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Leitthema

Fokale Knorpeldefekte heilen nicht. 

Obwohl eine Vielzahl von operativen 

Maßnahmen, wie markraumeröff-

nende Verfahren [55, 61, 76] und die 

Transplantation von autologen kulti-

vierten Chondrozyten ohne [6] oder 

mit einer unterstützenden Matrix [3] 

sowie von periostalen [57] und peri-

chondralen Geweben [9] verfügbar 

sind, hat keine von ihnen zur Wieder-

herstellung des originalen hyalinen 

Gelenkknorpels geführt [43, 50]. We-

gen dieser Unfähigkeit zur Regene-

ration besteht ein signifikantes kli-

nisches Interesse an der Entwicklung 

von neuen Strategien zur Knorpelre-

paratur. 

Die Regenerationsfähigkeit von verletz-

tem Gelenkknorpel ist trotz seiner bemer-

kenswerten Widerstandfähigkeit begrenzt 

[8, 25, 70]. Wird der subchondrale Kno-

chen penetriert, so füllt sich der Knor-

peldefekt spontan mit einem Blutgerinn-

sel, welches mesenchymale Vorläuferzel-

len aus dem Knochenmark enthält. Nach 

einigen Wochen sind in diesem Gewebe 

Proteoglykane und Typ-I-Kollagen nach-

weisbar. Mit zunehmender Zeit resultiert 

ein neues Gewebe, welches reich an Typ-

I-Kollagen und arm an Typ-II-Kollagen 

ist. Daher hat es minderwertigere struk-

turelle Eigenschaften als der originale hy-

aline Gelenkknorpel. Bereits nach einigen 

Monaten zeigen sich in diesem faserknor-

peligen Reparaturgewebe Anzeichen von 

Degeneration. Der Knorpeldefekt kann an 

Größe zunehmen und Ausgangspunkt ei-

ner arthrotischen Degeneration des Ge-

lenks sein ([73]; . Abb. 1). 

Gewebezüchtung

Die In-vitro-Züchtung von präformierten 

Geweben (Tissue-Engineering) ist ein in-

novativer Ansatz zur Erzeugung von Er-

satzgeweben [41]. Hierbei wird eine Trä-

gersubstanz (sog. „scaffold“) mit Zellen 

besiedelt und aus diesem Konstrukt ein 

funktionelles Ersatzgewebe gezüchtet. 

Dafür werden Zellen in einem geeigneten 

Differenzierungszustand oder -potenzial 

mit natürlichen oder synthetischen Bio-

materialien kombiniert. Diesen Biomate-

rialien kommt eine dreifache Rolle zu: als 

dreidimensionales Gerüstwerk

F  gewährleisten sie die korrekte räum-

liche Verteilung der Zellen,

F  fördern die Gewebsbildung durch die 

Zellen und

F  werden parallel zum Aufbau des neu-

en Gewebes abgebaut.

Neoknorpel

Aus Chondrozyten kann durch Tissue-

Engineering funktionales Knorpelgewebe 

geschaffen werden [41]. Während dieses 

Verfahrens heften sich isolierte Chondro-

zyten an polymere Trägersubstanzen an 

und werden dann in Bioreaktoren kulti-

viert. Dieser Vorgang ist der embryonalen 

Chondrogenese ähnlich [19]. Während 

mehrerer Wochen proliferieren die Zel-

len innerhalb des Biomaterialgerüsts und 

deponieren eine extrazelluläre Matrix um 

sich herum. Das so neu gebildete Knor-

pelgewebe füllt schließlich die Hohlräume 

im Gerüstwerk vollkommen aus [86]. Par-

allel zur Matrixproduktion wird die Trä-

gersubstanz abgebaut [19]. Nach mehre-

ren Wochen entstehen knorpelige Kons-

trukte.

Der so gezüchtete Neoknorpel ist 

strukturell mit hyalinem Knorpel ver-

gleichbar, hat jedoch eine geringere Be-

lastbarkeit [85]. Werden diese präformier-

ten Knorpelkonstrukte in osteochondra-

le Gelenkknorpeldefekte in vivo trans-

plantiert, hat das Reparaturgewebe bes-

sere strukturelle und funktionale Eigen-

schaften als mit zellfreien Trägersubstan-

zen behandelte Defekte [68]. Trotz dieser 

Fortschritte bleibt die Bereitstellung von 

regulatorischen Signalen für die Chon-

drogenese in optimalen zeitlichen und 

räumlichen Mustern eine Herausforde-

rung [67]. 

IGF-I

Wachstumsfaktoren sind chemische Bo-

ten, die eine wesentliche Rolle in der Re-

gulation der Knorpelhomöostase spielen. 

Damit sind sie wichtige Werkzeuge zur 
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Verbesserung des Tissue-Engineering. Der 

insulinartige Wachstumsfaktor I (IGF-I) 

[82], ein Polypeptid mit einem Molekül-

gewicht von 7600, steigert die Proliferati-

on und Matrixsynthese von Chondrozyten 

[79]. Insbesondere stimuliert IGF-I die 

Synthese von Proteoglykanen und Typ-II-

Kollagen. Aufgrund dieser Eigenschaften 

nimmt IGF-I eine Schlüsselstelle bei An-

sätzen ein, die Chondrogenese im durch 

Tissue-Engineering hergestellten Knorpel 

zu verbessern. Die Anwendung von IGF-I 

als Protein zur Verbesserung der struktu-

rellen und funktionellen Eigenschaften der 

Neoknorpelkonstrukte wird jedoch durch 

seine kurze pharmakokinetische Halb-

wertszeit sehr erschwert [64]. 

Gentransfer

Wie kann dieses Problem gelöst werden? 

Durch Gentransfer [12, 16] ist es möglich, 

potenziell therapeutische Gene in Chon-

drozyten überzuexprimieren [13, 14, 33, 

35, 46, 90]. Zum Effekt des Transfers von 

Wachstumsfaktorgenen auf die Knorpel-

heilung lagen bereits ebenfalls Daten vor: 

Mason et al. transferierten erstmalig ein 

Wachstumfaktorgen (BMP-7) in einen fo-

kalen Defekt [53]. Die lokale Überexpres-

sion im Knorpeldefekt, die von transplan-

tierten IGF-I überexprimierenden Zellen 

ausging, hatte auch zu einer verbesserten 

Knorpelreparatur geführt [24, 46]. Bislang 

wurden IGF-I und andere Gene jedoch 

über die Transplantation von isolierten 

periostalen [53] oder perichondralen Zel-

len [24, 58], Muskelzellen [1], Chondro-

zyten [33, 35, 46, 90] oder autologen Kno-

chenmarkaspiraten [59] in einem Fibrin-

gerinnsel [24, 29], Alginat [35, 46], oder 

in einer Typ-I-Kollagen-Membran [90] 

im Defekt bereitgestellt.

Andere potenziell therapeutische Ge-

ne, die bislang untersucht wurden, sind 

„sonic hedgehog“ (Shh) [27], BMP-2 und 

IGF-I [24], „cartilage-derived morphoge-

netic protein 1“ (CDMP1) [34] und BMP-4 

[40]. Die Zellen sind hierbei durch adeno-

virale [2], retrovirale [30, 33] und nichtvi-

rale Vektoren [44, 81] modifizierbar. Her-

vorzuheben ist die bislang einzige Studie in 

einem Großtiermodell (Pferd) von Hida-

ka et al., die allerdings nach Überexpressi-

on von BMP-7 keine strukturellen Unter-

schiede in der Reparatur ergab [29].
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Zusammenfassung

Tissue-Engineering ist die Züchtung von prä-

formierten Geweben aus dreidimensionalen 

Zellverbänden. Werden Chondrozyten mit 

Trägersubstanzen assoziiert und im Biore-

aktor kultiviert, so entwickelt sich Knorpel-

gewebe. Wir wollten verstehen, wie der hu-

mane insulinartige Wachstumsfaktor I (IGF-

I) die Chondrogenese in diesen Neoknorpel-

konstrukten reguliert. Hierzu wurden IGF-I-

transfizierte Chondrozyten in Geweben aus 

Polyglykolsäurefasern ausgesät und in rotie-

renden Bioreaktoren kultiviert. Die Transgen-

expression nach lipidbasiertem Gentransfer 

hielt mehr als 5 Wochen im Neoknorpel an. 

Nach 4-wöchiger Kultivierung in rotierenden 

Bioreaktoren besitzen die IGF-I-Konstrukte 

deutlich mehr Chondrozyten und Proteogly-

kane als Kontrollkonstrukte aus nichtmodifi-

zierten oder mit dem Markergen lacZ modifi-

zierten Konstrukten. Diese strukturellen Ver-

besserungen resultierten in signifikant ver-

besserten biomechanischen Eigenschaften 

der IGF-I-Konstrukte. Transplantation dieser 

Neoknorpelkonstrukte in osteochondrale De-

fekte im Kaninchenmodell verbesserte die 

strukturellen Eigenschaften des Reparaturge-

webes im Vergleich zu lacZ-Konstrukten. Die-

se Studien belegen erstmals die Möglichkeit 

einer auf der Kombination von Gentransfer 

und Tissue-Engineering basierenden moleku-

laren Therapie von Knorpeldefekten.

Schlüsselwörter

Tissue-Engineering · Gentransfer · Knorpelde-

fekte · IGF-I · Transplantation

Tissue engineering for articular cartilage repair 
improved by gene transfer. Current concepts

Abstract

Cartilage tissue engineering is the creation of 

functional substitutes of native articular carti-

lage in bioreactors by attaching chondrogen-

ic cells to polymer scaffolds. One limitation of 

tissue engineering is the delivery of regulato-

ry signals to cells according to specific tem-

poral and spatial patterns. Using gene trans-

fer techniques, polypeptide growth factor 

genes such as the human insulin-like growth 

factor I (IGF-I) gene can be transferred in-

to chondrocytes. When these modified cells 

are used for cartilage tissue engineering, the 

resulting cartilaginous constructs have im-

proved structural and functional character-

istics compared to constructs based on non-

modified cells. The combination of cartilage 

tissue engineering with overexpression of po-

tential therapeutic genes using gene transfer 

technologies provides a basis for the devel-

opment of novel molecular therapies for the 

repair of cartilage defects. 

Keywords

Tissue engineering · Gene transfer · Cartilage 

defects · IGF-I · Transplantation
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Wieder eine andere Strategie beruht 

auf dem alleinigen Transfer von therapeu-

tischen Genen ohne simultane Zelltrans-

plantation [12, 13, 14, 44, 83, 84]. Hierbei 

finden rekombinante adenoassozierte vi-

rale Vektoren (rAAV) Anwendung, da sie 

effizient die knorpelige Matrix, die die 

Chondrozyten umgibt, penetrieren kön-

nen. Im Tiermodell konnte bereits gezeigt 

werden, dass der direkte Gentransfer des 

Fibroblastenwachstumsfaktors 2 (FGF-2) 

durch rAAV zur Verbesserung der Knor-

pelreparatur führt [13]. Eine andere Mög-

lichkeit wäre das Einbringen von Bioma-

terialien, an welche Genvektoren (ohne 

Zellen) assoziiert sind, in den Gelenk-

knorpeldefekt. Obwohl dieser Ansatz ex-

perimentell zur Reparatur von Knochen-

defekten führte [5, 23], liegen zur Knor-

peldefektheilung bislang keine Daten vor. 

Eigener Ansatz

Strategie

Wir haben einen neuen, bislang noch 

nicht beschriebenen Ansatz zur Knor-

pelregeneration vorgeschlagen. Er be-

steht aus dem Transfer von regulierenden 

Gensequenzen in die Chondrozyten, die 

sich der Chondrogenese unterziehen und 

die  se Neoknorpelkonstrukte bilden. Mit 

dieser Verbindung zwischen Tissue-En-

gineering und Gentherapie könnte eine 

Grundlage zur kontrollierten Gewebsent-

wicklung geschaffen werden, die zur ver-

besserten Reparatur von Knorpeldefekten 

anwendbar ist. Die Bildung des Wachs-

tumsfaktors durch Chondrozyten soll da-

bei zu hohen lokalen Konzentrationen im 

durch Tissue-Engineering hergestellten 

Knorpelkonstrukt führen (. Abb. 2a). 

Nach Transplantation in Knorpeldefekte 

sollen sowohl die Knorpelzellen im Kons-

trukt als auch die aus dem Knochenmark 

aufsteigenden pluripotenten Zellen zur 

Chondrogenese angeregt werden.

Diese Überexpression von therapeu-

tischen Genen in durch Tissue-Engi-

neering hergestellten Knorpelkonstruk-

ten bietet im Vergleich zu den genann-

ten Strategien den wichtigen Vorteil einer 

kompletten Defektausfüllung mit einem 

präformierten Knorpelkonstrukt, wel-

ches gleichzeitig in der Lage ist, chondro-

gen wirkende Gene räumlich definiert be-

reitzustellen. Durch diesen Ansatz würde 

der Knorpeldefekt unmittelbar mit einem 

Gewebe gefüllt werden, welches bereits 

initial eine bessere mechanische Stabilität 

aufweist als zum Beispiel das Blutgerinn-

Abb. 1 8 Das Problem der Knorpelreparatur. Nach Behandlung eines oste-
ochondralen Defekts der Femurkondyle mit einem markraumeröffnenden 
Verfahren hat sich auf Basis eines Blutgerinnsels ein Reparaturgewebe ge-
bildet. Dieses Gewebe hat zwar makroskopisch ein ähnliches Aussehen wie 
der benachbarte Gelenkknorpel (a), es lässt sich jedoch leicht mit einem 
Tasthaken ablösen (b). Das histologische Bild (c) der Safranin-O-Echtgrün-
färbung zeigt ein faserknorpliges Gewebe (rechts in c), welches an den nor-
malen Gelenkknorpel (links in c) angrenzt. Das Regeneratgewebe entspricht 
in seiner Qualität nicht dem ursprünglichen hyalinen Knorpel

Transfektion

28 Tage

Aussaat

2 Tage3 Tage

a

b

Bioreaktor

GAPDH

IGF-I

2,37

1,35

1 kB2

Abb. 2 8 Experimentelle Strategie. (a) Monolayerkultur, dreidimensionale 
Gerüststrukturen, Bioreaktor mit Membranoxygenierer in seiner Mitte. (b) 
Expression von humanem IGF-I in transfizierten Chondrozyten. Das Autora-
diogramm zeigt einen Northern-Blot von tRNS aus Chondrozyten, die mit 
dem IGF-I-Vektor pCMVhIGF-I (1) oder mit dem LacZ-Expressionsvektor (2) 
transfiziert wurden. Die Hybridisierung der RNS mit einer hIGF-I-cDNS-Son-
de erzeugt eine Bande von ~1,3 Kilobasen (kB) in 1, welche aus der hIGF-I 
RNS (760 Basenpaare) und dem Poly[A+]-Schwanz besteht. Die transferierte 
humane IGF-I-cDNS wird von den Chondrozyten exprimiert. Aus [47]
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sel, welches durch markraumeröffnende 

Verfahren entsteht. Eine solche Strategie 

könnte klinisch eine frühzeitige postope-

rative Funktion unter physiologischen Be-

lastungszuständen erlauben.

Vorgehen

Bei unserer experimentellen Strategie ge-

hen wir folgendermaßen vor: Chondro-

zyten werden aus Gelenkknorpel isoliert 

und in Monolayerkultur mit Expressions-

vektoren für Wachstumsfaktoren transfi-

ziert. Nach 3-tägiger Kultivierung werden 

die von der Kulturschale abgelösten Zel-

len dynamisch in dreidimensionale Ge-

rüststrukturen aus Polyglykolsäurefasern 

ausgesät. Zwei Tage später werden diese 

Konstrukte in Bioreaktoren überführt und 

für 4 weitere Wochen kultiviert. Der Bio-

reaktor besitzt einen Membranoxygenie-

rer, über den die CO2- und O2-Partialdrü-

cke regulierbar sind. Die durch die Rotati-

on um seine eigene Achse erzeugte lami-

nare Strömung ist Voraussetzung für eine 

optimale Chondrogenese. Zwischen den 

auf die Konstrukte einwirkenden Kräften 

herrscht ein Gleichgewicht: die Neoknor-

pelkonstrukte schweben frei im Medium.

In . Abb. 3 ist das Tissue-Enginee-

ring von gentherapeutisch verbessertem 

Knorpel dargestellt. Transfizierte Chon-

drozyten heften sich an Gerüstwerke aus 

Polyglykolsäurefasern an (. Abb. 3a). 

Nach 2 Tagen Aussaat sind etwa 95% der 

Zellen weintraubenartig an die Biomateri-

alfasern angeheftet. In der Abbildung sind 

noch große Zwischenräume zwischen 

den Zellansammlungen erkennbar. Im 

Verlauf der anschließenden Kultivierung 

im Bioreaktor werden diese Zwischen-

räume vollständig mit Zellen und extra-

zellulärer Matrix ausgefüllt. Die Blaufär-

bung des X-gal-gefärbten lacZ-Konstrukts 

in . Abb. 3b eine Woche nach Bioreak-

torkultivierung zeigt eine positive Trans-

genexpression an. Die Zellverbände sind 

deutlich größer geworden, die Zwischen-

räume zwischen den Verbänden kleiner. 

. Abb. 3c zeigt ein mit Chondrozyten 

ausgesätes Konstrukt 3 Tage nach dyna-

mischer Aussaat vor dem Transfer in den 

Bioreaktor; . Abb. 3d ein LacZ-Kons-

trukt nach der Aussaat vor dem Transfer 

in den Bioreaktor. Bei dem Neoknorpel-

konstrukt aus IGF-I-transfizierten Chon-

drozyten nach 4-wöchiger Kultivierung 

im Bioreaktor (. Abb. 3e) sind die Zwi-

schenräume zwischen den fast aufgelösten 

Fasern des Biomaterials vollkommen mit 

chondroider Matrix aufgefüllt. Einen his-

tologischen Schnitt durch ein Konstrukt, 

welches für 4 Wochen im Bioreaktor und 

10 weitere Tage s.c. in der Nacktmaus im-

plantiert wurde, stellt . Abb. 3f dar.

Aufgrund der oben beschriebenen Ei-

genschaften wählten wir IGF-I als Kan-

didatengen für diese Studien aus. Um zu 

verstehen, wie IGF-I die Chondrogenese 

in durch Tissue-Engineering hergestell-

tem Neoknorpel reguliert, testeten wir 

zunächst die Hypothese, dass die Über-

expression von humanem IGF-I durch 

Chondrozyten zu einer dauerhaften 

Transgenexpression in gezüchteten Knor-

pelkonstrukten in vitro und in vivo führt. 

Wir überprüften weiterhin die Hypothe-

se, dass überexprimiertes IGF-I die struk-

turellen und funktionellen Eigenschaften 

dieser knorpeligen Konstrukte verbessert. 

Abb. 3 8 Tissue-Engineering von gentherapeutisch verbessertem Knorpel. a Anheften von transfi-
zierten Chondrozyten an Gerüstwerke aus Polyglykolsäurefasern (Vergr. 200:1). b X-gal-gefärbtes la-
cZ-Konstrukt (Vergr. 100:1). c Mit Chondrozyten ausgesätes Konstrukt (Vergr. 10:1). d LacZ-Konstrukt 
(Vergr. 10:1). e Neoknorpelkonstrukt (Vergr. 20:1). f Histologischer Schnitt durch ein Konstrukt (Safra-
nin-O-Färbung, Vergr. 20:1). Erläuterung s. Text
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Abb. 4 9 Makroskopisches 
Bild (a–c), histologische (d–
i) und immunhistochemische 
(k–p) Analyse von Neoknor-
pelkonstrukten aus normalen 
(mittlere Reihe; b, e, h, l, o) und 
transfizierten Chondrozyten. 
Isolierte Knorpelzellen wurden 
mit Vektoren für lacZ (linke Rei-
he; a, d, g, k, n), sowie 
humanes IGF-I (rechte Reihe; 
c, f, i, m, p) transfiziert, in Ge-
rüstwerke aus Polyglykolsäure-
fasern eingesät und 4 Wochen 
in Bioreaktoren kultiviert. Ma-
kroskopisches Bild von durch 
Tissue-Engineering erzeugten 
Knorpelkonstrukten aus  lacZ- 
(a), nichtmodifizierten (b), 
sowie IGF-I-modifizierten (c) 
Chondrozyten. Safranin-O-Fär-
bung, d–i Vergr. 20:1, g–i Vergr. 
200:1. Die Reste des Biomateri-
als sind als strichförmige Struk-
turen noch erkennbar. Reprä-
sentative histologische Schnit-
te, gefärbt mit Antikörpern ge-
gen Typ-II-Kollagen (k–m) und 
Aggrecan (n–p); Vergr 200:1
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Als ersten Schritt identifizierten und op-

timierten wir eine effiziente Technik zum 

Gentransfer in Chondrozyten.

Transfektion
Während die Transfektion von embryo-

nalen Vogel- [42] oder juvenilen Säuger-

chondrozyten [26] bereits beschrieben 

wurde, war bislang das nichtvirale Ein-

schleusen von fremdem genetischem Ma-

terial in adulte Chondrozyten relativ er-

folglos. Insbesondere lagen keine Daten 

zum nichtviralen Gentransfer in humane 

normale oder arthrotische Chondrozyten 

vor. In den Studien zu Vogel- oder Säuger-

chondrozyten erwies sich das lipidbasier-

te System FuGENE6 verbunden mit einer 

Hyaluronidasebehandlung vor und wäh-

rend der Transfektion als optimal [48]. 

Unter optimierten Bedingungen lag die 

Gentransfereffizienz bei 41% in bovinen 

Chondrozyten, bei 21% in normalen hu-

manen Chondrozyten und bei 8% in ar-

throtischen humanen Chondrozyten. Die-

se Ergebnisse zeigen, dass nichtvirale, li-

pidbasierte Methoden hinreichend opti-

miert werden können, um Gene in hu-

mane adulte und andere Chondrozyten 

zu transferieren [48]. FuGENE6 zeich-

net sich im Vergleich mit adenoviralen 

Vektoren durch fehlende Immunogeni-

tät bei einer hohen Transfektionseffizienz 

aus [15]. 

Anschließend konstruierten wir einen 

IGF-I-Expressionsvektor. Hierzu wur-

de eine humane IGF-I-cDNS unter Kon-

trolle des Zytomegalievirus-immediate-

early- (CMV-IE-)Promotors gestellt und 

in den kommerziell erhältlichen Vektor 

pcDNA3.1Zeo(+) einkloniert. Die Tes-

tung dieses IGF-I-Expressionsvektors 

pCMVhIGF-I erfolgte durch den Nach-

weis der mRNS des Transgens im „Nor-

thern blot“ (. Abb. 2b) und des biolo-

gisch aktiven humanen IGF-I-Proteins 

per ELISA (83 ng/1×107 Zellen/24 h) und 

seiner proliferativen Wirkung auf Mono-

layerkulturen von bovinen Chondrozyten 

[49].

Für Studien zum Tissue-Engineering 

verwendeten wir dreidimensionale Ge-

rüststrukturen aus Polyglykolsäure, da 

sie eine kontrollierte Chondrogenese in 

vitro ermöglichen [19, 20]. Wir transfi-

zierten bovine Chondrozyten mit dem 

IGF-I-Expressionsvektor pCMVhIGF-

I oder mit dem Markergen β-Galactosi-

dase (lacZ) von Escherichia coli (E. co-

li) [49] durch FuGENE6. Zwei Tage nach 

Transfektion wurden die Zellen in Poly-

glykolsäure-Gerüsten dynamisch ausge-

sät (. Abb. 3a; [86]). Anschließend wur-

den die Konstrukte auf rotierende Biore-

aktoren verteilt.

Kultivierung
Die Überlegenheit der Bioreaktorkultivie-

rung hatten wir zuvor im Vergleich mit 

der Kultivierung der Konstrukte in sta-

tischen und in horizontal durchmischten 

Zellkulturschalen bestätigt. In diesen Ex-

perimenten zeigte sich, dass in den sta-

tischen Kulturen die Geschwindigkeit 

der Degradation des Biomaterials deut-

lich schneller war als der Gewebsaufbau – 

nach 2 Wochen zerfielen die statisch kul-

tivierten Konstrukte. Im Vergleich der ho-

rizontal durchmischten Kulturen mit den 

Bioreaktorkulturen kam es nur im Biore-

aktor zu einer hinreichenden Gewebsbil-

dung.

Nach 4 Wochen Kultivierung in rotie-

renden Bioreaktoren (. Abb. 3b–f) sind 

die Knorpelkonstrukte, welche die hu-

4 Wochen Bioreaktor
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Abb. 5 8 Entwicklung der Nassmasse von Neoknorpelkonstrukten im Zeitverlauf (a). Biomechanische 
Eigenschaften der Neoknorpelkonstrukte (b). Erläuterung s. Text
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Abb. 6 8 Prinzip der In-vivo-Experimente. Nach Isolierung von Chondrozyten und deren Transfekti-
on wurden die von der Zellkulturschale abgelösten Chondrozyten dynamisch in Trägersubstanzen aus 
Polyglykolsäurefasern ausgesät. Nach 28-tägiger Kultivierung in rotierenden Bioreaktoren fand die 
Transplantation in osteochondrale Defekte in der Trochlea femoris im Kniegelenk von Chinchilla-Bas-
tard-Kaninchen statt. Nach 28 Wochen wurden die Kondylen entnommen und analysiert
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mane IGF-I-cDNS tragen (nachfolgend 

als IGF-I-Konstrukte bezeichnet), deut-

lich schwerer und haben eine größere 

Oberfläche als Konstrukte aus nichtmo-

difizierten oder mit dem lacZ-Gen modi-

fizierten Chondrozyten (nachfolgend als 

lacZ-Konstrukte bezeichnet). Die Struk-

tur der IGF-I-Konstrukte ist hinsichtlich 

Zellhomogenität, Zellreichtum, Intensi-

tät der Safranin-O-Färbung und der bio-

chemischen Zusammensetzung sowie ih-

rer Masse zu jedem Zeitpunkt den Kon-

trollkonstrukten überlegen (. Abb. 4, 

5a). Die Nassmasse der Konstrukte aus 

IGF-I-transfizierten Chondrozyten blieb 

konstant, während die Nassmasse von 

Konstrukten aus normalen oder lacZ-

transfizierten Chondrozyten im Zeitver-

lauf der Bioreaktorkultivierung abnahm 

(. Abb. 5a). Biomechanische Untersu-

chungen der IGF-I-Konstrukte nach 4-

wöchiger Kultivierung ergaben ein si-

gnifikant erhöhtes Steifigkeitsmodul in 

Kompression (Equilibrium-Modulus) 

im Vergleich mit Kontrollkonstrukten 

(. Abb. 5b). Die Verbesserung war da-

bei im Vergleich mit normalen und la-

cZ-modifizierten Konstrukten festgestellt 

worden (p<0,03).

Genexpression 
In vivo bleibt nach subkutaner Transplan-

tation des Neoknorpels in Nacktmäusen 

die Genexpression bis zum Ende des Ex-

periments erhalten (38 Tage nach Trans-

fektion). Diese Daten beweisen, dass die 

Überexpression von humanem IGF-I die 

In-vitro-Chondrogenese im Neoknorpel-

konstrukt moduliert. Als Resultat sind 

strukturelle und funktionelle Parame-

ter verbessert. Diese Intensivierung der 

Chondrogenese durch räumlich definierte 

Überexpression von IGF-I lässt vermuten, 

dass in vitro gezüchtete knorpelige Kons-

trukte, die auf genetisch modifizierten 

Chondrozyten basieren, vorteilhafter als 

alleiniger Gentransfer oder Tissue-Engi-

neering sind [47]. Dieses Konzept stellt 

ein physiologisch relevantes Modellsys-

tem zur Verfügung, welches zum kont-

rollierten Studium des Einflusses ande-

rer Faktoren und Mechanismen auf die 

Chondrogenese verwendet werden kann.

Gewebsaufbau
Es blieb jedoch ungeklärt, ob derar-

tige durch Tissue-Engineering gezüchte-

te Knorpelkonstrukte, die auf Chondro-

zyten basieren, welche den Wachstums-

faktor IGF-I überexprimieren, die Repa-

ratur von osteochondralen Knorpelde-

fekten in vivo verbessern. Hierzu wurden 

lacZ- und IGF-I-Konstrukte aus Chon-

drozyten von Kaninchen hergestellt. Ei-

nen Tag nach der Transfektion wurden die 

modifizierten Chondrozyten dynamisch 

in ein Gerüstwerk aus Polyglykolsäurefa-

sern ausgesät (. Abb. 6). Zum Zeitpunkt 

des Transfers in die Bioreaktoren gab es 

keinen signifikanten Unterschied bezüg-

lich der Nassmasse zwischen lacZ- und 

IGF-I-Konstrukten. Die durchschnittliche 

Nassmasse der Konstrukte beider Grup-

pen verminderte sich während der Kulti-

vierung im Bioreaktor. Nach 28 Tagen der 

Bioreaktorkultivierung waren die IGF-I-

Konstrukte bereits 1,8-fach schwerer als 

lacZ-Konstrukte. Das entspricht einer Ab-

nahme der Nassmasse für lacZ-Konstruk-

te um 76% und für IGF-I-Konstrukte um 

59% am Tag 28 im Vergleich zu Tag 0.

Damit ist im Vergleich zu lacZ-Kons-

trukten der Gewebsaufbau in IGF-I-

Konstrukten auf eine höhere biosynthe-

tische Aktivität der Chondrozyten als Fol-

ge des Gentransfers zurückzuführen. Die 

Geschwindigkeit des Abbaus des Bioma-

terials ist höher als die Gewichtszunah-

me beider Gruppen. Um die IGF-I-Pro-

duktion der Konstrukte zu ermitteln, wur-

den Konstrukte jeder Gruppe individuell 

kultiviert und das konditionierte Medi-

um nach Extraktion von Bindungsprotei-

nen mittels eines IGF-I-ELISA analysiert. 

Zu allen getesteten Zeitpunkten lag die 

IGF-I-Konzentration von lacZ-Konstruk-

ten unterhalb der Nachweisgrenze. IGF-I-

Konstrukte produzierten 2,2±0,3 ng IGF-

I pro Konstrukt/24 h am Tag 3 nach der 

Transfektion. Im Vergleich lag die durch-

schnittliche IGF-I-Produktion der Chon-

drozyten, die mit pCMVhIGF-I transfi-

ziert und in Monolayern kultiviert wur-

den, bei 289±41 ng/1×107 Zellen/24 h am 

Tag 3 nach Transfektion. Dieses Ergeb-

IGF-I

lacZ

*P < 0.001

0

10

20

30

*

28 Wochen

a b

c d e

Abb. 7 9 Verbesserung der 
Knorpelreparatur durch 
Transplantation von IGF-
I-Konstrukten. Makrosko-
pisches (a, c) und histolo-
gisches (b, d, Safranin-O-
Echtgrün, Vergr. 100:1) Bild 
nach Transplantation von 
durch Tissue-Engineering 
hergestellten gentherapeu-
tisch modifizierten Kons-
trukten. Auswertung (e). 
Erläuterung s. Text. (Adap-
tiert aus [11])
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nis stimmt mit publizierten Daten über-

ein [7, 75].

Transgenexpression
Unterschiede in der Höhe der Transgen-

expression zwischen den einzelnen Kulti-

vierungsformen könnten aus unterschied-

lichen Zellzahlen, dem verschiedenartigen 

Versuchsaufbau, anderen synthetischen 

Fähigkeiten von Chondrozyten verschie-

dener Spezies sowie aufgrund der Inter-

aktionen im neu gebildeten Reparaturge-

webe von IGF-I mit den IGF-I-Bindungs-

proteinen [22] und IGF-I-Rezeptoren an 

den Chondrozyten, die das Transgen tra-

gen, und von benachbarten, nichttransfi-

zierten Chondrozyten begründet sein.

Die Implantation von lacZ- oder IGF-

I-Konstrukten wurde nach 28 Tagen Bi-

oreaktorkultivierung durchgeführt. In je-

der über einen medialen parapatellaren 

Zugang exponierten Trochlea femoris des 

Kniegelenks wurde ein zylindrischer os-

teochondraler Defekt mit einem manuell 

betriebenen kanülierten Bohrer (3,2 mm 

Durchmesser) gesetzt und lacZ- oder 

IGF-I-Konstrukte in die Defekte einge-

passt. Bei dieser Defektgröße findet kei-

ne komplette spontane Knorpelreparatur 

statt [4, 13, 21, 31, 32, 35, 46, 71, 72, 73]. Die 

Tiere befanden sich im Stadium der Fusi-

on der Wachstumsfugen [37], die 1–2 Mo-

nate nach der Operation abgeschlossen 

war [36].

Um eine klinische Situation unter Voll-

belastung zu stimulieren, wurde den Ka-

ninchen eine uneingeschränkte Aktivi-

tät unter voller physiologischer Belastung 

unmittelbar nach der Operation erlaubt. 

Nach 28 Wochen wurden die distalen Fe-

mora analysiert. Dieser Zeitpunkt wurde 

gewählt, um die Langzeiteffekte auf die 

Gelenkknorpelreparatur in erwachsenen 

Tieren zu evaluieren: Das Reparaturgewe-

be degeneriert bereits nach 12 Wochen in 

derartigen Defekten [73, 87]. Makrosko-

pisch fand sich kein Gelenkerguss, keine 

Osteophyten oder Adhäsionen. Die Rän-

der der Defekte waren immer erkennbar, 

das Reparaturgewebe hatte eine rötlich-

weiße Farbe (. Abb. 7).

Interessanterweise waren 28 Wochen 

nach Transplantation die IGF-I-Spiegel 

in der Gelenklavage nicht erhöht. Dieser 

Befund kann auf der Interaktion des IGF-

I mit IGF-I-Bindungsproteinen im neu-

en Gewebe beruhen oder auf den Verlust 

des Transgens zurückgehen. Selbst wenn 

25.000 ng IGF-I-Protein als Gemisch von 

polymerisiertem Fibrin mit Chondro-

zyten in osteochondrale Defekten appli-

ziert wurden, konnte keine signifikante 

Erhöhung des IGF-I-Spiegels in der Syno-

vialflüssigkeit 4 Tage nach Applikation ge-

funden werden [17]. Das ist eine 50.000-

fach höhere Dosis als die 0,5 ng, die pro 

Konstrukt in der vorliegenden Studie am 

Tag 14 sezerniert wurden. Dieses Feh-

len von erhöhten intraartikulären IGF-I-

Spiegeln ist in einem klinischen Rahmen 

wünschenswert, um systemische Effekte 

zu vermeiden.

Reparaturqualität
In . Abb. 7 ist das makroskopische 

(. Abb. 7a,  c) und histologische 

(. Abb. 7b, d) Bild der Knorpelrepara-

tur nach Transplantation von durch Tis-

sue-Engineering hergestellten genthera-

peutisch modifizierten Konstrukten dar-

gestellt. Bei beiden Gruppen sind die De-

fekte makroskopisch noch gut erkennbar 

(. Abb. 7a, c). Nach Transplantation von 

lacZ-Konstrukten (. Abb. 7a, b) zeigt 

sich im histologischen Bild eine insuffi-

ziente Reparatur mit inkompletter Fül-

lung des Defektes. Nach Transplantation 

von IGF-I-Konstrukten ist die Knorpelre-

paratur im Vergleich zur Kontrollgruppe 

deutlich verbessert (. Abb. 7c, d). Eine 

komplette Knorpelregeneration trat nicht 

auf. Die Auswertung erfolgte mittels eines 

Bewertungssystems der Knorpelrepara-

tur (. Abb. 7e). Hierbei erhält ein kom-

plett regenerierter Defekt die Punktzahl 

0, ein leerer Defekt die Punktzahl 31. Si-

gnifikante Unterschiede zwischen beiden 

Gruppen lagen vor.

Wie können Unterschiede in der 

strukturellen Reparaturqualität der oste-

ochondralen Defekte erkannt und quan-

tifiziert werden? Hierzu verwendeten wir 

das von Sellers et al. [71, 72] beschriebene 

histologische Bewertungssystem. Dieses 

System basiert auf 8 individuellen Para-

metern wie Vollständigkeit der Defekt-

auffüllung, Integration des neuen Knor-

pels, Intensität der Safranin-O-Färbung 

sowie Zellmorphologie und Zellarchitek-

tur innerhalb des Reparaturgewebes, Be-

schaffenheit seiner Oberfläche sowie das 

Ausmaß der Wiederherstellung des sub-

chondralen Knochens und der „tide-

mark“. Die addierten Einzelpunkte erge-

ben eine durchschnittliche Gesamtbewer-

tung. Dabei entspricht der maximale Wert 

IGF-I-transfiziert

nichttransfiziert

Chondrozyten

Synovialzellen

Abb. 8 7 Prinzip der 
Reparaturvorgänge 

nach Transplantation 
von genetisch modifi-
zierten, durch Tissue-

Engineering herge-
stelltem Neoknorpel. 

Erläuterung s. Text
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von 31 Punkten einem leeren Defekt oh-

ne Reparaturgewebe, eine komplett rege-

nerierte Gelenkknorpeloberfläche würde 

0 Punkte erzielen. Eine verbesserte Knor-

pelreparatur zeigt sich daher in einem 

niedrigen Wert.

In keiner Gruppe wurde eine kom-

plette Defektregeneration erreicht. La-

cZ-Konstrukte führten zu einer inkom-

pletten Defektauffüllung (. Abb. 7b). 

Defekte mit IGF-I-Konstrukten waren 

bis zur Ebene des umliegenden normalen 

Gelenkknorpels mit neuem Gewebe auf-

gefüllt (. Abb. 7d). Ebenso war die In-

tegration des neuen Gewebes in den an-

grenzenden normalen Gelenkknorpel, die 

Zellmorphologie und Architektur signifi-

kant in den IGF-I-behandelten Defekten 

verbessert. Die Gesamtbewertung 28 Wo-

chen nach Transplantation war signifikant 

besser für die Defekte, die IGF-I-Kons-

trukte enthielten, als für Defekte, die la-

cZ-Konstrukte enthielten (jeweils 13,9 und 

17,1 Punkte, p<0,001) (. Abb. 7e; [11]). 

Damit verbessern durch Tissue-Enginee-

ring gezüchtete Knorpelkonstrukte, die 

auf Chondrozyten basieren, welche den 

Wachstumsfaktor IGF-I überexprimieren, 

die Reparatur von osteochondralen Knor-

peldefekten in vivo.

Diskussion

Für eine dauerhafte Haltbarkeit des Ge-

lenkknorpels ist die authentische Zusam-

mensetzung und Architektur der im Re-

paraturgewebe gebildeten neuen extra-

zellulären Matrix entscheidend. Daher er-

scheint es erforderlich, bei weiteren Stu-

dien zur Knorpelreparatur nicht nur die 

Typ-I- und -II-Kollagene, sondern auch 

Kollagen VI, XI und IX, Proteoglykane 

wie Decorin, Biglykan, Chondroadherin 

sowie Glykoproteine wie das „cartilage 

oligomeric matrix protein“ (COMP) und 

Matriline zu untersuchen. Polarisations- 

und elektronenmikroskopische Analysen 

können die strukturellen Untersuchungen 

vervollständigen. 

Die Daten dieser Studien zeigen, dass 

Tissue-Engineering in Verbindung mit 

der Überexpression von IGF-I den im 

Bioreaktor stattfindenden Prozess der 

Chondrogenese von Neoknorpel sowohl 

auf struktureller als auch auf funktioneller 

Ebene moduliert. Die Daten zeigen wei-

terhin, dass durch Implantation solcher 

IGF-I-Konstrukte die Reparatur von oste-

ochondralen Defekten in vivo verbessert 

wird. Die Ergebnisse zum Effekt der Über-

expression von IGF-I auf die Chondroge-

nese im Bioreaktor und im Knorpelde-

fektmodell stimmen mit Untersuchungen 

in Zellkulturmodellen überein [49, 78, 79, 

80]. IGF-I ist mitogen und stimuliert zu-

gleich die Synthese von Bestandteilen der 

extrazellulären Matrix, insbesonders von 

Proteoglykanen und Typ-II-Kollagen.

Verschiedene Studien am Tiermodell 

haben bereits das Potenzial von IGF-I (als 

Protein) demonstriert, die Reparatur von 

Gelenkknorpeldefekten zu stimulieren 

[17, 56]. Hunziker und Rosenberg verbes-

serten so durch Applikation von 50 ng/ml 

IGF-I-Protein die Zellularität des Repara-

turgewebes in einem chondralen Defekt-

modell [32]. Ebenfalls in einem chond-

ralen Modell bei Ratten führte die Trans-

plantation von IGF-I-transduzierten pe-

richondralen Zellen zur Verbesserung 

der frühen Reparatur dieser teilschich-

tigen Defekte [24]. In vergleichbarer Wei-

se konnte die Reparatur von großen os-

teochondralen Defekten in einem Pfer-

demodell durch Gabe der relativ großen 

Menge von 25 μg IGF-I pro Defekt sowohl 

ohne [56] als auch mit zusätzlicher Trans-

plantation von Chondrozyten verbessert 

werden [17].

Worin liegt der Unterschied zwischen 

diesen Arbeiten? In all diesen Studien er-

folgte die Applikation des IGF-I-Prote-

ins oder der modifizierten Zellen mit-

tels eines Fibringerinnsels, ohne vorhe-

rige Kultivierung dieser Zell-Fibrin-IGF-

I-Komposite in einem Bioreaktor. Wir 

verwendeten in einem anderen Ansatz 

ebenfalls IGF-I-modifizierte Zellen, die 

vor Transplantation in ein Alginat-Hy-

drogel verkapselt wurden und ohne vor-

heriges Tissue-Engineering in Knorpelde-

fekte implantiert wurden [46]. Die in die-

ser Arbeit beschriebene Strategie berück-

sichtigt eine räumlich und zeitlich kont-

rollierte Abgabe des therapeutischen Fak-

tors IGF-I während des Prozesses des Tis-

sue-Engineering. Nach Transplantati-

on der Neoknorpelkonstrukte in die os-

teochondralen Defekte wirkt das sezer-

nierte IGF-I sowohl auf die Chondrozyten 

im Konstrukt als auch die aus dem Kno-

chenmark aufsteigenden Zellen inner-

halb des Reparaturgewebes, die sich der 

Chondrogenese unterziehen. Ein stimu-

lierender Effekt von IGF-I auf die Chon-

drogenese von mesenchymalen Stamm-

zellen wurde unlängst bewiesen [24, 89]. 

Es ist jedoch möglich, dass auch andere, 

von den transplantierten Chondrozyten 

sezernierte Faktoren diesen Prozess über 

autokrine und/oder parakrine Effekte sti-

mulieren. 

Aus durch Tissue-Engineering gezüch-

tetem Knorpel und einem als subchond-

rale Unterstützung dienenden knöcher-

nen Gewebe sind auch biphasische Struk-

turen konstruierbar [68]. Die Transplanta-

tion dieser Knorpel-Knochen-Strukturen 

in osteochondrale Defekte ergab struk-

turelle Verbesserungen im Reparaturge-

webe. Das Biomaterial, das in der vorlie-

genden Studie verwendet wurde, war die-

sem ähnlich und ermöglicht eine kont-

rollierte Chondrogenese [18]. Beim Ver-

gleich von dieser mit anderen Studien, in 

denen ein ähnliches abbaubares Gerüst-

werk verwendet wurde [19, 20] ist es wich-

tig, die relativ stringenten Kulturbedin-

gungen zu berücksichtigen, welche ein-

gesetzt wurden, um den Effekt der IGF-

I-Überexpression auf die Chondrogene-

se ohne Interaktion mit anderen Faktoren 

zu untersuchen. Die zellbesiedelten Trä-

gersubstanzen wurden im Bioreaktor al-

lein in basalem Medium ohne Hinzufü-

gung von fetalem Kälberserum (FBS) kul-

tiviert. Es wäre daher interessant zu testen, 

ob durch zusätzliche Applikation von FBS 

oder anderen Faktoren [28] die Zellproli-

feration und Matrixsynthese weiter gestei-

gert werden kann. 

Welchen Einfluss haben mögliche Un-

terschiede in der Natur und der Resorp-

tionsfähigkeit dieser bioresorbierbaren 

Konstrukte auf die Gelenkknorpelrepa-

ratur? Bislang wurden unterstützende Bi-

omaterialien zur Transplantation haupt-

sächlich mit der Idee verwendet, die mo-

difizierten Zellen im Defekt zu halten. 

Hierfür fanden Alginat [44], Agarose 

[62], Fibrin- oder Typ-I-Kollagengele oh-

ne [60] oder mit Periostlappen [90] sowie 

die oben beschriebenen synthetischen 

und biologisch abbaubaren Gerüstwer-

ke [68] Verwendung. Besonders solche 

Trägersubstanzen, die bereits klinisch im 

Rahmen der autologen Chondrozyten-

transplantation verwendet werden (wie 
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z. B. Typ-I-Kollagen-Membranen) [3, 39], 

sollten in diesem Kontext weiter evaluiert 

werden.

Man könnte argumentieren, dass die 

Knorpelreparatur im Kaninchenmo-

dell spontan komplett abläuft und Unter-

schiede zu der beim Menschen aufweist. 

Obwohl dies für die Frage der makrosko-

pisch sichtbaren Auffüllung des Defektes 

mit einem in der Farbe dem Knorpel ähn-

lichen Reparaturgewebe zutreffen mag, 

gilt es sicherlich nicht für die detaillierte 

mikroskopische Auswertung des Repara-

turgewebes mittels eines Bewertungssys-

tems, wie sie in diesen und anderen Stu-

dien angewandt wurde. Die fehlende Re-

generation des originalen hyalinen Ge-

lenkknorpels in der lacZ-Kontrollgrup-

pe nach 28 Wochen postoperativ bestätigt 

die Beobachtung, dass selbst bei jugend-

lichen Kaninchen, die zum Abschluss 

der Experimente erwachsen waren, keine 

komplette Knorpelregeneration auftritt. 

Dies stimmt mit den Ergebnissen ande-

rer Autoren überein, die im Kaninchen-

modell zwar ebenfalls Reparatur, aber 

keine Knorpelregeneration fanden [4, 13, 

21, 31, 32, 35, 46, 71, 72, 73]. Somit ist das 

angewandte Modellsystem eines zylind-

rischen osteochondralen Defektes gültig, 

um Knorpelreparaturprozesse zu unter-

suchen [31, 65]. 

Wie beteiligen sich die transplantierten 

Zellen an der Knorpelreparatur? Diese 

Frage bleibt schwierig zu beantworten und 

ist Grundlage für Spekulationen. Im Vor-

feld wurde gezeigt, dass transplantierte, al-

logen gezüchtete Knorpelkonstrukte nicht 

immunogen sind und ihre Komponenten-

zellen im Reparaturgewebe für 9 Monate 

nachweisbar waren [69]. Die dargestell-

te Studie ermittelte nicht, ob der im De-

fekt nach 6 Monaten gebildete Reparatur-

knorpel aus den allogenen Chondrozyten 

des Implantats, von aus dem Knochen-

mark stammenden körpereigenen Zel-

len oder aus beiden Quellen stammt. Es 

ist wahrscheinlich, dass Zellen vom Kno-

chenmark ebenfalls zur Chondrogene-

se im osteochondralen Defekt beitragen. 

Es ist ebenfalls möglich, dass der implan-

tierte, gezüchtete Knorpel komplett inte-

griert wurde. Gleichfalls könnten die prä-

formierten knorpeligen Konstrukte als ei-

ne Vorlage dienen, die im Zeitverlauf re-

sorbiert und durch Wirtszellen ersetzt 

wird. Sicherlich kommt den transplan-

tierten Zellen die zusätzliche Rolle der Se-

kretion von anderen Faktoren zu, welche 

zusätzlich den Reparaturprozess stimulie-

ren (. Abb. 8). Weitere Arbeiten in die-

ser Richtung sind erforderlich, um diese 

Frage endgültig zu klären. In diesem Zu-

sammenhang erscheint es ebenfalls not-

wendig, auch die Eignung von mesen-

chymalen Vorläuferzellen [63, 77, 88] als 

Komponentenzellen für das Tissue-En-

gineering von gentherapeutisch modifi-

ziertem Knorpel zu überprüfen.

Reparaturprinzip

Das Prinzip der Reparaturvorgänge nach 

Transplantation von genetisch modifi-

zierten, durch Tissue-Engineering herge-

stelltem Neoknorpel ist in . Abb. 8 dar-

gestellt. Die Defektbesiedlung geschieht 

durch die Chondrozyten im Neoknorpel. 

Die transfizierten Zellen sezernieren ne-

ben dem überexprimierten Gen auch an-

dere, chondrozytenspezifische Faktoren, 

welche auto- oder parakrin auf die be-

nachbarten Zellen sowie den umgebenen 

Gelenkknorpel wirken. Zugleich ist die 

Auffüllung von verbliebenen Hohlräu-

men durch aus dem Knochenmark auf-

steigende Zellen denkbar. Eine Einwan-

derung von Synovialzellen ist ebenfalls 

möglich.

Studien mit Markergenen haben ge-

zeigt, dass durch Ex-vivo-Strategien ex-

primierte Transgene in osteochondralen 

Knorpeldefekten für etwa einen Monat 

aktiv bleiben [13]. Das ist ein relativ lan-

ger Zeitraum, verglichen mit der Anwen-

dung von rekombinanten Proteinen. Hu-

manes BMP-2, als Protein mit Hilfe eines 

Kollagenschwamms in einen Defekt ein-

gebracht, ist nur etwa eine Woche aktiv 

[72]. Klinische Daten lassen vermuten, 

dass das Reparaturgewebe in den Gelenk-

knorpeldefekten von Patienten über Mo-

nate bis über einige Jahren hinweg ausreift 

[38]. Somit ist es sinnvoll, nach Möglich-

keiten zu suchen, um die Dauer der Trans-

genexpression weiter zu verlängern.

Wichtig erscheint, darauf hinzuweisen, 

dass überexprimiertes IGF-I nicht nur die 

Knorpelreparatur verbesserte, sondern 

auch die Neubildung des subchondralen 

Knochens stimulierte. Dies stimmt mit 

bereits publizierten Ergebnissen zum Ef-

fekt von IGF-I-Protein auf die Neufor-

mation von Knochen und eine reduzierte 

Knochenresorption überein [54]. Die Ver-

besserung der Integrationskapazität ist ein 

wichtiger Faktor, der die Haltbarkeit der 

Gelenkknorpelreparatur beeinflusst. Üb-

licherweise verfällt die Grenzfläche im 

Zeitverlauf [51, 52, 73]. 

Kürzlich wurde in einer Pilotstudie de-

monstriert, dass auch mit einem baculovi-

ralen Vektor transduzierte Chondrozyten 

in einem rotierenden Bioreaktor kultiviert 

werden können und dass die Transdukti-

on eines Markergenes ohne negative Ein-

flüsse auf die Chondrogenese ist [10]. Je-

doch fanden keine therapeutischen Gene 

Anwendung. Die Ergebnisse der vorlie-

genden Arbeit belegen erstmals die Mög-

lichkeit einer auf Gentransfer und Tissue-

Engineering basierenden molekularen 

Therapie von Knorpeldefekten. Zusätz-

liche Studien mit anderen potenziell the-

rapeutischen Genen müssen daher folgen, 

um deren Effekte zu evaluieren. 

Ausblick

Zusammenfassend weisen unsere Da-

ten auf den Wert von durch Tissue-Engi-

neering gezüchteten Knorpelkonstrukten 

mit Überexpression von Wachstumsfak-

tor IGF-I  für die Reparatur osteochond-

raler Defekte hin. Daraus ergeben sich 

viele interessante neue Fragen: Wird sich 

diese Strategie zu einem klinischen Ver-

fahren etablieren? Hier besteht die be-

achtliche technische Herausforderung 

darin, die notwendigen Bestandteile (Zel-

len, Gene, bioresorbierbare Gerüstwer-

ke, biologische Fixierung) in einen pas-

senden Komplex zu vereinen. Wie kann 

die Transgenexpression in vivo verlängert 

werden und hat das zur Transplantation 

verwendete Biomaterial [66, 74] darauf 

einen Einfluss? Wird die Transplantation 

von genetisch modifizierten Zellen oder 

das direkte Einbringen von Genvektoren 

in einen Defekt zu besseren Ergebnissen 

führen als das hier beschriebene genthera-

peutisch verbesserte Tissue-Engineering? 

Welcher Zelltyp ist ideal für Ex-vivo-An-

sätze? Diese Fragen müssen in weiteren 

Studien kritisch geklärt werden.

Vordringlich ist ebenfalls, neue, bislang 

unbekannte therapeutische Faktoren zu 

identifizieren und bereits bekannte Kan-
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didaten auf ihre Eignung zu prüfen, den 

Prozess der Chondrogenese im Defekt zu 

verbessern. An diese Arbeiten anknüpfen-

de Studien in Großtiermodellen müssen 

über die biomechanischen Eigenschaften 

des Reparaturgewebes Auskunft geben. 

Im Hinblick auf eine klinische Situation ist 

es entscheidend, die Beobachtungsperio-

den zu verlängern, um die Langzeiteigen-

schaften der jeweiligen Reparaturgewebe 

zu beurteilen und mit etablierten Verfah-

ren der Knorpelreparatur zu vergleichen. 

Weiterführende Studien sind daher indi-

ziert, um das volle Potenzial der Modula-

tion des Tissue-Engineering von Knorpel 

durch den Transfer therapeutischer Gene 

zu evaluieren.

Fazit

Unsere Daten zeigen: Durch Tissue-Engi-

neering gezüchtete Knorpelkonstrukte, 

die auf Chondrozyten basieren, welche 

den Wachstumsfaktor IGF-I überexpri-

mieren, verbessern die Reparatur von os-

teochondralen Defekten in vivo.
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