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1 EINLEITUNG

1.1 Darstellung der Thematik

1.1.1 Neutrophile Granulozyten

Neutrophile Granulozyten stellen mit 40-65 % den grofiten Anteil der Leukozyten im
Blut und liegen etwa in einer Konzentration von 3-5 x 10° Zellen/ml vor. Andere
Subpopulationen wie basophile (0-1%) und eosinophile Granulozyten (2-4 %) bilden
numerisch einen geringen Leukozytenanteil. In Blutausstrichen werden neutrophile
Granulozyten durch die unregelméBige Struktur ihres Nukleus und anhand ihrer
Férbeeigenschaften von anderen Leukozytenpopulationen differenziert. Sie besitzen im
Kreislauf eine Lebensdauer von 8-20 h, im Gewebe kann diese mehrere Tage betragen.
Das Knochenmark produziert tiglich etwa 5-10'° neutrophile Granulozyten, um den
hohen Zellumsatz im Organismus zu kompensieren.

Neutrophile Granulozyten stellen eine wichtige Komponente der unspezifischen
Immunabwehr bei der Auseinandersetzung des Korpers mit Mikroorganismen dar *.
Granulozyten vernichten pathogene Keime durch den ProzeB3 der Phagozytose, der auf
verschiedenen Stufen reguliert wird. Zundchst muf3 der Granulozyt den eingedrungenen
Mikroorganismus als Pathogen klassifizieren konnen. Dies geschieht mit Hilfe von
Opsoninen, die der Markierung ,,fremder Mikroorganismen dienen. Als Opsonine
fungieren Antikorper, Komplementfragmente, Akut-Phase-Proteine und Fibronektin.
Der Proze3 der Opsonisierung ist wichtig, da Granulozyten Rezeptoren fiir Teile dieser
Opsoninmolekiile exprimieren. Somit wird jedes mit Opsonin markierte Partikel Ziel
der granulozytiren Phagozytose *'. Voraussetzung fiir die effektive Abwehr von
Bakterien ist neben einer intakten Opsonisierungsfdhigkeit des Blutes die Expression
von IgG- und Komplementrezeptoren auf der Oberfliche von neutrophilen
Granulozyten. Der opsonisierte Mikroorganismus wird an diese Rezeptoren gebunden
und kann nun phagozytiert werden *>**>. Nach dem Eindringen von Mikroorganismen in
den menschlichen Organismus werden die Kaskaden des Komplementsystems angeregt.

Die Komplementproteine konnen in ldslicher Form vorliegen (C3a, C5a) und die



Chemotaxis stimulieren, oder als Opsonine dienen (z.B. C3b, C3bi) zur Phagozytose
oder Adhiésion.
Ein wichtiger Oberflichenrezeptor neutrophiler Granulozyten ist der CR 3 (CD 11b/CD

18)-Rezeptor 2678293

. Er gehort zu den Integrinen, die auBler der Adhésion an
Endothelien und der Migration in Gewebe eine Briickenfunktion zwischen
extrazelluldren Vorgingen und intrazelluldren Aktivierungsprozessen besitzen *'. CR 3
ist beteiligt an der Bindung von C3bi-opsonisierten Partikeln, und seine Aktivierung
bedingt eine Stimulation der Phagozytose und des Oxidativen Burst *_ Auch nicht
opsonierte Mikroorganismen wie Stapylococcus aureus oder E.coli konnen {iber
membranstidndige Zuckerphosphate an den CR 3-Rezeptor binden. Die Besetzung
dieses Rezeptors aktiviert zusdtzlich die granulozytdre Chemotaxis und die Aggregation
neutrophiler Granulozyten *. Der CR 3-Rezeptor findet sich auBer auf neutrophilen
Granulozyten auch auf der Oberfliche von Monozyten und Natiirlichen Killer (NK)-
Zellen *'.

Integrine bestehen aus einer o- und einer B-Proteinkette *'. Der CR 3-Rezeptor gehért
zur Gruppe der CD 11b/CD 18- Adhésionsmolekiile, die eine unterschiedliche a- aber
eine gemeinsame P-Proteinkette besitzen 12188

desweiteren der LFA-1 (CD 11a/CD 18)-Rezeptor, sowie der p150,95 (CD 11¢/CD 18)-
Rezeptor. LFA-1 (CD 11a/CD 18) vermittelt die Adhésion zytotoxischer T-Zellen an

Zu dieser Gruppe gehdren

Pathogene und ist an der Vermittlung der Chemotaxis neutrophiler Granulozyten
beteiligt *'. Der p150,95 (CD 11¢/CD 18)-Rezeptor unterstiitzt die Bindung von
Granulozyten und Makrophagen an Endothel, und ist vermutlich auch an der Bindung
von C3bi beteiligt *'.

Ein weiterer fiir die Phagozytose essentieller Oberfldchenrezeptor ist der CR 1(CD 35)-
Rezeptor '*''°. Dieses glykosylierte Protein bindet mit hoher Affinitit C3b-markierte
Mikroorganismen, zum Teil auch das Komplement-Fragment C4b. Der granulozytére
CR 1-Rezeptor bindet dagegen kaum natives C3 und C3bi *. Der CR 1(CD 35)-
Rezeptor initiiert, dhnlich wie CR 3, die Phagozytose *. Er findet sich auBer auf
Granulozyten auch auf den Oberflichen von Erythrozyten und einigen Lymphozyten 4
Die Interaktion zwischen Antigen-Antikdorper Komplexen mit Zellen des
Immunsystems fiihrt u.a. auch zur Initiation der Phagozytose. Diese wird iiber die
Bindung der Fc-Domiéne des Antikorper-Molekiils an Rezeptoren der Granulozyten
vermittelt *'. Neutrophile Granulozyten besitzen Rezeptoren fiir die Fc-Region von IgA

und IgG 8862128101 Auf humanen Granulozyten werden drei Arten von IgG-Rezeptoren
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exprimiert: Fcy-RI, Fcy-RII und Fcy-RIIL. Der Fey-RIII (CD 16)-Rezeptor besteht aus
einem Glykoprotein, das IgG-Komplexe mit niedriger Affinitdt bindet, dafiir aber in
groBer Zahl auf Granulozyten exprimiert wird *'. Mit einer GréBenordnung von 1-2 x
10° Rezeptoren/Zelle ist der Fey-RIII (CD 16)-Rezeptor der am haufigsten exprimierte
Fey-Rezeptor auf neutrophilen Granulozyten *'. Der Fey-RIII (CD 16)-Rezeptor initiiert
intrazelluldre Signaltransduktionen, die vor allem Ca”*"-abhingig sind, und ebenfalls mit
der Aufnahme und Vernichtung des Bakteriums durch den Granulozyten enden *°. Der
CD 16-Rezeptor wird von neutrophilen und eosinophilen Granulozyten sowie von

Makrophagen und NK-Zellen exprimiert *.

Abbildung 1: Erkennung von Bakterien durch Granulozyten. Das opsonisierte Bakterium wird von
Komplement- und Fc-Rezeptoren des Granulozyten erkannt und gebunden. Modifiziert nach **.

Neutrophile Granulozyten synthetisieren bakteriostatisch und bakterizid wirkende
Produkte, um den aufgenommenen Erreger zu vernichten. Zu diesen Produkten zihlen
vor allem Superoxid-Anionen (O,-), Wasserstoff-Peroxid (H>O,) und freie Radikale
(OH) *'. Die Synthese dieser Stoffe verbraucht im Vergleich zum Ruhezustand des
Granulozyten exzessiv viel Sauerstoff, deshalb wird dieser Vorgang auch als Oxidativer

Burst bezeichnet *'.
1.1.2 Opiate und Opioidpeptide

Der getrocknete Milchsaft des Schlafmohns (papaver somniferum) wird als Opium
bezeichnet. Opium enthélt etwa 25 Alkaloide, von denen die Phenanthrenabkdmmlinge
Morphin und Codein sowie die Isochinoline Papaverin und Narcotin von medizinischer

Bedeutung sind 7*. Morphin ist das Hauptalkaloid des Opiums. Die Alkaloide des
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Opiums mit morphinartigen Wirkungen werden als Opiate bezeichnet. Opiate
vermitteln ithre Wirkung iiber eine Bindung an spezifische Opioidrezeptoren. Meperidin
wurde 1941 erstmalig synthetisiert und war das erste komplett synthetisch hergestellte
Opioid, das auch klinisch Verwendung fand. Modifizierungen dieses Molekiils durch
die Einflihrung einer Methylgruppe in cis-Position zum Stickstoff-Atom fiihrten zu
einer effizienten Steigerung der analgetischen Potenz °. Zu diesen Substanzen zihlt das
Fentanyl aus der Gruppe der Piperidine, das heute ein Standard-Opioid in der
Andsthesiologie darstellt. Fentanyl besitzt eine ca. 100-fach stirkere analgetische
Potenz als Morphin ®. Die komplexe Struktur dieser Molekiile und die speziellen
stereochemischen Voraussetzungen flir die analgetischen Eigenschaften des Morphins
und seiner Derivate flihrte zur Annahme, dass dessen Wirkung {iiber spezifische

Rezeptoren vermittelt wird '0% '46: 169

. Heute werden drei ,,klassische* Opioidrezeptoren
(1,0,x) unterschieden. Durch die Aktivierung von p-Rezeptoren entstehen Analgesie
tiberwiegend auf supraspinaler Ebene, Abhéngigkeit, Miosis, Atemdepression,
Hustendampfung und Obstipation . 8- und k-Rezeptoren vermitteln eine Analgesie
vorwiegend auf spinaler Ebene ®. Durch die Aktivierung von k-Rezeptoren entsteht
zudem Sedierung und Dysphorie. Liganden an Opioidrezeptoren wirken entweder als
Agonisten, partielle Agonisten oder Antagonisten. Diese Opiatrezeptor vermittelten
Effekte beziehen sich auf das ZNS und die spinale Ebene. Die Interaktion zwischen
Opiaten und Immunzellen sowie die Existenz von Opiatrezeptoren auf Immunozyten
wurde erst in neuerer Zeit beschrieben '*.

Mittels molekularer Klonierung konnte die Struktur der drei Opioidrezeptor-Typen
geklirt werden. Sie gehdren zu den 7fach Membran-durchspannenden Rezeptoren, sind
an inhibitorische G-Proteine (G;j) gekoppelt und hemmen Phosporylierungsreaktionen.
Andere Effekte, wie die Offnung von K'-Kanilen oder die SchlieBung von Ca®'-
Kanilen, werden ebenfalls durch G-Proteine vermittelt. Die daraus resultierenden
Anderungen der Ionenstrdme vermindern die Erregbarkeit von Neuronen und und die
Transmitterfreisetzung aus Nervenendigungen .

Endogene Opioide sind Peptide mit 5 bis 39 Aminosdureresten, denen die N-terminale
Tetrapeptidsequenz Tyr-Gly-Gly-Phe gemeinsam ist. Die Opioidpeptide werden in drei
Gruppen unterteilt, deren typische Vertreter die Endorphine, Enkephaline und
Dynorphine sind °. Die Endorphine entstchen aus dem Vorldufermolekiil
Proopiomelanocortin (POMC), das von der Hypophyse sezerniert wird. Immunzellen

produzieren aber auch selbst Opioide, wie z.B. Proopiomelanocortin-Peptide .
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Endorphine wirken im Organismus als Stresshormone, sind beteiligt an der Kontrolle
von Schmerz und Emotionen, Bewegung und BewuBtsein, besitzen aber auch
neuroendokrine und immunologische Funktionen 7.

Erhohte endogene Morphinkonzentrationen kénnen im ZNS bei Stress nachgewiesen
werden, was dhnlich wie bei den Endorphinen auf eine hormonelle Funktion dieses

Opiats deutet '

. Einen potentiellen Nachteil von Morphin als Analgetikum stellen
dessen in der Literatur beschriebenen immunsupressiven Eigenschaften dar, was mit
einer moglicherweise erhohten Anfilligkeit von Patienten fiir Infektionen z.B. in der
postoperativen Phase, im Rahmen einer intensivmedizinischen Behandlung oder einer
Schmerztherapie einhergehen kénnte ** '°. Das bisherige Wissen iiber die Interaktion
zwischen Opiaten und dem Immunsystem basiert auf pharmakologischen Studien. Eine
Reihe von in-vivo Studien postulieren einen indirekten EinfluB von Opiaten auf die
Immunfunktion tiber das zentrale Nervensystem, wihrend bei in-vitro Experimenten
auch direkte Effekt auf Immunzellen beobachtet wurden ** '°. Naloxon-reversible
Opiat- bzw. Opioideffekte fiithrten zu der Annahme, dass sich p, 6 und k-Rezeptoren

auch auf Immunzellen befinden % 7°

. Morphin fiihrt zur Freisetzung von NO als second
Messenger in neutrophilen Granulozyten, Monozyten *° und Endothelzellen '°'. Das
NO-Molekiil reguliert zahlreiche Systeme und Regelkreise wie Blutdruck, neuronale
Synapsen, zellulire Adhirenz und besitzt zudem immunoregulatorische Aufgaben '*.
NO relaxiert Blutgefdle, hemmt die Thrombozytenaggregation, vermindert die
Leukozytenadhision und bremst die Proliferation glatter Gefimuskelzellen '®*. Nach
Stimulation durch Endotoxine oder Zytokine konnen Immunzellen NO synthetisieren,
das zytotoxische auf pathogene Keime wirkt '**. Die Effekte endogener Opioide auf die
Funktion neutrophiler Granulozyten werden in bisherigen Studien kontrovers diskutiert.
Sowohl immunsupressive als auch immunstimulierende Wirkungen werden endogenen
Opioidpeptiden zugeschrieben 44177,

Bislang wurden diese Untersuchungen an isolierten Zellsuspensionen durchgefiihrt, so
dass die im Vollblut ablaufenden Vorginge wie Opsonisierung oder

Komplementaktivierung, die die Granulozytenfunktion entscheidend beeinflussen

konnen, nur unzureichend beriicksichtigt werden konnten.
1.1.3 Durchflulzytometrisches Verfahren

In der klassischen zelluldren Analytik wurden morphologische oder funktionelle

Aussagen iber Vorginge im Immunsystem iiberwiegend mittels der
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Fluoreszenzmikroskopie getroffen. Diese Untersuchungen erlauben aber nur
Teilaussagen innerhalb eines eng begrenzten Anwendungsbereiches und sind zudem
sehr zeitaufwendig. Ein alternatives Verfahren stellt die DurchfluBzytometrie dar. Mit
dieser Methodik konnen grofle Zellzahlen in kurzer Zeit gemessen werden, was einen
wesentlichen Vorteil dieses Verfahrens ausmacht.

Das Prinzip der DurchfluBzytometrie beruht auf der simultanen Messung verschiedener
physikalischer und chemischer Eigenschaften einzelner Zellen. Diese werden
hintereinander an einem MeBpunkt analysiert. Dazu wird die zu untersuchende
Zellsuspension in das Zentrum eines Stroms aus partikelfreier Tragerfliissigkeit geleitet.
Diese Probenfliissigkeit wird durch verschiedene Kiivetten mit abnehmendem
Durchmesser geleitet, so dass der Probenstromdurchmesser von anfangs 200 pm auf

etwa 10 pm am MeBpunkt abnimmt.

1.2 Zielsetzung der Studie

Anhand einer Vollblutmethode, bei der die neutrophilen Granulozyten in ihrer
physiologischen Umgebung belassen werden, sollten folgende Fragestellungen in dieser
Studie an einem gesunden Probandenkollektiv durchfluzytometrisch untersucht

werden:

1. Welchen EinfluB3 besitzen die Opioidpeptide B-Endorphin ;_3;, Met-Enkephalin und
B-Endorphin 37.3; in-vitro auf die Funktion neutrophiler Granulozyten, insbesondere
auf die Phagozytose, den Oxidativen Burst und die Expression

phagozytoserelevanter Reptoren auf der Zelloberfldche?

2. Beeinflussen die Opiate Morphin und Fentanyl die Funktion neutrophiler

Granulozyten in-vitro?

3. Welche Funktion besitzt der Botenstoff Stickstoffmonoxid (NO) bei den Opiat-

induzierten Verdnderungen?

4. Werden die beobachteten Effekte durch spezifische Rezeptoren vermittelt? Dazu
werden mit DAMGO, DADLE und DPDPE selektive p- bzw. 5-Rezeptoragonisten

eingesetzt.
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5. Konnen etwaige Effekte durch Inkubation mit den Opiatantagonisten Naloxon,

Naltrindol und CTOP aufgehoben werden?
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2 MATERIAL UND METHODEN

Die Experimente wurden mittels einer Vollblut-Methodik an Granulozyten
durchgefiihrt. Nur die Vitalitatspriifung der Granulozyten erfolgte an isolierten Zellen.
Mittels DurchfluBzytometrie wurden Phagozytoseaktivitdt, Oxidativer Burst und die

Expression der Oberflachenrezeptoren CD 11, CD 16 und CD 35 bestimmt.

2.1 Probenmaterial

2.1.1 Probanden

Untersucht wurde Blut gesunder Ménner im Alter zwischen 20 und 40 Jahren. Die
Probanden wurden iiber Inhalt, Vorgehensweise und Untersuchungsziel der Studie

aufgeklirt und nach miindlicher Einverstdndniserkldrung in die Studie aufgenommen.
2.1.2 AusschluB3kriterien

Als AusschluBkriterien fiir diese Studien galten:
e Rauchen

o Allergien

e akute und chronische Infektionen

e immunsupressive Therapie

2.1.3 Probengewinnung und —aufarbeitung

Die Probenentnahme war bei allen Probanden vergleichbar. Sie erfolgte einmalig
morgens zwischen 8 und 11 Uhr. Das Blut wurde mittels einer Kaniile aus einer
peripheren Vene der Ellenbeuge gewonnen. Das Probenvolumen betrug 10 ml, wobei
Lithium-Heparinat als Antikoagulanz diente. Unmittelbar nach der Blutentnahme
wurden die Proben sorgfiltig durchmischt und bis zur weiteren Verwendung

lichtgeschiitzt auf Eis gelagert.
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2.1.4 Isolierung von Granulozyten aus dem Vollblut

Zur Vitalitatspriifung wurden Granulozyten nach Inkubation mit Morphin aus dem
Vollblut isoliert. Dazu wurden 4 ml EDTA-antikoaguliertes Blut auf einen Gradienten
aus Percoll 55% bzw.70% aufgelegt und zentrifugiert (4°C, Bremse 0, 20min., 300 x
g). Die Erythrozyten werden auf den Boden des Reagenzrohrchens pelletiert, wéhrend
sich die Granulozyten in einer Bande oberhalb der pelletierten Erythrozyten anreichern.
Die Granulozyten wurden mit einer Spritze entnommen, in 7 ml PBS-Puffer dilutiert
und anschlieend nochmals zentrifugiert (4°C, Bremse 3, 10 min., 300 x g). Zur Lyse
der Erythrozyten wurden 4 ml Aqua dest. Zugegeben. Nach 40 s wurde diese Reaktion
durch Zugabe von 2 ml NaCl 2,7% abgestoppt und die Proben erneut zentrifugiert (4°C,
Bremse 3, 10 min, 300 x g). Der Uberstand wurde dekantiert und die Granulozyten in
einer Neubauer-Zihlkammer ausgezihlt und mittels PBS-Puffer auf 10° Zellen/ml
verdiinnt. Anschliefend wurden die Zellen mit Trypanblau-Lésung angefarbt und erneut

ausgezdhlt, um das Verhéltnis von vitalen zu nekrotischen Granulozyten zu bestimmen.

2.1.5 Inkubation mit Opiaten und Opioidpeptiden

Das Vollblut wurde mit diesen Substanzen inkubiert: Morphin (50 nM, 1 uM, 50 uM, 1
mM), Fentanyl (10 ng/ml, 50 ng/ml, 100ng/ml), B-Endorphin;_3; (107 M, 10° M,10™"!
M, 10" M), Met-Enkephalin (107 M, 10° M, 10" M, 10> M), B-Endorphiny7.3, (107
M, 10° M,10"" M, 10" M), DADLE (107 M, 10° M,10"" M, 10" M), DAMGO (50
nM, 1 pM, 50 pM, 1 mM) und DPDPE (107 M, 10° M, 10" M, 10" M). Eine
zehnminiitige Vorinkubation mit Naloxon (10 uM, 100uM) wurde durchgefiihrt, um
eine Opioidrezeptorbeteiligung an den immunmodulatorischen Effekten der getesteten
Substanzen zu untersuchen. Zur Uberpriifung der NO-Abhéngigkeit der Morphineffekte
wurde die NOS-Inhibitoren N,-Nitro-L-Arginin-Methylesther (L-NAME) in einer
Konzentration von 1 mM und N,-Nitro-L-Arginin (NLA) in einer Konzentration von
500 uM sowie der NO-Donor S-Nitroso-N-Acetyl-Penicillamine (SNAP) in einer
Konzentration von 1 uM eingesetzt. Um zwischen sofort und verzogert einsetzenden
Effekten zu unterscheiden, wurden als Standard-Inkubationszeiten 10 und 150 Minuten

gewidhlt.
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2.2 Bestimmung der Oberflichenantigene CD 11b, CD 16 und CD 35

2.2.1 Testprinzip

Mit diesem in-vitro-Assay wird die quantitative Expression der Oberflachenantigene
CR 3 (CD 11b/CD 18), CD 16 und CR 1 (CD 35) auf Leukozyten im Vollblut
nachgewiesen. Fluoresceinisothiocyanat-(FITC-) markierte monoklonale Antikdrper
gegen diese Rezeptoren dienten als Marker, deren  Griinfluoreszenz
durchfluBzytometrisch bestimmt wurde. Als Negativkontrolle wurden unmarkierte

Antikorper gegen die Oberflachenantigene verwendet.

2.2.2 Rezeptor-Markierung

Die Markierung der Oberflachenantigene fand bei Zimmertemperatur statt. Jeweils 100
ul heparinisiertes Vollblut wurden in ein Probenréhrchen gegeben. Die Ansétze wurden
wie in 2.1.5 beschrieben mit Opioidpeptiden und Opiaten inkubiert. Zu der Probe
wurden 10 pl FITC-markierte Antikdrper gegeben, in die Negativkontrolle wurden 10
ul nichtmarkierte Antikorper pipettiert. Die Negativkontrolle diente zur optimalen
Einstellung des DurchfluBzytometers. Um fehlerhafte Messergebnisse durch
unspezifische Bindungen auszuschlieBen, wurde eine Probe jeweils mit unspezifischem
IgG Antikdrper inkubiert. Hier ergaben sich im Vergleich zur Bindung mit
nichtmarkiertem Antikorper keinerlei Differenzen beziiglich der granulozytiren
Autofluoreszenz. Die Ansdtze wurden gemischt und fiir 15 min lichtgeschiitzt bei
Zimmertemperatur inkubiert. Zu jedem RShrchen wurden 2 ml FACS-®Brand-Lysing-
Solution zur Fixierung und Lyse der Erythrozyten gegeben. Die Probenrdhrchen wurden
gemischt und fiir 10 min lichtgeschiitzt bei Zimmertemperatur inkubiert. Die Proben
wurden zentrifugiert (2 min, 300 x g) und der Uberstand dekantiert. Zu jedem Réhrchen
wurden 3 ml PBS-Puffer gegeben. Die Proben wurden gemischt und zentrifugiert (2
min, 300 x g), der Uberstand verworfen. Der beschriebene Arbeitsablauf galt fiir alle
verwendeten Antikdrper. Die Fluoreszenzintensitit der Ansdtze konnte nun

durchfluBzytometrisch bestimmt werden. Lichtgeschiitzt und eisgekiihlt sind die Proben

fiir 24 h haltbar.
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Abbildung 2: Antikdrper zur Rezeptormarkierung

2.3 Der Phagozytose-Test

2.3.1 Testprinzip

In einem in-vitro-Assay wurde die Phagozytose neutrophiler Granulozyten quantifiziert.
Vitale und teilungsfdhige Bakterien der Gattung Staphylococcus aureus K 807, die mit
Fluoresceinisothiocyanat (FITC) gefarbt wurden, dienten als Stimulus fiir die
Phagozyten. Durch Inkubation von Vollblut verbleiben die neutrophilen Granulozyten
in ihrem physiologischen Umfeld, und werden nicht aus dem Verband mit
Komplementproteinen oder Antikdrpern herausgelost. Zur Kontrolle diente ein
identischer Ansatz, der wihrend der Inkubationszeit auf Eis verblieb, wéhrend die
restlichen Proben bei 37°C inkubiert wurden. AnschlieBend wurden die
Fluoreszenzintensititen der Proben am DurchfluBzytometer gemessen, und die

Phagozytoserate berechnet.
2.3.2 Bakterien

Als Ingestionspartikel wurde Staphylococcus aureus gewihlt. Der standardisierte
Subtyp K 807 wurde freundlicherweise vom Institut fiir Mikrobiologie der Justus-
Liebig-Universitit Gieen (Prof. Ldmmler) zur Verfiigung gestellt, und aliquotiert bei -

70°C eingefroren.

2.3.3 Fluoreszenzmarkierung der Bakterien

Ein Aliquot wurde aufgetaut und auf Blutagar ausgestrichen. Diese Agarplatte wurdefiir

24 h bei 37°C inkubiert. Dies garantiert, dass der Keim makroskopisch keine
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Kontamination aufweist. Von dieser Platte wurden Bakterien in 50 ml BHI-N&hrlosung
iiberimpft. Der Ansatz wurde fiir 24 h bei 37°C unter stindiger Bewegung inkubiert.
AnschlieBend wurde Fluoresceinisothicyanat (1 mg/ml) zugegeben. Athanol 96 %
diente als Losungsvermittler, dem 20 mg FITC pro ml zugegeben wurden. Die
entstandene 5 % ige Losung hat nach unseren Untersuchungen keinerlei negativen
EinfluB beziiglich der Vitalitit und Teilungsfahigkeit der Bakterien. In drei
Waschvorgingen mit PBS wurde das Athanol, das nichtgebundene FITC und Reste der
BHI-Losung entfernt. Die Bakterien wurden mikroskopisch in einer Neubauer-Kammer
ausgezihlt, und eine Bakterienldsung mit einer Konzentration von 10° Bakterien/ml
eingestellt. Den Abschlul bildete eine fluoreszenzmikroskopische Kontrolle der

gefarbten Bakterien.

2.3.4 Durchfiihrung

Vor Beginn des Tests wurde das Wasserbad auf 37°C erwérmt, und die Zentrifuge auf
4°C abgekiihlt. Alle Reagenzien mit Ausnahme der FACS®-Brand Lysing-Solution
wurden vorab fiir 15 min auf Eis abgekiihlt. Der komplette Testansatz verbleibt auf Eis,
nur das Lysieren der Erythrozyten fand bei Zimmertemperatur statt. Die
Bakterienaliquots wurden unmittelbar vor dem Testbeginn der Tiefkiihltruhe
entnommen und sofort mit Alufolie umwickelt. Damit war gewihrleistet, dass die
FITC-Fluoreszenz nicht beeintrachtigt wurde. Jeweils 100 ul gekiihltes heparinisiertes
Vollblut wurde in ein Probenrdhrchen pipettiert. Das Vollblut wurde wie in Kapitel
2.1.5 beschrieben mit Opioidpeptiden und Opiaten inkubiert. AnschlieBend wurden die
Proben auf Eis gestellt. Die aufgetauten Bakterien wurden geschiittelt, und 10 pl zu dem
Vollblut pipettiert. Alle Ansdtze wurden gemischt, danach inkubierten die
Phagozytoseansitze im Wasserbad flir 10 min bei 37°C unter starkem Schiitteln (80 %
Intensitit). Die Kontrollansédtze verblieben auf Eis, sie dienten spéter zur optimalen
Einstellung des DurchfluBzytometers. Exakt zum Ende der Inkubationszeit wurden die
Rohrchen aus dem Wasserbad genommen, und zwecks Abstoppen der Phagozytose auf
Eis zu den Kontrollen gestellt. Zu jedem Ansatz wurden 100 ul Trypan-Lésung (0,16
mg/ml NaCl 0,9 %) pipettiert und die Proben gemischt. Trypan dient als ,,Quenching®-
Losung, um  Bakterienkonglomerate und andere Anheftungen von der
Phagozytenoberfliche zu entfernen, und damit die Fluoreszenz aullen liegender, nicht

phagozytierter, Bakterien zu unterdriicken. Pro Ansatz wurden 3 ml PBS-Puffer
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zugegeben, die Proben gemischt und fiir 5 min bei 250 x g zentrifugiert. Der sichtbare
Uberstand wurde abgesaugt und der Waschvorgang wiederholt. 3 ml Lysing-Solution
wurde zu den Proben gegeben, die Proben gemischt und fiir 10 min lichtgeschiitzt bei
Raumtemperatur inkubiert. Die Lysing-Solution zerstort die Erythrozyten und fixiert die
im Aliquot enthaltenen Leukozyten. Nach der Inkubation wurden die Proben
zentrifugiert (5 min, 250 x g), der Uberstand abgesaugt und 3 ml PBS-Puffer
zugegeben. Die Proben wurden zentrifugiert (5 min, 250 x g) und der Uberstand
dekantiert. Dieser Waschvorgang wurde ein weiteres Mal durchgefiihrt, 100 pl
Propidiumiodid (PI) zu den Aliquots pipettiert, die Ansdtze gemischt und fiir 10 min
lichtgeschiitzt inkubiert. Die Messung am DurchfluBzytometer erfolgte innerhalb von
30 min. Ohne Propidiumiodid sind die Proben fiir 24 h haltbar, wenn sie auf Eis

gelagert werden.

2.4 Der Oxidative-Burst-Test

2.4.1 Testprinzip

Dieser in-vitro-Assay erlaubt die quantitative Bestimmung des Oxidativen Bursts von
Leukozyten in heparinisiertem Vollblut. Nichtgefiarbte Bakterien der Gattung
Staphylococcus aureus K 807 dienten als Stimulus zur Phagozytose und damit zur
Stimulation der Bildung reaktiver Sauerstoffmetabolite, die das inkorporierte Bakterium
innerhalb des Phagolysosoms zerstoren (Oxidativer Burst). Die Bildung dieser
Sauerstoffmetabolite kann durch Zugabe und Oxidation von Dihydrorhodamin 123
verfolgt werden. Eine Probe ohne Stimulus diente als Negativkontrolle. Die Konversion
von Dihydrorhodamin 123 zu Rhodamin 123 verdndert die Fluoreszenzeigenschaften
dieses Stoffes. Das entstandene Rhodamin 123 besitzt eine Griinfluoreszenz, die

durchfluBzytometrisch bestimmt wurde.

2.4.2 Durchfiihrung

Der Ablauf dieses Tests lehnt sich an die Arbeitsanleitung des Phagoburst®-Testkits

(Fa. Orpegen Pharma, Heidelberg) an, wurde aber modifiziert, so dass letztlich nur die
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Dihydrorhodamin 123-Substratscheiben dieses Kits Verwendung fanden. Vor Beginn
des Tests wurde das Wasserbad auf 37°C erwarmt, und die Zentrifuge auf 4°C
abgekiihlt. Alle Reagenzien mit Ausnahme der FACS®-Brand Lysing-Solution wurden
ebenfalls vorab fir 15 min auf Eis abgekiihlt. Die Dihydrorhodamin 123-
Substratscheibe wurde in 1 ml PBS-Puffer fiir 30 min bei Zimmertemperatur inkubiert.
Heparinisiertes Vollblut wurde gemischt, und davon jeweils 100 upl in jedes
Probenrdhrchen aliquotiert. Das Vollblut wurde wie in Kapitel 2.1.5 beschrieben mit
Opioidpeptiden und Opiaten inkubiert. Die Proben wurden anschlieBend auf Eis
gestellt. Nach Mischen der Bakterien wurden 10 pl Bakterienlosung zum Blut gegeben.
Die Kontrolle verblieb ohne Stimulus, stattdessen wurden 10 pul PBS zum Vollblut
pipettiert. Diese Kontrolle diente spdter zur optimalen MeBeinstellung des
DurchfluBzytometers. Alle Probenr6hrchen wurden gemischt, und fiir 10 min bei 37°C
unter starkem Schiitteln (80 % Intensitdt) im Wasserbad inkubiert. Nach der Inkubation
wurden die Ansdtze aus dem Bad genommen und auf Eis gestellt. Zu jedem Ansatz
wurden 20 pl der frischen Substratlosung pipettiert und die Proben gemischt. Die
Ansitze wurden fiir 10 min bei 37°C im Wasserbad inkubiert. Exakt zum Ende der
Inkubationszeit wurden die Rohrchen dem Wasserbad entnommen. Die Vollblutproben
wurden bei Raumtemperatur fixiert und lysiert durch die Zugabe von je 2 ml Lysing-
Solution. Die lichtgeschiitzte Inkubation dauerte 10 min. Die Ansétze wurden fiir 5 min
bei 250 x g zentrifugiert und der Uberstand dekantiert. Zu den Réhrchen wurden 3 ml
PBS-Puffer gegeben und anschlieBend zentrifugiert (5 min bei 250 x g). Der Uberstand
wurde verworfen. Pro Ansatz wurden 100 pl Propidiumiodid (PI) zugegeben. Die
Proben wurden gemischt und fiir 10 min lichtgeschiitzt auf Eis inkubiert. Das PI farbt
leukozytire DNA, und dient deshalb zum Ausschlufl von Bakterienaggregaten, die die
Messung am Durchflulzytometer stéren konnen. Die Zellsuspension muf3 innerhalb von
30 min gemessen werden. Ohne PI sind die Proben fiir 24 h haltbar, wenn sie auf Eis

gelagert werden.
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2.5 Die Durchfluflzytometrie

2.5.1 Optisches System

Die Probenanalysen wurden an einem FACSCalibur®-DurchfluBzytometer (Fa. Becton
Dickinson) durchgefiihrt. Dieses Gerét besitzt einen Argon-lonenlaser mit einer 488 nm
Linie, der mit einer Leistung von 15 mW betrieben wird. Das Durchflulzytometer ist
verbunden mit einem Power-Mac®-Computer der Fa. Apple. Die Auswertungen der
Messungen erfolgten mit dem Programm Cell Quest® (Fa.Becton Dickinson). Als
Trigerfliissigkeit wurde FACS-Flow®-Losung (Fa. Becton Dickinson) verwand. Die
Messungen wurden auf Disketten abgespeichert.

Ein DurchfluBzytometer ist ein optisches MeBsystem, das Streulicht- und
Fluoreszenzsignale einzelner Partikel analysiert. Die Ergebnisse basieren auf einer
gleichzeitigen Messung mehrerer physikalischer und biochemischer Parameter jeweils
einer Zelle. Zur durchfluBzytometrischen Untersuchung miissen die Zellen als
Suspension von Einzelzellen vorliegen. Wird diese Voraussetzung erfiillt, ist prinzipiell
jede Art von Zelle geeignet, durchfluBzytometrisch untersucht zu werden. Ein
DurchfluBzytometer mifit im wesentlichen die Fluoreszenz und Lichtstreuung als Signal
eines Partikels beim Kontakt mit einem Lichtstrahl. Die Zellen werden dazu im
»Ginsemarsch® zu einem MeBpunkt geleitet, an dem sie von einer Lichtquelle
beleuchtet werden. Detektionssysteme quantifizieren dann die Fluoreszenz- und
Streulichtemission jeder Zelle. Eine grofe Summe von Einzellmessungen (iiber 10°*
Zellen/Minute) stehen danach zur Analyse bereit.

Das optische System besteht aus einem Anregungs- und einem Detektionsteil. Im
Anregungsteil wird der Laserstrahl durch prismatische Linsen so verformt, dass er am
MefBpunkt einen elliptischen Durchmesser von ca. 20 x 60 um besitzt. Damit wird ein
Kompromif3 zwischen hoher raumlicher Auflosung und ausreichender Signalintensitét
angestrebt. Der Detektionsteil besteht aus zwei Bereichen. In einem Teil wird das
Vorwirtsstreulicht (FSC) gemessen, im anderen wird das Seitwértsstreulicht (SSC) und
die Fluoreszenz gemessen. Dieser Teil ist aufgrund der Streuung des Lichts

rechtwinklig zum FSC-Detektor angebracht. Die Strahlung trifft in den
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Detektionsbereichen auf Fotozellen und Fotodioden, die das Lichtsignal in elektrische
Signale umwandeln.

Die Lichtstreuung wird vor allem von ZellgroBe, Zellform, der Zelloberfliche und der
Granularitit beeinflult. Die DurchfluBzytometrie nutzt diese Parameter zur
funktionellen und physikalischen Charakterisierung von Zellen. Diese Streuung erfolgt
zum grofiten Teil im Winkelbereich von 0-10° , was nur eine minimale Ablenkung des
einfallenden Strahls bedeutet. Dieses Licht wird als Vorwirtsstreulicht oder Forward
Angle Light Scatter (FSC) bezeichnet, es korreliert mit der Grofe der Zelle. Das
Seitwirtsstreulicht oder Side Scatter (SSC) bezeichnet Licht, das rechtwinklig (90°) aus
der Geradeausrichtung abgelenkt wird. Der Side Scatter (SSC) korreliert mit der Dichte
bzw. der Granularitit der Zelle. Mittels dieser Streulichtparameter lassen sich
Leukozytengruppen, wie neutrophile Granulozyten, Lymphozyten und Monozyten
unterscheiden, die jeweils ihr eigenes, fiir sie charakteristisches Streulicht aufweisen.

In der Durchflulzytometrie verwendete Lichtquellen miissen mehrere Bedingungen
erfiillen:

e hohe Intensitit

e Emissionsspektrum im Absorptionsbereich der verwendeten Fluoreszenzfarbstoffe

e konstante Strahlungsleistung

Der von uns verwendete Argon-lonenlaser erfiillt diese Bedingung und emittiert eine
488-nm-Linie. Die verwendeten Fluorochrome miissen demnach so gewéhlt werden,
dass sie im Exzitationsbereich (Anregungsbereich) des Lasers (488 nm) liegen.

Die Fluoreszenz wird definiert als die Lichtemission von Molekiilen nach Absorption
energiereicher Strahlung. Fluoreszierende Verbindungen (Fluorochrome) absorbieren
Lichtenergie iiber einen fiir sie charakteristischen Wellenldngenbereich. Fluorochrome
besitzen einen bestimmten Exzitationsbereich, in dem sie von einer Lichtquelle angeregt
werden konnen. Als Fluorochrome wurden in dieser Studie FITC (Fluorescein-Iso-
Thiocyanat) und PI (Propidiumjodid) eingesetzt. Beide liegen im Exzitationsbereich des
Argon-lonenlasers, unterscheiden sich aber in ihrer Fluoreszenzfarbe. FITC emittiert
eine Griin-Fluoreszenz, wihrend PI eine Rot-Fluoreszenz besitzt. Diese Farbstoffe
zeigen  einen  unterschiedlichen = Abstand  zwischen = Anregungs-  und
Emissionswellenldnge, den sog.  Stokes’schen  Shift. Damit ist eine
Mehrfarbenfluoreszenzanalyse ~ moglich, die das Anwendungsspektrum der

DurchfluBzytometrie erheblich erweitert. Die Griinfluoreszenz (Farbstoff: FITC) wird
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vom DurchfluBBzytometer als Fluoreszenz 1 (FL1) gemessen, Fluoreszenz 2 (FL2) steht

fiir die Messung der Rot-Fluoreszenz und erfasst die von PI emittierten Wellenldngen.

FSC

Event Forward Scatter

Laser

Rotfluoreszenz: PI
Griinfluoreszenz: FITC

SSC
Sidescatter

Abbildung 3: Prinzip der Funktionsweise eines Flow-Zytometers

Licht wird durch eine Zelle (oder allgemein einen ,,Event®) abgelenkt. Modifiziert nach '*.

2.5.2 Fliissigkeitssystem

Zwei Leitungen bilden das Kernstiick des Fliissigkeitssystems. Eine Pumpe driickt
kontinuierlich die zellfreie Trigerfliissigkeit (FACS-Flow®, Fa. Becton Dickinson) per
Zuleitung in die MeBzelle und weiter in den Abfalltank. Uber die zweite Leitung wird
die Zellsuspension vom Probenrdhrchen zur MeBzelle transportiert, dort treffen beide
zusammen. Die Zellsuspension wird wird je nach Geriit entweder per Uberdruck oder
durch ein Ansaugsystem in die MeBzelle, eine Quarzkiivette, befordert. Die zweite
Leitung besteht aus einer Stahlkapillare, deren Ende auf das Zentrum des Lumens der
MeBkiivette gerichtet ist. Nachdem die Zellsuspension diese Kapillare verlaf3t, wird sie
von einem laminaren Hiillstrom aus Trégerfliissigkeit umgeben. Dadurch wird der
Probenstrom so verengt, dass die Zellen einzeln, hintereinander den MeBpunkt
passieren. Durch die Verengung werden die Zellen von einer Geschwindigkeit von
einigen Zentimeter/Sekunde auf etwa sieben Meter/Sekunde beschleunigt. Diesen
ProzeB bezeichnet man auch als ,,hydrodynamische Fokussierung®. Diese Fokussierung
gewihrleistet, dass die Zellen einzeln den MeBpunkt an einer definierten Stelle

passieren. Dort trifft dann der Laserstrahl auf die Zelle.
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2.5.3 Signalverarbeitung

Die Hohe des elektrischen Signals hingt von der Hohe des Lichtsignals ab. Das
Seitwirtsstreulicht (SSC) und die Fluoreszenz sind relativ schwache Signale und
bediirfen deshalb besonderer Verstirkung. Dies geschieht mittels einer Photordhre. Eine
Photordhre emittiert nach dem Auftreffen von Photonen Elektronen. Die freigesetzten
Elektronen losen an benachbart gelagerten Elektroden Sekundirelektronen ab, die
wiederum andere Elektronen freisetzen. Diese Kettenreaktion verstirkt das
urspriingliche Signal um ein Vielfaches. Die Wahl der Signalverstdrkung hingt vom
MeBbereich ab. Bei Fluoreszenzmessungen wie in dem hier vorliegenden
Versuchsaufbau bewegt sich die Dynamik zwischen den Bereichen von einer geringen
Autofluoreszenz bis hin zu mehreren tausend Fluoreszenzdquivalenten. Deshalb werden
zwei Arten der Signalverstarkung verwendet, eine logarithmische und eine lineare. Das
Gerdat mufl ebenfalls unterscheiden konnen, ob ein ,echtes” Signal oder ein
Hintergrundrauschen detektiert wurde. Dies wird durch eine elektronische Schwelle
(Treshhold) erreicht, die von einem bestimmten Parameter ausgelost (,,getriggert) wird.
In unserem Fall ist dies das Vorwiértsstreulicht (FSC). Die registrierten Signale werden
von einem Analog-/Digitalwandler von Volt in eine Klassenzahl konvertiert, die Werte
von 0 bis 1024 (1024-Klassenauflosung) annehmen kann. Die digitalisierten Signale

werden dann vom Computer auf einem Speichermedium abgelegt.

2.6 Darstellung der Messergebnisse

Die Fluoreszenzintensitit des MeBparameters wird in einem Histogramm- oder
Haufigkeitsdiagramm dargestellt werden. Hierbei werden die Zellen entsprechend ihrer
Fluoreszenzintensitit in verschiedene Intensititskidnale, sogenannte Klassen eingeteilt
und dabei gegen die absolute Zellzahl aufgetragen. Die unterschiedliche
Fluoreszenzintensitit innerhalb einer Zellpopulation wird in 256 oder 1024 Klassen
verteilt. Dies ist abhdngig von der zuvor gewihlten Signalverarbeitung und der
elektrischen Spannung des Zytometers. Bei der Histogrammanalyse konnen die
verschiedenen Fluoreszenzintensititen durch das Setzen entsprechender Gates in
negative, nicht-fluoreszierende und in positive, fluoreszierende Zellen klassifiziert
werden. Vor der Messung der untersuchungsrelevanten Zellsuspensionen werden

dadurch mit einer geeigneten Negativkontrolle nicht-fluoreszierende Zellen in der
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Histogramm-Darstellung definiert. Diese Abgrenzung negativer Zellen wird bei den
anschlieBenden Messungen der Proben beibehalten und ermdglicht den Ausschluf3
unspezifischer Fluoreszenz aufgrund von Spontanfluoreszenz der Zellen oder
unspezifischer Bindung FITC-markierter Antikorper.

Mittels der Zweiparameterdarstellung kann die Korrelation von FSC und SSC gezeigt
werden, ebenso aber auch fiir die gemeinsame Darstellung von Rot- und
Griinfluoreszenz. Durch das gemeinsame Auftragen von zwei Parametern entsteht eine
Matrix. Der Schnittpunkt der zwei MeBparameter ist das FErgebnis, das im
Punktehistogramm schlieBlich als ein Punkt dargestellt wird. Jeder Punkt steht also fiir
eine bestimmte Zelle mit ihren Merkmalen. Die graphische Darstellung erfolgt als
Punktehistogramm (Dot Plot). Abbildung 2 zeigt die Originalregistrierung einer Probe
aus lysiertem Vollblut. Anhand des Vorwirts- bzw. des Seitwértsstreulichtes weist jede
Zellpopulation ein eigenes charakteristisches Muster auf. Dadurch kdénnen

Subpopulationen wie z.B. Granulozyten von Lymphozyten unterschieden werden.
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Abbildung 4: FSC/SSC-Diagramm (Originalregistrierung)

Bei jeder Messung werden pro Zelle vier Parameter bestimmt: Vorwértsstreulicht
(FSC), Seitwirtsstreulicht (SSC), Griinfluoreszenz (FL 1) und Rotfluoreszenz (FL 2).
Diese Parameter konnen in jeder Kombination zweidimensional dargestellt werden.

Nachdem nun im FSC/SSC - Diagramm die Zellpopulationen ihr charakteristisches
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Verteilungsmuster gezeigt haben, konnen diese gesondert betrachtet werden. Zunichst
werden die interessierenden Zellen, in unserem Fall die Granulozyten, von

Zelltrimmern und anderen Zellpopulationen abgegrenzt.
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Abbildung 5: Durch Live-Gating konnen selektiv die neutrophilen Granulozyten ausgewertet werden

Allerdings erfasst man im Auswertefenster nicht nur neutrophile, sondern auch
basophile und eosinophile Granulozyten. Aussagen iiber neutrophile Granulozyten sind
also nur aufgrund der quantitativen Uberlegenheit dieser Subpopulation moglich *.
Nach Setzen eines Auswertefensters (Gate) auf die Granulozyten kann man die
Fluoreszenzintensitdtsverteilung dieser Zellen als Histogramm (Einfachfluoreszenz)
oder Punktwolke (Mehrfarbenfluoreszenz) darstellen. Die ,,negativen Zelle umfassen
dann den Bereich bis zu einer Klasse, in dem die Autofluoreszenz oder unspezifische

Bindung einer Zelle noch fallen kann.
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Abbildung 6: Die Negativkontrolle mittels nicht-fluoreszierenderAntikdrper reprasentiert die
granulozytire Autofluoreszenz

Dieser Bereich kann durch ein Auswertefenster anschlieBend von den ,,positiven
Zellen, deren Fluoreszenzintensititen iiber diesen definierten Bereich hinausgehen
abgegrenzt werden. Auf die ,,positiven Zellen wird nun ebenfalls ein Auswertefenster
gesetzt, so dass alle gemessenen Zellen innerhalb dieser beiden Gates liegen. Die
Verstirkung des Parameters FL 1 wird bei jeder Messung immer so gewéhlt, dass der
Peak der Negativkontrolle vor einer definierten Marke (hier: 10" liegt. Diese
festgelegte Einstellung der Negativkontrolle ermdoglicht erst objektive Vergleiche
zwischen unterschiedlichen Proben. Im von uns verwendeten Histogramm wird die
gemessene Griinfluoreszenz (FL 1) gegen die Haufigkeit aufgetragen. Granulozyten, die
kein Antigen exprimieren, oder nicht phagozytiert haben erscheinen wegen der damit
verbundenen niedrigen Fluoreszenzintensitit am linken Rand der Darstellung (niedrige
FL 1). Phagozytierende Zellen bzw. antigenpositive Zelle erscheinen aufgrund hoherer

Fluoreszenzintensititen weiter rechts in der Darstellung (hohe FL 1).
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Abbildung 7: Nach Markierung der neutrophilen Granulozyten mit einem FITC-markierten Antikdrper
gegen den Membranrezeptor CD 11 zeigt sich eine starke Zunahme der Griinfluoreszenz. Die Inkubation
mit I pM Morphin verringert das Signal (gestrichelte Linie)

Die statistische Auswertung der Messungen erfolgte mittels der Software CellQuest ®
(Fa. Becton Dickinson). Sie basiert auf der Auswertung der Histogramm und
Zweiparameter-Darstellungen. Gezeigt werden konnen mehrere Parameter, wie die
Anzahl der Ereignisse, die relativen Prozentanteile, der Mittelwert, der Median und der
Modus der Signalintensitét. Bei jeder Probe wurden exakt 15000 Zellen gemessen, und
deren  Signalintensitdt hinsichtlich des Medians (MFI = Median der
Fluoreszenzintensitit) ausgewertet. Der Median entspricht der Klasse, bei der 50 % der
Werteverteilung liber diesem Wert, und 50 % der Werte darunter liegen. Er wird von
»Ausreilern® (z.B. Zelltrimmern und Artefakten) wenig beeinfluflt, und gibt daher eine
gute Aussage iiber den Signalwert ab. Im Vergleich zum Mittelwert ist der Median
allerdings etwas resistenter im Hinblick auf Verdnderungen der Fluoreszenzintensitit.
Bei der Auswertung der Phagozytose wird die mittlere Anzahl phagozytierter Bakterien
pro Granulozyt errechnet, die Phagozytoseaktivitit. Zu diesem Zweck wird fiir jede
Messreihe die Griinfluoreszenz der Bakterien errechnet. Diese wird dann in Relation zur
Griinfluoreszenz der neutrophilen Granulozyten gesetzt. Genau dieses Verhiltnis wird
durch die Phagozytoserate ausgedriickt:
1. Umrechnung des linear gemessenen Medians der Fluoreszenz in eine
logarithmische Form als Phagozytenwert.
Phagozytenwert = 10 exyp Median der Fluoreszenzintensitit Phagozyt/Skalierungsfaltor)
2. Berechnung der bakteriellen Fluoreszenzintensitit.

(Median der Fluoreszenzintensitit Bakterium/Skalierungsfaktor)

Bakterienwert = 10 exp
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3. Der Skalierungsfaktor errechnet sich aus der Anzahl der Fluoreszenzklassen,
geteilt durch die logarithmischen Dekaden des Histogramms.
Skalierungsfaktor = Zahl der Klassen / Anzahl der logarithmischen Dekaden

=1024/4 =256

4. Die Phagozytoseaktivitit errechnet sich nun wie folgt:

Phagozytoseaktivitit = Phagozytenwert / Bakterienwert

2.7 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der durchfluBzytometrischen MeBergebnisse wurde mit
Hilfe der Statistiksoftware SPSS 9.0.1 durchgefiihrt. Bei Vergleichen von mehreren
Gruppen zu einer Kontrollgruppe wurde eine Ranganalyse fiir verbundene Stichproben
mit dem Friedman-Test durchgefiihrt. Dieses Verfahren priift die Null-Hypothese: Die
verschiedenen Gruppen sind hinsichtlich der Mefergebnisse vergleichbar. Wurde die
Null-Hypothese verworfen, so wurde als Anschlulltest der Wilcoxon-Test mit
Bonferroni-Korrektur gewéhlt, um die Unterschiede zwischen den Gruppen zu
untersuchen. Fiir Vergleiche zwischen zwei Gruppen wurde nach Priifung auf
Normalverteilung der T-Test fiir verbundene Stichproben angewandt. Das

Signifikanzniveau dieser Arbeit wurde mit p<0,05 angesetzt.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Vitalitatspriifung

Nach Zugabe von Opioiden und Opiaten mit Inkubationszeiten von 10 bis 300 min und
der in Kapitel 2.1.4 beschriebenen Isolation der PMN zeigte die Férbung mit
Trypanblau-Losung mikroskopisch einen Anteil von 95-98 % vitaler Zellen. Dies
entsprach dem Prozentsatz vitaler Zellen nach Vorinkubation mit NaCl 0,9%. Nach
Anfarbung der Zellen mit PI zeigte die durchfluBzytometrische Analyse 3-6%
nekrotische Zellen. Somit sind die beobachteten Immunmodulatorischen Effekte der

getesteten Substanzen nicht auf eine Vitalitatsstorung der PMN zuriickzufiihren.

3.2 Morphin

3.2.1 CR3(CD 11b/CD 18-Expression)

Zunichst wurde der EinfluB3 verschiedener Morphin-Konzentrationen auf die CR 3 (CD
11b/CD 18)-Expression neutrophiler Granulozyten untersucht (n=13, dargestellt sind
Mittelwert + Standardabweichung). 50 nM Morphin supprimierte schon nach 10 min
signifikant die Expression dieses Komplementrezeptors um ca. 10 %. Die Verlangerung
der Inkubation auf 150 min fiihrte bereits in dieser niedrigen Konzentration zur
Abnahme der Rezeptorexpression um ca. 30 %. Mit steigender Opiatkonzentration (1
uM, 50 uM) verstdrkte sich der inhibitorische Morphin-Effekt bis zur maximalen
Abnahme der CR 3-Expression um rund die Hélfte der Ausgangsfluoreszenz. Die
Inkubation des Vollbluts mit dem NO-Donor SNAP supprimierte die CR 3-Expression
in dhnlicher Weise wie 1 uM Morphin.
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Abbildung 8: Expression des Oberflachenrezeptors CR 3 (CD 11b/CD 18) auf PMN nach 10 und 150
miniitiger Inkubation mit verschiedenen Morphin-Konzentrationen

Die Opiat-induzierte Suppression dieses Komplementrezeptors wurde durch
Vorinkubation mit dem unspezifischen Opiatrezeptorantagonisten Naloxon und dem
NO-Inhibitor NLA aufgehoben. Die Inkubation mit dem selektiven p-Antagonisten
CTORP fiihrte ebenfalls zum Verlust der CR 3-Suppression.
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Abbildung 9: Naloxon und CTOP antagonisieren die Morphin-vermittelte Inhibierung der CR 3 (CD
11b/CD 18)-Expression
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Zusammengefasst zeigten diese Ergebnisse eine zeit-und konzentrationsabhédngige
Suppression der CR 3-Expression neutrophiler Granulozyten. Dieser Effekt wurde
zumindest  teilweise durch NO  vermittelt. Die Experimente mit den
Opiatrezeptorantagonisten wiesen auf einen p-Rezeptor gekoppelten Mechanismus der

CR 3-Suppression hin.

3.2.2 CD 16-Expression

Der Fcy-Rezeptor CD 16 wurde durch die Inkubation mit Morphin in dhnlicher Weise
wie CR 3 supprimiert (n=13, dargestellt sind Mittelwert = Standardabweichung). Eine
150 min Inkubation mit 50 nM Morphin resultierte in einer Abnahme der CD 16-
Expression um ca. 10 %. Morphin in 1 pM Konzentration supprimierte innerhalb von
10 min die Rezeptorexpression um etwa denselben Betrag. Der NO-Donor SNAP
inhibierte die gemessene Fluoreszenzintensitdt nach 150 min Inkubation um etwa 40 %,

was quantitativ der Gréflenordnung von 50 uM Morphin entsprach.
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Abbildung 10: Expression des Oberfldchenrezeptors CD 16 auf PMN nach 10 und 150 miniitiger
Inkubation mit verschiedenen Morphin-Konzentrationen

Die Morphin-induzierte Suppression der CD 16-Expresssion wurde durch
Vorinkubation mit den p-Antagonisten Naloxon und CTOP sowie dem NO-Inhibitor

NLA aufgehoben. Auch bei diesem Messparameter deuten die Ergebnisse auf einen p-
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Opiatrezeptor vermittelten Effekt hin, dem zumindest partiell NO als Signalmolekiil

dient.
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Abbildung 11: Naloxon und CTOP antagonisieren die Morphin-vermittelte Inhibierung der CD 16-
Expression

3.2.3 CR1(CD 35)-Expression

Morphin supprimierte in dieser Studie zeit- und konzentrationsabhingig die CR 1 (CD
35)-Expression neutrophiler Granulozyten (n=13, dargestellt sind Mittelwert +
Standardabweichung). Numerisch ergaben sich dhnliche Ergebnisse wie bei CD 16- und
dem CR 3-Membranrezeptor. 50 nM Morphin induzierte bereits nach 10 min eine
signifikante Suppression der Komplementrezeptorexpresssion um ca. 10 %. Dieser
Effekt war numerisch gering, jedoch wurde durch die geringe Standardabweichung der

Messungen das Signifikanzniveau erreicht.
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Abbildung 12: Expression des Oberflédchenrezeptors CR 1(CD 35) auf PMN nach 10 und 150 mintitiger
Inkubation mit verschiedenen Morphin-Konzentrationen

Fraglich bleibt allerdings die klinische Relevanz dieser friihen Morphin-Effekte. Fiir CR
1 wie auch fiir die anderen Membranrezeptoren wurden NO- und p-Opiatrezeptor

vermittelte Morphin-Effekte beobachtet.
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Abbildung 13: Naloxon und CTOP antagonisieren die Morphin-vermittelte Inhibierung der CR 1(CD 35)
-Expression
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3.2.4 Phagozytoseaktivitit

Untersucht wurde in dieser Versuchsreihe der EinfluB verschiedener Morphin-
Konzentrationen sowie die Rolle von NO auf die Phagozytoseaktivitdt neutrophiler

Granulozyten (n=13, dargestellt sind Mittelwert + Standardabweichung).
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Abbildung 14: Phagozytoseaktivitit der PMN nach 10 und 150 miniitiger Inkubation mit verschiedenen
Morphin-Konzentrationen

Wie in den Abbildungen dargestellt, wurde das Vollblut zunidchst mit verschiedenen
Morphin-Konzentrationen bzw. Opiatantagonisten inkubiert, und anschlieend die
Phagozytose mit vitalen FITC-markierten Staphylococcus aureus stimuliert. Die Zahl
der phagozytierten Bakterien pro Granulozyt wurde bezogen auf die
Fluoreszenzintensitdt berechnet. Morphin induzierte eine Suppression der

Phagozytoseaktivitit, die sowohl zeit- als auch konzentrationsabhéngig war.
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Abbildung 15: Naloxon und CTOP antagonisieren die Morphin-vermittelte Inhibierung der
Phagozytoseaktivitt

Die Vorinkubation mit dem NOS-Inhibitor NLA antagonisierte diese Effekte, wihrend
der NO-Donor SNAP, dhnlich wie 50 uM Morphin, nach 150 min die Phagozytoserate
um rund 50 % reduzierte. Naloxon und CTOP antagonisierten die Morphin-Wirkung,

was auf einen p-Opiatrezeptor vermittelten Effekt deutet.

3.2.5 Oxidativer Burst

Um den EinfluB von Morphin auf den Oxidativen Burst neutrophiler Granulozyten zu
untersuchen, wurde Vollblut nach Opiatinkubation mit unmarkierten Staphylococcus
aureus stimuliert (n=13, dargestellt sind Mittelwert + Standardabweichung). Nach 10
und 150 min Morphin-Inkubation wurde der Oxidative Burst signifikant reduziert. Wie
bei der Bestimmung von  Phagozytoseaktivitit und  Expression der
Komplementrezeptoren fiihrte die Inkubation mit dem NO-Donor SNAP zu quantitativ

dhnlichen Ergebnissen wie die Zugabe von Morphin.
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Abbildung 16: Oxidativer Burst der PMN nach 10 und 150 miniitiger Inkubation mit verschiedenen
Morphin-Konzentrationen

Der NO-Antagonist NLA antagonisierte die Morphin-induzierte Inhibierung, ebenso
wie die Opiatrezeptor-Antagonisten CTOP und Naloxon.
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Abbildung 17: Naloxon und CTOP antagonisieren die Morphin-vermittelte Inhibierung des Oxidativen
Burst
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Zusammengefasst ergab sich auch fiir den Oxidativen Burst die Vermutung, dass die
immunsuppressiven Morphin-Effekte {iber einen Opiatrezeptor vermittelt wurden,

wobei zumindest zum Teil NO als Signalmolekiil beteiligt war.



40

3.3 Fentanyl

3.3.1 CR3(CD 11b/CD 18-Expression)

Der synthetische p-Opiatrezeptoragonist Fentanyl besitzt eine ca. 100 fach hdhere
analgetische Potenz als Morphin. Wie die Abbildungen 18-22 zeigen, supprimierte
Fentanyl im Gegensatz zu Morphin in klinischen und supraklinischen Konzentrationen
weder die Expression der Membranrezeptoren, noch die Phagozytoseaktivitit oder den
Oxidativen Burst (n=12, dargestellt sind Mittelwert = Standardabweichung). Sogar in
einer Konzentration von 100 ng/ml konnte keinerlei Verdnderung der Messparameter
registriert werden. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass Fentanyl im Gegensatz zu
Morphin nicht an den gleichen granulozytdren p-Rezeptoren bindet und auch kein NO

freisetzt.
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Abbildung 18: Expression des Oberflichenrezeptors CR 3 (CD 11b/CD 18) auf PMN nach 10 und 150
miniitiger Inkubation mit verschiedenen Fentanyl-Konzentrationen
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3.3.2 CD 16-Expression
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Abbildung 19: Expression des Oberfldchenrezeptors CD 16 auf PMN nach 10 und 150 miniitiger
Inkubation mit verschiedenen Fentanyl-Konzentrationen

3.3.3 CR1 (CD 35)-Expression
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Abbildung 20: Expression des Oberfldchenrezeptors CR 1(CD 35) auf PMN nach 10 und 150 miniitiger
Inkubation mit verschiedenen Fentanyl-Konzentrationen
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3.3.4 Phagozytoseaktivitit

Selbst in supraklinischen Dosierungen von 100 ng/ml modulierte Fentanyl die

Phagozytoseaktivitét in keinster Weise.
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Abbildung 21: Phagozytoserate der PMN nach 10 und 150 miniitiger Inkubation mit verschiedenen
Fentanyl-Konzentrationen
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3.3.5 Oxidativer Burst

Parallel zur unveridnderten Phagozytoseaktivitit konnte keine Beeinflussung des

Oxidativen Burst durch Fentanyl beobachtet werden.
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Abbildung 22: Oxidativer Burst der PMN nach 10 und 150 miniitiger Inkubation mit verschiedenen
Fentanyl-Konzentrationen
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3.4 DAMGO

3.4.1 CR3(CD 11b/CD 18-Expression)

Die oben beschriebenen Ergebnisse der Morphin-Experimente fiihrten zur Vermutung,
dass die immunsuppressiven Opiateffekte iiber einen granulozytiren p-Rezeptor
vermittelt wurden. Um diese Ergebnisse zu verifizieren, wurde der selektive p-
Rezeptoragonist DAMGO verwendet (n=12, dargestellt sind Mittelwert =+
Standardabweichung). Ahnlich wie beim Fentanyl zeigte sich keinerlei Modulation der
Komplementrezeptor-Expression. DAMGO  beeinflusste ebenfalls in  keiner
Konzentration die CD 16-Expression, die Phagozytoseaktivitit oder den Oxidativen
Burst. Diese Ergebnisse weisen auf die Existenz unterschiedlicher p-Rezeptor Subtypen
hin, mit einer unterschiedlichen Affinitit gegeniiber Morphin und anderen p-
Rezeptoragonisten. Unabhdngig davon konnte in diesen Experimenten bei Verldngerung
der Inkubationszeit auf 150 min eine signifikante zeitliche Zunahme der
Rezeptorexpression, der Phagozytoseaktivitit und des Oxidativen Burst festgestellt
werden. Unter Umstinden kann der verldngerte Kontakt der Zellen mit der
Fremdoberflache des Probenrdhrchens zu diesem Effekt gefiihrt haben. Allerdings liegt

die Zunahme der Rezeptorexpression nur bei 2-5% im Vergleich zum 10 min Wert.
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Abbildung 23: Expression des Oberflichenrezeptors CR 3 (CD 11b/CD 18) auf PMN nach 10 und 150
miniitiger Inkubation mit verschiedenen DAMGO-Konzentrationen

3.4.2 CD 16-Expression
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Abbildung 24: Expression des Oberflachenrezeptors CD 16 auf PMN nach 10 und 150 miniitiger
Inkubation mit verschiedenen DAMGO-Konzentrationen
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3.43 CR1(CD 35)-Expression
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Abbildung 25: Expression des Oberfldchenrezeptors CR 1(CD 35) auf PMN nach 10 und 150 miniitiger
Inkubation mit verschiedenen DAMGO-Konzentrationen

3.4.4 Phagozytoseaktivitit
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Abbildung 26: Phagozytoserate der PMN nach 10 und 150 miniitiger Inkubation mit verschiedenen
DAMGO-Konzentrationen
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3.4.5 Oxidativer Burst
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Abbildung 27: Oxidativer Burst der PMN nach 10 und 150 miniitiger Inkubation mit verschiedenen
DAMGO-Konzentrationen
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3.5 B-Endorphin 3

3.5.1 CR3(CD 11b/CD 18-Expression)

Das Opioidpeptid B-Endorphin;.;; stimulierte im Gegensatz zu Morphin
konzentrationsabhingig die CR 3 (CDI11b/CD18)-Expression neutrophiler
Granulozyten (n=12, dargestellt sind Mittelwert + Standardabweichung). Ein maximaler

Effekt konnte nach 10 min Inkubation mit 107 M B-Endorphin;_3; beobachtet werden.
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Abbildung 28: Expression des Oberflidchenrezeptors CR 3 (CD 11b/CD 18) auf PMN nach 10 miniitiger
Inkubation mit verschiedenen B-Endorphin | ;,-Konzentrationen

Die Vorinkubation mit Naloxon und dem selektiven 6-Opioidrezeptor-Antagonisten
Naltrindol antagonisierte die stimulatorische B-Endorphin;_3;—Wirkung, wihrend der
selektive p-Antagonist CTOP keinerlei Wirkung zeigte. Dies weist im Gegensatz zu den
Morphin-Experimenten auf einen 8-Opioidrezeptor vermittelten Effekt hin. Auf eine
Verldngerung der Inkubationszeit auf 150 min wurde verzichtet, da Opioidpeptide durch

Endopeptidasen nach ca. 15 min enzymatisch metabolisiert werden.
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Abbildung 29: Naloxon und Naltrindol antagonisieren die B-Endorphin ; 3;-vermittelte Stimulation der
CR 3 (CD 11b/CD 18)-Expression auf PMN

3.5.2 CD 16 Expression

Die CD 16-Expression neutrophiler Granulozyten wurde im Konzentrationsbereich von
107 bis 10" M durch B-Endorphin,s; signifikant gesteigert (n=12, dargestellt sind
Mittelwert + Standardabweichung). Eine maximale Zunahme der Fluoreszenzintensitit
um ca. 10 % wurde nach Inkubation mit 107 M B-Endorphin;_;; gemessen. Diese
Effekte erreichten aufgrund geringer Standardabweichungen das Signifikanzniveau,

fraglich bleibt aber die klinische Relevanz dieser geringen Differenzen.
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Abbildung 30: Expression des Oberfldchenrezeptors CD 16 auf PMN nach 10 miniitiger Inkubation mit
verschiedenen B-Endorphin | ;,-Konzentrationen

Die Vorinkubation mit Naloxon und dem selektiven 6-Opioidrezeptor-Antagonisten
Naltrindol hob die stimulatorische B-Endorphin;.3;-Wirkung auf, CTOP blieb ebenfalls
ohne Wirkung. Im Gegensatz zur Inkubation mit p-Agonisten scheint die hier

beobachtete Aktivitdtszunahme der Granulozyten §-Opioidrezeptor vermittelt zu sein.
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Abbildung 31: Naloxon und Naltrindol antagonisieren die B-Endorphin | 3;-vermittelte Stimulation der
CD 16-Expression auf PMN



3.5.3 CR1(CD 35)-Expression
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B-Endorphin;_;; erhohte in dieser Studie signifikant die CR 1-Expression der

neutrophilen Granulozyten (n=12, dargestellt sind Mittelwert + Standardabweichung).

Bereich von 107 bis

10—11

M  wurde

eine

Fluoreszenzintensitit in einer GroBenordnung von 10 % gemessen.
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Abbildung 32: Expression des Oberfldchenrezeptors CR 1(CD 35) auf PMN nach 10 miniitiger

Inkubation mit verschiedenen B-Endorphin | ;,-Konzentrationen

der

Die stimulatorische B-Endorphin;_3;-Wirkung wurde durch Vorinkubation mit Naloxon

und dem selektiven 9-Opioidrezeptor-Antagonisten Naltrindol antagonisiert, wihrend

die Inkubation mit CTOP wirkungslos blieb.
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Abbildung 33: Naloxon und Naltrindol antagonisieren die B-Endorphin | 3,-vermittelte Stimulation der
CR1 (CD 35)-Expression auf PMN

3.5.4 Phagozytoseaktivitiit

Wie in der Abbildung dargestellt, wurde das Vollblut zunidchst mit verschiedenen [3-
Endorphin;_3;-Konzentrationen inkubiert, und anschlieBend die Phagozytose mit vitalen
FITC-markierten Staphylococcus aureus stimuliert (n=12, dargestellt sind Mittelwert +
Standardabweichung). Im Gegensatz zu der stimulatorischen B-Endorphin;.3;-Wirkung
auf die Rezeptorexpression der Granulozyten reduzierte sich in diesem Assay die

Phagozytoseaktivitit im Konzentrationsbereich von 107 bis 10° M um ca. 10 %.
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Abbildung 34: Phagozytoserate der PMN nach 10 miniitiger Inkubation mit verschiedenen f-Endorphin
1.31-Konzentrationen und Phagozytosestimulation durch vitale Bakterien

Naloxon und der &-Opioidrezeptor-Antagonisten Naltrindol antagonisierten diesen

signifikanten Effekt.
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Abbildung 35: Naloxon und Naltrindol antagonisieren die B-Endorphin ;_3;-vermittelte Inhibierung der
Phagozytoseaktivitit nach Inkubation mit vitalen Bakterien
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Um den Widerspruch zwischen einer  Zunahme der Komplement- und Fc-
Rezeptorexpression, aber der gleichzeitigen Reduktion der Phagozytoseaktivitit zu
untersuchen, wurden in einem weiteren Experiment thermisch abgetotete FITC-
markierte  Staphylococcus aureus zur Phagozytosestimulation eingesetzt (n=12,
dargestellt sind Mittelwert = Standardabweichung). In diesen Versuchen ergab sich eine
im Vergleich zur Rezeptorexpression quantitativ dhnliche Steigerung der
Phagozytoseaktivitit um ca. 10 % mit einem maximalen Effekt nach Inkubation mit 10

M B-Endorphin; ;.
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Abbildung 36: Phagozytoserate der PMN nach 10 miniitiger Inkubation mit verschiedenen f-Endorphin
1.31-Konzentrationen und Phagozytosestimulation durch nicht-vitale Bakterien

Die Opioidwirkung konnte durch Vorinkubation mit Naloxon und Naltrindol
antagonisiert werden. Unsere Ergebnisse weisen darauf hin, dass vitale Staphylococcus
aureus iiber Bindungsstellen fiir f-Endorphin;_;; verfiigen. Diese Bindung scheint die

Phagozytose des Bakteriums zu erschweren.
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Abbildung 37: Naloxon und Naltrindol antagonisieren die B-Endorphin ;_3;-vermittelte Stimulation der
Phagozytoseaktivitéit nach Inkubation mit nicht-vitalen Bakterien

3.5.5 Oxidativer Burst

Ahnlich wie bei der Bestimmung der Phgozytoseaktivitit zeigte sich bei Messung des
Oxidativen Burst ein Unterschied zwischen der Stimulation mit vitalen oder thermisch
abgetoteten Bakterien (n=12, dargestellt sind Mittelwert + Standardabweichung).
Inkubation mit 10”7 M B-Endorphin,_;; fiihrte bei Stimulation mit vitalen Bakterien zur

Reduktion des Oxidativen Burst um ca. 10 %.
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Abbildung 38: Oxidativer Burst der PMN nach 10 miniitiger Inkubation mit verschiedenen 3-Endorphin
1.31-Konzentrationen und Phagozytosestimulation durch vitale Bakterien
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Abbildung 39: Naloxon und Naltrindol antagonisieren die $-Endorphin | 3;-vermittelte Inhibierung der
Oxidativen Burst nach Inkubation mit vitalen Bakterien

Thermisch  abgetdtete  Staphylococcus aureus  verlieren offensichtlich  die
Bindungsstellen fiir B-Endorphin;.3;, denn in Experimenten mit diesen Bakterien zeigte
sich eine konzentrationsahhidngige signifikante Stimulation des Oxidativen Burst. Die
Effekte waren Naloxon- und Naltrindol-reversibel, was auf eine 06-Opioidrezeptor

vermittelte Wirkung deutet.
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Abbildung 40: Oxidativer Burst der PMN nach 10 miniitiger Inkubation mit verschiedenen 3-Endorphin
1.31-Konzentrationen und Phagozytosestimulation durch nicht-vitale Bakterien
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Abbildung 41: Naloxon und Naltrindol antagonisieren die B-Endorphin ;_3;-vermittelte Inhibierung der
Oxidativen Burst nach Inkubation mit nicht-vitalen Bakterien
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3.6 pB-Endorphin,;

3.6.1 CR 3 (CD 11b/CD 18-Expression)

Wir konnten zeigen, dass B-Endorphin;.;; die Funktion neutrophiler Granulozyten
moduliert. Unklar blieb aber, welche Seite des Molekiils an die Granulozytenoberfldche
bindet, denn granulozytire Opioidpeptide besitzen einen N- sowie einen C-Terminus.
Um dies zu differenzieren, wurde das C-terminale Fragment B-Endorphiny;.;; im
Vollblut inkubiert (n=12, dargestellt sind Mittelwert + Standardabweichung). -
Endorphin,7.3; verdnderte im Konzentrationsbereich von 107 bis 10" M weder die
Komplement- und  Fc-Expression neutrophiler = Granulozyten, noch die
Phagozytoseaktivitit oder den Oxidativen Burst. Dies deutet darauf hin, dass die
granulozytire Bindung des Gesamtpeptids B-Endorphin;_;; wahrscheinlich {liber den N-

Terminus vermittelt wird.
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Abbildung 42: Expression des Oberfldchenrezeptors CR 3 (CD 11b/CD 18) auf PMN nach 10 miniitiger
Inkubation mit verschiedenen B-Endorphin ,;3,-Konzentrationen
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3.6.2 CD-16-Expression
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Abbildung 43: Expression des Oberfldchenrezeptors CD 16 auf PMN nach 10 miniitiger Inkubation mit
verschiedenen B-Endorphin »7.3;-Konzentrationen

3.6.3 CR1 (CD 35)-Expression
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Abbildung 44: Expression des Oberfldchenrezeptors CR 1(CD 35) auf PMN nach 10 miniitiger
Inkubation mit verschiedenen B-Endorphin ,7.3;-Konzentrationen
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3.6.4 Phagozytoseaktivitiit
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Abbildung 45: Phagozytoserate der PMN nach 10 miniitiger Inkubation mit verschiedenen f-Endorphin
»7.31-Konzentrationen

3.6.5 Oxidativer Burst
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Abbildung 46: Oxidativer Burst der PMN nach 10 miniitiger Inkubation mit verschiedenen 3-Endorphin
»7.31-Konzentrationen
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3.7 Met-Enkephalin

3.71 CR3(CD 11b/CD 18-Expression)

Das C-terminale Fragment B-Endorphin,;.3; blieb in der vorliegenden Studie ohne
Wirkung auf die Funktion neutrophiler Granulozyten. Um die Vermutung zu bestdigen,
dass die beobachteten Effekte des Gesamtpeptids B-Endorphin;_s; iiber den N-Terminus
vermittelt wurden, inkubierten wir das Vollblut mit dem Opioidpeptid Met-Enkephalin,

das dem N-Terminus des Gesamtmolekiils entspricht.
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Abbildung 47: Expression des Oberfldchenrezeptors CR 3 (CD 11b/CD 18) auf PMN nach 10 miniitiger
Inkubation mit verschiedenen Met-Enkephalin-Konzentrationen

Met-Enkephalin stimulierte dhnlich wie B-Endorphin;_;; konzentrationsabhéngig die CR
3 (CD 11b/CD 18)-Expression neutrophiler Granulozyten (n=12, dargestellt sind
Mittelwert + Standardabweichung). Dieser Effekt war Naloxon und Naltrindol

reversibel, was auf eine 5-Opioidrezeptor vermittelte Wirkung hinweist.
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Abbildung 48: Naloxon und Naltrindol antagonisieren die Met-Enkephalin vermittelte Stimulation der
CR 3 (CD 11b/CD 18)-Expression

3.7.2 CD 16-Expression

Die CD 16-Expression neutrophiler Granulozyten wurde durch die Inkubation mit Met-
Enkephalin  signifikant  gesteigert (n=12, dargestellt sind Mittelwert +
Standardabweichung). Quantitativ lag nach 10 min Inkubation mit 107 M Met-
Enkephalin die maximale Erhohung der Fluoreszenz bei ca. 10% im Vergleich zur

Kontrolle.
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Abbildung 49: Expression des Oberfldchenrezeptors CD 16 auf PMN nach 10 miniitiger Inkubation mit
verschiedenen Met-Enkephalin-Konzentrationen

Die klinische Relevanz dieses Befundes erscheint trotz Signifikanz der Ergebnisse aber
fraglich. Auf eine Verlingerung der Inkubationszeit auf 150 min wurde verzichtet, da
Opioidpeptide durch Endopeptidasen nach ca. 15 min enzymatisch metabolisiert
werden. Der selektive 3-Opioidrezeptor-Antagonist Naltrindol und das unspezifische

Naloxon antagonisierten diesen Effekt, was auf eine d-Opioidrezeptor vermittelte

Wirkung hinweist.
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Abbildung 50: Naloxon und Naltrindol antagonisieren die Met-Enkephalin vermittelte Stimulation der

CD 16-Expression
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3.7.3 CR1(CD 35)-Expression

Die Expression des Komplementrezeptors CR 1(CD 35) wurde dhnlich wie die CR 3
und CD 16 durch Inkubation mit Met-Enkephalin im Konzentrationsbereich von 107 bis

10" M signifikant gesteigert (n=12, dargestellt sind Mittelwert + Standardabweichung).
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Abbildung 51: Expression des Oberfldchenrezeptors CR 1(CD 35) auf PMN nach 10 miniitiger
Inkubation mit verschiedenen Met-Enkephalin-Konzentrationen

Allerdings erscheint hier die klinische Relevanz dieses Befundes trotz Signifikanz der
Ergebnisse fraglich, da die Steigerung der Fluoreszenzintensitit nur ca. 10 % betrug.
Die stimulatorischen Effekte waren Naloxon und Naltrindol reversibel, was dhnlich wie
bei den anderen Membranrezeptoren auf eine o6-Opioidrezeptor vermittelte Wirkung

hinweist.
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Abbildung 52: Naloxon und Naltrindol antagonisieren die Met-Enkephalin vermittelte Stimulation der
CR 1 (CD 35)-Expression

3.7.4 Phagozytoseaktivitat

Im Gegensatz zur Inkubation mit B-Endorphin;_;; zeigten sich nach Inkubation mit Met-
Enkephalin  homogene Ergebnisse (n=12, dargestellt sind Mittelwert +
Standardabweichung). Met-Enkephalin  stimulierte konzentrationsabhingig die
Phagozytoseaktivitit neutrophiler Granulozyten, mit einem maximalen Effekt bei 107

M.
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Abbildung 53: Phagozytoserate der PMN nach 10 mintitiger Inkubation mit verschiedenen Met-
Enkephalin-Konzentrationen
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Die Stimulation war durch Naloxon und Naltrindol antagonisierbar, was auf eine o-
Opioidrezeptor vermittelte Wirkung hinweist. Vitale Staphylococcus aureus besitzen

offensichtlich keine Bindungsstelle fiir Met-Enkephalin.
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Abbildung 54: Naloxon und Naltrindol antagonisieren die Met-Enkephalin vermittelte Stimulation der
Phagozytoseaktivitt

3.7.5 Oxidativer Burst

Der Oxidative  Burst wurde durch Inkubation mit Met-Enkephalin
konzentrationsabhingig gesteigert, mit einem maximalen Effekt bei 107 M, was im
Einklang mit den Resultaten der Komplementrezeptorexpression und der

Phagozytoseaktivitét steht.
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Abbildung 55: Oxidativer Burst der PMN nach 10 miniitiger Inkubation mit verschiedenen Met-

Enkephalin Konzentrationen

Die stimulatorischen Opioideffekte
antagonisierbar, was auf eine 6-Opioidrezeptor vermittelte Wirkung hinweist. Die
Ergebnisse der Met-Enkephalin Experimente deuten darauf hin, dass der N-Terminus

des Opioidpeptids B-Endorphin;_;; fiir die stimulatorische Wirkung auf neutrophile

Granulozyten verantwortlich ist.
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Abbildung 56: Naloxon und Naltrindol antagonisieren die Met-Enkephalin vermittelte Stimulation des

Oxidativen Burst
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3.8 DADLE

3.8.1 CR3(CD 11b/CD 18-Expression)

Die Experimente der vorliegenden Studie mit B-Endorphin;s;; weisen auf eine o-
Rezeptor vermittelte stimulatorische Wirkung dieses Opioidpeptids hin. Zur Klidrung
dieser Hypothese wurden die selektiven J-Opioidrezeptoragonisten DADLE und
DPDPE im Vollblut inkubiert (n=12, dargestellt sind Mittelwert =+
Standardabweichung). Ausgeprégter als nach Inkubation mit endogenen Opioidpeptiden
steigerte DADLE zeit- und konzentrationsabhingig die CR 3 (CD 11b/CD18)-
Expression neutrophiler Granulozyten. Bereits nach 10 min steigerte 107 M DADLE
die CR 3-Expression um ca. 25 %, eine maximale Erhohung wurde in dieser
Konzentration nach 150 min erreicht. Hier ergab sich eine Erhohung der
Komplementrezeptorexpression um rund 30 % im Vergleich zur Kontrolle. Die
Verliangerung der Inkubationszeiten auf 150 min erschien bei synthetischen
Opioidpeptiden als sinnvoll, da diese im Gegensatz zu endogenen Opioidpeptiden nicht

enzymatisch metabolisiert werden.
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Abbildung 57: Expression des Oberflachenrezeptors CR 3 (CD 11b/CD 18) auf PMN nach 10 und 150
miniitiger Inkubation mit verschiedenen DADLE-Konzentrationen
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Die beobachteten deutlichen DADLE-Effekte wurden durch Vorinkubation mit
Naloxon und dem selektiven 3-Opioidrezeptorantagonisten Naltrindol aufgehoben. Im
Gegensatz dazu beeinflusste der selektive p-Antagonist CTOP die Stimulation der CR
3-Expression in keiner Weise. Diese Beobachtungen deuten auf die Existenz eines
granulozytidren 0-Opioidrezeptors hin, iiber den Opioidpeptide eine stimulatorische

Wirkung auf Granulozyten vermitteln.
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Abbildung 58: Expression des Oberflédchenrezeptors CR 3 (CD 11b/CD 18) nach Vorinkubation mit den
Rezeptorantagonisten Naltrindol, Naloxon und CTOP
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3.8.2 CD 16-Expression

Die Expression des Fc-Rezeptors CD 16 wurde durch Inkubation mit DADLE zeit-und
konzentrationsabhéngig  stimuliert (n=12, dargestellt sind Mittelwert +
Standardabweichung). Im Konzentrationsbereich von 107 bis 10" M wurde das
Signifikanzniveau (p < 0,05) erreicht. Durch Verldngerung der Inkubationszeit auf 150
min zeigte sich eine Steigerung der Rezeptorexpression um ca. 10 %. Sogar in einer
Konzentration von 10" M erhéhte DADLE die granulozytire CD 16-Expression um 10
%.
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Abbildung 59: Expression des Oberflachenrezeptors CD 16 auf PMN nach 10 und 150 miniitiger
Inkubation mit verschiedenen DADLE-Konzentrationen

Die beobachteten DADLE-Effekte wurden durch Vorinkubation mit Naloxon und dem
selektiven 6-Opioidrezeptorantagonisten Naltrindol aufgehoben, wihrend CTOP ohne

Wirkung blieb.
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Abbildung 60: Expression des Oberflachenrezeptors CD 16 nach Vorinkubation mit den
Rezeptorantagonisten Naltrindol, Naloxon und CTOP

3.8.3 CR1 (CD 35)-Expression

Die granulozytire CR 1-Expression wurde in dhnlichem Malle wie CR 3 und CD 16
stimuliert (n=12, dargestellt sind Mittelwert + Standardabweichung). Die maximale
Steigerung der Rezeptorexpression lag bei rund 20 % nach Inkubation mit 107 M
DADLE.
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Abbildung 61: Expression des Oberfldchenrezeptors CR 1(CD 35) auf PMN nach 10 und 150 miniitiger
Inkubation mit verschiedenen DADLE-Konzentrationen

Naloxon und Naltrindol antagonisierten diesen Effekt. Somit ergab sich auch fiir diesen
Parameter die Vermutung, dass die DADLE-Effekte iiber einen §-Opioidrezeptor

vermittelt werden.
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Abbildung 62: Expression des Oberfldchenrezeptors CR 1 (CD 35) nach Vorinkubation mit den
Rezeptorantagonisten Naltrindol, Naloxon und CTOP
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3.8.4 Phagozytoseaktivitit

Die Phagozytoseaktivitit der Granulozyten wurde durch DADLE zeit- und
konzentrationsabhéngig gesteigert mit einem Maximum bei 107 M (n=12, dargestellt
sind Mittelwert + Standardabweichung). Dabei erhohte sich die Phagozytoseaktivitét
von 59 auf 76 Bakterien/Granulozyt, also um ca. 25 %.
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Abbildung 63: Phagozytoserate der PMN nach 10 und 150 miniitiger Inkubation mit verschiedenen
DADLE-Konzentrationen

Die Inkubation mit Naloxon und Naltrindol fiihrte zur Aufhebung der Stimulation,
wihrend der selektive p-Antagonist CTOP wirkungslos blieb.
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Abbildung 64: Phagozytoserate der PMN nach 10 und 150 miniitiger Inkubation mit den
Rezeptorantagonisten Naltrindol, Naloxon und CTOP

3.8.5 Oxidativer Burst

Ahnlich wie die Phagozytoseaktivitit wurde auch der Oxidative Burst durch die
Inkubation mit dem  synthetischen  Opioidpeptid DADLE  zeit- und
konzentrationsabhéngig  gesteigert (n=12, dargestellt sind Mittelwert =+
Standardabweichung). Das Signifikanzniveau wurde im Konzentrationsbereich von 107
bis 10" M erreicht. Die Fluoreszenzintensitit wurde um ca. 25 % von 433 auf 620 bei

Inkubation mit 107 M DADLE erhéht.
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Abbildung 65: Oxidativer Burst der PMN nach 10 und 150 miniitiger Inkubation mit verschiedenen
DADLE-Konzentrationen

Die Vorinkubation mit Naloxon und Naltrindol antagonisierte diesen Effekt, was auf

eine d-Opioidrezeptor vermittelte Wirkung deutet.
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Abbildung 66: Oxidativer Burst der PMN nach 10 und 150 mintitiger Inkubation mit den
Rezeptorantagonisten Naltrindol, Naloxon und CTOP
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3.9 DPDPE

3.9.1 CR3(CD 11b/CD 18-Expression)

DPDPE und DADLE sind selektive 3-Opioidrezeptoragonisten. Ahnlich wie beim oben
erwahnten DADLE, steigerte DPDPE zeit- und konzentrationsabhingig die Expression
des Komplementrezeptors CR 3 (n=12, dargestellt sind Mittelwert =+
Standardabweichung). Die Effekte waren quantitativ dhnlich wie bei der Inkubation mit
DADLE. So steigerte die Inkubation mit 107 M DPDPE die Rezeptorexpression nach
150 min Inkubation maximal um ca. 22 %. Eine signifikante Stimulation wurde bis zu

einer Konzentration von 10" M DPDPE gemessen.
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Abbildung 67: Expression des Oberflichenrezeptors CR 3 (CD 11b/CD 18) auf PMN nach 10 und 150
miniitiger Inkubation mit verschiedenen DPDPE-Konzentrationen

Die Vorinkubation mit Naloxon und dem J-selektiven Naltrindol antagonisierte die

vermehrte Rezeptorexpression, wihrend CTOP wirkungslos blieb.
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Abbildung 68: Expression des Oberflachenrezeptors CR 3 (CD 11b/CD 18) nach Vorinkubation mit den
Rezeptorantagonisten Naltrindol, Naloxon und CTOP

3.9.2 CD 16-Expression

Die Inkubation mit dem synthetischen Opioidpeptid DPDPE steigerte signifikant die
CD 16-Expression neutrophiler Granulozyten (n=12, dargestellt sind Mittelwert +
Standardabweichung). Im Gegensatz zur Inkubation mit endogenen Opioidpeptiden war
die Verldngerung der Inkubationszeit auf 150 min sinnvoll, da DPDPE resistent gegen

die Metabolisierung durch Endopeptidasen ist.
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Abbildung 69: Expression des Oberflichenrezeptors CD 16 auf PMN nach 10 und 150 miniitiger
Inkubation mit verschiedenen DPDPE-Konzentrationen

Die Inkubation mit 107 M DPDPE fiihrte nach 10 min Inkubation zur Steigerung der
CD 16-Expression um rund 15 %, allerdings konnte eine Verldngerung der
Inkubationsdauer auf 150 min diesen Wert kaum steigern. Bis zu einer Konzentration
von 10"" M DPDPE wurde eine signifikante Fluoreszenzerhohung gemessen. Die
Vorinkubation mit Naloxon wund Naltrindol antagonisierten die vermehrte

Rezeptorexpression, wihrend CTOP wirkungslos blieb.
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Abbildung 70: Expression des Oberflachenrezeptors CD 16 nach Vorinkubation mit den
Rezeptorantagonisten Naltrindol, Naloxon und CTOP
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3.9.3 CR1(CD 35)-Expression

In der vorliegenden Studie wurde die CR 1 (CD 35)-Expression neutrophiler
Granulozyten durch Inkubation mit DPDPE signifikant gesteigert (n=12, dargestellt
sind Mittelwert = Standardabweichung). Die Zunahme der Fluoreszenzintensitdt war
hier im Vergleich zu CR 3 und CD 16 am deutlichsten und lag bei Inkubation mit 10~
M DPDPE bei etwa 30 % im Vergleich zur Kontrolle. Bis zu einer DPDPE-

Konzentration von 10" M wurde das Signifikanzniveau erreicht.
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Abbildung 71: Expression des Oberfldchenrezeptors CR 1(CD 35) auf PMN nach 10 und 150 miniitiger
Inkubation mit verschiedenen DPDPE-Konzentrationen

Die Vorinkubation mit Naloxon und Naltrindol antagonisierten die vermehrte
Rezeptorexpression, wihrend CTOP wirkungslos blieb. Dies deutet wie oben bereits

beschrieben auf eine 6-Opioidrezeptor vermittelte Wirkung hin.



80

[1 10 Minuten [ 2,5h | signifikanter zeitlicher Effekt
* signifikant zur Kontrolle

600

500

400

300

200

Median der Fluoreszenzintensitat

100

Kontrolle 10°M 10°M Naloxon+ 10°M Naltrindol+  10°M CTOP+
DPDPE 10°M DPDPE  10°M DPDPE 10°M DPDPE

Abbildung 72: Expression des Oberflichenrezeptors CR 1 (CD 35) nach Vorinkubation mit den
Rezeptorantagonisten Naltrindol, Naloxon und CTOP

3.9.4 Phagozytoseaktivitit

In dhnlichem Malle wie die Rezeptorexpression der Granulozyten wurde durch
Inkubation mit DPDPE auch die Phagozytoseaktivitét stimuliert (n=12, dargestellt sind
Mittelwert + Standardabweichung). Am ausgepragtesten war der Effekt nach 150 min
Inkubation mit 107 M DPDPE, hier erhdhte sich die Phagozytoseaktivitit um etwa 25
%.
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Abbildung 73: Phagozytoseaktivitit der PMN nach 10 und 150 miniitiger Inkubation mit verschiedenen
DPDPE-Konzentrationen

Die Naloxon und Naltrindol reversiblen Ergebnisse waren bis zur Konzentration von 10

"M DPDPE noch signifikant. Der p-Rezeptorantagonist CTOP blieb wirkungslos.
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Abbildung 74: Phagozytoseaktivitit der PMN nach 10 und 150 miniitiger Inkubation mit den
Rezeptorantagonisten Naltrindol, Naloxon und CTOP



82

3.9.5 Oxidativer Burst

Der Oxidative Burst stellt nach Erkennung durch Membranrezeptoren und Phagozytose
den terminalen Schritt in der Vernichtung eines pathogenen Keims dar. So war zu
erwarten, dass nach der oben beschriebenen Stimulation von Rezeptorexpression und

Phagozytoseaktivitit auch der Oxidative Burst durch DPDPE gesteigert wird.
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Abbildung 75: Oxidativer Burst der PMN nach 10 und 150 miniitiger Inkubation mit verschiedenen
DPDPE-Konzentrationen
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Abbildung 76: Oxidativer Burst der PMN nach 10 und 150 miniitiger Inkubation mit den
Rezeptorantagonisten Naltrindol, Naloxon und CTOP

DPDPE steigerte zeit und konzentrationsabhingig den Oxidativen Burst der
Granulozyten mit maximal 30 % Fluoreszenzzunahme bei Inkubation mit 107 M
DPDPE und noch rund 10 % bei Inkubation mit 10" M DPDPE. Die Vorinkubation
mit Naloxon und Naltrindol antagonisierte die vermehrte Rezeptorexpression, wihrend

CTOP wirkungslos blieb.
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4 DISKUSSION

4.1 Diskussion der Methodik

4.1.1 Probenaufbereitung

Studien an isolierten Leukozytenpopulationen liegen in grof3er Zahl vor. Standardisierte
Verfahren zur Separation und Fixierung neutrophiler Granulozyten sind etabliert und
werden meist {iber Zentrifugation in Percoll- oder Ficoll-Gradienten durchgefiihrt ' *.
Diese Methodik hat den Vorteil, dass bei der Funktionsanalyse Storfaktoren durch
andere Zellpopulationen oder Debris nahezu vollstindig wegfallen. Durch die Isolation
insbesondere von neutrophilen Granulozyten wird deren Funktion und Morphologie
jedoch beeinfluBt *" 3% 4% 14719 Uy diese Problematik zu vermeiden, wurde in unserer

3; 9; 21; 24; 31; 61; 71; 75; 115; 171 Dieser

Untersuchung eine Vollblutmethode verwendet
Vollblut-Assay besitzt den Vorteil, dass die neutrophilen Granulozyten weitgehend in
threr physiologischen Umgebung belassen werden, und somit immunologische
Interaktionen zwischen zelluldren und humoralen Faktoren bei dieser MefBmethodik
miterfaBt werden konnen. Mehrere Gruppen weisen auf eine durch Zellisolierung
hervorgerufene ,,Up-Regulation”, im Sinne einer verstirkten Expression von
Rezeptoren auf der Granulozyten-Oberfliche hin '** 2. Einen erhohten Oxidative Burst
sowie eine  vermehrte  Oberflichenrezeptorexpression  bei  unbeeinflufliter
Phagozytoseaktivitit werden fiir Zellisolationsverfahren gegeniiber einer Vollblut-
Methodik beschrieben ''. Berger et al. konnten keinerlei funktionelle Verinderungen
der Granulozyten bei einer Percoll-Isolierung feststellen '*. Antikoagulantien kénnen
eine Voraktivierung der Granulozyten zu induzieren *', die in einer gesteigerten CR 3-
Expression nach Antikoagulation des Blutes mit EDTA zum Ausdruck kommt 2% 1",
Heparin erhohte im Vergleich zur EDTA-Antikoagulation die CR 3-Expression kaum,
so dass wir Lithium-Heparinat-RShrchen zur Blutentnahme auswihlten '**.

Die Lyse des Vollbluts erfolgte in der vorliegenden Arbeit durch FACS-Lysing-

Solution ® (Fa. Becton Dickinson, Heidelberg), einem weit verbreitetes Verfahren, das

in Studien von Romeu et al. zu keinem quantitativ signifikanten Verlust an neutrophilen



85

Granulozyten fiihrte *'. Die Reduktion von Debris und eine sehr gute Fixierung der
Leukozytenpopulationen ermoglichen eine genauere Detektion der neutrophilen
Granulozyten im Durchflulzytometer. Zwar wird das Streulichtsignal der Zellen durch
Lyse verindert, das Fluoreszenzsignal aber bleibt konstant'>'. Repo deutete eine
erhohte Hintergrundfluoreszenz ausgelost durch die Lyse des Vollbluts als erhohte

124

unspezifische Antikorper-Bindung im Blut "“*. Deshalb wurde in dieser Studie zuerst

das Vollblut mit dem Antikdrper inkubiert und danach erst lysiert.

47; 65; 79; 94; 186; 192
7565 79 9% 186 192 porsyth und

Der granulozytdre Stoffwechsel ist temperaturabhéngig
Watson zeigten in ihren Arbeiten sowohl die Temperaturabhiangigkeit der Expression
von Integrinen auf neutrophilen Granulozyten als auch eine temperaturabhéingige

Modulation ihrer Oxidaseaktivitit >% '*2

. Forsyth et al. untersuchten die CD 35-
Expression auf Granulozyten bei 4 bzw 22°C. Bei Raumtemperatur fand er eine
signifikant héhere Antigen-Expression >°. Das Aufwirmen der Zell-Assays von 4 auf
37°C bewirkt ebenfalls einen deutlichen Anstieg von Oberflichenrezeptoren und
Adhisionsmolekiilen auf neutrophilen Granulozyten *°. Der CR 3 (CD 11b/CD 18)-
Rezeptor unterliegt ebenfalls dieser Temperaturabhingigkeit >. Fearon beschreibt eine
quantitativ erhohte CR 3-Expression, ausgeldst sowohl durch mechanische Stimuli als
auch durch eine Temperaturerhohung der Proben. Bikoue bestitigte diese
Beobachtungen bei einer Erwirmung der Zellsuspension von 0 auf 37°C 7. Aus diesen
Griinden wurde die Rezeptorexpression in der vorliegenden Studie bei
Zimmertemperatur bestimmt.

Die Vollblutproben wurden fiir 10 min bei 37°C im Wasserbad mit der
Bakteriensuspension inkubiert, um die Phagozytose der Granulozyten zu stimulieren.
Diese Zeitspanne lehnt sich an vorhergehende Studien an, in denen maximale
Ergebnisse bei Phagozytose und Oxidative Burst durch Inkubationszeiten zwischen 5
und 15 Minuten bei 37°C beschrieben wurden ' ¢ 126171 1;y Vollblut-Assay nimmt
die Expression der Oberflichenrezeptoren bei Verlingerung der Inkubationszeit zu .
Diese Beobachtung wird durch die vorliegende Arbeit bestitigt, bei der nach 2,5 h
Inkubation sowohl eine Zunahme der Rezeptorexpression, als auch eine Steigerung von
Phagozytoseaktivitit und Oxidative Burst in einer Groenordnung von 10 % beobachtet
wurde. Zum  selben  Ergebnis kamen  Muirhead et al, die eine
Komplementrezeptorzunahme auf neutrophilen Granulozyten bei Verldngerung der

1

Inkubation beschrieben '*°. Eine maximale Expression von CR 3 auf neutrophilen

Granulozyten wurde von Jones bereits nach einer Inkubationszeit von 8 Minuten bei 37
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°C beobachtet . Nach fMLP- Aktivierung konnte eine verstirkte Expression von
Oberflichenrezeptoren etwa 4 bis 10 Minuten nach Stimulation registriert werden *'.
Dieser rasche Effekt wird durch die Mobilisierung bereits praformierter Rezeptoren aus
intrazelluldren Pools erklirt, eine de-novo Synthese entfillt *'. Bei gesunden Probanden
wurde die maximale Expression von CR1 (CD35) und CR3 (CD11b/CD18) nach 10 bis
15 Minuten gemessen '>. Im Gegensatz zur Rezeptoraktivierung aus priformierten
Pools, deutet die von uns nach 2,5 h Inkubation beobachtete Zunahme der
Fluoreszenzintensitdt auf eine Neusynthese der Rezeptoren hin. Dabei konnte auch die
verlingerte Kontaktzeit der Granulozyten mit einer Fremdoberfliche, hier dem
Probenrohrchen, zu einer der verstiarkten Rezeptorexpression beitragen.

Die Absolutwerte der granulozytir-phagozytierten Bakterien unterliegen von Autor zu

114

Autor extrem starken Schwankungen . Wir fanden granulozytire Phagozytoseraten im

Bereich von ca. 50-100 Bakterien/Granulozyt. Dieser Wert liegt iber dem von Perschel

14 Diese Differenzen erkliren sich

et al. beschriebenen 3 bis 65 Bakterien/Phagozyt
zum Teil aufgrund unterschiedlicher Probandenkollektive. So definierten Perschel et al.
keine speziellen AusschluBkriterien. In die vorliegende Studie wurden ausschlieBlich
Probanden aufgenommen, bei denen anamnestisch kein Hinweis auf eine Modulation
der Phagozytoseaktivitit durch Nikotin, Allergien, akute Infektionen oder eine
immunsuppressive Therapie gegeben war. Bei guter Korrelation zwischen
durchfluzytometrisch ~ bestimmter =~ Phagozytoseaktivitit ~ und  fluoreszenz-
mikroskopischer Kontrolle deuten die beobachteten numerischen Schwankungen auf
erhebliche  interindividuelle  Unterschiede @~ der  Phagozytoseaktivitit  des

Probandenkollektivs hin '

. Nicht phagozytierte, aber an der PMN-Oberfliche
adhirente Bakterien fithren bei der Bestimmung der Phagozytoseaktivitit zu
MeBartefakten und falschen Ergebnissen. Deshalb wurde als “Quenching-Losung”
Trypanblau-Losung verwendet, um die an der &duBleren Phagozytenmembran

'3 Strukturveranderungen der

anliegenden fluoreszierenden Bakterien zu entfernen
Membran fiihren zu einer Entfernung von gebundenen fluoreszenten Bakterien auf der
Zelloberfliche und ermoglichen damit die Differenzierung zwischen extrazelluldr
adhirenten und intrazellulir ingestierten Bakterien ''°. Trypanblau-Losung entfernt bei
ca. 90 % der Granulozyten im Assay die Oberflichenfluoreszenz, wihrend die

intrazelluldre Fluoreszenz nicht beeinfluBt wird. Im Vergleich verschiedener

Quenching-Losungen erwies sich Trypanblau als inert und zuverlissig '".
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Zur Kernfarbung wurde Propidiumiodid verwendet. Das rot fluoreszierende
Propidiumiodid bindet an zellulire DNA ', Im Zusammenhang mit der GroBe des
MeBevents kann somit zwischen Zelltriimmern und vollstdndigen Zellen diskriminiert
werden.

Die durchfluBzytometrisch gemessene Fluoreszenz resultiert aus der Bindung der
verwendeten  Fluorochrome  an  spezifische = Bindungsstellen  auf  der
Zellmembranoberfliche sowie aus der Eigenfluoreszenz der Zelle *°. Zusitzlich kann
auch die unspezifische Bindung von Antikorpern zu einem erhdhten Fluoreszenzsignal
filhren. Dies wurde in der vorliegenden Arbeit durch jeweils einen Kontrollansatz mit
FITC-markierten anti-IgG-Antikorpern ausgeschlossen. Um einen Kontrollwert zu
etablieren, wurden in einem weiteren Kontrollansatz Zellen mit unmarkiertem
Antikorper inkubiert und die so ermittelte Fluoreszenzintensitét als Eigenfluoreszenz
von den in den weiteren Proben ermittelten Werten abgezogen. Die zellulédre

Autofluoreszenz wird von Flavoproteinen im Zellstoffwechsel emittiert '%.

4.1.2 Auswahl der Melparameter

Komplementproteine unterstiitzen die Adhdrenz neutrophiler Granulozyten an die zu
phagozytierenden Mikroorganismen und agieren synergistisch mit Immunglobulinen bei
der Opsonisierung von Bakterien '®. Ein zentraler Mediator der Komplementkaskade
ist der Faktor C3, und dessen aktivierte Formen C3b sowie C3bi ''. Bereits geringe
Mengen des instabilen C3b-Molekiils aktivieren neutrophile Ganulozyten 21 Als Folge
wird die Expression der Komplementrezeptoren durch Verlagerung bereits
praformierter Rezeptorproteine aus intrazelluliren Granula an die Zelloberfliche
erhoht®” 107 187 194 ool der Komplementrezeptor CR 1 (CD35) als Bindungsstelle
fiir C3bi, als auch CR 3 (CD11b/CD18) als Bindungsstelle fiir C3b werden in dieser
Aktivierungsphase vermehrt auf der Granulozytenmembran exprimiert °* ', Durch
einen positiven Feedback-Mechanismus kommt es zur weiteren
Komplementaktivierung, mit gesteigerter Opsonierung und C3-Freisetzung ''*. Die
Bindung von Komplementfragmenten an CR 1 bzw. CR 3 fordert die
Phagozytoseaktivitit der neutrophilen Granulozyten, der Oxidative Burst als direkt
folgender Schritt in der Kaskade zur Vernichtung des Pathogens wird jedoch durch die
bloBe Gabe von C3b/C3bi kaum aktiviert *2. So korrelierte eine Zunahme der CD 11b-
Expression nicht mit einer Aktivierung der NADPH-Oxidase, respektive einer Zunahme

des Oxidativen Burst '* ', Im Gegensatz dazu wurde in der vorliegenden Studie der
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Oxidative Burst durch Inkubation mit Bakterien stimuliert. Die Komplementrezeptoren
CD 11 und CD 35 werden auf der granulozytiren Membran etwa im Verhéltnis 1 zu 3

1217 wobei die Bindungskapazitit der Rezeptoren mittels fluoreszierender

exprimiert
Antikorper  quantifiziert ~wurde. In  unserer Studie erwies sich die
Komplementrezeptorexpression als relativ  konstant, mit numerisch stabilen
Standardabweichungen. Neben der Bindung opsonisierter Partikel wihrend der
Phagozytose vermitteln Adhédsionsmolekiile die Adhdsion von neutrophilen
Granulozyten an Endothelzellen. Gemeinsam mit dem endothelialen interzelluldren
Adhidsionsmolekiill ICAM-1 ist der Komplementfaktor CR3 (CD11b/CD18) ein
wichtiger Mediator fiir die Anlagerung an das Gefaflendothel. Die Adhdsionsmolekiile
der Immunzellen werden in Selektine, Integrine und die Immunoglobulin-
Gensuperfamilie  unterteilt. Der in der vorliegenden Studie untersuchte
Komplementrezeptor CR3 (CD11b/CD18) gehort zur Gruppe der Integrine und besteht
als heterodimeres Molekiil aus zwei nicht kovalent miteinander verbundenen
Polypeptiden. Diese Polypeptide werden aus einer gemeinsamen B-Kette (CD18) sowie
einer unterschiedlichen a-Kette (CDI1la, CD11b, CDllc) gebildet. Neutrophile
Granulozyten besitzen den Fcy-RIII-Rezeptor (CD 16), mit dem die Fc-Domine eines
Antigen-Antikorper-Komplexes gebunden werden kann > ** ' Der CD 16-Rezeptor
initiiert intrazellulire Stoffwechselwege, die vor allem Ca *‘-abhingig sind, und
ebenfalls mit der Aufnahme und Vernichtung des Bakteriums durch den Granulozyten
enden ** ®*. CD 16 wird von neutrophilen und eosinophilen Granulozyten sowie von
Makrophagen und NK-Zellen exprimiert *%°7 %,

Phagozytose und Oxidativer Burst leisten im Organismus einen wichtigen Beitrag zur
Bekidmpfung pathogener Keime. Deshalb wurde fiir diese Studie Staphylococcus aureus
als klinisch relevanter Keim zur Phagozytosestimulation ausgewéhlt. Wihrend in
bisherigen Studien fast auschlieBlich abgetotete Mikroorganismen oder synthetische
Partikel als Phagozytoseobjekt eingesetzt wurden, setzten wir vitale, teilungsfiahige
Bakterien ein, um der physiologischen Situation im Organismus niherzukommen ''*.
Nur fiir die Testreihe mit B-Endorphin;_3; nutzten wir sowohl vitale als auch thermisch
abgetote St. aureus-Bakterien. In Ubereinstimmung mit vorherigen Untersuchungen
fanden wir eine maximale Phagozytose nach 10 miniitiger Inkubation '"’. An die
Phagozytose schlieBt sich der Oxidative Burst als terminaler Schritt zur Vernichtung des
Pathogens an. Nach Aktivierung der membranstindigen NADPH-Oxidase werden

10; 116

hochreaktive Sauerstoffmetabolite produziert . Initial werden O,-Molekiile in
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Perhydroxyl-Radikale HO,"  und Superoxid-Anionen O,  umgewandelt *'.

Wasserstoffperoxid wird im Phagosom durch Umwandlung von O, Anionen erzeugt
' Diese Reaktion wird nach granulozytirer Stimulation durch einen NADPH-
Oxidase-Komplex katalysiert, der sich aus membranstindigen und zytosolischen
Kompenenten des neutrophilen Granulozyten zusammensetzt >°. Das Enzym
Myeloperoxidase wird aus den azurophilen Granula freigesetzt und katalysiert
bakterizide Verbindungen aus Wasserstoffperoxid und Chlorid-Anionen '*. In dieser
Studie wurde der Oxidative Burst mittels Konversion des nicht-fluoreszierenden
Dihydrorhodamin 123 (DHR 123) in das fluoreszierende Rhodamin 123 bestimmt ** 132
Dabei wird DHR 123 durch Wasserstoffperoxid unter Katalyse der Myeloperoxidase zu
Rhodamin oxidiert '"®. Allerdings kann mittels des hier vorgestellten Assays nur eine
Interpretation der Wasserstoffperoxid-Produktion erfolgen, weitere Reaktionsschritte
werden nicht erfasst ¥ ' Bisher wurde mit der Luminol-abhingigen
Chemilumineszenz in der Mehrzahl der Studien ein semiquantitatives MefBverfahren zur
Bestimmung des Oxidativen Burst eingesetzt '2°. Das in dieser Studie beschriebene
Burst-Assay besitzt eine hohe Sensivitit *°, somit konnen auch diskrete Stimuli

132

quantifiziert werden DHR 123 passiert ungehindert die neutral geladene

Granulozytenmembran, kann aber den Intrazellulirraum nach Oxidation nicht mehr

133

verlassen . Die Konversion zum fluoreszierenden Rhodamin geschieht in den

azurophilen Granula des Granulozyten, da nur dort die zur Katalyse bendtigte

73; 178

Myeloperoxidase lokalisiert ist . In der vorliegenden Studie registrierten wir

geringe  interindividuelle = Schwankungen des  Oxidativen  Burst,  mit

Standardabweichungen vom Mittelwert zwischen 10 und 20%. Dies steht im Gegensatz

zu zwei vorherigen Studien, die hohe interindividuelle Schwankungen beschreiben "%

'8 Diese Untersuchungen wurden allerdings an isolierten Granulozyten durchgefiihrt,

150178 “yan Pelt et al. und

die mit PMA, Zymosan oder FMLP stimuliert wurden
Emmendorffer et al. weisen auf eine Modulation der Phagozytoseaktivitit durch DHR
123 hin ** '"®. Die DHR-Konzentration und die Leukoytenzahl beinflussten in diesen

Studien die Aufnahme des Farbstoffes in den Phagozyten " '®!

, jedoch wurde die
Phagozytose erst nach Zugabe von DHR 123 zu der Leukozytensuspension initiiert.
Andere Untersuchungen konnten dies nicht bestitigen °', trotzdem schlossen wir
jegliche Beeinflussung durch DHR 123 aus, da das Substrat erst nach Induktion der

Phagozytose zugegeben wurde.
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4.1.3 Durchflulizytometrie

Die  DurchfluBzytometrie  stellt prinzipiell eine  Weiterentwicklung  der
Fluoreszenzmikroskopie dar. Beide Methoden weisen in Bezug auf die quantitative
Auswertung der verschiedenen Zellpopulationen eine hohe Korrelation auf ' ''*. Sucic
et al. zeigten, dass bei verschiedenen Testmethoden die Relation der

Leukozytenpopulationen zueinander unterschiedlich sein kann '®*

. Beim Vergleich der
Probenmessung  mittels  Durchfluzytometrie, = Fluoreszenzmikroskopie = oder
automatischer Zellzdhlung lieBen sich signifikante Verdnderungen der Ergebnisse
aufzeigen. Susic erklirt diese Differenzen mit einer haufig unpréazisen Abgrenzung der
verschiedenen Leukozyten-Subpopulationen innerhalb der graphischen
Histogrammdarstellung der Durchflulzytometrie. Das Vorwirtsstreulicht (FSC) dient
bei der durchfluBzytometrischen Analyse von Zellpopulationen als Parameter zur
Verdnderung der Zelloberfliche. Im FSC/SSC-Diagramm konnten wir nach der
Phagozytose deutlich eine zunehmende Inhomogenitit der Neutrophilenpopulation im
Vergleich zur unstimulierten Probe festzustellen, was mit einer Zunahme des
Vorwirtstreulichts einhergeht. Keller und Donebedian beschreiben eine nur
eingeschrinkte Korrelation des FSC und der zelluliren GroBe ®'. Die Differenzierung
zwischen neutrophilen Granulozyten und Monozyten im FSC/SSC-Diagramm kann
durch Ahnlichkeiten beider Zellpopulationen in GroBe und Granularitit erschwert

werden '™

. Es gilt aber als gesichert, dass die fehlerhaft mitanalysierten Monozyten
allein schon aufgrund ihrer geringen Quantitit einen zu vernachliassigenden Mef3fehler
produzieren .

Die gemessenen Fluoreszenzsignale sind innerhalb des Haufigkeitsdiagramms um einen

14 Der Median der Fluoreszenzintensitit beschreibt die

Mittelwert gestreut
durchschnittliche Fluoreszenz der Zellpopulation und ist als Fluoreszenzsignal der Zahl
der durch die neutrophilen Granulozyten phagozytierten Bakterien direkt proportional
120 Gegeniiber dem Mittelwert einer Normalverteilung besitzt der Median bei der
statistischen Auswertung methodische Vorteile. Der Median ist relativ stabil gegeniiber
»AusreiBern mit starker Streuung in einer MeBreihe. Somit ergibt sich bei Auswertung
des Medians eine bessere Reproduzierbarkeit der Ergebnisse sowie eine hohere
Priizision der Probenanalyse '*’. Aufgrund der geringen Standardabweichungen bei den

Mefergebnissen wurde in dieser Studie trotz einer Differenz von nur ca. 10% gegentiber

den Kontrollwerten das Signifikanzniveau erreicht. Die Vergleichbarkeit der
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Standardabweichungen erhohte dabei die Reproduzierbarkeit und damit die Validitét

cen 137
der Ergebnisse .

4.2 Diskussion der Ergebnisse

4.2.1 Morphin-Effekte

In unserer Studie testeten wir sowohl klinisch-relevante als auch supraklinische
Morphin-Konzentrationen von 50 nM, 1 pM, and 50 pM '"¥. Wir fanden nach
Inkubation des Blutes mit 50 nM Morphin eine signifikante Abnahme sowohl der
Expression von Komplementrezeptor CR1 (CD 35)- als auch vom CR3 (CD 11b/CD
18) -Rezeptor. In arteriellen und vendsen Gefillen konnte eine signifikante Abnahme
der Adhésion von Granulozyten und Monozyten an den GefaBwanden nach Zugabe von
Morphin beobachtet werden, die durch eine verminderte Expression von CR3 erklart

' Die Expression des Immunglobulinrezeptors CD 16 (Fcy Rezeptor

werden konnte
IIT) wurde schon durch eine Morphin-Konzentration von 50 nM signifikant reduziert.
Dieser Rezeptor sowie die Komplementrezeptoren besitzen eine spezielle Bedeutung im

141
. Unsere

Hinblick auf Opsonisierung und Phagozytose von Mikroorganismen
Ergebnisse deuten darauf hin, dass eine reduzierte Expression dieser Rezeptoren auf der
Oberflache neutrophiler Granulozyten in kausalem Zusammenhang mit der Morphin-
induzierten Suppression von Phagozytose und Oxidativem Burst stehen konnte. Nach
Zugabe von Morphin zeigte sich eine zeit- und konzentrationsabhingige Abnahme
sowohl der Komplement- als auch der Immunglobulinrezeptor-Expression auf der
Oberflache der neutrophilen Granulozyten. Die funktionelle Aktivitit der Granulozyten,
speziell die Phagozytoseleistung und der Oxidative Burst, wurden ebenfalls signifikant
reduziert. Nach Inkubation mit 50 nM Morphin reduzierte sich die Rezeptor-Expression
um 20%. Die stirksten Effekte wurden nach 150 miniitiger Inkubation mit 50 uM
Morphin beobachtet, dabei kam es zur Abnahme der Oberflachenzezeptor-Expression
um 40-50%. Parallel dazu reduzierten sich zeit- und konzentrationsabhingig die
Phagozytoseaktivitit und der Oxidative Burst um ca. 50%. Die Vorinkubation mit 10
uM Naloxon antagonisierte die Inhibierung aller gemessenen Parameter, was auf einen
Opiatrezeptor-vermittelten Effekt hinweist. In Voruntersuchungen konnten wir nach

alleiniger Inkubation der Proben mit Naloxon keine signifikanten Verdnderungen von

Rezeptorexpression, Phagozytoseaktivitit oder Oxidativem Burst feststellen. Unsere
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Resultate bestitigen frithere Ergebnisse, die auf eine verminderte Superoxid-Produktion
nach Inkubation von neutrophilen Granulozyten mit Morphin hinweisen '** ', In
Monozyten wurde von Peterson eine signifikante Abnahme der PMA-induzierten O,-
Freisetzung nach Langzeitinkubation mit Morphin gemessen ''. Dieser Effekt war nach
einer Inkubationszeit von 48 h sogar bis zu einer Konzentration von 10" M signifikant
nachweisbar ''. Einige Studien konnten keine Verinderungen der Granulozyten-

189 hach

Adhirenz ** '”* und der Chemilumineszenz als MaB des Oxidative Burst
Morphin-Inkubation  feststellen. Griinde fiir diese Ergebnisse konnen im
Versuchsaufbau der Studien liegen. Die Chemilumineszenz gilt als semiquantitatives
Verfahren zur Bestimmung des Oxidativen Burst °, das iiber eine geringe Sensitivitit
verfligt. Bei Experimenten von White et al. filhrte nach Inkubation mit Thiopental erst
eine Reduktion der Chemilumineszenz um 29 % zum Erreichen des Signifikanzniveaus,
Morphin-Effekte konnten nicht nachgewiesen werden '*°. Die in der vorliegenden
Arbeit zum Teil geringen Morphin-Effekte mit Differenzen von ca. 10 % zur Kontrolle
werden also moglicherweise durch die Chemilumineszenz-Methodik nicht erfasst.
Krumholz fand nach 30 min Inkubation keinerlei Modulation der Granulozyten-
Adhidrenz durch Morphin, wobei die Adhdrenz der isolierten Granulozyten mittels
Nylon beschichteter Sdulen quantifiziert wurde *°. Die kurze Opiatinkubationszeit sowie
eine potentielle Aktivierung der Granulozyten durch den Fremdflichenkontakt konnten
in diesem Versuchsautbau mogliche inhibitorische Morphineffekte iiberlagern.
Experimente an Mausen zeigten, dass Morphin bei den Versuchstieren den Ausbruch
von Infektionen begiinstigte, was vor allem auf eine Verminderung der Phagozytose
und des Oxidativen Burst der neutrophilen Granulozyten und Makrophagen
zuriickgefiihrt wurde '7*. Chronische Morphin-Exposition scheint diese immunologisch-
inhibitorischen Effekte abzuschwichen *%, hebt sie aber nicht auf. Dies wird gestiitzt
durch Beobachtungen an morphinabhingigen Patienten, bei denen nach initial starker
Inhibierung des Immunsystems mit zunehmender Dauer des Opiatabusus die
Immunsuppression geringer wird '*. Die Inkubationszeiten in unserer Studie wurden
mit 10 min relativ kurz gewihlt, um eine mdglichst klinisch relevante Situation zu
simulieren. Die daraus resultierenden numerisch geringen, aber deutlich signifikanten
und vollstidndig reproduzierbaren inhibitorischen Effekte des Morphins belegen zum
ersten Mal einen wirklich frithen Effekt auf die Funktion der Granulozyten. Andere
Gruppen konnten opiatinduzierte Effekte an PMN bisher nur nach sehr langen

Inkubationszeiten nachweisen. Die klinische Bedeutung dieser frilhen Morphineffekte



93

ist allerdings fraglich, da die in der vorliegenden Arbeit gemessenen Verdanderungen in
einer GrofBenordnung von 10 % im Vergleich zur Kontrolle lagen. Die friihe
inhibitorische Morphin-Wirkung kann als Beginn eines erst nach Stunden voll
ausgeprigten Effektes interpretiert werden. Die beobachtete deutliche Progredienz der
Morphin-Wirkung nach 2,5 h Inkubation unterstiitzt diese Vermutung. Obwohl die
Oberfliachenrezeptoren auf neutrophilen Granulozyten essentielle Bedeutung fiir die
Phagozytose von opsonierten Mikroorganismen besitzen, wurde der Einflu von
Opiaten auf die Expression von Komplement- und Immunglobulinrezeptoren bisher
nicht umfassend erforscht. Im Gegensatz zu unseren Ergebnissen berichtete Marcoli,
dass Morphin in 0,2 uM Konzentration keinerlei EinfluB auf die Expression von
Komplementrezeptoren und Adhdsionsmolekiill LFA-1 bei neutrophilen Granulozyten
besitzt *. Doch auch diese Studie konnte eine Morphin-induzierte und Naloxon-
reversible Abnahme der Mobilitdt und Aggregation von Granulozyten zeigen, die auf
eine Opiatrezeptor vermittelte Wirkung hindeuten . Marcoli et al. inkubierte die
isolierten Granulozyten fiir 20 min mit 107 M Morphin und bestimmte anschlieBend
durchfluBzytometrisch die CD 18-Expression °. Die Opiatzugabe erfolgte allerdings
erst nach Isolation der Zellen, so dass mogliche Interaktionen mit Bestandteilen des
Vollblutes entfielen *°. Die Granulozyten inkubierten mit dem CD 18-Antikorper auf
Eis . Das Wiedererwirmen der Proben zur Messung kann zur Steigerung der
Komplementrezeptor-Expression gefiihrt haben *. Geringe Morphin-Effekte konnten
durch diesen Effekt somit wieder revidiert worden sein. In der vorliegenden Studie
untersuchten wir die granulozytire CR 3 (CD 11b/CD 18)-Expression. Marcoli et al.
untersuchten die LFA-1 (CD 11a/CD 18)-Expression, ein Subtyp der CDI11/CD18-
Rezeptoren, der sich aber in der Proteinstruktur der p-Kette vom CR 3 (CD 11b/CD
18)-Rezeptor unterscheidet. Denkbar wire somit auch eine Abnahme der CD 11b/CD
18- und CD 11¢/CD 18-Expression, bei gleichbleibender LFA-1 (CD 11a/CD 18)-
Expression. Marcoli et al. fanden eine Abnahme der Granulozytenmigration durch
Morphin. Nach 20 min Morphin-Inkubation wurden die Zellen fiir weitere 45 min in
einer Boyden-Kammer gelagert. Die nun resultierende Gesamtinkubationszeit von 65
min fithrte zu einer signifikanten Reduktion der Granulozyten-Migration. Diese
Verldngerung der Inkubationszeit konnte fiir den Widerspruch zwischen Abnahme der

Migration und unverdnderter CD 18-Expression verantwortlich sein.
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4.2.1.1 Bedeutung des p-Rezeptors

Wir konnten zeigen, dass die Morphin-induzierten immunsuppressiven Effekte durch
Naloxon vollstindig reversibel waren. Diese Beobachtung fiihrt uns zu der Annahme,
dass die Morphinwirkungen in unserem Assay iiber einen klassischen Opiatrezeptor-
Mechanismus vermittelt wurden. Diese These wird durch Ergebnisse von Stefano und
Mitarbeitern, die die Existenz eines Morphin-sensitiven, aber Opioid-peptid-

insensitiven p-Rezeptor-Subtyps sowohl auf Immunozyten °% ') als auch auf

Endothelzellen beschreiben, gestiitzt 7.

Dieser Rezeptor wird als ps-Rezeptor
klassifiziert. Die vorliegenden Ergebnisse deuten darauf hin, dass bei neutrophilen
Granulozyten nicht nur eine eingeschriankte Migration und Adhédsion an Endothel,
sondern  auch  eine  reduzierte  Expression von  Komplement-  und
Immunglobulinrezeptoren {iber diesen p; —Rezeptor vermittelt wird. Neutrophile
Granulozyten exprimieren einen Morphin-sensitiven, aber Opioidpeptid-insensitiven pi3-
Rezeptor 7. Die molekulare Struktur des ps-Rezeptor bleibt unklar, jedoch zeigten
Cadet et al. an humanen Endothelpriparaten, dass es sich wahrscheinlich um eine
Splice-Variante des pi-Rezeptors handelt *°. Endothelien setzen via ps-Rezeptor nach
Morphin-Stimulation NO frei, wihrend Fentanyl und Opioide keinerlei Wirkung

%% 17 In Granulozyten konnte ebenfalls ein p-Rezeptor Transkript

zeigten
nachgewiesen werden > ''. An Karzinomzellen zeigten Fimiani et al., dass der p-
Rezeptor einem alternativen Splicing unterzogen wird, um danach als ps;-Rezeptor in
Granulozyten und Lunge exprimiert zu werden >. Die p-Opioidpeptide Endomorphin-1
und -2 binden nicht an pj3-Rezeptoren, und setzen kein NO frei, was die offensichtlich
hohe Selektivitit des ps-Rezeptors fiir Morphin belegt '*’. Die Affinititskonstante der
Opiatalkaloide fiir den ps-Rezeptor liegt im Bereich von 10® M '*°. Die Ergebnisse
unserer Studie nach Inkubation mit 50 nM Morphin liegen also im Bereich dieser
Konstante. Die minimale analgetische Morphin-Plasmakonzentration liegt bei 15-30
nM, somit reprisentieren unsere Ergebnisse bei Inkubation mit 50 nM Morphin eine
klinisch relevante Situation. Die lokale analgetische Gewebekonzentration von Morphin

ist aber noch unklar

. Um unsere Ergebnisse mit vorhergehenden Studien zu
vergleichen, inkubierten wir das Vollblut auch mit supraklinischen Morphin-

Konzentrationen %,
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4.2.1.2 Bedeutung von NO

NO représentiert im Organismus einen wichtigen intra- und extrazelluldren Botenstoff,
der von verschiedenen Geweben, u.a. Endothel, Neuronen und Makrophagen produziert
wird # " 19 Das NO-Molekiil reguliert zahlreiche Systeme und Regelkreise wie
Blutdruck, neuronale Synapsen, zellulire Adhédrenz und Dbesitzt zudem
immunoregulatorische Aufgaben. Das freie Radikal NO entsteht aus dem terminalen
Guanidin-Stickstoffatom der Aminosdure L-Arginin nach stdchiometrischer Produktion
von Citrullin ' ' Der NO-Donor SNAP und der NO-Synthase-Inhibitor NLA
wurden eingesetzt, um die Rolle von NO in diesem Morphin sensitiven Prozess zu
untersuchen. Die Inkubation der Vollblut-Assays mit NLA fiihrte zu keiner
Verdnderung eines Messparameters. Die Zugabe von 1 uM SNAP inhibierte sowohl
Rezeptor-Expression als auch Phagozytoseaktivitdit und Oxidativen Burst. Die
Reduktion der Parameter entsprach den Effekten nach Inkubation mit 50 pM Morphin.
SNAP in 1 uM Konzentration entspricht etwa 80 nM NO in Losung (miindliche
Information Prof. Stefano). Nach Vorinkubation mit dem NO-Antagonisten NLA (100
uM) ergab sich keinerlei Suppression der Parameter durch Zugabe von Morphin. Dies
deutet auf eine wichtige Rolle von NO in dem Prozel der Morphin-induzierten
Immunsuppresion hin. Die Immobilisation von vorher aktivierten Granulozyten und
Monozyten durch Morphin wird zumindest zum Teil durch die Freisetzung von
Stickstoffmonoxid (NO) vermittelt °® % 37 185 Die Morphin-induzierte NO-
Freisetzung bewirkt offensichtlich nicht eine unmittelbare Internalisierung oder ein
Abwerfen (,,Shedding®) der Oberflachenrezeptoren, da der Morphin-Effekt nach 2,5 h
Inkubation stirker ausgeprégt ist. Die ,,spdten inhibitorischen Morphin-Effekte werden
zumindest partiell iiber die Regulation inflammatorischer Transkriptionsfaktoren

"5 Der Transkriptionsfaktor NF-kB besitzt eine zentrale Rolle bei der

vermittelt
Lipopolysaccharid (LPS) induzierten Aktivierung zahlreicher inflammatorischer
Mediatoren wie Tumornekrosefaktor (TNF)-a, Interferon (IFN)-B, Interleukin (IL)-8,
IL-1B, IL-2, und IL-6 139 Welters et al. zeigten, dass Morphin Naloxon-reversibel, zeit-
und konzentrationsabhédngig die LPS-induzierte NF-kB Aktivierung in neutrophilen
Granulozyten und Monozyten inhibiert'®

Donor SNAP '®. Die NO-Synthase Inhibitoren L-NAME und NLA antagonisierten die

. Vergleichbare Effekte erzeugte der NO-

Morphin-induzierte NF-kB Reduktion '*°. Morphin vermittelt seine immunsuppressiven

Effekte somit zumindest partiell {iiber die NO-vermittelte Hemmung des
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Transkriptionsfaktors NF-xB '®

Morphin-Effekte konnten durch den NO-Antagonisten N-Nitro-L-Arginin (NLA)

. Alle in der vorliegenden Studie beobachteten

komplett aufgehoben werden, so dass davon auszugehen ist, dass das per Morphin-
Inkubation freigesetzte NO nicht nur die Mobilitit, sondern auch die funktionelle
Aktivitdt neutrophiler Granulozyten hemmt. Patienten im manifesten septischen Schock
weisen signifikant hohere NO-Spiegel auf, als septische Patienten ohne eine
Schocksymptomatik *°. Bei beiden Patientenkollektiven konnte eine signifikante
Korrelation zwischen NO-Plasmaspiegeln und denen von Endotoxin, TNF-o und
Interleukin-8 beobachtet werden, was darauf hindeutet, dass NO ebenfalls an der
Entstehung eines septischen Schocks beteiligt sein konnte *°. Diese Beobachtung zeigt
einen Bezug zu der von uns beobachteten NO vermittelten Immunsuppression durch

Morphin dar '*% 1%

. Die bereits von anderen Gruppen beschriebene Abnahme der
Granulozyten-Adhdrenz an Endothelien durch Morphin-Einwirkung kdnnte mit der von
uns beobachteten Suppression der CD 11b/CD 18-Rezeptor Expression

%2 da dieser Komplementrezeptor essentiell fir die Adhirenz

zusammenhédngen
neutrophiler Granulozyten an Endothel ist. Morphin-Analgesie bedingt einen Anstieg
intrazelluldrer cGMP-Spiegel, und ist assoziiert mit Anti-Nozizeption, sowie Morphin-
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Abhidngigkeit °. Zusdtzlich konnte eine Morphin-induzierte und NO-gekoppelte

Suppression der lymphozytiren Proliferation in der Milz beobachtet werden **.
Basierend auf dem bekannt hypotensiven Effekt von Morphin wurde in mehreren
Studien nachgewiesen, dass Endothelien Opiat-Bindungsstellen besitzen, die Naloxon-

reversibel Morphineffekte vermitteln 29; 100

. In-vitro Experimente an Endothelien und
Aortenpridparaten von Ratten zeigen, dass Morphin per NO-Aktivierung eine
Vasodilatation ausldst, die komplett Naloxon-reversibel ist '>’. Im Gegensatz dazu
konnte die Zugabe von Opioidpeptiden keine NO-Produktion an endothelialem Gewebe
induzieren ’. Dies deutet darauf hin, dass an Endothelzellen der p;-Rezeptor an eine
NO-Freisetzung mit konsekutiver Vasodilatation gekoppelt ist. In der vorliegenden
Arbeit wurde u.a. die Expression der auf neutrophilen Granulozyten vorhandenen
Oberflichenrezeptoren CD 11b/CD 18 bestimmt. AuBlerhalb der klassischen
therapeutischen Anwendung von Morphin konnte dieses Opiat auch aus neuronalen
Gewebe wie Gehirn und Nebenniere isoliert werden '***!°°  Dies weist auf eine
endogene Synthese von Morphin und verwandten Stoffen hin. Zusammen mit
antiinflammatorischen Mediatoren, wie z.B. Interleukin-10 '**, kénnte endogenem

Morphin eine Rolle in der Regulation des aktivierten Immunsystems zukommen '°" ',
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In unseren Experimenten wurden die Immunozyten vor der Inkubation mit Morphin
nicht stimuliert. Bei Traumen und chirurgischen Stimuli wurde eine Morphin-induzierte
Immunsuppression trotz Voraktivierung durch proinflammatorische Substanzen wie

Interleukin-6 und TNF-o. beobachtet '*,
4.2.2 Effekte von Fentanyl und DAMGO

Wir konnten in unserer Studie keinen FEinfluB von Fentanyl auf die Funktion
neutrophiler Granulozyten beobachten. Diese Ergebnisse stehen in Einklang mit

fritheren Studien. Weder der Oxidative Burst **

, noch die Phagozytose wurden
beeinfluft *. Fentanyl teilt zwar mit Morphin seine analgetische Wirkung, jedoch
offensichtlich nicht dessen Bindung an endotheliale ps-Rezeptoren und die Féhigkeit
zur NO-Freisetzung '*. Eine Studie an einem kardiochirurgischen Patientenkollektiv
beschreibt nach i.v. Gabe von 50 pg/kg Fentanyl eine signifikant reduzierte Expression
von CR 3 und Vimantin-Filamenten auf Monozyten, mit einer ebenfalls reduzierten

19 Andererseits besaBen verschiedene

phagozytischen Aktivitit dieser Zellen
Anisthesie-Verfahren mit unterschiedlicher  Fentanyl-Dosierung an  einem
kardiochirurgischen Patientenkollektiv keinerlei Einflul auf Zytokin-Spiegel oder die
Akut-Phase-Reaktion *’. Nassiri et al. untersuchten an Zellkulturen die Zytotoxizitit
verschiedener Narkotika '°°. Fentanyl und Sufentanil inhibierten in dieser Studie das
Wachstum der Zellen sowie die Protein-Synthese, wihrend Morphin kaum zytotoxische

Effekte zeigte '

. Aufgrund der Ergebnisse der vorliegenden Studie gehen wir
allerdings davon aus, dass Fentanyl aufgrund einer fehlenden Affinitét fiir den p;-
Rezeptor keinen EinfluB3 auf neutrophile Granulozyten besitzt, wiahrend Morphin gerade
tiber diesen Rezeptor seine immunmodulatorische Funktion vermittelt. Vor diesem
Hintergrund verzichteten wir auf weitere Experimente mit Fentanyl-Derivaten wie z.B.
Sufentanil.

Der p-Rezeptor Agonist DAMGO zeigte in der vorliegenden Studie keinerlei Effekt
sowohl auf die Expression der Oberflichenrezeptoren, als auch auf die
Phagozytoseaktivitit oder den Oxidativen Burst. Dies steht in Einklang mit einer Studie
von Haberstock, in der die granulozytire Superoxid-Anionen-Produktion nach

DAMGO-Inkubation gemessen wurde ®’. Bindungsstudien zeigten eine fehlende

Affinitdt von DAMGO fiir die Morphin-Bindungsstellen auf neutrophilen Granulozyten
97
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4.2.3 Effekte von o-Rezeptor Agonisten

Endogene Opioidpeptide und ihre Rezeptoren bilden ein neuromodulatorisches System,
das eine Reihe physiologischer Prozesse kontrolliert. Dazu gehdren die Kontrolle von
Schmerz und Emotionen, Reaktionen auf Stress, Bewegung und BewulBtsein, aber auch

neuroendokrine und immunologische Funktionen % % 7

Immunsystem und
Neuroendokrine Systeme kommunizieren liber gemeinsame Signalmolekiile, besonders
iiber ACTH und Endorphine ®*. Opioidpeptide werden nicht nur im ZNS, sondern auch
von Immunozyten nach Stimulation mit LPS, viraler Infektion oder CRH synthetisiert
6% An Miusen konnte gezeigt werden, dass nach LPS-Induktion produziertes Endorphin
Verinderungen in der Korpertemperatur und der Atemfrequenz ausldst °*. Endorphine
und Enkephaline besitzen regulatorische Aufgaben in der Sepsis mit einer Aktivation

von Mediatoren wie TNF-a oder Interleukinen ~ 22

Bei Entziindungen und
Schmerzzustinden agieren endogene Opioide als Mediatoren ** 7. Im lokal entziindeten
Gewebe kann eine Akkumulation von lympozytir synthetisiertem B-Endorphin und

28 70 Damit verbunden ist im Tiermodell eine

Met-Enkephalin beobachtet werden
deutliche Abnahme der Antwort auf einen definierten Schmerzreiz *” ¥ '°. CRH und
IL-1 erh6éhen in Lymphozyten signifikant die Expression von Proopiomelanocortin-

mRNA, dem Vorliufermolekiil endogener Opioide **.

Endorphin-produzierende
Lymphozyten migrieren in entziindetes Gewebe, sekretieren B-Endorphin und wandern
dann zuriick in lokale Lymphknoten **. Die Applikation von Naloxon antagonisiert die
Endorphin-initierten Effekte >/, was auf die Beteiligung von Opioidrezeptoren deutet.
Chirurgische Stimuli erhohen die Plasmakonzentrationen von P-Endorphin *. Die
Akupunktur besitzt heute im Rahmen der Schmerztherapie eine wichtige Rolle. Nach
Akupunkturbehandlung finden sich in Monozyten und T-Zellen erhdhte 3-Endorphin-
Konzentrationen '°. Diese Ergebnisse untermauern den engen Zusammenhang zwischen
Schmerz, Inflammation und endogenen Opioiden. Die endogenen Liganden der
Opioidrezeptoren entstehen hauptsiachlich aus den Vorldufermolekiilen Pro-
Opiomelanocortin, Pro-Enkephalin, Pro-Dynorphin und Pro-Nociceptin/Orphanin *.
Bis auf das Nociceptin besitzen alle anderen Opiodpeptide die N-terminale
Pentapeptidsequenz Tyr-Gly-Gly-Phe-Met/Leu. Sie variieren in ihrer Affinitét fir die p-
, 0- und k-Rezeptoren, aber kein endogenes Opioidpeptid bindet ausschlieBlich an einen

Rezeptortyp. B-Endorphin wirkt im ZNS etwa mit gleicher Affinitdt am p- und -

Rezeptor und wesentlich geringer am «-Rezeptor '*. Die vorliegende Studie zeigt, dass
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dies fiir das Immunsystem nicht gilt, hier besitzt B-Endorphin offensichtlich eine
Priferenz fiir 8-Opioidrezeptoren. Met-Enkephalin besitzt eine hohe Affinitit zum o-
Rezeptor, eine 10-fach geringere Affinitdt fiir den p-Rezeptor und zeigt kaum Wirkung
am k-Rezeptor s

Die natiirlich vorkommenden Enkephaline zeigen eine Priferenz fiir d-Rezeptoren
gegeniiber den p-Rezeptoren "*. Die Gruppe der synthetischen linearen Opioidpeptide
mit einer hohen Selektivitit fiir o-Rezeptoren umfasst vor allem verschiedene
Enkephalin-Analoga. Ein frither Vertreter der Enkephalin-Analoga ist das H-Tyr-D-
Ala-Gly-Phe-D-Leu-OH (DADLE), das seit 1977 bekannt ist '**. Es fungiert seitdem als
ein viel verwendeter d-selektiver Ligand. Zyklische Enkephalin-Analoga wurden 1979
von Sarantakis et al. zum ersten Mal synthetisiert '**. Die synthetischen Enkephalin-
Analoga waren zunéchst relativ unspezifische Liganden, jedoch konnte ihre 8-Rezeptor-
Selektivitdt durch die Einfiihrung von Penicillamin in die Molekiilstruktur deutlich
erhoht werden. Es zeigte sich, dass H-Tyr-D-Pen-Gly-Phe-D-Pen-OH (DPDPE) einer
der selektivsten d-Rezeptor-Agonisten dieser Gruppe ist. Der bekannteste Vertreter der
selektiven p-Rezeptor-Agonisten ist das Pentapeptid H-Tyr-D-Ala-Gly-MePhe-Gly-ol
(DAMGO) ®.

Die numerischen Verdnderungen der Fluoreszenzintensitit der Endorphin- und Met-
Enkephalin-Assays sind nach 10 miniitiger Inkubationszeit trotz Signifikanz der
Ergebnisse relativ gering. Eine Verldngerung der Inkubationszeiten erscheint aber
wegen der Existenz der Neural Endopeptidase 24.11 (NEP) als wenig sinnvoll ' 1.
Diese Zink-Metalloprotease wird von neutrophilen Granulozyten exprimiert und
hydrolysiert einige biologisch aktive Peptide wie Met-Enkephalin, B-Endorphin, FMLP
oder Substanz P innerhalb von 15 min '* "% '®_Eine Blockade von NEP reduziert die

zur granulozytiren Stimulation benétigten Opioidpeptid-Konzentrationen '+

. Morphin
erhoht Naloxon-sensitiv die granulozytire NEP-Expression auf neutrophilen
Granulozyten, was zur Downregulation stimulatorischer Peptide fiihrt '*®. Es konnte
gezeigt werden, dass B-Endorphin bei 37°C bereits innerhalb von 2 min nach Bindung
an die granulozytire Membran internalisiert wird, mit zunehmender Inkubationszeit

verstirkt sich dieser Effekt °.

Um mangelnde Effekte aufgrund zu kurzer
Inkubationszeiten ausschlieBen zu konnen, inkubierten wir mit den gegeniiber der

Hydrolyse inerten Substanzen DADLE, DAMGO und DPDPE fiir 2,5 h.
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4.2.3.1 Effekte von B-Endorphin;_3;, f-Endorphin;_,; und B-Endorphin,;.3;

Frithere Studien zeigten bereits, dass die granulozytire Chemotaxis und Phagozytose

durch endogene Opioide beeinfluBt wird ''* '*31%4

. Wir beobachteten, dass B-Endorphin
und Met-Enkephalin konzentrationsabhdngig die Expression aller untersuchten
Antikorper stimulierte, wohingegen die Phagozytose und der Oxidative Burst bei den
Versuchen mit vitalen Bakterien signifikant reduziert wurde. Wir konnten eine
Naloxonreversibilitit dieser Effekte beobachten, was im Einklang mit Vorergebnissen
anderer Gruppen steht '** '*®. In weiteren Experimenten verwendeten wir nicht-vitale
Bakterien des selben Stammes. Interessanterweise zeigte sich unter gleichem
Versuchsaufbau nun eine signifikante opioidinduzierte Stimulation aller bestimmten
Parameter. Diese Effekte wurden nach Vorinkubation mit 10® M Naloxon aufgehoben,
was auf einen Opiatrezeptor-vermittelten Mechanismus deutet. An der monozytiren
Zellinie U 937 konnten Bindungsstudien eine Affinititskonstante von 10® M fiir B-
Endorphin, 3, zeigen '*. Die in der vorliegenden Studie beobachteten B-Endorphin s -
Effekte liegen konzentrationsabhéngig bei 107 bis 10™"!' M und damit im Bereich dieser
Affinitétskonstante. B-Endorphin,;.3;, das C-terminale Fragment des Gesamtpeptids,
war in kompetitiven Bindungsstudien um den Faktor 5-100 weniger potent als [3-
Endorphin;_3; 2 Dies steht nur zum Teil mit den Ergebnissen unserer Studie im
Einklang. B-Endorphin,;3; zeigte keinen immunomodulatorischen Effekt, jedoch
fanden wir Naloxon-reversible Effekte des Gesamtpeptids B-Endorphin;s;. White
beschreibt eine Stimulation der lymphozytiren Proliferation durch das terminale
Tetrapeptid Lys-Lys-Gly-Glu des Endorphin-Molekiils, vermittelt durch einen
selektiven non-Opiat-Rezeptor ''2. Unsere Ergebnisse deuten im Gegensatz darauf hin,
dass B-Endorphin;.;; seine Wirkung auf neutrophile Granulozyten per N-terminalem
Fragment und einem Opiat-Rezeptor gekoppeltem Mechanismus vermittelt. f-
Endorphin;_3; stimulierte in der vorliegenden Studie konzentrationsabhidngig die
Expression der granulozytdren Membranrezeptoren mit einem maximalen Effekt bei 10°
" M. CD 11 und CD 35 besitzen chemotaktische Eigenschaften, sie vermitteln die
Migration der neutrophilen Granulozyten bei inflammatorischen Prozessen. Dies steht
in Einklang mit vorherigen Ergebnissen, bei denen die FMLP-stimulierte granulozytére

Chemotaxis durch Inkubation mit 10° M B-Endorphin;.;; maximal gesteigert wurde '**.

148; 176

Der Opiat-Antagonist Naloxon inhibierte diese Wirkung . Van Epps et al. fanden

dhnliche Ergebnisse beziiglich der Chemotaxis, jedoch zeigten sich bimodale
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Stimulationsmaxima bei Inkubation mit 10® M respektive 10" M B-Endorphin '**.

Gemessen wurde in diesen Studien die Chemotaxis an Serum-beschichteten
Glasoberflichen und Gelplatten '*® '"°. Bimodale Ergebnisse konnten im Vollblut-
Assay nicht bestétigt werden. Wir konnten demonstrieren, dass die Phagozytoseaktivitit
und der Oxidative Burst im Bereich von 107 bis 10"? M konzentrationsabhingig

143; 144
3514 Hazum et al.

stimuliert werden, was im Einklang mit bisherigen Studien steht
wiesen eine spezielle Naloxon-insensitive [B-Endorphin-Bindungsstelle auf
Immunozyten nach '®. Die Naloxon-sensible Bindungsstelle des B-Endorphins auf
Leukozyten ist dagegen bisher weitgehend unerforscht. Die Opioidpeptide B-Endorphin
und Met-Enkephalin vermitteln ihre Wirkung zumindest zum Teil iiber o-
Opioidrezeptoren *” '**. Stefano et al. beschrieben die Existenz eines 8-Opioidrezeptor-
Subtyps auf Granulozyten, der als &,-Rezeptor klassifiziert wurde . Uber diesen
Opioidpeptid-sensitiven Rezeptor werden stimulatorische Effekte auf Granulozyten
vermittelt % ' Stefano et al. inkubierten humane Granulozyten mit 10" M Met-
Enkephalin und DAMA . Dies fiihrte zur Adhirenz und zur Konformationsinderung
der Immunozyten, als Zeichen einer gesteigerten Aktivitit °°. Die Effekte waren

9 Stefano et al. zeigten in weiteren

Naloxon und Naltrexon reversibel
Bindungsstudien eine hoch spezifische Affindt des 8,-Rezeptors fiir Enkephaline und
Endorphine, wihrend p- und k-Agonisten wirkungslos blieben '*°. Die verschiedenen
Opioidpeptide besitzen eine unterschiedliche Bindungsaffinitét fiir den granulozytiren
8,-Rezeptor: DAMA > Met-Enkephalin > DADLE > DPDPE . In der vorliegenden
Studie wurden fiir DADLE und DPDPE quantitativ dhnliche Ergebnisse gefunden, wie
nach Inkubation mit Met-Enkephalin oder Endorphin. Stefano et al. inkubierten Met-
Enkephalin allerdings fiir 90 min zusammen mit dem NEP-Inhibitor Phosphoramidon
% In der vorliegenden Studie wurde Met-Enkephalin fir 10 min ohne einen NEP-
Inhibitor inkubiert. Dies kann Grund fiir die fehlenden quantitativen Differenzen
zwischen DADLE, DPDPE und Met-Enkephalin sein, da wegen der enzymatischen
Enkephalin-Metabolisierung auf eine Verlangerung der Inkubationszeit verzichtet
wurde. Met-Enkephalin zeigte in der vorliegenden Arbeit eine konzentrationsabhéngige
Stimulation aller gemessenen Parameter. Die Vorinkubation mit Naloxon antagonisierte
diese Effekte, was auf eine Opioidrezeptor vermittelte Wirkung deutet. Die in der
vorliegenden Studie beobachteten stimulatorischen Endorphin- und Enkephalin-Effekte

auf die Funktion neutrophiler Granulozyten deuten darauf hin, dass diese {iber einen

granulozytiren Opioidpeptid-sensitiven, Opiat-insensitiven 0,-Rezeptor vermittelt
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werden. Met-Enkephalin repréasentiert das N-terminale B-Endorphin-Fragment. Wir
fanden beim Met-Enkephalin keinerlei differente Effekte zwischen der Inkubation mit
vitalen oder inaktiven Bakterien. Dies deutet darauf hin, dass die bakterielle Bindung
von B-Endorphin tatséchlich {iber den C-Terminus ablduft. Dieses Peptid-Fragment
selbst besitzt aber keinerlei immunmodulatorische Wirkung. Wir konnten in der
vorliegenden Studie keine Verdnderungen eines MeBparameters durch $-Endorphiny;.s;
beobachten. Sacerdote et al. untersuchten an Monozyten die Wirkungen verschiedener

136

B-Endorphin-Fragmente ~°. Nur die Fragmente mit intaktem N-Terminus wiesen

Naloxon-reversible Effekte auf, wihrend das C-terminale Fragment allein wirkungslos
blieb *°.

Bei Inkubation mit vitalen St. aureus zeigten sich divergierende Effekte. Zwar wird
konzentrationsabhéngig die Expression der Membranrezeptoren stimuliert, parallel dazu
findet sich aber eine Abnahme von Phagozytoseaktivitit und Oxidativem Burst. Bei
Inkubation mit thermisch abgetdteten Bakterien wurde eine dagegen eine
gleichgerichtete Stimulation aller Parameter beobachtet. Eine mogliche Erklarung liegt
in der Tatsache, dass vitale St.aureus und E.coli eine spezifische Non-Opioid-
Bindungsstelle fiir B-Endorphin;s;; besitzen. Nach Kontakt des Bakteriums mit
Serumproteinen bindet B-Endorphin;;; mit seinem C-Terminus (B-Endorphin,;.3;) an
die bakterielle Bindungsstelle. Der N-Terminus des Peptids bildet dann eine Briicke
zum granulozytidren Opioidrezeptor. Ob diese Peptidbindung an das Bakterium
verantwortlich fiir die Inhibition der Phagozytoseaktivitit ist, bleibt fraglich. Moglich
wire eine Konformationsdnderung der bakteriellen Oberflache. Der Bindungseffekt tritt
aber nur bei Inkubation mit Humanserum auf. Moglicherweise zerstort die thermische
Behandlung der Bakterien diese Bindungsstellen, so dass die Phagozytose des

Mikroorganismus nicht beeintridchtigt wird.
4.2.3.2 Eftekte von DADLE und DPDPE

Im Gegensatz zum Morphin stimulierten die &-Rezeptor Agonisten DADLE und
DPDPE in der vorliegenden Studie konzentrationsabhingig die Expression der
Oberfliachenrezeptoren, die Phagozytoseaktivitdt und den Oxidativen Burst. Grimm et
al. demonstrierten die Rolle von J-Rezeptoren in der Opioid-vermittelten
Immunmodulation ®, jedoch besitzen diese Agonisten offenbar keine Affinitit zum
granulozytiren p3-Rezeptor °, was mit unseren Ergebnissen iibereinstimmt. Stefano et

al. fanden in Bindungsstudien an Invertebraten Hinweise fiir die Existenz von o-
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Rezeptoren auf Immunozyten *°. Die selektiven 8-Opioidrezeptoragonisten DAMA,
DADLE und DPDPE stimulierten die Aktivitit der Immunozyten '>°. Diese Effekte
konnten durch Vorinkubation mit dem selektiven 3-Rezeptorantagonisten Naltrindol
aufgehoben werden, wihrend Naloxon in 10" M Konzentration wirkungslos blieb .
Stefano et al. verglichen die stimulatorischen Effekte von Met-Enkephalin mit
synthetischen Opioidpeptiden und fanden quantitativ dhnliche Ergebnisse '>°. Dies steht
im Einklang mit unseren Resultaten, bei denen die stimulatorischen DADLE- und
DPDPE-Effekte etwa die selbe GroBenordnung besaBen wie die Ergebnisse nach
Inkubation mit endogenen Opioidpeptiden. Die vorliegende Studie deutet darauf hin,
dass Granulozyten nicht nur {iiber p-Rezeptoren verfiigen, die inhibitorische
Opiateffekte vermitteln, sondern auch 8-Rezeptoren besitzen, iiber die Opioidpeptide
stimulatorische Effekte ausiiben '>°. Die selektiven 3-Rezeptoragonisten DADLE und
DPDPE stimulierten in der vorliegenden Studie konzentrationsabhéngig die Expression
von Komplementrezeptoren, Phagozytose und Oxidativem Burst. Diese Effekte waren
maximal im Bereich von 107 M und waren sowohl durch Inkubation mit Naloxon als
auch durch das 8-Rezeptor selektivere Naltrindol antagonisierbar. Die Verldngerung der
Inkubationszeiten auf 150 min erbrachte &hnliche Ergebnisse, eine NEP enzymatische
Metabolisierung von DADLE und DAMGO konnte nicht beobachtet werden. Die
Ergebnisse unserer Studie deuten darauf hin, dass die synthetischen Opioidpeptide,
dhnlich wie Met-Enkephalin und [-Endorphin;s;, ihre Wirkung auf neutrophile
Granulozyten via eines 8,-Rezeptor gekoppelten Mechanismus vermitteln.

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie zeigen, dass Opiate und Opioide differente
immunoregulatorische Eigenschaften besitzen. Wir konnten nachweisen, dass die
immunsuppressiven Effekte von Morphin zumindest zum Teil iiber einen NO-
gekoppelten Mechanismus vermittelt werden. Vor dem Hintergrund der Ergebnisse
dieser Studie sollte die Funktion von Opiaten und Opioidpeptiden in klinischen Studien

hinsichtlich ihrer in-vivo Bedeutung untersucht werden.

4.2.4 Klinische Bedeutung

Die vorliegende Studie zeigt, dass Opiate und Opioidpeptide neben ihren analgetischen
Eigenschaften auch immunoregulatorische Funktionen besitzen. So stellen Infektionen,
generalisierte Entziindungssyndrome wie Sepsis oder Systemic Inflammatory Syndrome

(SIRS) und auch Stérungen der Organfunktionen eine hdufige Komplikation von
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schweren Traumata oder ausgedehnten chirurgischen Eingriffen dar. Unter
pathophysiologischen Bedingungen ist die immunologische Homdostase des
Organismus  hiufig gestort **. Zu den multiplen Mechanismen dieser
Entziindungsreaktionen gehoren u.a. auch die Kaskaden des Komplementsystems, die
Aktivierung von Granulozyten, die Produktion endogener Opioidpeptide und die
Interaktion von Botenstoffen wie NO mit Endothelien **. Diese Mediatoren sind eng
verzahnt, und die immunoregulatorischen Mechanismen nicht ausreichend geklért, so
dass therapeutische Ansédtze mit Modulation der Immunkaskaden bislang erfolglos

verliefen '*

. Okur et al. zeigten, dass im Tiermodell Naloxon die erhohten f-
Endorphin-Plasmaspiegel in der Sepsis senken kann ',

Morphin und seine Derivate dienen als potentes Schmerzmittel in der Behandlung
akuter postoperativer Schmerzen, sowie in der Therapie des chronischen Schmerzes '*.
Schmerzpatienten und Heroinabhidngige besitzen eine erhohte Infektionsneigung, was
zumindest zum Teil {iber die immunsuppressiven Opiateffekte vermittelt wird.
Offensichtlich {ibt Morphin bei chronischer Anwendung einen Trigger-Effekt auf die
Entstehung  systemischer  Entziindungsreaktionen = aus. = Neben  direkten
immunsuppressiven Effekten senkte Morphin im Tiermodell die zur Sepsis-Induktion

benétigte LPS-Dosis '

. In der vorliegenden Studie inhibierte Morphin u.a. die
Phagozytoseaktivitit neutrophiler Granulozyten. Damit wird ein wesentlicher
systemischer Abwehrmechanismus geschwicht, was auch zur Letalitdt in der Sepsis
oder zur Entstehung generalisierter Entziindungsreaktionen beitragen kann. Allerdings
ist es durchaus denkbar, dass Morphin im Rahmen von Therapieschemata mit
Einbeziehung sowohl pro- als auch antiinflammatorischer Komponenten Verwendung
finden konnte.

Kardiochirurgische Eingriffe kdnnen eine Hyperinflammation induzieren, die durch
eine prioperative Morphin-Gabe reduziert wurde *°. Bei kardiopulmonalen Bypass-
Operationen fanden Brix-Christensen et al. erhdhte endogene Morphin-Spiegel, was auf
eine Autoregulation antiinflammatorischer Prozesse deutet .

Fentanyl dagegen erwies sich in unseren Untersuchungen als immunologisch inertes
Opiat. Als Komponente einer Analgosedierung in der Intensivtherapie oder zur
Supplementierung von Narkosen stellt Fentanyl aus immunologischer Sicht somit ein
bedenkenlos einsetzbares Medikament dar.

Sowohl endogene als auch synthetische Opioidpeptide stimulierten in der vorliegenden

Untersuchung die Funktion neutrophiler Granulozyten. Denkbar wire langfristig die
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Nutzung synthetischer Opioidpeptide zur Immunstimulation als Komponente einer
differenzierten Sepsistherapie.

Diese Beispiele zeigen den engen Zusammenhang zwischen der Untersuchung
immunologischer Prozesse in-vitro und den weitreichenden klinischen Konsequenzen
die diese Fragestellungen besitzen konnen. Eine ndhere Untersuchung und das
Verstindnis zelluldrer Mechanismen der Immunoregulation kann auf lange Sicht dazu
beitragen, effektivere Therapieoptionen fiir kritisch kranke Patienten zu entwickeln und

postoperativ immunologische Komplikationen zu verringern.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Im Vollblut untersuchten wir mittels Durchfluzytometrie die Effekte von Opioden und
Opiaten auf die Funktion neutrophiler Granulozyten. Wir konnten an einem Kollektiv
gesunder Probanden zeigen, dass Morphin, Fentanyl und Opioide differente Effekte auf
die Expression der Komplementrezeptoren CR 3 (CD 11b/CD 18), CD 16, CR 1 (CD
35), sowie auf die Phagozytoseaktivitit und den Oxidativen Burst der Granulozyten
ausiiben.

Morphin inhibiert zeit- und konzentrationsabhéngig alle gemessenen Parameter mittels
NO-Freisetzung. Diese Effekte konnen durch Naloxon und NO-Synthaseinhibitoren
aufgehoben werden, was auf eine durch Opioidrezeptoren vermittelte NO-Wirkung
deutet.

Diese These wird durch Ergebnisse von Stefano et al., die die Existenz eines Morphin-
sensitiven, aber Opioid-peptid-insensitiven = u-Rezeptor-Subtyps sowohl — auf

%: 1 als auch auf Endothelzellen beschreiben, gestiitzt '>’. Dieser

Immunozyten
Rezeptor wird als ps-Rezeptor klassifiziert. Die vorliegenden Ergebnisse deuten darauf
hin, dass bei neutrophilen Granulozyten nicht nur eine eingeschriankte Migration und
Adhésion an Endothel, sondern auch eine reduzierte Expression von Komplement- und
Immunglobulinrezeptoren {iber diesen p3 —Rezeptor vermittelt wird. Im Gegensatz dazu
zeigt der selektive p-Rezeptoragonist DAMGO keinerlei immunoregulatorische
Wirkung. Die fehlende Wirkung anderer klassischer p-Agonisten weist auf die hohe
Spezifitit des ps-Rezeptors fiir Morphin hin.

Fentanyl teilt zwar die analgetischen Eigenschaften Morphins, beeinflusst aber selbst in
supraklinischen Konzentrationen weder die Rezeptorexpression, noch den Oxidativen
Burst oder die Phagozytoseaktivitit.

B-Endorphin;_3; und Met-Enkephalin stimulieren konzentrationsabhéngig und Naloxon-
reversibel die Expression aller untersuchten Antikorper. Bei Inkubation mit vitalen
Bakterien reduziert P-Endorphin;s; signifikant die Phagozytoseaktivitit und den
Oxidativen Burst. Bei Inkubation mit Hitze-inaktivierten Bakterien, werden
Phagozytose und Oxidativer Burst signifikant gesteigert. Diese Differenzen entstehen
moglicherweise durch B-Endorphin -Bindungsstellen auf St. aureus-Bakterien.

Der C-Terminus des [-Endorphins (B-Endorphiny;3;) ist an der Wirkung der

Opioidpeptide auf die gemessenen Parameter nicht beteiligt.
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Die synthetischen 3-Opioidrezeptoragonisten DADLE und DPDPE erhohen signifikant
die Expression von CD 11, CD 16 und CD 35, sowie die Phagozytoseaktivitit und den
Oxidativen Burst. Eine Vorinkubation mit Naloxon und Naltrindol antagonisiert diese
Effekte, was auf einen d,-Opioidrezeptor gekoppelten Mechanismus deutet. Dieser
Opioidpeptid-sensitive,  aber  Opiat-insensitive  0,-Opioidrezeptor  vermittelt

139 Vor dem

stimulatorische Opioidpeptid-Effekte auf neutrophile Granulozyten
Hintergrund der Ergebnisse dieser Studie sollte die Funktion von Opiaten und
Opioidpeptiden in klinischen Studien hinsichtlich ihrer in-vivo Bedeutung untersucht

werden.
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St. aureus
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Polymorphkerniger Neutrophiler
Cluster of Differentiation
Komplementrezeptor
Phe-Cys-Tyr-Trp-Orn-Thr-Pen-Thr Amid
D-Ala’, D-Ala’-Enkephalin
D-Ala* N-Me-Phe* Gly’-(ol)enkephalin]
D-Pen®’-Enkephalin
Dihydrorhodamin
Desoxyribonukleinséure
Fluorescence Activated Cell Sorter
Fluoresceinisothiocyanat
Formyl-Methionyl-Leucyl-Phenylalanin
Forward Scatter
Intercellular adhesion molecule
Immunglobulin
Interleukin
Light Amplification by stimulated
emission of radiation
Lipopolysaccharide
Mononukleédres-Phagozytires-System
Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid-Diphosphat
Neural Endopeptidase
N-nitro-l-arginin
Stickstoffmonoxid
Phosphat buffered saline
Propiumjodid
Sideward scatter
S-nitroso-N-acetyl-pencillamin

Staphylococcus aureus
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7.3 Verwendete Materialien und Reagenzien

Substanz bzw. Material

Hersteller

Anti-CD11b-Antikorper
Anti-CD16-Antikorper
Anti-CD35-Antikorper
B-Endorphin ;3
B-Endorphin 57.3

CTOP

DADLE

DAMGO

DPDPE

FACS—Brand—Lysing®—Lésung

FACScan®-Reagenzr6hrchen
FACS-Flow®

Fentanyl

FITC

Met-Enkephalin
Morphinsulfat

Naloxon

NLA

PBS

Phagoburst®—Testkit
SNAP
Trypanblau-Losung

Serotec-Biozol, Eching, Deutschland, Klon ICRF 44
Serotec-Biozol, Eching, Deutschland, Klon, LNK 16
Serotec-Biozol, Eching, Deutschland, Klon E11
Sigma, Deisenhofen, Deutschland

Sigma, Deisenhofen, Deutschland

Sigma, Deisenhofen, Deutschland

Sigma, Deisenhofen, Deutschland

Sigma, Deisenhofen, Deutschland

Sigma, Deisenhofen, Deutschland

Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland
Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland

Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland
Janssen-Cilag GmbH, Neuss, Deutschland
Sigma, Deisenhofen, Deutschland

Sigma, Deisenhofen, Deutschland
Mundipharma GmbH, Limburg, Deutschland
Sigma, Deisenhofen, Deutschland

Sigma, Deisenhofen, Deutschland

BAG, Lich, Deutschland

Orpegen, Heidelberg, Deutschland

Sigma, Deisenhofen, Deutschland

Sigma, Deisenhofen, Deutschland
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