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Léisionen des Gelenkknorpels, d. h. chon-
drale bzw. osteochondrale Schadigungen,
sind typische Verletzungsmuster in der
Orthopédie und Traumatologie [8]. Adul-
ter hyaliner Knorpel enthilt jedoch weder
Blut-/Lymphgefifie noch eine nervale Ver-
sorgung. Die Erndhrung der Knorpelzel-
len erfolgt tiber Diffusion aus der Synovia
und aus subchondralen Geféfien. Die extra-
zelluldre Matrix, die die Knorpelzellen um-
scheidet, ist dabei eine natiirliche Barriere.
Daher regeneriert adulter Knorpel meist
nur sehr unvollstindig auf Verletzung und
wenn durch Bindegewebe- bzw. Faserknor-
pelbildung mit vorwiegender Produktion
von Kollagen-Typ-I-Fasern. Nur in Fillen
von besonders kleinen Lisionen der Ma-
trixkomponenten sind die Chondrozyten
in der Lage, iiber eine Neusynthese von Pro-
teoglykanen den Knorpeldefekt wieder voll-
stdndig zu regenerieren [5]. Bei der Repa-
ration des grofleren Knorpeldefekts spielt
die subchondrale Zone eine wichtige Rolle.
Diese Reparation kann eingeleitet werden
durch das Einwandern adulter Stammzel-
len des Knochenmarks oder des Blutes in
den Defekt. Das Regenerationsgewebe ist
in der Regel jedoch Binde- bzw. faserknor-
pelartiges Gewebe mit der Neigung zur
schnellen Degeneration. Dieses Gewebe
istim Vergleich zum urspriinglichen Gewe-
be mechanisch minderwertig und besitzt
nicht die Eigenschaften des hyalinen Knor-
pels [27]. Eine addquate Therapie der chon-
dralen und osteochondralen Lision ist da-
her ein wichtiges Ziel [33].

Heutige Verfahren
in der Knorpeltherapie

Gerade die Reparation tiber einwandern-
de adulte Stammzellen des Knochen-
marks bzw. des Blutes machen sich viele
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operative Verfahren bei der Behandlung
des Knorpelschadens zu Nutze. Hierzu ge-
horen die

== Defektanbohrung [29],

== Abrasionsarthroplastik [11] und

== Mikrofrakturierung des subchondra-
len Knochens [35].

Die einwandernden Zellen sollen tiber Dif-
ferenzierung, Proliferation und Matrixsyn-
these das Reparationsgewebe bilden. Das
dabei entstehende Gewebe ist in der Re-
gel aber auch faserknorpelartig und daher
ebenso funktionell zum urspriinglichen
hyalinen Knorpel minderwertig. Klinisch
koénnen durch diese Techniken Funktion
und Schmerzsymptomatik iiber einen li-
mitierten Zeitraum verbessert werden, je-
doch sind Langzeitergebnisse in aller Re-
gel erniichternd [30]. Diese Verfahren die-
nen daher heute hauptséchlich dem Zeit-
gewinn vor der Implantation eines prothe-
tischen Ersatzes.

Die Defektdeckung kleinerer chondra-
ler und osteochondraler Lasionen mit au-
tologen und allogenen osteochondralen
Transplantationen (OATS®, MEGA-OATS?,
Mosaikplastik) sind weitere, mittlerweile
zahlreich angewendete Verfahren [4, 14,
18]. Im Vergleich zu den den subchondra-
len Knochen penetrierenden Verfahren zei-
gen diese eine Defektreparatur mit der typi-
schen Morphologie des hyalinen Knorpels.
Klinische Studien zeigen ermutigende Re-
sultate dieser Verfahren, jedoch sind Ent-
nahmemorbiditit und begrenzte Verfiig-
barkeit ein Problem. Auch ist bisher nicht
geklirt, wie lange diese osteochondralen
Zylinder ,tiberleben und in wie weit die
Chondrozyten nach Transplantation in der
Lage sind, einen ,,normalen” Stoffwechsel
zu erhalten, um die charakteristische Mor-

phologie des hyalinen Knorpels auf Dauer
zu gewihrleisten. So wurde in einer Studie
an Schafen gezeigt, dass schon 3 Monate
nach Implantation erste degenerative Ver-
anderungen in der Histologie zu erkennen
waren; auflerdem blieb die Integration in
den umgebenen Knorpel aus, wohingegen
die ossire Einheilung erfolgte [36].
Transplantate vom Periost oder Peri-
chondrium kénnen ebenfalls als Lieferan-
ten adulter Stammzellen benutzt werden
[9, 15]. Diese mesenchymalen Zellen sind
in der Lage, knorpelartiges Gewebe zu in-
duzieren. Klinische Studien lassen den
Schluss zu, dass diese Verfahren fiir eine
kurze Zeit die klinische Symptomatik bes-
sern. Der Langzeitnutzen ist jedoch auf-
grund frither Degeneration des Repara-
tionsgewebes und schlechter Integration
zum umgebenen Gewebe fraglich [28].
Die autologe Chondrozytentransplanta-
tion (ACT) wurde Mitte des letzten Jahr-
zehnts in die Therapie des Gelenkknorpel-
schadens eingefiihrt [3]. Diese Technik be-
nutzt aus einer Knorpelbiopsie durch enzy-
matischen Verdau geléste Chondrozyten
und lésst sie unter Zellkulturbedingungen
proliferieren. Die proliferierten Zellen wur-
den zunidchst unter einen Periostlappen,
der auf den Defekt genéht wurde, implan-
tiert. Neuere Verfahren benutzen mittler-
weile bestimmte Matrizen, mit denen die
Chondrozyten assoziiert sind [1]. Die kli-
nischen Ergebnisse dieser Verfahren sind
z. T. ermutigend, jedoch gibt es bisher kei-
nen histologischen Nachweis der Defekt-
heilung durch hyalinen Knorpel [1, 16].

Wachstumfaktoren
in der Knorpeltherapie

Der Gebrauch von Wachstumfaktoren
in Verbindung mit ,Tissue Engineering®
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scheint zurzeit die vielversprechendste
Methode fiir die Behandlung chondraler
und osteochondraler Lisionen zu sein
[2]. Diese Wachstumsfaktoren gehoren
zur grof8en Gruppe der Zytokine und kon-
nen von den in den Defekt einwandern-
den adulten Stammzellen, von Chondro-
zyten und inflammatorischen Zellen gebil-
det werden. Sie stimulieren das Zellwachs-
tum, die Zellproliferation, die Differenzie-
rung und die Matrixsynthese [16]. In Studi-
en konnte gezeigt werden, dass diese Fak-
toren den Stoffwechsel der Chondrozyten
steigerten und die Heilung von Knorpelde-
fekten forderten [16, 40].

Eine wichtige Gruppe dieser Zytokine
ist in diesem Zusammenhang die ,Trans-
forming-growth-factor-beta- (TGF-p-)Fa-
milie“. Hierzu gehoren die TGF-Ps selbst,
Aktivine, Inhibine, die ,,bone morphogene-
tic proteins“ (BMPs) und die ,,Miillerian-
inhibiting substance. Gemeinsam haben
diese Faktoren die Eigenschaft, dass sie ih-
re Wirkung iiber membranstandige Rezep-
toren (Serin/Threonin-Kinasen) vermit-
teln und gleiche intrazelluldre Signalkaska-
den benutzen (SMAD-Proteine). Weitere
wichtige Wachstumsfaktoren sind die ,,in-
sulin-like growth factors“ (IGFs) und der
»basic fibroblast growth factor (bFGF). So
haben das IGF-1, BMP-2, bFGF und das
TGF-p1 ihre positiven Eigenschaften auf
die Knorpelregeneration in In-vivo-Studi-
en bereits gezeigt (B Abb. 1a, b; [7, 26, 31,
39, 40]). Es konnte gezeigt werden, dass
in Tierstudien durch diese Wachstumsfak-
toren die Histomorphologie der Charakte-
ristik von hyalinem Knorpel dhnelte. Da-
bei haben diese Faktoren unterschiedliche
Haupteffekte. So modulieren IGF-1 und
TGF-P1 bevorzugt die Knorpelmatrix [10,
39], wogegen bFGF besonders die Diffe-
renzierung von Chondrozyten férdert [7].
BMP-2 fiithrt besonders zu einer Prolifera-

tion und Differenzierung von einwandern-
den Zellen zu Chondroblasten und Osteo-
blasten [31, 39, 40].

Zu Beginn wurden diese Faktoren als
rekombinantes Protein direkt appliziert.
So wurde gezeigt, dass rekombinantes hu-
manes BMP-2 die Heilung tief greifender
artifizieller Knorpeldefekte bis in den sub-
chondralen Bereich im Kaninchenmodel
bzgl. einer Beschleunigung der subchon-
dralen Knochenregeneration und des histo-
morpholgischen Befundes des reparierten
Knorpeldefekts positiv beeinflusste [31].

Obwohl nach dieser Studie die direk-
te Applikation eines Wachstumsfaktors
einen férdernden Effekt auf die Knorpel-
heilung besitzt, konnte bisher mit diesen
Methoden keine Restitutio ad integrum er-
zielt werden [31]. Dieses kann zum einen
an der Applikationsform des jeweiligen
Faktors liegen. Die biologische Halbwerts-
zeit dieser Faktoren ist relativ kurz und da-
mit auch deren Wirkung auf das Gewebe.
Die einmalige Applikation kann daher nur
zu einem initialen Effekt fithren, und es
bedarf daher der erneuten Gabe. Repetiti-
ve Applikationen beinhalten jedoch ein er-
hohtes Infektionsrisiko. Es wurden daher
bestimmte Tragermaterialien und osmoti-
sche Pumpen entwickelt, die dieses Prob-
lem beheben sollten [1, 19].

Des Weiteren erzielt man durch direk-
te Gelenkapplikation dieser Substanzen
auch einen ungewollten Effekt im benach-
barten Gewebe. Ein Ziel muss es daher
sein, neue Applikationsformen zu etablie-
ren.

Gentherapeutische Methoden
und Tissue Engineering

Hierbei erfolgt ein Transfer ,therapeuti-
scher Gene® in Zellen im Defektbereich,
um so die kontinuierliche lokale Expres-

Abb. 13, b <« Einfluss von
retroviralem BMP-2 auf
die Knorpelregeneration/
Proteoglykansynthese in
vivo. a Zellreiches unorga-
nisiertes fibroses Binde-
gewebe ohne Alzian-
Blau-Farbung, b hyalin-
artiges Gewebe mit
starker Alzian-Blau-
Farbung (Proteoglykan-
synthese 1)

sion des entsprechenden Gens zu bewerk-
stelligen. Dabei unterscheidet man zu-
néchst die In-vivo- und Ex-vivo-Methode.
Bei der 1. Methode erfolgt der Transfer des
»therapeutischen Gens“z. B. tiber Adenovi-
ren direkt in den Organismus [20]. Bei der
2. Methode werden Zellen entnommen, ge-
netisch manipuliert und wieder in den Or-
ganismus implantiert [38].

Eine weitere wichtige Unterscheidung
spielt die Form des Transfersystems. Die
DNA des ,therapeutischen Gens“ muss
iiber die Zellmembran in das Zytoplasma
bzw. in den Zellnukleus gelangen (Zell-
transduktion). Trigermolekiile, die das
~therapeutische Gen“ beinhalten und bei
der Aufnahme in die Zielzelle beteiligt
sind, sind so genannte Vektoren. Prinzi-
piell unterscheidet man 2 Hauptgruppen:
die nichtviralen und die viralen Vekto-
ren. Zu den nichtviralen Vektoren geho-
ren die Plasmide. Ohne Hilfsmittel sind
diese nur schwer in der Lage, in Zellen zu
gelangen. Hilfsmittel sind beispielsweise
bestimmte Liposomenanordnungen (LI-
POFECTAMIE®, FuGENE®), die tiber ei-
ne Mizellenbildung diesen Transfer in die
Zelle fordern. Man spricht in diesem Fall
der Zelltransduktion von einer Zelltrans-
fektion. Die Vorteile dieser Methode be-
stehen in der geringen Toxizitét, der Ein-
fachheit der Durchfithrung, der beliebi-
gen DNA-Grofe und der geringen onko-
genen Potenz, der Nachteil in der geringe-
ren Transduktionsrate und der geringen
Stabilitdt des Transfers im Vergleich zu vi-
ralen Vektoren.

Virale Transfersysteme sind beispiels-
weise retrovirale, adenovirale und lentivi-
rale Vektoren mit unterschiedlichen Wirk-
weisen und Effizienzen. Zusammengefasst
haben sie den Vorteil gegeniiber nichtvira-
len Systemen wie den Plasmiden, dass Ef-
fizienz und Stabilitit der Zelltransdukti-
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Zusammenfassung

Chondrale bzw. osteochondrale Lésionen
des Gelenkknorpels sind typische Verlet-
zungsmuster in der Orthopéadie und Trau-
matologie. Da eine Restitutio ad integrum
des verletzten Gelenkknorpels in der Re-
gel nicht stattfindet, kann die initiale Lasi-
on zur vorzeitigen Arthrose fiihren, die wie-
derum mit langfristigen Kosten fiir das Ge-
sundheitssystem verbunden ist. Eine ad&-
quate Therapie der chondralen und osteo-
chondralen Lasion ist daher ein wichtiges
Ziel dieser Fachgebiete.

Obgleich gegenwartige Konzepte in
der Behandlung dieser Verletzungen viel
versprechend sind, fiihrt zurzeit keine Be-
handlung zu einer kompletten Wiederher-

stellung des hyalinen Knorpels und des
subchondralen Knochens. Gentherapeuti-
sche Methoden gerade in Kombination mit
Tissue Engineering bieten neue Therapieop-
tionen fiir die Behandlung dieser Verletzun-
gen. Jedoch ist die Transduktion von thera-
peutischen Genen in das Zielgewebe bzw.
die Zielzelle und die Genexpression bisher
mit groBen Problemen behaftet. Auch ist
nicht klar, wie lange und in welcher Men-
ge, bezogen auf die DefektgroRe, das thera-
peutische Gen gebildet werden muss, um
die vollstandige Regeneration des Defekts
zu bewerkstelligen. Ein weiteres ungelds-
tes Problem ist die Sicherheit eines solchen
gentherapeutischen Ansatzes. Gerade die

Gene therapeutic options in the treatment of cartilage lesions

Abstract

Chondral and osteochondral lesions of the
articular cartilage are typical injuries in or-
thopedics. Since a restitutio ad integrum of
the articular cartilage does not take place,
the initial lesion can lead to premature ar-
throsis, which is connected with long-term
costs for the health system. Adequate thera-
py of the chondral and osteochondral lesion
is therefore an important goal. Although
present concepts are promising in the treat-
ment of these injuries, until now these thera-
peutic options do not lead to a complete re-
generation of the hyaline cartilage and the
subchondral bone. Gene therapeutic meth-

ods especially in combination with tissue
engineering offer new therapeutic options
in the treatment of these injuries. However,
the transduction of therapeutic genes into
the tissue and cells is so far afflicted with lar-
ge problems. Also it is not clear for which ti-
me period and in which quantity, related to
the defect size, the therapeutic gene must
be produced by gene expression to man-
age the complete regeneration of the de-
fect. A further unresolved problem is still at
this time the safety of such a therapeutic ap-
proach. In particular, effective retroviral sys-
tems contain also an oncogenic potential.

effektiven retroviralen Systeme beinhal-
ten auch ein onkogenes Potenzial. Deswe-
gen wurden in letzter Zeit gentherapeuti-
sche Verfahren in Zusammenhang mit os-
teochondralen Lasionen entwickelt, die die
Expression des therapeutischen Gens phar-
makologisch steuern kénnen.

Dieser Ubersichtsartikel beschreibt die
grundlegenden Voraussetzungen und den
jetzigen Stand der Forschung in der Gen-
therapie fiir Lasionen des Gelenkknorpels.

Schliisselworter
Chondrale/osteochondrale Lasion -
Arthrose - Tissue Engineering -
Transduktion - Gentherapie

Therefore, new gene therapeutic procedures
were recently developed for osteochondral
lesions, which are assessable pharmacologi-
cally. This review describes the fundamental
conditions and the current state of research
in the field of gene therapy for lesions of the
articular cartilage.

Keywords

Chondral/osteochondral lesion - Arthrosis -
Tissue engineering - Transduction -

Gene therapy
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Abb.2 A Steuerbare Genexpression in
Chondrozyten in vitro. LacZ-Expression von
pN2A-tetOn-lacZ-transfizierten Chondro-
zyten (-/+ Doxyzyklin) in der FACS-Messung

on deutlich hoher liegen. Die Nachteile
sind besonders bei retroviralen Vektoren
das onkogene Potenzial durch das Vorhan-
densein bestimmter Genabschnitte der
Vektoren (Promotoren, ,,Enhancerelemen-
te) mit der Moglichkeit der zufélligen In-
tegration in das Wirtsgenom (insertionel-
le Mutagenese) und durch die permanen-
te nicht steuerbare Produktion des ,thera-
peutischen Gens®. Daher wurden in neue-
rer Zeit steuerbare Transfersystem entwi-
ckelt, die eine Regulation der Genexpressi-
on ermdglichen [38].

Gentherapeutische Methoden
in der Knorpelregeneration

Viele Studien haben nachgewiesen, dass
Chondrozyten In vitro transduziert wer-
den koénnen. Dazu wurden spezielle Mar-
kergene sowohl mittels viraler als auch
nichtviraler Vektoren transduziert [23, 38,
40]. Zusétzlich wurde auch der biologische
Effekt bestimmter Wachstumsfaktoren un-
tersucht. Die Transduktion von IGF-1 und
TGEF-f1 fithrte in der Monolayerzellkul-
tur zu einem Anstieg der Matrixsynthese
und verhinderte die Dedifferenzierung zu
Fibroblasten. Es konnte auch ein Anstieg
des Kollagen-Typ-II, ein typischer Marker
fir hyalinen Knorpel, nachgewiesen wer-
den [34].

Der 1. erfolgreiche Transfer von Fremd-
genen in Gelenkknorpel in vivo wurde

Abb.3a, b A Steuerbare Genexpression im
Gelenkknorpel in vivo. a Nichttransfizierte
Chondrozyten, b pN2A-tetOn-lacZ-transfi-
zierte Chondrozyten nach X-Gal-Farbung

zuerst von Tomita et al. [37] beschrieben.
Hierzu wurde ein modifizierter Sendai-
Virus (HV]), der das SVT-Gen enthielt,
in Kombination mit einem liposomalem
Transfersystem benutzt. Diese Suspensi-
on wurde direkt in Rattenkniee injiziert.
Der Nachweis der SVT-Genexpression er-
folgte mittels Inmunhistochemie in Chon-
drozyten bis zu 3 Wochen nach der Gabe.
Die Moglichkeit des Transfers von Repor-
tergenen (z. B. lacZ-Gen) in Gelenkknor-
pel und osteochondrale Defekte wurde an-
schlieffend in mehreren Studien gezeigt
(z. B. [25]). Der 1. Versuch mit einem ,,the-
rapeutischen Gen wurde von Ikeda et al.
[17] beschrieben. In dieser Studie erfolgte
der Transfer des TGF-P1-Gens direkt in
die Gelenke von Hartley-Guinea-Schwei-
nen mittels eines adenoviralen Vektors.
Dieser Transfer zeigte eine Stabilitat fur
2 Wochen. Jedoch erfolgte keine Beschrei-
bung der Auswirkung auf die Morpholo-
gie und den Stoffwechsel des Regenerati-
onsgewebes.

Mason et al. [24] waren die ersten, die
einen biologischen Effekt eines Wachs-
tumsfaktors in der Gentherapie von Knor-
peldefekten zeigten. Dafiir benutzten sie
ein Kaninchenmodell, in das sie mesenchy-
male Stammzellen, die mittels eines retro-
viralen Vektors mit ,,bone morphogenetic
protein 7“ (BMP-7) transduziert wurden,
in artifizielle osteochondrale Defekte des
Kaninchenknies ansiedelten. Die Defekte,

die BMP-7 erhielten, zeigten nach 8 und
12 Wochen eine nahezu komplette Regene-
ration des osteochondralen Defekts, woge-
gen Kontrolldefekte lediglich eine mafige
Regeneration zeigten (Histologie, Immun-
histologie). Ahnliche Ergebnisse zeigte die
Arbeit von Lee et al. [21], die Fibroblasten
in Knorpeldefekte des Kaninchenknies
implantierten, welche den Wachstumsfak-
tor TGF-P1 exprimierten. Jedoch zeigten
die histologischen Analysen aller bisheri-
gen Arbeiten keine komplette Regenerati-
on im Sinne des urspriinglichen hyalinen
Knorpels.

Sicherheitsaspekte des
Gentransfers und neue Ansatze

Die Hauptprobleme in der Anwendung
der Gentherapie sind die Kontrolle der
Genexpression und das onkogene Poten-
zial des Transfers [6, 22, 41]. Fir die Re-
generation des chondralen/osteochondra-
len Schadens wiirde die mehrwochige Ex-
pression des ,,therapeutischen Gens“ sehr
wahrscheinlich reichen. Nichtvirale Trans-
fersysteme, bei denen eine Tumorneoge-
nese eher unwahrscheinlich ist, haben je-
doch das Problem, das schon in der Zell-
kultur die Genexpression meist nach 2—
3 Wochen oder sogar frither nicht mehr
nachzuweisen ist. Fremdgene, die mittels
viraler Systeme stabiler bzw. stabil transdu-
ziert werden, sind aber auch Wochen und
je nach Virusart sogar Monate und ldnger
nach der Transduktion aktiv, und das ex-
primierte Protein ist nachweisbar [40]. Ge-
rade in Kombination mit Wachstumsfakto-
ren ist dadurch das Risiko einer Tumorneo-
genese deutlich erhoht. Zusitzlich kénnen
bestimmte Elemente eines retroviralen
Vektors, wie Promotoren und Enhancerele-
mente, durch eine ungiinstige Integration
in den Bereich von Protoonkogenen des
Wirtsgenoms (insertionelle Mutagenese),
maligne Tumoren induzieren [41].

Das Problem der Dauerexpression
kann iiber steuerbare Systeme gelost wer-
den. Das bekannteste Sytem ist dabei das
tet-on/off-System von Gossen u. Bujard
[12]. In diesem System wird die Genexpres-
sion pharmakologisch durch Tetrazyklin/
Doxyzyklin gesteuert und ist sowohl hochs-
pezifisch als auch nichttoxisch. Hierbei bin-
det ein chimdrer tet-kontrollierter Transak-
tivator (tTA), der von einem Plasmid expri-



Tabelle1

Wachstumsfaktoren, gentherapeutische Modelle

Experimentelle Studien im Rahmen der Therapie chondraler/osteochandraler Defekte: Einfluss von

Autor Applikationsform Zellen Vektoren Fremdgen Spezies Ergebnis
Cuevasetal. [7] i.a.-Pumpe - - bFGF Kaninchen Reparation
Van Beuningen i.a.-Injektion - - TGF-B1, BMP-2 Maus Biosynthese
etal.[39]
Sellers etal. [31] Kollagenschwamm/in - - BMP-2 Kaninchen Reparation P
vivo
Fortier etal.[10] Fibrin/Zellen Chondrozyten - IGF-1 Pferd Reparation
Smith etal. [34] Zellkultur.2D Chondrozyten  Adenovirus  IGF-1,TGF-B1,BMP-2  Kaninchen Matrixsynthese
Madry et al. [23] Zellkultur/Explanate Chondrozyten  Plasmid laoZ Mensch,Kalb  Machbarkeit
bestétigt
lkeda et al. [17] i.a.-Injektion - Adenovirus laoZ, TGF-1 Schwein Machbarkeit
bestatigt
Mason et al. [25] PGA-Skaffold Periostzellen Retrovirus BMP-7 Kaninchen Reparation P
Ueblacker et al. [38] Kollagenschwamm/in  Chondrozyten  tet-on/Sys- laoZ Kaninchen Machbarkeit
vivo tem bestatigt
Vogt et al. [40] Fibrin/Zellen Chondrozyten  Retrovirus BMP-2 Kaninchen Reparation P

miert wird, an die tet-Operator-Sequenz ei-
nes 2. Plasmids. Dieses 2. Plasmid steht un-
ter der Kontrolle eines minimal-CMV-Pro-
moters. Die Bindung kann im fet-on-Sys-
tem nur in Anwesenheit von Tetrazyklin/
Doxyzyklin erfolgen, im fet-off-System nur
in Abwesenheit dieser Substanzen. Die er-
folgreiche Genexpression durch das tet-Sys-
tem wurde mittlerweile in verschiedenen

Zellen (z. B. [13]) und in transgenen Méu-
sen (z. B. [32]) gezeigt. Ueblacker et al. [38]

zeigten 2004 erstmalig das Funktionieren
dieses Systems in Chondrozyten in vitro

und im Gelenkknorpel in vivo mittels des

Markergens lacZ. In dieser Studie wurde

eine Modifikation des urspriinglichen Sys-
tems durchgefiihrt. Um eine Doppeltrans-
fektion zu vermeiden, wurden alle tet-re-
gulatorischen Elemente und das Reporter-
gen lacZ in ein Konstrukt kloniert (pN2A-
tetOn-lacZ). Mehr als 13% der Chondro-
zyten, die in vitro tiber Lipofektion trans-
fiziert wurden, exprimierten das Repor-
tergen und damit das Protein B-Galakto-
sidase nach Doxyzyklingabe. In der Kon-
trollgruppe waren weniger als 1% der Zel-
len positiv fiir -Galaktosidase (B Abb. 2).
Der Nachweis dieses Proteins erfolgte mit-
tels X-Gal-Farbung. Ex-vivo-transduzier-
te Chondrozyten wurden in der Zellkultur
auf Kollagen-I-Schwidmmchen angeziich-
tet und dann in osteochondrale Defekte

der Trochlea von New-Zealand-White-Ka-

ninchen implantiert. Sowohl mikro- als
auch makroskopisch zeigte sich nur in den
Defekten der Kaninchen, die Doxyzyklin
mit der Nahrung erhielten, ein Nachweis
von [3-Galaktosidase (8 Abb. 3). Da es sich
aber um einen nichtviralen Transfer han-
delt, ist die initiale Effizienz noch gering.
In Zukunft wird es interessant sein, ob die-
ses steuerbare System mit einem viralen
Transfersystem etabliert werden kann, um
die Effizienz und die Stabilitét des Trans-
fers zu erhohen. Des Weiteren wird dann
auch die Kombination dieses Systems in
Verbindung mit ,,therapeutischen Genen*
in den Vordergrund riicken.

Die Problematik der insertionellen Mu-
tagenese muss durch Modifikationen der
retroviralen Vektoren beseitigt werden,
die dafiir sorgen, dass die retrovirale In-
sertion nur noch in vorher definierten Be-
reichen des Wirtsgenoms stattfindet. Die-
se Entwicklung wird jedoch noch Jahre
andauern. Heute verfiigbare Alternativen
zur Verbesserung der Sicherheit der retro-
viralen Gentherapie wéren zum einen die
Verwendung von Chromatininsulatoren,
die die unspezifische Expression von Pro-
toonkogenen hemmen, und zum anderen
die Kotransduktion von sog. ,,Suicidege-
nen’, die bei abnormalem Wachstum des
Gewebes die Zerstorung der transduzier-
ten Zellen nach pharmakologischer Induk-
tion veranlassen konnen [41].

Fazit fiir die Praxis

Gentherapeutische Methoden gerade in
Kombination mit dem Tissue Engineering
zeigen vielversprechende Ansétze bei der
Behandlung der chondralen/osteochon-
dralen Lasion (B Tabelle 1). Ein grof3es Pro-
blem ist, das ideale Transfersystem fiir das
stherapeutische Gen” zu finden. Die Anfor-
derungist klar: dieses System sollte véllig
kontrollierbar hinsichtlich Dauer und Aus-
maf der Genexpression sein und keine un-
erwiinschten,Nebenwirkungen” besitzen,
wie z. B. eine mogliche insertionelle Muta-
genese bei der Integration in das Wirtsge-
nom. Interessante Ansétze bzgl. dieses Pro-
blems gibt es, und erste Ergebnisse sind er-
mutigend.

Eine weitere Schwierigkeit besteht in der
Identifikation des optimalen ,therapeuti-
schen Gens” bzw. der optimalen Kombi-
nation mehrerer solcher Gene. Studien
zeigen, dass besonders Wachstumsfakto-
ren aus der TGF-B-Familie (TGF-B1, BMP-

2) Schliisselproteine bei der Regenerati-
on des Gelenkknorpelschadens sein konn-
ten. Dabei sind optimale Dauer und Aus-
maB der Genexpression fiir diese Fakto-
ren noch nicht bekannt.

Auch muss die optimale Tragersubstanz
gefunden werden, die einerseits die gen-
manipulierten Zellen an dem Ort des De-
fekts halt und anderseits die Regenerati-
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on der Knorpel/Knochenlasion nicht stort,
sondern ggf. sogar fordert.

Daher sind weitere Arbeiten notwendig,
um eine optimale Kombination aus Trager-
substanz, Zellen, ,therapeutischem Gen/
Genen” und dem entsprechenden Trans-
fersystem zu finden. Die Risiken, die mit ei-
nem gentherapeutischem Ansatz auftre-
ten, miissen hingegen beseitigt, zumin-
dest jedoch minimiert werden. Aus diesen
Griinden ist der klinische Einsatz der Gen-
therapie in diesem Umfeld noch nicht ab-
sehbar.
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