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Die erfolgreiche Ubertragung rekom-
binanter Gene in Synovialzellen hat be-
reits zu ersten klinischen Studien bei Pa-
tienten mit rheumatoider Arthritis ge-
fithrt [8]. Die Idee, einen fokalen Gelenk-
knorpeldefekt durch Gentherapie zu be-
handeln, muss sich jedoch noch bewei-
sen. Obwohl das Konzept einer genbasier-
ten Therapie von Gelenkknorpeldefekten
elegant erscheint, zeigt die gegenwirtige
Forschung, dass die erfolgreiche Durch-
fihrung von Techniken des Gentransfers
in vivo und ex vivo bei Knorpeldefekten
nur durch eine Anpassung an die intra-
artikuldre Situation moglich ist. Insbeson-
dere ist die Kenntnis der zugrunde liegen-
den Mechanismen der Gelenkknorpelre-
paratur und der daraus resultierenden
klinischen Konsequenzen erforderlich.

Biologie der
Gelenkknorpelreparatur

Der Gelenkknorpel gewéhrleistet ein rei-
bungsloses Gleiten der artikulierenden
Oberflichen. Seine strukturelle Unver-
sehrtheit ist eine wesentliche Vorausset-
zung zur Herstellung optimaler biome-
chanischer Verhiltnisse fiir die alltag-
lichen Beanspruchungen der Gelenke.
Diese strukturelle Unversehrtheit des
Knorpels kann als Folge eines direkten
Traumas gestort werden. Osteochond-
rale Defekte, die in den subchondralen
Knochen reichen, werden spontan mit
einem Blutgerinnsel gefiillt, welches plu-
ripotente Vorlduferzellen enthalt. Wegen
der fehlenden Blutgefif3versorgung ist der
Zugang zu Vorlduferzellen im Bereich ei-
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ner chondralen Verletzung jedoch sehr
begrenzt. Bei der Gelenkknorpelrepara-
tur entsteht ein Gewebe, das strukturelle
Ahnlichkeiten mit hyalinem Gelenkknor-
pel hat. Demgegeniiber wird Gelenkknor-
pelregeneration als die Wiederherstellung
des Knorpels im Bereich des Defekts de-
finiert, welcher dann nicht mehr vom be-
nachbarten, unbeschédigten Gelenkknor-
pel zu unterscheiden ist. Knorpelregenera-
tion tritt jedoch bei Erwachsenen fiir bei-
de Arten von Defekten nicht spontan auf.
Auflerdem konnten weder mit konserva-
tiven noch mit operativen Behandlungs-
verfahren komplette und lang andauernde
Knorpelregenerationen erreicht werden.

Orthopédische Chirurgen und Unfall-
chirurgen verwenden verschiedene Tech-
niken, um Knorpeldefekte zu behandeln.
Diese reichen von der konservativen Be-
handlung mit einer kontinuierlichen pas-
siven Bewegung des Gelenks [27] bis hin
zu verschiedenen chirurgischen Eingrif-
fen wie markraumer6ffnende Verfah-
ren (Pridie-Bohrung, Mikrofrakturie-
rung), autologe osteochondrale Trans-
plantate oder die Transplantation von
Chondrozyten. Jedoch fiithren auch der-
art elaborierte Verfahren nicht vorhersag-
bar zu einem Reparaturgewebe, das in sei-
ner Struktur identisch mit dem normalen
Knorpel ist und den physiologischen me-
chanischen Belastungen standhalt [5]. Die
Regeneration des hyalinen Gelenkknor-
pels bleibt daher weiterhin eine der grofi-
ten Herausforderungen fiir Gelenkchir-
urgen [s, 11, 28].

Trauma und Berufskrankheit - Supplement 12009 ‘ 55

Wachstumsfaktoren als
therapeutische Kandidaten

Da die Knorpelreparatur Ahnlichkeiten

mit der embryonalen Chondrogenese

hat, werden Strategien zur Steigerung der

Chondrogeneseaktivitit angestrebt. Wich-

tige Eigenschaften sind:

== die Zellularitit des Reparaturgewebes,

== die Differenzierung der mesenchyma-
len Zellen in Chondrozyten sowie

== die Produktion und Aufrechterhal-
tung der Knorpelmatrix, die reich an
Typ-II-Kollagen und Proteoglykanen
ist.

Idealerweise sollten die therapeutischen
Ansitze imstande sein, die Chondroge-
nese zu induzieren und die Zellprolifera-
tion mit Reifung und Matrixsynthese an-
zuregen. Wachstumsfaktoren wurden be-
reits vor einiger Zeit als wichtige Anwir-
ter zur Unterstiitzung dieser Mechanis-
men erkannt [32]. Sie agieren tiber ihre
spezifischen membrangebundenen Re-
zeptoren und wirken aufeinander ein, um
ihre jeweiligen Titigkeiten zu modulieren.
Da es sich bei ihnen meist um Polypepti-
de handelt, vermindert ihre kurze phar-
makologische Halbwertszeit ihre thera-
peutische Wirksambkeit [26]. So hat FGF-
2 (,fibroblast growth factor-2° Fibroblas-
tenwachstumsfaktor 2) eine Plasmahalb-
wertszeit von weniger als 1 h und ist be-
reits einige Minuten nach seiner intraar-
tikuldren Injektion abgebaut [30]. Wachs-

Unterstiitzt durch die Deutsche Forschungsge-
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tumsfaktoren zur Férderung der Chon-

drogenese sind:

= Mitglieder der TGF-B-Gruppe
(»transforming growth factor ), wie
BMP-2 (,,bone morphogenetic prote-
in 2“) [29] oder BMP-7 [2],

== Mitglieder der Familie des Fibroblas-
tenwachstumsfaktors wie FGF-2 [16]
und

== der Wachstums- und Differenzie-
rungsfaktor 5 (,,growth/differentiati-
on factor 5, GDF-5) [14].

Die Zellproliferation wird u. a.angeregtvon:

== FGF-2 [34] und

== insulinartigem Wachstumsfaktor I
(»insulin-like growth factor I, IGF-I)
[31].

Besonders wirksame Kandidaten zur An-
regung der Matrixsynthese sind

= IGF-I[33],

== BMP-2 und

= BMP-7.

Andere Strategien basieren auf Transkrip-
tionsfaktoren, welche die Expression der

Gene direkt modulieren und in die Chon-
drogenese involviert sind, wie sox9 [4].

Zielzellen fiir den Gentransfer
in Gelenkknorpeldefekten

Erfolgreiche Gentherapiestrategien fiir
Knorpeldefekte hiangen von der Effizi-
enz der Bereitstellung therapeutischer
Faktoren am beschéddigten Knorpel ab.
Im Allgemeinen ist es notwendig, thera-
peutische Dosen iiber einen ausgedehn-
ten Zeitraum zu verabreichen, um andau-
ernde chondrogene Antworten zu erzie-
len.
Zielzellen fiir die Geniibertragung
sind:
== Vorlduferzellen aus dem Knochen-
mark, die entweder spontan oder
nach markraumerdffnenden Verfah-
ren den Defekt fiillen, sowie
== differenzierte Chondrozyten, die in
den Defekt transplantiert werden.

Das grofite Hindernis in der Entwick-
lung von effizienten Gentransferproto-
kollen beziiglich Gelenkknorpelschidi-
gungen sind die bis heute eingeschrinkte
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Abb. 1 «Transfer thera-
peutischer Gene in um-
schriebene Gelenkknor-
peldefekte, a intraartiku-
lare Injektion eines Genve-
hikels (ohne Arthrotomie),
b Arthrotomie und direkte
Verabreichung der Genvek-
toren in den Gelenkknor-
peldefekt, ¢ Arthrotomie
und Transplantation von

ex vivo genetisch modifi-
zierten Zellen in den Defekt

Zuganglichkeit der Defekte und der Man-
gel an Genvehikeln, die zur Transduktion
der Chondrozyten innerhalb ihrer Matrix
fahig sind. Im letzten Jahrzehnt wurden
bedeutende Fortschritte in einigen Berei-
chen erzielt. Die folgenden experimentel-
len Ansétze werden zurzeit eingesetzt, um

Gene in Gelenkknorpeldefekte zu transfe-

rieren (@ Abb. 1):

1. Injektion eines Genvehikels oder ge-
netisch modifizierter Zellen in den
Gelenkspalt ohne Arthrotomie

2. Arthrotomie mit Transplantation von
ex vivo genetisch modifizierten Zel-
len in die fokalen Gelenkknorpelde-
fekte

3. Arthrotomie mit direkter Verabrei-
chung von Genvektoren in den foka-
len Gelenkknorpeldefekt

Injektion ohne Arthrotomie

Die intraartikuldre Injektion von Genvek-
toren ist historisch gesehen die erste an-
gewendete Methode, da sie ein technisch
einfaches Verfahren darstellt. Diese Strate-
gie ist jedoch nicht sehr prizise, denn der
therapeutische Vektor gelangt oft gar nicht
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aufgenommen. Prinzipiell konnen nur
Gene angewendet werden, die bei Uber-
expression keine schéadliche Wirkung in-
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nerhalb des Gelenkspalts entfalten. Daher Zusammenfassung

mag eine intraartikuldre Vektorinjektion Traumatische Defekte des hyalinen Gelenk- rekten Transfer oder durch Zelltransplantati-

eher bei der rheumatoiden Arthritis oder knorpels sind ein ungeldstes Problem der Or- on. Vor allem Polypeptidwachstumsfaktoren

Arthrose indiziert sein. thopadie und Unfallchirurgie. Keine der der- verbessern die strukturelle Qualitat des Re-
zeit angewendeten Behandlungen resultiert paraturgewebes. Erst ein besseres Verstand-

. . . in einer dauerhaften Knorpelregeneration. nis der grundlegenden Aspekte der Knorpel-

Arth.mtomle. mlt Transplantation Obwohl das Konzept einefGen?herapie fiir defektrgparatu?zusammeﬁ mit der Identﬁi-

ex vivo modifizierter Zellen Knorpelschiden zunichst elegant erscheint, zierung von zusatzlichen molekularen Zielen
miissen die verschiedenen Gentransfertech- konnen eine klinische Anwendung der Gen-

Mit der direkte Transplantation genetisch niken an das Problem eines umschriebenen therapie fiir Knorpeldefekte erlauben.

modifizierter Zellen ex vivo in einen loka- Knorpeldefekts angepasst werden. Gegen- . .

lisierten Gelenkknorpeldefekt sollten the- wartige Strfateglen basieren auf der Modulle— Schlysselworter .

) e - rung von Signalwegen der Knorpelheilung. Hyaliner Gelenkknorpel - Traumatischer
rapeutische Gene priziser an den Ort ei- Sie beinhalten die Stimulation der Zellproli- Defekt - Dauerhafte Knorpelregeneration -
ner Knorpelverletzung gebracht werden feration und Matrixsynthese {iber einen di- Gentherapie - Signalwege der Knorpelheilung

als mit der intraartikuldren Injektion von
Genvektoren moglich.

Kang et al. [17] transplantierten erst-
mals genetisch modifizierte Zellen in vi-

Molecular therapy of traumatic cartilage defects

Abstract

vo in einen Gelenkknorpeldefekt. In ihrer Traumatic defects of the hyaline articular car- tion. In particular, polypeptide growth fac-
Studie wurden Chondrozyten mit einem tilage are an unsolved problem in orthope- tors improve the structural quality of the re-
retroviralen Vektor transduziert und in dics and trauma surgery. None of the thera- pair tissue. A better understanding of the ba-
Fibringel eingebettet [17]. pies currently used result in long-term carti- sic aspects of cartilage defect repair, together

In anderen Studien wurden nichtvi- lage regeneration. Although the concept of with the identification of additional molecu-

. gene therapy for cartilage damage may ap- lar targets are needed in order for gene thera-
rale [21, 35], adenovirale [3, 15, 25], retro- pear attractive, the various gene transfer py to be applied in a clinical setting.
virale [1, 13, 17, 23, 24] und rekombinan- techniques need to be adapted to the treat-
te adeno-assoziierte virale (rAAV) Vek- ment of cartilage defects. Strategies are cur- Keywords
toren [19] verwendet. Obwohl hauptséch- rently based on the modulation of signaling Hyaline articular cartilage - Traumatic
lich Chondrozyten transplantiert werden pathways in cartilage healing. These include defect - Long-term cartilage regeneration -
[3,12, 15, 17, 21, 24, 35], verwendeten einige stimulating cell proliferation and matrix syn- Gene therapy - Signaling pathways of
P T e E e I 02D thesis via direct transfer or cell transplanta- cartilage healing

Forscher auch autologe Knochenmarkas-
pirate [25] sowie perichondrale, periosta-
le Zellen [10] und Muskelzellen.
Chondrozyten, transfiziert mit einem
IGF-I exprimierenden Plasmidvektor,
wurden in Alginatsphiren verkapselt und
in osteochondrale Knorpeldefekte trans-
plantiert [22]. Bei beiden Gruppen, 3 und
14 Wochen postoperativ, waren die ge-
samte Gelenkknorpelreparatur und die
Bildung des neuen subchondralen Kno-
chens gegeniiber Kontrollen erhoht [22].
Die Effekte einer FGF-2-Uberexpres-
sion wurden in einem &hnlichen Modell
studiert. Bei transfizierten Chondrozyten
in Alginatsphéroiden [18] verbesserte
FGF-2 die Zellmorphologie und die Ar-
chitektur des neuen Gewebes und fiihrte
zu einer erheblichen Zunahme der gesam-
ten Gelenkknorpelreparatur nach 3 und
14 Wochen in vivo. Nach 14 Wochen er-
hielt man einen niedrigen Punktwert fiir
die Bewertung der Oberfliche des neuen
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Gewebes und der Tidemark, was Hinwei-
se auf den beginnenden Abbau des Re-
paraturgewebes in vivo gibt. Chondro-
zyten, die mit rAAV transduziert wurden
und FGF-2 {iberexprimierten, zeigten ei-
ne dhnliche Verbesserung der Knorpelre-
paratur nach 12 Wochen [36].

Positive Effekte durch BMP-2 und
IGF-I wurden erzielt, als perichondrale
Zellen mit adenoviralen Vektoren trans-
duziert und in chondrale Lasionen von
Ratten appliziert wurden [9]. Defekte, die
BMP-2 iiberexprimierende Zellen erhal-
ten hatten, wiesen im Vergleich zu Zellen,
denen IGF-I beigegeben worden war, ei-
ne hohere Zelldichte und einen héheren
Proteoglykangehalt auf. Allerdings wur-
den nach Behandlung mit BMP-2 auch
eine Osteophytenbildung und {ibermafii-
ges Wachstum des neu gebildeten Gelenk-
knorpels beobachtet. IGF-1-Uberexpressi-
on fiithrte zu keiner nachteiligen Folgeer-
scheinung [9].

Der néchste Schritt war, die soeben be-
schriebenen Strategien in einem grof3en
Tiermodell in einem klinisch relevanten
Rahmen zu priifen. Hidaka et al. [12]
setzten erstmals Pferde fiir solche ex vi-
vo Projekte ein. Allogene Chondrozyten,
transduziert mit einem adenoviralen Vek-
tor, der BMP-7 beinhaltet, wurden durch
Arthroskopie in Gelenkknorpeldefekte
implantiert. Biopsien, die nach 4 Wochen
entnommen wurden, zeigten ein verbes-
sertes Erscheinungsbild des Knorpels in
den Defekten, die mit BMP-7 iiberexpri-
mierenden Zellen behandelt worden wa-
ren. Nach 8 Monaten gab es jedoch kei-
ne strukturellen Unterschiede zwischen
den Gruppen. Dies war die erste Studie,
in der eine biomechanische Priifung des
Reparaturgewebes durchgefiithrt wurde,
obwohl keine funktionellen Unterschiede
zwischen den Gruppen ermittelt werden
konnten. Solch eine Funktionsauswertung
ist unerlasslich, da alle Knorpelreparatur-
verfahren an der Verbesserung der me-
chanischen Eigenschaften des Reparatur-
gewebes gemessen werden miissen.

Arthrotomie mit direkter
Verabreichung von Genvektoren

Der direkte Transfer der Kandidatengene
in den Gelenkknorpel blieb lange Zeit ein
Problem, da Gentransfertechniken, die

auf nichtviralen, adenoviralen und retro-
viralen Vektoren basieren, keine Trans-
genexpression im Gelenkknorpel erlau-
ben. Seit kurzer Zeit werden rAAV-Vek-
toren erfolgreich eingesetzt, um Gene
durch direkte Vektorverabreichung in die
Gelenkknorpeldefekte einzubringen [7,
20]. Durch Applikation von rAAV-Vek-
toren mit einer FGF-2-Gensequenz di-
rekt in Gelenkknorpeldefekte zeigte sich
4 Monate spiter die Knorpelreparatur si-
gnifikant verbessert [7].

Zusammenfassung und Ausblick

Die Regeneration des urspriinglichen hy-
alinen Knorpels bleibt die grofite Heraus-
forderung in der Gelenkchirurgie. Um
dieses Ziel durch genbasierte Methoden
zu erreichen, ist es entscheidend, die In-
und Ex-vivo-Verfahren fiir den Gentrans-
fer in Gelenkknorpeldefekte weiter zu ver-
bessern.

Das Hauptproblem zurzeit ist die rela-
tiv kurze Expressionsdauer der Gene. Die
Generierung von neuen Vektorkonstruk-
ten, die zellspezifische oder regulieren-
de Promotoren tragen, kann zur Verbes-
serung dieser Systeme beitragen. Zahl-
reiche Studien belegten, dass die Haupt-
aufgabe der transplantierten genetisch
modifizierten Chondrozyten in der Pro-
duktion des therapeutischen Faktors liegt
und nicht in der Repopulation des Defekts
[12, 18, 22, 24]. Es stellt sich die Frage, wel-
che Menge an therapeutischem Chon-
drozytenprodukt gebildet werden muss,
um den Knorpel optimal zu regenerieren.
Anstatt eine grofSe Menge genetisch mo-
difizierter Zellen in den Defekt einzubrin-
gen, um ihn aufzufiillen, kénnte es ausrei-
chend sein, die Genproduktsynthese auf
einen sehr spezifischen Platz und einen
geeigneten Wirkspiegel zu beschrinken.
Der therapeutische Wirkstoff, der durch
diese Zellen bereitgestellt wird, kann so-
wohl die Freigabe anderer Wachstums-
oder Transkriptionsfaktoren als auch die
Expression ihrer Rezeptoren beeinflussen
und so auf parakrine Weise fungieren, um
die Zellen anzuregen, die spontan den De-
fekt fiillen, und sie in ihrer Chondroge-
nese zu stimulieren. Die Idee einer Trans-
plantation genetisch modifizierten, durch
Tissue Engineering verdnderten Knorpels
ist fiir die Reparatur von chondralen De-
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fekten besonders attraktiv, weil auf diese
Weise ein vorgeformter Gewebeersatz ge-
bildet wird, der einer erh6hten Chondro-
genese unterworfen ist.

Die beachtliche technische Heraus-
forderung bei diesen Ex-vivo-Strategien
ist, die notwendigen Bestandteile (Zellen,
Gene, bioresorbierbare Gertistwerke, bi-
ologische Fixierung) in einen passenden
Komplex zur Anwendung in einem kli-
nischen Rahmen zu vereinen. Ebenso
wichtig ist es, andere therapeutische Kan-
didaten zu priifen, um den Prozess der
Knorpelreparatur weiter verbessern zu
koénnen. Der entscheidende Beweis fiir die
Anwendbarkeit dieser genbasierten Stra-
tegien zur Knorpelreparatur ist jedoch
ihre Uberpriifung in einem Grofitiermo-
dell, um einerseits eine klinisch relevante
Situation zu erzeugen und andererseits di-
ese Studien tiber einen hinreichend lan-
gen Beobachtungszeitraum durchzufiih-
ren [6]. Obwohl viel versprechende expe-
rimentelle Daten vorgelegt wurden, laufen
derzeit keine Studien, in denen die Gen-
therapie fokaler Knorpeldefekte an Pati-
enten angewendet wird.

Es ist eher unwahrscheinlich, dass die
Gentherapie als einzelnes Verfahren die
bestehenden klinischen Methoden fiir die
Wiederherstellung der Gelenkknorpelbe-
schadigung ersetzen wird. Eher kénnten
genbasierte Therapien als Erweiterung fiir
die zurzeit angewendeten Techniken die-
nen, z. B. bei markraumerdffnenden Ver-
fahren, dem Ersatz eines gerissenen vor-
deren Kreuzbandes, und/oder einer Achs-
korrektur, welche die auf das Gelenk wir-
kenden Krifte umverteilt.
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