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Expression vasokonstriktorischer Rezeptoren während 
experimenteller Endotoxämie
Expression of vasoconstrictive receptors during experimental endotoxaemia

M. Bucher
Klinik für Anästhesiologie, Klinikum der Universität Regensburg (Direktor: Prof. Dr. K. Taeger)

Zusammenfassung: Die verminderte vasokonstriktorische
Wirksamkeit von Norepinephrin, Angiotensin II und
Vasopressin lenkte unser Interesse auf die Regulation der
Rezeptoren für Vasokonstriktoren unter den Bedingungen
einer experimentellen Endotoxämie in vivo und in vitro.
Zur Induktion einer Endotoxämie wurde männlichen
Sprague-Dawley-Ratten Lipopolysaccharid (10 mg/kg) i.v.
injiziert und der systolische Blutdruck stündlich gemessen.
Die Tiere wurden 6, 12 oder 24 Stunden nach der Injektion
zur Organentnahme getötet. In den Organen wurde die
Genexpression von vasokonstriktorischen Rezeptoren wie
Angiotensin II Typ 1 - (AT1) - Rezeptoren, Vasopressin-V1A-
Rezeptoren und α1-adrenergen Rezeptoren mittels spezifi-
schen RNase-Protection-Assay bestimmt. Die Gewebe-
konzentration der proinflammatorischen Zytokine IL-1β
und TNF-α und von Katecholaminen wurde mittels ELISA
bzw. HPLC gemessen. Die Plasma-Renin-Aktivität, die
Plasma-Angiotensin II- und Plasma-Aldosteron-Konzen-
tration wurden mittels RIA bestimmt. Zusätzlich wurden
Blutdruck-Dosis-Wirkungsversuche mit Angiotensin II und
einem selektiven V1-Rezeptor-Agonisten nach Induktion
einer experimentellen Endotoxämie im Vergleich zu
Vehikel-injizierten Ratten durchgeführt. Renale Mesangial-
zellen und aortale glatte Gefäßmuskelzellen (Zelllinie A7r5)
der Ratte wurden mit proinflammatorischen Zytokinen und
NO-Donatoren inkubiert und die Gen- und Protein-
expression vasokonstriktorischer Rezeptoren mittels RNase-
Protection-Assay bzw. anhand von Radioligand-Bindungs-
studien bestimmt.

Während Endotoxämie kam es zu einer arteriellen Hypo-
tension und Tachykardie mit verminderter Blutdruckwirk-
samkeit von Angiotensin II und einem selektiven V1-
Rezeptor-Agonisten. Plasma-Renin-Aktivität und Plasma-
Angiotensin II-Konzentration waren deutlich erhöht,
während die Plasma-Aldosteron-Konzentration unverändert
blieb. Gleichzeitig fanden wir eine systemisch verminderte
Expression von AT1-, V1A- und α1-Rezeptoren während
experimenteller Endotoxämie. In vitro fanden wir eine Ver-
minderung der Expression vasokonstriktorischer Rezep-
toren durch TNF-α, IL-1β und IFN-γ und teilweise auch
durch NO.
Unsere Daten belegen eine systemisch verminderte Ex-
pression vasokonstriktorischer Rezeptoren während experi-
menteller Endotoxämie, welche möglicherweise durch pro-
inflammatorische Zytokine und auch NO vermittelt werden
könnte. Wir gehen davon aus, dass diese Herabregulation
vasokonstriktorischer Rezeptoren für die vaskuläre Hypo-
reaktivität gegenüber Vasokonstriktoren während Sepsis
mitverantwortlich ist und möglicherweise eine wichtige
Rolle in der Pathogenese des septischen Kreislaufversagens

spielt. Aufgrund welcher Mechanismen die verschiedenen
Rezeptoren im Einzelnen unter septischen Bedingungen
herunterreguliert werden und ob und wie diese verminderte
Expression der vasokonstriktorischen Rezeptoren in der
Zellkultur oder am intakten Organismus verhindert werden
kann, bedarf weiterer Untersuchungen.

Summary: The diminished vasoconstrictive activity of nore-
pinephrine, angiotensin II or vasopressin directed our inter-
est towards the regulation of the receptors for vasoconstric-
tors during the conditions of experimental endotoxaemia in
vivo and in vitro.
Male Sprague-Dawley rats were injected with lipopolysac-
charide (10 mg/kg) i.v. to induce endotoxaemia and systolic
blood pressure was measured each hour. The animals were
sacrificed after 6, 12 or 24 hours and organs were removed.
Gene expression of vasoconstrictive receptors such as angio-
tensin II type 1-(AT1)-receptors, vasopressin V1A-receptors
and α1-adrenergic receptors were determined with specific
RNase-protection-assay. Tissue-concentrations of the proin-
flammatory cytokines IL-1β and TNF-α and of catechola-
mines were measured using ELISA or HPLC, respectively.
Plasma-renin-activity, plasma-angiotensin II- und plasma-
aldosteron-concentrations were determined with RIA. In
addition, blood-pressure-dose-response studies with angio-
tensin II and a selective V1-receptor-agonist were carried out
after induction of experimental endotoxaemia compared to
vehicle-injected rats. Rat renal mesangial cells and aortal
vascular smooth muscle cells (cell line A7r5) were incubated
with proinflammatory cytokines and NO-donators and gene
and protein expression of vasoconstrictive receptors were
determined using RNase-protection-assay and radioligand-
binding studies, respectively.

Endotoxaemia was associated with arterial hypotension and
tachycardia with diminished blood-pressure response to
angiotensin II and a selective V1-receptor-agonist. Plasma-
renin-activity and plasma-angiotensin II-concentration were
markedly elevated whereas plasma-aldosterone-concentra-
tions were unchanged. Concomitantly, we found a systemic
downregulation of AT1-, V1A- and α1-receptors during expe-
rimental endotoxaemia. In vitro, we found downregulation
of vasoconstrictive receptors by TNF-α, IL-1β and IFN-γ
and, to some extent, by NO as well.
Our data demonstrate a systemic downregulation of vaso-
constrictive receptors during experimental endotoxaemia,
which may possibly be mediated by proinflammatory cyto-
kines and to some extent by NO. We assume that the down-
regulation of vasoconstrictive receptors accounts for the vas-
cular hyporeactivity to vasoconstrictors during sepsis and
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Einleitung

Die Inzidenz von Sepsis und septischem Schock ist in den
letzten 50 Jahren gestiegen. In den USA erkrankten im Jahr
1995 751.000 Menschen an einer schweren Sepsis, und die
Kosten der Behandlung beliefen sich auf mehr als 16
Milliarden US-Dollar [1]. Trotz bemerkenswerter intensiv-
medizinischer Fortschritte zählen Sepsis und septisches
Kreislaufversagen zu den häufigsten Todesursachen auf
Intensivstationen und sind die Haupttodesursache auf nicht-
kardiologischen Intensivstationen [1 - 3]. Auffallend ist der
sprunghafte Anstieg der Mortalität von 20% bei einer
schweren Sepsis auf nahezu 50% beim septischen Kreislauf-
versagen [2, 3]. Gleichzeitig kommt es auch zu einem drama-
tischen Anstieg der Inzidenz von akutem Lungenversagen
oder akutem Nierenversagen beim Eintreten eines Schock-
geschehens [2].

Kennzeichnend für die Pathophysiologie des septischen
Schocks ist eine systemische Vasodilatation mit arterieller
Hypotension, die zur Minderperfusion der Organe und kon-
sekutiv oft zum Multiorganversagen führt [4, 5]. Hierbei kor-
reliert das Ausmaß der arteriellen Hypotension mit dem
Ausmaß des Multiorganversagens und dieses wiederum mit
der Mortalitätsrate [6]. Das therapeutische Ziel mit höchster
Priorität ist daher die Erhöhung des Perfusionsdruckes. Das
etablierte therapeutische Regime besteht in einer aggressi-
ven, adäquaten Volumensubstitution in Kombination mit der
Verabreichung von Katecholaminen [3]. Die vasokonstrikto-
rische Wirksamkeit von Katecholaminen ist jedoch während
Sepsis deutlich eingeschränkt [7 - 9]. Darüber hinaus ist auch
die Blutdruckantwort gegenüber Angiotensin II und Vaso-
pressin während Sepsis reduziert [8, 10, 11]. Der Mechanis-
mus dieser vaskulären Hyporeaktivität auf Vasokonstrik-
toren, auch Vasoplegie genannt, ist derzeit nicht schlüssig
aufgeklärt.

Aufgrund der enormen und weit verbreiteten Induktion der
Stickstoffmonoxid-(NO)-Synthasen-Isoform II (NOS II) mit
entsprechender Bildung großer Mengen von NO in nahezu
allen Organen wurde dieses vasodilatorische Molekül für
das septische Kreislaufversagen verantwortlich gemacht [4,
5]. Diese Hypothese wird durch Befunde unterstützt, die
eine Prophylaxe des septischen Kreislaufversagens durch
selektive NOS II- [12 - 15] und unselektive NOS-Hemmung
[16-19] belegen. Die unselektive NOS-Hemmung war jedoch
mit schwerwiegenden Nebenwirkungen verbunden wie
Nierenfunktionsstörungen [20], höheren Konzentrationen
von Bakterien und Zytokinen in Plasma und Gewebe [21],
und beschleunigtem und ausgeprägterem Blutdruckabfall
[19]. Zudem führte sie zu keiner Verbesserung [16, 22] oder
gar einer Verschlechterung [21] des Überlebens während
experimenteller Sepsis, möglicherweise wegen der nachteili-
gen Effekte einer Hemmung der NO-Produktion auf die

Mikrozirkulation. Eine kürzlich begonnene multizentrische
Studie mit einem unselektiven NOS-Inhibitor bei septischen
Patienten wurde durch das Safety-Committee wegen Neben-
wirkungen gestoppt. Weitere Studien mit NOS-Inhibitoren
zeigten nur eine leichte Besserung der arteriellen Hypo-
tension und vaskulären Hyporeaktivität [23 - 26]. Dies weist
darauf hin, dass andere oder zusätzliche Mechanismen in die
Pathogenese des septischen Kreislaufversagens involviert
sind.

Neben einer erhöhten Aktivität vasodilatierender Systeme
wäre auch eine eingeschränkte vasokonstriktorische Akti-
vität während Sepsis denkbar. Angiotensin II zählt zu den
stärksten endogenen Vasokonstriktoren und vermittelt seine
vasopressorische Wirkung über Angiotensin II Typ 1 – (AT1)
–Rezeptoren, wobei an der Ratte zwei Rezeptor-Subtypen,
AT1A und AT1B, identifiziert wurden [27]. Norepinephrin ver-
mittelt Vasokonstriktion über α1-adrenerge Rezeptoren,
wovon mehrere Subtypen (α1A, α1B, α1D) charakterisiert wur-
den [28]. Funktionelle Untersuchungen an Ratten deuten
darauf hin, dass die α1A- und α1D-Adrenozeptor-Subtypen
die größeren Gefäße regulieren, während α1B-Adrenozep-
toren den Tonus der kleinen Widerstandsgefäße regulieren
[28]. Vasopressin wirkt über den Vasopressin-Rezeptor-
subtyp V1A blutdrucksteigernd [29]. Eine systemisch vermin-
derte Expression dieser vasokonstriktorischen Rezeptoren
könnte die vaskuläre Hyporeaktivität gegenüber den ent-
sprechenden Agonisten erklären und so das septische Kreis-
laufversagen mit bedingen. Wir haben deshalb die
Regulation der Rezeptoren, welche die biologische Wirkung
von Angiotensin II, Norepinephrin und Vasopressin vermit-
teln, unter den Bedingungen einer experimentellen Endo-
toxämie in vivo und in vitro untersucht.

Methodik

Experimentelle Endotoxämie
Nach Genehmigung der Tierschutzkommission wurde männ-
lichen Sprague-Dawley Ratten (n = 6) Vehikel (NaCl 0.9%,
2 ml) oder LPS (Escherichia coli, Sigma, 10 mg/kg) i.v. ver-
abreicht. Nach 6, 12 und 24 Stunden wurden die Tiere zur
Organentnahme dekapitiert. Die entnommenen Organe
sowie das gewonnene Plasma wurden schockgefroren und
bei -80° C gelagert [30 - 32].

Nicht-invasive Blutdruckmessung
Der systolische Blutdruck wurde in stündlichen Intervallen
anhand der Tail-Cuff-Methode bestimmt (TSE Blood
Pressure Monitor Typ 9000) [33].

Blutdruck-Dosis-Wirkungsversuche
Ratten (n = 6) wurden mit Vehikel bzw. LPS injiziert und
nach 6 bzw. 12 Stunden mit Sevofluran narkotisiert und beat-
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possibly plays a central role in the pathogenesis of septic vas-
cular failure. In order to identify the mechanisms causing
downregulation of vasoconstrictive receptors during septic
conditions, and to find out whether and how the downregu-
lation can be prevented, further investigations are required.

Schlüsselwörter: Zytokine – Stickstoffmonoxid – Blutdruck,
Katecholamine – Vasopressin – Angiotensin

Keywords: Cytokines – Nitric Oxide – Blood Pressure –
Catecholamines – Vasopressin – Angiotensin.





met. Der arterielle Mitteldruck wurde über eine Kanüle in
der linken A. carotis gemessen (Sirecust 9000, Siemens).
Bolusdosen von Angiotensin II (Sigma, 0.0125 bis 0.5 µg/kg)
bzw. Phe2, Ile3, Orn8-Vasopressin (Bachem, 10 bis 300 pmol/
kg), einem selektiven V1-Rezeptor-Agonisten, wurden i.v.
verabreicht, und die Änderung des arteriellen Blutdrucks
wurde gemessen. Um die LPS-induzierte arterielle Hypo-
tension zu imitieren, wurde Vehikel-injizierten Tieren zusätz-
lich der NO-Donor Nitroprussidnatrium (SNP, nipruss®,
Schwarz Pharma, ~10 µg/kg/min) akut i.v. verabreicht und
die Blutdruckänderung nach Injektion von Angiotensin II
aufgezeichnet [30, 31].

Zellkultur
Für die Experimente wurden aortale glatte Gefäßmuskel-
zellen (Zelllinie A7r5, ATCC) und renale Mesangialzellen
der Ratte (Primärkultur und Zelllinie, Passage 18 - 23, vom
Institut für Allgemeine Pharmakologie und Toxikologie der
Johann-Wolfgang-Goethe-Universität Frankfurt am Main
(Direktor: Prof. Dr. J. Pfeilschifter)) verwendet.
Um den Einfluss von Zytokinen und von NO auf die Rezep-
torexpression zu untersuchen, wurden die Zellen für 8 bis 12
Stunden mit 
1. Medium (Kontrolle),
2. Interleukin-1β (IL-1β, 50 ng/ml, Sigma),
3. Tumor-Nekrose-Faktor-α (TNF-α, 10-100 ng/ml, R&D

Systems),
4. Interferon-γ (IFN-γ, 500 U/ml, (GIBCO BRL),
5. einem Gemisch aus diesen Zytokinen,
6. einem Gemisch aus diesen Zytokinen mit dem NOS-

Inhibitor Nω-Nitro-L-Arginin-Methyl-Ester (L-NAME,
1 - 5 mmol/l, Sigma) oder 

7. dem NO-Donator SNAP (500 µmol/l, Sigma) inkubiert
[30 - 32].

RNA-Analytik
Gesamt-RNA wurde aus Zellen bzw. tiefgefrorenen Orga-
nen nach Standardprotokollen gewonnen und bei -80°C ge-
lagert. Zur Bestimmung der relativen Mengen an V1A, α1A-,
α1B-, und α1D-mRNA mittels RNase-Protection-Assay wur-
den die entsprechenden radioaktiv markierten Antisense-
RNA-Proben wie folgt hergestellt. Mittels RT-PCR wurde
jeweils ein V1A, α1A-, α1B-, und α1D-cDNA-Fragment amplifi-
ziert. Die Primer wurden so gewählt, dass die amplifizierten
Fragmente der Rezeptorsubtypen möglichst wenig Homo-
logie mit den anderen Subtypen aufwiesen. Die so gewonne-
nen cDNA-Fragmente wurden in den pCR®-TOPOII-
Vektor (V1A-Rezeptor; Invitrogen) bzw. pSP73-Vektor (α1-
Rezeptoren; Promega) kloniert und die Vektoren lineari-
siert. Die Identität der Konstrukte wurde durch Sequen-
zierung (Fa. SequiServe) überprüft. Die Gensonden des
Referenzgens β-actin sowie für NOS II und AT-Rezeptoren
wurden vom Lehrstuhl für Physiologie der Universität
Regensburg (Direktor: Prof. Dr. A. Kurtz) zur Verfügung
gestellt. Nach in vitro Transkription mit SP6-RNA-Poly-
merase, bei der eines der zugegebenen Nukleotide 32P ent-
hält, erhält man die entsprechenden radioaktiv markierten
Antisense-RNA-Fragmente zur Durchführung des RNase-
Protection-Assay. Dieser wurde wie beschrieben durchge-
führt [30 - 32]. Isolierte Gesamt-RNA wurde mit den radio-
aktiv markierten Antisense-RNA-Fragmenten hybridisiert
und einem RNase- und Protease-Verdau unterzogen. Nach

Phenol/Chloroform-Extraktion und Ethanolfällung wurden
die geschützten RNA-Fragmente elektrophoretisch im
Acrylamidgel aufgetrennt. Die Quantifizierung der spezifi-
schen Banden erfolgte mit einem Phosphoimager. Dabei
wurde das Signal für NOS II-, AT1A-, AT1B-, V1A-, α1A-, α1B-,
und α1D-mRNA auf das Signal für das Referenzgen β-actin
derselben RNA-Präparation bezogen.

Radioligand-Bindungsstudien
Zur Bestimmung der AT1-Rezeptordichte in der Leber wur-
den hepatische Plasmamembranen aus der Gesamtleber iso-
liert. 100 µg Gesamtprotein davon wurden bei 37°C für 20
Minuten mit 50 oder 500 pmol/l 125I-Angiotensin II (2000
Ci/mmol, Amersham) in Inkubationspuffer mit oder ohne
unmarkiertem Angiotensin II (1 µmol/l zur Bestimmung der
unspezifischen Bindung) inkubiert. Danach wurden 4 ml 
eiskalter Inkubationspuffer zugegeben und der Ansatz über
Glasfaserfilter (GF/B, Whatman) abgesaugt. Die Filter wur-
den dreimal mit eiskaltem Inkubationspuffer gewaschen,
und die Filter-gebundene Radioaktivität wurde mittels eines 
γ-Zählers gemessen und auf das eingesetzte Gesamtprotein
bezogen.

Zur Bestimmung der AT1-, V1A- bzw. α1-Rezeptordichte auf
intakten Zellen wurden diese in 24-Well-Zellkulturplatten
kultiviert, wie oben beschrieben inkubiert, dreimal mit eis-
kalter PBS gewaschen und für 15 Minuten bei 37°C mit 10
oder 100 pmol/l 125I-Angiotensin II in Inkubationspuffer mit
oder ohne unmarkiertem Angiotensin II (1 µmol/l zur
Bestimmung der unspezifischen Bindung) inkubiert. Dann
wurden die Zellen erneut dreimal mit eiskalter PBS gewa-
schen und mit 1 N NaOH lysiert. Die Radioaktivität wurde
mittels eines γ-Zählers gemessen. Alle Bindungsdaten wur-
den auf den totalen zellulären Proteingehalt bezogen.
Analog wurden die Bindungsstudien für V1-Rezeptoren mit
100 pmol/l oder 1 nmol/l 125I-Vasopressin (2000 Ci/mmol,
Amersham) mit oder ohne unmarkiertem Vasopressin (10
µmol/l zur Bestimmung der unspezifischen Bindung) durch-
geführt. Für α1-Rezeptoren wurde 0.5 nmol/l 3H-Prazosin (80
Ci/mmol, Amersham) mit verschiedenen Konzentrationen
unmarkiertem Prazosin (0, 0.1, 0.3, 1, 3, 10, 100 und 1000
nmol/l zur Bestimmung der unspezifischen Bindung) einge-
setzt und die Radioaktivität mittels eines β-Zählers (LSC)
gezählt. Die Rezeptor-Affinität (Dissoziationskonstante KD)
und die maximale Bindungskapazität (Bmax) für 3H-Prazosin
wurden anhand einer Scatchard-Analyse ermittelt [30 - 32].

ELISA, RIA und HPLC
Die Konzentrationen von IL-1β und TNF-α wurden mittels
ELISA (R&D Systems), die Konzentrationen von
Katecholaminen mittels HPLC und die Plasma-Renin-
Aktivität, die Plasma-Angiotensin II- und Plasma-
Aldosteron-Konzentration mittels RIA bestimmt.

Statistik

ANOVA mit Mehrfachvergleichen und t-Test mit Bon-
ferroni-Anpassung wurden für die Vergleiche zwischen den
verschiedenen Behandlungsgruppen durchgeführt. Ein Wert
von p < 0.05 wurde als signifikant betrachtet.
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Ergebnisse

Die hämodynamischen Veränderungen nach LPS-Injektion
sind in Tabelle 1 aufgelistet. Blutdruck und Herzfrequenz
blieben in der Kontrollgruppe stabil. Die Injektion von LPS
führte zu einem Abfall des arteriellen Blutdruckes und
einem Anstieg der Herzfrequenz 3, 12 und 24 Stunden nach
Gabe.

Konzentration von Zytokinen im Gewebe
Injektion von LPS bewirkte eine Erhöhung der Konzen-
trationen von IL-1β und TNF-α in Leber und Lunge,
während es in der Niere nur zu einer mäßigen Induktion
kam (Abb. 1).

Konzentration von Katecholaminen im Gewebe
In Niere und Leber war die Norepinephrin-Konzentration
nach LPS-Injektion unverändert (Tab. 2). In der Lunge war
die Norepinephrin-Konzentration nach LPS-Injektion ver-
mindert. Epinephrin und Dopamin waren in Lunge und
Leber an der Grenze der Nachweisbarkeit. In der Niere kam
es zu einer Erhöhung von Epinephrin von < 1.5 ng/g auf 
5 - 10 ng/g nach LPS-Injektion, während die Dopamin-Kon-
zentrationen unverändert waren.

Aktivität des systemischen Renin-Angiotensin-Aldosteron-
Systems
Die Plasma-Renin-Aktivität stieg 12 Stunden nach LPS-In-
jektion auf den 13fachen Wert an und war nach 24 Stunden
noch 4,5fach erhöht. Die Plasma-Angiotensin-II-Konzen-
tration war nach Induktion der experimentellen Endoto-
xämie parallel zur Plasma-Renin-Aktivität erhöht. Im
Gegensatz dazu war die Plasma-Aldosteron-Konzentration
unverändert im Vergleich zur Kontrolle (Abb. 2).

Blutdruck-Dosis-Wirkung von Angiotensin II
Der MAP anästhesierter Ratten lag bei ca. 112 mmHg.
Bolus-Injektionen von Angiotensin II (0.0125 bis 0.5 µg/kg)
führten zu einer Dosis-abhängigen Blutdruckerhöhung um

57 mmHg nach Injektion von 0.5 µg/kg Angiotensin II. 12
Stunden nach Injektion von LPS lag der MAP bei ca. 60
mmHg, wobei Vehikel-injizierte Ratten normotensiv blie-
ben. Die Blutdruckantwort auf Angiotensin II war bei LPS-
injizierten Ratten deutlich vermindert im Vergleich zu
Kontrolltieren. Injektion von 0.5 µg/kg Angiotensin II führte
bei endotoxämischen Ratten nur zu einer Erhöhung des
MAP um ca. 14 mmHg im Vergleich zu einer Blutdruck-
steigerung um 57 mmHg bei nicht-endotoxämischen Ratten.
Wir imitierten die LPS-induzierte arterielle Hypotension
durch eine akute Infusion des NO-Donors SNP bei nicht-
endotoxämischen anästhesierten Ratten und senkten den
MAP auf vergleichbare Werte wie nach LPS-Injektion. Die
Blutdruckwirkung von Angiotensin II war bei diesen Tieren
uneingeschränkt im Vergleich zu Vehikel-injizierten Ratten
erhalten (Abb. 3).
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Tabelle 1: Herzfrequenz (HF) und systolischer Blutdruck (BPsys) nach LPS.

0 h 3 h 12 h 24 h

HF (min-1) 362 ± 12 435 ± 18* 505 ± 16* 414 ± 13*

BPsys (mmHg) 126 ± 6 87 ± 4* 69 ± 5* 105 ± 8*

Mittelwert ± SE, n = 6, *p < 0.05 vs. 0 h, modifiziert nach [33].

Tabelle 2: Konzentration von Katecholaminen nach LPS.

ng/g Niere Leber1) Lunge1,2)

Feuchtgewicht NE E DA NE E NE

0 h 177 ± 20 < 1.52) 5.0 ± 0.6 61 ± 13 < 1.52) 59 ± 7.1

6 h 187 ± 23 10.3 ± 1.8 7.9 ± 1.7 51 ± 12 2.7 ± 0.43 29 ± 3.8*

12 h 214 ± 31 5.0 ± 1.0 7.0 ± 1.3 63 ± 10 2.1 ± 0.70 28 ± 2.3*

24 h 225 ± 12 4.7 ± 11 4.5 ± 1.3 75 ± 11 1.6 ± 0.51 35 ± 2.7*

NE, Norepinephrin; E, Epinephrin; DA, Dopamin; Mittelwert ± SE, n = 6, *p < 0.05 vs. 0 h; 1) Dopamin-Konzentration unterhalb der Nachweisgrenze von 2 ng/g; 
2) Epinephrin-Konzentration unterhalb der Nachweisgrenze von 1.5 ng/g; modifiziert nach [32].

Abbildung 1: Gewebe-Konzentrationen von IL-1β und TNF-α nach
Injektion von LPS (10 mg/kg). Die Werte wurden auf das Gewebe-
Gewicht bezogen. Mittelwert ± SE, n = 6, *p < 0.05 vs. Kontrolle; modifi-
ziert nach [32].



Genexpression von AT1-Rezeptoren und NOS II in vivo
Nach LPS-Injektion war die Genexpression beider AT1-
Rezeptor-Subtypen in der Nebenniere über 24 Stunden ver-
mindert. Gleichzeitig kam es zu einer Steigerung der NOS-
II-Genexpression (Abb. 4). Die durch LPS verminderte AT1-
Rezeptor-Genexpression in der Leber konnte auf Protein-
ebene durch eine verminderte Bindung von 125J-Angiotensin
II bestätigt werden (Abb. 5). NOS II-mRNA war in der
Leber basal unter der Nachweisgrenze und 12 und 24
Stunden nach LPS-Injektion induziert. In Lunge und Herz
war AT1A-mRNA 6 Stunden nach Injektion auf 36 bzw.
24% der Kontrolle vermindert und AT1B-mRNA auf 33 bzw.
16% der Kontrolle reduziert. Nach 24 Stunden waren in
Lunge und Herz wieder Kontrollwerte erreicht. LPS-
Injektion führte nach 12 Stunden zu einer Stimulation der
NOS II-Genexpression in Lunge und Herz und es wurden
erneut Kontrollwerte 24 Stunden nach LPS-Injektion
erreicht.

Expression von AT1-Rezeptoren in vitro
Nach einer 12-stündigen Inkubation von primären Mesan-
gialzellen mit einer Kombination aus den Zytokinen (IL-1β
50 ng/ml, TNF-α 100 ng/ml, und IFN-γ 500 U/ml) war die
Expression von AT1-Rezeptor-mRNA in Mesangialzellen
auf unter 1% des Kontrollwertes und die 125J-Angiotensin II-
Bindung auf 10% des Kontrollwertes vermindert (Abb. 6).
Inkubation der Zellen mit dem NO-Donor SNAP (500
µmol/l) verminderte ebenfalls die AT1-Rezeptor-Expression.
Die Hemmung der endogenen NO-Bildung durch L-NAME
(5 mmol/l) schwächte die Zytokin-induzierte Verminderung
der AT1-Rezeptor-Expression ab.

Genexpression von α1-Rezeptoren in vivo
In Herz, Aorta und Lunge waren alle drei α1-Rezeptor-
Subtypen nach der Injektion von LPS vermindert expri-
miert. Auch in Niere, Nebenniere und Leber waren die unter
normalen Bedingungen stark exprimierten Rezeptor-Sub-
typen, wie α1A und α1B in der Niere, α1B und α1D in der
Nebenniere und α1B in der Leber, während Endotoxämie
vermindert exprimiert (Abb. 7).

Expression von α1-Rezeptoren in vitro
Inkubation von Mesangialzellen (Passage 18 - 23) mit IL-1β
(50 ng/ml) und/oder TNF-α (10 ng/ml) für 10 Stunden ver-
minderte die α1B-Rezeptor-Genexpression. Die Bmax-Werte
der 3H-Prazosin-Bindung an Mesangialzellen waren nach
Inkubation mit den Zytokinen ebenfalls vermindert,
während die Rezeptor-Affinität (KD) der 3H-Prazosin-
Bindung nicht beeinflusst war. Die Hemmung der NO-
Synthese durch Koinkubation der Zellen mit den Zytokinen
(IL-1β + TNF-α) und L-NAME (5 mmol/l) führte zu keiner
Änderung der Zytokin-induzierten Verminderung der α1B-
Rezeptor-mRNA oder der 3H-Prazosin-Bindung. Inkubation
von Mesangialzellen mit dem NO-Donor SNAP (500 µmol/l)
beeinflusste die α1B-Rezeptor-Expression nicht (Abb. 8 und
Tab. 3).

Genexpression von V1A-Rezeptoren in vivo
In der Leber führte LPS-Injektion zu einer starken und lang
anhaltenden Verminderung der V1A-Genexpression (Abb. 9).
In Lunge, Niere und Herz war V1A-mRNA 6 Stunden nach
Induktion einer experimentellen Endotoxämie auf 31%,

75% und 84% des Kontrollwertes vermindert. In Lunge und
Herz war die V1A-Rezeptor-Genexpression auch nach 12 und
24 Stunden vermindert, während in der Niere bereits wieder
Ausgangswerte erreicht worden waren.

Expression von V1A-Rezeptoren in vitro
Inkubation von aortalen glatten Gefäßmuskelzellen der
Ratte (Zelllinie A7r5) mit IL-1β (50 ng/ml), TNF-α (100
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Abbildung 2: Renin-Aktivität (PRA), Angiotensin-II-Konzentration (Ang II)
und Aldosteron-Konzentration (PAC) im Plasma nach Injektion von LPS
(10 mg/kg). Mittelwert ± SE, n = 6, *p < 0.05 vs. 0 h, +p < 0.05 vs. 24 h; modi-
fiziert nach [30].

Abbildung 3: Blutdruck-Dosis-Wirkung von Angiotensin II nach Injektion
von LPS (10 mg/kg), Vehikel oder während SNP-Infusion. Die Absolut-
Werte des MAP und die Änderung des MAP (∆MAP) derselben
Experimente sind als Mittelwert ± SE von 6 Tieren pro Gruppe 12 Stunden
nach Injektion LPS oder Vehikel angegeben. *p < 0.05 vs. Vehikel oder
SNP; modifiziert nach [30].



ng/ml) oder IFN-γ (500 U/ml) für 8 Stunden führte zu einer
Verminderung der V1A-mRNA. Parallel kam es zu einer
Reduktion der spezifischen 125J-Vasopressin-Bindung an den
Zellen. Eine Hemmung der NO-Synthese durch Koinku-
bation der Zytokine mit L-NAME (1 mmol/l) beeinflusste
die zytokininduzierte Verminderung der V1A-Expression
nicht. Entsprechend kam es nach Inkubation der Zellen mit
dem NO-Donor SNAP (500 µmol/l) zu keiner Änderung der
V1A-Expression (Abb. 10).

Blutdruck-Dosis-Wirkung von Phe2, Ile3, Orn8-Vasopressin
Bolus-Injektionen des selektiven V1-Rezeptoragonisten
Phe2, Ile3, Orn8-Vasopressin (10 bis 300 pmol/kg) resultierten
in einem Dosis-abhängigen Anstieg des MAP um 70 mmHg
nach Injektion von 300 pmol/kg Phe2, Ile3, Orn8-Vasopressin
(Abb. 11). 6 Stunden nach LPS-Injektion war die Blutdruck-
wirkung von Phe2, Ile3, Orn8-Vasopressin mit einem MAP-
Anstieg von 47 mmHg nach Injektion von 300 pmol/kg Phe2,
Ile3, Orn8-Vasopressin deutlich reduziert.

Diskussion

Mehrere In-vivo- und In-vitro-Studien zeigen eine vermin-
derte Blutdruckwirksamkeit von Vasopressin und Angio-
tensin II während experimenteller Sepsis [8, 10, 11, 34]. Die
eingeschränkte Blutdruckwirksamkeit von Norepinephrin
während Sepsis und septischen Schocks ist klinisch evident
und in Tierversuchen belegt [7 - 9, 34, 35]. Trotz der patho-
physiologischen Signifikanz hinsichtlich des Kreislauf-
versagens während Sepsis sind die Faktoren unbekannt, die
für die vaskuläre Hyporeaktivität von Vasokonstriktoren wie
Angiotensin II, Vasopressin und Norepinephrin verantwort-
lich sind. Ziel unserer Studien war es, mögliche Ursachen der
verminderten biologischen Wirksamkeit dieser Vasokon-
striktoren während Sepsis aufzudecken.

In unserem Tiermodell der experimentellen Endotoxämie
kam es in Übereinstimmung mit der Literatur [5] zu einer
erhöhten Bildung und Freisetzung von Zytokinen, einer star-
ken Stimulation der NOS-II-Expression in verschiedenen
Organen und zu einem Kreislaufversagen mit arterieller
Hypotension und Tachykardie [30, 32, 33].

Übereinstimmend mit Befunden aus der Literatur [8, 36 - 38]
war in unserem Tiermodell das systemische Renin-Angio-
tensin-System aktiviert [30]. Gleichzeitig lag eine arterielle
Hypotension mit verminderter Blutdruckwirksamkeit von
Angiotensin II vor. Die Plasma-Aldosteron-Konzentration
war trotz erhöhter Konzentrationen von Angiotensin II
unverändert. Angesichts der starken NOS-II-Induktion
während Sepsis schien es plausibel, dass die abgeschwächte
Blutdruckwirksamkeit von Angiotensin II während Sepsis
durch die massive Überproduktion von NO bedingt sein
könnte. Diese Hypothese erscheint jedoch wenig wahr-
scheinlich, da die Imitierung der LPS-induzierten arteriellen
Hypotension durch akute Infusion des NO-Donors SNP bei
nicht-endotoxämischen Ratten mit keiner Einschränkung
der vaskulären Reaktivität gegenüber Angiotensin II ver-
bunden war. Dies deutet darauf hin, dass die vaskuläre
Hyporeaktivität gegenüber Angiotensin II während Sepsis
nicht in erster Linie auf eine NO-vermittelte Vasodilatation

zurückzuführen ist. Wir fanden eine während Sepsis syste-
misch verminderte AT1-Rezeptor-Expression, welche für die
abgeschwächte Wirkung von Angiotensin II auf den Blut-
druck und die Aldosteronsekretion verantwortlich sein
könnte [30]. Dieses Ergebnis erklärt möglicherweise Be-
funde, die indirekt auf eine Involvierung von Angiotensin-II-
Rezeptoren in die Pathogenese des septischen Kreislauf-
versagens hinweisen. So konnte an Ratten gezeigt werden,
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Abbildung 4: AT1A-Rezeptor-, AT1B-Rezeptor- und NOS II-mRNA in der
Nebenniere nach Injektion von LPS (10 mg/kg) bezogen auf das Signal
des Referenzgens β-actin derselben RNA-Präparation. Mittelwert ± SE, 
n = 6, *p < 0.05 vs. 0 h, +p < 0.05 vs. 24 h; modifiziert nach [30].

Abbildung 5: AT1-Rezeptor-mRNA und 125J-Angiotensin II-Bindung in der
Leber nach Injektion von LPS (10 mg/kg). Die mRNA-Daten wurden auf
das Signal des Referenzgens β-actin derselben RNA-Präparation bezo-
gen. Die Bindungsdaten wurden mit 500 pmol/l 125J-Angiotensin II erho-
ben und auf das Gesamt-Protein bezogen. Mittelwert ± SE, n = 6, *p<0.05
vs. 0 h, +p < 0.05 vs. 24 h; modifiziert nach [30].
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dass die initiale Vasodilatation nach LPS-Infusion durch
Angiotensin II aufgehoben werden konnte, während der
vasopressorische Effekt von Angiotensin II ab 2 Stunden
nach Beginn der LPS-Infusion vermindert war [39].

Während experimenteller Endotoxämie kam es auch zu
einer systemischen Verminderung der α1-Rezeptor-Gen-
expression [32]. Diese Ergebnisse werden von früheren
Daten einer verminderten α1-Rezeptor-Expression in der
Aorta und der Leber der Ratte während schwerer Sepsis
sowie in der Leber der Ratte 18 Stunden nach Induktion
einer Sepsis durch zökale Ligation und Punktion (CLP)
gestützt [40 - 42]. Die erhöhte hepatische α1-Rezeptor-
Expression 9 Stunden nach CLP-Behandlung in dieser
Studie widerspricht unseren Daten nicht, da der Beginn
einer Sepsis im CLP-Modell im Vergleich zur i.v.-Injektion
von LPS verzögert auftritt. An der humanen Leber wurde
eine erhöhte 3H-Prazosin-Bindung während einer milden
Sepsis und eine verminderte 3H-Prazosin-Bindung während
einer schweren Sepsis berichtet [43]. Auch dieser Befund
steht unseren Daten nicht entgegen, da in unserem
Tiermodell angesichts einer Mortalität von 44% von einer
schweren experimentellen Endotoxämie auszugehen ist.

Analog zu den Befunden für AT1-und α1-Rezeptoren zeigte
sich in unseren Experimenten eine Verminderung von V1A-
Rezeptor-mRNA in Leber, Lunge, Niere und Herz während
experimenteller Sepsis [31]. Eine verminderte hepatische
3H-Vasopressin-Bindung in der Ratte nach Endotoxin-
Infusion wurde bereits beschrieben [42].

Proinflammatorische Zytokine wie IL-1β, TNF-α und IFN-γ
sowie NO werden während Sepsis in großen Mengen gebil-
det [4, 5] und könnten an der Regulation der Expression
vasokonstriktorischer Rezeptoren beteiligt sein. Unsere
Befunde an Primärkulturen renaler Mesangialzellen der
Ratte zeigen, dass sowohl NO als auch Zytokine die AT1-
Rezeptor-Expression vermindern [30]. Diese Befunde sind
im Einklang mit Berichten, die eine verminderte AT1-
Rezeptor-Expression in glatten Gefäßmuskelzellen nach
Inkubation mit NO-Donoren belegen [44, 45]. Ebenso wurde
beschrieben, dass IL-1β, TNF-α und IFN-γ die Angiotensin-
II-Bindung bei glatten Gefäßmuskelzellen in einer NO-
abhängigen Weise vermindern [46].

An einer Zelllinie renaler Mesangialzellen konnten wir eine
NO-unabhängige Verminderung der α1B-Rezeptor-Genex-
pression durch IL-1β und TNF-α zeigen [32]. An glatten
Gefäßmuskelzellen war die Expression von V1A-Rezeptoren
ebenfalls NO-unabhängig durch IL-1β, TNF-α und IFN-γ
vermindert [31].

In vivo fiel eine Korrelation zwischen der Gewebekonzen-
tration von IL-1β und TNF-α und dem Ausmaß der
Verminderung der α1-Rezeptor-Expression in Leber und
Lunge einerseits und der Niere andererseits auf. In Leber
und Lunge waren die Konzentrationen dieser Zytokine
mehr als 10fach höher als in der Niere. Darüber hinaus blie-
ben die Zytokine in Leber und Lunge über den gesamten
Untersuchungszeitraum erhöht, während die Zytokin-
Konzentrationen in der Niere 24 Stunden nach Induktion
der Endotoxämie bereits wieder Kontrollniveau erreicht

hatten. Dieser Unterschied liegt möglicherweise an der hö-
heren Makrophagen-Aktivität in Leber und Lunge, wodurch
mehr LPS aus dem Kreislauf aufgenommen wurde und
höhere Mengen an Zytokinen produziert wurden. Darüber
hinaus könnte der relativ höhere Blutfluss in der Niere zu
einem schnelleren Auswaschen der Zytokine geführt haben.
In Leber und Lunge zeigte sich eine starke und über den
gesamten Untersuchungszeitraum anhaltende Verminde-
rung der α1-Rezeptor-Expression, während diese in der
Niere deutlich geringer ausgeprägt war und sogar wieder
Kontrollniveau erreichte. Diese Korrelation unterstreicht die
Bedeutung der Gewebe-Zytokine bei der Regulation der α1-
adrenergen Rezeptor-Expression [32].
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Abbildung 6: AT1-Rezeptor-mRNA und 125J-Angiotensin-II-Bindung in
Mesangialzellen nach einer 12-stündigen Inkubation mit einer
Kombination von IL-1β, TNF-α und IFN-γ ohne (Zytokine) und mit L-NAME
(Zytokine + L-NAME) oder mit SNAP. Die mRNA-Daten wurden auf das
Signal des Referenzgens β-actin derselben RNA-Präparation bezogen.
Die Bindungsdaten wurden mit 100 pmol/l 125J-Angiotensin II erhoben
und auf das Gesamt-Protein bezogen. Mittelwert ± SE von 4 Experi-
menten in Doppelbestimmung. *p < 0.05 vs. Kontrolle, +p < 0.05 vs.
Zytokine+L-NAME; modifiziert nach [30].

Abbildung 7: α1-Rezeptor-mRNA nach Injektion von LPS (10 mg/kg). Die
Daten wurden auf das Signal des Referenzgens β-actin derselben RNA-
Präparation bezogen und sind als pro-zentuale Veränderung zur
Kontrolle angegeben. Mittelwert ± SE, n = 6, *p < 0.05 vs. Kontrolle; modi-
fiziert nach [32]
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In-vivo- und In-vitro Untersuchungen belegen die Fähigkeit
von Katecholaminen, eine Verminderung der α1-adrenergen
Rezeptor-Expression zu bewirken [47 - 49]. Unsere Daten
weisen jedoch darauf hin, dass Katecholamine bei der
Verminderung der α1-Rezeptor-Expression während LPS-
induzierter Endotoxämie eine untergeordnete Rolle spielen.
Zwischen der Verminderung der Expression α1-adrenerger
Rezeptoren und der Katecholamin-Konzentration im
Gewebe konnten wir keine Korrelation herstellen. In Leber
und Lunge, wo wir eine ausgeprägte und lang anhaltende
Verminderung von α1-adrenergen Rezeptoren fanden,
waren die Katecholamin-Konzentrationen nicht erhöht oder
waren gar vermindert. In der Niere, wo wir nur eine mode-
rate und transiente Verminderung von α1-adrenergen
Rezeptoren fanden, waren die Epinephrin-Konzentrationen
deutlich und die von Norepinephrin und Dopamin tenden-
ziell erhöht [32].

Die in unseren Blutdruck-Dosis-Wirkungsversuchen beob-
achtete verminderte Blutdruckwirksamkeit gegenüber
einem selektiven V1-Rezeptor-Agonisten nach LPS-Injek-
tion ist im Einklang mit Berichten einer verminderten
Blutdruckantwort sowie einer verminderten vaskulären
Antwort auf Vasopressin während akuter experimenteller
Sepsis [8, 10, 11] und verdeutlicht die Relevanz unserer
Befunde für die vaskuläre Hyporeaktivität gegenüber
Vasopressin während akuter Endotoxämie. Andererseits
wurde eine erhöhte Blutdrucksensitivtät gegenüber Vaso-
pressin bei Patienten im chronischen vasodilatorischen sep-
tischen Schock beschrieben [50]. In dieser Studie wurde ein
blutdrucksteigernder Effekt von Vasopressin bei fünf septi-
schen Patienten beschrieben, wobei der Vergleich mit einer
nicht-septischen Kontrollgruppe fehlt. Diese Ergebnisse
widersprechen unseren Daten nicht, da wir ebenso einen
blutdrucksteigernden Effekt eines V1-Rezeptor-selektiven
Vasopressin-Analogons während Endotoxämie fanden, wel-
cher jedoch im Vergleich zur nicht-septischen Kontroll-
gruppe abgeschwächt war [31].

Proinflammatorische Zytokine scheinen eine Schlüsselrolle
in der Pathogenese des septischen Kreislaufversagens zu
spielen. Einerseits bewirken sie eine vermehrte Produktion
von vasodilatierendem NO, das den kardiovaskulären
Kollaps während Sepsis vermittelt. Andererseits führen
diese Zytokine, teils NO-abhängig, zu einer verminderten
Expression vasopressorischer Rezeptoren, was zu einer ver-
minderten vasokonstriktorischen Antwort auf entsprechen-
de Agonisten führt. Folglich sind diese nicht in der Lage, die
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Tabelle 3: Bmax- und KD-Werte der 3H-Prazosin-Bindung an Mesangialzellen.
3H-Prazosin-Bindung Bmax (fmol/mg) KD (nmol/l)

Kontrolle 653 ± 23.6 0.9 ± 0.2

IL-1β (50 ng/ml) 374 ± 28.1* 0.9 ± 0.1

TNF-α (10 ng/ml) 324 ± 22.4* 0.8 ± 0.2

Zytokine (IL-1β + TNF-α) 279 ± 19.1* 0.8 ± 0.1

Zytokine + L-NAME (5 mmol/l) 298 ± 23.7* 0.9 ± 0.2

SNAP (500 µmol/l) 596 ± 44.3 1.0 ± 0.3

Mittelwert ± SE von 4 Experimenten in Doppelbestimmung; *p < 0.05 vs. Kontrolle, modifiziert nach [32].

Abbildung 8: α1B-Rezeptor-mRNA in Mesangialzellen nach 10stündiger
Inkubation mit IL-1β, TNF-α, einer Kombination von IL-1β und TNF-α ohne
oder mit L-NAME (Zytokine ± L-NAME) oder mit dem NO-Donor SNAP. Die
Daten wurden auf das Signal des Referenzgens β-actin derselben RNA-
Präparation bezogen und sind als prozentuale Veränderung zur Kontrolle
angegeben. Mittelwert ± SE von 4 Experimenten in Doppelbestimmung. 
*p < 0.05 vs. Kontrolle; modifiziert nach [32].

Abbildung 9: V1A-Rezeptor-mRNA nach Injektion von LPS (10 mg/kg)
bezogen auf das Signal des Referenzgens β-actin derselben RNA-
Präparation. Mittelwert ± SE, n = 6, *p < 0.05 vs. Kontrolle; modifiziert nach
[31].





überschießende vasodilatierende Aktivität von NO während
akuter Sepsis zu neutralisieren. Wir gehen davon aus, dass
die verminderte Expression der Rezeptoren für Vasokon-
striktoren für die vaskuläre Hyporeaktivität auf Agonisten
mitverantwortlich ist und eine wichtige Rolle in der
Pathogenese des septischen Kreislaufversagens spielt.
Entlang welcher Signaltransduktionswege die Verminderung
der Rezeptor-Expression für Vasokonstriktoren vermittelt
wird und ob und auf welche Weise diese verhindert werden
kann, bedarf weiterer Untersuchungen. Möglicherweise wird
die verminderte Rezeptor-Expression über eine Hemmung
der Promotoraktivität dieser Rezeptoren durch Zytokine
und/oder NO vermittelt.
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