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1. Einleitung

1.1. Erythrozytenverformbarkeit — Die Notwendigkeit

Das Blut setzt sich zusammen aus dem Blutplasma und den Blutzellen, also den
Leukozyten und Thrombozyten und Erythrozyten. Die Erythrozyten haben einen
Durchmesser von etwa 7,5 um bei einem Volumen von ca. 90 um3. (29) Durch den
menschlichen Korper flieRen etwa 4-6 Liter Blut durch die BlutgefdlR3e. An die Arterien,
die das Blut vom Herzen in den Korper transportieren, schlief3t sich das mikrovaskulare
Gefal3system an, welches aus Arteriolen, Kapillaren und Venolen besteht (10). Die
Letztgenannten minden in den Venen ein, durch welche das Blut zurlick zum Herzen
transportiert wird. Der Durchmesser der kleinsten Kapillaren betragt lediglich 4-5 um,
weshalb die Erythrozyten mit ihrem durchschnittichen Durchmesser von 7,5 pum

verformbar sein missen, um diese passieren zu kdnnen (10, 70).

Der ublichen Beschreibung, Erythrozyten hatten die Form einer bikonkaven Scheibe,
widersprach Weinstein, da diese Aussage nicht die physiologische Umgebung der
Erythrozyten bericksichtige, welche im Fluss des Blutes in den Gefal3en eine Vielzahl
an Formen bieten und es somit einen stabilen Zustand der bikonkaven Scheibe quasi
nicht gabe (61). Abhangig von der Geschwindigkeit, mit der die Zelle durch die
Kapillare flie3t, verandert sich die bikonvex scheibenférmige Form des Erythrozyten
Uber eine achsensymmetrische Fallschirmform bis hin zu einer kugeligen
asymptotischen Form (23, 70, 81, 82).

1.2. Stickstoffmonoxid — Produktion und Funktion des lebenswichtigen

Regulationsmolekiils

Eine Familie von Stickstoffmonoxid-Synthasen (NOS) fuhrt zur Bildung des
korpereigenen Stickstoffmonoxid (NO) (42) durch Katalyse der Umwandlung von L-

Arginin und molekularem Sauerstoff zu L-Citrullin und NO (42).

L-Arginin * 02 L-Citrullin + NO

Abbildung 1: Darstellung der Reaktionsformel der NO-Entstehung nach Beschreibung durch Kleinbongard
et al. (42)

(9]



NO wird fir verschiedene Regulationsprozesse im menschlichen Korper bendétigt,
weshalb sich Isoformen der NO-Synthasen in zahlreichen Geweben finden lassen. So
gibt es eine neuronale NO-Synthase (nNOS) (58), eine induzierbare NO-Synthase
(iNOS) in Zellen der Immunabwehr, wie beispielsweise Makrophagen (51, 58), die
endotheliale NO-Synthase (eNOS) (58) und die erst kurzlich entdeckte erythrozytare
NO-Synthase (RBC-NOS) (42).

Die wohl wichtigste Funktion des NO als signalvermittelndes Molekdl ist die
Vasodilatation durch seine relaxierende Wirkung auf die glatte Muskulatur der
Arterienwand (36). Des Weiteren inhibiert es die Aktivierung von Thrombozyten und
verhindert somit die Entstehung von Thrombosen (14, 49). Neuronal fungiert das NO
unter anderem als Neurotransmitter, wahrend es in den Zellen der Immunabwehr eine
entscheidende Rolle bei der Bekdmpfung von Infektionen und Entziindungen spielt (14,
56).

NO ist ein Molekil, welches essentielle Funktionen in unserem Korper reguliert,
aktiviert und/oder inhibiert. Die bedeutsamste Rolle spielt NO durch seine Wirkung auf
den Gefalitonus und die Thrombozyten vor allem in der Entstehung beziehungsweise
Therapie vaskularer Pathologien wie Bluthochdruck, Angina pectoris (47),
Arteriosklerose (42) oder Thrombosen (49).

1.3. RBC-NOS

Die ersten Hinweise auf eine selbststdndige NO-Produktion durch die Erythrozyten
fanden 1996 Jubelin et al.. Sie untersuchten verschiedene Zelltypen auf das
Vorhandensein der NOS-Isoformen. Sie fanden NOS-Unterformen in endothelialen
Zellen, neuronalen Zellen und Leukozyten, und zu ihrer Uberraschung auch in

Erythrozyten, woraus sie auf eine erythrozytare NO-Produktion schlossen. (39)

Zunachst konnten jedoch keine Hinweise auf eine Funktionalitat im Sinne der Katalyse
einer NO-Synthese der RBC-NOS gefunden werden (40). Doch schlie3lich konnte
durch Kleinbongard et al. der Nachweis der Lokalisation und Funktion der
erythrozytaren NO-Synthase erbracht werden (42). Durch eine Reihe von
laborchemischen Methoden wie Western Blot und Immunfluoreszenzmikroskpie konnte
die RBC-NOS sowohl im Zytoplasma, als auch auf der Innenseite der Plasmamembran
der Erythrozyten nachgewiesen werden. Ein Nachweis der Funktionalitit der RBC-
NOS erfolgte durch die quantitative Messung der Substrate und Endprodukte der NO-
Synthese, die Messung der Konversion von L-Arginin zu L-Citrullin und NO. Es konnte

eine Aktivitdt nachgewiesen werden, die vergleichbar ist zur endothelialen NO-
[10]



Synthase, wenn auch in deutlich geringerem Ausmalf. (42) Die Aktivitat der RBC-NOS
wurde von Cortese et al. bestéatigt, die noch einmal herausstellten, dass es sich bei der
erythrozytdaren NO-Synthase vor allem um die ,klassischen eNOS* (25) handelt,
welche in Abhangigkeit von Ca?" und Calmodulin die Konversion von L-Arginin zu L-

Citrullin und NO katalysiert.

1.4. Der Einfluss von NO auf die Erythrozytenflexibilitat

Schon lange vor Entdeckung der funktionellen Aktivitat der NO-Synthase gab es
Untersuchungen zum Einfluss von NO auf die Erythrozytenflexibilitat. Starzyk et al.
fanden eine deutliche Steigerung der Verformbarkeit durch NO und Prostazykline (73).
Durch Bor-Kucukatay et al. konnte gezeigt werden, dass NO-Inhibitoren die
Verformbarkeit drastisch senken. Dieser Effekt konnte jedoch durch gleichzeitige
Zugabe von L-Arginin abgepuffert werden. Im Kontrast dazu, konnte die Flexibilitat
durch NO-Donoren gesteigert werden. Einen Nachweis der RBC-NOS-Aktivitat gab es
zu diesem Zeitpunkt noch nicht, bisher war man davon ausgegangen, dass die
Erythrozyten nur dem NO anderer Zellen vor allem aus Endothelzellen und
Makrophagen ausgesetzt seien, doch auch durch Bor-Kucukatay et al. wurde die
Vermutung aufgestellt, dass die Erythrozyten eigenstandig NO produzieren kénnen.
(11)

Die Beeinflussung der Flexibilitat durch NO konnte mit Nachweis der aktiven
erythrozytdren NO-Produktion in neuem Licht gesehen werden. Kleinbongard et al.
wiesen in ihren Experimenten zum Nachweis einer Funktionalitdt der RBC-NOS
ebenfalls eine deutliche Minderung der Verformbarkeit durch NO-Inhibition nach, sowie

ex vivo eine Steigerung der Verformbarkeit durch Zufligen von L-Arginin (42).

Die Verformbarkeit der Erythrozyten wird also durch die Produktion von NO einer

erythrozytdren NO-Synthase reguliert.

1.5. Das Zytoskelett - anatomische Voraussetzung fur die Verformbarkeit

Das erythrozytare Zytoskelett besteht groRtenteils aus Spektrin, einem filamentdsen
Protein, welches ein intrazytoplasmatisches Netzwerk ausbildet, an das sich andere

zytoplasmatische Proteine binden kdnnen (17).

[11]



Durch Grau et al. konnte erstmal ex vivo gezeigt werden, dass die mdglichen
Zielmolekile des RBC-NOS-produzierten NOs die Spektrine sind. Durch Stimulation
der RBC-NOS konnte eine vermehrte S-Nitrosylierung der alpha- und beta-Einheiten
des Spektrins nachgewiesen und eine dadurch verbesserte Erythrozytenflexibilitéat
gemessen werden. Das Zielprotein des intraerythrozytar produzierten NO scheint also
das Spektrin, zu sein, wodurch die Erythrozyten dann verstarkt verformbar werden.
(34)

1.6. Die Requlation der RBC-NOS-Aktivitat

Die Regulation der NOS-Aktivitat ist noch nicht vollkommen erforscht. Wie bereits
beschrieben, stellten Cortese et al. fest, dass die erythrozytdre NOS der endothelialen
NOS sehr dhnlich ist (25). Dies legt nahe, dass auch die Regulation &hnlich zur eNOS
verlauft. Es gibt dabei einige vergleichbare Mechanismen, allerdings auch sehr
Unterschiedliche (42, 58). Eine Besonderheit der Erythrozyten ist, dass sie kernlose
Zellen sind, denen dariiber hinaus auch die Mitochondrien und weitere Zellorganellen,
wie das endoplasmatische Retikulum und der Golgi-Apparat, fehlen (12, 58). Deshalb
kann die Regulation der NOS nicht identisch ablaufen, da bei der eNOS-Regulation
das endoplasmatische Retikulum sowie der Golgi-Apparat eingebunden sind (58).

Eine Theorie der Regulation ist die Folgende von Ozuyaman et al.: In seiner inaktiven
Form liegt die RBS-NOS an caveolin-1/flotillin gebunden an der Innenseite der
Plasmamembran. Beim Einstrom in die Zelle bindet Ca?* an Calmodulin. Calmodulin ist
ein Calcium-Bindeprotein, welches Zielproteine durch Konformations&nderungen
aktivieren kann (37). Der Ca?*-Calmodulin-Komplex bindet die RBC-NOS, deren
Bindung an die Membran verliert sich und RBC-NOS wird im Zytoplasma katalytisch
aktiv, zusatzlich stabilisiert durch Bindung an HSP90. HSP9O ist ein erythrozytares
Hitzeschockprotein, welches die unersetzbaren Proteine in den Erythrozyten stabilisiert
und vor aufleren Einflissen schiitzt (35). Durch eine Reduktion des intrazellularen Ca?
wird die Bindung von RBC-NOS an Calmodulin geschwacht und die NOS wieder an

caveolin-1/flotillin in die Plasmamembran eingebaut. (58)

Eine weitere Theorie ist die Regulation der NO-Produktion durch Acetylcholin.
Carvalho et al. zeigten, dass durch Inkubation von Erythrozyten in Acetylcholin und
Cholin eine deutliche Steigerung des NO-Gehaltes der Erythrozyten induziert werden
kann (16). Mesquita et al. konnten ebenfalls eine Steigerung der Erythrozytenflexibilitat

durch Acetylcholin nachweisen (53). Durch die Bindung an membransténdige

[12]



Acetylcholin-Rezeptoren konnte eine G-Protein-vermittelte Enzymkaskade in den
Erythrozyten aktiviert werden, durch die die RBC-NOS aktiviert wirde (16, 58).

SchlieBlich gibt es noch die Theorie Uber einen dritten Regulationsweg, Uber
Phosphorylierung der RBS-NOS durch einen Phosphatidylinositol-3-OH-Kinase/Akt-
Weg (PISK-AKT-Weg). Dieser wurde von Dimmeler et al. fur die endotheliale NOS
beschrieben. In der Studie konnte durch Inhibition des PI3K-Akt-Weges und Mutation
der Akt-Bindungsstelle der eNOS eine verminderte eNOS-Aktivitat nachgewiesen
werden. Es kann also darauf geschlossen werden, dass Uber die Posphatidylinositol-3-
OH-Kinase die Proteinkinase Akt aktiviert wird, welche wiederum die NO-Synthase an
spezifischen Bindungsstellen  phosphoryliert und  somit  aktiviert. Die
Phosphroylierungsstelle an der eNOS ist hierbei das Serin'’’- (26) Durch eine
Messung des eNOS-Serin''’” kann dementsprechend auch eine Aktivitatsbestimmung

der NO-Synthase erfolgen.

Zur Verdeutlichung der verschiedenen Wege hier eine Abbildung aus dem Review von

Ozuyamam et al.(58):

[13]
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Abbildung 2 nach Ozuyaman et. al. aus dem Artikel ,RBC NOS: regulatory mechanisms and therapeutic
aspects”: Darstellung der verschiedenen Aktivierungswege der RBC-NOS und des weiteren Ablaufs

innerhalb des Erythrozyten. (58)

Nach Darlegung der Theorien der Regulation, soll im folgenden Abschnitt die
Aktivierung und Beeinflussbarkeit dieser Mechanismen erlautert werden. Die
Regulation der Erythrozytenflexibilitdét wird durch einige intra- und extrazellulare
Faktoren beeinflusst, unter anderem durch die intrazellulare Calciumkonzentration (4,
83), die intrazellulare Arginin-Verfugbarkeit (42), durch das Verhdltnis von
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Zelloberflache zu Zellinhalt (6), die Zytoplasma-Viskositat (6) und durch Scherstress
(83). Die Abhangigkeit von diesen Faktoren bezeichnet Kleinbongard et al. als
,Feintun(ing) ihnrer NO-Produktion® (42).

Wie bereits beschrieben, besteht Blut aus einer Reihe geformter, fester Teilchen in
Plasma und fliel3t in verschieden groRen GefaRen. Durch die festen Bestandteile
verringert sich die Fluiditdt des Blutes, die Zellen machen das Blut viskds (19). Die
Viskositat ihrerseits beeinflusst wiederum die Scherspannung, ein héherer Anteil fester
Teilchen und somit eine hohere Viskositat erhéhen die Scherspannung (19). Durch die
Spannung, die beim Fluss der Erythrozyten durch das Einwirken tangentialer Krafte
entsteht, verformen sich die Erythrozyten (83). Durch die Scherkraft werden einerseits
die zellularen Ca?*-Kanale geoffnet (58), andererseits wird Uiber cGMP der PI3K-AKT-
Pfad der Serin''’’-Phosphorylierung aktiviert (64). So fuhrt die Scherkraft Uber zwei
Wege zu einer vermehrten Aktivitéat der eNOS.

Kleinbongard et al. stellten auf Grundlage ihren Untersuchungen zur Aktivitdt der RBC-
NOS die These auf, dass die Erythrozyten die NOS unter anderem durch die
Regulation der Verfugbarkeit von L-Arginin steuern, da in vitro eine erhdhte NOS-
Aktivitat nach L-Arginin-Zugabe zu sehen war (42).

1.7. Pathologien und der Einfluss auf die Erythrozytenflexibilitéat

Bei diversen Erkrankungen wurde eine Verringerung der Erythrozytenflexibilitat
festgestellt, so beispielsweise bei Sichelzellandmie (20), Malaria (55), bei Hypertonie
(22, 59), koronarer Herzkrankheit (25, 41) und weiteren Erkrankungsbilder der inneren
Medizin (21). Vor allem jedoch wurde eine Anderung der Verformbarkeit auch bei
Diabetes Mellitus erwiesen (3, 41, 63). Schwartz et al. wiesen bei Diabetikern eine
Reduktion der Verformbarkeit um 5-23% nach (63), wahrend Tillmann et al. zeigten,
dass diese Reduktion vor allem von den metabolischen Konditionen des (in der
vorliegenden Studie Typ-1-)Diabetikers abhangig ist (80). Einige der Griinde hierflr
fassten Shin et al. in ihrer Arbeit Gber die Variation der Erythrozytenverformbarkeit bei
Diabetes mellitus zusammen: erhéhter oxidativer Stress der Zellen, Veranderungen der
Membranlipide, Glykosylierung von Membranproteinen und Verdnderungen des
empfindlichen lonengleichgewichts intra- und extrazelluléar bei Diabetikern (65).

Jiang et al. fanden heraus, dass beim Typ-2-Diabetes das Enzym Arginase
hochreguliert wird, welches mit der RBC-NOS um das Substrat L-Arginin konkurriert

und somit die NO-Produktion und die Flexibilitat verringert (38).
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Des Weiteren kénnte die Insulinresistenz fir die verringerte NO-Produktion
verantwortlich sein, da der PI3K-Akt-Kinase-Weg, welcher unter anderem die RBC-
NOS induziert, insulinabhangig aktiviert wird (79).

Die Glykosylierung sowie die oxidative Schadigung der Membranproteinen [3-Spektrin
und Ankyrin reduziert die Verformbarkeit des Zytoskeletts (63).

Es gibt Hinweise darauf, dass eben diese Veranderungen des Metabolismus der
Erythrozyten und der Fliel3eigenschaften des Blutes, einen Einfluss auf den Verlauf
des Diabetes Typ 2 und seine Folgeerkrankungen, wie beispielsweise die Angiopathie,
haben (38, 60).

1.8. Diabetes Mellitus Typ 2 und die angiopathischen Folgeerkrankungen

In Deutschland sind etwa 7-8 % der erwachsenen Bevdélkerung an einem Diabetes
Mellitus Typ 2 erkrankt, das sind 6 Millionen Menschen. Dabei zeigt sich die Inzidenz
der letzten Jahre steigend.(27) Der Diabetes Mellitus Typ 2 ist eine multifaktorielle
Erkrankung, die auf Grund einer Insulinresistenz zu Hyperglykamie fuhrt (43). Infolge
der Insulinresistenz, chronisch metabolischer Stérungen und erhdhtem oxidativem
Stress durch die Hyperglykdmie kommt es vor allem zu endothelialer Dysfunktion und
hamatorheologischen Stdrungen (43, 45, 46). Diese Storungen flihren zu weiteren

Komplikationen und Folgeerkrankungen des Diabetes.

Die endotheliale Dysfunktion, auch Mikroangiopathie genannt, zeichnet sich durch eine
reduzierte NO-Produktion des Endothels aus. Durch Hyperglykdmie und oxidativen
Stress kommt es im Plasma zu erh6hten Spiegeln von asymmetrischem
Dimethylarginin (ADMA), einem endogen produzierten Inhibitor der eNOS (36). Durch
den Mangel an NO, das an den GefaRen als Vasodilatator wirkt, kbnnen die Gefalie
den Tonus nicht adaquat regulieren. Es kommt zu einer veranderten Hamatorheologie
auf deren Grundlage Arteriosklerose und Thrombosen entstehen. Es besteht ein
erhohtes Risiko fur Schlaganfalle und Herzinfarkte. Weitere Folgeerkrankungen sind
diabetische Nephropathie, Neuropathie und Retinopathie. (27, 43)

Die angiopathischen Komplikationen und der Diabetes Mellitus Typ 2 sind eng
miteinander verbunden, sodass es Uberlegungen gibt, ob der Typ 2 Diabetes nicht
primar eine kardiovaskulare Erkrankung mit Hyperglykdmie als Symptom ist (36). So
produzierten Duplain et al. genetisch verdnderte Mause, die keine funktionsféhige
eNOS besallen. In Folge entwickelten sich Insulinresistenz, Hyperlipidamie und
Bluthochdruck. (28) Des Weiteren wurde ein Genpolymorphismus am eNOS-Gen

nachgewiesen, der mit Hypertension assoziiert ist (54).
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Entscheidend ist es den Diabetes mellitus als Multisystemerkrankung in all seinen
Krankheitsaspekten zu betrachten und zu behandeln (36) und sich nicht ausschlieBlich
auf die Hyperglykamie zu konzentrieren. Was diese Studien auf jeden Fall aufzeigen ist
die Bedeutung der eNOS-Funktion bei der Therapie des Diabetes. Auch wenn die
dargelegten Studien ihren Fokus hauptsachlich auf die endotheliale NOS legen, so
scheinen doch auch in einigen zuvor beschriebenen Studien zu beweisen, dass
ebenfalls die RBC-NOS von der Funktionseinschrénkung betroffen ist (63, 80). Auch
dies hat wohl hdmatorrheologische Konsequenzen und sollte deshalb in mdglichen

Therapieformen bedacht werden.

1.9. Die Bedeutung einer erniedrigten Erythrozytenflexibilitat fir Diabetiker

Wie bereits beschrieben, missen die Erythrozyten verformbar sein, um durch die
kleinsten Kapillaren gelangen zu koénnen (70). Daraus lasst sich folgern, dass eine
reduzierte Verformbarkeit den Blutfluss stort. Cabrales et al. konnten in einer Studie zu
gelagerten Bluttransfusionen nachweisen, dass es bei Erythrozyten mit reduzierter
Flexibilitdt nicht nur zu einem erschwerten Blutfluss, sondern ebenfalls zu einer
verminderten Sauerstoffaufnahme in der Lunge und Sauerstoffabgabe im Gewebe
bekommt. Die Verformbarkeit scheint also ebenfalls Auswirkungen auf die

Sauerstoffbindung der Erythrozyten zu haben (15).

Nun ist natirlich eine schlechtere Durchblutung und Sauerstoffversorgung des
Gewebes beim Typ 2 Diabetiker, der sowieso ein groRes Risiko fir eine
Mikroangiopathie hat (45), pradisponierend fir weitere angiopathische Schaden, wie
eine diabetische Retinopathie mit Neovaskularisation oder einen diabetischen Ful3. Auf
Grund dessen ist das Thema der Erythrozytenflexibilitat von grof3er Bedeutung fir die
Therapie des Diabetes Mellitus Typ 2.

1.10. Sport und sein Einfluss auf die Erythrozytenflexibilitét

Die bisherigen Studien zum Einfluss von Sport auf die Erythrozytenflexibilitat lassen
darauf schlieBen, dass Sport auf jeden Fall einen Einfluss hat. Die Verformbarkeit

verandert sich allerdings in Abhangigkeit von der Intensitat positiv oder negativ.

Eine von Suhr et al. 2009 durchgefuhrte Studie, bei der Profisportler ein intensivstes

zweitdgiges  Trainingsprogramm  absolvierten,  erbrachte eine  erniedrigte

Erythrozytenflexibilitat im  direkten  Anschluss an das Training. Durch

immunhistochemische Untersuchungen konnte eine verminderte Phosphorylierung der
[17]



RBC-NOS am Serin!!’” nachgewiesen werden, was auf eine verminderte Aktivitat der
RBC-NOS schlieRen lasst. Hochst intensives Training scheint also einen unmittelbaren

negativen Einfluss auf die Erythrozytenflexibilitat zu haben. (75)

Bei einem moderaten Training hingegen konnte eine Erhdhung der
Erythrozytenflexibilitat festgestellt werden. Nach einem einstiindigen Laufbandtraining
konnte eine erhohte Phosphorylierung der erythrozytaren NO-Synthase am Serin*!’’
nachgewiesen werden, ebenso wie ein erhdhter NO-Gehalt innerhalb der Erythrozyten
und eine verbesserte Verformbarkeit. Suhr et al. schlossen auf Grund dieser
Ergebnisse darauf, dass durch trainingsbedingten Scherstress die RBC-NOS iber den
PI3K/Akt-Weg aktiviert wird, was zu einer erhéhten Erythrozytenflexibilitat fihrt und
somit zu einem verbesserten peripheren Sauerstoffangebot, da die Erythrozyten

leichter durch die kleinsten Kapillaren gelangen. (74)

Die erythrozytare NO-Synthase scheint auch in diesem Aspekt der endothelialen NO-
Synthase zu ahneln, da auch diese durch trainingsinduzierten Scherstress eine

vermehrte Phosphorylierung der eNOS am Serin!!’? zeigt (7).

DarlUber hinaus gab es einige Studien zu regelmafligem Sporttraining bei chronischen
Erkrankungen. So konnte durch ein zehnwodchiges Ausdauerprogramm bei Probanden
mit COPD eine deutliche Steigerung der Erythrozytenflexibilitat erreicht werden (1). Bei
Typ 2 Diabetikern hingegen flihrte ein dreimonatiges Ausdauertraining in einer
ebenfalls an der Deutschen Sporthochschule durchgefiihrten Studie nicht zu
Veranderungen der Erythrozytenflexibilitat (3). In anderen Studien wurde sogar eher
eine Reduktion der Verformbarkeit bei Typ-2-Diabetikern nach Ausdauertraining

nachgewiesen (44, 69).

Nicht nur auf die Erythrozyten scheint sich kdrperliche Aktivitat in ihrer NO-Produktion
auszuwirken, auch der NO-Gehalt und die iINOS-Aktivitat von Neutrophilen und
Lymphozyten andert sich signifikant durch intensive korperliche Belastung, wie Sureda

et al. herausfinden konnten (76).

Sport, bzw. der daraus resultierende verstarkte Scherstress, scheint also einen grof3en
Einfluss auf die Aktivitdt der NO-Synthasen zu haben, der wohl vor allem von der
Intensitat der korperlichen Anstrengung abzuhdngen scheint (74-76). Fur Diabetiker

konnte jedoch bislang keine Verbesserung durch Ausdauersport gezeigt werden (3).
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1.11. Fragestellung und Ziel der Studie

Die durchgefiihrte Studie untersucht den Einfluss eines dreimonatigen
Ausdauertrainings auf die Erythrozytenflexibilitat, sowie die eNOS-Ser'!’’-

Phosphorylierung und den NO Gehalt von adipdsen Typ-2-Diabetikern.

Wie oben angefihrt kommt der reduzierten Erythrozytenflexibilitdt beim Diabetiker eine
besondere Bedeutung als zuséatzlicher vaskularer Risikofaktor zu (15, 45). Aus diesem
Grund ist es wichtig, mdgliche Therapieoptionen zur Verbesserung der
Erythrozytenflexibilitat zu erforschen.

Wie einige Studien schon zeigen konnten, kann die Erythrozytenflexibilitdét durch
moderates Ausdauertraining verbessert werden (1, 74). Bisher konnte dies allerdings

nicht fir Diabetiker nachgewiesen werden (3, 44, 69).

Auf Grund der zahlreichen positiven Ergebnisse unter Training gingen wir jedoch in
unserer Studie von der Hypothese aus, dass sich die Erythrozytenflexibilitdt unserer
Probanden durch das dreimonatige moderate Ausdauertraining verbessert. Wir gingen
davon aus, dass sowohl das RBC-NOS-Aktivierung tber Serin!'’’-Phosphorylierung

ansteigt, als auch das intrazellulare NO.

Die Studie fuhrten wir durch, um Sport als mogliche Therapiemethode einer
reduzierten Erythrozytenflexibilitat beim Typ-2-Diabetiker zu Uberprifen. Sport ist eine
wichtige Therapiesaule in der Behandlung des Diabetes, unter anderem auch im
Disease Management Programm. Es wirkt sich positiv auf die Hyperglykdamie und
Insulinresistenz aus, sowie auch auf die kardiovaskularen Komplikationen (24, 62).
Deshalb ist es relevant, zu erforschen, ob Sport auch diesen Aspekt der diabetischen

Komplikationen positiv beeinflussen kann.

Diese Arbeit fand eingebettet im Rahmen einer Studie statt, in welcher einerseits der
Einfluss von Training auf die Flexibilitat der Gesamtmenge an Erythrozyten
untersuchte, andererseits den Einfluss auf die nach Alter aufgetrennten
Erythrozyten(13).
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2. Material und Methoden

2.1. Studiendesign

Das Protokoll des Forschungsprojektes wurde vor der Durchfihrung einem
entsprechend konstituierten Ethikkomitee der Deutschen Sporthochschule Kdin

vorgelegt. Eine schriftliche Einverstandniserklarung aller Probanden lag vor.

Nach einer arztlichen Untersuchung wurden 17 mannliche Typ-2-Diabetiker im
durchschnittlichen Alter von 60 Jahren (£ 9 Jahre) in die Studie eingefiihrt. Alle
Teilnehmer nahmen an einem dreimonatigen Ausdauertraining teil. Vor sowie nach
dieser Intervention wurde vendses und kapillares Nichternblut abgenommen. Dies
geschah nach einer mindestens 12-stiindigen Nuichternheit Uber Nacht und vor
Einnahme der Medikamente am frihen Morgen. Des Weiteren wurde die kérperliche
Leistungsfahigkeit durch eine Fahrrad-Spiroergometrie sowohl pré-interventionell als
auch post-interventionell getestet Im Rahmen dieser wurde ebenfalls kapillares Blut
aus dem Lobulus auriculae entnommen. In einem Fragebogen zum Ende der Studie
bestatigten die Probanden, dass sie, wie vor der Studie instruiert, ihre

Essgewohnheiten wahrend der Intervention nicht geandert hatten.

2.2. Probanden

Alle Probanden wurden mit Hilfe einer Zeitungsanzeige rekrutiert. Gesucht wurden
mannliche Probanden mit einem nicht-insulinabhdngigem Diabetes Mellitus Typ 2
(Nuchternserumglukose: 186 + 84 mg/dl, Plasma HbAlc: 7,6 £ 2,2 %) und Adipositas
(BMI: 34 + 4 kg/m?3). Zu Beginn der Studie flllten die Patienten einen Fragebogen aus,
in welchem sie diese Angaben bestétigten. Sie gaben auRerdem weitere Erkrankungen
und die regelmalige Einnahme von Medikamenten an, bestatigten, dass Sie nicht
unter Erkrankungen leiden, welche ein Ausdauertraining zu riskant erscheinen lassen
und schlossen Infektionskrankheiten wie HIV und Hepatitis aus. Des Weiteren wurde
eine korperliche Untersuchung durchgefiihrt, welche die Messung von Grolie, Gewicht
und Bauchumfang, sowie ein Ruhe-EKG beinhaltete. Die Dauer des diagnostizierten
Diabetes gaben die Probanden selbst mit durchschnittich 5 £ 5 Jahren an. Sie
bestatigten, dass sie nicht unter Folgeerkrankungen des Diabetes Mellitus leiden,
dementsprechend keine diabetische Nephropathie, Neuropathie, Retinopathie oder
andere kardiovaskularen Komplikationen bekannt seien. Ausgenommen wurde ein
[20]



eingestellter Hypertonus der bei 12 der 17 Probanden bekannt war. Einige Probanden

wiesen zum Zeitpunkt der Studie eine positive Medikamentenanamnese auf:

- 11 Probanden nahmen orale Antidiabetika ein
- 12 Probanden nahmen Antihypertensiva ein

- 2 Probanden nahmen antihyperlipidamische bzw.

Medikamente ein

- 6 Manner nahmen andere Medikamente ein

cholesterinsenkende

Die Probanden bestétigten im Fragebogen, dass sie in den letzten drei Jahren vor

Ankindigung der Studie nicht regelmaf3ig Sport betrieben hatten.

2.2.1. Anthropometrische Daten der Probanden

Im Folgenden sind die anthropometrischen Daten der Patienten zum Zeitpunkt TO,

etwa einen Monat vor T1, dem eigentlichen Beginn der Studie, tabellarisch dargestellt

(Abbildung 3). Die morphometrischen Daten wurden im Rahmen einer kérperlichen

Untersuchung erhoben. Die Blutfettwerte und Blutzuckerparameter wurden mittels der

ersten Nichternblutabnahme bestimmt (Abbildung 4). In Zusammenschau der Befunde

lasst sich, mit einem durchschnittlichen BMI von 33,8, einem Durchschnits-HbA1C von

7,8 und deutlich erhthten Fettwerten, eindeutig das Bild adiposer Typ-2-Diabetiker

bestatigen.

Morphometrische Daten

Alter GroRe in | Gewicht BMI
m in kg

61 1,77 89,1 28,44
63 1,71 117,7 40,25
50 1,79 137,6 42,94
75 1,74 100,0 33,03
48 1,86 114,0 32,95
52 1,85 140,0 40,91
57 1,76 114,60 37,00
51 1,77 108,5 34,63
64 1,68 90,0 31,89
74 1,80 99,2 30,62
56 1,73 101,3 33,85
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58 1,72 85,7 28,97
74 1,81 102,4 31,26
65 1,76 89,8 28,99
53 1,73 100,9 33,71
65 1,81 113,3 34,58
54 1,7 88,1 29,78
MW 1,8 105,4 33,8
STA 0,0 16,1 4,3

Abbildung 3: Morphometrische Daten der Probanden vor Studienbeginn

Lipidwerte Blutzuckerwerte
Cholesterin Triglyceride HDL | LDL Blutzucker Insulin HOMA- HbAlc
(Serum) Index (Plasma)
MW | 218,8 198,5 44,2 | 157,5 | 194,5 20,6 8,9 7,8
STA | 39,2 79,8 7,0 |33,3 |939 9,2 3,2 1,8

Abbildung 4: durchschnittliche Fett- und Blutzuckerwerte der Probanden vor Studienbeginn

2.3. Trainingsintervention

Das Training wurde drei Monate lang unter der Aufsicht professioneller Trainer der
Deutschen Sporthochschule durchgefiihrt. Die Probanden trainierten an drei nicht
aufeinanderfolgenden Tagen pro Woche. Die Trainingsintensitat wurde kontinuierlich
gesteigert, von 20 Minuten Belastung in der ersten Woche auf bis zu 50 Minuten ab der
siebten Woche konstant bis zum Ende der Intervention, zuzuglich jeweils 5 Minuten
Warm-up und Cool-down. Die Probanden wechselten nach der Halfte eines jeweiligen
Trainings zwischen einem Fahrradergometer und einem elliptischem Cross-Trainer
(Technogym, Neu-Isenburg, Deutschland). Die Intensitat der Ausdauerbelastung wurde
individuell adaptiert an 70-80% der maximalen Herzfrequenz, welche in der zuvor

durchgefuhrten Spiroergometrie ermittelt wurde.
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Abbildung 5 und 6: Fitnessgerate fir das dreimonatige Ausdauertraining der Probanden

2.4. Leistungsuberprifung

Zu den Untersuchungszeitpunkten TO (1-2 Monat vor Beginn des Trainings), T1
(Kontrolluntersuchung unmittelbar vor Beginn der Intervention) und T2 (nach der
Intervention) wurde auf einem aufrechten EKG-gekoppeltem Fahrradergometer
(Ergoline, Bitz, Deutschland) mit einem externen ,ZAN 600 USB*“ System (nSpire
Health, Longmont, Colorado, USA), welches die respiratorischen Gase misst, eine
Leistungsuberprifung durch  Spiroergometrie  durchgefihrt.  Mit  folgenden
Abbruchkriterien wurden die Probanden bis zu ihrem Maximum getestet: muskulare
Erschopfung, Angina pectoris, Ischdmiezeichen im EKG, Blasse, Zyanose, Arrhythmie,
respiratorische Insuffizienz, Hypertonie (systolischer Druck > 250 mmHg oder
diastolischer Druck > 115 mmHg), geistige Verwirrung, Schwindel oder
Koordinationsprobleme. Der Ablauf erfolgte nach dem WHO-Stufenschema: gestartet
wurde mit 25W Widerstand und die Intensitat alle zwei Minuten um 25W erhgoht. Die
Probanden wurden immer zur selben Tageszeit getestet und instruiert 24 Stunden vor

der Spiroergometrie keine erschdpfenden Aktivitaten zu betreiben.

Zu diesen Leistungsuberprifungen wurde vor der Belastung und direkt im Anschluss
an die Belastung Kapillarblut fir die Messung der Erythrozytenflexibilitdit aus dem

Lobulus Auriculae entnommen.

Des Weiteren fanden zu den Untersuchungszeitpunkten T1 und T2 gesondert

Nuchternblutabnahmen von vendsem und kapillarem Blut statt.
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2.5. Blutprobenaufbereitung

Das Kapillarblut aus dem Lobulus auriculae wurde mittels Lanzette und
Kapillarréhrchen gewonnen. Die 20 pl Kapillarblut aus dem Kapillarrohrchen wurden im
Anschluss in 5ml Polyvinylpyrrolidone-Losung (PVP, Viskositat 28,7 bzw. 32,5)
pipettiert.

Das venose Nichternblut wurde aus der Vena mediana cubiti der Probanden
gewonnen und in Heparin Vacutainern (BD, Franklin Lakes, New Jersey, USA)

antikoaguliert. Es wurden 16ml Blut entnommen.

Fur die RBC-Immunfixierung wurden 500 ul Vollblut in ein Eppendorf-Reaktionsgefald
mit 500 pl vorgefertigter PFA Ldsung pipettiert und wie spater beschrieben

weiterverarbeitet

Zur Messung der Verformbarkeit wurden 20 upl in 5ml Polyvinylpyrrolidone-Lésung
(PVP, Viskositat 28,7 bzw. 32,5) pipettiert.

Der Rest des Heparin Vacutainers wurde bei 4°C und 300 rcf eine Minute lang
zentrifugiert. Anschlielend wurde der Plasmaiberstand aufgenommen und in einem
Reaktionsgefald gesammelt. 400 ul RBC Pellet vom Boden des Vacutainers wurden in
100 ul Stabilisierungslésung pipettiert und gevortextet Beide Proben wurden
unmittelbar bei -80 °C bis zur weiteren Verarbeitung und Messung des Nitritgehaltes

eingefroren.

Nach 20-minitiger Inkubation wurden die Proben fir die RBC-Immunfixierung drei
Minuten bei 100 rcf und Raumtemperatur zentrifugiert. Der Plasmaliberstand wurde
verworfen und 1000 pl 0,1 mol PBS hinzugeflgt. Die Probe wurde geschwenkt und drei
bis finf Minuten gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation (drei Minuten, 100 rcf,
Raumtemperatur) und Abnahme des Uberstandes wurden 500 ul PBS hinzugefiigt. Im
Anschluss wurden Blutausstriche der Proben angefertigt. 10 pl der Probe wurden auf
einen Objekttrager gegeben und ausgestrichen und anschlieRend hitzefixiert. Pro

Proband wurden zehn Objekttrager angefertigt.

2.6. Messung der Erythrozytenflexibilitét

Die Messungen der Verformbarkeit wurden jeweils noch am Tag der Blutabnahme
durchgefihrt. Wie bereits beschrieben wurden 20 ul des Bluts in ein PVP R6hrchen
pipettiert. In dieser Loésung wurde die Erythrozytenflexibilitdt mittels einer Laser-

Diffraktions-Analyse durch einen Laser Optical Rotational Red Cell Analyzer
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(LORRCA, RR Mechatronics, Hoorn, Niederlande) gemessen. Das Gerat ist
verbunden mit einem Computer, auf dem die zugehtrige Software LORRCA

Elongation (Academic Medical Center, Amsterdam) aufgespielt ist.

Abbildung 7: Lorrca Messapparat mit dem zugehérigen Softwareprogramm bei einer Messung

Um einen inneren Zylinder (Bob) befindet sich ein auBerer Zylinder (Cup). In den
engen Zwischenraum werden fir die Messung 1000 pl der PVP-LOsung mit Blut
gegeben. Es ist darauf zu achten, dass keine Luftblasen entstehen, da diese die
Messung verfalschen konnten. Die Haube des Gerats wird fiur die Messung
geschlossen, um auf3ere Storeinflisse zu vermeiden. Mit Starten der Messung heizt
sich das Geréat nun auf 37 +-0,1 °C auf, damit es in etwa der Kérpertemperatur und die

Messung demnach physiologischen Verhaltnissen entspricht.

Im Innern des Gerates passiert nun Folgendes: die Zylinder rotieren umeinander,
wodurch  Scherkréafte auf die  Erythrozyten wirken. Je schneller die
Rotationsgeschwindigkeit umso héher die wirkenden Scherkréfte. Ein Laserstrahl wird
auf die Erythrozyten gelenkt und dadurch einer Diffraktion ausgesetzt. Die Beugung

wird von einer Kamera gefilmt. Das Diffraktionsmuster entspricht dem Ausmal3 der
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Erythrozytendeformitéat. In normaler Form sind die Erythrozyten rund, wahrend sie sich

bei Scherstress elliptisch deformieren kdnnen.

Abbildung 8: Innerer Aufbau des Messgeréats

Der Computer berechnet nun die Erythrozytendeformitatskurve indem er den
Elongationsindex, welcher die Deformitat der Erythrozyten angibt, gegen den Druck in

Pascal auftragt. Die definierten Druckstufen, die gemessen werden, sind:

0,03 Pa; 0.57 Pa; 1,08 Pa; 2,04 Pa; 3,87 Pa; 7,34 Pa; 13,92 Pa; 26,38 Pa und 50,00
Pa.

Der Elongationsindex errechnet sich folgendermal3en:
El = (L-B) / (L+B)
Hierbei stellt L die Lange und B die Breite des Diffraktionsmusters dar.

Nachdem eine Probe gemessen wurde, wurde sie abgesaugt und der Zwischenraum
zwischen Bob und Cup drei Mal mit 1000 pl destilliertem Wasser gespult, damit die
folgende Messung nicht durch Erythrozyten der letzten Probe verfalscht wurde.

Fur die Auswertung der Ergebnisse wurden die Elongationsindices zu den jeweiligen
Druckstufen in eine Excel Tabelle tbertragen. Es wurde ein Mittelwert mit zugehériger
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Standardabweichung aller Probanden zur jeweiligen Druckstufe ermittelt und die
verschiedenen Untersuchungszeitpunkte TO, T1 und T2, sowie die Ergebnisse aus
arteriellem und kapillarem Blut und vor und nach der Spiroergometrie miteinander
verglichen. Mittels des Programms Graph Pad Prism 6 (Graph Pad Inc., San Diego,
USA) wurden die Daten in non-lineare Michaelis-Menten-Kurven umgewandelt, welche
die Vergleichswerte Elna, der Elongationsindex unter maximal vorstellbarem
Scherstress, sowie SS %, der Scherstress, der aufgebracht werden muss, um die

Halfte des maximalen Elongationsindex zu erreichen, ergaben (5).

2.7. Immunhistochemie an Erythrozyten

Die Objekttrager wurden zum Zweck der Studie mit folgenden Antikérpern gefarbt:
Anti-eNOS-Serin!!’’-Antikorper  (abcam, Cambridge, GroRbritannien), einem
polyklonalen rabbit-Antikorper in der Verdinnung 1:200, und Anti-eNOS-Antikorper
(BD, Franklin Lakes, USA), in der Verdinnung 1:700. Im Folgenden wird nun das
Protokoll zur Immunhistochemie an Erythrozyten dargelegt, nach welchem die
Objekttrager gefarbt wurden.

Auf den hitzefixierten Objekttragern wurden mittels Fettstift ein Hauptfeld und ein
Kontrollfeld markiert. Die Objekttrager wurden zunachst zwei mal zwei Minuten mit
TBS Losung gespllt und anschlieBend mit 0,1 % Trypsin fir 30min bei 37°C im
Brutschrank gelagert, um die Erythrozytenmembran permeabel zu machen. Mit
Leitungswasser wurde die Reaktion gestoppt und erneut drei mal zwei Minuten mit

TBS gewaschen.

Eine Methanolldsung im Verhdltnis 4000 pg Methanol, 900 ul H,O und 100 pl H20;
wurde unter dem Abzug frisch angesetzt und zur Hemmung der endogenen
Peroxidase auf die Objekttrager pipettiert. Die Objekttrager wurden 30 Minuten
abgedeckt bei Raumtemperatur ruhen gelassen und anschlielend drei mal zwei

Minuten mit TBS gespilt.

Im Folgenden wurde 3%iges in TBS geldstes Milchpulver fur 30 Minuten auf die
Objekttrager gegeben, um ein Hintergrundrauschen durch die Blockierung einer
unspezifischen Antikdrperbindung zu vermindern. Ohne erneutes Waschen wurde der
erste Antikérper (eNOS- bzw. eNOS-Serin''’’-Antikérper) in der entsprechenden
Verdinnung mit 0,3%igem Milchpulver und 0,03%igem Tween20 auf die Testflachen
gegeben, wahrend auf die Kontrollflache lediglich 0,3%iges Milchpulver pipettiert

wurde. 30 Minuten wurden die Objekttrager so abgedeckt ruhen gelassen.
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Nach dreimaligem Waschen mit TBS wurde fur weitere 30 Minuten 3%iges Normales
Goat Serum (NGS) in TBS aufgetragen. Im Anschluss wurde, ohne Waschen, der 2.
Antikérper (Dako, Hamburg, Deutschland), ein polyklonaler goat anti-rabbit-Antikérper,
in TGS gelost (Verdinnung 1:400) aufgetragen und fir 30 Minuten abgedeckt

einwirken gelassen.

Der Objekttrager wurde erneut mit TBS gespult und fir 30 Minuten mit Horseradish-
Peroxidase-Komplex (HRP) in TBS (Verdinnung 1:400) benetzt.

Nachdem der Objekttrager erneut drei mal zwei Minuten mit TBS gespult wurde, wurde
die DAB-Farbung angesetzt. Hierfir wurden in mengenangepasstem Verhaltnis 15 ml
PBS (0,1M), 300 pl Glukose, 150 pl NH* und 300 pl NiSO* gemischt, anschlieBend
150 ul Diaminobenzidin (DAB) hinzugefigt und zum Schluss 50 pl Glukoseoxidase
zum Reaktionsstart dazugegeben. Die Losung wurde filtriert und auf die Objekttrager
pipettiert. Zwischenzeitlich wurde die Farbung der Objekttrdger mehrfach unter dem
Mikroskop beurteilt. Der Anti-eNOS!"’-Antikorper wurde fiur 12:56,78 Minuten, der
Anti-eNOS-Antikorper fur 15:21,88 Minuten mit DAB geféarbt und anschlieend drei Mal
mit TBS gesplilt.

Zuletzt wurden die Objekttrager durch Eintauchen in einer Alkoholreihe (70%, 96%,
100%, Xylol fur jeweils 5 sec) entwassert und mit Entellan auf den Objekttragern mit

Deckglasern eingedeckt.

2.7.1. Auswertung der Immunhistochemieféarbung

An einem Lichtmiskroskop (,Axiophot‘, Zeiss, Jena, Deutschland) wurden die
Erythrozyten in 400-facher VergréRerung beurteilt und ausgewertet Die markierten
Felder wurden durchsucht und anschlieBend pro Hauptfeld 100 Erythrozyten aus
mindestens 4 Bildausschnitten und pro Kontrollfeld 50 Erythrozyten aus
mindestens 2 Ausschnitten ausgewertet Das Bild des Mikroskops wurde mittels
einer Kamera (,3CCD" Sony, Japan) und der KS300 Software (Zeiss, Jena,
Deutschland) auf den Computer Ubertragen und eingefroren. Mit Hilfe des
Programms ImageJ (National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA) wurde
nun die immunhistochemische Farbung der Erythrozyten analysiert. Die
Farbintensitat wurde in Graustufen ausgegeben. Zundchst wurde an mindestens
drei Stellen des Ausschnitts der Hintergrund vermessen, dessen Grauwert 220+5

betragen sollte. Mit dem Werkzeug ,oval selection” konnten die Erythrozyten
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umschlossen und anschlieBend durch die Messung von Graustufen

densitrometrisch vermessen werden.

Die ermittelten Grauwerte der Erythrozyten wurden in eine Tabelle unter Microsoft
Excel eingetragen, ein Graustufenmittelwert gebildet und von diesem die Graustufe
des Hintergrundes subtrahiert, sodass man alleinig die Farbintensitat der
Erythrozyten erhielt. Hohe Werte bedeuten eine hohe Farbintensitat, niedrigere
eine geringe Anfarbung. Dies wurde jeweils fir das Hauptfeld und das Kontrollfeld

jedes Objekttragers berechnet und schlief3lich zum Vergleich wiederum subtrahiert.

Aus allen Patientenhauptfeldern, sowie allen Kontrollfeldern, wurden nun wiederum

Mittelwerte und Standardabweichungen errechnet

2.8. Gasphasen-Chemielumineszenzdetektion von Stickstoffmonoxid in RBC

und Plasma

Die Messung des Nitritgehaltes der Erythrozyten und des Plasmas wurden mittels
Gasphasen-Chemielumineszenzdetektion (CLD) 88e (EcoPhysics, Duernten, Schweiz)
durchgefuhrt. Dieses Verfahren misst sowohl freies NO, als auch seine Abbau- und

Speicherformen.

Das Verfahren beruht auf einer Reaktion von NO mit Ozon. Bei dieser Reaktion
entsteht angeregtes Stickstoffdioxid, welches bei Rickkehr in seinen Grundzustand

Energie in Form von Lichtquanten abgibt. Die Reaktion sieht folgendermafen aus:
NO + O3> NO>* + O,
NO>* = NO> + hv

Das ausgesendete Licht wird mittels Lichtdetektor aufgenommen und als elektrisches
Signal weitergeleitet an einen Recorder und von dort aus an einen angeschlossenen

Computer.

Der CLD vorgeschaltet ist ein Reaktionssystem. Dieses besteht aus einer
Reaktionskammer mit umgebendem Warmwasserbad (60°C). Im Reaktionssystem
befinden sich unterschiedliche Reaktionsldsungen fur die Freisetzung von NO aus
bestimmten Geweben. So wird fir RBC eine oxidative Reaktionsldsung benutzt,
wahrend fur Plasma eine reduktive Reaktionslosung verwendet wird. Das NO wird
mittels des Tragergases Helium, welches tber eine Membran in die Kammer einstromt,
durch eine gekihlte Kammer weiter transportiert und tUber eine NaOH-Falle, welche

andere enthaltende Stoffe abfangen sollen, in die CLD geleitet
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Abbildung 9: Reaktionskammer und Kaltekammer Abbildung 10: NaOH-Falle

Abbildung 11: vorgeschaltetes System mit Computer und CLD am rechten Bildrand

Die bei -80°C eingefrorenen Proben wurden zundchst aufgetaut. Die CLD wurde
eingeschaltet, da sie zunéchst alle Temperatur- und Drucksollwerte erreichen musste.
Nachdem dies geschehen ist, wurden alle anderen Gerate eingeschaltet und die 1M
NaOH Losung der NaOH Falle gewechselt. Die Gasflasche wurde auf einem Druck von
0,5 Bar aufgedreht. Das Reaktionsgefa3 wurde zu Beginn, sowie nach Messung von
jeweils 6 Proben, mit destilliertem Wasser, Isopropanol und erneut destilliertem Wasser
durchgespult. Diese Reinigung geschah ebenfalls nach jeder Probe mit der
Hamiltonspritze. Die Reaktionslésung wurde eingefillt und alle Schlauche verbunden.

Jede Messung begann zunadchst mit der Messung einer Eichreihe, bestehend aus
dreifachen Messungen 0 nM, 50 nM, 100 nM, 150 nM und 200 nM NitritstammI&sung in
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PBS/NaCl. Anschliel3end konnten die Proben gemessen werden, ebenfalls je drei Mal

pro Probe.

Nach Beenden der Messung wurde das System ausgeschaltet und gereinigt.

2.8.1. Auswertung der CLD

Ausgewertet wurde die CLD des RBC- und Plasmanitritgehaltes mittels der
Analysensoftware ,PowerChrom®. Das Programm misst die Flache unter den jeweiligen
Peaks. Es wurden zunéchst die Eichreihen gemessen und eine Eichkurve erstellt, in
der die Konzentration gegen die Flache unter den Peaks aufgetragen wurde. Durch die
Software Origin 7.0 konnten weitere Berechnungen angestellt werden. Es wurden
Tabellen angelegt, Mittelwerte, Standardabweichungen und Variationskoeffizienten

berechnet

2.9. Statistik

Die angegebenen Werte sind dargestellt als Mittelwert = Standardabweichung. Fur die
Hypothesentestung haben wir nicht-parametrische Tests verwendet, da die Daten zum
Teil nicht symmetrisch verteilt sind und nicht einer Normalverteilung entsprechen. Zum
Vergleich der Daten zwischen Post-Training und Pra-Training wurde der Wilcoxon-Test

verwendet Wir legten ein Signifikanzniveau von 0,05 zugrunde.
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3. Ergebnisse

3.1. Vergleich der vendsen Erythrozytenflexibilitit pra- und post-

interventionell

Das Ziel der Messung der Erythrozytenflexibilitat mittels LORRCA war zunéchst zu
untersuchen, ob das drei-monatige Ausdauertraining bei den adipésen Typ-2-
Diabetikern Einfluss auf die Verformbarkeit der Erythrozyten hat. Die
Erythrozytenflexibilitat wurde vor, sowie nach dem drei-monatigem Ausdauertraining

vends nuchtern gemessen.

Zum Vergleich der Werte wurden verschiedene Parameter zur Beurteilung der
Verformbarkeit herangezogen. Zundchst zeigt Abbildung 12 die Mittelwerte der
Elongationsindices aller Probanden unter definiertem Scherstress (Pa).

durchschnittliche Elongationswerte und Standardabweichung unter
definiertem Scherstress (Pa) pra- und postinterventionell
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Scherstress (Pa)

o
wu
o
o

Elongationsindices

mTl mT2

Abbildung 12: Mittlere Elongationswerte der Probanden unter definiertem Scherstress pra- vs. post-

interventionell

Man sieht hier keine wesentlichen Veranderungen, insbesondere keine Verbesserung
der Verformbarkeit nach dem Ausdauertraining.
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Abbildung 13 und 14 stellen die Mittelwerte der maximalen Elongationsindices (Elmax)
sowie des SS %2 Wertes dar, welcher angibt, welchen Scherstress man bendétigt um die

Halfte des maximalen Elongationswertes zu erreichen.

Mittelwerte der El,,,, im vendsen Blut zum Vergleich pra- und post-

interventionell
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Abbildung 13 und 14: Mittelwerte der Elmax und SS %2 im venésen Blut zum Vergleich pré- und post-
interventionell.
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Der maximale Elongationswert vor Beginn der Intervention betrug 0,573 und nach
Absolvieren des dreimonatigen Trainings 0,564. Elnax und SS Y, beides
aussagekraftige Parameter zur Beurteilung der Verformbarkeit, zeigen keine

Verbesserung der Verformbarkeit nach dem dreimonatigen Ausdauertraining an.

Die Ergebnisse zeigen, dass sich die Verformbarkeit durch das hier durchgefiihrte
moderate Ausdauertraining pra- zu post-interventionell bei den adiposen Typ-2-

Diabetikern nicht signifikant andert.

3.2. Graustufenwerte der RBC-NOS Total

Die Graustufenwerte der Immunhistochemiefarbungen der RBC-NOS veranderten sich
durch das Ausdauertraining nicht signifikant (Abbildung 20). Es konnten von 17 Proben
9 ausgewertet und beriicksichtigt werden. Der Mittelwert der Graustufen betragt pra-
interventionell 3,80 +- 3,53 und post-interventionell 5,64 +- 3,71. Die Ergebnisse zeigen

keine signifikanten Veranderungen durch die Intervention.

Die Abbildungen 15-6 zeigten Fotos der Erythrozyten nach Anfarbung. Aus diesen

Fotos wurden mittels des Programms ImageJ die Graustufen ermittelt.
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Abbildungen 15 und 16: Fotos der RBC-NOS-Total-Farbung pra (oben) und post (unten)
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Abbildung 17 gibt die durchschnittlichen Graustufenwerte der einzelnen Probanden vor
und nach der Intervention wieder. Es lasst sich insgesamt keine Tendenz einer

Anderung der Graustufenwerte erkennen.

Immunhistochemische Farbung Total-RBC-NOS

= = =
» ()] (o] o N D

Graustufen (Arbirary Grey Value)

N

P1 P8 P12 P13 P15 P18 P19 P20 P22

Probanden

ETl mT2

Abbildung 17: Graustufenwerte der Erythrozyten nach immunhistochemischer Anfarbung der RBC-NOS.

Abbildung 18 zeigt die Mittelwerte der Graustufenwerte aller Probanden pra- und post-

interventionell, zur Verdeutlichung, dass es keine signifikante Anderung gibt.

(36]



Mittelwerte und Standardabweichung der Graustufenwerte der RBC-
NOS-Farbung

=
o

Graustufen (Arbitary Grey Value)
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Abbildung 18: Mittelwert und Standardabweichung der Graustufenwerte der immunhistochemischen RBC-
NOS-Farbung aller Probanden.

3.3.  Fehlende trainingsinduzierte Erhthung der RBC-NOS-Serin'’’-
Phosphorylierung

Die immunhistochemischen Farbungen der phosphorylierten RBC-NOS-Serin!’’ ergab
ebenfalls keine signifikanten Unterschiede der Graustufen im Vergleich vor zu nach der
Trainingsintervention. Die Farbung konnte bei 11 von 17 Probanden beurteilt und in die

statistischen Berechnungen mit einbezogen werden.

Die Abbildungen 19 und 20 zeigt Fotos der immunhistochemisch gefarbten

Erythrozyten unter dem Mikroskop, welche in die Berechnungen miteingingen.
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Abbildungen 19 und 20: Fotos der Erythrozyten nach Anfarbung der RBC-NOS-Serin'’? pra- (oben) und
post- (unten) interventionell
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Abbildung 21 zeigt die Graustufenwerte aller Probanden vor und nach der Intervention.
In Abbildung 22 wird der Mittelwert der Graustufenwerte aller Probanden vor und nach

dem Ausdauertraining vergleichend dargestellt.

Graustufen der RBC-NOS-Serin'!’’-Farbung
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Abbildung 21: Graustufenwerte der Erythrozyten nach immunhistochemischer Farbung der RBC-NOS-

Serin177
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Mittelwerte und Standardabweichung der Graustufenwerte der RBC-
NOS-Serin1177-Farbung

10

Graustufen (Arbitary Grey Value)
(9]

ET1l mT2

Abbildung 22: Darstellung der Mittelwerte und Standardabweichung der Graustufenwerte der
immunhistochemischen RBC-NOS-Serin!!7’-Farbung aller Probanden.

Der mittlere Graustufenwert vor Beginn des Ausdauertrainings betragt 4,26+3,77. Nach
dem Ausdauertraining betragt der Mittelwert der Graustufen 4,78+3,97. Der

Unterschied ist unter einem Signifikanzniveau von 0,05 nicht signifikant.

Es scheint also so, dass es durch das Ausdauertraining nicht zu einer vermehrten
Phosphorylierung der RBC-NOS am Serin'’’ beim Typ-2-Diabetiker kommt, somit also
nicht zu einer vermehrten Aktivitat des Enzyms. Dies ware passend zum Ergebnis der

Erythrozytenflexibilitatsmessung, die ebenfalls keine erhdhte Verformbarkeit zeigt.

3.4. Ergebnisse der CLD von Stickstoffmonoxid in RBC und Plasma

Die Werte des Stickstoffmonoxids wurden sowohl im Plasma als auch in den
Erythrozyten gemessen. Generell zeigt sich ein deutlich héherer NO-Gehalt in den
Erythrozyten im Vergleich zum Plasma, was auch auf die Aktivitdt der RBC-NOS

zurtickzufthren ist.

Abbildung 23 und 24 zeigen die Mittelwerte des NO-Gehalts von Plasma und RBC im
Vergleich pra- und post-interventionell. Der Mittelwert fir das Stickstoffmonoxid im
Plasma betragt 56,03+£36.50 zum Zeitpunkt T1 und 43,65+19,46 zum Zeitpunkt T2
(Abbildung 27). In den Erythrozyten betragt der Mittelwert des Stickstoffmonoxid
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173,82+93,14 zum Zeitpunkt T1 und 249,42+158,00 bei T2 (Abbildung 27). Die
Unterschiede sind auf Grund der hohen Standardabweichung nicht signifikant. Es kann
also nicht auf eine Anderung des Stickstoffgehaltes im Plasma und den Erythrozyten

durch das Ausdauertraining geschlossen werden.
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Abbildung 23 und 24: Mittelwerte des NO-Gehalts aller Probanden in Plasma und Erythrozyten bei T1 und
T2
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Auch der NO-Gehalt im Blut der Patienten scheint sich also nicht zu verdndern. Dies
steht im Einklang mit den ausbleibenden Veréanderungen der
Erythrozytenverformbarkeit und dem fehlenden Anstieg der eNOS-Serintl’’-

Phosphorylierung.

3.5.  Vergleich der Flexibilitatswerte vor und nach einer akuten Belastung

Des Weiteren wurde untersucht ob es durch eine akute Belastung zu einer Anderung
der Verformbarkeit kommt. Zu diesem Zweck wurde im Rahmen der
spiroergometrischen Fahrradbelastungstests, die wir zur Leistungsiuberprifung
durchfuhrten, unmittelbar vor, sowie im direkten Anschluss an die Belastung

Kapillarblut entnommen und untersucht.

Abbildung 25 zeigt die Erythrozyten-Elongationsindices in Abhangigkeit von definierten
Scherstressdruckstufen (Pa).

Mittelwerte und Standardabweichung der Elongationsindices bei
definiertem Scherstress (Pa)
Vergleich vor vs. nach akuter Belastung pré- und postinterventionell
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Abbildung 25: Elongationsindices pra- und post-interventionell vor und nach einer akuten Belastung auf

dem Fahrradergometer.
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Die Elongationsindizes, die vor und unmittelbar nach einer Belastung durch
Spirometrie zu den beiden Untersuchungszeitpunkten gemessen wurden, waren

vergleichbar und zeigten auch nach dem dreimonatigen Ausdauertraining keine

signifikante Veranderung.

mittlerer ElImax pra- und postinterventionell vor und nach akuter
Belastung

_
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0.3

Elmax
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Abbildung 26: Mittlerer maximaler Elongationsindex prd- und post-interventionell jeweils kapillar

abgenommen vor und nach einer fahrradergometrischen Belastung.
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mittlerer SS 1/2 pra- und postinterventionell vor und nach akuter
Belastung

1.338

B T1vor Belastung B T1 nach Belastung B T2 vor Belastung B T2 nach Belastung

$S1/2

Abbildung 27: Mittlerer SS ¥2 Wert pra- und post-interventionell jeweils kapillar abgenommen vor und nach
einer fahrradergometrischen Belastung.

Abbildung 26 bildet die maximalen Elongationsindizes vor und nach der Belastung pra-
und post-interventionell ab, Diagramm 27 stellt die zugehérigen SS % Werte dar. Es
lasst sich kein signifikanter Unterschied der Verformbarkeitswerte vor zu nach einer

akuten Belastung herausstellen.

Die zugrundeliegenden Rohdaten der Verformbarkeitsmessungen sind im Anhang zu

finden.

3.6. Vergleich vendser und kapillarer Werte

Des Weiteren wurde untersucht, ob Verformbarkeitsunterschiede zwischen ventsem
und kapillarem Blut bestehen. Die Erythrozytenverformbarkeit wurde hierzu zu den
beiden Untersuchungszeitpunkten T1 und T2 jeweils morgens nichtern kapillar und

vends gemessen.
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070~ Mittelwerte Elongationsindices bei definiertem Scherstress (Pa)
Vergleich venodses vs. kapillares Blut
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Abbildung 28: Vergleich der Elongationsindizes unter definiertem Scherstress in vendsem und kapillarem
Blut.

Abbildung 28 zeigt die Mittelwerte der Elongationswerte der Erythrozyten aller
Probanden bei definiertem Scherstress (Pa). Hier zeigen sich unter zunehmendem
Druck keine wesentlichen Unterschiede der Elongationsindizes zwischen venésem und

kapillarem Blut.
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mittlerer EImax pra- und postinterventionell vends und kapillar
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Abbildung 29: Vergleich der Mittelwerte der maximalen Elongationsindices vends und kapillar vor und

nach dem dreimonatigen Ausdauertraining.

mittlerer SS 1/2 pra- und postinterventionell vends und kapillar
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Abbildung 30: Vergleich der Mittelwerte der SS Y% Werte vents und Kkapillar vor und nach dem

dreimonatigen Ausdauertraining.
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Abbildung 29 zeigt einen Vergleich der Mittelwerte der maximalen Elongationsindizes
aus Kapillarblut und venésem Blut. Der mittlere maximale Elongationsindex zeigte hier
keine wesentlichen Anderungen pra- zu post-interventionell. Im kapillaren Blut lag der
Mittelwert der maximalen Elongationsindizes vor dem Ausdauertraining bei 0,570, nach
dem Training bei 0,551. Im vendsen Blut zeigte sich der maximale Elongationsindex
nicht signifikant different zu dem im Kapillarblut gemessenen. Er betrug 0,573 vor und

0,564 nach der Intervention. Abbildung 30 zeigt einen Vergleich der SS % Werte.

Es konnten insgesamt keine signifikanten Unterschiede der Verformbarkeit der

Erythrozyten im vendsen bzw. kapillaren Fluss herausgestellt werden.
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4. Diskussion der Ergebnisse

Die durchgefuhrte Studie untersucht den Einfluss eines dreimonatigen
Ausdauertrainings auf die Erythrozytenflexibilitéat von Typ-2-Diabetikern. Die vor Beginn
und nach Abschluss der Trainingsperiode durchgefihrten Untersuchungen
beinhalteten Messungen der Erythrozytenflexibilitdt, immunhistochemische Farbungen
der RBC-NOS-Total und der RBC-NOS-Serin'!’’, sowie Messungen des NO-Gehalts in

Erythrozyten und Plasma.

Die Ergebnisse der Messungen konnen keine signifikanten Anderungen der
Erythrozytenflexibilitat nachweisen. In den Messungen mittels LORRCA zeigte sich die
Erythrozytenflexibilitat nach dem dreimonatigen Ausdauertraining unverandert. Auch
die Aktivierung der erythrozytaren NO-Synthase durch Phosphorylierung am Serint’’
zeigte keine Erhéhung. Dementsprechend war auch der NO-Gehalt im Plasma und den
Erythrozyten nicht signifikant veréndert. Die Ergebnisse der Messungen pré- und post-
interventionell zeigen also tUbereinstimmend, dass es durch das Training nicht zu einer
Anderung des NO-Haushaltes der Erythrozyten und somit nicht zu einer Anderung des

Erythrozytenflexibilitat gekommen ist.

Ein weiterer Aspekt, der in der Studie untersucht wurde, war die Anderung der
Erythrozytenflexibilitat nach kurzfristiger intensiver Belastung. Auch hier zeigten sich

keine Verénderungen.

AulRerdem wurde untersucht, ob vendse beziehungsweise kapillare Blutentnahmen
unterschiedliche Ergebnisse der Erythrozytenflexibilitat erbringen. Die Ergebnisse

zeigten sich hierbei Gbereinstimmend.

4.1, Bewertung der Methoden

Die Messergebnisse der Studie sind untereinander Ubereinstimmend. Es wurde nicht
nur die Erythrozytenflexibilitdt gemessen, sondern auch die RBC-NOS-Total, die RBC-
NOS-Serin1177-Phosphorylierung und der NO-Gehalt.

Zur Uberpriifung des Trainingserfolges (beziehungsweise zur Uberpriifung der
Hypothese) wurde nicht nur die Erythrozytenflexibilitdt mittels LORRCA gemessen. Es
wurde ebenfalls die Phosphorylierung der erythrozytaren NO-Synthase am Serin!’’
durch immunhistochemische Farbungen beurteilt und der NO-Gehalt in Plasma und
Erythrozyten durch Gasphasen-Chemielumineszenzdetektion gemessen. Die RBC-
NOS wird auf verschiedene Wege aktiviert, beispielsweise durch Kalzium-Einstrom
oder Scherstress (58). Einer der Wege ist die Aktivierung tUber den PI3K/Akt-Weg, der
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die NOS Uber Phosphorylierung am Serin!’’ aktiviert (26). Deshalb kann man RBC-
NOS-Serin’” messen, um die Aktivitit der RBC-NOS =zu Uberprifen. Die
Phosphorylierung am Serin!!’? ist nicht die einzige Aktivitatsbestimmende, so wird die
RBC-NOS durch eine Phosphorylierung am Thyrosin*® inaktiviert (31). Durch eine
Aktivierung der NO-Synthase kommt es zur Produktion von NO. Dieses fuihrt dann zu
einer S-Nitrosylierung des Spektrins, des Zytoskeletts der Erythrozyten, wodurch diese
eine hohere Flexibilitat erlangen (34). Es ist also sinnvoll, nicht nur die
Erythrozytenflexibilitat zu Uberprifen, sondern auch die RBC-NOS-Aktivitat und den
NO-Gehalt, da diese Faktoren korrelieren. Die Ubereinstimmenden Ergebnisse machen
die Studie somit valider. In der durchgefuhrten Studie korrelieren die Ergebnisse, es
konnten weder signifikante Verdnderungen der Erythrozytenflexibilitat nachgewiesen
werden, noch signifikante Anderungen der RBC-NOS-Aktivierung und des NO-

Gehaltes.

Ein moglicher Einfluss unterschiedlicher Trainingsintensitat wurde unterbunden. Alle
Teilnehmer waren zu 90% und mehr bei den Trainingsterminen anwesend. Die Dauer
des Trainings war vorgegeben und steigerte sich Uber die Periode hinweg. Die
Intensitat des Trainings richtete sich nach der Herzfrequenz: Die Teilnehmer sollten im
Bereich einer bestimmten Herzfrequenz trainieren, wodurch ausgeschlossen werden
konnte, dass sie sich zu wenig anstrengten oder verausgabten. Mogliche Storfaktoren
durch zu leichtes oder exzessives Ausdauertraining, welches die Erythrozytenflexibilitat

eher negativ beeinflusst (75), kdnnen also ausgeschlossen werden.

Die Probandengruppe bestand aus mannlichen, adipdsen Typ-2-Diabetikern ohne
Insulinpflichtigkeit. Keiner von lhnen litt zum Zeitpunkt der Studie schon unter
Folgeerkrankungen des Diabetes Mellitus. Alle gaben in einem Fragebogen an, zuvor

nicht regelmanig Sport betrieben zu haben.

Lediglich das Vorliegen einer Hypertonie musste aus den Ausschlusskriterien
herausgenommen werden, denn diese war bei 12 der 17 Patienten diagnostiziert. Nicht
nur der Diabetes Mellitus, sondern auch eine Hypertonie kann Einfluss auf die
Erythrozytenflexibilitat haben. Bei hypertensiven Probanden konnte in Studien
ebenfalls eine erniedrigte Erythrozytenflexibilitdt nachgewiesen werden (22, 32, 59).
Die Hypertonie kann also als potentieller Storfaktor gewertet werden, da sie die
Bedingungen jedoch nicht grundsatzlich &ndert, sondern nur gegebenenfalls die
ohnehin erniedrigte Erythrozytenflexibilitdt verstarkt, sollte der Einfluss nicht als
verfalschend gewertet werden. Des Weiteren ist die Hypertonie als Komorbiditéat bei

Diabetikern so héaufig (27), dass sie definitiv nicht aul3er Acht gelassen werden sollte,
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wenn man den Einfluss von Sport auf die Erythrozytenflexibilitéat bei Typ-2-Diabetikern

untersucht.

Teilweise nahmen die Probanden Medikamente ein, die ebenfalls Einfluss auf die
Erythrozytenflexibilitat nehmen koénnen. EIf Probanden nahmen regelm&Rig orale
antidiabetische Medikamente ein. In Studien konnte gezeigt werden, dass eine
Kombination aus Pioglitazon und Metformin die Erythrozytenflexibilitat verbessern
konnte (33). Auch durch eine gleichzeitige Einnahme von Vildagliptin und Metformin
konnte eine verbesserte Erythrozytenflexibilitdt erreicht werden. Dieser Einfluss war
aber eher nicht auf die Medikamente an sich zuriickzufihren, sondern korrelierte mit
der verbesserten metabolischen Kontrolle (8). Zwdlf Probanden nahmen
antihnypertensive Medikamente ein, von denen bisher keine Effekte auf die
Erythrozytenflexibilitat nachgewiesen wurden. AuRerdem nahmen zwei der Patienten
cholesterinsenkende Medikamente ein. Eine Studie von Ludolph et al. konnte eine
vermehrte RBC-NOS-Serin''’’-Phosphorylierung sowie  eine  verbesserte
Verformbarkeit durch die Einnahme von Rosuvastatin, einem HMG-CoA-Reduktase-

Hemmer nachweisen (50).

Die metabolische Kontrolle ist ebenfalls ein Einflussfaktor. In Studien wurde eine
deutliche Korrelation der Erythrozytenflexibilitét mit dem HbAlc-Wert der unter
Diabetes Mellitus leidenden Probanden gefunden (66, 77), sowie eine leichte
Korrelation mit den Serumlipiden. Da sich diese jedoch durch Sport auch eher
verbessern (24), kénnten sie die Wirkung des Sports verstarken, aber die Ergebnisse

nicht verfalschen.

Insgesamt gab es also einige patientenbezogene Faktoren, die Einfluss auf die
Erythrozytenflexibilitat haben. Da diese sich jedoch im Verlauf der Studie nicht

anderten, verfalschten sie die Ergebnisse nicht.

4.2. Keine Veranderungen der erythrozytaren NO-Produktion und der

Erythrozytenflexibilitdt durch dreimonatige Trainingsintervention

Schon 2000 konnte erstmals eine NO-Synthase in Erythrozyten nachgewiesen werden
(40) und durch Kleinbongard et al. konnte nicht nur die funktionelle Aktivitat der RBC-
NOS bestatigt werden, sondern auch ihr Einfluss auf die Erythrozytenflexibilitat (42).
Zahlreiche Studien ergaben eine Verbesserung der Erythrozytenflexibilitdt durch
Stimulation der RBC-NOS, sowie eine reduzierte Flexibilitéat durch deren Inhibition (11,
25, 42). Die Werte der RBC-NOS-Serin''’’, des NO-Gehalts in der Zelle und der

Erythrozytenflexibilitat sollten also stets miteinander korrelieren. Dies ist auch in der
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durchgefuhrten Studie so, in keiner der Messungen zeigten sich bei den adipdsen Typ-
2-Diabetikern signifikante Anderungen nach dem durchgefiihrten dreimonatigen

Ausdauertraining.

Generell haben Typ-2-Diabetiker, wie es die Probanden seit durchschnittlich flnf
Jahren waren, eine erniedrigte Erythrozytenflexibilitat (41, 63). Dies liegt an den
metabolischen Veranderungen im Blut. So kommt es zu Glykosylierung von
Membranproteinen und dem Zytoskelett, was die Flexibilitat behindert (63) und zu
erhOhtem oxidativem Stress fihrt (65). Eine reduzierte Erythrozytenflexibilitat hat
Einfluss auf die Hamatorheologie (11, 15, 42). Durch eine reduzierte Flexibilitat wird
einerseits der Blutfluss erschwert, da die Erythrozyten nicht so unvermittelt durch die
kleinsten Kapillaren gelangen kénnen, andererseits aber auch die Sauerstoffaufnahme
in der Lunge sowie die Sauerstoffabgabe ins Gewebe erschwert (15), was das beim
Diabetes Mellitus bestehende Risiko fiir eine Angiopathie zunehmend vergrof3ert (45).
Die Erythrozytenflexibilitat ist also ein bedeutender Faktor fir den Krankheitsverlauf,

weshalb erforscht werden sollte, wie man sie optimieren kann.

Es ist beschrieben, dass die Erythrozytenflexibilitdt durch ein moderates
Ausdauertraining verbessert werden kann (74). Suhr et al. fihrten mit gesunden,
jungen, mannlichen Probanden einen einstiindigen moderaten Laufbandtest durch und
ermittelten die Erythrozytenflexibilitat sowie korrelierende Werte. Sie fanden nach dem
Test eine  signifikant erhohte = RBC-NOS-Serin'!’’-Phosphorylierung  bei
immunhistochemischen Farbungen, einen erhdhten NO-Gehalt in den Erythrozyten,
sichtbar gemacht durch DAF-Fluorometrie, und eine signifikant verbesserte
Erythrozytenflexibilitat. Der maximale Elongationsindex verbesserte sich von
0,57+0,019 auf 0,6+0,013. Sie schlossen darauf, dass moderater Sport die NO-
Produktion und somit die Flexibilitat stimuliert. Auch gaben sie einen Ausblick auf Sport
als Therapiemdglichkeit fur Patienten mit kardiovaskularen Erkrankungen, da dort

Sport haufig bereits Teil der multimodalen Therapie ist (74).

Aus diesem Grunde wurden die Veranderungen der Erythrozytenflexibilitdt durch
moderates Ausdauertraining auch unter pathologischen Bedingungen getestet Ahmad
et al. stellten eine signifikante Verbesserung der Erythrozytenflexibilitdt bei Probanden
mit chronisch obstruktiver Lungenerkrankung fest, nachdem diese ein zehnwdchiges
Ausdauertraining absolviert hatten (1). Bei HIV-erkrankten Probanden wurden
innerhalb eines Jahres Marathontrainings unterschiedliche Veranderungen entdeckt:
nach vier Monaten, bei noch moderater Trainingsintensitét, zeigte sich die Flexibilitat
signifikant erhoht, wahrend sie zum Ende der Studie, unter intensivsten

Traningsbedingungen, erniedrigt war (2). Dies stimmt insgesamt mit den
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Beobachtungen Uberein, dass ein moderates Training die Erythrozytenflexibilitéat

verbessert (74), wahrend intensiver Training sie eher reduziert (75, 84).

Auch mit Typ-2-Diabetikern wurden bereits Trainingsstudien durchgefihrt. In einer
weiteren Studie von Ahmad et al. absolvierten Typ-2-Diabetiker ein dreimonatiges
Ausdauertraining mit zwei bis vier Trainingseinheiten die Woche, wovon mindestens
die Halfte der Trainingseinheiten auf dem Ergometer ausgefuhrt wurde. Das Training
war also sehr ahnlich zu unserer Studie aufgebaut, deren Training von drei Monaten
Dauer drei Mal Training die Woche auf dem Ergometer beinhaltete. Gemessen wurden
in der Studie von Ahmad et al. die Erythrozytenflexibilitat mittels LORRCA sowie der
HbAlc-Wert. Die Werte der Erythrozytenflexibilitat, EImax und SS %2, vor und nach der
dreimonatigen Intervention unterschieden sich nicht signifikant (3). Simmonds et al.
lieBen weibliche Typ-2-Diabetikerinnen ein 12-wochiges Walking-Training auf dem
Laufband  durchfihren. Dies fiihrte zu  einer  Verschlechterung  der
Erythrozytenflexibilitat (69). Auch Ladage et al. beobachteten einen Abfall der
Erythrozytenflexibilitat nach einem sechswoéchigen Hypoxie-Intervall-Training bei
mannlichen Typ-2-Diabetikern (44). Zu beachten ist beim Vergleich der Studien vor
allem, dass die unterschiedlichen Trainingsarten, sowie Geschlecht, Alter und BMI der

Probanden einen Einfluss auf die Hamatorheologie haben (30, 78).

Bisher konnte also bei gesunden Probanden, sowie bei COPD- und HIV-erkrankten
Probanden eine Verbesserung der Erythrozytenflexibilitét durch Ausdauertraining
nachgewiesen werden. Fur Diabetiker zeigten sich bislang keine Verbesserungen,
sowie es auch in dieser Studie der Fall ist. Die Erythrozytenflexibilitat zeigte keine
signifikante Anderung nach der dreimonatigen Trainingsepisode. Auch in den
vorgeschalteten molekularen Ebenen konnten keine Anderungen nachgewiesen
werden. Es zeigte sich keine erhohte RBC-NOS-Serin!t’’-Aktivierung. Auch der NO-
Gehalt in den Erythrozyten war nach der Intervention nicht erhéht.

4.3. Bei Diabetikern also keine Anderung der Blutrheologie durch Training?

Das Gesamtblut konnte zwar keine Anderungen der Erythrozytenflexibilitat nach dem
Training nachweisen, jedoch war diese Arbeit Teil einer gro3eren Studie, in welcher
nicht nur das Gesamtblut untersucht wurde, sondern die Erythrozyten auch nach Alter
bzw. Dichte getrennt untersucht wurden. Hierbei zeigten sich sehr wohl Anderungen
(13).

Einige Eigenschaften der Erythrozyten verdndern sich wéhrend der Alterung. Das

Volumen und die Oberflache verkleinern sich, wobei die Oberflache verhaltnismaliig
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starker schrumpft, und die Viskositat der Membran steigt wahrend des Alterns (48).
Auch die Form der Erythrozyten verandert sich wahrend des Alterungsprozesses (9).
Diese Eigenschaften beeinflussen insbesondere die Erythrozytenflexibilitat (6), die
somit wahrend des Alterungsprozesses der Erythrozyten vermindert wird (9, 13, 48).

Die Alterung insgesamt, bzw. die Altersverteilung, scheint beim Typ-2-Diabetes
verandert zu sein: in einer vorherigen Studie von Bizjak et al. konnte bei Diabetikern
ein deutlich verminderter Anteil junger, sowie ein signifikant erh6hter Anteil alter
Erythrozyten nachgewiesen werden. Dies konnte einen weiteren Erklarungsansatz fur

die bekannte reduzierte Erythrozytenflexibilitat bei Diabetikern darstellen. (9)

Doch wahrend in der Studie eine reduzierte Erythrozytenflexibilitdt wahrend des Alterns
nachgewiesen wurde, zeigten sich die RBC-NOS-Aktivierung und der NO-Gehalt in
den alteren Erythrozyten erhoht, bei den Diabetikern noch deutlich starker als bei
gesunden Probanden (9). Diese Aktivierung der NO-Produktion geschieht
mdglicherweise um der reduzierten Erythrozytenflexibilitdit wahrend der Zellalterung
entgegenzuwirken (13). Die Kompensierung des Verformbarkeitsverlustes fihrt zu
einer Lebensverlangerung der Erythrozyten, da sie langer durch die Milzsinus

gelangen kdnnen ohne eliminiert zu werden (9, 18).

Durch das in der Studie durchgefiihrte dreimonatige Ausdauertraining zeigte sich ein
erhohter Anteil an jungen Erythrozyten, sowie eine reduzierte Verformbarkeit und eine
verminderte NOS-Aktivierung der alteren Erythrozyten bei Dichtestufe 1,072 g/ml (13).
Der Elimination der Erythrozyten scheint nicht mehr entgegengewirkt zu werden,
vielmehr scheint es zu einem erhdhten Erythrozyten-Umsatz zu kommen: alte
Erythrozyten werden schneller eliminiert, die Produktion der Erythrozyten erhdht. Diese
Regulation des Korpers geschieht, weil junge Erythrozyten Sauerstoff effizienter
transportieren kénnen und somit dem Gewebe den zuséatzlich bendtigten Sauerstoff
unter Anstrengung schneller zufiihren kénnen (71). Smith et al. fand bei langzeit-
trainierten Profi-Radsportlern einen héheren Anteil an jungen Erythrozyten, sowie eine
verbesserte Verformbarkeit, woraus er darauf schloss, dass diese Bedingungen eine

bessere und schnellere Sauerstoffversorgung durch die Kapillaren verursachen (72).

Die Ergebnisse dieser Studie kdnnten bedeuten, dass die beim Diabetiker veranderten
hamatorheologischen Eigenschaften, der proportional héhere Anteil alter Erythrozyten
(9), sowie die reduzierte Erythrozytenflexibilitat (63, 79), durch ein moderates
Ausdauertraining partiell reversibel sind. Damit kénnte das Risiko fur angiopathische
Folgeerkrankungen vermindert werden. Interessant ware, zu erforschen, ob sich bei
den Typ-2-Diabetikern auch die Gesamt-Erythrozytenflexibilitdit durch eine langere

Trainingsperiode verbessern wiirde, da in diesen drei Monaten Training scheinbar
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bereits eine mogliche Grundlage dafir, ein erhdhter Erythrozytenumsatz mit einem

groReren Anteil junger Erythrozyten, geschaffen wurde (13).

4.4, Keine Veranderung der Flexibilitit durch akute physische Belastung

Um Anderungen der Flexibilitdt durch akute hohe korperliche Belastung zu testen
entnahmen wir vor und nach einem Leistungstest auf dem Fahrrad-Ergometer
Kapillarblut und malRen die Erythrozytenflexibilitat mittels LORRCA. Der Leistungstest
wurde nach dem WHO-Stufenschema durchgefihrt, bei dem die Wattzahl alle zwei
Minuten um 25 Watt gesteigert wurde. Die Patienten belasteten sich aus, bis sie das
Tempo nicht mehr halten konnten oder die Abbruchkriterien sie zum Aufhoéren
zwangen. Die Leistungsuberprifung stellte also eine kurzfristige intensive Belastung
dar. Im Vergleich der Messungen vor und nach der Belastung fanden sich keine
Anderungen der Erythrozytenflexibilitat.

Dieses Ergebnis stimmt mit den Ergebnissen einer Studie von Simmonds et al.
Uberein. Profiradfahrer absolvierten hier ebenfalls einen kurzen aber intensiven
Fahrradtest und anschliel3end wurden die Erythrozytenflexibilitat, der Laktatspiegel und
weitere Blutparameter gemessen. Im Gegensatz zu in-vitro-Experimenten von Varlet et
al. (85) zeigte sich hier keine Verschlechterung der Erythrozytenflexibilitat durch
steigende Laktatspiegel. Die Flexibilitat zeigte keine signifikante Anderung nach der

intensiven Belastung (68).

In unserer Studie ist das Laktat beim Belastungstest nicht gemessen worden. Simmons
et al. zogen den Schluss, dass das Laktat, welches schon bei sehr kurzer intensiver
Belastung entsteht, hat also eher keinen Einfluss auf die Erythrozytenflexibilitat habe,
sondern eher Methdmoglobin und andere Substanzen, die Marker flr oxidativen Stress
darstellen, Einflussfaktoren auf die Erythrozytenflexibilitat sind, die erst nach etwas

langeren Trainingseinheiten entstehen (68).

So konnte in einer Studie von Suhr et al. eine Erniedrigung der RBC-NOS-Serin*'’’-
Phosphrylierung durch ein zweitdgiges intensives Trainingscamp bei Profi-
Hockeyspielern nachgewiesen werden, was eine Reduktion der Flexibilitdt zu Folge hat
(75). Durch van der Brug et al. wurde nach einem einstiindigen intensiven Training,
bestehend aus Laufen und Radfahren, eine leichte Erniedrigung der
Erythrozytenflexibilitat nachgewiesen, die sich nicht korrelierend mit anderen
Blutparameter zeigte. Auch Oosenbrug et al. fanden eine leicht reduzierte Flexibilitat
nach einem einstiindigen intensiven Training auf dem Fahrradergometer, diese war

allerdings nur bei niedrigen Druckstufen signifikant (57).
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In einer Studie von Yalcin et al. konnte allerdings auch bei kirzerer Belastungsdauer,
einem Ergometertest von nur 30 Sekunden Dauer nach dem Wingate-Protokoll, eine
reduzierte Erythrozytenflexibilitat nachgewiesen werden. Diese blieb bis zu 12 Stunden
nach Durchfihrung der Belastungseinheit reduziert (86). Die Intensitat hierbei war
allerdings deutlich hoéher, mit einer starkeren anaeroben Belastung, Uber einen

kiirzeren Zeitraum, als bei dieser Studie.

Bei  Typ-2-Diabetikern konnte nach akutem Training eine reduzierte
Erythrozytenflexibilitat gemessen werden (3, 44). Ladage et al. wiesen eine
verminderte Erythrozytenflexibilitat nach einem Ergometertest nach, die durch ein
sechswochiges Hypoxie-Intervall-Training nach dem Test weniger stark absank. Dies
wirde nicht nur bedeuten, dass eine akute Trainingsbelastung die
Erythrozytenflexibilitat vermindern wiirde, sondern auch, dass dieser Effekt durch
regelmafiges Training abgefangen werden kdnnte (44). In der durchgefuhrten Studie
jedoch konnte keine Anderung der hamatorheologischen Reaktion auf eine akute
Belastung nachgewiesen werden. Durch Ahmad et al. konnte bei Typ-2-Diabetikern
eine reduzierte Verformbarkeit im Anschluss an eine akute Belastung nachgewiesen

werden, aber keine Veranderung dieser durch ein zehnwochiges Ausdauertraining (3).

Die Erythrozytenflexibilitat bei kurzem intensiven Training scheint also von diversen
Faktoren abhangig zu sein, beispielsweise von der Art der Belastung und der Dauer
der Trainingseinheit (68). Ein intensives etwa zehnminutiges Ergometertraining scheint,
wie durch diese Studie gezeigt, eher keinen Einfluss auf die Erythrozytenflexibilitat zu

haben.

45. Vergleich der vendsen und kapillaren Erythrozytenflexibilitét

Im Rahmen der Studie wurde den Probanden bei den Kontrolluntersuchungen sowohl
vendses als auch kapillares Blut zur Messung mittels LORRCA entnommen, um

magliche Unterschiede der Flexibilitdt messen zu kénnen.

Der erste der das vaskulare System beschrieb war van Leeuwenhoek. Er benannte die
kleinsten BlutgefaRe Kapillaren als er sie 1683 erstmals entdeckte und stellte fest, dass
ihr Durchmesser deutlich kleiner war als der Durchmesser der Erythrozyten. Obwohl er
Erythrozyten schon in unterschiedlichen Formen gesehen hatte, folgerte er, dass sich
die Erythrozyten mehrfach teilen mussten um durch die Kapillaren zu gelangen. (52)
Heutzutage wissen wir, dass sich die Erythrozyten verformen um durch die kleinsten

Kapillaren mit Durchmessern von 4,5 um zu gelangen (29, 70). In den Kapillaren haben
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die Erythrozyten also eine andere Form, doch bedeutet das auch, dass sie in den

Kapillaren eine grof3ere Flexibilitat haben als in den vendsen Gefal3en?

Beim Vergleich von zeitgleich entnommenem vendsem und kapillarem Blut zeigten

sich in den Messungen der Erythrozytenflexibilitat keine signifikanten Unterschiede.

Es gibt wenig Literatur, die diesen Aspekt untersucht hat. Eine Studie von Simmonds et
al. verglich vendse und kapillare Blutproben im Hinblick auf die Hamatorheologie, da
insbesondere in Studien, die Sport als Intervention beinhalten, die venbtse
Blutentnahme erschwert sein kann. Es wurden keine Unterschiede des
Hamatokritgehaltes, sowie der Erythrozytenflexibilitdt gefunden. Lediglich die Messung
der Erythrozytenaggregation wies leichte Unterschiede auf. Insgesamt beurteilten
Simmonds et al. die kapillare Blutenthnahme, insbesondere abgenommen aus der

Fingerkuppe, als gleichwertige Alternative zur vendsen Blutentnahme. (67)

Auch wir konnten keine signifikanten Unterschiede feststellen, weder vor, noch nach
der Trainingsintervention. Die beiden Methoden konnen also zur Messung der
Erythrozytenflexibilitat als gleichwertig angesehen werden. Dies bringt besonders fur
Studien Vorteile, bei denen die Flexibilitat wahrend eines Trainings gemessen werden

soll oder bei denen die Flexibilitat mehrfach in Zeitintervallen gemessen werden soll.

4.6. Fazit

Insgesamt konnte die Studie keine Verbesserung der Erythrozytenflexibilitat bei Typ-2-
Diabetikern durch ein moderates zehnwdchiges Ausdauertraining nachweisen. Was die
Gesamtstudie allerdings zeigt ist, dass es nicht ausreicht, lediglich die Veranderungen
des Gesamtblutes zu betrachten. In den nach Alter fraktionierten Erythrozyten zeigt
sich ein proportional erhéhter Anteil junger Erythrozyten und eine verschlechterte
Erythrozytenflexibilitat bei den &lteren Erythrozyten, was vermutlich zu einem erhdhten
Erythrozytenumsatz fuhrt. Dieser erhOhte Umsatz, mit vermehrt jungen
transportfahigen und flexiblen Erythrozyten, konnte helfen, das Risiko fir
angiopathische Folgeerkrankungen des Diabetes Mellitus Typ 2 zu minimieren.
Zukunftige Studien kdnnten erforschen, ob es durch eine langere Trainingsperiode
durch den erhohten Erythrozytenumsatz schlie3lich zu einer Verbesserung der
Gesamtflexibilitat kame. Eine zehnwdchige Trainingsperiode scheint nicht ausreichend,

um die Verformbarkeit des Gesamtblutes zu verbessern.

AuBerdem betrachtet die Studie den Effekt einer akuten intensiven Belastung auf die

Erythrozytenflexibilitdt und beobachtet hierbei ebenfalls keinen Unterschied. Weitere
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Studien sollten die Einflussfaktoren, wie oxidativen Stress oder Laktatspiegel weiter
untersuchen, da der Einfluss abhangig von Dauer und Intensitat des Trainings zu sein

scheint.

Ein weiterer Aspekt den die Studie untersucht hat, ist die Vergleichbarkeit der
Erythrozytenflexibilitat von vendsen Blutabnahmen der Vena mediana cubita und
Kapillarblutentnahmen aus dem Lobulus auriculae. Die Messungen zeigen
vergleichbare Ergebnisse und machen die Kapillarblutentnahme somit zu einer
relevanten Alternative, die besonders bei Trainingsstudien und Studien mit mehrfachen

Messungen leichter durchfuhrbar ist.
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5. Zusammenfassung

Die Inzidenz des Diabetes Mellitus Typ 2 ist steigend in der Bevdlkerung, doch ist es
nicht nur der erhéhte Blutzucker, der die Krankheit charakterisiert, sondern auch das
hohe Risiko fur angiopathische Folgeerkrankungen. Eine besondere Bedeutung in der
Pathogenese spielt hierbei auch die reduzierte Erythrozytenflexibilitat, weshalb
diesbeziigliche Therapieoptionen wichtig zu erforschen sind. Ziel der Studie war es,
den Einfluss von moderatem Ausdauersport auf die Erythrozytenflexibilitat zu
erforschen, um Sport, Teil nahezu jeder multimodalen Therapie, als mobgliche

Therapieoption zu Uberprifen.

Hierzu absolvierten 17 mannliche, adiptse, nicht-insulinpflichtige Typ-2-Diabetiker
ohne Folgeerkrankungen ein zehnwochiges, moderates Ausdauertraining. Vor und
nach der Trainingsintervention wurde die Erythrozytenflexibilitdit gemessen, sowie die
RBC-NOS-Aktivitat Uber immunhistochemische Farbungen von RBC-NOS-Serin!’”
und der NO-Gehalt in Erythrozyten und Plasma bestimmt. Aul3erdem fanden
Flexibilitatsmessungen vor und nach einem spiroergometrischen Belastungstest und

aus vendsem und kapillarem Blut statt.

Die Messungen vor und nach dem zehnwéchigen Training konnten keine Veranderung
der Erythrozytenflexibilitat nachweisen, ebenso wenig wie Veranderungen der RBC-
NOS-Aktivierung und des NO-Gehaltes. Das Training schien keinen Einfluss auf die
Verformbarkeit des Gesamtblutes gehabt zu haben, jedoch zeigte sich bei
Fraktionierung der Erythrozyten nach Alter im erweiterten Rahmen der Studie ein
erhdhter Erythrozytenumsatz mit vermehrt jungen, verformbareren Erythrozyten. Im
Anschluss an eine akute Belastung konnte bei erhdhten Laktatspiegeln keine
Verschlechterung der Erythrozytenflexibilitit erwiesen werden. Die Ergebnisse des
vendsen und kapillaren Blutes zeigten sich vergleichbar, was die simplere

Kapillarblutentnahme zu einer gleichwertigen Alternative macht.

Diese Studie zeigt, dass ein zehnwochiges Ausdauertraining bei Typ-2-Diabetikern
nicht ausreichend ist, um Veranderungen der Verformbarkeit des Gesamtblutes zu
verursachen. Es bliebe zu erforschen, ob eine langere Trainingsperiode die

Gesamtverformbarkeit bei erh6htem Erythrozytenumsatz schlief3lich verbessern kann.
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8. Anhang
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Abbildung 34: NO-Gehalt im Plasma der Probanden pra- und post-interventionell

NO-Gehalt in RBC

600.000
500.000

400.000

NO-Gehalt

300.000
200.000

0.000 ___.lll_ __________l 5 E EE = 5N 5= = Illl__

P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9 P10P11P12 P13 P14 P15 P16 P17 P18 P19 P20 P21 P22

Probanden pra und post

ET1l mT2

Abbildung 35: NO-Gehalt der Erythrozyten vor und nach dem drei-monatigen Ausdauertraining.
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