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Abkürzungsverzeichnis 

 

ACTH  Adrenocorticotropes Hormon 

AS  Aminosäure 

Bp  Basenpaare 

BSA   Bovine Serum Albumine 

CDK  cyklin-dependent kinase 

CIP-1  CDK-interacting protein-1 (p21) 

CRP  C-reaktives Protein 

CSF  colony stimulation factor 

EDRF  endothelial derived relaxation factor 

EGF  epidermal growth factor 

ELISA  enzyme-linked immunosorbent assay 

FBS  fetal bovine serum 

FCS  fetal calf serum 

FGF  fibroblast growth factor 

GFP  green fluorescent protein 

IFN  Interferon 

IL-1  Interleukin-1 

IL-1R  Interleukin-1-Rezeptor 

IL-1ra  Interleukin-1-Rezeptorantagonist 

IL-6  Interleukin-6 

KDa  kilo Dalton 

LBP  Lipoprotein-bindendes Protein 

LDL-R  Low density lipoprotein-receptor 

LPS  Lipopolysacharide 

NF-kappaB nuclear factor-kappaB 

PBS  Phosphat-gepufferte Salzlösung 

PDGF  platelet derived growth factor 

pEC  porcine Endothelzellen 

PF4  platelet factor 4 
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PGE2  Prostaglandin E2 

pSMC  porcine glatte Muskelzellen 

PTCA  perkutane transluminale Koronarangioplastie 

RB  Riboblastomaprotein 

SDI-1  senescent cell-derived inhibitor-1 (p21) 

TGF-ß  transforming growth factor-ß 

TLR  Toll-like-Receptor 

TNF  Tumornekrose Faktor 

WAF-1 wild-type p53 activated fragment 1 (p21) 
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1 Einleitung 

Die perkutane transluminale Koronarangioplastie (PTCA) hat sich seit ihrer 

Einführung 1978 zu einem sicheren Verfahren zur Revaskularisierung von 

Koronarstenosen entwickelt. Vor allem die Entwicklung und Modifikation von 

Ballon- und Schaftmaterialien sowie die Entwicklung neuer Verfahren, wie die 

Stentimplantation, führten zu der enormen Indikationserweiterung. Gegenwärtig 

werden jedes Jahr ca. eine Million PTCAs auf der gesamten Welt durchgeführt 

11,55. In den USA und in Europa hat sich die Zahl der Interventionen in den 

letzten fünf bis sechs Jahren verdoppelt 81(siehe Abb.1). 
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Abbildung 1: Zahl der Interventionen in USA und Europa [Topol, 1998 #81] 
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Eine häufige Komplikation dieser Methode ist jedoch die Restenose. Etwa jeder 

dritte Patient entwickelt innerhalb von sechs Monaten nach Angioplastie eine 

Wiedereinengung des Gefäßlumens im Bereich der Intervention, die eine erneute 

Dilatation erforderlich macht 8,24,41,43. Inzwischen handelt es sich bei ca. einem 

Viertel aller PTCAs um Reinterventionen 81. Allein für die Behandlungen dieser 

Komplikation ergeben sich in den USA jährlich Kosten von über 3 Milliarden 

Dollar 80.  

Durch die Einführung der Stent-Technik konnte die Häufigkeit der Restenose nur 

um etwa 10% gesenkt werden. Der Versuch, den lokalen restenosierenden Prozeß 

mittels systemischer Pharmakotherapie zu supprimieren, war nicht erfolgreich. 
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Diese Beobachtungen führten zu dem Konzept der lokalen Therapie der 

Restenose. Der lokal-vaskuläre Gentransfer bietet die Möglichkeit, therapeutisch 

wichtige Proteine, wie IL-1ra, Vascular endothelial growth factor (VEGF) und 

fibroblast growth factor (FGF) 85 zu überexprimieren.  

Interleukin-1 (IL-1) ist über vielseitige Effekte 9,10,12,18,44,45,57,71,75 in die 

Entstehung der Restenose verwickelt. Seine kompetitive Hemmung durch den 

Interleukin-1-Rezeptorantagonisten (IL-1ra) könnte zur Bekämpfung der 

Restenose beitragen. 

In der vorliegenden Arbeit wurden die in unserer Arbeitsgruppe klonierten 

Genkonstrukte p-IRES-IL-1ra und p-Track-IL-1ra getestet. Beide Konstrukte 

tragen den Interleukin-1-Rezeptorantagonisten (IL-1ra) als Zielgen und GFP als 

Reportergen. Insbesondere wurde die Funktionstüchtigkeit der Genkonstrukte 

mittels Fluoreszenzmikroskopie und ELISA geprüft. Des weiteren wurde die 

Wirkung von IL-1ra  auf  Interleukin-6 (IL-6) und PDGF (platelet derived growth 

factor) in 293T-Zellen untersucht. 

Diese Untersuchungen erfolgten in Hinblick auf den therapeutischen Einsatz von 

IL-1ra zur Hemmung neointimaler Proliferation nach vaskulärem Trauma. 
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2 Grundlagen 

2.1 Restenose 

Bei der Restenose handelt es sich um eine Wiedereinengung eines dilatierten 

Gefäßabschnittes von 50% oder mehr innerhalb der ersten sechs Monate nach 

perkutaner Revaskularisierung. Heute werden vor allem drei Prozesse (Phasen) 

für die Entstehung der Restenose verantwortlich gemacht 25. In der Phase I 

kommt es durch die elastische Rückstellkraft der Gefäßwand innerhalb von 

Minuten bis Stunden zu einer Wiedereinengung des dilatierten Gefäßabschnittes, 

genannt „early recoil“ 20,63,65,68-70. Patienten, die innerhalb von 24 Stunden 

einen Lumenverlust von 10% oder mehr aufwiesen („early recoil“), zeigten nach 

sechs Monaten eine Restenoserate von 74%. Patienten ohne einen „early recoil“ 

entwickelten nur in 10% der Fälle eine manifeste Restenose 68. Die Phase II wird 

von der Thrombusentstehung und -organisation bestimmt. Sie werden durch die 

Verletzung der Arterienwand ausgelöst. Einrisse in der Endothelschicht führen zur 

Exposition von subendothelialen Bestandteilen, wie Kollagen, von Willebrand 

Faktor, Fibronectin und Vitronectin 81 und zu einer Induktion prokoagulatorischer 

Faktoren 64. Diese Matrixbestandteile werden von Oberflächenrezeptoren (v.a. 

Glykoprotein Ib und Integrine) der Thrombozyten erkannt, und vermitteln die 

Adhäsion der Thrombozyten an die Gefäßwand. Aktivierte Thrombozyten 

stimulieren die Sekretion verschiedener Wachstumsfaktoren, wie Platelet Derived 

Growth Factor (PDGF), Tissue Growth Factor Beta (TGF-ß), basic Fibroblast 

Growth Factor (bFGF), Epidermal Growth Factor (EGF) und Interleukin-1 

40,46,48,72. In der Phase III führen diese Faktoren zu einer Aktivierung glatter 

Muskelzellen und zur Synthese extrazellulärer Matrix 64,81. Es kommt zur 

Vermehrung glatter Muskelzellen in der Tunica media mit anschließender 

Migration in die Tunica intima (neointimale Hyperplasie)17. 
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2.2 Zytokine und Wachstumsfaktoren 

Interleukin-1 (IL-1) 

Interleukin-1 (IL-1) ist ein wichtiges proinflammatorisches Zytokin. IL-1 ist 

beteiligt and Prozessen der Immunabwehr, Entzündungsreakion und der 

Wundheilung (siehe Abb.2 )9,10,12,18,44,45,57,71,75.  

Die Bedeutung von IL-1 bei der Entwicklung der Restenose Schon seit 

einiger Zeit wurde vermutet, dass die Entzündungsreaktion einen wesentlichen 

Mechanismus zur Entstehung der Restenose darstellt 42,77. Kornowski konnte 

1998 die positive Korrelation zwischen dem Ausmaß der Entzündungsreaktion 

und der Dicke des neointimalen Gewebes zeigen 36. Als proinflammatorisches 

Zytokin induziert IL-1 die Expression einer Vielzahl weiterer Zytokine 

(Interleukin-6, Interleukin-8, Akute-Phase-Proteine) und Wachstumsfaktoren, 

Metalloproteinasen und Prostaglandinen (PGE2)19,21,62. IL-1 stimuliert die 

Proliferation glatter Muskelzellen der Gefäßwand (VSMCs)12,44,45 und die 

Produktion extrazellulärer Matrix 57. Es fördert die Gerinnung 9,75 und die 

Anheftung von Leukozyten an das Endothel 10,18,71, also die Invasion von 

Leukozyten in das Entzündungsgebiet 51,73,74. Desweiteren nimmt IL-1 Einfluß 

auf den Metabolismus von low density Lipoproteinen (LDL)37,67, steigert die 

Gefäßpermeabilität 53und unterdrückt die Gefäßkontraktilität 54.  

Interleukin-1 existiert in zwei funktionell nahezu identischen Formen, Interleukin-

1α (17 kDa, 159 AS) und Interleukin-1β (17 kDa, 153 AS), und wird von zwei 

separaten Genen auf dem Chromosom 2 kodiert.  
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Abbildung 2: Die Effekte von IL-1 und IL-1ra [Dinarello, 2000 #21] 

 

Interleukin-1 Rezeptor Antagonist (IL-1ra) 

Der Interleukin-1 Rezeptorantagonist steht in kompetitiver Hemmung zu IL-1. IL-

1ra bindet an den IL-1-Rezeptor ohne intrazelluläre Reaktionen hervorzurufen. 

Auf diese Weise hemmt IL-1ra die Wirkungen IL-1 vermittelter Prozesse 1,22. 

Proinflammatorische Zytokine, wie Interleukin-1 7 und Interleukin-6 79, 

induzieren die Produktion des sekretorischen IL-1ra (sIL-1ra) in Hepatozyten. IL-

1ra wird deshalb als eine Art Akute-Phase-Proteins betrachtet 4,26. 

IL-1ra existiert in drei gut charakterisierten Isoformen. Das 17-kDa sekretorische 

IL-1ra (sIL-1ra) und das 18-kDa intrazelluläre IL-1ra (icIL-1raI) entstehen durch 
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alternative Transkription des IL-1ra-Gens. Dieses befindet sich auf dem langen 

Arm des Chromosom 2 4. Das kürzlich beschriebene 16-kDa IL-1ra (icIL-1raII) 

entsteht durch alternative Translationsinitiation der sIL-1ra-mRNA. Es befindet 

sich intrazellulär 4,52. 

 

Interleukin 6 (IL-6) 

Interleukin-6 ist besitzt ein breites Wirkspektrum. Es ist ein zentrales 

Regulatormolekül für Immun- und Entzündungsprozesse. Als 

proinflammatorisches Zytokin zählt es zu den Hauptinduktoren der Akute-Phase-

Reaktion. Interleukin-6 führt zu einer Vermehrung der Thymozyten, und steigert 

die Differenzierung von B-Lymphozyten zu antikörperproduzierenden 

Plasmazellen und von T-Lymphozyten zu zytotoxischen Effektorzellen. In der 

Onkologie dient IL-6 bislang zur Graduierung der Aktivität von Myelomen.  

Der Serumspiegel von IL-6 ist ein starker Prädiktor für die Prognose von 

herzinsuffizienten Patienten. Kürzlich konnte gezeigt werden, daß es nach 

perkutaner Revaskularisierung zu einem Anstieg der Interleukin-6-Konzentration 

im Koronar-Sinusblut kommt. Die IL-6-Konzentrationen waren bei Patienten, die 

im Verlauf eine Restenose entwickelten, höher, als bei denjenigen ohne 

Restenosierung. Es wird vermutet, dass IL-6 eine wichtige Rolle bei der 

Entstehung der späten Restenose spielt, indem es die Entzündungsreaktion in den 

verletzten Gefäßarealen fördert 31.  
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3 Material und Methoden 

3.1 Zellkultur 

ECV-304 (ECV) 

Die Zellinie ECV-304 32,76 wurde 1984 aus der Nabelschnurvene eines 

neugeborenen japanischen Jungen gewonnen. Die Zellen wurden lange Zeit für 

Endothelzellen gehalten, genauere Analysen haben jedoch gezeigt, daß es sich 

hierbei eigentlich um ein Derivat der humanen Harnblasen-Carcinom-Zellinie T-

24 handelt 16,23. ECV- Zellen haben ein hohes proliferatives Potential auch in 

Abwesenheit von Wachstumsfaktoren. Es handelt sich um adhärente Zellen mit 

einem pflastersteinartigen einschichtigen Wachstum. Das Medium setzte sich 

zusammen aus 90% Medium-199 (Sigma), 5-10% FCS (Gibco), 2% 

Penicillin/Streptomycin (Sigma) und  ca. 0,3% L-Glutamin (Sigma). 

293T-Zellen 

Die 293T-Zellinie stellt eine Variante der 293 Zellen dar, in die ein 

temperatursensitives SV 40 langes T-Antigen eingefügt wurde49. 293-Zellen, 

oder auch 293 HEK-Zellen, sind humane embryonale Nierenzellen, die primär aus 

einer humanen Niere gewonnen wurden 27. Morphologisch handelt es sich um 

adhärente fibroblastische Zellen, welche als Monolayer wachsen. Das Medium 

setzte sich zusammen aus 90% Dulbecco`s MEM mit Glutamax-I (Gibco BRL, 

Life Technologies), 10% FBS (Gibco) und 1% Penicillin/Streptomycin (Sigma). 

Primäre Endothelzellen vom Schwein (pEC) 

Primäre Endothelzellen wurden aus frisch resezierten Aorten von Schweinen 

gewonnen. Der resezierte Teil der Aorta (Aorta ascendens, Aortenbogen, Aorta 

descendens und Aorta abdominalis) wurde zum Transport in eine Flasche mit 

Phosphat-gepufferter Salzlösung (PBS) gegeben. Auf einer sterilen Unterlage 
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wurden perivaskuläres Bindegewebe und anhaftendes Blut entfernt. Anschließend 

wurde die Aorta der Länge nach, entlang der abgehenden Gefäße, gespalten und 

mit der Gefäßseite nach oben in einer Petrischale aufgespannt. Eine Mischung aus 

Trypsin (10 ml), CaCl2 (100 µl) und Kollagenase (10 mg) wurde auf die Aorta 

gegeben. Nach zehnminütiger Inkubation im Brutschrank (37°C und 5% CO2) 

wurde das Trypsin-Gemisch samt gelöster Endothelzellen in ein 50-ml-Falkon 

überführt. Die Aorta wurde zweimal mit je 10 ml Vollmedium gespült, um 

eventuell anhaftende Endothelzellen zu lösen. Dieses Medium wurde in dasselbe 

Falkon pipettiert, und anschließend für zehn Minuten bei 1300 Umdrehungen pro 

Sekunde zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen und das Zellpellet in 20 

ml Vollmedium aufgenommen. Je 10 ml davon wurden schließlich in 

Kulturflaschen überführt und über Nacht kultiviert. Vitale Zellen waren am 

nächsten Tag bereits adhärent, tote Zellen wurden mit dem Mediumwechsel 

entfernt. Für folgende Versuche wurden Zellen der zweiten Passage verwendet. 

Das Medium setzte sich zusammen aus M199 (500 ml, Sigma), FCS (20 ml, 

Gibco), Penicillin/Streptomycin (10 ml, Sigma) und L-Glutamin (1,3 ml, Sigma). 

 

Primäre glatte Muskelzellen vom Schwein (pSMC) 

Primäre glatte Muskelzellen wurden aus frisch explantierten Aorten vom Schwein 

gewonnen. Der Transport und die Vorbereitung der Aorta wurden, wie oben 

beschrieben, durchgeführt (s.o.). Nachdem die Aorta aufgespannt in der 

Petrischale lag, wurde steriles PBS hinzugefügt, um die Aorta vor dem 

Austrocknen zu schützen. Die Endothelzellen wurden mit einem sterilen Skalpell 

abgeschabt, anschließend wurde das PBS samt Endothelzellen abgesaugt. Um 

Endothelzellreste zu entfernen, wurde die Aorta zweimal mit sterilem PBS 

abgespült und anschließend in kleine Stückchen (0,5 cm x 0.5 cm) geschnitten. 

Fünf bis sechs dieser Stückchen wurden zum Auswachsen glatter Muskelzellen 

mit der luminalen Seite nach unten in Kulturflaschen (75mm2) unter Zugabe von  

2 ml Vollmedium plaziert. Nach 30-minütiger Inkubation bei 37°C und 5% CO2 
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wurden weitere 8 ml Vollmedium pro Flasche hinzugefügt und über Nacht im 

Brutschrank kultiviert. Am nächsten Tag wurde das Medium vorsichtig 

gewechselt, ohne dabei die Position der Aortenstückchen zu verändern. Alle zwei 

bis drei Tage wurde das Medium erneuert. Nach ca. einer Woche konnte man im 

Lichtmikroskop das Auswachsen glatter Muskelzellen vom Rand der 

Aortenstückchen beobachten.  

Die Identifikation der glatten Muskelzellen erfolgte immunzytochemisch mit 

Antikörpern gegen smooth muscle myosin (Sigma Chemicals, St. Louis, MO). 

Zellen der zweiten bis fünften Passage wurden für unsere Versuche eingesetzt. 

Das Medium setzte sich zusammen aus 1/3 SmBN (+Zusätze, Clonetics), 2/3 

DMEM+ 25mM Hepes (Gibco BRL), 50ml FCS (Gibco BRL, Live 

Technologies), Penicillin/Streptomycin (5 ml, Sigma) und L-Glutamin(5 ml, 

Sigma). 

 

3.2 Genkonstrukte 

Die Genkonstrukte p-IRES-IL-1ra und p-Track-IL-1ra wurden in unserer 

Arbeitsgruppe kloniert. Sie enthalten jeweils IL-1ra als Zielgen und green 

fluorescent protein (GFP) als Reportergen. IL-1ra wurde aus dem 3.1+Vektor 

herausgeschnitten und in die Vektoren pAdTrack-CMV (9220 bp) und p-IRES2-

EGFP (5300 bp) subkloniert. Schnittstellen für pAdTrack-CMV waren ECO RV 

und HIND III, für pIRES2-EGFP NHE I und ECO RI. (siehe Abb.3+4) 

p-IRES2-EGFP enthält die interne Zugangsstelle (internal reibosome entry 

site: IRES; 1,2) des Encephalomyocarditis Virus (ECMC) zwischen der MCS 

(mulpiple cloning site) und der Region, die das GFP (green fluorescent protein) 

kodiert. Das Zielgen und das Reportergen (GFP) werden von einer bicistronischen 

mRNA translatiert 84 (siehe Abb.3). 
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Abbildung 3: p-IRES2-EGFP 
 
 

pAd-Track-CMV ein adenoviraler Shuttle Vektor, der jeweils vor dem 

Zielgen und dem Reportergen GFP einen Promotor enthält 30 (siehe Abb.4). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 4: pAdTrack –CMV 
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3.3 In-vitro Liposomale Transfektion 

Die liposomale Transfektion dient der nicht-viralen Einschleusung heterologer 

DNA in Eukaryontenzellen. Zu den gängigen Verfahren dieses Gentransfers 

gehört die Methode mit Calcium-Phosphat, DEAE-Dextran, die Elektroporation 

und die Fusion mit DNA-haltigen Liposomen. 

In der vorliegenden Arbeit erfolgte der Gentransfer durch liposomale Transfektion 

mit Hilfe zweier Transfektionsreagenzien (Promega, FuGENE 6). Hierzu wurden 

ECV-Zellen, 293T-Zellen, glatte Muskelzellen und Endothelzellen vom Schwein 

(pEC) in 6-Loch-Platten ausgesät, und bei einer Konfluenz von 70-80% 

entsprechend der handelsüblichen Protokolle mit p-IRES-IL-1ra oder p-Track-IL-

1ra transfiziert. Die Transfektionseffizienz wurde mit Hilfe der 

Fluoreszenzmikroskopie zum Nachweis von exprimierten GFP (green fluorescent 

protein) kontrolliert und mittels ELISA quantifiziert.  

Promega Für die Transfektion der genannten Zellen wurde das 

Transfectam® Reagent for the Transfection of Eukaryotic Cells (Promega 

Corporation) verwendet. Serumhaltiges Medium wurde aus der jeweiligen 

Vertiefung entfernt und durch 250 µl serumfreies Medium ersetzt. Eine Mischung 

aus serumfreiem Medium, 2-3 µg DNA und 4 µl des Transfectam Reagent wurde 

hinzugefügt. Nach zweistündiger Inkubation wurden 1,4 ml Vollmedium 

hinzugegeben. Die Transfektionseffizienz wurde nach 48 Stunden beurteilt. 

FuGENE 6 Das FuGENE 6- Transfektionsreagenz (Roche) besteht aus einer 

Mischung aus Lipiden und Lipoproteinen. Als lipidisches Transfektionsreagenz 

hilft es DNA in Zellen einzuschleusen. Es bildet im Gegensatz zu dem 

Transfectam® Reagent von Promega keine Liposomen im eigentlichen Sinne. Es 

wird jedoch wie ein liposomales Transfektionsreagenz verwendet. Für die 

Transfektion mit FuGENE 6 wurde ein Komplex aus 3-6 µl des FuGENE-

Reagent, 1-2 µg der DNA und 1 ml Vollmedium in jede Vertiefung gegeben. 
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3.4 Transfektionsversuche 

3.4.1 Vektoren im Vergleich 

Der Vergleich der Vektoren wurde unter Verwendung von FuGENE 6 als 

Transfektionsreagenz durchgeführt. Porcine Endothelzellen, porcine glatte 

Muskelzellen, ECV-Zellen und 293T-Zellen wurden in 6-Loch-Platten ausgesät, 

und mit p-IRES-IL-1ra und p-Track-IL-1ra transfiziert. Ein well diente als 

Negativkontrolle und wurde nicht manipuliert (Ø) (siehe Abb.5). Die 

Transfektionseffizienz wurde mittels Fluoreszenzmikroskopie und ELISA 

gemessen. 

 

P-IHRES
-IL-1ra 

P-Track
-IL-1raØ 

 

 

 

Abbildung 5: Vergleich zwischen p-IRES-IL-1ra und p-Track-IL-1ra 

 
 

3.4.2 Transfektionsreagenzien im Vergleich 

Die beiden Transfektionsreagenzien wurden unter Verwendung von p-Track IL-

1ra in verschiedenen Zelllinien (pEC, ECV, pSMC, 293T-Zellen) verglichen. Die 

Beurteilung der Transfereffizienzen erfolgte durch direkten Vergleich der 

Transferraten im Fluoreszenzmikroskop und der mittels ELISA gemessenen IL-

1ra-Konzentrationen. 
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3.4.3 Optimierung der Transfektion mit FuGENE 6 

293T-Zellen wurden in 6-Loch-Platten ausgesät und mit p-Track-IL-1ra 

transfiziert. Es wurden verschiedene DNA/ FuGENE-Reagent-Ratios getestet 

(siehe Tabelle1). Das Ergebnis wurde 48 Stunden nach Transfektion im 

Fluoreszenzmikroskop beurteilt, und mittels ELISA quantifiziert. 

 
Tabelle 1: Verhältnis von DNA zu FuGENE 6 

DNA (µg)  FuGENE-Reagent (µl) 

2   3 

1   3 

1 6 

 
 

3.5 DNA-Präparation 

3.5.1 Transformation 

Unter Transformation versteht man die Aufnahme von DNA durch Bakterienzellen. Fast alle 

Bakterienarten können DNA-Moleküle aus ihrem Kulturmedium aufnehmen. Die meisten von 

ihnen, darunter auch E.coli, nehmen DNA unter normalen Bedingungen nur in begrenztem 

Umfang auf. Unter solchen Umständen muß man die Zellen einer physikalischen und/oder 

chemischen Behandlung unterziehen, die ihre Fähigkeit, DNA in ihr Inneres aufzunehmen, 

verstärkt. 

Kompetente E.coli-Zellen (50 µl) wurden mit DNA (50ng) versetzt, und zehn 

Minuten auf Eis gekühlt. Darauf folgte eine kurzzeitige Temperaturerhöhung auf 

42°C, bei der die eigentliche Wanderung der DNA, in die Zellen hinein, erfolgte. 

Die Zellen wurden für zwei weitere Minuten mit auf Eis gestellt, und mit kaltem 

SOC-Medium (250 µl) versetzt. Nach 60-minütiger Inkubation bei 37°C im 

Shaker wurden je 250 µl der Lösung auf einer Agarplatte ausgestrichen, und über 

 20



Nacht im Brutschrank (37°C) kultiviert. Für eine anschließende Präparation der 

DNA wurden Klone gepickt und in 200 ml LB-Medium (Luria-Bertani-Medium) 

überführt.  

 

3.5.2 Präparation von DNA (Maxi-Präp) 

Die Methode der Präparation von DNA aus einer Kultur läßt sich in vier Schritte unterteilen: 

1.) Bakterien werden vermehrt 

2.) Zellen werden desintegriert und die DNA freigesetzt 

3.) Zellbestandteile außer der DNA werden aus dem Zellextrakt entfernt 

4.) DNA-Lösung wird angereichert  

Für die  Reinigung der DNA (p-IRES-IL-1ra und p-Track-IL-1ra) wurde das 

EndoFree™ Plasmid Maxi-Kid von Quiagen verwendet. Die Präparation wurde 

entsprechend des Protokolls durchgeführt.  

 

3.5.3 Kontrollverdau und Gelelektrophorese 

Restriktionsendonukleasen sind Enzyme, welche DNA an bestimmten Erkennungssequenzen, 

spalten. Jedes Restriktionsenzym schneidet DNA an seiner spezifischen Erkennungssequenz. So 

ergeben sich durch den Verdau charakteristische Genfragmente, die in der Gelelektrophorese 

nachgewiesen werden können. Die DNA trägt eine negative elektrische Ladung, die sie in einem 

elektrischen Feld dazu bringt, in Richtung des positiven Pols zu wandern. Zudem enthält das Gel 

ein kompliziertes System von Poren, das kleinere DNA-Fragmente schneller durch das Gel laufen 

läßt. So werden in der Gelelektrophorese DNA-Moleküle ihrer Größe nach aufgetrennt. Das 

Sichtbarmachen des Ergebnisses erfolgt durch Färbung des Gels mit Ethidiumbromid, welches 

sich in die DNA einlagert. Die fluoreszierenden Banden im ultravioletten Licht entsprechen den 

verschiedenen Größenklassen der DNA-Fragmente. Zur Größenabschätzung dienen 

Restriktionsfragmente bekannter Größe (Gen Molekular Weight Marker). 

p-IRES-IL-1ra  wurde durch das Restriktionsenzym Bam HI (BioLabs) 

linearisiert. 1 µg DNA, 100 µg/ml BSA (Bovine Serum Albumine), 1 µl NE-
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Puffer, 6 µl sterilisiertes Wasser und 100 units/ml des Restriktionsenzyms wurden 

zusammen bei 37°C sechs Stunden inkubiert. 

p-Track-IL-1ra  wurde durch das Restriktionsenzym Pac I (BioLabs) 

geschnitten. 1 µg DNA, 100 µg/ml BSA, 10 mM Bis Tris Propane-HCl, 10 mM 

MgCl2, 1mM Dithiothreitol und 100 units/ml wurden bei 37°C sechs Stunden 

inkubiert.  

Die Größenabschätzung beider Genkonstrukte erfolgte mit Hilfe des DNA 

Molekular Weight Marker VII (Roche Molecular Biochemicals). Dieser Marker 

besteht aus 17 Fragmenten, von denen das kleinste 81 bp und das größte 8576 bp 

lang ist. Eine Gelelektrophorese (1% Agarose Gel) wurde angeschlossen. 

 

3.6 ELISA 

Im ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) können Proteine und andere Substanzen 

nachgewiesen werden. Spezifische Antikörper gegen die zu messende Substanz (Antigene) sind an 

die Wand des Probengefäßes gebunden. An sie lagern sich Antigene aus der Probenlösung an. 

Enzym-tragende Antikörper werden zugesetzt, die an jedes, im ersten Schritt fixierte, 

Antigenmolekül binden. Die Enzymaktivität des über Antikörper-Antigen-Antikörper (Sandwich-

Technik) mit der Röhrchenwand verbundenen Enzyms wird nach Zugabe des entsprechenden 

Substrates photometrisch gemessen. Dabei ist die Substratumsetzung dem Enzymgehalt und somit 

auch dem Antigengehalt direkt proportional.  

Konzentrationen des Interleukin-1-Rezeptorantagonisten, Interleukin-6 und PDGF 

mittels ELISA gemessen. Für den Nachweis des Interleukin-1-

Rezeptorantagonisten wurde der human-Il-1ra-ELISA-Kit von Quantikine (R&D 

Systems) verwendet. Interleukin-6 wurde mit Hilfe des IL-6-ELISA-Kits von 

Milenia (DPC), PDGF mit dem human-PDGF-AB-ELISA-Kit von Quantikine 

(R&D Systems) nachgewiesen. 
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3.7 Gewinnung des Proteins IL-1ra 

293T-Zellen wurden mit dem Genkonstrukt p-Track-IL-1ra transfiziert. 293T-

Zellen wurden in 75mm2-Kulturflaschen ausgesät, und bei einer Konfluenz von 

80-90% mit Hilfe von FuGENE 6 transfiziert. Dabei wurden 4 µg DNA und 18µl 

FuGENE-Reagent pro 75mm2-Kulturflasche eingesetzt. Nach 24-stündiger 

Inkubation im Brutschrank (37°C, 5% CO2) wurde der Überstand (12 ml) in ein 

15-ml-Falcon überführt, und mittels ELISA die IL-1ra-Konzentration darin 

bestimmt. 

 

3.8 Hemmversuche 

3.8.1 Expression von IL-6 in 293T-Zellen nach Inkubation mit 

IL-1ß und IL-1ra 

293T-Zellen wurden in 6-Loch-Platten ausgesät. Bei einer Konfluenz der Zellen 

von 70-90%, wurde das Kulturmedium abgesaugt und durch je 1 ml serumfreies 

Medium ersetzt. IL-1ra (5000 pg/ml), IL-1β (50 pg/ml) (Calbiochem) und/oder 

„Medium“ (500 µl) wurden hinzugegeben (s.Abb). Die Zugabe des „Mediums“ 

(Medium nach 24-stündiger Inkubation mit 293T-Zellen) sollte klären, ob 

Stoffwechselprodukte der Zellen zu einer Änderung der Expression von IL-6 

führten. Der Einfluss des „Mediums“ musste untersucht werden, da das durch die 

Transfektion von 293T-Zellen mit p-Track-IL-1ra gewonnene IL-1ra im Medium 

von 293T-Zellen gelöst vorlag (siehe 3.7). Nach 24-stündiger Inkubation (37°C 

5% CO2-Anteil der Luft) der 293T-Zellen mit dem jeweiligem Zusatz wurden die 

Überstände in Reaktionsgefäße (1,5 ml, Eppendorf) überführt. Im Anschluss 

wurde die Konzentration von Interleukin-6 in den Überständen mittels ELISA 

gemessen. 
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1.1. 
Ø 

1.2. 
 IL-1ra 

1.3. 
Medium

1.4. 
IL-1ß

1.5. IL-
1ß 

1.6. IL-1ß 
+ Medium

c[IL-1ß] = 50 pg/ml 
c[IL-1ra] = 5000pg/ml 

Abbildung 6: Bestimmung der IL-6-Expression nach Inkubation mit IL-1ra und IL-1ß 
 

1.1 Kein Zusatz 

1.2 Zugabe von IL-1ra 

1.3 Zugabe von „gebrauchtem“ Medium 

1.4 Zugabe von IL-1β 

1.5 Zugabe von IL-1β und IL-1ra im Verhältnis 1:100 

1.6 Zugabe von IL-1β und „gebrauchtem“ Medium 

 

3.8.2 Expression von IL-6 in 293T-Zellen in Abhängigkeit von 

der IL-1ra-Konzentration 

293T-Zellen wurden in 6-Loch-Platten ausgesät. Bei einer Konfluenz der Zellen 

von 70-90%, wurde des Kulturmedium abgesaugt und durch je 1 ml serumfreies 

Medium pro Vertiefung ersetzt. Durch Zugabe von je 10 µl einer IL-1β-Lösung 
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(c= 5 µg/ml) betrug die IL-1β-Konzentration in jeder Vertiefung 50 pg/ml. 

Gleichzeitig wurde IL-1ra hinzugefügt. Es wurden drei verschiedene IL-1ra-

Konzentration  (500 pg/ml, 5000 pg/ml 50000 pg/ml) hergestellt. So ergaben sich 

Verhältnisse von IL-1β zu IL-1ra von 1:10, 1:100 und 1:1000 (siehe Abb.7). 

 

1
1000 =IL-1ra

IL-1ß1
100=IL-1ra

IL-1ß

1
1000 =IL-1ra

IL-1ß1
100=IL-1ra

IL-1ß
10 
1 

= IL-1ra 
IL-1ß 

10 
1 

= IL-1ra 
IL-1ß 

 

 

 

 

 

 

 

c[IL-1ß] = 50 pg/ml 

c1[IL-1ra] = 500 pg/ml 

c2[IL-1ra] = 5000 pg/ml 

c3[IL-1ra] = 50000 pg/ml 

 

 

 

Abbildung 7: IL-6-Expression in Abhängigkeit der IL-1ra-Konzentration
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4 Ergebnisse 

4.1 Transfektion verschiedener Zellen mit p-Track-IL-1ra und 

p-IRES-IL-1ra: Expression von GFP und IL-1ra 

p-IRES-IL1ra  Die Transfektion der Zellen mit unserem Genkonstrukt p-

IRES-IL-1ra führte weder zur Induktion des Reportergens GFP noch zu der des 

Zielgens IL-1ra. Die Abbildung 8 zeigt das fluoreszenzmikroskopische Bild von 

293T-Zellen nach der liposomalen Transfektion mit p-IRES-IL-1ra. Es ist keine 

spezifische Expression des GFP erkennbar. Die Transfektion führte also zu keiner 

Induktion der GFP-Expression.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 8: GFP-Expression in 293T-Zellen nach Transfektion mit p-IRES-IL-1ra 
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Die Abbildung 9 zeigt die IL-1ra-Konzentrationen gemessen mittels ELISA mit 

und ohne Transfektion mit p-IRES-IL-1ra. Alle Messungen ergaben Werte unter 

80 pg/ml. Die Transfektion führte zu keiner gesteigerten IL-1ra-Expression. In 

keiner Zellart fand sich eine signifikante IL-1ra-Freisetzung.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abbildung 9: IL-1ra-Expression mit und ohne Transfektion mit p-IRES-IL-1ra 
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p-Track-IL-1ra Die Transfektion des spezifischen Genkonstrukts p-Track-

IL-1ra hatte eine Induktion sowohl der GFP- als auch der IL-1ra-Expression zur 

Folge. Im Fluoreszenzmikroskop (siehe Abb. 10) zeigte sich intrazellulär 

gespeichertes GFP. Etwa 80% der Zellen wiesen diese spezifische Fluoreszenz 

auf. Die Messungen der IL-1ra-Konzentrationen in den Überständen der 

transfizierten Zellen sind im Diagramm 2 dargestellt. Die Transfektion mit p-

Track-IL-1ra führte zu einer signifikanten Induktion der IL-1ra-Expression. Der 

Vergleich transfizierter und nicht transfizierter Zellen zeigt eine Steigerung der 

IL-1ra-Konzentration von Faktor 6 in pECs, bis Faktor 180 in 293T-Zellen (siehe 

Tabelle 2). 
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Abbildung 10: GFP-Expression in 293T-Zellen nach Transfektion von p-Track-IL-1ra 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abbildung 11: IL-1ra-Expression mit und ohne Transfektion mit p-Track-IL-1ra 
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Tabelle 2: IL-1ra-Expression mit und ohne Transfektion mit p-Track-IL-1ra 

 

 IL-1ra-

Expression: ∅ 

Transfektion 

IL-1ra-
Expression: p-
Track-IL-1ra 

Faktor

pEC 60 pg/ml 368 pg/ml 6 

ECV 30 pg/ml 3478 pg/ml 116 

pSMC 34 pg/ml 3722 pg/ml 109 

293T 30 pg/ml 5406 pg/ml 180 

 

Die Abbildung 12 zeigt die IL-1ra-Expression in 293T-Zellen nach Transfektion 

mit p-IRES-IL-1ra bzw. p-Track-IL-1ra im direkten Vergleich. Die IL-1ra-

Konzentration in den Überständen war nach Transfektion mit p-Track-IL-1ra um 

den Faktor 5 (pEC) bis 151 (ECV) (siehe Tabelle 3) höher als nach Transfektion 

mit p-IRES-IL-1ra.  
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Abbildung 12: Vergleich der IL-1ra-Expression nach Trnsfektion mit p-IRES-IL-
1ra bzw. p-Track-IL-1ra 

 

Tabelle 3: IL-1ra-Expression nach Transfektion mit p-IRES-IL-1ra und p-Track-IL-1ra 

 

 IL-1ra-
Expression: p-
IRES-IL-1ra 

IL-1ra-
Expression: p-
Track-IL-1ra 

Fakto
r 

pEC 68 pg/ml 368 pg/ml 5 

ECV 23 pg/ml 3478 pg/ml 151 

pSMC 37 pg/ml 3722 pg/ml 101 

293T 48 pg/ml 5406 pg/ml 113 
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Höchste IL-1ra- Konzentrationen (5406 pg/ml) wurden in den Überständen mit p-

Track-IL-1ra transfizierter 293T-Zellen gemessen. ECV-304-Zellen und primäre 

glatte Muskelzellen (pSMCs) exprimierten etwa die selbe Menge an IL-1ra (3478- 

3722 pg/ml). Im Überstand primärer porciner Endothelzellen (pEC) wurde der 

geringste Anstieg der IL-1ra-Konzentration beobachtet (368 pg/ml) (siehe 

Abb.10-12). 

 

4.2 Vergleich von Promega mit FuGENE 6 durch Transfektion 

von p-Track-IL-1ra in pEC und 293T-Zellen 

Die Abbildung 13 zeigt die IL-1ra-Konzentrationen in den Zellüberständen 

gemessen nach Transfektion mit p-Track-IL-1ra in pEC, ECV, pSMC und 293T-

Zellen. In allen Zellarten wurden unter Verwendung von FuGENE 6 bessere 

Ergebnissen erzielt. FuGENE 6 führte stets zu statistisch signifikant höheren IL-

1ra-Konzentrationen. 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abbildung 13: IL-1ra-Expression: Promega – FuGENE 6 
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Tabelle 4: Vergleich Promega - FuGENE 6 
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 IL-1ra-
Expression: 
Promega 

IL-1ra-
Expression: 
FuGENE 6 

Faktor 

pEC 136 pg/ml 368 pg/ml 2,7 

ECV 3220 pg/ml 3478 pg/ml 1,1 

pSMC 2850 pg/ml 3722 pg/ml 1,3 

293T 3440 pg/ml 5406 pg/ml 1,6 

 

Beste Transferraten mit FuGENE 6 wurden bei dem Verhältnis von DNA zu 

FuGENE 6 von 1:6 erreicht. Je mehr sich das Verhältnis zu Gunsten des 

Transfektionsreagenz verschob, desto mehr IL-1ra wurde von den Zellen 

exprimiert (siehe Abb.14). 
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Abbildung 14: DNA-FuGENE 6-Verhältnis: Il-1ra-Expression 
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4.3 Konzentrationsabhängige Hemmung von IL-6 durch IL-1ra 

in 293T-Zellen 

Die basale Expression von IL-6 in untransfizierten  293T-Zellen führte zu einer 

IL-6-Konzentration im Überstand von 10,31 µg/ml (Basiswert). Dieser Basiswert 

wurde durch singuläre Zugabe von IL-1ra (5000 pg/ml) auf die Hälfte reduziert 

(5268 pg/ml). Medium (Kulturmedium nach 24-stündiger Inkubation mit 293T-

Zellen) zeigte keinen Einfluss auf die IL-6-Epression. Die Hinzugabe von IL-1β 

(50 pg/ml) führte zu einer Verzehnfachung der basalen Expression von IL-6 

(96990). Die gemeinsame Inkubation von 293T-Zellen mit IL-1β und IL-1ra im 

Verhältnis 1:100 führte zu einer Senkung der IL-6-Induktion um etwa die Hälfte 

(siehe Abb.15).  

Die Abbildung 16 veranschaulicht die Hemmung des IL-1 durch IL-1ra in 

Abhängigkeit von der IL-1ra-Konzentration. Nach alleiniger Gabe von IL-1β 

wurde eine IL-6-Konzentration von 96990 pg/ml im Überstand gemessen. Die 

Koinkubation von IL-1β und IL-1ra im Verhältnis 1:10 senkte die IL-6-

Konzentration um 7% gegenüber der singulären Gabe des IL-1. Ein Überschuß an 

IL-1ra um den Faktor 100 reduzierte die IL-6-Konzentration auf etwa die Hälfte 

(58%). Bei einem Verhältnis von IL-1β zu IL-1ra von 1:1000 konnte die IL-6-

Induktion auf Einfünftel (19%) gesenkt werden. Es besteht eine positive 

Korrelation zwischen IL-1ra-Konzentration (bei konstanter IL-1β-Konzentration) 

und hemmender Wirkung des IL-1ra. Die IL-1ra-Konzentration muss gegenüber 

der des IL-1 verhältnismäßig deutlich höher sein, um die Wirkung des IL-1 zu 

unterdrücken.  
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Abbildung 15: IL-6-Expression: Inkubation von 293T-Zellen mit IL-1ß und IL-1ra 
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Abbildung 16: IL-6-Expression in Abhängigkeit von der IL-1ra-Konzentration: 
Koinkubation von IL-1ß und IL-1ra 

 

 34



5 Diskussion 

5.1 p-IRES-IL-1ra und p-Track-IL-1ra 

Das in unserer Arbeitsgruppe klonierte Genkonstrukt p-IRES-IL-1ra führte weder 

zu einer nennenswerten GFP- noch zu einer IL-1ra-Expression. Die Transfektion 

des spezifischen Konstrukts p-Track-IL-1ra führte sowohl zu hohen Expressionen 

des Reporter- als auch des Zielgens. Dem Konstrukt p-Track-IL-1ra ist im 

Gegensatz zum p-IRES-IL-1ra beiden Genen (IL-1ra, GFP) jeweils ein CMV-

Promotor vorgeschaltet 30. Bei p-IRES-IL-1ra werden Zielgen (IL-1ra) und 

Reportergen(GFP) von nur einem Promotor translatiert. Zwischen beiden Genen 

befindet sich die spezifische Sequenz IRES (internal ribosome entry site), welche 

die Translation des zweiten Cistrons ermöglicht 6. Es ist bekannt, dass die 

Expression der Gene stark von der Insertionsstelle innerhalb des Vektors abhängt 

47. Die Expression des Gens kann je nach Position Schwankungen um den 

Faktor100 aufweisen. In unseren Versuchen kam es jedoch weder zur Expression 

des Ziel- noch der des Reportergens. Es ist davon auszugehen, dass entweder die 

Klonierung des Genkonstrukts nicht erfolgreich war, oder aber der Vektor seine 

Funktionsfähigkeit während der Aufbewahrung verloren hat. 

 

5.2  FuGENE 6 und Transfectam Reagent 

Unsere Ergebnisse haben gezeigt, dass die Transfereffizienz von den verwendeten 

Liposomen, vom DNA/Liposomen-Verhältnis und der zu transfizierenden Zellart 

abhängt. Dabei scheinen die Fähigkeit der Komplexierung der Liposomen mit der 

zu transfizierenden DNA , die Größe der entstehenden DNA/Liposomen-

Komplexe sowie die Aufnahmebereitschaft der Zellen beteiligt zu sein. Zudem 

konnte der Einfluß der proliferativen Aktivität der Zellen beobachtet werden. 

Dabei ließen sich replizierende Zellen leichter transfizieren als stationäre Zellen. 

Liposomen sind in der Lage DANN in die Zelle einzuscheusen. Die im 

Zytoplasma freigesetzte DNA muß nun die Kernmembran als erhebliches 
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Hindernis überwinden. Während der Replikation löst sich die Kernmembran auf, 

welches erklärt, dass die Transfereffizienz mit der proliverativen Aktivität steigt. 

Zur Optimierung der Bedingungen werden höhere Liposomen-Konzentrationen 

bei gleicher DNA-Konzentration verwendet. Es wird davon ausgegangen, dass 

freie Liposomen in Lösung mit Membranlipiden assoziieren  und somit die 

Aufnahme in die Zelle und die Freisetzung aus den Endosomen erleichtern 

können. Man muss jedoch berücksichtigen, dass freie Liposomen auch zu einer 

erhöhten Toxizität  beitragen. 

  

5.3 Konzentrationsabhängige Hemmung der IL-6-Expression 

durch IL-1ra 

In der vorliegenden Arbeit konnte die konzentrationsabhängige Hemmung der IL-

1-induzierten IL-6-Produktion demonstriert werden. Dieses Ergebnis lässt sich 

mit den Beobachtungen von Arend vereinbaren 2,3,5. Er beschrieb die 

konzentrationsabhängige Hemmung der IL-1-induzierten PGE2-Produktion in 

adhärenten humanen Synovial-Zellen 5. Es stellt sich nun die Frage, in wieweit 

sich die Induktion von IL-6 mit der des PGE2 vergleichen lässt. Die Induktion von 

IL-6 wird durch das Zusammenspiel verschiedener Signaltransduktionswege 

vermittelt. Unter anderem sind die Aktivierung von NF-κB (nuclear factor), JNK 

(c-Jun NH2-terminal kinase) und p38 (Protein 38) daran beteiligt 35. Kürzlich 

konnte gezeigt werden, dass p38 an der Induktion von COX-2, und somit an der 

Freisetzung von PGE2 beteiligt ist 39. Es ist davon auszugehen, dass durch 

Bindung von IL-1ra an den IL-1-Rezeptor die Aktivierung der genannten 

Transduktionswege verhindert wird. 

Des weiteren haben unsere Versuche gezeigt, dass ein großer Überschuss an IL-

1ra gegenüber IL-1β nötig war, um IL-1-induzierte IL-6-Expression zu 

unterdrücken. Ein 100-facher Überschuss an IL-1ra führte zu einer Halbierung der 

IL-6-Expression. Bei 1000-fachen Überschuss konnte die IL-6-Expression um 
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80% gesenkt werden. Auch diese Beobachtung stimmt mit der von Arend überein. 

Um eine Hemmung der IL-1-induzierten PGE2-Produktion von 50% erreichen, 

benötigte er ebenfalls einen 100-fachen Überschuss an IL-1ra. Er nannte diese 

Beobachtung „spare receptor effect“: Zielzellen können 2000 und mehr IL-1-

Rezeptoren pro Zelle exprimieren. Jedoch bedarf es nur einiger weniger IL-1-

besetzter Rezeptoren , um die volle biologische Wirkung auszulösen. Die 

Zielzellen reagieren also extrem sensitiv auf kleine Mengen an IL-1. Obwohl IL-

1ra mit gleicher Avidität wie IL-1 an den IL-1-Rezeptor Typ I bindet, bedarf es 

eines großen Überschusses an IL-1ra, um die Besetzung einiger weniger IL-1-

Rezeptoren mit IL-1 zu verhindern 2. 

 

5.4 Therapeutischer Einsatz von p-Track-IL-1ra? 

Die therapeutische Eignung von IL-1ra zur Prävention der Restenose ist hier nicht 

abschließend zu klären. Die Hemmung IL-1-induzierter Prozesse durch IL-1ra 

könnte auf folgende an der Entstehung der Restenose beteiligten Prozesse einen 

positiven Einfluss nehmen: 

Entzündungsreaktion   Kornowski konnte 1998 die positive 

Korrelation zwischen dem Ausmaß der Entzündungsreaktion und der Dicke des 

neointimalen Gewebes (also der Restenose) zeigen 36. Über verschiedene 

Mechanismen könnte IL-1ra das Ausmaß der Entzündungsreaktion senken. IL-1ra 

könnte die IL-1-vermittelte Anheftung von Leukozyten an das Endothel 10,18,71 

reduzieren, und die Induktion einer Vielzahl von Zytokinen (IL-6, IL-8, Akute-

Phase-Proteine) und Wachstumsfaktoren hemmen. 

Prokoagulatorische Effekte  Die Förderung thrombotischer Prozesse des 

IL-1 9,75 könnte bei Besetzung der IL-1-Rezeptoren durch IL-1ra unterdrückt 

werden. 
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Der Einsatz des IL-1ra würde einen großen Überschuss von IL-1ra gegenüber IL-

1 voraussetzten. Zur Senkung der IL-6- bzw. der PGE2-Produktion 2 auf die 

Hälfte ist die 100-fache Menge an IL-1ra gegenüber IL-1 erforderlich. Obwohl 

IL-1ra bis zu einer Dosis von 10 mg/kg Körpergewicht bedenkenlos verabreicht 

werden kann 28, muss für den Einsatz von IL-1ra in-vivo stets an diese 

Gegebenheit gedacht werden. 

Es ist auch fraglich, in wieweit sich die Ergebnisse der In-vitro-Versuche auf die 

Verhältnisse in-vivo übertragen lassen. Die Proliferation humaner T-Zellen durch 

Mitogene, lösliche Antigene und Allergene konnte in-vivo durch IL-1ra nicht 

gehemmt werden, obwohl IL-1ra in-vitro durchaus zu einer Hemmung exogen-

zugeführter IL-1- Reaktionen führte 60. Bei der Aufnahme von IL-1ra sind große 

Unterschiede in verschiedenen Spezies beobachtet worden. In Mäusen war die IL-

1ra-Aufnahme in Entzündungsgebiete zehnmal schwächer als die seines 

Agonisten IL-1 82. Eine vergleichbare Studie in Hasen (mit lokalen E.coli-

Infektionen) konnte jedoch zeigen, dass die Aufnahme von radiojod-markiertem 

IL-1ra und IL-1 in das Infektionsgebiet etwa gleich hoch war 83. 

Die lokale Applikation von IL-1ra stellt eine Möglichkeit zur Steigerung der IL-

1ra-Konzentration in traumatisierten Gefäßen dar. Diese Methode würde auch die 

Applikation deutlich höherer Dosen an IL-1ra erlauben, ohne systemische 

Nebenwirkungen zu verursachen. Unsere Arbeitsgruppe konnte in Versuchen am 

Schwein zeigen, dass die lokale Applikation transfizierter Zellen mittels 

geeigneter Katheter zu einer Aufnahme der Zellen in die Gefäßwand führte. Die 

Möglichkeit des vaskulären Gentransfers konnte bereits in verschiedenen 

Geweben in-vitro und in-vivo mehrfach gezeigt werden 58,59,61,85.  

Zu diesem Zweck könnten z.B. (autologe) Zellen ex-vivo mit p-Track-IL-1ra 

liposomal transfiziert (z.B. unter Verwendung von FuGENE 6) und durch lokale 

Verabreichung mittels Katheter reimplantiert werden. Eine andere Möglichkeit 

wäre die lokale Applikation rekombinanter Viren. Die auf dieser Arbeit 

aufbauenden Studien untersuchen im Carotis Injury Modell der Ratte die 
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Hemmung der Neointimabildung durch lokale adenovirale Überexpression von 

IL-1ra und durch Implantation transfizierter IL-1ra-überexprimmierender 

Endothelzellen. 
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6 Zusammenfassung 

Der vaskuläre Gentransfer eröffnet neue Möglichkeiten zur Bekämpfung der 

koronaren Herzerkrankung. Mit dieser Methode können therapeutisch wichtige 

Proteine, wie IL-1ra, Vascular endothelial growth factor (VEGF) und fibroblast 

growth factor (FGF) 85, überexprimiert, bzw. genetische Defekte korrigiert 

werden.  

In der vorliegenden Arbeit wurden die Genkonstrukte p-IRES-IL-1ra und p-

Track-IL-1ra in Hinblick auf ihre Funktionsfähigkeit miteinander verglichen. Das 

bicistronische Genkonstrukt p-IRES-IL-1ra führte zu keiner Änderung in der 

Expression der Proteine IL-1ra und GFP. Die Transfektion von p-Track-IL-1ra 

hingegen hatte einen hohen Anstieg der IL-1ra- und GFP-Expression zur Folge. 

Es konnte gezeigt werden, dass das exprimierte IL-1ra hemmend auf die 

Zytokinproduktion (wie anhand der IL-6-Expression gezeigt werden konnte) 

wirkte. 

Diese Ergebnisse sprechen für die Möglichkeit einer therapeutischen, lokalen 

Applikation des IL-1ra zur Steigerung der IL-1ra-Konzentration in traumatisierten 

Gefäßen. Auch unsere Versuche am Schwein haben gezeigt, dass diese Methode 

zu einer Aufnahme transfizierter Zellen in die Gefäßwand führte. Weitere 

Versuche zum vaskulären Gentransfer und seiner Wikungen am Menschen stehen 

noch aus. 
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