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Zusammenfassung

Die Behandlung des gerissenen vorderen
Kreuzbandes (VKB) ist eine wichtige Aufga-
be der orthopddischen Chirurgie. Exogenes
genetisches Material kann effizient in Zellen
des muskuloskeletalen Systems einge-
schleust werden.Wesentliche Ziele einer
Anwendung des Gentransfers in der Kreuz-
bandchirurgie sind die Modulation des
Remodelling und Verbesserung der ossaren
Integration von Weichteiltransplantaten.
Eine entscheidende Voraussetzung dafiir ist
die Erreichbarkeit einer hinreichenden
Anzahlvon Zielzellen und die Expression des
Transgens am Wirkort tiber einen therapeu-
tisch ausreichenden Zeitraum. In den letzten
beiden Jahrzehnten wurden hier signifikante
Fortschritte gemacht. Gentransferbasierte
Strategien missen jedoch den Beweis noch
erbringen, dass sie funktionelle Verbesserun-
gen im Transplantat bewirken.
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Die Behandlung des gerissenen vorde-
ren Kreuzbandes (VKB) ist eine wichti-
ge Aufgabe der orthopédischen Chirur-
gie. Unbehandelte Kreuzbandrupturen
kénnen zur Degeneration des hyalinen
Gelenkknorpels [123] und zu Meniskus-
schiden fiihren [95]. Die beiden derzeit
meistverwendeten Transplantate zur Re-
konstruktion des VKB sind das autologe
mittlere Patellarsehnendrittel mit an-
hingenden Knochenblécken und die
autologen Hamstringsehnen [125, 127,
152]. Die in diesen Ersatzgeweben statt-
findenden langandauernden zelluldren
Umbauvorginge fithren jedoch nicht
zur Wiederherstellung der urspriingli-
chen Struktur und Funktion des VKB
[126]. Aktuell ungeldste Probleme sind
sich verschlechternde biomechanische
Parameter in der Zeit des Transplantre-
modelling sowie die initial geringe Fe-
stigkeit des Gewebes, welches Knochen-
tunnel und Transplantat verbindet [1].
Eine Beschleunigung dieser Prozesse
hitte eine Verkiirzung des Heilungsver-
laufs und damit eine frithere Riickkehr
des Patienten zu seinem priaoperativen
Aktivitdtsniveau zur Folge. Daher be-
steht ein dringender Bedarf an alterna-
tiven Ansidtzen zur Verbesserung der
strukturellen und funktionellen Eigen-
schaften des Transplantats.
Wachstumsfaktoren sind chemi-
sche Boten, die wichtige Funktionen von
Zellen des muskuloskeletalen Systems
regulieren. So stimuliert der Epidermis-
wachstumsfaktor (EGF) die Chemotaxis
von Fibroblasten des humanen VKB
[54]. Der transformierende Wachstums-
faktor § (TGF-f) spielt eine Rolle in der
Heilung von Sehnenlésionen [103], wih-
rend das knochenmorphogenetische

Protein 2 (BMP-2), [67,149] bzw. der in-
sulinartige Wachstumsfaktor I (IGF-I),
[83,144] die Proliferation und Synthese
extrazelluldrer Matrix von Fibroblasten,
Osteoblasten oder Chondrozyten regu-
liert. Damit stellen Wachstumsfaktoren
wichtige Werkzeuge zur Verbesserung
der Transplantateigenschaften dar. Das
Potential von BMP-2 zur verbesserten
knéchernen Einheilung eines Sehnen-
transplantats in einen Knochentunnel
wurde kiirzlich von Scott Rodeo et al.
[120] demonstriert. Jedoch begrenzt die
kurze intraartikuldre Halbwertszeit die-
ser Polypeptide deren Anwendbarkeit
[122,133].

Die Moglichkeit des Einschleusen
von exogenem genetischen Material in
somatische Zellen hat die Anwendbar-
keit dieser Botenstoffe deutlich verbes-
sert. Durch diesen direkten Gentransfer
bzw. die Transplantation von genetisch
modifizierten Zellen, welche in der La-
ge sind, Wachstumsfaktoren oder deren
Rezeptoren iiberzuexprimieren, konnen
therapeutisch wirksame Konzentratio-
nen erreicht werden.

Gentransfer hat im Vergleich mit
der Applikation von rekombinanten
Proteinen den Vorteil einer potentiell
lingeren Bioverfiigbarkeit. Weiterhin er-
reicht man physiologische Konzentra-
tionen unter Umgehung von Fremdkor-
perreaktionen [14], da fremdartige Tri-
gersubstanzen entfallen. Das Gentrans-
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Abstract

Current challenges in anterior cruciate liga-
ment surgery include graft remodeling and
tendon-to-bone healing.The development
over the past few decades of methods for
delivering genes to musculoskeletal tissues
has stimulated interest in its application for
orthopedic problems, including anterior cru-
ciate ligament surgery. Despite substantial
progress,a number of technical issues need
to be addressed before gene transfer might
be considered as an approach to improve the
structural and functional properties of ante-
rior cruciate ligament grafts. The aim of this
review is to illustrate the principles of somat-
ic gene transfer and to apply them to the
cells that constitute the anterior cruciate
ligament. Special characteristics that dictate
the experimental strategies will be outlined.
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ferinteresse beschrinkte sich zundchst
auf Fibroblasten [60, 90, 110]. Neuere
Forschungen haben ergeben, dass frem-
de Gene auch in Synoviozyten [7, 92,
106], Chondrozyten [9, 61,82] und ande-
ren Zellen des muskuloskeletalen Sy-
stems [30, 89] exprimiert werden kon-
nen. Tatsdchlich ist ein Gentransfer in
Band- und Sehnenstrukturen auch in
vivo erzielbar [30, 47, 78, 79, 101, 102].
Dieser entscheidende Durchbruch hat
das Interesse an der Anwendbarkeit die-
ser Methode zur Verbesserung von
Transplantateigenschaften eines Kreuz-
bandersatzes geweckt [47].

Daher ist das Ziel dieses Artikels,
Moglichkeiten des Gentransfers zur Ver-
besserung der biologischen Einheilung
des Transplantats und des Transplanta-
tremodelling aufzuzeigen. Wir werden
in dieser Arbeit das Prinzip des somati-
schen Gentransfers diskutieren und die
derzeit verfiigbaren Vektorsysteme vor-
stellen. AnschliefSend werden die verfiig-
baren Methoden auf ihre Anwendbar-
keit fiir Zellen des VKB evaluiert. Dabei
wird auf spezielle Merkmale des VKB
eingegangen, welche die experimentel-
len Strategien vorgeben.

Prinzipen des Gentransfers

Unter Gentransfer versteht man das Ein-
schleusen von fremden Genen oder
Gensequenzen in somatische Zellen,
wihrend Gentherapie die Behandlung
von Krankheiten durch Gentransfer ist
[93]. Als Voraussetzung dafiir muss das
gewiinschte Gen isoliert, in eine cDNS
umgeschrieben und in einen Expressi-
onsvektor kloniert werden. Vektoren
sind Nukleinsduremolekiile, die meist
von Plasmiden oder Viren abgeleitet
sind. Ein typischer eukaryontischer Ex-
pressionsvektor enthélt eine Promotor-
Enhancerregion [124], die eigentlich in-
teressierende Gensequenz und Termina-
tionssignale. Zusétzlich kénnen in den
Vektor regulatorische Elemente einge-
baut werden, wodurch das transferierte
Gen nach Applikation eines Induktors
an- und abgeschaltet werden kann [25].
Der Gentransfer mit nichtviralen Vekto-
ren wird als Transfektion bezeichnet,
Gentransfer mit viralen Vektoren wird
Transduktion genannt.

Die einzelnen Schritte wihrend des
Gentransfers sind nicht vollstindig auf-
geklart [35, 105, 132], (Abb. 1). Die Inter-
aktion des Vektors mit der Zielzelle fin-

det entweder durch unspezifische Ad-
sorption an die Lipiddoppelschicht der
Zellmembran statt oder durch das An-
docken an spezifische Rezeptoren [27].
Der Vorgang der Membranpenetration
ist sehr schnell: fiir adenoassoziierte Vi-
ren dauert er 1s [132]. Nachdem die DNS
die Zellmembran durchquert hat, wird
sie in Endosomen verkapselt. Das Desta-
bilisieren der Endosomenmembran
durch Viruspartikel [28] oder durch
Helferlipide [38] verringert den an-
schlieffenden Abbau der DNS in Endo-
lysosomen [29,158]. Die so ins Zytoplas-
ma freigesetzte DNS gelangt iiber einen
unbekannten Mechanismus in einem
zundchst ungerichteten, dann zielge-
richteten Weg durch die Kernporen in
den Zellkern [132].

Das auch als Transgen bezeichnete
transferierte genetische Material wird
nun entweder in das Wirtsgenom inte-
griert oder verbleibt extrachromosomal
im Zellkern als Episom. In diesem Fall
ist die Genexpression nur voriiberge-
hend bzw. transient. Die Vektorintegrati-
on ist ein mutagener Akt, welcher theo-
retisch zu einem Zerreiflen und tran-
skriptioneller Aktivierung von Onkoge-
nen fithren kann. Mit der Weiterent-
wicklung viraler Gentransfervektoren,
die ein grofleres Spektrum von Zellen
transduzieren, muss dieses Risiko fiir
menschliche Gentherapiestudien neu
bewertet werden [66].

Keine der bisher durchgefiihrten
Studien hat jedoch Hinweise fiir eine In-
tegration in Zellen der Keimbahn er-
bracht [97]. Das Transgen wird anschlie-
flend in mRNS transkribiert und in ein
Protein translatiert. Dieses rekombinan-
te Genprodukt verbleibt entweder in der
Zelle oder entfaltet seine Wirkung nach
der Sekretion. Ein Gentransfer ist nur
dann erfolgreich, wenn eine biologisch
aktive Menge an Protein produziert
wird. Dies kann durch die Transfektion
vieler Zielzellen oder durch eine grofe
Menge an rekombinantem Protein pro
Zelle erreicht werden.

Zum experimentellen Nachweis ei-
nes Gentransfers werden Gene verwen-
det, deren Produkte fluoreszieren (wie
z. B. das rot fluoreszierende Protein
RFP der Seeanemone Discosoma sp.)
oder durch einfache biochemische (wie
das Luziferasegen luc des Leuchtkéfers
Photinus pyralis) oder histochemische
Reaktionen (wie das -Galaktosidase-
Gen lacZ von Escherichia coli) detek-
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Abb.1 A Welche Schritte finden wihrend eines Gentransfers statt? Zunichst wird das Transfervehi-
kel entweder an die Lipiddoppelschicht der Zellmembran adsorbiert oder dockt an Membranre-
zeptoren an. Nachdem die DNS die Zellmembran durchquert hat, wird sie in Endosomen verkapselt.
Nach Freisetzung ins Zytoplasma gelangt die DNA iiber einen unbekannten Mechanismus durch die
Kemporen in den Zellkern. Dort wird das transferierte genetische Material entweder in das Wirtsge-
nom integriert oder verbleibt extrachromosomal als Episom. AnschlieBend wird die Information in
RNS umgeschrieben, welche dann im Zellplasma als Vorlage zur Synthese des rekombinanten Prote-
ins dient. Dieses Protein kann entweder in der Zelle verbleiben oder von der Zelle sezerniert werden
und dadurch lokale und systemische Effekte bewirken

tierbar sind. Die Gentransfereffizienz
wird als Prozentsatz der Zellen ausge-
driickt, die das Transgen exprimieren.
Sie ist vom Zelltyp und vom Transfersy-
stem abhédngig und kann durch Opti-
mierung der Transfektionsbedingun-
gen um ein Vielfaches gesteigert wer-
den [15, 82].

Der Gentransfer in eine hinreichen-
de Anzahl von Zielzellen ist die notwen-
dige Voraussetzung und der erste kriti-
sche Schritt fiir alle potentiellen Thera-
pien. Ein idealer Gentransfervektor soll-
te untoxisch und einfach anwendbar
sein, eine genau definierte Zielzellpopu-
lation transduzieren kénnen und zu the-
rapeutischen Wirkspiegeln der Genpro-
dukte iiber einen vorgegebenen Zeit-
raum am Wirkort fithren. Kein einziger
derzeit verfiigbarer Vektor besitzt diese
Eigenschaften. Allerdings sind erfolgrei-
che Gentransferstrategien schon in na-
her Zukunft denkbar. Das gesamte Po-
tential einer Gentherapie ist jedoch nur
dann auszuschopfen, wenn die derzeit
verfiigbaren Vektoren weiter perfektio-
niert oder neue Vektoren entwickelt
werden [150].

Techniken des Gentransfers

Die heterogene Gruppe der Gentransfer-
methoden setzt sich aus verschiedenen
physikalischen, chemischen und viralen
Transfersystemen zusammen. Eine be-
deutende Rolle kommt dabei den vira-
len Vektoren zu. Wihrend in der vergan-

genen Dekade rekombinante retrovirale
und adenovirale Systeme aufgrund ih-
rer sehr hohen Transfereffizienz im Vor-
dergrund des klinischen Gentherapiein-
teresses standen, verschiebt sich diese
Balance zunehmend zugunsten anderer
Vektorsysteme, wie z. B. den rekombi-
nanten adenoassoziierten viralen Vekto-
ren (AAV).

Prominente Vertreter der nichtvira-
len Methoden sind Liposomen und
nichtliposomale Lipidkompositionen,
welche z. B. als kationische Liposomen
die DNA adsorbiert haben oder sie als
»konventionelle“ Liposomen in ihrem
Inneren einschlieflen. Andere Methoden
sind die Calciumphosphat-, die DEAE-
Dextrantransfektion sowie die Trans-
ferrinfektion. In Tabelle 1 sind die Vor-
und Nachteile der jeweiligen Gentrans-
fersysteme dargestellt.

Physikalische Methoden

Physikalische Methoden sind u. a. die
Mikroinjektion, die Ultraschalltransfek-
tion [68], der Partikelbeschuss [34, 145]
und die Elektroporation [62,104]. Da bei
der Mikroinjektion jeweils nur eine Zel-
le pro Injektion erreicht wird, ist ihre
klinische Anwendbarkeit begrenzt. Der
Transfer genetischen Materials durch
Elektroporation oder Ultraschall basiert
auf einer zeitweiligen Permeabilitdt der
Zellmembran, die durch den jeweiligen
physikalischen Impuls hervorgerufen

wird. Auch in vivo konnen diese Techni-
ken angewendet werden [34, 62,145].

Chemische Methoden

Bei den chemischen Methoden des Gen-
transfers wird die zu transferierende DNS
mit verschiedenartigen Makromolekiilen
komplexiert. Einige dieser Methoden
sind seit Anfang der 60er Jahre bekannt.
So wird die DNS bei der Calciumphos-
phattransfektion [33,140] in einem fein-
wolkigen Niederschlag aus Calciumphos-
phat ausgefillt, den die Zellen anschlie-
Bend phagozytieren [50]. Andere Metho-
den beinhalten die Komplexierung der
negativ geladenen DNS mit hochmoleku-
larem, positiv geladenem DEAE-Dextran
[87,146] oder mit dem kationischen Po-
lymer Polyethylenimin [10].

Liposomen und andere Transfersy-
steme auf Lipidbasis sind jedoch die bei
weitem wichtigste Vertreter dieser hete-
rogene Gruppe. Diese Strukturen aus Li-
piddoppelschichten kénnen durch eine
Vielzahl von Methoden hergestellt wer-
den, wie z. B. durch Rehydratation [8]
bzw. durch Ultraschallbehandlung eines
getrockneten Lipidfilms [155], oder
durch Verdampfen einer reversen Lipid-
phase [139]. Das in natiirlichen Zell-
membranen vorkommende Phospholi-
pid Phosphatidylcholin und Cholesterol
sind die Grundkomponenten vieler
Liposomen. Wéhrend das Phosphatidyl-
cholin die Lipiddoppelschicht bildet, ist
das anisotrop in die Membran eingela-
gerte Cholesterol fiir deren Fluiditdt zu-
standig [64].

Liposomen haben aufgrund ihrer
Zusammensetzung den Vorteil, dass sie
nur sehr selten eine Immunantwort her-
vorrufen [42]. Man unterscheidet anio-
nische und kationische Liposomen. An
die sphirischen anionischen Liposomen
kénnen Liganden (wie z. B. Antikdrper)
angekoppelt werden. Sie erlauben ein
Targeting einer Zielzelle. Derzeit stehen
jedoch die kationischen Liposomen und
andere Lipidmixturen aufgrund ihrer
weitaus hoheren Gentransfereffizienz
im Vordergrund des Interesses.

Kationische Liposomen

Kationische Liposomen bestehen aus
einem amphiphilen kationischen Lipid
und einem neutralen Phospholipid
(oftmals Dioleylphosphatidylethanol-
amin, DOPE), dem Helferlipid [4o0, 41].
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Uberblick iiber die gegenwirtig hauptsichlich verwendeten Gentransfersysteme

Nichtvirale Systeme

Virale Systeme

Liposomen Retroviren Adenoviren AAV
Vorteile - Relativ hohe Effizienz » Relativ hohe Effizienz « Sehr hohe Effizienz » Sehr hohe Effizienz
+ Niedrige Toxizitat « Transduktion nicht + Keine Induktion einer
zellzyklusabhéangig Immunantwort
« Transfektion nicht » Transduktion nicht
zellzyklusabhéngig zellzyklusabhéngig
+ Nichtimmunogen,
wiederholt anwendbar
Nachteile - Effizienz ist zellspezifisch » Transduktion + Induktion einer Immun- « Helfer-Virus wird

zellzyklusabhéngig

+ Replikationsrisiko

antwort, daher nur einmalig
anwendbar
« Replikationsrisiko

zur Herstellung bendtigt

Integration in das Genom Nein

Die in wifiriger Losung als hexagona-
le Phasen [159] vorliegenden kationi-
schen Liposomen bilden nach Hinzu-
gabe von Plasmid-DNS spontan Lipo-
som-DNS-Komplexe. Bekannte katio-
nische Liposomen sind das monokat-
ionische Cholesterolderivat DC-Chol
[45] oder polykationische Lipide wie
DMRIE [129], DOTMA (Bestandteil
von Lipofectin®), [39] bzw. DOSPA
(Bestandteil von LipofectAmine®) [41].
Diese Liposomen werden in klinischen
Gentransferstudien untersucht [19, 98,
99,135].

Fusogene Liposomen

Fusogene Liposomen (auch Virosomen
genannt) sind Chiméren aus inaktivier-
ten Viruspartikeln und liposomalen
Komponenten. Damit nehmen sie eine
Sonderstellung unter den Liposomen
ein. Die von Yasufumi Kaneda beschrie-
benen Sendai-Liposomen werden durch
Inkubation von Liposomen mit inakti-
vierten Partikeln des Sendai-Virus syn-
thetisiert [65].

Nichtliposomale Lipidmixturen

Verschiedene nichtliposomale Lipid-
mixturen, deren Zusammensetzungen
urheberrechtlich geschiitzt sind, ermog-
lichen einen sehr effizienten Gentrans-
fer. Ein bekannter Vertreter dieser Grup-
pe ist FuGene6 (Roche Molecular Bio-
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» Unspezifische Integration
in das Genom

Ja Nein

chemicals). Fiir Zellen des muskuloske-
letalen Systems sind hohe Gentransfer-
effizienzen nach sorgfiltiger Optimie-
rung der Transferbedingungen be-
schrieben worden [82].

Virale Methoden

Virale Gentransfersysteme bedienen
sich der natiirlichen Eigenschaft von Vi-
ren, ihre eigene Nukleinsduren in Zellen
einzuschleusen. Der virale Lebenszyklus
besteht aus den Phasen der Infektion
und der Replikation. Thr Genom setzt
sich aus viralen Genen und cis-agieren-
den, genregulierenden Sequenzen zu-
sammen. Um einen viralen Vektor her-
zustellen, miissen die kodierenden Gene
von den cis-agierenden Sequenzen sepa-
riert werden. Diese Trennung ist eine
wichtige Voraussetzung fiir die Sicher-
heit dieser Vektoren.

Retrovirale Vektoren

Retrovirale Vektoren sind RNS-Viren. Thr
Genom wird nach der Infektion der Zel-
le als Provirus an einer zufilligen Stelle
in das Wirtsgenom integriert und dort
exprimiert. Da die stabil eingebaute vi-
rale DNS zusammen mit dem Wirtszell-
genom repliziert wird, kann eine langan-
dauernde Expression erzielt werden. Fiir
Gentransferexperimente werden repli-
kationsdefekte Viren verwendet, die sich
nicht vermehren kénnen [93].

Wirtsabhangig

Die meisten fiir Gentherapiezwecke
entwickelten rekombinanten Retroviren
basieren auf dem Moloney-Miuse-
Leukdmievirus (moloney murine leuk-
aemia virus, MMLV) [116]. Derartige
Vektoren sind in der Lage, sich teilende
Zellen mit einer hohen Effizienz und
Persistenz zu transduzieren. Ein poten-
tieller Nachteil der rekombinanten Re-
troviren sind die mit der Integration
verbundenen Sicherheitsrisiken [2]. Ein
weiteres Problem dieser Vektoren ist die
Tatsache, dass nur in Zellteilung begrif-
fene Zellen transduziert werden konnen.
Um ruhende Zielzellen eines Organs zu
transduzieren, miissen diese zunichst
isoliert, in Zellkultur zur Teilung ange-
regt,dann in vitro transduziert, selektio-
niert und schliellich wieder dem Orga-
nismus reappliziert werden. Dieser Ex-
vivo-Ansatz wurde bereits erfolgreich in
einer Vielzahl von Gentherapiestudien
am Menschen angewendet [13, 44, 53].

Adenovirale Vektoren

Adenoviren sind hiillenlose Viren, deren
Genom aus einer linearen dsDNS be-
steht. Sie erzeugen beim Menschen
harmlose Infektionen des Respirations-
traktes. Die virale Replikation findet
ohne eine Integration in das Zielzellge-
nom statt, dadurch ist die Transgenex-
pression nur transient. Zum Gentrans-
fers werden rekombinante, replikations-
defekte Viren verwendet [70].
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Abb.2 A Es gibt 2 Strategien, um das klonierte Gen von Interesse an den Wirkort zu transportieren.
Bei der In-vivo-Strategie (rechts) findet der Gentransfer direkt in die anatomische Struktur (z.B. ein
Patellarsehnendritteltransplantat) statt. Bei der Ex-vivo-Strategie (links) werden zuvor isolierte
Zielzellen in Zellkultur gebracht und anschlieBend genetisch modifiziert. Oft werden die modifizier-
ten Zellen anschlieBend selektiert, sodass dieser Vorgang einige Wochen dauern kann. AnschlieBend
werden die Zellen an den eigentlichen Wirkort transplantiert. Dieser Ex-vivo-Ansatz ist daher kom-
plizierter und invasiver als der In-vivo-Ansatz. In nebenstehender Abbildung ist die Ex-vivo-Strategie
fiir ein liposomales Transfersystem, die In-vivo-Strategie fiir ein virales Transfersystem dargestellt

Neben einer sehr hohen Transferef-
fizienz besitzen adenovirale Vektoren
den Vorteil, dass sie auch nichtreplizie-
rende Zellen infizieren konnen. Da das
adenovirale Genom als ein Episom re-
pliziert wird, ist die Genexpression zeit-
lich begrenzt und fdllt nach einigen Wo-
chen rapide ab. Der hauptsichliche
Nachteil dieser Vektoren liegt in seinen
Sicherheitsrisiken. Nach viraler Erstin-
fektion folgt eine Immunantwort des
Organismus mit den Ziel, alle virustra-
genden Zellen zu vernichten [11, 148].
Bereits eine erneute Vektorapplikatio-
nen ruft daher aufgrund des T-Zell-Ge-
dédchtnisses eine fulminante Immunre-
aktion gegen Eiweif3e auf der Oberfldche
der Adenoviren hervor. Die grofle klini-
sche Bedeutung dieses Aspektes ver-
deutlicht der Tod des 18-jdhrigen Jesse
Gelsinger im Rahmen einer adenovira-
len Gentransferstudie [84]. Seitdem wer-
den in Deutschland keine Adenoviren
mehr direkt in den Blutkreislauf von Pa-
tienten gegeben. Derzeit wird versucht,
die immunogenen Eigenschaften dieser
viralen Kapsidproteine zu modifizieren.

Adenoassoziierte virale Vektoren

Das apathogene AAV aus der Familie der
Parvoviridae vereint wesentliche Vortei-
le der Retroviren und der Adenoviren
und stellt ein vielversprechendes Vehi-
kel dar [91,128]. AAV ist ein einzelstrin-
giges DNS-Parvovirus, welches sich
wédhrend seiner Replikation in das

Wirtsgenom integriert, z. B.im Chromo-
som 19q des menschlichen Genoms. Es
wurde bis jetzt mit keiner menschlichen
Krankheit in Verbindung gebracht.

Das AAV ist in der Lage, sowohl sich
teilende als auch ruhende Zellen mit ei-
ner sehr hohen Transduktionseffizienz
zu infizieren. Rekombinante Vektoren
fir Gentransferexperimente stammen
von dem humanen AAV Typ 2 (AAV-2)
ab [32] und besitzen keine eigenstidndi-
ge Infektiositdt. Obwohl das AAV noch
nicht in dem MafSe wie Retroviren oder
Adenoviren untersucht wurde, sind die
derzeit bekannten Sicherheitsrisiken
weitaus niedriger als bei anderen vira-
len Vektoren.

Strategien zum Gentransfer

Zwei Probleme der Kreuzbandchirurgie
sind die Dauer des Transplantatremo-
delling und des Einwachsens des Trans-
plantats in den Knochentunnel, welche
zu einer initial niedrigen Festigkeit des
Transplantats und seiner Verankerung
fithren [138]. Die Verkiirzung dieser Pro-
zesse durch eine Beschleunigung des Re-
modelling oder der ossédren Integration
wiirde fiir den Patienten eine Verkiir-
zung des Heilungsverlaufs bedeuten. Die
2 wesentlichen Ziele eines Gentransfers
sind daher:

+ die Modulation des Remodelling und
« die Verbesserung der osséren Inte-
gration von Weichteiltransplantaten.

Die erste Aufgabe zielt auf eine nachhal-
tige Verbesserung der strukturellen Ei-
genschaften des Transplantats ab. Als
sinnvoll erscheinen hier Strategien zur
Verbesserung der Matrixproduktion
und der Angiogenese im Transplantat.
Die anatomischen Strukturen, auf die
beide Strategien fokussieren, sind iden-
tisch:

+ die im Knochenkanal zu fixierenden
Anteile der Transplantate,

« der kndcherne Verankerungskanal,

+ die im Remodelling begriffenen
Transplantatanteile,

« die angrenzende Synovia bzw. die
verbliebenen Sehnenstiimpfe.

Um das klonierte Gen bzw. die cDNS an
den Wirkort zu transportieren, sind 2
Strategien denkbar: bei einem direkten
Verfahren (auch In-vivo-Strategie ge-
nannt) findet der Gentransfer in die in-
teressierende anatomische Struktur statt
(AbD. 2). Andererseits kénnen isolierte
Zielzellen auflerhalb des Organismus
genetisch modifiziert und anschlieflend
an den Wirkort transplantiert werden.
Dieser Ex-vivo-Ansatz ist komplizierter
und invasiver als der In-vivo-Ansatz, da
er die Verwendung autologer Zellen er-
fordert, welche vom Patienten isoliert
und anschlieflend wieder an ihren Wirk-
ort retransplantiert werden miissen. Die
Verfiigbarkeit von Stamm- oder anderen
Progenitorzellen mag zukiinftige An-
wendungen vereinfachen [5].

Wie kénnen diese Uberlegungen
realisiert werden? Eine entscheidende
Voraussetzung dafiir ist die Erreichbar-
keit einer hinreichenden Anzahl von
Zielzellen und die Expression des Trans-
gens am Wirkort {iber einen therapeu-
tisch ausreichenden Zeitraum. In den
letzten beiden Jahrzehnten wurden hier
signifikante Fortschritte gemacht.

Markergentransfer in Sehnen
und Bénder

Fibroblasten sind ideale Zielzellen, da sie
den grofiten zelluldren Bestandteil von
Sehnen und Bindern ausmachen. Bereits
Anfang der yoer Jahre bewiesen Merril
[90] bzw. Horst et al. [60], dass Gene in
Fibroblasten eingeschleust werden kon-
nen. Ihre Fahigkeit zum Exprimieren von
rekombinanten Genen wurde eindrucks-
voll in verschiedenen Studien unterstri-
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Tabelle 2

Zum Thema: Vorderes Kreuzband

Markergentransferstudien in Bander und Sehnen

Vektor Tiermodell Markergen Strategie Zielgewebe Zelltyp Dauer der Referenz
Transgenexpression
Sendai-Liposomen  Ratte lacZ In vivo Patellarsehne Fibroblasten 8Wochen [101]
Monozyten/Makrophagen
Sendai-Liposomen Ratte lacZ Invivo Patellarsehne Fibroblasten 8Wochen [109]
Retroviral Kaninchen lacZ Ex vivo vorderes Kreuzband Fibroblasten des 10 Tage [59]
vorderen Kreuzbandes
Retroviral Kaninchen lacZ Ex vivo Patellarsehne Fibroblasten 6 Wochen [47]
Adenoviral Kaninchen  luc Ex vivo Semitendinosussehne  Zellen der synovialen 6 Wochen [85]
Schicht
lacz Fibroblasten
Adenoviral Kaninchen lacz In vivo vorderes Kreuzband Fibroblasten 6 Wochen [59]
Adenoviral Kaninchen lacZ In vivo Patellarsehne Zellen der synovialen 6 Wochen [47]
Schicht
Fibroblasten
Adenoviral Huhn lacZ In vivo Sehne des M. flexor Fibroblasten 11 Wochen [79]
hallucis longus Synoviozyten
Adenoviral Kaninchen lacz In vivo vorderes Kreuzband Fibroblasten 6 Wochen [89]
Adenoviral Kaninchen lacZ Ex vivo vorderes Kreuzband Fibroblasten 3 Wochen [89]
Myoblasten
Herpesvirus Kaninchen lacZ In vivo Patellarsehne Fibroblasten 12 Wochen [154]

chen. So modulierte die Implantation von
genetisch modifizierten, L-Dopa-sezer-
nierenden Fibroblasten in das Corpus
striatum den Verlauf des Morbus Parkin-
son im Rattenmodell [22], und in einer
klinischen Gentherapiestudie wurde die
Uberexpression des menschlichen LDL-
Rezeptors erreicht [53].

Zum Transfer von Genen in isolier-
te Fibroblasten kénnen rekombinante
retrovirale [16,18, 37, 44, 47,100,110, 124,
147],adenovirale [46, 47,89,107],adeno-
assoziierte virale [47, 55, 56] oder nicht-
virale Systeme [47, 57, 134] verwendet
werden. Weitere Kenntnisse lieferten
Untersuchungen zum direkten In-vivo-
Gentransfer in Sehnen und Binder [18,
30,4759, 78,79, 89,101,102,109].

Im Jahr 1996 zeigte Nakamura et al.
[101], dass die Fibroblasten der Patellar-
sehne nach Injektion von Sendai-Lipo-
somen das transferierte Gen fiir 8 Wo-
chen exprimieren [109]. Nach Injektion
von Adenoviren werden v. a. Fibrobla-
sten [47, 59, 79] und Zellen der Sehnen-
scheide [47, 79] im Bereich der Injekti-
onsstelle transduziert. Wenn isolierte, in
Zellkultur retroviral transduzierte und
selektierte Fibroblasten in die Patellar-
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sehne injiziert werden, so fiigen sich die
Zellen in den gewellten Verlauf der Kol-
lagenfasern ein [47]. Hier trat ein zusatz-
liches interessantes Phanomen zu Tage:
die genetisch modifizierten Fibroblasten
entfernten sich zunehmend vom Injekti-
onsort. Nach 1 Woche hatten sie 1/4 der
Linge der Sehne zuriickgelegt und nach
1 Monat waren sie in der gesamten Seh-
ne nachweisbar [101]. Eine dhnliche Be-
obachtung machten Gerich et al. [47].
Diese Experimente demonstrieren, dass
die genetisch modifizierten Zellen in der
Lage sind, die Sehne zu besiedeln, aktiv
zu wandern und so am Remodelling teil-
zunehmen [101].

Ein weiteres wichtiges Zielgewebe
fiir Ex-vivo- und In-vivo-Gentransfer-
strategien ist die synoviale Schicht, wel-
che das VKB iiberzieht [6, 7, 24, 48, 106,
121]. Synoviozyten sind in Zellkultur
leicht zu transduzieren. Werden sie in-
traartikuldr injiziert, so konnen biolo-
gisch aktive rekombinante Proteine ex-
primiert werden [6, 46]. Ahnliche Arbei-
ten mit Fibroblasten [46, 89] und Mus-
kelzellen [30, 89] unterstreichen die
Vielfalt der Zellwahl bei den Ex-vivo-
Strategien. Es ist eine interessante Fra-

ge, ob durch diese Strategien auch mor-
phologische und funktionelle Verénde-
rungen im Transplantat erreicht werden
konnen.

Eine hohe Transfereffizienz ist eine
unabdingbare Voraussetzung fiir den
Erfolg dieser Strategien. Nakamura et al.
[101] ermittelten einen Tag nach Appli-
kation von Sendai-Liposomen eine
Transfereffizienz von 3%, welche nach
2 Monaten auf 0,2% abfiel. Werden Ade-
noviren verwendet, ist die Effizienz
deutlich hoher. Lou et al. [79] verzeich-
neten nach Injektion von Adenoviren in
die Sehne des M. flexor hallucis longus
von Hithnern einen Gentransfer in bis
zu 40% aller Fibroblasten und bis zu
60% aller Zellen der Sehnenscheide.

Neben einer hohen Transfereffizi-
enz ist auch die Dauer der Transgenex-
pression von entscheidender Bedeutung
fiir einen Erfolg dieser Strategien. Wie
Tabelle 2 zeigt, ist sie variabel und ab-
hingig vom verwendeten Transfersy-
stem, der Applikationsart und dem je-
weiligen Tiermodell. Fiir verschiedene
In-vivo-Modelle liegt sie zwischen 8 Wo-
chen [101, 109], 11 Wochen [79] oder
6 Wochen [59]. Werden ex vivo genetisch



modifizierte Zellen transplantiert, so
scheint die Genexpression kiirzer zu
sein. Die Angaben in der Literatur
schwanken zwischen 10 Tagen [59],
6 Wochen [47] oder 4-6 Wochen [48],je
nach Modell und transplantiertem Zell-
typ. Dieses Phdnomen des Absinkens
der Transgenexpression trotz Persistenz
der Transgene im Organismus wurde
bereits 1991 von Palmer et al. [111] be-
schrieben. Die Ursachen dafiir sind un-
bekannt. Denkbar sind die Inaktivie-
rung von regulatorischen Elementen, ei-
ne Immunreaktion gegen viral expri-
mierte Proteine oder das Transgen bzw.
sein Verlust oder das Absterben der
transplantierten Zellen [21, 72,111, 147].

Die Dauer der Genexpression in
diesen Experimenten konnte hinrei-
chend sein, um physiologische Effekte
zu erzielen. Wir haben kiirzlich den Ef-
fekt der Transplantation von genetisch
modifizierten, IGF-I-iiberexprimieren-
den Chondrozyten in einem Ex-vivo-
Modell untersucht [83]. Diese Studie
lisst vermuten, dass bereits der kurze
Zeitraum von 5 Tagen ausreichend ist,
um strukturelle und funktionelle Verén-
derungen im neu gebildeten Gewebe zu
erzielen.

Gentransfer zur Verbesserung
des Remodelling

Wenn ein VKB durch ein autologes Seh-
nentransplantat ersetzt wird, so findet
im Transplantat ein Remodelling statt.
Dieser Prozess fithrt zwischenzeitlich zu
einer Verringerung der Reif3festigkeit
des Transplantats. Das Transplantat wird
mit einem stark vaskularisierten und
zellreichen synovialem Gewebe umhiillt.
Dieser synoviale Uberzug geht u.a. vom
Stumpf des alten VKB, der Synovia des
femoralen und tibialen Ansatzes sowie
vom infrapatellaren Fettkorper aus [3].
Es wandern undifferenzierte mesenchy-
male Zellen aus dem Bindegewebe [112]
oder aus dem Knochenmark [156] bzw.
Zellen synovialen Ursprungs [142] in
das Transplantat ein [69]. Die so begon-
nene Transformation des Transplantats
in eine bandartige Struktur ist nach et-
wa 11/2 Jahren abgeschlossen. Als Ergeb-
nis liegt eine polarisierte, kreuzbandar-
tige Struktur mit niedriger Zellzahl und
langs angeordneten Kollagenfasern vor.
Trotz grofler Fortschritte sind die bio-
mechanischen Eigenschaften dieses Ge-

webes schlechter als die des originalen
VKB.

Die oben beschriebenen Vorgiange
werden durch die zeitlich und raumlich
definierte Expression von Wachstums-
faktoren reguliert [136]. Die gezielte
Uberexpression von Wachstumsfakto-
ren zu einem bestimmten Zeitpunkt
kénnte hier einen wichtigen Ansatz-
punkt darstellen.

Uberexpression von Matrixproteinen

Der einfachste Ansatz ist die direkte
Uberexpression von Matrixproteinen in
Fibroblasten des Transplantats. Die pa-
rallel der Langsrichtung des VKB ange-
ordneten Biindel extrazelluldrer Matrix
bestehen vorwiegend aus Typ-I-Kolla-
gen [77]. Daher sollte der Transfer eines
geeigneten Gens zur Stimulation der
Typ-I-Kollagen-Produktion zur Verbes-
serung der strukturellen Eigenschaften
des Transplantats fiihren. Experimentel-
le Daten liegen hierzu allerdings nicht
vor. In anderen Organen wurde die
Durchfiihrbarkeit dieses Vorhabens be-
reits fiir Genkonstrukte des Typ-IV- [58]
und des Typ-VII-Kollagens [23] unter
Beweis gestellt.

Durch Perfusion der Niere im Tier-
modell wurde Typ-IV-Kollagen in glom-
eruldren Zellen tiberexprimiert, welches
sich anschlieffend in der glomerulédren
Basalmembran ablagerte [58]. Der
Transfer eines Typ-VII-Kollagen-Gen-
konstrukts in Keratinozyten von Patien-
ten mit Epidermolysis bullosa (in denen
Typ-VII-Kollagen fehlt) fithrte zu einer
erfolgreichen Korrektur dieses Phéno-
typs [23]. Ahnliche Studien in der
Kreuzbandchirurgie miissen beweisen,
ob durch die Uberexpression von Typ-I-
Kollagen ein biomechanisch relevanter
Effekt zu erzielen ist.

Uberexpression
von Wachstumsfaktoren

Da Polypeptidwachstumsfaktoren die
synthetische Aktivitdt und das Migrati-
onsverhalten von Fibroblasten regulieren
[31,73,86,103,130,131,136], sind sie wich-
tige Helfer zur Verbesserung des Remo-
delling aufgrund einer Beschleunigung
der Repopulation des Transplantats [69]
auf der Basis von Gentransfer. Obwohl
die Stimulierung der Chemotaxis von Fi-
broblasten aus dem VKB durch den EGF
[54] und andere Polypeptide bekannt ist,

liegen keine quantitativen Daten zur Un-
terstiitzung dieser Hypothese vor. Denk-
bar ist auch der Transfer von Genen fiir
Wachstumsfaktoren in Sehnenfibroblas-
ten, deren Genprodukte die Typ-I-Kolla-
gen-Synthese stimulieren. Der Pléittchen-
wachstumsfaktor (PDGF), ein potenter
Wachstumsstimulator fiir Fibroblasten,
ist hierfiir ein geeignetes Kandidatengen
[20,26,74,141,143].

Tatsédchlich berichteten Nakamura
et al. [102] nach Transfer des PDGF-Gens
in eine partiell durchtrennte Patellarseh-
ne im Kaninchenmodell von einem ge-
steigerten Vorkommen an Typ-I-Kolla-
gen nach 4 Wochen [102]. In dieser Stu-
die konnte das rekombinante Protein
durch immunhistochemische Firbung
28 Tage lang nachgewiesen werden. Die
Bedeutung dieser Arbeit liegt in der er-
folgreichen Demonstration des Potenti-
als von Gentransfer, eine Modulation der
Matrixsynthese in der Struktur von In-
teresse {iber einen hinreichend langen
Zeitraum zu erreichen. Der kritische
Punkt,an dem sich derartige Studien je-
doch messen lassen miissen, ist die Ver-
besserung der biomechanischen Eigen-
schaften des Transplantats. Es ist nicht
bekannt, ob dies durch Gentransfer er-
reichbar ist. Zudem fehlen quantitative
Daten beziiglich der lokalen Konzentra-
tion der durch Gentransfer erzeugten
Proteine.

Wachstumsfaktoren stimulieren
auch die Zellteilung und die Matrixsyn-
these. Von speziellem Interesse ist IGF-I
[17,83] und TGF-f [151]. Besonders TGF-
{3 reguliert die Heilung von Sehnenlésio-
nen [103] und stimuliert die Typ-I-Kol-
lagenexpression [52]. Obwohl Studien
fiir Sehnen und Binder fehlen, ist die
Produktion von Wachstumsfaktoren in
transduzierten Sehnen ein attraktives
Konzept, wie eine Studie zur Uberex-
pression des Nervenwachstumsfaktors
(NGF) durch viralen Gentransfer in die
Patellarsehne unterstreicht [154].

Jueren Lou et al. [78] haben nach
Transfer einer ¢cDNS fiir die fokale Ad-
hisionskinase eine Steigerung der Ad-
hision von Sehnen beobachtet. Die Be-
deutung dieser Arbeit liegt in der erst-
maligen Demonstration eines biome-
chanisch relevanten Effekts basierend
auf dem Transfer eines therapeutisch
wirksamen Gens. Nach Transfer eines
BMP-12-Gens war die Sehnenheilung
verbessert [80].
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Verbesserung der Angiogenese

Wihrend das originale VKB von einem
longitudinal orientierten intraligament-
rem Gefdfinetzwerk mit Verbindungen
zum periligamentdren Netzwerk in der
Synoviascheide [113] durchzogen wird,
findet die Invasion von Blutgefiflen in das
Transplantat sehr friih statt [3,142]. Bereits
nach 2 Wochen wandern Kapillarknospen
vom Knochentunnel in das Transplantat
ein, und formen wenig spéter ein Netz-
werk [142]. Damit ist die Angiogenese ei-
ne wichtige Voraussetzung fiir Zellproli-
feration und Matrixsynthese im neu be-
siedelten Transplantat. Thre Stimulierung
ist ein wichtiger Angriffspunkt zur Ver-
besserung des Remodellings und zielt auf
die Ausbildung eines dem originalen VKB
entsprechenden Gefifinetzes.

Die Revaskularisierung kann durch
chemotaktische Faktoren wie FGF-2 [4,
114], PDGE TGF-f} [115] oder den vaskuli-
ren endothelialen Wachstumsfaktor
(VEGE), [4,114,137] geférdert werden [77,
88].Nach synergistischer Applikation von
VEGF und FGF-2 in die A. iliaca interna
waren im Tiermodell hamodynamische
Verbesserungen von ischamischen Gefi-
Ben der unteren Extremitdt nachweisbar
[4]. In der bereits erwidhnten Studie von
Nakamura et al. [102] zum Transfer des
PDGF-Gens [102] wurden ebenfalls Hin-
weise fiir eine gesteigerte Vaskularisie-
rung 1 Woche nach dem Gentransfer ge-
funden. Nach 1 Monat war kein Unter-
schied im Vergleich mit der Kontrollgrup-
pe mehr feststellbar. Diese Studie demon-
striert, dass der Transfer des PDGF-Gens
die Frithphase der Transplantatvaskulari-
sierung stimuliert. Weitere, quantitative
Daten miissen erhoben werden. Auf die-
sem Gebiet bedarf es noch eines Beweises
von physiologisch relevanten Veridnde-
rungen durch Gentransfer.

Gentransfer zur Stimulation
der ossdren Integration

Offene Fragen bestehen v. a. bei der Inte-
gration von Sehnentransplantaten. Das
Ziel ist, die originale anatomische Inser-
tion des VKB mit ihren 4 charakteristi-
schen histologischen Zonen:

+ Bindegewebe des Bandes,

« Faserknorpel,

+ mineralisierter Faserknorpel,
« Knochen
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wiederherzustellen. Auch hier ist die Be-
schleunigung der einzelnen Phasen von
Interesse, wie z. B. eine frithere Ausbil-
dung der fibrosen Zwischenschicht, in
der die Transplantatsehne durch Shar-
pey-Fasern mit dem Knochen des Tun-
nels verbunden ist [51, 77 119]. Die An-
wendbarkeit des Gentransfers zur Sti-
mulation der Transplantateinheilung
wurde bereits postuliert [47]. Eine Rei-
he von Studien liegen hierzu vor. Der
Transfer von knocheninduzierenden
Genen ist eine geeignete Strategie zur
Verbesserung der Transplantatveranke-
rung. Ein wichtiges Kandidatengen ist
das BMP-2. Die Stimulation der Kno-
chenneubildung nach Uberexpression
von BMP-2 wurde bereits bewiesen [75,
81, 96,108, 148]. Nach adenoviralem Ex-
vivo-Transfer einer cDNS fiir BMP-2 war
nach 8 Wochen eine biomechanisch re-
levante Verbesserung der Steifigkeit und
ossédren Integration von Semitendino-
sustransplantaten zu beobachten [85].

Auch Parathormon [12] und FGF-2
[117, 118, 153] eignen sich zur Stimulie-
rung der Knochenregeneration. Fiir die
Kreuzbandchirurgie liegen hierzu je-
doch noch keine experimentellen Daten
vor.

Zukiinftige Richtungen

Die Transplantation von biologischen
Ersatzgeweben ist eine potentielle M6g-
lichkeit zur Behandlung von Defekten
des muskuloskeletalen Systems [71].
Wenn z. B. Chondrozyten in polymere
Gertiststrukturen ausgesét und im Bio-
reaktor kultiviert werden, entwickelt
sich Knorpelgewebe [43], wahrend Fi-
broblasten im Bioreaktor ein sehnenar-
tiges Gewebe entwickeln [76]. Humane
Fibroblasten aus dem VKB wandern in
vitro in Kollagen-Glykosaminoglykan-
Geriistwerke ein und erzielen dort Zell-
dichten, die denen eines normalen VKB
entsprechen [94]. Eine mogliche Anwen-
dung des Gentransfers liegt in der Opti-
mierung dieses ,,Tissue engineering®
Dieser Ansatz wurde bereits fiir andere
Gewebe vorgeschlagen [16, 36, 49, 156,
157]. Neu gebildete Organe aus transdu-
zierten Fibroblasten sezernieren bei-
spielsweise hamatokritwirksames Ery-
thropoietin fiir 10 Monate [100]. Aller-
dings konnen strukturell und funktio-
nell mit dem Original vergleichbare Er-
satzsehnen zzt.noch nicht durch ,, Tissue
engineering® hergestellt werden.

Fazit fiir die Praxis

Das Verstandnis der molekularen und zel-
luldren Mechanismen der Heilungsvorgan-
ge beim Ersatz des VKB durch ein Trans-
plantat ist die Basis fiir eine kontrollierte
Anwendung von Gentransfer. Darauf auf-
bauend kdnnen naturwissenschaftlich
fundierte Ansdtze zur Verbesserung der
Transplantateigenschaften formuliert wer-
den, die in klinische relevante Therapien
miinden. Aktuell miissen gentransferba-
sierte Strategien den Beweis noch erbrin-
gen, dass sie funktionelle Verbesserungen
im Transplantat bewirken. Ein effektiver
Dialog zwischen orthopadischen Chirur-
gen und Molekularbiologen, Virologen,
Zellbiologen und Chemikern ist die Grund-
lage fiir den Erfolg der in diesem Artikel
vorgeschlagenen Strategien.

Will der orthopédische Wissenschaftler
eine leitende Rolle in diesem komplexen
Gebiet libernehmen, miissen ihm zeitliche
Freirdume fiir die Grundlagenforschung
neben der klinischen Arbeit zur Verfiigung
stehen [63]. Der Konsens von klinischen
Forschern und Naturwissenschaftlern wird
sich unter anderem in Fortschritten auf
dem Gebiet des Gentransfers in der Kreuz-
bandchirurgie zeigen.
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