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Effekte von humanem i.v. Immun-
globulin auf die Bakterien-
Clearance und Granulozyten-
funktion bei Endotoxinamie

Zusammenfassung. Ziel: Der Einsatz von humanen Immun-
globulinpraparaten als adjuvante Therapie bei der Sepsis wird
zur Zeit kontrovers diskutiert. Ziel dieser Studie war die diffe-
renzierte Untersuchung der Effekte von i.v. Immunglobulin der
IgG-Klasse (iviG) auf Mechanismen der bakteriellen Abwehr
und Granulozytenfunktion beim Kaninchen. Methodik: Nach
Instrumentierung der andsthesierten und ventilierten Kanin-
chen erfolgte bei allen Tieren ein kontinuierliches Monitoring
des arteriellen Druckes. Intermittierend wurden die Blutgase,
Blutbild und Proben fiir die flowzytometrische Messung der re-
spiratorischen Burst-Aktivitit der Granulozyten entnommen.
Zur quantitativen Bestimmung der Bakterien-Clearance im Blut
wurde den Tieren eine standardisierte Anzahl (1,3 x 108) kolo-
niebildender Einheiten (CFU) Escherichia (E.) coli intravends inji-
ziert. Die Applikation der Bakterien erfolgte entweder bei un-
behandelten Versuchstieren (Kontrollen, n=10) oder 60 min
nach Induktion einer Endotoxinamie (LPS: 40 ug/kg/h) bei Tie-
ren mit (n = 10) und ohne Vorbehandlung mit iviG (Sandoglobu-
lin®, 0,5 g/kg KG, n=10). Zur Ermittlung der Eliminationskinetik
der Bakterien aus dem Blut und der Endotoxin-Clearance wur-
den in kurzen Zeitintervallen bis 180 min nach E. coli-Injektion
Blutproben entnommen. Gewebeentnahmen von Leber, Milz,
Lunge und Niere erfolgten zur bakteriologischen Aufarbeitung
nach Tétung des Tieres drei Stunden nach Bakterieninjektion.
Ergebnisse: Im Vergleich zu den Kontrollen zeigte sich unter
Endotoxindmie eine verzogerte Bakterienelimination aus dem
Blut und eine signifikant erhéhte Organbesiedlung (p<0,01).
Die Vorbehandlung mit iviG resultierte in einer beschleunigten
LPS-Clearance und einer signifikant (p <0,01) geringeren bakte-
riellen Besiedlung von Lunge und Niere, die mit einer erhhten
PMN-Burst-Aktivitdt (p<0,05) korrelierte. SchluRfolgerung:
Die verminderte Organbesiedlung und die erhohte Burst-Aktivi-
tat der Granulozyten unter iviG-Behandlung weisen auf protek-

tive Effekte von humanem Immunglobulin bei Endotoxindmie
hin.

Schliisselwoérter: Immunglobulin - Endotoxindmie - Bakteri-
en-Clearance - Endotoxin-Clearance - PMN Respiratory burst

Effects of Human L.V. Immunoglobulin on Bacterial Clear-
ance and Granulocyte Function in Endotoxinaemia. Pur-
pose: The therapeutic impact of intravenous immunoglobulins
(iviG) in septic patients remains controversial. Until now, the
mechanisms of action have not been fully elucidated. Since
polymorphonuclear neutrophils (PMN) play a key role in host
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defence, this study focuses on the effects of iviG on bacterial
clearance and PMN respiratory burst activity during endotoxin-
aemia. For this purpose, it was investigated whether ivIG im-
proves blood clearance and organ colonisation as well as PMN
functions after experimentally induced bacteraemia in rabbits,
Methods: The experiments were performed in 30 anaesthe-
tised rabbits. To determine quantification of bacterial killing in
vivo, defined numbers of exogenous Escherichia (E.) coli
1.3 x 108 CFU) were injected intravenously in untreated animals
(n=10) or 60 min after infusion of endotoxin (LPS: 40 ugfkg/h)
in groups without (n=10), and after pretreatment with iviG
(Sandoglobulin®, 0.5g/kg body weight, n=10), respectively.
Parameters monitored were rates of bacterial elimination from
the blood, LPS clearance, arterial pressure, blood gases and
white blood cell counts. PMN burst activity was determined
using a flow cytometry assay. Samples of liver, kidney, spleen
and lung were collected for bacterial counts 180 min following
E. coli injection. Results: Compared to controls, endotoxin-
aemia resulted in a prolonged elimination of the injected E. coli
out of the blood associated with a significantly (p <0.01) higher
colonisation of all organs. Pretreatment with iviG improved LPS
clearance and significantly reduced bacterial colonisation of
lung and kidney (p <0.01). This was paralleled by an enhanced
PMN respiratory burst activity compared to untreated animals
(p<0.05). Conclusion: The reduced bacterial colonisation of
lung and kidney in correlation with an increased PMN bacterici-
dal activity in endotoxinaemia suggest an improved granulo-
cyte-dependent bacterial killing due to iviG application.

Key words: Immunoglobulin - Endotoxinaemia - Bacterial
clearance - LPS clearance - PMN respiratory burst

Einleitung

Trotz differenzierter Antibiotikatherapie stellt die infektions-
bedingte Letalitdt noch immer ein Hauptproblem bei kritisch
Kranken dar. Experimentelle Befunde sowie eine Reihe klini-
scher Studien weisen auf eine beeintrachtigte humorale und
zelluldre Abwehr bei Hochrisikopatienten z. B. mit Polytrau-
ma oder Verbrennungen hin. So wurde bei Patienten mit
Sepsis eine eingeschrankte Opsonierungsaktivitit und ernied-
rigte Immunglobulinspiege] festgestellt [1]. Eine verminderte
bakterielle Phagozytose und Lyse nach Hamorrhagie, Hypoxie
oder Endotoxindmie wurde in eigenen Untersuchungen am
Kaninchen belegt [2,3]. Vor dem Hintergrund, da durch
Antibiotika der Effekt bereits ausgeschwemmter Toxine unbe-
einfluBt bleibt, bzw. es unter Antibiose durch raschen Bakte-



rienuntergang zu einem vermehrten Anfall von Endotoxin
kommt, ist eine additive ,Anti-Toxin-Therapie" ein sinnvoller
Ansatz. Nach den enttduschenden Ergebnissen der klinischen
Studien mit spezifischen monoklonalen Endotoxinantikorpern
(HA-1A) [4-6] bei gram-negativer Sepsis, erlangt der Einsatz
von polyvalenten Immunglobulinen als adjuvante Therapie
wieder zunehmende Bedeutung. In tierexperimentellen Stu-
dien wurde eine gute Vertrdglichkeit von intravends appli-
zierten Immunglobulinen (iviG) und positive Effekte auf die
Uberlebensrate bei induzierter Sepsis belegt [7]. Ferner wurde
bei Mdusen eine beschleunigte Endotoxin-Clearance und ein
Anstieg der Endotoxin-neutralisierenden Kapazitdt im Plasma
nach ivIG-Applikation beobachtet [8]. Klinische Erfahrungen
zur therapeutischen Wirksamkeit von polyvalenten [mmun-
globulinen liegen bisher nur aus Studien an kleineren Patien-
tenkollektiven vor. Daher wird der klinische Einsatz von iviG
zum jetzigen Zeitpunkt noch kontrovers diskutiert. Positive
Effekte auf das Uberleben der Patienten wurden in verschie-
denen Studien bei Sepsis [9-11] und Polytrauma [12] Anfang
der 90er Jahre publiziert. Ferner resultierte die prophylakti-
sche Applikation von ivIG bei Hochrisikopatienten, die sich
kardiochirurgischen Eingriffen [13] und grof8en abdominellen
Operationen [14,15] unterziehen muften, in einer signifikan-
ten Reduktion der Pneumonierate und anderer infektiGser
Komplikationen. Diese Ergebnisse ermutigen zu differenzier-
ten Untersuchungen der Wirksamkeit von polyvalenten Im-
munglobulinen in der Sepsistherapie. Ausgehend von den
postulierten pharmakologischen Eigenschaften der ivIG wie
Antigenerkennung und Neutralisation, Phagozytosestimula-
tion durch Opsonierung und spezifische Komplementaktivie-
rung sowie antikdrperabhdngige Zytotoxizitdt sind das Ziel
dieser Studie die differenzierte Untersuchung der Effekte von
humanem Immunglobulin auf Mechanismen der bakteriellen
Infektabwehr und Granulozytenfunktion unter standardisier-
ten experimentellen Bedingungen. Im Tierexperiment soll
Uiberprift werden, ob die intravenose Applikation von Im-
munglobulinen der IgG-Klasse (Sandoglobulin®, Fa. Sandoz,
Niirnberg) einen EinfluB auf die Elimination von in die
Blutbahn applizierten Bakterien und die Organbesiedlung hat.
Ferner wird der Effekt auf die Freisetzung von toxischen
Sauerstoffspezies (Burst-Aktivitit) polymorphkerniger neu-
trophiler Granulozyten (PMN), die einen wesentlichen Me-
chanismus der bakteriellen Abtétung darstellen, getestet. Die
Analyse der PMN-Burst-Aktivitdt parallel zu der Bakterien-
Clearance aus dem Blut und Gewebe erlaubt Aussagen,
inwiefern Effekte auf die Granulozytenfunktion mit der
bakteriellen Clearance und Organbesiedlung korrelieren. Zu-
satzlich wird durch engmaschige Endotoxinbestimmungen
im Blut die systemische Endotoxin-Clearance untersucht.

Methoden
Tiermodell

Als Versuchstiere dienten 30 Kaninchen (Chinchilla Bastard)
beiderlei Geschlechts mit einem Korpergewicht von 2,5-
3,5 kg Korpergewicht (KG). Die Durchfithrung der Versuche
entsprach den Forderungen des Tierschutzgesetzes und wur-
de vom Regierungsprasidium in Karlsruhe genehmigt.

Die Versuchstiere wurden mit Ketamin (25 mg/kg KG) und
Xylazine (2 mg/kg KG) tiber eine aseptisch plazierte Venenver-
weilkaniile in der Ohrrandvene andsthesiert und mit 1000 [E

Heparin/kg KG antikoaguliert. Nach Einleitung der Narkose
wurden die Tiere auf einem beheizten Prdpariertisch gelagert
und steril abgedeckt. Nach Lokalandsthesie mit 10ml Lido-
cainhydrochlorid 2% erfolgte unter aseptischen Kautelen die
Tracheotomie. Zur Beatmung wurde ein steriler Kunststoff-
tubus (Innendurchmesser 3,5mm) in die Trachea eingefiihrt
und sofort mit der volumenkontrollierten Ventilation (Atem-
zugvolumen 30 ml, Atemfrequenz 30/min, FI0, 0,21) iber
einen Servo-Ventilator 900C (Fa. Siemens Elema) begonnen.
AnschlieBend wurde die rechte Arteria carotis auf einer Strek-
ke von 4cm freiprdpariert und ein steriler PVC-Katheter
(Innendurchmesser 1,4mm) zur kontinuierlichen blutigen
Druckmessung und wiederholten Blutentnahmen in das Ge-
fdf eingebunden. Die Andsthesie wurde durch die Applikation
von Ketamin (5-10mg/kg/h) und Xylazine (1-2mg/kg/h)
unter himodynamischem Monitoring aufrechterhalten. Zu-
sdtzlich zum Erhaltungsbedarf von ca. 3 -4 ml/kg KG wurden
Fliissigkeitsverluste durch Blutentnahmen isovoldmisch mit
physiologischer Kochsalzlésung ersetzt.

Experimentalprotokoll

Nach Instrumentierung der andsthesierten und ventilierten
Kaninchen erfolgte bei allen Versuchstieren ein kontinuier-
liches Monitoring des arteriellen Druckes. Intermittierend
wurden Blutproben fiir Blutgase (ABL 300, Radiometer, Ko-
penhagen), Blutbild und die flowzytometrische Messung der
PMN-Burst-Aktivitit entnommen. Zur quantitativen Bestim-
mung der Bakterien-Clearance im Blut wurde stellvertretend
fiir die Einschwemmung von Bakterien aus unterschiedlichen
Kompartimenten (z.B. Urogenitaltrakt, infizierte Wundfla-
chen, implantierte Fremdmaterialien oder Translokation aus
dem Intestinum) die intravendse Injektion einer standardi-
sierten Anzahl koloniebildender Einheiten (CFU) Escherichia
coli (E. coli) in unserem experimentellen Ansatz gewahit. Als
bakterielles Inoculum wurde ein bekapselter, serumresisten-
ter, nicht hamolysierender E. coli Wildtyp eingesetzt. Der
Keim wurde aus Blutkulturen eines septischen Patienten
isoliert und auf Blut-Agar-Platten kultiviert. Die gewachsenen
Kolonien wurden in TSB (tryptic soy broth) Bouillon homo-
genisiert und anschlieBend aliquotiert. Die Bakterienkonzen-
trationen wurden auf ca. 1,3 x 108 CFU pro ml eingestellt und
bis zur Verwendung bei -70°C aufbewahrt. Die Applikation
der Bakterien erfolgte entweder bei unbehandelten Versuchs-
tieren (Kontrollen, n=10) ohne Endotoxinimie oder 60 min
nach Induktion einer Endotoxindmie bei Versuchstieren mit
(n=10) und ohne Vorbehandlung mit iviG (n=10). Die
Endotoxindmie wurde durch kontinuierliche Infusion einer in
Pilotstudien getesteten nicht letalen Dosis (40 pg/kg/h) Endo-
toxin (Boivin Trichloressigsdure Extrakt aus E. coli 0111) {iber
den gesamten Versuchszeitraum aufrechterhalten. Als ivIG
wurde das Prdparat Sandoglobulin® (Sandoz AG, Niirnberg)
eine Stunde vor Induktion der Endotoxindmie in einer Dosie-
rung von 0,5 g/kg KG {iber 30 min infundiert. Zur Ermittlung
der Endotoxin-Clearance und der Eliminationskinetik der
Bakterien aus dem Blut wurden zundchst in kurzen Zeitinter-
vallen nach 1, 5, 10, 15, 25, 30, 40, 50 und 60 Minuten sowie
nachfolgend in halbstiindigen Abstinden bis 180 Minuten
unter sterilen Kautelen Blutproben entnommen. Um Effekte
auf die Organbesiedlung zu untersuchen, erfolgten die Gewe-
beentnahmen von Leber, Milz, Lunge und Niere zur bakterio-
logischen Aufarbeitung nach Tétung des Tieres durch eine
Uberdosis Barbiturat drei Stunden nach Bakterieninjektion.
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Mikrobiologische Verfahren
Blutkulturen

Die wdhrend des Versuches entnommenen Blutproben wur-
den sofort gekiihlt und unmittelbar nach Versuchsende

mikrobiologisch aufgearbeitet. Von den Proben wurden Ver-
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100 pl jeder Verdiinnung sowie 100 pl der Nativprobe wurden
mit einem sterilen Glasspatel auf einem CLED (Cysteine
Lactose Electrolyte Deficient) Agar nach Sandys [16] ausplat-

tiert und 24 Stunden bei 37 °C inkubiert.

Bakterienkonzentrationen im Gewebe

Von den aseptisch entnommenen Organen Leber, Milz, Nieren
und Lunge wurden reprdsentative Proben von 0,8-2g eines
jeden Organs in einem Ultra-Turrax in 5ml 0,9%iger NaCl-
Losung unter sterilen Kautelen homogenisiert. Von den
Organhomogenaten wurden wiederum Verdiinnungsreihen
angelegt und 100 ul dieser Suspensionen auf CLED-Nihrb6den
ausplattiert. AnschlieBend wurden die Kulturplatten fiir 24
Stunden bei 37 °C inkubiert und schlieBlich die Bakterienzah-
len als CFU von E. coli abgelesen. Die Bakterienkonzentratio-
nen im Blut und in den Geweben werden als CFU/ml Blut
bzw. CFU/g Gewebe angegeben

Endotoxin (LPS)

Die Messung der Endotoxinkonzentration im Plasma wurde
mit einem automatischen, kinetischen, turbidimetrischen LAL
(Limulus amebocyte lysate) Microtiter Test mit interner
Standardisierung nach einer Methode, die im Institut fiir
Medizinische Mikrobiologie und Hygiene, Klinikum Mann-
heim entwickelt wurde, durchgefiihrt [17,18].

PMN-Burst-Aktivitdt

Um quantitative Aussagen {iber den oxidativen Burst von
polymorphkernigen-neutrophilen Granulozyten (PMN) zu er-
halten, wurde ein kommerziell erhdltlicher Burst-Test-Kit
(Orpegen Pharma, Heidelberg, FRG) verwendet. Das Prinzip
dieses Tests beruht auf der Oxidation eines nicht fluoreszen-
ten Substrates (Dihydrorhodamin 123), welches durch zell-
eigene Enzymsysteme und Superoxidanionen zu dem griin-
fluoreszenten Produkt Rhodamin 123 oxidiert wird. Diese
Oxidation ist hochspezifisch fiir die respiratorische Burst-
Aktivitdt und sensitiver als die konkurrierende Methode unter
dem Einsatz von Dichlorofluorescin [19].

Probenvorbereitung fiir die Messung der respiratorischen Burst-
Aktivitdt

Vollblut wurde in Ansitzen zu jeweils 100 ul mit Escherichia
coli (2x107 CFU), die mit Antikérpern aus gepoolten Seren
opsoniert wurden, bzw. im Kontrollansatz mit Pufferlosung
inkubiert. AnschlieBend wurden 20l des zu oxidierenden
Substrates Dihydrorhodamin 123 zugegeben und die Proben
wiederum inkubiert, um schlieBlich die Erythrozyten mit
Lysing-Solution zu lysieren sowie die Leukozyten zu fixieren
und gegenzufdrben. Die Intensitit der Griinfluoreszenz als
MaR fiir die Burst-Aktivitdt der PMN wurde mittels Durch-
fluBzytometrie (Fa. Becton Dickinson, Heidelberg, FRG) ermit-

telt. Ausgewertet wurden der prozentuale Anteil der oxidier-
ten Zellen (Recruitment) sowie deren mittlere Fluoreszenz-
intensitat (Menge an umgesetztem Substrat) pro Zelle.

Statistik

Die statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe des Software-

D)llorc (fnf‘nr1n|‘\|r ™ fnr wrindawre (Cratictiral aranhicre Cnar.
axkels sStatgrapnics WINGOWS (ostatistica: grapnifs Lor

poration, USA) Angegeben sind dle Mittelwerte und ihre
Standardabweichungen (SEM). Zum Gruppenvergleich wurde
die einfaktorielle Varianzanalyse (ANOVA) angewandt und die
Unterschiede mit dem Rangtest (LSD-Test: least significant
difference) fiir den multiplen Mittelwertvergleich verifiziert.
Die Werte der Bakterienkolonien im Blut und Gewebe wurden
vor Anwendung der ANOVA logarithmiert. Unterschiede der
Ergebnisse wurden ab einer lrrtumswahrscheinlichkeit von
unter 5% als signifikant akzeptiert.

Ergebnisse

Die Ergebnisse der Bakterienelimination aus dem Blut wah-
rend des Beobachtungszeitraumes von 180 min sind in Abb.1
dargestellt. In den LPS-Gruppen zeigte sich eine signifikant
verzogerte Clearance (Abb.1), die durch eine Sittigungskine-
tik charakterisiert ist. Wahrend in den Kontrollen die Bakteri-
enzahlen rasch abfielen und nach 90 min keine Keime mehr
nachweisbar waren, blieb unter Endotoxinimie ohne Vorbe-
handlung als auch nach Infusion von ivIG die Zahl der
nachgewiesenen CFU bis zum Ende des Beobachtungszeit-
raumes von 180 min bei ca. 102 CFU/ml Blut. Im Vergleich zu
den Kontrollen war die verzogerte Bakterienelimination aus
dem Blut unter Endotoxindmie mit einer signifikant hoheren
Besiedlung (p<0,01) aller ‘untersuchten Organe verbunden
(Abb. 2). Wahrend die Vorbehandlung mit ivIG keine Unter-
schiede in der Bakterien-Clearance aus dem Blut erbrachte,
resultierte jedoch die Applikation von ivIG gegeniiber den
unbehandelten LPS-Tieren in signifikant (p <0,01) geringeren
Bakterienzahlen in den Organkulturen von Lunge und Niere
(Abb. 2), die auf eine erhéhte Phagozytose und Lyse nach iviG
hinweisen. Im Vergleich zu der LPS-Gruppe mit Bakterienzah-

CFU/mI
107 7
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- LPS +ivIiG
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0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
(min)
Abb.1 Bakterien-Clearance aus dem Blut nach intravendser Injektion

von E. coli (1,3 x 108 CFU). Semilogarithmische Darstellung der Mittel-
werte der koloniebildenden Einheiten (CFU) im Blut aufgetragen
gegen die Zeit in den verschiedenen Gruppen. (* p<0.05 vs.
Kontrolle)



Abb.2 Organbesied-
Leber Lunge lung gemessen als CFU
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len von 141 x 103+ 11 x 10® CFU/g (Mittelwert + SEM) in der
Lunge und 3560 +910 CFU/g in der Niere, fanden sich in der
ivIG-Gruppe lediglich 3258 +990 CFU/g in der Lunge und
1260+ 360 CFU/g in der Niere. Die mittleren LPS-Konzentra-
tionen im Blut 1min nach E. coli-Injektion betrugen
44 +11 ng/ml in den Kontrolltieren (ohne Endotoxininfu-
sion) und 263 +58ng/ml in der Endotoxin-Gruppe bzw.
234 +64ng/ml in der ivIG-Gruppe. Zum Vergleich der Ergeb-
nisse in den verschiedenen Gruppen, wurden die LPS-Konzen-
trationen als prozentuale Abweichungen des Wertes, der
1min nach E. coli-Injektion gemessen wurde (entspricht
100%), angegeben. Unter LPS-Infusion kam es erwartungsge-
mdl gegeniiber den Kontrollen zu weiteren Anstiegen der

180 5 LPS(%) OKontrolle
|LPS

160 OLPS +i

140 4

120 4

viG
100 4
80 -
60
40
20 4
0 T T T
1 30 120 180 min

Abb.3 Prozentuale Verinderungen der Endotoxinkonzentrationen
(Mittelwert + SEM) bezogen auf den Wert 1 mir nach E. coli-Applika-
tion in den Kontrollen und unter Endotoxininfusion mit und ohne ivIG-
Vorbehandlung (* p<0,05 vs. LPS)

Endotoxinkonzentrationen. Nach ivIG-Applikation wurden
signifikant geringere LPS-Konzentrationen (p <0,05) zu den
Zeitpunkten 120 und 180 min gemessen als unter nicht
vorbehandelter Endotoxindmie (Abb. 3).

Inwiefern die geringere Organbesiedlung nach ivIG-Infusion
mit einer erhdhten granulozytiren Abtétung der Bakterien
korreliert, wurde durch die flowzytometrische Bestimmung
der PMN-Burst-Aktivitdt untersucht. Hier zeigte sich eine
signifikant (p < 0,05) gesteigerte PMN-Burst-Aktivitdt, gemes-
sen an einer erhohten Fluoreszenzintensitat (FL-1 Hight), in
den mit ivIG behandelten Tieren im Vergleich zu den unbe-
handelten Gruppen mit und ohne Endotoxindmie (Abb. 4).

30 4 FL-1Hight (%)

QO Kontrolle
mLPS
BLPS +iviG

Abb.4 PMN-Burst-Aktivitat nach E. coli-Stimulation. Aufgetragen ist
die prozentuale Fluoreszenzintensitdt (Mittelwert + SEM) als Parame-
ter fur die respiratorische Burst-Aktivitat nach E. coli-Stimulation zu
verschiedenen Zeitpunkten. (* p <0,05 vs. Kontrolle und LPS-Gruppe)
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Die hdmodynamischen und metabolischen MeRparameter
zeigten in der Kontroligruppe nur geringfiigige Anderungen
vom Ausgangswert wdhrend des Beobachtungszeitraumes.
Unter Endotoxinimie kam es sowohl bei den unbehandel-
ten als auch bei den iviG-behandelten Tieren zu einem mitt-
leren Blutdruckabfall von ca. 20-25% (83+5mmHg auf
63 + 6 mmHg) bis zum Versuchsende, Paralell dazu fiel der pH
im Mittel von 7,44 auf 7,28 ab.

Diskussion

Die Letalitdt der Sepsis und des septischen Schocks konnte in
den letzen [ahrzehnten trotz neuer Antibiotikagenerationen
nicht wesentlich gesenkt werden und liegt noch immer im
Mittel bei 40-60%. Vor diesem Hintergrund werden zur Zeit
zahlreiche additive Therapiemafinahmen, die auf den unter-
schiedlichen Ebenen des komplexen inflammatorischen Reak-
tionsablaufes eingreifen, untersucht. Bei septischen Krank-
heitsbildern hat die Bekdimpfung bakterieller Infektionen
durch addquate Antibiotika hochste Prioritit. Da jedoch die
Effekte bereits ausgeschwemmter Toxine, die durch Stimulie-
rung von humoralen und zelluldren Mediatorsystemen den
inflammatorischen ProzeR perpetuieren, durch Antibiotika
weitgehend unbeeinfluf8t bleiben, stellt eine adjuvante , Anti-
Toxin-Therapie“ einen sinnvollen Ansatz dar. Klinische Stu-
dien mit spezifischen monoklonalen Endotoxinantikérpern
(HA-1A) [4-6] erbrachten bisher enttiuschende Ergebnisse
hinsichtlich des Outcome der Patienten bei gram-negativer
Sepsis, wahrend die Applikation von polyvalenten Immun-
globulinen in Untersuchungen von Schedel u. Mitarb. [9] und
Dominioni u. Mitarb. [10] an kleineren Patientenkollektiven
die Oberlebensrate erhéhten. Bei Patienten mit Sepsis wurden
eine eingeschrinkte Opsonierungsaktivitit und reduzierte
IgG-Spiegel festgestellt, denen nach einigen Untersuchungen
auch ein prognostischer Charakter wahrend des Krankheits-
verlaufes beigemessen wird. Wahrend nach Studien von
Dominioni bei Uberlebenden nach einiger Zeit wieder Nor-
malwerte erreicht wurden, blieb ein Anstieg der IgG-Konzen-
trationen bei Nicht-Uberlebenden aus. In verschiedenen Stu-
dien fiihrte der prophylaktische hochdosierte Einsatz von iviG
bei chirurgischen Risikopatienten zu einer signifikanten Re-
duktion der postoperativen Infektionsrate und nachfolgender
septischer Komplikationen [13 -15,20]. Zur Zeit ist der pro-
phylaktische und therapeutische Einsatz von Immunglobuti-
nen im Rahmen der Sepsis jedoch noch umstritten. Griinde
hierfiir sind vor allem das Fehlen von grof angelegten
prospektiv randomisierten placebokontrollierten Studien. Fer-
ner sind die Mechanismen, die nach hochdosierter iviG-
Applikation zu einer erhéhten Uberlebensrate fiihrten, noch
nicht vollstindig geklart.

Zu den postulierten Eigenschaften der Immunglobuline ge-
horen die Antigenerkennung und Neutralisation, die Phagozy-
tosestimulation durch Opsonisation und die Modulation der
Zytokinfreisetzung [21-23]. Von besonderem therapeuti-
schen Interesse ist die antikérperabhingige Zytotoxizitit und
die Stimulation neutrophiler Granulozyten. Dariiberhinaus
weisen Immunglobuline synergistische Wirkungen mit -
Laktatantibiotika auf.

Ziel der vorliegenden Studie war die differenzierte Unter-
suchung der Effekte von ivIG auf die Bakterien- und LPS-
Clearance im Organismus und auf die Phagozytose und Lyse-

funktion von neutrophilen Granulozyten als wichtige Be-
standteile der zelluliren Immunabwehr. Um quantitative
Analysen zu ermdglichen, wurde im Tierexperiment stellver-
tretend fiir die Einschwemmung von Bakterien aus verschie-
denen Kompartimenten (z. B. Urogenitaltrakt, Darm, infizierte
Wunden) eine definierte Anzahl von koloniebildenden Ein-
heiten E. coli intravends injiziert und anschlieBend die
Elimination der applizierten Bakterien aus der Blutbahn und
die Organbesiedlung sowohl unter Kontrollbedingungen als

auch 1intar Endotovinimie h7zw zucitzlichar iviC_Roahandhinga
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untersucht. Die Dosierung des humanen ivIG (Sandoglobu-
1in®) wurde entsprechend den verwendeten tierexperimentell
getesteten Mengen gewdhlt, die der Dosierung bei [nten-
sivpatienten in der Studie von Dominioni u.Mitarb. [10]
vergleichbar sind. Zur Klarung der Frage, inwieweit die
zelluldaren Abwehrmechanismen mit der bakteriellen Abtd-
tung im Blut und Gewebe korrelieren, wurden in dieser Studie
erstmals parallel zu den mikrobiologischen Parametern auch
die granulozytare Burst-Aktivitdt untersucht.

Ubereinstimmend mit Voruntersuchungen am gleichen Tier-
modell [3] war unter Endotoxindmie eine verzégerte Elimina-
tion der Bakterien aus dem Blut und eine erhdhte Organbe-
siedlung nachweisbar, die mit einer reduzierten PMN-Burst-
Aktivitdt korrelierte. Die Vorbehandlung mit ivIG zeigte in
unserer Studie protektive Effekte auf die bakterielle Abwehr
unter Endotoxindmie.

Die Applikation von ivIG fiihrte zu einer beschleunigten
Endotoxin-Clearance und einer geringeren bakteriellen Be-
siedlung der Lunge und Niere nach exogen induzierter
Bakteridmie. Die im Rahmen der Endotoxinimie nachgewie-
sene Granulozytensequestration in der Lunge und in gerin-
gerem AusmaR auch in der Niere resultiert in einem erhdhten
Potential phagozytierender Zellen in diesen Organen. Dar-
iiberhinaus steigert ivIG die PMN-abhdngige Bakterizidie
durch eine verbesserte Leukozytenphagozytose und eine er-
hohte Burst-Aktivitdt, die moglicherweise zu der geringeren
Besiedlung von Lunge und Niere beitrigt. Diese positiven
Effekte von ivlG bestdtigen friihere in vitro Untersuchungen
zum EinfluB verschiedener Immunglobulin-Praparationen auf
die Burst-Aktivitdt von isolierten humanen neutrophilen
Granulozyten [24]. In Gegenwart von vergleichbaren 7S-IgG-
Prdparationen, zeigte sich im Gegensatz zu 5S- und 19S-
Immunglobulinpriparationen eine signifikant erhéhte PMN-
Burst-Aktivitdt nach LPS-Stimulation, die médglicherweise
durch eine direkte Stimulation {ber den Fc-Rezeptor zu
erkldren ist.

Die beschleunigte LPS-Clearance ist klinisch von besonderem
Interesse, da Endotoxindmien in der Frithphase nach schwe-
rem Polytrauma ein hdufiges Phanomen darstellen und den
LPS-Konzentrationen ein prognostischer Wert hinsichtlich der
Uberlebensrate beigemessen wird. Nach neueren Untersu-
chungen von Pfeiffer u. Mitarb. [25] korreliert die Hohe der
erreichten Endotoxinkonzentrationen mit der spateren Ent-
wicklung eines Multiorganversagens und dem zu erwarten-
den Outcome der Patienten.

Zusammenfassend lassen die nachgewiesenen positiven Ef-
fekte von ivIG auf die Endotoxin-Clearance und Granulozyten-
funktion den friihzeitigen Einsatz von humanem Immunglo-
bulin als eine sinnvolle Therapiemafnahme zur Unterstiit-



zung der bakteriellen Abwehrmechanismen erscheinen. In-
wiefern durch die praventive Gabe von Immunglobulinen die
Inzidenz bakterieller Infektionen und die Mortalitit bei
kritisch kranken Patienten reduziert werden kann, mufd in
prospektiv randomisierten Studien belegt werden.
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