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Trotz der rasanten Weiterentwicklung
intensivmedizinischer Kenntnisse
und moderner Therapiekonzepte
bleibt die Sterblichkeitsrate von
schwerstverletzten oder septischen
Patienten auf Intensivstationen welt-
weit unverandert [43]. Durch die Ak-
tivierung des korpereigenen Immun-
systems im Rahmen eines schweren
Gewebetraumas, einer Fraktur, Ischa-
mie und Reperfusion sowie eines ha-
morrhagischen Schocks kommt es zur
systemischen Verbreitung entziind-
licher Mediatoren, die meist eng mit
dem AusmaB der Schadigung korre-
liert. Zusammen mit der konsekuti-
ven Veranderung weiterer neuroen-
dokriner, metabolischer und auch
genetischer Parameter kann die un-
kontrollierte Produktion dieser Me-
diatoren Multiorganfunktionssto-
rungen (MOF) begiinstigen, welche
schlieB8lich zum Multiorganversagen
(MOV) mit Todesfolge fiihren kénnen.
In zahlreichen tierexperimentellen
Studien konnte gezeigt werden, dass
die gezielte Steuerung des Immun-
systems die Morbiditdt und Mortali-
tat in der akuten Inflammation redu-
ziert[12, 35, 39].

Mit der neusten Technologie der Genthe-
rapie ist es heute moglich, sowohl gewebe-
stdndige wie auch immunkompetente Zel-
len in ihrer Eigenschaft und Funktion ge-
zielt zu manipulieren. Diese Ubersichtsar-
beit soll die Moglichkeiten der Genthera-
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pie sowie dessen vielfiltige Anwendung in
der akuten inflammatorischen Immunant-
wort erldutern und dabei einen kurzen
Blick in die Zukunft gewahren.

Das Prinzip der Gentherapie

Die Gentherapie erméglicht den Trans-
fer von spezifischen Gensequenzen eines
gewiinschten Proteins in das Erbgut einer
beliebigen Zelle. Diese gentechnisch ver-
anderte Zelle wird somit gezwungen das
entsprechende Protein herzustellen, wel-
ches normalerweise nicht oder nur in ge-
ringen Mengen von dieser Zelle produ-
ziert wird. Je nach Eigenschaft des neu zu
synthetisierenden Proteins kann dieses
entweder intrazelluldre Steuerungsme-
chanismen beeinflussen oder als biolo-
gisch aktiver Mediator sezerniert werden
und so den Organismus lokal und/oder
systemisch beeinflussen [31].

Verglichen mit der klassischen Metho-
de der Medikamentenapplikation benutzt
die Gentherapie den Zielorganismus zur
Herstellung des gewiinschten Wirkstoffs
aus korpereigenen Proteinen. Dadurch
entfallen bei der Gentherapie die loka-
len und systemischen Nebenwirkungen,
die viele klassische Medikamente aufwei-
sen. Wihrend bei der klassischen Arznei-
mitteltherapie in Abhéngigkeit der Halb-
wertszeit des Medikaments pharmako-
logisch wirksame Konzentrationen iiber
einen gewissen Zeitraum nur durch die
wiederholte Verabreichung erreicht wer-
den, konnen gentherapeutisch verdnderte

Zellen das gewiinschte Protein in gleich
bleibender Konzentration iiber einen be-
stimmten Zeitraum eigenstandig synthe-
tisieren. Die Halbwertszeit dieser implan-
tierten Gene betragt Tage bis Monate und
ist sowohl vom verwendeten Vektor (z. B.
Viren oder rezeptorbindende Schleusen-
molekiile) sowie dem natiirlichen Lebens-
zyklus der transfizierten Zelle abhingig
(18, 41, 49].

Dennoch birgt die Gentherapie auch
Gefahren. So wurde beim retroviralen
Gentransfer im Rahmen der Behandlung
von Kindern mit einer schweren angebo-
renen Immunschwiche (,,X-linked severe
combined immunodeficiency, X-SCID)
von einer Insertionsmutagenese berichtet,
die eine lebensbedrohliche Leukémie ver-
ursachte [1, 9]. Bei einem anderem Fall en-
dete die adenovirusvermittelte Genthera-
pie eines jungen Patienten mit einem an-
geborenen Mangel des Enzyms Ornithin-
Transcarbamoylase (OTCD) todlich, da
alleine durch das Adenovirus bereits eine
iiberschieflende Aktivierung des Immun-
systems induziert wurde [2, 16]. Neuere
Vektorkonstruktionen (viral und nicht-
viral) sollen daher die allgemeine Patho-
genitit reduzieren und die Steuerbarkeit
in den verschiedenen Applikationsformen
deutlich verbessern.

Werkzeuge der Gentherapie
Der Einbau einer gewiinschten Gense-

quenz in das Erbgut einer Zelle wird als
»Iransfektion® bezeichnet. In Abhingig-
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Abb. 2 A Akute Inflammation: Danger-Signale wie Stressproteine, extrazellular vorhandene oder in-
trazelluldre Bestandteile einer Zelle sowie Fremdantigene aktivieren das Immunsystem. Die Reaktion
mit vermehrter Produktion inflammatorischer Mediatoren bestimmt je nach Menge den lokalen und/
oder systemischen Effekt. Der Schweregrad dieser immunologischen Reaktion ist abhdngig vom Akti-

vierungsgrad des Immunsystems

keit von der Lokalisation des Gentrans-
fers unterscheidet man zwischen einem
direkten ,In-vivo-“ und dem indirekten
»In-vitro-“ oder ,,Ex-vivo-Gentransfer.
Beim direkten Gentransfer wird der Vek-
tor lokal an den gewiinschten Ort im Or-
ganismus appliziert, wihrend der indi-
rekte Gentransfer die Isolierung der Ziel-
zellen, Reinigung und Transfektion au-
Berhalb des Organismus beinhaltet. Diese
in vitro transfizierten Zellen werden dann
entweder systemisch oder lokal an den ge-
wiinschten Ort im Organismus reappli-
ziert. Der ,.Vektor® gilt dabei als Trans-
portmittel, um das spezifische Gen in die

260 | Der Orthopéde 3 - 2007

Zelle zu tragen. Dieser Vektor kann ent-
weder viral (z. B. Adenovirus, adenoasso-
ziierter Virus, Retrovirus) oder nicht-viral
mechanisch (z. B. iiber oszillierende Tat-
too-Nadeln, Goldplattchen) sowie als Tra-
germolekiil (z. B. kationische Liposomen,
Rezeptorliganden, Immunolipoplexe) ap-
pliziert werden [46].

Die im Vektor verpackte Gensequenz
besteht im Wesentlichen aus einem ,,Pro-
motor* und einem ,,Transgen®. Die Gen-
sequenz des Promotors (,,Starter-DNA")
bestimmt, wann und in welchen Zellen
das Transgen gelesen wird und dient in
der aktiven Form als ,,Antriebsaggregat®

der Genexpression. Dabei unterscheidet
man zwischen unspezifischen und spe-
zifischen Promotoren. Die unspezifische
Promotorsequenz wird in der Regel aus
einem Virus gewonnen (z. B. Zytomega-
lieviruspromotor). Durch den natiirlichen
Tropismus dieses viralen Promotors kann
das Transgen von jeder transfizierten Zel-
le gelesen werden. Im Gegensatz hierzu
stehen spezifische endogene Promotoren,
die entweder organspezifisch (z. B. der he-
patozytenspezifischer Promotor Phenyl-
alanin-Hydroxylase) oder funktionsab-
héngig (z. B. der endogene Promotor fiir
Akutphasenproteine) sind.

Das Transgen beinhaltet die Gense-
quenz (,Therapie-DNA®) des gewiinsch-
ten Proteins, welches von der Zielzelle
iiberexprimiert, vermehrt produziert oder
den intrazelluldr manipulativen Effekt er-
zielen soll (@ Abb. 1), [14, 25].

Die immunologische Antwort auf
die akute Inflammation

Im Rahmen der initialen Immunantwort
auf einen inflammatorischen Stimulus
stellen die antigenprésentierende Zellen,
wie z. B. dendritische Zellen und Mono-
zyten, die wesentlichen Komponenten un-
seres zelluldren Abwehrsystems dar. Die-
se immunkompetenten Zellen zirkulieren
durch das Blut- und Lymphsystem oder
residieren im entsprechenden Gewebe,
um den Organismus stdndig hinsichtlich
gewebefremder Stoffe und Antigene zu
iiberwachen. Thre Aktivierung erfolgt ei-
nerseits durch sog. ,Danger-Signale® (z. B.
freie Sauerstoffradikale, Hitze-Schock-
Proteine, Zytokine, Chemokine, DNA-
Fragmente) oder durch kérperfremde Pa-
thogene, wie z. B. Bakterien, Viren und
Pilze und deren molekularen Bestandtei-
le. Diese Danger-Signale werden im un-
natiirlichen Stress der Zellen vermehrt an
der Zelloberflache exprimiert oder durch
deren Schéadigung in die Umgebung frei-
gesetzt (B Abb.2). Diese Stressprotei-
ne sowie korperfremdes Material werden
vom Immunsystem durch entsprechende
Wichterzellen wie Monozyten und den-
dritische Zellen sofort erkannt, dessen Ak-
tivierung wiederum zur Freisetzung von
entziindlichen (proinflammatorisch oder
antiinflammatorisch) Mediatoren (Zytoki-
ne und Chemokine) fihrt.



Zusammenfassung - Abstract

Die Bilanz dieser inflammatorischen
Kaskade dient im kontrollierten Falle dem
Ziel das Entziindungsgeschehen ortlich
einzugrenzen und weitere immunkompe-
tente Zellen zur Elimination der entspre-
chenden Noxe zu rekrutieren. Die klas-
sischen proinflammatorischen Proteine
fithren dabei zur typischen lokalen Ent-
ziindungsreaktion mit Rubor, Tumor, Ca-
lor und Dolor. Im schweren Gewebescha-
den (nach mechanischem Trauma, Ischa-
mie und Reperfusion, Verbrennung) be-
darf der lokale Schaden jedoch oft eine
»Massenrekrutierung aktiver immuno-
logischer Zellen, die wiederum neue in-
flammatorische Proteine produzieren.
Dies fiihrt schlussendlich zu einer Uber-
schwemmung des gesamten Systems mit
inflammatorischen Mediatoren (,,syste-
mic inflammatory response syndrome,
SIRS), welches nach den klassischen Pro-
dromi mit Fieber und Unwohlsein zu Ge-
rinnungsstérungen, diversen Organfunk-
tionsstorungen mit konsekutivem Multi-
organversagen bis hin zum Tode fithren
kann. Der Schweregrad dieser Stérung
korreliert dabei eng mit dem Aktivierungs-
grad des Immunsystems (8 Abb. 2).

Wihrend dieser initialen Phase der
tiberméfligen Produktion an proinflamma-
torischen Botenstoffen versucht der Or-
ganismus zeitgleich dieser Uberreakti-
on des Immunsystems durch diverse an-
tiinflammatorische Regulationsmecha-
nismen entgegen zu wirken. Hierbei spie-
len zum einen die Produktion antiin-
flammatorischer Zytokine [z. B. Interleu-
kin (IL)-4 und —10] sowie der physiolo-
gische Zelltod (Apoptose) antigenprésen-
tierender Zellen wie Monozyten, dendri-
tische Zellen und Lymphozyten eine ent-
scheidende Rolle [23]. Bei einer erhoh-
ten Apoptose wird die Anzahl verfig-
barer immunologisch und inflammato-
risch wirksamer Zellen vermindert, wo-
durch eine Reduktion der immunolo-
gischen Kapazitit erreicht wird. Dieses
Stadium der Immunparalyse nennt man
auch ,,compensatory anti-inflammatory
response syndrome“ (CARS) und besteht
zeitlich wesentlich ldnger als die Ganzkor-
perinflammation (SIRS). In dieser Phase
ist der Korper sehr vulnerabel hinsicht-
lich eines zweiten immunologischen Sti-
mulus (second hit), was die Ausgangsla-
ge eines Intensivpatienten wesentlich ver-
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Zusammenfassung

Im Rahmen der initialen Immunantwort auf
ein schweres Gewebetrauma stellt die aku-

te Inflammation heute immer noch ein ernst-
zunehmendes intensivmedizinisches Pro-
blem dar. Die modernen Verfahren der Gen-
therapie haben im Zuge der stetigen Weiter-
entwicklung erste Behandlungserfolge hin-
sichtlich einer reduzierten Morbiditat und
Mortalitat in diversen Tiermodellen der aku-
ten Inflammation verzeichnen kénnen. Dabei
spielt die Applikation inflammatorischer Anta-
gonisten mit Hilfe viraler oder nicht-viraler
Vektoren eine wesentliche Rolle. Neueste Er-
kenntnisse aus der Nutzung der funktionellen
Eigenschaft diverserimmunkompetenter Zel-
len (wie z. B. dendritische Zellen) in Kombi-

nation mit der gentherapeutisch induzierten
Uberexpression antiinflammatorischer Ziel-
proteine haben das therapeutische Spektrum
um ein Vielfaches erweitern kénnen. Die Er-
gebnisse zahlreicher Experimente im eigenen
septischen Mausmodell versprechen zusam-
men mit den Erkenntnissen aus zahleichen
anderen internationalen Studien ein revoluti-
onadres Behandlungskonzept in der Therapie
und Prévention akuter inflammatorischer Er-
krankungen zu werden.

Schliisselworter
Gentherapie - Adenovirus - Orthopadie - Un-
fallchirurgie - Inflammation

Gene therapy for treatment of acute inflammatory immune response

Abstract

Acute inflammation and the innate immune
response to severe tissue trauma contin-

ue to pose a critical pathophysiological chal-
lenge in the intensive care regimen. Advanc-
es in the development of improved gene
therapeutics and their application in diverse
animal models of acute inflammation have
shown promising results in reducing both
morbidity and mortality. The introduction of
inflammatory antagonists, by either viral or
non-viral vectors, has thereby proven to play
a significant role in determining the over-

all outcome. Recent findings of utilizing the
functional characteristics of immunocom-
petent cells (e.g. dendritic cells) in combina-

tion with the gene therapy-induced overex-
pression of anti-inflammatory target proteins
have significantly expanded this gene thera-
peutic spectrum. The results from diverse ex-
periments in our own murine model of sep-
sis, in connection with findings from various
other analogous international studies, have
demonstrated great potential to revolution-
ize the clinical treatment concept and pre-
vention of acute inflammatory diseases.

Keywords
Gene therapy - Adenovirus - Orthopaedics -
Trauma - Inflammation
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schlechtert [5, 28, 30]. In vielen tierexperi-
mentellen Studien konnte gezeigt werden,
dass ein Entgegenwirken der inflammati-
onsinduzierten Apoptose immunkompe-
tenter Zellen (z. B. Monozyten, Lympho-
zyten und dendritische Zellen) zur signifi-
kant verbesserten Uberlebenschance sep-
tischer Tiere fithren kann [15, 33, 35]. Das
Ziel unserer Forschung war es bislang, die-
se Immunparalyse mit Hilfe der Genthe-
rapie zu verzdgern bzw. zu verhindern.

Der gentherapeutische Ansatz zur
Behandlung der akuten Inflam-
mation - ein Erfahrungsbericht

Die stetige Weiterentwicklung viraler und
nicht-viraler Vektoren hat die Handha-
bung und klinische Sicherheit dieser ver-
schiedenen Verfahren sowohl in vitro als
auch in vivo deutlich verbessert. In un-
seren Studien verwendeten wir daher ei-
nen rekombinanten Adenovirus der 2.
Generation. Durch die im Vergleich zum

natiirlich vorkommenden Adenovirus
verminderte Anzahl vireneigener Protei-
ne wurde die virusinduzierte Aktivierung
des Immunsystems deutlich reduziert. In
einem ersten gentherapeutischen Ansatz
beabsichtigten wir die fiir die Immunpa-
ralyse mitverantwortlich erhohte Lym-
phozytenapoptose gezielt zu manipulie-
ren. Unsere initialen Versuche mit iso-
lierten Leukozytensubpopulationen der
Maus zeigten jedoch, dass sich isolier-
te Lymphozyten nicht effektiv mit dem
Adenovirus transfizieren liefen. Interes-
santerweise war aber die Transfektionsra-
te fiir Monozyten und myeloide dendri-
tische Zellen deutlich gesteigert [34].
Durch die potente Eigenschaft den-
dritischer Zellen, die klonale Ausbreitung
von T-Lymphozyten zu aktivieren und die-
se in gleichem Maf3e in threr Immunant-
wort hinsichtlich der Zytokinproduktion
zu steuern, fand sich somit ein Ansatz die
Lymphozytenapoptose indirekt zu regu-
lieren. Da dem antiinflammatorischen Zy-

Hier steht eine Anzeige.

@ Springer

tokin IL-10 auch die Eigenschaft die Apo-
ptose von Lymphozyten zu vermindern
zugeschrieben wird [7, 13, 24, 36], wahl-
ten wir das IL-10 zu unserem gewiinsch-
tem Transgen [29]. Mit der Uberexpres-
sion an IL-10 konnten wir im septischen
Tiermodell der Maus eine signifikant ge-
ringere Mortalitit im Vergleich zu Kon-
trolltieren aufzeichnen [26]. Zusatzlich
lief3 sich die Verminderung der Apopto-
serate von Lymphozyten z. T. auf eine IL-
10-induzierte Hochregulation von antia-
poptotischem BcL-2-Protein zuriickfiith-
ren. Gentherapeutisch behandelte Miu-
se wiesen dariiber hinaus deutlich weni-
ger Bakterien in den Blutkulturen auf als
septische Kontrollen [32]. Anhand dieser
Daten konnten wir den positiven Einfluss
der gentherapeutischen Manipulation des
Immunsystems bestitigen.

Um die Applikationsmethode hin-
sichtlich der klinischen Anwendung zu
verbessern, war jedoch ein alternativer
Weg zur intrathymischen Injektion der



ex vivo behandelten Immunzellen not-
wendig. So machten wir uns die Migra-
tionseigenschaft der in fast allen Gewe-
ben vorkommenden und systemisch zir-
kulierenden dendritischen Zellen zunutze
und applizierten das Virus in die Fuf3soh-
le der Versuchstiere. Dabei wurde in allen
Versuchen die entsprechende Partikeldo-
sis Adenovirus appliziert, um das Trans-
gen IL-10 nur lokal entlang der Lymphab-
flusswege und nicht systemisch messbar
erscheinen zu lassen [19]. Wir konnten
in diesen Versuchen bestitigen, dass die
transfizierten dendritischen Zellen von
der Haut geméf ihrer immunologischen
Eigenschaft zum néichsten Lymphkno-
ten wanderten, um dort das fremde Pro-
tein durch Uberexpression und vermehr-
te Produktion ortsstandiger Lymphozyten
zu présentieren. Im gleichen Mausmodell
der Sepsis fithrte diese Applikation des
IL-10-exprimierenden Adenovirus erneut
zur signifikanten Verbesserung der Uber-
lebensrate im Vergleich zur unbehandel-
ten septischen Kontrollgruppe [26].

Zur Erweiterung dieser Ergebnisse in
die klinisch-tierexperimentelle Anwen-
dung ziichteten wir myeloide dendri-
tischen Zellen ex vivo aus murinem Kno-
chenmark und transfizierten sie in Kultur.
Diese ex vivo transfizierten dendritischen
Zellen wurden den Tieren schlief3lich re-
appliziert und der therapeutische Effekt
im Sepsismodell (Zakumligatur und Per-
foration mit konsekutiver generalisier-
ter Peritonitis) evaluiert. Analog der Ver-
suchsreihe mit direkter Virusapplikati-
on zeigten die behandelten Tiere eine ge-
steigerte IL-10-Produktion mit signifikant
verbesserter Uberlebensrate [27]. Obwohl
der genaue Signalmechanismus dieses be-
obachteten Phdnomens noch nicht im
Detail geklart ist, scheint die Transfektion
dendritischer Zellen anhand unserer Er-
kenntnisse ein neues therapeutisches Ins-
trument zur Behandlung der chronischen
und akuten Inflammation darzustellen.

Ahnliche Erfolge dieser gentherapeu-
tischen Ansétze zur Behandlung der aku-
ten Inflammation wurden auch von an-
deren internationalen Arbeitsgruppen
berichtet. Dabei stand bislang die Uber-
expression antiinflammatorischer Zytoki-
ne zur Neutralisation der proinflammato-
rischen Zytokinantwort im Vordergrund
[4, 38, 42]. In einem murinen Endotoxin-

modell konnte die intraperitoneale Injek-
tion von plasmidbeladenen Liposomen
mit IL-10 oder dem TNE-Rezeptor pss5 die
Uberlebensrate der behandelten Méuse si-
gnifikant steigern [38]. Die i.m.-Applika-
tion von IL-10-exprimierendem Adenovi-
rus zeigte gleichermaflen antiinflammato-
rische Wirksamkeit [35, 47]. Weitere tier-
experimentelle Ansdtze zur Untersuchung
von Alveolarzellen im Modell des ,,adult-
respiratory distress syndrome® (ARDS)
bewiesen eine Reduktion der lokalen Ent-
ziindungsreaktion und der daraus resul-
tierenden Gewebeschidden durch die gen-
therapeutisch induzierte Uberprodukti-
on inflammatorischer Antagonisten wie
das a1-Antitrypsin [20], Prostaglandine
[8], dem Hitze-Schock-Protein 70 (HSP-
70 [45]) oder einem ,,Nuklear-Faktor-kB-
Inhibitor® [3].

Obwohl die Mehrzahl dieser Erkennt-
nisse aus dem Tiermodell stammt, bietet
die Gentherapie in solch diversen aku-
ten und chronisch-entziindlichen Prozes-
sen, wie Frakturheilung [11], Wundhei-
lung [10], Sehnenheilung [37], Knorpel-
heilung [44], Wirbelsdulenerkrankungen
[21], Pankreatitis [6], Kolitis [22], Arthri-
tis [17, 40] und der Artheriosklerose [48]
ein modernes und erfolgversprechendes
Behandlungskonzept.

Fazit fiir die Praxis

Die Gentherapie kann, wie unsere und
andere Studien gezeigt haben, die in-
flammatorische Reaktion auf eine gewe-
beschddigende Noxe positiv beeinflus-
sen. Mit der stetigen Weiterentwicklung
verschiedener Vektorkonstruktionen und
neuer nicht-viraler Applikationsformen
wird die Gentherapie durch eine verbes-
serte und zielsichere Steuerbarkeit so-
wie einer geringeren Immunogenitat in
den néchsten Jahren bald zum klinischen
Alltag gehoren. So konnte die trauma-
und/oder sepsisinduzierte Immunpara-
lyse auf Intensivstationen durch eine sys-
temische Reinigung und extrakorporale
»Beimpfung” im Sinne einer Dialyse gen-
therapeutisch unterstiitzt oder sogar be-
handelt werden. Immunkompetente Zel-
len wie dendritische Zellen wiirden se-
lektiv filtriert, mit dem gewiinschten
Transgen transfiziert und anschlieBend
dem Patienten wieder reinfundiert wer-

den. Auch in anderen Bereichen der mus-
kuloskelettalen Inflammation, wie z. B.
in der Behandlung von Frakturen, Knor-
pelschdaden, und Wundheilungsstorun-
gen verspricht die Gentherapie in der Zu-
kunft einen bedeutenden Stellenwert
einzunehmen.
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