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In der letzten Zeit wird zunehmend die Bedeutung der Stickstoffmonoxid
(nitric oxide, NO)-Freisetzung aus den Erythrozyten fiir die Regulation der
GeféfSdurchblutung diskutiert. Nach der sogenannten ,S-Nitroso-Hamoglobin
Hypothese soll sich im oxygenierten Zustand von Himoglobin dessen Affinitat zu
NO schlagartig erhéhen. Wird Hamoglobin im Verlauf der Passage der Arteriolen
desoxygeniert, sinkt die NO-Affinitat von Hamoglobin wieder und NO wird aus
dem Erythrozyten freigesetzt. Hierdurch kdnnte eine Vasodilatation hervorgerufen
werden. In den letzten Jahren konnte gezeigt werden, dass die Erythrozyten
endotheliale Stickstoffmonoxid Synthase (endothelial nitric oxide synthase,
eNOS) enthalten, wie dies zuvor im Endothel beschrieben wurde. Es wird in
diesem Zusammenhang diskutiert, ob die in den Erythrozyten vorhandene eNOS
dhnlichen funktionellen Regulationsmechanismen unterliegt, wie das fiir die im
Endothel lokalisierte eNOS der Fall ist. Es konnte bereits gezeigt werden, dass
Insulin eine verstérkte Phosphorylierung der eNOS an der Aminosaure Serin1177
bewirkt und dass diese Phosphorylierung der eNOS mit einer verstirkten
Freisetzung von Nitrit einhergeht. Ahnliche Prozesse sind fiir das Endothel bereits
bekannt. Ob, wie bereits am Endothel beschrieben, eine Erthohung der Scherkréfte
eine Zunahme der eNOS-Aktivitét bewirken, muss weiter untersucht werden. In
einer unlangst publizierten Studie konnte gezeigt werden, dass Erythrozyten auch
aus Nitrit NO fiir die Vasodilatation freisetzen konnen. Eine Erhéhung der NO-
Freisetzung aus den Erythrozyten wird in Zusammenhang mit einer Verbesserung
der arterioldren Vasodilatation sowie der Erythrozytenflexibilitdt gebracht und
kénnte hierdurch dazu beitragen, die Mikrozirkulation auch unter kérperlicher
Aktivitét zu verbessern. In dieser Ubersicht soll zunéchst auf die verschiedenen
Hypothesen zur NO-Freisetzung aus den Erythrozyten eingegangen werden mit
einem besonderen Focus auf die Bedeutung der endothelialen eNOS Aktivierung
von Erythrozyten unter korperlicher Belastung.

Schliisselworter: Erythrozyten, Stickstoffmonoxid, eNOS, korperliche Aktivitat

Korperliche Aktivitat bewirkt tiber eine Aktivierung von neuro-
nalen, metabolischen und mechanischen Signalwegen, die den
Kontraktionszustand der Gefdfimuskulatur beeinflussen, eine ver-
besserte Regulation der Durchblutung (Ubersicht bei (1,2)). Auch
der Freisetzung von Stickstoffmonoxid (nitric oxide, NO) durch eine
Scherkraft- oder Rezeptor-abhédngige Aktivierung der endothelialen
Stickstoffmonoxid-Synthase (eNOS) im Endothel kommt unter kor-
perlicher Aktivitit zentrale Bedeutung zu. Kurzfristig (innerhalb von
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Recently, the relevance of nitric oxide (NO) release from erythrocytes for the re-
gulation of vascular blood flow has come under increasing discussion, especially
since it was demonstrated in past years that erythrocytes contain nitric oxide
synthase (eNOS). According to the so-called S-Nitroso-hemoglobin hypothesis
the NO-affinity of haemoglobin is increased in situations when haemoglobin is
oxygenated and vice versa. If haemoglobin is desoxygenated during the passage
of the arteriols, the NO-affinity of haemoglobin is decreased and NO will be re-
leased from the erythrocytes and may thus induce vasodilation. In the last years,
it has been shown that erythrocytes also contain endothelial nitric oxide (eNOS),
similar as has been described in the endothelial cells. There is an ongoing discus-
sion whether the activation mechanisms regarding erythrocyte eNOS are similar
to what has been described in the endothelial cells. It has been already described
that application of insulin results in an increased phosphorylation of eNOS at ami-
no acid serine 1177. In addition it was shown that insulin is able to induce a re-
lease of nitrite from the erythrocytes. Whether shear stress is going along with an
increased eNOS activation has to be further investigated. In a recent study it was
also shown that erythrocytes are also able to release NO from nitrite thus inducing
vasodilation. An increase of NO from the erythrocytes has been attributed to an
improvement of the arteriolic vasodilation and an increase in erythrocyte flexi-
bility. An increase in NO-release from the erythrocytes appears to be associated
with improvement in arteriolar vasodilation and erythrocyte flexibility. and could
contribute in this way to improvement of microcirculation in physical

exercise. This overview begins with the various hypotheses of NO-release from the
erythrocytes, with special focus on the relevance of endothelial eNOS activation of
erythrocytes in physical exercise.
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Minuten) kommt es unter kérperlicher Aktivitét zu einer Stimulati-
on der NO-Freisetzung aus dem Endothel und durch eine Relaxation
der glatten GefiafSmuskulatur zu einer Zunahme der Durchblutung.
Weiterhin bewirkt regelméfSige korperliche Aktivitat eine Erhchung
der eNOS-Proteinexpression, sodass ein, bezogen auf die Anfangs-
belastung, vergleichbarer korperlicher Belastungs-Stimulus in ei-
ner erhdhten endothelialen NO-Freisetzung resultiert. Langfristig
(sechs bis acht Monate und lédnger) induziert kérperliche Aktivitéat
vaskuldre Umbauprozesse, die die GefdfSwand betreffen und sich in
einer Vergréfierung des GefafSlumens wiederspiegeln. Hierdurch ist
die Durchblutung bereits unter Basalbedingungen erhdht, wodurch
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Zustand von Héamoglobin dessen
Affinitat zu NO schlagartig erhchen
(5,7). In diesem Zustand kann eine
kooperative Bindung von NO an Hé-
moglobin erfolgen. Wird Himoglobin
im Verlauf der Passage der Arteriolen

desoxygeniert, sinkt die NO-Affinitat unter hypoxischen Bedingungen.

Abbildung 1: Hypothetische Schemen zur NO-Freisetzung aus den Erythrozyten im Rahmen der Passage durch die Arteriolen

von Hdmoglobin wieder und NO wird
aus dem Erythrozyten freigesetzt und
kénnte somit durch Induktion einer
Vasodilatation dazu beitragen, die
Sauerstoffdiffusionsfliche dieser Ge-
fafe zu vergrofern. In Bezug auf die-
sen Mechanismus gilt zu beachten,
dass er sich insbesondere unter is-
chidmischen Situationen auswirkt, da
in dieser Situation auch die Arteriolen
von einem Sauerstoffmangel betrof-
fen sind. Unter normoxischen Bedin-
gungen scheint der Mechanismus fiir
die Relaxation von Arteriolen keine

A) S-Nitroso-Hamoglobin-Hypothese (modifiziert nach (5)). Im oxygenierten Zustand erhht sich die Affinitat von Himoglobin zu
NO. Uber ein Eisen-Nitrosylion kommt es zur Bildung von S-Nitroso-Hamoglobin. Der S-Nitroso-Hamoglobin Mechnismus wirkt
sich inshesondere unter ischamischen Situationen aus, da in dieser Situation auch die Arteriolen von einem Sauerstoffmangel
betroffen sind. Unter normoxischen Bedingungen scheint der Mechanismus fiir die Relaxation von Arteriolen keine Bedeutung
zu haben. Diese Hypothese beriicksichtigt nicht die Diffussionswege von NO in der Zelle bzw. zu den benachbarten Zellen.

B) Hdmoglobin als Nitritreduktase (14). Bei der Passage durch die Arteriolen diffundiert Sauerstoff aus den Erythrozyten in die
Peripherie. Die frei werdenden Ligandenstellen des Hamoglobins kdnnen mit Nitrit eine Bindung eingehen. Mit zunehmender
Deoxygenierung bildet Hamoglobin ein Intermediarprodukt in dem Nitrit in stabiler Form beibehalten werden kann ohne eine In-
teraktion mit Himoglobin einzugehen. In der vollstandig desoxygenierten Form verandert Himoglobin seine Konformation in die
T-Variante. Hierdurch verandert sich die Lokalisation von Hamoglobin, es verandert seine Lage an die Erythrozytenmembran.

In der desoxygenierten Form verliert Himoglobin die Affinitat zu NO und NO kann direkt vom auBeren Rand der Erythrozyten in
das Endothel zw. Die darunterliegende glatte Musulatur diffundieren und hier eine Vasorelaxation auslosen. Auch hier kénnen
hypoxische Bedingungen wie sie auch im Zusammenhang mit kérperlicher Aktivitat beschrieben werden besonders effektiv zur
Dilatation der Arteriolen beitragen.

() eNOS- und Xanthin-Oxidase-Reduktase-induzierte NO-Freisetzung (20). Unter hypoxischen Bedingungen kann es unter
zunachst normalen intrazelluldren pH-Werten in Ergénzung zu dem unter A) und B) beschriebenen Mechanismen zu einer
zusétzlichen Freisetzung von NO aus Nitrit durch die eNOS kommen. Fallt im Verlauf der Hypoxie der intrazelluldre pH-Wert ab,

Bedeutung zu haben (vgl. Abb.1A).

In einer unléngst publizierten
Studie konnte gezeigt werden, dass Erythrozyten auch aus Nitrit NO
fur die Vasodilatation freisetzen kénnen (14). Voraussetzung hierfiir
ist jedoch, dass Nitrit nicht direkt durch die hohen Konzentrationen
an Hamoglobin abgebaut wird. Es wird angenommen, dass die Ery-
throzyten mit Eintritt in die Arteriolen beginnen Sauerstoff abzuge-
ben, Hédmoglobin aber in dieser Situation noch seine fiir Sauerstoff
hochaffine R-Formation beibehélt (vgl. Abb.1B). Die Folge ist, dass
das Hamoglobin-Molekiil Untereinheiten ohne Sauerstoff-Liganden
hat, die mit Nitrit in Form eines stabilen Intermediarproduktes reagie-
ren kénnen. Wenn im Verlauf der weiteren Passage der Erythrozyten
durch die Mikrozirkulation immer mehr Sauerstoff vom Hamoglobin
abdissoziiert verformt sich die Quartérstruktur von Hamoglobin in
den T-Status (niedrig NO-affin), woraufhin NO aus dem Intermedié-
rprodukt freigesetzt wird. Weil Himoglobin im T-Status eine hohere
Affinitdt zur Erythrozytenmembran hat, ist die Wahrscheinlichkeit
sehr grof3, dass ein Teil des freigesetzten NO nicht mit Himoglobin
reagiert, sondern aus dem Erythrozyten in die Umgebung diffundiert.
Dieser Mechanismus weist Ahnlichkeiten zur S-Nitroso-Hamoglobin-
Hypothese auf und ist, &hnlich wie dieser, in hypoxischen Situationen
bzw. in Situationen mit einem Abfall des intrazelluldren pH-Wertes
von Bedeutung (4,13,19).
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so kommt es durch die Xanthin-Oxidase-Reduktase zur NO-Bildung.

Andere Untersuchungen zeigen, dass eine erhohte ATP-Frei-
setzung aus den Erythrozyten parallel zur Sauerstoffabgabe in
Situationen von einem erniedrigtem Sauerstoffpartialdruck eine
NO-Freisetzung aus dem Endothel stimuliert (17). Dadurch wére
eine direkte Kopplung der NO-Freisetzung an die metabolischen
Bediirfnisse des Muskels méglich. Auch hierbei handelt es sich
um einen kurzfristigen, d.h. innerhalb von wenigen Minuten akti-
vierbaren Prozess. In diesem Zusammenhang konnte auch gezeigt
werden, dass eine Erh6hung der Scherkrifte zu einer Erh6hung der
ATP-Freisetzung aus den Erythrozyten im Lungenkreislauf fiihrt,
wodurch der Widerstand in den Pulmonalgeféfien herabgesetzt
werden kann (16). Es kann davon ausgegangen werden, dass auch
bei korperlicher Aktivitat die Erhdhung der ATP-Freisetzung aus
den Erythrozyten fiir die Vasorelaxation eine Rolle spielt, zumal ge-
zeigt worden ist, dass es unter korperlicher Aktivitat zu einem An-
stieg der ATP-Konzentration im Plasma kommt (3). Einschrankend
muss jedoch festgehalten werden, dass eine Erhdhung der Plasma-
laktat-Konzentration, wie sie im Zusammenhang mit korperlicher
Aktivitdt zu erwarten wiére, der erythrozytaren ATP-Freisetzung
entgegenwirkt (15).
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Veroffentlichungen in den letzten Jahren haben gezeigt, dass auch
in Erythrozyten das eNOS-Protein exprimiert ist (9,11). Es stellt
sich daher die Frage, ob die in den Erythrozyten vorhandene eNOS
ahnlichen funktionellen Regulationsmechanismen unterliegt, wie
das fiir die im Endothel lokalisierte eNOS der Fall ist (s.o.). Klein-
bongard und Mitarbeiter (11) konnten zeigen, dass es unter Zugabe
von Insulin zu einer verstarkten Phosphorylierung der eNOS an der
Aminosdure Serin1177 kommt und dass diese Phosphorylierung
der eNOS mit einer verstérkten Freisetzung von Nitrit einhergeht
(11). Dies bedeutet, dass Insulin in der Lage ist, an Erythrozyten,
ahnlich wie bereits am Endothel beschrieben (Ubersicht bei (10))
die eNOS zu aktivieren und eine Freisetzung von NO in den Ery-
throzyten zu induzieren.

Ob, wie bereits am Endothel beschrieben, eine Erhéhung der
Scherkréafte eine Zunahme der eNOS-Aktivitdt bewirken, muss wei-
ter untersucht werden. Erste eigene Untersuchungen deuten an,
dass korperliche Aktivitit zu Verdnderungen der erythrozytédren
eNOS-Aktivitit fithren (18).

Kiirzlich wurde beschrieben, dass die erythrozytdre eNOS
auch aus Nitrit NO freisetzen kann (20). Es wird davon ausge-
gangen, dass die NO-Freisetzung aus Nitrit als Konkurrenzreakti-
on neben der NO-Freisetzung aus Arginin ablduft und dass diese
Reaktion unter hypoxischen Bedingungen bei physiologischen pH-
Werten ablduft. Kommt es jedoch unter Hypoxie zu einem Abfall
des intrazelluldren pH-Wertes, dann kommt es zu einer verstérkten
Nitritreduktion durch die Xanthinoxidase-Reduktase (20). Es wird
davon ausgegangen, dass die eNOS- bzw. Xanthinoxidase Redukta-
se abhdngige NO-Bildung in den Erythrozyten die Desoxy-abhan-
gige Nitrit-Reduktion erganzt (Abb.1C).

In diesem Zusammenhang stellt sich die Frage nach der funk-
tionellen Bedeutung der erythrozytaren NO-Freisetzung. Kleinbon-
gard und Mitarbeiter (11) konnten zeigen, dass eine Aktivierung
der eNOS zu einer Erhéhung der Erythrozytenflexibilitat beitrégt.
Dies bedeutet, dass die Passage der Erythrozyten insbesondere
durch die Gefiaf3e der Mikrozirkulation verbessert ware. Hier miis-
sen weitere Untersuchungen abgewartet werden. Dennoch kann
angenommen werden, dass die Freisetzung von NO in den Eryth-
rozyten die Flexibilitdt der Erythrozyten erhéht und dadurch dazu
beitragt, den Blutfluss in der Mikrozirkulation zu verbessern. Die-
ser Aspekt ist insbesondere im Hinblick auf den Einfluss von kor-
perlichem Training auf die NO-Freisetzung in den Erythrozyten in-
teressant. Ein NO-vermittelter Anstieg der Erythrozytenflexibilitédt
vermindert die Blutviskositét und konnte dadurch dazu beitragen,
die Muskelperfusion zu verbessern.

Erythrozyten kommt nicht nur eine Bedeutung als reine Sauerstoff-
Transportzellen zu, sondern sie sind auch in der Lage, insbesondere
in hypoxischen Situationen durch Desoxy-Hédmoglobin, ATP-Syn-
these, eNOS- oder Xanthin-Oxidase-Reduktase-Aktivierung NO zu
produzieren. Neben einer Vasodilatation bewirkt die erythrozytére
NO-Bildung méglicherweise eine Erhéhung der Erythrozyten-Fle-
xibilitat. Diese beiden Mechanismen konnten dazu beitragen, den
Blutfluss durch die Mikrozirkulation zu verbessern. Ob dies auch
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eine Bedeutung unter korperlicher Belastung spielt muss in weiter-
fithrenden Experimenten gezeigt werden.
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