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Abkiirzungsverzeichnis

AAV-GFP Adenoassoziiertes virales Konstrukt, exprimiert GFP
AAV-LacZ Adenoassoziiertes virales Konstrukt, exprimiert LacZ
Ad-GFP Adenovirales Konstrukt, exprimiert GFP
Ad-GFP-ILL1ra Adenovirales Konstrukt, exprimiert GFP und IL.-1ra
Ad-IL1ra Adenovirales Konstrukt, exprimiert IL.-1ra

bFGF Basic Fibroblast Growth Factor

cDNA Zirkulire DNA

ECM Extrazellulare Matrix

EGF Epidermal Growth Factor

GFP Green Fluorescent Protein

HE Hematoxylin Eosin

ICAM-1 Intracellular Adhesion Molecule-1

IGF Insulin-like Growth Factor (IGF-1 und IGF-2)

1L-1 Interleukin-1

11-1a Interleukin-1 alpha

11-1b Interleukin-1 beta

IL-1R Interleukin-1 Rezeptor

1L-1ra Interleukin-1 Rezeptor-Antagonist

IL-1RI Interleukin-1 Rezeptor Typ 1

IL-1RII Interleukin-1 Rezeptor Typ 11

IL-1RN*2 Allel 2 des Gens Interleukin-1 Rezeptor-Antagonist
LPS Lipopolysaccharid

MHC-II Major Histocompatibility Complex 1T

NaCl Natrium-Chlorid

NGF Nerve Growth Factor

PDGF Platelet-derived Growth Factor

PFU Plaque Forming Unit

pSMC Glatte Muskelzellen des Schweins

PTCA Perkutane transluminale koronare Angiographie
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thn-11.1ra
sIl.-1ra
TGF

VCAM-1
VSMC

Rekombinanter humaner Interleukin-1 Rezeptor-Antagonist
Loslicher Interleukin-1 Rezeptor-Antagonist

Transforming Growth Factor (TGF-a und TGF-Db)
Vascular Cell Adhesion Molecule-1
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I. Einleitung

Die Artherosklerose ist eine der Krankheiten der Wohlstandsgesellschaft, die am meisten
Opfer fordert. Sie ist nicht nur hiufig Ursache fir verschiedene Krankheitsbilder in der
westlichen Welt, sondern stellt auch fur das offentliche Gesundheitssystem eine grofe

finanzielle Belastung dar™ ™.

Zur Therapie der Arteriosklerose der Koronararterien werden neben der Bypassoperation
auch die interventionellen Methoden der Ballondilatation (Perkutane transluminale koronare
Angioplastie, PTCA) und die Stentimplantation eingesetzt. Deren Erfolg ist oft limitiert durch
eine sich bildende Restenose, die bei den interventionellen Verfahren in rund einem Drittel

. :,..82,26,99,43 18,107
der Fille auftritt™ <> > ™%,

Angestoflen wird die Kaskade, die letztlich zur neointimalen Hyperplasie und damit zur
Restenose fiihrt, durch eine Entztindungsreaktion, die der mechanischen Verletzung durch die
Angioplastie folgt’™ """ ', Eine Schliisselrolle in dieser Entziindungsreaktion sicht man im
Zytokin Interleukin-1. Ob der Interleukin-1 Rezeptor-Antagonist die neointimale Hyperplasie

unterdriickt, wurde bisher noch nicht untersucht.

EINLEITUNG
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A. Interleukin-1

Die Interleukin-1 Gruppe besteht aus drei Vertretern: dem Interleukin-1, dem Interleukin-1

Rezeptor und dem Interleukin-1 Rezeptor-Antagonisten.
Bei Intetleukin-1 sind zwei Formen bekannt, Interleukin-1a (I1.-1a) und Interleukin-1b (IL-

1b).

a. Interleukin-la

Das Interleukin-1a verbleibt zum gréBten Teil intrazelluldr, seine systemischen Auswirkungen

sind im Vergleich zum Interleukin-1b gering. Normalerweise ist IL-1a nicht in der Zirkulation
oder in Korperflissigkeiten nachzuweisen, auer der Patient ist schwer krank. In diesem Fall

wird das Zytokin nach Proteolyse freigesetzt™ ' '",

b. Interleukin-1b

Das Zytokin Intetleukin-1b ist neben TNF einer der wichtigsten Entziindungsmediatoren.
Seine proinflammatorischen Wirkungen sind sehr vielfiltig. So werden unter anderem die
Adhisionsmolekiile auf der Oberfliche von Endothelzellen, Monozyten und Makrophagen
hochreguliert' ', die Chemotaxis fiir Leukozyten, Lymphozyten und Monozyten verstirkt,
sowie T-Zellen aktiviert”. Gewebsmakrophagen und andere Zellen werden zur Produktion
von Proteasen angeregtw. IL-1b stimuliert auBerdem das Wachstum von Fibroblasten®,
ebenso wie die Freisetzung von Interleukin-6 und Interleukin-8 durch glatte Muskelzellen™.

Diese werden zusatzlich durch IL-1 zur Proliferation und Migration angeregt(’& B

Die Hauptsynthesequellen fir Interleukin-1b sind Monozyten und Makrophagen, aber auch

60

Endothelzellen, B-Zellen und aktivierte T-Zellen sind zur Interleukin-1 Synthese fahig™.

EINLEITUNG
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Die Produktion von Intetleukin-1b kann auf verschiedene Arten stimuliert werden.
Makrophagen reagieren vor allem auf Endo- und Exotoxine verschiedener Erreger sowie auf
Antigen-Antikérper-Komplexe, C5a, Kristalle oder den Phagozytosevorgang®. Andere Zellen
reagieren mit Interleukinausschuttung auf Zellkontakt, den Kontakt mit extrazellulirer Matrix,

Fragmenten aus dem Komplementbereich, Bakterien und Viren oder mechanische

Scheerkrifte®. Auch andere Zytokine wie der Tumor Nekrose Faktor a (INF-a) setzen die

107

Interleukin-1 Produktion in Gang . AuBlerdem kann sich Interleukin-1b selbst in einem

. . . . 107. 1
autokrinen oder parakrinen Mechanismus hoch regulieren'”'".

Bei Patienten mit ischimischer Herzkrankheit sind die Serumwerte von I1.-1D erhoht™.

c. Interleukin-1 Rezeptoren

Es sind zwei verschiedene Formen des Interleukin-1-Rezeptor (IL-1R) bekannt. Zum einen
gibt es den Interleukin-1 Rezeptor Typ 1 (IL-1RI), der an eine intrazellulire Signalkaskade
gekoppelt ist'"”. Der Interleukin-1 Rezeptor Typ 2 (IL-1RII) hingegen ist ein ungekoppelter

Decoy-Rezeptor’'.

Typl-Rezeptoren binden IL.-1a, I1-1b und IL.-1ra mit gleicher Affinitit>*. Typ2-Rezeptoren

jedoch binden IL.-1b mit groBerer Affinitit als IL-1a oder I.-1ra”.

EINLEITUNG
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B. Interleukin-1-Rezeptor-Antagonist

a. Struktur und Produktion

Man unterscheidet zwei verschiedene Isoformen des IL-1ra, eine sekretorische Form (sIL-

1ra), und eine intrazellulire Form mit drei Unterformen (icIl.-1ra1,2,3)°> ™" *'

Der Interleukin-1 Rezeptor-Antagonist (IL-1ra) bindet an beide Interleukin-1 Rezeptoren (IL-
1RI und IL-1RII). Im Gegensatz zu Interleukin-1a und Intetleukin-1D besitzt er keine

intrinsische Aktivitat® 3105

Das sekretorische IL-1ra wird in variabel glycosyliertem Zustand in einer GroB3e zwischen 22-
25 kDa sezerniert’. In vitro erreicht die II.-1ra-Produktion nach IPS-Stimulation ihren
2, 111

Hohepunkt nach vier Stunden, die Intetleukin-1b-Produktion bereits nach 2 Stunden
Beim Menschen wird das Produktionsmaximum von IL-1ra nach Injektion von Escherichia
coli Endotoxin bereits nach zwei Stunden erreicht (Interleukin-1b: eine Stunde)*. Die
Plasmahalbwertszeit von IL-1ra betragt sechs Minuten. Das sIL-1ra-Protein von Nager und
Mensch besteht jeweils aus 152 Aminosiuren. Die Homologie betrigt 77% 7> ' 1!
Humanes IL-1ra ist nicht speziesspezifisch und bindet mit gleicher Affinitit an die Rezeptoren

. . 63
von Mausen, Rindern und Menschen™.

Die sekretorische Form des IL-1ra bindet zwar mit hoher Spezifitit und fast ebenso hoher
Affinitit wie Interleukin-1a und Intetleukin-1b an den Intetleukin-Rezeptor-Typl, doch
werden sehr hohe Konzentrationen bendtigt, um den Effekt von IL-1b zu antagonisieren.

Dies liegt an der hohen Sensibilitit der Zielzellen fir Intetleukin-1b. Zwar exprimiert jede
Zelle eine groBle Menge an Rezeptoren, doch reicht bereits die Stimulation von einigen
wenigen zur Immunantwort aus. Um die Zellstimulation zu unterdriicken ist eine hundert- bis
tausendfach hohere Konzentration an Il-1ra notwendig im Vergleich zum Agonisten’.
Monozyten, Makrophagen, Neutrophile, Mikrogliazellen sind sowohl in vitro als auch in vivo

46,74

fahig, IL-1ra in groBen Mengen zu bilden
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b.  Biologie des IL-1ra

Die wichtigste Aufgabe des Interleukin-1 Rezeptor-Antagonisten ist die Regulierung und
Kontrolle der durch Interleukin-1b hervorgerufenen Effekte tiber eine kompetitive Hemmung

am Rezeptor. Uberwiegt Interleukin-1b, so kommt es zu Entziindungsreaktionen und

Gewebsschaden.

Sowohl die endogene Produktion als auch die Auswirkungen von rekombinantem IL-1ra
wurden in zahlreichen Tiermodellen untersucht. Alles deutet darauf hin, dass bei einem Fehlen
von IL-1ra, kinstlich herbeigefithrt etwa durch die Gabe von IL-1ra-Antikérpern, viele
Krankheiten einen besonders langen und gravierenden Verlauf nehmen. Versuche, die diese
These belegen, befassten sich unter anderem mit LPS-induzierter Arthritis bei Kaninchen®,
Granulomentstehung ~ durch ~ Schistosomiasis bei Miusen” und PFormalin- und
Immunkomplex-induzierter Kolitis bei Kaninchen”. Aus den Ergebnissen kann man
schlieBen, dass die endogene IL-1ra-Produktion bei Krankheitsbildern, in denen IL-1 eine
vorrangige Rolle spielt, deutlich zur Eingrenzung der Entziindungsreaktion und der
Gewebsschiden beitrdgt. Diese These wird auch gestiitzt durch die Erkenntnis, dass Tiere
ohne eine endogene Produktion des Interleukin-1 Antagonisten, zum Beispiel IL-1ra Knock-
out Miuse, gegeniiber Infektionen deutlich anfilliger sind und frither sterben”. Diese Tiere

bleiben auch ohne schwerwiegende Infektionen deutlich kleiner als die Wildtypen® '*.

In anderen Arbeiten®*>*> “ fiihrte die Verabreichung von rekombinantem sIl.-1ra dazu, den
Ausbruch einer Krankheit zu verzégern oder ein bereits bestehendes Krankheitsbild

abzuschwichen.

Auch gentherapeutische Versuche waren erfolgreich, vor allem bei Tiermodellen mit
rheumatoider Arthritis und Osteoarthritis. Roessler et al zeigten, dass ein adenoviraler Vektor
mit humaner cDNA, direkt in den Kniegelenksspalt von Kaninchen injiziert, von
Synovialzellen aufgenommen und exprimiert wurde”. Das dann produzierte II.-1ra konnte
vier Wochen lang nachgewiesen werden. Seine biologische Aktivitit wurde dadurch bewiesen,

dass sich die durch I1.-1 induzierte Proteoglycan-Zersetzung des Knorpels verringerte” ™.

EINLEITUNG
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In einem anderen Versuch wurden bereits 7z vitro mit einem retroviralen Vektor transduzierte
Synovialzellen in den Kniegelenksspalt von Kaninchen injiziert. In diesem Fall konnte IL-1ra
finf Wochen lang nachgewiesen werden. Die Effekte waren eine reduzierte Neutrophilen-
Infiltration, die Verdickung der Synovia fiel vermindert aus und die Zersetzung von Knorpel-
Proteoglycanen wurde verringert’. Andere Versuche bewiesen die Reduzierung von
bakterieller Zellwand-induzierter Arthritis bei Ratten””, Antigen-induzierter Arthritis bei

Kaninchen® und Kollagen-induzierter Arthritis bei Miusen®.

AuBerdem konnte nachgewiesen werden, dass Patienten, die Triger des Allels 2 des Gens fiir
den Interleukin-1 Rezeptor-Antagonisten (IL-1RN*2) sind, einen héheren IL-1ra-Serumwert
erreichen. Bei ihnen zeigt sich ein geringeres Risiko der Restenose und bessere Ergebnisse
nach Revaskularisation durch PTCA™ sowie 6fter lediglich eine Ein-GefiB-Erkrankung der

.44
Koronarien™.

C. Restenose in der interventionellen Kardiologie

Die Entwicklung von Restenosen beeintrichtigt mal3geblich den Erfolg interventioneller
Mafinahmen der Revaskularisierung wie PTCA und Stentimplantation. Das Risiko hierfur liegt
bei rund dreilig Prozent. Wihrend der letzten zwanzig Jahre wurden verschiedene Versuche
unternommen, die Restenoserate zu verringern. Trotz positiver Ergebnisse im Tiermodell
konnte bis jetzt keine pharmakologische Therapie entwickelt werden, die signifikant das

Restenoserisiko beim Menschen verringert hitte.

Die Restenosierung resultiert, je nach therapeutischer Mallnahme, aus verschiedenen
Mechanismen. Bei PTCA entsteht die Restenose durch elastische Ruckstellkrifte nach
Dilatation (Recoil) und Schrumpfung des Gefilwanddurchmessers mit Verkleinerung des
Lumens (Constrictive Remodeling). Nach Stenting entsteht die Restenose durch die Bildung einer
Neointima. Hier kommt es vor allem zum Wachstum glatter Muskelzellen und einer

tiberschieBenden Bildung extrazellulirer Matrix (ECM)'.

EINLEITUNG
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Die Entstehung der Neointima geschieht in mehreren Schritten: Aktivierung, Proliferation
und Migration der glatten Muskelzellen mit ihrem Hoéhepunkt ein bis vier Wochen nach

Gefillwandtrauma und Produktion extrazellulirer Matrix. Dabei wird die Hyperplasie

: : 10, 30, 107
beeinflusst von Wachstumsfaktoren, Hormonen und mechanischen Faktoren ™7 ™",

Die Wachstumsfaktoren sind im einzelnen PDGF, bFGF, TGF-b und IGF-1. Diese Faktoren
sind alle direkt oder indirekt von Interleukin-1 abhingig™.

PDGF wird hauptsichlich in Megakaryozyten synthetisiert und danach in den a-Granulas von
Thrombozyten gespeichert. Die Synthese von PDGF kann durch IL-6, TNF-a, TGF-b, EGF
(Epidermaler Wachstumsfaktor) und Interleukin-1 induziert werden.

TGF-b wird, wie PDGF, vor allem aus Thrombozyten freigesetzt. Auch viele andere Zellen
sind zu seiner Produktion fihig, allerdings in weitaus geringeren Malen. Die Sekretion kann

durch viele verschiedene Stimuli induziert werden, unter anderem durch Retinoide, Steroide,
Vitamin-D3, EGF, NGF und Interleukin-1'". TGF-b spielt auBerdem bei der Speicherform
der extrazelluliren Matrix eine Rolle®. Neben seiner proliferativen hat TGF-b aber auch ecine

antiinflammatorische Wirkung. TGF-b regt VSMC i vitro zur Bildung von I1.-1ra mRNA an™
', Die mRNA Expression beginnt nach zwei Stunden und erreicht ihren Héhepunkt nach 18

Stunden. Maximal wird im Vergleich mit unstimulierten Zellen das Sechsfache an mRNA

gebildet. Der Effekt von TGF-b auf VSMC konnte mit anti-IL.-1b Antikorpern (10 pg/ml)

komplett inhibiert werden®,

Zwischen koronarer Lision und IL-1b konnte ein direkter Zusammenhang gezeigt werden.
Nach Pietertesma et al. sind die I1.-1b-Level im Uberstand von kultivierten Monozyten nach
PTCA deutlich erhéht”. Hancock et al. wiesen 14 Tage nach Fogarty-Lision der Carotiden
von Ratten eine groBflichige immunhistochemische Firbung auf IL-1b nach™ Im

Schweinemodell konnten Chamberain et al. IL-1b in den luminalen Endothelzellen ab einer

Stunde nach PTCA mit einem Hohepunkt drei bis sieben Tage nach Lidsion nachweisen. In
den Zellen der Adventitia wurde IL-1b ab drei Tage nach PTCA zwischen sieben und
vierzehn Tage danach festgestellt. Nach sieben Tagen waren auch die neointimalen Zellen IL-
1b positiv. In den Kontrolltieren ohne PTCA wurde kein 11.-1b gefunden®. Wang et al.

zeigten einen Anstieg von 11.-1b und 11.-1ra in den Karotis-Gefillen der Ratte nach Fogarty-

EINLEITUNG
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Lasion'”. Nach sechs Stunden war Interleukin-1 mRNA gegeniiber den Kontrollen,
entnommen zum Zeitpunkt Null vor Lision, um das 30-fache erhéht (P < 0,001), bereits 24
Stunden spiter war das Ausgangsniveau wieder erreicht. IL-1ra mRNA war nach 24 Stunden
um das 400-fache erhoht (P < 0,001) und kehrte vierzehn Tage nach Lision zum
Ausgangsniveau zuriick. Die verstirkte Expression von Intetleukin-1b fand vor allem in den
glatten Muskelzellen statt.

Interleukin-1b wirkt auf glatte Muskelzellen (VSMC) vasorelaxierend” und proliferativ'> * *,

Nach IL-1b Stimulation bilden glatte Muskelzellen II.-1ra"". Bei Zugabe von rhn-1L1ra konnte

in vitro bei VSMC der Ratte ein antiproliferativer Effekt von IL-1ra nachgewiesen werden. Die
DNA-Synthese der VSMC reduzierte sich maximal nach Zugabe von 250 ng/ml rhn-IL1ra

und einer Inkubationszeit von 48 Stunden’’.

Eine weitere wichtige Rolle zur Vermeidung neointimaler Hyperplasie spielt die schnelle
Reendothialisierung des Gefilles. Endothelzellen vermindern die thrombogenen Figen-

schaften der Media, reduzieren die Leukozytenadhirenz und schiitten wachstumsinhibierende
Faktoren aus™. Interleukin-1b spielt eventuell auch hier eine Rolle, denn wie gezeigt wurde,
findet nach PTCA im Ratten-Karotis-Modell ebenso wie die Induktion des IL-1b Systems

auch die Induktion des Endothelin-Systems“(” "7 statt. Der modulatorische Effekt von IT1.-1b

auf Expression und Funktion des Endothelin-Rezeptors wurde gezeigt83.

EINLEITUNG
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II. Fragestellung

Die lokale Entziindungsreaktion spielt eine Schlisselrolle in der Induktion neointimaler
Proliferation nach Angioplastie. Interleukin-1 fillt in der lokalen Regulation relevanter

Entztiindungsprozesse fiir die Neointimahyperplasie eine zentrale Rolle zu.

In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob durch lokale Uberexpression des natiitlich
vorkommenden Antagonisten IL-1ra durch Gentransfer die Induktion neointimaler
Hyperplasie gehemmt werden kann. Dies wurde im Karotis-Verletzungsmodell der Ratte

untersucht.

AuBlerdem wurde untersucht, ob die neointimale Proliferation durch intravenose Applikation

von rekombinantem sIL-1ra nach Angioplastie gehemmt werden kann.

FRAGESTELLUNG
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ITI. Methoden

A. Vektorenkonstrukte

Die cDNA des Interleukin-1 Rezeptor-Antagonisten wurde uns freundlicherweise von Marta
Muzio, Department of Immunology and Cell Biology Mario Negri Institute, Mailand, Italien,

zur Verfiigung gestellt.

Die Konstruktion der Adenoviren (Ad-IL1ra, Ad-GFP) und des adenoassoziierten Virus
(AAV-GFP) wurde von befreundeten Arbeitsgruppen vorgenommen. Das verwendete

Adenovirus Serotyp 5 war in den Regionen E1 und E3 deletiert.

B. Tiermodell

c. Versuchstiere und Haltungsbedingungen

Als Versuchstiere wurden minnliche Sprague-Dawley-Ratten (Crt:CD (SD) BR, Charles River
GmbH, Sulzfeld/Deutschland) verwendet. Die Tiere wogen zwischen 450 g und 500 g, waren
vier bis sechs Wochen alt und wurden zur Eingew6hnung jeweils etwa zwei Wochen vor der

Operation eingestallt.

Die Ratten wurden bei einer Raumtemperatur von 20-22 °C und einer Luftfeuchtigkeit von ca.
70% in Zweiergtuppen auf Holzfasereinstreu (ssniff-bedding-3/4-entstaubt, ssniff
Spezialdidgten GmbH, Soest/Deutschland) in Makrolonkifigen (Typ IV, Ehret GmbH,
Emmendingen/Deutschland)  gehalten. Eine Beleuchtungsanlage sorgte fiur einen
zwolfstiindigen Hell-Dunkelrhythmus bei 500 Lux. Die Ernihrung der Tiere erfolgte mit
Standartfutter (ssniff-Alleinfutter fir Ratten und Mause R/M-H, ssniff Spezialdiditen GmbH,

Soest/Deutschland) und Wasset ad /ibitum. Bei der konventionellen Haltungsform der Ratten

METHODEN
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wurde die vollige Gesundheit der Tiere durch regelmiBige serologische, bakteriologische und
parasitologische Untersuchungen gewihrleistet. Bei Haltung, Behandlung und Handhabung
der Tiere wurde auf konsequente Hygiene Wert gelegt. Die Tiere wurden durch einen

Veterinarmediziner iberwacht.

Die Operation und die Organentnahme wurden in den Operationsrdumen des Instituts fur
Experimentelle Onkologie und Therapieforschung der Technischen Universitit Miinchen
durchgefiihrt. Laut § 6 Abs. 1 Satz 2 Nr. 4, Satz 3 1.V. m § 8a des deutschen Tierschutzge-
setzes in der Fassung vom 17. Februar 1993 unterlag das vorliegende Forschungsvorhaben der
Anzeigepflicht und wurde als solches von der Regierung von Oberbayern bestatigt.

Die histologischen Untersuchungen erfolgten im Institut fur Pathologie des Klinikums Rechts

der Isar, Miinchen.

d. Das Rattenkarotisverletzungsmodell mit adenoviralem Gentransfer

Sprague-Dawley-Ratten wurden mit einer voll antagonisierbaren Dreierkombination aus einem
Benzodiazepin (Midazolam - DORMICUM ® 1 mg/ml), einem a,-Adrenorezeptor-Agonist
(Medetomidin - DOMITOR ® 5 mg/ml) und einem Opioid (Fentanyl - FENTANYL ® 0,05
mg/ml) durch intramuskulire Injektion fir 1,5 - 2 Stunden narkotisiert. Nach Eintreten des
chirurgischen Toleranzstadiums wurde das Tier durch Rasur des Halsbereiches mit
anschlieBender Desinfektion (CUTASEPT F ®) und Fixation beider VordergliedmaBlen in
Rickenlage auf einer durch ein OP-Tuch abgedeckten Wirmeplatte fiir die Operation unter

sterilen Bedingungen vorbereitet.

Unter dem Dissektionsmikroskop wurde oberhalb des Manubrium sterni in einem
Mittellinienschnitt die Halsregion bis auf Hohe der M. masseter erdffnet. Nach stumpfen
Freipriparieren und Umschlingen (USP 3/0 PROLENE) des M. sternohyoideus, M.
sternomastoideus, M. sternothyroideus und M. digastricus (Venter caudalis) erfolgte die
Priparation der Arteria carotis externa sowie der abgehenden Arterien A. thyroidea und

A. occipitalis. Danach wurde die A. carotis externa angeschlungen und A. thyroidea und
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A. occipitalis wurden ligiert (USP 6/0 VINYL). Nun wurde die A. carotis externa mit einer
Gefillklemme temporir verschlossen und proximal mit einer Gefdl3schere eroffnet.

Ein 2F Fogarty ® Embolieckatheter wurde bis in die proximale A. carotis communis
vorgefiihrt, dann wurde der Ballon des Katheters gefillt und bis in die A. carotis externa
zuriickgezogen.

Nach der Entfernung des Katheters wurde die A. carotis externa ligiert. Die A. carotis
communis und die A. carotis interna wurden nun temporir unterbunden, gefolgt von der 20-
mintutigen Instillation des rekombinanten replikationsdefizienten Adenovirus (Ad-IL1ra,
AAV-GFP, Ad-GFP) in einer Konzentration von 10" - 10" PFU.

AnschlieBend wurden die A. carotis communis und interna wieder dem Blutfluss freigegeben

und der Operationsbereich verniht (s.c.: USP 4/0, c.: USP 3/0).

Die Antagonisierung der Vollnarkose wurde mit einer Kombination aus einem
Benzodiazepin-Antagonist (Flumazenil - ANEXATE ® 5 mg/ml), einem 2-Adrenozeptot-
Antagonisten (Atipamezol - ANTISEDAN ® 0,1 mg/ml) und einem Opioidantagonisten
(Naloxon - NARCANTI ® 04 mg/ml) durch subkutane Injektion erreicht. Die

Operationsdauer betrug ca. 60 Minuten.

Die mit Ad-IL1ra instillierten Tiere bildeten die Versuchsgruppe Ad-IL1ra (Ad-IL1ra-
Verumgruppe), die mit Ad-GFP und AAV-GFP instillierten Tiere die GFP-Kontrollgruppe.

e. Das Rattenkarotisverletzungsmodell ohne Gentransfer als Negativkontrolle

Die Operationstechnik blieb unveridndert, wobei die Virusinstillation entfiel. Stattdessen

wurde Natrium-Chlorid 0,09% (NaCl) instilliert.

Die Tiere dieser Gruppe bildeten die NaCl-Kontrollgruppe.
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f. Das Rattenkarotisverletzungsmodell mit intravendser Injektion von

rekombinantem IL-1ra

Am Tag der Operation wurde jedem Tier zuerst Blut entnommen und anschlieBend
0,02 mg/kg KG (n=1) bzw. 0,03 mg/kg KG (n=2) rekombinantes IL1ra (Human IL-1
receptor antagonist rec. von E.coli, Biomol Feinchemikalien GmbH, Hamburg/Deutschland)
i.v. iber die Schwanzvene gegeben. Die Fogartylision wurde 30 min. spiter gesetzt.

Die i.v. Applikation wurde nach 24, 48 und 72 Stunden wiederholt.

Die Tiere dieser Gruppe bildeten die rhn-IL1ra-Gruppe.

g. Postoperative Behandlung

Nicht-steroidale Antiphlogistika konnten aufgrund ihres entzindungshemmenden Effekts und
damit einer potentiellen Beeinflussung des Studienergebnisses nicht gegeben werden. Zur
postoperativen Analgesie wurde daher Buprenorphin (TEMGESIC ®) in einer Dosierung von

0,1 mg/kg KG s.c. verabreicht.

h. Opferung der Tiere und Perfusionsfixation

Drei Tage bzw. 14 Tage post op. wurden die angioplastierten Ratten mit der oben genannten
Dreierkombination narkotisiert bis Reflexlosigkeit eintrat. Dann wurde das Herz inzidiert
sowie NaCl 0,09% infundiert, bis das Herz zu schlagen aufhorte und Herz und Leber blutleer

waren. Daraufhin wurden die Ratten thorakotomiert und die Gefid3e perfusionsfixiert.

Die Thorakotomie erfolgte in Rickenlage durch Hautschnitt iber dem Sternum. Danach
erfolgte das stumpfe Abpriparieren eines Hautlappens bis in die Nihe des Schlusselbeins,
dann wurden Muskeln und Rippen an der Knochen-Knorpelgrenze nach kranial durchtrennt.
Daftr wurden ecine stumpfe Priparierschere, eine kleine spitze Schere, eine anatomische

Pinzette, eine Klemme und Tupfer benétigt. Fir die Perfusion wurden eine 500 ml Flasche
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NaCl 0,09% und ein Beutel Formalin an einen Drei-Wege-Hahn angeschlossen und an diesen

wiederum eine Heidelberger Verlingerung mit einer 0,3 mm-Kantle gekoppelt.

Nun wurde das Sternum komplett nach kranial aufgerichtet und mit einer Klemme fixiert.
AnschlieBend erfolgte der Einstich in den linken Ventrikel mit der Kantle. Das rechte
Herzohr wurde mit einem Scherenschlag eréffnet und ca. 40 ml NaCl 0,09% in das linke

Herzohr infundiert, bis Herz und Leber blutleer waren.

Durch Umlegen des Dreiwegehahns wurde 4% Paraformaldehyd eingebracht. Dann wurde
der Hals des Tieres eroffnet und die Arteria carotis communis links und rechts

(Kontrollgefil3) entnommen und in 4% Formalin fixiert.

C. Priparation der Gefil3e und Schnitte

Die in Formalin fixierten Arteria carotis communis wurden mit einem Skalpell in drei Teile zu
je 2 mm Linge geschnitten (Bezeichnung von proximal nach distal A/B/C), an den distalen
Enden mit Tusche markiert und jeweils in ein Einbettgefil3 gegeben. Nach der Einbettung
(Einbettautomat ,,Pathfinder”, Shandon GmbH, Frankfurt .M./ Deutschland; Programm 1
»Routine tiber Nacht“, 13,09 Stunden) wurden die Gefiliteile mit Paraffin ausgegossen und
anschlieBend am Rotationsmikrotom (Rotary Microtom HM 335 E, Microm International
GmbH, Walldotf/Deutschland) mit 1um Dicke geschnitten. Die Schnitte wurden in HE und
van Giesson gefirbt (Tissue Stainer 30/50, medite GmbH, Burgdorf/Deutschland).

D. Morphometrie

Die Messung der Schnitte wurde digital vorgenommen (Mikroskop: Axioplan 2, Carl Zeiss
Jena GmbH, Jena/Deutschland; Bildbearbeitungsprogramm: Axiovision Version 1.01, Carl
Zeiss Vision GmbH, Hallbergmoos/Deutschland; Kamera: 3CCD Video Camera, Sony
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Deutschland GmbH, Koln/Deutschland; Digitales Messprogramm: NIH-Image ] 4.0,
National Istitution of Health (NIH), Bethesda, Maryland/USA). Die VergroBerung bei der

Aufnahme war “ 2,5.

In den Gruppen Ad-IL1ra-Verumgruppe, NaCl-Kontrollgruppe und GFP-Kontrollgruppe
wurde jeweils das linke B-Segment vermessen. In der Kontrollgruppe mit unbehandelten
Gefillen wurde das rechte B-Segment ausgemessen. Von insgesamt 36 Tieren konnten in finf
Fallen die Schnitte des linken Gefil3es, in 19 Fillen die des rechten Gefilles nicht ausgewertet

werden.

Die Schnitte der GefiBle 11842 aus der Ad-IL1ra-Verumgruppe und L2500 aus der NaCl-
Gruppe waren in allen drei Segmenten thrombosiert. Von 1.1824 (Ad-IL1ra), 11844 (Ad-
IL1ra) und L2610 (AAV-LacZ) waren die Gefil3strukturen in allen drei Segmenten dissoziiert.
Bei den Gefillen L1827, R2496, L2609, L2612 und L2615 konnte das B-Segment nicht
ausgemessen werden, da bei L1827 das Gefil3 thrombosiert, bei L2609B, 1.2612B und 1.2615B
die GefidBschichten dissoziiert waren und bei R2696B das Lumen kollabiert war. Stattdessen

wurden in den funf Fillen die distalen Abschnitte des A-Segments gewertet.

Bei den GefiBlen der Kontrollgruppe mit unbehandelten Gefilen waren wihrend der
Aufbewahrungsphase zur anschlieBenden Einbettung bei R1824, R1825, R1827, R1828,
R1829, R1830, R1838, R2498, R2499, R2500 und R2608 bis R2616 die GefiBle kollabiert,

womit tiber den Lumendurchmesser keine Aussage méglich war.

Somit waren 18 Tiere der Ad-IL1ra-Verumgruppe, finf Tiere der NaCl-Kontrollgruppe, drei
Tiere der Ad-Kontrollgruppe, drei Tiere der rhn-IL1ra-Gruppe und das AAV-GFP-Tier

auswertbar. In der Kontrollgruppe mit unbehandelten Gefi3en waren 17 Tiere auswertbar.
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Tier Nr | OP-Datum Gewicht | Gentransfer | Entnahmedatum | Auswertungli. | Auswertung re.
1824 31.07.2000 426g Ad-IL1ra 03.08.2000 - (dissoziiert) - (kollabiert)
1825 08.08.2000 428¢g Ad-IL1ra 23.08.2000 + - (kollabiert)
1826 08.08.2000 425¢ Ad-IL1ra 23.08.2000 + +
1827 08.08.2000 425¢g Ad-IL1ra 23.08.2000 + (A-Segment) - (kollabiert)
1828 09.08.2000 423g Ad-IL1ra 24.08.2000 + - (kollabiert)
1829 09.08.2000 435¢ Ad-IL1ra 24.08.2000 + - (kollabiert)
1830 09.08.2000 445g Ad-IL1ra 24.08.2000 + - (kollabiert)
1831 10.08.2000 442¢ Ad-IL1ra 25.08.2000 + +
1832 10.08.2000 432¢g Ad-IL1ra 25.08.2000 + +
1833 10.08.2000 390g Ad-IL1ra 25.08.2000 + +
1834 11.08.2000 444¢ Ad-IL1ra 25.08.2000 + +
1835 22.08.2000 524¢ Ad-IL1ra 06.09.2000 + +
1836 22.08.2000 525¢g Ad-IL1ra 06.09.2000 + +
1837 23.08.2000 490g Ad-IL1ra 06.09.2000 + +
1838 23.08.2000 497¢g Ad-IL1ra 06.09.2000 + - (kollabiert)
1839 23.08.2000 517¢g Ad-IL1ra 07.09.2000 + +
1840 23.08.2000 488¢g Ad-IL1ra 07.09.2000 + +
1841 23.08.2000 486g Ad-IL1ra 07.09.2000 + +
1842 24.08.2000 452g Ad-IL1ra 07.09.2000 - (thrombosiert) +
1843 25.08.2000 451g Ad-IL1ra 07.09.2000 + +
1844 25.08.2000 463g Ad-IL1ra 07.09.2000 - (dissoziiert) +
2496 13.11.2000 X NaCl 0,09% 27.11.2000 + + (A-Segment)
2497 13.11.2000 X NaCl 0,09% 27.11.2000 + +
2498 13.11.2000 X NaCl 0,09% 27.11.2000 + - (kollabiert)
2499 16.11.2000 X NaCl 0,09% 30.11.2000 + - (kollabiert)
2500 16.11.2000 X NaCl 0,09% 30.11.2000 - (thrombosiert) - (kollabiert)
2501 16.11.2000 X NaCl 0,09% 30.11.2000 + +
2608 17.11.2000 X Ad-GFP 01.12.2000 + - (kollabiert)
2609 17.11.2000 X Ad-GFP 01.12.2000 + (A-Segment) - (kollabiert)
2610 20.11.2000 X AAV-LacZ 11.12.2000 - (dissoziiert) - (kollabiert)
2611 20.11.2000 X AAV-GFP 11.12.2000 + - (kollabiert)
2612 20.11.2000 x Ad-GFP 04.12.2000 + (A-Segment) ~ (kollabiert)
2613 21.11.2000 X Ad-IL1ra 27.11.2000 + - (kollabiert)
2614 27.11.2000 X rhn-IL1ra 11.12.2000 + - (kollabiert)
2615 27.11.2000 X rhn-IL1ra 11.12.2000 + (A-Segment) - (kollabiert)
2616 27.11.2000 X rhn-IL1ra (0,5) 11.12.2000 + - (kollabiert)

[Bezeichnung: + Auswertung méglich, - Auswertung nicht méglich

Tabelle 1: OP-Daten/Entnahmedaten. In funf Fillen wutrde statt des B-Segments das distale A-Segment

ausgewertet.
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E. Statistische Auswertung

Die statistischen Auswertungen wurden mit einem SPSS-Programm (SPSS Inc., Chicago,
Mlinois 6060) durchgefiihrt.

Die Gruppen NaCl-Kontrollgruppe, Ad-IL1ra-Verumgruppe und GFP-Kontrollgruppe
wurden mit dem Kruskall-Wallis Test verglichen.

Die Ad-IL1ra-Verumgruppe wurde mit der GFP-Kontrollgruppe durch einen Wilcoxon-
Rangsummen-Test verglichen.

Zum Vergleich der Kontrollgruppe mit unbehandeltem Gefil und der Ad-ILlra-
Verumgruppe wurde ein Wilcoxon-Test fiir verbundene Stichproben durchgefiihrt. Der Test
nahm die zwolf Tiere zur Grundlage, von denen sowohl das rechte als auch das linke Gefil3
jeweils in ithrer Gruppe vertreten waren.

In den Boxplot-Darstellungen werden Maximum, Minimum, oberes und unteres Quartil sowie

der Median angegeben.

F. Histopathologische Beurteilung

Die Schnitte wurden lichtmikroskopisch auf Mediaruptur, neointimales entziindliches Infiltrat
und perivaskulires entziindliches Infiltrat beurteilt. In Zusammenarbeit mit dem
Pathologischen Institut des Krankenhauses Rechts der Isar in Minchen wurde eine optische
Beurteilung simtlicher Schnitte vorgenommen. Neointima und das perivaskulire Gebiet
wurden auf infiltrierende Entzindungszellen, die Media auf vermehrte Zellteilung und
Endoplasmatisches Retikulum untersucht. Dabei wurden die beurteilten Kriterien in drei
Ausprigungsstufen — nicht vorhanden/ vereinzelt/ tber die gesamte Fliche verteilt —
unterschieden. Von jedem Gefil3 wurden vier Schnitte beurteilt und zu einem Gesamtergebnis
zusammengefasst. Nicht beurteilbar waren L1842B und L.1844B, da sie dissoziiert waren.
L1839B und 1.2614B waren perivaskulir nicht beurteilbar, da das dullere Gewebe sich abgelost

hatte.
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IV. Ergebnisse

A. GefaBwand nach Induktion der neointimalen Proliferation nach

Uberexpression von IL-1ra in der GefiBlwand

a. Ergebnisse in der NaCl-Kontrollgruppe und der Kontrollgruppe mit

unbehandelten Gefallen

Name Substrat Lumeng NIg Mediag Lumena NIx Mediaa  Totala Lumen,

R1826B Ad-TL1ra (14d) 0,779 - 0,066 0,328 - 0,148 0,476 0,323
R1831B Ad-TL1ra (14d) 0,796 - 0,050 0,497 - 0,132 0,629 0,398
R1832B Ad-IL1ra (14d) 0,742 - 0,042 0,432 - 0,103 0,535 0,371
R1833B Ad-IL1ra (14d) 0,719 - 0,043 0,406 - 0,104 0,510 0,360
R1834B Ad-IL1ra (14d) 0,756 - 0,051 0,449 - 0,129 0,578 0,378
R1835B Ad-IL1ra (14d) 0,885 - 0,048 0,615 - 0,143 0,758 0,443
R1836B Ad-IL1ra (14d) 0,739 - 0,053 0,429 - 0,133 0,562 0,370
R1837B Ad-IL1ra (14d) 0,789 - 0,048 0,489 - 0,127 0,616 0,395
R1839B Ad-IL1ra (14d) 0,855 - 0,063 0,574 - 0,179 0,753 0,427
R1840B Ad-L1ra (13d) 0,774 - 0,049 0,47 - 0,126 0,596 0,387
R1841B Ad-IL1ra (15d) 0,826 - 0,059 0,535 - 0,165 0,700 0,413
R1842B Ad-IL1ra (15d) 0,749 - 0,052 0,57 - 0,130 0,570 0,374
R1843B Ad-IL1ra (15d) 0,826 - 0,055 0,536 - 0,153 0,689 0,413
R1844B Ad-IL1ra (14d) 0,842 - 0,051 0,700 - 0,143 0,700 0,421
R2496A NaCl (14d) 0,674 - 0,065 0,357 - 0,151 0,508 0,337
R2497B NaCl (14d) 0,730 - 0,060 0,418 - 0,149 0,567 0,365
R2501B NaCl (14d) 0,843 - 0,055 0,558 - 0,157 0,715 0,422

Durchschnitt 0,784 - 0,054 0,492 - 0,140 0,615 0,388
1.2496B NaCl (14d) 0,638 0,092 0,066 0,320 0,211 0,183 0,714 0,319
1L.2497B NaCl (14d) 0,633 0,079 0,064 0,315 0,178 0,170 0,663 0,317
1.2498B NaCl (14d) 0,567 0,105 0,070 0,252 0,220 0,187 0,659 0,283
1.2499B NaCl (14d) 0,582 0,112 0,063 0,266 0,244 0,171 0,581 0,291
L.2501B NaCl (14d) 0,705 0,079 0,068 0,390 0,193 0,199 0,786 0,352

Durchschnitt 0,625 0,093 0,066 0,309 0,209 0,182 0,681 0,312

Bezeichnungen: Lumengy, Durchmesser des Lumens [mm)]; Nlg, Neointimadurchmesser [mm]; Mediag, Mediadurchmesser]
[mm]; Lumeny, Fliche des Lumens im Querschnitt [mm?2]; NI4, Fliche der Neointima 1.Q. [mm?]; Mediaa, Fliche der Medial
1.Q. [mm?]; Totaly, Gesamtfliche (Fliche innerhalb der dulleren Mediagrenze) [mm?]; Lumen,, Radius des Lumens [mm].

Tabelle 2: Gefilparameter der Kontrollgruppe mit unbehandelten GefiBlen sowie der NaCl-
Kontrollgruppe. In keinem der Gefille der Kontrollgruppe mit unbehandelten Gefillen war eine neointimale
Proliferation zu erkennen. In der Kontrollgruppe mit unbehandelten Gefidlen waren 17 Tiere auswertbar, in der

NaCl-Kontrollgruppe waren es fiinf Tiere.
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Neointima )
Lumena: Fliche des Lumens [mm?
Lumen NIa: Fliche der Neointima [mm?|
Mediaa: Fliche der Media [mm?]
Media Lumen: Radius des Lumens [mm]
Lumeng: Durchmesser des Lumens [mm]
Adventitia NIa: Durchmesser der Neointima [mm)]

Abbildung 1: Illustration des Gefillaufbaus

Es wurden verschiedene Gruppen gebildet. Fur die Kontrollgruppe mit unbehandelten
GefiBlen wurden die mittleren Segmente der rechten Arteriae carotes communes derjenigen
Tiere ausgewertet, die in ihrem linken Gefi3 nach Fogarty-Lision Ad-IL1ra oder NaCl
instilliert bekommen hatten. Die Ergebnisse der 17 verwertbaren Schnitte wurden zur

,»JKontrollgruppe mit unbehandelten GefiBlen zusammengefasst.

Fir die NaCl-Kontrollgruppe wurde das mittlere Segment der mit NaCl 0,09% instillierten

Gefille ausgewertet (n=5).

Die Lumendurchmesser der Kontrolltiere mit unbehandelten Gefillen sind mit 0,784mm
signifikant  gréfer  (p<0,001) gegeniiber den Durchmessern der NaCl-Kontrolltiere
(0,625mm). Dies entspricht einer Stenosebildung von 20,29%. Im Durchschnitt bildete sich in
den NaCl-Kontrollgefilen eine Neointima mit einem Durchmesser von 0,093mm. In den

unbehandelten Gefillen war dagegen keine Neointimabildung zu sehen.

Auch die Media verbreiterte sich, von durchschnittlich 0,054 mm auf 0,066mm. Dies

entspricht einer Zunahme um 22,22%.
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In der mikroskopischen Betrachtung war in keinem der unbehandelten Gefillen der
Kontrollgruppe eine Aktivierung der Zellen der Media zu sehen. In der NaCl-Kontrollgruppe

dagegen zeigte sich diese Aktivierung deutlich.

Neointimales | Perivaskulidres | Mediazell- .
Nummer . Mediaruptur
Infiltrat Infiltrat aktivierung

NaCl-Kontrolle:
1.2496B o o
1.2497A - o
1.2498B - -/o
1.2499B - -/o
1.2501B - o

oo |o|+|O
|

Kontrolle-re.:
R1825B - - - -
R1827B - - - -
R1828B - - - -
R1829B - - - -
R1830B - - - -
R1831B - - - -
R1833B - - - -
R1834B - -/o - -
R1835B - - - -
R1836B - - - -
R1837B - - - -
R1838B - - - -
R1839B - - - -
R1840B - - - -
R1841B - - - -
R1842B - - - -
R1843B - - - -
R1844B - - - -

- nicht vorhanden

o vereinzelt

+ uber die gesamte
Fliache verteilt

Tabelle 3: Histopathologische Beurteilung, Kontrollgruppe mit unbehandelten Gefiflen und NaCl-
Kontrollgruppe. In der NaCl-Kontrollgruppe war in einem Fall ein entziindliches Infiltrat der Neointima zu
schen. Perivaskular dagegen war jedes Gefil3 in unterschiedlicher Ausprigung betroffen. Eine mifBige bis die
gesamte Media umfassende Mediazellaktivierung war ebenfalls in jedem der Gefi3e zu sehen. Die Media war nur
im Gefi3 1.2496B rupturiert. In der Kontrollgruppe mit unbehandelten Gefilen dagegen war in keinem der
GefiBe ein Infiltrat, Mediazellaktivierung oder Mediaruptur zu sehen gewesen. Nur in einem Gefil3 konnte ein

geringes perivaskuldres Infiltrat gesehen werden.
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A. R2501B — Kontrollgruppe mit unbehandelten Gefiien.
OriginalvergréBerung ~ 10, van Giesson

B. R2501B — Kontrollgruppe mit unbehandelten Gefiien.
OriginalvergréBerung ~ 20, van Giesson

C. R2501B — Kontrollgruppe mit unbehandelten Gefiien.
OriginalvergroBerung ~ 40, HE

Abbildung 2: Gefifisegment R2501B, Kontrollgruppe mit unbehandelten Gefiflen. In der Kontrollgruppe
mit unbehandelten Gefillen wurde die rechte Arteria carotis communis entnommen, ohne dass zuvor das Gefil3
verletzt wurde. Das dargestellte Segment entspricht in seinen Werten den Durchschnittswerten. Man sicht

deutlich, dass die Intima einlagig der Media aufliegt. Es ist keine Aktivierung der Mediazellen zu erkennen.
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A. 1.2499B — NaCl-Kontrollgruppe.
OriginalvergréBerung ~ 10, van Giesson

B. 1.2499B — NaCl-Kontrollgruppe.
Originalvergrof3erung ” 20, van Giesson

C. 1.2499B — NaCl-Kontrollgruppe.
OriginalvergréBerung ~ 40, HE

Abbildung 3: Gefiflsegment L2499B, NaCl-Kontrollgruppe. Das GefiBlsegment 1.2499B entspricht
annihernd den Durchschnittswerten der NaCl-Kontrollgruppe.  Man sicht die deutliche neointimale

Proliferation. In der 40x VergroBerung ist die méiBige Aktivierung der Media zu erkennen.
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b. Ergebnisse der Ad-IL1ra-Verumgruppe und der GFP-Kontrollgruppe

Name Substrat Lumeny NIa Mediag TLumena NIa Mediaa Totala Lumen;
1.1825B Ad-IL1ra (14d) 0,434 0,211 0,063 0,148 0,427 0,182 0,757 0,217
L1826B Ad-IL1ra (14d) 0,578 0,102 0,069 0,263 0,216 0,186 0,665 0,289
L1827B Ad-IL1ra (14d) 0,630 0,158 0,050 0,311 0,382 0,165 0,858 0,315
11828B Ad-IL1ra (14d) 0,696 0,068 0,060 0,380 0,164 0,167 0,711 0,348
L1829B Ad-IL1ra (14d) 0,506 0,148 0,059 0,201 0,306 0,157 0,664 0,253
1.1830B Ad-IL1ra (14d) 0,690 0,130 0,056 0,374 0,335 0,177 0,886 0,345
1.1831B Ad-IL1ra (14d) 0,597 0,083 0,065 0,280 0,179 0,168 0,627 0,299
1.1832B Ad-IL1ra (14d) 0,386 0,149 0,070 0,117 0,250 0,166 0,533 0,193
1.1833B Ad-IL1ra (14d) 0,542 0,132 0,062 0,231 0,280 0,169 0,680 0,271
1L1834B Ad-IL1ra (13d) 0,453 0,167 0,080 0,161 0,323 0,219 0,703 0,226
L1835B Ad-IL1ra (15d) 0,710 0,136 0,078 0,396 0,362 0,260 1,018 0,355
L1836B Ad-IL1ra (15d) 0,694 0,116 0,071 0,378 0,294 0,225 0,897 0,347
L1837B Ad-IL1ra (15d) 0,633 0,153 0,068 0,315 0,376 0,213 0,904 0,316
1.1838B Ad-IL1ra (14d) 0,704 0,023 0,057 0,390 0,052 0,144 0,586 0,352
1.1839B Ad-IL1ra (15d) 0,639 0,145 0,083 0,321 0,358 0,264 0,943 0,320
1.1840B Ad-IL1ra (15d) 0,633 0,153 0,075 0,315 0,378 0,239 0,932 0,317
1.1841B Ad-IL1ra (15d) 0,512 0,152 0,065 0,206 0,316 0,181 0,703 0,256
11843B Ad-IL1ra (15d) 0,449 0,193 0,073 0,158 0,389 0,206 0,753 0,224
Durchschnitt 0,583 0,134 0,067 0,275 0,299 0,194 0,768 0,291
1.2496B NaCl (14d) 0,638 0,092 0,066 0,320 0,211 0,183 0,714 0,319
1.2497A NaCl (14d) 0,633 0,079 0,064 0,315 0,178 0,170 0,663 0,317
1.2498B NaCl (14d) 0,567 0,105 0,070 0,252 0,220 0,187 0,659 0,283
1.2499B NaCl (14d) 0,582 0,112 0,063 0,266 0,244 0,171 0,581 0,291
1.2501B NaCl (14d) 0,705 0,079 0,068 0,390 0,193 0,199 0,786 0,352
Durchschnitt 0,625 0,093 0,066 0,309 0,209 0,182 0,681 0,312
L.2611B AAV-GFP (21d) 0,493 0,165 0,070 0,191 0,339 0,196 0,726 0,246
1.2608B Ad-GFP (14d) 0,202 0,217 0,064 0,032 0,285 0,141 0,458 0,101
TL.2609A Ad-GFP (14d) 0,311 0,237 0,067 0,076 0,410 0,179 0,665 0,156
1.2612A Ad-GFP (14d) 0,590 0,089 0,062 0,273 0,189 0,162 0,624 0,295
Durchschnitt 0,399 0,177 0,064 0,127 0,295 0,161 0,582 0,184

Bezeichnungen: Lumeny, Durchmesser des Lumens [mm]; Nl4, Neointimadurchmesser [mm]|; Mediag, Mediadurchmesser
[mm)]; Lumen,, Fliche des Lumens im Querschnitt [mm?]; NI, Fliche der Neointima i.Q. [mm?|; Mediaa, Fliche der Media
i.Q. [mm?]; Totals, Gesamtfliche (Fliche innerhalb der duBeren Mediagrenze) [mm?]; Lumen,, Radius des Lumens [mm].

Tabelle 4: Gefilparameter der GFP-Kontrollgruppe, NaCl-Kontrolle und der Ad-IL1ra-Verumgruppe.

In der Gruppe der Verumtiere wurde nach Fogarty-Liasion die Arteria carotis communis links

fir 20 Minuten an beiden Enden unterbunden und Ad-I1.1ra wurde in der Konzentration von
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10" - 10" PFU/ml fiir 20 Minuten instilliert. Diese Tiere bildeten die Ad-IL.1ra-Verumgruppe.

Sie bestand aus 18 Tieren.

Die Ad-IL1ra-Verumgruppe zeigte gegeniiber der NaCl-Kontrollgruppe ein kleineres Lumen
und eine ausgprigtere Neointima. Das Lumen der Verumgruppe war mit 0,583 mm um 0,042
mm, also 6,72%, kleiner als das der NaCl-Kontrollgruppe mit 0,625 mm. Die Neointima der
Verumgruppe ist mit 0,134 mm um 0,041 mm, also 44,09%, breiter als die Neointima der
NaCl-Kontrollgruppe mit 0,093 mm.

Der Durchmesser der Media war in beiden Gruppen etwa gleich groB. In der NaCl-
Kontrollgruppe betrug er 0,066 mm, in der Verumgruppe 0,067 mm. Die histopathologische
Beurteilung ergab eine etwa gleich ausgeprigte mediale Zellaktivierung. Ahnlich fiel auch die

Beurteilung des perivaskuliren Infiltrats aus.

Nummer Neointimales | Perivaskuldres | Mediazell- | Mediaruptur
Infiltrat Infiltrat aktivierung
118258 _ ¥ o -
1.1826B - 5 5 -
L1827B ¥ ¥ T -
1.1828B - o 5 -
L.1829B ° T 5 -
L1830B + ¥ 5 -
L1831B - n 5 S
11832B + ¥ 5 -
L1833B + ¥ 5 n
ii:iiﬁ (_) Z (_) : - nich.t vorhanden
1.1836B - + 5 N o Yeremgelt
L1837B - 5 o i + ubf:r die gesamte
Flacher verteilt
S - h = - n.v. nicht verwertbar
1.1839B o n.v. o -
L1840B o o 5 -
L1841B - o : -
L1843B _ o § -

Tabelle 5: Histopathologische Beurteilung, Ad-IL1ra-Verumgruppe. Die Ausbildung einer Neointima fiel
in der Ad-IL1ra-Gruppe unterschiedlich aus. In einigen Fillen war kein, in anderen Fillen geringes bis
umfassendes neointimales Infiltrat zu sehen. Die perivaskulder Infiltration fiel ingesamt miBig bis deutlich aus.
L1839B konnte perivaskuldr nicht ausgewertet werden, da das perivaskulire Gewebe fehlte. Eine

Mediazellaktivierung fand in fast allen Zellen gemiBigt statt.

Die Tiere der GFP-Kontrollgruppe bekamen nach Fogarty-Lision Ad-GFP in einer

Konzentration von 10" - 10" PFU/ml 20 minttig instilliert und fungierten als
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Kontrollvirengruppe gegentiber dem das Ad-IL1ra-tragende Ad-IL1ra-Virus. Die GFP-
Kontrollgruppe bestand aus 3 Tieren. Ein Tier bekam AAV-GFP in der selben

Konzentration instilliert.

Nummer Neointimales | Perivaskuldres | Mediazell- | Mediaruptur
Infiltrat Infiltrat aktivierung
AAV-GFP:
1.2611B - Jo o
- nicht vorhanden

Ad-GFP: o vereinzelt
1.2608B o + o _ + uber die gesamte
1.2609B - _/o -/o _ Flacher verteilt

o o o
1.2612B

Tabelle 6: Histopathologische Beurteilung, GFP-Kontrollgruppe.

Lichtmikroskopisch unterscheiden sich die Schnitte der mit einem unrelevanten Protein
instillierten Gefile nicht von denen aus der Gruppe der ILlra-Verumgruppe.
Mediazellaktivierung und neointimales Infiltrat imponierten vergleichbar in beiden Gruppen.
Vor allem perivaskulires Infiltrat konnte in der Verumgruppe sogar noch hiufiger

nachgewiesen werden als in der GFP-Kontrollgruppe.

Die Tiere der GFP-Kontrollgruppe entwickelten eine Neointima von 0,177 mm Dicke (n=4)
und einen luminalen Durchmesser von 0,399 mm. Ad-IL1ra (n=18) fihrte dagegen zu einer
Neointimadicke von 0,134 mm und einem Lumendurchmesser von 0,583 mm. In der Ad-
IL1ra-Verumgruppe war die Neointima gegeniiber der GFP-Kontrollgruppe um 0,043 mm,
also 24,3%, reduziert. Dieser Unterschied jedoch nicht signifikant (p=0,137), wobei auch die

geringen Fallzahlen eine Rolle spielen.

In der Verumgruppe war das Lumen um 0,184 mm (31,6%) groBer als in der GFP-
Kontrollgruppe.
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Auch bei der Betrachtung der Unterschiede zwischen der Neointima-Dicke der NaCl-
Kontrollgruppe und der GFP-Kontrollgruppe ergibt sich keine statistische Signifkikanz
(p=0,085).

Der Mediadurchmesser bertrug in der GFP-Gruppe 0,064 mm, in der Ad-IL1ra-Gruppe 0,067

mm. Dies entspricht einem Unterschied von 4,48%.

Bei der Betrachtung der Konfidenzintervalle zeigt sich zum einen ein relativ deutlicher
Unterschied zwischen der Ad-IL1ra-Verumgruppe und der NaCl-Kontrollgruppe, die in sich
relativ homogen sind. Zum anderen ldsst sich in Abb. X erkennen, dass zwar die Mittelwerte
der drei Gruppen deutlich auseinander liegen, jedoch die Streubreite der Ergebnisse in der
GFP-Kontrollgruppe sehr grof3 ist. Es zeichnet sich jedoch die Tendenz ab, dass die
Bereitschaft in der GFP-Gruppe, mit einer Neointimahyperplasie zu reagieren, deutlich erhoht

ist.

95% ClI

0,0

1,00 2,00 3,00

Gruppe

Gruppe 1 = Ad-IL1ra-Verumgruppe
Gruppe 2 = NaCl-Kontrollgruppe
Gruppe 3 = GFP-Kontrollgruppe

Abbildung 4: Kruskall-Wallis-Test: GFP-Kontrollgruppe, NaCl-Konrollgruppe und Ad-IL1ra-

Verumgruppe, Neointimadurchmesser. Dargestellt sind Mittelwert und Standartabweichung,.
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Durchmesser Media
0,09
0,09 ~
0,08 +
0,08 +
0,07 -
0,07 | - Cﬁ Ej
0,06 ~
0,06 ~
0,05 +
0,05 +

0,04 ‘ T
Ad-IL1ra-Verumgruppe NaCl-Kontrollgruppe GFP-Kontrollgruppe

Durchmesser (mm)

Abbildung 5: Vergleich Media-Durchmesser (mm) Ad-ILIra-Verumgruppe, NaCl-Kontrollgruppe,
GFP-Kontrollgruppe. Die Mittelwerte der Gruppen sind annihernd gleich, wie in der Boxplot-Darstellung
deutlich wird. In der Ad-IL1ra-Verumgruppe mit der groB3ten Fallzahl (n=18) ist die Streubreite am gréBten.

Durchmesser Lumina

08 - C+j
0,7 A

05 [Tj =

Durchmesser (mm)
o
[(&)]
Il

0,3 -
0,2 4 I:T:|
0,1
0 \
Kontrollgruppe Ad-IL1ra- NaCl- GFP-
mit Verumgruppe Kontrollgruppe  Kontrollgruppe
unbehandelten
Gefallen

Abbildung 6: Vergleich Lumen-Durchmesser Ad-ILl1ra-Verumgruppe, NaCl-Kontrollgruppe, GFP-
Kontrollgruppe und Kontrollgruppe mit unbehandelten Gefilen. Auffillig ist das deutlich vergréBerte
Lumen der Ad-IL1ra-Gruppe gegentiber der GFP-Kontrollgruppe. Die grof3ten luminalen Durchmesser finden

sich allerdings in der Kontrollgruppe mit unbehandelten Gefien.
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Durchmesser Neointima
0,25
|
0,2

—_ -—
IS
E
5 0,157 -
[}
(%}
Q
[S]
5
o

0,05 +

0 T
Ad-IL1ra-Verumgruppe  NaCl-Kontrollgruppe GFP-Kontrollgruppe

Abbildung 7: Vergleich Neointima-Durchmesser (mm) Ad-IL1ra-Verumgruppe, NaCl-Kontrollgruppe
und GFP-Kontrollgruppe. Die deutlichste Ausbildung einer Neointima konnte in der GFP-Kontrollgruppe
gemessen werden (n=4). Die Neointima der mir Ad-IL1ra (n=18) instillierten GefiBe ist allerdings ausgeprigter
als die der mit physiologischer Kochsalzlésung behandelten Kontrollgruppe (n=5). Die Streubreite der
Ergebnisse ist dabei in der Ad-IL1ra-Gruppe ebenso wie in der GFP-Kontrollgruppe relativ grof3.
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A. 1.1830B — Ad-IL1ra-Verumgruppe.
Originalvergrof3erung 10, van Giesson

B. 1.1830B — Ad-IL1ra-Verumgruppe.
Originalvergrof3erung ” 20, van Giesson

C. 1.1830B — Ad-IL1ra-Verumgruppe.
OriginalvergroBerung ~ 40, HE

Abbildung 8: Gefillsegment L1830B, Ad-IL1ra-Verumgruppe. Nach 14 Tagen ist deutlich die Proliferation
der Intima zu erkennen. Die Adventitia ist teilweise fibrosiert (B.). Die Mediazellaktivitit fallt gemidBigt aus. Das

gezeigte Segment entspricht in seinen Werten anndhernd den Durchschnittswerten.
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A. GefiBsgement 1.2608B - GFP-Kontrollgruppe
OriginalvergroB3erung 10, van Giesson

B. GefiBsgement 1.2608B - GFP-Kontrollgruppe
Originalvergrof3erung ” 20, van Giesson

C. GefiBsgement 1.2608B - GFP-Kontrollgruppe
OriginalvergroBerung ~ 20, HE

Abbildung 9: Gefilsegment L2608B, GFP-Kontrollgruppe. In diesem Segment aus der GFP-
Kontrollgruppe zeigt sich die ausgeprigte Proliferation der Neointima deutlich. Die Adventitia scheint fibrosiert.

Perivaskuldr finden sich relativ wenige Entziindungszellen. Das Gefidl entspricht in etwa dem

Duchschnittsbefund.
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B. Intravenose Gabe von rekombinantem IL-1ra

Name Substrat Lumens NI, Mediag Lumens NIx Mediay Totala Lumen,
L2616B 3xl0ughnIL-1ra (140 0,397 0,156 0,059 0,124 0,272 0,141 0,537 0,199
1.2614B  3x15ug rhn 11-1ra (14d) 0,579 0,127 0,086 0,263 0,280 0,247 0,790 0,289
L.2615B  3x15ug rhn I1-1ra (14d) 0,547 0,095 0,061 0,235 0,193 0,153 0,581 0,274

Durchschnitt 0,563 0,111 0,074 0,249 0,237 0,200 0,686 0,282
1.2466B NaCl (14d) 0,638 0,092 0,066 0,320 0,211 0,183 0,714 0,319
1.2497A NaCl (14d) 0,633 0,079 0,064 0,315 0,178 0,170 0,663 0,317
1.2498B NaCl (14d) 0,567 0,105 0,070 0,252 0,220 0,187 0,659 0,283
1.2499B NaCl (14d) 0,582 0,112 0,063 0,266 0,244 0,171 0,581 0,291
1.2501B NaCl (14d) 0,705 0,079 0,068 0,390 0,193 0,199 0,786 0,352

Durchschnitt 0,625 0,093 0,066 0,309 0,209 0,182 0,681 0,312
Bezeichnungen: Lumeng, Durchmesser des Lumens [mm]; NIg4, Neointimadurchmesser [mm]; Mediag, Mediadurchmesser
[mm]; Lumeny, Fliche des Lumens im Querschnitt [mm?|; NI, Fliche der Neointima i.QQ. [mm?]; Mediaa, Fliche der
Media i.Q. [mm?]; Totaly, Gesamtfliche (Fliche innerhalb der duleren Mediagrenze) [mm?); Lumen,, Radius des Lumens
[mm].

Tabelle 7: Gefilwandparameter der rhn-IL1ra-Gruppe. Die Tiere bekamen 30 min vor Fogarty-Lision
sowie 24 und 48 Stunden danach 10 pg bzw. 15 pg rhn-IL1ra iv. verabreicht. Die Opferung erfolgte nach 14
Tagen (14d). Im Vergleich mit den Kontrolltieren ist der Lumendurchmesser der rhn-IL1ra-Gruppe um 9,92%

kleiner und die Neointima 19,35% breiter. Auffillig ist die starke Stenose des Tieres mit weniger rhn-IL1ra.

Drei Tieren wurde sowohl 30 min vor Setzen der Fogarty-Lision als auch 24, 48 und 72
Stunden danach rekombinantes IL-1ra (thn-IL.1ra) i.v. verabreicht (jeweils 0,03 mg/kg KG,
n=2 und 0,02 mg/kg KG, n=1). Nach vierzehn Tagen wurden die Gefille pripariert und

anschlieBend gemessen.

Im Vergleich mit der NaCl-Kontrollgruppe weisen die thn-1L.1ra-Tiere der Dosis 3 = 15 pg
thn-IL1ra ein um 9,92% engeres Lumen auf. Die Intima ist im Durchschnitt um 19,35%

verbreitert gegentiber der NaCl-Kontrolle.
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Histologisch fillt bei allen Tieren eine mifBige Mediazellaktivierung und ein maliges

perivaskuldres Infiltrat auf. Das Tier mit der 10 pg - Dosis war perivaskulir nicht beurteilbar,

da kein umgebendes Gewebe im Schnitt zu sehen war.

Nummer Neointimales | Perivaskulires Metd.iazell— iebrasiar
Infiltrat Infiltrat aktivierung
Rhn-1L1ra, 10 pg
1.2616B - nv. o) -
Rhn-1L1ra, 15 pg
1.2614B - ) o +
1.2615B - o) o) -

- nicht vorhanden

n.v. nicht verwertbar

Tabelle 8: Histopathologische Beurteilung, rhn-IL1ra-Gruppe. In keinem der Schnitte konnte neointimales

Infiltrat gesehen werden. Sowohl die perivaskulire Infiltration als auch die Mediazellaktivierung fielen maBig aus.

Im Schnitt 1.2616B war kein perivaskulires Gewebe zu schen.
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A. Gefilisegment 1.2614B — rhn-1L1ra-Gruppe.
OriginalvergréBerung ~ 10, van Giesson

B. Gefilisegment 1.2614B — rhn-1L1ra-Gruppe.
OriginalvergréBerung ~ 20, van Giesson

C. Gefilisegment 1.2614B — rhn-1L1ra-Gruppe.
OriginalvergréBerung ~ 40, HE

Abbildung 10: Gefiflsegment L.2614B, rhn-IL1ra-Gruppe. Auch hier zeigt sich eine Neointima. Perivaskulir

scheinen sich einige Entziindungszellen zu befinden. In Bild B. sicht man dieVerletzung der Media.
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V. Diskussion

A. Hemmt die lokale Uberexpression von IL-1ra in der GefiBwand die

Induktion neointimaler Proliferation nach Angioplastie?

Um die Effektivitit von Gentransfer in verletzte Arteriensegmente und die Auswirkungen auf
die neointimale Proliferation zu bewerten, wurde das Karotis-Verletzungsmodell der Ratte
verwendet™ * “. In diesem Modell wird die Endothelschicht der linken Arterie carotis
communis mit einem Ballon-Katheter entfernt und die Lamina elastica interna verletzt,
dhnlich der Gefil3verletzung bei einer Stentimplantation. Die Lision aktiviert glatte
Muskelzellen, die nach zwei bis drei Tagen mit Migration und Proliferation reagieren und
beginnen, eine Neointima auszubilden™ ' Das neointimale Wachstum endet in der Regel

zwolf bis vierzehn Tage nach Verletzung™”'.

Das durch adenoviralen Gentransfer eingebrachte IL-1ra hat die Proliferation der Intima nicht
verhindern kénnen. Sowohl in der Kontrollgruppe der Ad-GFP-transfizierten Gefil3e als auch
in den durch Ad-Il1ra transfizierten Gefillen ist die Hyperplasie ausgepragter als in der NaCl-
Kontrollgruppe.

Allerdings zeigen die Messergebnisse, dass ein anti-inflammatorischer Effekt von den
transfizierten Gefdl3zellen ausging. Die neointimale Proliferation der Gefillwand reduzierte
sich in den durch Ad-ILlra transfizierten Gefilen um 24,3% gegentiber den GFP-
transduzierenden Adenoviren. Somit konnte II.-1ra die inflammatorische Reaktion

abschwachen.

McCoy et al.” machten diesbeziiglich andere Erfahrungen. Sie instillierten rekombinantes
Adenovirus, das die cDNA fir IL-1ra trug, endotracheal in die Lungen von Miusen. Danach
wurde dreiB3ig Tage lang ihre bronchoalveolire Lavage ausgewertet. Ad-IL1ra konnte die Zahl

der inflammatorischen Zellen in der Lavage dabei nicht unter die durch ein Adenovirus mit
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leerer Genkassette hervorgerufene Zellzahl senken. Ad-IL1ra konnte dabei dreifig Tage lang

in der bronchoalveoliren Lavage nachgewiesen werden.

Die Beurteilung der Histopathologie gibt jedoch keinen Hinweis auf diese These. In beiden
Gruppen, Ad-IL1ra-Verumgruppe und GFP-Kontrollgruppe, war perivaskulires und
neointimales Infiltrat zu sehen. Auch die mediale Zellaktivierung gibt keinen Aufschluf3
dartiber, denn in allen Gruppen - bis auf die Kontrollgruppe mit unbehandelten Gefillen -
war die Mediazellaktivierung zu sehnen. Aufgrund der geringen Testzahl in der GFP-
Kontrollgruppe von vier Tieren ist keine genaue Aussage dariiber zu machen, ob sich in der

GFP-Gruppe mehr Infiltrat bildete als in der Ad-IL1ra-Gruppe.

Einige andere Gruppen erreichten bereits in 7z vivo - Tiermodellen die Reduzierung der

Neointima mittels adenoviralem Gentransfer. Die eingesetzten Transgene kodierten

49, 71, 79
>

86, 90

Zellzyklusinhibitoren Suizidfaktoren und Antagonisten von Migrations- und

23,27,53
Wachstumsfaktoren™ " >".

Es stellt sich die Frage, warum es nicht zu einem deutlicheren anti-proliferativen Effekt

gekommen ist. Dazu kommen mehrere Méglichkeiten in Betracht.

B. Fihrt das Adenovirus selbst zu einer Entziindungsreaktion?

Es ist bereits linger bekannt, dass rekombinantes Adenovirus iz vitro zelltoxisch ist*™ """, Auch
in vivo wurde ein schidigender EinfluB des Adenovirus auf die Zellen der Zellwand

nachgewiesen.

Newman et al. wiesen eine Entziindung der Zellwand und die Aktivierung ihrer Zellen nach
adenoviraler Transduktion mittels immunhistochemischer Firbungen auf ICAM-1, VCAM-1,
MHC-II Antigen, Makrophagen und T-Zellen nach®. ICAM-1, VCAM-1, MHC-II Antigen
sind Marker der Zellaktivierung™ ', Die verwendeten Adenoviren waren AdV-LacZ und ein

Adenovirus mit leerer Genkassette. Am zehnten Tag nach Transfektion waren bei beiden
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Gruppen die Firbungen mit ICAM-1, VCAM-1 und T-Zellen stark positiv, sowohl in der
Media als auch in der Neointima. Auch nach dreilig Tagen waren die Farbungen auf ICAM-1,
VCAM-1 und T-Zellen noch stark positiv, in der Media ausgeprigter als in der Neointima *.

Auflerdem berichteten Newman et al. von einer sich deutlich ausbildenden Neointima. Diese
Erfahrung machten auch wir, denn das Adenovirus Ad-GFP Ioste in der Gefillwand im
Vergleich zu den mit isotonischer Losung (NaCl 0,09%) instillierten GefidB3abschnitten eine

starke Reaktion und Proliferation aus. Morrisson et al.”® dagegen berichteten nach adenoviraler

Transfektion von einem 5/b-Galaktase-Konstrukt in einer Konzentration von 2° 10° PFU/ml
in die Lungenalveolen von Schweinen von keiner sichtbaren Immunantwort. Sie beobachteten
innerhalb von zehn Tagen weder einen Anstieg der inflammatorischen Zytokine, der Akute-

Phase-Proteine oder eine Infiltration inflammatorischer Zellen in die Alveolarwand.

Bei hoher Dosierung (¢ 2~ 10" PFU/ml) des Adenovirus wurde von Schulick et al. bei der
Ratte eine komplette Denudation des Gefilles beobachtet, wohingegen eine niedrigere Dosis
(E 10" PFU/ml) keine Lision des Gefiles verursachte’. Bei einer Dosierung von
10" PFU/ml wurde auBerdem ein mediales Infiltrat sowie der Verlust glatter Muskelzellen
beobachtet”™ . Nach Gentransfer eines Adenovirus mit leerer Genkassette im
Kaninchenmodell wurden ein inflammatorisches Infiltrat in der Media, eine inadidquate
Reaktion auf kontraktile Agonisten sowie der komplette Verlust endothelabhingiger
Vasodilatation gesehen®. Channon et al. zeigten, dass innerhalb einer Stunde im
Kaninchenmodell nach Infundierung eines infektiosen Titers von 3 4 ° 10 PFU/ml
endotheliale ~ Aktivierung gesehen werden kann®. Der Nachweis erfolgte iiber
immunhistochemische Firbungen gegen ICAM-1 und VCAM-1. Ein inflammatorisches
Infiltrat war nach sechs Stunden zu beobachten. Ex o inkubierte Arterien zeigten kein

inflammatorisches Infiltrat.

In zu hohen Dosen verursacht das Adenovirus also eine Zellschidigung, wodurch zum einen
die durch das therapeutische Instrument hervorgerufene Entztindungsreaktion verstirkt wird
und zum anderen eine geringere Exprimierungsrate des Genprodukts durch die geschidigte
Zelle erreicht wird. Um eine maximal erfolgreiche Transfektion ohne Zellschidigung zu

erreichen, stellten Channon et al. ein Fenster zwischen 1 - 4~ 10° PFU/ml fest. Die von uns
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eingesetzte Viruskonzentration lag bei 10" bis 10" PFU/ml. Unter Umstinden war die Virus-

Konzentration in unserem Versuch zu hoch und verursachte die geschilderten Zellschiden.

Wir konnten in unseren Schnitten perivaskulires leukozytires und makrophagenhaltiges
Infiltrat sowohl in der Ad-IL1ra-Verumgruppe als auch in der GFP-Kontrollgruppe sehen. In
der GFP-Kontrollgruppe, die allerdings nur aus vier Tieren bestand, war in einem Fall

deutliches Infiltrat, in den anderen drei Fillen maf3iges bis geringes Infiltrat sichtbar.

Die Gefille der Ad-IL1ra-Verumgruppe waren unterschiedlich stark von einer Infiltration der
Neointima durch Entziindungszellen betroffen. In vier Fillen fiel sie deutlich, in weiteren fiinf
Fillen miBig aus, die tbrigen Gefil3e waren frei. Perivaskuldr sah man in neun Fillen deutlich
ausgepragtes, in sieben Faillen mafBig ausgepragtes und in einem Fall geringes Infiltrat. Die

Mediazellaktivierung fiel in fast allen Gefil3en mafig aus.

Die von uns beobachtete Infiltration von Entziindungszellen deckt sich mit der Erfahrung
anderer Gruppen. Zusitzlich beobachteten wir eine Verbreiterung der Media aller Gruppen
gegentiber der Media in den unverletzten Gefillen der Kontrollgruppe-rechts. Hier scheint

allerdings kein Zusammenhang zu der viralen Infektion gegeben.

C. Ist die lokal erreichte IL-1ra-Konzentration ausreichend?

Die lokale IL-1ra Konzentration an der Stelle der GefiBlwandldsion blieb moglicherweise

unter der wirksamen Konzentration des 100- bis 1000-fachen der Interleukin-1b

: 6, 34,108
Konzentration™™™ .

In vitro konnte unsere Arbeitsgruppe in glatten Muskelzellen des Schweins (pSMC) die
Transfektion des Ad-GFP-IL1ra-Virus, einem bizistronischen Vektor mit IL-1ra, zeigen.
Dabei wurden in ELISA-Messungen I1.-1ra-Werte von 3722 pg/ml gegentiber 34 pg/ml in
nicht-transfizierte Zellen erreicht (p = 0,009); (nicht veroffentlichte Daten). Die

fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen zeigten eine Transfektionsrate von etwa 80%.
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Gegentiber nicht transfizierten Kontrollzellen wurde die Expression von IL-1ra in pSMC-

Zellen nach 24 Stunden um den Faktor 109 gesteigert.

Von erfolgreicher Transduktion der Zellen der Gefilwand mit Adenoviren wurde bereits
berichtet. In einem primir endothelialen adenoviralen Gentransfer (Ad-LacZ) in gering
verletzte Femoralarterien im Kaninchenmodell wurde am dritten Tag eine Infektionsrate von
36 = 6% festgestellt. Von den transduzierten Zellen waren 75 + 29% Endothelzellen und 25 +
28% glatte Muskelzellen'”. Nach zehn Tagen war die Rate der transfizierten Endothel-Zellen
gegen Null zurtiickgegangen, die Rate der transfizierten VSMC blieb jedoch lingere Zeit relativ
konstant. Erst nach dreiflig Tagen konnten nur noch vereinzelt transduzierte VSCM und keine
transduzierten Endothelzellen gefunden werden. Dies entspricht den Ergebnissen anderer

Arbeiten, die ebenfalls nach vier Wochen keine Genexpressionen mehr feststellen konnten" >

66,104

Auch andere Gruppen zeigten die mégliche Transduktion glatter Muskelzellen™ > . Guzman
et al. (93) zeigten in vitro eine Infektionsrate glatter Muskelzellen mit 2,5~ 10" PFU/ml (Ad-b-
gal) von 25% bei funf Minuten Inkubationszeit und bis zu 70% bei einer Inkubationszeit von

einer Stunde. Die Messung erfolgte nach 24 Stunden.

In vivo allerdings scheint die mogliche Transduktion glatter Muskelzellen, abhingig vom
Zeitpunkt der Instillation nach Gefilllision, begrenzt. Im Ratten-Karotis-Modell zeigten
Guzman et al., dass bei Instillation des Adenovirus (0,5 — 1,0 © 10’ PFU/ml) direkt nach
Fogarty-Lision nach drei Tagen nur 5% transduzierte Zellen nachweisbar sind. Mikroskopisch
war zu diesem Zeitpunkt kein Endothellayer sichtbar. Es wurden fiinf Segmente ausgewertet.
Ahnliche Ergebnisse wurden bei Instillation drei Tage nach Lision erreicht. Erst bei
Instillation sieben Tage nach Lision wurde eine deutlich gesteigerte Transduktion sichtbar. Zu
diesem Zeitpunkt war fast die gesamte Oberfliche des Gefilles mit Neointima bedeckt. Die
Anzahl der transduzierten Zellen variierte drei Tage nach Instillation zwischen 10% und 75%

bei drei ausgewerteten Segmenten.

Dies lasst darauf schlieBen, dass vor allem proliferierende Zellen durch das Virus transfiziert

werden. In unserem Fall erfolgte die Instillation direkt nach De-Endothelialisierung durch den
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Fogarty-Katheter. Zu diesem Zeitpunkt liegen noch keine proliferierenden Zellen vor.
Moglicherweise wurde in unserem Versuch dadurch eine unzureichende Anzahl transduzierter

Zellen erreicht.

Bisher wurde IL-1ra nur in Systemen des Korpers eingesetzt, in denen ein relativ trager
Stoffwechsel herrscht. Antiinflammatorische Wirkung hatte rekombinantes oder adenoviral

vermitteltes IL-1ra bis jetzt in Gelenkspalten(” 45,72, 94

oder, endotracheal eingebracht, innerhalb
der Alveolen der Lunge78. In diesen Systemen kann die Konzentration an IL-1ra wesentlich

linger konstant gehalten werden als in einem Blutgefal3.

Eine andere Moglichkeit ist, dass IL-1ra zu spit synthetisiert wurde. Es wurde gezeigt, dass
Interleukin-1b, das innerhalb zwei bis sechs Stunden nach Lision des GefiBes auftritt> "' ',
die Interleukin-1 Rezeptoren hochregulieren kann'". Die IL-1ta Produktion der
transduzierten Zellen erreicht dagegen ihr Maximum erst nach etwa zwei Tageg. Inzwischen
wird jedoch aufgrund der hochregulierten Interleukin-1-Rezeptoren, die 100- bis 1000-fach
affiner sind fiir Interleukin-1b als 1L.-1ra*> ", deutlich mehr IL.-1ra benétigt, um Interleukin-1b
zu antagonisieren. Zwar reagieren die glatten Muskelzellen der Media erst nach etwa drei bis
vier Tagen mit Migration und Proliferation'”’, aber unter Umstinden ist der Stimulus, der
diese Reaktion in Gang setzt, das anfangs wirkende Interleukin-1. Wiirde man autologe Zellen
ex vivo transfizieren und nach 48 Stunden direkt nach Lision in das Gefil3 geben, konnte so
dieses Problem moglicherweise umgangen werden. In einem dhnlichen Versuch konnten

Ueno et al.'” die erfolgreiche Exprimierung und Wirkung des Basic Fibroblast Growth Factor

zeigen.

D. Wird die neointimale Proliferation durch die intravendse Applikation

von rekombinantem sIL-1ra nach Angioplastie gehemmt?

Humanes rekombinantes IL-1ra wurde bereits iz vivo auf eine antiinflammatorische Wirkung
17 112, 11 . . . . . . . .
untersucht'” * "> ' Tn Kérperhohlen, in denen keine Zirkulation herrscht, wie in der

Gelenkhohle oder in Alveolen, wurde ein antiinflammatorischer Effekt festgestellt. Beasley et
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al. zeigten. dass 7 vitro 11.-1ra antiproliferativ auf glatte Muskelzellen wirken kann''.Beim

1516 Alexander

Menschen wurde rekombinantes IL-1ra erfolgreich im Gelenkspalt eingesetzt
et al. konnten die systemische Wirkung von rhn-IL1ra in Miusen zeigen'. Dabei wurden 5 *
25 mg/kg rhn-IL1ra im Zeitraum von vier Stunden intravends verabreicht, um die Wirkung
von 40 mg/kg LPS zu antagonisieren. Es stellte sich ein antiinflammatorischer,

lebensverlingernder Effekt ein. Ohlsson et al. zeigten im Kaninchenmodell, dass IL-1ra die
Wirkung von I1.-1b antagonisieren kann. Bei einer Gabe von 15 pg/kg IL-1b und 1 mg/kg
rhn-IL1ra konnten signifikante Verinderungen bei Leukozytenzahl und Blutdruck festgestellt

werden, noch deutlichere Ergebnisse wurden bei der Antagonisierung durch 4 mg/kg rhn-

I1.1ra sichtbar™.

In unserem Versuch zeigte jedoch die intravenose Applikation von rekombinantem IL-1ra
keine Witkung. Vermutlich war die applizierte Menge von viermalig 0,02 bzw. 0,03 mg/kg
rhn-IL1ra Gber 72 Stunden verteilt noch zu gering, die durch die mechanische Vetletzung
provozierte, linger anhaltende IL-1b-Freisetzung zu antagonisieren. Es wire zu tbetlegen, ob
eine Bolusgabe einer hoheren Konzentration zu einem lisionsnahen Zeitpunkt (> 1 mg/kg

bis zu zwei Stunden nach Lision™) einen Vorteil bringen wiirde.
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VI. Zusammenfassung

Die Restenose nach koronarer Katheterbehandlung mit Stentimplantation ist eines der groflen
ungel6sten Probleme der interventionellen Kardiologie. Die Restenose wird verursacht durch
eine Neointimahyperplasie in Folge von Entziindungsprozessen ausgelost durch die
Gefillwandverletzung. Im Rahmen dieser Entzindungsprozesse kénnte Interleukin-1 eine
zentrale Rolle spielen. Die vorliegende Doktorarbeit geht der Frage nach, ob im Tiermodell
die Neointimahyperplasie nach Ballonverletzung der GefiBBwand durch lokale Uberexpression

des natiirlichen Interleukin-1-Rezeptor-Antagonisten gehemmt werden kann.

Die Versuche erfolgten am Carotis-Injury-Modell der Ratte. In diesem Modell wird in der
Arteria carotis durch Fogarty-Ballon eine Gefillision gesetzt, die innerhalb von 14 Tagen
die Ausbildung einer Neointimahyperplasie bewirkt. Die lokale Uberexpression von
Interleukin-1-Rezeptor-Antagonist wurde durch adenoviralen Gentransfer in einer
Konzentration von 10" - 10" PFU erreicht. Als Kontrolle diente der adenovirale Gentransfer
mit einem irrelevanten Protein (green fluorescent protein) sowie Instillation von
physiologischer Kochsalzlosung ohne Viruspartikel. Primdrer Endpunkt war die Dicke der
Neointimahyperplasie nach 14 Tagen. Hierzu wurden die Tiere nach 14 Tagen geopfert, die

Arteria carotis entnommen, fixiert und histomorphometrisch ausgewertet.

Die Neointimadicke betrug 0,134 +/- 0,04 mm mit I1.-1-Rezeptor-Antagonist transfizierten
Ratten (n=18), 0,177 +/- 0,07 mm mit green fluorescent protein transfizierten Ratten (n=4)
sowie 0,093 +/- 0,01 mm bei Gefiwandvetletzung ohne Behandlung mit Viruspartikeln
(n=5). Auch wenn keine statistisch signifikanten Unterschiede gefunden wurden, so zeigte
sich doch dem Trend nach, dass Transfektion mit IL.-1- Rezeptor-Antagonist im Vergleich zur
Transfektion mit einem irrelevanten Kontrollprotein 2zu einer etwas geringeren
Neointimahyperplasie fithrt, dass jedoch die Neointimahyperplasie unter Kontroll-
bedingungen ohne Virusbehandlung nicht unterschritten wird. Dies deutet darauf hin, dass die
Transfektion mit Adenoviren einen proinflammatorischen Effekt hat, der durch die

Uberexpression von IL-1-Rezeptor-Antagonist nur unzureichend gehemmt wird.
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Moglicherweise sind die lokal erzielten Konzentrationen mit IL-1-Rezeptor-Antagonist zu

gering.

Die Befunde sind mit der Hypothese vereinbar, dass Interleukin-1 eine Rolle in der
Entwicklung der Neointimahyperplasie spielt; sie lassen jedoch nicht erwarten, dass der

adenovirale Gentransfer ein Ansatz zur Privention der Neointimahyperplasie sein kénnte.
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VII. Abbildungs- und Tabellenverzeichnis

Abbildung 1: Illustration des Gefi3aufbaus Seite 9

Abbildung 2: Gefiflsegment R2501B, Kontrollgruppe mit unbehandelten Gefilen: In der Kontrollgruppe mit
unbehandelten Gefillen wurde die rechte Arteria carotis communis entnommen, ohne dass zuvor das Gefil3
verletzt wurde. Das dargestellte Segment entspricht in seinen Werten den Durchschnittswerten. Man sicht

deutlich, dass die Intima einlagig der Media aufliegt. Es ist keine Aktivierung der Mediazellen zu erkennen.Seite 21

Abbildung 3: Gefi3segment 1.2499B, NaCl-Kontrollgruppe: Das Gefilisegment 1.2499B entspricht annihernd

den Durchschnittswerten der NaCl-Kontrollgruppe. Man sicht die deutliche neointimale Proliferation. In der

40x VergroBerung ist die miBige Aktivierung der Media zu erkennen. Seite 22

Abbildung 4: Kruskall-Wallis-Test: GFP-Kontrollgruppe, NaCl-Konrollgruppe und Ad-IL1ra-Verumgruppe,

Neointimadurchmesser. Dargestellt sind Mittelwert und Standartabweichung. Seite 26

Abbildung 5: Vergleich Media-Durchmesser (mm) Ad-IL1ra-Verumgruppe, NaCl-Kontrollgruppe, GFP-
Kontrollgruppe: Die Mittelwerte der Gruppen sind annihernd gleich, wie in der Boxplot-Darstellung deutlich

wird. In der Ad-IL1ra-Verumgruppe mit der gréiten Fallzahl (n=18) ist die Streubreite am gréften. ......... Seite 27

Abbildung 6: Vergleich Lumen-Durchmesser (mm) Ad-IL1ra-Verumgruppe, NaCl-Kontrollgruppe, GFP-
Kontrollgruppe und Kontrollgruppe mit unbehandelten Gefallen: Auffillig ist das deutlich vergoéBerte
Lumen der Ad-IL1ra-Gruppe gegentiber der GFP-Kontrollgruppe. Die gré3ten luminalen Durchmesser finden

sich allerdings in der Kontrollgruppe mit unbehandelten Gefien. Seite 27

Abbildung 7: Vergleich Neointima-Durchmesser (mm) Ad-IL1ra-Verumgruppe, NaCl-Kontrollgruppe und
GFP-Kontrollgruppe: Die deutlichste Ausbildung einer Neointima konnte in der GFP-Kontrollgruppe
gemessen werden (n=4). Die Neointima der mir Ad-IL1ra (n=18) instillierten GefiB3e ist allerdings ausgeprigter
als die der mit physiologischer Kochsalzlosung behandelten Kontrollgruppe (n=5). Die Streubreite der
Ergebnisse ist dabei in der Ad-IL1ra-Gruppe ebenso wie in der GFP-Kontrollgruppe relativ grof. ............. Seite 28

Abbildung 8: Gefilisegment L.1830B, Ad-IL1ra-Verumgruppe: Nach 14 Tagen ist deutlich die Proliferation der

Intima zu erkennen. Die Adventitia ist teilweise fibrosiert (B.). Die Mediazellaktivitit fillt gemiBigt aus. Das

gezeigte Segment entspricht in seinen Werten annihernd den Durchschnittswerten. Seite 29

Abbildung 9: Gefilsegment L.2608B, GFP-Kontrollgruppe: In diesem Segment aus der GFP-Kontrollgruppe
zeigt sich die ausgeprigte Proliferation der Neointima deutlich. Die Adventitia scheint fibrosiert. Perivaskulir

finden sich relativ wenige Entztindungszellen. Das Gefdl3 entspricht in etwa dem Duchschnittsbefund. ....Seite 30
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Abbildung 10: Gefiflsegment L2614B, rhn-IL1ra-Gruppe: Auch hier zeigt sich eine Neointima. Perivaskulir

scheinen sich einige Entziindungszellen zu befinden. In Bild B. sicht man dieVertletzung der Media. .......... Seite 33

Tabelle 1: OP-Daten/Entnahmedaten. In finf Fillen wurde statt des B-Segments das distale A-Segment

ausgewertet. Seite 16

Tabelle 2: Gefilparameter der Kontrollgruppe mit unbehandelten Gefillen sowie der NaCl-
Kontrollgruppe. In keinem der Gefille der Kontrollgruppe mit unbehandelten Gefillen war eine neointimale
Proliferation zu erkennen. In der Kontrollgruppe mit unbehandelten Gefidlen waren 17 Tiere auswertbar, in der

NaCl-Kontrollgruppe waren es finf Tiere. Seite 18

Tabelle 3: Histopathologische Beurteilung, Kontrollgruppe mit unbehandelten Gefilen und NaCl-
Kontrollgruppe. In der NaCl-Kontrollgruppe war in einer der Gruppen ein entziindliches Infiltrat der
Neointima zu sehen. Perivaskular dagegen war jedes Gefil3 in unterschiedlicher Ausprigung betroffen. Eine
miBige bis starke Mediazellaktivierung war ebenfalls in jedem der Gefi3e zu sehen. Die Media war nur im Gefi3
1.2496B rupturiert. In der Kontrollgruppe mit unbehandelten Gefilen dagegen war in keinem der Gefi3e ein

Infiltrat, Mediazellaktivierung oder Mediaruptur zu sechen gewesen. Nur in einem Gefill konnte ein geringes

perivaskulires Infiltrat gesehen werden. Seite 20

Tabelle 4: Gefi3parameter der GFP-Kontrollgruppe, NaCl-Kontrolle und Ad-IL1ra-Verumgruppe......Seite 23

Tabelle 5: Histopathologische Beurteilung, Ad-IL1ra-Verumgruppe. Die Ausbildung einer Neointima fiel in
der Ad-IL1ra-Gruppe unterschiedlich aus. In einigen Fillen war kein, in anderen Fillen geringes bis umfassendes
neointimales Infiltrat zu sehen. Die perivaskulder Infiltration fiel ingesamt maBig bis deutlich aus. 1.1839B konnte

perivaskuldr nicht ausgewertet werden, da das perivaskulire Gewebe fehlte. Eine Mediazellaktivierung fand in

fast allen Zellen gemiBigt statt. Seite 24

Tabelle 6: Histopathologische Beurteilung, GFP-Kontrollgruppe. Seite 25

Tabelle 7: Gefilwandparameter der rhn-IL1ra-Gruppe. Die Tiere bekamen 30 min vor Fogarty-Lision sowie 24
und 48 Stunden danach 10 ug bzw. 15 pg rhn-IL1ra i.v. verabreicht. Die Opferung erfolgte nach 14 Tagen (14d).
Im Vergleich mit den Kontrolltieren ist der Lumendurchmesser der rhn-IL1ra-Gruppe um 9,92% kleiner und

die Neointima 19,35% breiter. Auffillig ist die starke Stenose des Tieres mit weniger thn-IL1ra. .................. Seite 31

Tabelle 8: Histopathologische Beurteilung, rhn-ILIra-Gruppe. In keinem der Schnitte konnte neointimales
Infiltrat gesechen werden. Sowohl die perivaskulire Infiltration als auch die Mediazellaktivierung fielen miBig aus.

Im Schnitt .2616B war kein perivaskulires Gewebe zu sehen. Seite 32
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