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1. Einleitung

Die perkutane transluminale Koronarangioplastie (PTCA) ist eine etablierte
Methode zur Revaskularisierung des Myokards bei Patienten mit koronarem
GefaBverschluB3. Limitiert wird die Effektivitdt der PTCA durch die biologische
Reaktion des Gefalles auf die GefaiBwandverletzung. Eine Restenose tritt bei ca.
einem Drittel aller initial erfolgreich behandelten Patienten innerhalb von drei
bis sechs Monaten auf (48). Nach jeder perkutanen koronaren Revaskularisation
kommt es, als Folge der verursachten Gefaverletzung, zu einem Verlust des
initial erreichten Lumengewinns, der in Abhédngigkeit von der PTCA-Technik -
z.B. Ballondilatation, Laserbehandlung, Atherektomie - den Sonden-, Stenose-
und Patientencharakteristiken, klinisch bedeutsame Ausmalle annehmen kann
(48). Fur den langfristigen Erfolg einer Therapie ist daher die Inhibition dieser
biologischen Reaktion der Intima mafigeblich entscheidend.

Die Restenose wird im wesentlichen durch drei interagierende Komponenten
verursacht (48):

1. Elastische Riickstellkréifte nach Dilatation (recoil) und Gefallremodelling

2. Thrombusbildung und -organisation

3. Neointimabildung (GefiBwandhyperplasie)

Der Lumenverlust nach koronarer Stentimplantation zeigt praktisch kein
Remodelling, hier ist die Restenosierung fast ausschlieBlich Folge der
Neointimabildung (18).

Hervorgerufen wird die Neointimahyperplasie durch die Migration und
Proliferation glatter Muskelzellen (18). Durch Plattchenwachstumsfaktor
(PDGF) und andere mitogene Substanzen initiiert, erfahren die glatten

Muskelzellen eine Transformation vom kontraktilen zum sekretorischen



Phénotyp und beginnen in der Intima vermehrt Matrixsubstanzen zu sezernieren
(50). Der zentrale Mechanismus fiir die Aktivierung der glatten Muskelzellen
besteht in der dilatationsbedingten Verletzung von Endothel, Intima, Media und
Adventitia des Gefdlles mit einer darauffolgenden Entziindungsreaktion (19).

Bei der Initiierung dieses Entziindungsprozesses spielt Interleukin-1 (IL-1) eine
wesentliche Rolle (9). Als natiirlicher Gegenspieler des IL-1 existiert

Interleukin-1-Rezeptorantagonist (IL-1ra) (7).

1.1.  Pathologie der Restenose

Wihrend der letzten Jahre haben viele Arbeiten den Prozess der
Neointimahyperplasie, welche als Reaktion auf eine GefaBwandverletzung
durch Ballonkatheter auftritt, beschrieben. Die Bildung der Neointima umfaf3t
mehrere Schritte: Aktivierung, Proliferation und Migration glatter Muskelzellen,
und die Produktion von extrazelluldrer Matrix (42, 13, 9, 54, 36, 35, 54, 55, 46).

Die Neointimabildung kann hierbei als reparativer Prozess nach Trauma
verstanden werden. Einmal beschédigt ist das Endothel nicht mehr in der Lage,
Thrombusformation zu verhindern, das Eindringen von, durch Thrombozyten
freigesetzte vasoaktive Substanzen und Mitogene, zu blockieren, oder
»endothelium derived relaxation factor (EDRF), bzw. Heparinsulfat zu bilden.
Beiden Substanzen konnte ein inhibitorischer Effekt auf die Proliferation glatter
Muskelzellen nachgewiesen werden (10, 24). Innerhalb von Minuten bis
Stunden nach dem Endothelschaden haften Thrombozyten an der GefaBwand,
und setzen Mitogene - u.a. platelet derived growth factor (PDGF), tissue growth
factor-B (TGF-B), und Interleukin-1 (IL-1) - frei, die zur Vasokonstriktion,
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Chemotaxis, Mitogenese, und Aktivierung weiterer benachbarter Thrombozyten
fithren (23, 31, 37, 41, 61). Diese Mediatoren aktivieren desweiteren
Oberflachenrezeptoren ruhender glatter Muskelzellen in der GefiaBmedia, und
induzieren die Produktion von Proto-Onkogenen, die wiederum die Proliferation
glatter Muskelzellen bewirken (22, 60, 13). Letztlich erfolgt eine
Konsolidierung der Neointima durch Migration glatter Muskelzellen und durch
die Bildung extrazelluldrer Matrix, die nach 4-6 Monaten durch Kollagen und

Elastin ersetzt wird.
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Abb.1  Entstehung von Restenose:
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1.2  Bedeutung von IL-1 bei der Entwicklung der Restenose

Es existieren zwei verschiedene Genprodukte von IL-1, das vorwiegend
membranstindige IL-1o und die hauptsichlich sezernierte Form IL-1f. Beide
Formen besitzen das gleiche Spektrum an biologischer Aktivitdat und binden an
die gleichen Oberflachenrezeporen (3). Die Transkription erfolgt durch
alternative erste Exons (3). Interleukin-1 ist das einzige Zytokin fiir das ein
physiologischerweise vorkommender Rezeptorantagonist beschrieben wurde.
Die proinflammatorischen Eigenschaften des Interleukin-1 spielen eine zentrale
Rolle im Auftreten der fir die Neointimahyperplasie relevanten
Entziindungsprozesse. IL-1 wird sowohl vom Endothel, wie auch von
Monozyten und Makrophagen freigesetzt (14). Nach Thrombozytenadhésion an
das verletzte Endothel kommt es, liber thrombozytéres Interleukin-1, zu einer
gesteigerten Expression prokoagulatorischer Faktoren, Fibrinolyseinhibitoren,
und zur Induktion von Chemokinen wie Interleukin-8 (IL-8) und Interleukin-6
(IL-6). Die endotheliale Oberflichenexpression von Adhisionsmolekiilen, wie
z.B. ICAM-1, VCAM-1 und E-Selektin, welche die Anlagerung von
Entziindungszellen und lymphatischen Zellen an das verletzte Endothel
erleichtern, ist ebenfalls gesteigert (72). So fithrt die Adhdsion von Monozyten
an aktiviertes Endothel iiber IL-1B zu einer gesteigerten endothelialen
Oberflachenexpression von VCAM-1, sowie zur Biosynthese und Freisetzung
von IL-6 (72).

Die beschriebenen pathogenetischen Mechanismen der Neointimabildung sind
vermutlich Teil einer Entziindungsreaktion als Antwort auf die
GefdaBwandverletzung. Inflammatorische Zytokine modulieren die Transkription

und Expression von Adhdsionsmolekiilen und Chemokinen in Endothelzellen
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(39, 40). Deren gesteigerte Expression ist ein wichtiges pathologisches Attribut
bei der Entwicklung von Arteriosklerose, sowie der Restenose nach perkutaner
transluminaler Koronarangioplastie (9). Leukozyten und glatte Muskelzellen
exprimieren Gene fiir Zytokine und Wachstumsfaktoren, die mononukleére
Phagozyten stimulieren. Diese Zytokine und Wachstumsfaktoren stimulieren
thre eigene Genexpression und induzieren sich gegenseitig (39). Kaskaden von
autokrinen und parakrinen Mediatoren, deren Expression durch Verletzungen
der GefaBwand getriggert werden, tragen zur unkontrollierten Proliferation der
glatten Muskelzellen im Rahmen der Restenose bei. TNF und IL-18 regulieren
die Expression von ICAM-1, E-Selectin und VCAM-1 in glatten Muskelzellen,
und fithren dadurch zu einer gesteigerten Adhédsion von Neutrophilen und
Lymphozyten an das Endothel (70, 69). In einem Tiermodell zeigen
immunhistochemische Nachweise eine starke IL-18 Induktion in der A. Carotis
von Schweinen nach perkutaner transluminaler Koronarangioplastie,
insbesondere in GefdaBabschnitten, mit aktiv proliferierenden und migrierenden
glatten Muskelzellen (71). Die Expression und Freisetzung von IL-18 in
Endothel,- und Enziindungszellen, aber auch in der Adventitia der betroffenen
GefaBe, erfolgt in einem frithen Stadium nach PTCA (innerhalb von 3 Tagen),
zu spateren Zeitpunkten konnte eine Abnahme der IL-1B Konzentration

nachgewiesen werden (11).
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1.3  Interleukin-1 Rezeptorantagonist (IL-1ra): Kompetetive Hemmung

von IL-1

Unterstrichen wird die zentrale Bedeutung von IL-1 bei der Regulation von
Entziindungsprozessen durch die Existenz mehrerer natiirlicher Mechanismen,

die die Wirkung von IL-1 in-vivo kontrollieren (14):

1. Die Freisetzung nicht membranstindiger, zirkulierender Rezeptoren, welche
IL-a, IL-B, und IL-1ra binden konnen, und damit zu einer Hemmung der
IL-1 Wirkung fiihren,

2. Die Oberflichenexpression eines nicht gekoppelten ,,Decoy*“-Rezeptors,
welcher IL-1 bindet, aber keine Signaltransdukton bewirkt, und somit eine
Bindung am signaltransduzierenden Typ I Rezeptor verhindert,

3. Das Vorkommen des natiirlichen Antagonisten IL-1ra, ein bisher nur im IL-1

System beschriebenes Phianomen (15).

Der nicht spezies-spezifische natiirliche Antagonist IL-1ra weist grofle
Homologie mit IL-18 auf. Der Wirkungsmechanismus von IL-1ra besteht in
einer Kompetition mit IL-1 um die Bindung an den Typ-I wie auch Typ-II
Interleukin-1Rezeptor, ohne eine nachweisbare agonistische Funktion (16, 17,
58). Der Typ I Rezeptor transduziert ein Signal, der Typ II Rezeptor hingegen
bindet zwar IL-1, transduziert aber kein Signal (15).

Von diesem natiirlicherweise vorkommenden IL-1 Inhibitor existieren drei
Isoformen, die durch alternatives Splicing einer mRNA entstehen. Eine Form
wird sezerniert, die zwei anderen Formen sind intrazelluldr (3). Von der 177

Aminosduren langen sezernierten Form, wird vor der Sekretion eine Leader
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Sequenz von 25 Aminosduren abgespalten. Die ldngere intrazelluldre Form
unterscheidet sich von der kiirzeren intrazelluliren Form in einem 21
Aminosduren langen Insert. Bislang wurde zu dieser mRNA kein zweites
Protein gefunden, das sich in der Sequenz von der kiirzeren Form unterscheidet
(3). Die Kontrolle IL-1 vermittelter Effekte in der zelluldaren Mikroumgebung
scheint die biologische Hauptfunktion der extrazellulir vorkommenden
sekretorischen Form zu sein. Die Funktionen der beiden intrazelluldren Formen
sind weiterhin nicht ganz klar - eine Interferenz mit dem autokrinen IL-1
Mechanismus ist moglich (3). Alle Zellen, die IL-1 produzieren, produzieren
auch IL-1ra, insbesondere Monozyten und epitheliale Zellen, wahrscheinlich mit
Ausnahme von Endothelzellen (3). Monozyten, Makrophagen und neutrophile
Granulozyten scheinen nur die sezernierte Form zu bilden, Keratinozyten und
andere epitheliale Zellen, Monozyten und Fibroblasten bilden die lange
intrazelluldre Form. Die kurze intrazellulire Form wird von Neutrophilen und
Monozyten, aber auch von hepatischen Zellen produziert (3).

Das Gen fiir die drei Strukturvarianten des IL-1ra liegt auf Chromosom 2 (q14 -
g21) und enthilt vier Exons (62, 52). IL-1ra bindet an den IL-1 Rezeptor mit
gleicher Affinitit ohne agonistische Aktivitat, das heillt, es liegt eine
kompetetive Hemung zwischen beiden vor. Alle Wirkungen von IL-1 werden
gehemmt, einschlieflich der Induktion der Proliferation glatter Muskelzellen
(53). IL-1ra ist nicht spezies-spezifisch.

Der losliche IL-1 Rezeptor, Typ I, bindet IL-1ra im Gegensatz zu Typ II fast
selektiv. Mit loslichem Typ I-Rezeptor kann die antiinflammatorische Wirkung
von IL-1ra neutralisiert werden (4, 65, 8, 64).

Bei systemischer Applikation von rekombinantem IL-1ra konnte in-vivo gezeigt

werden, daB3 eine Antagonisierung der IL-1 Aktivitdt im Tiermodell nur bei
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einem 100-1000 fachen UberschuB von IL-1ra méglich ist (5). Das Potential
dieses natiirlicherweise vorkommenden Antagonisten des proinflammatorisch
wirkenden IL-1 bei der Abwehr von Sepsis und rdumlich begrenzten
entziindlichen Prozessen ist in verschiedenen Tiermodellen lokaler Gentherapie
in-vivo gezeigt worden (2, 38, 15, 56, 57). Eine erhebliche Besserung der
Symptome konnte in allen diesen Féllen nachgewiesen werden. Eine weitere
konstante Beobachtung war eine Reduktion der infiltrierenden Neutrophilen und
der damit verbundenen Entziindungsreaktion. Auch mit ex-vivo retroviral
transfizierten Synoviazellen konnte im Arthritismodell am Kaninchen nach
Reimplantation eine Hemmung Interleukin-1 induzierter Effekte gezeigt werden
(29, 56, 57). Es konnten bei einer Vielzahl von entziindlichen Verdnderungen
erhohte Konzentrationen an zirkulierendem IL-1ra nachgewiesen werden (21,
47). Die Kinetik der Endotoxin-vermittelten Induktion von IL-1 und die
gleichzeitige Hochregulation von IL-1ra zeigen, da3 IL-1ra und IL-1 einem
Feedback-Mechanismus unterliegen. Aufgrund dieser Funde ist es
wahrscheinlich, da3 IL-1ra auch bei entziindlichen GefaBwandprozessen, wie sie
nach perkutaner transluminaler Angioplastie und Stenting auftreten, eine
Bedeutung hat.

Rekombinantes IL-1ra blockiert IL-1 Funktionen in-vitro und in-vivo (27). Es
hemmt alle Wirkungen von IL-1, einschlieBlich der Induktion der Proliferation

glatter Muskelzellen (53).

Um Hemmversuche mit rekombinantem IL-1ra durchzufiihren, subklonierten
wir IL-1ra in ein Plasmid, in dem die Expression des Gens unter der Kontrolle
des eukaryonten humanen ,,immediate-early Cytomegalievirus Promoter

(CMV) liegt. Die Ampicillinresistenz des Plasmids ermoglicht die Selektion
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gegeniiber Kontaminationen auf ampicillinhaltigen Nahrboden. Mit diesem
Konstrukt ist eine hohe Expression in eukaryonten Zellen moglich, so daf3 es, im
Gegensatz zu den erreichten Konzentrationen im Rahmen einer natiirlichen
Hochregulation von IL-1ra, zu einer erhohten lokalen Proteinkonzentration des
Rezeptorantagonisten kommt, wie sie bei der Inhibierung IL-1 spezifischer

Effekte benotigt wird.
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2.  Zielsetzung

Die Arbeiten zu vorliegender Dissertation fanden im Rahmen der Entwicklung
einer somatischen Gentherapie mit ex-vivo Transfektion autologer
Endothelvorlduferzellen zur Inhibierung der Neointimahyperplasie nach

koronarer Stentimplantation statt.

Zentrale Mechanismen der Entstehung von Neointima nach GefaBwand-
verletzung sind IL-1 induziert.

Die Grundlage dieser Dissertation ist die Hypothese, dafl eine Hemmung der

IL- 1 vermittelten Entziindungsreaktion durch lokale Uberexpression von

IL-1ra, die Neointimabildung verhindern kann.

In dieser Arbeit sollte die in-vitro Funktionalitit von subkloniertem IL-1ra in der
Hemmung IL-1 vermittelter Entziindungsreaktionen gezeigt werden.

Um IL-Ira in Sdugerzellen zur Expression zu bringen, wurden alle drei
bekannten Isoformen des IL-1ra, mit ihren Antisense-Konstrukten als Negativ-
Kontrollen, zunédchst in einen eukaryontischen Plasmidvektor pcDNA3.1(+)
(Firma Invitrogen) subkloniert.

Die Genexpression wurde durch Nachweis des Proteins im ELISA {berpriift,
und dessen Funktionalitit durch eine Hemmung der IL-1 vermittelten 1L-6

Bildung untersucht.
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3. Methoden

3.1. Sequenzierung doppelstrangiger Plasmid-DNA

Die ¢cDNA, die die sekretorische, die kurze intrazelluldre, und die lange
intrazellulare Form des menschlichen IL-1ra kodiert, wurde in der ,,multiple-

cloning-site* des Vektors pLXSN von Dr. M. Muzio (Instituto di Ricerche

Farmacologiche, Mailand) zur Verfiigung gestellt.

Abb. 2  Genkarte Vektor pLXSN:
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Die Sequenzanalyse zur Identifizierung der drei Isoformen, die durch
alternatives splicing der mRNA entstehen, erfolgt nach der Didesoxy-Methode
von Sanger et al. (59), mit Hilfe fluoreszenzmarkierter Oligonukleotide als
Primer (Firma MWG Biotech AG, Ebersberg) und einem automatischen DNA-
Sequenziergerit (Model 4000; LI-COR, Lincoln, NE).

Sequenz und Bezeichnung der Primer (unter Angabe der Orientierung):
SI101 5'-GGT ACC CAT TGA GCC TCA TGC-3’
S1102 3’-CCA CTA CTC TGG TCT GAG GTC -5’

3.1.1.  Sequenzierreaktion

Die Sequenzierreaktion wird nach dem ,,Cycle-sequencing® Protokoll des
Herstellers durchgefiihrt (Amersham, UK).

Der Ansatz setzt sich hierbei aus 1,8 bzw. 3,6 ug DNA, 2 pmol Primer, 1 ul
Dimethylsulfoxid (Sigma), und H20 ad 25 ul zusammen. Zu diesem Ansatz
werden 2 ul des jeweiligen Nukleotides (A, T, C, G) pippetiert, und zur
Amplifikation in einen Thermocycler (Firma MWG Biotech AG, Ebersberg)
gestellt.

In der Sequenzierreaktion verbindet sich der fluoreszenzmarkierte Primer mit
der hitzedenaturierten, d.h. Einzelstrang-DNA. Der Komplex inkubiert mit einer
hitzestabilen DNA-Polymerase unter Anwesenheit von Desoxynukleotid-
Triphosphaten (ANTPs) und Didesoxynukleotid-Triphosphaten (ddNTPs).

Die ddNTPs, die neben den dNTPs vorliegen, fithren in den vier Ansétzen

jeweils zum Strangabbruch nach dem Einbau, was statistisch verteilt zu
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Fragmenten jeder Lange flihrt. In jedem Sequenzierzyklus wird die Reaktion fiir
2 Minuten auf 95°C erhitzt, die doppelstrangige DNA wird zur Einzelstrang-
DNA denaturiert. Zur Anlagerung des Primers wird die Temperatur fiir 15
Sekunden auf 60°C gesenkt, und fiir die Elongation durch die DNA-Polymerase
fir 15 Sekunden auf 72°C erhoht. Dieser Prozefl wird iiber 30 Zyklen
wiederholt.

Die DNA-Fragmente werden unter denaturierenden Bedingungen in vertikalen
Polyacrylamid-Harnstoff-Sequenzgelen nach ihrer Grof3e aufgetrennt, und deren
Lage im Sequenzgel mittels Laserdetektion des fluoreszierenden Anteils im

unteren Abschnitt des Gels sichtbar gemacht.

3.1.2. Automatische Gelelektrophorese und Sequenzanalyse

Ein automatisches DNA-Gelelektrophoresesystem (Model 4000; LI-COR,
Lincoln, NE) mit einer bei 785 nm emmitierenden Laserdiode und einer
Fluoreszenzdetektion zwischen 815 und 835 nm wurde zur Detektion und
Analyse der Sequenzfragmente verwendet. Die elektrophoretische Auftrennung
erfolgt in einem 25 cm x 32 cm x 0,4 mm vertikalen Gel. Dieses setzt sich
zusammen aus 30 ml ,,Sequagel XR*“, 7,5 ml ,,Sequagel complete buffer*
(beides ,,national diagnostics®, USA), 400 ul Dimethylsulfoxid (Sigma) und 300
ul Ammoniumpersulfat (10%). Der Laufpuffer besteht aus einfach
konzentriertem TBE (Tris-Borat-EDTA, Gibco).

Vor Auftragung der Probe wird fiir 30 Minuten eine Spannung von 1500 Volt

angelegt, die eine gleichméBige Temperatur im Gel erzeugen soll. AuBlerdem
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wird damit die Fokussierung des Lasers verifiziert und eine Kontrolle der
Elektrophoreseparameter ermdglicht.

Von den Sequenzierreaktionen werden jeweils 2,4 ul der Probe in die Geltasche
aufgetragen und anschlieend die Elektrophorese konstant bei 1000 Volt und
50°C uiber Nacht durchgefiihrt.

Zur Auswertung wird ein Computer der Firma Peacock und die dem DNA-
Sequenzer Model 4000 beigefiigte Software verwendet. Zur Uberpriifung der
Sequenzen erfolgt ein Vergleich mit den vorliegenden Gensequenzen der
Datenbank des Deutschen Krebsforschungszentrum Heidelberg.

Im Anschlufl an die Sequenzierung wurde ein Restriktionsverdau der drei

Plasmide durchgefiihrt.

3.2.  Subklonierung der IL-1ra Isoformen in pcDNA3.1(+)

Nach Identifizierung der drei Isoformen des IL-1ra werden sie in den
eukaryontischen Expressionsvektor pcDNA 3.1(+) (Invitrogen), in welchem die
Genexpression unter der Kontrolle des ,,immediate early“~-Promotors des
menschlichen Cytomegalievirus erfolgt, subkloniert. Der Vektor enthilt neben
der ,,multiple-cloning-site* eine zusatzliche Sequenz, welche zu einer Resistenz
gegen Ampicillin fiihrt. Dadurch wird bei der spiateren Transformation von
Bakterien mit diesem Plasmid eine Selektion der erfolgreich transformierten

Bakterien gegeniiber solchen, die nicht resistent sind, moglich.
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Abb.3  Genkarte Vektor pcDNA 3.1(+):

3.2.1. Praparation der pcDNA3.1(+)

3.2.1.1. Transformation E.coli JM 109 kompetenter Zellen

Bei der Transformation wird Plasmid-DNA in vorbehandelte Bakterienzellen
eingebracht, mit dem Ziel des spidteren Wachstums der Bakterien auf
ampicillinhaltigen Agarplatten. Durch den Zusatz des Antibiotikums findet eine
Selektion der transformierten Bakterien, welche eine in der Plasmid-DNA
eingebaute Resistenz gegen Ampicillin enthalten, gegeniiber nicht
transformierten Bakterien statt. Einzelne Klone konnen auf Nahrboden

1dentifiziert, und in einem weiteren Arbeitsschritt vermehrt werden. Die damit

24



vervielfaltigte DNA steht nach Extraktion und Reinigung fiir weitere

Anwendungen zur Verfligung.

Der Expressionsvektor pcDNA3.1(+) wird in E.coli JM 109 kompetente Zellen
(Promega) eingebracht.

JM 109 Zellen werden im Eisbad aufgetaut, und jeweils 50 ul der Bakterien pro
Transformationsansatz in sterile, vorgekiihlte, 15 ml Polypropylenrohrchen
(Falcon) pipettiert. In einem Volumen von 5 ul wurden 20 ng des Vektors pro
Ansatz hinzugefiigt, und der Ansatz anschlieend fiir 10 min auf Eis gestellt. Es
erfolgte eine einminiitige Inkubation der Zellen im 42°C warmen Wasserbad,
bei der sich die Poren der Zellmembran kurzzeitig 6ffnen, und das Plasmid
aufgenommen wird. AnschlieBend werden die Ansétze fiir 2 min auf Eis gestellt,
und mit 250 ul raumtemperiertem S.0.C.-Medium (2 g Bacto-Trypton, 0,5 g
Bacto-Yeast Extrakt, 1 ml 1M NaCL, 0,25 ml 1M KCI, 1 ml 2M,
filtersterilisierte Glukose ad 100 ml destilliertes H20) versetzt. Es erfolgt eine
Inkubation von 60 min bei 37 °C und 225 rpm im Schiittler. AnschlieBend wird
der gesamte Ansatz auf bei 37°C vorgewidrmte, ampicillinhaltige (100 wg/ml)
Agarplatten mianderformig aufgetragen, und die Platten iiber Nacht bei 37 °C
im Brutschrank inkubiert.

Als Kontrollvektor wurde ein dem Kit beigefiigtes Plasmid (pGEM-3Z)

eingesetzt, welches kein Wachstum auf Ndhrmedien aufweist.

Praparation der Agar-Platten:

7,5 g Bacto-Agar ad 500 ml LB-Medium.

Nach Autoklavierung und Zugabe des Antibiotikums Ampicillin (100 ug/ml) bet

42 °C werden die Platten (Cellstar, Greiner Labortechnik) gegossen.
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Zusammensetzung des . B-Mediums:

10 g Bacto-Trypton; 5 g Bacto-Yeast Extakt; 10 g NaCl; ad 1000 ml Wasser
(Millipore).
Nach Losung der Ingredienzen wird das Medium autoklaviert, und auf 42 °C

abgekiihlt, um Ampicillin hinzuzufiigen (100 wg/ml).

3.2.1.2.  Vektorvermehrung (Maxi-Priparation)

Die gewonnenen Klone werden mit Hilfe des ,,Qiagen plasmid purification kits*
einer DNA Vermehrung und Reinigung unterzogen.

Einzelne Klone werden in 5 ml ampicillinhaltigem (100 wg/ml) LB-Medium
aufgenommen, und in sterilen 15 ml Polypropylenréhrchen (Falcon) bei 37 °C
und 225 rpm iber 8 h im Schiittler inkubiert. AnschlieBend werden die
jeweiligen Ausgangskulturen mit selektivem LB-Medium 1/300 verdiinnt, und
in autoklavierten 500 ml Glasflaschen bei gleichen Bedingungen iiber Nacht
erneut inkubiert.

Nach einer Zentrifugation bei 5000 rpm und 4 °C fir 15 min werden die
Bakterien geerntet, in10 ml Puffer P1 (50 mM Tris-Cl, pH 8,0; 10 mM EDTA;
100 ug/ml RNaseA) resuspendiert, und in 50 ml Polypropylen Roéhrchen
(Falcon) iiberfiihrt.

Nach Hinzufiigen von 10 ml Puffer P2 (200 mM NaOH, 1% SDS), zur Lyse der
Zellen, und vorsichtigem Mischen durch mehrmaliges Umkippen der Rohrchen,
erfolgt eine Inkubation von 5 min bei Raumtemperatur.

Zur Ausfillung der Proteine wird 10 ml eisgekiihlter Puffer P3 (3,0 M
Kaliumazetat, pH 5,5) zugegeben, und fiir 20 min auf Eis inkubiert.
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Nach einer 30-miniitigen Zentrifugation bei 10000 rpm und 4 °C, wird der
DNA-haltige Uberstand abgenommen, und erneut fiir 15 min bei gleichen
Bedingungen zentrifugiert.

Nach Aquilibrierung einer ,,Qiagen“-Siule mit DNA-Bindungskapazitit durch
10 ml Puffer QBT (750 mM NaCl; 50 mM MOPS, pH 7,0; 15% Isopropanol;
0,15% Triton ® X-100) wird die DNA appliziert, und anschlieBend mit 30 ml
Puffer QC (1,0 M NaCl; 50 mM MOPS, pH 7,0; 15% Isopropanol) zweimal
gewaschen.

Zur DNA-Elution werden 15 ml Puffer QF (1,25 M NaCl; 50 mM Tris, Tris-Cl,
pH 8.5; 15% Isopropanol) eingesetzt, und das Eluat in 10 ml Glasrohrchen
(Borex) gesammelt.

Zur Prazipitation der DNA werden 10,5 ml raumtemperiertes Isopropanol
hinzugefiigt, gemischt, und bei 8000 rpm und 4 °C fiir 30 min zentrifugiert.
Nach AbgieBen des Uberstandes wird das Pellet zur Ausfillung der Salze mit 5
ml 70%-igem Ethanol gewaschen, und unter gleichen Bedingungen fiir 10 min
zentrifugiert. Der Uberstand wird entfernt, und die DNA fiir 10 min vom leicht
fliichtigen Alkohol getrocknet, um anschlieBend in 100 ul TE Puffer (10 mM
Tris'Cl, pH 8,0; 1 mM EDTA) gelost zu werden.

3.2.1.3. Photometrische Bestimmung des DNA-Gehaltes
Sul der in TE gelosten DNA werden in 495 ul aqua dest aufgenommen, und die
Extinktion bei Wellenldngen von 260 nm und 280 nm mit einem

Spektralphotometer (Uvikon 930 Spectrophotometer, Kontron instruments)

bestimmt. Eine in Wasser geloste DNA, deren optische Dichte 260 = 1 ist,
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enthélt 50 ug DNA pro ml. Der Quotient OD 260 /OD 280 146t Aussagen iiber
die Reinheit der Préaparation zu. Liegt der Wert < 2 sind noch Proteine, liegt er >

2, ist noch Phenol in der Verdiinnung enthalten.

3.2.1.4. Restriktion und SAP-Behandlung

Die pcDNA3.1(+) wird sowohl mit EcoRI, als auch in einem weiterenAnsatz
mit BamHI, an der ,,multiple-cloning-site* geschnitten. Das jeweils linearisierte
Plasmid wird mit ,,calf-intestine-alkaline-phosphatase* (SAP) (Boehringer-
Mannheim) behandelt, um endstdndige Phosphatreste abzuspalten, und damit
eine Religation zur Ringform zu verhindern. Dabei werden 5 ul des Enzyms und
6 ul eines 10x Dephosphorylierungspuffers zu 50 ul Restriktionsansatz gegeben,
gevortext und das Gemisch zunichst fiir eine Stunde bei 37 °C, und

anschlieBBend fiir eine weitere halbe Stunde be1 65 °C im Thermoblock inkubiert.

3.2.1.5. Phenolextraktion und Ethanolprezipitation

Zur Sauberung des Produktes von Enzymresten schlieBt sich eine
Phenolextraktion an, bei der mit TE gesittigtes Phenol in wissriger Losung in
gleichem Volumen wie die vorliegende DNA dem Ansatz zugefiigt wird. Die
obere Phase, mit der in Wasser gelosten DNA, wird nach 20 s vortexen und 1
min zentrifugieren in einer Tischzentrifuge (Biofuge Fresco, Heraeus

instruments) bei 14.000 rpm abgenommen.
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Es folgt eine Ethanolprezipitation mit 10x ACE (Acetat/EDTA, Gesamt-pH 5;
1/10 des Gesamtansatzes) und 100% Ethanol (3-fache Menge des
Gesamtansatzes).

Der Ansatz wird gemischt, und die DNA iiber Nacht bei -20 °C gefillt.

Die DNA wird durch 10 min. zentrifugieren bei maximaler Geschwindigkeit
und 4°C pelletiert, und anschlieBend mit 500 ul 100% bzw. 70% Ethanol
gereinigt und getrocknet.

Das Pellet wird in TE-Puffer (10 mM Tris-Cl, pH 8,0; 1 mM EDTA; Qiagen)

aufgelost.

3.2.2.  Priparation der Inserts

3.2.2.1. Restriktion

Die pcDNA LXSN mit den integrierten Isoformen des IL-1ra wird mit BamHI
(Boehringer-Mannheim) bzw. EcoRI (Amersham Pharmacia) so geschnitten,
daB jeweils ein ca. 600 Basenpaare Fragment der entsprechenden IL-1ra Isoform
mit sogenannten ,.glatten* Schnittstellen im DNA-Molekiil (blunt-ended)
freigesetzt wird. Hierfiir wird 100 IE Enzym/ ug DNA eingesetzt. Ein Zehntel
des Ansatzes besteht aus Puffer. H20 wird ad 10 ul Gesamtvolumen
hinzugefiigt. AnschlieBend wird die Reaktion iiber 2 Stunden bei 37°C inkubiert,

und zur Elektrophorese mit 3 ul 4x Ficoll als Probenpuffer versetzt.
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Enzymeinsatz:

Sekretorische Form: BamHI
Intrazellulare kurze Form: EcoRI

Intrazelluldre lange Form: EcoRI

3.2.2.2.  Gelelektrophorese:

Es folgt die elektrophoretische Separation des Gens vom urspriinglichen Vektor
in einem Agarosegel. Zur Auftrennung der DNA-Fragmente werden 0.8%
ethidiumbromidhaltige, horizontale Gele verwendet, mit einfach konzentriertem
TBE als Laufpuffer (Gibco). Die Elektrophorese wird bei konstant 100 Volt
durchgefiihrt. Die optisch gut identifizierbaren IL-1ra Banden werden, nach
Lokalisierung unter Ultraviolett-Strahlung, ausgeschnitten, und mittels einer
Glasmilchelution (Agarose Gel DNA Extraction Kit, Boehringer-Mannheim)

1soliert.

3.2.2.3. Glasmilchelution

Nukleinsduren werden spezifisch in Gegenwart eines chaotropen Salzes an Glas-
oder Silica-Oberflichen gebunden (68).

Aufgrund der hohen Spezifitit dieses Vorgangs kann die DNA, nach der
Durchfithrung eines Waschvorgangs, frei von Verunreinigungen, wie z.B.

Salzen, freien Nukleotiden oder Proteinen, extrahiert werden.
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Zur Losung der Agarose werden 300 ul Puffer pro 100 mg Gel zugegeben, und
zusatzliche 10 ul einer Silica-Suspension hinzugefiigt. Es folgt eine Inkubation
tiber 10 min bei 56 °C, unter wiederholtem Schiitteln der Suspension.

Nach einem 30-sekiindigen Zentrifugationsschritt bei 40000 rpm in einer
Tischzentrifuge und Verwerfen des Uberstandes, werden dem die DNA
enthaltenden Pellet, 500 ul Nukleinsdurebindungspuffer zugesetzt, gemischt und
erneut zentrifugiert. Es folgen zwei Schritte mit je 500 ul Waschpuffer, nach
denen sich ebenfalls je eine Zentrifugation fiir 30 sek bei hdchster Stufe
anschlieBt, und der Uberstand verworfen wird. Die so entstandene Matrix wird
daraufhin ca. 15 min luftgetrocknet, und zur Elution der DNA mit 20 ul TE-
Puffer (10 mM Tris-Cl, pH 8,0; 1 mM EDTA) versetzt. Nach vortexen und 10-
miniitiger Inkubation bei Raumtemperatur, wihrend der die Losung immer
wieder gemischt wird, folgt eine weitere Zentrifugation. Der das DNA-Fragment
enthaltene Uberstand wird nun in ein Eppendorf GefiB iiberfiihrt.

Es schlieB3t sich eine zweite Reinigung iiber eine Sdule (Centricon, Millipore
Corporation) an, in der der gewonnene Uberstand mit 2 ml TE-Puffer (s.0.)
versetzt, und fiir 30 min bei 8000 rpm (20°C) zentrifugiert wird, um
anschlieBend mit 50 ul TE-Puffer fiir 2 min bei 3500 rpm (20°C) aus der
Membran ausgewaschen zu werden. Das so gewonnene, gereinigte Insert steht

nun fiir weitere Anwendungen zur Verfiigung.
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3.2.3. Plasmidkonstruktion

Die cDNA fiir die sekretorische Form des IL-1ra wird iber BamHI-Enden mit
dem durch BamHI linearisierten Vektor fusioniert. Die cDNA fiir die beiden
intrazellularen Formen wird {iber EcoRI-Enden in den mit EcoRI linearisierten
Vektor integriert.

Es kommt zum Einbau der cDNA in beiden moglichen Orientierungen: In der
Sense-Orientierung erfolgt die Expression des IL-1ra Gens; das Antisense-
Plasmid liefert kein funktionsfahiges Genprodukt, dient aber als spezifische

Negativ-Kontrolle von Effekten, die durch IL-1ra erzeugt werden.

3.2.3.1. Ligation

Im Ligationsansatz liegt das Insert (ca. 600 Bp) im 5-fachen Uberschull zum
Vektor (ca. 6000 Bp) vor (100 ng : 20 ng). Die Fusion erfolgt mit Hilfe einer
T4-Ligase (Boehringer-Mannheim) und entsprechendem Puffer {iber Nacht bei
4°C.

3.2.3.2.  Transformation und Plasmidvermehrung
Zur Amplifikation werden die rekombinanten Plasmide in
transformationskompetente E.coli JM109-Zellen (Promega) nach

Herstellervorschrift (3.2.1.1.) eingeschleust, und auf ampicillinhaltigen (100

ug/ml) Agarplatten angeziichtet.
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Es werden fiinf Ansétze durchgefiihrt: Die drei IL-1ra Formen (sekretorische,
lange und kurze intrazellulire Form), der Vektor 3.1(+) ohne funktionelles Gen
zur Kontrolle (kein Wachstum auf Nihrmedien), und ein weiterer
Kontrollvektor pPGEM-3Z, der dem Kit beigefiigt ist.

Die DNA wird mit Hilfe eines Reinigungs-kits (Qiagen), gemill Angaben des
Herstellers (3.2.1.2.), gereinigt und vervielfaltigt.

3.2.3.3.  Asymmetrischer Kontrollverdau

Die Identifikation der Sense-, und Antisense-Orientierung, erfolgt durch
Restriktionsenzymanalyse der Plasmide mit Hpal (Boehringer-Manheim), ein
Enzym, das zwei Schnittstellen im Insert besitzt, und Apal (Boehringer-
Manheim), welches ein weiteres Mal im Vektor schneidet.

Die dabei entstehenden, unterschiedlich langen, DNA-Fragmente (jeweils drei)
werden mittels Gelelektrophorese aufgetrennt, und unter Ultraviolett-Strahlung
fotografiert. Die unterschiedlichen Bandenmuster von Sense und Antisense

konnen so identifiziert werden.
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3.3. Zellkultur

3.3.1. Zellarten, Zellziichtung

Fiir die nachfolgenden Transfektions- und Hemmversuche werden

ECV-304 Zellen, eine endotheliale Zellinie aus humanen Blasenkarzinomzellen,
und klonale Isolate von transformierten, embryonalen, menschlichen
Nierenzellen (293T-Zellen, Gibco BRL), verwendet.

Die Vermehrung der Zellen erfolgt in Gewebskulturflaschen (Cellstar, Greiner

Labortechnik) bei 37°C und 5% CO2 im Brutschrank .

ECV-Medium:
Das Medium M-199 (Sigma) fiir die Kultivierung der ECV-304 Zellen enthélt
zusatzlich 20 ml fetales Kélberserum (FCS, Gibco), bei 56°C fiir eine halbe

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

293T-Medium:
293T Dulbecco’s Mod Eagle Medium (Gibco, BRL) wird zusédtzlich mit 50 ml

hitzeinaktiviertem FCS, 10 ml Penicillin/Streptomycin, und 1,5 ml L-Glutamin
versetzt.

Zum Waschen der Zellen wird jeweils PBS (137 mM NaCL; 2,7 mM KCI;

4,3 mM NaH2PO4; 1,47 mM KH2 PO4; pH 7,4; Sigma), zum Ablosen der
Zellen Trypsin EDTA (Sigma) verwendet.
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3.4. Liposomale Transfektion, X-Gal Farbung

Zur transienten Expression des IL-1ra Gens werden die Plasmide mit Hilfe eines
Lipofektionsverfahrens in eukaryonte Zellen eingeschleust. Liposomen bilden
mit Plasmid-DNA in serumfreier Losung Komplexe, die mit Zellmembranen
fusionieren, und mittels Endozytose eine Freisetzung der DNA in das Zellinnere
ermoglichen (Felgner et al., 1987).

Zur Optimierung der Effizienz des Gentransfers wird eine Doppeltransfektion
mit dem Reportergen LacZ, unter der Kontrolle eines CMV-Promotors in dem
Expressionsvektor (pCMVp), durchgefiihrt. Bei erfolgter Genexpression des 8-
Galactosidaseenzyms farbt sich die entsprechende Zelle nach Angebot des
Substrates P5-Bromo-4Chloro-3-Indolyl-B-D-4-Galactopyranocid (X-Gal) blau
an. Nach einem Waschvorgang mit 500 ul PBS werden die Zellen mit 600 ul
einer Fixationslosung behandelt (2% Formaldehyd, 0,2% Glutaraldehyd; 1/10
mit PBS verdiinnt), erneut gewaschen, und 800 ul X-Gal Substratlosung
aufgetragen. Es folgt die lichtgeschiitzte Inkubation bei 37°C iiber Nacht.

Die Transfektion erfolgt in ECV-304, und 293T-Zellen,wobei jeweils ca. 80.000
Zellen pro Vertiefung iiber Nacht auf 6-Well-Platten (Cellstar, Greiner
Labortechnik) ausgelegt werden, und am néichsten Tag, bei ca. 60% Konfluenz,
mittels des “superfect transfection reagent” (Qiagen) gemill den Angaben des
Herstellers (s.u.) transient transfiziert werden. Dabei werden 5 ul Liposomen fiir

den Transfer von 2 ug DNA verwendet.
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Substratlosung X-Gal (10 ml):
9,35 ml PBS, 200 ul 0,1M Magnesiumchlorid, 100 ul 0,5M Kaliumferrocyanid,

100 ul 0,5M Kalium, 250 ul X-Gal Losung (0,02g X-Gal ad 1 ml DMSO).

Abb.4  Genkarte Vektor pCMVH:
< CMYV Promotor

Sacl
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3.4.1. Transfektionsverfahren

Die in TE-Puffer vorliegende DNA wird mit 100 ul serumfreien Medium
versetzt, und das Transfektionsreagenz zugefiigt. Nach kurzem Durchmischen
folgt eine Inkubation fir 5-10 min bei Raumtemperatur, in der die
Komplexbildung stattfindet. Wéhrend dieser Zeit wird das alte Medium von den
Zellen aspiriert, und diese mit 1 ml PBS (s.0.) gewaschen.

Nach Inkubation werden dem Reaktionsgemisch 600 ul serumhaltiges Medium
zugesetzt, gemischt, und dieses auf die 6-Well-Platten transferiert (pro
Vertiefung ein gesonderter Transfektionsansatz). Es folgt eine Inkubation der
Zellen mit dem Liposomen-DNA-Komplex fiir 3 Stunden bei 37°C und 5% CO2
im Brutschrank. Dann wird das Medium abgenommen, die Zellen erneut mit

1 ml PBS (s.0.) gewaschen, und iiber Nacht mit 1 ml Vollmedium unter gleichen
Bedingungen im Brutschrank in Kultur gehalten.

Die B-Galactosidase positiven Zellen werden fiir den direkten Effizienzvergleich
zwischen den beiden Zelltypen mittels einer Kamera (EOS 500 N, Canon) unter
dem Auflichtmikroskop (Axiovert, Zeiss) fotografiert (Kodak, Ektachrome
64T). Es zeigte sich eine ca. 5% Transfektionsrate in den ECV-304 Zellen, und
eine ca. 50% Effizienz in 293T-Zellen.

Zur Priifung des Vorliegens eines funktionsfihigen IL-1ra Proteins wird
anschlieBend ein ELISA (Quantikine, R&D Systems) durchgefiihrt, bei dem alle

drei Isoformen erkannt werden.
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3.5. Prinzip des ELISA und Meflmethode

Die Meftechnik des ELISA beruht auf einer quantitativen Enzym-Antikorper-
Bindung (Sandwich-Technik). Eine 96-Well Mikrotiterplatte ist mit einem (z.B
fir IL-1ra oder IL-6) spezifischen, monoklonalen Antikorper beschichtet.
Standards und Proben werden aufpipettiert, und vorhandenes Protein (IL-1ra
oder IL-6) an den fest mit der Platte verankerten Antikorper gebunden. Es folgt
ein mehrmaliges Waschen der Vertiefungen um alle ungebundenen Reste zu
entfernen. Danach wird ein, spezifisch fiir das zu messende Protein,
enzymgebundener polyklonaler Antikorper aufgetragen, und abermals
gewaschen, um ungebundene Substanz zu entfernen. SchlieBlich pipettiert man
ein chromogenes Substrat auf die Vertiefungen, welches einen Farbumschlag
katalysiert. Die Intensitdt des Farbumschlags im letzten Reaktionsschritt
korreliert mit der Menge an inital gebundenem Protein und wird durch Messung
der optischen Dichte an einem Photometer (Uvikon 930 Spectrophotometer,
Kontron Instruments) bei einer Wellenldnge von 450 nm bestimmt. Standards,
Proben und Kontrollen, werden jeweils im Doppelansatz aufgetragen. Die mit
den intrazellularen Formen des IL-1ra transfizierten Zellen werden vor der
Messung lysiert, und das von Zelldedritus gereinigte Lysat fiir die Bewertung
der Proteinproduktion herangezogen. Bei der sekretorischen Form wird die
Proteinkonzentration im Medium des Uberstandes gemessen. Fiir die
Berechnung der Ergebnisse werden die Werte gemittelt, und die
durchschnittliche optische Dichte bei einer Wellenlange von 450 nm ermittelt.
Um optische Unreinheiten der Platte zu korrigieren, werden aullerdem

Messungen bei einer Wellenldnge von 540 nm durchgefiihrt, und diese von den
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Werten bei 450 nm subtrahiert. Mittels der beigefiigten Photometer-Software

wird eine Standardkurve berechnet.

Sensitivitdt: Geméal Herstellerangaben liegt das Minimum der noch mef3baren

Proteindosis unter 14 pg/ml.

Spezifitit: Die benutzten ,,Immunoassay-Kits* erkannten sowohl natiirliche,
als auch rekombinante Proteine. Kreuzreaktionen waren
ausgeschlossen, Interferenzen wurden bei Konzentrationen

>1000 pg/ml beobachtet.

3.6. Hemmversuche

Die biologische Funktion des nach Gentransfer exprimierten Proteins wird
ebenfalls in einem ELISA (Milenia, DPC Biermann) gepriift. Die IL-1
vermittelte IL-6 Expression von Endothelzellen soll durch IL-1ra gehemmt
werden. Fiir eine bessere quantitative Beurteilung der Hemmung werden die
Versuche nur in ECV-304 Zellen durchgefiihrt, da sich die 293T-Zellen
aufgrund iiberschieBender Stimulation (auBBerhalb des MeBbereiches) hier als
ungeeignet erweisen.

Zwei verschiedene Modelle werden gewéhlt. Im ersten Modell werden ECV-304
Zellen initial mit IL-1ra transfiziert, und nach 3-stiindiger Stimulation mit IL-18
(50 pg/ml), die IL-6 Konzentration im Uberstand mittels ELISA gemessen.
Verglichen werden alle drei Isoformen mit thren Antisense-Konstrukten als

Negativkontrollen.
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Zur Bestitigung der Hemmergebnisse folgen in einem zweiten Modell weitere
Versuche nach einem modifizierten Schema des ersten Ansatzes - die Gabe von
IL-18 und IL-1ra erfolgt nun gleichzeitig, nicht zeitlich versetzt.

Die Versuche werden ausschlieBlich mit der sekretorischen Form des IL-1ra
durchgefiihrt, da dieses Genprodukt fiir den Einsatz in der somatischen
Gentherapie von Bedeutung wire. Sekretorisches IL-1ra war zuvor nach
Gentransfer in Zellkultur (siehe oben) exprimiert, und die Konzentration im
ELISA bestimmt worden. IL-18 (50 pg/ml) und IL-1ra (50 ng/ml) werden im
Verhitnis 1:1000 gemischt, und mit serumhaltigem Ndhrmedium gleichzeitig
auf die mit PBS gewaschenen Endothelzellen gegeben. Nach einer 6-stiindigen
Inkubation (Stimulation maximal, danach keine weitere Steigerung der IL-6
Produktion mehr méglich), erfolgt die Abnahme der Uberstéinde, und deren
Messung in einem ELISA. Die Versuche werden jeweils mit der Antisense-
Form des Plasmids und dem Insertlosen Vektorplasmid 3.1(+) kontrolliert, und
zusitzlich Mefungen mit unstimulierten Zellen, d.h ohne die Zugabe von IL-18,
durchgefiihrt. Auflerdem wird ein Zelliiberstand ohne jeglichen Zusatz und ein
Uberstand nach alleiniger IL-18 Stimulation, das heift, in beiden Ansétzen ohne
IL-1ra, zur Kontrolle gemessen. Spezifische IL-18 Antikdrper (R&D Systems)
hemmen die IL-1 induzierte IL-6 Produktion ebenfalls, und werden daher

zusitzlich als Kontrolle in einem weiteren Ansatz eingesetzt.

Zusammenfassend erfolgt die Priifung der Funktionalitit des Genproduktes
p3.1(+)/ sekretorisches IL-1ra, durch Hemmversuche, in denen die Interleukin-

1B vermittelte Produktion des Entziindungsindikators Interleukin-6 durch die
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Zugabe der sekretorischen Form von Interleukin-1ra gehemmt wird, bzw. durch

Hemmung direkt mit IL-1ra transfizierter ECV-304 Zellen.

Zwel verschiedene Modelle werden gewéihlt:

Modell 1: Hemmung der Interleukin-6 Produktion durch mit IL-1ra transfizierte
ECV-304 Zellen nach Stimulation mit IL-18.

Modell 2: Hemmung der Interleukin-6 Produktion in ECV-304 Zellen durch
gleichzeitige Inkubation mit IL-18 und sekretorischem IL-1ra.

Die Bestimmung der Proteinkonzentrationen erfolgte durch jeweils spezifische

,»ELISA-Immunoassay-Kits*, gemill den Angaben der Hersteller (s.0.).

3.6. Statistische Datenverarbeitung

Die statistische Auswertung der im ELISA gemessenen Daten erfolgte mit
einem tiiblichen Statistikprogramm (Statistical Package for the Social Sciences,
SPSS ©, SPSS GmbH Miinchen, BRD), wobei ein signifikanter Unterschied bei
einer Irrtumswahrscheinlichkeit von weniger als 5% (p < 0,05) angenommen
wurde. Zur Uberpriifung von statistisch nachweisbaren Unterschieden zwischen

den Messwerten kam der t-Test fiir verbundene Stichproben zur Anwendung.
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4. Ergebnisse

4.1. Sequenzen der IL-1ra Isoformen

Die cDNA-Sequenzierung der sekretorischen, der kurzen-, und der langen
intrazelluldren Form des menschlichen IL-1ra, in der ,,multiple-cloning-site* des
Vektors pLXSN von Dr. M. Mucio (Instituto di Ricerche Farmacologiche,
Mailand) zur Verfiigung gestellt, ergab neben der spezifischen Gensequenz die
jeweiligen Klonierungsstellen im Vektor, sowie die Sequenzorientierung. Fiir
die sekretorische Form konnten wir BamHI als Klonierungsstelle bestimmen, fiir
die beiden intrazelluldren Formen EcoRI. Alle drei Isoformen des IL-1ra liegen
in 5" 3’ Orientierung vor, d.h. es handelt sich jeweils um die Sense-Form,
welche die Expression des IL-1ra Gens erlaubt. Die Isoformen entstehen durch
alternatives Splicing einer mRNA - ihnen ist eine 473 Aminosdure lange
Sequenz gemeinsam. Die spezifische Proteinsequenz der sekretorischen Form
umfafBt weitere 83 Basenpaare, die der kurzen intrazelluldren Form weitere 42
Basenpaare, und die der langen intrazelluliren Form weitere 106 Basenpaare.
Der fiir die jeweilige IL-1ra Isoform spezifische Sequenzabschnitt ist dabei der
gemeinsamen Sequenz vorangestellt. Die Sequenzanalyse erfolgte unter
Vergleich mit den vorliegenden IL-1ra Sequenzen der Datenbank des Deutschen

Krebsforschungszentrum Heidelberg.
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Abb. §

Sekretorische Form des IL-1ra:

Baim HI sekretorizches IL1-Ra

GAATTCGTTAACTCGAGGATCCGATTGAATTCCGGGCTGCAGTCAC
AGAATGGAAATCTGCAGAGGCCTCCGCAGTCACCTAATCACTCT
gemeinsame Sequenz
CCTCCTCTTCCTGTTCCATTCAGAGACGATCTGCCGACCCTCTGGG
AGAAAATCCAGCAAGATGCAAGCCTTCAGAATCTGGGATGTTAACCA
GAAGACCTTCTATCTGAGGAACAACCAACTAGTTGCTGGATACTTGC
AAGGACCAAATGTCAATTTAGAAGAAAAGATAGATGTGGTACCCATT
GAGCCTCATGCTCTGTICTTGGGAATCCATGGAGGGAAGATGTGCCT
GTCCTGTGTCAAGTD TGGTGATGAGA CCAGACTCCAGCTGGAGGCAG
TTAACATCACTGACCTGAGCGAGAACAGAAA GCAGGACAAGCGCTT
CGCCTTCATCCGCTCAGACAGTGGCCCCACCACCAGTTTTGAGTCTGC
CGCCTGCCCCGETTGGTTCCTCTGCACAGCGATGGAAGCTGACCAGC
CCGTCAGCCTCACCAATATGCCTGACGAAGGCGTCATGGTCACCAAA

Sequenzende Bam HI

TICTACTTCCAGGAGGACGAGTAGTACGGATCCGGCTE - weiter

Veldor pLXSN
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Abb. 6

Kurze intrazellulire Form des IL-1ra:

Eco Rl kurzes, intrazeluldres IL1-Ra

GAATTCGGUTTCAGAAGACCTCCTGTCCTATGAGGCCCTCCCCAT

gEMEINSame Sequent

GGCTTTAGAGACGATCTGCCGACCCTCTGGGAGAAAATCCAGCAAG

ATGCAAGCCITCAGAATCTGGGATGTTAACCAGAAGACCTTICTATCT
GAGGAACAACCAACTAGTTGCTGGATACTTGCAAGGACCAAATGTCA
ATTTAGAAGAAAAGATAGATGTGGTACCCATTGAGCCTCATGCTCTG
TTCTTGGGAATCCATGGAGGGAAGATGTGCCTGTCCTGTGTCAAGTD
TGGTGATGAGACCAGACTCCAGCTGGAGGCAGTTAACATCACTGACC
TGAGCGAGAACAGAAAGCAGGACAAGCGCTTCGCCTICATCCGCTCA
GACAGTGGUCCCCACCACCAGTITIGAGTCTGCCGCCTGCCCCGETIG
GTTCCTCTGCACAGCGATGGAAGCTGACCAGCCCGTCAGCCTCACCA
ATATGCCTGACGAAGGCGTCATGGTCACCAAATTCTACTICCAGGAG

Sequenzendes Eco Rl

GACGAGTAGTACCCGAATTCGTTAACTCGAG — weiter Vektor pLXSN.

44



Abb. 7

Lange intrazellulire Form des IL-1ra:

Eco Rl langes, intrazellulares IL1-Ra

GAATTCGGCTCAGAAGACCTCCTGTCCTATGAGGCCCTCCCCATG

GCTTTAGCTGACTTGTATGAAGAAGGAGGTGGAGGAGGAGGAGA
gemeinsame Sequenz

AGGTGAAGACAATGCTGACT CAAAGGAGACGATCTGCCGACCCIC
TGGGAGAAAATCCAGCAAGATGCAAGCCTICAGAATCTGGGATGTTA
ACCAGAAGACCTTCTATCTGAGGAACAACCAACTAGTTGCTGGATAC
TITGCAAGGACCAAATGTCAATTITAGAAGAAAAGATAGATGTGGTACC
CATTGAGCCTCATGCTCTGTTCTTIGGGAATCCATGGAGGGAAGATGT
GCCTGTCCTGTGTCAAGTDTGGTGATGAGACCAGACTCCAGCTGGAG
GCAGTTAACATCACTGACCTGAGCGAGAACAGAAAGCAGGACAAGC
GCTTCGCCTTCATCCGUTCAGACAGTGGCCCCACCACCAGTTTIGAGT
CTGCCGCCTGCCCCGGTIGGTTICCTCTGCACAGCGATGGAAGCTGAC
CAGCCCGTCAGCCTCACCAATATGCCTGACGAAGGCGTCATGGTCAC

Sequenzende Eco Rl

CAAATTCTACTICCAGGAGGACGAGTAGTACCCGAATTCGTTAACTC

GAG = weiter Vektor pLXSN

45



4.2. Restriktion Vektor pLXSN

Alle drei Formen des IL-1ra waren ,blunt-ended” in den Vektor pLXSN
subkloniert worden, und wurden daher jeweils mit nur einem Restriktionsenzym
isoliert. Die sekretorische Form wurde mit dem Enzym BamHI
herausgeschnitten, und sowohl die lange, als auch die kurze intrazellulare Form

mit EcoRI.

2176 Kb

1766 Kb —8576 Kb

56106 Kb

4899 Kb

1230 Kb
1033 Kb

Abb. 8 Verdau des Vektors pLXSN fiir kurzes intrazelluliires, langes
intrazellulires und sekretorisches IL-1ra.

Spur 1: Marker VI; Spur 2: isoliertes kurzes intrazellulares IL-1ra (515 Kb);
Spur 3: isoliertes sekretorisches IL-1ra (556 Kb); Spur 4: isoliertes langes
intrazellulares IL-1ra (579 Kb); Spur 5: mit EcoRI linearisiertes Plasmid; Spur
6: mit BamHI linearisiertes Plasmid; Spur 7: Marker VII.
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4.3. Gelanalyse der Subklonierung in p3.1(+)

Die drei IL-1ra Isoformen wurden in die ,,multiple-cloning-site* des Vektors

p3.1(+) kloniert. Hierbei wurden beide intrazelluliren Formen wie im Vektor

pLXSN an der EcoRI Schnittstelle eingefiigt. Die sekretorische Sequenz wurde

mit der BamHI Schnittstelle ligiert.

Folgende rekombinanten Plasmide wurden kloniert:

Nomenklatur

Gen des I[L-1ra

p3.1(+)ics-s
p3.1(+)ics-as
p3.1(+)icl-s
p3.1(+)icl-as
p3.1(+)s-s
p3.1(+)s-as

intrazelluldre kurze Form, Sense Orientierung
intrazelluldre kurze Form, Antisense Orientierung
intrazelluldre lange Form, Sense Orientierung
intrazelluldre lange Form, Antisense Orientierung
sekretorische Form, Sense Orientierung

sekretorische Form, Antisense Orientierung
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Der Restriktionsverdau mit den entsprechenden Enzymen zeigt die
unterschiedlich langen IL-1ra Fragmente, und den ungeschnittenen Vektor

p3.1(+) mit Insert.

2176 Kb
1766 Kb

1230 Kb
1033 Kb

653 Kb
517 Kb

WL

1 2 3 4 567 8 9101112 13

Abb. 9 Verdau des Expressionsvektors p3.1(+) fiir kurzes intrazellulires,
langes intrazellulires, und sekretorisches Sense und Antisense IL-1ra.

Spur 1: Marker VI; Spur 2-5: kurze intrazelluldire Form; Spur 6-9: lange
intrazelluldre Form; Spur 10-13: sekretorische Form.

Spur 2: linearisiertes Sense-Plasmid p3.1(+)ics-s; Spur 3: isoliertes ics-s; Spur 4:
linearisiertes Antisense-Plasmid p3.1(+)ics-as; Spur 5: isoliertes ics-as; Spur 6:
linearisiertes Sense-Plasmid p3.1(+)icl-s, Spur 7: isoliertes icl-s; Spur 8:
linearisiertes Antisense-Plasmid p3.1(+)icl-as; Spur 9: isoliertes icl-as; Spur 10:
linearisiertes Sense-Plasmid p3.1(+)s-s; Spur 11:

1soliertes s-s; Spur 12: linearisiertes Antisense-Plasmid p3.1(+)s-as; Spur 13:
isoliertes s-as.
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4.4. Ergebnisse der asymmetrischen Kontrollrestriktionen

Nach Subklonierung der drei Formen des IL-1ra und Erhalt verschiedener
Konstrukte, ergibt die asymmetrische Restriktionsanalyse mit Hpal und Apal
deren Orientierung im Vektor p3.1(+). Durch das unterschiedliche
Bandenmuster konnen Sense-, und Antisense-Form identifiziert werden. Hpal
hat zwei Restriktionsstellen im IL-1ra Insert, Apal hat eine Restriktionsstelle im

Vektor. Es resultieren folgende Fragmente:

Fragmente p3.1(+)s-s:

Hpal = Hpal : 194 Basenpaare
Hpal > Apal : 312 Basenpaare
Apal = Hpal : 5496 Basenpaare

Fragmente p3.1(+)ics-s:

Hpal = Hpal : 194 Basenpaare
Hpal = Apal : 256 Basenpaare
Apal = Hpal : 5506 Basenpaare

Fragmente p3.1(+)icl-s:

Hpal = Hpal : 194 Basenpaare
Hpal > Apal : 256 Basenpaare
Apal = Hpal : 5568 Basenpaare
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Fragmente p3.1(+)s-as:

Hpal = Hpal : 194 Basenpaare
Hpal > Apal : 208 Basenpaare
Apal = Hpal : 5600 Basenpaare

Fragmente p3.1(+)ics-as:

Hpal = Hpal : 194 Basenpaare
Hpal > Apal : 152 Basenpaare
Apal = Hpal : 5610 Basenpaare

Fragmente p3.1(+)icl-as:

Hpal = Hpal : 194 Basenpaare
Hpal > Apal : 214 Basenpaare
Apal = Hpal : 5610 Basenpaare




1. Konstrukt:
Sekretorische Form IL-1ra im Vektor p3.1(+):

Gesamtlange des Plasmides:

5432 Bp (Vektor) + 597 Bp (Insert) = 6029 Basenpaare

5"=> 3’Orientierung (Sense-Konstrukt):
p 3.1+ | | | | p3.I+.
136 Bp 194 Bp 240 Bp 72 Bp
BamHI Hpal Hpal BamHI  Apal

2176 Kb
1766 Kb

1230 Kb
1033 Kb

AL

653 Kb

Abb. 10 Asymmetrischer Verdau des Expressionsvektors p3.1(+) fir
sekretorisches Sense IL-1ra.

Spur 1: Marker VI; Spur 2: isoliertes s-s (556 Kb); Spur 3: ungeschnittenes
Plasmid p3.1(+)s-s; Spur 4: mit HindIII linearisiertes Plasmid p3.1(+)s-s; Spur
5: Darstellung der Orientierung p3.1(+)s-s durch Restriktion mit Hpal/Apal (194
Kb, 312 Kb); Spur 6: Marker VIII
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3"=> 5’Orientierung (Antisense-Konstrukt):

p 3.1+ | | | | | p3.1+ ..
240 Bp 194 Bp 136 Bp 72 Bp
BamHI Hpal Hpal BamHI  Apal

Antisense

2176 Kb ——

1766 Kb

1230Kb —— —1114 Kb

1033 kB 900 Kb
T~ 692 Kb

653 Kb 501 Kb

Abb. 11 Asymmetrischer Verdau des Expressionsvektors p3.1(+) fir
sekretorisches Antisense IL-1ra.

Spur 1: Marker VI; Spur 2: isoliertes s-as (556 Kb); Spur 3: ungeschnittenes
Plasmid p3.1(+)s-as; Spur 4: mit HindIII linearisiertes Plasmid p3.1(+)s-as; Spur
5: Darstellung der Orientierung p3.1(+)s-as durch Restriktion mit Hpal/Apal
(194 Kb, 208 Kb); Spur 6: Marker VIII
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2. Konstrukt:
Kurze intrazelluldre Form IL-1ra im Vektor p3.1(+):

Gesamtlage des Plasmides:

5432 Bp (Vektor) + 545 Bp (Insert) = 5977 Basenpaare

5"=> 3’ Orientierung (Sense-Konstrukt):

p3.1+ | | | | p3.1+..
113 Bp 194 Bp 217Bp 39Bp
EcoRI Hpal Hpal EcoRI Apal

3" 57 Orientierung (Antisense-Konstrukt):

p3.1+ | | | | | p3.1+..
217 Bp 194 Bp 113 Bp 39Bp
EcoRI Hpal Hpal EcoRI Apal
Sense/ Antisense Abb. 12 Asymmetrischer Verdau des

Expressionsvektors p3.1(+) fiir kurzes
intrazellulires Sense und Antisense IL-
Ira.

Spur 1: Marker VI; Spur 2: isoliertes ics-s
(515 Kb); Spur 3: ungeschnittenes Plasmid
p3.1(+)ics-s; Spur 4: mit HindIII
linearisiertes Plasmidp3.1(+)ics-s; Spur 5:
Darstellung der Orientierung p3.1(+)ics-s
durch Restriktion mit Hpal/Apal (194 Kb,
256 Kb); Spur 6: isoliertes ics-as (515 Kb);
Spur 7: wungeschnittenes Plasmid
p3.1(+)ics-as; Spur 8: mit HindIIIl
linearisiertes Plasmid p3.1(+)ics-as; Spur
9: Darstellung der Orientierung p3.1(+)ics-
1 23 456 789 as durch Restriktion mit Hpal/Apal (194
Kb, 152 Kb)
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3. Konstrukt:

Lange intrazelluldre Form IL-1ra im Vektor p3.1(+):

Gesamtlange des Plasmides:

5432 Bp (Vektor) + 607 Bp (Insert) = 6039 Basenpaare

5"=> 3’ Orientierung (Sense-Konstrukt):

p 3.1+ | | | | | p3.1+..
175 Bp 194 Bp 217 Bp 39 Bp
EcoRI Hpal Hpal EcoRI Apal
Sense

2176 Kb
1766 Kb

1230 Kb
1033 Kb

__— 1114Kb
__— 900Kb

653 Kb
517 Kb

— 501 Kb

Abb. 13 Asymmetrischer Verdau des Expressionsvektors p3.1(+) fir
langes intrazellulires Sense IL-1ra.

Spur 1: Marker VI; Spur 2: isoliertes icl-s (579 Kb); Spur 3: ungeschnittenes
Plasmid p3.1(+)icl-s; Spur 4: mit HindIII linearisiertes Plasmid p3.1(+)icl-s;
Spur 5: Darstellung der Orientierung p3.1(+)icl-s durch Restriktion mit
Hpal/Apal (194 Kb, 256 Kb); Spur 6: Marker VIII
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3’ 57 Orientierung (Antisense-Konstrukt):

p3.1+ | | | | p3.1+..
217 Bp 194 Bp 175 Bp 39 Bp
EcoRI Hpal Hpal EcoRI  Apal
Antisense

2176 Kb

1766 Kb ———

1230Kb —

1033Kb —— T~ 1114 Kb

653 Kb 0 I

517Kb —_
501 Kb
489 Kb

Abb. 14  Asymmetrischer Verdau des Expressionsvektors p3.1(+) fir

langes intrazellulires Antisense IL-1ra.

Spur 1: Marker VI; Spur 2: isoliertes icl-as (579 Kb); Spur 3: ungeschnittenes
Plasmid p3.1(+)icl-as; Spur 4: mit HindIII linearisiertes Plasmid

p3.1(+)icl-as; Spur 5: Darstellung der Orientierung p3.1(+)icl-as durch
Restriktion mit Hpal/Apal (194 Kb, 214 Kb); Spur 6: Marker VIII
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4.5. Effektivitit der liposomalen Transfektion

Zur Kontrolle des 1L-1ra Gentransfers dient LacZ als Reportergen, welches
neben IL-1ra kotransfiziert wird.
Die Transfektion in ECV-304 Zellen zeigte eine ca. 5% Effizienzrate,

wohingegen sich bis zu 50% der 293T-Zellen transfizieren lieen.

Abb. 15 Kotransfektion IL-1ra/ Lac-Z in ECV-304 Zellen

Abb. 16 Kotransfektion IL-1ra/ Lac-Z in 293-T Zellen
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4.6

4.6.1

IL-1ra

[pg /mll 7000 -

Abb. 17

Ergebnisse der IL-1ra ELISA

IL-1ra Produktion in ECV-304 Zellen

8000 -

6000 -
5000 -
4000 A
3000 ~
2000 A
1000 -

0,

3205

1

intrazellular
kurz

403

2

71
3

intrazellular

33
4

lang

6504
n=2
|:| sense
s B
antisense
5 6
sekretorisch

IL-1ra Produktion in ECV-304 Zellen nach Stimulation mit IL-103

(100 pg/ml). Angabe der Mittelwerte.

Mit Interleukin-1 Rezeptorantagonist (IL-1ra) transfizierte ECV-304 Zellen
wurden fiir 6h mit 100 pg/ml Interleukin-18 (IL-18) inkubiert, und anschlieSend
die IL-1ra Konzentrationen gemessen. Nach 20h lieB sich im Uberstand
(sekretorische Form) bzw. im gereinigten Lysat (intrazelluldre Formen), der mit
dem Sense-Konstrukt des Proteins transfizierten Zellen, IL-1ra nachweisen
(Sédule 1 und 3: 3205 pg/ml und 71 pg/ml). Die Transfektion des Antisense-
Konstruktes ergab erwartungsgemill keine Proteinproduktion. Die IL-Ira
Produktion war in den Zellen, die mit der sekretorischen Form des IL-1ra
transfiziert worden sind, am hochsten (Sdule 5: 6504 pg/ml).
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4.6.2 IL-1ra Produktion in 293T-Zellen

IL-1ra 250000 -

|
[pg/m1] >200000 * >200000 _
200000 n=2
k* —
150000 - p <0.05
100000 -
62350 60375 |:|
sense
50000 -
. 184 270 . antisense
1 2 3 4 5 6
intrazellular intrazellulir sekretorisch
kurz lang

Abb. 18 IL-1ra Produktion in 293T-Zellen nach Stimulation mit IL-183
(100 pg/ml). Angabe der Mittelwerte.

Mit Interleukin-1 Rezeptorantagonist (IL-1ra) transfizierte 293T-Zellen wurden
fiir 6h mit 100 pg/ml Interleukin-18 (IL-1B) inkubiert, und anschlieBend die IL-
1ra Konzentration gemessen. Nach 20h lieB sich im Uberstand (sekretorische
Form) bzw. im gereinigten Lysat (intrazelluldre Formen) der mit der Sense Form
transfizierten Zellen IL-1ra nachweisen, die Transfektion des Antisense-
Konstruktes ergab keine Proteinproduktion.

Der Anstieg der IL-1ra Produktion nach Transfektion der Sense-Form
gegeniiber der Transfektion der Antisense-Form zeigt bei der kurzen
intrazelluldren und der sekretorischen Isoform einen signifikanten
Messunterschied. Der Vergleich der Werte der langen intrazelluldren Form des
IL-1ra zeigt eine eindeutige Tendenz zur Mehrproduktion von IL-1ra durch
Transfektion des Sense-Konstruktes.
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4.6.3. Vergleich der sekretorischen IL-1ra Produktion stimulierter

transfizierter, und nicht-stimulierter transfizierter ECV-304 Zellen

IL-1ra 6000

[pg/ml] n=2

5000 1 4845

4000 - .

3000 - 2569 Stimulation mit
IL-18 (50 pg/ml

2000 -

1000 -

298 308 295 296 355 357
0 - O [ . | unstimuliert
1 2 3 4 5 6 7 8

Abb. 19  Produktion der sekretorischen Form des IL-1ra in
stimulierten und nicht stimulierten ECV-304 Zellen.
Angabe der Mittelwerte.

Sédule 1 und 2: transfiziert mit IL-1ra s-s

Sédule 3 und 4: transfiziert mit IL-1ra s-as

Sdule 5 und 6: transfiziert mit p3.1(+) ohne Insert IL-1ra
Saule 7 und 8: Uberstand nicht transfizierter ECV-304 Zellen

Mit der sekretorischen Form des Interleukin-1-Rezeptorantagonist (IL-1ra)
transfizierte, und nicht-transfizierte ECV-304 Zellen wurden fiir 6h mit und
ohne 50 pg/ml Interleukin-18 (IL-18) inkubiert, und anschlieBend die IL-1ra
Kozentration im Uberstand gemessen. Nach 20h lieB sich im Uberstand der mit
IL-1B stimulierten Zellen ca. das Doppelte der Konzentration an IL-Ira
nachweisen (4845 pg/ml), im Vergleich zu den nicht-stimulierten Zellen (2570
pg/ml). Die Transfektion des Antisense-Konstruktes hingegen ergab in beiden
Ansitzen, wie erwartet, keine Proteinproduktion (Sdulen 3 und 4, ohne 1L-18
Stimulation und nach Stimulation mit IL-18: 298 pg/ml und 308 pg/ml) wie
auch die Transfektion des Vektors p3.1(+) ohne IL-1ra Insert zu keiner IL-1ra
Produktion fiihrte (Sdulen 5 und 6, ohne IL-18 Stimulation und nach Stimulation
mit IL-18: 295 pg/ml und 296 pg/ml). Die Konzentrationen glichen den Werten,
die im Uberstand nicht-transfizierter Zellen gemessen werden konnte (Sdulen 7
und 8: 355 pg/ml und 357 pg/ml).
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4.7. Hemmversuche

4.7.1. IL-6 Konzentration in Modell 1

IL-6 3000 -
[pg/ml]
2500 2445 n=4
2000 - *=p<0,01
1500 -
1000 - 889 % |:|
568 575 sense
500
266 172 .
. antisense
1 2 3 4 5 6
intrazellulér intrazelluldr sekretorisch
kurz lang

Abb.20 Hemmung der IL-6 Produktion nach Stimulation von IL-1ra

transfizierten ECV-304 Zellen mit IL-18 (50 pg/ml).
Angabe der Mittelwerte.

In Modell 1 wurden ECV-304 Zellen, welche zuvor mit der jeweiligen Isoform
des IL-1ra transfiziert worden waren, fiir 6h mit Interleukin-18 (IL-18)
inkubiert, und anschlieBend die Interleukin-6 (IL-6) Konzentration im Uberstand
gemessen. Nach 20h lieB sich im Uberstand der mit den jeweiligen Isoformen
des Sense-Konstruktes transfizierten Zellen eine deutliche Hemmung der 1L-6
Produktion nachweisen (Sdulen 1, 3, 5: 568 pg/ml; 266 pg/ml; 172 pg/ml), die
Transfektion der Antisense-Konstrukte zeigte in allen drei Isoformen keinen
Effekt hinsichtlich einer Inhibierung der IL-18 stimulierten IL-6 Produktion
(Séulen 2, 4, 6: 2445 pg/ml, 889 pg/ml, 575 pg/ml). Bei den intrazelluldren
Formen der IL-1ra Antisense-Konstrukte wurde im Vergleich zu den mit dem
sekretorischen Antisense-Konstrukt transfizierten ECV-304 Zellen, eine hohere
IL-6 Produktion gemessen (2445 pg/ml, 889 pg/ml und 575 pg/ml).

Es besteht eine hochsignifikante Hemmung von IL-6 durch die Sense-Form des
sekretorischen IL-1ra gegeniiber dem Effekt der Negativkontrolle (Antisense
Form des sekretorischen IL-1ra).

59



4.7.2. IL-6 Konzentration in Modell 2

IL-6 6000 -
5308
[pg/ml] 5163
5000 - 4656
4000 -
2905
3000 -
2143
2000 -
1000 -
O |
1 2 3 4 5
stimuliert mit
IL-18 (50 pg/ml)
Abb. 21

2548 2621 2638 2607

6 7 8 9
unstimuliert

Kompetitive Hemmung von IL-16 durch IL-1ra:
Produktion von IL-6 vermindert. Angabe der Mittelwerte.

Sdule 1 und 6: Zugabe von IL-1ra s-s
Sdule 2 und 7: Zugabe von IL-1ra s-as
Sdule 3 und 8: Zugabe von Vektor p3.1(+) ohne Insert IL-1ra

Sdule 4 und 9: keine Zugabe eines IL-1ra Konstruktes oder des leeren Vektors
: Zugabe von IL-1B AK (5 ug/ml)

Sédule 5

Saule 1 vs.
Saule 1 vs.
Saule 1 vs.
Saule 1 vs.

Sédule 2 vs.
Séaule 2 vs.
Sédule 3 vs.

Sédule 5 vs.
Sédule 5 vs.
Sédule 5 vs.

Saule 2: p < 0,01
Saule 3: p < 0,01
Saule 4: p < 0,01
Saule 6: p> 0,05

Saule 3: p> 0,05
Saule 4: p> 0,05
Saule 4: p> 0,05

Saule 2: p < 0,01
Saule 3: p < 0,01
Sdule 4: p < 0,01

Saule 6 vs. Sdule 7: p > 0,05
Saule 6 vs. Sdule 8: p > 0,05
Saule 6 vs. Sdule 9: p > 0,05
Saule 7 vs. Saule 8: p > 0,05
Saule 7 vs. Sdule 9: p > 0,05
Saule 8 vs. Sdule 9: p > 0,05
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Fiir Modell 2 wurde zunichst Sense und Antisense sekretorisches IL-1ra in
293T-Zellen produziert (vgl. Abb. 18).

Anschliefend wurden ECV-304 Zellen fiir 6h gleichzeitig mit 50 pg/ml IL-18
und dem IL-1ra Sense-, bzw. dem Antisense-Konstrukt (IL-1ra Konzentration
im Ansatz 50 ng/ml), bzw. einem leeren Vektor, bzw. ohne weitere Zugaben,
bzw. mit IL-18 Antikdrpern inkubiert, und nachfolgend die IL-6 Konzentration
im Uberstand gemessen (Siulen 1-5). Da die Produktion von IL-6 durch die
Gabe von IL-1B gesteigert wird, wurde der gleiche Versuchsaufbau ohne
Zugabe von IL-18 im Sinne einer Negativkontrolle wiederholt (Sdulen 6-9). Die
IL-18 stimulierte Freisetzung von IL-6 lie sich durch die Zugabe des Proteins
IL-1ra s-s in der stimulierten Gruppe um ca. die Halfte der entsprechenden
Werte der Negativkontrollen reduzieren (Sdule 1: 2905 pg/ml gegeniiber Saulen
2, 3 und 4). Diese Konzentration kommt den Messwerten in der unstimulierten
Gruppe (Sédulen 6-9 je ca. 2600 pg/ml) sehr nahe. Durch die Gabe von IL-18
Antikorpern konnte ebenfalls eine deutliche Hemmung der IL-6 Produktion
erzielt werden.

Bei der statistischen Auswertung der Messwerte zeigte sich ein hoch-
signifikanter Unterschied beziiglich der Hemmung der IL-18 stimulierten I1L-6
Produktion durch das Sense-Konstrukt der sekretorischen IL-1ra Form und den
jeweiligen Negativkontrollen. Ebenso bestand auch ein hochsignifikanter
Unterschied der durch IL-18 Antikorper hervorgerufenen IL-6 Hemmung (in
diesem Versuchsaufbau als Positivkontrolle verwendet) gegeniiber den
Negativkontrollen. Ein Vergleich der Negativkontrollen untereinander erbrachte
keinen signifikanten Unterschied.

Die Auswertung der Messdaten in der unstimulierten Gruppe erbrachte keine
signifikanten Unterschiede, hier liegen die p-Werte so hoch, dass eine

statistische Gleichheit der Werte (Baseline) postuliert werden muss. Vergleicht
man nun zwischen einer IL-6 Hemmung durch IL-1ra (Sense-Konstrukt) in der
stimulierten Gruppe, und dem Baseline-Messwert in der unstimulierten Gruppe
(Saule 1 vs. Sdule 6) ergibt sich kein signifikanter Unterschied mehr.
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5. Diskussion

Lokaler Gentransfer ist ein attraktiver Therapieansatz zur Behandlung des nach
wie vor ungelosten Problems der Restenose.

Die Arbeiten zu vorliegender Dissertation fanden im Rahmen der Entwicklung
eines geeigneten Genproduktes statt. Es sollen in der Zukunft Mechanismen der
Biologie der Neointimahyperplasie beeinflult werden. Die
Neointimahyperplasie, der zentrale Mechanismus der Restenose nach perkutaner
koronarer Revaskularisation, wird durch Entziindungsvorgéinge an der durch
Katheterintervention deendothelialisierten GefaBwand induziert. Interleukin-1
Rezeptorantagonist (IL-1ra) ist einer der starksten natiirlichen
Entziindungsinhibitoren, und antagonisiert die proinflammatorischen Effekte des
Interleukin-1. In dieser Arbeit wurde die Uberexpression von IL-1ra zur
Hemmung der Neointimahyperplasie entwickelt. Die Wirksamkeit des
uiberexprimierten IL-1ra wurde anhand der Hemmung der IL-1 induzierten

Freisetzung von IL-6 aus Endothelzellen nachgewiesen.

5.1. IL-1ra Produktion in ECV-304 Zellen und in 293-T Zellen

Bei der Messung der Proteinproduktion in ECV-304 Zellen, und in 293-T Zellen
mittels ELISA, zeigte sich eine deutliche Mehrprodukion von IL-1ra in der
293-T Zellinie im Vergleich mit den ECV-304 Zellen (vgl. Abb.7 und Abb.8).
Wir fiihren diese Mehrproduktion auf die effizientere Transfektionsrate bei den

293-T Zellen zuriick, bei denen sich bis zu 50% der Zellen transfizieren lief3en,
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wohingegen nur ca. 5% der ECV-304 Zellen transfiziert werden konnten (vgl.
Abb.6). Wie bereits in anderen Publikationen beschrieben, lassen sich humane
Endothelzellen, und endothel-dhnliche Zellen, wie z.B die ECV-304 Zellinie,
welche endotheliale Oberflichengene besitzt, und aus humanen
Blasenkarzinomzellen gewonnen wird, nur relativ ineffektiv transfizieren, und
sind fiir den Einsatz in Studien mit transienter Genexpression verhéltnismafig
schlecht geeignet (66). Fiir eine effizientere Transfektion ist die Adaptation des
Transfektionsprotokolles an die Zellinie notwendig (66). Bei liposomaler
Transfektion werden Liposomen mit unterschiedlichen Kompositionen an
neutralen und kationischen Lipiden zur Einschleusung des DNA-Liposomen-
Komplexes in das Zellinnere, und zur erleichterten endosomalen Freisetzung,
verwendet (20). Da die Komposition von Zellmembranen heterogen ist, mul die
Wahl der Lipid-Komponenten fiir jede Zellinie optimiert werden. Es konnte
gezeigt werden, dal Variation im kationischen Lipid in einer effizienteren
Transfektionsrate resultiert (20). Eine wesentlich bessere Effizienz konnten wir,
ebenfalls mit dem Einsatz liposomalen Gentransfers, unter der Verwendung von
293-T Zellen, einer Zellinie aus transformierten, humanen, embryonalen
Nierenzellen, erzielen. Wir vermuten daher, da3 die Lipidzusammensetzung der
eingesetzten Liposomen fiir die Transfektion in ECV-304 Zellen weniger

geeignet ist.
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5.2. Hemmung der IL-6 Produktion als Modell fiir die Entwicklung

einer vaskuliaren Gentherapie

Bei den Versuchen zu vorliegender Arbeit haben wir die Hemmung der durch

IL-18 stimulierten IL-6 Produktion zur Priifung der Funktionalitit des IL-1ra
Proteins aus unseren subklonierten Plasmiden herangezogen. Wir gehen davon
aus, daB} sich eine Hemmung des Entziindungsindikators 1L-6 als Modell fiir die
Entwicklung einer vaskuldren Gentherapie zur Inhibierung der
Neointimahyperplasie nach Stenting eignet, da IL-6 zum einen, eine bedeutende
Rolle bei der Regulation systemischer Entziindungsreaktionen spielt, zum
anderen, einer Stimulation durch IL-18 unterliegt. IL-6 wurde in dieser Arbeit
exemplarisch fiir durch IL-1B stimulierbare Entziindungsproteine in
verschiedenen Hemmversuchen eingesezt, unter der Annahme, daB die
Antagonisierung der IL-6 Produktion durch IL-1ra auch auf die Produktion
anderer IL-1B induzierter Entziindungsproteine iibertragbar ist. [L-6 dient also in
vorliegender Dissertation als Modell fiir ein durch IL-18 induzierbares Protein,
dessen Produktion durch den IL-1 Rezeptorantagonisten kompetetiv gehemmt
werden kann.

Interleukin-6 spielt eine bedeutende Rolle bei der Regulation systemischer
Entziindungsreaktionen. Es ist der wichtigste Induktor der hepatischen Synthese
von C-reaktivem Protein (CRP), Fibrinogen, und anderen akute Phase Proteinen
(1), und interagiert mit verschiedenen hidmatopoetischen Zytokinen bei der
Erhohung von Leukozyten- und Thrombozytenzahlen (32, 34). Die systemische
IL-6 Konzentration ist betridchtlich erhoht bei Patienten mit akutem
Myokardinfarkt oder instabiler Angina pectoris und, in geringeren Umfang, bei

stabiler Angina pectoris (6, 49, 43, 28). Die Messung bzw. Hemmung von IL-6
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scheint daher ein gutes Modell fiir aktivierte GefaBwandprozesse zu sein (72),
wie sie auch nach Angioplastie und Stenting im Rahmen der Restenose
auftreten.

Adhédsion des Very-Late-Antigen-4 (VLA-4) an Vascular-Cell-Adhesion-
Molecule-1 (VCAM-1) induziert die Freisetzung von IL-18 aus Monozyten (72).
Dies wiederum stofit zentrale Mechanismen der endothelialen Entziindungs-
regulation an, und fiihrt unter anderem auch zur Transkription, Translation und
Freisetzung von IL-6 aus Endothelzellen (72). Patienten, die zur Entwicklung
einer Restenose neigen, zeigten bereits eine Stunde nach Angioplastie bis zu
4-fache systemische IL-6 Konzentrationen im Vergleich zu Patienten, die nach
dem Eingriff keine Restenose entwickelten. Auch nach 6 Stunden iibertrafen die
bei diesen Patienten gemessenen IL-6 Konzentration normale Referenzwerte um
ein Vielfaches, obwohl sich die Ausgangswerte vor Angioplastie in beiden
Gruppen nicht unterschieden (6, 63, 44). Diese Befunde lassen vermuten, dal3
IL-6 ein sensitiver Marker fiir die initiale Entziindungsreaktion infolge des
therapeutischen Eingriff sein konnte. Ebenso wire es denkbar, anhand von IL-6
Konzentrationen nach PTCA eine pradiktive Aussage iliber eine spéitere
Restenose treffen zu konnen (30), und somit eventuell die Mdglichkeit besteht,
Patienten, die wegen voraussichtlicher Neointimebildung nicht von einer PTCA
profitieren wiirden, herauszuselektieren.

Die Ergebnisse dieser Studien deuteten darauthin, dal durch eine effektive
Hemmung der IL-6 Produktion im Rahmen einer generellen Inhibierung der
inflammatorischen Reaktion, durch die Antagonisierung des
Entziindungsmediators IL-1 mittels IL-1ra, der Proze3 der Neointimahyperplasie

verhindert werden konnte.
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5.3. Unterschiede der zwei Modelle zur Hemmung von IL-6 durch

IL-1ra

In Modell 1, in denen die Synthese des Antagonisten durch Transfektion mit

IL-1ra schon vor der IL-6 stimulierenden Zugabe von IL-18 stattfand, konnte
eine deutliche Hemmung der Produktion von IL-6 nachgewiesen werden. In
diesem Ansatz werden die Rezeptoren bei Zugabe des Agonisten durch das
gleichzeitig exprimierte IL-1ra blockiert, so da3 die Zugabe von IL-18 keinerlei
Effekt hinsichtlich der Produktion von IL-6 zeigte. Das Sense-Konstrukt des

IL-1ra Plasmides konnte, wie erwartet, die Proteinproduktion hemmen, das
Antisense-Konstrukt, als Kontrollplasmid ebenfalls eingesetzt, hatte keinen
Einfluf} auf die Produktion von IL-6, es konnten hier, wie auch in den weiteren
Kontrollen, vergleichbar hohe Konzentrationen des exprimierten Proteins
gemessen werden (vgl. Modell 1, Abb.11). Die drei verschiedenen Isoformen
des rekombinanten IL-1ra zeigten keinerlei Unterschied hinsichtlich der Starke
der Inhibierung - anscheinend spielt intrazelluldres IL-1ra eine ebenso wichtige

Rolle im Zellstoffwechsel wie die sekretorische Isoform.

In Modell 2, in dem IL-18 und IL-1ra gleichzeitig, in einem Verhéltnis von
1:1000, zugegeben wird, und daher gleichfalls einen kompetetiven
Mechanismus am Rezeptor zuldlit - ohne dal die IL-1ra Produktion in der Zelle
selbst stattfindet - zeigt ebenfalls eine signifikante Hemmung der I1L-6
Produktion (vgl. Modell 2, Abb.12). Auch ohne vorzeitige Blockade der
Rezeptoren durch IL-1ra scheint bei einem Konzentrationsverhiltnis von 1:1000
die stimulierende Wirkung des IL-1 auf die Produktion von IL-6 in

ausreichendem Mafle durch das Sense-Konstrukt des Antagonisten inhibiert zu
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werden. Es wird eine Hemmung der Proteinproduktion erreicht, die mit den
gemessenen IL-6 Konzentrationen bei Einsatz blockierender IL-18 Antikorper
vergleichbar ist. Bei Einsatz des Kontrollplasmids, mit der in Antisense
Richtung eingebauten Gensequenz des IL-1ra, zeigt sich kein hemmender
Effekt. Die Kontrollmessungen von IL-6 in Zelliiberstinden ohne vorherige
Zugabe von IL-18, verdeutlichen, dal3 die Zugabe von IL-1ra keinerlei Einfluf3
auf die in unstimulierten Zellen auftretende Konzentration von IL-6 hat. Es zeigt
sich kein Konzentrationsunterschied nach Zugabe des Sense-, bzw. Antisense-
Konstruktes. Nur eine durch IL-18 angeregte IL-6 Produktion kann durch IL-1ra
inhibiert werden. Die Ergebnisse der Hemmversuche zu vorliegender Arbeit
bestatigen den kompetetiven Charakter von IL-1ra am IL-1Rezeptor (16, 17,
58).

Modell 2 entspriache der nach vaskuldrem Gentransfer in-vivo erfolgenden
Hemmung einer durch IL-18 Ausschiittung stimulierten IL-6 Produktion, wie sie
im Rahmen des Restenoseprozesses nach Ballondilatation auftritt. Anhand der
Ergebnisse der vorliegenden Arbeit, gehen wir davon aus, dafl 1L-1ra ein
geeignetes Transgen zur lokalen Uberexpression in der nach Stenting verletzen

GefalBBwand ist, und eine Inhibierung der Neointimahyperplasie ermdoglicht.

Aufgrund der hier vorgestellten Arbeiten 148t sich diese Hypothese nun im

Tierversuch, wie dem ,,Carotis-injury*“-Modell der Ratte, liberpriifen.
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5.4. Zusammenfassung

Zusammenfassend ergab die vorliegenden Arbeit folgende Ergebnisse :

1. Die Gene der drei Isoformen des IL-1ra (sekretorische-, intrazellulér
lange-, intrazelluldr kurze Form) konnten in Sense-, und Antisense-
Orientierung in den eukaryonten Expressionsvektor pcDNA3.1(+)
kloniert werden. Es erfolgte eine Sequenzkontrolle durch PCR-

Sequenzierung.

2. Eine hohe Proteinexpression an funktionellen IL-1ra Isoformen war mit
dem Genkonstrukt moglich, und wurde in einem ELISA nach
Expression in verschiedenen Zelltypen untersucht. Die unterschiedliche
Transfektionseffizienz der Zellen korrelierte mit den erreichten

Proteinkonzentrationen an IL-1ra.

3. Eine kompetitive Hemmung der IL-18 induzierten zelluldren IL-6
Produktion als in-vitro Modell einer inflammatorischen Reaktion ist

durch das in dieser Arbeit hergestellte Genkonstrukt moglich.

Mit den Ergebnissen der vorliegenden Dissertation konnten wir die Wirksamkeit
eines moglichen Behandlungsprinzips, Kontrolle der 1L-1 Wirkung durch
Uberexpression von IL-1ra, in einer Hemmung der IL-1 induzierten Freisetzung
von IL-6 aus Endothelzellen in-vitro nachweisen. Zusammen mit den
experimentellen Daten anderer Forschergruppen erlauben die Ergebnisse der

vorliegenden Arbeit die Hypothese, daB eine lokale Uberexpression von IL-1ra
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ein wirksamer Ansatz zur Inhibierung der Neointimahyperplasie nach

Angioplastie und Stenting sein konnte.
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