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1. Einleitung 

 

Kardiovaskuläre Erkrankungen 

 

Kardiovaskuläre Erkrankungen stellen mittlerweile weltweit gesehen die häufigste To-

desursache dar. Ursächlich für die meisten kardiovaskulären Erkrankungen ist eine 

arteriosklerotische Veränderung mittelgroßer und großer Arterien.  Ein wesentlicher 

Faktor sowohl in der Entstehung als auch im Fortschreiten kardiovaskulärer Krankhei-

ten ist die endotheliale Dysfunktion, welche durch eine verminderte Bioverfügbarkeit 

des Vasodilators  Stickstoffmonoxid charakterisiert ist.1 

Arteriosklerotische Veränderungen von Blutgefäßen sind multifaktoriell bedingt. Bisher 

sind viele verschiedene Risikofaktoren bekannt, die sich in primäre und sekundäre 

Faktoren unterteilen lassen. Nicht modifizierbare primäre Risikofaktoren beinhalten das 

männliche Geschlecht, Alter sowie eine positive Familienanamnese bezüglich kardio-

vaskulärer Erkrankungen. Zu den modifizierbaren primären Risikofaktoren zählen die 

arterielle Hypertonie, Hypercholesterinämie, Diabetes mellitus und das Rauchen. Se-

kundäre Risikofaktoren sind modifizierbar und als einzeln auftretende Risikofaktoren 

eher von untergeordneter Bedeutung. Tritt allerdings eine Kombination dieser Faktoren 

auf, erhöht sich die Krankheitswahrscheinlichkeit deutlich. Zu den sekundären Fakto-

ren zählen beispielsweise psychosoziale Faktoren, erhöhte Werte an Homocystein, 

Lipoprotein (a), prothrombotischen Faktoren (z.B. Fibrinogen) oder inflammatorische 

Marker (z.B. C-reaktives Protein).2 

 

 

1.1.  Arteriosklerose und endotheliale Dysfunktion 

 

Arteriosklerotische Läsionen der Arterien lösen je nachdem welche Arterie betroffen ist 

Krankheiten wie die koronare Herzkrankheit, die periphere arterielle Verschlusskrank-
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heit oder auch eine zerebrovaskuläre Krankheit aus. Pathophysiologisch gibt es bereits 

bei Kindern und Jugendlichen Läsionen der Arterienwände, die sogenannten fatty 

streaks.3 Eines der ersten Ereignisse in der Pathophysiologie der Arteriosklerose ist die 

Minderung der endothelialen Funktion, bevor strukturelle Veränderungen wie die 

Intima-Hyperplasie entstehen. 4 Sind bereits die ersten Läsionen der Gefäßwand ent-

standen, wird die Bindekraft des Endothels in Bezug auf die Leukozyten und Thrombo-

zyten erhöht und auch die Gefäßpermeabilität nimmt zu. Zudem wird durch die Läsion 

induziert, dass das Endothel prokoagulative anstatt antikoagulative Eigenschaften auf-

weist und die Bildung vasoaktiver Moleküle, Zytokine und Wachstumsfaktoren geför-

dert wird. Dadurch kommt es zu einer Migration und Proliferation der glatten Muskelzel-

len.5 Schreiten die Umbaumaßnahmen, das sogenannte „Remodeling“ weiter fort, wird 

die Arterienwand zunehmend dicker, zunächst allerdings ohne Einfluss auf den 

Durchmesser des Lumens.6 Eine anhaltende Entzündungsreaktion resultiert aus der 

Emigration von Makrophagen und Lymphozyten aus dem Blut in die Arterienwand. Die 

Aktivierung dieser Zellen führt zu einer Freisetzung von hydrolytischen Enzymen, 

Zytokinen, Chemokinen und Wachstumsfaktoren, die weiteren Schaden induzieren 

können.7 Wiederholen sich diese Zyklen der Zellmigration, Proliferation der glatten 

Muskelzellen und Bildung von Bindegewebe kann sich eine fortgeschrittene, kompli-

zierte Läsion bilden. Diese besteht aus einer bindegewebigen Deckschicht über einem 

Kern von Lipiden und nekrotischem Gewebe (Abbildung 1). Zu diesem Zeitpunkt kann 

die Arterie die Lumeneinengung zumeist nicht mehr durch eine Gefäßdilatation kom-

pensieren und dadurch wird der Blutfluss verändert.5 
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faktoren, wie z.B. einer Hypercholesterinämie, wurde eine erhöhte Konzentration von 

asymmetrischem Dimethylarginin (ADMA) gefunden, ein endogenes Arginin-Analogon, 

welches als kompetitiver Inhibitor der NOS wirkt.15  

 

 

1.3. eNOS 

 

NO-Synthasen (NOS) katalysieren die Oxidation des L-Arginins zu Citrullin und NO. Es 

sind drei Haupt-Isoformen der NO-Synthasen bekannt, die auf drei verschiedenen 

Chromosomen durch verschiedene Gene kodiert werden. Die neuronale NOS (nNOS) 

wird in bestimmten Neuronen und Skelettmuskelzellen exprimiert. Die endotheliale 

NOS (eNOS) wird vor allem in Endothelzellen exprimiert und die induzierbare NOS 

(iNOS) zum Beispiel in Makrophagen. Alle Enzym-Isoformen benötigen für eine ein-

wandfreie Funktion die Kofaktoren Tetrahydrobiopterin (BH4), Nikotinamid-Adenin-

Dinukleotid Phosphat (NADPH), Flavin Adenin Dinukleotid und Flavin Adenin 

Mononukleotid (Abbildung 3).16 

Die Aktivität der eNOS wird vor allem durch die intrazellulären Konzentrationen von 

Ca2+/Calmodulin reguliert, die eine Bildung von NOS-Dimeren initiieren, welche die 

aktive Form der NOS darstellt.17 

Die Expression der eNOS wird erhöht durch physiologischen Shear Stress und ver-

mindert durch LDL, Angiotensin-II und TNF- .  

Die Aufnahme von L-Arginin kann durch oxidiertes LDL vermindert werden und da-

durch eine Entkopplung der eNOS bedingen. Auch eine lokal stark verminderte L-

Arginin-Konzentration kann die eNOS entkoppeln und so zu einer Überproduktion von 

O2
- und H2O2 aus Sauerstoff führen, welches ein Ko-Substrat der eNOS ist. Auch bei 

einer verminderten Verfügbarkeit des Kofaktors Tetrahydrobiopterin wird der Elektro-

nentransfer durch eine Entkopplung gestört und Superoxidanion wird gebildet.18 

In der Literatur gibt es verschiedene Hinweise, dass das eNOS-Level unter pathologi-

schen Bedingungen wie der KHK vermindert sein kann. Heiss et al. konnten 2010 zei-

gen, dass die Funktion der eNOS in endothelialen Vorläuferzellen bei Patienten mit 

einer koronaren Herzkrankheit vermindert ist.19 Von der Arbeitsgruppe Moss et al. wur-
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1.4. Redox-Status 

 

Reaktive Sauerstoffspezies (reactive oxygen species - ROS) werden in jeder Zelle pro-

duziert; u.a. molekularer Sauerstoff, Superoxid Anion (O2
-), Hydroxyl-Radikal (HO.), 

Wasserstoffperoxid (H2O2) und Peroxynitrit (ONOO
-). Eine übermäßige Produktion von 

ROS, die die endogenen antioxidativen Schutzmechanismen übersteigen, haben Pro-

zesse zur Folge, in denen biologische Makromoleküle wie DNA, Proteine, Kohlenhyd-

rate und Lipide oxidiert werden. Dieser Zustand wird üblicherweise als oxidativer 

Stress bezeichnet.23 

Gebildet werden die ROS vor allem in den Mitochondrien sowie durch die Enzyme 

Xanthin Oxidase, NADH/NADPH Oxidase und unter bestimmten Bedingungen durch 

die NO Synthase.24 

Mittlerweile weiß man, dass ROS nicht nur schaden, sondern wichtige physiologische 

Funktionen haben können. Hierzu gehören die Induktion von Genen für die Immunab-

wehr, die Aktivierung von Transkriptionsfaktoren sowie die Stimulation des Ionentrans-

portsystems. Im Gefäßsystem haben ROS eine physiologische Funktion in der Kontrol-

le der Endothelfunktion, des Gefäßtonus und der vaskulären Intaktheit. Eine 

pathophysiologische Funktion haben sie bei Entzündungen, Hypertrophie, Proliferation, 

Migration, Apoptose, Fibrose und Vasokonstriktion. Somit werden wichtige Faktoren 

der endothelialen Dysfunktion, nämlich die Vasokonstriktion und das Remodeling der 

Arterien, durch ROS beeinflusst.25 

Jede Zelle verfügt über verschiedene Schutzmechanismen, um Radikale unschädlich 

zu machen und einen Schaden biologischer Moleküle zu verhindern. Zum einen dienen 

hierzu Antioxidantien wie Vitamin C und Glutathion, zum anderen aber auch spezielle 

Enzyme.  

Glutathion (GSH) ist ein Tripeptid, welches direkt durch ROS oxidiert werden kann (i.e 

eine antioxidative Wirkung aufweist) und dabei in eine dimere GSSG-Form übergeht, in 

der keine freie Thiolgruppe mehr vorliegt.  

Auch Tetrahydrobiopterin (BH4) kann Radikale unschädlich machen, wird dabei aller-

dings oxidiert und steht in dieser Form der NO-Synthase nicht mehr als Kofaktor zur 

Verfügung.26 Antioxidantien  wie -Tocopherol können die Hochregulation verschiede-
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ner Gene verhindern, unter anderem wird die Expression von Adhäsionsmolekülen und 

Zytokinen von Endothelzellen beeinflusst.3 

Der enzymatische Abbau der ROS  wird vor allem durch die Enzyme 

Superoxiddismutase (SOD), Glutathionperoxidase, und Katalase katalysiert.27  

Die SOD baut das Superoxidanion, das in den Mitochondrien produziert wird, ab. Die 

SOD wird durch verschiedene Isoformen repräsentiert, alle Isoformen katalysieren fol-

gende Reaktion: 

 2  O 2
- + 2 H+     H2O2 + O2 

Es gibt verschiedene Möglichkeiten, wie das entstandene H2O2 abgebaut wird.  

Die Glutathionperoxidase katalysiert den Abbau von H2O2, wobei GSH als Kofaktor 

wirkt:  

  2 GSH + H2O2    GSSG + 2 H2O
28 

Die Isoform Glutathionperoxidase 1 spielt dabei die Hauptrolle und wird in den meisten 

Zellen,  einschließlich  der  Endothelzellen,  exprimiert.  Das  Fehlen  dieser 

Glutathionperoxidase führt bei Mäusen zu einer abnormen Funktion und Struktur von 

Gefäßen und Herz. Diese Mäuse zeigen eine vermehrte Neointimabildung, Entzün-

dungsreaktionen im Bereich der Adventitia und vermehrte Kollagenablagerungen im 

Bereich der Koronararterien.29 

Die Katalase katalysiert den Abbau von H2O2 zu Wasser:  

 2  H 2O2     O2 + 2 H2O.  

Die endotheliale Dysfunktion ist assoziiert mit einer erhöhten Produktion von reaktiven 

Sauerstoffspezies in den Blutgefäßen. Die Aktivierung der endothelialen NADPH 

Oxidase und die Bildung von Peroxynitrit während der durch Angiotensin II induzierten 

mitrochondrialen Dysfunktion moduliert die endotheliale NO- und Superoxid- Bildung, 

welche wiederum eine Auswirkung auf die Entstehung einer endothelialen Dysfunktion 

hat.  

Aus Stickstoffmonoxid kann durch eine chemische Reaktion mit O2
- Peroxynitrit 

(ONOO-) werden. Die Superoxid Dismutase baut O2
- ab und bewirkt dadurch eine Auf-

rechterhaltung der NO-Bioverfügbarkeit. Die Reaktionsrate von O2
- mit NO. ist aller-

dings dreifach höher als die Reaktion von O2
- mit der SOD.24 
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Eine mögliche Ursache, die zur Entwicklung einer arteriellen Hypertonie führt, könnte 

ein Ungleichgewicht der Vasodilatatoren sein. Eine kritische Rolle kann dabei der Ab-

bau von NO durch freie Radikale spielen, wodurch die endotheliale Dysfunktion ausge-

löst werden könnte, die bei Patienten mit arterieller Hypertonie beobachtet wird.31 Die 

Bildung von Hydrogenperoxid und freien Radikalen wie Superoxid Anion und Hydroxyl 

Radikale ist im Plasma von hypertonen Patienten erhöht.32 Auch  durch  regelmäßiges 

Rauchen erhöht sich die Konzentration freier Radikaler im Plasma.33 

 

1.5. Erythrozyten 

 

Lange Zeit galten Erythrozyten als eine Falle für endotheliales NO, weil es mit 

oxygeniertem Hämoglobin zu Nitrat und Methämoglobin reagiert. Allerdings wurde ge-

zeigt, dass Nitrit unter hypoxischen Bedingungen mit desoxygeniertem Hämoglobin zu 

NO und Methämoglobin reagieren kann und dies könnte der Mechanismus der 

hypoxischen Vasodilatation sein. Mit desoxygeniertem Hämoglobin kann NO reagieren, 

indem es unter Bildung von Eisen (II)-Nitrosylhämoglobin an das Eisen der Häm-

Gruppe bindet.34 

In 2006 konnte die Expression einer funktionellen NO-Synthase in Erythrozyten nach-

gewiesen werden.35 Mittlerweile konnte die erythrozytäre NO-Synthase untersucht 

werden und man weiß nun mit Sicherheit, dass die Erythrozyten eine endotheliale NO-

Synthase exprimieren.36 Wie auch im Endothel ist die Aktivität der erythrozytären 

eNOS abhängig von der intrazellulären Calziumkonzentration. Neben der 

Calziumkonzentration ist auch die intrazelluläre Konzentration des Substrates L-Arginin 

entscheidend. Durch steigenden Scherstress steigt die Konzentration an NO in einer 

Erythrozyten-Suspension an.37 Dies lässt den Rückschluss zu, dass durch Scherstress 

eine erythrozytäre NO-Bildung induziert werden kann, was wiederum eine 

Vasodilatation auslösen kann.38 Zudem kann intraerythrozytäres NO die Verformbarkeit 

der Erythrozyten verbessern, welche eine entscheidende Determinante für die Mikro-

zirkulation ist.39 

Durch einen Vergleich verschiedener Blutzellen bezüglich ihrer NO-Produktion ergibt 

sich, dass Monozyten die höchste Menge an NO produzieren, gefolgt von den 

neutrophilen Granulozyten, Lymphozyten, Erythrozyten und Thrombozyten. Aufgrund 
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der hohen Zahl an Erythrozyten im Blut sind allerdings die Erythrozyten die bedeu-

tendsten NO-Produzenten im Blut.36 

Eine weitere Erythrozyten-assoziierte NO-Quelle unter hypoxischen Bedingungen stellt 

die Reduktion von Nitrit zu NO dar, die sowohl durch die Xanthinoxidoreduktase (XOR) 

als auch durch die eNOS katalysiert werden kann. Die Xanthinoxidoreduktase ist an 

der Außenseite von Endothelzellen und Erythrozyten lokalisiert und die Expression 

variiert in Abhängigkeit von dem vorliegenden Sauerstoffpartialdruck und pH-Wert.40 

 

1.6.  Einfluss von NO auf die erythrozytäre Verformbarkeit 

 

Die Mikrozirkulation versorgt jede einzelne Körperzelle mit Sauerstoff und Nährstoffen. 

Die kleinsten Kapillaren haben dabei einen Durchmesser von 2-3 μm. Der durch-

schnittliche Durchmesser humaner Erythrozyten beträgt allerdings 7,5 μm bei einem 

durchschnittlichen Zellvolumen von 90 fl, so dass die Erythrozyten enorm verformbar 

sein müssen, um die kleinsten Kapillaren passieren zu können und so eine Sauerstoff-

versorgung der Zellen zu gewährleisten.41 Des Weiteren kann die Viskosität des Blutes 

bei hohen Scherkräften in großen Blutgefäßen durch die Verformbarkeit der Erythrozy-

ten vermindert werden.42 

Die wesentlichen Determinanten der erythrozytären Verformbarkeit stellen die Zell-

Geometrie (z.B. das Verhältnis der Membranoberfläche zum Zellvolumen), die 

Zellform, die Viskosität des Zytoplasmas und mechanische Eigenschaften der Mem-

bran dar.39 Maßgeblich für die Verformbarkeit sind Eigenschaften der Membran und 

das Netzwerk der in der Phospholipid-Doppelschicht verankerten zellulären Struktur-

proteine, vor allem der Spektrin-Aktin-Filamente.43 Dieses Netzwerk besteht vor allem 

aus Spektrin, wobei mehrere Spektrinenden mit einem Aktinmolekül verknüpft sind. 

Spektrin kann auf 200% seiner Ausgangslänge gedehnt werden und lässt sich auf 40% 

kontrahieren und stellt damit einen wichtigen Faktor für die Verformbarkeit dar.44 Die 

Strukturproteine sind mit Proteinen in der Membran verknüpft, allen voran das 

Glycophorin C und die Bande 3. Das Protein 4.1 stellt eine Verbindung von Aktin-

Spektrin zu Glycophorin C her (Abbildung 4). Ein weiteres wichtiges Brückenprotein ist 

das Ankyrin, das Spektrin an die zytoplasmatische Domäne von Bande 3 bindet.43 
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Abbildung 4: Zytoskelett eines Erythrozyten, schematisch dargestellt  (Nach Jöns, T.
45
). Dargestellt 

sind die Spectrin-Filamente und ihre Verankerung in der Plasmamembran über Glycophorin C, AE 
2 und das Protein 4.1. 

  

Bereits seit längerem wurde die Relevanz der erythrozytären Verformbarkeit für die 

Mikrozirkulation erkannt46. Man fand heraus, dass die Verformbarkeit abhängig vom 

Alter der Erythrozyten ist47. Genau dieser Mechanismus wird in der Milz für den Abbau 

älterer Erythrozyten genutzt, indem diese wegen der mangelnden Verformbarkeit in 

den kleinen Milzsinusoiden stecken bleiben und von Zellen des retikulo-endothelialen 

Systems phagozytiert werden. Bei einem erhöhten Scherstress kann die NO-Bildung 

der Erythrozyten induziert werden und eine erhöhte NO-Konzentration verbessert die 

Verformbarkeit48 37. In den ersten Messungen zur Verformbarkeit wurden die Erythrozy-

ten durch eine Pipette oder einen Filter aspiriert und durch direkte Mikroskopie wurde 

die Verformbarkeit gemessen oder die Verformbarkeit wurde auf der Basis des nötigen 

Drucks für die Passage der Erythrozyten durch die Pipette bzw. den Filter abgeschätzt. 

Erste Experimente mit Erythrozyten in einer viskösen Flüssigkeit wurden gemacht, die 

Elongationsindices der Erythrozyten wurden manuell mit Hilfe eines Mikroskops be-

stimmt. Man erkannte die Relevanz der zytoplasmatischen Viskosität, da die Verform-

barkeit bei einer erhöhten Hämoglobin-Konzentration und dementsprechend erhöhter 

Viskosität deutlich eingeschränkt war. Eine erhöhte intrazelluläre Calziumkonzentration 

reduzierte die Verformbarkeit, besonders ältere Erythrozyten waren hierfür 

vulnerabel.46 

Die Messungen auf dem Prinzip der Ektacytometrie wurden weiter entwickelt, so dass 

die Erythrozyten automatisch und in größerer Zellzahl vermessen werden konnten und 

eine zuverlässigere Methode etabliert war. Die Verformbarkeit zeigt sich nach einer 

Inkubation der Erythrozyten mit einem NOS-Inhibitor deutlich vermindert, wohingegen 
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die Inkubation mit einem NO-Donor die Verformbarkeit verbessert.39 Somit ist auch der 

intraerythrozytäre NO-Spiegel eine wesentliche Determinante für die Verfombarkeit der 

Erythrozyten.39 

Die Membranfluidität ist eine weitere Eigenschaft von Biomembranen und ist ein wich-

tiger Faktor in der Modulation von Zellfunktionen wie der Fließeigenschaften und der 

Mikroviskosität der Membranen. Bei Patienten mit essentieller arterieller Hypertonie ist 

die Membranfluidität vermindert. Durch einen NO-Donor konnte die Membranfluidität 

bei Patienten mit einer Hypertonie in einem höheren Maße verbessert werden als bei 

gesunden Probanden.49 

Ebenso wurde bei Patienten mit einer Dyslipidämie50 und einem Diabetes mellitus51 

eine Verschlechterung der erythrozytären Verformbarkeit nachgewiesen. 

Die Zielstruktur der Effekte von NO auf die erythrozytäre Verformbarkeit ist bisher nicht 

sicher identifiziert worden, am wahrscheinlichsten ist eine veränderte Phosphorylierung 

des Zytoskeletts.52 

 

1.7.  Messung von reaktiven Sauerstoffspezies mithilfe von Fluo-

reszenzmolekülen 

 

Mit dem Ziel, einen umfassenden Überblick über die biochemische Zusammensetzung 

der Erythrozyten zu erhalten, wurden zeitgleich die Konzentrationen der reaktiven 

Sauerstoff Spezies, NO und von Glutathion unter Verwendung von Fluoreszenzfarb-

stoffen mithilfe der Durchflusszytometrie bestimmt. 

Ein Vorteil der Durchflusszytometrie ist, dass man mit dieser Methode eine Vielzahl 

von Zellen einzeln betrachten kann und so verlässliche Durchschnittswerte erhält.  

Ein Nachteil in der Verwendung von Fluoreszenzfarbstoffen besteht darin, dass das 

Fluoresenzsignal aus unspezifischen Reaktionen generiert werden könnte53 und schon 

geringe Änderungen des Versuchsprotokolls oder der äußeren Einflussfaktoren wie 

z.B. Licht, Umgebungstemperatur oder pH  die Ergebnisse der Messung verändern 

können. 
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1.7.1. DAF-FM 

 

Da NO ein chemisch sehr instabiler Stoff ist, bereitet es immer noch sehr große 

Schwierigkeiten eine variable Messung von intrazellulärem NO zu finden. Mit den meis-

ten Methoden werden Abbauprodukte des NO wie Nitrit bestimmt, um so eine Aussage 

über die NO-Konzentration treffen zu können. Mithilfe des Fluoreszenzfarbstoffes 4-

Amino-5-Methylamino-2,7-Difluorescein diacetat (DAF-FM diacetat) ist es gelungen 

eine Möglichkeit zur NO-Messung im vitalen Erythrozyten durchzuführen.54  

Der direkte Nachweis von NO in vitalen Zellen ist seit längerer Zeit der Mittelpunkt ver-

schiedener Studien. Bereits 1998 stellten Kojima et al. den Fluoreszenzfarbstoff DAF-2 

vor, dessen Fluoreszenzsignal in glatten Muskelzellen der Rattenaorta vom NO-

Spiegel der Zellen abhängig war. Der Fluoreszenzfarbstoff wurde weiterentwickelt zu 

DAF-FM diacetat, das eine zellpermeable Variante von DAF-2 darstellt. Intrazellulär 

wird es durch Esterasen deacetyliert und zu DAF-2 hydrolysiert. Durch eine Reaktion 

mit NO entsteht das grün fluoreszierende Triazolofluorescein (DAF-FM-T).  

Die Sensitivität und Spezifität des Fluoreszenzfarbstoffs DAF-FM diacetat wurde in der 

Literatur von verschiedenen Arbeitsgruppen getestet. Die Arbeitsgruppe Balcerczyk et 

al. hat sich vor allem auf die Spezifität von DAF-FM auf NO konzentriert und diese vor 

allem im Vergleich mit dem zuvor verwendeten DAF-2 bestätigt. Zudem haben sie die 

Abhängigkeit von H2O2 und O2
- auf das Fluoreszenzsignal getestet und die Untersu-

chungen erbrachten keine signifikanten Veränderungen des Signals. Der Fluoreszenz-

farbstoff DAF-FM reagiert nicht mit NO direkt, sondern mit abstammenden Molekülen 

wie N2O3.
55  Wobei nach vorheriger Aktivierung des DAF-FMs zu DAF-FM-Radikal eine 

Reaktion mit NO möglich wird. Unsere Arbeitsgruppe beschrieb die Handhabung von 

DAF-FM diacetat vor Kurzem als nicht einfach, bewertete die Methode unter Berück-

sichtigung eines Standardprotokolls jedoch als eine verlässliche und Untersucher-

unabhängige Methode.56   
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1.7.2. DCF 

 

 2,7-Dichlorohydrofluorescein (DCF) ist ein sehr weit verbreiteter Fluoreszenzfarbstoff 

für reaktive Sauerstoffspezies.53 

Durch Oxidation entsteht aus DCF das fluoreszierende 2,7-Dichlorofluorescein. 

Während der Entwicklung DCFs dachte man, einen spezifischen Nachweis für H2O2 

gefunden zu haben. Mittlerweile hat sich aber gezeigt, dass DCF auch von anderen 

ROS oxidiert werden kann, wie z.B. HO., ROO., NO. oder ONOO-. DCF diacetat ist 

zellpermeabel und somit zur Bestimmung einer intrazellulären Fluoreszenz gut 

geeignet.57 Fehlerquellen bei der Messung von ROS mittels DCF bestehen, da es auch 

durch zelluläre Peroxidasen und Cytochrom C oxidiert werden kann.58 In der Literatur 

wird zudem die Möglichkeit diskutiert, dass sowohl die Katalase als auch die 

Superoxiddismutase die Oxidation von DCFH katalysieren können.59 Des Weiteren gibt 

es mehrere Hinweise, dass O2
- nicht in der Lage ist, eine Oxidation von DCF 

auszulösen.60 Trotz einiger Möglichkeiten ist der Fluoreszenzfarbstoff DCF eine sensi-

tive, aber nur qualitative Nachweismethode für reaktive Sauerstoffspezies.61 

 

 

1.7.3. MitoSOX 

 

MitoSOX stellt einen Fluoreszenzfarbstoff für den spezifischen Nachweis von Super-

oxidanion dar.  

Eine Schwierigkeit in der Messung von O2
- stellt der schnelle Abbau durch die SOD 

dar. Die Nachweismethode müsste für einen zuverlässigen Nachweis von O2
- eine 

schnellere Reaktionsrate aufweisen als die SOD. Mit Mitosox ist eine Methode gefun-

den worden, die realistisch mit der SOD um die Reaktion mit O2
- kompetieren kann, 

allen voran das intrazellulär gebildete Mito-HE Radikal. Mitosox (Mito-HE) ist zellper-

meabel, das HE stellt eine reduzierte Form von Ethidium (Etd+) dar. Intrazellulär kann 

Mito-HE zum fluoreszierenden Mito-Etd+ oxidiert werden. Durch andere oxidierende 

Enzyme (z.B. Peroxidasen, Oxidasen, Cytochrom C, etc.) steigt der intrazelluläre Ge-

halt des Mito-HE Radikal. Dieses Radikal reagiert sehr schnell und spezifisch mit O2
-, 
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so dass durch erhöhte Oxidation von Mito-HE die Wahrscheinlichkeit O2
- darzustellen 

ansteigt. Mitosox ist ein spezifischer Marker für O2
-, allerdings stellt es eine semiquanti-

tative Nachweismethode dar, da der Anteil an O2
- der mit der SOD reagiert unbekannt 

bleibt.62 Auch Yan et al. beschrieben Mitosox als einen sensitiven und spezifischen 

Marker für O2
-, vor allem zur Quantifizierung mitochondrialer Superoxidanionen.63 Der 

Fluoreszenzfarbstoff Mitosox ist in vielen verschiedenen Studien als ein Marker für O2
- 

angewendet  worden  und  für  verschiedene  Methoden  wie  auch  der  

Durchflusszytometrie etabliert worden.64  

 

1.7.4. ThiolTracker 

 

Wie oben bereits dargestellt, gelten Glutathion und die Glutathionperoxidase als eine 

der wichtigsten Abwehrmechanismen gegen oxidativen Stress in der Säugetierzelle.65  

Mandavilli et al. beschreiben den Fluoreszenzfarbstoff TT als hochreaktiv in Bezug auf 

Thiole. Da die große Mehrheit der intrazellulären Thiole Glutathion entspricht, eignet 

sich ein Farbstoff für Thiole gut für die Darstellung der Glutathionkonzentration in der 

Zelle. Wird Glutathion (GSH) durch die Glutathionperoxidase für den Abbau von ROS 

verbraucht, geht es in eine dimere GS-SG Form über, welche keine freie Thiolgruppe 

mehr enthält. Der Farbstoff TT weist eine gute Fluoreszenz auf, wie es für eine valide 

Messung erforderlich ist.66 . Der  Fluoreszenzfarbstoff ist für verschiedene Methoden 

etabliert worden, einschließlich für die hier verwendete Durchflusszytometrie.67, 68, 69 
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2. Ziel der Arbeit 

 

Das Ziel dieser Arbeit ist, die Rolle der erythrozytären eNOS sowie die 

Konzentrationen und die Einflüsse von ROS auf die Funktion der Erythrozyten, 

insbesondere der erythrozytären Verformbarkeit zu untersuchen. Hierzu soll zuerst 

eine Methode etabliert werden, bei der mittels verschiedener Fluoreszenzfarbstoffe 

gleichzeitig die NO- und ROS-Konzentrationen im Erythrozyten durch die 

Durchflusszytometrie gemessen werden können. Zweitens, die etablierte Methode soll 

in einem translationalen Ansatz angewendet werden, um den erythrozytären Redox-

Status (ROS, GSH), den NO-Spiegel (DAF-FM, Nitrit, Nitrat) und die Verformbarkeit 

der Erythrozyten bei Patienten mit einer koronaren Herzkrankheit mit oder ohne arteri-

eller Hypertonie sowie an eNOS-/- Mäusen (i.e. ein Mausmodell, das durch eine 

endothaliale Dysfunktion charakterisiert ist) zu untersuchen. 
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3. Material und Methoden 

3.1 Materialien 

 

3.1.1. Verwendete Materialien 

 

Es folgt eine kurze Auflistung aller verwendeten Chemikalien, geordnet nach der Firma 

von der die jeweilige Chemikalie bezogen wurde. 

Isopropanol wurde bei der AppliChem GmBH (Darmstadt, Deutschland) gekauft, L-

NIO bei der Axxora Deutschland GmbH (Lörrach, Deutschland). Die SpheroTM Rain-

bow Calibration Particles (8peaks, 3-3,4 μm) stammen von BD Biosciences (Heidel-

berg, Deutschland), Phenazine methosulfate (PMS) N-Methylphenazinium methylsulfa-

te von der Biomol GmbH (Hamburg, Deutschland). Von der Carl Roth GmbH + Co. 

KG (Karlsruhe,  Deutschland)  wurden  Essigsäure,  L-Arginin,  L-Arginin-

monohydrochlorid und Wasserstoffperoxid 30% (H2O2) bezogen. EUK-134 wurde bei 

Cayman Europe (Tallinn, Estland) gekauft; L-NAME, S-Ethyl-ITU, S-Isopropyl-ITU und 

Tempol bei der Enzo Life Sciences GmbH (Lörrach, Deutschland). Die Fluoreszenz-

farbstoffe DAF-FM diacetate, 2,7-Dichlorhydrofluorescein diacetate (DCF), MitoSOX 

und Thiol-Tracker stammen von der Invitrogen GmbH (Darmstadt, Deutschland). Die 

Firma Merck KGaA (Darmstadt, Deutschland) lieferte Kaliumjodid (KJ), Natriumnitrit 

(NaNO2), Salzsäure (HCl) 25% und Sodium hydroxide (NaOH). Alle weiteren Chemika-

lien wurden von der Sigma-Aldrich Biochemie GmbH (Hamburg, Deutschland) bezo-

gen: Calciumchlorid (CaCl2), D-Arginin , D-Arginin-Hydrochlorid, Dimethyl Sulfoxide 

(DMSO), Glucose, Igepal CA-210, Iodid (J2), Kaliumchlorid (KCl), Kaliumhydrogen-

phosphat (KH2PO4), Magnesiumsulfat (MgSO4), Methanol, -Nicotinamide adenine 

dinucleotide 2-phosphate reduced tetrasodium salt hydrate, Natriumchlorid (NaCl), 

Natriumdihydrogenphosphat (Na2H2PO4), Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3), N-

Ethylmaleimide (NEM) und Kalium hexacyanoferrat (K3Fe(CN)6). 
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3.1.2 Puffer-Zubereitung 

 

 

Hanks‘ Balanced Salt Solution (HBSS) 

Der Puffer setzt sich zusammen aus 137 mM Natriumchlorid, 5,4 mM Kaliumchlorid, 

0,3 mM Natriumhydrogenphosphat, 0,4 mM Kaliumhydrogenphosphat, 1,3 mM 

Calciumchlorid, 1 mM Magnesiumsulfat, 4,2 mM Natriumhydrogencarbonat und 5,4 

mM Glucose. 

 

 

Stabilization Solution 

Zur Verhinderung der Oxidation von Nitrit zu Nitrat durch die Reaktion von Nitrit mit 

Oxyhämoglobin zu Methämoglobin werden die Erythrozyten durch die Stabilization 

Solution lysiert und Oxyhämoglobin zu Methämoglobin oxidiert. Dadurch kann Nitrit 

nicht mehr mit Oxyhämoglobin reagieren.  

Oxy−Hb(FeII)+NO  Met−Hb(FeIII)+NO3
− 

Die Lösung setzt sich zusammen aus 250 μl einer 800 mM Ferricyanidlösung, 2000 μl 

einer  200  mM  N-Ethylmaleimidelösung  und  200  μl  einer  10  mM  

Diethylentriaminpentaessigsäure gelöst in 17350 μl Wasser. Zum Schluss werden 200 

μl Igepal CA-210 hinzugefügt. Die Lösung wird bei 4°C aufbewahrt und ist maximal 

eine Woche haltbar.  
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3.2. Methoden 

3.2.1. Studienprotokoll 

 

Das Studienprotokoll der vorliegenden Untersuchung umfasst die folgenden Teile: 

(I) Patientenrekrutierung 

(II) Blutentnahme 

(III) Ultraschalluntersuchung 

(IV) Blutuntersuchungen 

 

Um die kardiovaskulären Risikofaktoren zu klassifizieren erfolgten eine Anamnese so-

wie eine körperliche Untersuchung. Zusätzlich wurden klinische Routineparameter im 

Zentrallabor des Uniklinikums Düsseldorf bestimmt. Diese umfassten ein kleines Blut-

bild, Kreatinin, Harnstoff, Glucose, HbA1c, Cholesterin, Triglyceride und das C-reaktive 

Protein. Mit dem Ziel eines intraindividuellen Vergleichs, inwieweit Änderungen der 

endothelialen NOS-Aktivität als wesentliche Grundlage einer endothelialen Dysfunktion 

mit Änderungen der erythrozytären NOS-Aktivität einhergehen, wurden weitere labor-

chemische und angiologische Parameter erhoben. Im kardiologischen Labor wurden 

eine Bestimmung der erythrozytären Verformbarkeit, des Nitritgehalts des Plasmas und 

der Erythrozyten sowie die Messung von NO und reaktiven Sauerstoffspezies mittels 

Fluoreszenzfärbung in der Durchflusszytometrie durchgeführt (Übersicht s. Abbildung 

4). In der angiologischen Untersuchung wurde der Blutdruck am Arm mit einem her-

kömmlichen Blutdruckmessgerät gemessen. Die Endothelfunktion wurde mittels 

duplexsonographischer Bestimmung der fluss-abhängigen Vasodilatation (FMD) an der 

Arteria brachialis dargestellt. 



 

Abbildung 4 Überblick über das S
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3.2.2. Studienkollektiv 

 

3.2.2.1 Phase I: Optimierung der Messmethoden 

 

In der ersten Phase der klinischen Untersuchung wurden junge gesunde Personen 

untersucht. Diese Phase diente vor allem der Optimierung der Messmethoden sowie 

der Analyse von Basisparametern. 

Ausschlusskriterien stellten eine Hypertension (Blutdruck >140/90 mmHg), Diabetes 

mellitus (Nüchternplasmaglucose >128mg/dl), Hypercholesterinämie (LDL >180 mg/dl, 

HDL <45 mg/dl) sowie akute Infektionen (CRP >0,5 mg/dl) oder maligne Erkrankungen 

dar. Weiterhin führten eine Herzinsuffizienz, eine akute oder terminale Niereninsuffizi-

enz sowie höhergradige Herzrhythmusstörungen zum Ausschluss. Für die Untersu-

chung der Endothel-unabhängigen Vasodilatation stellten zudem eine arterielle Hypo-

tension (Blutdruck <100/60 mmHg) sowie eine Intoleranz von Glyzeroltrinitrat Aus-

schlusskriterien dar. 

 

 

3.2.2.2 Phase II: Einfluss der eNOS-Expression - Untersuchung am Mausmodell 

 

Um den Einfluss der eNOS-Expression auf Redox-Status und erythrozytäre Verform-

barkeit zu untersuchen, wurde das Mausmodell zur Hilfe genommen. In den Untersu-

chungen wurden Wildtyp C57Bl/6-Mäuse und eNOS-KO-Mäuse miteinander vergli-

chen. Alle Mäuse wurden bis zum Untersuchungstag unter gleichen Bedingungen in 

der Tierversuchsanstalt Düsseldorf gehalten. Betäubung und Blutabnahme wurden 

durch Dr.rer.nat M. Cortese-Krott durchgeführt (Aktenzeichen 84-02.04.2011.A227). 

Den Mäusen wurde intraperitoneal Ketamin/Rumpun titriert nach Wirkung gespritzt. 

Nach Eintritt der Wirkung wurde das Blut mit Hilfe einer heparinisierten Glaspipette 

retroorbital bzw. per Herzpunktion entnommen. 



22 

 

Die anschließenden Untersuchungen des Blutes entsprechen dem Protokoll des 

menschlichen Blutes mit dem einzigen Unterschied, dass das Blut der Mäuse in einem 

Verhältnis von 1:100 mit Heparin versetzt wurde. Das weitere Protokoll zur 

durchflusszytometrischen Messung und der Bestimmung des Nitrits im Erythrozyten 

und im Plasma war identisch. 

 

 

3.2.2.3 Phase III: Fall-Kontroll-Studie 

 

In dieser Phase wurden Patienten mit einer koronaren Herzkrankheit mit und ohne ar-

terieller Hypertonie, Patienten mit arterieller Hypertonie sowie gesunde Probanden im 

gleichen Alter miteinander verglichen.  

Ausschlusskriterien waren eine akute Infektion (C-reaktives Protein >0,5mg/dl), eine 

maligne Erkrankung, eine Herzinsuffizienz (NYHA III-IV), höhergradige Herzrhythmus-

störungen oder eine akute oder terminale Niereninsuffizienz. Zudem stellten arterielle 

Hypotension und Intoleranz von Glyzeroltrinitrat weitere Ausschlusskriterien für die 

Untersuchung der Endothel-unabhängigen Vasodilatation dar. 

 

 

 

3.2.3. Detektion von freien Radikalen mittels Fluoreszenz-Molekülen und 

Durchflusszytometrie 

 

 

3.2.3.1 Erythrozytenpräparation 

 

Das frisch abgenommene Blut wurde unmittelbar nach der Blutentnahme zur Antikoa-

gulation in einem Verhältnis von 1:1000 mit Heparin versetzt. Anschließend wurde das 
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Blut in einem Verhältnis von 1:500 mit gekühltem PBS (Phosphate buffered saline) 

verdünnt. 

Da die eNOS als Substrat für die NO Bildung L-Arginin nutzt, wurden Erythrozyten mit 

1,5 mM L-Arginin-hydrochlorid inkubiert, um zu messen, ob sich der NO-Spiegel in der 

Zelle steigern lässt. Die physiologische L-Arginin Konzentration im Plasma liegt bei 0,1 

mM70, so dass in vitro eine deutlich supraphysiologische Konzentration vorlag, um eine 

ausreichende Versorgung der NO-Synthase zu bewirken. Als Negativkontrolle wurde 

eine weitere Probe der Erythrozyten mit 1,5 mM D-Arginin-hydrochlorid behandelt. D-

Arginin ist ein Enantiomer von L-Arginin und kann von menschlichen Enzymen nicht 

verwertet werden.  

Außerdem wurde eine weitere Probe mit dem NOS Inhibitor L-NAME behandelt, um 

weitergehend zu untersuchen, inwieweit das Fluoreszenz-Signal von der Aktivität der 

eNOS abhängig ist. Kurz vor der Verwendung wurde eine auf PBS basierende Stamm-

lösung von L-NAME hergestellt. Von dieser 300 mM Stammlösung wurden 5 μl zu den 

495 μl des verdünnten Vollbluts gegeben, so dass L-NAME in einer Endkonzentration 

von 3 mM vorlag.   

Um die Spezifität des jeweiligen Fluoreszenzfarbstoffs zu kontrollieren, wurden weitere 

Proben der Erythrozyten mit einem Superoxid Anionen Radikal (O2
-) -generierenden 

System oder mit Wasserstoffperoxid (H2O2) behandelt. Das O2
- -generierende System 

setzt sich aus dem Elektronendonor -Nicotinamide adenine dinucleotide 2-phosphate 

reduced tetrasodium salt hydrate (NADPH) und Phenazine methosulfat (PMS) zusam-

men. Durch die Reduktion von PMS durch NADPH unter aeroben Bedingungen wird 

O2
- freigesetzt.71 NADPH wurde den Erythrozyten in einer Endkonzentration von 100 

μM zugegeben, PMS in einer Endkonzentration von 1 mM. In einer weiteren Probe 

wurde Wasserstoffperoxid (H2O2) in einer Endkonzentration von 10 mM zu den ver-

dünnten Erythrozyten pipettiert. 

Des Weiteren erfolgte die Einführung der membranpermeablen Superoxid-Dismutase 

(SOD) –Mimetika Tempol und EUK-134. EUK-134 wurde in einer Stammlösung von 10 

mM in DMSO gelöst und die Erythrozyten wurden mit Endkonzentrationen von 10 μM 

bis 1 mM inkubiert. Für das SOD-Mimetikum Tempol wurde ebenfalls eine 10 mM 

Stammlösung in DMSO vorbereitet und mit Endkonzentrationen von 10 μM bis 1 mM 

zu den Erythrozyten gegeben. Nach einer 30minütigen Inkubation bei 37°C im Was-

serbad wurden die Zellen mit MitoSOX angefärbt und in der Durchflusszytometrie ge-

messen. Für die Kontrolle der Wirkung des SOD-Mimetikums wurde immer auch eine 
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Probe der Erythrozyten mit dem O2
- -generierenden System PMS und NADPH zusätz-

lich zum SOD-Mimetikum behandelt. 

Nach der Festlegung der optimalen Konzentration des SOD-Mimetikums EUK-134, 

wurde es in einer 80μM-Endkonzentration eingesetzt, um auszuschließen, dass die 

intrazelluläre Bildung von O2
- einen Einfluss auf das Fluoreszenzsignal hat. 

Diese Proben wurden 30 Minuten bei 37°C im Wasserbad inkubiert und anschließend 

mit den verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen gefärbt, inkubiert und gemessen. 

 

 

 

3.2.3.2 Behandlung der Erythrozyten mit DAF-FM diacetat 

 

Zum intrazellulären Nachweis von NO wurden die Zellen mit dem membranpermeablen 

4-Amino-5-Methylamino-2,7-Difluorescein diacetat (DAF-FM) angefärbt, indem ein Vial 

DAF-FM in 20 μl DMSO gelöst wurde, so dass eine Stammlösung von 5 mM vorlag. 

Von dieser Stammlösung wurde 1 μl DAF-FM diacetat in jede Probe pipettiert, so dass 

eine Endkonzentration von 10 μM bestand. Die Herstellung der DAF-FM-Stammlösung 

erfolgte stets unmittelbar vor der Verwendung. Die Proben wurden für 30 Minuten im 

Dunkeln bei Raumtemperatur inkubiert. Nach einer 1:3  Verdünnung mit PBS erfolgte 

die Messung im Durchflusszytometer. 

 

 

 

3.2.3.3 Optimierung der in vitro Bedingungen 

 

Für eine möglichst physiologische und optimale Inkubation der Erythrozyten wurden 

die beiden Pufferlösungen HBSS und PBS miteinander verglichen. Hierzu wurde Voll-

blut direkt nach der Blutentnahme 1:500 mit dem entsprechenden Puffer verdünnt und 

entweder mit 3 mM L-NAME oder mit 3,15 mM L-NIO für 30 Minuten bei 37°C im Was-

serbad inkubiert. Zusätzlich blieb eine Probe unbehandelt. Da bekannt ist, dass das 
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DAF-Signal pH-abhängig ist, wurde der pH-Wert der einzelnen Lösungen bestimmt. 

Nach der Inkubation wurden die Proben mit 10 μM DAF-FM gefärbt. Für weitere 30 

Minuten wurden die Proben im Dunkeln bei Raumtemperatur inkubiert. Nach einer 1:3  

Verdünnung  mit  der  jeweiligen  Pufferlösung  erfolgte  die  Messung  im  

Durchflusszytometer. 

Um mögliche Interaktionen zwischen dem Fluoreszenzfarbstoff DAF-FM diacetat, 

NOS-Inhibitoren und dem Puffer besser darstellen zu können, wurden die gleichen 

Proben auch mit einem Fluorometer (FluoStar Optima Fluorometer, Ex488 Em 590; 

BMG Labtech, Offenburg, Deutschland) gemessen. Die Fluorometrie ist ein Verfahren 

zur Messung von Fluoreszenz-Intensitäten in Lösungen. Im Gegensatz zur 

Durchflusszytometrie werden keine einzelnen Zellen betrachtet. Für jede Probe wurde 

die Fluoreszenz doppelt bestimmt. Zur Kontrolle diente eine unbehandelte und unge-

färbte Probe. 

Ähnlich der Proben für die Durchflusszytometrie-Bestimmung wurden Erythrozyten 

direkt nach der Blutentnahme 1:500 in gekühlter HBSS- oder PBS-Lösung verdünnt. 

Für 30 Minuten wurden die Zellen mit L-NIO, L-NAME oder unbehandelt im 37°C war-

men Wasserbad inkubiert. In Abweichung zum Durchflusszytometrie-Experiment wur-

den zusätzlich die gleichen Proben ohne Erythrozyten pipettiert, um mögliche Interakti-

onen zwischen den Pufferlösungen, den NOS-Inhibitoren und DAF-FM näher zu be-

leuchten. Bis auf eine ungefärbte Kontrollprobe wurden alle Proben mit 10 μM DAF-FM 

diacetat versetzt und für weitere 30 Minuten bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. 

Da die Fluorometrie keinen Unterschied zwischen der intrazellulären Fluoreszenz und 

der Fluoreszenz aus dem umgebenden Medium zulässt, wurden die Erythrozyten-

enthaltenden Proben für 5 Minuten bei 300g und Raumtemperatur zentrifugiert. Der 

Überstand wurde abgesaugt und das Pellet in 500μl der Pufferlösung resuspendiert. 

So konnte überschüssiges DAF-FM, das nicht in die Erythrozyten diffundiert ist, aus 

dem umgebenden Medium entfernt werden. Innerhalb der nächsten 15 Minuten wur-

den die Proben am Fluorometer gemessen. 
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3.2.3.4 Behandlung der Erythrozyten mit DCF  

 

Um neben dem NO-Spiegel der Erythrozyten auch die freien Radikale H2O2 und O2
- zu 

quantifizieren wurde der Fluoreszenzfarbstoff 2,7-Dichlorhydrofluorescein diacetat 

(DCF) verwendet. 

Nach dem ersten Inkubationsschritt wie unter 2.2.3.1 beschrieben wurden die Erythro-

zyten für 10 Minuten bei 300 g und 4°C zentrifugiert. Der Überstand wurde abgesaugt 

und die Zellen in 250 μl gekühltem PBS resuspendiert. 

Von DCF wurde eine 40 mM Stammlösung in DMSO vorbereitet. Diese Stammlösung 

wurde weiter mit gekühltem PBS verdünnt um eine Konzentration von 20 μM zu erhal-

ten. Hiervon wurden 250 μl zu den Erythrozyten pipettiert, wobei eine Probe ungefärbt 

blieb. 

Die Proben wurden für 30 Minuten im 37°C warmen Wasserbad inkubiert und danach 

bei 300 g und 4°C für 10 Minuten abzentrifugiert. Der Überstand wurde abgesaugt und 

die Erythrozyten in 500 μl PBS resuspendiert. Es folgte die zügige Messung am 

Durchflusszytometer wie unten beschrieben. 

 

 

3.2.3.5 Behandlung der Erythrozyten mit TT 

 

Zur Vervollständigung des Überblickes über den Redox-Status der Erythrozyten wurde 

der Glutathion-Spiegel indirekt über den Fluoreszenz-Farbstoff ThiolTracker (TT) dar-

gestellt, indem TT intrazelluläre Thiole anfärbt. In Erythrozyten sind ein Großteil aller 

intrazellulären Thiole Glutathion, weshalb man von dem TT-Spiegel Rückschlüsse auf 

den Glutathion Spiegel der Zelle ziehen kann. 

Nach der ersten Inkubation wurden alle Proben für 10 Minuten bei 300 g und 4°C zent-

rifugiert. Der Überstand wurde abgesaugt und die Zellen in 250 μl gekühltem PBS 

resuspendiert. Für diese Probenreihe wurde ein Vial TT in 30 μl DMSO gelöst und 

1:500 durch gekühltes PBS verdünnt. Von dieser 20 μM Stammlösung wurden je 250 

μl zu den Erythrozyten pipettiert. Beide Probenreihen wurden für 30 Minuten im 37°C 

warmen Wasserbad inkubiert und danach bei 300 g und 4°C für 10 Minuten 
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abzentrifugiert. Nachdem der Überstand abgesaugt war, erfolgte die Resuspension der 

Erythrozyten in 500 μl PBS und die Messung am Durchflusszytometer wie unten be-

schrieben.  

 

 

 

3.2.3.6 Behandlung der Erythrozyten mit MitoSOX 

 

Der Fluoreszenzfarbstoff MitoSOX wurde eingesetzt, um O2
- spezifisch messen zu 

können. Zunächst wurden verschiedene Konzentrationen und Protokolle getestet, um 

ein optimales Protokoll für die O2
- -Messung zu finden. Es wurde eine 5 mM Stammlö-

sung von MitoSOX hergestellt, indem ein Vial MitoSOX in 13 μl DMSO gelöst wurde. 

Mit gekühltem PBS wurde die 5 mM Lösung 1:1000  verdünnt. Für eine Endkonzentra-

tion von 3,3 μM wurden 1000 μl zu 500 μl 1:500 verdünnter Erythrozyten gegeben. 

Zudem wurden Endkonzentrationen von 0,67 μM und 6,67 μM getestet. Zur Kontrolle 

der spezifischen Messung von O2
- wurde je eine Probe der Erythrozyten mit 1 mM 

PMS und 100 μM NADPH sowie eine Probe mit 10 mM H2O2 behandelt und für 30 Mi-

nuten im 37°C warmen Wasserbad inkubiert. Die Proben wurden mit den Endkonzent-

rationen 0,67 μM, 3,3 μM und 6,67 μM von MitoSOX gefärbt und nach einer 30 minüti-

gen Inkubation bei Raumtemperatur im Dunkeln am Durchflusszytometer gemessen. 

Zudem wurde ein weiteres Versuchsprotokoll getestet, bei dem die Proben nach der 

ersten und nach der zweiten Inkubation jeweils bei 300 g und 4°C für 10 Minuten zent-

rifugiert wurden. Anschließend wurde der Überstand abgesaugt und die Zellen in 500 

μl PBS resuspendiert.  

Nach der Auswertung der Vorversuche wurde das endgültige Versuchsprotokoll festge-

legt und in allen weiteren Versuchen wurde eine MitoSOX-Endkonzentration von 3,3 

μM verwendet. Nach einer Inkubation von 30 Minuten im 37°C warmen Wasserbad 

wurden die Proben am Durchflusszytometer gemessen. 
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3.2.3.7 Durchflusszytometrische Messung 

 

Die Durchflusszytometrie ermöglicht die Messung der Fluoreszenz-Aktivität einzelner 

Zellen. Alle Messungen erfolgten im selben Durchflusszytometer (FACS Canto II) unter 

Verwendung der Software BD Diva 5.0. Die Daten wurden anschließend mit der Soft-

ware FlowJo V9 (TreeStar, Ashland, OR, USA) analysiert. Die Erythrozyten wurden 

durch ihre Größe (Forward Light Scatter, FSC) und ihre Granularität (Side Light 

Scatter, SSC) charakterisiert. In jedem Experiment diente eine ungefärbte Probe mit 

Erythrozyten als Kontrolle der Autofluoreszenz. 

Für die Vergleichbarkeit der Untersuchungsergebnisse ist es von großer Relevanz, 

dass die Einstellungen des Durchflusszytometers bei jedem Experiment identisch sind. 

Um diese Einstellungen zu verifizieren, wurden deshalb vor jeder Messung zuerst 

SpheroTM Rainbow Calibration Particles in PBS-Puffer gemessen. Die Höhe der Fluo-

reszenzlevel wurde in allen entscheidenden Fluoreszenzkanälen bestimmt und bei 

Abweichungen gegebenenfalls angepasst, indem das Voltage des entsprechenden 

Fluoreszenzkanals verändert wurde. Erst nachdem die Fluoreszenzlevels angepasst 

worden waren, wurde mit der Messung der eigentlichen Proben begonnen.  

Die Proben wurden alle innerhalb von 15 Minuten nach Ende der Inkubationszeit im 

Durchflusszytometer gemessen und bis dahin auf Eis und im Dunkeln gelagert. 

Die Fluoreszenzfarbstoffe DAF-FM und DCF wurden durch einen Argon Laser mit 488 

nm angeregt. Das emittierte Fluoreszenz-Signal wurde im FITC-Kanal (Emmax 520 nm, 

Filter 530/30) gemessen.   

Bei der Messung im Durchflusszytometer wurde MitoSOX durch einen Argon Laser mit 

488 nm angeregt und das emittierte Fluoreszenz-Signal wurde im PE-Kanal (Emmax 

578 nm, Filter 575/26) gemessen.  
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3.2.4.  Messung von Nitrit mittels Chemilumineszenz Detektion (CLD) 

 

Eine der sensibelsten und spezifischsten Methode zur Messung von Stickstoffmonoxid 

(NO) stellt die Chemilumineszenz-Detektion dar.72 Mittels der CLD werden Lichtquan-

ten gemessen, die bei der Reaktion von NO mit Ozon freigesetzt werden. Die NO-

Konzentration ist dabei direkt proportional zur Intensität des Lichtes. Neben der Mes-

sung von freiem NO ist auch die Messung der NO-Speicherformen und –

Abbauprodukte möglich. 

Für die Probenherstellung wurde das Vollblut direkt nach der Blutentnahme zur Anti-

koagulation in einem Verhältnis von 1:1000 mit Heparin versetzt und anschließend für 

15 Minuten bei 800g und 4°C zentrifugiert. Das Plasma wurde in neue Röhrchen über-

führt und aus dem Pellet wurden 100μl Erythrozyten entnommen und in einem Verhält-

nis von 1:6,66 mit Stabilization Solution versetzt. Die hierin enthaltene 

Diethylentriaminpentaessigsäure und Igepal zerstören die Zellmembran der Erythrozy-

ten und ermöglichen dem Ferricyanid den Zugang zum Hämoglobin. Dieses reagiert 

mit dem Hämoglobin zu Methämoglobin und verhindert so die Umwandlung von Nitrit 

zu Nitrat. N-Ethylmaleimidelösung alkyliert die Thiole, so dass die Proteine NO nicht 

mehr binden können. Die Messungen des Plasmas und der Erythrozyten wurden ent-

weder sofort nach der Blutentnahme durchgeführt oder die Proben wurden bis zur 

Messung bei -80°C gelagert. Kurz vor der Messung wurden die Erythrozyten-Proben 

1:1 mit Methanol gefällt und bei 14000 RPM für 10 Minuten bei 4°C zentrifugiert. Der 

Überstand wurde in ein neues Röhrchen überführt und gemessen.  

Vor jeder Messung wurde das Gerät geeicht, indem jeweils eine Nitrit-Eichreihe in PBS 

und eine in Stabilization Solution gemessen wurden. Zudem wurde bei jeder Messung 

die Nitritkontamination der verwendeten Stabilization Solution und des Methanols be-

stimmt. 

Zur Bestimmung der NO-Konzentration wurden je 100 μl der Probe mit einer Glassprit-

ze in die Reaktionskammer der Anlage gegeben. Jede Probe wurde dreifach bestimmt. 

In der Reaktionskammer befanden sich 20 ml einer Reduktionslösung, in der 1,62 g 

Kaliumjodid und 0,57 g Jod in 15 ml Wasser und 200 ml Essigsäure gelöst waren. 

Durch diese reduktive Lösung wurde das Nitrosoniumion (NO+) aus Nitrit freigesetzt 

und regierte mit dem Jodid weiter zu NO. Die Reaktionskammer wurde für gleichblei-

bende Temperaturbedingungen von außen mit 60°C warmem Wasser umspült und mit 
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einer konstanten Flussrate von 1 ml/min von dem Trägergas Helium durchströmt. Das 

freigesetzte gasförmige NO wurde durch das Helium zu einer zweiten Kammer trans-

portiert, die auf 4°C gekühlt wurde. Bevor das NO in die Reaktionskammer des CLDs 

gelangte, durchströmte es eine 4°C 1M Natronlauge-Lösung. Die beiden gekühlten 

Kammern dienen dem Abfangen von Säuren, höheren Stickoxiden und Proteinen aus 

dem Gasstrom. 

In der Reaktionskammer des CLD reagierte das NO aus der Probe mit Ozon wobei 

Licht emittiert wurde, das durch einen gekühlten Photomultipler erfasst wurde. Die Da-

ten wurden von einem Recorder aufgezeichnet und an einen PC weitergeleitet. 

Alle Messungen wurden am gleichen Gerät (CLD 88e der Firma Eco Physics) durchge-

führt. Die Messungen wurden am PC mit dem Programm eDAQ PowerChrom darge-

stellt. Die Auswertung erfolgte mit Hilfe der Programme Origin und Microsoft Excel. Die 

Messung der eigentlichen Proben erfolgte immer nach Auswertung und Bewertung der 

zugehörigen Eichreihe. 

 

 

 

3.2.5. Messung der Erythrozyten-Verformbarkeit mittels Laser-assisted 

Optical Rotational Cell Analyzer (LORCA) 

 

Die Messung der erythrozytären Verformbarkeit mittels des Laser-assisted Optical 

Rotational Cell Analyzer (LORCA) basiert auf dem Prinzip der Ektacytometrie. Die 

Erythrozyten werden zwischen dem inneren Zylinder (bob) und dem drehenden Au-

ßenzylinder (cup) durch verschiedene Levels an Scherspannungen verformt. Ein La-

serstrahl ist auf die Erythrozyten gerichtet und zeichnet die Veränderungen des 

Diffraktionsmusters auf. Das Elongationsprogramm berechnet aus der Länge und Brei-

te der Erythrozyten den Elongationsindex (EI= (A-B)/(A+B)). Die Elongationsindices 

werden gegenüber der entsprechenden Scherspannung aufgetragen und ergeben die 

Verformbarkeitskurve. 

Für jede Probe wurden 5 ml einer fertigen Polyvinylpyrridon-Lösung im Wasserbad auf 

37°C erwärmt. Zu der Lösung wurden 25 μl heparinisiertes Vollblut pipettiert und durch 

Schwenken miteinander vermischt. Wenn auch der Cell Analyzer eine konstante Tem-
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peratur von 37°C erreicht hatte, wurden hiervon 1000 μl zwischen dem inneren und 

äußeren Zylinder aufgegeben und unter Angabe der Viskosität der Polyvinylpyrridon-

Lösung konnte die Messung mit Hilfe des Elongationsprogrammes gestartet werden.  

 

 

3.2.6. Statistik 

 

Die statistische Datenverarbeitung erfolgte mit Hilfe von Microsoft Office Excel 2007 

und GraphPad Prism 5. Deskriptive statistische Daten wurden als Mittelwert ± Stan-

dardabweichung angegeben. Mittelwerte von Gruppen wurden durch die einfaktorielle 

Varianzanalyse ANOVA auf Signifikanz untersucht. Konsekutiv wurde der Post-Hoc 

Test Bonferroni durchgeführt, mit dem die einzelnen Gruppen verglichen wurden. Wer-

te wurden als statistisch signifikant bewertet, wenn der p-Wert gleich oder unterhalb 

von 0,05 lag. Bei allen Proben am Fluorometer wurde die Fluoreszenz doppelt be-

stimmt, bei den Proben zur Nitritmessung mittels CLD wurden alle Werte dreifach be-

stimmt. 
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4. Ergebnisse 

4.1.  Etablierung der Messmethoden und Analyse der Basisparame-

ter bei jungen gesunden Probanden 

4.1.1.  Effekt vom Puffer auf die Messung von freien Radikalen 

 

Durch den Vergleich von zwei verschiedenen Puffern sollten die in vitro Bedingungen 

für die Erythrozyten optimiert werden. Zudem sollten Wechselwirkungen zwischen dem 

Puffer und DAF-FM ausgeschlossen werden. Die Erythrozyten wurden bei gleicher 

Behandlung zum einen in HBSS suspendiert und zum anderen in PBS. Die Untersu-

chungen haben gezeigt, dass der pH-Wert bei der Verwendung von HBSS instabiler 

war. Der pH-Wert von PBS lag bei 7,3; HBSS zeigte einen Basiswert von 7,5. Nach der 

Behandlung mit dem sauren NOS-Inhibitor L-NIO lag in den Proben mit HBSS nur 

noch ein pH-Wert von 6,2 vor, wohingegen die PBS-Proben einen pH-Wert von 6,8 

aufwiesen. In anderen Studien unserer Arbeitsgruppe konnte bereits gezeigt werden, 

dass ein stabiler pH-Wert bei der Verwendung von DAF-FM sehr wichtig ist, da der pH-

Wert die Fluoreszenz von DAF beeinflusst. In den Messungen am Durchflusszytometer 

zeigten die mit DAF-FM angefärbten Erythrozyten im HBSS-Puffer ein signifikant höhe-

res Signal als die Proben in PBS-Puffer. Im Fluorometer lag das Fluoreszenzsignal 

ebenfalls höher, allerdings nicht im signifikanten Bereich (Abbildung 5). Aus diesem 

Grund wurde für alle folgenden Untersuchungen PBS aufgrund des stärkeren Puffer-

systems verwendet. 



33 

 

FACS

PB
S 
R
B
C+
D
AF

PB
S 
R
B
C
+D
AF
+L
-
NA
M
E

P
BS
 
R
B
C+
DA
F+
L-
NI
O

H
BS
S 
R
B
C+
D
AF

H
BS
S 
R
BC
+D
AF
+L
-N
AM
E

H
B
SS
 R
B
C
+D
AF
+L
-N
IO

0

500

1000

1500

2000

**

***

***

***

ΔΔ
 
M
FI
 
D
A
F-
F
M

 

Fluometer RBC

PB
S 
RB
C+
DA
F

PB
S 
RB
C+
DA
F+
L-
NA
ME

PB
S 
RB
C+
DA
F+
L-
NIO

HB
SS
 R
BC
+D
AF

HB
SS
 R
BC
+D
AF
+L
-N
A
ME

HB
SS
 R
BC
+D
AF
+L
-N
IO

0

20000

40000

60000

ΔΔ
 
Fl
u
or
e
s
z
e
n
z

 

Abbildung 5 HBSS erhöht die Fluoreszenz von DAF-FM. Sowohl in der durchflusszytometrischen 
als auch in der fluometrischen Messung lagen die Signale von DAF-FM in HBSS-Puffer über denen 
in PBS. Die Abhängigkeit des DAF-FM-SIngals von der Funktion der eNOS kann in den 
durchflusszytometrischen Messungen durch die NOS-Inhibitorzugabe unabhängig vom Puffer 

gesehen werden. ** = p < 0,01; *** = p < 0,001 
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4.1.2.  MitoSOX, EUK-134 und Tempol 

 

Mit dem Ziel, eine Messung von intrazellulärem O2
- zu etablieren, wurden Erythrozyten 

mit 0,67 μM, 3,33 μM und 6,67 μM MitoSOX behandelt. Das Fluoreszenzsignal ergab 

keine signifikanten Unterschiede, allerdings kam es bei der Konzentration von 6,67 μM 

teilweise zu einer Zytolyse. Bei Zugabe des O2
- -generierenden System PMS und 

NADPH73 kam es bei allen Konzentrationen zu einer signifikanten Steigerung des Fluo-

reszenzsignals (Abbildung 6). MitoSOX ist somit für den Nachweis von intrazellulärem 

O2
- geeignet. 
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Abbildung 6 Vergleich verschiedener MitoSOX-Konzentrationen. Die Fluoreszenz wird nur wenig 
beeinflusst, allerdings kam es bei der 6,7 μM Konzentration teilweise zu einer Zytolyse. Das Signal 
erhöht sich durch die Zugabe von dem O2

-
 -generierenden System 1mM PMS und 100μM NADPH 

signifikant, verglichen mit der Kontrolle der entsprechenden MitoSOX-Konzentration. *** = p < 
0,001  

 

 

Die Fluoreszenz bei der 3,33 μM Konzentration war bei wiederholten Messungen am 

stabilsten. In allen folgenden Versuchen wurde eine 3,33 μM Lösung verwendet.  
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Anschließend wurde untersucht, ob das Versuchsprotokoll einen Einfluss auf die Er-

gebnisse hat, indem die Erythrozyten zum einen nach den einzelnen Inkubationsschrit-

ten mit den Behandlungszusätzen wie O2
- oder H2O2 sowie nach der Färbung mit 

MitoSOX abzentrifugiert und danach resuspendiert wurden und zum anderen nicht 

zentrifugiert wurden. Die Untersuchung mit zwei verschiedenen Färbeprotokollen er-

brachte keine signifikanten Unterschiede (Abbildung 7), so dass die Erythrozyten in 

allen folgenden Untersuchungen mit 3,33 μM MitoSOX gefärbt wurden und das Ver-

suchsprotokoll ohne die Zwischenschritte der Zentrifugation Verwendung fand.  
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Abbildung 7 Das Versuchsprotokoll hat keinen Einfluss auf das Fluoreszenzsignal. Verglichen 
wurden ein Protokoll mit zwei Zentrifugationszwischenschritten, um überschüssiges MitoSOX 
wegzuwaschen, und ein Protokoll ohne Zentrifugationen.  Verglichen wurden die Erythrozyten, die 
mit  dem O2

-
 -generierenden System 1mM PMS und 100μM NADPH behandelt wurden mit der ent-

sprechenden Kontrolle. *** = p < 0,001 
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Die Spezifität von MitoSOX wurde bestätigt, da es bei einer Behandlung der Erythrozy-

ten mit dem O2
--generierenden System aus NADPH und PMS zu einer signifikanten 

Erhöhung des Fluoreszenzsignals kam (p < 0,0001). Eine Behandlung der Erythrozy-

ten mit H2O2 führte ebenso zu einer signifikanten Signalerhöhung (p = 0,003). Eine 

Behandlung der Erythrozyten mit L-NAME, L-Arginin oder D-Arginin veränderte das 

Fluoreszenzsignal nicht (Abbildung 8). 
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Abbildung 8 MitoSOX ist ein sensitiver Farbstoff für O2
-
. Nach Zugabe von O2

-
 (1mM PMS und 

100μM NADPH) zeigte sich ein signifikanter Signalanstieg (p < 0,0001) , auch 10 mM H2O2 bewirkten 
eine signifikante Erhöhung (p = 0,003), wohingegen 3 mM L-NAME, 1,5 mM L-Arginin und 1,5 mM D-

Arginin keinen Einfluss auf das Signal hatten. *** = p < 0,001; ** = p < 0,01 
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Für die Sicherstellung, dass sich das von NADPH und PMS gebildete O2
- intrazellulär 

befindet, wurden verschiedene Konzentrationen des zellpermeablen SOD-Mimetikums 

EUK-134 zu den Erythrozyten gegeben.  

Die Wirkung von EUK-134 wurde verifiziert, indem eine Probe immer auch mit dem O2
- 

-generierenden System aus NADPH und PMS behandelt wurde. So wurden Konzentra-

tionen von 10 μM bis 1 mM getestet. Eine Behandlung der Erythrozyten mit EUK-134 

ohne die Zugabe von NADPH und PMS hatten keinen Einfluss auf das MitoSOX-

Signal. Konzentrationen über 500 μM wirkten teilweise zytolytisch auf die Erythrozyten. 

Eine Inkubation der Erythrozyten mit 80 μM erbrachte eine signifikante Reduktion des 

zugesetzten O2
- (p < 0,001) ohne eine Zytolyse auszulösen (Abbildung 9). 
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Abbildung 9 (A): EUK-134. (Quelle: Cayman Chemical) (B) EUK-134 wirkt intrazellulär als 
Superoxiddismutase-Mimetikum. Getestet wurden verschiedene Konzentrationen von EUK-134 
nach einer Behandlung mit einer definierten O2

-
-Menge (1mM PMS und 100μM NADPH) um eine 

bestmögliche Wirkung zu erhalten. Bei Konzentrationen ab 300 μM wurden die Zellen teilweise 

lysiert, so dass in allen weiteren Messungen die 80 μM Konzentration verwendet wurde. ** = p < 
0,01; *** = p < 0,001 

 

Zum Vergleich wurde auch das SOD- und Katalase-Mimetikum Tempol in verschiede-

nen Konzentrationen von 10 μM bis 1 mM eingesetzt. Die Ergebnisse waren allerdings 

nicht so deutlich wie bei EUK-134. Es kam zu keiner signifikanten Reduktion des O2
- 

(Abbildung 10). 
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Abbildung 10 (A) Molekulare Struktur von Tempol (Quelle: Sigma Aldrich) (B) Unzureichende 
Superoxiddismutase-Wirkung von Tempol in dem hier verwendeten Untersuchungsprotokoll. Keine 
der verwendeten Konzentrationen konnte eine signifikante Reduzierung des MitoSOX- Signals 
bewirken. 

 

 

 

4.2.  Analyse des Redox Status in jungen gesunden Probanden 

 

 

Durch die Untersuchung nach dem zuvor standardisierten Versuchsprotokoll gesunder 

junger Probanden sollten Basisparameter für die Analyse des Redoxstatus festgelegt 

werden. 

Zunächst wurde untersucht, inwieweit das Signal von DAF-FM von der Aktivität der 

eNOS abhängig ist. Dazu wurden Erythrozyten mit dem NOS-Inhibitor L-NAME behan-

delt, was zu einer signifikanten Erniedrigung des DAF-FM-Signals führte (p = 0,04). Die 

Zugabe von L-Arginin oder D-Arginin zeigte keine signifikanten Effekte. 
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Um die Spezifität von DAF-FM für NO zu testen und zu eruieren, inwieweit ROS das 

Signal beeinflussen, wurden die Erythrozyten mit einem Superoxid Anionen Radikal 

(O2
-) -generierenden System oder mit H2O2 behandelt, wodurch das Fluoreszenz-

Signal allerdings nicht signifikant verändert wurde. Um die Entstehung von O2
-  und 

reaktiven Sauerstoff Spezies (ROS) zu verifizieren, wurden die Fluoreszenzfarbstoffe 

Mitosox und DCF-DA für den spezifischen Nachweis von O2
-  bzw. ROS immer simul-

tan in einer weiteren Probe verwendet. Um auszuschließen, dass die intrazelluläre Bil-

dung von O2
- das DAF-FM-Signal beeinflusst, wurden die Erythrozyten zudem mit dem 

Superoxid-Dismutase (SOD) -Mimetikum EUK-134 inkubiert. Die Zugabe des SOD-

Mimetikums hatte keinen signifikanten Effekt auf das DAF-FM-Signal (Abbildung 11).  
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Abbildung 11 Das DAF-FM Signal ist abhängig von der Aktivität der eNOS. Eine Inhibition des 
Enzyms bewirkt eine signifikante Reduzierung des Signals (p = 0,04). Eine signifikante Anhebung 
des Signals durch Zugabe des eNOS--Substrats L-Arginin lässt sich nicht erreichen. ROS haben 
geringen Einfluss auf das DAF-Signal. 
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Bei den Proben, die mit dem Fluoreszenzfarbstoff DCF-DA angefärbt wurden, kam es 

nach der Behandlung mit NADPH und PMS sowie H2O2  zu einer signifikanten Signal-

erhöhung. Bei Zugabe von dem SOD-Mimetikum zusätzlich zur Behandlung mit O2
- 

wurde das Signal im Vergleich zur alleinigen O2
- -Behandlung signifikant gesenkt, zu-

sätzlich zum H2O2 erbrachte das SOD-Mimetikum keinen Effekt. Eine Behandlung mit 

L-NAME, L-Arginin oder D-Arginin hatte keinen Einfluss auf das DCF-

Fluoreszenzsignal (Abbildung 12).  
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Abbildung 12 DCF eignet sich als Fluoreszenzfarbstoff zum Nachweis von ROS. Vor allem durch 
die Behandlung der Erythrozyten mit O2

-
 (1mM PMS und 100μM NADPH) wird eine signifikante 

Signalverstärkung bewirkt, aber auch durch H2O2. *** = p < 0,001; * = p < 0,05 
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Der Fluoreszenzfarbstoff TT färbt die „freien“ Thiole in den Zellen an. In den Erythrozy-

ten sind –SH-Gruppen vor allem in dem Molekül Glutathion zu finden, weshalb TT indi-

rekt ein Marker für die Konzentration an Glutathion in den Erythrozyten ist. Erwar-

tungsgemäß sinkt demnach das TT-Signal ab, wenn die Zelle mit O2
- (p < 0,001) bzw. 

H2O2 (p = 0,076) behandelt wurde. Durch den oxidativen Stress kommt es zu einem 

Verbrauch an Glutathion und somit zu einer Abnahme des Signals. Die Zugabe von L-

NAME, L-Arginin und D-Arginin veränderte das TT-Signal hingegen nicht (Abbildung 

13). 
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Abbildung 13 Die Glutathion-Konzentration sinkt bei Zugabe von ROS. Gemessen wurde die 
Glutathion-Konzentration mittels des Fluoreszenzfarbstoffs Thiol-Tracker. Das Signal bleibt 

unbeeinflusst durch Zugabe von L-NAME, L-Arginin und D-Arginin. *** = p < 0,001; ** = p < 0,01; * = 
p < 0,05. 
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Bei den mit DAF-FM gefärbten Proben zeigte sich ein signifikant höheres Fluoreszenz-

signal bei den Wildtyp-Mäusen im Vergleich zu den eNOS-KO-Mäusen (Abbildung 14 

A). Trotzdem zeigte sich ein deutliches Signal in den Erythrozyten der eNOS-KO-

Mäuse und durch Zugabe des NOS-Inhibitors L-NAME kam es zu einer signifikanten 

Reduktion des Fluoreszenzsignals (Abbildung 15.2). 
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Abbildung 15.2 Das DAF-FM Signal bei den eNOS-KO-Mäusen ist nach der Behandlung mit L-NAME 

signifkant reduziert (p = 0,004). 

 

 

Die Konzentration von Glutathion in den Erythrozyten ist signifikant höher in den Eryth-

rozyten der KO-Mäusen im Vergleich zu den WT-Mäusen (Abbildung 14 B). 

 

Bei den mit DCF angefärbten Proben liegt das Fluoreszenzsignal der KO-Erythrozyten 

bei der Behandlung mit der gleichen Menge an O2
- signifikant über dem Signal der WT-

Mäuse (Abbildung 14 C, p = 0,0038). 

Nach Auswertung der MitoSOX-Proben scheint die Konzentration an O2
- in den Eryth-

rozyten der WT-Mäuse tendenziell etwas höher zu sein als bei den KO-Mäusen (p= 

0,34). Prozentual gesehen besteht aber die Tendenz, dass die Konzentration von in-
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trazellulärem O2
- bei den KO-Mäusen stärker ansteigt wenn man die Erythrozyten mit 

O2
- (p = 0,08) oder H2O2 (p = 0,1) behandelt als bei den WT-Mäusen (Abbildung 14 D).  

Bei den Nitritmessungen zeigten sich sowohl im Plasma als auch in den Erythrozyten 

keine signifikanten Unterschiede. Es besteht die Tendenz, dass die Konzentrationen 

bei den WT-Mäusen etwas oberhalb der KO-Mäuse liegen (Abbildung 15, Plasma p = 

0,15, RBC p = 0,06). 
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Abbildung 15 Die Nitritkonzentrationen sind sowohl im Plasma (p = 0,15) als auch in den 
Erythrozyten (p = 0,06) nicht signifikant verändert bei den eNOS-KO-Mäusen. Dargestellt sind 
jeweils die Nitritkonzentration in nM, welche durch die CLD bestimmt wurden. 

 

4.4.  Fall-Kontroll-Studie 

 

4.4.1.  Charakterisierung der Studienpopulation 

 

Die zuvor etablierten Messungen am Durchflusszytometer von ROS, NO und Thiolen 

wurden bei verschiedenen Probandengruppen durchgeführt und miteinander vergli-

chen. Zudem wurden die erythrozytäre Verformbarkeit und sowohl die plasmatische als 

auch die intraerythrozytäre Nitritkonzentrationen bestimmt. Insgesamt wurden die Wer-

te bei 44 Personen bestimmt, die vier verschiedenen Personengruppen zugeordnet 

werden konnten (Tabelle 1). Abschließend wurden die Werte mit den Werten der jun-

gen, gesunden Probanden verglichen. Das eigentliche Kontrollkollektiv für die ver-
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schiedenen Patientengruppen setzte sich aus 11 männlichen gesunden Probanden mit 

einem durchschnittlichen Lebensalter von 47,8 Jahren zusammen. Als gesund wurde 

eine Person klassifiziert, die weder eine akute Erkrankung, noch eine bekannte Kreis-

lauferkrankung, Nierenerkrankung oder maligne Erkrankung aufwies. Bei einer durch-

schnittlichen Körpergröße von 182,9 cm und einem Körpergewicht von 90,5 kg ergab 

sich für die Kontrollgruppe ein mittlerer Body Mass Index (BMI) von 26,9 kg/m² und 

liegt damit nur knapp oberhalb der Grenze zum Normalgewicht.  

 

Tabelle 1 Charakterisierung der Studienpopulation 

Parameter Einheit Kontrollgruppe Hypertonie KHK 
Hypertonie + 
KHK 

Probanden 
jung 

n   11 9 10 14 6 

Geschlecht [w/m] 0/11 0/9 0/10 0/14 0/6 

Alter [Jahre] 47,8 ± 5,5 50,6 ± 6,9 54,9 ± 3,7 58,4 ± 9,2 25 ± 1,4 

Körpergröße [cm] 182,9 ± 8,9 180,1 ± 4,4 174,1 ± 2,2 174,6 ± 8,3 185 ± 6,6 

Gewicht [kg] 90,5 ± 18,9 96,2 ± 10,4 83,9 ± 12,6 90,2 ± 12,5 81,2 ± 14,1 

BMI [kg/m²] 26,9 ± 4,2 29,6 ± 2,4 27,4 ± 4,2 29,6 ± 3,2 23,6 ± 2,6 

Hämoglobin [g/dl]  15,2 ± 0,8  15 ± 1  14,4 ± 1,3  14,6 ± 1,2  16,1 ± 0,8 

Gesamtcholesterin [mg/dl] 210,5 ± 40,2 227,7 ± 38,7 195,5 ± 38,1 191 ± 42,6 
174,7 ± 
15,9 

LDL [mg/dl]  144,1 ± 27,5  153,2 ± 26,5  135,5 ± 42  153,3 ± 36,3   

HDL [mg/dl]  63,8 ± 22,9  49,2 ± 10  55,2 ± 19,2  44,2 ± 8,9   

Hyperlipidämie [n] 8 8 9 11 0 

GFR [ml/min] 91,2 ± 11,9 88,8 ± 17,4 76,8 ± 12,1 86,8 ± 11,4 
142,7 ± 
27,8 

Glukose [mg/dl] 94,2 ± 5,9 92,8 ± 7,6 103,7 ± 12,3 126,1 ± 62,9 88,5 ± 6 

HbA1c [%] 5,5 ± 0,5 5,4 ± 0,3 5,72 ± 0,4 6,3 ± 1,3   

CRP [mg/dl] 0,2 ± 0,2 0,4 ± 0,4 0,5 ± 0,4 0,3 ± 0,3 0,1 

RR sys [mmHg] 122,7 ± 6,7 144,7 ± 6,4 120 ± 8,8 156,7 ± 15,2 121,7 ± 4,1 

RR dia [mmHg] 76,7 ± 4,9 91,9 ± 6 76 ± 5,3 90,3 ± 8,4 76,7 ± 8,2 

Arterieller Mittel-
[mmHg] 92 ± 4,9 109,5 ± 5 90,7 ± 5,9 112,4 ± 7,5 91,7 ± 6,6 
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druck 

Packungsjahre [Jahre] 10 ± 18,3 12,2 ± 12,3 27 ± 11,1 28,2 ± 22,2 3,5 ± 2,7 

Positive Familien-
anamnese [n] 0 0 1 3 1 

 

Die insgesamt 33 Patienten wurden gemäß ihrer Krankheiten in drei verschiedene 

Gruppen eingeteilt. Eine der Gruppen erfasste alle Patienten, die an einer arteriellen 

Hypertonie erkrankt waren. Diese Gruppe umfasste 9 männliche Patienten mit einem 

durchschnittlichen Lebensalter von 50,6 Jahren. Entscheidend für die Einteilung war 

eine nichtinvasive Blutdruckmessung in ruhiger Umgebung zu Beginn der Untersu-

chung. Die mittlere Körpergröße der an einer arteriellen Hypertonie erkrankten Patien-

ten lag bei 180,1 cm bei einem durchschnittlichen Gewicht von 96,2 kg. Somit ergab 

sich in dieser Gruppe ein durchschnittlicher BMI von 29,6 kg/m². Die zweite Patienten-

gruppe erfasste 10 Patienten mit einer KHK. Alle Personen dieser Gruppe waren 

männlich und durchschnittlich 54,9 Jahre alt. Die Durchschnittsgröße in dieser Gruppe 

lag bei 174,1 cm und das Gewicht bei 83,9 kg. Hieraus ergab sich ein durchschnittli-

cher BMI von 27,4 kg/m². Die dritte Gruppe umfasste 14 männliche Patienten, die so-

wohl an einer arteriellen Hypertonie als auch an einer KHK erkrankt waren. Bei einer 

Durchschnittsgröße von 174,6 cm und einem durchschnittlichen Gewicht von 90,2 kg 

ergab sich für diese Gruppe ein BMI von durchschnittlich 29,6 kg/m². Für alle teilneh-

menden Probanden wurden neben den Begleiterkrankungen auch die kardiovaskulä-

ren Risikofaktoren bestimmt. Hierbei wurden neben dem bereits erwähnten BMI und 

dem arteriellen Blutdruck die Blutfette und das Cholesterin laborchemisch bestimmt. 

Des Weiteren wurde die Krankengeschichte der Probanden bezüglich einer positiven 

Familienanamnese und des Rauchens erhoben. 
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4.4.2. Durchflusszytometrische Messungen 

 

Die verschiedenen Messungen am Durchflusszytometer hatten das Ziel, einen umfas-

senden Überblick über den oxidativen Status sowie der Konzentration von NO in den 

Erythrozyten der verschiedenen Patientengruppen zu erhalten.  

Die O2
- -Konzentration in den Erythrozyten ist bei Patienten mit einer KHK (p = 0,009) 

und bei Patienten mit einer KHK und einer Hypertonie (p = 0,008) signifikant erhöht. In 

der Gruppe der Hypertoniker zeigt sich im Vergleich zur Kontrollgruppe  eine nicht sig-

nifikante erhöhte Konzentration an O2
- (p = 0,51) (Abbildung 16 A).  

Mit einem weiteren Probensatz wurden die reaktiven Sauerstoffspezies bestimmt, in 

dem die Proben mit dem Fluoreszenzfarbstoff DCF angefärbt wurden. DCF ist im Ge-

gensatz zu MitoSOX nicht so spezifisch und färbt sowohl O2
- als auch andere Sauer-

stoffspezies wie H2O2 an. Im Gegensatz zu den gerade beschriebenen Ergebnissen 

der O2
--Messungen zeigte sich bei den reaktiven Sauerstoffspezies in der Gruppe der 

Hypertoniker eine signifikant höhere Konzentration als in den anderen Gruppen (p = 

0,04) (Abbildung 17 B).  

Neben dem oxidativen Status der Erythrozyten sollte auch die Konzentration des intra-

zellulären NOs bestimmt werden. Zu diesem Zwecke wurden die Erythrozyten mit dem 

Fluoreszenzfarbstoff DAF-FM angefärbt. Signifikante Unterschiede waren nicht zu se-

hen. Es zeigt sich die nicht signifikante Tendenz, dass der NO-Spiegel bei den Patien-

ten mit einer KHK (p = 0,33) oder einer Hypertonie (p = 0,41) verglichen mit der Kont-

rollgruppe vermindert ist (Abbildung 16 C). 
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Die verschiedenen Patientengruppen wiesen große Schwankungsbreiten auf, so dass 

ein Vergleich zwischen den einzelnen Gruppen keine signifikanten Ergebnisse brachte. 

Tendenziell sind die Werte in der Gruppe der Hypertoniker erhöht verglichen mit der 

Kontrollgruppe (p = 0,06) und die Werte der Patienten mit KHK und Hypertonie vergli-

chen mit der Kontrollgruppe niedriger (p = 0,31) (Abbildung 16 D).  

 

 

4.4.3.  Bestimmungen des Nitrits 

 

Nitrit ist ein Abbauprodukt von NO und ein Parameter der endothelialen eNOS-

Aktivität. Nitrit wird von den Erythrozyten systemisch transportiert. Neben NO ist auch 

Nitrit ein chemisch instabiler Stoff und die Blutproben mussten schnell verarbeitet wer-

den. Mithilfe der oben genannten Stabilization Solution, die den Erythrozyten zugege-

ben wurde, konnte eine Stabilisierung erreicht werden.  

Es sind in der intraerythrozytären Nitritkonzentration keine signifikant unterschiedlichen 

Nitritkonzentrationen zu messen. Auch der Vergleich mit den jungen Probanden bringt 

keinen signifikanten Unterschied (Abbildung 17).  
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Abbildung 17 Nitrit-Konzentrationen intraerythrozytär sind nicht signifikant verändert in den 
verschiedenen Gruppen. Vergleich intraerythrozytärer Nitrit-Konzentrationen, mittels CLD 
gemessen.  
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4.4.4. Erythrozytäre Verformbarkeit 

 

 

NO ist an der Regulation der erythrozytären Verformbarkeit beteiligt. Somit haben 

Krankheiten, die mit einer verminderten NO-Bioverfügbarkeit einhergehen wie die KHK 

zur Folge, dass die erythrozytäre Verformbarkeit eingeschränkt wird. Dadurch können 

Mikrozirkulationsstörungen im Organismus hervorgerufen werden. Mit dem 

Laserdiffraktor wurde die erythrozytäre Verformbarkeit bei verschiedenen Scherstress-

Leveln gemessen. Die Erythrozyten wurden einem ansteigenden Scherstress von 0,3 

Pa bis 10 Pa ausgesetzt. Wie in Abbildung 18 zu sehen, werden durch das Programm 

die verschiedenen Elongationsindices dargestellt. 

 

 

Abbildung 18 Beispiel einer Verformbarkeitskurve wie sie mittels LORCA erstellt wird. Der 
Elongationsindex wird bei ansteigendem Scherstress gemessen und dementsprechend in eine 
Kurve eingetragen. (aus: SOP LORCA von Katharina Lysaja) 

 

 

Bei einem Scherstress von 1,73 Pa zeigte sich ein signifikant verminderter Elongati-

onsindex in der Gruppe der Hypertoniker im Vergleich zu der gesunden, altersange-

passten Kontrollgruppe (p = 0,01) (Abbildung 19). Auch bei einem Scherstress von 

2,68 Pa zeigte sich in der Gruppe der Hypertoniker eine verringerte Verformbarkeit, 

diese war allerdings statistisch nicht signifikant (p = 0,11). 
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Abbildung 19 Die erythrozytäre Verformbarkeit ist bei Patienten mit arterieller Hypertonie 
signifikant verringert. Dargestellt sind die Mittelwerte der Elongationsindices bei 1,73 Pa. * = p = 
0,01.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.5.  Erythrozytäre Veränderungen im Alter 

 

Durch eine Gegenüberstellung der durchflusszytometrischen Messungen der jungen 

und älteren Probanden konnten erythrozytäre Veränderungen im Alter aufgedeckt wer-

den. 



 

Signifikante Unterschiede zeig

ge Patienten haben eine sign

(p = 0,035) (Abbildung 20 B). 

In den anderen Messungen z

nen die ROS-Konzentration e

ger ist (Abbildung 20 A,C,D). 
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5. Diskussion 

 

In dieser Arbeit wird gezeigt, dass arterielle Hypertonie mit einer verminderten 

erythrozytären Verformbarkeit sowie einer erhöhten Konzentration von reaktiven Sau-

erstoffspezies einhergeht. Bei Patienten mit einer KHK ist die Konzentration von O2
- 

erhöht. Bei den Untersuchungen im Mausmodell war die Konzentration von NO in den 

Erythrozyten der eNOS-KO-Mäuse im Vergleich zu Wildtyp-Mäusen signifikant niedri-

ger. Der Glutathion-Gehalt der Erythrozyten der KO-Mäuse war signifikant erhöht, aber 

bei Zugabe einer definierten Menge O2
- stieg der O2

--Spiegel der KO-Mäuse in höhe-

rem Maße an als dies bei den Wildtyp-Mäusen der Fall war. 

 

5.1.  Etablierung einer Methode zur Messung des oxidativen Status 

und des NO-Spiegels 

Das Ziel dieser Experimente lag darin, die Rolle der erythrozytären NO-Synthase und 

des erythrozytären Redox-Status sowohl im physiologischen Zustand als auch bei pa-

thologischen Zuständen wie einer arteriellen Hypertonie oder einer KHK näher zu be-

leuchten. 

Aus diesem Grund wurde eine Methode vorgestellt mit der man unter Zuhilfenahme 

verschiedener Fluoreszenzfarbstoffe den Redox-Status und den NO-Spiegel von Eryth-

rozyten im Durchflusszytometer bestimmen kann. Parallel dazu wurden die 

Nitritkonzentrationen im Plasma und in den Erythrozyten sowie die erythrozytäre Ver-

formbarkeit gemessen.  

 

5.1.1. DAF-FM diacetat 

 

Das DAF-FM-Fluoreszenzsignal zeigte sich in den Untersuchungen abhängig von der 

Aktivität der NOS (Abb. 6). Die Zugabe der ROS O2
- und H2O2 führte zu keiner 

signifikanten Änderung des DAF-Signals (Abb. 12). 
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Die Sensitivität und Störanfälligkeit durch ROS wie O2
- und H2O2 wurde in den Mes-

sungen immer mituntersucht. Die Ergebnisse decken sich mit den Angaben aus der 

Literatur,  dass  ROS  keine  signifikanten  Veränderungen  des  DAF-FM-

Fluoreszenzsignals bewirken. Um die intrazelluläre Entstehung von O2
-  und reaktiven 

Sauerstoff Spezies (ROS) zu verifizieren, wurden Mitosox und DCF, zwei andere 

Fluoreszenzfarbstoffe für den spezifischen Nachweis von O2
-  bzw. ROS, verwendet. 

Um auszuschließen, dass die intrazelluläre Bildung von O2
- das DAF-FM-Signal 

beeinflusst, wurden verschiedene Konzentrationen eines Superoxid-Dismutase (SOD) -

Mimetikums  getestet. Die Zugabe des SOD-Mimetikums hatte keinerlei Effekt auf das 

DAF-Signal (Abb. 12). Wie in der Literatur beschrieben, zeigte sich das Signal direkt 

abhängig von der Aktivität der eNOS, da der NOS-Inhibitor L-NAME das Fluoreszenz-

signal reduzierte. Eine Steigerung der Fluoreszenz durch die Zugabe von dem eNOS 

Substrat L-Arginin auf Zellsuspensionen ließ sich nicht erreichen (Abb. 12). Eine Erklä-

rungsmöglichkeit hierfür kann sein, dass intrazellulär bereits eine ausreichende L-

Arginin Konzentration vorlag und deshalb keine weitere Stimulation der Enzymaktivität 

möglich ist und/oder diese ist abhängig von der Saturation der Transportmechanismen 

oder von der Aktivität des Enzyms Arginase im humanen Erythrozyten.74 

 

5.1.2. DCF diacetat 

 

DCF ist einer der am weitesten verbreiteten Fluoreszenzfarbstoffe für oxidativen 

Stress. Durch eine Behandlung mit L-NAME, L-Arginin, D-Arginin oder einem 

Superoxiddismutase-Mimetikum verändert sich die Fluoreszenz nicht (Abb. 13). Eine 

Behandlung der Zellen mit H2O2 und mit O2
- erhöht das Signal signifikant. Die zusätzli-

che Gabe eines Superoxiddismutase-Mimetikums zum O2
- bewirkt eine deutliche Re-

duzierung der Fluoreszenz verglichen mit dem Signal nach O2
-. 

DCF ist somit ein unspezifischer Marker für intrazellulären oxidativen Stress. 

 

5.1.3. MitoSOX 

 

MitoSOX stellt einen für Superoxid-spezifischen Fluoreszenzfarbstoff dar.  
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Das Fluoreszenzsignal der mit MitoSOX gefärbten Erythrozyten der jungen, gesunden 

Probanden war sehr gering und lag nur unwesentlich über der Autofluoreszenz unge-

färbter Erythrozyten (Abb. 9). Durch L-NAME, L-Arginin oder D-Arginin ließ sich das 

Signal nicht beeinflussen. H2O2 bewirkte eine mäßige, signifikante Steigerung, wohin-

gegen O2
- eine gravierende, signifikante Steigerung der Fluoreszenz hervorrief. 

Das geringe Fluoreszenzlevel der unbehandelten Erythrozyten impliziert einen sehr 

geringen Gehalt von O2
- in den Erythrozyten junger Probanden. Durch eine Behand-

lung mit O2
- lässt sich das Signal wie erwartet steigern und zu einem gewissen Aus-

maß durch ein Superoxiddismutase-Mimetikum wieder verringern. Überraschend er-

schien das erhöhte Signal durch eine Behandlung mit H2O2, was auf den ersten Blick 

der vorherrschenden Meinung in der Literatur zu widersprechen scheint. Zum einen ist 

das Signal nach H2O2 nur tendenziell erhöht, zum anderen besteht die Möglichkeit, 

dass durch H2O2 eine O2
--Bildung initiiert wird. Insgesamt kann MitoSOX als eine ver-

lässliche und spezifische Messmethode für O2
- bewertet werden.  

 

5.1.4. TT 

 

Die Erythrozyten der jungen, gesunden Probanden, die mit TT angefärbt worden sind, 

wiesen eine recht hohe Fluoreszenz-Aktivität auf (Abb. 14). Die vorherige Inkubation 

der Zellen mit L-NAME, L-Arginin, D-Arginin oder einem Superoxiddismutase-

Mimetikum veränderten das Fluoreszenzsignal nicht, hatten somit keinen Einfluss auf 

den Glutathionspiegel. Die Zugabe der ROS O2
- und H2O2 reduzierten das Fluores-

zenzsignal und somit die Glutathionkonzentration. Die Zugabe von einem 

Superoxiddismutase-Mimetikum zum H2O2 erbrachte kaum eine Veränderung, bei O2
- 

lag die Fluoreszenz-Aktivität tendenziell etwas höher bei der Behandlung der Zellen mit 

so einem Mimetikum als ohne. 

Der Fluoreszenzfarbstoff TT ist ein gut etablierter und vielseitig einsetzbarer Indikator 

für den intrazellulären Thiolgehalt und damit ein indirekter Nachweis der intrazellulären 

Glutathionkonzentration. Die Ergebnisse der jungen, gesunden Probanden waren gut 

reproduzierbar und ein Absinken der Glutathionkonzentration nach der Behandlung der 

Zellen mit O2
- bzw. H2O2 erfolgte wie erwartet. Die zusätzliche Zugabe eines 

Superoxiddismutase-Mimetikums  erbrachte  kaum  einen  Einfluss  auf  die  
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Glutathionkonzentration, unabhängig ob die Zelle zuvor mit O2
- oder mit H2O2 behan-

delt wurde. Da die Wirkung und Funktionalität des Superoxiddismutase-Mimetikums 

bei den anderen Fluoreszenzfarbstoffen nachgewiesen werden konnte, erscheint eine 

Dysfunktion als unwahrscheinlich, da der Probenansatz bis auf den Fluoreszenzfarb-

stoff mit dem der anderen Probenreihen identisch ist. In der Literatur wird die 

Glutathionperoxidase oft als wichtigster Abwehrmechanismus gegen ROS dargestellt. 

Sieht man den Abbau von H2O2 durch die Glutathionperoxidase als First-Line Mecha-

nismus, sind die Ergebnisse gut nachvollziehbar. Die Superoxiddismutase bildet beim 

Abbau von O2
- H2O2, welches dann in den Erythrozyten von der Katalase oder eben 

auch der Glutathionperoxidase weiter abgebaut wird. So könnte sich das Absinken der 

Glutathionkonzentration nach der Behandlung von O2
- erklären. Die zusätzliche Gabe 

von der Superoxiddismutase zum O2
- scheint keinen großen Effekt zu haben, mögli-

cherweise weil die physiologische Superoxiddismutase den Abbau von O2
- bei den 

jungen, gesunden Probanden problemlos übernehmen kann. 

 

5.2. Einfluss der erythrozytären eNOS-Expression auf den 

oxidativen Status 

 

Das Mausmodell bietet die Möglichkeit die Funktion von bestimmten Proteinen zu be-

stimmen, mittels der gene-targeting Prozedur75. In diesem Fall ist Mäusen gezielt das 

Gen für die eNOS ausgeschaltet worden.76 So besteht die Möglichkeit den Einfluss der 

erythrozytären eNOS-Expression auf den oxidativen Status zu untersuchen. Die 

Aminosäuresequenz der murinen eNOS stimmt zu 93% mit der humanen überein. 

Bei der Beurteilung von Experimenten auf der Basis von Genmanipulationen sollten 

verschiedene Aspekte berücksichtigt werden. Durch Veränderungen des Signalwegs 

zur Regulation des Genprodukts könnten weitere Phänotypen hervorgehen. Mögli-

cherweise werden durch Kompensationsmechanismen wie beispielsweise der Hochre-

gulation anderer Isoformen die Phänotypen maskiert.17 

Sowohl das DAF-FM Fluoreszenzsignal als auch die Nitritkonzentrationen in den Eryth-

rozyten und im Plasma der KO-Mäuse waren geringer als bei den WT-Mäusen (Abb. 

15 A + 16). 
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Kleinbongard et al. haben bei verschiedenen Spezies die Nitritlevel im Plasma mittels 

CLD und zwei weiteren Analysetechniken gemessen und für Menschen einen Basis-

wert von 305 ± 23 nmol/l und für Mäuse von 457 ± 51 nmol/l ermittelt. Der Nitritwert 

war abhängig von der NOS-Aktivität. Ein Vergleich von eNOS -/- Mäusen und Wildtyp-

Mäusen mit inhibierter NOS zeigte, dass 70 ± 5 % des Plasmanitrits von der eNOS 

stammen. Der Plasmanitritwert der eNOS -/- Mäuse wurde mit 148 ± 45 nmol/l angege-

ben.77 Der Wert der Plasmakonzentration der Wildtyp-Mäuse entspricht in etwa dem im 

Rahmen dieser Arbeit bestimmten Wert. Die plasmatische Nitrikonzentration der KO-

Mäuse lag in den hier vorliegenden Untersuchungen allerdings höher als der in der 

Literatur angegebene Wert. Hierbei könnte die Ernährung der Mäuse sehr wahrschein-

lich eine Rolle spielen, da Nitrit/Nitrat in der Ernährung eine wesentliche Rolle in der 

Höhe der zirkulierenden Konzentrationen an Plasmanitrit spielt.78 

Die Basisfluoreszenz der Fluoreszenzfarbstoffe DCF und Mitosox, die für den Nach-

weis verschiedener ROS eingesetzt wurden, war in den Erythrozyten der KO- und 

Wildtyp-Mäuse nahezu gleich (Abb. 15 C + D). Der oxidative Stress scheint in den 

Erythrozyten der KO-Mäuse somit nicht per se erhöht zu sein. Die Zugabe sowohl von 

H2O2 als auch von O2
- bewirkten in den Erythrozyten der KO-Mäuse einen sehr viel 

stärkeren Signalanstieg. Die Fähigkeit zum Abbau der ROS ist bei den eNOS-/- Mäusen 

deutlich verringert. 

Die Konzentration des antioxidativen Glutathions in den Erythrozyten der KO-Mäuse ist 

signifikant erhöht (Abb. 15 B). Die höhere Konzentration Glutathions könnte einen 

Kompensationsmechanismus darstellen, der aus der verminderten Fähigkeit der KO-

Mäuse, oxidativen Stress abzubauen, resultiert. Eine andere Möglichkeit stellt die ver-

minderte Konzentration an den Enzymen Glutathionperoxidase und Katalase dar. Hier-

bei handelt es sich allerdings um eine Erklärungstheorie, welche noch weiter zu unter-

suchen ist. 

Diese Ergebnisse legen den Schluss nahe, dass die Expression der eNOS in den 

Erythrozyten eine große Rolle spielt. Das Fehlen der eNOS im Erythrozyten bewirkt 

neben einer erwartet niedrigeren NO- und folglich auch Nitritkonzentration eine ver-

minderte Fähigkeit ROS abzubauen. Eine Abbaumöglichkeit von O2
-, die Reaktion mit 

NO, steht in den Erythrozyten der KO-Mäusen aufgrund der verminderten Konzentrati-

on in vermindertem Maße zur Verfügung. Ob durch die Genmanipulation möglicher-

weise auch die Expression anderer Enzyme verändert wird, bleibt näher zu untersu-

chen. Die Expression der eNOS hat einen tiefgreifenden Einfluss auf die Funktion der 
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Erythrozyten. Bei den eNOS-KO-Mäusen waren nicht nur die NO- und Nitrit-

Konzentrationen vermindert, sondern auch der Redox-Status wurde verändert, da die 

Fähigkeit zum Abbau oxidativen Stresses vermindert war bei gleichzeitig höherer Kon-

zentration von Glutathion. 

 

5.3.  Oxidativer Status und NO-Spiegel in Erythrozyten bei kardio-

vaskulären Erkankungen 

 

Wie bereits zuvor dargestellt wurde ist NO ein wichtiges protektives Molekül im Gefäß-

system. Durch eine Reaktion mit O2
- wird NO zu Peroxynitrit (ONOO-) inaktiviert.  

In der Diskussion steht dagegen immer noch der Mechanismus, wie NO die Erythrozy-

ten wieder verlassen kann, ohne zuvor wieder „inaktiviert“ zu werden. Eine mögliche 

Erklärung ist die Oxidation von Eisen (II)-Nitrosylhämoglobin durch Oxidantien wie 

Peroxynitrit wodurch NO freigesetzt wird.79 Eine weitere Möglichkeit besteht darin, dass 

NO über Zwischenprodukte wie z.B. N2O3 aus den Erythrozyten exportiert wird. Dieses 

könnte die Zelle dann direkt oder über einen weiteren Zwischenschritt, der Bildung von 

Nitrosothiolen, verlassen.80 In diesem Zusammenhang könnte der membranständige 

Anionenaustauscher AE1 eine wichtige Rolle spielen, indem S-Nitrosothiole an den 

Anionenaustauscher binden und so NO zur Membran transportiert wird.81 

Bei  kardiovaskulären  Risikofaktoren  wie  der  arteriellen  Hypertonie,  

Hypercholesterinämie, Diabetes mellitus oder chronischem Nikotinabusus wird die 

Produktion der reaktiven Sauerstoffspezies in der Gefäßwand stimuliert.82  

Das Ziel der hier vorliegenden Untersuchung bestand darin, zu untersuchen inwieweit 

kardiovaskuläre Erkrankungen bzw. Risikofaktoren wie die arterielle Hypertonie einen 

veränderten oxidativen Status in den Erythrozyten bedingen. 

In den mit DAF-FM gefärbten Proben war die Streubreite der Ergebnisse innerhalb der 

einzelnen Probandengruppe recht groß, so dass die Interpretation schwierig ist (Abb. 

17 C). Es besteht die Tendenz, dass der NO-Gehalt der gesunden, altersangepassten 

Probanden höher liegt als bei den Patienten. Die Chemilumineszenz-Detektion stellt 

eine sehr sensitive Messung von NO und NO-gebundenen Spezies dar, mit der bereits 

kleinste Mengen von 100 fmol detektiert werden können.83,84 Mit Hilfe der CLD wurden 
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zudem die intraerythrozytären Nitritkonzentrationen gemessen, die nur sehr geringe 

Unterschiede in Form einer leichten, aber noch nicht signifikanten Verminderung bei 

Patienten mit KHK und KHK plus Hypertonie aufweisen (Abb. 18). 

Bei Patienten mit kardiovaskulären Risikofaktoren ist gezeigt worden, dass das Level 

der RXNO im Plasma gegenüber Probanden ohne Risikofaktoren deutlich vermindert 

ist. RXNO sind die Summe aller zirkulierenden NO-Spezies. Das Level an RXNO im 

Plasma ermöglicht eine Aussage über die NO-Bioverfügbarkeit und damit über die 

endotheliale Funktion.85 Dagegen ist über die Nitrit-Konzentration in Erythrozyten und 

der daraus zu treffenden Aussage bisher kaum etwas bekannt. 

Die Ergebnisse deuten eine etwas verminderte NO-Bioverfügbarkeit in Erythrozyten im 

Falle einer kardiovaskulären Erkrankung an, allerdings ohne Signifikanz (Abb. 17 C + 

18). Andere Untersuchungen in diesem Patientenkollektiv zeigten, dass die Expression 

und die Funktion der erythrozytären eNOS bei Patienten mit einer KHK mit der 

endothelialen Dysfunktion korrelieren.  

Die Konzentrationen von O2
-, mittels Mitosox gemessen, zeigten eine signifikant erhöh-

te Konzentration bei den Probanden mit einer KHK, bzw. einer KHK und einer arteriel-

len Hypertonie (Abb. 17 A). Der weniger spezifische Fluoreszenzfarbstoff DCF zeigte 

lediglich in der Gruppe der Probanden mit einer arteriellen Hypertonie ein signifikant 

erhöhtes Signal (Abb. 17 B). Somit scheinen die ROS in allen Patientengruppen erhöht 

zu sein, allerdings je nach vorliegender Krankheit in einer unterschiedlichen Zusam-

mensetzung.  

Der Einfluss der reaktiven Sauerstoffspezies ist bereits seit vielen Jahren Gegenstand 

intensiver Forschung, da durch viele Untersuchungen die Bedeutung in der Homöosta-

se der Gefäße und des Blutflusses ersichtlich wurden. Bereits 1995 fanden Suzuki et 

al. Hinweise, dass der oxidative Stress in der Wand der Mikrogefäße bei Ratten mit 

arterieller Hypertension erhöht ist.86 2000 beschrieben Lenda et al., dass die Arterien 

von Ratten, die natriumchlorid-reich ernährt wurden, vermindert auf Acetylcholin an-

sprechen. Es zeigte sich ein vermehrter Gehalt von reaktiven Sauerstoffspezies in der 

Arterienwand. Gab man in diese Arterie Katalase und Superoxiddismutase, verbesser-

te sich die Reaktion auf Acetylcholin signifikant. Diese Untersuchungen weisen auf den 

gleichen Mechanismus hin, nämlich, dass der NO-Gehalt durch einen hohen Spiegel 

an ROS sinkt und somit nicht für die Vermittlung einer Vasodilatation zur Verfügung 

steht.87 Swei et al. zeigten ebenfalls eine erhöhte Konzentration von O2
- und H2O2 im 

Gefäßsystem bei Ratten mit einer Salz-induzierten arteriellen Hypertonie und sahen 
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eine Beteiligung der reaktiven oxidativen Spezies bei der Pathogenese der arteriellen 

Hypertonie.88 Auch Yang et al. beobachteten bei spontan hypertensiven Ratten, dass 

ROS eine Schlüsselrolle in der Vasokonstriktion spielen. Eine mögliche Erklärung hier-

für sei die Reaktion der ROS mit NO, welches als Vasodilatator nicht weiter zur Verfü-

gung steht.89 Higashi et al. fanden auch bei Menschen mit einer renovaskulären Hyper-

tonie einen Zusammenhang zwischen erhöhtem oxidativem Stress im Gefäß und da-

durch verminderter Endothel-abhängiger Vasodilatation.90 

Lavi et al. wiesen einen lokal erhöhten oxidativen Stress bei unveränderter NO-

Produktion bei Patienten mit koronarer endothelialer Dysfunktion nach, indem unter 

anderem die Konzentrationen der Superoxiddismutase, Myeloperoxidase und 

Nitrotyrosin im Blut der Koronararterien bestimmt wurden.91 Kumar et al. untersuchten 

den oxidativen Stress und den antioxidativen Status im Blutplasma bei Patienten mit 

koronarer Herzkrankheit, indem die Höhe der Superoxiddismutase, Katalase und Vita-

min C, sowie ein Marker der Lipidperoxidation biochemisch bestimmt wurden. Vitamin 

C, die Superoxiddismutase und die Katalase zeigten sich bei den Patienten mit KHK 

gegenüber einer Kontrollgruppe vermindert, der Marker der Lipidperoxidation war er-

höht.92 Sheng et al. verwendeten ebenfalls den Fluoreszenzfarbstoff DAF-FM zur Be-

stimmung des NO-Gehalts bei Patienten mit erhöhtem Blutglucosegehalt. Der NO-

Spiegel der Endothelzellen war niedriger, stieg aber durch eine Behandlung der Patien-

ten mit Vitamin C und L-Sepiapertin/BH4 an. Der vermutete Wirkmechanismus beruht 

auf einer Reduzierung der reaktiven oxidativen Spezies. Diese Studien weisen auf ei-

nen engen Zusammenhang zwischen oxidativem Stress und kardiovaskulären Erkran-

kungen hin, allerdings ohne den oxidativen Stress direkt nachzuweisen. 

Es besteht auch die Möglichkeit, dass die verminderte Bioverfügbarkeit von NO bei 

einer endothelialen Dysfunktion aus einer eingeschränkten Aktivität der eNOS resul-

tiert. Sasser et al. untersuchten 2004 Endothelzellen von Ratten mit einer Salz-

induzierten Hypertonie und verglichen diese mit Wildtyp-Ratten. Die Phosphorylierung 

der eNOS am Serin 1179 war bei den hypertonen Ratten vermindert und passend dazu 

war auch das NO/cGMP Signal bei diesen Tieren reduziert. Dies lässt auf eine vermin-

derte Aktivität des Enzyms schließen.93 

Die Messungen zur Konzentration des Glutathionsspiegel sind aufgrund hoher Streu-

breiten innerhalb der Gruppen schwierig zu bewerten, es besteht allerdings die Ten-

denz, dass die Glutathion-Konzentration bei Patienten mit einer KHK erhöht ist (Abb. 

17 D). Die erhöhte Glutathion-Konzentration lässt sich auch auf der Basis der erhöhten 
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ROS-Spiegel in den Erythrozyten der KHK-Patienten möglicherweise als eine Art An-

passungsmechanismus an den dauerhaft erhöhten oxidativen Stress werten. Aber der 

Mechanismus dafür ist unklar. 

Blankenberg et al. berichteten 2003, dass die Aktivität der Glutathionperoxidase 1 in 

Erythrozyten eine Aussage über das Risiko eines drohenden kardiovaskulären Ereig-

nisses zuzulassen scheint.94 Bei Mäusen mit einem Glutathionperoxidase-1-Mangel ist 

die Bioverfügbarkeit von NO scheinbar vermindert.29 In arteriosklerotischen Plaques 

der A. carotis beim Menschen ist die Aktivität der Glutathionperoxidase 1 vermindert 

oder fehlt, was wiederum mit der Entwicklung von schweren Gefäßläsionen assoziiert 

zu sein scheint.95 Auf der Basis dieser Untersuchungen könnte die erhöhte Glutathion-

Konzentration auch wegen einer verminderten Aktivität der Glutathionperoxidase zu 

erklären sein. Die prozentuale Abnahme des TT-Signals nach der Behandlung der 

Erythrozyten war in der Gruppe der Patienten mit einer arteriellen Hypertonie oder ei-

ner KHK am niedrigsten, was auf eine verminderte Aktivität der Glutathionperoxidase 

schließen lässt. 

 

In den meisten Studien gab es die Schlussfolgerung, dass eine vermehrte ROS-

Bildung zu einer verminderten NO-Bioverfügbarkeit führt. Methodisch wurde zumeist 

ein indirekter Nachweis des oxidativen Stresses gewählt, indem die Höhe der 

antioxidativen Substanzen oder Isoprostane - ein Marker für die Lipidperoxidation und 

somit ein indirekter Marker für oxidativen Stress - gemessen wurde. In dieser Arbeit 

wird eine Methode vorgestellt, mit der der oxidative Status der Erythrozyten umfassend 

und direkt gemessen werden kann. Ähnlich wie bei den Endothelzellen scheinen 

kardiovaskuläre Krankheiten in Erythrozyten eine eNOS-Dysfunktion auszulösen. Zum 

einen ist die Aktivität und Expression der eNOS vermindert, welches eine verminderte 

NO-Produktion impliziert. Zum anderen haben die Untersuchungen ergeben, dass die 

Konzentration der ROS erhöht ist, was wiederum einen vermehrten Abbau von NO 

bedingt. Ein Kompensationsmechanismus des erhöhten oxidativen Stresses könnte 

eine vermehrte Produktion von Glutathion sein, es bleibt aber zu untersuchen ob die 

Konzentration evtl. wegen einer verminderten Aktivität der Glutathionperoxidase erhöht 

ist. Die erhöhten Konzentrationen von ROS könnten durch einen Abbau von NO zu der 

verminderten NO-Bioverfügbarkeit beitragen.  

 



62 

 

5.4.  Oxidativer Status und NO-Spiegel in Erythrozyten im Alter  

 

Die Erythrozyten der jungen, gesunden Probanden, die mit TT angefärbt worden sind, 

wiesen ein höheres Fluoreszenzsignal auf als die der älteren Kontrollgruppe (Abb. 21 

C). Dabei war der oxidative Stress - wie in den anderen Untersuchungen dargestellt 

(Abb. 21) - bei den jungen Probanden geringer als in der Kontrollgruppe. Die Erythro-

zyten von jungen, gesunden Personen haben somit eine höhere Konzentration an un-

verbrauchtem Glutathion zu Verfügung, um möglichen oxidativen Stress schnell abzu-

bauen. 

Die Erythrozyten der jungen, gesunden Probanden zeigen eine geringe Basisfluores-

zenz nach der Färbung mit DCF (Abb. 21 A). 

Verglichen mit den jungen, gesunden Probanden erwies sich das DAF-FM-Signal der 

gesunden, altersangepassten Probanden als signifikant höher (Abb. 21 B). 

Das Alter scheint Veränderungen in den Erythrozyten zu bewirken. Auffallend ist hier-

bei der erhöhte Level an oxidativem Stress. Auch das Glutathion als mögliches Sub-

strat zum Abbau von ROS ist im Alter niedriger. Bemerkenswert ist allerdings der signi-

fikant erhöhte Spiegel an NO in den Erythrozyten der alten, gesunden Probanden 

(Abb. 21 B).  

Die vermehrte Bildung von NO könnte einen Kompensationsmechanismus darstellen, 

wie die Erythrozyten der alten, gesunden Probanden versuchen die NO-

Bioverfügbarkeit trotz erhöhtem oxidativen Stress aufrecht zu erhalten. Dieser Mecha-

nismus bleibt allerdings noch näher zu untersuchen. 

 

5.5.  Einfluss  von  kardiovaskulären  Krankheiten  auf  die  

erythrozytäre Verformbarkeit  

 

Basierend auf dem Prinzip der Ektacytometrie kann die Verformbarkeit der Erythrozy-

ten gemessen werden. Die Verformbarkeit ist eine wesentliche Voraussetzung für die 

Mikrozirkulation, da die kleinsten Kapillaren um ein Vielfaches kleiner sind als die 

Erythrozyten selbst. Die Messung der erythrozytären Verformbarkeit mit einem laser-
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assisted optical rotational cell analyzer (LORCA) ist eine in der Literatur häufig ver-

wendete und evaluierte Methode. 

In den Untersuchungen der verschiedenen Probandengruppen ergab sich bei einem 

Scherstress von 1,73 Pa eine statistisch signifikante Verringerung der erythrozytären 

Verformbarkeit in der Gruppe der Hypertoniker (Abb. 20). Auch bei einem Scherstress 

von 2,68 Pa zeigte sich in der Gruppe der Hypertoniker eine verringerte Verformbar-

keit, diese war allerdings statistisch nicht signifikant.  

Die Arbeitsgruppe von Baskurt96 konnte durch die Messung der erythrozytären Ver-

formbarkeit unter Verwendung eines LORCAs die Abhängigkeit von der NO-

Konzentration nachweisen. Eine Inkubation der Erythrozyten mit einem NO-Inhibitor 

verminderte die Verformbarkeit, wohingegen die Inkubation mit einem NO-Donator die 

Verformbarkeit verbesserte. Auch eine Inhibition der Guanylat-Cyclase verminderte die 

Verformbarkeit.97 Die gleiche Arbeitsgruppe wies 2000 nach, dass eine chronische 

Inhibition der NOS bei Ratten nicht nur zu einer verminderten erythrozytären Verform-

barkeit und einer verstärkten Aggregation der Erythrozyten führte, sondern auch eine 

deutliche Steigerung des arteriellen Blutdrucks verursachte.98 Riquelme et al. unter-

suchten die Erythrozyten von Patienten mit einer arteriellen Hypertonie und eine Kont-

rollgruppe99. Der Verformbarkeitsindex der Erythrozyten von Patienten mit einer arteri-

ellen Hypertonie zeigte sich vermindert, allerdings waren die Werte statistisch nicht 

signifikant. 

 In den Untersuchungen dieser Arbeit zeigte sich eine signifikant verminderte Verform-

barkeit bei Patienten mit einer arteriellen Hypertonie (Abb. 20), so dass der Schluss 

nahe liegt, dass eine arterielle Hypertonie mit einer veränderten erythrozytären NO-

Bioverfügbarkeit einhergeht. Auch die Untersuchungen mittels Durchflusszytometrie 

(Abb. 17), die eine signifikant vermehrte ROS-Konzentration zeigten, welche durch 

eine Reaktion wiederum die NO-Konzentration senken können, legen diesen Zusam-

menhang nahe. 

Einen weiteren Hinweis auf die enge Verzahnung zwischen oxidativem Stress und der 

erythrozytären Verformbarkeit lieferten Baskurt et al. Die Arbeitsgruppe behandelte 

Erythrozyten mit dem Superoxidanion produzierenden System PMS und NADPH. Die 

intrazellulär erhöhte Konzentration von Superoxidanion bewirkte eine verminderte Ver-

formbarkeit. Dagegen bewirkte eine Erhöhung der extrazellulären Superoxidanion-

Konzentration vor allem Veränderungen bei der Aggregation der Erythrozyten.100  
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Eine arterielle Hypertonie scheint somit durch erhöhte Konzentrationen von ROS eine 

verminderte erythrozytäre Verformbarkeit auszulösen. 

 

5.6. Ausblick 

 

Bisher sah man bei kardiovaskulären Krankheiten vor allem die verminderte Bioverfüg-

barkeit von endothelial gebildetem NO als Ursache für die Entstehung und das Fort-

schreiten der Krankheit an. Eine verminderte Konzentration an NO führt unter anderem 

zu einer geringeren Verformbarkeit der Erythrozyten, wodurch Mikrozirkulationsstörun-

gen hervorgerufen werden können. Durch ein besseres Verständnis biochemischer 

Vorgänge gerade auch in Krankheitsprozessen können zielgerichtetere Therapien ein-

gesetzt werden. Es bleibt weiter zu untersuchen, inwiefern die veränderte Physiologie 

der Erythrozyten und die dadurch verminderte erythrozytäre NO-Produktion einen Ein-

fluss oder sogar eine Mitursache in der Entwicklung und dem Fortschreiten kardiovas-

kulärer Erkrankungen darstellen. 
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6. Zusammenfassung 

 

Die Entstehung und das Fortschreiten von KHK und anderen kardiovaskulären 

Erkrankungen sind unter anderem bedingt durch eine endotheliale Dysfunktion, 

wodurch die Bioverfügbarkeit von NO vermindert ist. Vor Kurzem wurde eine 

endotheliale NO-Synthase (eNOS) in Erythrozyten nachgewiesen, allerdings ist die 

physiologische Rolle der erythrozytären eNOS noch nicht bekannt. Mögliche Ursachen 

der verminderten NO-Bioverfügbarkeit können eine verminderte eNOS-Aktivität, ein 

erhöhter Abbau von NO durch ROS oder eine verminderte Expression der NOS sein. 

Das Ziel dieser Arbeit war, die Rolle der erythrozytären NOS sowie die 

Konzentrationen und den Einfluss von ROS auf die Funktion der Erythrozyten, 

insbesondere der erythrozytären Verformbarkeit zu untersuchen. Hierzu wurde eine 

Methode etabliert, bei der mittels verschiedener Fluoreszenzfarbstoffe gleichzeitig die 

NO- und ROS-Konzentrationen in Erythrozyten durch die Durchflusszytometrie 

gemessen werden können. Zudem wurde die Verformbarkeit und die Nitrit-

Konzentration der Erythrozyten bestimmt. Diese Untersuchungen wurden zum einen 

bei Patienten mit einer koronaren Herzkrankheit und/oder einer arteriellen Hypertonie 

bezogen auf eine altersangepasste, gesunde Kontrollgruppe und zum anderen im 

Mausmodell, bei eNOS-KO-Mäusen und Wildtyp-Mäusen angewandt. Die Ergebnisse 

zeigten, dass eine arterielle Hypertonie einhergeht mit einer erhöhten Konzentration an 

ROS und gleichzeitig verminderter erythrozytären Verformbarkeit. Patienten mit einer 

koronaren Herzkrankheit zeigten eine erhöhte Konzentration von O2
-. Die erhöhten 

Konzentrationen von ROS könnten durch einen Abbau von NO zu einer verminderten 

NO-Bioverfügbarkeit beitragen. Die genaue Pathologie der essentiellen Hypertonie 

bleibt allerdings weiterhin unklar, da nicht eruiert werden konnte ob die erhöhten 

Konzentrationen von ROS eine arterielle Hypertonie bedingen oder ob sie eine Folge 

der arteriellen Hypertonie darstellen. Bei den Untersuchungen im Mausmodell war die 

Konzentration von NO in den Erythrozyten der eNOS-KO-Mäuse im Vergleich zu 

Wildtyp-Mäusen signifikant niedriger. Der Glutathion-Gehalt der Erythrozyten der KO-

Mäuse war erhöht, aber bei Zugabe einer definierten Menge O2
- stieg der O2

--Spiegel 

der KO-Mäuse in höherem Maße an als dies bei den Wildtyp-Mäusen der Fall war. Die 

veränderte Glutathion-Konzentration könnte eine Art Kompensationsmechanismus 

darstellen, was aber noch weiter zu untersuchen bleibt. Die Expression der eNOS 
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scheint in jedem Fall eine sehr wichtige und tiefgreifende Rolle für die Funktion der 

Erythrozyten zu spielen. 



67 

 

7. Literaturverzeichnis 

                                                



68 

 

                                                                                                                                          



69 

 

                                                                                                                                          



70 

 

                                                                                                                                          



71 

 

                                                                                                                                          



72 

 

                                                                                                                                          



73 

 

                                                                                                                                          

82
 

 



74 

 

                                                                                                                                          



75 

 

                                                                                                                                          

8. Danksagung 

 

Herrn Prof. Dr. Kelm danke ich für die Überlassung des Themas und die Mögichkeit, 

selbstständig zu arbeiten. 

 

Frau Dr. rer. nat. M. Cortese-Krott danke ich für die Einarbeitung in das experimentelle 

Arbeiten und für ihre unermüdliche und hochmotivierte Betreuung sowohl bei der Pla-

nung und Durchführung der Experimente als auch während der Phase des Schreibens. 

 

Mein besonderer Dank gilt der gesamten Arbeitsgruppe des kardiologischen Labors, 

insbesondere Frau Sivatharsini Sivarajah und Frau Katharina Lysaja für die Unterstüt-

zung im Labor. 

 

Mein Dank gilt Herrn Dr. med. Roberto Sansone und Dorina Noske für die Unterstüt-

zung der klinischen Studien. 

 

Mein ganz besonderer Dank gilt meiner Familie, die mich auf meinem Weg immer un-

terstützt und an mich geglaubt hat. In inniger Verbundenheit widme ich ihr diese Arbeit. 

 

 

 

 

 

 



76 

 

                                                                                                                                          

 
 
 
 
Eidesstattliche Versicherung 
 
 
 
Ich versichere an Eides statt, dass die Dissertation selbstständig und ohne un-

zulässige fremde Hilfe erstellt und die hier vorgelegte Dissertation nicht von ei-

ner anderen Medizinischen Fakultät abgelehnt worden ist. 

 
Datum, Vor- und Nachname 
 
 
 
 

Unterschrift


