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1. EINLEITUNG  

1.1. Darstellung der Thematik 

1.1.1. Neutrophile Granulozyten 

Im Blutausstrich werden die Leukozyten in polymorphkernige Leukozyten und die 

mononukleären Zellen (Lymphozyten und Monozyten) unterteilt. 

Polymorphkernige Leukozyten und Monozyten entstehen im Knochenmark, 

Lymphozyten in lymphatischen Geweben, wie Lymphknoten, Peyer-Plaques, 

Tonsillen, Milz und Thymus. 

Die polymorphkernigen Granulozyten lassen sich weiter untergliedern in 

neutrophile, eosinophile und basophile Granulozyten. Die neutrophilen 

Granulozyten sind durch ihre unregelmäßige Nukleusform und ihre 

Färbeeigenschaft gegenüber den anderen Leukozytenpopulationen differenzierbar. 

Ihre Lebensdauer im vaskulären System beträgt 8-20 Stunden, im Gewebe sind es 

einige Tage. Mit 55 –70 % stellen sie den größten Anteil der Leukozyten im Blut 

dar. Sie liegen in einer Konzentration von 2,2 – 6,3 G/l Blut vor. Einen geringeren 

Anteil bilden die eosinophilen (2-4%) und die basophilen Granulozyten (0-1%) 1. 

Neutrophile Granulozyten und Monozyten stellen aufgrund ihrer Fähigkeit 

Pathogene zu erkennen, zu phagozytieren und zu vernichten, die wichtigsten 

Komponenten der unspezifischen Immunabwehr dar 2. Triggersubstanzen wie 

Pathogene, Immunstimulantien oder endogene Mediatoren binden an spezifische 

Rezeptoren auf der Zelloberfläche und leiten damit die Abwehrreaktion dieser 

Phagozyten ein. Ihre Rekrutierung im Inflammationsgebiet ist abhängig von der 

Chemokin-Rezeptor-Dichte, insbesondere vom Chemokin-Rezeptor-2 [CXCR2]. 

Die vier wichtigsten Chemokine sind macrophage-inflammatory protein-2 (MIP-

2), keratinocyte chemoattractant (KC), cytokine-induced neutrophil 
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chemoattractant-2 (CINC-2) und das Lipopolysaccharid (LPS)-induzierte 

Chemokin 3. Neben funktionellen Veränderungen werden durch LPS intrazelluläre 

Kaskaden der Signaltransduktion aktiviert, wodurch die de-novo-Synthese von 

Entzündungsmediatoren auf transkriptioneller Ebene induziert wird. Von 

entscheidender Bedeutung sind dabei die Transkriptionsfaktoren NF-κB und AP-1, 

die unter anderem an der transkriptionellen Regulation von IL-8, TNF-α, IL-6, und 

IL-1 beteiligt sind 4;5. 

Bekannt ist, dass neutrophile Granulozyten als opioidhaltige 

Leukozytensubpopulation als erste Zellpopulation im entzündeten Gewebe 

vorgefunden werden und dort endogene Opioidpeptide sezernieren, die über 

periphere Nerven an der Schmerzregulierung beteiligt sind 3 und dadurch eine 

endogene Analgesie bewirken. 

1.1.2. Opioidrezeptoren (µ−, κ−, δµ−, κ−, δµ−, κ−, δµ−, κ−, δ- Rezeptor) 

Opioide sind Substanzen, die als Liganden an den Opioidrezeptoren (OR) wirken. 

Nicht nur im zentralen und peripheren Nervensystem, sondern auch auf der 

Zelloberfläche der Granulozyten befinden sich Rezeptoren, die spezifisch für 

Opioide sind. Endogene Peptide, aber auch synthetische Opioide, können an diese 

Rezeptoren binden. Zur Gruppe der Opioide gehören unter anderem Morphin und 

Fentanyl 6. Morphin ist der Hauptbestandteil des Opiums, Fentanyl ist ein 

synthetisches Opioid aus der Gruppe der Anilinopiperidine mit morphinartiger 

Wirkung. Fentanyl hat jedoch, durch die Einführung einer Methylgruppe in cis-

Position zum Stickstoff-Atom 7, die 100-fache Potenz von Morphin 8;9. 

OR befinden sich auf Nervenzellen, aber auch auf Zellen des Immunsystems 10-14 

und werden in verschiedene Subtypen (µ, δ, κ) unterteilt. Morphin und Fentanyl 

binden überwiegend an den µ-Opioidrezeptor 15-18, der zur Gruppe G-Protein 

gekoppelter Rezeptoren gehört. Charakteristisch für diesen Rezeptor ist seine 

heptahelikale Struktur mit sieben Transmembrandomänen und seine Kopplung an 

ein inhibitorisches G-Protein (Gi) 
19;20, das zur Hemmung der Zyklase und damit 

einem Abfall der cAMP bzw. cGMP führt 16;18;21;22. Weiterhin kommt es zur 

Schließung von Ca++-Kanälen und zur Öffnung von K+-Kanälen 16 und somit zu 
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einer Veränderung der Erregbarkeit der Neurone und der Transmitterfreisetzung 

aus Nervenendigungen 8. Jeder Rezeptor vermittelt verschiedene Reaktionen. Die 

Aktivierung des δ-Opioidrezeptors (DOR) führt zu stressinduzierter und spinaler 

Analgesie, Atemdepression und Hypotonie. Über den κ-Opioidrezeptor (KOR) 

wird Analgesie auf spinaler Ebene, Sedierung, Miosis und Dysphorie vermittelt. 

Der µ-Opioidrezeptor (MOR) kann in weitere Subtypen unterteilt werden: µ1 

(MOR1) bewirkt supraspinale Analgesie, µ2 (MOR2) Atemdepression, Miosis, 

Euphorie und Abhängigkeit 8;23 und vermittelt eine Suppression der natürlichen 

Killerzellen (NK-Zellen). Während MOR1 und MOR2 im Zentralnervensystem 

vorkommen, wurde der µ-Rezeptor-Subtyp, der auf Immunzellen exprimiert wird, 

als µ3-Rezeptor (MOR3) definiert 24. Dieser setzt die Chemotaxis sowie die 

Phagozytose von neutrophilen Granulozyten herab 25. Liganden für den OR stellen 

Substanzen dar, die entweder als Agonist, partieller Agonist oder als Antagonist 

wirken. Agonisten können exogene oder endogene Opioide sein. Endogene 

Opioide werden in drei Gruppen unterteilt. Endorphine, Enkephaline und 

Dynorphine 7;16;19;26 sind die typischen Vertreter dieser Gruppen. Dabei bindet 

Endorphin am MOR 15;19, Enkephalin am DOR 14;15;19 und Dynorphin am KOR 
14;15;19;20;26. Produktionsort der endogenen Opioide sind einerseits Zellen des 

Nervensystems, andererseits aber auch Immunzellen 27-30. Im Rahmen von 

Entzündungsreaktionen werden diese endogenen Opioide ausgeschüttet 28;30-37. 

Endogene Opioidpeptide wirken darüber hinaus über ihre Rezeptoren auf den 

Immunozyten immunmodulatorisch, sie fungieren somit als Zytokine. So reguliert 

KOR die zelluläre und humorale Immunantwort, inhibiert über eine Veränderung 

des Zytokinspiegels die Antikörperproduktion 14 und initiiert die T-Zell-Reifung im 

Thymus 26. Die Bindung am DOR moduliert die T-Zell-Proliferation 14 und erhöht 

sowohl die Aktivität von NK-Zellen als auch die Zytotoxizität von T-Zellen 17. 

MOR2 vermittelt eine Suppression der natürlichen Killerzellen und MOR3 setzt 

die Chemotaxis sowie die Phagozytose von neutrophilen Granulozyten herab 25. 

Eine immunsuppressive Wirkung und damit verbunden eine möglicherweise 

erhöhte Infektanfälligkeit von Patienten haben das Morphin und seine Derivate 9;38-

41. Dieser Aspekt könnte für die perioperative Medizin, für die Schmerztherapie 
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oder auch besonders für die Intensivmedizin von Bedeutung sein 42;43. 

Im Rahmen der Intensivmedizin stellen septische Erkrankungen eine häufige 

Diagnose dar, die mit weit reichenden immunologischen Veränderungen assoziiert 

ist. Als Sepsis wird ein klinisches Syndrom bezeichnet, das die generalisierte 

inflammatorische Antwort auf eine bakterielle, virale, fungoide Infektionen bzw. 

eine Infektion unklarer Genese darstellt. Bereits 1914 formulierte der Mikrobiologe 

Hugo Schottmüller (1867 - 1936) die bis heute noch gültige Definition: „…eine 

Sepsis liegt dann vor, wenn sich innerhalb des Körpers ein Herd gebildet hat, von 

dem aus konstant oder periodisch pathogene Bakterien in den Blutkreislauf 

gelangen, derart, dass durch diese Invasion subjektive oder objektive 

Krankheitserscheinungen ausgelöst werden.“ 44. Diese Definition der Sepsis wurde 

1992 vom American College of Chest Physicians und der Society of Critical Care 

Medicine im Rahmen einer Consensus Konferenz erweitert 45. Dabei werden fünf 

klinische Stadien unterteilt (siehe Abbildung 1). 

 

Abbildung 1: Definition der Sepsis entsprechend der Consensus Conference 

von 1991 46. SIRS = Systemic Inflammatory Response Syndrom. 
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Die Immunveränderungen, die bei septischen Patienten beobachtet werden können, 

sind maßgeblich durch neutrophile Granulozyten bedingt. Neben den klassischen 

Funktionen der neutrophilen Granulozyten, wie Adhärenz am Endothel, 

Transmigration ins entzündete Gewebe, Phagozytose und Produktion von 

Sauerstoffradikalen (O2
-), spielt in der Sepsis die Produktion von 

proinflammatorischen Zytokinen (TNF-α und Il-6) speziell in Zusammenspiel mit 

Lipopolysacchariden eine wichtige Rolle 47. 

Obwohl die Bedeutung von Opioidrezeptoren sowie endogenen Opioidpeptiden für 

immunregulatorische Prozesse in zahlreichen Studien belegt wurde 14;15;17;26;34, 

bleibt die Rolle des Opioidergen Systems bei systemischen Entzündungsprozessen, 

wie z. B. der Sepsis unklar. Eine weitere Problematik stellen hierbei das komplexe 

immunologische Geschehen in der Sepsis, sowie zahlreiche auslösende 

Pathomechanismen und inhomogene Krankheitsverläufe dar. Bislang existieren nur 

wenige Ansätze, die in-vitro gefundenen Veränderungen des Opioidergen Systems 

auf konkrete Krankheitsbilder zu übertragen 18. 
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1.1.3. Lipopolysaccharid (LPS) 

LPS ist Bestandteil der Zellwand gramnegativer Bakterien. Der auch als Endotoxin 

bezeichnete Molekülkomplex besteht aus dem Lipoid A, dem „Core“-

Polysaccharid und der O-spezifischen Polysaccharidkette.  

 

 

Abbildung 2: Aufbau des Lipopolysaccharids 48. 

 
Das Lipoid A ist für die toxische Wirkung verantwortlich 49. Bei der gramnegativen 

Bakteriämie löst es eine Reihe von Reaktionen aus, welche einerseits zytoprotektiv, 

andererseits aber auch zellschädigend sind 50. Die LPS-induzierte Zellaktivierung 

ist dabei von dem LPS binding-Protein (LBP) und einem trimolekularen Cluster 

aus den Proteinen CD14, MD2 und dem Toll-like-Receptor TLR4 abhängig 51. 

Makrophagen, Monozyten und neutrophile Granulozyten exprimieren die 

membrangebundene Form des CD14 (mCD14), so dass LPS direkt am Rezeptor 

andockt, während bei Endothel- und Epithelzellen, glatten Muskelzellen, 

Astrozyten und dendritischen Zellen das LPS, durch LBP beschleunigt, mit dem im 

Plasma löslichen CD14 (sCD14) einen Komplex bildet und erst dann am TLR4-

MD-2-Komplex binden kann 48;51;52. Diese Kaskade bewirkt die Aktivierung von 

NF-κB und stimuliert die Produktion und Sekretion von Zytokinen (z.B. TNF-α, 

IL-1, Interferon-γ, IL-6, IL-8), Stickoxid (NO) und Superoxiden 53-55. 
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Mit LPS inkubierte neutrophile Granulozyten zeigen eine erhöhte zelluläre 

Aktivität, verbesserte Adhäsion am Endothel, vermehrte Sekretion von 

lysozymalen Enzymen, sowie eine gesteigerte Freisetzung von O2
-. Dieser Effekt 

der gesteigerten neutrophilen Granulozyten-Funktion wird als „Priming“ 

bezeichnet 56;57. 

 

 

Abbildung 3: Wirkung von LPS auf die verschiedenen Zellen 48. Links ist die 

Wirkung von LPS auf neutrophile Granulozyten, Makrophagen und 

Monozyten über den membranständigen mCD14-Rezeptor dargestellt, rechts 

auf Endothelzellen, Epithelzellen, glatten Muskelzellen und Astrozyten über 

den im Plasma löslichen sCD14-Rezeptor am TLR4-MD-2-Komplex. 
 

Ferner aktiviert LPS das Komplementsystem auf dem alternativen Weg und auch 

das Bradykinin-System 58. Es induziert direkt und indirekt die Granulopoese, führt 

zur Aggregation und Degeneration von Thrombozyten und stimuliert die 

intravasale Gerinnung durch die Aktivierung von Faktor VII 58. Wird viel 

Endotoxin frei, so kann es zum septischen Schock kommen 48. Weiterhin kann es 

einen Blutdruckabfall und eine Kachexie verursachen. Aufgrund dieser 

spezifischen Effekte von LPS, wird die Stimulation von Vollblut mit LPS als ein 

in-vitro-Modell gram-negativer septischer Krankheitsbilder angesehen59;60. 
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Das LPS-Modell in unseren Versuchen diente zur Untersuchung der Auswirkung 

einer gram-negativen Sepsis auf das Opioiderge System und die OR-Expression 

auf neutrophilen Granulozyten. Dabei ist bislang ungeklärt, ob das LPS eine 

Veränderung der OR-Dichte auf den neutrophilen Granulozyten hervorruft und ob 

dies gegebenenfalls direkt oder über verschiedene Zwischenschritte vermittelt wird. 

Denkbar ist hier zum einen die Freisetzung aus intrazellulären Pools, aber auch 

eine Neusynthese der OR. Diese Fragen könnten bei der durch LPS bedingten 

gram-negativen Sepsis eine Rolle für das Opioiderge System und damit für eine 

Therapie mit Opioiden spielen. 

1.1.4. Staphylococcus aureus 

Staphylococcus aureus (St.aureus) gehört zur Familie der Micrococcaceae. Diese 

grampositiven Bakterien sind kleine, kugelige Zellen (Kokken) von ca. 1 µm 

Durchmesser, die sich in Haufen oder Trauben anordnen. Der St.aureus ist ein 

fakultativer Anaerobier 61 und neben E. coli die häufigste Ursache nosokomialer 

Infekte wie Pneumonie und chirurgischer Wundinfekte. Aufgrund des 

zunehmenden Auftretens von Resistenzen, z. B. gegen Methicillin (MRSA, 

Methicillin resistenter St.aureus) ist dieser Keim von großer Bedeutung für die 

Klinik 62. Die zunehmende Inzidenz der gram-positivem Sepsis in den letzten 15 

Jahren ist auf das vermehrte Auftreten von Staphylokokken-Infekten 

zurückzuführen 63. 

Die Bandbreite der durch St.aureus verursachten Symptome reicht vom einfachen 

Hautinfekt bis hin zum tödlichen Toxic Schock Syndrom (TSS). Dies liegt an der 

Fähigkeit des St.aureus verschiedene oberflächengebundene extrazelluläre Enzyme 

und Exotoxine zu produzieren und sezernieren (Koagulase, Alphatoxin, Protein A, 

Exfoliatin, Toxic-Schock-Syndrom-Toxin-1) 61;62. 
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Die in der Zellwand enthaltene Teichon- und Lipoteichonsäure vermitteln eine 

Komplementaktivierung auf dem alternativem Weg und stimulieren Makrophagen 

zur Sekretion von Zytokinen wie z.B. TNF-α 61;64. In-vivo Studien konnten zeigen, 

dass Lipoteichonsäure von St.aureus zu einem signifikanten Anstieg des TNF-α-

Spiegels im Plasma führt 63. 

Das Toxic-Schock-Syndrom-Toxin-1 (TSST-1) wird von ungefähr 1% der Stämme 

produziert 61. Es ist ein Superantigen, das die klonale Expansion zahlreicher T-

Lymphozyten induziert, was wiederum zur massiven Produktion von Zytokinen 

(z.B. TNF-α) führt. Diese rufen dann das klinische Bild des toxischen (septischen) 

Schocks hervor 61.  

Die Inkubation mit St.aureus diente in unserer Untersuchung als in-vitro-Modell 

der gram-positiven Sepsis, in dem die Auswirkung vitaler Bakterien auf das 

Opioiderge System und die OR-Dichte auf neutrophilen Granulozyten überprüft 

werden soll. Bislang ist unklar, ob und wie St.aureus einen Einfluss auf das 

Opioiderge System hat. Die Veränderung der OR-Dichte auf neutrophilen 

Granulozyten und damit eine Modifikation der Wirkung von endogenen und 

exogenen Opioiden stellen mögliche Folgeerscheinungen dar. Diese Fragen 

könnten für den Einsatz von Opioiden in der gram-positiven Sepsis eine wichtige 

Rolle spielen. 

1.1.5. Tumornekrosefaktor alpha (TNF-αααα) 

TNF-α ist ein toxisches, proinflammatorisches Zytokin, das von Makrophagen 65, 

T-Zellen und NK-Zellen gebildet wird. Zielzellen des TNF-α sind neutrophile 

Granulozyten, Monozyten, Makrophagen, Tumorzellen, Endothelzellen und 

hämatopoetische Zellen. TNF-α bindet dabei über p55-, p75-, CD120a- und 

CD120b-Rezeptoren an die Zielzellen. Auf neutrophilen Granulozyten erhöht TNF-

α die Expression der Komplementrezeptoren CD11b/CD18 und CD35, die eine 

verstärkte Migration und Phagozytose-Aktivität der neutrophilen Granulozyten 

vermitteln 66;67. CD11b/CD18 wird darüber hinaus mit der Einwanderung von 

neutrophilen Granulozyten in die Leber und der damit verbundenen 

Leberschädigung in Zusammenhang gebracht 68. TNF-α vermindert die Expression 
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von L-Selektin auf der Zelloberfläche von neutrophilen Granulozyten, wodurch die 

Transmigration in entzündliches oder infektiöses Gewebe erleichtert und gesteigert 

wird 69. Als Zytokin reduziert TNF-α die Rezeptordichte für IL-8 (CXCR2) auf 

polymorphkernigen Leukozyten. Dies führt zur Reduktion von mobilisiertem 

intrazellulärem Calcium und vermindert die Chemotaxis, die über IL-8 vermittelt 

wird 65. Als zentrales Zytokin entzündlicher Prozesse aktiviert TNF-α das 

Endothel, steigert die Synthese von Prostaglandin E2 im Hypothalamus und löst 

somit als Pyrogen Fieber aus. Darüber hinaus spielt TNF-α auch bei der 

Aktivierung des Gerinnungssystems eine zentrale Rolle. Weiterhin ist TNF-α an 

der Pathogenese von gramnegativen Septikämien, beim Staphylokokken-Toxic-

Schock-Syndrom und bei der Gruppe B Streptokokkensepsis 70 maßgeblich 

beteiligt. Durch TNF-α werden neutrophile Granulozyten zytotoxischer und haben 

eine erhöhte Fähigkeit auf schwächere Signale der Umgebung zu reagieren 71. 

Im Tiermodell kann die alleinige Applikation von TNF-α das klinische Bild eines 

septischen Schocks auslösen. Hierbei zeigt sich, dass das TNF-α eine wichtigere 

Rolle als die Bakteriämie an sich hat 72. Die Ausschüttung des TNF-α kann als eine 

Überreaktion des Immunsystems angesehen werden, die entscheidend zur 

Entstehung septischer Krankheitsbilder beiträgt. 

Für die Endotoxämie ist eine Aktivierung zentralnervöser OR beschrieben, wobei 

endogene Opioide hemmend auf die Makrophagenaktivität wirken und somit 

indirekt einen Einfluss auf die TNF-α-Produktion im Entzündungsgeschehen haben 

können (Abbildung 4). Weniger gut untersucht ist bislang die Rolle des peripheren 

Opioidergen Systems auf Immunzellen bei generalisierten Entzündungsprozessen. 

In unseren Versuchen sollte daher geklärt werden, ob durch TNF-α Veränderungen 

der OR-Expression auf neutrophilen Granulozyten induziert werden und inwiefern 

TNF-α in der Lage ist, bei entzündlichen Vorgängen das Opioiderge System zu 

modulieren. In Zusammenhang mit den LPS- und St.aureus-Inkubationsversuchen 

soll eine Differenzierung zwischen verschiedenen klinisch relevanten 

Immunstimulantien untersucht werden. 
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Abbildung 4: Schema über die Produktion und Wirkung von TNF-αααα 

(modifiziert nach 73). Durch die Bindung von LPS/LBP an den CD14/TLR4-

Rezeptor auf Makrophagen kommt es zur Produktion und Sekretion von 

TNF-αααα. . . .  Durch das freigesetzte TNF-αααα kommt es zur gesteigerten 

Gefässpermeabilität und Aktivierung der Gerinnungskaskade. Dies kann zum 

Multiorganversagen und schließlich zum Tod führen. Über die Bindung von 

endogenen Opioiden an OR im zentralen Nervensystem kann diese TNF-

αααα−−−−Freisetzung zentral gehemmt werden. Darüber hinaus haben IL-10, IL-4 

und IL-13 einen direkt hemmenden Einfluss auf TNF-αααα. 
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1.1.6. Durchflusszytometrisches Verfahren 

In der zellulären Analytik wurden Aussagen über die funktionellen und 

morphologischen Vorgänge im Immunsystem hauptsächlich durch die 

Fluoreszenzmikroskopie getroffen. Diese Methodik ist jedoch zeitaufwendig und 

untersucherabhängig und ermöglicht daher nur Teilaussagen innerhalb eines eng 

begrenzten Anwendungsbereiches. Durchflusszytometrische Verfahren stellen 

Weiterentwicklungen der fluoreszenzmikroskopischen Ansätze dar und beinhalten 

den Vorteil, dass große Zellzahlen in kurzer Zeit gemessen werden können. 

Die Durchflusszytometrie basiert auf dem Prinzip der gleichzeitigen Messung 

unterschiedlicher chemischer und physikalischer Eigenschaften einzelner Zellen, 

die an einem Messpunkt einzeln analysiert werden. Die zu untersuchende 

Zellsuspension wird dazu in das Zentrum eines Stroms aus partikelfreier 

Trägerflüssigkeit geleitet. Der Probenstrom nimmt dabei von einem 200µm großen, 

auf einen 10µm kleinen am Messpunkt befindlichen Durchmesser ab 74;75. 
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1.2. Zielsetzung der Studie 

In dieser Studie sollen anhand einer Vollblutmethode eines gesunden 

Probandenkollektivs und eines septischen Patientenkollektivs folgende 

Fragestellungen durchflusszytometrisch an neutrophilen Granulozyten untersucht 

werden: 

 

1. Welchen Einfluss hat die in-vitro-Stimulation von Vollblut gesunder 

Probanden mit TNF-α, LPS und Staphylococcus aureus auf die leukozytäre 

Expression von DOR, KOR und MOR? 

 

2. Welchen Einfluss hat die in-vitro-Stimulation von Vollblut septischer 

Intensivpatienten mit TNF-α, LPS und Staphylococcus aureus auf die 

leukozytäre Expression dieser OR? 

 

3. Unterscheidet sich die Expression von OR bei sedierten Intensivpatienten, 

die eine Analgesie mit Fentanyl bzw. Ketamin erhalten haben und eine 

Sepsis gemäß den Kriterien nach Bone aufweisen? 
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2. MATERIAL und METHODEN  

Die Experimente wurden mittels einer Vollblutmethodik an neutrophilen 

Granulozyten durchgeführt. Am Durchflusszytometer wurde die Expression von 

DOR, KOR und MOR nach Vorbehandlung mit verschiedenen Stimulantien 

bestimmt. 

 

2.1. Probenmaterial 

In dieser Arbeit wurden zwei Gruppen untersucht: 

1.) 11 gesunde Probanden, deren Vollblut mit den drei verschiedenen Stimulantien 

LPS, TNF-α und St.aureus inkubiert wurde. Anschließend wurde die OR-

Expression auf Leukozyten durchflusszytometrisch gemessen. 

2.) 22 septische Intensivpatienten, aus deren Vollblut durchflusszytometrisch die 

leukozytäre OR-Expression bestimmt wurde. Bei weiteren 2 Intensivpatienten 

wurde darüber hinaus eine in-vitro-Stimulation des Blutes mit LPS, TNF-α und 

St.aureus durchgeführt. 

 

2.1.1. Probanden 

Die Studie wurde durch die Ethik-Kommission der Justus-Liebig-Universität 

Gießen genehmigt (Studien-Nummer 94/04, Juli 2004). Untersucht wurde das Blut 

gesunder Männer im Alter zwischen 20 und 40 Jahren. Nach Aufklärung über den 

Inhalt, die Vorgehensweise und das Untersuchungsziel der Studie und 

schriftlichem Einverständnis wurden 11 männliche Probanden im Alter von 20 bis 

40 Jahren in die Studie aufgenommen. 
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2.1.2. Ausschlusskriterien 

Als Ausschlusskriterien für das gesunde Probandenkollektiv der Studie galten: 

- Rauchen 

- Allergien 

- akute oder chronische Infektionen oder Erkrankungen 

- immunsuppressive Therapie 

 

 

2.1.3. Probengewinnung und –aufarbeitung 

Die Probengewinnung war bei allen Probanden vergleichbar. Sie erfolgte einmalig 

im Zeitraum von 8 bis 11 Uhr morgens aus einer peripheren Vene der Ellenbeuge 

mit einer Kanüle. Dabei wurde darauf geachtet, dass nicht länger als eine Minute 

gestaut wurde. Das Volumen der Blutprobe betrug 4 ml, EDTA diente dabei als 

Antikoagulanz. Im Anschluss an die Blutentnahme wurden die Proben sorgfältig 

durchmischt und bis zur weiteren Aufarbeitung lichtgeschützt auf Eis gelagert. 

 

 

2.1.4. Intensivpatienten 

Untersucht wurde das Blut von Intensivpatienten, die das klinische Bild einer 

Sepsis aufwiesen. Die Patienten wurden durch den zuständigen Oberarzt der 

Intensivstation in die Studie aufgenommen, nachdem die Angehörigen über den 

Inhalt, die Vorgehensweise und das Untersuchungsziel der Studie aufgeklärt waren 

und schriftlich in die Studie eingewilligt hatten. 
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2.1.5. Auswahlkriterien 

Als Auswahlkriterien für die Aufnahme der Intensivpatienten in die Studie mussten 

mindestens fünf der folgenden „Diagnostischen Kriterien der Sepsis“ erfüllt 

werden: 

 

 

 

Abbildung 5: Diagnostische Kriterien der Sepsis. Ergänzung der Consensus 

Conference 2001 zum SIRS (INR = International Normalized Ratio, aPTT = 

aktivierte partielle Thromboplastinzeit, SvO2 = Pulmonalarterielle, 

gemischtvenöse Sauerstoff-Sättigung, PaO2 = arterieller Sauerstoffgehalt, 

FiO2 = inspiratorisch Sauerstoffkonzentration) 45. 
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Des Weiteren wurden die Patienten nach dem Analgesieverfahren in zwei Gruppen 

eingeteilt. Unterschieden wurde zwischen einer Analgesie mit Fentanyl und S-

Ketamin. 

Die Patienten der Fentanyl-Gruppe erhielten initial 3 µg/kg KG/h als Analgetikum 

via Perfusor bis zu einem Maximum von 10 µg/kgKG/h. Die S-Ketamin-Gruppe 

erhielt initial 2 mg/kgKG/h, bis zu einem Maximum von 6 mg/kgKG/h als 

Analgetikum via Perfusor. In beiden Gruppen wurde die Dosis nach klinischem 

Bedarf (subjektive Einschätzung der Schmerzfreiheit der Patienten durch das 

Pflegepersonal, Schmerzäußerungen wie Abwehrbewegungen, Gesichtverziehen) 

nach oben oder unten korrigiert. Die Sedierung erfolgte in allen Fällen durch die 

Gewichtsadaptierte Gabe von Propofol (Disoprivan® 2%) in einer Dosierung von 

2,5 mg/kgKG/h. Die Dosisanpassungen sowie die Initialbehandlung der Patienten 

erfolgten durch einen studienunabhängigen Arzt, so dass der doppelblinde Modus 

gewahrt war. Dem Untersucher der Blutproben war zum Zeitpunkt der Messung 

und Auswertung die Gruppenzugehörigkeit der Patienten nicht bekannt. 

Um die Intensivpatienten in Bezug auf die Erkrankung und Prognose vergleichen 

zu können, wurde der APACHE-II-Score mit einer standardisierten 

Schweregradeinteilung verwendet 76. 

 

2.1.6. Probenaufarbeitung 

Den Intensivpatienten wurde im Zeitraum zwischen 8 und 11 Uhr 4 ml Blut aus 

dem liegenden arteriellen Zugang entnommen. EDTA diente dabei als 

Antikoagulanz. Die ersten 5 ml arterielles Blut wurden wegen der möglichen 

Verunreinigung mit Heparin verworfen. Im Anschluss an die Blutentnahme wurden 

die Proben sorgfältig durchmischt und bis zur weiteren Aufarbeitung lichtgeschützt 

auf Eis gelagert. 
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2.2. Inkubation mit Stimulantien 

Das Vollblut (100 µl) aller gesunden Probanden, sowie zweier Intensivpatienten 

wurde nach der folgenden Methodik mit den Stimulantien inkubiert: 

 

20 µl Staphylococcus aureus (Bakterienkonzentration 109/ml) 

10 µl LPS (100 ng/ml) 

10 µl TNF-α (100 ng/ml) 

 

Die Inkubation erfolgte bei 37°C in einem Wärmeschrank unter Zugabe von 5% 

Kohlendioxid (CO2). Die Inkubationszeiten betrugen für St.aureus 15, 30 und 60 

Minuten, sowie drei und sechs Stunden. Die Inkubationszeit für LPS und TNF-α 

betrug drei, sechs, zwölf und vierundzwanzig Stunden. Vor der OR-Markierung 

wurden die Proben mit 2 ml PBS-Puffer versetzt, gut vermischt und für 5 Minuten 

bei 4°C und 1200 U/min zentrifugiert. Der Überstand wurde dekantiert. In 

vorangegangen Studien unserer Arbeitsgruppe wurde eine Vitalitätsprüfung der 

neutrophilen Granulozyten mittels Tryptanblau durchgeführt, die zeigte, dass die 

Zellen einen Zeitraum von 24 Stunden überleben und weiterhin vital sind 77. Auf 

eine Vitalitätskontrolle wurde bei vergleichbarem Aufarbeitungsschema daher in 

dieser Untersuchung verzichtet. 

Um zu zeigen, dass Veränderungen der OR-Expression auf Granulozyten durch die 

Stimulantien und nicht durch unspezifische Effekte, wie lange Inkubationszeit oder 

Kontakt mit Fremdoberflächen erfolgte, wurde eine Versuchsreihe mit den 

verschiedenen Inkubationszeiten, aber ohne Verwendung eines Stimulans als 

Negativkontrolle durchgeführt. 
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2.3. Bestimmung der Opioidrezeptoren DOR, KOR und MOR 

2.3.1. Testprinzip 

Mit diesem in-vitro-Assay wird die quantitative Expression der 

Oberflächenrezeptoren DOR, KOR und MOR auf neutrophilen Granulozyten im 

Vollblut nachgewiesen. Fluoresceinisothiocyanat-(FITC-)-markierte polyklonale 

OR-Antikörper (OR-AK), die gegen die oben genannten Rezeptoren gerichtet sind, 

dienten als Marker. Die Grünfluoreszenz der FITC-markierten OR-AK wurde 

durchflusszytometrisch bestimmt. Zur Eichmessung und Einstellung des 

Durchflusszytometers wurden FITC-markierte Anti-Human-IgG-Antikörper 

verwendet. 

2.3.2. Inkubation mit den FITC-markierten OR-Antikörpern 

Die Markierung der Oberflächenrezeptoren fand bei Raumtemperatur statt. Jeweils 

100 µl EDTA-Vollblut wurden in ein Probenröhrchen gegeben. Der Probe wurden 

10 µl des FITC-markierten OR-Antikörpers zugegeben. Als Eichmessung wurde 

jeweils eine Probe mit FITC-markierten Anti-Human-IgG-Antikörpern inkubiert, 

um Messabweichungen durch granulozytäre Autofluoreszenz zu eliminieren. Als 

Kontrolle wurde jeweils eine Probe mit NaCl-0,9% inkubiert. Anschließend 

wurden die Ansätze gemischt und 15 Minuten lichtgeschützt bei Raumtemperatur 

inkubiert, dann mit 2 ml PBS-Puffer versetzt. Die Proben wurden gut durchmischt 

und zentrifugiert (5 Minuten, 4°C, 1200 U/min). Der Überstand wurde verworfen. 

Zu jedem Röhrchen wurden 2 ml FACS®Brand-Lysing-Solution zur Fixierung und 

Lyse der Erythrozyten gegeben. Die Probenröhrchen wurden gemischt und für 15 

Minuten lichtgeschützt bei Raumtemperatur inkubiert. Die Proben wurden 

zentrifugiert (5 Minuten, 4°C, 1200 U/min) und der Überstand dekantiert. Dieser 

Waschschritt wurde einmal wiederholt. Zur Messung der Probe im FACS-Gerät 

wurden 500µl PBS-Puffer hinzugegeben. Der beschriebene Arbeitsablauf galt für 

alle verwendeten Antikörper. Die Fluoreszenzintensität der Ansätze konnte nun 

durchflusszytometrisch bestimmt werden. Bei Raumtemperatur wurden die 
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Messungen innerhalb von 60 Minuten durchgeführt. Lichtgeschützt und eisgekühlt 

waren die Proben für 24 Stunden haltbar. 

2.3.3. Auswahl geeigneter OR-Antikörper 

Zur Auswahl standen mehrere polyklonale Antikörper gegen eine bestimmte 

Struktur in der heptahelikalen Transmembrandomäne von DOR, KOR und MOR. 

Dabei sind Antikörper mit dem Präfix „N“ gegen den N-Terminus des Rezeptors, 

gerichtet, während Antikörper mit dem Präfix „C“ den C-Terminus detektieren. 

DOR (N-18), (M20), (H60) 

KOR (N-19), (C20), (H70) 

MOR (N-20), (C20) 

In Vorversuchen wurde die Bindung der oben genannten Antikörper an den 

jeweiligen OR überprüft und im Vollblutansatz die Fluoreszenzintensität mit 

derjenigen von FITC-markierten Anti-Human-IgG-Antikörpern verglichen. 

Diejenigen Antikörper, die in den Vorversuchen zu einer Erhöhung der 

Fluoreszenzintensität führten, wurden von der Firma Santa Cruz mit FITC 

markiert, so dass der Inkubationsschritt mit einem zweiten Antikörper zur 

Detektion des Anti-OR-Antikörpers entfallen konnte 

Zur besseren Darstellung wurde für die Vorversuche die Fluoreszenzintensität des 

FITC-anti-human-IgG-Ansatzes auf 101 eingestellt, während bei den 

Stimulationsexperimenten entsprechend der Autofluoreszenz bzw. unspezifischen 

Bindung der Zellen eine Justierung von <101 vorgenommen wurde. 

 

 

 

 

 

 

 



MATERIAL und METHODEN 

 21 

 

Abbildung 6: Eichmessung auf 101 mit FITC-markierten Anti-Human-IgG-

Antikörpern ohne Verwendung eines Stimulans. 

 

 

 

 

Abbildung 7: Inkubation von unstimuliertem Vollblut mit anti-MOR (C-20): 

Es findet sich im Vergleich zur Kontrolle mit FITC-anti-human-IgG kein 

Anstieg des Fluoreszenzsignals. 
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Abbildung 8: Inkubation von unstimuliertem Vollblut mit anti-MOR (N-20): 

Im Vergleich zu Abbildung 6, zeigt sich eine Zunahme der Fluoreszenz als 

Ausdruck der Bindung des FITC-markierten Antikörper an MOR. 

 

MOR (N-20), DOR (N-18), KOR (N-19) bewirkten als OR-Antikörper, die gegen 

den auf der Zelloberfläche exprimierten N-terminalen Anteil des Opioidrezeptors 

gerichtet sind, eine Fluoreszenzsteigerung und wurden in den nachfolgenden 

Experimenten eingesetzt. 

2.4. Die Durchflusszytometrie 

2.4.1. Optisches System 

Die Analyse der Proben wurde an einem FACS-Calibur-Durchflusszytometer 

(Firma Becton Dickinson) durchgeführt, der mit einem Argon-Ionenlaser mit 15 

mW Leistung und einer Emissionslinie von 488 nm ausgestattet war. Zur 

Auswertung der Messungen diente ein Power-Mac-Computer der Firma Apple 

mit der Auswertesoftware Cell Quest (Firma Becton Dickinson).  

Das Durchflusszytometer ist ein optisches System, in dem Streulicht- und 

Fluoreszenzsignale einzelner Partikel analysiert werden. Die Ergebnisse basieren 
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auf der gleichzeitigen Messung mehrerer biochemischer und physikalischer 

Parameter jeweils einer Zelle. Um die Proben durchflusszytometrisch untersuchen 

zu können, muss eine Suspension von Einzelzellen vorliegen. Wird diese 

Voraussetzung erfüllt, ist prinzipiell jede Zellart für die durchflusszytometrische 

Analyse geeignet. Die Zellen werden im Durchflusszytometer hintereinander, quasi 

wie im „Gänsemarsch“ zum Messpunkt geleitet, wo sie mit Licht bestrahlt werden. 

Dort werden Signale in Form von Fluoreszenz und Lichtstreuung, die beim 

Kontakt des Partikels mit einem Lichtstrahl entstehen, im Durchflusszytometer 

gemessen. Dies geschieht anhand von Detektionssystemen, die die Fluoreszenz- 

und Streulichtabgabe jedes Partikels messen. Pro Minute stehen dann mehr als 104 

Zellen zur Analyse bereit. 

Das Durchflusszytometer besteht aus einem Anregungsteil, in dem ein Laserstrahl 

mit Hilfe von prismatischen Linsen so verformt wird, dass er am Messpunkt einen 

elliptischen Durchmesser von ca. 20 * 60 µm besitzt, und einem Detektionsteil, in 

dem das durch die Ablenkung am Partikel entstehende Streulicht gemessen wird. 

Dabei wird zwischen Messung des Vorwärtsstreulichts (Forwardscatter = FSC) und 

des Seitwärtsstreulichts (Sidewardscatter = SSC) unterschieden. FSC-Detektion 

und SSC-Detektion stehen im rechten Winkel zueinander. Hierdurch wird eine gute 

räumliche Auflösung bei gleichzeitiger ausreichender Signalintensität erzielt. 

Fotozellen und Fotodioden im Detektionsbereich, wandeln die Lichtsignale in 

elektrische Signale um, die wie folgt verarbeitet werden: Das elektrische Signal ist 

abhängig von der Intensität des Lichtstrahls. Da das Seitwärtsstreulicht (SSC) und 

die Fluoreszenz nur sehr schwache Signale erzeugen, werden sie mittels einer 

Photoröhre verstärkt. In dieser Photoröhre werden Elektronen nach dem Auftreten 

von Photonen emittiert. Im weiteren Verlauf entsteht eine Kettenreaktion, ausgelöst 

durch die emittierten Elektronen, die an einer benachbarten Elektrode neue 

Elektronen ablösen, welche ihrerseits weitere Elektronen freisetzen. Durch diese 

Kettenreaktion wird das Ursprungssignal entweder logarithmisch oder linear 

verstärkt. Um zwischen zu verwertenden Signalen und Hintergrundrauschen 

differenzieren zu können, besitzt das Gerät eine elektronische Schwelle 

(Treshhold), die von einem bestimmten Parameter, in unserem Fall dem 
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Vorwärtsstreulicht (FSC) ausgelöst wird. 

Die Zellgröße, die Zelloberfläche, die Zellform und die Granularität beeinflussen 

die Lichtstreuung, d. h. den Anteil der 90°-Ablenkung, so dass eine physikalische 

und funktionelle Charakterisierung der Zellen erfolgen kann. Die Größe der Zellen 

korreliert dabei mit dem Vorwärtsstreulicht (FSC), die Dichte bzw. Granularität der 

Zellen hingegen mit dem Seitwärtsstreulicht (SSC). Anhand des Vorwärts- bzw. 

des Seitwärtsstreulichtes weist jede Zellpopulation ein eigenes charakteristisches 

Verteilungsmuster auf. Dadurch können Leukozytensubpopulationen wie 

neutrophile Granulozyten, Lymphozyten und Monozyten voneinander abgegrenzt 

werden. 

 

Abbildung 9: FSC/SSC-Diagramm (Originalregistrierung, FSC 

=Vorwärtsstreulicht, SSC=Seitwärtsstreulicht) mit Darstellung der 

verschiedenen Leukozyten Subpopulationen (Lymphozyten, Monozyten und 

polymorphkernige Neutrophile [PMN]). 
 

Um eine ausreichend hohe Qualität der durchflusszytometrischen Messung zu 

gewährleisten, muss die Lichtquelle mehrere Funktionen aufweisen. Sie muss 

neben einer hohen Intensität eine konstante Strahlungsleistung haben, und das 

Emissionsspektrum muss im Absorptionsbereich der verwendeten 

Fluoreszenzfarbstoffe liegen. Der Argon-Ionenlaser mit einer Emissionslinie von 

488 nm erfüllt diese Voraussetzungen. 
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2.4.2. Flüssigkeitssystem 

Das Flüssigkeitssystem im FACS-Calibur-Durchflusszytometer der Firma Becton 

Dickinson besteht aus zwei initial getrennten Leitungen, die sich später vereinigen. 

Unter konstantem Druck wird eine zellfreie Trägerflüssigkeit (FACS-Flow, 

Firma Becton Dickinson) in die Messzelle gepumpt und anschließend in den 

Abfalltank geleitet. Durch eine Stahlkapillare, deren Ende auf das Zentrum der 

Messküvette gerichtet ist, wird die Zellsuspension aus dem Probenröhrchen 

gesaugt. Verlässt die Zellsuspension die Stahlkapillare, bewirkt die 

Trägerflüssigkeit, die parallel dazu einen laminaren Hüllstrom erzeugt, dass sich 

der Probenstrom verengt. Diese Verengung führt dazu, dass die Zellen einzeln 

hintereinander weitergeführt werden, aber gemäß dem Bernouillschen Prinzip auch 

beschleunigt werden. Pro Minute stehen mehr als 104 Zellen zur Analyse bereit. 

Dieser Vorgang wird als „hydrodynamische Fokussierung“ bezeichnet. 

 

2.5. Darstellung der Messergebnisse 

Die Darstellung der Messergebnisse erfolgte als Histogramm sowie als „Dot-Plot“-

Grafik. In der Histogrammdarstellung wird die Verteilung der 

Fluoreszenzintensitäten der ausgewählten Zellen analysiert. Dazu werden die 

gemessenen Fluoreszenzintensitäten in verschiedene Klassen (Intensitätskanäle) 

eingeteilt und gegen die absolute Zellzahl aufgetragen. Die Verteilung erfolgt 

abhängig von der zuvor gewählten Signalverarbeitung und elektrischen Spannung 

des Zytometers.  

Um die Zellpopulation darzustellen, wurde ein Punkthistogramm (Dot-Plot) 

gewählt. Jeder Punkt in der Grafik steht hierbei für eine bestimmte Zelle mit ihren 

Eigenschaften (Zellgröße, Zellform, Zelloberfläche und Granularität) und ist der 

Schnittpunkt der zwei Messparameter. Dabei korrelieren Vorwärtsstreulicht (FSC) 

und Seitwärtsstreulicht (SSC), sowie Rot- und Grünfluoreszenz. 
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Pro Messung werden also für jede einzelne Zelle vier Parameter gemessen: 

- Vorwärtsstreulicht (FSC) 

- Seitwärtsstreulicht (SSC) 

- Grünfluoreszenz (FL 1) 

- Rotfluoreszenz (FL 2) 

 

Durch Kombination dieser Parameter kann eine Darstellung in einem Diagramm 

erfolgen. Anhand des FSC/SSC-Diagramms ist eine Differenzierung der einzelnen 

Zellpopulationen möglich (siehe  

Abbildung 10). 

 

 

Abbildung 10: FSC/SSC-Diagramm (Originalregistrierung, 

FSC=Vorwärtsstreulicht, SSC=Seitwärtsstreulicht) mit Anordnung der 

verschiedenen Zellpopulationen (Lymphozyten, Monozyten und 

polymorphkernige Neutrophile [PMN]). Im nachträglich gesetzten Gate 

(Kreis) sind selektiv die neutrophilen Granulozyten ausgewertet. Die so 

erfasste Fluoreszenzintensität wird nachfolgend in einem separaten 

Histogramm dargestellt. 
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Um die Fluoreszenzintensität der Granulozyten getrennt von den anderen 

Zellpopulationen auszuwerten, wurden (wie in Abbildung 10 dargestellt) spezielle 

Auswertfenster (Gate) gesetzt. 

Die Leukozytensubpopulationen setzen sich zusammen aus Lymphozyten (20-

40%), Monozyten (2-8%) und Granulozyten (50-70%). Die „Zellwolke“ im 

Auswertfenster beinhaltet nicht nur neutrophile Granulozyten, sondern auch 

basophile und eosinophile Granulozyten. Da aber die neutrophilen Granulozyten 

mit 55 - 70% den beiden anderen Subpopulationen quantitativ deutlich überlegen 

sind (eosinophile 2 - 4% und basophile 0 - 1%) 1, kann die „Zell-Wolke“ 

stellvertretend für die neutrophilen Granulozyten angenommen und der Messfehler 

vernachlässigt werden. Die restlichen 30-40% der Zellen sind, wie oben bereits 

erwähnt die Lymphozyten und Monozyten, diese liegen nicht im Gate. 

Die Grundeinstellung des Durchflusszytometers erfolgte anhand der Inkubation 

von Vollblut mit FITC-markierten anti-Human-IgG-Antikörpern und wird vor der 

Messung der untersuchungsrelevanten Zellsuspension durchgeführt. Die 

Autofluoreszenz unmarkierter Zellen wird definitionsgemäß mit <101 angegeben 

und entsprechend wurde das Durchflusszytometer anhand des FITC-anti-Human-

IgG-behandelten Ansatzes eingestellt (Gate M1 in Abbildung 11). Diese 

Einstellung des Durchflusszytometers wird bei den anschließenden Messungen der 

Proben beibehalten. Durch diese Verfahren werden Messunregelmäßigkeiten durch 

eine unspezifische Bindung FITC-markierter Antikörper oder durch 

Autofluoreszenz der Zellen ausgeschlossen. Ausgehend von dieser Eicheinstellung 

können nun im Rahmen der Messung von Probenansätzen Auswertefenster gesetzt 

werden, die die Unterscheidung der nicht-fluoreszierenden, „nicht exprimierenden“ 

Zellen von den fluoreszierenden, „exprimierenden“ Zellen erlauben. 
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Abbildung 11: Gate M1: Negativbereich (Autofluoreszenz und unspezifische 

Bindung). Gate M2: Zellen ohne erhöhte Rezeptordichte („niedrig 

exprimierende“ Zellen). Gate M3: Zellen mit erhöhter Rezeptordichte 

(„vermehrt exprimierende“ Zellen). Dargestellt ist die Messung einer 

unstimulierten Blutprobe unter Verwendung des MOR-Antikörpers N-20. 

 

Die nicht-fluoreszierenden Zellen befinden sich im Auswertbereich M1. Die 

fluoreszierenden, „exprimierenden“ Zellen im Auswertbereich M2 bzw. M3. Dabei 

werden „niedrig exprimierende“ Zellen von „vermehrt exprimierenden“ Zellen 

unterschieden (siehe Abbildung 11), im weiteren Verlauf werden die in M2 

dargestellten Zellen als „niedrig exprimierende“ und die in M3 analysierten Zellen 

als „vermehrt exprimierende“ Zellen bezeichnet. 

Die einheitliche Grundeinstellung des Durchflusszytometers im IgG-Ansatz 

ermöglicht hierbei objektive Vergleiche zwischen verschiedenen Probenansätzen. 
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2.6. Statistische Auswertung 

Die statistische Auswertung der durchflusszytometrischen Messergebnisse wurde 

mit Hilfe der Statistiksoftware SPSS Version 14.0 durchgeführt. Es wurde der 

Mittelwert aus den Messergebnissen aller Probanden zu jedem Messzeitpunkt 

gebildet und die Standardabweichung errechnet. Zum Vergleich der Mittelwerte 

wurde eine Ranganalyse für verbundene Stichproben mit dem Wilcoxon-Test 

durchgeführt. Dieser nichtparametrische Test prüft die Null-Hypothese. Zur 

Verhinderung der Alphafehler-Kumulierung bei multiplen Paarvergleichen wurde 

die Bonferroni-Korrektur angewandt. Die verschiedenen Messzeitpunkte sind 

hinsichtlich der Messergebnisse vergleichbar. Für Vergleiche zwischen zwei 

Messzeitpunkten wurde nach Prüfung auf Normalverteilung der T-Test für 

verbundene Stichproben angewandt. Das Signifikanzniveau dieser Arbeit wurde 

mit p<0,05 angesetzt. 
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3. ERGEBNISSE 

3.1. OR-Expression nach Stimulation mit Staphylococcus aureus 

Nachfolgend sind die durchflusszytometrisch gemessenen Veränderungen der 

Rezeptordichte auf den Granulozyten anhand einer Probanden-Versuchsreihe 

dargestellt. Die nachfolgenden Abbildungen zeigen zum einen, wie sich die 

mediane Fluoreszenzintensität (MFI) der Granulozyten verändert (siehe X-Achse, 

FL1-H) und zum anderen wie bei Verlängerung der Inkubationszeit ein höherer 

Prozentsatz der Zellen den Opioidrezeptor (in diesen Abbildungen den MOR) 

verstärkt exprimieren. Dies lässt sich anhand der Zunahme der Fläche unter dem 

Peak im Auswertefenster M3 darstellen. 

 

In Abbildung 12 ist zu erkennen, dass sich zwei Gipfel darstellen. Der größere 

Gipfel mit einer MFI von 41,42 und mit einem Zellanteil von 90,59%, der kleinere 

Gipfel mit 9,35% der Zellen und einer MFI von 805,84. Es lässt sich hieraus 

schließen, dass der Hauptanteil der Granulozyten verhältnismäßig wenige OR auf 

der Zelloberfläche exprimiert und dass ein geringer Prozentsatz von Granulozyten 

vermehrt OR auf ihrer Zelloberfläche aufweisen. 

Je länger die Inkubation mit dem Stimulans, im genannten Beispiel St.aureus, 

andauerte, desto höher war der Prozentsatz vermehrt exprimierender Zellen: 
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Abbildung 12: Histogramm der unstimulierten Kontrolle nach Inkubation mit 

anti-MOR (N-20). M2: Zellen mit geringer Fluoreszenz („niedrig 

exprimierend“) M3: „vermehrt exprimierende“ Zellen mit erhöhter OR-

Dichte. 

 

 

 

Abbildung 13: Histogramm nach 15 Minuten Inkubation mit St.aureus und 

Verwendung von anti-MOR (N-20). M1: „niedrig exprimierende“ Zellen (MFI 

29,69 / 80,49%), M2: „vermehrt exprimierende“ Zellen (MFI 567,42 / 

19,24%). 
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Die Messung nach 30-minütiger Inkubation mit St.aureus (Abbildung 14) zeigt 

deutlich, wie die Fläche unter dem zweiten Peak größer wird. Die MFI des linken 

Peaks liegt bei 27,14, das Gate enthält 65,09% der Zellen. Der rechte Peak hat eine 

MFI von 528,03 und beinhaltet 34,04% der Zellen. 

 

 

 

Abbildung 14: Histogramm nach 30 Minuten Inkubation mit St.aureus und 

Verwendung von anti-MOR (N-20). M1: „niedrig exprimierende“ Zellen (MFI 

27,14 / 65,09%), M2: „vermehrt exprimierende“ Zellen (MFI 528,03/ 34,04%). 

 

 

Im zeitlichen Verlauf dieser Versuchsreihe wird diese Tendenz noch 

eindrucksvoller. 
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Abbildung 15: Histogramm nach 60 Minuten Inkubation mit St.aureus und 

Verwendung von anti-MOR (N-20). M1: „niedrig exprimierende“ Zellen (MFI 

23,50 / 40,76%), M2: „vermehrt exprimierende“ Zellen (MFI 333,76 / 

58,24%). 

 

 

Abbildung 16: Histogramm nach drei Stunden Inkubation mit St.aureus und 

Verwendung von anti-MOR (N-20). M1: „niedrig exprimierende“ Zellen (MFI 

45,73 / 29,61%), M2: „vermehrt exprimierende“ Zellen (MFI 241,44 / 

68,21%). 
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Abbildung 17 zeigt, dass es zu einer Umkehr der Verteilung der Zellen gekommen 

ist, so dass überwiegend „vermehrt exprimierende“ Zellen (70,29%) vorliegen, die 

eine hohe Opioidrezeptordichte (MFI 220,67) aufweisen. Gleichzeitig sind es nur 

noch 27,31% der Granulozyten in Gate M2, diese zeigen keine erhöhte 

Rezeptorzahl auf der Zelloberfläche (MFI 50,48). Einschränkend ist zu erwähnen, 

dass mit steigenden Inkubationszeiten die eindeutige Abgrenzbarkeit in den 

jeweiligen Auswertefenstern nachlässt, da beide Peaks verschmelzen. 

 

 

Abbildung 17: Histogramm nach sechs Stunden Inkubation mit St.aureus und 

Verwendung von anti-MOR (N-20). M1: „niedrig exprimierende“ Zellen (MFI 

50,48 / 27,31%), M2: „vermehrt exprimierende“ Zellen (MFI 220,67 / 

70,29%). 
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3.1.1. DOR 

Zunächst wurde der Einfluss von St.aureus auf die DOR-Expression neutrophiler 

Granulozyten untersucht. 20 ml St.aureus (109/ml) erhöhten schon nach 15 min 

signifikant den Prozentsatz der DOR-exprimierenden Granulozyten von 2,14% auf 

14,75%. Die Verlängerung der Inkubation auf 30, 60, 180 und 360 Minuten führte 

zu einer weiteren Erhöhung bis auf einen maximalen Anteil von 57,92% der Zellen 

im positiven Auswertefenster M3. 
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Abbildung 18: Prozentualer Anteil der PMN, die nach Inkubation mit 

St.aureus den DOR vermehrt exprimieren. (min = Minuten, STD = Stunden). 

Dargestellt sind Mittelwert ±±±± Standardabweichung, n = 11. Messwerte inkl. p-

Werte siehe Tabelle 1. 
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Hingegen bleibt die mediane Fluoreszenzintensität der Granulozyten im Gate M2 

sowie im Gate M3 annähernd konstant. Dabei wurden mit einem 

Fluoreszenzmedian von 47,08 in Gate M2 „niedrig exprimierende“ neutrophile 

Granulozyten, mit einer MFI von 204,93 in Gate M3 die „vermehrt 

exprimierenden“ Granulozyten erfasst. Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass 

der Aktivierungsgrad in den einzelnen Auswertefenstern durch verlängerte 

Inkubation mit St.aureus nicht weiter gesteigert wird. 
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Abbildung 19: Expression des DOR auf PMN nach Inkubation mit St.aureus 

gemessen an der medianen Fluoreszenzintensität. (min = Minuten, STD = 

Stunden, Gate M2 = niedrig exprimierend, Gate M3 = vermehrt 

exprimierend). Dargestellt sind Mittelwert ±±±± Standardabweichung, n = 11. 

Messwerte inkl. p-Werte siehe Tabelle 2 und Tabelle 3. 
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3.1.2. KOR 

Nach Markierung mit Anti-KOR–Antikörpern zeigte sich ein ähnliches 

Verlaufsbild wie für DOR. Nach Inkubation mit St.aureus wurde der Anteil der 

vermehrt KOR-exprimierenden Granulozyten gesteigert. Nach 15 Minuten erhöhte 

sich der Anteil der „vermehrt exprimierenden“ Granulozyten signifikant von 5,41% 

auf 24,19%. Eine Verlängerung der Inkubationszeit auf 30, 60, 180 und 360 

Minuten führte zu einer weiteren Zunahme der „vermehrt exprimierenden“ Zellen 

auf maximal 67,40%. 
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Abbildung 20: Prozentualer Anteil der PMN, die nach Stimulation mit 

St.aureus den KOR vermehrt exprimieren. (min = Minuten, STD = Stunden). 

Dargestellt sind Mittelwert ±±±± Standardabweichung, n = 11. Messwerte inkl. p-

Werte siehe Tabelle 4. 
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Abbildung 21 zeigt, dass sich die mediane Fluoreszenzintensität der Granulozyten 

nach Stimulation mit St.aureus im Gate M2 und Gate M3 mit ansteigender 

Inkubationszeit nicht signifikant verändert. Der Abfall im Gate M3 vom 

Ausgangswert auf den 15 Minuten-Wert ist nicht signifikant (p = 0,854). Der 

signifikante Unterschied zum Zeitpunkt t = 15 Minuten (p = 0,018) und t = 30 

Minuten (p= 0,013) im Vergleich zum Ausgangswert „kein Stimulans“ erklärt sich 

durch den sehr niedrigen absoluten Messwert von 56,64 ± 7,69). 
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Abbildung 21: Expression des KOR auf Granulozyten nach Stimulation mit 

St.aureus gemessen an der medianen Fluoreszenzintensität. (min = Minuten, 

STD = Stunden, Gate M2 = niedrig exprimierend, Gate M3 = vermehrt 

exprimierend). Dargestellt sind Mittelwert ±±±± Standardabweichung, n = 11. 

Messwerte inkl. p-Werte siehe Tabelle 5 und Tabelle 6. 
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3.1.3. MOR 

St.aureus steigerte ebenfalls die Expression des MOR auf den neutrophilen 

Granulozyten. Nach 15 Minuten Stimulation mit 20 ml St.aureus (109/ml) erhöhte 

sich der Zellanteil der „vermehrt exprimierenden“ Granulozyten von 5,37% auf 

24,53%. Die Verlängerung der Inkubation auf 30, 60, 180 und 360 Minuten führte 

zu einer weiteren Erhöhung der „vermehrt exprimierenden“ Granulozyten bis zu 

einem Prozentsatz von 53,93% der Zellen. 
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Abbildung 22: Prozentualer Anteil der PMN, die nach Inkubation mit 

St.aureus den MOR vermehrt exprimieren. (min = Minuten, STD = Stunden). 

Dargestellt sind Mittelwert ±±±± Standardabweichung, n = 11. Messwerte inkl. p-

Werte siehe Tabelle 7. 
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Bei Verlängerung der Inkubationszeit mit St.aureus konnte keine Zunahme der 

medianen Fluoreszenzintensität der Granulozyten in Gate M2 oder Gate M3 

beobachtet werden. Der Abfall im Gate M3 vom Ausgangswert auf den 15 

Minuten-Wert ist nicht signifikant (p = 0,131).  
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Abbildung 23: Expression des MOR auf neutrophilen Granulozyten nach 

Inkubation mit St.aureus gemessen an der medianen Fluoreszenzintensität. 

(min = Minuten, STD = Stunden, Gate M2 = niedrig exprimierend, Gate M3 = 

vermehrt exprimierend). Dargestellt sind Mittelwert ±±±± Standardabweichung, 

n = 11. Messwerte inkl. p-Werte siehe Tabelle 8 und Tabelle 9. 
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3.2. Veränderung der OR-Expression nach Stimulation mit TNF-αααα 

3.2.1. DOR 

Um den Einfluss von TNF-α auf die Expression des DOR auf neutrophile 

Granulozyten zu untersuchen, wurde Vollblut drei, sechs, zwölf und 

vierundzwanzig Stunden mit TNF-α (100 ng/ml) inkubiert. Nach sechs Stunden 

Stimulation war der Anteil der Zellen, die den Opioidrezeptor vermehrt 

exprimieren signifikant von 2,14% auf 12,84% erhöht. Nach 12 Stunden lag der 

Anteil bei 28,57% und nach 24 Stunden bei 68,13%. 
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Abbildung 24: Prozentualer Anteil der PMN, die nach Stimulation mit TNF-αααα 

(100 ng/ml) den DOR vermehrt exprimieren. (min = Minuten, STD = 

Stunden). Dargestellt sind Mittelwert ±±±± Standardabweichung, n = 11. 

Messwerte inkl. p-Werte siehe Tabelle 10. 
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Nach Stimulation mit TNF-α (100ng/ml) blieb in Gate M2 und Gate M3 die 

mediane Fluoreszenzintensität der Granulozyten im zeitlichen Verlauf konstant. 

Signifikante Unterschiede fanden sich nicht. 

 

 

0,00

200,00

400,00

600,00

800,00

1000,00

1200,00

1400,00

kein
Stimulans

3 STD 6 STD 12 STD 24 STD

Inkubationszeit

m
ed

ia
ne

 F
lu

or
es

ze
nz

in
te

ns
itä

t

Gate M2
Gate M3

*: signifikant gegenüber dem Ausgangswert "Kein Stimulans"

 

Abbildung 25: Expression des DOR auf Granulozyten nach Stimulation mit 

TNF-αααα (100 ng/ml) gemessen an der medianen Fluoreszenzintensität. (min = 

Minuten, STD = Stunden, Gate M2 = niedrig exprimierend, Gate M3 = 

vermehrt exprimierend). Dargestellt sind Mittelwert ±±±± Standardabweichung, 

n = 11. Messwerte inkl. p-Werte siehe Tabelle 11 und Tabelle 12. 
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3.2.2. KOR 

Die Stimulation mit TNF-α (100ng/ml) erhöhte den Prozentsatz der Granulozyten, 

die den KOR exprimieren. Nach sechs Stunden Inkubation mit TNF-α (100ng/ml) 

exprimierten bereits mehr als doppelt so viele Granulozyten (initial 5,34%, nach 6 

Std 12,02%) den KOR auf ihrer Zelloberfläche im Gate M3. 
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Abbildung 26: Prozentualer Anteil der PMN, die nach Stimulation mit TNF-αααα 

(100 ng/ml) den KOR vermehrt exprimieren. (min = Minuten, STD = 

Stunden). Dargestellt sind Mittelwert ±±±± Standardabweichung, n = 11. 

Messwerte inkl. p-Werte siehe Tabelle 13. 
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Die mediane Fluoreszenzintensität der Granulozyten im Gate M2 und M3 

veränderte sich dabei nicht signifikant. (n = 11, dargestellt sind Mittelwert ± 

Standardabweichung). 
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Abbildung 27: Expression des KOR auf PMN nach Inkubation mit TNF-αααα 

(100 ng/ml) gemessen an der medianen Fluoreszenzintensität. (min = Minuten, 

STD = Stunden, Gate M2 = niedrig exprimierend, Gate M3 = vermehrt 

exprimierend). Dargestellt sind Mittelwert ±±±± Standardabweichung, n = 11. 

Messwerte inkl. p-Werte siehe Tabelle 14 und Tabelle 15. 
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3.2.3. MOR 

Der stimulatorische Effekt von TNF-α auf die OR-Expression auf Granulozyten 

zeigte sich auch bei der Messung des MOR. Nach sechs Stunden Stimulation mit 

TNF-α (100ng/ml) erhöhte sich der Anteil der Granulozyten, die diesen Rezeptor 

vermehrt exprimieren signifikant von 5,37 % auf 14,03%, nach 24 Stunden 

Inkubation auf 57,19%. 
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Abbildung 28: Prozentualer Anteil der PMN, die nach Stimulation mit TNF-αααα 

(100 ng/ml) den MOR vermehrt exprimieren. (min = Minuten, STD = 

Stunden). Dargestellt sind Mittelwert ±±±± Standardabweichung, n = 11. 

Messwerte inkl. p-Werte siehe Tabelle 16. 
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Eine signifikante Zunahme oder Abnahme der medianen Fluoreszenzintensität auf 

der Zelloberfläche der Granulozyten konnte weder im Gate M2 noch Gate M3 

gemessen werden. 
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Abbildung 29: Expression des MOR auf neutrophilen Granulozyten nach 

Stimulation mit TNF- αααα (100 ng/ml) gemessen an der medianen 

Fluoreszenzintensität. (min = Minuten, STD = Stunden, Gate M2 = niedrig 

exprimierend, Gate M3 = vermehrt exprimierend). Dargestellt sind Mittelwert 

±±±± Standardabweichung, n = 11. Messwerte inkl. p-Werte siehe Tabelle 17 und 

Tabelle 18. 
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3.3. Veränderungen der OR-Expression nach Stimulation mit LPS 

3.3.1. DOR 

Im ähnlichen Maße wie durch TNF-α wurde durch Inkubation mit LPS (100ng/ml) 

die Dichte der DOR auf der Granulozytenoberfläche und die Zahl der vermehrt 

exprimierenden Zellen erhöht. 100 µl Vollblut wurden für drei, sechs, zwölf und 24 

Stunden mit LPS (100 ng/ml) inkubiert. Der stimulierende Effekt von LPS war 

nach sechs Stunden signifikant, hier erhöhte sich der Anteil der „vermehrt 

exprimierenden“ Zellen von 2,14% auf 9,92%. Nach 24 Stunden lag der Zellanteil 

der „vermehrt exprimierenden“ Granulozyten bei 55,16%. 
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Abbildung 30: Prozentualer Anteil der PMN, die nach Stimulation mit LPS 

(100 ng/ml) den DOR vermehrt exprimieren. (min = Minuten, STD = 

Stunden). Dargestellt sind Mittelwert ±±±± Standardabweichung, n = 11. 

Messwerte inkl. p-Werte siehe Tabelle 19. 
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Die mediane Fluoreszenzintensität der Granulozyten veränderte sich nicht 

signifikant bei verlängerten Stimulationszeiten. 

 

0,00

200,00

400,00

600,00

800,00

1000,00

1200,00

1400,00

kein
Stimulans

3 STD 6 STD 12 STD 24 STD

Inkubationszeit

m
ed

ia
ne

 F
lu

or
es

ze
nz

in
te

ns
itä

t

Gate M2
Gate M3

*: signifikant gegenüber dem Ausgangswert "Kein Stimulans"

 

Abbildung 31: Expression des DOR auf PMN nach Inkubation mit LPS (100 

ng/ml) gemessen an der medianen Fluoreszenzintensität. (min = Minuten, STD 

= Stunden, Gate M2 = niedrig exprimierend, Gate M3 = vermehrt 

exprimierend). Dargestellt sind Mittelwert ±±±± Standardabweichung, n = 11. 

Messwerte inkl. p-Werte siehe Tabelle 20 und Tabelle 21. 
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3.3.2. KOR 

LPS induzierte eine vermehrte KOR-Expression auf neutrophilen Granulozyten. 

Nach zwölf Stunden Stimulation mit LPS (100 ng/ml) stieg der Prozentsatz der 

KOR exprimierenden „vermehrt exprimierenden“ Zellen von 5,34% auf 23,41% 

an. Nach 24 Stunden lag dieser Anteil der „vermehrt exprimierenden“ 

Granulozyten bei 44,15%. 
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Abbildung 32: Prozentualer Anteil der PMN, die nach Stimulation mit LPS 

(100 ng/ml) den KOR vermehrt exprimieren. (min = Minuten, STD = 

Stunden). Dargestellt sind Mittelwert ±±±± Standardabweichung, n = 11. 

Messwerte inkl. p-Werte siehe Tabelle 22. 
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Die Fluoreszenzintensität der Granulozyten nach Stimulation mit LPS (100ng/ml) 

veränderte sich bei Verlängerung der Stimulationszeit weder in Gate M2 noch in 

Gate M3 signifikant. Bei einer Fluoreszenz der „niedrig exprimierenden“ 

Granulozyten von 58,66, lag die mediane Fluoreszenzintensität der „vermehrt 

exprimierenden“ Zellen bei 451,97. 
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Abbildung 33: Expression des KOR auf neutrophilen Granulozyten nach 

Stimulation mit LPS (100 ng/ml) gemessen an der medianen 

Fluoreszenzintensität. (min = Minuten, STD = Stunden, Gate M2 = niedrig 

exprimierend, Gate M3 = vermehrt exprimierend). Dargestellt sind Mittelwert 

±±±± Standardabweichung, n = 11. Messwerte inkl. p-Werte siehe Tabelle 23 und 

Tabelle 24. 
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3.3.3. MOR 

Die Stimulation mit LPS (100ng/ml) führte zu einer Zunahme des Prozentsatzes 

von Granulozyten, die den MOR auf der Zelloberfläche exprimieren. Nach zwölf 

Stunden wurde ein signifikanter Unterschied zum Ausgangswert beobachtet. Dabei 

wurde eine Zunahme von 7,91% gemessen (von 5,37% auf 13,28%). Nach 24 

Stunden lag der Anteil der „vermehrt exprimierenden“ Granulozyten bei 44,40%. 
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Abbildung 34: Prozentualer Anteil der PMN, die nach Stimulation mit LPS 

(100 ng/ml) den MOR vermehrt exprimieren. (min = Minuten, STD = 

Stunden). Dargestellt sind Mittelwert ±±±± Standardabweichung, n = 11. 

Messwerte inkl. p-Werte siehe Tabelle 25. 
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Die mediane Fluoreszenzintensität der Granulozyten blieb annähernd konstant. 

Eine signifikante Veränderung in Gate M2 oder Gate M3 war nicht zu messen. 
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Abbildung 35: Expression des MOR auf neutrophilen Granulozyten nach 

Inkubation mit LPS (100 ng/ml) gemessen an der medianen 

Fluoreszenzintensität. (min = Minuten, STD = Stunden, Gate M2 = niedrig 

exprimierend, Gate M3 = vermehrt exprimierend). Dargestellt sind Mittelwert 

±±±± Standardabweichung, n = 11. Messwerte inkl. p-Werte siehe Tabelle 26 und 

Tabelle 27. 
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3.4. Intensivpatienten 

In einem Pilotversuch wurde EDTA-antikoaguliertes Blut von zwei septischen 

Intensivpatienten mit St.aureus (109/ml), LPS (100ng/ml) und TNF-α (100ng/ml) 

stimuliert, um zu evaluieren, ob neutrophile Granulozyten septischer 

Intensivpatienten ein ähnliches Stimulationsmuster aufweisen wie neutrophile 

Granulozyten gesunder Probanden. Diese beiden exemplarischen Messreihen 

wurden mit dem Mittelwert der 11 gesunden Probanden verglichen. 

Aufgrund der nur geringen Patientenanzahl (n=2) konnte weder eine statistische 

Auswertung, noch eine abschließende Beurteilung der Unterschiede in der 

granulozytären OR-Expression septischer Intensivpatienten und derjenigen 

gesunder Probanden getroffen werden. Jedoch ist in beiden Fällen zu beobachten, 

dass die OR-Expression nach Stimulation mit den unten aufgeführten Faktoren - 

möglicherweise als Ausdruck einer Voraktivierung der Zellen - verzögert eintritt. 

3.4.1. Stimulation mit Staphylococcus aureus 

Die Fluoreszenzintensität nach Stimulation mit St.aureus und nachfolgender 

Inkubation mit Anti-DOR-Antikörpern wies Unterschiede zwischen den beiden 

Intensivpatienten auf. Während bei dem Intensivpatient 1 (PAT-INT 1) der 

Balkenverlauf fast identisch mit dem gesunden Vergleichskollektiv war, zeigte sich 

bei Intensivpatient 2 (PAT-INT 2), dass die vermehrt exprimierenden Zellen später 

und in viel geringerem Ausmaß vorlagen (9,79% bei PAT-INT 2 nach drei Stunden 

Inkubation mit St.aureus). 
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Abbildung 36: Prozentualer Anteil der PMN, die nach Inkubation mit 

St.aureus vermehrt den DOR exprimieren. (min = Minuten, STD = Stunden). 

Der Mittelwert der 11 gesunden Probanden ist zum Vergleich dargestellt. 
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Abbildung 37: Prozentualer Anteil der PMN, die nach Stimulation mit 

St.aureus vermehrt den KOR exprimieren. (min = Minuten, STD = Stunden). 

Der Mittelwert der 11 gesunden Probanden dient als Vergleich für PAT-INT-

1 und PAT-INT-2. 
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Bei Messung des KOR (siehe Abbildung 37) auf den PMN konnte nach 15-

minütiger Stimulation mit St.aureus ähnliche Kurvenverläufe bei beiden 

Intensivpatienten gemessen werden. Im weiteren zeitlichen Verlauf nahmen bei 

PAT-INT 1 die Anzahl der „vermehrt exprimierenden“ Zellen konstant zu und 

erreichten nach sechs Stunden einen Wert von 52,80%, während der Anteil dieser 

Zellen bei PAT-INT 2 wesentlich geringer war (Maximum nach drei Stunden bei 

24,76%). 

 

Ein ähnliches Bild zeigte sich bei Markierung des MOR (siehe Abbildung 38). 

Nach 15 Minuten Stimulation mit St.aureus wiesen beide Patienten einen 

Prozentsatz vermehrt exprimierender Zellen von ca. 12% auf. Nach sechs Stunden 

Inkubation lag das Maximum nach stetigem Anstieg von PAT-INT 1 bei 61,77%, 

während bei PAT-INT 2 nach drei Stunden ein Maximum von 37,86% erreicht 

hatte, das nachfolgend wieder abfiel. 
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Abbildung 38: Prozentualer Anteil der PMN, die nach Inkubation mit 

St.aureus vermehrt den MOR exprimieren (min = Minuten, STD = Stunden). 

Der Mittelwert der 11 gesunden Probanden ist zum Vergleich dargestellt. 
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Insgesamt fällt auf, dass der Anteil der vermehrt exprimierenden Zellen bei PAT-

INT 2 im Vergleich zu PAT-INT 1 niedriger lag und ein Anstieg später und 

langsamer stattfand. 

3.4.2. Stimulation mit TNF- αααα 

Bei beiden Intensivpatienten verminderte TNF-α den Anteil der vermehrt 

exprimierenden Zellen bei Messung des DOR. Während die DOR-Expression bei 

PAT-INT 1 bis zum Inkubationszeitpunkt von sechs Stunden mit dem gesunden 

Vergleichskollektiv vergleichbar war und erst dann vermindert war, konnte bei 

PAT-INT 2 schon von Beginn an ein deutlich reduzierter Prozentsatz von vermehrt 

DOR exprimierenden Zellen gemessen werden. 
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Abbildung 39: Prozentualer Anteil der PMN, die nach Inkubation mit TNF-αααα 

(100 ng/ml) vermehrt den DOR exprimieren. (min = Minuten, STD = 

Stunden). Der Mittelwert der 11 gesunden Probanden ist zum Vergleich 

dargestellt. 
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Auch bei der Untersuchung des KOR ist zu erkennen, dass durch TNF-α der Anteil 

der vermehrt exprimierenden Zellen vermindert wurde. Beim PAT-INT 1 geschah 

dies erst nach einer Inkubationszeit von drei Stunden, beim PAT-INT 2 war diese 

Verminderung von Beginn an zu messen. 
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Abbildung 40: Prozentualer Anteil der PMN, die nach Stimulation mit TNF-αααα 

(100 ng/ml) vermehrt den KOR exprimieren. (min = Minuten, STD = 

Stunden). Der Mittelwert der 11 gesunden Probanden ist zum Vergleich 

dargestellt. 
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Wie auch bei der DOR- und KOR-Expression, konnte auch bei der Messung des 

MOR eine Reduktion der vermehrt exprimierenden Zellen beobachtet werden. 
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Abbildung 41: Prozentualer Anteil der PMN die nach Inkubation mit TNF-αααα 

(100 ng/ml) vermehrt den MOR exprimieren. (min = Minuten, STD = 

Stunden). Der Mittelwert der 11 gesunden Probanden ist zum Vergleich 

dargestellt. 
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3.4.3. Stimulation mit LPS 

Ähnlich wie TNF-α zeigte auch LPS eine supprimierende Wirkung auf die 

granulozytäre DOR-Expression. Bei PAT-INT 1 war bis zu einem Zeitpunkt von 

sechs Stunden der Balkenverlauf fast identisch mit dem Vergleichskollektiv und 

erst nach zwölf Stunden stieg der Anteil der vermehrt exprimierenden Zellen nicht 

weiter an, nach 24 Stunden waren keine DOR-positiven Zellen mehr nachweisbar. 

Bei PAT-Int 2 war diese Reduktion der DOR-Expression schon von Beginn an zu 

beobachten. 
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Abbildung 42: Prozentualer Anteil der Granulozyten die nach Inkubation mit 

LPS (100 ng/ml) vermehrt den DOR exprimieren. (min = Minuten, STD = 

Stunden). Der Mittelwert der 11 gesunden Probanden ist zum Vergleich 

dargestellt. 
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Die KOR-Expression, gemessen anhand des Prozentsatzes vermehrt 

exprimierender Zellen, war bei beiden Intensivpatienten vermindert, wobei PAT-

INT 2 diesen Effekt von Anfang an aufwies, während er bei PAT-INT 1 erst nach 

3-stündiger Inkubationszeit ein Abfall auffiel. 
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Abbildung 43: Prozentualer Anteil der PMN die nach Stimulation mit LPS 

(100 ng/ml) vermehrt den KOR exprimieren. (min = Minuten, STD = 

Stunden). Der Mittelwert der 11 gesunden Probanden ist zum Vergleich 

dargestellt. 
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Ein ähnliches Bild zeigt sich für die LPS-induzierte Expression des MOR. Bei 

PAT-INT 1 sinkt der Anteil vermehrt exprimierender Zellen nach 24 Stunden unter 

die Nachweisgrenze, bei PAT-INT 2 ist diese Verminderung von Beginn an zu 

messen. 
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Abbildung 44: Prozentualer Anteil der PMN die nach Inkubation mit LPS 

(100 ng/ml) vermehrt den MOR exprimieren. (min = Minuten, STD = 

Stunden). Der Mittelwert der 11 gesunden Probanden ist zum Vergleich 

dargestellt. 

 

 

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass sowohl TNF-α als auch LPS auf 

Granulozyten septischer Patienten eine Suppression der vermehrt exprimierenden 

Zellen bewirkt. 
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3.5.  OR-Expression bei Sedierung mit Fentanyl vs. Ketamin 

Die folgenden Ergebnisse unterscheiden zwei Gruppen von Patienten, wobei eine 

Gruppe mit Fentanyl, die andere mit Ketamin sediert wurde. 

Es handelt sich dabei um 24 Intensivpatienten. Jeweils 12 Patienten wurden mit 

Fentanyl bzw. Ketamin sediert, davon je neun männliche und drei weibliche 

Patienten. Das mittlere Alter lag insgesamt bei 64 ± 14 Jahren, das der Fentanyl-

Gruppe lag bei 65 ± 12 Jahren, das der Ketamin-Gruppe bei 60 ± 15 Jahren. Der 

APACHE-II lag im Mittel bei 25 ± 3, in der Fentanyl-Gruppe bei 25 ± 3 und bei 

der Ketamin-Gruppe 24 ± 3. Die Mortalität lag insgesamt bei 37,5%, in der 

Fentanyl-Gruppe bei 25%, in der Ketamin-Gruppe bei 50%. Die biologischen 

Daten (Geschlecht, Alter, Hauptdiagnose, Medikation und Outcome) sind 

nachfolgend auf Seite 63 tabellarisch dargestellt: 
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Die Ergebnisse dieser Vergleichsstudie zwischen einer Sedierung mit Ketamin oder 

Fentanyl führten zu keinem signifikanten Unterschied in der Expression von OR 

auf Granulozyten. Bei drei Patienten aus der Fentanyl-Gruppe und sechs Patienten 

aus der Ketamin-Gruppe war eine Messung am Entlassungstag nicht möglich, da 

die Patienten an ihrer Grunderkrankung bzw. deren Komplikationen verstarben. 

Die Ergebnisse der Patienten, die Fentanyl als Analgetikum erhielten, sind im 

Folgenden grafisch dargestellt. 

 

0,00

20,00

40,00

60,00

80,00

100,00

120,00

1. Tag 2. Tag 3. Tag Entlassung

Verlauf

m
ed

ia
ne

 F
lu

or
es

ze
nz

in
te

ns
itä

t

3
5
6
15
16
22
23
24
26
28
29
30

 

Abbildung 46: Verlauf der DOR-Expression auf PMN der einzelnen 

Intensivpatienten (Fentanyl-Gruppe) über drei Messtage und dem 

Entlassungstag. Messwerte siehe Tabelle 37. (1.Tag = Aufnahmetag in die 

Studie mit zwei darauf folgenden Messtagen [2. und 3. Tag] und Messung am 

Entlassungstag von Intensivstation. 
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Abbildung 47: Verlauf der KOR-Expression der einzelnen Intensivpatienten 

(Fentanyl-Gruppe) an drei Messtagen und dem Entlassungstag. Messwerte 

siehe Tabelle 38. (1.Tag = Aufnahmetag in die Studie mit zwei darauf 

folgenden Messtagen [2. und 3. Tag] und Messung am Entlassungstag von 

Intensivstation). 
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Abbildung 48: Verlauf der MOR-Expression auf neutrophilen Granulozyten 

der einzelnen Intensivpatienten (Fentanyl-Gruppe) über eine Zeit von drei 

Tagen und dem Entlassungstag. Messwerte siehe Tabelle 39. (1.Tag = 

Aufnahmetag in die Studie mit zwei darauf folgenden Messtagen [2. und 3. 

Tag] und Messung am Entlassungstag von Intensivstation). 

 

Der Vergleich dieser Kurvenverläufe für die einzelnen Patienten ist nur schwer 

möglich, da eine zu große Streuung der Werte von 30,0 bis 1.800,00 besteht. 
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Im Folgenden werden die Ergebnisse der Patienten, die Ketamin als Analgetikum 

erhielten, dargestellt. 
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Abbildung 49: Verlauf der DOR-Expression der einzelnen Intensivpatienten 

(Ketamin-Gruppe) an drei Messtagen und dem Entlassungstag. Messwerte 

siehe Tabelle 40. (1.Tag = Aufnahmetag in die Studie mit zwei darauf 

folgenden Messtagen [2. und 3. Tag] und Messung am Entlassungstag von 

Intensivstation). 
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Abbildung 50: Verlauf der KOR-Expression auf Granulozyten der einzelnen 

Intensivpatienten (Ketamin-Gruppe) über eine Zeit von drei Tagen und dem 

Entlassungstag. Messwerte siehe Tabelle 41. (1.Tag = Aufnahmetag in die 

Studie mit zwei darauf folgenden Messtagen [2. und 3. Tag] und Messung am 

Entlassungstag von Intensivstation). 
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Abbildung 51: Verlauf der MOR-Expression auf PMN der einzelnen 

Intensivpatienten (Ketamin-Gruppe) über drei Messtage und dem 

Entlassungstag. Messwerte siehe Tabelle 42. (1.Tag = Aufnahmetag in die 

Studie mit zwei darauf folgenden Messtagen [2. und 3. Tag] und Messung am 

Entlassungstag von Intensivstation). 

 

Im Vergleich der beiden Patientengruppen (Fentanyl und Ketamin) fällt auf, dass 

sich die Fluoreszenzintensität für alle OR-Subtypen in der Ketamingruppe in einem 

Messintervall von 26,00 bis 120,00 bewegt, während die Fentanylgruppe mit 

Werten von 20,00 bis 1.800,00 eine höhere Streubreite aufzeigt. Ursache hierfür 

können die interindividuell stark divergierenden Verläufe bei den Patienten, die 

Fentanyl erhielten, sein. 
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4. DISKUSSION 

4.1. Diskussion der Methodik 

4.1.1. Probenaufarbeitung 

Bei der vorliegenden Methodik wurden Vollblutproben verwendet. Vorteil dieser 

Methode ist, dass die neutrophilen Granulozyten in ihrer Morphologie und 

Funktion nicht beeinflusst werden und eine vorzeitige Aktivierung durch eine 

Zellseparation verhindert wird 78. Die Vollblutmethodik gewährleistet darüber 

hinaus, dass immunologische Interaktionen zwischen humoralen und zellulären 

Faktoren erhalten bleiben 79-83. 

Verschiedene Antikoagulantien, z.B. EDTA oder Lithiumheparinat, haben einen 

Einfluss auf die Aktivität der Granulozyten und auf deren Rezeptor-Expression 84. 

Bislang liegen keine Literaturhinweise über die Wirkung von Antikoagulantien auf 

das Expressionsverhalten von OR auf neutrophilen Granulozyten vor. Daher 

orientierte sich die vorliegende Arbeit an Studien, die sich mit der Wirkung von 

Antikoagulantien auf Funktion und Expression von Oberflächenrezeptoren auf 

neutrophile Granulozyten beschäftigten. Repo et al. zeigten, dass die Verwendung 

von EDTA bei der durchflusszytometrischen Messung von CD11b nicht geeignet 

ist, da die Ligandenbindung an diesem Rezeptor von Ca++ abhängig ist 85. Da 

Studien über die Struktur von und die Bindung an OR nicht über eine 

Bindungsabhängigkeit der Liganden von Ca++ berichteten 86-88, erscheint eine 

Interaktion der OR mit EDTA vernachlässigbar. In Studien von Sharp et al.89 und 

Beck et al. 18 wurde EDTA als Antikoagulanz zur anschließenden Messung der OR 

verwendet und damit plausible Ergebnisse erzielt, so dass auch wir EDTA als 

Antikoagulanz verwendeten. 

Um einen störenden Einfluss von EDTA auf die Expression von OR ausschließen 
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zu können, wurden zwei parallele Versuchsreihen, eine mit EDTA, die andere mit 

Lithiumheparinat als Antikoagulanz durchgeführt. Dabei war kein Unterschied in 

der Expression der OR bei der Negativkontrolle zwischen den beiden Proben zu 

messen. Es zeigte sich jedoch, dass unter Verwendung von Lithiumheparinat die 

Stimulation der Immunzellen mit St.aureus nicht möglich war. Aus diesem 

weiteren Grund wurde EDTA als Antikoagulanz verwendet. 

Zur Erythrozytenlyse wurde dem Vollblutansatz FACS-Lysing-Solution der 

Firma Becton Dickinson zugegeben. Die Zelllyse ist eine etablierte Methode mit 

dem Vorteil, dass die für die Messung wichtigen neutrophilen Granulozyten weder 

geschädigt, noch aus dem Ansatz eliminiert werden 90. Es kommt sogar zu einer 

Reduktion von Debris und einer guten Fixierung der Leukozytenpopulationen und 

somit zu einer wesentlich besseren durchflusszytometrischen Detektion der 

neutrophilen Granulozyten. Durch die Zelllyse wird lediglich das Streulichtsignal 

verändert, das Fluoreszenzsignal bleibt hingegen konstant 90. Es wird vermutet, 

dass die Lyse des Vollblutes die Hintergrundfluoreszenz aufgrund unspezifischer 

Antikörper-Bindung im Blut erhöht 85. Um dieses Phänomen zu verringern, wurde 

in dieser Arbeit das Vollblut zunächst mit Antikörpern inkubiert und anschließend 

mit PBS gewaschen. Danach erfolgte die Lyse der Erythrozyten. 

Die Inkubation der Vollblutproben mit den verschiedenen Stimulantien erfolgte im 

Wärmeschrank bei 37°C unter Zugabe von 5% CO2. Da keinerlei Ergebnisse 

anderer Studien zum zeitlichen Verlauf der OR-Expression auf Granulozyten 

vorlagen, wurden Versuchsreihen mit verschiedenen Inkubationszeiten 

durchgeführt. 

Die im Durchflusszytometer registrierte Fluoreszenz setzt sich aus zwei 

Komponenten zusammen. Zunächst ist die Kopplung der verwendeten FITC-

markierten OR-Antikörper an dem spezifischen Rezeptor maßgeblich für die 

gemessene Fluoreszenz verantwortlich. Hinzu kommt die zelluläre 

Autofluoreszenz, die durch im Zellstoffwechsel vorhandene Flavoproteine entsteht 
75;91. Durch den Eichansatz mit FITC-markierten Anti-Human-IgG-Antikörpern 

wurde dieser Effekt und die unspezifische Bindung von Antikörpern, die zu einem 

erhöhten Fluoreszenzsignal beitragen kann, ausgeschlossen. Die Eichung des 
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Gerätes mit dem Eichansatz erfolgte auf <101, dies beinhaltet sowohl die 

Autofluoreszenz als auch die unspezifische Antikörper-Bindung. 

Um zu zeigen, dass eine Inkubationszeit von bis zu maximal 24 Stunden oder der 

Kontakt mit Fremdoberflächen nicht zur Aktivierung der Granulozyten und damit 

verbunden zur Erhöhung der OR auf Granulozyten führt, wurde einmalig eine 

Versuchsreihe mit den verschiedenen Inkubationszeiten, aber ohne Verwendung 

eines Stimulans durchgeführt und mit der Ausgangsexpression verglichen. Hier 

zeigte sich keine Veränderung der Grundfluoreszenz. 

4.1.2. Wahl der Messparameter 

OR auf Immunozyten spielen eine wichtige Rolle bei der Regulierung des 

Immunsystems und haben eine spezielle Bedeutung im Hinblick auf die endogene 

Analgesie. Sie stellen einen wichtigen Angriffspunkt für Zytokine und endogene 

Opioidpeptide dar und vermitteln somit eine Immunmodulation 4;26;37 bzw. durch 

Bindung von Opioiden an entsprechenden Rezeptoren eine Immunsuppression 40;41. 

In dieser Arbeit sollten die Stimulantien St.aureus, TNF-α und LPS hinsichtlich 

ihrer Wirkung auf die OR-Expression auf Immunozyten untersucht werden. In 

vorangegangenen Studien unserer Arbeitsgruppe wurde die stimulierende Wirkung 

von St.aureus auf die Expression von Komplementrezeptoren und Phagozytose-

Aktivität, sowie den Oxidativen Burst von neutrophilen Granulozyten 

nachgewiesen 92. 

Wir wählten St.aureus als klinisch relevanten Keim, um einen Vergleich mit dem 

Symptomenkomplex des septischen Krankheitsbildes ziehen zu können. Die 

physiologische Situation im Organismus sollte, soweit es in-vitro-Experimente 

zulassen, annähernd dargestellt werden. Die Stimulation von Vollblut mit St.aureus 

stellt somit ein in-vitro-Modell für die grampositive Sepsis dar. 

Als Bestandteil gramnegativer Bakterien hingegen spielt LPS als Auslöser der 

gram-negativen Sepsis eine wichtige Rolle. Das auch als Endotoxin bezeichnete 

LPS führt zu einer Aktivierung von Granulozyten und Monozyten; diese 

sezernieren u.a. vermehrt TNF-α und IL-1 und induzieren über die Aktivierung des 

Komplementsystems eine generalisierte Entzündungsreaktion. Diese systemische 
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Inflammation führt zur Zellschädigung mit metabolischen Veränderungen, die sich 

klinisch als Sepsis manifestieren 93. Es ist bekannt, dass LPS die Sekretion von IL-

1 erhöht, was wiederum zu einer erhöhten Expression von OR auf der 

Zelloberfläche von Granulozyten führt 4;55. 

Eine weitere wichtige Rolle des septischen Krankheitsbildes nimmt TNF-α ein. 

LPS und TNF-α steigen bei einer beginnenden Infektion zeitversetzt im 

Patientenplasma an. Als initialer Mediator der Sepsis erreicht TNF-α sein 

Ausschüttungsmaximum in einem Zeitintervall von 45 Minuten bis zwei Stunden 

nach stattgefundener Stimulation 94-96. Spinas et al. zeigten, dass es nach 

Endotoxininfusion (LPS) bei gesunden Probanden innerhalb von 30 Minuten bis 

drei Stunden zu einem 4-5fachen Anstieg des TNF-α-Plasmaspiegels kommt 97. 

TNF-α ist in der Sepsis erhöht 98, der Plasmaspiegel korreliert jedoch nicht mit der 

Mortalität der Patienten 93;96. 

4.1.3. Wahl der geeigneten Antikörper 

In unseren Experimenten verwendeten wir die Antikörper MOR-1 (sc7489), DOR-

1 (sc7491) und KOR-1 (sc 7494) der Firma Santa Cruz Biotechnology, die gegen 

die Aminosäuren 1-50 des N-terminalen Anteils des jeweiligen OR gerichtet waren 

(mündliche Auskunft Firma Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg). In unseren 

Vorversuchen konnten wir zeigen, dass ausschließlich mit den Antikörpern, die 

sich gegen den N-terminalen Teil des Rezeptors richten, eine erhöhte Expression 

nach Stimulation gemessen werden konnte. Untersuchungen über die Struktur der 

OR zeigen, dass es sich um 7-Helix-Proteine handelt, die ein extrazelluläres N-

terminales Ende aufweisen (siehe Abbildung 52). Das C-terminale Ende liegt 

intrazellulär 99;100. Dies erklärt, warum die Antikörper, die sich gegen den C-

terminalen Teil des Rezeptors richten, keine Messung des OR ermöglichten. 

Topham et al. zeigten in ihrer Studie einen wesentlichen Unterschied und hohe 

Variabilität in der Struktur der drei verschiedenen OR in der N-terminalen Region 

und der fünften Helix (EL2) als zentrale Bindungsstelle, bei 61%iger 

Strukturgleichheit in den anderen Regionen 86. Somit ist gewährleistet, dass die von 

uns verwendeten Antikörper, die gegen das N-terminale Ende gerichtet sind, keine 
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Kreuzreaktionen mit den anderen beiden OR aufweisen und nur an dem für sie 

spezifischen Rezeptor binden. Dynorphin, ein selektiver KOR-Agonist, bindet an 

der N-terminalen Region von EL2 im KOR 87. Dies unterstützt die These, dass die 

N-terminale Region spezifisch für den jeweiligen Rezeptor ist. Metzger et al. 

postulierten, dass die N-terminalen Regionen mit der höchsten Sequenz-Variabilität 

spezifisch für die OR sind und dort die Interaktion mit den Liganden stattfindet 88. 

Abbildung 52: Struktureller Aufbau eines Opioidrezeptors 87, mit dem 

extrazellulären N-terminalen Ende und dem intrazellulären C-terminalem 

Ende. Dies erklärt, warum nur die für den N-Terminus spezifischen OR-

Antikörper zur Markierung der OR auf der Zelloberfläche geeignet sind. 
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4.1.4. Durchflusszytometrie 

Neben der Fluoreszenzmikroskopie dient insbesondere die Durchflusszytometrie 

der quantitativen Auswertung verschiedener Zellpopulationen. Beide Verfahren 

korrelieren zwar gut 75, im direkten Vergleich zeigt sich jedoch bei Messungen des 

Verhältnisses der Leukozytenpopulationen eine Diskrepanz. Von Sucic et al. wurde 

gezeigt 101, dass es aufgrund der ungenauen Abgrenzung der 

Leukozytensubpopulationen innerhalb der graphischen Darstellung des 

Durchflusszytometers zu unterschiedlichen Messergebnissen kommen kann. Nach 

längerer Stimulation mit St.aureus, insbesondere aber nach Stimulation mit TNF-α 

und LPS konnten wir im FSC/SSC-Diagramm eine zunehmende Inhomogenität der 

neutrophilen Granulozytenpopulation im Vergleich zur unstimulierten Probe 

feststellen. Dies geht mit einer Zunahme des Vorwärtsstreulichtes einher. Die 

Unterscheidung zwischen Monozyten und neutrophilen Granulozyten im 

FSC/SSC-Diagramm kann durch Ähnlichkeiten beider Zellpopulationen in Größe 

und Granularität erschwert sein 102. Bei einem Monozytenanteil von 2-8 % im 

Vergleich zu 50-70% neutrophiler Granulozyten vom Gesamtanteil aller 

Leukozyten 1, ist die Anzahl der im Auswertefenster fehlerhaft mitanalysierten 

Monozyten nur sehr gering, und der Messfehler kann vernachlässigt werden 101. 

Bei der Darstellung der Messergebnisse, lagen die gemessenen Fluoreszenzsignale 

im Häufigkeitsdiagramm um einen Mittelwert gestreut. Das Programm Cell 

Quest der Firma BD errechnet neben dem Mittelwert auch den Median der 

Fluoreszenzintensität, der sich als robuster Messparameter bewährt hat 103. Eine 

Erhöhung der Fluoreszenzintensität drückt sich in einer Verschiebung des Medians 

nach rechts innerhalb der gegateten Zellpopulation aus und ist mit der Erhöhung 

der Anzahl von OR auf der Zelloberfläche gleichzusetzen. 

Wir entschieden uns für den Median als statistisch auszuwertende Größe, da dieser 

im Vergleich zum Mittelwert einer Normalverteilung methodische Vorteile hat. So 

ist der Median bei Messungen mit großer Streubreite gegenüber „Ausreißern“ sehr 

stabil. Dies gewährleistet eine wesentlich bessere Reproduzierbarkeit der 

Ergebnisse und eine höhere Genauigkeit der Probenanalyse 103. Bei einer Differenz 
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von nur ca. 10% gegenüber den Kontrollwerten wurde in dieser Studie aufgrund 

der geringen Standardabweichung bei den Messergebnissen das Signifikanzniveau 

erreicht. Die Vergleichbarkeit der Standardabweichungen erhöhte dabei die 

Reproduzierbarkeit und damit die Validität der Ergebnisse 103. 

In dieser Studie diente die Durchflusszytometrie der Detektion der extrazellulären, 

sich auf der Zelloberfläche befindlichen OR. Intrazelluläre OR-Pools oder eine de-

novo-Synthese von OR über eine erhöhte mRNA-Transkription wurden nicht 

untersucht. Deshalb bleibt die Unterscheidung von „niedrig exprimierenden“ und 

„vermehrt exprimierenden“ Zellen vorerst eine Hypothese und es sind weitere 

Untersuchungen über die intrazellulären Kaskaden der OR-Regulation in 

Erwägung zu ziehen. Eine Möglichkeit bietet die quantitative Darstellung des 

DNA-gebundenen NF-κB-Gehaltes mittels Durchflusszytometrie. In 

vorangegangenen Studien konnte nachgewiesen werden, dass die Transkription des 

OR-Gens und die OR-Expression nach Stimulation mit z.B. TNF-α oder IL-1 NF-

κB-abhängig ist 5;104;105. Daher könnten Transkriptionsassays einen validen Ansatz 

darstellen, die intrazellulären Kaskaden, die an der OR-Expression beteiligt sind, 

zu überprüfen. Eine weitere Methode stellt die quantitative PCR zum Nachweis 

eines erhöhten mRNA-Gehaltes nach Inkubation mit dem Stimulus dar. So ließe 

sich die vermehrte OR-Expression auf der Zelloberfläche von neutrophilen 

Granulozyten durch eine gesteigerte intrazelluläre de-novo-Synthese (erhöhter 

mRNA-Gehalt nach Stimulation) erklären oder das Vorhandensein von 

präformierten OR aus intrazellulären Pools (unveränderter mRNA-Gehalt vor und 

nach Stimulation) darstellen. Die Immunhistochemie kann weiteren Aufschluss 

über die Lokalisation intrazellulärer Pools liefern. Einen gravierenden Nachteil 

dieser Methoden stellt die erforderliche Zellseparation dar, die erforderlich ist, um 

die einzelnen Leukozytenpopulationen selektiv untersuchen zu können. Eine 

Zellseparation führt jedoch zu einer Änderung des Aktivitätszustandes, so dass die 

Interpretation dieser Daten erschwert wird. 

Eine unspezifische Reaktion als Ausdruck einer generalisierten Zellaktivierung 

sollte ebenfalls durch weitere Experimente ausgeschlossen werden. 
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4.2. Diskussion der Ergebnisse 

4.2.1. Effekte von St.aureus 

In unserer Studie untersuchten wir die Wirkung von St.aureus auf die Expression 

der drei bekannten OR auf neutrophilen Granulozyten. Nach Gabe von St.aureus 

zeigte sich in eine zeitabhängige Zunahme derjenigen neutrophilen Granulozyten, 

die den Opioidrezeptor vermehrt exprimierten („vermehrt exprimierende“ 

Granulozyten). Unsere Ergebnisse deuten somit auf einen kausalen Zusammenhang 

zwischen St.aureus und der erhöhten Expression von OR auf neutrophilen 

Granulozyten hin. Eine solche Aktivierung von Phagozyten durch St.aureus wurde 

für zahlreiche andere Funktionsparameter bereits beschrieben. So ist bekannt, dass 

St.aureus über membranständige Zuckerphosphate an den CR 3-Rezeptor bindet 

und die granulozytäre Chemotaxis sowie die Aggregation neutrophiler 

Granulozyten aktiviert 106. 

Schmitz et al. konnten zeigen, dass das δ-Toxin von St.aureus eine hohe 

Bindungsaffintät zu neutrophilen Granulozyten hat 107. Es bewirkt eine vermehrte 

Expression von CD11b/CD18 (CR3) als Ausdruck einer Aktivierung der 

neutrophilen Granulozyten. Unklar ist bislang, ob über die gleiche Signalkaskade 

auch die Expression von OR auf der Zelloberfläche von Granulozyten stimuliert 

werden kann. 

Weiterhin ist bekannt, dass das Staphylokokken Enterotoxin B den DOR-mRNA-

Spiegel in T-Zellen von Mäusen 15 bis 24 Stunden nach Stimulation erhöht 108. Es 

ist nicht auszuschließen, dass das Enterotoxin auf Granulozyten eine vergleichbare 

Wirkung auf die OR-mRNA hat. Granulozyten zählen im Gegensatz zu T-

Lymphozyten zu den Zellen der primären Immunantwort. Dies könnte erklären, 

warum Granulozyten in unserer Studie bereits nach 15 Minuten und nicht wie T-

Zellen erst nach 15 Stunden, wie in der Studie von Sharp eine erhöhte DOR-

Expression aufweisen 108. Diese Annahme deckt sich mit einer Studie von Rittner 

et al. in der nachgewiesen werden konnte, dass bei Entzündungsprozessen 

Granulozyten schon nach zwei bis sechs Stunden eine erhöhte Produktion und 
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Sekretion von endogenen Opioidpeptiden zeigen 37. Unsere Ergebnisse stützen die 

Hypothese, dass St.aureus einen unmittelbar einsetzenden Effekt auf die OR-

Expression auf Granulozyten hat. 

Insbesondere im Zusammenhang mit der Sekretion endogener Opioidpeptide 

erscheint eine gleichzeitige Erhöhung der OR auf Granulozyten sinnvoll. 

Zu den endogenen Opioidpeptiden, die von Granulozyten im entzündeten Gewebe 

sezerniert werden zählen β-Endorphin, Met-Enkephalin und Dynorphin 7;16;19;26;29. 

Endorphin bindet am MOR 15;19, Enkephalin am DOR 14;15;19 und Dynorphin am 

KOR 14;15;19;20;26. Dies führt zu einer klinisch relevanten peripheren Analgesie, ohne 

dabei die zentralen Nebeneffekte von Opioiden, wie Atemdepression, Sedation, 

Euphorie oder Abhängigkeit zu verursachen 28-30. 

Eine Bindung am OR auf Granulozyten wirkt immunmodulatorisch und könnte 

einen Feedback-Mechanismus über die sezernierten endogenen Opioidpeptide 

ermöglichen, durch den zum einen die Sekretion von Opioidpeptiden oder anderer 

Entzündungsmediatoren gesteuert und zum anderen die Rezeptorexpression auf der 

Zelloberfläche reguliert werden könnte. 

So reguliert der KOR die zelluläre und humorale Immunantwort, inhibiert über 

eine Veränderung des Zytokinspiegels die Antikörperproduktion 14 und initiiert die 

T-Zell-Reifung im Thymus 26. Die Bindung am DOR moduliert die T-Zell-

Proliferation 14 und erhöht sowohl die Aktivität von NK-Zellen als auch die 

Zytotoxizität von T-Zellen 17. MOR2 vermittelt eine Suppression der NK-Zellen 

und MOR3 setzt die Chemotaxis sowie die Phagozytose von neutrophilen 

Granulozyten herab 25. 

Die Messung der Rezeptordichte auf der Zelloberfläche der „vermehrt 

exprimierenden“ Granulozyten ergab eine Zunahme bereits nach 15-minütiger 

Inkubation. Es könnte sich hierbei um ein „Alles-oder-Nichts-Prinzp“ handeln. Um 

diesen raschen Prozess zu erklären, kann vermutet werden, dass die erhöhte 

Expression der Oberflächenrezeptoren durch die Mobilisierung bereits 

präformierter, intrazellulärer Rezeptoren ermöglicht wird, wie dies für andere 

Rezeptoren, z.B. CD11b bereits beschrieben ist 106;109. Da jedoch auch noch nach 

sechs Stunden Inkubationszeit eine Veränderung der OR-Dichte zu messen ist, 



DISKUSSION 

 79 

kann nicht ausgeschlossen werden, dass auch eine gesteigerte de-novo-Synthese 

zur vermehrten OR-Expression beiträgt. Wie bereits in Abschnitt 4.1.4 diskutiert 

sind zur Überprüfung dieser Hypothese weitere molekularbiologische Experimente, 

die eine gesteigerte Neusynthese von OR ausschließen bzw. belegen, erforderlich. 

4.2.2. Effekte von TNF-αααα 

Viele Studien beschreiben die Wirkung von TNF-α auf Immunzellen. So zeigten 

Asagoe et al. in ihrer Arbeit, dass TNF-α die Expression des Chemokinrezeptors 

CXCR-2 auf polymorphkernigen Leukozyten reduziert, die O2
--Sekretion erhöht 

und die durch IL-8 induzierte Chemotaxis inhibiert 65. In anderen Studien wurde 

dargestellt, dass neutrophile Granulozyten nach Stimulation mit TNF-α in ihrer 

zytotoxischen Aktivität verstärkt werden, auf schwache Signale ihrer Umgebung 

heftiger reagieren 71, die Komplementrezeptoren CR1 und CR3 vermehrt 

exprimieren und konsekutiv die Margination und Phagozytose-Aktivität erhöht ist 
66;67. TNF-α ist verantwortlich für die Zunahme von CD11b/CD18 auf neutrophilen 

Granulozyten 68 und erhöht deren Apoptose nach Aufnahme von Bakterien 110, ein 

Vorgang der durch Opioidpeptide weiter gesteigert wird 111. Unklar ist bislang, ob 

über eine Signalkaskade auch die Expression von OR auf der Zelloberfläche von 

Granulozyten stimuliert werden kann. 

Die vorliegende Studie konnte zeigen, dass TNF-α sechs Stunden nach Stimulation 

die Anzahl der „vermehrt exprimierenden“ neutrophilen Granulozyten signifikant 

erhöht. Nach sechsstündiger Inkubation des Vollblutes mit TNF-α (100 ng/ml) 

versechsfachte sich der Prozentsatz der Granulozyten, die vermehrt den DOR 

exprimierten. 

Kraus et al. wiesen nach, dass in T-Lymphozyten, Monozyten und PMN die 

Transkription des MOR-Gens zwei bis sechs Stunden nach Stimulation mit TNF-α 

über den Transkriptionsfaktor NF-κB induziert wird. In unstimulierten 

Immunzellen hingegen konnten keine MOR-spezifischen Transkripte gefunden 

werden 5. Dies könnte erklären, warum in unseren Experimenten erst nach sechs 

Stunden eine erhöhte Opioidrezeptordichte auf den neutrophilen Granulozyten 

gefunden wurde. In anderen Studien konnte gezeigt werden, dass das Gen für MOR 



DISKUSSION 

 80 

eine Promotorsequenz enthält, die IL-1-abhängig reguliert wird 105, so dass 

Zwischenschritte, z. B. die Produktion von IL-1, erforderlich sein könnten, um die 

Transkription des MOR-Gens zu aktivieren. IL-1 ist ein Zytokin, das wie TNF-α 

bei Inflammation sezerniert wird und ähnliche Wirkungen aufweist. Sowohl IL-1 

als auch TNF-α sind in der Lage β-Endorphin freizusetzen 112 und somit indirekt 

eine endogene Analgesie zu bewirken 113. Es ist ferner bekannt, dass IL-1 die 

Expression des MOR auf Endothelzellen nach Stimulation mit LPS durch NF-κB-

Aktivierung erhöht 105;114. 

Die Regulation der OR durch TNF-α könnte im Hinblick auf die 

entzündungsinduzierte Analgesie sehr wichtig sein. Es ist nachgewiesen, dass 

neutrophile Granulozyten endogene Opioidpeptide und Morphin sezernieren 
25;27;115;116 und über den OR auf peripheren Nervenenden eine Analgesie im 

entzündeten Gewebe bewirken können 4;31;33. Die TNF-α-induzierte Erhöhung der 

OR auf den Granulozyten ermöglicht eine Feedback-Regulation durch endogene 

Opioidpeptide, die entweder deren eigene Sekretion oder die anderer Zytokine 

steuern könnte 5. Ein Hinweis hierfür ist die Steigerung der TNF-α-induzierten 

Apoptoserate von Granulozyten durch Opioidpeptide 111. 

Die Ergebnisse unserer Studie deuten auf ein Zusammenspiel zwischen Opioiden 

und Zytokinen hin. Die KOR-vermittelte Modulation der zellulären und humoralen 

Immunantwort inhibiert über eine Veränderung des Zytokinspiegels die 

Antikörperproduktion 14 und initiiert die T-Zell-Reifung im Thymus 26. Über den 

DOR wird die T-Zell-Proliferation moduliert 14. Dies erhöht sowohl die Aktivität 

von NK-Zellen als auch die Zytotoxizität von T-Zellen 17. Der MOR-2 vermittelt 

die Suppression der NK-Zellen und vermindert die Chemotaxis, der MOR-3 

reduziert die Phagozytoseleistung von neutrophilen Granulozyten 25. Diese opioid-

abhängigen Vorgänge können möglicherweise durch die Zytokin-induzierte 

Expression von OR auf Immunozyten modifiziert und verstärkt werden. 
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4.2.3. Effekte von LPS 

Viele Studien haben sich mit der Wirkung von LPS auf das Immunsystem, 

insbesondere die Wirkung auf neutrophile Granulozyten befasst. So reagieren 

neutrophile Granulozyten auf LPS mit erhöhter zellulärer Aktivität, wie z.B. 

Sekretion von Lysozymen, Produktion von Platelet-Activating-Factor (PAF), 

Leukotriene B4 und 5-Lipoxygenase-Produkten, Freisetzung von Arachidonsäure 

und O2-, sowie erhöhter Phagozytose 57;117. Nur einzelne Studien untersuchten das 

Expressionsmuster der OR auf Immunzellen nach Stimulation mit LPS. 

Bei der Inkubation mit LPS entschieden wir uns für die Vollblutmethode, mit dem 

Vorteil, dass die für die LPS-Wirkung benötigten Cofaktoren (LBP oder sCD14) 
48;52 enthalten sind. Es wurde gezeigt, dass für die Wirkung von LPS die 

Anwesenheit von Serum notwendig ist 57. Gabrilovac et al. zeigten in ihrer Studie, 

dass LPS nur in Verbindung mit IFNγ die Zytotoxizität von Leukozyten erhöht, 

allerdings wurden diese Versuche mit wesentlich geringeren LPS-Konzentrationen 

(10 ng/ml) und an isolierten Makrophagen durchgeführt 118. 

Die Stimulation mit LPS bewirkt nach Bindung an den trimolekularen Cluster aus 

CD14, MD2 und TLR4 51;53, durch Phosphorylierung des NF-κB-Inhibitors IκBα 

die Aktivierung von NF-κB 73;119. Dieser Transkriptionsfaktor reguliert die 

Transkription von Adhäsionsmolekülen, Interleukinen und iNOS 100 und aktiviert 

diverse Entzündungsmediatoren wie TNF-α und IL-1 73;120. TNF-α und IL-1 selbst 

sind wiederum in der Lage NF-κB zu aktivieren 120 und dadurch z.B. die 

Transkription des MOR-Gens zu induzieren 5. Ob LPS in der Lage ist eine NF-κB-

abhängige Transkription von OR-Genen zu induzieren ist bislang jedoch nicht 

bewiesen. Die Fähigkeit von LPS den Transkriptionsfaktor NF-κB zu aktivieren 

lässt dies jedoch vermuten. Eine Aktivierung von NF-κB über die LPS-induzierte 

Sekretion von TNF-α und IL-1 und somit eine Transkription eines OR-Gens 

erscheint jedoch möglich. 

Weiterhin bewirkt LPS die erhöhte Adhäsion von PMN an proteinbedeckten 

Oberflächen, die Zunahme des Oxidativen Burst, eine erhöhte antibakterielle 

Potenz 121;122, sowie die vermehrte Expression des CD11b/CD18 Rezeptors auf 
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PMN 123;124. Diese Studien verdeutlichen die Aktivierung von Granulozyten durch 

LPS, so dass angenommen werden kann, dass im Rahmen der Aktivierung auch die 

OR-Expression auf den Granulozyten positiv beeinflusst wird. 

In der vorliegenden Studie konnte eine zeitabhängige, signifikante Zunahme der 

vermehrt OR-exprimierenden Granulozyten durch die Inkubation mit LPS 

beobachtet werden. Im Vergleich zu TNF-α geschieht dies jedoch erst verzögert, 

nämlich nach Stimulationsintervallen von mindestens sechs Stunden. 

Frühere Studien belegen bereits, dass LPS zu einer erhöhten MOR-Expression auf 

Mesenterialzellen von Ratten führt und dass eine Vorbehandlung mit Morphin die 

LPS-induzierte Sekretion von IL-1 aus Leukozyten potenziert. Dies zeigt, dass 

durch LPS opioid-abhängige Prozesse im Rahmen der Zytokin-induzierten OR-

Expression modifiziert werden könnten 55. In anderen Studien konnte gezeigt 

werden, dass Naltrexon, ein OR-Antagonist, die LPS-induzierten Symptome des 

septischen Schocks, wie z. B. Temperaturanstieg, Gewebeschäden und 

Blutdruckabfall, durch eine verminderte Produktion bzw. Freisetzung von TNF-α 

verhindert, Morphin diese inhibierende Wirkung jedoch aufhebt 73. Weiterhin 

wurde nachgewiesen, dass LPS die MOR-mRNA im Jejunum von männlichen 

Swiss CD-1 Mäusen steigert 125. Dabei bewirkt die erhöhte Sekretion von 

Zytokinen wie IL-1 die Zunahme der OR auf Endothelzellen 4;55. 

An einem in-vitro-Modell mit Makrophagen von Mäusen konnte gezeigt werden, 

dass Dynorphin-A, ein KOR-Agonist in der Lage ist, die durch LPS-induzierte NO-

Freisetzung in murinen Makrophagen und die Zunahme der Zytotoxizität zu 

inhibieren 118. 

LPS induziert die Synthese immunreaktiver Endorphine in Makrophagen und 

Mononukleären Zellen, dies hat modulierende Wirkungen auf das Immun- und 

Kreislaufsystem 126. Bekannt ist außerdem, dass LPS eine Sekretion von IL-1 

bewirkt 54;55. IL-1 wiederum führt zur Freisetzung von β-Endorphin 127, einem 

endogenem Opioidpeptid und Liganden am MOR 15;19. Zusammenfassend deuten 

diese Studien auf einen engen Zusammenhang der LPS-vermittelten Effekte mit 

dem Opioidrezeptorsystem und endogenen Opioidpeptiden hin. 
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Im Vergleich zu TNF-α,  kommt die in unseren Ergebnissen dargestellte zeitliche 

Verzögerung der OR-Expression nach Inkubation mit LPS durch einen über die 

Zytokine TNF-α und IL-1 vermittelten Zwischenschritt zustande. Die Sekretion 

von TNF-α und IL-1 aus Makrophagen und Monozyten wird dabei durch LPS 

induziert 73;126;128;129. 

Die vorliegenden Ergebnisse lassen einen kausalen Zusammenhang zwischen LPS 

und den Zytokinen TNF-α und IL-1 einerseits und der Erhöhung der OR auf 

Granulozyten andererseits vermuten. So ist es möglich, dass exogene Opioide oder 

endogene Opioidpeptide, die direkt oder indirekt (über TNF-α und IL-1) nach LPS-

Stimulation von neutrophilen Granulozyten sezerniert werden, über OR an 

neutrophile Granulozyten binden und deren Immunfunktion modulieren. 

Es bleibt jedoch weiterhin unklar, welche intrazellulären Signalkaskaden durch OR 

aktiviert werden und wie diese die Sekretion von endogenen Opioidpeptiden 

bewirken oder beeinflussen. Weitere Studien müssen klären, inwieweit die OR-

Expression durch de-novo-Synthese bzw. durch Freisetzung von 

Rezeptormolekülen aus präformierten Pools gesteuert wird. Die 

molekularbiologische Untersuchung transkriptioneller Regulationsvorgänge, wie z. 

B. die Aktivierung von Transkriptionsfaktoren durch proinflammatorische 

Stimulantien und ihre Bedeutung für das leukozytäre Opioidsystem stellen weitere 

Ansatzpunkte für Folgestudien dar. 
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4.2.4. Auswirkung der Stimulantien auf Granulozyten von septischen 
analgosedierten Patienten 

Untersucht wurde das Expressionsverhalten des Opioidrezeptors neutrophiler 

Granulozyten von mit Ketamin oder Fentanyl sedierten septischen Patienten im 

Vergleich zu gesunden Probanden. 

Bei der Stimulation mit St.aureus konnte eine verzögerte OR-Expression bei einem 

der beiden Intensivpatienten beobachtet werden. Bei dem Intensivpatienten, bei 

dem eine Sedierung mit Ketamin erfolgte (PAT-INT-1), ist ein mit den gesunden 

Probanden fast paralleler Kurvenverlauf zu messen, wo hingegen der mit Fentanyl 

sedierte Patient (PAT-INT 2) erst später eine Reaktion auf die Stimulation mit 

St.aureus aufzeigt. 

Diese als exemplarisch anzusehenden Messreihen lassen vermuten, dass die 

Sedierung mit Fentanyl eine Auswirkung auf die Messung der OR auf der 

Oberfläche der Granulozyten haben könnte. Ein negativer Einfluss von Fentanyl 

auf die Phagozytose und den oxidativen Burst von Granulozyten konnte in früheren 

Studien allerdings nicht nachgewiesen werden 130,100. Eine stimulierende Wirkung 

von Fentanyl ist für einen rapiden und signifikanten Anstieg der NK-Zell-

Zytotoxizität, einhergehend mit einer Erhöhung der CD16 und CD8 Zellen im 

peripheren Blut, beschrieben worden 9. Andere Immunreaktionen wurden durch 

Fentanyl nicht beeinflusst 131. Auch Jacobs et al. konnten in ihrer Studie zeigen, 

dass Fentanyl zwar die Granulozytenfunktion und die Zirkulation von T- und B-

Lymphozyten nicht beeinflusst, die NK-Zell-Anzahl im peripheren Blut jedoch 

signifikant erhöht 132. Im Gegensatz zu Versuchen, bei denen die akute Reaktion 

des Fentanyls (15 – 30 Minuten nach Applikation) beschrieben wurde, konnten 

Martucci et al. bei männlichen Swiss Mäusen einen inhibierenden Effekt auf die 

Lymphoproliferation, die NK-Zell-Aktivität, sowie die IL-2 und IFN-γ Produktion 

nach einer kontinuierlichen Gabe von Fentanyl über 24 Stunden nachweisen 133. 

Eine mögliche Erklärung könnte sein, dass die OR auf den Granulozyten durch das 

Fentanyl blockiert sind und die Zellen erst verzögert aktiviert werden können. Zur 

Überprüfung dieser Hypothese sind weitere Studien mit entsprechendem 
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Stichprobenumfang erforderlich. Des Weiteren muss zwischen einer Kurzzeit und 

Langzeit-Applikation von Fentanyl unterschieden werden. 

Während LPS bei gesunden Probanden eine erhöhte Sekretion von Zytokinen 

bewirkt, ist eine Verringerung dieser Freisetzung bei septischen Patienten die mit 

LPS stimuliert wurden zu beobachten 134. Dies lässt vermuten, dass die Leukozyten 

septischer Patienten weniger ausgeprägt auf Endotoxin reagieren und dass es zu 

einer geringeren Freisetzung von TNF-α und IL-1 kommt. Dies könnte die 

verzögerte und geringere OR-Expression bei den beiden hier exemplarisch 

untersuchten Intensivpatienten erklären. Bergmann et al. bewiesen in ihrer Studie 

einen supprimierenden Effekt von Katecholaminen auf die LPS-induzierte TNF-α 

Produktion bei gesunden Probanden und septischen Patienten 135. Die bei unseren 

Intensivpatienten in der Mehrheit der Fälle durchgeführte Katecholamintherapie 

kann somit ebenfalls die Reagibilität der Leukozyten beeinflussen. Diese 

Ergebnisse deuten wiederum auf eine über TNF-α und IL-1-vermittelte Wirkung 

von LPS auf die Expression von OR auf neutrophilen Granulozyten hin. 

Die in diesem Teil der Studie gesammelten Ergebnisse stellen 

Einzelbeobachtungen dar, die in Folgestudien detailliert untersucht werden müssen. 

Die Interpretation ist aufgrund der geringen Patientenzahl (n=2) nicht möglich. 

Möglicherweise weisen neutrophile Granulozyten von septischen Patienten im 

Vergleich zu gesunden Probanden ein differentes Stimulationsmuster auf, da das 

Immunsystem dieser Patienten bereits aktiviert ist. 

4.2.5. Vergleich zwischen Ketamin und Fentanyl 

Die beiden Medikamente Ketamin und Fentanyl werden zur Analgesie von 

Intensivpatienten verwendet, unterscheiden sich jedoch in ihrer Wirkung auf das 

Immunsystem: 

Bekannt ist, dass Ketamin die LPS-induzierte TNF-α-Produktion um 50% reduziert 
100. Takenaka et al. zeigten, dass Ketamin die LPS-induzierte Freisetzung von 

TNF-α aus Mäuse-Makrophagen supprimiert 136. In weiteren Studien wurde 

dargelegt, dass Ketamin bei Alveolarzellen und neutrophilen Granulozyten aus 

pulmonalem Gewebe von erwachsenen, männlichen Wistar-Ratten die LPS-
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induzierte NF-κB Aktivierung und damit die TNF-α Produktion und Sekretion 

inhibiert 137. Yu et al demonstrierten, dass LPS nach intraperitonealer Applikation 

an männlichen Sprague-Dawley Ratten, zu einer erhöhten TLR4-Expression und 

zur NF-κB-Aktivierung führt, diese NF-κB-Aktivierung aber durch die Gabe von 

Ketamin, möglicherweise über die Suppression der TLR4-Expression inhibiert 

wird 138. Die hemmende Wirkung von Ketamin auf die NF-κB-induzierten 

Transkriptionswege ist daher als entscheidender Wirkmechanismus anzusehen. 

Darüber hinaus ist ein inhibitorischer Effekt von Ketamin auf 

Entzündungsmediatoren 137;139 und eine herabgesetzte O2
--Produktion von 

neutrophilen Granulozyten in-vitro durch Ketamin 139;140 bekannt. Weigand et al. 

wiesen eine Hemmung der CD18-Expression nach Gabe von Ketamin nach 140. Der 

Wirkungsmechanismus ist jedoch noch nicht geklärt, es wird davon ausgegangen, 

dass er nicht über spezifische Rezeptoren vermittelt wird 140. Zusammenfassend 

lässt sich also vermuten, dass auch die OR-Expression auf Granulozyten durch 

Ketamin inhibierend beeinflusst werden könnte, da wie oben dargestellt, 

nachgewiesen werden konnte, dass die OR-Expression auf Granulozyten durch 

LPS und TNF-α über NF-κB vermittelt wird und diese Kaskade durch Ketamin 

inhibiert wird. 

Für Fentanyl konnte bislang kein inhibitorischer Einfluss auf die Phagozytose oder 

den Oxidativen Burst festgestellt werden 100;141-143, so dass die für Morphin 

beschriebenen Wirkungen, wie Verringerung der Migration gegenüber 

komplementgebundenem LPS und der Adhäsion am Endothel 40;144, die 

Potenzierung der LPS-induzierte Sekretion von IL-1 20;55, sowie den 

supprimierenden Effekt auf das Immunsystem und die gesteigerte Wirkung von 

LPS 145, nicht sicher auf Fentanyl übertragen werden können. Unsere 

Arbeitsgruppe zeigte in vorangegangenen Studien, dass Fentanyl im Vergleich zu 

Morphin keine Affinität zum µ3-Rezeptor besitzt und somit keine 

immunmodulatorischen Effekte ausübt 144. Fraglich bleibt, ob Fentanyl über einen 

der anderen beiden OR (DOR oder KOR) eine Wirkung vermitteln kann. In einer 

Studie von Suzuki et al. konnte gezeigt werden, dass Morphin in MOR-Knockout-

Mäusen über den KOR einen immunsuppressiven Effekt vermittelt 146. Über diesen 
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Rezeptor könnte Fentanyl immunmodulatorisch wirken. Experimente an 

männlichen CD1 Mäusen zeigten weiterhin, dass Morphin bei den Versuchstieren 

den Ausbruch von Infektionen begünstigte, was vor allem auf eine Verminderung 

der Phagozytose und des Oxidativen Burst der neutrophilen Granulozyten und 

Makrophagen zurückgeführt wurde 147. Krumholz et al. untersuchten in-vitro den 

Effekt von Ketamin, Fentanyl und Morphin auf die Aktivität von Lysozym und β-

Glucoronidase (BG), die durch PMN sezerniert werden. Ketamin, Fentanyl und 

Morphin bewirken eine erhöhte BG-Aktivität, Morphin sogar in therapeutischen 

Plasmakonzentrationen. Alle drei Substanzen hatten jedoch keinen Effekt auf die 

lysozymale Aktivität 148, was wiederum darauf hinweist, dass Fentanyl auf die 

lysozymale Aktivität von Granulozyten keinen Einfluss hat. Unklar bleibt, 

inwieweit diese immunmodulatorischen Effekte von Morphin auf Fentanyl 

übertragen werden können. 

Aus unseren Ergebnissen konnten keine Schlüsse gezogen werden, da aufgrund der 

zu großen individuellen Unterschiede (Grunderkrankung, Begleiterkrankung, 

zusätzliche Medikation und ein individueller Immunstatus) eine zu große Streuung 

der Messwerte vorlag. Eine zukünftige Studie mit einem möglichst homogenem 

Patientenkollektiv und größerem Stichprobenumfang könnte Aufschluss darüber 

liefern. 

4.3. Klinische Bedeutung 

Eine steigende Inzidenz der gram-negativen und besonders der gram-positiven 

Sepsis, und eine nach wie vor hohe Mortalität und unzureichende 

Therapiemöglichkeit stellen auch heute noch ein ungelöstes Problem dar, obwohl 

zahlreiche Untersuchungen über die Pathophysiologie und zellulären Interaktionen 

des septischen Krankheitsbildes durchgeführt worden sind 149;150. Das 

Zusammenspiel von Opioid- und Immunsystem unter diesem Krankheitsbild 

könnte dabei eine zentrale Rolle spielen, da eine immunmodulierende Wirkung von 

endogenen und exogenen Opioiden über OR auf den Zellen des Immunsystems 

bekannt ist 100. 
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Im Rahmen von Inflammation und Stress wird sowohl die Opioidrezeptordichte auf 

primären zentralen und peripheren Afferenzen, als auch die Sekretion von 

endogenen Opioidpeptiden erhöht 111. Dabei dient Corticotropin als Stimulans für 

die Freisetzung von Opioidpeptiden 92, wie β-Endorphin aus dem Vorläufermolekül 

POMC 151. Die endogenen Opioidpeptide bewirken an peripheren Neuronen eine 

Schmerzlinderung 100. Auf neutrophilen Granulozyten kommt es zur Steigerung der 

CD11b/CD18- und Fcγ-Rezeptoren-Expression sowie zu erhöhter Phagozytose-

Aktivität und Produktion von Sauerstoff-Radikalen 92. Des Weiteren ist bekannt, 

dass Opioidpeptide die TNF-induzierte Apoptoserate von neutrophilen 

Granulozyten erhöhen 111. 

In anderen Studien konnte die Produktion von endogenem Morphin in den 

chromaffinen Zellen der Nebenniere nachgewiesen werden 152. Endogenes Morphin 

wird nach Trauma oder Stress sezerniert und bewirkt über MOR eine Reduktion 

der Phagozytose und Zytokinproduktion von Granulozyten 25. Möglicherweise 

spielt die Morphinkonzentration dabei eine wichtige Rolle, da nachgewiesen 

werden konnte, dass mit höheren Morphinkonzentrationen die CD11b-, CD16- und 

CD35-Rezeptorendichte auf neutrophilen Granulozyten stärker vermindert wird 144 

und dass die LPS-induzierte Aktivierung von NF-κB, die zur Zytokinproduktion 

und –Sekretion führt, durch höhere Morphinkonzentrationen inhibiert wird 119. 

Aber nicht nur endogene Opioide, sondern auch exogene Opioide wirken über 

diese Rezeptoren auf die Immunzellen. κ-Agonisten stimulieren über KOR T- und 

B-Zellen und aktivieren Granulo- und Monozyten. Über µ-agonistisch wirkende 

Substanzen werden hingegen die Funktionen von mononukleären Zellen und 

Granulozyten gehemmt. Über µ- und δ-Agonisten wird die Chemotaxis von 

neutrophile Granulozyten inhibiert 153. Auf Granulozyten bewirkt Morphin eine 

Reduktion der Komplement- und IgG-Rezeptoren, wodurch die Phagozytose-

Aktivität und der Oxidative Burst eingeschränkt werden 154. Morphin inhibiert 

ferner die LPS-induzierte NF-κB- 25;119 und AP-1-Aktivierung 155. Dadurch könnte 

Morphin die Expression von Genen, die pro-inflammatorische Mediatoren kodieren 
25 regulieren. Es ist bekannt, dass die chronische Behandlung mit Morphin die 



DISKUSSION 

 89 

Konzentration von TNF-α und Il-1 senkt, die granulozytäre Aktivität herabsetzt 

und die Mortalität erhöht 156. Zusammenfassend ist festzuhalten, dass Opioide über 

KOR stimulierende Effekte und über MOR inhibierende Effekte auf Zellen des 

Immunsystems haben. 

Die Supprimierung des Immunsystems könnte den Ausbruch von Infektionen 

begünstigen. Im Umkehrschluss kann allerdings vermutet werden, dass septische 

Patienten, die eine erhöhte OR-Expression auf neutrophilen Granulozyten 

aufweisen, durch eine Therapie mit Opioiden, insbesondere Morphin mit einer 

verminderten Abwehrleistung reagieren. Die im Tierexperiment beobachtete 

erhöhte Mortalität von LPS in Verbindung mit Morphin liese sich so erklären 73. 

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass durch die 

Immunstimulantien St.aureus, LPS und TNF-α, eine Aktivierung des Opioidsystem 

auf Leukozyten stattfindet. Daher sollten immunmodulatorische Eigenschaften von 

Analgetika bei der Sedierung von septischen Patienten mit Opioiden in Betracht 

gezogen werden, auch wenn weitere Studien die klinische Bedeutung dieses 

Phänomens klären müssen. Die derzeit vorliegenden Ergebnisse weisen darauf hin, 

dass Fentanyl gegenüber Morphin und Ketamin möglicherweise Vorteile aufweisen 

könnte, da Fentanyl in vitro und teils auch in vivo einen geringeren 

immunsuppressiven Effekt insbesondere auf die Funktion von PMN aufweist. 

Weitere Studien sind jedoch zwingend erforderlich, um diese Frage abschließend 

zu beurteilen. 
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5. ZUSAMMENFASSUNG 

In vorangegangenen Studien wurde nachgewiesen, dass auch auf Immunozyten die 

drei klassischen Opioidrezeptoren (µ, δ und κ) exprimiert werden. Im Rahmen von 

Entzündungsprozessen produzieren und sezernieren Granulozyten endogene 

Opioidpeptide, die über periphere Nervenafferenzen eine Schmerzregulierung 

bewirken. In unserer Studie wollten wir die Wirkung von St.aureus und zwei 

potenten Immunstimuli (LPS und TNF-α) auf das Expressionsverhalten der OR auf 

Granulozyten untersuchen. 

Dazu wurde Vollblut von 12 gesunden Probanden für 15, 30 und 60 Minuten sowie 

für 3 und 6 Stunden mit St.aureus inkubiert sowie für 3, 6, 12 und 24 Stunden mit 

LPS oder TNF-α. In weiteren Untersuchungen wurde das Expressionsmuster der 

verschiedenen OR auf Granulozyten von septischen und mit Fentanyl oder 

Ketamin analgesierten Intensivpatienten gemessen. 

In in-vitro Versuchen mit St.aureus konnte eine signifikante Zunahme der vermehrt 

OR exprimierenden Granulozyten bereits nach 15 Minuten für alle drei OR-

Subtypen beobachtet werden. TNF-α aktivierte nach einer Inkubationszeit von 6 

Stunden und LPS nach 12-stündiger Inkubation die OR-Expression auf 

Granulozyten. Die Auswertung der OR-Expression bei Intensivpatienten wies eine 

hohe Streubreite der Messwerte auf, so dass signifikante Unterschiede nicht 

nachgewiesen werden konnten. Ursache hierfür ist vermutlich das Vorhandensein 

verschiedener Einfluss- und Störfaktoren wie Grund- und Begleiterkrankungen, 

zusätzliche Medikation und individueller Immunstatus. 

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass Entzündungsmediatoren und -induktoren 

die OR-Expression auf Granulozyten beeinflussen. Die unmittelbar einsetzende 

Wirkung von St.aureus (15 Minuten) steht im Gegensatz zu zeitlich verzögert 

auftretenden LPS- und TNF-α-Effekten und lässt auf unterschiedliche 

Wirkungsmechanismen schließen. Es kann vermutet werden, dass St.aureus 
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überwiegend über eine Freisetzung von Rezeptoren aus intrazellulären Pools die 

Erhöhung der Rezeptoren bewirkt, während LPS und TNF-α über die Aktivierung 

des Transkriptionsfaktors NF-κB eine de-novo-Synthese der Rezeptoren induziert. 

Zur Überprüfung dieser Hypothese sind jedoch weitere Untersuchungen 

erforderlich. 
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6. SUMMARY  

Previous studies have shown that immunocytes express the three classical opioid 

receptors (µ, δ and κ). During inflammation granulocytes produce and release 

endogenous opioid peptides, which affect pain control by binding on peripheral 

nerves. In this study we demonstrate the effect of St.aureus, and two major immune 

stimuli (LPS and TNF- α) on the expression of opioid receptors on granulocytes. 

Whole blood from 12 healthy volunteers was incubated for 15, 30 and 60 minutes 

as well as for 3 and 6 hours with St.aureus, for 3, 6, 12 and 24 hours with LPS or 

TNF- α. In further experiments we investigated the expression of the different 

opioid receptors on granulocytes from septic intensive care unit patients receiving 

either fentanyl or ketamine analgesia. 

Our results show a significant increase of activated granulocytes by stimulation 

with St.aureus after 15 minutes for all three opioid receptors. TNF-α increased the 

expression of opioid receptors on granulocytes after 6 hours and LPS after 12 hours 

of incubation. Opioid receptor expression varied considerably between septic 

patients, so that a significant difference between ketamine and fentanyl analgesia 

could not be demonstrated. These patients differed in their underlying disease, their 

additional medication and their individual immune status.  

Our study demonstrates that mediators and inductors of inflammation influence 

opioid receptor expression on granulocytes. The immediate response to incubation 

with St.aureus (15 minutes) is in contrast to the late effects of LPS and TNF- α. 

The existence of two different pathways could explain this observation: St.aureus 

might possibly releases opioid receptors from a preformed pool, while LPS and 

TNF- α might activate the de-novo-synthesis of opioid receptors via transcription 

factor NF-κB. Further experiments such as molecular biology studies are needed to 

investigate this hypothesis. 
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8. ANHANG  

8.1. Abbildungsverzeichnis (mit Seitenangabe) 

Abbildung 1: Definition der Sepsis entsprechend der Consensus Conference von 
1991 46. SIRS = Systemic Inflammatory Response Syndrom. 4 
 
Abbildung 2: Aufbau des Lipopolysaccharids 48. 6 
 
Abbildung 3: Wirkung von LPS auf die verschiedenen Zellen 48. Links ist die 
Wirkung von LPS auf neutrophile Granulozyten, Makrophagen und Monozyten 
über den membranständigen mCD14-Rezeptor dargestellt, rechts auf 
Endothelzellen, Epithelzellen, glatten Muskelzellen und Astrozyten über den im 
Plasma löslichen sCD14-Rezeptor am TLR4-MD-2-Komplex. 7 
 
Abbildung 4: Schema über die Produktion und Wirkung von TNF-α (modifiziert 
nach 73). Durch die Bindung von LPS/LBP an den CD14/TLR4-Rezeptor auf 
Makrophagen kommt es zur Produktion und Sekretion von TNF-α.  Durch das 
freigesetzte TNF-α kommt es zur gesteigerten Gefässpermeabilität und 
Aktivierung der Gerinnungskaskade. Dies kann zum Multiorganversagen und 
schließlich zum Tod führen. Über die Bindung von endogenen Opioiden an OR im 
zentralen Nervensystem kann diese TNF-α−Freisetzung zentral gehemmt werden. 
Darüber hinaus haben IL-10, IL-4 und IL-13 einen direkt hemmenden Einfluss auf 
TNF-α. 11 
 
Abbildung 5: Diagnostische Kriterien der Sepsis. Ergänzung der Consensus 
Conference 2001 zum SIRS (INR = International Normalized Ratio, aPTT = 
aktivierte partielle Thromboplastinzeit, SvO2 = Pulmonalarterielle, gemischtvenöse 
Sauerstoff-Sättigung, PaO2 = arterieller Sauerstoffgehalt, FiO2 = inspiratorisch 
Sauerstoffkonzentration) 45. 16 
 
Abbildung 6: Eichmessung auf 101 mit FITC-markierten Anti-Human-IgG-
Antikörpern ohne Verwendung eines Stimulans. 21 
 
Abbildung 7: Inkubation von unstimuliertem Vollblut mit anti-MOR (C-20): Es 
findet sich im Vergleich zur Kontrolle mit FITC-anti-human-IgG kein Anstieg des 
Fluoreszenzsignals. 21 
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Abbildung 8: Inkubation von unstimuliertem Vollblut mit anti-MOR (N-20): Im 
Vergleich zu Abbildung 6, zeigt sich eine Zunahme der Fluoreszenz als Ausdruck 
der Bindung des FITC-markierten Antikörper an MOR. 22 
 
Abbildung 9: FSC/SSC-Diagramm (Originalregistrierung, FSC 
=Vorwärtsstreulicht, SSC=Seitwärtsstreulicht) mit Darstellung der verschiedenen 
Leukozyten Subpopulationen (Lymphozyten, Monozyten und polymorphkernige 
Neutrophile [PMN]). 24 
 
Abbildung 10: FSC/SSC-Diagramm (Originalregistrierung, 
FSC=Vorwärtsstreulicht, SSC=Seitwärtsstreulicht) mit Anordnung der 
verschiedenen Zellpopulationen (Lymphozyten, Monozyten und polymorphkernige 
Neutrophile [PMN]). Im nachträglich gesetzten Gate (Kreis) sind selektiv die 
neutrophilen Granulozyten ausgewertet. Die so erfasste Fluoreszenzintensität wird 
nachfolgend in einem separaten Histogramm dargestellt. 26 
 
Abbildung 11: Gate M1: Negativbereich (Autofluoreszenz und unspezifische 
Bindung). Gate M2: Zellen ohne erhöhte Rezeptordichte („niedrig exprimierende“ 
Zellen). Gate M3: Zellen mit erhöhter Rezeptordichte („vermehrt exprimierende“ 
Zellen). Dargestellt ist die Messung einer unstimulierten Blutprobe unter 
Verwendung des MOR-Antikörpers N-20. 28 
 
Abbildung 12: Histogramm der unstimulierten Kontrolle nach Inkubation mit anti-
MOR (N-20). M2: Zellen mit geringer Fluoreszenz („niedrig exprimierend“) M3: 
„vermehrt exprimierende“ Zellen mit erhöhter OR-Dichte. 31 
 
Abbildung 13: Histogramm nach 15 Minuten Inkubation mit St.aureus und 
Verwendung von anti-MOR (N-20). M1: „niedrig exprimierende“ Zellen (MFI 
29,69 / 80,49%), M2: „vermehrt exprimierende“ Zellen (MFI 567,42 / 19,24%). 31 
 
Abbildung 14: Histogramm nach 30 Minuten Inkubation mit St.aureus und 
Verwendung von anti-MOR (N-20). M1: „niedrig exprimierende“ Zellen (MFI 
27,14 / 65,09%), M2: „vermehrt exprimierende“ Zellen (MFI 528,03/ 34,04%). 32 
 
Abbildung 15: Histogramm nach 60 Minuten Inkubation mit St.aureus und 
Verwendung von anti-MOR (N-20). M1: „niedrig exprimierende“ Zellen (MFI 
23,50 / 40,76%), M2: „vermehrt exprimierende“ Zellen (MFI 333,76 / 58,24%). 33 
 
Abbildung 16: Histogramm nach drei Stunden Inkubation mit St.aureus und 
Verwendung von anti-MOR (N-20). M1: „niedrig exprimierende“ Zellen (MFI 
45,73 / 29,61%), M2: „vermehrt exprimierende“ Zellen (MFI 241,44 / 68,21%). 33 
 
Abbildung 17: Histogramm nach sechs Stunden Inkubation mit St.aureus und 
Verwendung von anti-MOR (N-20). M1: „niedrig exprimierende“ Zellen (MFI 
50,48 / 27,31%), M2: „vermehrt exprimierende“ Zellen (MFI 220,67 / 70,29%). 34 
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Abbildung 18: Prozentualer Anteil der PMN, die nach Inkubation mit St.aureus den 
DOR vermehrt exprimieren. (min = Minuten, STD = Stunden). Dargestellt sind 
Mittelwert ± Standardabweichung, n = 11. Messwerte inkl. p-Werte siehe Tabelle 
1. 35 
 
Abbildung 19: Expression des DOR auf PMN nach Inkubation mit St.aureus 
gemessen an der medianen Fluoreszenzintensität. (min = Minuten, STD = Stunden, 
Gate M2 = niedrig exprimierend, Gate M3 = vermehrt exprimierend). Dargestellt 
sind Mittelwert ± Standardabweichung, n = 11. Messwerte inkl. p-Werte siehe 
Tabelle 2 und Tabelle 3. 36 
 
Abbildung 20: Prozentualer Anteil der PMN, die nach Stimulation mit St.aureus 
den KOR vermehrt exprimieren. (min = Minuten, STD = Stunden). Dargestellt sind 
Mittelwert ± Standardabweichung, n = 11. Messwerte inkl. p-Werte siehe Tabelle 
4. 37 
 
Abbildung 21: Expression des KOR auf Granulozyten nach Stimulation mit 
St.aureus gemessen an der medianen Fluoreszenzintensität. (min = Minuten, STD = 
Stunden, Gate M2 = niedrig exprimierend, Gate M3 = vermehrt exprimierend). 
Dargestellt sind Mittelwert ± Standardabweichung, n = 11. Messwerte inkl. p-
Werte siehe Tabelle 5 und Tabelle 6. 38 
 
Abbildung 22: Prozentualer Anteil der PMN, die nach Inkubation mit St.aureus den 
MOR vermehrt exprimieren. (min = Minuten, STD = Stunden). Dargestellt sind 
Mittelwert ± Standardabweichung, n = 11. Messwerte inkl. p-Werte siehe Tabelle 
7. 39 
 
Abbildung 23: Expression des MOR auf neutrophilen Granulozyten nach 
Inkubation mit St.aureus gemessen an der medianen Fluoreszenzintensität. (min = 
Minuten, STD = Stunden, Gate M2 = niedrig exprimierend, Gate M3 = vermehrt 
exprimierend). Dargestellt sind Mittelwert ± Standardabweichung, n = 11. 
Messwerte inkl. p-Werte siehe Tabelle 8 und Tabelle 9. 40 
 
Abbildung 24: Prozentualer Anteil der PMN, die nach Stimulation mit TNF-α (100 
ng/ml) den DOR vermehrt exprimieren. (min = Minuten, STD = Stunden). 
Dargestellt sind Mittelwert ± Standardabweichung, n = 11. Messwerte inkl. p-
Werte siehe Tabelle 10. 41 
 
Abbildung 25: Expression des DOR auf Granulozyten nach Stimulation mit TNF-α 
(100 ng/ml) gemessen an der medianen Fluoreszenzintensität. (min = Minuten, 
STD = Stunden, Gate M2 = niedrig exprimierend, Gate M3 = vermehrt 
exprimierend). Dargestellt sind Mittelwert ± Standardabweichung, n = 11. 
Messwerte inkl. p-Werte siehe Tabelle 11 und Tabelle 12. 42 
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Abbildung 26: Prozentualer Anteil der PMN, die nach Stimulation mit TNF-α (100 
ng/ml) den KOR vermehrt exprimieren. (min = Minuten, STD = Stunden). 
Dargestellt sind Mittelwert ± Standardabweichung, n = 11. Messwerte inkl. p-
Werte siehe Tabelle 13. 43 
 
Abbildung 27: Expression des KOR auf PMN nach Inkubation mit TNF-α (100 
ng/ml) gemessen an der medianen Fluoreszenzintensität. (min = Minuten, STD = 
Stunden, Gate M2 = niedrig exprimierend, Gate M3 = vermehrt exprimierend). 
Dargestellt sind Mittelwert ± Standardabweichung, n = 11. Messwerte inkl. p-
Werte siehe Tabelle 14 und Tabelle 15. 44 
 
Abbildung 28: Prozentualer Anteil der PMN, die nach Stimulation mit TNF-α (100 
ng/ml) den MOR vermehrt exprimieren. (min = Minuten, STD = Stunden). 
Dargestellt sind Mittelwert ± Standardabweichung, n = 11. Messwerte inkl. p-
Werte siehe Tabelle 16. 45 
 
Abbildung 29: Expression des MOR auf neutrophilen Granulozyten nach 
Stimulation mit TNF-α (100 ng/ml) gemessen an der medianen 
Fluoreszenzintensität. (min = Minuten, STD = Stunden, Gate M2 = niedrig 
exprimierend, Gate M3 = vermehrt exprimierend). Dargestellt sind Mittelwert ± 
Standardabweichung, n = 11. Messwerte inkl. p-Werte siehe Tabelle 17 und 
Tabelle 18. 46 
 
Abbildung 30: Prozentualer Anteil der PMN, die nach Stimulation mit LPS (100 
ng/ml) den DOR vermehrt exprimieren. (min = Minuten, STD = Stunden). 
Dargestellt sind Mittelwert ± Standardabweichung, n = 11. Messwerte inkl. p-
Werte siehe Tabelle 19. 47 
 
Abbildung 31: Expression des DOR auf PMN nach Inkubation mit LPS (100 
ng/ml) gemessen an der medianen Fluoreszenzintensität. (min = Minuten, STD = 
Stunden, Gate M2 = niedrig exprimierend, Gate M3 = vermehrt exprimierend). 
Dargestellt sind Mittelwert ± Standardabweichung, n = 11. Messwerte inkl. p-
Werte siehe Tabelle 20 und Tabelle 21. 48 
 
Abbildung 32: Prozentualer Anteil der PMN, die nach Stimulation mit LPS (100 
ng/ml) den KOR vermehrt exprimieren. (min = Minuten, STD = Stunden). 
Dargestellt sind Mittelwert ± Standardabweichung, n = 11. Messwerte inkl. p-
Werte siehe Tabelle 22. 49 
 
Abbildung 33: Expression des KOR auf neutrophilen Granulozyten nach 
Stimulation mit LPS (100 ng/ml) gemessen an der medianen Fluoreszenzintensität. 
(min = Minuten, STD = Stunden, Gate M2 = niedrig exprimierend, Gate M3 = 
vermehrt exprimierend). Dargestellt sind Mittelwert ± Standardabweichung, n = 
11. Messwerte inkl. p-Werte siehe Tabelle 23 und Tabelle 24. 50 
 



ANHANG 

 112 

Abbildung 34: Prozentualer Anteil der PMN, die nach Stimulation mit LPS (100 
ng/ml) den MOR vermehrt exprimieren. (min = Minuten, STD = Stunden). 
Dargestellt sind Mittelwert ± Standardabweichung, n = 11. Messwerte inkl. p-
Werte siehe Tabelle 25. 51 
 
Abbildung 35: Expression des MOR auf neutrophilen Granulozyten nach 
Inkubation mit LPS (100 ng/ml) gemessen an der medianen Fluoreszenzintensität. 
(min = Minuten, STD = Stunden, Gate M2 = niedrig exprimierend, Gate M3 = 
vermehrt exprimierend). Dargestellt sind Mittelwert ± Standardabweichung, n = 
11. Messwerte inkl. p-Werte siehe Tabelle 26 und Tabelle 27. 52 
 
Abbildung 36: Prozentualer Anteil der PMN, die nach Inkubation mit St.aureus 
vermehrt den DOR exprimieren. (min = Minuten, STD = Stunden). Der Mittelwert 
der 11 gesunden Probanden ist zum Vergleich dargestellt. 54 
 
Abbildung 37: Prozentualer Anteil der PMN, die nach Stimulation mit St.aureus 
vermehrt den KOR exprimieren. (min = Minuten, STD = Stunden). Der Mittelwert 
der 11 gesunden Probanden dient als Vergleich für PAT-INT-1 und PAT-INT-2. 54 
 
Abbildung 38: Prozentualer Anteil der PMN, die nach Inkubation mit St.aureus 
vermehrt den MOR exprimieren (min = Minuten, STD = Stunden). Der Mittelwert 
der 11 gesunden Probanden ist zum Vergleich dargestellt. 55 
 
Abbildung 39: Prozentualer Anteil der PMN, die nach Inkubation mit TNF-α (100 
ng/ml) vermehrt den DOR exprimieren. (min = Minuten, STD = Stunden). Der 
Mittelwert der 11 gesunden Probanden ist zum Vergleich dargestellt. 56 
 
Abbildung 40: Prozentualer Anteil der PMN, die nach Stimulation mit TNF-α (100 
ng/ml) vermehrt den KOR exprimieren. (min = Minuten, STD = Stunden). Der 
Mittelwert der 11 gesunden Probanden ist zum Vergleich dargestellt. 57 
 
Abbildung 41: Prozentualer Anteil der PMN die nach Inkubation mit TNF-α (100 
ng/ml) vermehrt den MOR exprimieren. (min = Minuten, STD = Stunden). Der 
Mittelwert der 11 gesunden Probanden ist zum Vergleich dargestellt. 58 
 
Abbildung 42: Prozentualer Anteil der Granulozyten die nach Inkubation mit LPS 
(100 ng/ml) vermehrt den DOR exprimieren. (min = Minuten, STD = Stunden). 
Der Mittelwert der 11 gesunden Probanden ist zum Vergleich dargestellt. 59 
 
Abbildung 43: Prozentualer Anteil der PMN die nach Stimulation mit LPS (100 
ng/ml) vermehrt den KOR exprimieren. (min = Minuten, STD = Stunden). Der 
Mittelwert der 11 gesunden Probanden ist zum Vergleich dargestellt. 60 
 
Abbildung 44: Prozentualer Anteil der PMN die nach Inkubation mit LPS (100 
ng/ml) vermehrt den MOR exprimieren. (min = Minuten, STD = Stunden). Der 
Mittelwert der 11 gesunden Probanden ist zum Vergleich dargestellt. 61 
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Abbildung 45: Biologische und medizinische Daten der 24 Intensivpatienten. 63 
 
Abbildung 46: Verlauf der DOR-Expression auf PMN der einzelnen 
Intensivpatienten (Fentanyl-Gruppe) über drei Messtage und dem Entlassungstag. 
Messwerte siehe Tabelle 37. (1.Tag = Aufnahmetag in die Studie mit zwei darauf 
folgenden Messtagen [2. und 3. Tag] und Messung am Entlassungstag von 
Intensivstation. 64 
 
Abbildung 47: Verlauf der KOR-Expression der einzelnen Intensivpatienten 
(Fentanyl-Gruppe) an drei Messtagen und dem Entlassungstag. Messwerte siehe 
Tabelle 38. (1.Tag = Aufnahmetag in die Studie mit zwei darauf folgenden 
Messtagen [2. und 3. Tag] und Messung am Entlassungstag von Intensivstation). 65 
 
Abbildung 48: Verlauf der MOR-Expression auf neutrophilen Granulozyten der 
einzelnen Intensivpatienten (Fentanyl-Gruppe) über eine Zeit von drei Tagen und 
dem Entlassungstag. Messwerte siehe Tabelle 39. (1.Tag = Aufnahmetag in die 
Studie mit zwei darauf folgenden Messtagen [2. und 3. Tag] und Messung am 
Entlassungstag von Intensivstation). 66 
 
Abbildung 49: Verlauf der DOR-Expression der einzelnen Intensivpatienten 
(Ketamin-Gruppe) an drei Messtagen und dem Entlassungstag. Messwerte siehe 
Tabelle 40. (1.Tag = Aufnahmetag in die Studie mit zwei darauf folgenden 
Messtagen [2. und 3. Tag] und Messung am Entlassungstag von Intensivstation). 67 
 
Abbildung 50: Verlauf der KOR-Expression auf Granulozyten der einzelnen 
Intensivpatienten (Ketamin-Gruppe) über eine Zeit von drei Tagen und dem 
Entlassungstag. Messwerte siehe Tabelle 41. (1.Tag = Aufnahmetag in die Studie 
mit zwei darauf folgenden Messtagen [2. und 3. Tag] und Messung am 
Entlassungstag von Intensivstation). 68 
 
Abbildung 51: Verlauf der MOR-Expression auf PMN der einzelnen 
Intensivpatienten (Ketamin-Gruppe) über drei Messtage und dem Entlassungstag. 
Messwerte siehe Tabelle 42. (1.Tag = Aufnahmetag in die Studie mit zwei darauf 
folgenden Messtagen [2. und 3. Tag] und Messung am Entlassungstag von 
Intensivstation). 69 
 
Abbildung 52: Struktureller Aufbau eines Opioidrezeptors 87, mit dem 
extrazellulären N-terminalen Ende und dem intrazellulären C-terminalem Ende. 
Dies erklärt, warum nur die für den N-Terminus spezifischen OR-Antikörper zur 
Markierung der OR auf der Zelloberfläche geeignet sind. 74 
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8.2. Wertetabellen zu den Grafiken des Ergebnisteils 

8.2.1. Zum Ergebnisteil 3.1 

Proband Kein Stimulans 15 min 30 min 60 min 3 STD 6 STD 
1 0,11 31,24 29,15 29,52 43,75 63,10 
2 5,44 15,33 30,80 32,65 37,71 50,89 
3 2,65 5,59 13,30 16,20     
4 0,00 6,32 13,00 29,74     
5 0,00 14,51 17,58 32,92     
6 7,96 11,72 22,22 53,97 81,38 92,22 
7 2,08 14,03 19,61 19,39 30,72 33,47 
8 0,11 20,28 44,18 69,38 39,29 54,26 
9 4,34 10,24 14,60 23,19 35,21 41,18 
10 0,57 1,46 6,66 13,92 40,00 61,40 
14 0,24 31,57 33,38 36,59 45,69 66,87 

Mittelwert  2,14 14,75 22,23 32,50 44,22 57,92 
Standardabweichung 2,71 9,73 11,05 16,50 15,73 17,87 

p-Werte   0,003 0,003 0,003 0,012 0,012 

Tabelle 1: Prozentualer Anteil der PMN, die nach 15-, 30- und 60-minütiger, 

sowie drei- und sechs-stündiger Inkubation mit St.aureus den DOR vermehrt 

exprimieren. 

Proband Kein Stimulans 15 min 30 min 60 min 3 STD 6 STD 
1 71,69 87,38 83,54 115,48 88,96 88,96 
2 57,25 59,89 57,25 58,29 45,73 60,98 
3 23,08 21,10 21,10 35,23     
4 42,55 46,14 41,79 48,26     
5 65,52 62,64 58,82 62,64     
6 29,69 26,18 26,42 22,47 31,91 26,90 
7 53,76 56,74 63,21 62,08 58,29 65,52 
8 35,87 49,58 44,91 41,05 58,82 69,78 
9 37,86 37,86 39,24 32,78 50,48 46,56 
10 48,70 56,23 58,29 69,78 54,25 57,25 
14 51,86 51,86 60,43 71,69 67,32 78,44 

Mittelwert 47,08 50,51 50,45 56,34 56,97 61,80 
Standardabweichung 14,93 18,18 17,90 25,37 16,65 19,14 

p-Werte  0,549 0,697 0,252 0,250 0,086 

Tabelle 2: Mediane Fluoreszenzintensität der PMN im Gate M2, die nach 15-, 

30- und 60-minütiger, sowie drei- und sechs-stündiger Inkubation mit 

St.aureus den DOR vermehrt exprimieren. 
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Proband Kein Stimulans 15 min 30 min 60 min 3 STD 6 STD 

1 842,91 307,81 323,42 368,47 339,82 291,64 
2 175,44 194,56 125,21 135,77 110,40 219,68 
3 92,22 104,60 114,44 235,01     
4 0,00 177,83 159,63 152,61     
5 0,00 142,02 149,84 159,63     
6 126,35 126,35 115,48 93,90 78,44 78,44 
7 186,85 257,13 264,16 245,82 230,82 216,74 
8 585,57 214,80 143,30 116,52 125,21 144,60 
9 145,90 165,48 166,98 182,69 181,06 271,39 
10 230,82 330,77 264,16 271,39 254,83 299,61 
14 310,59 232,91 261,80 254,83 266,55 257,13 

Mittelwert 245,15 204,93 189,86 201,51 198,39 222,40 
Standardabweichung 255,64 72,54 73,93 81,43 89,98 76,70 

p-Werte  0,721 1,000 0,790 0,464 0,575 

Tabelle 3: Mediane Fluoreszenzintensität der PMN im Gate M3, die nach 15-, 

30- und 60-minütiger, sowie drei- und sechs-stündiger Inkubation mit 

St.aureus den DOR vermehrt exprimieren. 

 
 
 
 
 

Proband Kein Stimulans 15 min 30 min 60 min 3 STD 6 STD 
1 3,26 35,95 35,47 36,33 50,11 60,13 
2 10,74 29,32 24,33 39,06 50,05 69,59 
3 4,29 12,39 21,60 28,83     
4 0,00 14,59 18,51 45,50     
5 7,24 12,46 21,48 42,99     
6 9,35 19,24 34,04 58,24 68,21 70,29 
7 3,74 29,21 40,13 53,75 51,49 46,43 
8 2,65 33,84 50,69 74,45 82,62 82,16 
9 8,38 16,24 22,80 43,99 41,72 70,57 
10 3,71 19,62 33,49 47,78 54,69 66,27 
14 6,20 43,21 38,13 43,98 50,97 73,79 

Mittelwert 5,41 24,19 30,97 46,81 56,23 67,40 
Standardabweichung 3,24 10,59 10,02 12,12 12,98 10,53 

p-Werte   0,003 0,003 0,003 0,012 0,012 

Tabelle 4: Prozentualer Anteil der PMN, die nach 15-, 30- und 60-minütiger, 

sowie drei- und sechs-stündiger Inkubation mit St.aureus den KOR vermehrt 

exprimieren.
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Proband Kein Stimulans 15 min 30 min 60 min 3 STD 6 STD 
1 82,05 77,04 67,93 63,21 46,98 102,74 
2 69,16 62,64 58,29 44,11 50,94 79,15 
3 24,14 21,10 19,28 41,79     
4 48,70 44,51 40,32 52,33     
5 71,05 56,23 51,86 74,99     
6 41,42 29,69 27,14 23,50 45,73 50,48 
7 91,40 75,67 67,93 59,89 72,34 70,41 
8 46,14 48,26 42,17 37,86 47,83 74,32 
9 67,93 45,73 65,52 52,33 85,82 46,56 
10 66,12 40,68 46,98 52,33 59,35 64,94 
14 67,93 63,78 63,78 46,98 57,77 62,64 

Mittelwert 61,46 51,39 50,11 49,94 58,35 68,91 
Standardabweichung 19,41 17,73 16,66 13,69 14,17 17,63 

p-Werte  0,018 0,013 0,131 0,646 0,779 

Tabelle 5: Mediane Fluoreszenzintensität der PMN im Gate M2, die nach 15-, 

30- und 60-minütiger, sowie drei- und sechs-stündiger Inkubation mit 

St.aureus den KOR vermehrt exprimieren. 

 
 
 
 
 

Proband Kein Stimulans 15 min 30 min 60 min 3 STD 6 STD 
1 632,09 469,76 429,35 441,09 368,47 504,81 
2 697,83 643,57 763,51 368,47 310,59 425,51 
3 100,00 104,60 114,44 294,27     
4 0,00 324,88 295,60 368,47     
5 881,68 673,17 661,17 685,39     
6 805,84 567,42 528,03 333,76 241,44 220,67 
7 1669,77 482,61 421,70 321,97 299,61 291,64 
8 368,47 557,31 392,42 388,91 218,70 226,71 
9 1096,79 634,94 670,15 523,30 469,76 291,64 
10 710,50 349,12 368,47 352,27 399,54 433,23 
14 1485,51 361,90 355,45 345,99 368,47 355,45 

Mittelwert 768,04 469,93 454,57 402,17 334,57 343,71 
Standardabweichung 517,00 172,27 188,09 112,80 83,40 103,54 

p-Werte  0,854 0,260 0,692 0,111 0,111 

Tabelle 6: Mediane Fluoreszenzintensität der PMN im Gate M3, die nach 15-, 

30- und 60-minütiger, sowie drei- und sechs-stündiger Inkubation mit 

St.aureus den KOR vermehrt exprimieren. 
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Proband Kein Stimulans 15 min 30 min 60 min 3 STD 6 STD 

1 4,72 38,66 34,07 41,76 46,00 38,97 
2 11,94 29,37 26,32 41,33 54,48 59,73 
3 4,01 14,68 13,50 24,49     
4 0,00 14,39 16,77 41,21     
5 7,23 13,71 22,56 44,86     
6 9,12 20,08 36,23 56,49 72,89 72,73 
7 3,73 26,83 39,62 52,33 52,38 44,72 
8 2,71 34,72 46,45 69,91 76,50 61,30 
9 7,20 16,38 23,26 39,60 37,07 50,14 
10 2,83 20,79 33,01 50,48 54,46 34,45 
14 5,55 40,20 33,75 43,80 51,31 69,40 

Mittelwert 5,37 24,53 29,59 46,02 55,64 53,93 
Standardabweichung 3,34 9,97 10,01 11,46 13,11 14,06 

p-Werte   0,003 0,003 0,003 0,012 0,012 

Tabelle 7: Prozentualer Anteil der PMN, die nach 15-, 30- und 60-minütiger, 

sowie drei- und sechs-stündiger Inkubation mit St.aureus den MOR vermehrt 

exprimieren. 

 
 
 
 
 

Proband Kein Stimulans 15 min 30 min 60 min 3 STD 6 STD 
1 40,68 48,70 46,14 57,25 40,68 100,90 
2 29,96 30,78 30,51 28,64 36,85 86,60 
3 16,40 16,85 14,86 37,25     
4 43,32 38,20 34,91 46,14     
5 49,58 41,79 37,52 73,65     
6 27,88 25,03 23,08 19,63 34,14 46,14 
7 71,69 66,12 59,35 61,25 72,99 69,78 
8 41,05 38,20 38,54 29,69 54,74 85,05 
9 50,48 45,32 56,74 37,18 102,74 48,70 
10 38,89 34,29 31,62 49,14 55,23 82,79 
14 49,14 44,91 44,51 39,24 59,35 50,94 

Mittelwert 41,73 39,11 37,98 43,55 57,09 71,36 
Standardabweichung 14,40 13,00 13,34 15,91 22,54 20,67 

p-Werte  0,364 0,365 0,722 0,072 0,200 

Tabelle 8: Mediane Fluoreszenzintensität der PMN im Gate M2, die nach 15-, 

30- und 60-minütiger, sowie drei- und sechs-stündiger Inkubation mit 

St.aureus den MOR vermehrt exprimieren. 
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Proband Kein Stimulans 15 min 30 min 60 min 3 STD 6 STD 
1 459,31 177,83 187,69 199,89 151,25 228,76 
2 637,80 535,20 593,52 392,42 321,97 509,37 
3 66,71 78,44 71,69 214,80     
4 0,00 230,82 194,56 259,46     
5 697,83 528,03 500,29 537,61     
6 577,72 449,10 478,29 241,44 179,43 149,89 
7 1539,93 283,87 264,16 252,55 196,32 214,80 
8 361,90 313,40 305,05 281,33 203,51 209,08 
9 1046,00 640,68 697,83 339,82 410,47 243,62 
10 445,08 264,16 216,74 239,28 173,09 333,76 
14 1478,84 201,69 191,10 181,06 189,38 179,43 

Mittelwert 664,65 336,66 336,45 285,42 228,18 258,59 
Standardabweichung 506,47 176,36 199,42 103,46 89,83 114,71 

p-Werte  0,131 0,082 0,164 0,059 0,059 

Tabelle 9: Mediane Fluoreszenzintensität der PMN im Gate M3, die nach 15-, 

30- und 60-minütiger, sowie drei- und sechs-stündiger Inkubation mit 

St.aureus den MOR vermehrt exprimieren. 

 

 

8.2.2. Zum Ergebnisteil 3.2. 

Proband Kein Stimulans 3 STD 6 STD 12 STD 24 STD 
1 0,11 13,04 16,27 21,92   
2 5,44 0,84 10,82 22,38 73,22 
3 2,65 12,50 26,86 50,59   
4 0,00 8,96 10,02 39,76   
5 0,00 0,23 0,71 3,70   
6 7,96 7,50 11,67 13,39 70,11 
7 2,08 3,85 4,28 7,55 59,05 
8 0,11 0,62 2,03 14,06 65,98 
9 4,34 14,17 10,16 42,04   
10 0,57 20,77 42,44 72,78   

14,00 0,24 4,91 5,96 26,12 72,30 
Mittelwert 2,14 7,94 12,84 28,57 68,13 

Standardabweichung 2,71 6,64 12,21 20,82 5,79 
p-Werte  0,021 0,003 0,003 0,043 

Tabelle 10: Prozentualer Anteil der PMN, die nach drei-, sechs-, zwölf- und 

vierundzwanzig-stündiger Inkubation mit TNF-αααα (100 ng/ml) den DOR 

vermehrt exprimieren.
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Proband Kein Stimulans 3 STD 6 STD 12 STD 24 STD 
1 71,69 66,71 77,04 65,52   
2 57,25 44,51 65,52 102,74 82,79 
3 23,08 33,38 38,54 36,19   
4 42,55 39,95 35,87 42,17   
5 71,05 62,08 78,44 100,90   
6 29,69 27,63 30,78 39,95 47,83 
7 53,76 35,87 51,40 60,43 77,04 
8 35,87 30,78 34,29 43,71 48,26 
9 37,86 38,54 31,91 32,78   
10 48,70 42,17 45,73 38,54   
14 51,86 54,25 63,78 71,69 114,44 

Mittelwert 47,58 43,26 50,30 57,69 74,07 
Standardabweichung 15,69 12,70 18,07 25,22 27,70 

p-Werte  0,301 0,328 0,248 0,172 

Tabelle 11: Mediane Fluoreszenzintensität der PMN im Gate M2, die nach 

drei-, sechs-, zwölf- und vierundzwanzig-stündiger Inkubation mit TNF-αααα 

(100 ng/ml) den DOR vermehrt exprimieren. 

 
 
 
 
 

Proband Kein Stimulans 3 STD 6 STD 12 STD 24 STD 
1 842,91 296,93 219,68 187,69   
2 175,44 239,28 476,14 385,42 254,83 
3 92,22 210,97 165,48 181,06   
4 0,00 254,83 261,80 182,69   
5 0,00 453,16 375,16 339,82   
6 126,35 105,54 145,90 122,98 173,09 
7 186,85 275,08 198,10 371,80 324,88 
8 585,57 143,30 135,77 179,43 159,63 
9 145,90 182,64 201,69 222,67   
10 230,82 266,55 237,14 170,01   
14 310,59 403,15 385,42 196,32 305,05 

Mittelwert 245,15 257,40 254,75 230,90 243,50 
Standardabweichung 255,64 102,80 110,53 90,30 75,05 

p-Werte  0,286 0,286 0,722 0,686 

Tabelle 12: Mediane Fluoreszenzintensität der PMN im Gate M3, die nach 

drei-, sechs-, zwölf- und vierundzwanzig-stündiger Inkubation mit TNF-αααα 

(100 ng/ml) den DOR vermehrt exprimieren. 
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Proband Kein Stimulans 3 STD 6 STD 12 STD 24 STD 

1 3,26 12,72 22,21 28,19   
2 10,74 11,82 19,60 27,86 67,62 
3 4,29 13,44 29,62 39,17   
4 0,00 13,45 19,19 50,37   
5 7,24 7,74 8,46 16,61   
6 9,35 8,63 16,41 15,43 58,40 
7 3,74 3,47 9,19 18,75 57,94 
8 2,65 3,73 4,28 14,38 67,73 
9 8,38 15,84 15,38 40,92   
10 3,71 23,17 34,07 60,26   
14 6,20 12,26 14,53 31,22 73,56 

Mittelwert 5,41 11,48 17,54 31,20 65,05 
Standardabweichung 3,24 5,59 8,89 15,13 6,73 

p-Werte  0,010 0,003 0,003 0,043 

Tabelle 13: Prozentualer Anteil der PMN, die nach drei-, sechs-, zwölf- und 

vierundzwanzig-stündiger Inkubation mit TNF-αααα (100 ng/ml) den KOR 

vermehrt exprimieren. 

 
 
 
 
 

Proband Kein Stimulans 3 STD 6 STD 12 STD 24 STD 
1 82,05 72,99 105,54 54,25   
2 69,16 57,77 80,58 124,09 120,79 
3 24,14 53,28 59,35 60,98   
4 48,70 59,89 46,98 74,32   
5 49,58 68,54 88,17 94,75   
6 41,42 33,08 25,23 43,71 74,32 
7 91,40 68,54 86,60 99,10 115,48 
8 46,14 43,71 54,25 64,36 57,77 
9 67,93 65,52 42,94 55,23   
10 66,12 65,52 54,25 56,74   
14 67,93 62,08 59,89 91,40 161,08 

Mittelwert 59,51 59,17 63,98 74,45 105,89 
Standardabweichung 19,43 11,89 23,58 24,68 40,84 

p-Werte  0,594 0,657 0,438 0,172 

Tabelle 14: Mediane Fluoreszenzintensität der PMN im Gate M2, die nach 

drei-, sechs-, zwölf- und vierundzwanzig-stündiger Inkubation mit TNF-αααα 

(100 ng/ml) den KOR vermehrt exprimieren. 
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Proband Kein Stimulans 3 STD 6 STD 12 STD 24 STD 
1 632,09 355,45 736,53 281,33   
2 697,83 243,62 495,81 528,03 429,35 
3 100,00 417,92 429,35 355,45   
4 0,00 371,80 410,47 395,96   
5 881,68 710,50 632,09 736,53   
6 805,84 371,80 457,25 474,00 264,16 
7 1669,77 956,78 835,36 632,62 562,34 
8 368,47 333,76 408,63 355,45 299,61 
9 1096,79 1000,00 349,12 316,23   
10 710,50 425,51 330,77 281,33   
14 1485,51 469,76 567,42 381,97 604,30 

Mittelwert 768,04 514,26 513,89 430,81 431,95 
Standardabweichung 517,00 257,11 162,14 147,74 151,97 

p-Werte  0,301 0,523 0,202 0,172 

Tabelle 15: Mediane Fluoreszenzintensität der PMN im Gate M3, die nach 

drei-, sechs-, zwölf- und vierundzwanzig-stündiger Inkubation mit TNF-αααα 

(100 ng/ml) den KOR vermehrt exprimieren. 

 
 
 
 
 

Proband Kein Stimulans 3 STD 6 STD 12 STD 24 STD 
1 4,72 10,03 16,59 8,90   
2 11,94 12,63 21,60 20,08 53,16 
3 4,01 9,12 14,16 17,80   
4 0,00 7,30 15,76 35,01   
5 7,23 9,06 9,50 16,69   
6 9,12 9,40 12,73 13,09 53,09 
7 3,73 0,85 4,58 8,79 46,95 
8 2,71 3,47 4,76 9,93 59,32 
9 7,20 9,70 17,03 10,48   
10 2,83 18,66 25,48 29,98   
14 5,55 11,03 12,19 24,51 73,42 

Mittelwert 5,37 9,20 14,03 17,75 57,19 
Standardabweichung 3,34 4,60 6,39 8,91 10,07 

p-Werte  0,016 0,003 0,003 0,043 

Tabelle 16: Prozentualer Anteil der PMN, die nach drei-, sechs-, zwölf- und 

vierundzwanzig-stündiger Inkubation mit TNF-αααα (100 ng/ml) den MOR 

vermehrt exprimieren. 
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Proband Kein Stimulans 3 STD 6 STD 12 STD 24 STD 
1 40,68 35,87 57,77 37,18   
2 29,96 31,06 46,98 72,34 69,78 
3 16,40 50,94 58,82 67,93   
4 43,32 57,77 42,17 48,26   
5 67,32 63,78 58,82 54,74   
6 27,88 23,50 27,38 29,96 46,14 
7 71,69 47,40 71,69 75,67 94,75 
8 41,05 40,32 49,14 53,76 50,03 
9 50,48 54,25 34,60 64,94   
10 38,89 42,17 57,25 54,74   
14 49,14 47,40 29,16 57,25 85,05 

Mittelwert 43,35 44,95 48,53 56,07 69,15 
Standardabweichung 16,25 11,91 14,03 14,06 21,23 

p-Werte  0,929 0,508 0,131 0,216 

Tabelle 17: Mediane Fluoreszenzintensität der PMN im Gate M2, die nach 

drei-, sechs-, zwölf- und vierundzwanzig-stündiger Inkubation mit TNF-αααα 

(100 ng/ml) den MOR vermehrt exprimieren. 

 
 
 
 
 

Proband Kein Stimulans 3 STD 6 STD 12 STD 24 STD 
1 459,31 212,88 243,62 345,99   
2 637,80 355,45 321,97 248,05 182,69 
3 66,71 264,16 352,27 305,05   
4 0,00 264,16 273,84 132,16   
5 697,83 881,68 604,30 604,30   
6 577,72 414,18 513,97 445,08 130,97 
7 1539,93 412,32 1113,97 609,76 399,54 
8 361,90 310,59 336,78 214,80 259,46 
9 1046,00 1186,37 218,70 278,81   
10 445,08 142,02 196,32 140,75   
14 1478,84 419,80 333,76 171,54 266,55 

Mittelwert 664,65 442,15 409,95 317,84 247,84 
Standardabweichung 506,47 313,06 263,60 169,90 101,74 

p-Werte  0,912 0,377 0,164 0,216 

Tabelle 18: Mediane Fluoreszenzintensität der PMN im Gate M3, die nach 

drei-, sechs-, zwölf- und vierundzwanzig-stündiger Inkubation mit TNF-αααα 

(100 ng/ml) den MOR vermehrt exprimieren. 
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8.2.3. Zum Ergebnisteil 3.3. 

 
Proband Kein Stimulans 3 STD 6 STD 12 STD 24 STD 

1 0,11 3,60 10,96 6,07   
2 5,44 1,80 7,63 12,63 38,07 
3 2,65 10,15 20,50 39,81   
4 0,00 6,36 5,84 38,27   
5 0,00 0,19 1,57 1,23   
6 7,96 6,81 9,14 12,28 32,90 
7 2,08 4,45 3,52 3,84 63,45 
8 0,11 1,50 2,65 7,51 63,80 
9 4,34 10,50 8,00 36,83   
10 0,57 18,19 34,19 33,76   
14 0,24 3,98 5,12 24,88 77,60 

Mittelwert 2,14 6,14 9,92 19,74 55,16 
Standardabweichung 2,71 5,20 9,56 15,16 18,94 

p-Werte  0,026 0,003 0,003 0,043 

Tabelle 19: Prozentualer Anteil der PMN, die nach drei-, sechs-, zwölf- und 

vierundzwanzig-stündiger Inkubation mit LPS (100 ng/ml) den DOR 

vermehrt exprimieren. 

 
 
 

Proband Kein Stimulans 3 STD 6 STD 12 STD 24 STD 
1 71,69 79,86 89,77 79,86   
2 57,25 42,17 58,82 88,17 84,67 
3 23,08 36,52 42,17 43,71   
4 42,55 45,32 43,32 50,48   
5 71,05 68,54 87,38 90,58   
6 29,69 30,78 30,23 39,24 42,94 
7 53,76 38,54 50,94 66,12 63,21 
8 35,87 34,60 37,18 43,71 48,70 
9 37,86 34,29 31,62 31,91   
10 48,70 46,14 55,23 60,98   
14 51,86 64,94 68,54 113,42 98,22 

Mittelwert 47,58 47,43 54,11 64,38 67,55 
Standardabweichung 15,69 16,28 20,60 25,78 23,52 

p-Werte  0,79 0,202 0,018 0,172 

Tabelle 20: Mediane Fluoreszenzintensität der PMN im Gate M2, die nach 

drei-, sechs-, zwölf- und vierundzwanzig-stündiger Inkubation mit LPS (100 

ng/ml) den DOR vermehrt exprimieren. 
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Proband Kein Stimulans 3 STD 6 STD 12 STD 24 STD 

1 842,91 542,47 378,55 313,40   
2 175,44 146,56 399,54 433,23 261,80 
3 92,22 261,80 222,67 209,08   
4 0,00 395,96 445,08 237,14   
5 0,00 361,90 307,81 381,97   
6 126,35 97,34 122,98 107,46 171,54 
7 186,85 145,90 166,98 360,28 268,96 
8 585,57 133,35 127,49 134,56 220,67 
9 145,90 140,75 278,81 212,88   
10 230,82 316,23 395,96 286,44   
14 310,59 445,08 486,97 264,16 235,01 

Mittelwert 245,15 271,58 302,99 267,33 231,60 
Standardabweichung 255,64 150,73 129,03 101,12 38,88 

p-Werte  0,722 0,424 04,24 0,893 

Tabelle 21: Mediane Fluoreszenzintensität der PMN im Gate M3, die nach 

drei-, sechs-, zwölf- und vierundzwanzig-stündiger Inkubation mit LPS (100 

ng/ml) den DOR vermehrt exprimieren. 

 
 
 
 
 

Proband Kein Stimulans 3 STD 6 STD 12 STD 24 STD 
1 3,26 7,88 16,09 19,93   
2 10,74 10,39 11,85 20,64 39,67 
3 4,29 10,58 18,26 37,74   
4 0,00 8,10 8,29 42,19   
5 7,24 2,66 2,22 7,59   
6 9,35 11,94 10,92 15,23 35,00 
7 3,74 2,75 8,05 9,99 50,93 
8 2,65 2,38 3,04 4,04 50,98 
9 8,38 14,53 13,39 28,98   
10 3,71 16,80 28,05 47,74   
14 6,20 6,86 10,53 18,29 65,40 

Mittelwert 5,34 8,80 12,02 23,41 44,15 
Standardabweichung 3,24 4,82 7,24 14,48 11,81 

p-Werte  0,075 0,021 0,003 0,043 

Tabelle 22: Prozentualer Anteil der PMN, die nach drei-, sechs-, zwölf- und 

vierundzwanzig-stündiger Inkubation mit LPS (100 ng/ml) den KOR 

vermehrt exprimieren. 
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Proband Kein Stimulans 3 STD 6 STD 12 STD 24 STD 
1 82,05 64,94 82,79 59,35   
2 69,16 59,35 87,38 124,09 106,50 
3 24,14 60,98 65,52 66,12   
4 48,70 73,65 62,64 109,41   
5 49,58 88,96 94,75 102,74   
6 41,42 38,54 35,87 38,72 63,21 
7 91,40 58,29 70,41 95,60 92,22 
8 46,14 47,83 62,08 66,71 78,44 
9 67,93 70,41 36,52 63,78   
10 66,12 55,23 51,40 56,23   
14 67,93 62,08 60,43 119,71 199,89 

Mittelwert 58,66 61,84 64,53 82,04 108,05 
Standardabweichung 19,43 13,27 19,00 29,03 53,79 

p-Werte  0,929 0,594 0,301 0,172 

Tabelle 23: Mediane Fluoreszenzintensität der PMN im Gate M2, die nach 

drei-, sechs-, zwölf- und vierundzwanzig-stündiger Inkubation mit LPS (100 

ng/ml) den KOR vermehrt exprimieren. 

 
 
 
 
 

Proband Kein Stimulans 3 STD 6 STD 12 STD 24 STD 
1 632,09 387,16 532,80 395,96   
2 697,83 239,28 557,31 593,52 445,08 
3 100,00 441,09 478,29 330,77   
4 0,00 491,37 588,21 523,30   
5 881,68 820,47 547,37 547,37   
6 805,84 392,42 500,29 388,91 271,39 
7 1669,77 798,63 615,27 582,94 547,37 
8 368,47 289,03 441,09 449,10 433,23 
9 1096,79 523,30 224,68 349,12   
10 710,50 378,55 381,97 358,66   
14 1485,51 394,19 562,34 461,37 881,68 

Mittelwert 768,04 476,13 486,73 451,97 424,27 
Standardabweichung 517,00 186,52 111,71 96,21 227,17 

p-Werte  0,301 0,523 0,248 0,318 

Tabelle 24: Mediane Fluoreszenzintensität der PMN im Gate M3, die nach 

drei-, sechs-, zwölf- und vierundzwanzig-stündiger Inkubation mit LPS (100 

ng/ml) den KOR vermehrt exprimieren. 
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Proband Kein Stimulans 3 STD 6 STD 12 STD 24 STD 
1 4,72 10,02 6,32 7,52   
2 11,94 11,48 17,73 9,79 45,32 
3 4,01 7,73 8,85 9,82   
4 0,00 5,02 6,00 28,04   
5 7,23 4,09 3,65 10,06   
6 9,12 11,19 11,83 14,19 30,44 
7 3,73 4,02 3,65 5,89 46,73 
8 2,71 2,34 2,63 3,51 48,99 
9 7,20 9,15 11,38 16,69   
10 2,83 14,74 16,15 29,56   
14 5,55 7,22 10,46 11,03 50,54 

Mittelwert 5,37 7,91 8,97 13,28 44,40 
Standardabweichung 3,34 3,82 5,07 8,47 8,06 

p-Werte  0,062 0,026 0,006 0,043 

Tabelle 25: Prozentualer Anteil der PMN, die nach drei-, sechs-, zwölf- und 

vierundzwanzig-stündiger Inkubation mit LPS (100 ng/ml) den MOR 

vermehrt exprimieren. 

 
 
 
 
 

Proband Kein Stimulans 3 STD 6 STD 12 STD 24 STD 
1 40,68 43,71 73,65 32,78   
2 29,96 31,62 53,28 110,40 56,74 
3 16,40 58,82 69,16 76,35   
4 43,32 77,04 43,32 67,32   
5 67,32 59,89 72,99 76,65   
6 27,88 27,38 27,14 29,96 46,56 
7 71,69 48,70 58,29 93,90 71,50 
8 41,05 38,54 54,74 49,58 52,33 
9 50,48 58,29 37,18 69,16   
10 38,89 46,98 52,80 53,76   
14 49,14 43,32 40,68 64,94 89,77 

Mittelwert 43,35 48,57 53,02 65,89 63,38 
Standardabweichung 16,25 14,24 15,11 24,09 17,40 

p-Werte  0,424 0,697 0,029 0,398 

Tabelle 26: Mediane Fluoreszenzintensität der PMN im Gate M2, die nach 

drei-, sechs-, zwölf- und vierundzwanzig-stündiger Inkubation mit LPS (100 

ng/ml) den MOR vermehrt exprimieren. 
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Proband Kein Stimulans 3 STD 6 STD 12 STD 24 STD 
1 459,31 239,28 278,81 292,95   
2 637,80 268,96 252,55 637,80 156,79 
3 66,71 276,32 381,97 469,76   
4 0,00 324,88 342,89 164,00   
5 697,83 637,80 453,16 513,97   
6 577,72 268,96 371,80 307,81 143,30 
7 1539,93 208,14 930,57 1165,22 399,54 
8 361,90 199,89 330,77 294,27 303,68 
9 1046,00 1000,00 224,68 187,69   
10 445,08 164,00 205,35 196,32   
14 1478,84 242,53 478,29 299,61 266,55 

Mittelwert 664,65 348,25 386,44 411,76 253,97 
Standardabweichung 506,47 250,11 200,67 290,16 106,67 

p-Werte  0,309 0,377 0,372 0,216 

Tabelle 27: Mediane Fluoreszenzintensität der PMN im Gate M3, die nach 

drei-, sechs-, zwölf- und vierundzwanzig-stündiger Inkubation mit LPS (100 

ng/ml) den MOR vermehrt exprimieren. 

 

 

 

8.2.4. Zum Ergebnisteil 3.4. 

 

Proband Kein Stimulans 15 min 30 min 60 min 3 STD 6 STD 
Mittelwert 2,14 14,75 22,23 32,50 44,22 57,92 
PAT-INT 1 4,22 12,67 26,24 24,81 54,62 59,71 
PAT-INT 2 0,58 2,26 3,69 8,74 9,79 7,99 

Tabelle 28: Dargestellt sind der Mittelwert der gesunden Probandengruppe, 

sowie die Messwerte der beiden Intensivpatienten nach Stimulation mit 

St.aureus über die vorgegebenen Inkubationszeiten und unter Verwendung 

des DOR. 
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Proband Kein Stimulans 15 min 30 min 60 min 3 STD 6 STD 
Mittelwert 5,41 24,19 30,97 46,81 56,23 67,40 
PAT-INT 1 4,75 12,90 18,39 34,50 40,73 52,80 
PAT-INT 2 0,33 10,81 5,83 16,08 24,76 21,02 

Tabelle 29: Dargestellt sind der Mittelwert der gesunden Probandengruppe, 

sowie die Messwerte der beiden Intensivpatienten nach Stimulation mit 

St.aureus über die vorgegebenen Inkubationszeiten und unter Verwendung 

des KOR. 

 

Proband Kein Stimulans 15 min 30 min 60 min 3 STD 6 STD 
Mittelwert 5,37 24,53 29,59 46,02 55,64 53,93 
PAT-INT 1 4,68 12,59 16,16 30,08 49,58 61,77 
PAT-INT 2 0,32 12,19 7,10 23,25 37,86 29,64 

Tabelle 30: Dargestellt sind der Mittelwert der gesunden Probandengruppe, 

sowie die Messwerte der beiden Intensivpatienten nach Stimulation mit 

St.aureus über die vorgegebenen Inkubationszeiten und unter Verwendung 

des MOR. 

 

Proband Kein Stimulans 3 STD 6 STD 12 STD 24 STD 

Mittelwert 2,14 7,94 12,84 28,57 68,13 
PAT-INT 1 4,22 5,67 12,09 8,35   
PAT-INT 2 0,58 0,95 0,74 0,32 1,38 

Tabelle 31: Dargestellt sind der Mittelwert der gesunden Probandengruppe, 

sowie die Messwerte der beiden Intensivpatienten nach Stimulation mit TNF-

αααα    (100 ng/ml) über die vorgegebenen Inkubationszeiten und unter 

Verwendung des DOR. 

 

Proband Kein Stimulans 3 STD 6 STD 12 STD 24 STD 

Mittelwert 5,41 11,48 17,54 31,20 65,05 
PAT-INT 1 4,75 9,36 7,64 18,03   
PAT-INT 2 0,33 1,17 0,57 0,68 1,87 

Tabelle 32: Dargestellt sind der Mittelwert der gesunden Probandengruppe, 

sowie die Messwerte der beiden Intensivpatienten nach Stimulation mit TNF-

αααα (100 ng/ml) über die vorgegebenen Inkubationszeiten und unter 

Verwendung des KOR. 
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Proband Kein Stimulans 3 STD 6 STD 12 STD 24 STD 

Mittelwert 5,37 9,20 14,03 17,75 57,19 
PAT-INT 1 4,68 8,55 8,46 10,76   
PAT-INT 2 0,32 0,52 0,46 0,98 0,77 

Tabelle 33: Dargestellt sind der Mittelwert der gesunden Probandengruppe, 

sowie die Messwerte der beiden Intensivpatienten nach Stimulation mit TNF-

αααα (100 ng/ml) über die vorgegebenen Inkubationszeiten und unter 

Verwendung des MOR. 

 

Proband Kein Stimulans 3 STD 6 STD 12 STD 24 STD 

Mittelwert 2,14  6,14  9,92  19,74  55,16  
PAT-INT 1 4,22  4,22  8,06  11,08    
PAT-INT 2 0,58  0,84  0,51  0,83  0,75  

Tabelle 34: Dargestellt sind der Mittelwert der gesunden Probandengruppe, 

sowie die Messwerte der beiden Intensivpatienten nach Stimulation mit LPS 

(100 ng/ml) über die vorgegebenen Inkubationszeiten und unter Verwendung 

des DOR. 

 

Proband Kein Stimulans 3 STD 6 STD 12 STD 24 STD 

Mittelwert 5,34 8,80 12,02 23,41 44,15 
PAT-INT 1 4,75 7,37 7,31 12,10   
PAT-INT 2 0,33 1,13 0,56 0,85 57,36 

Tabelle 35: Dargestellt sind der Mittelwert der gesunden Probandengruppe, 

sowie die Messwerte der beiden Intensivpatienten nach Stimulation mit LPS 

(100 ng/ml) über die vorgegebenen Inkubationszeiten und unter Verwendung 

des KOR. 

 

Proband Kein Stimulans 3 STD 6 STD 12 STD 24 STD 

Mittelwert 5,37 7,91 8,97 13,28 44,40 
PAT-INT 1 4,68 5,84 7,18 6,74   
PAT-INT 2 0,32 0,62 0,68 0,30 0,82 

Tabelle 36: Dargestellt sind der Mittelwert der gesunden Probandengruppe, 

sowie die Messwerte der beiden Intensivpatienten nach Stimulation mit LPS 

(100 ng/ml) über die vorgegebenen Inkubationszeiten und unter Verwendung 

des MOR. 
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8.2.5. Zum Ergebnisteil 3.5. 

 

Intensivpatient 1. Messtag 2. Messtag 3. Messtag Entlassungstag 
3 29,43 26,66 28,90 29,43 
5 34,91 33,98 32,49 33,98 
6 25,03 29,96 27,88 27,63 
15 34,91 31,91 31,34   
16 34,91 29,96 28,64   
22 33,38 34,29 31,34 29,43 
23 25,03 22,88 41,42 31,06 
24 30,51 37,52 33,98   
26 25,71 29,16 27,38 33,68 
28 31,34 24,58 24,14 18,60 
29 18,77 94,75 101,82 13,82 
30 35,23 29,69 28,39 33,48 

Tabelle 37: Messergebnisse der Fentanyl-Gruppe mit Verwendung des DOR 

ohne Zugabe eines Stimulans an den vier definierten Messtagen. 

 

 

Intensivpatient 1. Messtag 2. Messtag 3. Messtag Entlassungstag 
3 509,37 330,77 388,91 339,82 
5 756,67 673,17 79,15 922,24 
6 56,23 542,47 582,94 697,83 
15 609,76 1.004,51 743,18   
16 53,76 44,51 575,13   
22 449,10 478,29 552,32 421,70 
23 620,82 504,81 1.280,62 685,39 
24 39,60 62,08 52,08   
26 51,86 63,21 62,64 54,74 
28 52,33 495,81 36,85 216,74 
29 34,60 319,08 267,75 19,11 
30 53,76 55,73 50,03 58,82 

Tabelle 38: Messergebnisse der Fentanyl-Gruppe mit Verwendung des KOR 

ohne Zugabe eines Stimulans an den vier definierten Messtagen. 
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Intensivpatient 1. Messtag 2. Messtag 3. Messtag Entlassungstag 
3 710,50 453,16 540,03 528,03 
5 1.022,74 938,98 1.263,46 1.197,09 
6 45,32 667,14 704,14 1.050,71 
15 881,68 1.309,75 1.074,61   
16 33,08 33,68 842,91   
22 673,17 913,98 842,91 310,59 
23 813,12 736,53 1.746,58 913,98 
24 28,39 42,94 35,23   
26 22,88 32,20 32,49 31,91 
28 28,90 486,97 24,14 239,28 
29 18,27 324,88 291,64 13,70 
30 37,52 36,85 42,94 34,91 

Tabelle 39: Messergebnisse der Fentanyl-Gruppe mit Verwendung des MOR 

ohne Zugabe eines Stimulans an den vier definierten Messtagen. 

 

 

 

 

 

Intensivpatient 1. Messtag 2. Messtag 3. Messtag Entlassungstag 
7 42,94 34,91 26,18 16,70 
8 38,49 32,49 36,85   
9 33,98 34,60 31,91 33,98 
10 37,52 36,19 33,98 15,82 
12 52,33 47,83 43,71   
13 20,91 22,47 20,91   
14 39,95 26,66 29,69   
18 33,68 32,49 29,96   
19 32,78 30,51 25,48 41,05 
20 19,11 20,72 22,67 23,93 
25 26,66 44,11 38,89   
27 29,69 37,18 47,83 46,14 

Tabelle 40: Messergebnisse der Ketamin-Gruppe mit Verwendung des DOR 

ohne Zugabe eines Stimulans an den vier definierten Messtagen. 
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Intensivpatient 1. Messtag 2. Messtag 3. Messtag Entlassungstag 
7 101,82 69,16 48,70 36,85 
8 79,15 64,36 92,22   
9 58,29 53,28 62,08 66,71 
10 62,64 61,53 59,89 24,36 
12 77,74 117,57 99,10  
13 34,29 39,60 37,18   
14 62,08 54,25 40,32   
18 50,03 54,25 39,95   
19 50,48 54,25 39,60 61,53 
20 30,51 35,23 37,18 35,87 
25 32,49 40,68 81,31   
27 54,25 59,89 93,90 78,44 

Tabelle 41: Messergebnisse der Ketamin-Gruppe mit Verwendung des KOR 

ohne Zugabe eines Stimulans an den vier definierten Messtagen. 

 

 

 

 

 

Intensivpatient 1. Messtag 2. Messtag 3. Messtag Entlassungstag 
7 77,04 67,93 39,95 29,43 
8 81,31 57,77 81,31   
9 39,95 41,42 46,56 50,03 
10 67,32 56,74 54,25 17,78 
12 56,74 86,60 76,35   
13 25,71 29,43 25,03   
14 50,03 46,14 28,13   
18 41,05 41,05 30,78   
19 32,78 34,29 26,66 38,89 
20 58,94 21,10 26,42 23,08 
25 30,78 29,16 33,98   
27 28,13 30,78 38,89 39,24 

Tabelle 42: Messergebnisse der Ketamin-Gruppe mit Verwendung des MOR 

ohne Zugabe eines Stimulans an den vier definierten Messtagen. 
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8.3.   Abkürzungsverzeichnis 

AP1   Aktivator-Protein 1 

AK   Antikörper 

BG   β-Glucoronidase 

°C   Grad Celsius 

Ca++   Kalzium-Ionen 

cAMP   zyklisches Adenosin-5'-monosulfat 

CD   Cluster of Differentiation 

cGMP  zyklisches Guanosin-5'-monosulfat 

CINC-2  Zytokininduziertes Neutrophilen 

  Chemoattractant 

CO2  Kohlendioxid 

CR  Komplementrezeptor 

CRH   Corticotropin-Releasing-Hormon 

CRP   C-reaktives Protein 

CXCR2   Chemokin-Rezeptor-2 

DNA   Desoxyribonukleinsäure 

DOR   delta-Opioidrezeptor 

EDTA   Ethylen-Diamin-Tetraessigsäure 

FACS   Fluorescence Activated Cell Sorter 

Fc   Fragment C 

FiO2   inspiratorische Sauerstoffkonzentation 

FITC   Fluoresceinisothiocyanat 

FSC   Forward Scatter 

Gi   inhibitorisches G-Protein 

G/l   Giga pro Liter 

IFN   Interferon 

Ig   Immunglobulin 

IL   Interleukin 
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INR   International Normalized Ratio 

K+   Kalium-Ionen 

KC   Keratinozyten Chemoattractant 

KOR   kappa-Opioidrezeptor 

LASER   Light Amplification by stimulated 

   emission of radiation 

LBP   LPS binding Protein 

LPS   Lipopolysaccharid 

l/min/m2 Herzindex (Blutvolumen in Liter pro 

Minute pro Quadratmeter Körperoberfläche) 

MFI   Mediane Fluoreszenzintensität 

mg/dl   Milligramm pro Deziliter 

mg/kgKG/h   Milligramm pro Kilogramm Körpergewicht 

   und Stunde 

ml   Milliliter 

ml/kgKG/die Milliliter pro Kilogramm Körpergewicht pro 

Tag 

ml/kgKG/h Milliliter pro Kilogramm Körpergewicht pro 

Stunde 

µg/kgKG/h Mikrogramm pro Kilogramm 

Körpergewicht pro Stunde 

µl Mikroliter 

µm Mikrometer 

Min   Minute(n) 

MIP-2   Makrophagen-Inflammations-Protein-2 

mm HG   Millimeter Quecksilber Säule 

mmol/l   Milli-Mol pro Liter 

MOR   my-Opioidrezeptor 

m-RNA   messenger-Ribonukleinsäure 

MRSA   Methicillin resistenter St.aureus 

mW   Milli-Watt 
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n   Anzahl 

NF-κB   nukleärer Faktor Kappa B 

NK-Zelle   natürliche Killerzelle 

NO   Stickstoffmonoxid 

O2-   Sauerstoffradikal 

OR   Opioidrezeptor 

OR-AK   Opioidrezeptor-Antikörper 

p   Wahrscheinlichkeit 

PaCO2   arterieller Kohlendioxid-Partialdruck 

PAF   Platelet-Activating-Factor 

PaO2   arterieller Sauerstoff-Partialdruck 

PAT-INT   Intensivpatient der Studie nach Nummer 

PBS   Phosphate buffered saline 

PCT   Pro-Calcitonin 

PMN   Polymorphkerniger Neutrophiler 

POMC   Proopiomelanocortin 

SD   Standardabweichung 

sec   Sekunden 

SIRS   Systemic inflammatory response syndrom 

St.aureus   Staphylococcus aureus 

STD   Stunde(n) 

SSC   Sideward Scatter 

SvO2   venöse Sauerstoffsättigung 

T_x   Messtag mit Nummerierung (x) 

TE   Messung am Entlassungstag 

TNF-α   Tumor-Nekrose-Faktor α 

TLR   Toll like Rezeptor 

TSS   Toxic-Schock-Syndrom 

TSST-1   Toxic-Schock-Syndrom-Toxin-1 

U/min   Umdrehungen pro Minute 
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8.4. Verwendete Materialien 

Substanz bzw. Material Hersteller

Aqua ad iniectabilia 1000ml Baxter S.A., Lessines, Belgien

FACS-Brand-Lysing-Lösung Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland

FACScan-Reagenzröhrchen Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland

FACS-Flow Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland

FITC-markierte Anti-DOR-Antikörper Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA

FITC-markierte Anti-KOR-Antikörper Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA

FITC-markierte Anti-MOR-Antikörper Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA

LPS Mikrobiologisches Institut der Universitätsklinik Gießen

PBS BAG, Lich, Deutschland

S-Monovette EDTA 2,7ml

S-Monovette EDTA 7,5ml

St. aureus Mikrobiologisches Institut der Universitätsklinik Gießen

TNF-alpha Sigma, Deisenhofen, Deutschland  
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