. Die Probenzusammensetzung (Zellzahl) und die Konstanz
des Unterdrucks (beeinflusst durch Vakuum, Luftreservoir und Filtratreservoir)

beeinflussen mal3geblich die Reproduzierbarkeit der Methode.
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Tabelle 2: Charakteristik und Kommentare zur Durchfliihrung des Filtrationsassays nach

Reid et al., (1976)

Parameter

Eigenschaften

Kommentare

Probenapplikation

1 ml Spritze ohne Kanile

und Stempel

Membranfilter

Polycarbonat
13 mm Durchmesser

5 um Porengrolie

Proben

Vollblut

Hamatokrit und Leukozytenzahl waren
unterschiedlich Proband zu
Proband (siehe Tabelle 1). Die
Erythrozyten- Leukozytenzahl

von

und
beeinflussen das Filtrationsverhalten

von Vollblut .

Vakuum (Unterdruck)

20 CmHQO

Die Regulation des Druckes ist uUber
Die

als

einen Peleusball gesteuert.

Druckregulation  erwies sich

schwierig.

Luftreservoir

Es gab keine Volumen-

angabe in der Literatur.

Wenn die Verbindung zwischen Filter
und Vakuumsystem angelegt wurde,
senkte sich der Meniskus der
Wassersaule. Dieses resultierte in bis

zu 5 mm Unterdruckschwankung.

Filtratreservoir

Filtratreservoir wurde nach

einigen  Versuchen  mit

Filtrat Gberfllt.

Das uUberflllte Reservoir verursachte
eine Volumenanderung des Vakuum-
raums und somit Druckschwankun-
gen. Die Entleerung des Reservoirs
bedingte den Abbau des kompletten

Filtersystems.

Zahl der Messung

1-fach Bestimmung

Die Messungen konnten lediglich
nacheinander und nach Aufbau einer
durchgefihrt

werden. Die 3-fach Bestimmung einer

neuen Filtereinheit

Probe war mit einer Zeitverzdgerung

von 8-12 min durchzuflhren.
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3.4.2. Etablierung der modifzierten Filtrationsmethode zur Bestimmung der

Erythrozytenverformbarkeit (Spezifitat des Assays)

Folgende Unterschiede konnten im Vergleich zu dem in Kapitel 2.1.

beschriebenen Aufbau festgestellt werden:

Die Regulierung des Drucks wurde Uber die Vakuumpumpe vereinfacht, so
konnte der Druck stabiler gehalten werden.
Der am System anliegende Unterdruck wurde konstant gehalten:
Die Druckschwankungen wurden durch die Vergrolderung des
Luftreservoirs (5 |) vermindert.
Das Filtratreservoir wurde an eine Filtratleitung zum Abfallgefaly
angeschlossen, das Reservoir konnte einfach entleert werden
und die Fullhdhe minimal bleiben.
Drei an dem System parallel anliegende Gefalle fur die Filterhalter
ermdglichten eine zlgige 3-fach Bestimmung, die den Abstand der
Einzelmessungen um das ca. 2-fache verringerten und den

Gesamtzeitaufwand erniedrigten.
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5 Liter
Luft-
reservoir ||
} 10 cm

kontinuierliche
Absaugpumpe

Absaugpumpe

Abfallflasche

Abbildung 10: A: Darstellung des modifizierten Filtrationsassays. Die technischen Verande-
rungen wurden nummeriert:

1. Die drei Filtratreservoire sind parallel mit dem Vakuumsystem und der Filtratleitung

des Abfallsystems verbunden.

2. Das Luftreservoir besteht aus einem 5 Liter Glasgefa®

3. Eine kontinuierliche Vakuumpumpe ist angeschlossen.
B: Schematischer Aufbau mit drei parallelen Messverfahren, kontinuierlicher Vakuumpumpe
und Abfallsystem.
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Die

Filtrationssystem gemessen. Hierbei wurden der Zeitaufwand pro 3-fach Bestimmung

Erythrozytenverformbarkeit wurde mit dem neu aufgebauten

und die Druckschwankung (wahrend des Anlegens des Vakuumsystems) notiert. Das

Ergebnis wurde in Tabelle 3 zusammengefasst.

Tabelle 3: Durchfihrung der Messung der Erythrozytenverformbarkeit mit dem neuen
Aufbau (n=3). Der Zeitaufwand pro 3-fach Bestimmung und Druckschwankung wurde
beobachtet.

Zeitaufwand pro Druck
ruck-
Proband MW+SD Leukozytenzahl 3-fach
) VK (%) Hkt (%) ) schwankung
n-Zahl (ml/min) (x1000/pl) Bestimmung
. (mmH,0)
(min)
1 0,39+0,09 22 40 8,1 5 0-1
2 0,47+0,09 20 43 7 6 0-1
3 0,5240,09 18 36 6,5 6 1-2

Unabhangig vom Aufbau des Assays wurde die Probenaufarbeitung
1976 Vollblut.

Leukozytenzahl sowie die Erythrozytenzahl (siehe oben) das Ergebnis der Filtration

verandert. Reid et al. Afiltrierten Jedoch beeinflussen die
85 Zur Entfernung der Leukozyten erfolgte eine Separation der Erythrozyten wie in
Kapitel 2.1. beschrieben. Die Reinheit des Erythrozytensediments wurde durch
Lichtmikroskopie, FACS-Analyse (Beckman Coulter Epics XL, Beckman Coulter
GmbH, Krefeld, Deutschland) und Zellzahlung (Beckman Coulter Counter, Beckman
Coulter GmbH, Krefeld, Deutschland) kontrolliert. Es wurde eine Reinheit der

Erythrozyten von 299% erreicht.

Das durch diese Separationsmethode entstandene Erythrozytensediment
(siehe Kapitel 2.1.) hatte einen Hamatokrit von 84%. Um den fir die Filtration
optimalen Hamatokrit herauszufinden, wurde dieses Sediment mit Puffer auf den

gewunschten Hamatokrit exakt verdunnt (Abbildung 11).
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Um eine weitere Optimierung des Systems zu erreichen, wurden zusatzliche
Modifikationen des Assays durchgefuhrt. In Vorversuchen wurden verschiedene
FiltergroRen (Durchmesser, Porengro3e) ausgetestet. Hierbei zeigte die
Filtermembran mit 5 uym Porengrole und einem Durchmesser von 13 mm die
stabilsten Ergebnisse. Weiterhin wurden der Einfluss des Hamatokrits sowie der des
angelegten Unterdruckes untersucht. Ein eingestellter Hamatokrit von 35% sowie ein
Unterdruck von 10 cmH,O zeigten hierbei den niedrigsten Variationskoeffizienten.
Die Linearitat unterschiedlicher Hamatokritwerte mit einem angelegten Unterdruck
von 20 cmH,O betrug r= -0,95578 (p<0,05). Der durch die Modifikation konstante
Unterdruck von 10 cmH,O konnte die Linearitat verbessern (r= -0,99861; p<0,01;
Abbildung 11). In einem weiteren Schritt wurde die Aufarbeitung mit autologem
Plasma und Puffer verglichen. Nach Einstellung eines Hamatokrits von 35% war der

Variationskoeffizient der Flussrate mit Puffer <10% und mit Plasma >10%.
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Abbildung 11:
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Humanes Blut wurde mit unterschiedlichem Hamatokrit

und

unterschiedlichem Unterdruck filtriert (n=3). Das Ergebnis ist angegeben als Mittelwert des
Variationskoeffizienten einer 3-fach Bestimmung (A) sowie die Flussrate in Beziehung zum

Hamatokrit (B).
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Diese Filtrationsmethode kann sowohl fir humanes Blut als auch flr murines
Blut verwendet werden. Die Blutentnahme bei Mausen ergibt nur eine geringe Menge
Blut (ca. 500-700 ml), die fur die bisher entwickelte Methode jedoch nicht ausreicht.
Diese Proben wurden sodann direkt aus dem Vollblut auf einen niedrigeren
Hamatokrit verdunnt. Fur die Herstellung dieses Ansatzes galt der

Verduinnungsfaktor aus der Formel:

Verdinnungsfaktor = Gewlnschter Hamatokrit (%) : urspringlicher Hamatokrit (%)

Verschieden eingestellte Hamatokritwerte des murinen Blutes wurden durch
einen Filter mit einer PorengroRe von 3 pym und einem Vakuum von 10 cmH,O
untersucht. Bei einem Hamatokrit von 45% (unverdinntes Blut) und von 25% (mit
Puffer verdunnt) konnten die Proben den Filter nicht passieren, wahrend die
Blutprobe mit einem Hamatokrit von 5% (mit Puffer verdunnt) passieren konnte
(Abbildung 12).
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Abbildung 12: Die Erythrozytenverformbarkeit von murinem Blut wurde mittels Filtration
gemessen (n=3). Es konnten nur die Erythrozyten aus der Probe mit einem Hamatokrit von
5% den Filter mit der Porengrofe von 3 um passieren. Der Variationskoeffizient ist <10%.
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3.4.3. Spezifitdt und Reproduzierbarkeit der neu etablierten Methode

Die im Kapitel 3.4.2. beschriebenen Modifizierungen des Filtrationsassays zur
Bestimmung der Erythrozytenverformbarkeit fuhrten letztendlich zur Etablierung einer

neuen Methode mit folgenden Eigenschaften:

. Humane Probe: Gewaschenes Blut mit Hamatokrit von 35% (mit Puffer
angesetzt)
. Murine Probe: Verdinntes Blut mit Hamatokrit von 5% (mit Puffer
verdunnt)
. PorengrolRe des Filters: 5 ym flr humane und 3 pym fir murine Probe
. Vakuumsystem mit dem Unterdruck von 10 cmH,0.
Spezifitat:

Um zu Uberprifen, ob der modifizierte Filtrationsassay verwendbar ist, wurden
Blutproben mit Glutardialdehyd inkubiert und dann filtriert % Hierbei nahm die
Erythrozytenverformbarkeit mit steigender Konzentration von Glutardialdehyd ab (bis
zu 67,8%). Im Gegensatz dazu ist bekannt, dass Pentoxifyllin die
Erythrozytenverformbarkeit verbessert '®®’. Bei humanen Proben nahm die
Verformbarkeit nach Inkubation mit Pentoxifyllin leicht zu (16%) (Abbildung 13).
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Abbildung 13: Inkubation von Blutproben mit Glutardialdehyd in unterschiedlichen
Konzentrationen. Sowohl humaner als auch muriner Blutfluss sind linear bei der
Durchfihrung der Filtration. A: Humane gewaschene Erythrozyten, Hamatokrit 35% und 5
pm FilterporengréfRe (r=-0,96749; n=4; p<0,05). B: Murines Vollblut mit Puffer verdinnt,
Hamatokrit 5% und Filterporengréfle 3 pm (r=-0,99134; n=5; p<0,001). C: Die
Erythrozytenverformbarkeit nahm nach der Inkubation mit Pentoxifyllin (2 mg/ml) zu,
wahrend sie nach Glutardialdehyd (0,01%) abnahm. Die Flussrate wurde als A% gegeben,
n=3, *(p<0,05) im Vergleich zur Kontrolle (Pufferldsung).
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Reproduzierbarkeit:

Intra-Observer-Reproduzierbarkeit: Das Blut eines Probanden wurde in 3
Aliquots separiert und mittels Puffer auf einen Hamatokrit von 35% verdunnt.
Anschlielend wurde die Erythrozytenverformbarkeit von einem Untersucher
gemessen. Der Variationskoeffizient der 3-fach Bestimmung und der 3 Aliquots bei

einem Probanden war < 10% (n=3).

Inter-Observer-Reproduzierbarkeit: Das Blut eines Probanden wurde in 3
Aliquots separiert, mittels Puffer auf einen Hamatokrit von 35% verdinnt und die
Erythrozytenverformbarkeit von 3 unterschiedlichen Untersuchern bestimmt. Der

Variationskoeffizient der von 3 Beobachtern gemessenen Werte lag bei < 10% (n=3).

Zusammenfassung der Modifikationen:

Tabelle 4: Zusammenfassung des modifizierten Filtrationsassays zur Bestimmung der
Erythrozytenverformbarkeit.

Charakteristika Reid et al. Modifizi
(1976) odifizierte Methode
Human Murin
Probe humanes Vollblut [reine humane verdiinntes Vollblut,
Erythrozyten, auf Hkt | auf Hkt 5% mit Puffer
35% mit Puffer verdunnt
angesetzt
VK 12-20 <10 <10
Unterdruck 20 cmH,0 10 cmH,0 10 cmH,0
PorengrofRe der Filter 5um 5um 3 um
Durchmesser der Filter |13 mm 13 mm 13 mm
Zeitaufwand pro 3-fach [ 8-12 5-6 5-6
Bestimmung [min]
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3.4.4. Einfluss von NO auf die Erythrozytenverformbarkeit

Exogenes NO:

Die basale Erythrozytenverformbarkeit von 3 gesunden Probanden betrug
0,63+0,03 ml/min. Durch eine Vorbehandlung mit NO-Donatoren stieg die
Erythrozytenverformbarkeit auf 0,77+0,08 (nach 600 nmol/l GSNO) und auf 0,7+0,04
ml/min (nach 2 ymol/l NO-L6ésung). Nach Zugabe von 0,1 mmol/l OxyHb nahm die
Erythrozytenverformbarkeit auf 0,53+0,03 ml/min ab. Im Vergleich zur Kontrolle war
die Erythrozytenverformbarkeit nach Zugabe von NO-Donatoren erhoht (GSNO:
19%; NO-LOsung: 9%), nach Zugabe von OxyHb reduziert (16%) (Abbildung 14).
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Abbildung 14: A: Die Vorbehandlung mit NO-Donatoren (GSNO und NO-LAsung) konnte
bei humanem Blut die Flussrate steigern, wahrend die Zugabe von externem OxyHb diese
erniedrigte. B: Die Flussrate wurde als A% im Vergleich zur Kontrolle mit Puffer dargestellit.
n=3, p<0,05.
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Erythrozytares endogenes NO:

Die Inkubation mit L-Arginin erhdhte die Flussrate auf 26,5% im Vergleich zur
Kontrolle. Die Inhibition der erythrozytaren NOS durch L-NNA verringerte die
Flussrate um 38,5%. Diese Veranderungen (Erhdhung und Verringerung) waren
statistisch signifikant (p<0,05). Die zusatzliche Addition eines NO-Fangers (OxyHb)
zum L-NNA verhinderte nahezu vollstandig (75%) den Durchtritt der Erythrozyten
durch die Filterporen (p<0,001) (Abbildung 15).
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Abbildung 15: Die Unterschiede zwischen Kontrolle und zunehmender oder abnehmender
Flussrate wurden als A% dargestellt (n=7, p<0,05), * signifikant zur Kontrolle, * signifikant zu
L-NNA (p<0,001).
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Erythrozytenverformbarkeit von murinem Blut:

Murines Blut wurde mit dem in Kapitel 2.1. beschriebenen Protokoll
untersucht. Die Flussrate von 4 WT-Mausen und 4 eNOS™-M&usen betrug 0,7+0,3
ml/min und 0,39+0,1 ml/min; p>0,05 (Abbildung 16). Die Messung fand unter
gleichen Bedingungen (RT, Geschlecht) statt.
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Abbildung 16: Die Flussrate von murinem Blut (WT und eNOS™ mit einem Hamatokrit von
5% wurde bestimmt (n=4, p>0,05).
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3.4.5. Kontrollversuch zur Bestimmung der Erythrozytenverformbarkeit

Die Osmolaritat und der pH-Wert waren nach unterschiedlicher Inkubation im
Normbereich. Die Osmolaritat lag zwischen 292,5-294,3 mOsmol/l (Abbildung 17A;
normaler Bereich fur humanes Plasma: 280-300 mOsmol/l). Die Unterschiede waren

nicht signifikant.

Die pH-Werte desselben Inkubationsansatzes lagen zwischen 7,5-7,6. Es lag

keine statistische Signifikanz vor (Abbildung 17B).
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Abbildung 17: Die Osmolaritat (A) und der pH-Wert (B) des Plasmas waren bei den
unterschiedlichen Inkubationsansatzen kaum verandert (n=3, p>0,05).
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Um eine Fragmentierung oder Zerstérung sowie Veranderungen der Form der
Erythrozyten zu kontrollieren, wurde vor und nach Inkubation mit Puffer, L-Arginin, L-
NNA, L-NNA + OxyHb, und GSNO sowie Filterpassage je ein Ausstrich angefertigt.
Die Form der Erythrozyten war unverandert (Abbildung 18).
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Vor der Filtration Nach der Filtration

F

3.

Abbildung 18: Form der Erythrozyten vor und nach Filtration. Es sind keine relevanten
Veranderungen, insbesondere keine Erythrozytenfragmente zu sehen.
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4. Diskussion

Im Folgenden werden zunachst die Methoden zur Bestimmung der
rheologischen Eigenschaften des Blutes diskutiert. Nachfolgend werden diese mit
den in dieser Arbeit verwendeten bzw. etablierten Methoden verglichen. Im Weiteren
wird der Einfluss von NO auf die rheologischen Parameter des Blutes diskutiert und

letztendlich auf dessen physiologische- und pathologische Relevanz eingegangen.

4.1. Methode zur rheologischen Untersuchung

Blut besteht aus zwei Komponenten: Plasma und Blutzellen. Die beiden
Komponenten haben eigene Charakteristika und Bestandteile. Wie andere
Flussigkeiten hat das Blut alle Eigenschaften einer FlUssigkeit, wie z.B. die
Viskositat. Die Blutviskositat wird sowohl durch den Anteil der zelluldren Bestandteile
(Hamatokrit), die erythrozytare Verformbarkeit sowie Aggregation und dem
Proteingehalt des Plasmas beeinflusst ®. In Niedrigflussarealen ist die Viskositat
eine vollig andere als in Hochflussarealen, da der lokale Hamatokrit mafRgeblich
durch die GefalRgrole und den Blutstrom sowie auch die rheologischen
Eigenschaften der Erythrozyten selbst festgelegt wird (Erythrozytenverformbarkeit
und -aggregation). Somit stellt die Messung der Blutviskositat die Summe aller
rheologischen Eigenschaften des Blutes dar; sie kann jedoch keine Aussage Uber die
einzelnen Determinanten liefern. Bei der Vermessung der Blutviskositat sollten
grundsatzlich alle Einflussfaktoren mit in Erwagung gezogen werden. Die Blut-
/Plasmaviskositat kann {iber drei verschiedene Messprinzipien ®*’" bestimmt werden:
1. Die Kapillare: Die Flussrate der Probe durch einen Kapillarschlauch wird bestimmt.
2. Das rotationale Viskosimeter: Die Probe wird mit einem Koaxialzylinder oder durch
grof¥flachige Schaufeln zur Rotation gebracht, der Widerstand der Probe wird mit
einem Transducer bestimmt. 3. Das Kegel-Platten-Viskosimeter: Das Prinzip ist dem
rotationalen Viskosimeter ahnlich, auch hier liegt die Probe zwischen einem Kegel
und einer Platte. Ein Beispiel fir ein kommerziell erhaltliches Viskosimeter ist das
Kapillarschlauch-Viskosimeter (KSV-6, Rheomed GmbH, Heppenheim,
Deutschland). Da das Plasma eine entscheidende Determinante fur die
Vollblutrheologie  ist, wurde neben der Vollblutviskositdt und  der

Erythrozytenverformbarkeit/-aggregation die Plasmaviskositét vermessen "2,
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Erythrozyten stellen den groRten Teil der zirkulierenden Blutzellen dar. Beim
FlieBverhalten des Blutes spielen die Erythrozyten durch ihre Aggregationsneigung
eine entscheidende Rolle. Dies kann besondere Relevanz bei einer gestorten
Mikrozirkulation haben. Eine schnelle und zuverlassige Erfassung der
Erythrozytenaggregation ist daher von Interesse. Die Erythrozytenaggregation kann
mittels verschiedener Methoden bestimmt werden: 1. Die direkte mikroskopische
Beobachtung, 2. die Erythrozytensedimentationsrate (z.B. nach Westergren) und 3.
die optische Messung Uber ein Rheoskop (z.B. Myrenne Aggregometer). Die direkte
Beobachtung mittels eines Mikroskops ist relativ unsensitiv, da die Auswertung sehr
abhangig von der Objektivitdt des Beobachters ist. Die Westergren-Methode, nach
der man antikoaguliertes Blut 2 Stunden in einem Glasrohr stehen lasst, beinhaltet
eine einfache Durchfuhrung, ist jedoch zeitaufwandig und sehr empfindlich fur
Bewegungsartefakte. Wegen seiner Einfachheit und Schnelligkeit wird das Myrenne-
Aggregometer sowohl in der Forschung als auch in der klinischen Routine eingesetzt.

58;59;73

Die Messung ist einfach, automatisiert, reproduzierbar und mit kleinen

Probenvolumina (30 pl pro 1-fach Bestimmung) durchzufuhren.

Thrombozyten stellen den Teil der Blutzellen dar, der fur die
hamostaseologischen Mechanismen wichtig ist. Plattchenfunktionstests werden
haufig zur Erkennung einer angeborenen oder erworbenen
Thrombozytenfunktionsstorung  und  zur  Erfassung  einer  gesteigerten
Plattchenaktivierung, die mit einer erhdhten Thromboseneigung einhergehen kann,
verwendet. Es gibt mehrere Verfahren, mit denen die Plattchenfunktion gemessen
werden kann. Der Plattchenadhasions-Assay misst die Adhasion der Thrombozyten,
ist jedoch zeitraubend und umstandlich. Dem am haufigsten verwendeten
Plattchenfunktionstest liegt die Plattichenaggregation zugrunde. Dieses Verfahren
wurde 1963 von Born et al. entwickelt °°. Es gibt zwei Gerate fiir dieses
entsprechende Verfahren: 1. Das PFA-100 (Platelet Function Analyzer) misst die
Verschlusszeit der Messkassette durch aggregierende Plattchen im Vollblut * und 2.
ein optisches Aggregometer (Chronolog-Aggregometer), das die Lichtdurchlassigkeit
der mit Kollagen oder ADP stimulierten plattchenhaltigen Probe vermisst ®. Das
Ergebnis des PFA-100 ist durch Hamatokrit- und Thrombozytenzahl-Schwankungen
fehleranfallig. Deshalb wird der Plattchenfunktionstest mittels Chronolog am
haufigsten verwendet, der durch die genannten Parameter weitgehend unbeeinflusst

in der Bestimmung bleibt "°.
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4.2. Verbesserung des  Filtrationsassays zur Untersuchung der

Erythrozytenverformbarkeit

Die Erythrozytenverformbarkeit ist definiert als die Fahigkeit der Zellen, sich
durch Scherkraft zu verformen '7®. Diese findet in groRen GefaRen sowie auch im
kapillaren Bereich der GefalRe statt. In der Mikrozirkulation (siehe Kapitel 1.) ist die

Verformbarkeit der Erythrozyten die maRgebliche Voraussetzung fiir den Blutfluss ".

Zur Bestimmung der Erythrozytenverformbarkeit werden unterschiedliche
Messmethoden verwendet: die Mikroaspiration, das Laserdifraktometer und die
Mikrofiltration (Filtrationsassay). Das Laserdifraktometer spiegelt die Scherkraft-
induzierte Verformbarkeit wider (der in vivo Situation - Blutfluss - ahnlich), wahrend
die Filtration und Mikropipettenaspiration den Zustand in der Mikrozirkulation
reflektieren. Bei der Mikroaspiration wird eine Mikropipette verwendet, deren Offnung
(3-6 um) kleiner als der Erythrozytendurchmesser ist. Ein einzelner Erythrozyt wird
durch die Pipette angesaugt und mit Hilfe eines Elektronenmikroskops beobachtet.
Der angesaugte Teil der Zelle wird vermessen und die Verformbarkeit mit Hilfe einer
Software berechnet ”’. Das Laserdifraktometer misst die Elongation der Erythrozyten,
die durch Scherkraft induziert wird, und durch die ein Laserstrahl reflektiert wird. Die
Untersuchung zur Erythrozytenverformbarkeit mittels Laserdifraktometer (auch
Ektazytometrie genannt) und Mikroaspiration ist im Vergleich zur Mikrofiltration sehr
kostspielig in der Anschaffung und der Anwendung. Der Filtrationsassay als
Messmethode zur Erythrozytenverformbarkeit wurde 1964 erstmals von Nicolau
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beschrieben °. In den folgenden Jahren wurde diese Methode durch zahlreiche

Modifikationen weiterentwickelt. Eine entscheidende Entwicklung wurde 1976 von

Reid et al. beschrieben °

. Im Vergleich zu den anderen Methoden, wird der
Filtrationsassay haufig in der Forschung eingesetzt 2, Die
Verformbarkeitsbestimmung mittels Filtration hat den entscheidenden Vorteil, dass
diese Methode die in vivo Situation am ehesten widerspiegelt °°. Allerdings zeigt die
bislang beschriebene Filtrationsmethode auch einige Schwachstellen: Reid et al.
verwendeten Vollblut. Die Blutzellen in 1 pl Vollblut sind wie folgt verteilt: 4.000.000
bis 5.000.000 Erythrozyten, 4.000 bis 11.000 Leukozyten und 150.000 bis 450.000
Thrombozyten, d.h. die zu untersuchenden Erythrozyten sind durch andere Blutzellen
.kontaminiert®. Besonders die Leukozyten beeinflussen die Bestimmung der
Erythrozytenverformbarkeit durch eine Verstopfung der Membranporen "°. Die

intraindividuell unterschiedliche Leukozytenzahl beeinflusst somit das Ergebnis der
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Filtrationsmethode ®°. Fiir den Filtrationsassay sollte die Leukozytenkontamination

(Leukozytenreste nach Separation) maximal 0,025x10%1 = 25 Leukozyten/ul sein %%,

Um die Leukozytenzahl im Vollblut zu verringern, wurden bisher verschiedene

Verfahren angewendet. Das Vollblut kann mittels eines Filters aus Baumwolle

(Gossypium barbadense) oder Synthetik gewaschen werden
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. Die Ergebnisse
dieser Arbeit zeigen analog zu praliminaren Ergebnissen °°, dass gewaschene
Erythrozyten im Vergleich zu Vollblut zu einer besseren Reproduzierbarkeit bei der

Anwendung der Filtrationsmethode fuhren (siehe Kapitel 3.4.2.).

Neben dem diskutierten Einfluss der Verunreinigung der Erythrozyten durch
Leukozyten beeinflusst des Weiteren der intraindividuelle Hamatokrit des Vollblutes
die Blutdurchflussgeschwindigkeit im Filtrationsassay 2'. Der Einfluss des
Hamatokrits wird haufig in der Literatur rechnerisch korrigiert, indem man diesen mit

der Flussrate multipliziert und einen Index errechnet ®

. Diese Berechnung stellt
jedoch keine akzeptable Alternative fur die erfolgte Korrektur des Hamatokrits bei der

Probenaufarbeitung dar.

Auler der Leukozytenzahl und dem Hamatokrit kann die Viskositat des
Plasmas die Filtrationsverfahren beeinflussen 2°%? (siehe Kapitel 3.4.2.). Die
Viskositat selbst ist abhangig vom Plasmaproteingehalt °®. Des Weiteren ist
beschrieben, dass der vollstandige Entzug des plasmatischen Albumins eine
artifizielle Kerbe in den Erythrozyten verursacht. Die Zugabe von Albumin nach dem
Waschen soll die physiologische Form der Erythrozyten erhalten . Ob die nicht
physiologische Kerbung der Erythrozyten tatsachlich durch Albuminmangel
verursacht wird oder ein methodisches Artefakt ist, das durch den Kontakt zwischen

Erythrozyten und Glas entsteht, wird in der Literatur kontrovers diskutiert .

In dieser Arbeit wurde der Einfluss auf das Filtrationsergebnis durch den
Hamatokrit ausgeschlossen (siehe Kapitel 3.4.2.). Zusatzlich wurden nur hochreine
Erythrozyten (erlangt durch eine spezielle Separation : Reinheit von mindestens
99,9%) verwendet (siehe Kapitel 3.4.2.). Dieses Verfahren der Probenaufarbeitung
konnte letztendlich direkt drei verschiedene, oben genannte, die Sensitivitat
verringernde Einfluss-Faktoren minimieren: 1. ,Kontamination“ durch Leukozyten ”°,
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2. intraindividuell verschiedener Hamatokrit und 3. intraindividuelle

Plasmaviskositat 2°.
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Neben der veranderten Probenaufarbeitung (Verwendung reiner Erythrozyten
und Einstellung auf den gleichen Hamatokrit) wurden weitere essentielle Nachteile
des Filtrationsassays (siehe Kapitel 3.4.1., 3.4.2.) aufgehoben, indem das
Drucksystem stabilisiert und eine ,Mehrfachprobenvermessung® verwirklicht wurde.
Durch den stabilisierten Unterdruck und den Einsatz von drei parallelen Filterhaltern
wurde die Messung im Vergleich zu der ursprunglichen Methode um den Faktor 2
beschleunigt. Additiv hierzu wurde der Variationskoeffizient der Messung signifikant
verringert (bis zu 10fach) (siehe Kapitel 3.4.2.). Die technischen Verbesserungen
lassen eine 3-fach Bestimmung bei vermindertem Variationskoeffizienten und einer

zusatzlichen Zeiteinsparung zu.

Die gezielte Verwendung eines geeigneten Antikoagulans erscheint wichtig fur
die Messung mittels Filtration. Es ist bekannt, dass Heparin zu einer
Mikroaggregation fuhren kann; der Effekt auf die Filtrationsergebnisse ist jedoch
widerspriichlich 2. EDTA ist ein Chelatbildner fiir Ca?* und wird ebenfalls als
Antikoagulans verwendet. Jedoch ist Ca** ein Kofaktor der NOS, dessen Einfluss auf
die Verformbarkeit der Erythrozyten im Rahmen dieser Arbeit untersucht werden soll.
Dadurch konnte die Verwendung von EDTA zu verfalschten Ergebnissen fuhren. Aus
diesem Grund wurde Hirudin verwendet. Ein Einfluss von Hirudin auf die Messung

der erythrozytaren Verformbarkeit ist nicht bekannt.

Als Positivkontrolle und zur Einschatzung der Verwendbarkeit der
modifizierten Methode wurde Glutardialdehyd zu den aufgearbeiteten Blutproben
gegeben %, Glutardialdehyd wirkt unter anderem als ,cross-linker* der
Membranproteine %% Die Kontrolluntersuchungen zum Einfluss des pH-Wertes,
der Osmolaritat und der Zellformen vor und nach Passage durch den Filter zeigten
fur alle verwendeten Versuchsprotokolle keine physiologischen Veranderungen der
gemessenen Parameter. Somit kdnnen diese als maogliche, zur Verfalschung der

Ergebnisse fihrende Parameter ausgeschlossen werden (siehe Kapitel 3.4.2.).

Die in dieser Arbeit etablierte modifizierte Methode sowie die optimierte
Probenaufarbeitung  schlieBen die endogenen  (Leukozytenkontamination,
unterschiedlicher Hamatokrit, und die Plasmaviskositat) und exogenen Faktoren
(bedingt durch den Versuchsaufbau: Antikoagulans, Stimulans, Inhibitor) als

Einflussfaktoren auf die Messung der Erythrozytenverformbarkeit aus.
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4.3. Regulation der Erythrozytenverformbarkeit

Die Erythrozytenverformbarkeit ist sowohl von intrinsischen als auch
extrinsischen Faktoren der Erythrozyten abhangig. Intrinsische Faktoren sind die
zytoplasmatische Viskositat, die Eigenschaften der Membran und die Zellgeometrie
(das Verhaltnis der Oberfliche zum Volumen der Zellen) ">'%%  Die intrazelluldre
Viskositat wird hauptsachlich durch intrazellulares Hamoglobin bestimmt. Die
viskoelastischen Eigenschaften der Membran werden malfigeblich durch die Struktur
des unterhalb der Erythrozytenmembran gelegenen Zytoskeletts, das an mehreren
Stellen mit der Membran verbunden ist, beeinflusst. Zu den extrinsischen Faktoren
gehoren die Scherkrafte, die auf die Oberflache der Zellen wirken. Die Scherkraft

selbst ist das Produkt aus Plasmaviskositat und Scherrate .

Die Erythrozytenmembran besteht aus einer Lipid-Doppelschicht, auf und in
der unterschiedliche Proteine verankert sind. Angenommen wird, dass das Protein
AE-1 (anion exchange-1, engl.) und die Proteine Glykophorin A und C mit
intrazellularen Proteinen als Zytoskelett die Verformbarkeit und Membranstabilitat
gewahrleisten (siehe Abb.19). Spektrin ist bis zu 250% seiner ursprunglichen Lange
dehnbar und bis zu 40% kontrahierbar 8%, Am anderen Ende des Spektrins liegt

t 48 Dieses

das Protein 4.1, das vertikal mit Glykophorin C verbunden is
komplizierte Zusammenspiel der Proteine ist malRgeblich an den Mechanismen der
Verformbarkeit beteiligt. Eine elektrische Ladung Uber den Anioneneinstrom (CI_ oder
HCO; ) konnte Glykophorin A und C assoziieren, wodurch Spektrin in der unteren
Ebene kontrahiert *. Oonishi et al. erweiterten 1997 die bislang postulierten
Regulationsmechanismen der Verformbarkeit '°. Die Regulation soll zusatzlich von
Ca* und cAMP abhangig sein. Hierdurch wird die Interaktion von Kinasen und/oder
Phosphatasen gefordert, die zur Phosphorylierung und Dephosphorylierung der

Proteine filhren koénnen ™

. Im Gegensatz hierzu haben Tsuda et al., (2000)
postuliert, dass die Verformbarkeit der Erythrozytenmembran durch den cGMP-

Stoffwechselweg reguliert wird '® (Naheres siehe Kapitel 4.4.).
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‘Glykophorin C
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Abbildung 19: Schematische Darstellung der Membran eines Erythrozyten. Diese besteht
hauptsachlich aus einem Lipidbilayer, in dem das Band 3 Protein (auch als Anionenkanal
bekannt) und Glykophorine verankert sind, diese sind wiederum mit dem unterliegenden
Zytoskelett durch Aktin, Ankyrin, Protein 4.1. verbunden. Diese Verbindungen spielen eine
entscheidende Rolle bei dem einzigartigen Mechanismus der Erythrozytenverformbarkeit.

Eine andere aulRergewdhnliche Membraneigenschaft der Erythrozyten ist die
Membranfluiditat. Dies ist die Flieeigenschaft der Membran insbesondere in der
Lipid-Doppelschicht-Ebene. Die Flie3eigenschaft wird durch die Lipid-Peroxidation,
die intrazelluldre Ca®*-Konzentration und die Freiheit der Mobilitit der
Membrankomponenten beeinflusst %. Die Hauptfunktion der Fluiditdt der Membran
ist die Permeabilitat fir den Austausch physiologisch relevanter Substanzen.
Vermutet wird, dass die Membranfluiditdt bei der Regulation der Verformbarkeit
groken Einfluss nimmt '®%°. Direkte Mechanismen dieser Beeinflussung werden

kontrovers diskutiert °'.
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4.4. NO und Hamorheologie

Eine positive Wirkung von NO auf die Homoostase bedingt durch eine
Hemmung der Erythrozytenaggregation wurde beschrieben. 1999 berichteten
Starzyk et al. eine Abnahme der Aggregabilitdt der Erythrozyten ex vivo nach
Infusion exogenen NOs (SIN-1-HCI), das bedeutet, dass durch exogenes NO die
Aggregationsneigung der Erythrozyten aufgehoben werden kann. An murinem Blut
konnte in vivo nach Infusion eines NOS-Inhibitors (L-NAME) sowohl eine
verschlechterte Erythrozytenaggregabilitat als auch -verformbarkeit nachgewiesen
werden. Wird der NO-Mangel durch Zugabe von exogenem NO aufgehoben, ist die
verminderte Verformbarkeit als auch erhéhte Aggregationsneigung reversibel “°.
Unter physiologischen Bedingungen scheint die Erythroyztenaggregation durch NO
in einem Circulus vitiosus reguliert zu werden. Einerseits beeinflusst NO die
Aggregation, andererseits kann wiederum die Aggregation die NO-Produktion
beeinflussen. Die Erythrozytenaggregation kann den GefalRtonus durch die
Modulation der NO-Synthese beeintrachtigen. Die Erythrozytenaggregation flhrt zu
axialer Migration der Aggregate durch den Plasmasaum zu den Endothelzellen;
dadurch verringert sich die Viskositat des Blutes in der Nahe der GefalRwand im
Vergleich zur Lumenmitte %2. Infolgedessen ist die Scherkraft verringert, wodurch die

NO-Produktion abnimmt %%,

Die Wirkung von NO auf die Thrombozytenaktivitat ist in der Literatur haufig
diskutiert. Sowohl exogenes NO als auch endogenes NO aus dem Endothel
verringert die Aggregation von Thrombozyten und deren Adhasion am vaskularen

Endothelium 3842959

NO stimuliert die in Thrombozyten lokalisierte |6sliche
Guanylatzyklase (sGC). Dadurch steigt die cGMP (cyclic guanosine monophosphate,
engl.) Konzentration im Plasma. Dieser Konzentrationsanstieg korreliert mit der
Inhibition der Thrombozytenaggregation nach Stimulation mit ADP oder Kollagen.
Auch bei der Zelladhasion konnte dieser Einfluss auf den Endothelzell-Monolayer in

vitro nachgewiesen werden 2.

Das cGMP vermindert die Bindung zwischen
Fibrinogen und Thrombozyten Uber Glykoproteine (GP) und dem GPIlIb/llla-Rezeptor
%  AuBerdem wird vermutet, dass NO die Expression des GPIlIb/llla-Rezeptors

vermindert %,

Nach oben diskutierter Etablierung der modifizierten Filtrationsmethode wurde

diese verwendet, um den Einfluss von NO auf die Erythrozytenverformbarkeit zu
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untersuchen. Bekannt war, dass NO zu einer Verbesserung der
Erythrozytenverformbarkeit fuhren kann. Allerdings wurde von Starzyk et al., (1999)

eine NO-Infusion in vivo verwendet *°

, bei der moglicherweise auch andere
Einflussfaktoren eine Rolle gespielt haben kdnnten. In der vorliegenden Arbeit konnte
gezeigt werden, dass exogenes NO die Verformbarkeit verbessert (siehe Kapitel
3.4.4., Abbildung 14). Dabei zeigt sich der entscheidende Einfluss von NO auf die
basale Verformbarkeit von Erythrozyten. Durch Zugabe von Oxyhamoglobin, einem
NO-Abfanger (NO-scavenger, engl.), sinkt die Flussrate um 16%. Dies konnte
erklaren, dass bei Krankheiten mit niedrigem NO-Spiegel, z.B. der endothelialen

9100 5ger Sichelzellenanamie 101193

Dysfunktion , €S zu einer Verschlechterung der
Mikrozirkulation kommt. Der Einfluss von NO auf die Erythrozytenverformbarkeit
konnte in der Vergangenheit und in der vorliegenden Arbeit deutlich gezeigt werden
16:39:4090:104:105 jadoch blieb das entsprechende Konzentrations-Wirkungs-Verhaltnis
unklar. Mesquita et al. zeigten 2002 einen biphasischen Einfluss von NO auf die
Funktion und Struktur der Membran '®. Unter normalen Bedingungen diffundiert NO
in einer Konzentration von 100 nmol/l in das Plasma. Die Zugabe von 100 nmol/l NO
verbesserte die Verformbarkeit, jedoch verschlechterte sich diese, wenn NO bis zu 1
mmol/l gesteigert wurde. Eine stark erhdhte NO-Konzentration unter in vivo
Bedingungen tritt im Rahmen einer Sepsis auf (siehe Kapitel 1.). Bei an Sepsis
erkrankten  Patienten konnte eine reduzierte  Erythrozytenverformbarkeit

50107 - Dyrch eine

nachgewiesen werden, die zu einem GefalRverschluss fuhrte
Zusammenfassung der Literatur ergibt sich ein interessantes Verhaltnis zwischen der
endogenen NO-Konzentration (unter physiologischen und pathophysiologischen

Bedingungen) und der Erythrozytenverformbarkeit (Abbildung 20).
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Abbildung 20: Zusammenhang zwischen Erythrozytenverformbarkeit und NO-
Konzentration in vivo. Unter inflammatorischen Bedingung z.B. Sepsis, ist die Konzentration
von NO (—) im Plasma sehr hoch; dies geht gleichzeitig mit verschlechterter Verformbarkeit
(---) der Erythrozyten einher. Im Gegensatz dazu, konnte bei einigen Erkrankungen, bei
denen der NO-Spiegel pathologisch verringert ist, ebenfalls eine verschlechterte
Verformbarkeit der Erythrozyten nachgewiesen werden. Im physiologischen Zustand und
somit im physiologischen Normbereich (grau markiert) der NO-Konzentration im Blut ist die
Erythrozytenverformbarkeit optimal.

Einige theoretische Modelle tber die Wirkung von NO auf die Regulation der
Erythrozytenmembran sind in der Literatur diskutiert. In Erythrozyten befindet sich die
GC. Dieses Enzym liegt entweder membrangebunden oder gelost im Zytoplasma
vor. Definiert ist die sGC auch als NO-sensitive Guanylatzyklase. Durch NO kann die
sGC ihre katalytische Aktivitdt bis zu 200fach steigern '°. Tsuda et al. haben 2000
postuliert, dass NO und cGMP die Veranderung der intrazelluldren Ca?*-Kinetik
beeinflussen '°. Eine andere Theorie beschreibt, dass ein 240 kDa Protein, welches
mit einem cGMP-mediierten Kationenkanal assoziiert ist, mit dem Spektrin der
Erythrozyten interagieren kann ?2. Die Lokalisation des Proteins in Erythrozyten ist
unklar. cGMP spielt auch bei dem Na*/H*-lonenaustausch eine Rolle . Es ist
jedoch nicht bekannt, ob diese Mechanismen fur die Erythrozytenverformbarkeit

bedeutend sind.
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Im Gegensatz zu der ,cGMP-Theorie“ haben einige Arbeiten gezeigt, dass die
Membranregulation unabhangig von dem cGMP-Stoffwechselweg ist. Korbut et al.
erklarten 2002, der NO-Effekt auf die Verformbarkeit findet direkt tiber einen Ca?*-
abhangigen Kaliumkanal statt, - unabhangig vom cGMP ''°. Oonishi et al.
postulierten 1997 eine cAMP-abhangige Regulation der Erythrozytenverformbarkeit

'3 Jedoch wird in dieser Arbeit kein Zusammenhang mit NO diskutiert.

4.5. , Erythrozytare” NOS: Eine physiologisch relevante NO-Quelle?

FUr das humane Kreislaufsystem wurde bisher beschrieben, dass NO unter
physiologischen Bedingungen lediglich aus Endothelzellen stammt. Erythrozyten
wurden lange Zeit aufgrund einer Inaktivierung des endothelial gebildeten NOs durch
die Reaktion mit Hamoglobin nur als NO-abfangende Zellen betrachtet. Nach einer
Oxygenierung des Hamoglobins bildet sich durch eine Nitrosierungsreaktion von NO
an das Cys-93 der B-Kette des Hamoglobins S-nitroso-Hamoglobin **. Durch eine
induzierte Instabilitat des Hamoglobins wird NO abgespalten, was in einer Dilatation
der Blutgefalie resultieren und Einfluss auf die Thrombozytenaggregabilitat nehmen

kann 111;112

. Wie das im Erythrozyten an Hamoglobin gebundene NO in das
zellumgebende Plasma gelangt, konnte lange nicht geklart werden. Ein in der
Erythrozytenmembran lokalisierter AE1-Transporter soll NO Uber verschiedene
Bindungen ins extrazelluldre Medium Uberfiihren . Rassaf, et al. konnten 2003
zusatzlich nachweisen, dass NO nicht nur lokal wirkt, sondern auch im Plasma
transportiert werden kann und im gesamten Kreislauf aktiv ist °°. Das von
Erythrozyten freigesetzte NO stammt eventuell nicht ausschliel3lich aus den NO-

Speichern.

Erst kirzlich wurde nachhaltig bewiesen, dass Erythrozyten die endotheliale
NOS translatieren **''*. Jubelin und Gierman behaupteten 1996, dass Erythrozyten
eventuell eine INOS und eNOS translatieren und diese NO synthetisieren °%°%1"°,
Ferner konnte ein aktiver L-Arginin-Stoffwechselweg in Erythrozyten nachgewiesen
werden, welcher die Thrombozytenfunktion beeinflussen kann *_Der Nachweis einer
NOS im Erythrozyten wird jedoch kontrovers diskutiert. Wahrend Jubelin und
Gierman 1996 den Nachweis einer INOS und eNOS erbrachten °%, konnten Chen
und Mehta 1998 eine eNOS, aber keine iINOS detektieren °*. Des Weiteren wird
postuliert, dass die NOS in Erythrozyten inaktiv ist °' oder die Aktivitit abhangig vom

Reifungsstadium der Zellen sein kénnte '°. In Untersuchungen der Arbeitsgruppe
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konnte jedoch eindeutig eine aktive, durch biochemische, proteinbiochemische, und
molekularbiologische Nachweismethoden detektierte eNOS-Isoform in Erythrozyten

nachgewiesen werden .

Die physiologische Relevanz des NOs in und aus Erythrozyten wurde in der
vorliegenden Arbeit untersucht. Im Rahmen dieser Arbeit konnte erstmalig
nachgewiesen werden, dass nach Stimulation der erythrozytaren NOS die
Verformbarkeit der Erythrozyten im Vergleich zur basalen Verformbarkeit bis zu 25%
verbessert war (siehe Kapitel 3.4.4., Abbildung 15). Wurde die erythrozytare NO-
Synthese durch einen NOS-Inhibitor ausgeschlossen und Oxyhamoglobin als NO-
Abfanger hinzugegeben, konnte die Verformbarkeit nahezu vollstandig aufgehoben
werden. Das bedeutet, NO aus Erythrozyten wirkt intrinsisch auf die Regulation der
physiologischen Membranfunktion. In dieser Arbeit konnte der Nachweis der
endothelialen Isoform erhartet werden: Die Filtrationsrate des Blutes von eNOS™-

Mausen war geringer als die der WT-Kontrolltiere.

Dieser Effekt wurde in der vorliegenden Arbeit nicht nur in Bezug auf die
Verformbarkeit, sondern auch auf die Aggregation der Erythrozyten untersucht. Die
Ergebnisse der vorliegenden Arbeit, betreffend die Abhangigkeit der
Erythrozytenaggregabilitat von der erythrozytaren NO-Synthese (siehe Kapitel 3.1.),
decken sich weitgehend mit den in der Literatur beschriebenen. Die in vitro Zugabe
eines NOS-Inhibitors (L-NAME) zu den Erythrozyten hatte ebenfalls keinen Effekt auf
die Erythrozytenaggregabilitit ', Jedoch konnte im Rahmen dieser Arbeit erstmalig
nachgewiesen werden, dass in vitro appliziertes exogenes NO die
Erythrozytenaggregabilitdt konzentrationsabhangig verringerte (siehe Kapitel 3.1.,
Abbildung 4). Die zur signifikanten Verringerung der Aggregabilitat notwendige NO-
Menge Uberstieg jedoch die erythrozytar synthetisierte Konzentration um den Faktor
10. Somit konnte postuliert werden, dass endogenes - unter physiologischen
Bedingungen synthetisiertes - NO keinen Anteil an der Aggregation der Erythrozyten
hat.

Die Wirkung von erythrozytarem NO auf benachbarte Zellen konnte gezeigt
werden. Zu Vollblut gegebenes L-Arginin inhibierte die Thrombozytenaggregabilitat
um 7%. In Kontrolluntersuchungen konnte im Rahmen dieser Arbeit kein Einfluss der
Thrombozyten-NOS auf die Thrombozytenaggregation nachgewiesen werden (siehe
Kapitel 3.2.). Die Aktivitdt der in Thrombozyten und Leukozyten befindlichen NOS
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wird in der Literatur kontrovers diskutiert. Anzunehmen ist, dass nur in aktiven bzw.
stimulierten  Zellen (z.B. stimuliert durch  Entziindungsprozesse  oder
Gerinnungskaskade) die NOS stimuliert ist ***¢*°. Somit ist der im Rahmen dieser
Arbeit erbrachte Nachweis, dass das die Thrombozytenaggregation beeinflussende

NO lediglich aus Erythrozyten kommt, im Einklang mit der aktuellen Literatur >*.

Der intrinsische Effekt von erythrozytdarem NO auf die Erythrozytenmembran
(Verformbarkeit und Aggregabilitat) sowie auch der extrinsische, auf benachbarte
Zellen (Thrombozyten) bezogene Effekt wurden bislang diskutiert. Dennoch wird die
Rheologie des Blutes nicht ausschlieBlich durch die Blutzellen bestimmt. Die
Blutviskositat ist eine weitere rheologische Determinante, die die meisten
rheologischen Eigenschaften beinhaltet oder maligeblich durch diese beeinflusst
wird. Die Blutviskositat ist abhangig von der Plasmaviskositat, welche sich relativ
stabil im Vergleich zur gesamten Blutviskositat darstellt. Bei Vorliegen eines extrem
hohen Hamatokrits ist das Blut deutlich viskéser. Dennoch Uberleben Menschen, die
in den Bergen leben oder an Polyzythemia vera erkrankt sind bzw. durch
Erytropoetinabusus einen bis zu 2-fach erhohten Hamatokrit aufweisen. Das
Herzkreislauf-System kann diese extremen Bedingungen durch Verbesserung der

Erythrozytenverformbarkeit adaptieren '™

. In der vorliegenden Arbeit konnte kein
Einfluss der erythrozytaren NOS auf Plasma- und Vollblutviskositat nachgewiesen
werden (siehe Kapitel 3.3., Abbildung 8). Walter et al. konnten 2000 eine
Veranderung der Blutviskositat durch Zugabe von L- und D-Arginin, L-AME, L-NNA,
Lysin und Glutaminsaure nachweisen. Eine hohe Konzentration dieser Aminosaure
reduziert die Blutviskositat bei niedriger Schererate, welche primar durch die
Erythrozytenaggregation determiniert ist, unabhidngig von der NOS-Aktivitat "°. Da
die Vollblutviskositat auch durch die Erythrozytenverformbarkeit beeinflusst wird,
sollte nach Stimulation oder Inhibition der NOS die Viskositat verandert sein. In
vorliegender Arbeit konnte jedoch keine Veranderung der Blutviskositat gemessen
werden. Somit konnte angenommen werden, dass die Filtration sensitiver ist, da
diese nur durch die Erythrozytenverformbarkeit determiniert wird. Die

Vollblutviskositat wird jedoch durch weitere Parameter bestimmt (siehe oben).
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4.6. Relevanz der NO-abhangigen Modifikation der rheologischen Parameter
- Ausblick zur therapeutischen Relevanz -

Fir die Mikrozirkulation sind die rheologischen Parameter (physiologische und
pathologische) besonders wichtig. Die Blutviskositat verandert sich abhangig vom

Durchmesser des BlutgefaBes 2.

Die normale Viskositat setzt eine gesunde
endotheliale Oberflachenschicht voraus. Veranderungen in der
Plasmazusammensetzung, z.B. durch artifizielle Infusion, kénnen zur Anderung
dieser Endothelzellschicht fihren und letztendlich infolgedessen zu Stérungen der
Perfusion im Gewebe fiihren '"°. In der Mikrozirkulation ist die eNOS-Aktivitat
geringer als in groReren GefaRen °°. Jedoch ist der NO-Verbrauch mutmaRlich
vergleichbar in der Makro- und Mikrozirkulation. Die Fahigkeit der Erythrozyten,
selbst NO zu produzieren, konnte diese Lucke - im Besonderen im pathologischen
Bereich '® - schlieRen. Eine Stérung der Viskositat und der Erythrozytenaggregation
kann den Krankheitszustand verschlimmern. Beim nephrotischen Syndrom z.B. kann

eine Thromboembolie entstehen '*'

, d.h. die Veranderungen der rheologischen
Parameter konnen den Zustand einer Krankheit widerspiegeln. Eine erhohte
Erythrozytenaggregation ist prognostisch relevant fir das Erkennen der
Aspirinresistenz '?%. Bei Sepsis-Patienten ist die Erythrozytenverformbarkeit reduziert
2 bei Trauma-Patienten kann eine Verschlechterung der Verformbarkeit eine
Komplikation (Infektion) voraussagen '?%. Im Rahmen eines Koronarsyndroms kann
die Beobachtung der rheologischen Parameter die Effektivitdt der Behandlung
unterstutzen. Das Ergebnis eines Thrombozytenaggregationstests zeigte eine

insuffiziente Therapie und leitete in einigen Féllen die folgende Pravention ein ?’.

Eine mdgliche therapeutische Relevanz der erythrozytaren NOS ist offen. Es
gibt viele Krankheiten, bei denen NO, die Erythrozyten und weitere
hamorheologische Parameter eine Rolle spielen. Bei der Sichelzellenanamie nimmt
NO eine kompensatorische Rolle durch die Erhaltung des Gefal3tonus und
Verhinderung der Thrombozytenaggregation ein. Obwohl die Erythrozyten von
Sichelzellen (HbS) als NO-Abfanger schwacher sind, reicht die Interaktion mit dem
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Endothel, um die Dilatation zu verhindern . Hier scheint die therapeutische

Malnahme, die NO-Verfugbarkeit durch exogenes NO oder durch Induktion der
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NOS-Expression zu erhohen, bedeutungsvoll '®. Bei der durch Plasmodium
falciparum ausgelésten Malaria, kann NO die Zytoadharenz von infizierten
Erythrozyten auf Endothelzellen modifizieren. Der NOS-Inhibitor (L-NAME) kann die

Zytoadharenz mittelbar durch P-Selektin induzieren '?°.
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5. Zusammenfassung

Die Erythrozytenverformbarkeit sowie eine geringe Vollblut- und Plasmavisko-
sitat sind Voraussetzung flur die physiologische, mikrovaskulare Passage. Vaskulares
Stickstoffmonoxid (NO) reguliert neben dem Gefaldtonus insbesondere auch Inter-
aktionen zwischen Blutzellen und dem Endothel; es unterdrickt die Adhasion von
Thrombozyten, Monozyten und neutrophilen Granulozyten. Neueste Untersuchungen
belegen eindeutig eine aktive NO-Synthase in Erythrozyten. Die Bedeutung hamato-
genen NOs fur hamorheologische Parameter wurde bisher unzureichend untersucht.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Charakterisierung des Einflusses ery-
throzytar gebildeten NOs auf hamorheologische Parameter: 1. Eine Modifizierung der
aus der Literatur beschriebenen Filtrationsmethode, um die Erythrozytenverformbar-
keit zu bestimmen. 2. Untersuchung des Einflusses des hamatogenen NOs auf die
unterschiedlichen Blutzellen und die Viskositat des Blutes.

Die vorliegenden Ergebnisse lassen sich wie folgt zusammenfassen:

1. Es wurde eine Filtrationsmethode entwickelt, die eine reproduzierbare und
schnelle Bestimmung der Erythrozytenverformbarkeit gewahrleistet. Der
Variationskoeffizient konnte im Vergleich zu bisher verfligbaren Methoden halbiert
werden, die Intra- und Inter-Observervariabilitat ist gering.

2. Die Erythrozytenverformbarkeit ist im Bereich der physiologischen NO-Konzentra-
tion fein zu regulieren, die erythrozytare NOS ist an dieser Regulation mafRgeblich
beteiligt.

3. Die Erythrozytenaggregation sowie die Vollblut- und Plasmaviskositat kénnen
lediglich durch supraphysiologische NO-Konzentrationen modifiziert werden, eine
Stimulation oder Inhibition der erythrozytaren NO-Synthase zeigt keine relevanten
Unterschiede der rheologischen Parameter.

4. Die erythrozytare NO-Synthase nimmt nicht nur Einfluss auf die Erythrozyten
selbst. Durch Stimulation der erythrozytaren NOS konnte eine verringerte
Thrombozytenaggregation nachgewiesen werden.

Die erythrozytare NO-Bildung spielt eine wichtige Rolle bei der Regulation der
rheologischen Eigenschaften des Blutes. Sie verbessert die Erythrozytenverform-
barkeit und hemmt die Thrombozytenaggregation. Diese Mechanismen kdnnen eine
entscheidende Rolle bei der Pathophysiologie und Therapie mikrovaskularer
Erkrankungen spielen.
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Einfluss erythrozytar gebildeten Stickstoffmonoxids auf die Himorheologie
- Intan Fatah Kumara -

Die Verformbarkeit der Erythrozyten sowie eine geringe Vollblut- und Plasmaviskositat sind
eine Voraussetzung fur die physiologische, mikrovaskulare Passage. Vaskulares
Stickstoffmonoxid (NO) reguliert neben dem Gefaltonus, insbesondere auch Interaktionen
zwischen Blutzellen und dem Endothel, es unterdriickt die Adhasion von Thrombozyten,
Monozyten und neutrophilen Granulozyten. Neuste Untersuchungen belegen eindeutig eine
aktive NO-Synthase in Erythrozyten. Die Bedeutung hamatogenen NOs fur
hamorheologische Parameter wurde bisher unzureichend untersucht.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Charakterisierung des Einflusses erythrozytar
gebildeten NOs auf hamorheologische Parameter: 1. Eine Modifizierung der aus der Literatur
beschriebenen Filtrationsmethode, um die Erythrozytenverformbarkeit zu bestimmen. 2.
Einfluss des hamatogenen NOs auf die unterschiedlichen Blutzellen und die Viskositat des
Blutes.

Die vorliegenden Ergebnisse lassen sich wie folgt zusammenfassen:

1. Es wurde eine Filtrationsmethode entwickelt, die eine reproduzierbare und schnelle
Bestimmung der Erythrozytenverformbarkeit gewahrleistet. Der Variationskoeffizient
konnte im Vergleich zu bisher verfugbaren Methoden halbiert werden, die Intra- und
Inter-Observervariabilitat ist gering.

2. Die Verformbarkeit der Erythrozyten ist im Bereich der physiologischen NO-
Konzentration fein zu regulieren, die erythrozytdare NO-Synthase ist an dieser
Regulation maRRgeblich beteiligt.

3. Die Erythrozytenaggregation sowie die Vollblut- und Plasmaviskositat kdnnen
lediglich durch supraphysiologische NO-Konzentrationen modifiziert werden, eine
Stimulation oder Inhibition der erythrozytaren NO-Synthase zeigte keine relevanten
Unterschiede der rheologischen Parameter.

4. Die erythrozytare NO-Synthase nimmt nicht nur Einfluss auf die Erythrozyten selbst.
Durch  Stimulation der erythrozytaren NOS konnte eine verringerte
Thrombozytenaggregation nachgewiesen werden.

Die erythrozytare NO-Bildung spielt eine wichtige Rolle bei der Regulation der rheologischen
Eigenschaften des Blutes. Sie verbessert die Erythrozytenverformbarkeit und hemmt die
Thrombozytenaggregation. Diese Mechanismen kdnnen eine entscheidende Rolle bei der
Pathophysiologie und Therapie mikrovaskularer Erkrankungen spielen.

Dusseldorf, den Prof. Dr. med. Malte Kelm
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