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1 Einleitung 

1.1 Funktion von Stickstoffmonoxid im humanen 
Kreislauf 

 

Bis zu Beginn der 80er-Jahre wurde die Bedeutung von Stickstoffmonoxid (NO) 

hauptsächlich in Zusammenhang mit Toxikologie und Technik gebracht. 

Furchgott und Zawadzki entdeckten bei Versuchen an isolierten Aortenpräparaten, 

dass Acetylcholin nur bei intaktem und funktionsfähigem Endothel eine 

gefäßrelaxierende Wirkung besaß.46 Die für dieses Phänomen verantwortliche 

Substanz wurde als „endothelium-derived relaxing factor“ (EDRF) be-

zeichnet.34,45,47 Einige Jahre später wurde von verschiedenen Arbeitsgruppen 

zeitgleich der Beweis erbracht, dass der vom Gefäßendothel freigesetzte EDRF 

mit NO identisch ist.69,82,122 Seither gilt als gesichert, dass NO als EDRF 

maßgeblich an der Blutdruckregulation beteiligt ist.122 

Inzwischen wurde NO als zentrales Signalmolekül mit einem vielfältigen 

Wirkspektrum in den unterschiedlichsten Organen und Zellsystemen 

nachgewiesen. Beteiligt an verschiedenen Stoffwechselprozessen wirkt der intra- 

und interzelluläre Botenstoff, abhängig von der NO-Konzentration, unter anderem 

sogar zytotoxisch, aber auch zellprotektiv. NO spielt eine wichtige Rolle bei der 

Regulation des Herz-Kreislaufsystems, im zentralen und peripheren 

Nervensystem, im Rahmen gastrointestinaler Reflexe, beim Atemwegswiderstand 

sowie in der Immunabwehr.68,113,116,148  

 

NO wird kontinuierlich vom Endothel freigesetzt. Das relativ lipophile Molekül 

diffundiert in die glatte Gefäßmuskelzelle, in der es die lösliche Guanylatzyklase 

aktiviert, die eine Umwandlung von Guanosintriphosphat (GTP) in cyclisches 

Guanosinmonophosphat (cGMP) bewirkt. Dies führt zur Stimulation der cGMP-

abhängigen Proteinkinase, wodurch über Phosphorylierungen eine Senkung der 

zytoplasmatischen Calziumkonzentration mit nachfolgender Relaxation der 

Muskelzelle und Dilatation des Gefäßes bewirkt wird.36,113,167 
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Als stärkster körpereigener Vasodilatator übernimmt NO Aufgaben der 

Blutdruckregulation und der Homöostase.56,83,136 NO inhibiert die Thrombozyten-

aggregation und Adhäsionen von Blutzellen am Gefäßendothel.27,113,125,129 Somit 

ist der NO-Metabolismus direkt am Pathomechanismus der Arteriosklerose-

entwicklung beteiligt. Neue Befunde belegen, dass NO sogar die myokardiale 

Funktion selbst beeinflusst.13,22,25,26 

NO bewirkt im zentralen Nervensystem einen Calziumeinstrom, wodurch ein 

Anstieg der Glutamatkonzentration erzielt wird. NO dient als Neurotransmitter 

und beeinflusst kognitive Fähigkeiten wie das Lernen und die Gedächtnisleistung. 

Tierversuche zeigen, dass durch Inhibition der NO-Synthese die Leistung des 

Kurzzeitgedächtnisses stark beeinträchtigt wird.77 Bisher wurde eine übermäßige 

NO-Synthese und der damit einhergehende Zelltod (Apoptose) als Ursache der 

Demenz verantwortlich gemacht. Im Alter nimmt jedoch die NO-Produktion 

ab,118 womit sich die Demenz als Folge verminderter Signalübertragung erklären 

ließe.142 Im peripheren Nervensystem wirkt NO zusätzlich bei der Vermittlung 

von Schmerzreizen mit.85 Über Relaxation der glatten Gefäßmuskulatur werden 

Sphinktertonus, Magenentleerung und Peristaltik des Gastrointestinaltraktes 

reguliert.60,105 Eine verminderte NO-Synthese wird im Zusammenhang mit 

diabetischer Gastropathie und infantiler Pylorusstenose diskutiert.159,163 Auch die 

Atemwegswiderstände sind über die Tonusregulation des Bronchialsystems NO-

abhängig.113 

Im Rahmen der unspezifischen Immunabwehr produzieren aktivierte 

Makrophagen große Mengen an NO.157 Dieses wirkt zytostatisch oder zytotoxisch 

auf Mikroorganismen, wie zum Beispiel Vieren, Bakterien oder Pilze.37,42,117 

Somit besitzt NO einen antiinfektiösen, also zellprotektiven Effekt. Bakterien 

schützen sich vor dem toxischen Agens, indem sie Hämoglobin als NO-Fänger 

verwenden.44,48,111  

Der NO vermittelte Effekt in Bezug auf das Tumorzellwachstum wird kontrovers 

diskutiert. Einerseits wirkt NO zytostatisch auf bestimmte Tumorzellinien, 

andererseits fördert es durch induzierte DNA-Schäden die Entwicklung von 

Tumoren.66,91,92,117,172 

Bei aktiviertem Immunsystem werden durch exzessive Biosynthese mitunter 

extrem hohe NO-Konzentrationen erreicht, die zu schwerwiegenden Schäden 
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führen können. Hierzu zählt insbesondere die toxische Wirkung von NO beim 

septischen Schock, die eine Vasodilatation und möglicherweise eine myokardiale 

Dysfunktion verursacht.68,89,112,120,143,148,158 In diesem Zusammenhang nimmt man 

an, dass die hypotensiven Phasen im Sepsisverlauf durch massive NO-Synthese 

nach endotoxinbedingter Aktivierung des Endothels entstehen. Auch wird eine 

zytotoxische Wirkung bei Reperfusion nach Apoplex diskutiert. Weitere Studien 

belegen, dass der Zellschaden bei Herpes-simplex-Enzephalitis ebenfalls durch 

NO ausgelöst wird.110 UVA-induzierte Hautschäden, wie Ödembildung, 

Hautalterung und entzündliche Prozesse stehen wahrscheinlich auch in 

Zusammenhang mit einer gesteigerten NO-Verfügbarkeit.123 

Die oben genannten kontroversen Ansichten bezüglich der NO-Wirkung kommen 

dadurch zustande, dass die NO-Effekte in Abhängigkeit von der NO-

Konzentration noch nicht eindeutig geklärt werden konnten. Deutlich wird, dass 

es sich um ein lebenswichtiges Molekül handelt, welches an einer Vielzahl von 

Stoffwechselprozessen in Physiologie und Pathophysiologie beteiligt ist. 

 

1.2 Synthese von NO 
 

NO wird von der NO-Synthase gebildet, welche die Reaktion von L-Arginin zu 

Citrullin und NO katalysiert.68,95,113,121 Dabei entsteht in einem ersten Schritt aus 

L-Arginin unter Sauerstoff- und NADPH-Verbrauch das Zwischenprodukt N-

Hydroxyarginin (siehe Abbildung 1). Im zweiten Schritt kommt es, ebenfalls 

unter Verbrauch von NADPH und molekularem Sauerstoff, zur Bildung von NO 

und L-Citrullin. Man nimmt an, dass an diesem Oxidationsschritt die Cytochrom-

P450 verwandte Hämgruppe der NO-Synthase beteiligt ist.65,128 An der Synthese 

sind die Kofaktoren NADPH, Tetrahydrobiopterin (BH4), Flavin-Adenosin-

Dinukleotid (FAD) und Flavin-Mononukleotid (FMN) beteiligt.95 Diese spielen 

eine wichtige Rolle beim Elektronentransport von NADPH zum Hämkomplex. 

Eine Reihe von L-Arginin-Analoga, einschließlich D-Arginin, können nicht als 

Substrat verwendet werden. Nω-Nitro-L-Arginin (L-NNA) hat sich als 

stereospezifischer Hemmstoff der NO-Synthase bewiesen.121,136 L-Arginin wird 
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über die Nahrung aufgenommen oder kann, vorrangig im proximalen 

Nierentubulus, aus L-Citrullin gebildet werden.169 

 

 

Abbildung 1: Schematische Darstellung der Biosynthese von NO. Dabei wird oxidoreduktiv die 
Aminosäure L-Arginin zu L-Citrullin und NO umgesetzt. Diese Reaktion wird von der NO-
Synthase katalysiert. Als Kofaktoren sind Tetrahydrobiopterin (BH4) und NADPH an der Reaktion 
beteiligt. Für die fünf-Elektronenoxidation des L-Arginins werden 1,5mol NADPH als Lieferant 
für drei Elektronen und zwei Elektronen aus molekularem Sauerstoff benötigt. 
 

Mehrere Isoenzyme der NO-Synthase sind heute bekannt, deren Gene auf 

verschiedenen Chromosomen lokalisiert sind.104,113,114,145 Grundsätzlich wurde 

zwischen konstitutiver (cNOS) und induzierbarer (iNOS) NOS-Form 

unterschieden. Konstitutiv bedeutet, dass diese NO-Synthase unter normalen 

physiologischen Bedingungen exprimiert wird. Die induzierbare NOS-Form wird 

im Rahmen der unspezifischen Immunabwehr durch Stimulation von Geweben 

oder Zellen mit Zytokinen aktiviert.  

Zwei konstitutive NO-Synthasen sind bekannt, die neuronale NOS (nNOS oder 

NOS I) und die endotheliale NOS (eNOS oder NOS III). Die konstitutiven NOS-

Formen sind membrangebunden, produzieren NO in nanomolaren Kon-

zentrationen und sind Calzium (Ca2+) und Calmodulin abhängig. Die induzierbare 

NOS (NOS II) ist im Zytosol lokalisiert, synthetisiert NO in mikromolaren 

Bereichen und ist Calzium und Calmodulin unabhängig. Inzwischen muss davon 

ausgegangen werden, dass in bestimmten Zelltypen auch eine konstante 

Expression der iNOS stattfindet.116  

Daher ist man dazu übergegangen in Calzium und Calmodulin abhängige (cNOS) 

und unabhängige (iNOS) Formen zu unterscheiden.117 Diese Einteilung begründet 

sich in der unterschiedlichen Affinität für Calmodulin. 
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Bei normaler intrazellulärer Calziumkonzentration (30-70nM) ist Calmodulin an 

die iNOS gebunden. Ein intrazellulärer Calziumanstieg auf ca. 1µM bewirkt eine 

Calmodulinbindung an die cNOS und somit die Aktivierung des Enzyms. 

Auslöser sind hierbei extrazelluläre Signale wie Steigerung der Scherkräfte oder 

Freisetzung von Acetylcholin, Histamin, Bradykinin, Substanz P und Serotonin.15 

Die NOS-Isoformen konnten neben den Geweben, in denen sie erstmalig 

nachgewiesen und nach denen sie benannt worden sind (Endothel, Neurone, 

Makrophagen), inzwischen auch in vielen anderen Geweben identifiziert werden. 

So wird die nNOS zusätzlich im Skelettmuskel und im respiratorischen Endothel 

exprimiert.4,115 Die Isoform der eNOS wurde auch in Kardiomyozyten, in 

Thrombozyten, in Neuronen und in Epithelzellen der Lunge sowie in der Niere 

gefunden.146,149 Die iNOS ist in vielen Zellen, wie zum Beispiel in Makrophagen, 

Epithelzellen, Muskelzellen, Kardiomyozyten und mesangialen Zellen nach-

gewiesen worden.157  

Alle genannten NOS-Isoformen haben eine vergleichbare Aktivität von 

1µmol*min-1
*mg-1Protein.35 Die bei immunologischen und inflammatorischen 

Prozessen bekannte hohe NO-Ausschüttung von Makrophagen begründet sich in 

einer extrem hohen Enzymexpression der iNOS. Diese kann von 0,005% bis auf 

1% des Zellproteingehaltes ansteigen.117 Stimulierend wirken Lipopolysaccharide 

sowie bestimmte Zytokine wie der Tumornekrosefaktor (TNF) und Interleukin 1 

(IL 1). Inhibiert wird die iNOS nicht nur durch stereospezifische Inhibitoren und 

Arginin-Analoga, sondern auch durch Glukokortikoide. Neuere Studien konnten 

eine weitere NOS-Isoform in Mitochondrien (mtNOS) identifizieren.50,52 Diese ist 

Ca2+abhängig und scheint an der Regulation des pH, beim Membranpotential und 

an der Zellatmung beteiligt zu sein.50 
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Eine Übersicht über die verschiedenen Formen der NO-Synthasen ist in Tabelle 1 

dargestellt: 

Tabelle 1: Charakteristika der NO-Synthese der verschiedenen Isoformen 

 NOS-I NOS-II NOS-III 
Synonyme Neuronale NO- 

Synthase 
(nNOS) 

Induzierbare NO-
Synthase 
(iNOS) 

Endotheliale NO-
Synthase 
(eNOS) 

Expression konstitutiv induziertbar konstitutiv 

Ca2+/ Calmodulin 
Abhängigkeit ja nein ja 

Enzym-Lokalisation Zellmembran Zytosol Zellmembran 

Konzentration der 
 NO-Freisetzung nM µM nM 

Kinetik Sekunden Stunden Sekunden 

Chromosomlokalisation 
(Mensch) 12 17 7 

Vorkommen ZNS/PNS 
Skelettmuskulatur 

pulmonale 
Endothel- 

und Epithelzellen 

Makrophagen 
glatte Muskulatur 
Kardiomyozyten 

Hepatozyten 
mikrovaskuläre 
Endothelzellen 

mesangiale Zellen 

Endothelzellen 
Thrombozyten 

Kardiomyozyten 
renale/pulmonale 

Epithelzellen 
 

 

1.3 Stoffwechsel von NO 
 
NO ist ein farbloses, paramagnetisches Gas, welches, durch sein ungepaartes 

Elektron bedingt, hohe Reaktivität und Radikalcharakter besitzt.55,63 Der NO 

Metabolismus wird durch verschiedenste Faktoren bestimmt: pH, pO2, 

Konzentrationen von Superoxidanionen, Hydroxylradikalen, Hämoglobin sowie 

durch die Enzymaktivität der Superoxiddismutase, Katalase, Guanylatzyklase und 

Cytochrom P450. 

Seine vielfältigen biologischen Funktionen (siehe Kapitel 1.1) werden durch die 

Kombination zweier Eigenschaften ermöglicht: NO kann zum einen chemische 

(kovalente) Bindungen mit dem Rezeptormolekül eingehen, zum anderen kann es 

als lipophiles Molekül frei durch die Zellmembranen diffundieren. Die 

Diffusionskonstante von NO beträgt 3300µm2/sec.100 Daher müssen Synthese- 
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und Wirkort nicht unbedingt beieinander liegen. Vielmehr kann NO signifikante 

Entfernungen überwinden, bevor es seine Zielzelle erreicht.93 Währenddessen 

kann es mit molekularem Sauerstoff zu höheren Stickoxiden (NO2 und N2O3) 

reagieren. Diese reagieren entweder weiter mit anderen Molekülen wie Thiolen 

und Aminen oder werden zu Nitrit (NO2
-) und Nitrat (NO3

-) hydrolysiert. 

Wichtige Komponenten, die neben Sauerstoff am Abbau von NO beteiligt sind, 

sind Superoxidanionen (O2
-), Wasserstoffperoxid (H2O2) und Hydroxylradikale 

(HO·).7,8 Diese werden im Gefäßsystem hauptsächlich von Endothelzellen und 

Makrophagen gebildet.7 

Die verschiedenen Reaktionskinetiken von NO sowie die wechselnden 

Konzentrationen dieser Sauerstoffradikale führen zu uneinheitlichen Daten über 

den NO-Abbau in vivo.7,8 Superoxidanionen sind hier besonders hervorzuheben, 

da sie von Endothelzellen zum einen selbst synthetisiert, zum anderen aber auch 

von diesen durch die zelleigene Superoxiddismutase inaktiviert werden 

können.59,76,90 Dabei wird NO unter Bildung von Peroxinitrit (ONOO-) abgebaut. 

Diese Reaktion verläuft mit fast diffusionslimitierter Geschwindigkeit (6,7109٭M-

1s-1). Peroxinitrit selbst besitzt ein hoch zytotoxisches Potential.7,70 Sowohl 

Proteine, Lipide, Kohlenhydrate als auch Organellen und andere Zellsysteme 

werden chemisch verändert oder denaturiert.9,127,147 Hydroxylradikale, welche aus 

einer Reaktion mit H2O2 hervorgehen, führen ebenfalls zu einer Inaktivierung von 

NO. Während bei Reaktionen von NO mit Sauerstoff als Hauptabbauprodukt 

Nitrat entsteht, entsteht bei der Reaktion mit Hydroxylradikalen zu großen 

Anteilen Nitrit. Der größte Anteil des intravaskulär gebildeten NO wird zu Nitrat 

abgebaut. Der NO-Metabolismus und die Reaktionskinetik sind in vivo sowohl 

von den unterschiedlichen Konzentrationen der zur Verfügung stehenden 

Reaktionspartner als auch von den Bedingungen, unter denen NO freigesetzt wird, 

abhängig.14,79,93 

In wässriger Lösung ist Nitrit das Hauptabbauprodukt von NO. Die Halbwertszeit 

(HWZ) von NO ist umgekehrt proportional zur NO-Konzentration und daher kein 

konstanter Wert.40 In wässrigen Phasen wurde die HWZ abhängig vom pH-Wert 

mit 3,8 bis 6,2sec. bestimmt.80  

Das in den Endothelzellen gebildete NO kann nach luminal oder nach abluminal 

freigesetzt werden. Bei Diffusion nach abluminal (Muskelzelle) wird der 
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biologische Effekt entweder über die Aktivierung der Guanylatzyklase vermittelt 

(siehe Kapitel 1.1) oder über die Reaktion mit sauerstoffabhängigen Radikalen 

(siehe oben) erzielt. Dagegen hängt der Metabolismus des nach luminal (Gefäß) 

freigesetzten NO von den Reaktionen mit den einzelnen Kompartimenten des 

Blutes ab. Das Vollblut gliedert sich in die zwei wesentlichen Bestandteile 

Blutzellen und Blutplasma. Insbesondere die Erythrozyten nehmen im 

intravaskulären NO-Metabolismus eine entscheidende Rolle ein, da das 

intraerytrozytäre Hämoglobin den Hauptanteil von NO zu Nitrat abbaut (siehe 

Kapitel 1.4.2).30,135 Im Plasma wird NO primär zu Nitrit oxidiert. Ferner kann NO 

im Plasma mit redox-aktiven Nukleophilen zu Nitrosothiolen reagieren. Diese 

können NO zu einem späteren Zeitpunkt wieder freisetzen und stellen somit ein 

Zwischen- oder Speicherprodukt von NO dar (siehe Kapitel 1.4.1). 

 

1.4 Bildung, Transport und Speicherung von NO im 
zirkulierenden Blut  

 

Der biologische Effekt von NO, der maßgeblich von der vorhandenen NO-

Konzentration abhängt, wird durch seine Synthese und seinen Abbau bestimmt. 

Diese Mechanismen werden durch weitere Faktoren, wie zum Beispiel der 

Diffusion und der Distanz, vom Ort der Synthese zum Wirkort beeinflusst. Die 

verschiedenen biochemischen Reaktionen in den einzelnen Kompartimenten des 

Blutes bestimmen dabei den Metabolismus. Dabei sind besonders das Blutplasma 

und die Erythrozyten hervorzuheben. Deren physiologische Relevanz am NO-

Metabolismus soll im Folgenden näher erläutert werden. 

 

1.4.1 Metabolismus von NO im Plasma 
 

Da Stickstoffmonoxid mit diffusionslimitierter Geschwindigkeit mit dem 

erythrozytären Hämoglobin reagiert, wurde dem Plasma lange Zeit keine 

bedeutende Rolle im NO-Stoffwechsel zugesprochen.  

Das endothelial gebildete und nach luminal freigesetzte NO tritt als erstes mit 

Plasma in Kontakt, da der Gefäßrandstrom frei von Erythrozyten ist.97,98,99,164 Im 

Plasma wird NO zum Großteil über Distickstofftrioxid zu Nitrit abgebaut. Nitrit 
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bleibt im Plasma für einige Stunden stabil. Die HWZ im Vollblut beträgt nur 110 

Sekunden, da es im Erythrozyten schnell zu Nitrat hydrolysiert wird, welches eine 

HWZ von 5-8 Stunden aufweist.58,81,126 Nitrat stellt das vasoinaktive Endprodukt 

des hämatogenen Stoffwechsels dar. Jedoch bestehen erste Hinweise, dass Nitrat 

durch UV-Einwirkung in Abhängigkeit von plasmatischen Thiolen wieder zu NO 

reduziert werden kann. Somit könnte eine nicht-enzymatische NO-Bildung im 

Plasma existieren.28 

Am Beispiel der humanen Unterarmzirkulation konnten Rassaf et al. zeigen, dass 

NO nicht nur lokal, sondern auch systemisch wirkt.132,134 Dabei war die 

kontralaterale vasoaktive Wirkung deutlich länger als es die HWZ von NO 

erwarten ließ. Dieser Effekt kann durch die Bildung bioaktiver Intermediate 

erklärt werden. NO kann im Plasma mit redox-aktivierten Thiolen zu S-

Nitrosothiolen (RSNO) reagieren.102,151 

Albumin bildet mit einer Konzentration von 0,5-1mM den Hauptanteil der 

Plasmaproteine.72,84,103,132,151,152,153 Daneben findet man ca. 4µM Glutathion88 und 

ca. 200µM Cystein.154 Albumin besitzt eine freie Sulfhydrylgruppe an der 

Nitrosierungsreaktionen stattfinden können. Wie die Nitrosierungsreaktionen im 

Detail ablaufen ist noch unklar. Es ist denkbar, dass NO mit den Thiolen unter 

anaeroben Bedingungen in Gegenwart eines Elektronenakzeptors direkt reagiert.54 

Möglicherweise entstehen aber auch Zwischenprodukte wie Distickstofftrioxid,171 

Nirosoniumionen (NO+),12,23 oder Peroxinitrit.166 

Zunehmend wird klar, dass die bei diesen Reaktionen gebildeten RSNO bioaktive 

Speicher- und Transportformen des NO-Stoffwechsels darstellen.34,151,152 Man 

vermutet, dass aus diesen bei Bedarf NO, NO+ oder Nitroxylionen freigesetzt 

werden können.71,154 NO regiert mit Plasmathiolen unter Bildung von fast 

ausschließlich S-Nitrosoalbumin (0,25-7µM),84,132 während kaum S-Nitroso-

glutathion (0,02-0,2µM)17,33 oder S-Nitrosocystein (0,2-0,3µM)17,141 im 

menschlichen Blut entsteht.132 Die in vitro ermittelten HWZ der RSNO im Plasma 

sind von den Reaktionsbedingungen abhängig. Sie liegen zwischen 15-40min (S-

Nitrosoalbumin),7,17,151,152 8min (S-Nitrosoglutation)17,33 und <1min (S-

Nitrosocystein).17,141 Die um ein Vielfaches längeren HWZ der S-Nitrosothiole 

sind mit der Funktion eines physiologisch bedeutenden NO-Lieferanten vereinbar. 
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Zu klären bleibt, inwieweit die in vitro ermittelte plasmatische HWZ der in vivo 

ermittelten HWZ im Vollblut entspricht. 

Über mehrere Mechanismen können S-Nitrosothiole in vitro abgebaut werden. 

Durch Zerfall der RSNO entstehen Transnitrosierungsvorgänge. Dabei bindet das 

aus Nitrosothiolen freigesetzte NO erneut an Thiole. Solche Transfere finden 

häufig von stabilen Thiolen, wie zum Beispiel dem S-Nitrosogluthation oder 

SNO-Albumin, zu relativ labilen Thiolen wie dem S-Nitrosocystein statt.141 So 

scheinen stabile Nitrosothiole Speicher für niedrigmolekulare RSNO darzustellen. 

Diese wirken entweder direkt oder über das in Gegenwart von Kupfer freigesetzte 

NO.72,141,151 

Kupferionen wie Cu2+ und Cu1+, welche im menschlichen Organismus in großen 

Mengen vorliegen, führen unter Bildung von Disulfiden und NO zum Abbau von 

Nitrosothiolen.1 Da Ascorbinsäure Kupfer reduziert, fördert es indirekt den 

Nitrosothiolabbau. In hohen Konzentrationen agiert es zusätzlich als Nukleophil 

und greift die Stickstoffgruppe direkt an, so dass eine NO-Abspaltung erfolgt.67 

Ob die S-Nitrosothiole in vivo über die gleichen Mechanismen abgebaut werden, 

ist noch nicht abschließend geklärt. Anzunehmen ist, dass der Hauptabbauweg 

über Kupfer stattfindet. Zusätzlich könnte ein photochemischer Abbau von 

Bedeutung sein. Lichtempfindliche Moleküle aus den glatten Muskelzellen der 

Gefäße sollen nach UV-Bestrahlung NO freisetzen können. Im Dunkeln scheinen 

sich diese Speicher durch endothelial gebildetes NO wieder aufzufüllen.107 

Insgesamt ist der Nitrosothiolstoffwechsel noch nicht ausreichend erforscht. So 

sind noch viele Fragen bezüglich der RSNO-Bildung, der Stabilität (HWZ im 

Vollblut), des Transportes sowie der bedarfsgerechten NO-Abgabe offen.154 Es ist 

anzunehmen, dass dem Blutplasma, durch Bildung bioaktiver NO-Zwischen-

produkte, die Funktion der Vermittlung und Modulation des Austausches von 

bioaktivem NO zwischen den Blutzellen, insbesondere den Erythrozyten, und 

dem Gefäßendothel zukommt. Damit würde es wichtige blutflussregulierende 

Aufgaben übernehmen.78 Neben der Reaktion von NO zu Nitrosothiolen findet die 

oxidative Umsetzung zu Nitrit statt. 

Die extrem kurze HWZ von NO und die schnelle oxidative Umsetzung zu Nitrit 

machen eine direkte NO-Bestimmung im Vollblut bisher unmöglich.162 In 

verschiedenen Studien konnte inzwischen erwiesen werden, dass die 
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Nitritkonzentration im Plasma einen Index für die endogene NOS Aktivität 

darstellt. In in vivo Versuchen am Unterarm konnten Lauer et al. zeigen, dass die 

intravenöse Applikation von Acetylcholin beziehungsweise Bradykinin zu einer 

Stimulation der endothelialen NO-Synthase führte. In gleichem Maße stieg die 

Nitritkonzentration des Plasmas an.94 Kleinbongard et al. zeigten, dass Nitrit im 

Plasma von verschiedenen Säugetieren ähnliche Konzentrationen aufweist. 

Applikationen von NOS-Inhibitoren führten bei allen Tieren zu einem Abfall der 

Nitritkonzentration um 80%. Gleichzeitig nahm der Gefäßwiderstand zu. Die 

direkte Abhängigkeit der Nitritkonzentration von der NOS-Aktivität zeigt, dass 

Nitrit als universeller Marker in Säugern akzeptiert werden kann.87 

Die Nitratkonzentration ist neben dem L-Arginin-NO-Stoffwechsel noch von 

anderen Faktoren abhängig. Nitrat wird über die Nahrung oder auch durch 

Inhalation von Nitrogen-Oxiden aufgenommen. Bei kataboler Stoffwechsellage 

kann Nitrat via Nitratreduktase zu Nitrit umgesetzt werden. Auch die Leber- und 

Nierenfunktion nehmen Einfluss auf die Regulation der Nitratkonzentration. So 

kann die tägliche Nitratkonzentration der Nahrungsaufnahme über der 

Nitratsynthese des Körpers liegen. Nitrat oder die Summe aus Nitrit und Nitrat 

(NOx) würde also nur unter kontrollierten Bedingungen einen sinnvollen 

Parameter der NO-Verfügbarkeit darstellen. In Frage käme auch eine 

Nitratbestimmung bei Sepsis. In dieser Stoffwechsellage ist die iNOS-Aktivität 

stark gesteigert, so dass die endogene Nitratproduktion deutlich über der 

exogenen Nitratzufuhr liegt.  

 

1.4.2 Metabolismus von NO im Erythrozyten 
 

Im Folgenden wird, nach Umriss der erythrozytären Struktur, auf den NO-

Metabolismus im Erythrozyten und dessen Bedeutung eingegangen. Abschließend 

wird der Wissensstand über die mögliche Existenz einer NO-Synthase im 

Erythrozyten dargestellt.  

Erythrozyten sind einfach gebaute Zellen. Sie besitzen weder Zellkern noch 

Organellen und werden durch eine Plasmamembran begrenzt. Erythrozyten 

beinhalten das Protein Hämoglobin in hohen Konzentrationen. Dieses besteht aus 

vier Untereinheiten mit je 2α- und 2β- Polypeptidketten, die, über eine 
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eisenhaltige Hämgruppe, Sauerstoff reversibel binden können. Neben dem O2-

/CO2- Transport sind die Erythrozyten an der Aufrechterhaltung des Säure-

Basenhaushaltes beteiligt und spielen eine wichtige Rolle im NO-Stoffwechsel.  

Erythrozyten wurden lange als „NO-Falle“ angesehen, da NO durch die Reaktion 

mit Hämoglobin in großen Mengen inaktiviert wird. Diffusion und Inaktivierung 

im Erythrozyten erscheinen jedoch, je nach membranärer und zytosolischer 

Lokalisation, nicht einheitlich.98,99 Drei möglichen Reaktionen von NO mit 

Hämoglobin sind im Erythrozyten bekannt: Erstens entsteht bei der Reaktion von 

NO mit Oxyhämoglobin (HbO2) Methämoglobin (MetHb) und Nitrat. Zweitens 

kann Nitrosylhämoglobin (NOHb) aus NO und Deoxyhämoglobin gebildet 

werden. Drittens kann NO durch Bindung an das Cys-93 der ß-Kette des 

Hämoglobins im Rahmen einer Nitrosierungsreaktion S-Nitrosohämoglobin 

(SNOHb) bilden.57 Jia et al. stellten 1996 eine Hypothese auf, nach der 

Hämoglobin prinzipiell in zwei verschiedenen Strukturformen vorliegen kann. 

Dies ist einerseits die R-Form mit hoher O2-Affinität und andererseits die T-Form 

mit niedriger O2-Affinität. Nach Sauerstoffanlagerung an das Hämoglobin in der 

Lunge (R-Form) kommt es zur Bindung von NO an das Cys-93 und somit zur 

Bildung von SNOHb. In der Peripherie hingegen wird Sauerstoff verbraucht, 

wodurch die Hämoglobinstruktur allosterisch zur T-Form konfiguriert wird. 

Hierbei wird NO frei.71,150 Genauso ist Methämoglobin der T-Form ähnlich. 

Dementsprechend führen SNO-Methämoglobin und SNO-Deoxyhämoglobin 

aufgrund der Hb-Strukturänderung zu einer NO-Freisetzung. Diese führt zur 

Vasodilatation und zur Oxygenierung des Gewebes. Hingegen wirken SNO-

Oxyhämoglobin und natives Hämoglobin durch Abfangen von endothelialem NO 

vasokonstriktiv.71 Das aus S-Nitrosohämoglobin freigesetzte NO scheint die 

Thrombozytenaggregation zu hemmen.124,125 

Die Untersuchungsergebnisse von Jia et al. zeigten am Beispiel von S-

Nitrosohämoglobin, dass Erythrozyten über S-Nitrosothiole verfügen. Unklar 

bleibt, ob Erythrozyten noch über andere mögliche NO-Speicherformen verfügen 

und inwieweit ein NO Austausch zwischen Erythrozyt und Plasma existiert. 

Postuliert wird, dass Erythrozyten über einen in der Plasmamembran lokalisierten 

AE1-Transporter verfügen. Dieser schleust NO über verschiedene Bindungen in 

den Extrazellularraum.124 Lange wurde angenommen, dass Nitrit als primäres 
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Abbauprodukt von NO einen rein inaktiven Stoffwechselmetaboliten darstellt. 

Seit kurzem gibt es Hinweise, dass über eine aktive Nitritreduktase im 

Erythrozyten NO aus Nitrit freigesetzt werden kann.28 Mögliche Mechanismen 

einer Konversion und Speicherung von NO sind: 1. die Kooxidation von NO und 

Oxyhämoglobin, 2. die Bildung von Nitrosylhämoglobin (FeII-NO) und S-

Nitrosohämoglobin (ß-Cys-93-SNO), jeweils im Erythrozyten, 3. die Anlagerung 

von NO an freie Schwefelgruppen von plasmatischen Proteinen unter Bildung von 

S-Nitrosothiolen und 4. die Oxidation zu Nitrit. 

Insgesamt bleibt die Frage offen, ob das erythrozytär freigesetzte NO allein aus 

den NO-Speichern stammt, oder ob die Erythrozyten vielleicht sogar selbst in der 

Lage sind NO zu bilden. Die in der Literatur bestehenden Hinweise auf eine 

erythrozytäre NO-Synthase sind sehr widersprüchlich: Deliconstantinos et al. 

beschrieben eine im Zytosol lokalisierte erythrozytäre NOS. Möglicherweise hatte 

die Stimulation durch Calzium und Wasserstoffperoxid in hohen Konzentrationen 

jedoch eine nicht enzymatische NO-Freisetzung bewirkt.29 Bei Versuchen zu einer 

in der Erythrozytenmembran lokalisierten NOS fand sich bisher keine Aktivität.11 

Die über eine Säule separierte Fraktion von solubilisierten Erythrozyten-

membranen wies hingegen eine Aktivität auf.11 Nach Stimulation der 

Erythrozyten mit L-Arginin konnte ein gesteigerter Umsatz zu L-Citrullin im 

Hämolysat, nicht aber im Überstand, festgestellt werden. Demnach wurde ein 

NO-Austausch zwischen Erythrozyt und Plasma ausgeschlossen.20 Kang et al. 

widerlegten sogar die Existenz einer aktiven NOS.75 Der Proteinnachweis der 

erythrozytären NOS wird daher entweder als inaktives Protein oder als 

katalytisches Enzym interpretiert.  

Obwohl eine Steigerung der NO-Bildung in unterschiedlichen Ansätzen zu 

beobachten war, ist unklar, ob die erythrozytäre NO-Freisetzung tatsächlich auf 

einer NOS-Aktivität oder der Freisetzung von erythrozytär gebundenem NO 

beruht, da innerhalb einer Versuchsserie keine Stimulation und Inhibition des 

Enzyms durch L-Arginin und NOS-Inhibitoren erreicht werden konnte.109 Hinzu 

kommt, dass Verunreinigungen mit Leukozyten nicht ausgeschlossen werden 

können und der Proteinnachweis anfechtbar ist.  

Zusammenfassend konnten die bisherigen Daten keine ausreichende Evidenz für 

eine basale erythrozytäre NO-Bildung erbringen. 
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1.5 Ziele der Arbeit 
 

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte die Rolle der Blutkompartimente im L-

Arginin-NO-Stoffwechsel auf ihre Relevanz untersucht werden. Insbesondere 

sollte untersucht werden, ob eine NO-Synthase im Vollblut existiert. Inzwischen 

ist bekannt, dass neben den NO inaktivierenden Reaktionen mit Hämoglobin auch 

bioaktive NO-Verbindungen (HbNO, SNOHb) existieren (siehe Kapitel 1.4.2). 

Daher sollten in dieser Arbeit die erythrozytären NO-Speicher quantifiziert und 

der mögliche NO-Transport zwischen Erythrozyt und Plasma untersucht werden. 

Die Ziele lassen sich somit zusammenfassen: 

1. Wird NO im Vollblut durch eine NOS synthetisiert?  

2. Speichert der Erythrozyt NO und findet ein Austausch von bioaktivem NO 

zwischen dem erythrozytären und dem plasmatischen Blutkompartiment 

statt?



 

2 Material und Methoden 

2.1 Untersuchungsansätze 
 

2.1.1 In vitro Inkubation von L-Arginin in humanem 
Vollblut 

 

Die NO-Bildung des Vollblutes sollte unter physiologischen Bedingungen nach 

Inkubation mit L-Arginin untersucht werden. L-Arginin wird von der NO-

Synthase unter Verbrauch von molekularem Sauerstoff zu L-Citrullin und NO 

umgesetzt (siehe Kapitel 1.2). Eine Zunahme der NO-Konzentration nach L-

Arginin Inkubation, würde auf das Vorhandensein einer NO-Synthase der 

Blutzellen hinweisen.  

Nach Gewinnung von Vollblut (A) und Plasma (B) (siehe Kapitel 2.2.1/ 2.2.2) 

wurden den Versuchsansätzen jeweils drei Aliquots entnommen. Diese wurden 

mit je einer der folgenden Substanzen zu einer Endkonzentration von 3mM 

versetzt (siehe Abbildung 2): 

1. L-Arginin (Sigma, Steinheim, Deutschland), welches der NOS als Substrat 

dient.  

2. D-Arginin (Sigma, Steinheim, Deutschland), ein von der NOS nicht 

verwertbares Stereoisomer.  

3. Nω-Nitro-L-Arginin (L-NNA, St. Louis, USA), einem spezifischen NOS-

Hemmer.  

 

Dem dritten Ansatz wurde nach L-NNA Inkubation L-Arginin hinzugefügt, um 

die Inhibition nachzuweisen. PBS Ansätze zur Kontrolle wurden ebenfalls 

mitgeführt. Die Proben wurden für dreißig Minuten bei 37°C im 

Schüttelwasserbad inkubiert. Anschließend erfolgte eine Zentrifugation und die 

Entnahme des Überstandes (siehe Kapitel 2.2.2). Im plasmatischen Überstand 
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wurde die Nitritkonzentration der einzelnen Proben mit der Gasphasen-

Chemilumineszenzdetektion bestimmt (siehe Kapitel 2.2.3.1/ 2.3.1).  

 

 

Abbildung 2: Schema des Versuchsaufbaus zur Bestimmung der Nitritkonzentration von Vollblut 
(A) und Plasma (B). Den zwei Ansätzen wurden je drei Aliquots entnommen, von denen der erste 
mit L-Arginin (dient der NOS als Substrat), der zweite mit D-Arginin (von der NOS nicht 
verwertbar), der dritte zuerst mit L-NNA (ein NOS Inhibitor), danach zusätzlich mit L-Arginin 
inkubiert wurde. Nach 30-minütiger Inkubation im Schüttelwasserbad wurde Nitrit via CLD im 
Plasma bestimmt. 

Heparinisiertes Vollblut 

Vollblut (A) Plasma (B) 

Zusatz von (Endkonzentration 3mM)

D-Arginin 
L-Arginin 

L-NNA+L-Arginin 

D-Arginin 
L-Arginin 

L-NNA+L-Arginin 

(1) 
(2) 
(3) 
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2.1.2 In vitro Inkubation von NO in humanem Vollblut 
 
Die erythrozytäre NO-Speicherung sollte differenziert und der mögliche NO-

Transport zwischen Erythrozyt und Plasma näher untersucht werden. 

 

Abbildung 3: Zielsetzungen und Schemata von Versuchen, deren Grundlage die Inkubation von 
Vollblut mit authentisch hergestellter NO-Lösung darstellt. Nach Inkubationsende wurden die NO-
Metabolite via CLD und HPLC bestimmt. 

 
Der Versuchsaufbau gliedert sich in drei Teile (A, B, C) mit verschiedenen 

Zielsetzungen. Im Teil (A) wurde eine mögliche NO-Diffusion zwischen 

Erythrozyt und Plasma untersucht, die Schwerpunkte der Teile (B) und (C) 

beziehen sich auf die erythrozytäre NO-Speicherung. Im Teil (B) wurden die NO-

Speicher durch NO-Zusatz moduliert, um eine Sättigung abschätzen zu können, 

im Teil (C) sollten durch Blockade der SH-Gruppen die erythrozytären NO-

Speicher differenziert werden (siehe Abbildung 3). Grundsätzlich wurde 

heparinisiertes Vollblut mit authentisch hergestellter NO-Lösung inkubiert (siehe 

Kapitel 2.3.3).  

Im Versuchsteil (A) wurde der Probe eine definierte Menge von 200µM NO 

Inkubation über 
0, 5 [min] 

NO-Speicherung 
-quantitativ- 

(B) 

NO-Speicherung 
-qualitativ- 

(C) 

Heparinisiertes Blut 

Zugabe von NO 
0, 200 [µM] 

Zugabe von NO 
0, 0.2, 2, 20, 200, 600 [µM] 

Zugabe von NEM 
0, 10 [µM] 

Inkubation über 
0, 1, 5, 10, 30 [min] 

Inkubation über 
0, 5 [min] 

Zugabe von NO 
0, 200 [µM] 

NO-Transport 
 

(A) 
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(Endkonzentration) hinzugefügt und diese über eine Zeitreihe von 1, 5, 10 und 30 

Minuten inkubiert. Nach Inkubationsende wurden die NO-Metabolite separat im 

Plasma und im Vollblut bestimmt (siehe unten). Um die NO-Speicherung 

quantitativ zu erfassen (Teil B), wurde das Vollblut mit authentischer NO-Lösung 

zu Endkonzentrationen von 0.2, 2, 20, 200, 600µM versetzt. Im Versuchsteil (C) 

wurde einer der zwei Ansätze zuvor mit N-Ethylmaleimid (NEM) (Merck, 

Darmstadt, Deutschland) inkubiert, bevor sich nach Zugabe von NO eine fünf-

minütige Inkubation anschloss. N-Ethylmaleimid alkyliert freie Sylfhydryl-

gruppen der Thiole, diese stehen dann der Bildung neuer S-Nitrosothiole nicht 

mehr zur Verfügung. Weitere Transnitrosierungen als auch Abbaureaktionen der 

Nitrosothiole wurden so verhindert.102,144 

In den Versuchsteilen wurden folgende Kontrollen mitgeführt: (A) ohne Zugabe 

von NO, ohne Inkubation, (B) ohne Zugabe von NO, ohne Inkubation, (C) ohne 

Zugabe von NEM, ohne Zugabe von NO, ohne Inkubation. Diese wurden bei 4°C 

im Dunkeln bis zur Vermessung zwischengelagert. Die Proben wurden unter 

standardisierten Bedingungen bei 37°C im Schüttelwasserbad inkubiert. 

Bei allen Versuchsteilen fanden die Bestimmungen von Nitrit, RSNO bzw. X-NO 

und Nitrat sowohl im Plasma als auch im Vollblut statt. Dazu wurde nach 

Beendigung der NO-Inkubation zur Gewinnung des Plasmas die Hälfte der 

jeweiligen Vollblutprobe zentrifugiert (800xg mit auslaufendem Rotor, 4°C, 

20min). 

 

2.2  Probengewinnung und Aufarbeitung 
 

2.2.1 Blutentnahme und Patientenkollektiv 
 

Die Blutentnahme erfolgte morgens an gesunden, nüchternen Probanden im Alter 

zwischen 20 und 30 Jahren mit einem Body mass index zwischen 22 und 25. Alle 

Probanden waren Nichtraucher. Unter normoxischen Bedingungen wurde aus der 

Vena mediana cubiti zur Vermeidung von shear stress und Hämolyse das Blut 

ungestaut über eine Butterfly-Nadel (Innendurchmesser 0,8mm, ABBOT, Irland) 
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in 5ml Spritzen (Stripette, New York, USA) vorsichtig aspiriert. Um 

Kontaminationen der Probe zu vermeiden, wurden die ersten 5ml verworfen. Das 

Vollblut wurde sofort in heparinisierte Röhrchen (Liquemin N 5000, Grenzach 

Wyhlen, Deutschland, Endkonzentration 50IE/ml) überführt und durch leichtes 

Schwenken vermischt.  

 

2.2.2 Separation von Plasma aus Vollblut 
 

Das entnommene Vollblut wurde direkt weiterverarbeitet, um Konzentrations-

änderungen von NO und dessen Metaboliten in der Ausgangsprobe zu 

minimieren. Vollblut konnte direkt verwendet werden. Zur Separation von 

Plasma, wurde das Vollblut 20 Minuten bei 4°C, 800xg und auslaufendem Rotor 

zentrifugiert. Anschließend wurde der obere Anteil des plasmatischen 

Überstandes vorsichtig abpipettiert, um Kontaminationen mit dem darunter 

liegenden Buffy-coat, bestehend aus Leukozyten und Thrombozyten, zu 

verhindern.  

Vor der weiteren Versuchsabfolge wurden die Zellzahlen sowie der Hämoglobin- 

und der Hämatokritwert der Proben bestimmt, um mit möglichst vergleichbaren 

Blutparametern arbeiten zu können (Cooler Mikro Diff. Beckmann, Krefeld, 

Deutschland). Falls Zwischenlagerungen (max. 20min) zur Vermessung der 

Proben nötig waren, erfolgten diese bei 4°C im Dunkeln. Nach Inkubation wurden 

die Proben ebenfalls für 20 Minuten bei 4°C, 800xg und auslaufendem Rotor 

zentrifugiert. Nur das Plasma, ohne Buffy-coat, wurde zur Messung verwendet. 

 

2.2.3 Probenaufarbeitung zur biochemischen Analyse 
 

2.2.3.1 Probenaufarbeitung zur CLD Vermessung 
 
Je nach Versuchsansatz wurden die NO-Metabolite im Plasma oder im Vollblut 

nach Aufarbeitung direkt vermessen (siehe Kapitel 2.1.1/ 2.1.2).  

Nach Beendigung der Inkubation, als jeweils letzten Versuchsschritt, wurde die 
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Probe 1:5 in einer 4°C kalten Kochsalzlösung (Braun, Melsungen, Deutschland), 

die 5mM NEM enthielt, verdünnt (siehe Kapitel 2.1.2). 

Die Nitritkonzentrationen der Probe ließen sich direkt bestimmen. Zur separaten 

RSNO/X-NO (Summe von gebundenem NO im Erythrozyten) Messung wurden 

die Proben 1:10 mit 5%igem Sulfanilamid (Endkonzentration 29mM) (Merck, 

Darmstadt, Deutschland) gelöst, in 1M 25%iger HCL-Lösung (Merck, Darmstadt, 

Deutschland) versetzt. Sulfanilamid bildet mit Nitrit ein stabiles Diazoniumsalz, 

welches durch die iodhaltige Reaktionslösung nicht zu NO reduziert wird. 

Gemessen werden nur die spaltbaren, reaktionsfähigen Nitrosothiole.102  

 

2.2.3.2 Probenaufarbeitung zur HPLC Vermessung 
 

Zur Bestimmung der Nitratkonzentration mittels Hochdruck-Flüssigkeits-

Chromatographie in wässrigen oder proteinarmen Medien konnten die Proben 

direkt analysiert werden. Um biologische Proben (Vollblut, Plasma) zu 

vermessen, war folgende weitere Aufarbeitung notwendig. 

Die Proben wurden nach Beendigung der Inkubation 1:5 in 4°C kaltes 0,9%iges 

NaCl überführt. Zur Nitratbestimmung konnte NEM nicht als Alkylierungs-

reagens der Thiole (siehe Kapitel 2.2.3.1) verwendet werden, da sich in den 

Chromatogrammen Überlagerungen der NEM- und Nitratpeaks zeigten und somit 

die Nitratkonzentrationen nicht exakt zu ermitteln waren. Die Vollblutproben 

wurden vor der Analyse 1:10 mit Aqua injektabilia (Braun, Melsungen, 

Deutschland) verdünnt, um die Erythrozyten zu hämolysieren. Alle biologischen 

Proben wurden zur Abtrennung von höhermolekularen Proteinen 60 Minuten bei 

1800xg ultrafiltriert (Centricon YM 10, Millipore, Bedford, USA). Das Ultrafiltrat 

wurde direkt der Analyse zugeführt oder bis zur Vermessung für maximal vier 

Wochen bei -80°C tiefgefroren. 
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2.3 Meßmethoden zur biochemischen Bestimmung der 
NO-Metabolite 

 

2.3.1 Gasphasen-Chemilumineszenzdetektion 
 
Die Chemilumineszensdetektion (CLD) (Sievers, Boulder, CO, USA) wurde zur 

Bestimmung der oxidativen und nitrosativen NO-Metabolite im Plasma und 

Vollblut eingesetzt. Diese zählt in flüssigen und gasförmigen Proben zu den 

Methoden höchster Sensitivität und Spezifität für Stickstoffmonoxid.24,32,62,132 

Das Grundprinzip stellte eine Reduktion der zu bestimmenden Metabolite zu NO 

dar. Die gasförmigen NO-Moleküle setzen in einer Reaktion mit Ozon äquimolar 

zur Nitrit- bzw. Nitrosothiolkonzentration der Probe Energie frei, die in Form von 

Lichtquanten gemessen wird. Der schematische Aufbau einer CLD-Anlage ist in 

Abbildung 4 dargestellt. 

NO-Analysator

NO

Reaktions-
kammer

O3

Optischer Filter

Verstärker

Photo-
multiplier

Vakuum

O2

EisHeißes Wasser

NaOH-Falle

Kaltes 
Wasser

Heliumgas

Reaktionslösung

Kunststoff-
Septum

Probe

Reaktionsgefäß

Qzon-
Generator

Abbildung 4: Nitrit und Nitrosothiole in der Probe werden zu NO reduziert und mittels Inertgas 
transportiert. Über einen Kondensator und eine NaOH-Falle (1M) gelangt das zu bestimmende 
NO-Gas zur Reaktionskammer in der die Lichtreaktion stattfindet. Die Impulse werden verstärkt, 
integriert und über eine Software graphisch dargestellt. 
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Zur Messung wurden 100µl der aufgearbeiteten Probe mit einer Hamiltonspritze 

(Hamilton, Reno, NV, USA) durch eine gasdichte Kunststoffmembran (Hitze-

Stabilitätssepten, Langerwehe, Deutschland) in das Reaktionsgefäß (Radical 

Purger, Sievers, Boulder, CO, USA) injiziert. Diese enthielt die Reaktionslösung, 

welche sich aus 0.6M Kaliumiodid (Kl, Merck, Darmstadt, Deutschland), 0,2M 

Iod (I2, Sigma, St. Louis, MO, USA), gelöst in 1ml HPLC-Wasser sowie in 8ml 

100%iger Essigsäure (Merck, Darmstadt, Deutschland) zusammensetzte. Diese 

wurde von außen über ein zirkulierendes Wasserbad (Bayer, Düsseldorf) auf     

95° C erhitzt. In diesem sauren Medium wurde Nitrit äquimolar zu NO reduziert. 

Dabei setzten Nitrit und Wasserstoff Nitrosoniumionen frei, die mit Iodid (I-) 

weiter zu NO reagierten. Nach Zusatz von Sulfanilamid stammte das freigesetzte 

NO ausschließlich aus den Thiolbindungen.103,105 

Aufgrund des hohen Löslichkeitskoeffizienten (~20), trat das in der Probe 

enthaltene NO sofort in die Gasphase über. Durch eine Fritte am Boden des 

Kolbens wurde das Reaktionsgemisch kontinuierlich mit Helium (Linde, 

Deutschland) als Inertgas durchströmt. Dieses trieb NO aus der Flüssigkeit heraus 

und erleichterte den Transport zum Analysator.2 Über die Regulation des 

Heliumflusses wurde der Systemdruck auf ~ 0bar eingestellt.  

Zwischen Reaktionsgefäß und Reaktionskammer waren ein Kondensatorsystem 

zur Elimination wässriger Bestandteile und eine Säurefalle zwischengeschaltet. 

Die Säurefalle beinhaltete eisgekühlte Natronlauge (1M), um Kontaminationen 

des NO-Analysators (Sievers Seeheim) mit Säurerückständen zu verhindern. 

Die Reaktionskammer enthielt Zufluss von dem zu Ozon (O3) generierten 

Sauerstoff (O2) Ozon reagiert mit NO zu energetisch angereichertem 

Stickstoffdioxid (NO2
*). Diese Energie wird als Photon frei, wobei das 

Stickstoffdioxidmolekül in einen stabileren Zustand zurückfällt (siehe Gleichung 

1).62 

 

 NO2
*   → NO2

 + hv    (1) 

 

Die eigentliche Lumineszenzreaktion fand in der Reaktionskammer statt. Dabei 

setzte die Reaktion von NO und Ozon über eine energiereiche Zwischenstufe 
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(Nitrogendioxyd) Photonen frei. Das emittierte Licht war linear proportional zur 

NO-Konzentration der Probe.39 Nach Verstärkung und Integration der 

Lichtemission wurde diese in ein elektrisches Signal umgewandelt und von einem 

Computer erfasst. Zur Aufnahme der Daten diente das NoaWin32® (DeMeTec, 

Hannover, Deutschland). Das Signal wurde als Fläche unter der Kurve gemessen. 

Durch eine externe Eichreihe wässrigen Nitritstandards, konnte über die ermittelte 

Steigung die Reduktion der Reaktionslösung als auch die Funktion des 

Analysators überprüft werden. 

 

2.3.2 Hochdruck-Flüssigkeits-Chromatographie 
 
Das Endprodukt des oxidativen Abbaus von NO ist Nitrat. Dessen Bestimmung 

erfolgte durch eine hochsensitive HPLC-Methode (high pressure liquid 

chromatography) (siehe  

Abbildung 5).79,126,170 Dieses Verfahren, trennt Proben durch unterschiedliche 

Adhäsion von Anionen an die stationäre Phase auf. 

 
Abbildung 5: Aufbau der HPLC-Anlage. Das Laufmittel (Puffer) wurde kontinuierlich in das 
System gepumpt. Die zu analysierenden Substanzen wurden über den Autoinjektor in die 
Anionenaustausch-Säule injiziert, welche die Probe gemäß ihrer chemischen und physikalischen 
Eigenschaften auftrennte. Die Substanz-Konzentrationen wurden photometrisch bestimmt, 
integriert und als Chromatogramme graphisch dargestellt. 

 
Der Puffer (mobile Phase) bestand aus Acetonitril, Methanol (Riedel de Haёn, 

Abfall 

Puffer Entgaser Pumpe

Autoinjektor

Anionaustauschsäule

UV Detektor
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Datenaufnehmer 

Ultrafiltrierte 
Probe 
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Seelze, Deutschland) und HPLC-Wasser (70:10:20), verdünnt in 40mmol/l NaCl 

(Merck, Darmstadt, Deutschland) und fungierte als Laufmittel der Probe. Dieser 

wurde entgast (Degasser 24, Sun Chrom) und bei Raumtemperatur mit 

konstantem Fluss von 1ml/min über die Doppelkolbenpumpe (Sykam S 1000, 

Gilching, Germany) in das System befördert. Ein Probenvolumen von 40µM 

wurde vom Autoinjektor (Jasco 851-AS, Großzimmern, Deutschland) in das 

System injiziert und über eine Vorsäule (LC A08 125x4,6mm I.D.Sykam, 

Gilchingen, Deutschland), die zum Schutz der Hauptsäule die Probe reinigte, in 

die Anionenaustausch-Säule (stationäre Phase) (LC A08 125x4,6mm I.D.Sykam, 

Gilchingen, Deutschland) gepumpt. 

Durch verschieden starke Affinität der Ionen passierten die Moleküle die Säule in 

einer spezifischen Abfolge, so dass das Stoffgemisch getrennt und zeitlich 

versetzt vermessen werden konnte. Mittels UV-Detektor (UVIS 200, Linear 

Instruments, Reno, NE, USA) wurde Nitrat photometrisch (λ=220nm) bestimmt. 

Zur Datenaquisition und Integration diente das Chromgate Chromatography Data 

System (Knauer GmbH, Berlin, Deutschland). Durch diese Methode wurde ein 

Detektionslimit von 3nmol/l in wässrigen Proben und 60nmol/l in humanem 

Plasma erreicht. Die Linearität wurde für den Bereich von 10 bis 1000nmol/l mit 

einem Korrelationskoeffizienten von 0,99 festgestellt. Vor Analyse der 

aufbereiteten Proben (siehe Kapitel 2.2.3.2) wurde zur Datenauswertung und zur 

Trennleistungs-Kontrolle der Anionenaustausch-Säule durch Vermessung eines 

wässrigen Nitratstandards die Anlage geeicht. 
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2.3.3 Herstellung wässriger NO-Standards 
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Abbildung 6: Gasdichte Anlage zur Herstellung authentischen NO-Standards. Nachdem die 
Begasung mit Argon (A) das System von Sauerstoff befreit hatte, erfolgte der NO-Zufluss (B). 
Das NO-Gas durchlief die hintereinandergeschalteten Waschflaschen mit Pyrogallol (C) und 
NaOH-Lösung (D) gefüllt, um Spuren von Sauerstoff und Stickoxiden zu lösen. Die Flaschen (E), 
(H) und (I) dienten als Überlauf- beziehungsweise Sauerstoffschutz. Im Dreihalsrundkolben (F) 
löste sich NO bis zur Sättigung in physiologischer Kochsalzlösung und konnte am Steigrohr (G) 
entnommen werden. 
 

Die in Abbildung 6 dargestellte Anlage bildete ein gasdichtes, sauerstoffreies 

System zur reproduzierbaren Herstellung steriler NO-Standards.33,83 
Eine NO- (A) (99,5%, N3.0, Linde, Düsseldorf) sowie eine Argongasflasche (B) 

(99,998%, N5.0, Linde, Düsseldorf, Deutschland) waren über drei Waschflaschen 

mit einem Dreihalsrundkolben verbunden. Dieser enthielt 0,9% NaCl-Lösung, in 

der sich nach Begasung durch die oben genannten Flaschen NO löste. 

Die Waschflasche (C) war über eine Stahlkapillare, an der zwei Ventile befestigt 

waren, mit den Gasflaschen verbunden. Sie enthielt Pyrogallol (5%, Merck, 

Darmstadt, Deutschland) in gesättigter Kaliumhydroxydlösung (KOH) (Merck, 
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Darmstadt, Deutschland) zur Entfernung von Sauerstoffresten aus den 

eingeleiteten Gasen NO und Argon. Um Pyrogallol gegen Lichteinfall zu 

schützen, wurde die Flasche abgedunkelt. Die Glasflaschen waren untereinander 

über Glaskapillaren verbunden. In der mit Natriumhydroxidlösung (20%, Merck, 

Darmstadt, Deutschland), gefüllten Waschflasche (D) wurden höhere Stickoxide 

gebunden. Um zu vermeiden, dass Lösungen aus (C) und (D) bei erhöhtem 

Systemdruck in den Kolben (F) übertreten, wurde eine leere Waschflasche (E) 

zwischengeschaltet. Im Dreihalsrundkolben fand der eigentliche Lösungsvorgang 

statt. Dessen mittlerer Hals führte über einen Dreiwegehahn zu zwei weiteren 

Waschflaschen (H, I). Diese waren mit Wasser gefüllt und erzeugten einen 

leichten Systemüberdruck. Nach Beendigung der Begasung verhinderten sie den 

Sauerstoffeinstrom von außen. In dem Rundkolben befand sich außerdem ein 

Steigrohr, über das die NO-Lösung abgezogen werden konnte. 

Zur Herstellung der NO-Lösung mussten zuerst alle Glasbestandteile in mehreren 

Schritten gereinigt werden, um danach das System zusammenzusetzen. Der 

Rundkolben wurde mit steriler NaCl-Lösung gefüllt. Es folgte eine 45-minütige 

Begasung mit Argon, die sowohl das System als auch die Flüssigkeiten von 

Sauerstoff befreite. Daran schloss sich eine 45-minütige Begasung mit NO an. 

Nach Beendigung der Begasungen konnte die NO-Lösung über einen Sterilfilter 

(0.2µM Filter, Millipore, Eschborn, Deutschland) mit Argon begasten gasdichten 

Spritzen am Luer-Lock-Verschluss (G) abgenommen werden. 

Die NO-Konzentration der Lösung wurde mittels Chemilumineszenzdetektion 

(siehe Kapitel 2.3.1) bestimmt. Diese lag bei 1,5±0,2mM. Die Lösung wurde 

innerhalb einer Stunde benutzt. 
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2.4 Mathematisch-statistische Methoden 
 
Alle statistischen Daten wurden als Mittelwert ± Standardfehler (MW±SE) 

angegeben. Der Student´s t-Test von ungepaarten Daten wurde bei direktem 

Gruppenvergleich durchgeführt. Als statistisch relevant galt ein p-Wert ≤ 0,05. 

Zur Analyse diente das Computerprogramm SPSS® 11.0 für Windows (Chicago 

III., USA). 

Zur graphischen Darstellung der Daten und der linearen Regression, insbesondere 

zur Erstellung der Eichgeraden der Nitrit- bzw. der Nitratstandards, wurde das 

Computerprogramm MicroCal Origin®  (Version 7.0, MicroCal Software Inc., 

NorthHampton, MA, USA) verwendet. 



 

3 Ergebnisse 
 

3.1 NO-Synthese des Vollblutes 
 

Vollblut wurde mit L-Arginin, D-Arginin und L-NNA inkubiert, um eine 

potentielle NOS-Aktivität im Vollblut spezifisch stimulieren und inhibieren zu 

können. Nitrit wurde als Marker der NO-Synthese gewählt. 

 

3.1.1 NO-Synthese im Vollblut 
 
Vollblut und isoliertes Plasma wurde für 30 Minuten mit je einer dieser im 

Folgenden erläuterten Substanzen inkubiert (siehe Kapitel 2.1.1): 

 

 PBS: Puffer zur Kontrolle 

 D-Arginin: unverwertbares Substrat der NOS 

 L-Arginin: verwertbares Substrat der NOS 

 L-NNA: Inhibitor der NOS  

 

Im Anschluss an die Inkubation mit L-NNA erfolgte eine L-Arginininkubation. 

Nach Versuchsende wurde Nitrit mittels CLD im Plasma bestimmt (siehe Kapitel 

2.2.3.1/ 2.3.1). Es zeigte sich ein signifikanter Nitritanstieg von 134±20nmol/l 

nach L-Arginin Inkubation (p=0,001). Nach Inkubation mit dem Stereoisomer D-

Arginin konnte, im Vergleich zur Kontrolle, kein Nitritanstieg erreicht werden (D-

Arginin 79±13nmol/l, Kontrolle 52±7nmol/l) (siehe Abbildung 7). Wurde 

Vollblut zunächst mit L-NNA und anschließend mit L-Arginin inkubiert, konnte 

die durch L-NNA ausgelöste Inhibition der NO-Bildung durch Arginin nicht 

aufgehoben werden (-0,7±1nmol/l) (siehe Abbildung 7). 
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Abbildung 7: Vollblut wurde mit folgenden Substanzen inkubiert: PBS zur Kontrolle, D-Arginin 
als für die NOS nicht zu verwertendes, L-Arginin als verwertbares Substrat. L-NNA verhindert die 
NO2

- Bildung. Nitrit wurde im Plasma zur Quantifizierung der NO-Bildung bestimmt (n=11).         
* signifikant zur Kontrolle, * signifikant zu Arginin, die Balken entsprechen dem MW. 
 

Die durch Inkubation hervorgerufene NO2
--Konzentrationsdifferenz in 

Abhängigkeit der NOS Substrate wurden in Bezug zur Inkubationszeit [pmol/ml 

Vollblut/min] gesetzt (siehe Abbildung 8).  

Die Nitritbildung bzw. die NO-Synthese wird durch die L-Arginin-Inkubation des 

Vollblutes auf (4,4±0,68pmol/ml Vollblut/min) signifikant erhöht. Nach D-

Arginin-Inkubation (2,6±0,46pmol/ml Vollblut/min) lässt sich im Verhältnis zur 

Kontrolle (PBS) (1,9±0,25pmol/ml Vollblut/min) keine signifikante Steigerung 

der Nitritbildung feststellen. Die Inkubation mit dem NOS-Inhibitor L-NNA hob 

das Signal vollständig auf (0±0,04pmol/ml Vollblut/min). Die Differenz zwischen 

L-Arginin und der Kontrolle war hoch signifikant (p=0,001). 
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Abbildung 8: Nach Vollblutinkubation mit oben genannten Substanzen wurde die Nitritbildung in 
[pmol/ml Vollblut/min] berechnet (n=11). 
 
Zur Differenzierung der NO-Bildung zwischen zellulärem und plasmatischem 

Kompartiment des Blutes wurde Plasma von Vollblut separiert und die 

Nitritbildung von Plasma in Abhängigkeit von L-Arginin untersucht. Im Vollblut 

zeigte sich nach L-Arginininkubation eine signifikante NO-Bildung von 31% 

(p=0,001) in Bezug zur Kontrolle. Im zellfreien Plasma fand hingegen keine NO-

Freisetzung statt (siehe Abbildung 9). Eine zelluläre Verunreinigung des Plasmas 

wurde ausgeschlossen (siehe Kapitel 2.2.2). 
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Abbildung 9: Dargestellt ist die Nitritkonzentration (nmol/l) nach L-Arginininkubation in ∆% 
zum Basalwert. Im Vollblut steigt die Nitritfreisetzung nach L-Arginininkubation um (31%±6,9 
p=0,001) an. Im zellfreien Plasma findet keine Nitritfreisetzung statt. (n=11).  
 

3.1.2 Speicherung und Transfer von erythrozytär 
gebundenem NO 

 
Humanes Vollblut beziehungsweise Plasma wurden mit einer Endkonzentration 

von 200µM NO-Lösung inkubiert. Die Proben wurden über eine Zeitreihe von 0 

bis 30 Minuten inkubiert. 
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Abbildung 10: NO-Austausch zwischen Plasma und Erythrozyt nach exogener NO-Zugabe. Nur 
im Erythrozyten steigt bis zu fünf Minuten nach NO-Zugabe (1x bei 0min) die X-NO-
Konzentration an. Danach sinkt diese im Erythrozyten nahezu bis zum Ausgangswert ab, 
zeitgleich steigt die plasmatischen RSNO-Konzentrationen an. Die Nitritkonzentrationen steigen 
bis zur ersten Minute an und fallen dann ab, während die Nitratkonzentrationen über die gesamte 
Zeitreihe ansteigen (n=6). 
 
Unser besonderes Interesse lag darin, das Transportverhalten von NO zwischen 

Erythrozyt und Plasma zu charakterisieren. Bis zur fünf-minütigen Inkubation 

steigt nur die X-NO-Konzentration des Erythrozyten von <1µM bis über 50µM 

signifikant an (50,8±16,2µM, p=0,001). Zwischen fünf- und 30-minütiger 

Inkubation fällt die X-NO-Konzentration bis auf 7,1±1,6µM zurück. Zeitgleich 
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steigt die RSNO-Konzentration des Plasmas von 17,5±4,8nm (5min) auf 

42,8±11,1nm (30min, p=0,001) signifikant an. Die Nitritkonzentrationen steigen 

in beiden Blutkompartimenten bis zur ein-minütigen Inkubation an (Plasma 

28,4±8µM, Erythrozyt 5,1±0,1µM) und fallen dann wieder ab (Plasma 

2,6±0,9µM, Erythrozyt 0,9±0,68µM). Insgesamt liegt der Nitritanstieg des 

Plasmas über dem des Erythrozyten. In beiden Blutkompartimenten findet etwa 

eine Verdreifachung der Nitratkonzentrationen über die Zeitreihe statt.  

Das exogen hinzugefügte NO wurde zu 100% in Form von NO-Metaboliten 

wiedergefunden. 
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Abbildung 11: Metabolismus von NO im Plasma und Erythrozyten nach Inkubation mit 
authentischer NO-Lösung: Im Erythrozyten fand der größte Anstieg in den X-NO-Metaboliten 
statt. Im Plasma hingegen stieg fast ausschließlich nur die Nitritkonzentration an. Anstieg der NO-
Metabolite RSNO, X-NO, NO2

- und NO3
- in ∆% zum Ausgangswert (n=6).  

 

In Abbildung 11 sind die Konzentrationsänderungen der verschiedenen NO-

Metabolite in Bezug zum Ausgangswert dargestellt. Nach Inkubation des Plasmas 

stiegen die Nitritkonzentrationen besonders innerhalb der ersten fünf Minuten 

stark an. Zwischen fünf und 30 Minuten fiel die Nitritkonzentration um mehr als 
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80% ab, gleichzeitig stieg die Nitratkonzentration an. Diese stieg kontinuierlich 

über die Zeitreihe an. Insgesamt steigt im Plasma hauptsächlich Nitrit an. In den 

Erythrozyten hingegen, stieg die X-NO Fraktion in den ersten fünf Minuten am 

stärksten an. Die X-NO Konzentration in Prozent zum Ausgangswert entsprach zu 

diesen Zeitpunkten dem dreifachen Nitritwert des Erythrozyten. Im weiteren 

Zeitverlauf sanken die X-NO und Nitritwerte, die Nitratkonzentration stieg an. 

Zu beachten ist, wie in Abbildung 11 dargestellt, dass nur die RSNO- 

Konzentrationen im nanomolaren Bereich liegen, alle anderen Werte sind im 

mikromolaren Bereich dargestellt. Der größte Konzentrationszuwachs, gemessen 

als Konzentrationsanstieg zum Ausgangswert, findet im Plasma beim Nitrit und 

im Erythrozyten beim X-NO statt. 

 

3.1.3 Sättigungsverhalten der NO-Speicher von Vollblut 
und Plasma 

 

Durch Inkubation mit ansteigenden NO-Konzentrationen über einen definierten 

Zeitpunkt von fünf Minuten, wurde die Auffüllung bzw. potentielle Sättigung der 

NO-Speicher erfasst. Als Inkubationsspanne wurden fünf Minuten gewählt, da zu 

diesem Zeitpunkt in den vorausgegangenen Versuchen (siehe Abbildung 10/11) 

die höchste X-NO Konzentration im Erythrozyten gemessen wurde. Vollblut 

wurde mit ansteigenden NO-Konzentrationen bis zu 600µM NO inkubiert. 
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Abbildung 12: Dosis-Antwort-Kurve nach Vollblutinkubation mit NO-Lösung. Die X-NO-
Konzentration der Erythrozyten steigt kontinuierlich an. Es findet sich kein Maximum (n=6). 
 

Die X-NO-Konzentration steigt mit Zunahme der zugefügten NO-Konzentration 

an (0±0µM bis 60,5±0,5µM). Auch in Konzentrationsbereichen, die weit über den 

physiologischen lagen, waren die Bindungsstellen nicht sättigbar. Die 

Nitratkonzentration steigt ebenfalls im Gegensatz zur Nitritkonzentration des 

Erythrozyten mit Erhöhung der NO-Konzentration an (34,4±13,2µM bis 

274,7±27,5µM) Im Plasma steigt sowohl die Nitritkonzentration (0,2±0µM bis 

92,8±5µM) als auch die Nitratkonzentration (42,3±11,6µM bis 154,5±0µM) in 

Abhängigkeit der NO-Konzentration an. Die Konzentration der RSNO nehmen 

nicht zu (siehe Abbildung 12). 

 

Durch Alkylierung der SH-Gruppen wurde der Stickstoffmonoxidanteil, der R-

SH-gebunden vorliegt abschätzt. Dazu wurde Vollblut mit 200µm NO für fünf 

Minuten mit und ohne vorherigen NEM-Zusatz inkubiert. Gebundenes NO wurde 

im Vollblut und Plasma bestimmt. Wie in Abbildung 13 dargestellt, verringert 

sich die X-NO-Konzentration nach vorheriger Inkubation mit NEM um ca. 50%. 
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Hingegen wird die RSNO-Konzentration des Plasmas durch eine vorherige NEM-

Inkubation um 90% reduziert. 

 

+NO +NEM + NO 
0

2

4

6

8

10

12

14

X-
N

O
 [µ

M
] 50%

Erythrozyt

 
+NO +NEM+NO

0

5

10

15

20

25

30

35

40

R
SN

O
[n

M
]

Plasma

90%

 

Abbildung 13: Mögliche prozentuale Verteilung von an Thiolgruppen gebundenem NO im 
Erythrozyt und Plasma. Durch Zusatz von NEM vor der NO-Inkubation wurden die 
Sulfhydrylgruppen alkyliert und standen der S-Nitrosothiolbildung nicht zur Verfügung (n=3).  



 

4 Diskussion 
 
Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit lassen sich wie folgt zusammenfassen: 
 

1. Eine enzymatische, basale NO-Bildung findet im humanen Vollblut statt. 

2. Im Erythrozyten gespeichertes NO wird in bioaktiver Form an das Plasma 

abgegeben.  

4.1 Bildung von NO im Vollblut 
 
Stickstoffmonoxid (NO) spielt eine zentrale Rolle in der Regulation der 

Gefäßfunktion und des Kreislaufs. NO stammt im Gefäßsystem hauptsächlich von 

der konstitutiv exprimierten endothelialen NO-Synthase (eNOS). Das endothelial 

synthetisierte NO reguliert nicht nur den Gefäßtonus, sondern auch die Interaktion 

und Funktion von Blutzellen, wie zum Beispiel die Thrombozytenaggregation und 

die Inhibition der Monozyten-Endothel-Adhäsion.15,38,68,129,131,161 Im Gefäßsystem 

wird NO nicht ausschließlich von Endothelzellen synthetisiert, sondern ebenfalls 

von Blutzellen. In Leukozyten wird die induzierbare NOS (iNOS) durch 

inflammatorische Prozesse stimuliert.64,137 

In einigen Studien wird eine NO-Synthese in aktivierten Thrombozyten 

beschrieben (siehe Kapitel 4.1.1). Zur NOS im Erythrozyten waren 

widersprüchliche Hinweise zu finden. Den Stand der Literatur zu Beginn der 

vorliegenden Untersuchungen zusammenfassend, wurde Folgendes deutlich: 

Verschiedene biochemische Nachweisverfahren wurden angewendet, in denen 

Nitrit als Marker der NO-Bildung bestimmt wurde. Deliconstantinos et al. 

beschrieben eine im Zytosol lokalisierte NOS, deren Aktivität durch Zusatz von 

Wasserstoff-Peroxid oder Kalzium-Ionophor bis zu einer Freisetzungsrate von 7  ٭

107pmol٭Zell-1
 min-1 gesteigert werden konnte.29 Diese Versuchsparameter٭

stellten durch Veränderungen von pH, PO2 und der Ca2+-Konzentration erhebliche 

Engriffe in die Versuchsbedingungen dar. Da nicht zwischen enzymatischer und 

nicht-enzymatischer NO-Freisetzung unterschieden wurde, kann eine Konversion 
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von Nitrit zu NO oder eine NO-Freisetzung aus S-Nitrosohämoglobin bzw. 

Nitrosylhämoglobin nicht ausgeschlossen werden. Auch eine NO-Produktion aus 

aktivierten Leukozyten oder Thrombozyten wäre denkbar. Deliconstantinos et al. 

bestimmten mittels Fluoreszenz-Spektrophotometrie die Nitritkonzentration im 

Hämolysat. Dies bedingt eine „Konkurrenz“ zwischen dem NO-Fänger 

Hämoglobin und dem zur NO-Quantifizierung verwendeten NO-bindenen 

System.  

Spätere in vivo Ergebnisse von Durak et al. sind ebenfalls kritisch zu bewerten. Er 

stellte fest, dass nach einer einmonatigen Aspirineinnahme der Probanden ein 

signifikanter Nitritanstieg im Hämolysat im Gegensatz zum Plasma zu finden 

war.31 Daraus ergab sich die Annahme, dass eine erythrozytäre, im Zytosol 

lokalisierte NOS durch Aspirin aktiviert worden war. Damit es bei der 

Differenzierung der Enzymaktivität zwischen Membran und Zytosol nicht zu 

falsch positiven Ergebnissen kommt, muss eine Hämoglobinkontamination 

vermieden werden. Die Griess-Reaktion, die Durak et al. zur Nitritbestimmung 

verwendeten, wird durch eine Hämoglobininteraktion stark beeinträchtigt.86  

Über NO-Bestimmungen konnten indirekte Hinweise auf eine erythrozytäre NO-

Synthase erbracht werden. Bhattacharya et al. publizierten Daten, die auf die 

Existenz einer membrangebundenen erythrozytären NOS hinwiesen, die basal 

inaktiv und lediglich durch Insulin stimulierbar war.11 Die über eine Säule 

separierte Fraktion von biochemisch aktiven solubilisierten Erythrozyten-

membranen wies eine Aktivität von 506pmol٭Zelle٭min-1 auf. Tyrosinkinase 

wirkte stimulierend, NOS-Hemmer und Antikörper gegen den Insulinrezeptor 

inhibierten die NO-Freisetzung. Mutmaßlich wurde in diesen Versuchen die NO-

Freisetzung eines erythrozytären Insulinrezeptors bestimmt und somit ein 

indirekter NOS-Enzymnachweis erbracht.11,19 Bhattacharya und Chakraborty 

bestimmten spektrophotometrisch Methämoglobin, welches bei der Reaktion von 

NO mit Oxyhämoglobin entsteht. Eine Hämoglobininteraktion ist nicht 

auszuschließen. Carvalho et al. stellten nach Stimulation (L-Arginin, 

Acetylcholin) resuspendierter, intakter Erythrozyten mittels amperometrischer 

NO-Messung eine NO-Freisetzung fest. Auch eine Zunahme der oxidativen NO-

Metabolite, Nitrit und Nitrat konnte über die Griess-Reaktion bestimmt werden. 
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Da eine basale NOS-Aktivität nicht gefunden wurde und eine spezifische NOS-

Inhibition fehlt, ist eine unspezifische NO-Freisetung aus den Erythrozyten 

ebenfalls nicht auszuschließen. In mehreren Untersuchungen wurde die 

Umsetzung von L-Arginin zu L-Citrullin für den erythrozytären NOS-Nachweis 

genutzt. Chen und Metha wiesen eine NOS-Aktivität im intakten Erythrozyten 

nach.21 Kang et al. interpretierten die Verstoffwechselung des H3-markierten L-

Arginins in den in Puffer hämolysierten Erythrozyten als Arginase-Aktivität.75 

Diese war nicht mit NOS-Inhibitoren, sondern mit dem Arginase-Inhibitor 

Norvalin zu unterdrücken.75 Hämolyse steigert die Arginaseaktivität. Gleichzeitig 

wurden durch metabolische Prozesse Kofaktoren abgebaut Zum Nachweis einer 

katalytischen Aktivität ist die Anwesenheit von ausreichend Substrat und 

Kofaktoren, die sich sowohl in den Erythrozyten als auch im Blutplasma 

befinden, Voraussetzung.87 Ghigo et al. fanden nur in Plasmodium falciparum 

infizierten Erythrozyten eine NOS-Aktivität. Postuliert wird, dass der Parasit 

zusätzlich Mediatoren zur eNOS-Stimulation freisetzt, oder der Parasit selbst 

enzymatisch NO bildet.51 

Verschiedene Verfahren erbrachten erste Hinweise zum proteinbiochemischen 

Nachweis der NOS im Erythrozyten. Bhattacharya et al. erbrachten über eine 

Säulenpräparation einen positiven Proteinnachweis.11 Erythrozyten reagierten im 

NADPH-Diaphorase-Labeling positiv für die endotheliale und induzierbare NOS-

Isoform, mittels Western-Blot wurde die eNOS separiert.21,73,75 Ghigo et al. 

wiesen im Western-Blot eNOS- und iNOS-Proteine in parasitär infizierten 

Erythrozyten nach.51 Insgesamt sind leukozytäre Verunreinigungen nicht 

ausgeschlossen und die Kontrollen mittels spezifischer Antikörpern uneinheitlich. 

Diskutiert wird, ob die erythrozytäre NOS ein Residuum aus früheren 

Entwicklungsstadien darstellt. 109 Mit dem während der Reifung des Erythrozyten 

verbundenen Verlust des Zellkerns und des Mitochondriums geht ein 

Funktionsverlust vieler Enzyme einher. Denkbar wäre, dass proerythrogene 

Vorläuferzellen noch eine aktive NOS besitzen, welche im Knochenmark 

wichtige Funktionen übernimmt.  

Insgesamt konnte bisher kein eindeutiger Nachweis einer basalen NO-Bildung in 

den Erythrozyten erbracht werden. Unphysiologische Versuchsbedingungen, die 
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Abwesenheit von Kofaktoren sowie mögliche Verunreinigungen der Proben mit 

Hämoglobin oder Leukozyten (leukozytäre NO-Synthese, erythrozytäre NO-

Freisetzung aus NO-Speichern) stellen bisherige Probleme dar und schließen eine 

unspezifische NO-Freisetzung nicht aus.  

 

4.1.1  Nachweis einer NO-Bildung im Vollblut 
 
In den vorliegenden Untersuchungen konnte erstmalig eine basale Aktivität einer 

NO-Synthase im humanen Vollblut belegt werden. Diese war spezifisch 

stimulierbar und inhibierbar. Die Inkubation von Vollblut mit dem NOS-Substrat 

L-Arginin führte zu einem signifikanten Nitritanstieg. Die durch L-Arginin 

stimulierte NO-Freisetzung deutet auf eine aktive NO-Synthase hin. Weiter 

erhärtet wird dieser Hinweis dadurch, dass nach Stimulation mit D-Arginin, als 

nicht verwertbares Stereoisomer der NOS, keine NO-Freisetzung erfolgte. Dieser 

Nachweis war bisher nicht erbracht worden. 

Der ausbleibende Nitritanstieg nach L-NNA-Inkubation, einem NOS-Inhibitor, 

belegt die Spezifität des Versuchaufbaus und die Inhibition einer aktiven NOS. 

Nach Inkubation des Plasmas mit L-Arginin kam es zu keinem Nitritanstieg. 

Daraus lässt sich schließen, dass die als Nitrit gemessene NO-Bildung aus einer 

aktiven NOS der Blutzellen stammt.75,109  

Die Differenz zwischen einer NO-Bildung unter physiologischen Bedingungen 

ohne Stimulationseinfluss und der reduzierten NO-Bildung nach Einsatz eines 

NOS-Inhibitors, wird als basale NO-Bildung bezeichnet. In Bezug zur Zeit 

gesetzt, spricht man von einer basalen NO-Freisetzungsrate. Im Rahmen dieser 

Arbeit konnte eine basale NO-Bildung aus einer NOS im Vollblut nachgewiesen 

werden. Der Ausschluss einer NO-Produktion im Plasma weist auf eine NOS-

Lokalisation in den Blutzellen hin. 

Insgesamt enthält das Vollblut über fünf Millionen Blutzellen/ml, davon ca. 94% 

Erythrozyten, >5% Thrombozyten und <1% Leukozyten. Es ist bekannt, dass 

Leukozyten und Thrombozyten unter bestimmten Bedingungen NO 

synthetisieren. Die leukozytäre NOS (iNOS) wird während entzündlicher 

Prozesse exprimiert.64,137 Stimulierend wirken inflammatorischen Zytokine, wie 
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zum Beispiel Interleukin 1 (IL1), Tumornekrosefaktor (TNF) und 

Lipopolysacharide. Extrem hohe NO-Konzentrationen wie sie bei der Sepsis 

erreicht werden, wirken sogar zelltoxisch (siehe Kapitel 1.1). NOS-Proteine 

konnten in Makrophagen und neutrophilen Granulozyten gefunden werden.20,73 

Neue Ergebnisse deuten sogar auf eine NOS-Expression in T-Lymphozyten hin.74 

Die iNOS ist unter basalen, physiologischen Bedingungen inaktiv. Auch eine NO-

Produktion aus aktivierten Thrombozyten, die der Thrombenentstehung 

entgegenwirkt, wurde in einigen Studien beschrieben.43,101,130,140 Chen und Metha 

wiesen biochemisch eine thrombozytäre NOS nach, die durch Zytokine 

stimulierbar zu sein scheint und die Thrombozytenaggregation hemmt.108 Berkels 

et al. lieferten Hinweise zur Existenz einer membranständigen thrombozytären 

NOS, welche durch Aggregation zur NO-Produktion aktiviert wird.10 Ein 

proteinbiochemischer eNOS-Nachweis mittels Western-Blot konnte nicht erbracht 

werden.119 Eine NOS-Aktivität des unstimulierten Thrombozyten wurde bisher 

überwiegend nicht belegt.119,130,174  

Das verwendete Vollblut wurde unter normoxischen Bedingungen abgenommen 

und stammte von gesunden Probanden ohne erhöhte Entzündungsparameter. 

Unter diesen Versuchsbedingungen kann eine Aktivität der iNOS sowie der 

thrombozytären NO-Synthese ausgeschlossen werden. Zusammenfassend konnte 

in diesen Untersuchungen gezeigt werden, dass unter nicht entzündlichen 

Bedingungen eine in den Zellen des Vollblutes lokalisierte NO-Synthase aktiv ist, 

welche spezifisch stimulierbar, inhibierbar und isoformspezifisch ist. Deutliche 

Hinweise auf die Existenz einer erythrozytären NOS konnten erbracht werden. 

Um diese Frage eindeutig klären zu können, müsste zunächst unter Einsatz eines 

hypotonen Lysepuffers, ein Ausschluss der Erythrozyten und eine 

Leukozytenisolation erfolgen, um dann unter Anwendung der differenziellen 

Zentrifugation zur Thrombozytenseparation eine genaue Trennung der einzelnen 

Blutkompartimente zu erreichen. Erythrozyten, Leukozyten, Thrombozyten und 

Plasma sollten dann, entsprechend des beschriebenen Versuchsschemas (siehe 

Kapitel 2.1.1), hinsichtlich einer NOS-Aktivität untersucht werden. Nach 

Bestätigung der Aussagen durch Vergleich getrennter Blutkompartimente könnte 

im Folgenden die Lokalisation der erythrozytären NOS differenziert werden. Die 
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Erythrozytenmembranen, separiert nach Zellyse, müssten im Vergleich zu 

intakten Erythrozyten hinsichtlich der Nitritbildung untersucht werden. 

Neben den biochemischen Nachweisen einer erythrozytären NOS sollte deren 

Existenz auch auf molekularbiologischer Ebene über den Proteinnachweis 

untersucht werden. Dieser könnte auch zur Bestätigung der NOS-Lokalisation 

dienen. Abschließend könnten transgene Tiere eingesetzt werden, denen die 

ermittelte NOS-Isoform fehlt. Die NOS defizienten Tiere könnten als 

Negativkontrolle im Vergleich zu Wildtypen eine biochemische und 

molekularbiologische Bestätigung der Ergebnisse erbringen. 

Gemäß unserer Ergebnisse könnte es sich um eine konstitutive NO-Synthase 

handeln, da sie unter nicht stimulierten Bedingungen aktiv ist und NO in 

nanomolaren Bereichen freisetzt. Als konstitutive Isoform wäre die erythrozytäre 

NOS eher in der ZelImembran lokalisiert. Nicht auszuschließen ist die zusätzliche 

Existenz einer induzierbaren NOS im Erythrozyten, die in den Versuchen dieser 

Arbeit möglicherweise inaktiv vorlag. Insgesamt bleiben noch viele Fragen zur 

Charakterisierung der erythrozytären NO-Synthase offen, deren differenzierte 

Beantwortung zum Verständnis von Physio- und Pathophysiologie sowie für die 

Entwicklung neuer Therapien von großer Bedeutung wäre. 

In unseren Untersuchungen wurde Nitrit als Marker zur Erfassung der endogenen 

NO-Produktion der Erythrozyten gewählt. Nitrit ist stabiler als NO selbst und 

wird kaum durch Stoffwechselprozesse beeinflusst. Ist Sauerstoff vorhanden, wird 

NO 1:1 zu Nitrit umgesetzt. Bisher wurde Nitrit als inaktives Abbauprodukt von 

NO angesehen. NO als auch Nitrit können mit oxygeniertem Hämoglobin zu 

Methämoglobin und Nitrat reagieren. Neuesten Studien zufolge kann Nitrit unter 

hypoxischen Bedingungen zu NO reduziert werden.28 Eine Nitritreduktase des 

Deoxyhämoglobins im Erythrozyten wird aktiviert und reduziert Nitrit zu 

Methämoglobin. Demnach könnten Erythrozyten unter ischämischen 

Bedingungen vasodilatativ wirken.28 
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Der Erythrozyt wurde lange als ausschließlich NO inaktivierende Zelle verkannt. 

Möglich wäre, dass der Erythrozyt den größten NO-Speicher/Donator des 

Vollblutes darstellt, und zwar: 

1. durch eigene NO-Produktion via NOS 

2. durch Freisetzung von NO aus seinen Thiolbindungen 

3. durch Reduktion von Nitrit zu Methämoglobin und NO  

 

Somit müssten bisherige Ansichten überdacht werden. Den Nitrit-Pools des 

Vollblutes käme eine enorme Bedeutung als bioaktive „NO-Quelle“ zu. 

Bestimmungen der Nitritkonzentrationen der Blutkompartimente (Vollblut, 

Plasma, Erythrozyten) ergaben erstaunliche Ergebnisse. Demnach würden die 

Erythrozyten, im Vergleich zum Plasma, mehr als die doppelte 

Nitritkonzentration beinhalten und somit einen großen, bislang nicht vermuteten 

Speicherort für Nitrit bzw. NO darstellen. Der Hauptanteil des erythrozytären 

Nitrits liegt im Cytosol frei vor.28 

 

4.2 Nitrosativer NO-Metabolismus im Erythrozyten 
 
Inzwischen ist bekannt, dass neben dem raschen Abbau von NO bei Reaktion mit 

Oxyhämoglobin zu Methämoglobin und Nitrat noch weitere Reaktionswege für 

NO im Erythrozyten existieren.30,84,135 Unter anaeroben Bedingungen kann sich 

NO an die Häm-Gruppe des Deoxyhämoglobins anlagern und damit 

Nitrosylhämoglobin (NOHb) bilden.18 Dieses kann im Erythrozyten zu 

Nitrosohämoglobin (SNOHb) konvertiert werden.71,106 Da die Reaktion mit 

Deoxyhämoglobin unter anaeroben Bedingungen abläuft, hängt der Anteil des 

gebildeten Nitrats und Methämoglobins beziehungsweise Nitrosylhämoglobins 

von der Sauerstoffsättigung des Blutes ab.168 

Des Weiteren kann nach Oxygenierung des Hämoglobins im pulmonalen 

Kreislauf durch eine NO-Bindung an das Cys-93 der β-Kette S-

Nitrosohämoglobin gebildet werden.57 Durch eine strukturbedingte Instabilität des 

Hämoglobins in der Peripherie resultiert eine NO-Abspaltung mit nachfolgender 

Vasodilatation.71 Somit konnten Jia et al. erstmalig zeigen, dass Erythrozyten über 



4. Diskussion  47

NO-Speicher in Form von SNOHb verfügen. Da der Erythrozyt noch über weitaus 

mehr Sulfhydrylgruppen in seiner Membran sowie im Zytosol verfügt, wären 

noch weitere NO-Bindungskapazitäten vorhanden. Ob diese auch als SNO-

Speicherformen genutzt werden, bleibt bisher offen. 

Insgesamt besteht in der aktuellen Literatur über den Stellenwert von SNOHb als 

NO-Speicher im Erythrozyten noch Uneinigkeit. 

Gladwin et al. entwickelten eine Methode, mittels derer es möglich ist, SNOHb 

separat bestimmen zu können. Da sie nur sehr geringe Mengen an 

Nitrosohämoglobin sowohl im venösen- als auch im arteriellen Gefäßschenkel 

fanden, halten sie eine physiologisch relevante Funktion von SNOHb als NO 

Reservoir für unwahrscheinlich. Rassaf et al. konnten kein SNOHb im humanen 

Erythrozyten nachweisen. Obwohl sie in Erythrozyten der Ratte SNOHb-

Konzentrationen im nanomolaren Bereich fanden, im Einklang mit Stamler et 

al,124 konnten sie kein Nitrosohämoglobin in Erythrozyten weiterer Säugerspezies, 

einschließlich des Menschen, detektieren.133 Die Ergebnisse lassen zwei 

Vermutungen offen: Zum einen könnten methodische Probleme als Ursache der 

ausbleibenden Detektion verantwortlich sein, zum anderen ist nicht 

auszuschließen, dass die SNOHb-Konzentration tatsächlich verschwindend gering 

ist. Stamler et al. beschrieben Nitrosohämoglobin (ca. 50nm) im Gegensatz zu 

anderen Thiolen als Verbindung, die unter hypoxischen Bedingungen im 

Gefäßsystem, besonders in der Mikrostrombahn, über NO-Abspaltung eine 

Vasodilatation bewirkt.124 Weiteren neuen Untersuchungen zufolge ist es möglich, 

dass erythrozytär vorhandenes Nitrit zu NO reduziert wird und dieses somit einen 

weiteren NO-Pool darstellen könnte.28  

Inwieweit die NO-Speicher des Erythrozyten modulierbar oder sättigbar sind, ist 

noch völlig unklar. Rassaf et al. konnten 2003 nachweisen, dass NO nicht nur 

lokal wirkt, sondern auch über das Plasma transportiert werden kann und somit im 

gesamten Kreislaufsystem aktiv ist.133  

Im Plasma kann NO mit den dort zirkulierenden Thiolen (Albumin, Glutathion 

und Cystein) zu RSNO reagieren, die eine bioaktive Transportform von NO im 

Plasma darstellen.  
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Ob ein Austausch von bioaktiven NO-Metaboliten zwischen Erythrozyt und 

Plasma stattfindet, ist derzeit noch nicht geklärt. Ziel der durchgeführten Versuche 

war es, diese Fragen beantworten zu können. Neue Theorien halten die Existenz 

von einem in der Erythrozytenmembran lokalisiertern AE1-Transporter für 

möglich, der NO über verschiedene Bindungen an das Plasma überführt.124 

 

4.2.1 Biochemischer Nachweis und Differenzierung der S-
Nitrosothiole im Erythrozyten 

 

Humanes Vollblut wurde mit exogenem NO versetzt und über eine Zeitreihe 

inkubiert (siehe Kapitel 2.1.2). Die NO-Metabolite X-NO/RSNO, Nitrit und Nitrat 

wurden im Vollblut und im Plasma bestimmt. Im Vollblut fand bis zu fünf 

Minuten nach NO-Zusatz ein hoch signifikanter Anstieg der X-NO vom 

nanomolaren bis in den mittleren mikromolaren Bereich statt. Im Plasma stieg die 

RSNO Konzentration in den ersten fünf Minuten nicht-, aber zwischen fünf und 

30 Minuten signifikant an. Zeitgleich sank die erythrozytäre X-NO-Konzentration 

ab. Die Ergebnisse zeigen, dass der Erythrozyt NO speichert und zeitverzögert, 

bioaktiv an das Plasma abgibt. Dort kann NO, in Form von RSNO gespeichert, 

transportiert werden. Im Plasma und im Erythrozyten stiegen die 

Nitritkonzentrationen bis zur ein-minütigen Inkubation an und fielen dann ab, da 

Nitrit zu Nitrat inaktiviert wurde. Die Nitratkonzentration, welche im 

Erythrozyten nicht signifikant höher als im Plasma war, stieg in beiden 

Kompartimenten etwa um das Dreifache über die gesamte Zeitreihe an, da Nitrat 

das oxidatives Endprodukt im NO-Stoffwechsel darstellt. Das intraerytrozytäre 

Nitrit stieg nicht signifikant an. Der Erythrozyt verstoffwechselt NO über Nitrit zu 

Nitrat. Obwohl die Wiederfindungsrate 100% betrug, ist nicht auszuschließen, 

dass die Nitritwerte aufgrund eines Detektionsdefizits zu niedrig bestimmt worden 

sind.28 Die Berechnung der Werte als Konzentrationsanstieg zum Ausgangaswert 

zeigen, dass der Erythrozyt das exogen hinzugegebene NO zum Hauptteil als X-

NO, als verfügbares NO bindet. Neben NO-Anlagerungen an das Cys-93 der β-

Kette verfügen Erythrozyten noch über weitere S-Speicherformen. In der 

Erythrozytenmembran, in der auch G-SH Bindungsstellen vorhanden sind, besitzt 
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der Erythrozyten große Mengen an Sulfhydrylgruppen. Um differenzieren zu 

können wieviel NO im Erythrozyten und im Plasma über Thiolgruppen gebunden 

wird, wurden Vollblut und Plasma mit NEM inkubiert bevor NO hinzugegeben 

wurde. NEM besetzt die Thiolbindungsstellen. In den Ansätzen ohne vorherige 

NEM-Inkubation wurde das gesamte gebundene NO gemessen, nach NEM-

Inkubaion nur das nicht über Schwefel gebundene NO. NEM verringerte die X-

NO-Konzentration im Vollblut signifikant um 50%, im Plasma wurde die RSNO-

Konzentration nach NEM-Zusatz um 90% signifikant reduziert. Diesen 

Ergebnissen zu Folge lässt sich abschätzen, dass im Erythrozyten NO zu 50% als 

SNOHb und zu 50% als NOHb gebunden vorliegt. Hingegen werden im Plasma 

demnach 90% von NO über Thiole gebunden (RSNO).  

Im Plasma hingegen wird der größte Anteil direkt zu Nitrit abgebaut. Nachdem 

gezeigt werden konnte, dass Erythrozyten NO speichern und wieder abgeben, 

dieses also potentiell physiologisch relevant sein könnte, wurden die 

Vollblutproben im Weiteren mit steigenden NO-Konzentrationen für je fünf 

Minuten inkubiert, um Modulationsmöglichkeiten, bzw. eine Sättigungskinetik 

abschätzen zu können. Im Erythrozyten stieg die X-NO-Konzentration mit 

steigender NO-Konzentrationszugabe an. Dabei schienen die X-NO-

Konzentrationen nicht sättigbar zu sein. Auch die erythrozytäre 

Nitratkonzentration stieg kontinuierlich an. Im Plasma stiegen die RSNO-

Konzentrationen auch nicht nach Zusatz von erhöhter NO-Konzentration an. 

Höhere Konzentrationen im Inkubationsversuch konnten nicht erreicht werden, da 

dies zu großen Verdünnungen und damit einhergehender Ungenauigkeiten geführt 

hätte. An die in vitro Ergebnisse der vorliegenden Arbeit, die zeigen, dass ein NO-

Export aus den erythrozytären NO-Speichern an das Plasma stattfindet, könnten 

sich in vivo Versuche anschließen, um eine mögliche physiologische Relevanz 

nachzuweisen. Dazu könnte NO intravenös appliziert werden und die NO-

Metabolite nach gleichem Versuchsaufbau bestimmt werden. Mittels 

Venenverschlußpletysmographie könnte die systemische Wirkung in Analogie der 

Wirkung von plasmatischen RSNO gemessen werden. Weitere Differenzierungen 

von HbNO, und SNOHb könnten sich anschließen. 
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4.3 Physiologische Relevanz der Bildung, Speicherung 
und des Transportes von NO im Erythrozyten 

 
In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass Erythrozyten neben der 

Fähigkeit zur NO-Bildung auch über bioaktive Speicherformen verfügen, aus 

denen eine NO-Abgabe an das umgebende Plasma stattfinden kann. Dies ist 

Voraussetzung, um systemisch wirken zu können. Das Blutvolumen besteht zu 

45% aus Erythrozyten. Da diese auf allen vier Ebenen (Bildung, Speicherung, 

Transport und Abbau) des NO-Stoffwechsels interagieren, könnten sie 

entscheidend an der Regulation der NO-Konzentration in vivo teilnehmen.  

Es scheint, dass eine verringerte bioaktive Verfügbarkeit von NO an der 

Entstehung von verschiedensten Erkrankungen beteiligt ist: Arteriosklerose, 

arterielle Hypertonie, akutes Koronarsyndrom, Diabetes, Impotenz sowie 

Störungen der Wundheilung. Zu hohe NO-Konzentrationen hingegen sollen an 

der Pathogenese der Sepsis sowie des Reperfusuionssyndroms beteiligt sein.  

NO liegt im Kreislauf an Proteine des Plasmas und der Blutzellen gebunden vor 

und wird in Abhängigkeit von der HWZ abgegeben. In verschiedenen Studien 

wurde belegt, dass die Anreicherung von gebundenem NO günstig wirkt. Eine 

Verminderung von Gefäßverschlüssen, eine antithrombotische Wirkung, eine 

Verringerung des Ischämischadens sowie eine Verbesserung der endothelialen 

Dysfunktion wurde unter Einfluß von gebundenem NO nachgewiesen. 

Die Modulation der Bioverfügbarkeit von NO bildet in der Medizin einen 

wichtigen Therapieansatz. Verschiedene Medikamente wie zum Beispiel NO-

Donatoren und Stickstoffmonoxid freisetzende Substanzen werden seit mehr als 

hundert Jahren vor allem als Koronartherapeutika eingesetzt. Den positiven Effekt 

erzielt NO hierbei durch Vasodilatation, durch Verminderung der 

Thrombozytenaggregation und durch seine antiproliferative und antioxidative 

Wirkung. Angewendet werden organische Nitrate, wie zum Beispiel 

Glyceroltrinitrat, aus denen NO reduktiv freigesetzt wird, oder Substanzen wie 

Molsidomin, aus denen die Freisetzung oxidativ erfolgt. Der Langzeiteffekt der so 
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genannten NO-Donatoren ist noch nicht ausreichend erforscht.49 Fraglich ist, ob 

eine Dauertherapie mit dieser Substanzklasse die Prognose bei Arteriosklerose 

verbessert. Studien dieser Art stehen noch aus. Häufig wird eine Nitrattoleranz 

beobachtet. Dies bedeutet, dass für die gleiche Wirkung eine stetig höhere 

Medikamentendosis benötigt wird. Über welche Mechanismen die NO-Donatoren 

die endogenen NO-Speicher modulieren, ist noch völlig unklar. Durch genauere 

Kenntnis über diesen Wirkmechanismus und differenzierteres Wissen über die 

erythrozytären NO-Speicher könnte sich dieser NO-Pool therapeutisch zunutze 

gemacht werden. 

In arteriosklerotisch veränderten Gefäßen ist die Aktivität und NO-Freisetzung 

der eNOS nahezu aufgehoben. Kompensativ wird die Ansprechbarkeit auf exogen 

appliziertes NO erhöht. Aortenringe von eNOS-defizienten Mäusen, die eine 

gesteigerte Sensitivität gegenüber NO aufweisen, dilatierten in Anwesenheit von 

L-Arginin-stimulierten Ghosts (separierte Erythrozytenmembranen). Durch eine 

verbesserte Ansprechbarkeit auf NO könnte die Wirkung von erythrozytär 

gebildetem NO verstärkt werden. Dies könnte in Gefäßabschnitten, in denen eine 

endotheliale Dysfunktion eine Erniedrigung des bioaktiven NO bedingt, 

entscheidend sein.  

Die physiologische Relevanz einer NO-Synthese des Erythrozyten oder 

Auswirkungen deren Modulation sind noch völlig unbekannt. Bisher bietet die 

Literatur lediglich Daten über Einflüsse von endothelial gebildetem NO auf die 

Erythrozytenverformbarkeit und die Thrombozytenaggregation.131,156 Demnach 

soll die Änderung der erythrozytären Verformbarkeit von der NO-Konzentration 

abhängen, wobei niedrige NO-Spiegel die Verformbarkeit begünstigen und hohe 

NO-Konzentrationen diese verschlechtern.6 Somit könnte die im Rahmen 

entzündlicher Prozesse herabgesetzte Verformbarkeit erklärt werden. Diese 

Effekte konnten durch Inhibition der iNOS verringert werden.6 Es gibt Hinweise, 

dass NO über Konformationsänderungen der an der Membranstabilität beteiligten 

Enzyme, wie zum Beispiel Spektrin, Ankyrin und Band-3-Protein Einfluss auf die 

Verformbarkeit nimmt.148 Möglicherweise verändert die NO-Produktion des 

Erythrozyten die Verformbarkeit der Zelle selbst. Eine Modulation der 

erythrozytären NO-Bildung wäre durch eine intravenöse oder auch orale 
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medikamentöse Applikation oder durch eine inhalative NO-Therapie denkbar. 

Durch eine verbesserte Erythrozytenverformbarkeit könnte die Passage durch die 

vaskuläre Mikrostrombahn erleichtert werden. Somit wäre eine schnellere 

Sauerstoffversorgung des Gewebes nach ischämischen Ereignissen 

(Myokardinfarkt, Apoplex) möglich. Innerhalb des Gefäßsystems ist der 

Metabolismus von Stickstoffmonoxid nicht einheitlich, da sich das Verhältnis der 

Blutbestandteile, Flusseigenschaften und Scherkräften entlang des Gefäßbettes 

ändert. In der Mikrostrombahn ist die Erythrozytenverformbarkeit besonders 

wichtig, da das Endothel der Kapillaren (4-10µm) nur einschichtig ist. Hingegen 

besitzen die Arteriolen (10-100µm) zwei Muskelzellschichten in der Tunika 

intima, über die der Blutfluss in den Kapillaren reguliert wird.96 Da der 

Durchmesser des Erythrozyten 7,5µm beträgt, könnte eine erythrozytäre NO-

Synthese die ungehinderte Passage durch das Kapillarbett begünstigen. In der 

Mikrostrombahn sind die Diffusionswege relativ kurz, zugleich ist die eNOS-

Aktivität geringer als in größeren Gefäßen. Bei gleichem NO-Verbrauch in den 

Gefäßabschnitten würde die NO-Bildung des Erythrozyten diese „Lücke“, 

besonders in pathologischen Bereichen, füllen können.5  

Diese Hypothese wird durch Beobachtungen bei Erythropoetin überexpremierten 

Mäusen unterstützt, die nur durch eine kompensativ stark gesteigerte NO-

Synthese überleben. Eine Inhibition der NOS führt bei diesen Tieren innerhalb 

weniger Stunden durch Erythrozytenakkumulation in den terminalen Arteriolen 

zum Tod. Dies verdeutlicht den Stellenwert der Erythrozytenverformbarkeit in der 

Mikrostrombahn.160  

Sowohl die Hemmung der NO-Bildung, als auch eine schnelle NO-Inaktivierung 

durch Hämoglobinzugabe verschlechtert die Erythrozytenverformbarkeit. Diese 

Ergebnisse könnten helfen, Beobachtungen bei Transfusionsschäden oder das 

Auftreten von Zirkulationsstörrungen während hämolytischer Krisen zu erklären. 

In beiden Situationen ist eine erhöhte freie Hämoglobinkonzentration 

anzunehmen, die zu einer Beeinträchtigung der Erythrozytenverformbarkeit führt. 

Modulationen des NO-Pools durch Inhalation von NO oder L-Arginin zeigen eine 

Verbesserung bei akuten Gefäßverschlüssen und pulmonal-arterieller Hypertonie. 
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Die erythrozytäre NO-Produktion könnte im Rahmen hämoreologischer 

Erkrankungen eine bedeutende Rolle übernehmen.  

Es war bekannt, dass auch Thrombozyten in aktiviertem Zustand NO 

synthetisieren können. Dadurch sollten Änderungen bezüglich der Zellstabilität 

sowie der Thrombozytenaggregation bewirkt werden können. Chen und Metha 

zeigten 1998, dass durch Hemmung der erythrozytären NO-Synthase die 

Aggregabilität zunahm.20 Neueste Untersuchungen wiesen eine Verringerung der 

Thrombozytenaggregation durch erythrozytär gebildetes NO nach 

(unveröffentliche Daten Kleinbongard, kardiologisches Labor Düsseldorf). 

Jüngsten Daten zufolge laufen die in vivo Reaktionen, die zum NO-Abbau führen, 

um ein Vielfaches langsamer ab, als durch Bestimmung der in vitro Reaktion von 

Oxyhämoglobin und NO anzunehmen war.61 Flussdynamische Eigenschaften des 

Plasmas, die relative Lipophilie des NO-Moleküls und Besonderheiten der 

erythrozytären Membran deuten darauf hin, dass diese ein Hindernis für den 

Eintritt von NO darstellt. Möglicherweise verhindert das erythrozytär 

synthetisierte und freigesetzte NO den NO-Abbau aus anderen Quellen. Denkbar 

wäre, dass die NO-Bildung der erythrozytären NOS elektromechanische 

Membranveränderungen bedingt. Unter diesen Voraussetzungen würden 

Erythrozyten eine völlig neue Rolle im NO-Stoffwechsel einnehmen. 



 

5 Ausblick 
 
Neben dem Endothel bilden die Erythrozyten eine „Quelle“ von intravaskulär 

gebildetem NO und nehmen durch bioaktiven NO-Export in das Plasma aktiv an 

der Modulation der NO-Pools teil. Im Rahmen von Herzerkrankungen und 

Artheriosklerose ist die bioaktive Verfügbarkeit von NO vermindert. Aktuelle 

Ergebnisse zeigen, dass die Prognose von Herzerkrankungen und 

Myokardinfarkten durch eine vorhandene Anämie verschlechtert wird. Dies 

könnte durch eine geringere erythrozytäre NO-Produktion erklärt werden, die 

mutmaßlich unter Bedingungen in denen die eNOS Aktivität verringert ist, an 

physiologischer Bedeutung gewinnt, bzw. sogar teilweise kompensativ wirken 

könnte. Eine Quantifizierung der erythrozytären eNOS-Aktivität könnte 

Bedeutung in der Diagnose und Risikoabschätzung von kardiovaskulären 

Erkrankungen einnehmen. Patienten mit NO-Defizit könnten präventiv erkannt 

werden.  

Interventionen zur Verbesserung der Expression einer NO-Synthase im 

Erythrozyten könnten nicht nur einen wichtigen Eckpfeiler in der Therapie der 

Artheriosklerose bilden, sondern auch in der Behandlung hämatologischer und 

septischer Erkrankungen neue therapeutische Möglichkeiten bieten.  

 

 



 

6 Zusammenfassung 
 

Stickstoffmonoxid (NO), ein biologisches Signalmolekül, welches an einer 

Vielzahl von Regulationsmechanismen mitwirkt, ist im kardiovaskulären System 

von besonderer Bedeutung. NO wird von einer NO-Synthase aus L-Arginin unter 

Verbrauch von molekularem Sauerstoff gebildet. Im Gefäßsystem wird NO 

überwiegend von der endothelialen NOS synthetisiert und beeinflusst den 

Gefäßtonus, die Blutgerinnung, die Adhäsion und die Verformbarkeit von 

Blutzellen. Es war unbekannt, ob Erythrozyten nicht nur NO abfangen und unter 

bestimmten Bedingungen transportieren, sondern selbst bilden und somit eine 

völlig neue Rolle im NO-Stoffwechsel einnehmen könnten.  

Die Ergebnisse lassen sich wie folgt zusammenfassen: 

• In in vitro Inkubationen von Vollblut und Plasma fand eine 

enzymabhängige NO-Bildung, gemessen als Nitrit, statt. Diese ließ sich 

spezifisch durch L-Arginin stimulieren und durch einen Inhibitor 

vermindern. 

• Die exogene Applikation von NO zum Vollblut führte zu einem Anstieg 

des gespeicherten NO im Erythrozyten. Zeitversetzt, nach Absinken der 

NO-Speicher im Erythrozyten, wurde NO an das Plasma abgegeben. 

• Die NO-Speicher im Erythrozyten konnten konzentrationsabhängig 

vermehrt, jedoch nicht gesättigt werden.  

 

Erythrozyten stellen neben dem Endothel eine neue „Quelle“ von intravaskulär 

synthetisiertem und gespeichertem NO dar. Durch den NO-Export an das Plasma 

beeinflussen sie aktiv den zirkulierenden NO-Pool. 

Die Ergebnisse könnten Grundlagen zur Modulation einer pathologisch 

veränderten NO-Verfügbarkeit und möglicherweise zur Therapie damit 

verbundener Krankheitsbilder dienen.
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