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Die Anwendung hochspezifischer
gentechnologischer Methoden er-
moglicht den Transfer von spezi-
fischen Genen in das Erbgut einer Zel-
le. Die gentechnisch veranderte Zel-
le synthetisiert Proteine, die norma-
lerweise nicht oder nur in geringen
Mengen von dieser Zelle produziert
werden. Diese Proteine konnen intra-
zellulare Steuerungsmechanismen
beeinflussen, welche an der Zellober-
flache als Rezeptor exprimiert oder
als biologisch aktive Mediatoren se-
zerniert werden.

Insbesondere die direkte Beeinflussung
intrazelluldrer Steuerungsmechanismen
ist von grofler Bedeutung, da dies mit
konventionell verabreichten Medikamen-
ten schwierig oder nicht zu erreichen ist.
Weiterhin ermdglicht die Gentherapie die
langfristige Synthese und Freisetzung von
Proteinen, die normalerweise eine kurze
Halbwertszeit haben oder oral nicht appli-
zierbar sind. Als Beispiel sei hier die lokale
Applikation von rekombinanten Wachs-
tumsfaktoren als ein neues therapeu-
tisches Konzept in der Wundheilung ge-
nannt [41, 58]. Da rekombinante Wachs-
tumsfaktoren oral nicht bioverfiigbar sind
und eine kurze Halbwertszeit besitzen,
besteht zur Aufrechterhaltung einer lo-
kal wirksamen Konzentration bisher nur
die Moglichkeit der wiederholten lokalen
Injektion. Die Transfektion von gewebe-
stindigen Zellen mit spezifischen Genen,
die den entsprechenden Wachstumsfaktor
kodieren, kann hierzu eine alternative Be-
handlungsmethode darstellen.
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Stellenwert der Gentherapie
in Unfallchirurgie

und Orthopadie

Vorteile der Gentherapie

Verglichen mit der ,,klassischen” Medika-
mententherapie hat die Gentherapie zahl-
reiche Vorteile (B8 Tab. 1). Der Organis-
mus wird dazu benutzt, sich die Wirkstoffe
fiir seine Heilung selbst herzustellen. Wei-
terhin entfallen bei der Gentherapie durch
die lokale Manipulation von spezifischen
Zellen die systemischen Nebenwirkungen,
die viele klassische Medikamente aufwei-
sen. Wihrend bei der klassischen Arznei-
mitteltherapie pharmakologisch wirksame
Konzentrationen oft nur durch die wieder-
holte Verabreichung erreicht werden, kon-
nen transfizierte Zellen das gewiinschte
Protein in gleich bleibender Konzentrati-
on iiber einen bestimmten Zeitraum ei-
genstandig synthetisieren. Durch den na-
titrlichen Tropismus einzelner Viren und
die Verwendung gewebespezifischer Pro-
motoren kann zusitzlich die Effizienz
der Gentherapie gesteigert werden. Wer-
den z. B. gentherapeutisch genutzte Ade-
noviren zusitzlich mit einem spezifischen
Leberpromotor wie Albumin oder Phe-
nylalanin-Hydroxylase gekoppelt, wird
das entsprechende Transgen ausschlief3-
lich in der Leber exprimiert [40]. Ein wei-
terer Vorteil der Gentherapie gegeniiber
der klassischen Medikamententherapie ist
die konstante Genexpression iiber einen
lingeren Zeitraum. Die meisten konven-
tionellen Arzneimittel haben eine Halb-
wertszeit von Minuten bis Stunden, wih-
rend die Halbwertszeit implantierter Gene
und die Transgenexpression in Abhéngig-
keit des Vektors Tage bis Monate betragt
[48, 108].

Hilfsmittel der Gentherapie

Im Rahmen der Gentherapie werden Zel-
len mit genetischem Material , transfi-
ziert®. Fir diesen als Gentransfer bezeich-
neten Vorgang benétigt man ein Kons-
trukt, welches das spezifische Gen trégt,
den sog. ,Vektor“. Durch einen Promo-
tor wird die durch den Gentransfer ein-
gebrachte Fremd-DNA (Transgen) ge-
lesen und ihre Expression initialisiert
(8 Abb. 1), [39, 69].

Die Wahl des passenden Vektors ist fiir
die Effizienz der Gentherapie entschei-
dend, da jeder Vektor eine andere Zielzelle
bevorzugt. Innerhalb der Vektoren unter-
scheidet man zwischen viralen und nicht-
viralen Vektoren (8 Abb. 1).

Nicht-virale Vektoren

DNA-Plasmide konnen mittels direkter
Injektion, oszillierenden Tattoo-Nadeln
oder mit zusdtzlichen Penetrationshilfen
wie Goldplattchen oder kationischen Li-
posomen gekoppelt und in die Zielregi-
on implantiert werden [31, 47, 55, 72, 76,
100]. Die direkte DNA-Applikation mit-
tels Plasmide ist wegen ihrer leichten
Handhabung technisch einfach durchzu-
fithren. Allerdings ist die Effizienz des di-
rekten DNA-Transfers mit nicht-viralen
Vektoren im Vergleich zu viralen Vek-
toren deutlich geringer (B Tab. 2).

Virale Vektoren

Virale Vektoren sind ein sehr effektives
Transportmittel fiir Gene, da das Ein-
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Tab. 1

therapie

Systemische Nebenwirkungen Ja

Direkte Beeinflussung der Zell-  Nein
funktionen

Unterschiede zwischen der klassischen ,Medikamententherapie” und der Gen-

Parameter Klassische Therapie Gentherapie
Wirkstoff Wird auBerhalb des Kérpers ~ Wird von den kdrpereigenen Zellen
hergestellt synthetisiert
Gewebespezifitat Nein Ja
Bioverfiigbarkeit des Proteins  Kurze Halbwertszeit Konstant, solange das Virus in der
Zelle aktiv ist

Nein, da nur lokale Effekte
Ja

Retroviren

Tab.2 Vor- und Nachteile der am haufigsten verwendeten Vektoren

Vektor Vorteile Nachteile
Nicht-viral  Direkte DNA- Geringer technischer Aufwand  Geringe Effizienz
Applikation DNA epichromosomal Schéadigung der Zellmembran
Liposomen Einfach herzustellen Schlechte Transfektionseffizienz
Viral Adenovirus Hohe Effizienz bei nicht proli-  Entziindungsférdernd

ferierenden Zellen
Transiente Expression

DNA epichromosomal
Adenoassoziierte  Hohe Effizienz bei prolife- Nur kleine DNA-Sequenzen
Viren rierenden Zellen konnen eingeschleust werden

Langere transiente Expression
Nicht pathogen oder toxisch
Integration in das Wirtsgenom
Nur proliferierende Zellen
werden infiziert

Stabile Genexpression
Integration in das Wirtsgenom

Mutationsgefahr
HIV-Infektion méglich

schleusen von genetischem Material in

die Ziel-(Wirts)zelle essentieller Bestand-

teil des viralen Lebenszyklus ist. Mit der

Verwendung von Viren als Vektoren nutzt

man ihre evolutionir erworbene Fihig-

keit aus, Gene in Wirtszellen einzubrin-
gen. Es werden 2 Typen von Viren unter-
schieden:

1. Adenoviren integrieren ihr Ge-
nom nicht in die DNA der Wirtszel-
le, sondern platzieren es im Zellkern,
damit die DNA dort abgelesen und
vermehrt werden kann. Diese extra-
chromosomale DNA hat den Nach-
teil, dass sie im Verlauf der Zelltei-
lungen verloren geht und ihr thera-
peutischer Effekt damit zeitlich be-
grenzt ist.

2. Retroviren bauen ihr Genom will-
kiirlich in die Erbsubstanz des Wirtes
ein. Die Erbinformation ist somit fes-
ter Bestandteil der DNA des Wirtes
und wird bei jedem Teilungsvorgang
der Zelle mitvererbt. Retroviren kon-
nen fiir die Gentherapie von chro-
nischen Krankheiten Vorteile aufwei-
sen (B Tab. 2).
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Zur Vektorherstellung werden diejenigen
Gene aus dem Genom entfernt, welche die
Virusreplikation regulieren (@ Abb. 2).
Somit verlieren die Viren ihre Teilungs-
fahigkeit. Zusitzlich werden fiir Vektoren
der neuen Generation diejenigen Gene
eliminiert, die fiir die virale Immunant-
wort verantwortlich sind (8 Abb. 2).
Durch das Einsetzen eines ,Therapie-
gens® (Transgen) in die frei gewordenen
Bereiche entsteht ein sog. ,,rekombinanter
Virus®

Alle viralen Vektoren haben in Abhén-
gigkeit ihres natiirlichen Tropismus (d. h.
»rezeptorvermittelt®) eine definierte Spe-
zifitdt fiir eine Zielzelle. So transfizieren
Retroviren gemaf3 ihres natiirlichen Tro-
pismus Lymphozyten, wohingegen Ade-
noviren vorwiegend Endothelzellen trans-
fizieren. Durch zusitzliche Modifikation
der Virushiille kann diese ,natiirliche®
Spezifitit beeinflusst werden. Dieses sog.
»Re-Targeting* von viralen Vektoren wur-
de bereits bei Retroviren, Adenoviren und
adenoassoziierten Virusvektoren durch-
gefithrt und erméglicht die Transfektion
jeder Zelle [12, 33, 62, 64, 85, 102].

Promotoren

Promotoren sind die , Antriebsaggre-
gate” fiir die Genexpression, die die ,Um-
schreibung® des eingebauten Transgens in
die RNA und die anschlieflende Protein-
synthese steuern (8 Abb. 1). Nur wenn
der Promotor aktiv ist, kann das implan-
tierte Transgen gelesen und aktiviert wer-
den. Der Promotor beinhaltet eine spezi-
fische DNA-Sequenz, die als Erkennungs-
und Bindungsregion fiir die RNA-Poly-
merase dient. Dieses Enzym bewirkt die
Umschreibung der DNA-kodierten gene-
tischen Information in eine Messenger-
RNA, wodurch die Synthese des entspre-
chenden Proteins ausgeldst wird.

In der Gentherapie werden unspezi-
fische oder spezifische Promotoren ver-
wendet. Unspezifische Promotoren be-
stehen aus einer DNA-Sequenz, die aus
einem Virus isoliert wird (z. B. Zytome-
galieviruspromotor [66, 75]). Durch den
viralen Promotor kann das Transgen von
jeder transfizierten Zelle gelesen werden.
Im Gegensatz hierzu konnen auch spe-
zifische endogene Promotoren verwen-
det werden, die entweder organspezi-
fisch (z. B. hepatozytenspezifischer Pro-
motor Phenylalanin-Hydroxylase) oder
funktionsabhangig (z. B. endogener Pro-
motor fiir Akutphasenproteine [97]) sind
(B Abb. 1). Die Spezifitit und Sensitivi-
tat des Gentransfers kann durch Verwen-
dung von Promotoren, die lediglich in
bestimmten Zellen oder Geweben aktiv
sind, verbessert werden.

Applikation der Vektoren

Grundsitzlich bestehen 2 Techniken,
die Vektoren in die gewiinschte Zielzel-
le zu implantieren. In Abhéngigkeit von
der Lokalisation des Gentransfers unter-
scheidet man zwischen einem direkten
»In-vivo-“ und dem indirekten ,,In-vitro-
“oder ,,Ex-vivo-Gentransfer (8 Abb. 3).
Beim direkten In-vivo-Gentransfer wer-
den die Vektoren an den gewiinschten
Ort im Organismus appliziert und dort
von den Zielzellen aufgenommen. Beim
indirekten In-vitro-Gentransfer werden
die Zielzellen aus dem Organismus ent-
fernt und das Transgen implantiert. Der
Gentransfer findet ex vivo unter kont-
rollierten Bedingungen im gentechnolo-



Zusammenfassung - Abstract

gischen Labor statt (B Abb. 3). Anschlie-
Bend kann die Effizienz des Gentransfers
ex vivo tiberpriift werden, bevor die gene-
tisch verdnderten Zellen dem Organismus
wiederzugefithrt werden. Der indirekte
In-vitro-Gentransfer ist wesentlich auf-
wendiger, bietet aber den Vorteil einer ho-
heren Spezifitit und Sicherheit. Der Nach-
teil besteht in der Komorbiditit fiir den
Patienten durch die Prozedur der Zellge-
winnung und dem Risiko einer Ex-vivo-
Kontamination der kultivierten Zellen.
Der direkte In-vivo-Gentransfer ist in der
Regel weniger invasiv und technisch ein-
facher. Ein Nachteil besteht in der unspe-
zifischen Transfektion von Zellen am In-
jektionsort. Die Wahl der entsprechenden
Transfektionsmethode hiangt von der Er-
krankung, der Indikation, der Lokalisati-
on und dem Typ der zu transfizierenden
Zielzelle ab [27, 38, 80].

Anwendungsmaoglichkeiten
in der Unfallchirurgie

Bis heute wurden gentherapeutische Kon-
zepte in der Unfallchirurgie vorwiegend
in tierexperimentellen Studien unter-
sucht. Hauptanwendungsbereiche sind
die gezielte Beschleunigung der Wund-
und Knochenbruchheilung, die Regene-
ration zerstorter Knorpelflichen und die
gezielte Neutralisation immunsuppres-
siver und hyperinflammatorischer Pro-
teine, die im Rahmen einer lokalen und/
oder systemischen Entziindung freige-
setzt werden.

Wundheilung

In den vergangenen Jahren wurden ver-
schiedene Modelle entwickelt, um die Ef-
fekte der Gentherapie in vitro und in vivo
zur Beschleunigung der Wundheilung und
der Geweberegeneration zu untersuchen.
Hierbei fanden v. a. Liposomen und ade-
novirale Vektoren Verwendung [22]. Da
Ubereinstimmung besteht, dass Wachs-
tumsfaktoren fiir eine effiziente Wund-
heilung notwendig sind, wurden Gene,
die Proteine wie ,,platelet derived grow-
th factor (PDGF), ,transforming grow-
th factor” (TGF), oder ,fibroblast growth
factor (FGF) kodieren, im Rahmen der
Wundheilung untersucht. An einem Isch-
amiemodell der Ratte konnte durch den
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Stellenwert der Gentherapie in Unfallchirurgie und Orthopadie

Zusammenfassung

Mit Hilfe molekularbiologischer und gentech-
nologischer Methoden kann durch den Trans-
fer von spezifischen Genen das Erbgut einer
Zelle verandert werden. Hierdurch werden
die Zellfunktionen so moduliert, dass die Zel-
le, die durch das implantierte Gen verschliis-
selte Funktionen erhdlt, Proteine syntheti-
siert, die sie normalerweise nicht oder nur in
geringen Mengen produziert.

Wie erste tierexperimentelle Studien zei-
gen, kann die Gentherapie die Heilungs- und
Regenerationsfahigkeit der Haut, von Seh-
nen, Knorpel und Knochen unterstiitzen und
beschleunigen. In jiingster Zeit werden in

Tierversuchen neue Vektoren mit einer ge-
ringeren Immunogenitat und verbesserten
Steuerbarkeit sowie einer erhhten Transfer-
sicherheit getestet. Es ist zu erwarten, dass
die Gentherapie in den nachsten Jahrzehnten
bei der Frakturheilung, der Sanierung von
Knorpelschdden und fiir die Behandlung von
Infektionen einen bedeutenden Stellenwert
einnehmen wird.

Schliisselworter
Gentherapie - Transfektion - Virus - Promotor -
Tissue engineering

Role of gene therapy in trauma and orthopedic surgery

Abstract

Modern molecular and genetic technolo-
gies enable the modification of a cellular ge-
nome through transfer of specific genes. The
various procedures alter specific cell func-
tions, which allow the transfected cell to pro-
duce any encoded transgene information.
The transfected cell then synthesizes proteins
that are normally not produced or only in
very small amounts.

Numerous animal studies have demon-
strated that gene therapy may support and
accelerate the healing and regeneration of
specific tissues such as skin, tendons, carti-

lage, and bones. Currently, further animal
studies are evaluating new vectors with re-
duced immunogenicity in the continuous
effort to improve the efficacy and safety of
gene transfer. In the forthcoming decade we
expect gene therapy to have an important in-
fluence on the treatment of fractures, carti-
lage lesions, and infection.

Keywords
Gene therapy - Transfection - Virus - Promoter -
Tissue engineering
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Spezifische DNA Sequenz fiir

ersatz aus genetisch modifizierten Zellen

Vektor Transgen fithrte zu einer gesteigerten lokalen Syn-
¥ ¥ ¥ these von wundheilungsstimulierenden
e—— Dafiier die Doafiniart don Mediatoren [7, 35]. Weitere experimentelle
far die Gentherapie Aktivierung Wirkungsbereich Studien weisen darauf hin, dass bei lokaler
des Transgens des Proleins .. .
A Uberexpression von Wachstumsfaktoren
. - Intrazellula . . «
Viral Nichl-viral + Spezifisch rieeiLar wie ,vascular endothelial growth factor
Ef.;% © « Unspazifisch Rt (VEGF) oder PDGF in transfizierten Trans-
« Lokal / systemisch plantaten eine beschleunigte Angiogenese
Viren Plasmide

Abb. 1 A Fiir die Gentherapie werden das Transportvehikel (Vektor) und die DNA-Sequenzen von

Promotor bzw. Transgen bendtigt

Natlirlicher Adenovirus

Y

Entfernung der E1 Region
| > Replilcatiunsunféhigkeiu

Rekombinanter Adenovirus

[57 90] bzw. ein schnelleres Einwachsen fi-
brovaskuldrer Zellen erfolgt [26].

Ein anderes Tiermodell konnte zeigen,
dass durch die direkte intramuskulire Ap-
plikation von IGF-1-tibermittelnden Ade-
novirus in eine Muskelverletzung zwar
dessen Heilung verbessert wurde, jedoch
die funktionelle Genesung unvollstindig
blieb [50].

Frakturheilung

Meue virale DNA
T

un :
i = Virusinduzierte Immunreaktinn“f: _‘)

Abb. 2 A Durch die Elimination der viralen ET-DNA-Region und das Einbringen des gewiinschten
Transgens mit einem entsprechenden Promotor entsteht ein rekombinanter, replikationsunféhiger
Adenovirus (,Adenoviren der 1. Generation” [16]). Durch das zusatzliche Herausschneiden der vi-
ralen E2- und E4-DNA-Region wird die virusinduzierte Aktivierung des Immunsystems signifikant

vermindert (,Adenoviren der 2. Generation” [17])

adenoviralen Transfer des PDGF-Gens die
eingeschrinkte Wundheilung regeneriert
werden [53]. Keswani et al. [45] erzielten
ahnliche Erfolge in einem murinen Diabe-
tesmodell. Weiterhin konnte gezeigt wer-
den, dass sich die Wundheilung mit der di-
rekten Applikation von TGF-haltigen Plas-
miden signifikant verbesserte [16]. Ebenso
beschleunigte die Applikation von Lipo-
somen, die das FGF- oder auch das ,,Insu-
lin-like growth faktor® (IGF)-1-Transgen
beinhalteten, die Wundheilung sowohl im
murinen Diabetesmodell [89], wie auch
in einem Rattenmodell der akuten Brand-
wunde [43].

Eine neuartige Moglichkeit zur effizi-
enten Vektorimplantation in eine Wun-
de wurde mit der Einfithrung der sog.
»genaktivierten Matrix“ (GAM) geschaf-
fen [18]. Dabei wird der entsprechende
Vektor in eine biokompatible und biolo-
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gisch abbaubare Matrix eingebettet und
auf die Wundoberfliche aufgetragen. Die
GAM ist so beschaffen, dass sie den Vek-
tor in der Matrix zurtickhélt, aber gleich-
zeitig Zellen aus dem Wundgrund er-
moglicht in die Matrix einzuwandern, wo
schlussendlich der Gentransfer erfolgt. In
einem Kaninchenmodell fithrten PDFG-
Plasmide, die in lyophilisiertem Kollagen
eingebettet und auf Ischimie induzierte
Wunden aufgetragen wurden, zu einer si-
gnifikant beschleunigten Wundheilung
im Vergleich zu unbehandelten Wunden
[95]. Weiterhin konnte mit Adenoviren in
~GAM® die Angiogenese und somit die
Bildung von Granulationsgewebe in un-
terschiedlichen Wundheilungsmodellen
gesteigert werden [25].

Bei der plastischen Deckung von Haut-
defekten wird die Gentherapie bereits kli-
nisch angewendet. Ein organischer Haut-

Die Frakturheilung ist in erster Linie von
Faktoren wie der addquaten Frakturstabi-
lisierung und einer ausreichenden Durch-
blutung der Fragmente abhingig. Zusitz-
lich spielen bei der Frakturheilung auch
Wachstumsfaktoren eine wichtige Rol-
le. Die wichtigsten Wachstumsfaktoren
fiir die Knochenbruchheilung sind ,,bone
morphogenetic proteins (BMP), die so-
wohl fiir die Chemotaxis als auch fiir die
Proliferation bzw. Differenzierung von
Osteoblasten verantwortlich sind. In tier-
experimentellen Defektmodellen wur-
den segmentale Knochenlisionen durch
die lokale Applikation von ex vivo trans-
fizierten Knochenmarkzellen, die den
adenoviralen BMP-2-Vektor enthielten,
schneller iiberbriickt als in der Kontroll-
gruppe [4, 52, 70]. Diese Tierstudien wei-
sen darauf hin, dass die Gentherapie bei
der Frakturheilung, insbesondere aber bei
Problemfrakturen, eine wertvolle Ergéin-
zung zur operativen Therapie darstellen
konnte. Wachstumsfaktoren wie BMP-2,
BMP-7 und ,,growth differentiation factor
5 (GDF-5) werden derzeit in klinischen
Studien erprobt [20, 34, 96].

Auch in der Wirbelsdulenchirurgie
konnte die neue Technologie zukiinftig
eine wichtige Rolle spielen. Die aktuellen
therapeutischen Konzepte zur spinalen
Fusion instabiler Wirbelsdulensegmente
bei Frakturen, Tumoren, Infektionen und
degenerativen Veridnderungen bestehen
in der Implantation von autogenen oder



allogenen Knochenspanen bzw. von Me-
tallkérbchen (,,cages®). Dabei kommt
es bei bis zu 40% dieser Patienten zu ei-
ner verzogerten oder ausbleibenden kno-
chernen Durchbauung. Diese unbefriedi-
genden klinischen Ergebnisse lassen eine
lokale Applikation von osteoinduktiven
Wachstumsfaktoren auch in der Wirbel-
sdulenchirurgie als sinnvoll erscheinen.
Hierbei stellen die BMP die wichtigste
Klasse von Wachstumsfaktoren dar. Ers-
te tierexperimentelle Untersuchungen an
spinalen Fusionsmodellen weisen darauf
hin, dass durch den lokalen adenoviralen
Gentransfer von osteoinduktiven Protei-
nen wie BMP oder ,,LIM mineralization
protein-1“ (LMP-1) die ossdre Konsolida-
tion der Spondylodese beschleunigt wird
[78, 98]. Es ist zu erwarten, dass die mo-
derne Gentherapie in den néchsten Jahren
auch fir die knocherne Konsolidierung
der Spondylodese bei unterschiedlichen
Wirbelsdulenerkrankungen einen bedeu-
tenden Stellenwert einnehmen wird.

Knorpelschaden, Arthritis
und Arthrose

Eine besondere Herausforderung ist die
Beeinflussung des chronischen Knorpel-
schadens. In den letzten Jahren sind fiir
dessen Regeneration spezifische Zytokine
identifiziert worden. Das inflammatorische
Zytokin Interleukin-1 (IL-1) spielt bei der
durch die Arthritis induzierten Zerstérung
von hyalinem Knorpel eine wichtige Rolle.
Der Transfer eines IL-1-Antagonisten wie
IL-1-Rezeptorantagonist (IL-1RA) in die
Synovia fiihrte bei einem tierexperimen-
tellen Arthritismodell zu einer protektiven
Wirkung [6, 28, 68, 73, 74]. Gleiche Effekte
wurden durch die intraartikuldre Injektion
von ex vivo transfizierten Synovialzellen,
die IL-1-RA synthetisieren, beobachtet s,
28, 46]. Des Weiteren konnte gezeigt wer-
den, dass humane synoviale Fibroblasten,
die mit 2 knorpelprotektiven Genen [IL-
1RA, Interleukin-10 (IL-10)] transfiziert
wurden, die Knorpelzerstdrung in einem
murinen Arthritismodell signifikant ver-
minderten [73].

Aktuelle Techniken zur Behandlung
des Knorpelschadens (Chondrozyten-
transplantation etc.) fithren zur Ausbil-
dung von wenig belastbarem Faserknor-
pel. Eine neue Technik zur Behandlung

Gentransfer

gy [

* [i Vivo

*

Vektor

Zialzallen

* Ex vivo
* in Vitro

&
vk

S

Abb. 3 A Der Gentransfer kann entweder direkt (,in vivo”) oder indirekt (,ex vivo und in vitro”)
stattfinden. Beim direkten Gentransfer wird der Vektor an den gewiinschten Ort im Organismus
appliziert. Beim indirekten Gentransfer werden die Zielzellen auerhalb des Organismus transfi-
ziert und diese Zellen an den gewiinschten Ort im Organismus reappliziert

von Knorpelldsionen besteht aus der
Kombination von ,tissue engineering“
und Gentherapie. Hierbei werden autolo-
ge Zellen wie mesenchymale Stammzel-
len aus dem Knochenmark oder Chon-
drozyten aus nicht tragenden Gelenkzo-
nen isoliert [24, 44], in Kulturen geziichtet
und mit dem gewiinschten Wachstums-
faktor transfiziert. Die genetisch mani-
pulierten Zellen werden auf eine biode-
gradable Matrix (z. B. ein Kollagenvlies)
aufgebracht, um anschlieffend in die ent-
sprechende Knorpelldsion implantiert zu
werden. Im Idealfall wird hierbei die de-
gradierte Matrix durch hyalinen Knorpel
ersetzt. Mit dieser Technik konnten Knor-
peldefekte in tierexperimentellen Studien
vollstindig beseitigt werden [32, 83, 105].

Sehnenverletzungen

In der Behandlung von ligamentiren,
Sehnen-, Meniskus- und Knorpelldsi-
onen stellen sich weitere Herausforde-
rungen dar. Insgesamt verfiigen diese Ge-
webe iiber eine schlechte Gefafversor-
gung sowie eine verlangsamte oder stag-
nierende Zellteilung. Aus diesem Grunde
ist die Heilung in diesem Gewebe verlin-
gert und fithrt meistens zu Narbengewebe
oder Defektheilung.

Fir die Heilung einer Sehnenrup-
tur spielen dhnlich der Wund- und Kno-
chenbruchheilung verschiedene Wachs-
tumsfaktoren und Zytokine eine wichtige
Rolle. In der experimentellen Anwendung
bei Sehnen- und Bandrekonstruktionen,
mit viralen Vektoren ein beliebiges Trans-

gen lokal zu applizieren, waren wieder-
um Tierversuche bereits erfolgreich [21,
49, 65]. So konnte schon in frithen Ver-
suchen gezeigt werden, dass der Transfer
des BMP-12-Gens in die Sehnenstiimp-
fe eines Mausmodells eine beschleunigte
Heilung der durchtrennten Sehne erzielte
[59]. Ahnliche Erfolge verzeichneten Mar-
tinek et al. [64] in einem Kaninchenmo-
dell der vorderen Kreuzbandplastik, in-
dem sie den tendoossiren Ubergang der
Semitendinosuspréparate mit BMP-2 ent-
haltendem Adenovirus transfizierten. Da-
bei zeigte sich eine signifikant erhohte In-
tegrationsfestigkeit des Implantats im os-
siren Kanal gegeniiber unbehandelten
Kontrolltransplantaten. Mit der loka-
len Applikation von Liposomen, welche
die Gensequenz von PDGF-f enthielten,
konnte in verschiedenen Experimenten
zur Sehnenheilung eine gesteigerte und
damit heilungsférdernde Kollagensyn-
these nachgewiesen werden [99]. Eben-
so lief3 sich eine vermehrte Angiogene-
se des betroffenen Sehnenabschnitts be-
obachten [71], die sich gleichermafien in
Experimenten zur Haut- [56] und Kno-
chenheilung [91] als heilungsfordernd er-
wies. Ein negativer Einfluss auf das Mig-
rationsverhalten der zur Heilung notwen-
digen Effektorzellen konnte bislang nicht
nachgewiesen werden [77].

Schadel-Hirn-Trauma und
Riickenmarkverletzungen

Das Schidel-Hirn-Trauma (SHT) stellt
in den Industrieldndern die Haupttodes-
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ursache von jungen Patienten <45 Jahren
dar [29]. Im Rahmen von Schiadel-Hirn-
und Riickenmarkverletzungen hat sich
gezeigt, dass, dhnlich der Weichteil- und
Knochengewebe, weitere Wachstumsfak-
toren wie ,,nerve growth factor (NGF),
»brain-derived neurotropic factor” (BD-
NE), ,Neurotrophin-3“ (NT-3), ,.glia cell
line-derived neurotrophic factor* (GD-
NF) und ,,Jeukemia inhibitor factor® (LIF)
eine wesentliche Rolle spielen. Durch die
tierexperimentelle lokale Applikation von
transfizierten NT-3-synthetisierenden
Fibroblasten, konnten die sensomoto-
rischen Funktionen bei Riickenmarkli-
sionen verbessert werden [37]. Ahnliche
Resultate wurden auch mit BDNF, GDNF
und LIF erzielt [8, 14, 60, 61].

Weitere klinische und experimentelle
Studien konnten zeigen, dass die komple-
mentvermittelte intrazerebrale Entziin-
dungsreaktion eine ebenfalls wichtige pa-
thophysiologische Rolle bei der Entwick-
lung der posttraumatischen Blut-Hirn-
Schrankenstérung und des sekundéren
Hirnédems spielt [84]. Tierversuche zur
genetischen Transfektion des Komple-
mentinhibitor ,,complement receptor-re-
lated protein y*“ (Crry) tiber einen ZNS-
spezifischen Promoter (GFAP) zeigten im
murinen Modell des geschlossenen SHT
eine signifikanten Reduktion der Blut-
Hirn-Schranken-Stérung mit einem deut-
lich verbesserten neurologischen Out-
come [79].

Im Gesamtkomplex der zerebralen In-
flammationsreaktion nach Schédel-Hirn-
und Riickenmarkverletzungen stellen
Neurotrophine ebenfalls wichtige Medi-
atoren fiir die posttraumatische Repara-
tion und Regeneration von verletztem
Nervengewebe dar [13, 23]. Die Genthe-
rapie mit neurotrophen Faktoren wurde
zwischenzeitlich erfolgreich an verschie-
denen Rattenmodellen der akuten Rii-
ckenmarkverletzung angewandt und be-
schrieben [8, 9, 106]. Hierbei ermdglicht
der Gebrauch neuer modifizierter viraler
Vektoren die Transfektion von Zellen des
zentralen Nervensystems (ZNS). Als Bei-
spiel sei die Verwendung von Amplicon-
basierten Bipromotersystemen genannt,
welche neben der gewiinschten Uberex-
pression des Transgens auch die Kontrol-
le der Effektivitdt der Expression iiber ein
Reportergen ermdglichen [106]. Mit die-
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ser Technik wurden erfolgversprechende
Resultate durch Transfektion von Zel-
len des verletzten ZNS mit neurotrophen
Faktoren erreicht [93, 106]. Die klinische
Anwendung dieses Konzepts ermoglicht
nach neuesten Erkenntnissen aus Studien
an Primaten neue Innovationen, u. a. im
Bereich der Neurotraumatologie [94].

Lokale und systemische
Inflammation und
Multiorganversagen (MOF)

Die akute Inflammation ist meist mit ei-
ner systemischen Entziindungsreaktion
(»systemic inflammatory response syn-
drome®, SIRS) verbunden, auf die eine Im-
munsuppression (,compensatory anti-in-
flammatory response syndrome®, CARS)
folgt. Die meisten gentherapeutischen
Konzepte zielen darauf ab, antiinflamma-
torische Zytokine zu produzieren, um die
proinflammatorische Zytokinantwort zu
neutralisieren [11, 81, 92]. In murinen En-
dotoxinmodellen konnte durch die intra-
peritoneale Injektion von Liposomen mit
einem IL-10-Plasmid oder einem TNF-
Rezeptor-pss-Plasmid die Uberlebens-
rate signifikant erh6ht werden [44]. Ein
ahnliches Ergebnis wurde mit einem in-
tramuskulér applizierten IL-10-Adenovi-
rus erzielt [67, 103].

Fiir die Behandlung des akuten Lun-
genversagens (,adult respiratory dis-
tress syndrome®, ARDS) konnte in Tier-
versuchen gezeigt werden, dass die gen-
therapeutisch induzierte Uberprodukti-
on von ai-Antitrypsin [s51], Prostaglandi-
nen [17], Heat-shock-Protein 70 (HSP-70
[101]) oder ,,nuklear-faktor-kB inhibitor®
[10] die lokale Entziindung und die hier-
aus resultierenden Schiden an Alveolar-
zellen vermindert wurde. Neuere Unter-
suchungen zur Behandlung anderer aku-
ter und chronisch-entztindlicher Krank-
heiten, wie z. B. Pankreatitis [15], Kolitis
[54], Arthritis [87, 104] und sogar der Ar-
terosklerose [107] haben gleichermafien
positive Ergebnisse mit der Applikation
von adenoviral vektorvermittelten Trans-
genen erzielen kénnen.

Gefahren der Gentherapie

Obwohl sich die einzelnen Verfahren zur
Gentherapie in zahlreichen Tiermodel-

len und ersten klinischen Studien bereits
etabliert und bewdhrt haben, bestehen
trotz konstanter Weiterentwicklung der
Produkte vereinzelt Sicherheitsbeden-
ken, v. a. bei der Verwendung von Re-
troviren. Dabei bezieht sich die Haupt-
problematik auf die sog. ,,Insertionsmu-
tagenese“. Hierunter versteht man die
Verinderung eines essentiellen Genpro-
duktes durch stabile Integration der vi-
ralen DNA in das Wirtsgenom, die theo-
retisch ein Malignom induzieren kénnte
[19]. Eine solche, fiir eine Leukamie ur-
sichliche, Insertionsmutagenese wurde
kiirzlich in einer Studie zur Behandlung
einer angeborenen schweren Immun-
schwiche (,,X-linked severe combined
immunodeficiency®, X-SCID) im Rah-
men des retroviralen Gentransfer von IL-
2-Rezeptor in kindlichen Knochenmark-
zellen beschrieben [1, 63].

Neben einer partikel-/dosisabhédngigen,
oft lokal begrenzten und schwachen Ent-
ziindungsreaktion, hingt die allgemeine
Immunreaktion des transfizierten Orga-
nismus auf Adenoviren im Wesentlichen
von der Expression der viralen Proteine ab
und kann in seltenen Fillen schwerwie-
gende systemische Komplikationen her-
vorrufen [82]. So endete die adenovirus-
vermittelte Gentherapie bei der Behand-
lung eines Patienten, der einen angebore-
nen Mangel des Enzyms Ornithin-Trans-
carbamoylase (OTCD) aufwies, durch die
iiberschieflende Aktivierung des Immun-
systems todlich [3, 88]. Um die Immu-
nogenitit der Adenoviren zu reduzieren,
wurden bei Adenoviren der 2. Generati-
on die viralen DNA-Regionen E2 und E4
entfernt (B8 Abb. 3 [30]). Diese rekombi-
nanten Adenoviren der 2. Generation wei-
sen eine verminderte Expression von vi-
ralen Proteinen auf, wodurch eine gerin-
gere Aktivierung des Immunsystems er-
zielt werden soll [30]. Jiingste experimen-
telle Erkenntnisse aus neueren adenovi-
ralen Vektoren, wie z. B. dem Cre-loxP-
System, zeigen bereits eine verbesserte
Transfektionseffizienz mit erh6htem Tro-
pismus bei insgesamt verminderter Im-
munreaktion [2].

Gewisse konzeptionelle und metho-
dische Faktoren bleiben jedoch in der
Zusammenstellung der Risiken viral ver-
mittelter Gentransfers bestehen. Neben
ihrer Eigenschaft als Agens ist die gene-



tische Modifikation durch virale Vek-
toren oft mit einer groflen Latenz ver-
bunden, die letztlich nur in aufwendigen
Langzeitstudien ermittelt werden kann.
Zusitzlich zum allgemeinen und beruf-
lichen Gesundheitsrisiko durch Aus-
scheider ist die individuelle Abwehrre-
aktion des Patienten mit zu beriicksich-
tigen. Ob alternative Gentransferverfah-
ren nicht-viraler Art eine addquate Alter-
native bieten, ist gegenwirtig Fokus zahl-
reicher experimenteller Studien. Erste
Erfolge konnten mit alternativen Tréger-
systemen wie z. B. einem wasserldslichen
Lipopolymer [42], kationische Kortiko-
steroide [86] oder der sog. ,nukleofactor
technology“ [36] mit verbesserter Effizi-
enz gegeniiber des viralen Gentransfer
verzeichnet werden. Letzteres, zeichnet
sich durch eine zellspezifische Kombina-
tion aus Elektroporation und chemischer
Losungen aus, die vor allem Primérzellen
fiir einen nicht-viralen Gentransfer zu-
ganglich macht.

Fazit fiir die Praxis

Die Gentherapie kann, wie zahlreiche
tierexperimentelle und erste klinische
Studien zeigen, die Heilung bzw. Rege-
neration von Haut, Knorpel und Knochen
unterstiitzen und beschleunigen. Mit der
Weiterentwicklung neuer Vektoren und
den fortschreitenden Erkenntnissen aus
Wissenschaft und Forschung werden ei-
ne bessere Steuerbarkeit und geringe-
re Immunogenitat der viral vermittelten
Gentherapie kontinuierlich angestrebt.
GleichermaBen werden alternative Gen-
transfermethoden nicht-viraler Art in ih-
rer Effizienz verbessert, um bestehende
therapeutische Ansédtze zu erweitern. Es
ist jedoch zu erwarten, dass die Genthe-
rapie in den nachsten Jahren bei der Be-
handlung von Frakturen, Knorpelscha-
den, Wundheilungsstorungen und Infek-
tionen einen bedeutenden Stellenwert
einnehmen wird.

Bei ausreichend klinischer Erprobung
konnten dabei pra-, intra- oder post-
operativ sowie im Rahmen einer kon-
servativen Behandlung verabreichte
Gewebeinjektionen eine viel verspre-
chende Adjuvanz oder sogar Alterna-
tive zu bereits etablierten Therapien
darstellen.
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