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Liste der Abkürzungen 
 
Abb.    Abbildung 

Ak    Antikörper 

BSA    Rinder-Serum (Bovines Serum) Albumin 

CD45    Glykoprotein der Leukozytenmembran 

CD62P   P-Selektin 

DNA    Desoxyribonukleinsäure   

EDTA    Ethylendiamintetraacetat 

EGTA    Ethylenglykoltetraacetat 

eNOS    endotheliale NO-Synthase 

eNOS(-/-)   Defiziente Allele des eNOS-Genes 

FACS    Durchflusszytometrie (Fluorescence 

Aktivated Cell Sorting) 

FITC    Fluorescein-Isothiocyanat 

g    Gravitationsfeldstärke 

HEPES   4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonat 

HUVECs   Humane Nabelschnur Endothelzellen  

    (Human Umbilical Vein Endothelial Cells) 

    synonym gebraucht zu Endothelzellen 

iNOS    induzierbare NO-Synthase 

MetHb    Methämoglobin 

mRNA    Messenger-RNA    

NaCl    Natriumchlorid 

nNOS    nNOS neuronale NO-Synthase 

�NO   Stickstoffmonoxid (im folgenden Text ohne 

Kennzeichnung des freien Elektrons) 

NO2
-    Nitrit 

NO3
-    Nitrat 

NOS    NO-Synthase (EC 1.14.13.39) 

OxyHb   Oxyhämoglobin 

PBS    Saliner Phosphatpuffer 
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PCR    Polymerase-Ketten-Reaktion 

PE    Phycoerythrin 

rpm    Umdrehung pro Minute (rotation per minute) 

RSNO    S-Nitrosothiole 

RT-PCR   PCR zur Amplifikation von RNA; vor der PCR

  erfolgt initial eine Umschreibung der RNA in 

DNA durch die Reverse Transkriptase  

SDS    Natriumdodecylsulfat 

s.o.    siehe oben 

Tab.    Tabelle 

TRIS    Tris(hydroxymethyl)aminomethan 

VEGF-2  Rezeptor der Endothelzellen für das 

Wachstums-Hormon (Vascular-Endothelial-

Cell-Groth-Factor-2-Receptor)
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1 Einleitung 
       

Stickstoffmonoxid (NO) ist als wichtiges Regulationsmolekül der 

vaskulären Homöostase bekannt. NO wird in den Endothelzellen durch 

die NO-Synthase (NOS) gebildet und im Blut intra- und extrazellulär 

abgebaut oder proteingebunden gespeichert. Erythrozyten galten lange 

als Hauptabbauort des NO, mittlerweile sind Erythrozyten jedoch auch 

als Speicher und Transporter von NO identifiziert. Neuere Unter-

suchungen zeigen darüber hinaus in vitro auch eine NO-Bildung im 

Erythrozyten aus Nitrit. Noch ungeklärt ist dagegen, ob Erythrozyten 

durch eine zelleigene NOS am vaskulären NO-Metabolismus beteiligt 

sein könnten.  

1.1 NO-Funktion und Synthese 

NO ist ein zentraler Mediator in vielen unterschiedlichen biolo-

gischen Prozessen. Als intrazellulärer und extrazellulärer Botenstoff ist 

NO nicht nur an physiologischen Regulationsmechanismen im Herz-

kreislaufsystem, sondern auch im Zentralnervensystem, im peripheren 

Nervensystem und im Immunsystem beteiligt55;60;85.  

Durch kontinuierliche Freisetzung aus der Gefäßwand spielt NO 

eine zentrale Rolle in der Aufrechterhaltung der vaskulären 

Homöostase7;30;72. NO moduliert im vaskulären System verschiedene 

Funktionen in der luminalen und abluminalen Gefäßwand. (a) NO 

bewirkt in den Leitungsarterien vom muskulären Typ und in den 

präkapillären Widerstandsgefäßen eine konstante Herabsetzung des 

Tonus und senkt so den Blutdruck. Darüber hinaus wirkt NO am 

Gefäßsystem anti-arteriosklerotisch, indem es die Mitogenese und die 

Proliferation der vaskulären glatten  Muskelzellen (b) und die 

Zelladhäsion (c)  von Monozyten, Neutrophilen-Granulozyten und 

Thrombozyten an die Gefäßwand hemmt und die Lipidoxidation 

reduziert. Es unterdrückt also infiltrative entzündliche Prozesse der 

Gefäßwand56;65;78;79. An den Blutzellen sind verschiedene NO-ver-

mittelte Funktionen beschrieben. Es hemmt die hämostatische Kaskade 
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und verhindert so eine intravasale Gerinnung, indem es (d)  die 

Thrombozyten stabilisiert und plasmatische Gerinnungsfaktoren modi-

fiziert. Neben diesen protektiven Mechanismen scheint (e) die Modu-

lation der Erythrozytenverformbarkeit für die vaskuläre Homöostase von 

Bedeutung zu sein.  

Im zentralen Nervensystem dient NO als Neurotransmitter und ist 

u.a. an der Vermittlung von Schmerzreizen beteiligt. Im peripheren 

Nervensystem wirkt NO an der Signalübertragung in Teilen des Gastro-

intestinaltraktes, der Atemwege und des Urogenitaltraktes mit. 

Außerdem ist NO an der Modulation der spezifischen und unspe-

zifischen Abwehr beteiligt. Es wird in neutrophilen Granulozyten und 

Makrophagen gebildet88, ist an der von Makrophagen vermittelten 

Immunantwort beteiligt und spielt eine Rolle in der Pathophysiologie der 

Sepsis36;56;62;85. 

Alle diese Vorgänge werden durch die Aktivierung der löslichen 

Guanylatzyklase und den resultierenden Anstieg des zyklischen 

Guanosinmonophasphat in der Zielzelle vermittelt.  

NO wird von der NO-Synthase gebildet, welche die Aminosäure 

L-Arginin unter Zuhilfenahme von Kofaktoren (FAD, FMN, NADPH, 

Tetrahydrobiopterin (BH4)) und molekularem Sauerstoff zu NO und L-

Citrullin umsetzt. 

Bei den Isoformen der NOS unterscheidet man die Calcium/ 

Calmodulin-abhängigen, konstitutiven NOS Formen (nNOS, eNOS), 

von der  Calcium/Calmodulin-unabhängigen, induzierbaren Form 

(iNOS)59. Die Aktivierung der konstitutiven NOS wird nach Rezeptor-

stimulation durch extrazelluläre Signale wie z.B. einen Anstieg der 

Schubspannung im Gefäß, oder durch Freisetzung rezeptorabhängiger 

Stimulatoren der NOS (z.B. Acethylcholin, Histamin, Serotonin, 

Bradikinin und Substanz P) über einen intrazellulären Anstieg der 

Calciumkonzentration und nachfolgender Calmodulin-NOS Assoziation 

vermittelt10. Calmodulin kontrolliert den Elektronenfluss zwischen der 

Reduktase- und der Oxygenase-Domäne der NOS, so dass der Anstieg 
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der Calciumkonzentration die NO-Bildung induziert1. Bei der induzier-

baren Form (iNOS) ist durch eine höhere Affinität das Calmodulin auch 

bei normaler intrazellulärer Calciumkonzentration an das Enzym 

gebunden. Sie wird durch Cytokine (TNFα) und Endotoxine (LPS) 

stimuliert. 

Die ursprüngliche Unterteilung der NOS-Isoformen in die 

konstitutiven und die induzierbare Form wird jedoch immer mehr 

verlassen, da bestimmte Zelltypen auch eine konstante Expression der 

iNOS zeigen60. Heute werden die NOS Formen basierend auf ihrer 

molekularen Struktur in drei Isoformen, die neuronale NOS (nNOS oder 

Typ I), die endotheliale NOS (eNOS oder Typ III) und die induzierbare 

NOS (iNOS oder Typ II) eingeteilt60. Diese Isoformen wurden nach den 

Geweben, in denen sie zuerst nachgewiesen wurden, benannt. Die 

nNOS konnte jedoch zusätzlich in Skelettmuskelzellen51 und im 

respiratorischem Epithel6 nachgewiesen werden. Die eNOS konnte 

noch in Herzmuskelzellen, im Skelettmuskel, in renalen und pulmonalen  

Epithelzellen80, sowie in Neuronen84 identifiziert werden. Überdies sind 

die meisten Zellen in der Lage, durch inflammatorische Zytokine 

stimuliert, iNOS zu synthetisieren. Darüber hinaus wurde in jüngerer 

Zeit  eine vierte Isoform  in den Mitochondrien nachgewiesen26;27. Diese 

so genannte mitochondriale NOS (mtNOS) scheint für die 

mitochondriale Homöostase durch Beteiligung an der pH-Regulation, 

der Aufrechterhaltung des transmembranösen Potentials und der 

Atmungskette von Bedeutung zu sein26. 

Alle NOS Isoformen haben eine  vergleichbare basale Aktivität 

von ca. 1 µmol*min-1
*mg-1. Die Angaben unterschiedlicher Enzym-

aktivitäten der Isoformen sind bedingt durch unterschiedliche 

Expressionsraten und nicht durch unterschiedliche katalytische 

Aktivitäten59. 
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1.2 NO-Speicherung und Transport im Blut  

Bis vor kurzem wurde angenommen, dass endothelial gebildetes 

NO ausschließlich parakrin, d.h. lokal in der Gefäßwand wirkt, weil das 

instabile NO-Molekül mit einer ultrakurzen Halbwertzeit von 0,05 bis 1 

Sekunde schnell mit molekularem Sauerstoff zu Nitrit (NO2
-) und mit 

dem Oxyhämoglobin (OxyHB) im Erythrozyten zu Nitrat (NO3
-) reagiert 

(siehe Kapitel 1.3)20;69. Es gibt jedoch Hinweise, dass die NO-Wirkung 

durch Speicherformen5;28;37 auch systemisch, Bildungsort-fern, also 

endokrin, vermittelt werden kann25;68. Im Plasma und in den 

Erythrozyten (siehe Kapitel 1.3) wurden NO-Intermediate gefunden, an 

die NO reversibel binden kann und die NO vor dem direkten Abbau 

schützen können. Im Plasma wurden Nitrosothiole, sogenannte RSNOs 

nachgewiesen68. RSNOs entstehen durch die Reaktion von NO mit den 

im Plasma zirkulierenden Thiolgruppen  von Albumin, Glutathion und 

Cystein. Die genaue Reaktion, die zur RSNO-Bildung führt, ist noch 

nicht geklärt. Man geht jedoch davon aus, dass die Thiolgruppen in 

Anwesenheit von Elektronenakzeptoren über das Nitrosylkation zu 

RSNO15 und nicht wie lange angenommen direkt mit NO reagieren34;86. 

Begünstigt wird die RSNO-Bildung durch die hohen 

Thiolkonzentrationen im Plasma (Albumin: 500 µM 34;86; Glutathion: 4 

µM44; Cystein: 200 µM44). Im Gegensatz hierzu bewegen sich die 

RSNO–Konzentrationen im nano- bis mikromolaren Bereich, wobei 

nitrosiertes Albumin den Hauptanteil des plasmatischen RSNO-Pools 

darstellt (0,025 bis 7 µM)42;67. S-Nitrosocystein und S-Nitrosoglutathion 

machen mit 0,002 bis 0,3 µM nur einen geringen Anteil der Gesamt-

RSNO-Konzentration aus11. Die Stabilität der NO-Bindung hängt von 

den umgebenden Reaktionsbedingungen ab. In vitro wurden 

Halbwertszeiten der RSNOs zwischen 40 min für SNO-Albumin, 8 min 

bei S-Nitrosoglutathion und 1 min für S-Nitrosocystein bestimmt. Der 

Mechanismus der NO-Freisetzung aus den plasmatischen Speichern, 

den RSNOs, ist in vivo noch nicht nachgewiesen. Durch Unter-

suchungsergebnisse in vitro ist aber anzunehmen, dass Cu2+-Ionen, die 
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in großen Mengen im menschlichen Organismus vorkommen (1 µmol 

gelöstes und 15 µmol Gesamtkupfer),  einen Zerfall von RSNOs unter 

Bildung von Disulfiden und NO bewirken2. Außerdem könnten durch 

Transnitrosierungsvorgänge aus stabileren Thiolen wie dem S-Nitroso-

glutathion relativ instabilere Thiole wie das S-Nitrosocystein ent-

stehen77. Als weiterer Faktor könnte Ascorbinsäure, die in hohen 

Konzentrationen als Nucleophil agiert, durch Angriff an der Stickstoff-

gruppe NO freisetzen33. 

Neben den RSNOs scheint es einen weiteren physiologischen 

NO-Pool zu geben. Das im Vollblut befindliche Nitrit wurde  primär als 

intermediäres Zwischenprodukt im Abbau von NO betrachtet (s.o.) und 

deswegen als biochemischer Marker der endothelialen NOS-Aktivität 

etabliert43. Neuste Untersuchungen bestätigen jedoch eine ältere 

Hypothese, nach der auch im humanen Organismus, ähnlich der 

bakteriellen Nitrit-Reduktase, aus Nitrit NO gebildet werden kann20;93. 

Drei Mechanismen sind beschrieben, die Xanthinoxidoreduktase47, die 

nichtenzymatische Disproportionierung oder Säure-Reduktion54;76 und 

die nichtenzymatische NO-Bildung durch Deoxyhämoglobin17;20 (siehe 

Kapitel 1.3).  

1.3 NO-Metabolismus im Erythrozyten 

Erythrozyten nehmen nicht alleine durch ihren großen Anteil am 

Blutvolumen von bis zu 50% eine zentrale Rolle im vaskulären NO-

Metabolismus ein. Erythrozyten, primär als Sauerstofftransporter 

bekannt, sind zellorganellfreie Blutzellen, die lediglich durch eine 

Plasmamembran vom Blutplasma abgegrenzt sind  und vor allem das 

Protein Hämoglobin enthalten, welches 66% der zellulären Proteine 

ausmacht. Hämoglobin besteht aus vier Untereinheiten, von denen jede 

Untereinheit eine Hämgruppe trägt. Beim Sauerstofftransport wird der 

Sauerstoff reversibel an das Häm-Eisen angelagert (Oxygenierung). Je 

zwei der vier Untereinheiten besitzen identische Polypeptidketten, die 

α- und β- Ketten. 
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Die Erythrozyten wurden im Zusammenhang mit NO bis vor 

kurzem ausschließlich als NO-abbauende Blutbestandteile betrachtet. 

Im Mittelpunkt dieser Hypothese stand die Reaktion von NO mit 

Oxyhämoglobin (HbO2) zu Methämoglobin (MetHb) und Nitrat (Abb. 1.1 

A), die zu einem Funktionsverlust des NO führt20;69. Diese Sichtweise 

wird jedoch durch Untersuchungen erweitert, die zeigen, dass 

Erythrozyten NO speichern, transportieren und wieder abgeben 

können. So kann ein Teil des NO mit dem Eisen der Hämgruppe des 

Deoxyhämoglobins (Hb) Nitrosylhämoglobin (NOHb) bilden (Abb. 1.1 

B)31. Außerdem kann NO durch Bindung an das Cystein der β–

Hämoglobinkette (HB-ßCys-SH) durch eine Transnitrosierung S–

Nitrosohämoglobin (HB-ßCys-SNO) bilden (Abb. 1.1 C)31. Hämoglobin 

kommt in zwei verschiedenen Strukturen einer R–Form (mit hoher O2–

Affinität) und einer T–Form (mit niedriger O2–Affinität) vor. Nach der von 

Jia et al. aufgestellten Hypothese37 bedingt die R-Form eine Anlagerung 

von NO an das Cystein, während die T-Form eine Freisetzung des 

gebundenen NO begünstigt28;37;87. Nach dieser Hypothese führt die 

Oxygenierung in der Lunge zu einer Bindung von NO, während die 

Sauerstoffabgabe in der Peripherie eine Freisetzung des NO und damit 

eine lokale Vasodilatation bewirkt82. Dagegen begünstigt 

Oxyhämoglobin  durch seine R-Form das Abfangen von NO und führt 

damit zur Vasokonstriktion37. Außerdem ist eine Beeinflussung der 

Thrombozytenaggregabilität durch das aus S–Nitrosohämoglobin 

freigesetzte NO beschrieben52. Wie das im Erythrozyten an Hämoglobin 

gebundene NO in das zellumgebende Plasma gelangt, konnte lange 

nicht geklärt werden. Inzwischen wird angenommen, dass ein in der 

Erythrozytenmembran lokalisierter AE1-Transporter NO über verschie-

dene Bindungen ins extrazelluläre Medium überführt63. Erythrozyten 

sind also nicht nur Abbauort von NO, sondern auch ein regulatorischer 

Bestandteil  der vaskulären NO-Bioverfügbarkeit (Abb.1.1). 
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A. HbO2 + NO            → MetHb + NO3- 
B. Hb + NO                → NOHb 
C. Hb-ßCys-SH + NO → Hb-ßCys-SNO 

 

Plasma 

Erythrozyt 

Endothel 

Glatte Muskelzellen 

NOS  ? 

L-Arginin NO 
+ L-Citrullin 

Nitrit → NO 

NOX ↔ NOX SH ► RSNO ↔ SH ► RSNO 

NO 
↑ 

eNOS 
↓ 

NO 

 
 

Abb.1.1  NO-Stoffwechsel im Erythrozyten 

 

Neuere Erkenntnisse  legen nahe, dass Erythrozyten nicht nur 

passiv am NO-Metabolismus beteiligt sind, sondern aus intraerythro-

zytär gespeichertem Nitrit auch NO bilden könnten (siehe Kapitel 1.2). 

In vitro sind drei mögliche  Reaktionswege  der NO-Bildung 

beschrieben: 1. durch die Xanthin-Oxidoreduktase47, 2. die  

nichtenzymatische Disproportionierung oder Säure-Reduktion54;76 und 

3. die nichtenzymatische NO-Bildung durch Deoxyhämoglobin17;20. 

Allen gemeinsam ist, dass die NO-Bildung aus Nitrit primär unter 

hypoxischen Bedingungen erfolgt48;54. Als zentrale Reaktion wird die 

1981 von Doyle und Hoekstra erstmals beschriebene nicht-

enzymatische NO-Bildung durch Deoxyhämoglobin gesehen und damit 

der Erythrozyt als zentrales Kompartiment17;20. Dafür spricht nicht nur 

die hohe Hämoglobinkonzentration im Vollblut, sondern auch die 

gemessene hohe intraerythrozytäre Nitritkonzentration (288±47 nmol/l) 
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im Vergleich zum Plasma (176±17 nmol/l)18. Die physiologische 

Relevanz ist derzeit nur eingeschränkt zu beurteilen, weil die 

beschriebenen Reaktionen bisher nur in vitro für  supraphysiologische 

Nitritkonzentrationen im µmolaren Bereich gezeigt werden konnten17. 

Sie könnte aber in der beschriebenen Abhängigkeit der Reaktionen von 

hypoxischem Milieu und dem in vivo gemessenen arterio-venösen 

Nitrit-Gradienten liegen. So wäre die nicht NOS-katalysierte NO-Bildung 

als physiologische Reaktion in physiologisch (Mikrozirkulation) oder 

pathophysiologisch hypoxischen Geweben (Infarkt) denkbar49. 

Das vom Erythrozyten freigesetzte NO stammt nicht aus-

schließlich aus den NO- bzw. Nitrit-Speichern, sondern kann 

möglicherweise vom Erythrozyt durch eine zelleigene NO-Synthase 

direkt aus L-Arginin gebildet werden. Eine aktive NO-Synthese durch 

eine NOS im Erythrozyten wurde 1995 erstmals durch Deliconstatinos 

et al.19 beschrieben. In der Literatur bestehen seitdem wenige, aber 

widersprüchliche Hinweise auf eine erythrozytäre NOS. In einem Teil 

der Literatur wird eine NOS-Aktivität in Zytosol oder Membran durch 

Nachweis einer NO-Bildung beschrieben19;22. In anderen Publikationen 

konnte diese jedoch nicht bestätigt werden41. Demzufolge wird der 

Protein-Nachweis der erythrozytären NOS entweder als katalytisches 

Enzym oder inaktives Protein interpretiert41;53. Auf Proteinebene konnte 

keine einheitliche Expression einer oder mehrerer der drei bekannten 

NOS Isoformen gezeigt werden 9;14;38. Eine mRNA-Expression wurde 

noch nicht untersucht. Außerdem finden sich einige Publikationen, die 

einen NOS-basierenden NO-Metabolismus im Erythrozyten unter 

spezifischen pathophysiologischen Fragestellungen untersucht haben 

und eine erythrozytäre NOS-Expression als bereits etabliert 

voraussetzten12;13;23;32;39. Zusammenfassend kann man feststellen, dass 

abgesehen von der Widersprüchlichkeit der Ergebnisse in der Literatur 

aktuell keine Publikation zu finden ist, die eine mögliche NOS-

Expression im Erythrozyten auch unter Berücksichtung der Isoform 

eindeutig nachweisen oder widerlegen kann. Im Hinblick auf die 
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beschriebene Bedeutung  des erythrozytären NO-Metabolismus für die 

vaskuläre Homöostase (siehe Kapitel 1.2 u. 4.3) ist die Frage einer 

erythrozytären NOS von zentralem Interesse. 

  Daraus ergaben sich folgende Ziele: 

1. Nachweis oder Ausschluss einer NO-Synthase im Erythrozyten 

2. Charakterisierung der Isoform 

3. Nachweis der Expression auf RNA- und Proteinebene 
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2 Material und Methoden   
 

Alle Chemikalien wurden, wenn nicht gesondert aufgeführt, von 

Sigma-Aldrich Chemie GmbH (München, Deutschland) bezogen.  

2.1 Probengewinnung und Probenaufarbeitung 

2.1.1 Entnahme und Aufarbeitung von Blutproben 

Blutentnahme: Als Antikoagulanz wurde für alle Blutentnahmen 

(Mensch, Maus) Heparin eingesetzt (10 IE*ml-1, Liquemin; Roche, 

Grenzach-Wyhlen, Deutschland). Zur Separation von Thrombozyten  

(s.u.) wurde Lepirudin als Antikoagulanz verwendet (62,5 µg*ml-1; 

Schering, Berlin, Deutschland).  

Humanes Vollblut von gesunden Freiwilligen wurde über eine 

venöse Punktionskanüle (Butterfly, ∅ 0,6 mm; Abbott Ireland, Sligo, 

Irland) aus der gestauten Vena cubiti unter Vermeidung einer Hämolyse 

entnommen.  

Venöses Blut aus ausgewachsenen transgenen Mäusen 

(eNOS(-/-), basierend auf C57BL6, von Prof. A. Gödecke (Institut für 

Herz- und Kreislaufphysiologie, Univ. Düsseldorf) zur Verfügung 

gestellt29) und entsprechenden Wildtypen (eNOS (+/+), C57BL6) wurde 

nach Anästhesie mittels intraperitonealer Gabe von Ketavet (80 mg*kg-1 

Körpergewicht; Pharmacia & Upjohn, Erlangen, Deutschland) und 

Rompun (10 mg*kg-1 Körpergewicht; Bayer Vital, Leverkusen, 

Deutschland) aus der unteren Hohlvene in der eröffneten Bauchhöhle 

entnommen.  

Zur Separation der Blutzellen wurden verschiedene Verfahren  

ausgetestet. Ziel war es, ein Verfahren zu etablieren, das auch in 

parallel zu dieser Arbeit durchgeführten biochemischen Unter-

suchungen angewendet werden konnte. Dazu musste die Blutzell-

separierung schnell, ohne Verwendung von Chemikalien, ohne Zell-

stress, durch ausgeprägte mechanische Belastung, und kostengünstig 

für große Volumina erfolgen. Ausgetestet wurden verschiedene 
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Verfahren differentieller Zentrifugation und Magnet-Ak-Bead-Separa-

tion, während Dichtegradienten, basierend auf unterschiedlichen 

Chemikalien, nicht angewendet werden konnten. 

Vollblut wurde direkt verwendet. Für die Separation der 

Erythrozyten wurde Vollblut in einer an der Spitze verschlossenen 

Spritze ohne Kolben 10 min bei 800 x g und 4 ºC mit ungebremst 

auslaufendem Rotor zentrifugiert und der plasmatische Überstand 

abgenommen. Nach Lösen des Verschlusses wurden ca. 2/3 der 

sedimentierten Erythrozyten durch vorsichtiges Abtropfen gewonnen, 

ohne dabei die leukozytäre Grenzschicht zu beschädigen.  

Zur Isolation der Leukozytenfraktion wurde das Vollblut in 

hypotonem Lysepuffer (1:5, V/V, EL-Lysepuffer; Qiagen, Hilden, 

Deutschland) resuspendiert und unter mehrfachem Schütteln für ca. 25 

min bis zur vollständigen Erythrozytenlyse auf Eis inkubiert. Nach 

Zentrifugation (10 min, 200 x g und 4 ºC) wurde der Überstand aus 

Erythrozytenlysat und Thrombozyten verworfen.  

Die Thrombozyten wurden durch differentielle Zentrifugation aus 

Vollblut gewonnen (20 min, 350 x g, 20 °C, mit ungebremst aus-

laufendem Rotor). Es wurden die oberen 2/3 des Überstandes 

(plättchenreiches Plasma (PRP)) verwendet. 

Aufarbeitung der Blutproben: Für die weiteren Untersuchungen, 

die Protein- (siehe Kapitel 2.2 und 2.4) und die RNA-Analytik (siehe 

Kapitel 2.3), wurden die Zellen in jeweiliger Zellzahl in PBS (PBS-Puffer 

pH 7,5; Serag Wiessner GmbH, Naila, Deutschland) aufgenommen. 

Die Reinheit der einzelnen Zellpräparationen wurde mittels Blut- 

Zell-Zähler (MÖLAB, Deutschland), durch FACS-Analyse (Leukozyten 

mit CD45-Ak und Thrombozyten mit CD42-Ak spezifisch markiert) 

(Beckmann Coulter Epics XL, Beckman Coulter GmbH, Krefeld, 

Deutschland) und Lichtmikroskopie (Pappenheim-Färbung) kontrolliert.  
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2.1.2 Zellkultur humaner Endothelzellen 

Zellkultur humaner Nabelschnur-Endothelzellen (Human 

Umbilical Vein Endothelial Cells (HUVECs)):  

Die Gewinnung und Kultivierung wurde unter sterilen Bedingun-

gen in der Zell-Bank durchgeführt. 

Zellpreparation: Endothelzellen wurden enzymatisch aus der 

Vene von Nabelschnüren gesunder Spender abgelöst. Die Vene wurde 

mit PBS gespült, mit Kollagenase A (0,1%; Roche, Grenzach-Whylen, 

Deutschland) gefüllt und nach Verschließen der Enden für 15 min bei 

37 ºC in PBS inkubiert. Durch Schwenken der Nabelschnur wurden die 

Zellen, zusätzlich zur enzymatischen Ablösung, mechanisch gelöst und 

mit der Kollagenase in ein 50 ml Zentrifugenröhrchen (Greiner, 

Solingen, Deutschland) ausgestrichen. Nach Zentrifugation (5 min bei 

300 x g und 4 ºC) wurden die sedimentierten Zellen in 12 ml 

Endothelzell-Medium (C-22010; PromoCell, Heidelberg, Deutschland) 

resuspendiert, in zwei T-25 Zellkulturflaschen (FalconTM, BD 

Biosciences, Heidelberg, Deutschland) überführt und bei 37 °C und 5% 

CO2  im Brutschrank (Jouan 150) inkubiert. Das Medium wurde jeden 

zweiten Tag gewechselt.  

Ablösen / Passagieren: War ein konfluenter Zellrasen gewach-

sen, wurden die Zellen nach Abnahme des Mediums mit PBS gewa-

schen und durch 2 min Inkubation mit 2 ml Trypsin/EDTA (0,04/0,03%) 

(PromoCell, Heidelberg, Deutschland) vom Boden der Flasche gelöst. 

Die Zellen wurden als Positiv-Kontrolle zu Untersuchungen der Protein-

Expression (siehe Kapitel 2.2 und 2.4) oder der eNOS-mRNA-

Expression verwendet (siehe Kapitel 2.3), bzw. im Teilungsverhältnis 

1:3 erneut ausplattiert und bis zur max. dritten Zellpassage wieder in 

Kultur genommen. 

Die Reinheit der Zellen wurde durch Auflichtmikroskopie und in der 

FACS-Analyse mit VEGF-2-Ak Markierung der Endothelzellen be-

stimmt. In der Auflichtmikroskopie zeigte sich das typische homogene 
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Zellbild der Endothelzellen. In der FACS Analyse konnte eine Zellrein-

heit von 99,9% nachgewiesen werden. 

2.2 Immunhistochemische Untersuchungen einer NO-Synthase 
im Erythrozyten 

Die Annahme einer NO-Synthase innerhalb der Erythrozyten, 

basierend auf Hinweisen in der Literatur und biochemischen Ergeb-

nissen der eigenen Arbeitsgruppe sollte im Rahmen dieser Arbeit durch 

immunhistochemische Untersuchungen überprüft werden. 

Reine Erythrozyten (human) und Vollblut (human und murin) 

(siehe Kapitel 2.1.1) wurden jeweils 1:20 bzw. 1:10 mit PBS verdünnt 

und jeweils 10 µl auf Deckgläsern (24x32 mm) ausgestrichen. Die 

Zellen wurden mit Methanol/Formaldehyd (37%) (9:1, V/V) fixiert (30 

sec bei 4 °C), dreimal mit PBS gewaschen und mit PBS/Triton-X-100 

(0,1%) 5 min bei Raumtemperatur permeabilisiert. Nach drei Wasch-

schritten mit PBS wurden die unspezifischen Bindungsstellen mit 5% 

Rinder-Serum Albumin (BSA) (bei Ausstrichen von humanem Blut) oder 

5% Ziegen-Serum Albumin (bei Ausstrichen von murinem Blut) 

abgesättigt. Die Proben wurden über Nacht mit dem Primärantikörper 

inkubiert: für humane Erythrozyten und Vollblut: anti-eNOS (monoklonal 

IgG1 Maus; BD Biosciences Pharmingen, Heidelberg, Deutschland), 

anti iNOS und anti nNOS (polyklonal IgG Kaninchen; Biomol GmbH, 

Deutschland) (1:100 in 5% BSA); für murines Blut: anti-eNOS 

(polyklonal Kaninchen; BD Biosciences Pharmingen, Heidelberg, 

Deutschland) (1:100 in 5% Ziegenserum Albumin). Nach dreimaligem 

Waschen mit Tris-Bor-Säure-EDTA-Puffer (500 mM NaCl, 20 mM Tris, 

pH 7,5, Tween 20:1) wurden die Ausstriche 2 h mit dem sekundären 

Antikörper (Ak) inkubiert (humane Proben: mit Fluorescein-

Isothiocyanat (FITC)-gekoppelte Mäuse-Ak (1:300 in Tris-Bor-Säure-

EDTA-Puffer, 5% BSA); murine Proben: mit FITC-gekoppelte 

Kaninchen-Ak (1:300 in Tris-Bor-Säure-EDTA-Puffer, 5% Ziegen-Serum 

Albumin); Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München, Deutschland).  
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In einem weiteren Versuch wurden  Ausstriche zur  zellpopula-

tionsspezifischen Kontrolle zusätzlich mit einem zellspezifischen, 

Phycoerythrin (PE) -Farbstoff-gekoppelten Primärantikörper inkubiert. In 

einem Ansatz wurden humane Vollblut-Ausstriche mit Erythrozyten-

spezifischen Glycophorin-A-Ak (anti-Glycophorin-A-PE, 1:100 in Tris-

Bor-Säure-EDTA-Puffer 5% BSA; BD Biosciences Pharmingen, 

Heidelberg, Deutschland) und eNOS-Ak (s.o.) koinkubiert. In einem 

zweiten Ansatz wurden humane Erythrozyten-Ausstriche mit 

Thrombozyten-spezifischen CD62P-Ak (anti CD62P-PE, 1:100 in Tris-

Bor-Säure-EDTA-Puffer 5% BSA; BD Biosciences Pharmingen, 

Heidelberg, Deutschland) und eNOS-Ak (s.o.) koinkubiert. 

Als Negativ-Kontrolle diente jeweils ein Ausstrich ohne Zugabe des 

Primärantikörpers. Die Zellen wurden mit einem konfokalen Laser-

Mikroskop (LSM 5 Pascal, Zeiss, Jena, Deutschland) bei der 

Wellenlänge 505 nm (FITC) und 560 nm (PE) bei 100-facher 

Vergrößerung eingestellt und die Fluoreszenzsignale computergestützt 

dargestellt und dokumentiert.  
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2.3 Untersuchungen zur eNOS-mRNA-Expression im 
Erythrozyten 

2.3.1 RT-PCR der eNOS-mRNA im Erythrozyten 

Da biochemischen Untersuchungen auf eine konstitutive NOS-Isoform 

innerhalb der Erythrozyten hinwiesen und sich in den immun-

histochemischen Untersuchungen im Rahmen dieser Arbeit aus-

schließlich eine eNOS-Expression in den Erythrozyten nachweisen ließ, 

wurde bei den mRNA-Untersuchungen lediglich die endotheliale 

Isoform (eNOS) berücksichtigt.   

Die Gesamt-RNA wurde aus Vollblut, Erythrozyten, Leukozyten 

und Thrombozyten (siehe Kapitel 2.1.1) mit dem PAXgene Blood RNA 

Validation Kit (PreAnalytiX, Qiagen, Hilden, Deutschland) isoliert. In 

einem ersten Ansatz wurden Erythrozyten in einer dem Vollblut 

entsprechenden Zellzahl eingesetzt (4,5 x 106 Zellen*µl-1).  Um ein 

späteres mögliches positives Signal primär als erythrogen werten zu 

können und Leukozyten und Thrombozyten als Ursprung des Signals 

ausschließen zu können, wurde die RNA aus Leukozyten und 

Thrombozyten jeweils aus einer Zellzahl, zehnfach größer einer 

potentiellen Kontamination der erythrozytären Probe mit Leukozyten 

(1000 Zellen*µl-1) und Thrombozyten (100.000 Zellen*µl-1) (siehe Kapitel 

3.1) isoliert.  

In einem zweiten Ansatz wurden die RNA aus allen 

Zellpopulationen in einer der Vollblut entsprechenden Zellzahl 

(Erythrozyten, 4,5 x 106 Zellen*µl-1; Leukozyten 4000 Zellen*µl-1, 

Thrombozyten 300.000 Zellen*µl-1) extrahiert. 

Die Gesamt-RNA aus Endothelzellen (HUVEC) der 2. bis 3. 

Kultivierungspassage (2,5 x 106 Zellen/Ansatz) wurde als Positiv-

Kontrolle für den eNOS-Nachweis mit dem RNeasy Mini Kit (Qiagen, 

Hilden, Deutschland) gewonnen. 

Die RT-PCR wurde mit dem One Step RT-PCR Kit (Qiagen, 

Hilden, Deutschland) durchgeführt. Die Reaktionsansätze wurden nach 
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dem Protokoll des Herstellers aufgearbeitet und die RNA im 

Thermocycler (Eppendorf, Hamburg, Deutschland) translatiert und 

amplifiziert (30 min 50 ºC RT-Reaktion, 15 min 95 ºC Aktivierung der 

Taq-Polymerase; 35 Zyklen: 1 min 95 ºC Denaturierung, 1 min 59 ºC 

Annealing, 1 min 72 ºC Extension; 10 min 72 ºC abschließende 

Extension).  

Für den eNOS-mRNA-Nachweis wurden mRNA-spezifische, 

Intron-spannende Primer mit der Sequenz-Analyse-Software (DNAStar 

Inc., Madison, USA) (vom Biologisch-Medizinischen Forschungs-

zentrum, Univ.-Düsseldorf zur Verfügung gestellt) erstellt 

(5`TGGCGAAGCGAGTGAAGGCGACAA 3`; 

5`CAAAGGCGCAGAAGTGGGGGTATG 3`; Produkt: 450 bp) (mRNA 

Sequenz: GeneBank: XM 004684). Die Primer wurden an RNA aus 

Endothelzellen (HUVEC) unter Produktausschluss in der PCR 

gegenüber der RT-PCR auf Produkt- und mRNA-Spezifität getestet.  

Zur zellpopulationsspezifischen Differenzierung der eNOS-mRNA-

Expression im Vollblut wurden zellspezifische Primer eingesetzt: ß-

Globin Primer für Erythrozyten (Produkt: 187 bp) (Smith et al., 2000, 

Blood, 95:863)83, CD45 Primer (Produkt: 388 bp) (Maxim Biotech, Inc., 

USA) für Leukozyten und Endoglin Primer (Produkt: 805 bp) (Li et al., 

2001, Hypertension, 38: 1062)46 für Endothelzellen. Zur Differenzierung 

thrombozytärer RNA wurden ß-3-Integrin Primer 

(5`CACTGTGGCCTCTCAGATTAAAG 3`; 

3`CATGAGTTGGCTGGGAATAAG 5`; Produkt: 127 bp) eingesetzt, die 

wie die eNOS Primer mit der Software DNA-Star (s.o.) erstellt wurden 

(mRNA Sequenz: G26607, M25108). Alle nicht kommerziell erhältlichen 

Primer wurden von der Firma Invitrogen (USA) synthetisiert. Die RT-

PCR wurde wie oben beschrieben unter Berücksichtigung der 

jeweiligen Primer-spezifischen Annealing Temperatur durchgeführt. 

Die RT-PCR-Produkte wurden jeweils in einem Agarose-Gel 

aufgetrennt (2% Agarose, 0,004% Ethidiumbromid; Biorad, München, 

Deutschland). Die Produktbanden wurden mit einer Auswerteeinheit 
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dokumentiert (Kodak Digital Science Electrophoresis Documentation 

and Analysis System 120; Eastman Kodak Company, New York, USA).  

2.3.2 Restriktionsanalyse der RT-PCR Produkte  

Zum detaillierteren Nachweis der eNOS-Spezifität der RT-PCR 

Produkte wurden die Produkte mit Restriktionsenzymen an spezifischen 

mRNA-Sequenzbereichen der eNOS geschnitten. Mit der Sequenz-

Analyse-Software (s.o.) wurden in dem Amplifikationsbereich der Primer 

zwei eNOS-mRNA-sequenzspezische Schnittstellen und entsprechen-

de Restriktionsenzyme (Psi I (Schnittstelle bei Basenpaar 1846) und 

BstE II (Schnittstelle bei Basenpaar 1727); New England Biolaps, 

Franfurt am Main, Deutschland) ausgewählt. Produkte der Erythrozyten 

aus oben genannter RT-PCR wurden nach Herstellerangaben geschnit-

ten. Als Positiv-Kontrolle wurden Produkte der RT-PCR aus Endothel-

zellen verwendet (siehe Kapitel 2.3.1). 

Die Produkte des Restriktionsverdaus wurden in einer Agarose-Gel 

Elektrophorese aufgetrennt und ausgewertet (siehe Kapitel 2.3.1). 

2.4 Untersuchung zur eNOS-Protein-Expression im 
Erythrozyten im Western-Blot 

Der im Rahmen dieser Arbeit erbrachte Nachweis einer eNOS-

Expression im Erythrozyten in der Immunhistochemie und der RT-PCR 

sollte  durch eine Western-Blot Analyse ergänzt werden. 

Es wurden verschiedene Methoden zum Aufschluss der Zellen 

und der Isolation der Proteine aus den Erythrozyten ausgetestet, um 

eine Methode für die Western-Blot Analyse zur Untersuchung einer 

eNOS-Expression im Erythrozyten zu etablieren (Tab.2.1). 
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Tab.2.1 Etablierungsversuche der Probenaufarbeitung zur Isolation der eNOS aus Erythrozyten 

1 2 3 4 5 6 7 

Kaliumphosphat73 High Salt NP-40 Bhattacharya9 Ruff74 Pollock64 HEPES 

10 mM K-phosphat, 
pH 6,8 

500 mM 
NaCl 150 mM NaCl 10 mM Tris-HCl, 

pH 7,4 
50 mM Tris-HCl, 

pH 7,5 
50 mM Tris-HCL, 

pH 7,5 
25 mM 
HEPES 

1 mM EDTA 1% NP-40 1% NP-40 300 µM Sucrose 1 mM EDTA 20 mM Chaps 100 mM 
NaCl 

2 mM ß-Mercapto 
ethanol 

50 mM Tris-
HCl, pH 8 

50 mM Tris-
HCl, pH 8 

0,05% Triton X-
100 1 mM EGTA 25 mM NaCl 1 mM CaC2l 

0,5% Triton X-100    0,5% Triton X-
100 100 µM EGTA 1 mM MgC2l 

     4 µM Tetrahydro 
biopterin 

1% Triton 
X-100 

     1 mM L-Arginin  

                  



Nach zahlreichen Versuchen zur Optimierung des 

Zellaufschlusses wurde folgendes Protokoll etabliert. 

Probenaufarbeitung: Die NO-Synthase wurde in einem mehrschrittigen 

Ansatz differentieller Lyse-, Homogenisations-, und 

Zentrifugationsschritte aus der Membran der Erythrozyten isoliert. 

 Zum Aufschluss der Zellen wurden 4 ml Erythrozyten-PBS-Suspension 

(1:2, V/V) in 5 ml Eis-gekühlte Essigsäure (3%) (Proteinaseinhibitoren: 

40 µg/ml Leupeptin,  40 µg/ml Benzamidin, 40 µg/ml Phenylmethyl-

sulfonyl-Fluorid) gegeben. Die Zellen wurden mit dem Ultra Turrax T25 

(Ika, Staufen, Deutschland) 30 sec bei 25000 rpm auf Eis 

homogenisiert. Nach Zugabe von NaCl Lösung (50 mM Endkonzen-

tration) und 10 min Inkubation auf Eis, wurden die Zellmembranen 30 

min bei 50000 x g und 4 °C abzentrifugiert. Der zytoplasmatische 

Überstand wurde verworfen, das Membranpellet in 1ml Puffer (25 mM 

Tris-HCL pH 7,5, 5 mM EDTA, 5 mM EGTA, 50 mM NaCL, 

Proteinaseinhibitoren: 40 µg/ml Leupeptin,  40 µg/ml Benzamidin, 40 

µg/ml Phenylmethylsulfonyl-Fluorid) aufgenommen und 30 sec mit 

einem Ultraschall-Homogenisator (Labsonic U; B. Braun, Melsungen 

Deutschland) auf Eis homogenisiert. Die Membranfraktion wurde nach 

Verdünnung des Homogenisats mit Tris-Puffer (25 mM Tris-HCL pH 

7,5, 5 mM EDTA, 5 mM EGTA) 30 min bei 50000 x g und 4 °C 

abzentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen, das Membranpellet in 

100 µl Lyse-Puffer  (Cell Lysis Buffer; Cell Signaling Technology, 

ProQinase GmbH, Freiburg, Germany) resuspendiert und mit dem 

Ultraschall-Homogenisator homogenisiert (s.o.). Die Proteinsuspension 

wurde mit einer DEAE-Sephacel Matrix (Amersham Biosciences, 

Freiburg, Deutschland) entsalzt. Nach Zugabe von 400 µl DEAE-

Sephacel Lösung (50 %, W/V; 25 mM Tris-HCL pH 7,5, 5 mM EDTA, 5 

mM EGTA) wurde die Probe 15 min auf Eis inkubiert. Die DEAE-

Sephacel Matrix wurde 10 min bei 2500 x g abzentrifugiert und der 

salzfreie Probenüberstand in flüssigem Stickstoff gefroren und bei -80 

°C gelagert. 
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Die Endothelzellen wurden jeweils aus einer T25 Zellkultur-

flasche gewonnen (siehe Kapitel 2.1.2) und nach Ermitteln der Zellzahl  

in einer Neubauer-Zählkammer (Superior, Deutschland) mittels 

Comassie-Blau Färbung, jeweils 1 Millionen Zellen entsprechend den 

Erythrozyten aufgearbeitet (s.o.).  

Proteinbestimmung: Die Proteinkonzentrationen wurden gemäß 

Herstellerangaben mit dem DC-Proteinbestimmungsassay (Biorad, 

München, Deutschland), basierend auf der Biuretmethode über die 

Absorption bei 750 nm bestimmt.  

Elektrophorese: Die aufgereinigten Proteine wurden unter dena-

turierenden Bedingungen mittels SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulfat 

Polyacrylamid Gel Elektropherese) aufgetrennt (7,5% Gel: Acrylamid, 

Sodiumdodecylsulfat, Amoniumpersulfat, Temed; Sammelgelpuffer 0,5 

M TRIS pH 6,8; Trenngelpuffer: 1,5 M TRIS pH 8,8; Laufpuffer: 25 mM 

TRIS; 192 mM Glycine, 0,1% SDS pH 8,3; Probenpuffer (Lämmli): 62.5 

mM Tris-HCl, pH 6.8, 2% SDS, 25% glycerol, 0.01% Bromophenol-

Blau; Kammer: Protean-II-XL-Cell; Biorad, München, Deutschland). 

Nach Einwandern in das Trenngel bei initialen 16 mA wurden die 

Proteine über einen Zeitraum von ca. 5 h unter H2O-Kühlung bei 

konstanten 24 mA getrennt.  

Blotten: Die Proteine wurden nach Auftrennung im Semi-Dry-Blot 

Verfahren auf eine Nitrozellulosemembran überführt (55 min, 15 V) 

(Towbin-Blottingpuffer: 25 mM TRIS, 192 mM Glycine, 20% Etanol, pH 

8,3, Nitrozellulose, Trans-Blot Cell; Biorad, München, Deutschland). Der 

Protein-Transfer wurde durch Färbung mit Ponceau-S überprüft (0,5% 

Ponceau S Natriumsalz W/V, 1% Essigsäure V/V; Merck, Darmstadt, 

Deutschland). 

Detektion: Nach Blocken der freien Proteinbindungsstellen durch 

Inkubation mit Milchpulver (4% Milchpulver W/V, PBS, 0,3% Triton-X-

100 V/V, 0,05% Teen 20 V/V) für 2 h bei 4 ºC, erfolgte eine Inkubation 

mit dem Primärantikörper in Milchpulver (s.o) (1:10000 anti-eNOS 

monoklonal IgG1 Maus; BD Biosciences Pharmingen, Heidelberg, 
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Deutschland) über Nacht. Die Nitrozellulose wurde dreimal 15 min bei 

4ºC mit PBS, 0,05% Tween 20 gewaschen, für 4 h bei 4 ºC mit einem 

Peroxidase gekoppelten Sekundärantikörper in Milchpulver (s.o.) 

inkubiert (1:10000 anti-Maus Horse radish Peroxidase; Sigma-Aldrich 

Chemie GmbH, München, Deutschland). Nach erneutem Waschen 

(s.o.) wurde die Nitrozellulosemembran mit einer Luminol-Wasserstoff-

peroxid Lösung (ECL System, Amersham Biosciences, Freiburg, 

Deutschland) inkubiert und die Peroxidase abhängige Lumineszenz auf 

einem Röntgenfilm (Kodak X-OMAT AR) detektiert. 
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3 Ergebnisse      

3.1 Reinheit der Blutzellseparationen 

Bei der Separation der Blutzellen wurden folgende Populations-
Reinheiten erreicht: 
 
 
Tab.3.1  Reinheit der Erythrozyten nach Separation aus Vollblut 
 

Methoden 
Erythrozyten 

(Zellen*µl-1) 

Leukozyten 

(Zellen*µl-1) 

Thrombozyten 

(Zellen*µl-1) 

Zytometer 6,6 ± 0,0020 x 106 n.d.# n.d.# 

FACS 6,3 ± 0,0015 x 106 n.d. n.d. 

Blutausstrich 6,4 ± 0,0001 x 106 0±0 2±1 

 
 
Tab.3.2  Reinheit der Leukozyten nach Separation aus Vollblut 
 

Methoden 
Leukozyten 

(Zellen*µl-1) 

Erythrozyten 

(Zellen*µl-1) 

Thrombozyten 

(Zellen*µl-1) 

Zytometer 23 ± 1 x 103 0,02 ± 0,043 x 106 216,5 ± 70 x 103

FACS 21 ± 2 x 103 0,07 ± 0,015 x 106 272,5 ± 31 x 103

Blutausstrich 24 ± 1 x 103 0,05 ± 0,080 x 106 257,5 ± 78 x 103

 
 
Tab.3.3  Reinheit der Thrombozyten nach Separation aus Vollblut 
 

Methoden 
Thrombozyten 

(Zellen*µl-1) 

Erythrozyten 

(Zellen*µl-1) 

Leukozyten 

(Zellen*µl-1) 

Zytometer 263 ± 89x103 n.d.# 0,5 ± 0,08 x 103

FACS 244 ± 61x103 0,01 ± 0,01 x 106 0,6 ± 0,40 x 103

Blutausstrich 288 ± 36x103 0,01 ± 0,01 x 106 0,9 ± 0,39 x 103

 

n.d. Nicht detektierbar  
# Detektionsgrenze: ≥ 100 Zellen*µl-1
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Bei der Separation der Erythrozyten (siehe Kapitel 2.1.1) aus 

Vollblut konnte eine Reinheit der Erythrozyten von ≥ 99% erreicht 

werden (siehe Tabelle 3.1).  

Bei der Isolation der Leukozyten und Thrombozyten (siehe 

Kapitel 2.1.1) konnten keine absolut reinen Zellpopulationen separiert 

werden (siehe Tabelle 3.2 u. 3.3). Die Leukozytenpräparationen 

enthielten noch etwa 25% der ursprünglichen Thrombozyten und die 

Thrombozytenseparationen 25% bis 50 % der im Vollblut befindlichen 

Leukozyten. Dies  war für die weiteren Untersuchungen bedeutungslos, 

weil im Rahmen dieser Arbeit ausschließlich eine Abgrenzung der 

Erythrozyten gegenüber den übrigen Blutzellpopulationen erfolgen 

sollte. Der  Anteil der Erythrozyten in Leukozyten- und Thrombozyten- 

Isolationen konnte um 98,6% bis 99,8% der Ausgangsmenge im 

Vollblut reduziert werden. Somit waren die Signale der RNA- und 

Protein-Expressions-Untersuchungen (siehe Kapitel 3.2, 3.3 und 3.4) 

als erythrogenen gegen  leukozytären bzw. thrombozytären Ursprungs 

abzugrenzen. 
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3.2 eNOS-Protein-Expression in der konfokalen Mikroskopie 

In der konfokalen Mikroskopie wurde untersucht, ob eine NO-

Synthase im Erythrozyten nachzuweisen ist. Neben humanen 

Erythrozyten und Vollblut wurde murines Vollblut von Wildtyp im 

Vergleich zu eNOS-Knock-Out Mäusen untersucht. 

3.2.1 eNOS-Protein-Expression im Erythrozyten  

Im Erythrozyten wurde eine  eNOS-Protein-Expression nachge-

wiesen. 

Reine Erythrozyten (siehe Kapitel 2.1.1) wurden jeweils mit 

einem eNOS-Ak, iNOS-Ak und nNOS-Ak (Primärantikörper) inkubiert. 

Nach Inkubation mit einem gegen den Primärantikörper gerichteten 

FITC-Farbstoff (grün) markierten Sekundärantikörper wurden die 

Erythrozyten im Lasermikroskop eingestellt und die Antikörper durch 

Laseranregung des konjugierten Farbstoffes dargestellt (siehe Kapitel 

2.2.1). Eine Probe  ohne Inkubation mit dem Primärantikörper wurde 

zum Ausschluss unspezifischer Bindungen des Sekundärantikörpers 

mitgeführt (Negativ-Kontrolle). 

Die im Mikroskop eingestellten Zellen zeigten eine Erythroyzten-

spezifische Form und Größe, sowie eine deutliche Anreicherung der 

Farbstoff-markierten eNOS-Ak, welche primär im Bereich der 

Zellmembran lokalisiert war. Die Negativ-Kontrolle zeigte keine 

Anreicherung des Farbstoffes in den Erythrozyten (Abb.3.1). 

In den  mit iNOS und nNOS–Ak inkubierten  Erythrozyten ließ sich kein 

positives Signal nachweisen (Abb.3.2). 
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A. B. 

 
 
Abb.3.1. Nachweis einer eNOS-Expression in Ausstrichen humaner 
Erythrozyten (A) (eNOS-Ak + FITC (grün) markierter Sekundär-Ak). Kein 
Signal in der Negativ-Kontrolle (nur Sekundär-Ak). 
 

 

 

 

   

B. A. 

10μm 10μm 

 
Abb.3.2 Auschluß einer iNOS- (A) und nNOS- (B) Expression in Ausstrichen 
humaner Erythrozyten  (iNOS-Ak / nNOS-Ak + FITC (grün) markierter 
Sekundär-Ak). 
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Eine eNOS-Proteinexpression der Erythrozyten konnte im 

murinen Vollblut von Wildtyp im Gegensatz zu eNOS-Knock-Out 

Mäusen gezeigt werden. 

Um eine unspezifische Bindung der eNOS-Ak an einem anderen 

Protein der Erythrozyten eindeutig ausschließen zu können wurde die 

Protein-Expression der eNOS an dem spezifischen Modell der eNOS-

Knock-Out Maus im Vergleich zum Wildtyp detaillierter untersucht. Bei 

eNOS-Knock-Out Mäusen ist die eNOS-Protein-Expression auf 

genomischer Ebene ausgeschaltet und den eNOS-spezifischen 

Antikörpern steht kein Epitop zur Verfügung, an das sie binden können. 

Aus Knock-Out Mäusen und Wildtypen isoliertes Vollblut (siehe Kapitel 

2.1.1)  wurde mit eNOS-Ak inkubiert und die Knockout- gegenüber den 

Wildtypausstrichen in der konfokalen Mikroskopie ausgewertet (siehe 

Kapitel 2.2.). 

Das Blut der Wildtyp Tiere zeigte eine deutliche Anreicherung 

von FITC-Farbstoff als Zeichen einer eNOS-Expression in den durch 

Zellverteilung, Form und Größe als Erythrozyten charakterisierten 

Zellen. Im Blut der Knock-Out Tiere ließ sich kein eNOS-Signal durch 

FITC konjugierte Ak (grün) nachweisen (Abb.3.3). 

A. 

 

                                                         

B. 
10μm 

A. 

 

Abb.3.3 Nachweis einer eNOS-Protein-Expression im murinen Vollblut von 
Wildttypen (A) im Gegensatz zu eNOS-Knock-Out-Mäusen (eNOS-Ak; FITC-
Farbstoff, grün) (B).   
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3.2.2 eNOS-Protein-Expression im Vollblut: Erythrozyten-
spezifische eNOS-Expression 

Die eNOS-Protein-Expression konnte im Vollblut eindeutig den 

Erythrozyten zugeordnet werden. 

In Vollblutausstrichen wurde untersucht, ob außer den 

Erythrozyten auch Leukozyten und Thrombozyten das eNOS-Protein 

exprimieren. Humane Vollblutproben wurden nach der Inkubation mit 

dem eNOS-Ak (FITC-Farbstoff, grün) zusätzlich mit einem Glycophorin-

A-Ak (PE-Farbstoff, rot)   inkubiert (siehe Kapitel 2.2). Glycophorin-A ist 

ein Protein, das von den Erythrozyten in sehr hoher Zahl exprimiert 

wird. Da Leukozyten und Thrombozyten kein Glycophorin-A expre-

mieren, lassen sich die Erythrozyten durch Glycophorin-A Markierung 

im Vollblut spezifisch gegen die übrigen Blutzellpopulationen ab-

grenzen.  

Die Auswertung der konfokalen Mikroskopie zeigte eine deutliche 

Anreicherung des FITC-Farbstoffes (grün) in den  Glycophorin-A (rot) 

postiven Zellen. Glycophorin-A negative Zellen zeigten keine 

Anreicherung des FITC-Farbstoffes. Außerdem war die  Anreicherung 

des FITC-Farbstoffes ausschließlich im Bereich der Zellmembran der 

Erythrozyten nachzuweisen (Abb.3.4).  
 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
Abb.3.4 In Vollblut-Ausstrichen konnte die eNOS-Expression (eNOS-Ak  
markiert; FITC-Farbstoff, grün) eindeutig den Erythrozyten (Glycophorin-A-Ak 
markiert; PE-Farbstoff, rot) zugeordnet werden. 
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Die eNOS-Protein-Signale der Erythrozyten waren nicht auf eine 

Anlagerung eNOS-exprimierender Thrombozyten zurückzuführen. 

In einem weiteren Ansatz wurde untersucht, ob die eNOS-AK 

Signale der Erythrozyten auf eine Anlagerung von eNOS-

exprimierenden Thrombozyten an die Erythrozyten  zurückzuführen 

sein könnten. Humane Erythrozyten wurden nach der Inkubation mit 

dem eNOS-Ak (FITC-Farbstoff, grün) zusätzlich mit einem CD62P-Ak 

(PE-Farbstoff, rot) inkubiert (siehe Kapitel 2.2). CD62P wird nur auf 

Thrombozyten exprimiert. Die eNOS-Ak markierten Erythrozyten 

zeigten keine Anreicherung  des CD62P-Ak konjugierten FITC-Farb-

stoffs (Abb.3.5). 

 

 

 
 

10μm 

Abb.3.5 In Erythrozyten-Ausstrichen konnte eine Anlagerung potentiell eNOS-
expremierender Thrombozyten (CD62P-Ak markiert; PE-Farbstoff, rot)  an die 
Erythrozyten (eNOS-Ak markiert; FITC-Farbstoff, grün) ausgeschlossen 
werden. 
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3.3 eNOS-mRNA-Expression im Erythrozyten 

3.3.1 eNOS-mRNA im Erythrozyten 

eNOS-mRNA wurde in Erythrozyten nachgewiesen. 

Mit der RT-PCR wurden reine Erythrozyten (siehe Kapitel 2.1.1 

u. 3.1) auf eine eNOS-mRNA-Expression untersucht. Nach der RT-PCR 

(siehe Kapitel 2.3.1) konnte in der elektrophoretischen Auftrennung ein 

eNOS-Primer-spezifisches Produkt erwarteter Fragmentgröße (450 bp) 

gezeigt werden. Dieses stimmte mit dem Produkt aus der als Positiv-

Kontrolle eingesetzten HUVEC-RNA überein (Abb.3.6). Die mitgeführte 

Negativ-Kontrolle (H2O statt RNA) blieb ohne Produkt. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Erythrozyten      HUVECs Standard

517/ 
500 bp 

400 bp 
eNOS (450 bp) 

 
Abb.3.6 Nachweis der eNOS-mRNA-Expression durch RT-PCR im Erythro-
zyten im Vergleich zu Endothelzellen (Positiv-Kontrolle). 
 

 

Eine mRNA-unspezifische Produktsynthese durch genomische 

DNA wurde ausgeschlossen. 

Um eine mRNA-unspezifische Produkt-Synthese durch geno-

mische DNA der eNOS auszuschließen, wurde parallel eine PCR 

durchgeführt. Die PCR wurde wie die RT-PCR durchgeführt und nur der  

initiale Schritt der Reversen Transkription im Thermocycler unterlassen. 

In der PCR konnte das eNOS-Produkt der RT-PCR (Abb.3.6) ausge-

schlossen werden (Abb.3.7).  
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 Erythrozyten     HUVECs  Standard

517/ 
500 bp 

400 bp 
eNOS (450 bp) 

 
Abb.3.7 Ausschluss eines unspezifischen eNOS-mRNA-Produktes durch 
genomische DNA in der PCR. 
 

 

Ein eNOS-mRNA-Sequenz-unspezifisches RT-PCR Produkt 

wurde durch Restriktionsanalyse des Produktes ausgeschlossen. 

Zum Ausschluss einer eNOS-mRNA-unspezifischen Produkt-

synthese durch die eingesetzten eNOS Primer wurden die RT-PCR 

Produkte (s.o.) (Abb.3.8.A) an eNOS-mRNA-spezifischen Sequenz-

bereichen innerhalb der Amplifikationssequenz mit zwei Restriktions-

enzymen geschnitten (Psi I: Schnittstelle bei Basenpaar 1846; BstE II: 

Schnittstelle bei Basenpaar 1727) (siehe Kapitel 2.3.2). RT-PCR 

Produkte der Endothelzellen wurden als Positiv-Kontrolle eingesetzt 

(s.o.). Die in der Gelelektrophorese aufgetrennten Produkte der 

erythrozytären Proben stimmten mit denen der Endothelzellen überein 

und entsprachen den erwarteten Fragmentgrößen (Abb.3.8.B u. 

Abb.3.8.C). 

 

 

 

 

 

 

 37



 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

A. 

B. 

HUVECs  Erythrozyten      Standard 

300 bp 

200 bp 

100 bp 

300 bp 

200 bp 

100 bp 

400 bp 

300 bp 

C. 

517/ 
500 bp 

 
Abb.3.8 Nachweis der eNOS-Spezifität des RT-PCR Produktes (Amplifi-
kationsprodukt: Basenpaar 1561 bis 2010) (A) für die Erythrozyten (HUCECs 
als Positiv-Kontrolle) durch Restriktionsanalyse des Produktes an eNOS-
Sequenz-spezifischen Schnittstellen mit zwei Restriktionsenzymen: B. Psi I: 
Schnittstelle bei Basenpaar 1846; Produkte 285 bp und 164 bp; C. BstE II: 
Schnittstelle bei Basenpaar 1727; Produkte 166 bp und  283 bp. 
 
 
 

3.3.2 eNOS-mRNA im Vollblut: Erythrozyten-spezifische eNOS-
mRNA-Expression 

Die eNOS-mRNA-Expression im Blut konnte den Erythrozyten 

zugeordnet werden. 

Um auszuschließen, dass das eNOS-RT-PCR Produkt der 

Erythrozyten (Abb.3.6) auf eine Kontamination der Proben durch mRNA 

aus Leukozyten oder Thrombozyten (siehe Kapitel 3.1) zurückzuführen 

sein könnte, wurden auch Leukozyten und Thrombozyten auf eine 
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eNOS-mRNA-Expression untersucht. Die RT-PCR wurde, wie für die 

Erythrozyten beschrieben, durchgeführt (siehe Kapitel 2.3.1).  

In einem ersten Ansatz wurden Leukozyten und Thrombozyten in 

einer Zellzahl zehnfach größer einer potentiellen Kontamination der 

Erythrozytenseparation mit Leukozyten bzw. Thrombozyten (Leuko-

zyten: 1000*µl-1, Thrombozyten: 100000*µl-1) (siehe Kapitel 3.1) einge-

setzt. Das eNOS-mRNA-Produkt konnte für die Erythrozyten bestätigt 

werden. Die Leukozyten und Thrombozyten zeigten kein Produkt (Abb. 

3.9).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 HUVECs  Leukozyten Thrombozyten     Erythrozyten  Vollblut          Standard 
 

700 bp 
  
 
600 bp 
 
 
517/ 
500 bp 
 
 
400 bp 

eNOS 
(450 bp) 

Abb.3.9 Ausschluss eines eNOS-mRNA-Produktes für Leukozyten und 
Thrombozyten in einer Zellzahl zehnfach größer einer möglichen Konta-
mination der erythrozytären Probe mit Leukozyten (1000*µl-1) und Thrombo-
zyten (100000*µl-1) und Bestätigung des Produktes für die Erythrozyten. 
Endothelzellen (HUVEC) wurden als Positiv-Kontrolle eingesetzt. 
 

 

Leukozyten und Thrombozyten sind nicht an dem eNOS-mRNA-

Pool des Blutes beteiligt. 

In einem zweiten Ansatz wurde untersucht, ob Leukozyten und 

Thrombozyten in physiologischer Zellzahl neben den Erythrozyten am 

eNOS-mRNA-Pool des Vollblutes beteiligt sind. Leukozyten und 

Thrombozyten wurden nach Separation entsprechend ihrer Zellzahl im 

Vollblut eingesetzt (Leukozyten 4000*µl-1, Thrombozyten 300000*µl-1). 

Zum Ausschluss einer Kontamination der RNA einer  Blutzellpopulation 

mit RNA der übrigen Blutzellpopulationen wurden als Kontrolle 
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zellspezifische Primer eingesetzt (Erythrozyten: ß-Globulin; Leukozyten: 

CD45; Thrombozyten: ß-3-Integrin).  

Um im  Blut zirkulierende nonadhärente Endothelzellen als 

Quelle der eNOS-mRNA auszuschließen, wurde ein Endothelzell spezi-

fischer Primer (Endoglin) mitgeführt. Die RT-PCR wurde nach gleichem 

Protokoll wie in den vorangegangenen Versuchen durchgeführt (siehe 

Kapitel 2.3.1).  

Im Vollblut wurde für die eNOS und alle eingesetzten zell-spezi-

fischen Primer ein Signal gezeigt. In den einzelnen Zellseparationen 

zeigten die zellspezifischen Primer für die jeweilige Blutzellfraktion ein 

positives Signal und waren in den jeweils anderen Blutzellfraktionen 

negativ. Ein positives eNOS Signal konnte im Vollblut, den Erythrozyten 

und den Endothelzellen nachgewiesen werden. Leukozyten und 

Thrombozyten zeigten kein Signal für die eNOS. 

Im Vollblut wurde ein Signal für den Endothelzell-spezifischen 

Primer (Endoglin) gezeigt, das in den Erythrozyten Proben nicht nach-

weisbar war. Das  positive eNOS-Signal der Erythrozyten konnte gegen 

eine Kontamination mit RNA der Endothelzellen abgegrenzt und den 

Erythrozyten eindeutig zugeordnet werden (Abb.3.10). 
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Abb.3.10 Leukozyten und Thrombozyten sind nicht am eNOS-mRNA-Pool 
des Blutes beteiligt. Im Vollblut nachweisbare eNOS-mRNA aus Endothel-
zellen ist nicht ursächlich für das eNOS-Signal der Erythrozyten. 
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3.4 eNOS-Protein-Expression im Erythrozyten im Western-Blot 

Im Western-Blot konnte eine eNOS-Protein-Expression der Ery-

throzyten gezeigt werden. 

Basierend auf den Ergebnissen  der konfokalen Mikroskopie und 

der mRNA Untersuchung wurde auch im Western-Blot eine eNOS-

Protein-Expression untersucht. Nach Proteinisolierung, SDS-Page, 

Membrantransfer und eNOS-Ak-Inkubation wurden die gebundenen 

eNOS-Ak mit einem Peroxidase-konjugierten Sekundär-Ak gekoppelt. 

Unter Umsatz von Cheminulumineszens-Reagenz wurde das eNOS-

Protein über die fluoreszierenden Ak auf einem Röntgenfilm dargestellt 

(siehe Kapitel 2.4). Als Positiv-Kontrolle wurden Endothelzellen 

(HUVECs) eingesetzt. 

In der Auswertung konnte in den erythrozytären Proben eine 

Protein-Bande von eNOS-charakteristischer Größe (140 kd) nachge-

wiesen werden, die denen der endothelialen Proben (Positiv-Kontrolle) 

entsprach. Über die spezifische Ak-Bindung, die charakteristische 

Proteingröße und das Übereinstimmen mit der Positiv-Kontrolle ließ 

sich das Ergebnis des Western-Blots für die Erythrozyten als eNOS-

spezifisch charakterisieren (Abb.3.12). Übereinstimmend mit den 

Ergebnissen der konfokalen Mikroskopie war die eNOS-Protein-

Expression in der membranösen Fraktion der Erythrozyten nach-

zuweisen. 
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Kaliumphosphat73 High Salt NP-40 Bhattacharya9 Ruff74 Pollock64 HEPES 

10 mM K-phosphat, pH 6,8 500 mM NaCl 150 mM NaCl 10 mM Tris-HCl, pH 7,4 50 mM Tris-HCl, pH 7,5 50 mM Tris-HCL, pH 7,5 25 mM HEPES 
1 mM EDTA 1% NP-40 1% NP-40 300 µM Sucrose 1 mM EDTA 20 mM Chaps 100 mM NaCl 

2 mM ß-Mercapto ethanol 50 mM Tris-HCl, pH 
8 50 mM Tris-HCl, pH 8 0,05% Triton X-100 1 mM EGTA 25 mM NaCl 1 mM CaC2l 

0,5% Triton X-100    0,5% Triton X-100 100 µM EGTA 1 mM MgC2l 

     4 µM Tetrahydro biopterin 1% Triton X-100 

     1 mM L-Arginin  

 
Abb.3.11 Etablierungsversuche der Probenaufarbeitung zur Untersuchung  der eNOS-Protein-Expression im Erythrozyten (HUVECs als 
Positiv-Kontrolle) (siehe Kapitel 2.4 und Tab. 2.1). 
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Abb.3.12 Nachweis einer eNOS-Protein-Expression der Erythrozyten im 
Western-Blot (HUVECs als Positiv-Kontrolle). 
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4 Diskussion 
 

Der vaskuläre NO-Metabolismus wurde lange der endothelialen 

NO-Bildung gleichgesetzt. Erythrozyten galten lediglich als 

Kompartimente, in denen endothelial gebildetes NO abgebaut wird. 

Mittlerweile konnte jedoch gezeigt werden, dass Erythrozyten NO auch 

speichern, transportieren und wieder abgeben können. Neuere 

Untersuchungen konnten zusätzlich zeigen, dass Erythrozyten unter 

bestimmten Bedingungen in der Lage sind aus Nitrit, dem primären 

Abbauprodukt, wieder NO zu bilden.  Außerdem fanden sich in der 

Literatur kontroverse und unvollständige Hinweise auf eine weitere 

Funktion der Erythrozyten im vaskulären NO-Metabolismus: 

Erythrozyten könnten über eine eigene NO-Synthase in der Lage sein, 

selbst NO zu bilden. 

Erreicht endothelial gebildetes NO den Erythrozyten, kann es mit 

Hämoglobin drei Reaktionen eingehen. (1). NO kann über die Reaktion 

mit Oxyhämoglobin zu Methämoglobin und Nitrat inaktiviert werden20. 

(2.) Durch die Reaktion von NO mit dem Eisen der Hämgruppe des 

Deoxyhämoglobin zu Nitrosylhämoglobin kann es gespeichert 

werden31. (3.) Außerdem ist eine Speicherung von NO als S-

Nitrosohämoglobin durch Transnitrosierung bei der Reaktion von NO 

mit dem Cystein der ß-Hämoglobinkette möglich31. Damit ist der 

Erythrozyt in der Lage, endothelial gebildetes NO zu transportieren, so 

dass dieses auch Bildungsort fern, also endokrin und nicht wie lange 

angenommen nur parakrin wirken kann28;37. Außerdem kann der 

Erythrozyt aus Nitrit, dem primären Abbauprodukt von NO, wieder NO 

bilden. Drei Reaktionen, die alle unter hypoxischen Bedingungen 

ablaufen, scheinen dies zu ermöglichen. (1.) Zum einen kann die 

Xanthin-Oxidoreduktase enzymatisch aus Nitrit NO bilden47, zum 

anderen kann der Erythrozyt durch (2.) nichtenzymatische 

Dysproportionierung oder Säure-Reduktion54;76 sowie (3.) durch die 
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nichtenzymatische NO-Bildung durch Deoxyhämoglobin17;20 NO 

generieren.  

Eine weitere zentrale Funktion des Erythrozyten im vaskulären 

NO-Metabolismus könnte die erstmals 1995 in der Literatur19 

beschriebene NO-Bildung durch eine NO-Synthase im Erythrozyten 

selbst sein. Die Frage einer erythrozytären NOS wurde seitdem in den 

wenigen Veröffentlichungen kontrovers und ohne eine eindeutige 

Beweisführung diskutiert. In einem Teil der Publikationen wurden 

Hinweise auf eine enzymatische Aktivität gezeigt, andere beschreiben 

ein inaktives Enzym. Ein Proteinnachweis findet sich nur in einigen der 

Publikationen, ein Transkriptionsnachweis fehlt. Eine Einordnung der 

erythrozytären NOS in die bekannten Isoformen wird ebenso unter-

schiedlich beschrieben wie die grundlegende Fragestellung einer 

erythrozytären NOS-Expression selbst (siehe Kapitel 4.2). 

Ziel dieser Arbeit war es eine NO-Syntase im Erythrozyten auf 

molekularbiologischer- und proteinbiochemischer Ebene nachzuweisen 

oder auszuschließen und die mögliche Isoform zu identifizieren (siehe 

Kapitel 4.1 und 4.2).  

4.1.1 Proteinbiochemischer Nachweis einer eNOS im 
Erythrozyten 

Die Expression einer NO-Synathase im Erythrozyten wurde 

mittels konfokaler Mikroskopie nachgewiesen. Diese ließ sich als 

endotheliale Isoform charakterisieren. Eine Expression von nNOS oder 

iNOS konnte nicht gezeigt werden. In der konfokalen Mikroskopie kann 

es durch eine Kreuzreaktivität der Antikörper zu falsch positiven 

Ergebnissen kommen. Dies konnte durch den Nachweis einer eNOS-

Protein-Expression in den Erythrozyten von Wildtyp- im Gegensatz zu 

eNOS Knock-Out-Mäusen ausgeschlossen werden. Durch Verwendung 

Erythrozyten-spezifischer Antikörper wurde die eNOS-Expression 

eindeutig den Erythrozyten zugeordnet.  Eine Anlagerung möglicher-

weise eNOS-exprimierender Thrombozyten wurde durch Verwendung 

Thrombozyten-spezifischer Antikörper ausgeschlossen. In der 
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konfokalen Mikroskopie war die eNOS ausschließlich im Bereich der 

Zellmembran zu detektieren.  

Ergänzt wurden die Befunde der konfokalen Mikroskopie durch 

den Nachweis einer eNOS-Protein-Expression im Western-Blot. Über-

einstimmend mit der konfokalen Mikroskopie war auch im Western-Blot 

das eNOS-Protein in der membranösen Zellfraktion nachzuweisen, was 

eine Membranständigkeit des Enzyms vermuten lässt. Die Western-

Blot-Analyse ist ein etabliertes Verfahren welches wegen seiner 

Zweidimensionalität, durch Untersuchung der Proteingröße und gleich-

zeitige Isotop-spezifische Ak-Detektion in seiner Aussagefähigkeit als 

eindeutig gewertet werden kann. 

4.1.2 Molekularbiologischer Nachweis einer eNOS im 
Erythrozyten 

Eine eNOS-mRNA-Expression konnte in humanen Erythrozyten 

nachgewiesen und durch sequenzspezifische Untersuchungen als 

eNOS-spezifisch bestätigt werden. Durch den Einsatz zellspezifischer 

Marker konnte der hämatogene eNOS-mRNA-Pool den Erythrozyten 

zugeordnet werden. Leukozyten und Thrombozyten zeigten keine 

eNOS-mRNA-Expression. Transkriptionsuntersuchungen im Erythro-

zyten durch den Nachweis von mRNA aus Erythrozyten des peripheren 

Blutes werden in ihrer Aussagekraft zum Teil kritisch beurteilt, weil 

Erythrozyten während  der Reifung ihren Kern und die RNA ausstoßen 

und ein reifer Erythrozyt keine RNA mehr enthält.  Im peripheren Blut 

finden sich aber junge, noch kernhaltige Erythrozyten, so genannte 

Retikulozyten, die einen Anteil von 20-70% aller kernhaltigen Zellen im 

peripheren Blut einnehmen. Aus diesen Zellen lässt sich RNA isolieren, 

an der die Transkription in Erythrozyten untersucht werden kann. Dabei 

handelt es sich um ein etabliertes Verfahren21;35.  

 47



4.2 Diskussion der Literatur 

Eine NO-Synthase im Erythrozyten wurde erstmals 1995 durch 

Deliconstantinos et al. beschrieben19. Seitdem wurde die Frage einer 

NOS im Erythrozyten in den wenigen Publikationen vor allem durch 

Untersuchungen zur Enzymaktivität kontrovers diskutiert. Eine Protein-

Expression und Isoform-Charakterisierung einer  NOS im Erythrozyten 

wurde nur in sehr wenigen und ebenfalls widersprüchlichen Veröffent-

lichungen beschrieben. Untersuchungen zur  Transkription fehlen  

völlig. Darüberhinaus finden sich weitere Publikationen, die eine 

erythrozytäre NOS indirekt beschreiben oder eine NOS ohne Beweis-

führung annehmen.  

Biochemisch beschrieben Deliconstantinos et al.19 eine 

erythrozytäre, im Zytosol lokalisierte NOS, deren katalytische Aktivität 

durch Wasserstoff-Peroxid oder Calzium-Ionophor gesteigert werden 

konnte (Freisetzungsrate: 7*107pmol*Zelle-1
*min-1). Diese Versuchs-

parameter stellen erhebliche Eingriffe in die physiologischen 

Bedingungen dar (Veränderungen von pH, PO2, Ca2+-Konzentration) 

und hatten eventuell eine NOS-unabhängige NO-Freisetzung aus dem 

im Erythrozyten gebundenen NO-Pool stimuliert. Kritisch zu bewerten 

sind ebenfalls spätere Hinweise auf eine zytosolisch lokalisierte NOS-

Aktivität 22. Wird bei der Differenzierung zwischen zytosolischer und 

membranständiger Aktivität nicht sorgfältig eine Hämoglobin-

kontamination vermieden, kann es zu falsch positiven Ergebnissen 

kommen. Bei den zuerst aufgeführten Untersuchungen lag Hämoglobin 

durch die Erythrozytenlyse frei vor 19. Dies bedingte eine „Konkurrenz“ 

zwischen dem NO-Fänger Hämoglobin und dem zur NO-

Quantifizierung verwendeten NO-bindenden System. Durak et al. 22 

verwandten zur Messung der NO-Bildung die Nitritkonzentrations-

bestimmung über die Griess-Reaktion, die ebenfalls durch Hämoglobin 

stark beeinflusst wird.  

Bei Versuchen zum Nachweis einer in der Membran lokalisierten 

NO-Synthase fand sich keine basale Aktivität9. Hingegen wies die über 
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eine Säule separierte, biochemisch aktive NO-synthetisierende Fraktion 

der solubilisierten Erythrozytenmembran eine Aktivität von 

506pmol*Zelle-1
*min-1 auf. Obwohl eine Steigerung der NO-Bildung des 

gereinigten Enzyms durch Insulingabe erreicht werden konnte, kann 

eine NOS-unspezifische Nitritproduktion nicht ausgeschlossen werden, 

da keine NOS-spezifische Inhibition oder Stimulation durchgeführt 

wurde. Bei einer Stimulation von Erythrozyten mit dem NOS-Substrat L-

Arginin nahm die Umwandlung von L-Arginin zu L-Citrullin zu14. Kang et 

al.41 interpretierten die Verstoffwechslung des H3-markierten L-Arginins 

in den in Puffer hämolysierten Erythrozyten als Arginase-Aktivität, da 

diese nicht mit NOS-Inhibitoren, sondern mit dem Arginase-Inhibitor 

Norvalin zu unterdrücken war. Durch Erythrozyten-Lyse wird die 

Arginase-Aktivität erhöht und parallel gehen durch metabolische 

Prozesse die Kofaktoren verloren53. Da aber zum Nachweis der 

katalytischen Aktivität der erythrozytären NOS weder für die NOS 

essentielle Kofaktoren noch ausreichend Substrat hinzugegeben 

wurden, konnte eine Aktivität der NOS nicht erwartet werden. Die für 

die NOS essentiellen Kofaktoren sind innerhalb der Erythrozyten, aber 

auch im Blutplasma vorhanden.  

Untersuchungen der eigenen Arbeitsgruppe  konnten die in der 

Literatur  kontrovers diskutierte NOS-Aktivität im Erythrozyten nach-

weisen. Durch die gemessene Calciumabhängigkeit wurde sie als 

konstitutive NOS differenziert. In Untersuchungen mit eNOS-spezi-

fischen Inhibitoren und am Modell der eNOS-Knock-Out Maus konnte 

sie biochemisch als endotheliale NOS identifiziert werden. 

Auch zur Protein-Expression sind  keine einheitlichen Nachweise  

in der Literatur zu finden. Jubelin und Giermann38 zeigten durch 

immunhistochemische Untersuchungen sowohl eine eNOS- als auch 

eine iNOS-Expression im Eythrozyten, die primär in der Membran 

lokalisiert war. Außerdem konnten sie Calmodulin im Erythrozyten 

nachweisen. Kang et al.41 konnten im Western-Blot nach vorheriger 

Immunpräzipitation ebenfalls eine eNOS- und iNOS-Expression zeigen, 
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ohne jedoch zwischen membranösem und zytosolischem Kompartiment 

zu differenzieren. Eine nNOS-Expression konnten sowohl Jubelin und 

Giermann38 als auch Kang et al.41 nicht nachweisen. Chen und Metha14 

zeigten im Western-Blot eine eNOS-Expression im Zytosol der 

Erythrozyten, konnten aber kein iNOS- und nNOS-Protein nachweisen. 

Bhattacharya et al.9 beschrieben eine so genannte Insulin-induzierbare 

NOS in der Erythrozytenmembran. Eine Antikörper-spezifische Unter-

suchung und damit eine Einordnung in die bekannten Isoformen 

leisteten sie nicht. Stattdessen zeigten sie  in der Proteinelektro-

phorese unter nicht reduzierenden Bedingungen ein Protein von 230 

kd, das sich unter reduzierenden Bedingungen in zwei Untereinheiten 

von 95 und 135 kd auftrennen ließ. Die bekannten NOS-Isoformen sind 

jedoch Dimere, die sich aus zwei gleichen Untereinheiten (nNOS: 150 

kd; iNOS: 130 kd; eNOS: 140 kd) zusammensetzen.  

Der im Rahmen dieser Arbeit erbrachte Nachweis einer eNOS-

Expression im Erythrozyten bestätigt teilweise die immunhisto-

chemischen Ergebnisse von Jubelin und Giermann38, als auch die 

Western-Blot-Analysen von Kang et al. 41 und Chen und Metha14. Im 

Unterschied zu diesen wurde jedoch keine der übrigen NOS-Isformen 

im Erythrozyten nachgewiesen. Wie von Jubelin und Giermann 

beschrieben, wurde die eNOS primär in der erythrozytären Membran 

identifiziert. In elektronenmikroskopischen Untersuchungen der eigenen 

Arbeitsgruppe wurde die NOS dagegen, wie von Chen und Metha14 

beschrieben, im Zytosol lokalisiert. Eine Erklärung könnte die für die 

eNOS bekannte Translokation des Proteins bei Aktivierung vom Zytosol 

in die Membran sein81. Ob diese Regulation auch bei der erythrozytären 

NOS von Bedeutung ist, kann jedoch aus den vorliegenden 

Ergebnissen nicht abgeleitet werden. Ein unspezifisch positives Signal 

durch eine Kreuzreaktivität der verwendeten Antikörper konnte erstmals 

ausgeschlossen werden, da in Untersuchungen an eNOS-defizienten 

Mäusen kein positives Signal darzustellen war. Außerdem konnte durch 
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Einsatz Blutzell-spezifischer Antikörper die eNOS-Expression erstmalig 

eindeutig den Erythrozyten zugeordnet werden.  

Der in der Literatur fehlende Transkriptionsnachweis für die 

eNOS in Erythrozyten konnte mit der vorliegenden Arbeit erstmals 

erbracht werden. Dieser konnte durch Sequenz-spezifische Analysen 

als eNOS-spezifisch charakterisiert und durch Blutzell-spezifische 

Marker eindeutig den Erythrozyten zugeordnet werden.  Bei Säugern 

sind 1 bis 2% der Erythrozyten noch kernhaltige Retikulozyten. 

Vergleicht man die Zellzahl der Retikulozyten mit denen der ebenfalls 

kernhaltigen Leukozyten, so nehmen die Retikulozyten einen Anteil von 

20 bis 70% der im Vollblut vorhandenen kernhaltigen Zellen ein. 

Während ihrer Reifung werden die Mitochondrien abgebaut, die 

Ribosomen dissoziiert und durch Ribonukleasen in Ribozyme verdaut66. 

Mit der Reifung der Retikulozyten geht ein Verlust der katalytischen 

Funktionen vieler Enzyme einher. In welchem Reifungsstadium die 

Transkription und die Translation der NOS stattfindet, kann mit den 

bisherigen Ergebnissen nicht eingeschätzt werden. Die eNOS könnte 

an der Ausdifferenzierung der Erythrozyten im Knochenmark beteiligt 

sein und mit fortschreitender Zellreifung abgebaut werden. Dafür 

sprechen Untersuchungen eines Kooperationspartners am NIH 

(National Institute of Health) in Washington. Dort konnte in 

unveröffentlichten Untersuchungen eine Abnahme der eNOS-

Transkriptionsrate während der Erythrozyten-reifung gezeigt werden. 

Möglicherweise kann die eNOS-mRNA aber auch stabilisiert werden 

und im ausgereiften Erythrozyten translatiert werden. In Thrombozyten, 

die wie Erythrozyten im ausgereiften Stadium keine Ribosomen mehr 

besitzen, konnte eine extraribosomale Protein-Synthese nachgewiesen 

werden91. Unter Umständen können auch Erythrozyten Ribosomen-

unabhängig  Proteine synthetisieren. Die Regulation der NOS-Aktivität 

könnte damit nicht nur auf Enzymebene, sondern auch über die Trans-

lation gesteuert werden. 
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Neben den wenigen direkten Publikationen (s.o.) finden sich 

einige Untersuchungen, die indirekt eine NOS im Erythrozyten be-

schreiben oder als etabliert voraussetzten. Der bereits diskutierten 

Untersuchung von Bhattacharya et al.9 zu einer Membran-gebundenen, 

Insulin-induzierbaren NOS im Erythrozyten ging eine Arbeit aus der 

gleichen Arbeitsgruppe von Kahn et al.39 voraus, die in verschiedenen 

murinen Geweben und humanen Erythrozyten eine durch Insulin 

stimulierbare NO-Bildung  zeigen konnte. Sie postulierten daraus NO 

als second Messenger von Insulin. Zwei weitere Publikationen13;32 

dieser Arbeitsgruppe knüpften an die Untersuchungen an. Sie 

beschrieben eine Östrogen-Stimulierbarkeit  der so genannten  Insulin-

Induzierbaren NOS bei Patientinnen mit Brustkarzinom im Gegensatz 

zu gesunden Frauen. Dies werteten sie als Hinweis, daß NO ein 

pathophysiologischer Faktor des Brustkarzinoms sein könnte. 

Methodisch wurde die NO-Bildung wie von Bhattacharya9 bestimmt 

(s.o.). Durak et al.22, die eine Aspirin-induzierbare NOS-Aktivität im 

Erythrozyten postulierten, (s.o.) zeigten in einer neueren Arbeit23 eine 

Abnahme der NOS-Aktivität in Erythrozyten bei Patienten mit 

chronischem Nierenversagen. Diese erklärten sie mit einer 

Substratabnahme durch gleichzeitige Zunahme der Arginase-Aktivität. 

Die Ergebnisse diskutierten sie als pathophysiologischen  Bestandteil 

der renalen Minderperfusion bei chronischem Nierenversagen. 

In der Literatur finden sich darüber hinaus Hinweise, welche die 

Annahme einer erythrozytären NOS unterstützen. So konnte im 

Erythrozyten ein Enzym gefunden werden, welches die physiologischen  

NOS-Inhibitoren Asymmetrisches-Dimethylarginin (ADMA) und NG-

Monomethyl-L-Arginin (L-NMMA) durch Hydrolyse abbauen kann40. 

ADMA und L-NMMA wurden bei vielen pathophysiologischen Pro-

zessen wie essentieller Hypertonie, Arteriosklerose, chronischem 

Nierenversagen und anderen nachgewiesen. Außerdem sind alle 

bekannten Regulationsmechanismen der eNOS auf Proteinebene, 

durch posttranslationale Modifikationen (Phosphorylierung, 
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Alkylierung3;24) und Proteininteraktionen (Caveolin, Calmodulin, HSP 

90, NOSIP, G-Protein-Rezeptor, Dynamin, Kinasen, und Phosphatasen 
3;24) im Erythrozyten nachgewiesen16. Ob diese auch bei der Regula-

tion der erythrozytären eNOS eine Rolle spielen, lässt jedoch nicht 

ableiten. In ihrer Summe unterstützten die aufgeführten Publikationen 

aber die Annahme einer eNOS-Expression und Aktivität im Erythro-

zyten.  

Basierend auf den vorliegenden Daten konnte die in der Literatur 

kontrovers diskutierte Expression einer NOS im Erythrozyten nachge-

wiesen werden. Sie wurde in Übereinstimmung mit den biochemischen 

Untersuchungen der eigenen Arbeitsgruppe als endotheliale Isoform 

charakterisiert und in Abgrenzung zu den übrigen Blutzellen eindeutig 

den Erythrozyten zugeordnet. 

4.3 Physiologische Relevanz  

Die erythrozytäre NO-Synthese kann im Vergleich zur 

endothelialen NO-Synthese nicht nur lokal wirken, sondern mit den 

zirkulierenden Erythrozyten im gesamten Gefäßsystem. Da die 

endotheliale NO-Synthese nicht in allen Gefäßabschnitten gleich ist89, 

kann die für die Blutzirkulation neue “NO-Quelle“ der Erythrozyten 

andere Funktionen übernehmen als endothelial gebildetes NO. 

Zusätzlich ist im krankhaft veränderten Endothel im Rahmen be-

ginnender oder manifester arteriosklerotischer Veränderungen eine 

geringere oder völlig fehlende eNOS-Aktivität nachzuweisen50. So 

könnte in den Arealen, in denen die endotheliale Synthese von NO 

deutlich geringer ist, die erythrozytäre NO-Bildung neben den zirkulie-

renden NO-Speichern eine entscheidende Rolle in der NO-Verfüg-

barkeit spielen. 

Bei Gefäßerkrankungen konnte schon in der Vergangenheit die 

Relevanz von NO-Donatoren, z.B. Nitraten oder Nitroglycerin, in der 

Therapie gezeigt werden. Bei der oralen Applikation wirken die als 

Medikament eingesetzten NO-Donatoren nur kurzfristig, so dass eine 
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kontinuierliche intravenöse Gabe nötig werden kann. Von Interesse ist 

also eine Quelle, die kontinuierlich bioaktives NO freisetzt. 

Erste Hinweise hierzu ergeben sich in einer Studie, bei der 

Patienten mit einem akuten Koronarsyndrom entweder das NOS-

Substrat L-Arginin oder Nitroglycerin intravenös verabreicht wurde. 

Dabei zeigte sich in vorläufigen Ergebnissen, dass L-Arginin dem 

bisherigen Therapiestandard Nitroglycerin hinsichtlich der Beschwerde-

freiheit gleichwertig war. Dieser Effekte könnte durch die gesteigerte 

endotheliale aber auch erythrozytäre NO-Synthese erklärt werden. 

Steigt durch L-Arginin Zugabe die NO-Synthese nicht nur im Endothel, 

sondern auch im Erythrozyten, geht damit eine erhöhte NO-

Verfügbarkeit einher. Diese Effekte können nicht nur durch die 

gesteigerte NO-Synthese, sondern ebenfalls durch die Auffüllung 

zirkulierender NO-Speicher in Plasma oder Erythrozyten bedingt sein 

(Unveröffentlichte Daten, Kelm et al., Kardiologisches Labor, Universität 

Düsseldorf).  

Vasodilatatorische Effekte einer intrakoronaren L-Arginin-Infusion 

wurden bei Patienten mit koronarer Herzkrankheit untersucht. In 

arteriosklerotisch hochgradig stenosierten Segmenten epikardialer 

Gefäße wurde die Vasodilatation nach NOS-Stimulation (durch L-

Arginin) im Vergleich zu einem Referenzgefäß untersucht. Hierbei löste 

eine erythrozytäre NOS die Vasodilatation selektiv in stenosierten 

Segmenten aus. Die Wirkung von endothelial gebildetem NO konnte 

durch die Kontrollen ausgeschlossen werden, in denen die Wirkung des 

L-Arginins außerhalb der Stenose und dem Referenzgefäß erfasst 

wurde (Unveröffentlichte Daten, Kelm et al., Kardiologisches Labor, 

Universität Düsseldorf). Ungeklärt ist jedoch, inwieweit eine 

erythrozytäre NO-Bildung an der Entstehung arteriosklerotischer Gefäß-

veränderungen oder anderen innerhalb der Arteriosklerose 

beschriebenen Prozessen selbst beteiligt ist.  

An isolierten Rattenlungen konnte gezeigt werden, dass Erythro-

zyten bei einem Ischämie-Reperfusionsschaden mutmaßlich NO-
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vermittelt protektiv wirken92. In diesen Lungenpräparaten war die An-

wesenheit von Blut notwendig, um den pulmonalvaskulären Wider-

stand nach Ausschalten  der endothelialen NO-Bildung durch NOS-

Inhibitoren zu senken. Das könnte bedeuten, dass Erythrozyten durch 

die zelleigene NO-Bildung in der Lage sind die verminderte endotheliale 

NO-Bioverfügbarkeit zu kompensieren. 

Bisher wurden pathologische Mikrozirkulationsstörungen zum 

Teil auf die veränderte NO-Verfügbarkeit und dadurch entstehende 

Veränderungen der Erythrozytenverformbarkeit zurückgeführt57;75. 

Veränderungen in der Verformbarkeit von Erythrozyten treten bei 

verschiedenen Erkrankungen auf z.B. Arteriosklerose, Bluthochdruck 

und Diabetes, aber auch Sepsis8. In Erythropoitin-überexprimierenden, 

polyglobulen Mäusen führte die systemische Gabe von NOS-Inhibitoren 

zu einer Oklusion der terminalen Arteriolen durch die Erythrozyten und 

dem Tod aller Tiere innerhalb weniger Stunden75. Diese 

Veröffentlichung unterstreicht die Bedeutung von NO für die 

Erythrozyten-Verformbarkeit. Auch wenn in der Arbeit nicht zwischen 

endothelialer und erythrozytärer NO-Bildung differenziert wurde, ist 

anzunehmen, dass besonders die Inhibition der erythrozytären NOS für 

die pathophysiologischen Ergebnisse der Untersuchungen von 

Bedeutung ist. Zum einen wird im Bereich der Mikrozirkulation 

physiologisch weniger NO durch das Endothel synthetisiert, zum 

anderen kann vor allem erythrozytär gebildetes NO direkt vor Ort in der 

Zelle wirken. Ähnliche Hinweise auf eine NO-Modulation der 

Erythrozyten-Verformbarkeit zur Verbesserung der Mikrozirkulation  

geben Publikationen zur Sichelzellanämie70;71. Bei Patienten mit 

Sichelzellanämie konnte eine verminderte NO-Bioverfügbarkeit 

während der hämolytischen Krisen nachgewiesen werden. Dies könnte 

mit dem Abfangen von NO durch akut freigesetztes  Hämoglobin erklärt 

werden. Umgekehrt konnte eine Reduktion der Gefäßoklusionen und 

eine Reduktion des pulmonalen Hochdruckes während der 

hämolytischen Krisen durch NO- oder L-Arginin-Substitution gezeigt 
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werden58;90. Da die Synthese und der Abbau von NO innerhalb des 

Erythrozyten die basale Erythrozyten-Verformbarkeit beeinflussen, 

könnten Mikrozirkulationsstörungen eventuell durch eine Steigerung der 

NO-Synthese im Erythrozyten ausgeglichen werden.  

4.4 Ausblick  

Neben den Endothelzellen sind die Erythrozyten an der 

vaskulären NO-Bildung beteiligt. Erythrozyten sind nicht nur Speicher 

des vaskulären NO-Pools, sondern können diesen auch aktiv auffüllen. 

Herzinsuffizienz und Arteriosklerose sind neben anderen 

pathophysiologischen Prozessen beispielhaft assoziiert mit der 

Endothelialen-Dysfunktion und einer resultierenden Abnahme der NO-

Bioverfügbarkeit. Bei Patienten mit Herzinsuffizienz oder Myokardinfarkt 

wird eine Verschlechterung der Prognose durch eine Anämie 

beobachtet4;61. Diese könnte durch die gleichzeitige Verminderung der 

endothelialen und erythrozytären NO-Bioverfügbarkeit begründet sein. 

Dagegen könnte eine Stimulation der Expression und der Aktivität der 

erythrozytären NO-Syntase den Verlauf vaskulärer Erkrankungen 

entscheidend verbessern, während andere neue Therapiekonzepte, die 

in den NO-Stoffwechsel eingreifen, wie z.B. die vaskuläre Gentherapie 

in der Regel lokal begrenzt und nicht systemisch wirksam sind45. Dazu 

müssen weitere Untersuchungen primär die Regulationsmechanismen 

der erythrozytären NO-Synthase aufklären. Langfristig könnten dadurch 

neue Therapiekonzepte für die Behandlung kardiovaskulärer 

Erkrankungen gewonnen werden. 
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5 Zusammenfassung 
 

Die Bedeutung der Erythrozyten für den vaskulären NO-Metabolismus 

wurde in jüngster Zeit einem grundlegenden Wandel unterzogen. Erythrozyten 

entwickelten sich vom Abfänger und Vernichter von NO, über Speicher und 

Transporter hin zu Funktionseinheiten, die aus dem „Abfall-Produkt“ Nitrit 

unter bestimmten Bedingungen wieder NO generieren können. Diese Aspekte 

des erythrozytären NO-Metabolismus müssen möglicherweise um eine 

zentrale Funktion erweitert werden. Erythrozyten könnten in der Lage sein 

durch eine zelleigene NO-Synthase aus L-Arginin NO zu bilden. 

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es: 1. eine NO-Synthase im 

Erythrozyten nachzuweisen oder auszuschließen, 2. ggf. die Isoform  zu 

charakterisieren und 3. die Expression auf RNA- und Proteinebene detailliert 

darzustellen. 

 

Die Ergebnisse lassen sich wie folgt zusammenfassen: 

1. Erythroztyen exprimieren eine NO-Synthase. 

2. Die NO-Synthase im Erythrozyten kann eindeutig als endotheliale Isoform 

charakterisiert werden. 

3. Sowohl Transkription als auch Translation der NO-Synthase im Erythro-

zyten können nachgewiesen werden. 

4. Die Expression der NO-Synthase kann in Abgrenzung zu den übrigen Blut-

zellpopulationen eindeutig den Erythrozyten zugeordnet werden. 

 

Die Expression einer NO-Synthase erweitert die Bedeutung der 

Erythrozyten im vaskulären NO-Metabolismus und gibt einen Hinweis auf 

neue physiologische und pathophysiologische Funktionen der Erythrozyten für 

die vaskuläre Homöostase. Erythrozyten können speziell dort eine NO-

Wirkung vermitteln, wo  die endotheliale NO-Bioverfügbarkeit eingeschränkt 

ist. Damit könnte die Expression einer NO-Synthase im Erythrozyten den 

Angriffspunkt neuer Therapiekonzepte zur Behandlung von Erkrankungen des 

Herz-Kreislaufsystems darstellen.  
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