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Gentherapiein der
Orthopadie

Zusammenfassung

Gentherapie in der Orthopédie wird intensivim Rahmen verschiedener vererbbarer und nichtver-
erbbarer orthopddischer Krankheiten untersucht. Der experimentelle Fortschritt auf diesem Ge-
biet ist durch die Komplexitit von Vektorauswahl und -herstellung, Gentransfertechnik, Appli-
kationsweg in geeigneten Tier-Modellen sowie dem Nachweis auf struktureller und funktioneller
Ebene gekennzeichnet. Die ersten klinischen Studien zur Gentherapie der chronischen Polyarth-
ritis haben bereits ihre praktische Durchfiihrbarkeit demonstriert. Es ist wahrscheinlich, dass ge-
nbasierte Verfahren zur Erweiterung und Verbesserung bestehender orthopédisch-chirurgischer
Therapien fithren werden.

Schliisselworter
Gentherapie - Gentransfer - Orthopédie - Klinische Studien

Gene therapy in orthopaedic surgery

Abstract

Gene therapy in orthopaedic surgery is being intensively studied in the context of different genet-
ic and nonmendelian diseases. Experimental progress in this area is characterized by the complex-
ity of gene vector selection and production, gene transfer technology, application routes, choice of
animal models, and evaluation of its efficacy using structural and functional parameters. The first
clinical studies for gene therapy of rheumatoid arthritis already demonstrated their practical fea-
sibility. Current data indicate that gene-based therapies are effective in promoting the repair of ar-
ticular cartilage, and bone defects. Such strategies may lead to the development of novel molecu-
lar therapies treatments in orthopaedic surgery.
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» Singuldrer Gendefekt

Gentherapie ist definiert als der
Transfer von exogenen Genen oder
Gensequenzen fiir therapeutische
Zwecke

» Genidentifizierung

» Wachstumsfaktorgene
Nach Isolation des gewiinschten
Gens wird dieses in eine cDNS
umgeschrieben und in einen
Expressionsvektor kloniert

» Transfektion
» Transduktion
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Tab 1 Uberblick iiber nichtvirale und virale Gentransfermethoden (adaptiert aus [15])

Nichtvirale Systeme  Virale Systeme
Liposomen und Retrovirale Vektoren  Adenovirale Vek- Adenoassoziierte
nichtliposomale toren virale Vektoren
Lipide
Vorteile Relativ hohe Effizienz  Relativ hohe Effizienz  Sehr hohe Effizienz Sehr hohe Effizienz
Niedrige Toxizitat Transduktion nicht Keine Induktion einer
Transfektion nicht zellzyklusabhangig Immunantwort
zellzyklusabhéngig Transduktion nicht
Keine Immunogenitat zellzyklusabhangig
Nachteile Effizienz st zell- Transduktion zell- Induktion einer Helfer-Virus wird zur
spezifisch zyklusabhangig Immunantwort Herstellung benétigt
Replikationsrisiko Replikationsrisiko
Risiko der Tumor-
entstehung
Integrationin  Nein Ja Nein Wirtsabhangig
das Genom

Gentherapie in der Orthopadie wird intensivim Rahmen verschiedener orthopadischer
Fragestellungen untersucht. Der experimentelle Fortschritt auf diesem Gebiet ist gekenn-
zeichnet durch ein komplexes Zusammenspiel von Vektorherstellung, Gentransfertech-
niken und Applikationswegen, Studien in geeigneten Tier-Modellen sowie Nachweisme-
thoden auf molekularer, struktureller und funktioneller Ebene. Klinische Studien zur Gen-
therapie der rheumatoiden Arthritis haben bereits ihre praktische Durchfiihrbarkeit de-
monstriert. Nach Lektiire dieses Beitrages ist der Leser in der Lage, aktuelle experimentel-
le und klinische Gentherapiestrategien in der Orthopadie hinsichtlich ihrer Strategie und
Wirksamkeit beurteilen zu konnen.

Die Gentherapie ist definiert als der Transfer von exogenen Genen oder Gensequenzen in somatische
Zellen von Patienten fiir therapeutische Zwecke. Initial wurde dieser Ansatz fiir vererbbare Krank-
heiten postuliert, welche auf einem » singulédren Gendefekt basieren. Die Gentherapie erfiillt hier-
bei die Aufgabe, das defekte Gen durch das Einschleusen einer intakten Kopie zu ersetzen und da-
mit das korrekte Genprodukt herzustellen. Ein bekannter gentherapeutischer Ansatz besteht zum
Beispiel in der Produktion des Faktors VIII bei Patienten mit Himophilie [11]. Seit einiger Zeit wer-
den gentherapeutische Ansétze auch fiir nichtvererbbare Krankheiten iiberpriift. In der Orthopédie
sind dies vor allem Arthrose, Rheuma, fokale Knorpeldefekte und Frakturheilung [7].

Grundlagen des Gentransfers

Die grundlegende Voraussetzung fiir eine Gentherapie ist die » Identifizierung des Gens, welches
eine potenziell therapeutische Wirkung auf die zu behandelnde Krankheit hat. Im Fall einer vererb-
ten, auf einem singuldren Gendefekt basierenden Krankheit ist dies die korrekte (nicht pathologisch
verdnderte) Kopie des originalen Gens. Soll eine orthopadische Erkrankung, wie beispielsweise die
Arthrose, durch Gentherapie behandelt werden, so miissen vorher Gene identifiziert werden, deren
Uberexpression therapeutische Effekte auf den Krankheitsverlauf hat. Dies kénnten beispielsweise
» Wachstumsfaktorgene sein, welche die Matrixproduktion stimulieren, oder Faktoren, welche die
Degeneration des hyalinen Gelenkknorpels verlangsamen. In diesem Fall hat die Gentherapie nicht
die Korrektur einer falschen Genkopie zum Ziel, sondern die Produktion von pharmakologischen
Dosen eines Wirkstoffes am Ort des Geschehens.

Nach Isolation des gewiinschten Gens wird dieses in eine cDNS umgeschrieben und in einen Ex-
pressionsvektor kloniert. Diese Vektoren sind Nukleinsauremolekiile, die meist von Plasmiden oder
Viren abgeleitet sind. Gentransfer mit nichtviralen Vektoren wird als » Transfektion bezeichnet,
Gentransfer mit viralen Vektoren wird » Transduktion genannt. Soll ein Genvektor fiir eine ortho-
pédische Fragestellung appliziert werden, ist zunéchst die Frage der lokalen vs. systemischer Appli-
kation zu kldren. Im Falle einer Arthrose ist eine lokale Gabe (z. B. durch intraartikuldre Injektion)
zu favorisieren, bei generalisierten Erkrankungen, wie z. B. der Osteogenesis imperfecta wire die sys-
temische Applikation vorteilhafter. Das auch als Transgen bezeichnete transferierte genetische Ma-



terial wird entweder in das Wirtsgenom integriert oder verbleibt extrachromosomal im Zellkern als
so genanntes > Episom. In diesem Fall ist die Genexpression nur voriibergehend. Das Transgen wird
anschlieflend in mRNS transkribiert und in Protein translatiert. Dieses rekombinante Genprodukt
verbleibt entweder in der Zelle oder entfaltet seine Wirkung nach der Sekretion. Fiir einen therapeu-
tischen Gentransfer muss eine biologisch aktive Menge an Protein iiber einen bestimmten Zeitraum
produziert werden. Dies ist durch Transfektion vieler Zielzellen oder durch eine grofle Menge an re-
kombinantem Protein pro Zelle erreichbar.

Die Effizienz des Gentransfers ist der Prozentsatz der Zellen, die das Transgen exprimieren. Sie
ist vom Zelltyp und vom Transfersystem abhangig und kann durch Optimierung der Transfektions-
bedingungen gesteigert werden. Der Gentransfer in geniigend Zielzellen ist die notwendige Voraus-
setzung und der erste kritische Schritt fiir alle potenziellen Therapien. Ein idealer Gentransfervek-
tor muss untoxisch und einfach anwendbar sein, eine genau definierte Zielzellpopulation transduzie-
ren konnen und zu therapeutischen Wirkspiegeln der Genprodukte iiber einen vorgegebenen Zeit-
raum am Wirkort fithren.

Die heterogene Gruppe der Gentransfermethoden setzt sich aus verschiedenen physikalischen,
chemischen (nichtviralen) und viralen » Transfersystemen zusammen (B Tab. 1).

Gentransfervektoren
Nichtvirale Methoden

Bei den nichtviralen Methoden des Gentransfers wird die zu transferierende cDNS mit verschieden-
artigen » Makromolekiilen komplexiert. Die wichtigsten Vertreter dieser heterogenen Gruppe sind
Liposomen und Transfersysteme auf Lipidbasis. Im Fokus des wissenschaftlichen Interesses stehen
kationische Liposomen und andere Lipidmixturen aufgrund ihrer hohen Gentransfereffizienz. » Kat-
ionische Liposomen sind aus einem kationischen Lipid und einem Phospholipid, dem Helferlipid,
zusammengesetzt. Sie werden in verschiedenen klinischen Gentransferstudien angewendet.

Virale Methoden

Bei den viralen Gentransfersystemen wird die natiirliche Eigenschaft von Viren, ihre eigenen Nukle-
insduren in Zellen einzuschleusen, ausgenutzt.

Retrovirale Vektoren

Retrovirale Vektoren sind » RNS-Viren. Da die transferierte cDNS stabil im Genom eingebaut und
zusammen mit dem Wirtszellgenom repliziert wird, resultiert eine langandauernde Expression. Zum
Gentransfer werden Viren verwendet, die sich nicht vermehren kénnen. Diese replikationsdefekten
Vektoren transduzieren sich teilende Zellen mit hoher Effizienz. Ein potenzieller Nachteil der re-
kombinanten Retroviren sind die mit der Integration verbundenen Sicherheitsrisiken. Ein weiteres
Problem dieser Vektoren ist die Tatsache, dass nur in Zellteilung begriffene Zellen transduziert wer-
den kénnen. Um ruhende Zielzellen eines Organs zu transduzieren, miissen diese zunichst in Zell-
kultur zur Teilung angeregt, dann in vitro transduziert, selektioniert und schlieflich wieder appli-
ziert werden. Dieser » Ex-vivo-Ansatz wurde bereits erfolgreich in einer Vielzahl von Gentherapie-
studien am Menschen angewendet.

Adenovirale Vektoren

Adenoviren erzeugen harmlose Infektionen des Respirationstraktes. Sie sind hiillenlose Viren, deren
Genom aus einer linearen dsDNS besteht. Die virale Replikation findet ohne eine Integration in das
Zielzellgenom statt, dadurch ist die Transgenexpression nur transient. Neben einer » hohen Trans-
fereffizienz haben adenovirale Vektoren den Vorteil, dass sie auch nichtreplizierende Zellen infi-
zieren kénnen. Der hauptsichliche Nachteil von adenoviralen Vektoren liegt in den Sicherheitsri-
siken. Nach viraler Erstinfektion folgt eine Immunantwort des Organismus mit dem Ziel, alle virus-
tragenden Zellen zu vernichten. Bereits eine erneute Vektorapplikation kann eine » fulminante Im-
munreaktion hervorrufen. Nach dem tragischen Tod von Jesse Gelsinger im Rahmen einer adeno-
viralen Gentransferstudie werden in Deutschland keine Adenoviren mehr direkt in den Blutkreis-
lauf von Patienten gegeben.

CME

» Episom

Die Effizienz des Gentransfers ist der
Prozentsatz der Zellen, die das Trans-
gen exprimieren

» Transfersysteme

» Makromolekiile

» Kationische Liposomen

» RNS-Viren

Ein potenzieller Nachteil der rekom-
binanten Retroviren sind die Sicher-
heitsrisiken

» Ex-vivo-Ansatz

» Hohe Transfereffizienz

» Fulminante Immunreaktion
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Abb. 1 <« Prinzip der ersten humanen Gentherapiestudie bei Patienten mit
fortgeschrittener rheumatoider Arthritis. Als therapeutisches Gen wurde der
IL-1 Rezeptorantagonist verwendet. Von den Patienten wurde synoviales
Gewebe aus anderen, ebenfalls von Rheuma befallenen Gelenken wahrend
einer elektiven Operation gewonnen. AnschlieBend wurden die isolierten
Synovialzellen in Zellkultur mit dem humanen Gen fiir den IL-1-Rezeptor-
Antagonist mittels retroviralem Gentransfer modifiziert. Die genetisch
modifizierten Zellen wurden dann intraartikular in das zweite bis finfte
Metacarpophalangealgelenk einer Hand injiziert (1x10%-1x107 Zellen

pro Gelenk). Eine Woche spater wurde im Rahmen einer operativen
Synovektomie das Gewebe entnommen und auf das Vorhandensein des
Transgens untersucht

DNS Proteoglykane Typ-1l-Kollagen
(ng/mg Trockenmasse) (ng/mg Trockenmasse) (ug/mg Trockenmasse)
~P>0,05+ rP<0,05+ rP<0,05+
2,0 4,0 50
=E o
1,0 2,0 25 T »
Abb. 2 « Die direkte, rAAV-vermittelte Uberexpression des Transkriptions-
faktors Sox9 in humanen arthrotischen Gelenkknorpelexplantaten fiihrt zur
Stimulierung der Proteoglykan- und Typ-Il-Kollagen-Produktion und damit
0 0 0 . : . . .
leZ ol e sod lieZ ol zu einer Modulierung des arthrotischen Phdnotypes. Die DNS-Menge als

Indikator fiir die Zellzahl ist unverdndert, da Sox9 nicht mitogen wirkt

Adenoassoziierte virale Vektoren

Das apathogene adenoassoziierte Virus (AAV) aus der Familie der Parvoviridae vereint wesentliche
Vorteile der Retroviren und der Adenoviren und ist daher ein viel versprechender Vektor. AAV wur-
de bis jetzt mit keiner menschlichen Krankheit in Verbindung gebracht. AAV ist ein einzelstrangiges
» DNS-Parvovirus, welches sich wihrend seiner Replikation in das Wirtsgenom integriert. Das ade-
noassoziierte Virus infiziert sowohl sich teilende als auch ruhende Zellen mit einer » hohen Trans-
duktionseffizienz. Obwohl AAV noch nicht in dem Mafle wie Retroviren oder Adenoviren unter-
sucht wurde, sind die derzeit bekannten Sicherheitsrisiken weitaus niedriger als bei anderen viralen
Vektoren.

Das adenoassoziierte Virus infiziert
sowohl sich teilende als auch ruhende
Zellen

» DNS-Parvovirus

» Hohe Transduktionseffizienz

Gentherapie in der Orthopadie
Vererbbare Krankheiten

Osteogenesis imperfecta

Die Osteogenesis imperfecta (OI, Glasknochenkrankheit) ist eine seltene Erbkrankheit des Bindege-
webes. Thr klinisch auffilligstes Merkmal ist eine deutlich » erhohte Frakturneigung. In Deutsch-
land sind etwa 4000-6000 Patienten betroffen. Eine kausale Therapie ist zurzeit nicht bekannt. In
einigen Fillen kann durch eine Biphosphonattherapie eine Verbesserung der Knochendichte erzielt
werden. Zugrunde liegt eine heterogene Gruppe von genetischen Stérungen, die auf » Mutationen
im Gen fiir Typ-I-Kollagen beruhen. Die meisten Formen von Osteogenesis imperfecta werden durch
Mutationen der Gene, die fiir die Proalpha-1- und -2-Kette des Typ-I-Kollagens kodieren, hervor-
gerufen.

» Erhohte Frakturneigung

» Typ-I-Kollagen-Gen-Mutation

1196 | Der Orthopéde 11 - 2006



Aufgrund dieses klar definierten genetischen Hintergrundes ist die Gentherapie eine interes-
sante Alternative. In der Forschung wird hierzu als Tier-Modell die Oim-Maus verwendet. Bei ihr
fehlt die Alpha-2-Kette des Typ-I-Kollagens. Niyibizi und Mitarbeiter zeigten, dass ein adenoviraler
Vektor, der die cDNS des Prokollagens Alpha-2(I) tragt, eine dauerhafte Kollagensynthese in den
Stromazellen des Knochenmarks von Oim-Maiusen hervorruft [18]. Zusitzlich forderte die subku-
tane Injektion dieses Konstruktes in Oim-Mausen am Ort der Injektion die Synthese von Typ-I-
Kollagen, welches die Alpha-1- und -2-Ketten beinhaltet. Weitere Studien miissen zeigen, ob und
auf welche Weise es moglich ist, einen Grof3teil aller Osteoblasten zu erreichen und die Genexpres-
sion fiir moglichst lange Zeit aktiv zu halten. Fiir Studien am Menschen ist die Datenlage aktuell
noch nicht ausreichend.

Morbus Gaucher

Morbus Gaucher ist eine autosomal rezessiv vererbte Krankheit, die genetisch bedingt ist und zu den
» Lipidosen gehort. Den betroffenen Patienten fehlen grofle Mengen des Enzyms Glucocerebrosi-
dase. Als Folge resultiert die » Ablagerung von Glucocerebrosid in den Makrophagen. Diese Ma-
krophagen (Gaucher-Zellen) reichern sich vor allem im Knochenmark, in der Leber und Milz an.
Die Skelettveranderungen bestehen in einer Unféhigkeit zum Knochenumbau (Erlenmeyerkolben-
Deformitit), einer Osteopenie sowie einer medullaren und subchondralen Osteonekrose. Dies fiihrt
bei vielen Patienten zu schweren Verkriippelungen und Behinderungen.

Bei der Enzymersatztherapie wird die Glucocerebrosidase gentechnisch hergestellt und dem Kor-
per als Infusion zugefiihrt. Durch Gentherapie wird versucht, Genkopien der Glucocerebrosidase in
Knochenmarkstammzellen einzuschleusen. Im Rahmen einer Knochenmarktransplantation sollen
diese Zellen dann anschlieflend das korrekte Enzym produzieren. Leber- oder Muskelzellen sind al-
ternative mogliche Produktionsorte. Praklinische In-vivo-Versuche einer Gentherapie wurden in den
USA begonnen [3], wihrend klinische Studien noch ausstehen.

Nichtvererbbare Krankheiten

Rheumatoide Arthritis

Die rheumatoide Arthritis bleibt, selbst wenn mit neu entwickelten » ,Biologicals” (biotechnolo-
gisch hergestellte Medikamente) behandelt, weiterhin unheilbar. Diese immunmodulatorischen und
entziindungshemmenden Therapeutika sind nicht frei von Nebenwirkungen und erfordern eine wie-
derholte systemische Applikation. Obwohl die chronische Polyarthritis primar eine Autoimmun-
krankheit ist, sind es die einzelnen Gelenkmanifestationen dieser Krankheit, die einen sinnvollen
Angriffspunkt von gentherapeutischen Strategien darstellen. Die Gentherapie hat hierbei den Vor-
teil, dass sie lokal in den am stérksten betroffenen Gelenken angewendet werden kann. Thre Wir-
kung ist damit auf diese Gelenke beschrankt. Es ist hervorzuheben, dass die rheumatoide Arthri-
tis die erste orthopadische Erkrankung ist, bei der eine klinische Gentherapiestudie am Menschen
durchgefithrt wurde.

Vielen Gentransferstrategien liegt das Ziel zugrunde, antiinflammatorische oder andere » protek-
tive Genprodukte in den entziindeten Gelenken zu produzieren. In verschiedenen Gentransferstu-
dien an Tier-Modellen wurde die Wirkung des Interleukin (IL)-1-Rezeptor-Antagonisten (IL-1Ra)
sowie von Tumornekrosefaktor (TNF)-a-Antikorpern auf den knorpelzerstérenden synovialen Pan-
nus bewiesen. Ein anderer Ansatz zielt auf eine » ,genetische Synovektomie” ab. Hierbei werden
Enzyme in Synovialzellen durch Gentransfer in betroffenen Gelenken exprimiert, welche eine inak-
tive Substanzvorstufe in einen toxischen Metaboliten umwandeln. Das Prinzip dieser » ,Suizidgen-
therapie” mit dem Herpes-simplex-Virus-Thymidinkinase (HSV-tk)-/Ganciclovir-System beruht
auf dem Transfer des HSV-tk-Gens in Synovialzellen, die dadurch gezielt durch Ganciclovir abge-
totet werden konnen. Dabei werden auch nichttransduzierte, angrenzende Zellen miterfasst (,,Bys-
tander-Effekt®).

Chris Evans und seine Arbeitsgruppe fiihrte die erste Gentherapiestudie am Menschen mit fort-
geschrittener rheumatoider Arthritis durch [8]. Therapeutisches Gen war der » Interleukin-1-Re-
zeptor-Antagonist. IL-1 wird bei Patienten mit rheumatoider Arthritis vor allem in den entziinde-
ten Gelenken in erhohtem Maf3e produziert. Von Patienten wurde synoviales Gewebe aus anderen,
ebenfalls betroffenen Gelenken wihrend einer elektiven Operation gewonnen (8 Abb. 1). In die
isolierten Synovialzellen wurde dann in Zellkultur das humane Gen fiir den IL-1-Rezeptor-Anta-
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Migration

Proliferation
Matrixproduktion

Integration

Abb. 3 « Polypeptidwachstumsfaktoren fiihren zur strukturellen Verbes-
serung der Knorpelheilung. Mit einem FGF-2-Plasmidvektor transfizierte
Chondrozyten wurden in Alginatspharoide verkapselt und in osteochon-
drale Knorpeldefekte der Trochlea femoris im Kaninchenmodell transplan-
tiert. Im Vergleich zur Negativkontrolle (4, C) waren alle einzelnen Parame-
ter der Chondrogenese durch die Transplantation von FGF-2-Spharoiden (B,
D) 3 Wochen postoperativ verbessert. Safranin-O-Echtgriin, 40-fache (A, B)
bzw. 100-fache VergroBerung (C, D). Aus: (Kaul et al. 2006)

T

Vaskularisierung

» Retroviraler Vektor

» 2.-5. Metakarpophalangealge-
lenk

» Anakinra

Per Gentherapie kann der IL-1-Rezep-
tor-Antagonist direkt im Gelenk pro-
duziert werden, ohne systemische
Nebenwirkungen zu entfalten

» TNF-a-Antikorper

» Immunglobulin-TNF-Fusions-

protein
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Abb. 4 « Ziele von Gentransferansatzen zur Meniskusheilung sind die
Stimulation von Vaskularisierung, Zellmigration in Meniskusrisse sowie die
Proliferation, Matrixproduktion und Integration transplantierter oder einge-
wanderter Zellen in den Meniskusdefekten

gonist mittels » retroviralem Vektor eingeschleust. Nachster Schritt bei diesem Ex-vivo-Protokoll
war die intraartikuldre Injektion der genetisch modifizierten Zellen (1x10-1x107 Zellen pro Ge-
lenk). Neun postmenopausalen Frauen mit fortgeschrittener rheumatoider Arthritis erhielten in
das »2.-5. Metakarpophalangealgelenk einer Hand die modifizierten Zellen. Eine Woche spéter
wurde im Rahmen einer Synovektomie das Gewebe entnommen. Obwohl diese Studie nicht auf ei-
nen therapeutischen Effekt ausgerichtet war, konnte demonstriert werden, dass das Transgen iiber
diesen Zeitraum exprimiert wird und keine Nebenwirkungen auftraten. Eine dhnliche Studie fiihr-
te die Arbeitsgruppe von Peter Wehling (Diisseldorf) an 4 Patienten durch. Sie unterschied sich von
der US-amerikanischen Studie durch den verlingerten Zeitraum zwischen intraartikuldrer Gabe
und offener Synovektomie von einem Monat.

Im Vergleich zum rekombinant hergestellten IL-1-Rezeptor-Antagonist > Anakinra (gleiches Mo-
lekiil, gentechnisch in E. coli hergestellt), der bereits klinisch angewendet wird, bietet die Gentherapie
mehrere empirische Vorteile: Wihrend Anakinra téglich subkutan appliziert werden muss und sei-
ne Wirkung systemisch entfaltet, kann per Gentherapie der IL-1-Rezeptor-Antagonist direkt im Ge-
lenk produziert werden, ohne systemische Nebenwirkungen zu entfalten. Das ist besonders deswe-
gen interessant, da durch eine subkutane und tagliche Anakinragabe der IL-1-Rezeptor moglicher-
weise nicht ununterbrochen blockiert wird.

Bei der Behandlung der rheumatoiden Arthritis kommen auch gentechnisch hergestellte » TNF-
a-Antikérper wie Infliximab und Etanercept zum Einsatz. Eine aktuell laufende Phase-I-Genthera-
piestudie verwendet einen adenoassoziierten viralen Vektor, um in betroffenen Gelenken einen TNF-
a-Blocker (tgAACo4, ein » Immunglobulin-TNF-Fusionsprotein) zu produzieren [9]. Primére Ziel-
setzungen dieser Studie waren Sicherheit der intraartikuldren Injektion von tgAACo4 und der Effekt



einer wiederholten Injektion. Obwohl wegen der geringen Patientenanzahl (14 Patienten) nicht si-
gnifikant, erbrachte diese plazebokontrollierte Doppelblind-Studie nachweisbare Reduzierungen der
Gelenkschwellung sowie Schmerzhaftigkeit bei den behandelten Patienten.

Arthrose

Das Hauptproblem fiir eine gentherapeutische Behandlung der Arthrose ist die Unklarheit der mo-
lekularen Ursachen dieser Krankheit. Aufgrund der » multifaktoriellen Genese der Arthrose ist es
wahrscheinlich, dass im Rahmen einer Gentherapie solche therapeutischen Gene zum Einsatz kom-
men, die selektiv spezielle Prozesse der Arthroseentstehung und -fortschreitung modulieren. Sol-
che Genprodukte konnten einerseits katabole Abbauprozesse hemmen oder iiber eine » anabole
Wirkung noch vorhandenen Gelenkknorpel vor weiterer Degeneration schiitzen bzw. wieder auf-
bauen.

Beispielsweise konnte der » Transkriptionsfaktor Soxg Anwendung finden, da er in die Chon-
drogenese involviert ist und in arthrotischem Knorpel seine Expression reduziert ist. Seine Uber-
expression mittels rAAV in Explantatmodellen von arthrotischem humanem Gelenkknorpel fiihrt
zur Stimulierung der Proteoglykan- und Typ-II-Kollagen-Produktion und damit zu einer Modulie-
rung des arthrotischen Phéanotypes (8 Abb. 2) [6]. Ein anderes Kandidatengen ist der » insulinar-
tige Wachstumsfaktor I (IGF-I), welcher in Studien nach Proteingabe bereits arthrosemodulierende
Effekte erzeugte.

Eine weitere Moglichkeit ist die Anwendung des IL-1-Rezeptor-Antagonisten als Mediator der
Arthroseprogression. Retroviraler Ex-vivo-Gentransfer des humanen IL-I-Rezeptor-Antagonisten
in das Kniegelenk von Hunden verlangsamt die Knorpeldegeneration nach Durchtrennung des vor-
deren Kreuzbandes. Ebenso unterdriickt dieses Gen das Fortschreiten der Arthrose im Kaninchen-
Modell nach nichtviraler und im Pferde-Modell nach adenoviraler Applikation. Hier wurde als wich-
tiger klinischer Parameter eine Lahmheitsskala verwendet, die signifikante Unterschiede in der gen-
therapeutisch behandelten Gruppe aufzeigte. Es erscheint wichtig, darauf hinzuweisen, dass derar-
tige Strategien nur in einem Frithstadium der Arthrose sinnvoll sind, wenn noch Knorpel vorhan-
den ist, welcher geschiitzt oder gar in seiner Struktur verbessert werden soll. Es ist unklar, ob Knor-
pel durch Gentherapie auf bereits eburnisiertem Knochen wieder aufgebaut werden kann. Klinische
Studien am Menschen stehen noch aus.

Fokale Knorpeldefekte

Fokale Defekte des Gelenkknorpels heilen nicht und keine der derzeit klinisch angewendeten The-
rapien fiihrt zu einer kompletten Knorpelregeneration. Zur Gentherapie von Knorpeldefekten ist
ein auf den Defekt beschrankter Gentransfer sinnvoll. Aktuelle experimentelle Strategien streben
an, durch Gentransfer die Chondrogenese im Reparaturgewebe zu verbessern [4]. Zielzellen sind
Vorlauferzellen, die - beispielsweise nach der Durchfithrung von markraumeréffnenden Verfah-
ren - den Defekt fiillen. Denkbar ist ebenfalls die > genetische Modifizierung von Chondrozyten,
die im Rahmen einer Chondrozytentransplantation implantiert werden. Um Gene in Gelenkknor-
peldefekte zu transferieren, kann der Genvektor entweder durch Arthrotomie direkt in den Defekt
eingebracht oder mittels genetisch modifizierter Zellen transplantiert werden. Eine einfache intra-
artikuldre Injektion von Genvektoren ist nicht ausreichend, um Gene gezielt in fokale Defekte zu
transferieren.

Studien im Tier-Modell der letzten Jahre haben eindrucksvoll das Potenzial der Uberexprimie-
rung von > Polypeptidwachstumsfaktoren zur strukturellen Verbesserung der Knorpelheilung
gezeigt. Hierbei wurden Gene fiir die knochenmorphogenetischen Proteine (,,bone morphogene-
tic proteins®, BMP) BMP-2 und -7, ,,sonic hedgehog“ (Shh, ein Mitglied der Familie des transfor-
mierenden Wachstumsfaktor f; TGF-B) sowie IGF-I und Fibroblastenwachstumsfaktor 2 (FGEF-
2) in chondrale und osteochondrale Defekte transferiert (8 Abb. 3). In einer Studie am Pferd ap-
plizierten Hidaka und Mitarbeiter allogene Chondrozyten, die mit einem adenoviralen Vektor fiir
BMP-7 transduziert wurden. Obwohl nach 8 Monaten keine strukturellen oder biomechanischen
Unterschiede vorlagen, ist eine derartige Funktionsauswertung sehr wichtig, da alle Knorpelrepa-
raturverfahren an der Verbesserung der biomechanischen Eigenschaften des Reparaturgewebes ge-
messen werden miissen.

Seit einiger Zeit werden » rAAV-Vektoren erfolgreich eingesetzt, um Gene ohne zusétzliche Zell-
transplantation direkt in Knorpeldefekte einzubringen. Nach direkter rAAV-FGF-2- oder sox9-Vek-
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tor-Applikation resultierte eine signifikant verbesserte Knorpelreparatur [s]. Diese ermutigenden
Daten miissen mit anderen therapeutischen Genen und in lingeren Untersuchungszeitraumen be-
stétigt werden.

Aseptische Prothesenlockerung

Zielgruppe einer Gentherapie der aseptischen Prothesenlockerung kénnten Patienten sein, bei denen
aufgrund eines hohen OP-Risikos eine Wechseloperation nicht durchgefiihrt werden kann. Die Prin-
zipien der Gentherapie bestehen hierbei aus dem nichtoperativen Entfernen der Pseudomembran, die
sich um eine gelockerte Endoprothese bildet, im Wiederaufbau von periprothetischem Knochenma-
terial sowie in der Verhinderung von osteoklastischen Reaktionen auf Polyethylenabrieb.

Die erstgenannte Strategie wird derzeit in einer Phase-I-Gentherapiestudie an der Universitit Lei-
den tiberpriift. Bislang wurden 12 Patienten mit der American-Society-of-Anesthesiologists (ASA)-
Klassifikation IV (Sterblichkeitsgefahr 20,3%) behandelt. Durch Transduktion der Zellen der Pseu-
domembran zwischen Prothese und Knochen soll ein Absterben der Zellen und damit eine » ,gen-
therapeutische Resektion” des synovialmembranartigen Gewebes erreicht werden, welches die ly-
tischen Bereiche ausfiillt. Dadurch sollen periprothetisch gentigend grof3e Hohlraume zur Verfiigung
stehen, die anschliefSend iiber Bohrkanéle mit einem diinnfliissigen Knochenzement aufgefiillt wer-
den, welcher die Prothese stabilisiert. Hierzu findet die bereits beschriebene Strategie der Suizidgen-
therapie Anwendung. Appliziert wird ein adenoviraler Vektor (HAdV-s5), der das Nitroreduktasegen
von E. coli tragt. Dieses Enzym sensibilisiert den Wirkstoff CB1954 (Substanzvorstufe). Der Genvek-
tor wird am ersten Tag in das Hiiftgelenk injiziert, am Tag 3 wird die Substanzvorstufe gegeben. Zehn
Tage spéter wird tiber mehrere Bohrlocher in das proximale Femur niedrigviskoser Knochenzement
unter fluoroskopischer Kontrolle in die lytischen Bereiche injiziert, welche durch die Gentherapie von
ihrer Membran befreit worden sind. Nebenwirkungen traten nicht auf. Subjektiv war bei einigen Pa-
tienten der Schmerz in der behandelten Hiifte verringert und die Gehstrecke erhoht. Publizierte Da-
ten zu diesem Ansatz stehen noch aus. Weitere Studien miissen klaren, wie sich die Auffillung des
lytischen Areals durch alleinige Zementinjektion, ohne Genvektor, verhalt und wie ausgepragt die
» Schmerzreduktion im Vergleich mit solcherart behandelten Patienten ist.

Frakturheilung
Analog zum bereits in klinischer Anwendung befindlichen BMP-2-Protein kann auch das Gen fiir
diesen Wachstumsfaktor zur Frakturheilung bzw. der Heilung von Pseudarthrosen verwendet wer-
den [14]. Verschiedene Studien haben z. B. durch adenoviralen » BMP-2-Transfer in Knochenmarks-
zellen eine verbesserte Knochenheilung gezeigt. Bislang wurde die Eignung von BMP-4, -6, -7, -9 so-
wie des Parathormon (PTH)-Fragments PTH (1-34) bewiesen. Vergleichbare Studien fanden auch
in osteoporotischen Tier-Modellen statt.

Der ideale Vektor fiir derartige Anwendung ist noch unklar. Die bislang genutzten Adenoviren
haben zumindest theoretisch das Risiko einer Inmunantwort. Studien am Menschen miissen iiber
die klinische Durchfiihrbarkeit dieser Strategien Auskunft geben.

Wirbelsaulenfusion

Publizierte Gentransferstrategien zur Spondylodese basieren weitgehend auf Verwendung des oste-
ogenen Proteins » LIM-Mineralisationsprotein 1 (LMP-1) und BMP-2 [2]. Bereits nach wenigen Wo-
chen resultiert im Kaninchen-Modell eine komplette Wirbelsdulenfusion. Fiir die theoretische An-
wendung am Menschen erscheint es wichtig, die Transgenexpression eng zu kontrollieren, um iiber-
schieflende Reaktionen, die u. a. zu Spinalkanalstenosen fithren konnten, zu vermeiden.

Meniskusheilung

Lisionen im avaskuldren Teil des Meniskus heilen nicht und kénnen zur generalisierten Arthrose
des Kniegelenks fiithren. Ziele von Gentransferansitzen zur Meniskusheilung sind die » Stimulati-
on von Vaskularisierung,

Zellmigration

» Zellmigration in Meniskusrisse sowie die Proliferation, Matrixproduktion und » Integration
transplantierter oder eingewanderter Zellen in diesen Meniskusdefekten (8 Abb. 4). Gentransfer in
Meniskuszellen ist durch virale und nichtvirale Techniken méglich. Trotz grofiem klinischen Interes-
se liegen nur sehr wenige Studien im Tier-Modell vor. Insbesondere rA AV-Vektoren sind gut geeig-



net, um Meniskusgewebe direkt in vivo zu transduzieren [16]. Ebenso konnte durch den Gentransfer
des Hepatozytenwachstumsfaktors die Vaskularisierung von durch Tissue engineering hergestellten
» Meniskusersatzgeweben verbessert werden. Interessanterweise resultierte diese vermehrte Vas-
kularisierung jedoch nicht in einer besseren biomechanischen Belastbarkeit dieser Konstrukte [10].
Es bleibt abzuwarten, welcher Faktor am besten geeignet ist, um Meniskusdefekte zu reparieren. Hier
sind weitere Tierstudien erforderlich.

Reparatur von Bandern und Sehnen

Mit allen verfiigbaren Gentransfersystemen ist sowohl in vitro als auch in vivo ein Gentransfer in Fi-
broblasten von Biandern und Sehnen moglich. Die Anwendung von Gentransfer zur Kreuzbandhei-
lung wird intensiv erforscht [15]. Durch Uberexpression von Matrixproteinen und Wachstumsfak-
toren soll die ossdre Integration, Angiogenese und das Remodelling von Sehnentransplantaten ver-
bessert werden. Martinek und Mitarbeiter demonstrierten nach adenoviraler Ex-vivo-Uberexpres-
sion von BMP-2 eine biomechanisch relevante Verbesserung der Steifigkeit und ossaren Integrati-
on von » Semitendinosus-Transplantaten [17]. Andere Gruppen versuchen, durch Gentransfer die
Kontinuitit eines intraligamentér gerissenen vorderen Kreuzbandes wieder dauerhaft herzustellen.
So fiihrt die Uberbriickung der rupturierten Enden mit einem Kollagenhydrogel, in dem sich TGF-
[B-tiberexprimierende Fibroblasten befinden, zur verbesserten Zellmigration und Kollagenexpressi-
on im Organkulturmodell [19].

Gentherapie in der orthopadischen Onkologie

Obwohl die Gentherapie ein sehr wichtiges Werkzeug der experimentellen Onkologie darstellt, liegen
bislang nur wenige Daten aus der Orthopédie vor. So wire der direkte Transfer von therapeutischen
Genen eine experimentelle Moglichkeit der molekularen Therapie von » Chondrosarkomen. Gene
kénnen in Chondrosarkomzellen mit retroviralen, adenoviralen und lentiviralen Vektoren sowie katio-
nischen Polymeren eingeschleust werden. Werden Chondrosarkomzellen mit dem HSV-tk-Gen trans-
duziert, so kénnen sie gezielt durch Ganciclovir abgetotet werden. Dabei werden auch nichttransdu-
zierte, angrenzende Zellen miterfasst (> ,Bystander-Effekt”).

Auch fiir Osteosarkome sind dhnliche Strategien beschrieben. Hierbei konzentrieren sich die For-
schungen vor allem auf die Therapie der » Lungenmetastasen. Verschiedene Tier-Modell-Studien
haben gezeigt, dass sowohl nichtviraler als auch viraler Gentransfer von IL-2 und -12 zur partiellen oder
kompletten Regression von Lungenmetastasen fithren kann. Eine klinische Phase-1/II-Studie verwen-
dete einen adenoviralen Vektor (Ad-OC-E1a), welcher unter Kontrolle eines Osteocalcin-Promotors
das adenovirale E1a-Protein kodiert. Durch auf Tumorzellen beschrankte Virusreplikation soll ihr Ab-
sterben erreicht werden [1]. Die abschliefSende Publikation zu dieser Studie steht noch aus.

Ein weiterer interessanter Ansatz der Gentherapie im Bereich der Onkologie besteht in der Revi-
talisierung und im Remodelling von knochernen Allografts. Die Arbeitsgruppe um Edward Schwarz
verwendete einen kombinierten Gentransfer von RANK (,,receptor activator of nuclear factor kB*)-
Ligand und dem vaskuldren endothelialen Wachstumsfaktor VEGE, um knécherne Allografts zu re-
vitalisieren [12]. » RANK-Ligand moduliert die Osteoklastenaktivitit und ist ein wichtiger Regula-
tor von Osteogenese, Knochenauf- und /-umbau. » VEGF spielt eine grofle Rolle bei der Angiogene-
se. rAAV-Vektoren, welche beide Gene trugen, wurden durch Gefriertrocknung auf knochernen Al-
lografts fixiert. Im Tier-Modell resultierte anschlieflend ein verbessertes Remodelling und Vaskula-
risierung dieser Allografts. Bereits nach 3 Wochen zeigte sich im femuralen Allograft-Modell an der
Maus ein neuer Knochenmantel.

Zusammenfassung

Gentherapie in der Orthopédie ist nicht nur auf die Anwendung des Gentransfers zur Heilung von ver-
erbbaren Krankheiten auf Basis singuldrer Gendefekte beschrankt, sondern wird derzeit intensiv im
Rahmen verschiedener orthopadischer Fragestellungen untersucht. Der Vorteil der Orthopédie im
Vergleich zu anderen Disziplinen liegt hierbei in der oftmals guten » operativen Zuganglichkeit des
Zielgewebes, wie z. B. Gelenkraume. Der experimentelle Fortschritt auf diesem Gebiet ist gekennzeich-
net durch ein komplexes Zusammenspiel von Vektorherstellung, Gentransfertechniken und Applika-
tionswegen, Studien in geeigneten » Tier-Modellen sowie Nachweismethoden auf molekularer, struk-
tureller und funktioneller Ebene. Es erscheint notwendig, weitere Studien {iber einen hinreichend lan-
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der rheumatoiden Arthritis haben die
praktische Durchfiihrbarkeit demons-
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gen > Beobachtungszeitraum durchzufiihren, da in der klinischen Orthopédie der Erfolg eines chir-
urgischen Verfahrens iiber Jahre und Jahrzehnte gemessen wird.

Der entscheidende Beweis fiir die Anwendbarkeit dieser genbasierten Strategien ist einerseits ihre
Uberpriifung in Grofitier-Modellen, um klinisch relevante Situationen zu erzeugen und andererseits
die Durchfiihrung weiterer Studien am Menschen. Klinische Studien zur Gentherapie der rheuma-
toiden Arthritis haben bereits ihre praktische Durchfiihrbarkeit demonstriert. Obwohl bei der Ver-
wendung von viralen Vektoren ein theoretisches Sicherheitsrisiko besteht, muss diese Frage in wei-
teren Studien evaluiert werden, um diese Bedenken sinnvoll bewerten zu kénnen. Im Rahmen von
fruchtbaren Interaktionen von orthopédischen Klinikern und Forschern werden Gentherapiestrate-
gien weiter entwickelt werden. Es ist wahrscheinlich, dass genbasierte Verfahren zur Erweiterung und
Verbesserung bestehender orthopadisch-chirurgischer Therapien fithren. Die dargestellten Beispiele
geben Anlass zu Optimismus.
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Welche genetische Struktur

wird beim Gentransfer in die

Zielzellen eingeschleust?

O mRNS.

O cDNS.

O Promotor/
Enhancerkonstrukte.

O Wachstumsfaktoren.

O Rezeptoren.

Welche nichtviralen Gentrans-
fermethoden werden in kli-
nischen Studien hauptsachlich
untersucht?

O Anionische Liposomen.

O Kationische Liposomen.

O Partikelbeschuss.

O Nanospharen.

O Elektroporation.

Wodurch sind adenovirale Vek-
toren gekennzeichnet?
O Niedrige Transfereffizienz.

O Integration in das Wirtsgenom.

O Erzeugen einer Immun-
reaktion.

O Konnen Infektionen des Uro-
genitaltraktes hervorrufen.

O Werden meistens in Ex-vivo-
Ansdtzen verwendet.

Bei welcher Erkrankung wurde
die erste orthopadische Gen-
therapiestudie am Menschen
durchgefiihrt?

O Septische Arthritis.

O Morbus Gaucher.

O Chronische Polyarthritis.

O Osteogenesis imperfecta.

O Gonarthrose.

Welches Gen wurde bei der ers-

ten orthopadischen Genthe-

rapiestudie am Menschen ver-

wendet?

O Typ-I-Kollagen (Colla).

O Tumornekrosefaktor -a
(TNF-a).

O Interleukin (IL)-10-Rezeptor-
Antagonist (IL-10Ra).

O Interleukin (IL)-1-Rezeptor-
Antagonist (IL-1Ra).

O Insulinartiger Wachstums-
faktor | (IGF-I).

Worauf zielen Gentransferstra-

tegien bei der Arthrose ab?

O Hemmung der Matrixpro-
duktion.

O Hemmung der Chondro-
genese.

O Stimulierung kataboler
Prozesse.

O Stimulierung anaboler
Prozesse.

O Verbesserung der autologen
Chondrozytentransplantation.

Wodurch wird ein direkter Gen-
transfer in fokale Knorpelde-
fekte erzielt?

O Intraartikuldre Injektion von
retroviralen Vektoren.

O Intraartikuldre Injektion von
adenoassoziierten viralen
Vektoren.

O Systemische Gabe von retrovi-
ralen Vektoren.

O Systemische Gabe von adeno-
assoziierten viralen Vektoren.

O Arthrotomie und Applikation
von adenoassoziierten viralen
Vektoren in den Defekt.

Welche Aussagen sind richtig?

Welche therapeutischen Ge-

ne werden zur Frakturheilung

verwendet?

I. BMP-2.

Il. BMP-4.

lIl. BMP-6,-7,-9.

IV. Parathormon (PTH)-Fragment
(PTH[1-34])

O Aussage | und Il sind richtig
O Aussage lll und IV sind richtig
O Aussage | und IV sind richtig
O Nur Aussage lll ist richtig

O Alle Aussagen sind richtig

Welche Aussagen sind richtig?

Welche Gentherapiestrategien

werden in der orthopadischen

Onkologie verfolgt?

I.  Suizidgentherapie.

Il. Uberexpression von Wachs-
tumsfaktoren.

lll. Remodelling von kndchernen
Allografts.

IV. Adenoviraler BMP-2-Transfer

O Aussage Il und Ill sind richtig
O Nur Aussage Il ist richtig

O Nur Aussage IV ist richtig

O Aussage | und lll sind richtig
O Alle Aussagen sind richtig

Welcher Effekt von iiberex-

primiertem BMP-2 wurde an

Semitendinosus-Transplan-

taten zum Kreuzbandersatz

gezeigt?

O Verbesserung der knéchernen
Integration des Transplantats.

O Verringerung der Ausrissfes-
tigkeit.

O Selteneres Auftreten von Ar-
throfibrose.

O Schnellere Ligamentisierung
des Transplantats.

O Verbesserung der Angiogene-
se im Transplantat.

Diese Fortbildungseinheit ist
12 Monate auf CME.springer.
de verfiigbar.

Den genauen Einsendeschluss
erfahren Sie unter
CME.springer.de

Mitmachen, weiterbilden und CME-Punkte sichern durch die Beantwortung der Fragen im Internet unter CME.springer.de
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