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UbGTSi Chten Tissue-Engineering am Kniegelenk

Vogt S, Imhoff AB

Tissue-Engineering am Kniegelenk - was ist gesichert?

Tissue-engineering in the knee joint - what is secured?

Abteilung fiir Sportorthopéadie, Klinikum Rechts der Isar, TU Miinchen

Zusammenfassung

Summary

Verletzungen und Erkrankungen des Kniegelenkes kénnen alle Struktu-
ren treffen. So sind chondrale bzw. osteochondrale Léisionen des Knie-
gelenkes typische Verletzungsmuster in der Orthopédie und Trauma-
tologie. Da eine Regeneration des verletzten Gelenkknorpels in der Re-
gel nicht stattfindet, kann die initiale Lasion zur vorzeitigen Arthrose
fiihren. Zusétzlich oder auch isoliert kann es bei diesen Knietraumata zu
Verletzungen von Béndern und Menisken kommen. Diese Verletzungen
konnen tber Instabilititen, eine mangelnde Gelenkkongruenz und da-
mit durch ungiinstige Druckverteilungen im Gelenk einen Knorpelscha-
den verstiarken bzw. auslésen, was wiederum die vorzeitige Arthrose be-
glinstigt.

Eine addquate Therapie dieser Schédden ist daher ein wichtiges Ziel. In
den letzten Jahren wurde aufgrund der zum Teil nicht zufrieden stel-
lenden Ergebnisse konventioneller Therapien nach Alternativen ge-
sucht. Hierbei erscheinen besonders Methoden des Tissue-Engineerings
zukunftstriachtig. Dafiir werden autologe Zellen auBerhalb des Organis-
mus kultiviert und ggf. mit biologischen oder synthetischen Kompo-
nenten wieder replantiert. Ein gutes Beispiel hierfiir ist im Rahmen des
Gelenkknorpelschadens die autologe Chondrozytentransplantation.
Trotzdem muss sich dieses Verfahren mit konventionellen Therapien
messen lassen, wie z.B. mit der Knorpel-Knochentransplantation und
Verfahren zur Rekrutierung mesenchymaler Stammzellen, die zum Teil
gleich gute oder bessere Ergebnisse liefern. Zusétzlich gibt es Versuche,
auch andere defekte Strukturen des Kniegelenkes, wie Bander und
Menisken, mittels Methoden des Tissue-Engineerings zu ersetzen. In die-
sen Forschungsfeldern sind die Erfolge zurzeit aber noch gering.

Schliisselworter: Tissue-Engineering, chondrale/osteochondrale Lision,
Gelenkknorpel, autologe Chondrozytentransplantation, Meniskus,
Gentherapie

Einleitung

Beim Tissue-Engineering werden lebende Zellen eines
Organismus in-vitro kultiviert, ggf. mit extrazelluldren
Komponenten biologischer oder synthetischer Art kombi-
niert und die bioartifiziellen Regenerate oder Konstrukte
wieder replantiert. Diese Beschreibung trifft im Rahmen
von Knieverletzungen und -erkrankungen zur Zeit am be-
sten auf die autologe Chondrozytentransplantation zu,
die bei chondralen Schiden angewendet wird. Jedoch
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Injuries to the knee joint can affect all structures. For example, chon-
dral or osteochondral lesions are typical injuries in orthopaedics. Since
regeneration of damaged articular cartilage does not occur, these lesions
can lead to premature osteoarthritis. Knee ligaments or menisci can be
affected additionally. These injuries can induce knee instabilities and
decrease joint congruence. Both will lead to unfavourable pressure dis-
tributions in the joint with a higher probability for further cartilage
damage and the risk for premature osteoarthritis.

Adequate therapy of these injuries is therefore an important goal. Since
the results of conventional therapies were not satisfactory, new alterna-
tives were sought in the past decade. Methods in the field of tissue
engineering seem to be especially promising. In these, autologous cells
are harvested and proliferated under cell culture conditions. After pro-
liferation, cells are transplanted into the defect with biological or syn-
thetic components/matrices. Autologous chondrocyte transplantation is
one example of tissue engineering in the field of articular cartilage
lesions. However, this procedure has to be compared with conventional
methods like autologous osteochondral transplantation and procedures
for the recruitment of mesenchymal stem cells, which show partially
comparable or better results. In addition, several attempts have been un-
dertaken in tissue engineering of ligaments and menisci. Success in tis-

sue engineering of these structures has, however, been limited until now.

Key words: Tissue engineering, chondral/osteochondral lesion, articu-
lar cartilage, autologous chondrocyte transplantation, meniscus, gene
therapy

macht es durchaus Sinn, auch Verfahren wie die matrix-
gekoppelte Mikrofrakturierung, die Transplantation von
Perichondrium und Periost, die Transplantation von Seh-
nen, Menisken und nicht-zellbesiedelten Biomatrizes und
selbst die autologe/allogene Knorpel/Knochentransplan-
tation in den erweiterten Bereich des Tissue-Engineerings
aufzunehmen, obwohl sie streng genommen nicht dazu-
gehoren. Diese eigentlich zum Tissue-Engineering kon-
kurrierenden Verfahren verfolgen jedoch das gleiche Ziel:
den Ersatz eines defekten Gewebes mit einem moglichst
funktionellen Regenerat bzw. die Restitutio ad integrum.
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So ldsst sich hédufig zum Beispiel in der Nachuntersu-
chung/Biopsie histologisch nicht unterscheiden, ob ein
Defekt mit einer matrixgekoppelten Chondrozytentrans-
plantation oder mit einer matrixgekoppelten Mikrofrak-
turierung versorgt wurde.

Knorpeltherapie

Knorpeltherapie

Chondrale bzw. osteochondrale Lisionen des Knies sind
typische Verletzungsmuster in der Orthopédie und Trau-
matologie (17). Hyaliner Gelenkknorpel enthilt jedoch
weder Blut-/LymphgefidBe noch eine nervale Versorgung.
Die Knorpelzellen werden iiber Diffusion aus der Synovia
und vor allem vor Wachstumsende aus dem subchondra-
len Knochen ernihrt (4, 33, 39, 49). Die extrazelluldre Ma-
trix, die die Knorpelzellen umscheidet, ist dabei eine
natiirliche Grenzschicht. Daher regeneriert besonders
adulter Knorpel meist nur unvollstdndig nach Lésionen.
Diese Regeneration erfolgt durch Bindegewebe- bzw.
Faserknorpelbildung mit vorwiegender Produktion von
Kollagen-Typ-I Fasern. Nur bei sehr kleinen Lasionen der
Matrixkomponenten ohne Schiadigung der Grundstruktur
des Knorpels sind die Chondrozyten in der Lage, liber eine
Neusynthese von Proteoglykanen den Knorpeldefekt aus-
reichend zu regenerieren (14). In der Reparation des
groBeren Knorpeldefektes spielt der subchondrale Kno-
chen eine wichtige Rolle. Diese Reparation kann eingelei-
tet werden durch das Einwandern von mesenchymalen
Stammzellen des Blutes/Knochenmarks in den Defektbe-
reich. Das Regenerationsgewebe ist histologisch im besten
Fall faserknorpelartiges Gewebe, hiufig aber auch nur
Bindegewebe. Diese Gewebearten neigen unter der hohen
Belastung im Gelenk zur schnellen Degeneration auf-
grund mechanischer Minderwertigkeit (37).

Rekrutierung mesenchymaler Stammzellen

Gerade die Reparation iiber einwandernde mesenchymale
Stammzellen des Blutes/Knochenmarks machen sich vie-
le operative Verfahren in der Behandlung des Knorpel-
schadens zu Nutze. Hierzu gehoéren die Pridie-Bohrung
(43), die Abrasionsarthroplastik (20) und die Mikrofrak-
turierung des subchondralen Knochens (48). Die einwan-
dernden Zellen sollen iiber Differenzierung, Proliferation
und Matrixsynthese das Reparationsgewebe bilden. Das
dabei entstehende Gewebe ist binde- oder faserknorpel-
artiges Gewebe, und daher funktionell im Gelenk minder-
wertig. Klinisch kann durch diese Techniken die Funktion
und Schmerzsymptomatik iiber einen limitierten Zeit-
raum verbessert werden, jedoch sind Langzeitergebnisse
in aller Regel erniichternd (44). Diese Verfahren dienen
daher heute hauptsidchlich dem Zeitgewinn vor Implanta-
tion eines prothetischen Ersatzes.

Transplantate vom Periost oder Perichondrium kénnen
ebenfalls als Lieferant von mesenchymalen Stammzellen
benutzt werden (19, 25). Diese mesenchymalen Zellen sind
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auch hier in der Lage, ein minderwertiges Ersatzgewebe zu
induzieren. Klinische Studien lassen den Schluss zu, dass
diese Verfahren fiir eine kurze Zeit die klinische Symptoma-
tik bessern. Die Langzeitergebnisse sind jedoch aufgrund von
frither Degeneration des Reparationsgewebes schlecht (38).

Knorpel-Knochentransplantation

Operative Techniken, die eine Defektdeckung fokaler
chondraler und osteochondraler Lisionen mit autologen
Knorpel-Knochen-Zylindern erreichen (OATS® (28),
MEGA-OATS® (12), Mosaikplastik (23, 24)), werden in
einer Vielzahl angewendet. Im Vergleich zu den, den

subchondralen

1 Knochen pene-
| trierenden Ver-
fahren, zeigen
| diese eine De-
fektdeckung mit
hyalinem Knor-
pel. Die Technik
der  autologen
osteochondralen
Transplantation
wurde erstmals

Iy

Abbildung 1: Autologe Mega-OATS® Transplantation VO Wagner im
des medialen Femurcondylus Jahre 1964 vor-

gestellt (54). Eine
Erweiterung der Indikation auf wesentlich groBere
Defekte konnte durch den Transfer der posterioren
Femurkondyle und vor allem durch die Entwicklung der
Mega-0ATS® Technik erreicht werden (Abb. 1) (1, 12).
Vorteile des Transfers von osteochondralen Autografts ist
die direkte Verfiigbarkeit, fehlendes Risiko der Ubertragung
von Infektionen und die geringen Kosten fiir den einzeitigen
Eingriff. Die Anwendung wird allerdings durch begrenzte
Spenderareale und eine potenzielle Entnahmemorbiditat li-
mitiert. Um die charakteristische Morphologie des hyalinen
Knorpels auf Dauer zu gewidhrleisten ist ein normaler Stoff-
wechsel der Chondrozyten wichtig. Dieser Stoffwechsel ist
aber gerade direkt nach der Implantation gestort. So wurde
in einer Schafstudie gezeigt, dass schon drei Monate nach
Implantation erste degenerative Verdnderungen in der His-
tologie des Knorpels zu erkennen waren. AuBerdem blieb die
Integration in den umgebenden Knorpel aus, wohingegen die
ossédre Einheilung erfolgte (50). In einer kernspintomogra-
phischen Verlaufskontrolle zeigten sich beim Menschen
degenerative Verdnderungen wie eine Schéadigung der Tan-
gential- und Radidrschicht, partielle Nekrosen und kleine
Zysten (31). Jedoch sind diese histologischen und kernspin-
tomographischen Beobachtungen offensichtlich bisher ohne
klinische Relevanz und nicht regelmidBig vorkommend.
Horas et al. konnten gute mittelfristige klinische Resultate
zeigen (26). Auch in kleinen Stanzbiopsien dieser Patienten,
zwei Jahre postoperativ, fanden sich keine grundlegenden
Verdnderungen in der Knorpelstruktur und -dicke.
Die Transplantation von allogenen Knorpel-Knochenzy-
lindern hat sich aufgrund erhéhter immunogener und infek-
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tioser Risiken bei beschleunigter Degeneration des Zylinders
bisher nicht durchgesetzt (3, 40).

Knorpeltherapie / Tissue-Engineering

Autologe Chondrozytentransplantation
Die autologe Chondrozytentransplantation wurde Mitte
des letzten Jahrzehnts in die Therapie des Gelenkknorpel-
schadens eingefiihrt (11). Diese Technik benutzt aus einer
Knorpelbiopsie durch enzymatischen Verdau geldste
Chondrozyten und lésst sie unter Zellkulturbedingungen
proliferieren. Dieses Verfahren benétigt einen intakten
subchondralen Knochen. Sind der subchondrale Knochen
oder noch tiefere Bereiche mitbetroffen, muss zunichst
dieser Defekt, z.B. iiber eine Spongiosaplastik, ersetzt wer-
den. Diese Situation ist aber prognostisch deutlich ungiin-
stiger.

Zurzeit gibt es drei konkurrierende therapeutische An-
sitze mit Uberschneidungen:
1. die Transplantation von ex-vivo kultivierten Chondro-

zyten in Suspension (z.B. ACT/ACI)
2. die matrixgekoppelte autologe Chondrozytentrans-

plantation (z.B. MACT/ MACI)
3. die matrixgekoppelte Mikrofrakturierung

In der Originaltechnik der autologen Chondrozytentrans-
plantation (ACT) von Brittberg et al. (11) werden die Zellen
unter einen Periostlappen in den Defekt injiziert. Hierbei
handelt es sich um die klassische nicht-matrixgekoppelte
Chondrozytentransplantation. Neue Techniken der Zellkulti-
vierung und moderne Materialien erlauben heute die Im-
plantation der
Chondrozyten in
oder auf resor-
bierbaren dreidi-
mensionalen Tra-
germaterialien
(Abb. 2a und b)
(5, 6, 8).

Diese  bilden
die groBe Gruppe
# der matrixgekop-

Abbildung 2a: GroBflichiger Grad IV Knorpelschaden pelten Chondro-
mit intaktem subchondralen Knochen nach Préparation zytentransplanta-

tionen. Die Ver-
wendung solcher
Matrizes ermog-
§ licht die gleich-
i mifBige  Vertei-
lung der Zellen
im Defekt und
vereinfacht  die
operative Hand-
habung. Eine

- & Tl Naht durch intak-
Abbildung 2b: MACI-Implantation auf den Defekt-

bereich. Fixierung mittels transkartilagindrer Faden- ten Knorpel zur
fixierung (5-0 Vicryl)

@

Verankerung ist
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nicht mehr unbedingt notwendig. Die Matrizes 18sen sich
nach einer definierten Zeit auf und lassen Raum fiir die kor-
respondierend verlaufende Synthese von Regenerationsge-
webe. Verschiedene resorbierbare Stoffgruppen sind in un-
terschiedlichen Zubereitungsformen derzeit in der klinischen
Anwendung:

1. Kollagene tierischen Ursprungs (Kollagen I und III) als

Vlies, Gel, Membran
2. Hyaluronan und bestimmte Polymere (z.B. PLA, PGLA)
als Vlies

Die Fixierung erfolgt entsprechend der biomechanischen
Eigenschaften des Implantats und der Grof3e bzw. Lokali-
sation des Defekts. Gele oder bestimmte Membranen kén-
nen in einen Defekt eingelegt werden und dort ohne wei-
tere Fixierung durch Adhisionskrifte fixiert werden. Al-
ternativ bietet sich die flichige oder punktuelle
Anheftung mit Fibrinkleber an oder die Fadenfixierung
am benachbarten Knorpel. Das héchste MaB an initialer
biomechanischer Stabilitdt bei Blutung aus dem Defekt
oder bei einem randstdndigen Defekt mit groBen Scher-
belastungen wird durch eine transossire Verankerung er-
reicht. Die Verwendung biomechanisch stabiler Matrizes
ermoglicht die arthroskopische Implantation in den De-
fekt.

Bei der matrixgekoppelten Chondrozytentransplantation
gibt es nun nicht nur verschiedene Matrizen, sondern auch
unterschiedliche Grundprinzipien der Chondrozytentrans-
plantation. Die Zellen kdnnen unter eine zuvor aufgebrach-
te Matrix, analog zur klassischen Periosttechnik, injiziert
werden, sie kénnen kurz vor der Implantation auf die Matrix
gegeben werden und sich absiedeln, oder sie kommen vom
Hersteller fertig integriert innerhalb oder auf der Matrix.
Eine Sonderform dieses Prinzips ist die matrixgekoppelte Mi-
krofrakturierung (7, 18). Hierbei wird das Verfahren der Mi-
krofrakturierung mit einer Kollagenmatrix und Fibrinkleber
kombiniert. Dabei sollen mesenchymale Stammzellen in den
Defektbereich gelangen und mit Hilfe der Matrix zu Chon-
drozyten differenzieren. Der Vorteil dieses Verfahrens ist die
Kostenreduktion und der einzeitige Eingriff.

Nach derzeitiger Studienlage lasst sich aus dieser Gruppe
keines favorisieren (6). Obwohl es bisher keinen histologi-
schen Nachweis auf eine Defektheilung mit hyalinem Knor-
pel gibt (6, 8, 27), sind die klinischen Ergebnisse zum Teil er-
mutigend.

Knorpeltherapie: Osteochondrale
Transplantation versus ACT

Die osteochondrale Transplantation (z.B. OATS) bietet sich
bei Knorpelldsionen von bis zu 2,0 cm und die MEGA-
OATS Technik bei Knorpelldsionen von 2,0-3,5 cm Durch-
messer an. Diese Methoden werden vor allem auch einge-
setzt, wenn der subchondrale Knochen geschadigt ist.
Wichtig ist, dass der defekte Knochenanteil entfernt und
das Transplantat im gesunden angrenzenden Knochen
eingebracht wird. Im Gegensatz dazu wird die autologe
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Chondrozytentransplantation vor allem bei intaktem sub-
chondralen Knochen durchgefiihrt. Der Nutzen einer vor-
herigen Defektfiillung bei einer Schidigung des subchon-
dralen Knochens mittels einer Spongiosaplastik ist frag-
lich. Nach den Leitlinien der DGOOC kann diese Methode
bei Knorpeldefekten mit einer GréBe von 3,0 bis 10,0cm?
angewendet werden.

Bandverletzungen des Kniegelenkes

Kreuzbandverletzungen werden heutzutage hauptsédch-
lich durch autologe Sehnen (Semitendinosus/Gracilis,
Patellarsehne, Quadricepssehne) rekonstruiert. Die Rekon-
struktion erfolgt fast ausschlieBlich arthroskopisch. Dabei
gibt es eine
Fille an Ope-
rationsverfah-
ren mit unter-
schiedlichen
Verankerungs-
methoden.
Neuere Verfah-
ren versuchen
eine anatomi-
sche Rekon-
struktion  der
Kreuzbinder,
die aus unter-
schiedlichen Biindeln bestehen. So riickt z.B. fiir das vor-
dere Kreuzband die ,,Double-bundle* Technik in den Vor-
dergrund (13, 55). Limitierender Faktor fiir ,Double-
bundle“-Techniken, aber auch von konventionellen
Techniken gerade bei Revisionseingriffen, kann die Ver-
fligbarkeit von autologen Sehnen sein.

Abbildung 3: Arthroskopische CMI-Implantation

Bandverletzungen des Kniegelenkes /
Tissue-Engineering

Deshalb werden zum Teil allogene Sehnen mit guten
Erfolgen implantiert (16, 42). Hierbei spielen jedoch mog-
liche immunogene Reaktionen des Empfangerorganismus-
ses auf Zellbe-
standteile und
Matrixkompo-
nenten des al-
logenen Trans-
plantates eine
nicht zu unter-
schitzende Ge-
fahr fir die
Qualitat der
Einheilung und

des Remode-
Abbildung 4: CMI 1 Jahr postoperativ HE-Farbung. CMI ling Prozesses
zeigte eine homogene Besiedelung und Matrixsynthe- .

se. Vereinzelt sind CMI Trabekel sichtbar (21). Um die
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Einheilung und das Remodeling der Sehne zu einer Band-
struktur zu verbessern und mégliche immunogene Reak-
tionen zu verringern, gibt es Versuche mit azellularisier-
ten und autolog besiedelten allogenen Sehnen (15). Eine
Azellularisierung kann beispielsweise mittels bestimmter
Detergenzien wie dem Sodium-Dodecyl-Sulfat (SDS) er-
reicht werden. Nach einer ausgiebigen Spiilung erfolgt
dann die Besiedelung der azellularisierten Sehnen mittels
autologer Zellen, wie z.B. mit dermalen Fibroblasten, un-
ter Zellkulturbedingungen. Diese Methoden zeigen gute
Erfolge in in-vitro Versuchen (15). Hierbei konnte nachge-
wiesen werden, dass eine komplette Azellularisierung und
eine Besiedelung mit auch in der Folgezeit vitalen Zellen
moglich ist. Es wird von erfolgreichen in-vivo Versuchen
abhingen, ob diese Verfahren fiir die Anwendung am
Menschen sinnvoll sind.

Meniskusschiaden

Meniskusschidden sind besonders bei grofSerem Ausmalf
aufgrund einer verringerten Gelenkkongruenz und einer
punktuellen Belastungszunahme des Knorpels als praar-
throtische Deformitédt zu werten. Deshalb wird einerseits
bei Meniskusldsionen gefordert, moéglichst sparsam zu
resezieren und andererseits bei groferen Defekten einen
addquaten Ersatz zu bieten (2, 32, 47).

Meniskusschiden / Tissue-
Engineering

Gerade jedoch der Meniskusersatz ist bislang nicht zu-
friedenstellend gelost (36). Allogene Menisken degenerie-
ren vor allem durch immunogene Prozesse und verlieren
ihre Funktion (45). Kinstliche Menisken, wie z.B. das
Collagen Meniscus Implant (CMI) (Abb. 3) mit schlechter
initialer biomechanischer Stabilitit, werden vor allem im
Bereich des Hinterhorns schnell ,zerrieben* bzw. zerstort,
so dass eine ausreichende Immigration von autologen
Zellen und ein damit beginnender Remodeling-Prozess
erst gar nicht stattfinden kann. Trotzdem gibt es Untersu-
chungen, die einen klinischen Nutzen dieses artifiziellen
Konstruktes beschreiben (47). Eigene Untersuchungen haben
gezeigt, dass im Bereich der Pars intermedia des CMIs ein
besseres Uberleben des Transplantates gefunden wird und
autologe Zellen erfolgreich einwandern (Abb. 4).

Zur Verbesserung der biomechanischen und biologischen
Qualitdt des CMIs wurden daher in einem Schafmodel mit
autologen Zellen (Fibrochondrozyten) besiedelte CMIs im-
plantiert und analysiert (36). Es konnte gezeigt werden, dass
die besiedelten CMIs besser vaskularisiert waren und eine
héhere Produktion an extrazelluldrer Matrix aufwiesen. Je-
doch fiihrte die Besiedelung nicht zu einer verbesserten bio-
mechechanischen Qualitdt des CMIs und verbesserter Knor-
pelsituation im Vergleich zur Kontrollgruppe. Ein Einsatz ist
daher zurzeit am Menschen nicht zu rechtfertigen.
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Ein anderer Ansatzpunkt des Meniskus-Tissue-Enginee-
rings ist die Verwendung von allogenen Menisken und die
Prozessierung im Sinne einer Azellularisierung und Besiede-
lung analog zu der fiir Sehnen beschriebenen Methode. Hier-
bei steht vor allem ein Erhalt der biomechanischen Eigen-
schaften des allogenen Meniskus im Vordergrund. Diese Ver-
fahren sind aber noch in der in-vitro und in-vivo Testung.

Gentherapeutisches Tissue-
Engineering

Der Gebrauch von Wachstumfaktoren in Verbindung mit
Tissue-Engineering ist ein attraktiver Ansatz fiir die
zukiinftige Behandlung von Kniebinnenschiden (10).
Diese Wachstumsfaktoren gehdren zur groBen Gruppe der
Zytokine und stimulieren das Zellwachstum, die Zellpro-
liferation, die Differenzierung und die Matrixsynthese
(27). In Studien konnte gezeigt werden, dass diese Fakto-
ren den Stoffwechsel der Chondrozyten steigerten und die
Heilung von Knorpeldefekten foérderten (27, 53). Auch
konnte gezeigt werden, dass adenoviral appliziertes BMP2
die Osteointegration von Sehnen im Kaninchenmodell des
Kreuzbandes forderte (35).

Eine wichtige Gruppe dieser Zytokine ist die Transfor-
ming-Growth-Factor-beta (TGF-B) Familie mit den Bone
Morphogenetic Proteins (BMPs). BMP2 fiihrt z.B. zu einer
Proliferationssteigerung von einwandernden Zellen und Dif-
ferenzierung dieser zu Chondroblasten und Osteoblasten und
einer Erhohung des histologischen ICRS-Scores der Knorpel-
regeneration im Tierversuch (46, 52, 53).

Es besteht jedoch die Schwierigkeit, eine ausreichende
Produktion des Wachstumsfaktors im Defektbereich zu errei-
chen, ohne das umliegende Gewebe zu beeinflussen. Dazu
sind gentherapeutische Verfahren am besten geeignet. Hier-
bei erfolgt ein Transfer von ,therapeutischen Genen* in Zel-
len, die dann in den Defektbereich implantiert werden, um
so die kontinuierliche lokale Expression des entsprechenden
Gens zu bewerkstelligen. Eine wichtige Unterscheidung
spielt die Form des Transfersystems. Die DNA des ,therapeu-
tischen Gens" muss iiber die Zellmembran in das Zytoplas-
ma bzw. in den Zellnukleus gelangen (Zelltransduktion). Tré-
germolekiile, die das ,therapeutische Gen“ beinhalten und
bei der Aufnahme in die Zielzelle beteiligt sind, sind so ge-
nannte Vektoren. Prinzipiell unterscheidet man zwei Haupt-
gruppen: die nicht-viralen (z.B. Plasmide) und die viralen
Vektoren. Die nicht-viralen Vektoren besitzen eine geringe
Toxizitét, sind einfach anwendbar und besitzen kaum onko-
gene Potenz. Der Nachteil besteht in der geringeren Trans-
duktionsrate und Stabilitédt des Transfers. Virale Transfersys-
teme sind beispielsweise retrovirale, adenovirale, adeno-
assozierte  virale und lentivirale = Vektoren  mit
unterschiedlichen Wirkweisen. Zusammengefasst haben sie
den Vorteil gegeniiber nicht-viralen Systemen, dass die Effi-
zienz und die Stabilitdt des Gentransfers deutlich hoher lie-
gen. Die Nachteile sind besonders bei retroviralen Vektoren
das onkogene Potential.
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Zusétzlich zum Vektortransfer sind physikalische Hilfs-
mittel beschrieben worden, die die Transduktionsrate ver-
bessern und die Gewebespezifitdt in-vivo erhohen kdnnen.
Ein solches System ist die Kombination eines adeno-
assozierten viralen (AAV) Transfersystems mit der Applika-
tion eines ultravioletten Helium-Cadmium Lasers (325
nm/Wellenlidnge) (34). So kam es in-vivo im Kaninchenmo-
dell mittels der Kombination aus dem beschriebenen Laser
und dem AAV-Transfersystem zu einem 8-fachen Anstieg
der Transduktionsrate der oberfldchlichen Chondrozyten
(5,2 % zu 40,8 %) im Vergleich zum alleinigen AAV-Trans-
fer. Gerade bei nicht so effizienten viralen Vektoren, wie
adenoviralen oder AAV Vektoren, mégen solche Hilfsmittel
Sinn machen. Lentivirale Vektoren, die auch ruhende Zellen
transfizieren konnen (im Gegensatz zu klassischen retrovira-
len Vektoren) erreichen hingegen in der Regel alleine eine
sehr hohe Transduktionsrate.

Neuere virale Systeme auf der Basis lentiviraler Vektoren
sind hocheffizient, steuerbar (die Genexpression kann an-
und ausgeschaltet werden) (41, 51) und die Wahrscheinlich-
keit der insertionellen Mutagenese (Tumorentstehung durch
Integration in den Bereich von Protoonkogenen) ist unwahr-
scheinlich (41). Damit haben sie theoretisch lediglich nur
noch ein Restrisiko fiir die Induktion von Malignomen. Da
zu diesen Systemen bisher keine in-vivo Daten vorliegen und
auch kein Einsatz am Menschen erfolgte, ist das genaue Ri-
siko spekulativ. Diese Vektorsysteme koénnten bei erfolg-
reicher Anwendung im Tierversuch auch fiir die Therapie
von Kniebinnenschdden interessant werden.

Diskussion

Tissue-Engineering hat mit der autologen Chondrozyten-
transplantation am Knie einen wichtigen Stellenwert in
der Knorpeltherapie eingenommen. Es gibt verschiedene
konkurrierende Verfahren dieses Prinzips, die nach der
derzeitigen Studienlage gute klinische Ergebnisse liefern,
ohne dass eines signifikant besser ist. Kennzeichnend fiir
diese Verfahren ist, dass sie keine Reparatur des Defektes
mit hyalinem Knorpel bewerkstelligen. Aus diesem Grund
haben sich Verfahren auf Basis der autologen Chondro-
zytentransplantation bisher nicht als ,Goldstandard® in
der Knorpeltherapie durchgesetzt. Diese Verfahren
konkurrieren mit zwei anderen Prinzipien, ndmlich der
Rekrutierung von mesenchymalen Stammzellen und der
Transplantation von Knorpel-Knochen-Zylindern. Das
zur Rekrutierung von mesenchymalen Stammzellen am
héufigsten angewendete Verfahren ist die Mikrofrakturie-
rung des subchondralen Knochens. Dieses Verfahren zeigt
zum Teil vergleichbare klinische Ergebnisse (30) zur au-
tologen Chondrozytentransplantation, die Defektrepara-
tur erfolgt aber bestenfalls durch faserknorpelartiges
Gewebe, welches den Langzeitnutzen einschriankt.

Das zweite Prinzip ist die Transplantation von autologen
Knorpel-Knochen-Zylindern, die als einziges Verfahren den
Defekt mit hyalinem Knorpel ersetzt. Das Problem bei diesem
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Verfahren ist besonders die begrenzte Verfiigharkeit der
Transplantate und das Risiko einer persistierenden Entnah-
memorbiditdt. Die klinischen Resultate sind auf jeden Fall
ermutigend. So zeigt eine aktuelle prospektive Studie eine
signifikante Uberlegenheit der autologen osteochondra-
len Transplantation mittels Mosaiktechnik gegeniiber der
Mikrofrakturierung nach einem durchschnittlichen
Nachuntersuchungszeitraum von 37,1 Monaten (22). Ver-
gleichsstudien mit der autologen Chondrozytentransplanta-
tion zeigen jedoch kontroverse Ergebnisse (9, 26, 29).

Im Tierversuch am Kaninchenmodell konnte gezeigt wer-
den, dass die Kombination aus autologen Chondrozyten und
Wachstumsfaktoren ein Regenerationsgewebe mit typischer
Histologie des hyalinen Knorpels liefert. Hierzu ist aber eine
konstante Expression des Wachstumsfaktors essentiell (44).
Und genau hier liegt zurzeit das Problem, das eine klinische
Anwendung nicht erméglicht. Virale Vektorsysteme, die im
Tierversuch eine stabile Expression des Wachstumsfaktors
und damit die Regeneration des hyalinen Knorpels gewéhr-
leisten, sind beim Menschen aufgrund des onkogenen Risi-
kos nicht anwendbar. Daher miissen neue Vektorsysteme
kloniert und getestet werden, die eine stabile und regulier-
bare Expression des Wachstumsfaktors erméglichen, ohne
gleichzeitig die Entstehung maligner Tumore zu fordern.

Die Ergebnisse zum Tissue-Engineering des Meniskus
sind in der klinischen Anwendung noch erniichternd. Einer-
seits sind die Ergebnisse nach Transplantation allogener
Menisken nicht zufriedenstellend, andererseits ist der Einsatz
von artifiziellen Meniskustransplantaten, wie dem Collagen
Meniscus Implant (CMI), nach anfinglicher Euphorie riick-
laufig. Die Problematik besteht besonders aufgrund einer un-
zureichenden initialen, biomechanischen Stabilitit, die zu
einer schnellen Zerstorung des Konstruktes, besonders im
Hinterhornbereich, fiihrt. Die Besiedelung mittels autologer
Fibrochondrozyten brachte im Schafmodell eine Verbes-
serung einzelner morphologischer Parameter, aber keine
Besserung der CMI-Funktion (biomechanische Qualitit,
Knorpelprotektion) (36). Dieses zeigt, dass zukiinftige Trans-
plantate eine deutlich hohere initiale Stabilitdt aufweisen
miussen.

Eine weitere Moglichkeit ist die Azellularisierung und
anschlieBfende Besiedelung von allogenen Menisken mit au-
tologen Zellen. Diese zellmatrix-basierten Menisken sind zur
Zeit noch nicht in der klinischen Anwendung. Sie sind aber
aufgrund der erhaltenen Meniskus-Grundstruktur mit ver-
gleichbarer Stabilitdt und Elastizitit zum unbehandelten
Meniskus, und einer deutlich verminderten Immunogenitét
zum allogenen nativen Meniskus viel versprechend fiir eine
spatere Anwendung. Mit diesen Konstrukten wére eine von
Beginn an hohe biomechanische Qualitit (z.B. im Vergleich
zum CMI) und durch die Besiedelung eine friihzeitige Ma-
trixsynthese gewihrleistet.

Im Bereich der Bandchirurgie des Kniegelenkes werden
zum Teil allogene Sehnen mit gutem Erfolg gebraucht. Um
immunogene Reaktionen zu vermindern und die mittelfristi-
gen Ergebnisse zu verbessern wird auch hier versucht, zell-
matrix-basierte Sehnen zu entwickeln. Dieses erfolgt auf
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dem Boden von azellularisierten allogenen Sehnen, die se-
kundér mit autologen Zellen besiedelt werden kénnen (15).
Bisher wurden diese Konstrukte jedoch lediglich im Tierver-
such eingesetzt.

Zusammengefasst erscheint zurzeit nur der Einsatz der
autologen Chondrozytentransplantation bei Knorpelde-
fekten im Rahmen des eigentlichen Tissue-Engineerings am
Knie sinnvoll. Alle anderen Verfahren des Tissue-
Engineerings im Rahmen von Kniebinnenldsionen sind noch
in der in-vitro Testung bzw. werden erst im Tiermodell an-
gewendet. Verfahren der autologen Chondrozytentransplan-
tation miissen jedoch den konventionellen konkurrierenden
Verfahren, die zum Teil gute bis sehr gute klinische Ergeb-
nisse liefern, gegentiber gestellt und verglichen werden.
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