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Zusammenfassung

Wachstumsfaktoren sind fiir jeden Wundhei-
lungsprozef von essentieller Bedeutung. Ex-
perimentelle Untersuchungen haben ge-
zeigt, dal die lokale Anwendung dieser Sub-
stanzen den natiirlichen HeilungsprozeR bei
ligamentaren Verletzungen beschleunigen
kann.Die Methoden fiir eine effiziente klini-
sche Anwendung sind jedoch nicht ausrei-
chend entwickelt, um eine dauerhaft hohe
Konzentration an der Verletzungsstelle zu er-
zielen. Eine mogliche Losung fiir dieses Pro-
blem ist die Synthese von Wachstumsfakto-
ren durch ortsstandige Zellen im Kniegelenk,
die hierzu durch lokalen Gentransfer ange-
regt werden konnten.In einem neuen expe-
rimentellen Ansatz untersuchen wir die
Mdglichkeit des lokalen Gentransfers in die
Patellarsehne mit dem Ziel, ortssténdige Zel-
len zur Produktion von Wachstumsfaktoren
anzuregen. In einer experimentellen Studie
wurden zundchst verschiedene Vektoren un-
tersucht, die fiir den Gentransfer in Fibrobla-
sten in Frage kommen. Virale Vektoren bie-
ten neben non-viralen Vektoren, wie z.B.
Liposomen, die Mdglichkeit, das Genom von
Zellen zu modifizieren. Hierzu wurden Zell-
kulturen aus dem VKB und HKB des Kanin-
chens angelegt. Diesen Zellkulturen wurden
dann verschiedene Vektoren zugesetzt, die
ein Markergen transportieren.Transduzierte
Zellen sezernierten anschlieBend die histo-
chemisch nachweisbare Substanz 3-Galak-
tosidase. Die quantitative Expression dieser
Substanz wurde bestimmt. Bei diesen
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Virusvermittelter
Gentransferin die
Patellarsehne

Eine experimentelle Studie am Kaninchen

In-vitro-Vorversuchen zeigte sich, da8
Adenoviren samtliche Wirtszellen transdu-
zierten, wobei die Expression der Markersub-
stanz zeitlich begrenzt war.Retroviren hat-
ten einen signifikant geringeren Effekt, der
sich jedoch ebenso wie bei adenoassoziier-
ten Viren durch weitere Selektionsschritte
steigern lie3. Liposome zeigten generell die
geringste Wirkung. In einem In-vivo-Versuch
wurden Adenoviren in die Patellarsehnen
von Kaninchen injiziert. Transduzierte Zellen
wurden vorwiegend in der synovialen
Schicht beobachtet. Die Expression liel
wahrend des 6-wdchigen Untersuchungs-
zeitraums nach. In einem Ex-vivo-Versuch
wurden Fibroblasten zundchst mit Retrovi-
ren in vitro transduziert, anschlieend selek-
tiert und in die Patellarsehne injiziert. Dieses
Verfahren resultierte in einer zahlenméRig
groBeren Expression.Im Gegensatz zu der
In-situ-Transduktion mit Adenoviren konn-
ten transduzierte Zellen entfernt von der
Injektionsstelle nachgewiesen werden, wo
sich diese Zellen in das Crimp-Muster der
Patellarsehne integrierten.

Schliisselworter

Gentransfer - Patellarsehne - Adenovirus -
Retrovirus

*Markergen: Transgen, das zur Dokumentation
einer stattgehabten Transduktion dient. Fir
den weiteren experimentellen oder therapeu-
tischen somatischen Gentransfer konnen diese
Markergene ausgetauscht werden.

+ lacZ:Markergen, das 3-Galaktosidase kodiert.
Durch Zugabe des chromogenen Substrates
konnen transduzierte Zellen in einfacher Fér-
betechnik blau dargestellt werden.

+ neo": Ein Markergen, das Neomycinphospho-
transferase kodiert.Wird diese Substanz von
transduzierten Zellen produziert, besteht eine
Resistenz gegeniiber dem ansonsten zytotoxi-
schen synthetischen Neomycinanalogon G-418.

+ TGF-B: Zytokin; Transforming growth factor 3

* |GF-I, IGF-1I: Zytokin; Insulin like growth factor
I'and Il (Zytokin)

+IRAP: Zytokin; Interleukin-1-Rezeptor Antago-
nist Protein; natiirlich vorkommendes Zytokin,
das in vivo und in vitro die Aktivitdt von
Interleukin-1 blockieren kann.

+ Expression: Vorgang der Umschreibung von
DNA (iber RNA bis hin zum biologisch aktiven
Protein

+ Transduktion: Veranderung der Zelle durch
Aufnahme exogener DNA. Derartig verdnderte
Zellen produzieren jetzt ein nichteigenes Pro-
tein.

+ Plasmid: extrachromosomaler Nukleinsédure-
strang

+ kb:Kilobasen; MaBeinheit fiir die GroRe eines
Gens

+ pCMV lacZ, pCMV IRAP, pMFG IRAP: Plasmide;
in diesem Fall Promotor und Gen

+ Liposome: mikroskopisch kleine Kérperchen
aus Lipiden. Liposome dienen als Tragersub-
stanz fir Plasmide fiir den Gentransfer
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Virally mediated gene transfer
to the patellar tendon.
An experimental study on rabbits

Summary

Growth factors have the potential to en-
hance native repair responses in ligamen-
tous and meniscal lesions. However, methods
for applying these cytokines to sites of injury
for extended periods are lacking. We suggest
that local transfer of genes that encode the
relevant healing factors merits investigation
as a potential solution to this problem. In the
present study, different viral vectors and li-
posomes are evaluated for their ability to de-
liver genes to cells of ligamentous and me-
niscal origin.The ACL, PCL, MCL, semitendi-
nosus tendon, patellar tendon, and menisci
were harvested from New Zealand white
rabbits. Cells grown from these tissues were
then investigated for their susceptibility to
genetic alteration by these vectors.Based
upon the ability of these vectors to convert
cellsin culture to a lacZ(+) phenotype, aden-
ovirus was the most effective vector in short-
term experiments. However, expression was
transient. Although retrovirus gave lower in-
itial transduction efficiencies, the percentage
of transduced cells could be increased by the
use of the selectable marker gene neo". Cells
infected with adeno-associated virus con-
taining the neo'-gene could also be selected
in this way. Liposomes showed low efficiency
of gene transfer and expression. In an in vivo
marker study, we injected adenovirus into
the rabbit patellar tendon.Transduced cells
could be observed preferentially in the sub-
synovial layer at a declining frequency over a
6-week period.The allogeneous transplanta-
tion of retrovirally transduced fibroblasts
into the patellar tendon resulted in a greater
number of transduced cells. Although the
number of lacZ(+) cells declined with time,
positive cells were still present 6 weeks after
transplantation. Furthermore, the trans-
planted cells, unlike cells transduced in situ
with adenovirus, migrated from the injection
site and integrated into the crimp of the ten-
don.
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Die Forschung auf dem Gebiet der Bio-
mechanik, Ultrastruktur und Biochemie
der Ligamente und Menisken hat die the-
rapeutischen Moglichkeiten bei Verlet-
zung dieser Strukturen verbessert. Vor
allem biomechanische Prinzipien haben
in der Behandlung von Kreuzbandlésio-
nen Anwendung gefunden und die mit-
telfristigen Resultate verbessert. Die Bio-
logie der Heilungsvorgdnge nach Liga-
ment- und Meniskusverletzungen hin-
gegen bleibt in den gegenwdrtigen
Behandlungskonzepten unterreprésen-
tiert. Ergebnisse der Grundlagenforschung
auf dem Gebiet der Zytokine und erste
experimentelle Ergebnisse legen nahe,
daf diese Zytokine den Heilungsprozefl
modifizieren und beschleunigen kénnen
[9,25,33].

Histologische und biomechanische
Untersuchungen nach Ersatz der Kreuz-
bénder mit einem Patellarsehnentrans-
plantat zeigen, dafl das Transplantat nicht
die Materialeigenschaften des Original-
gewebes annimmt. Morphologisch un-
terscheidbare Phasen der Ligamenthei-
lung werden durchlaufen, das Transplantat
erreicht jedoch nicht ein Stadium der Li-
gamentreifung, sondern bildet ein bio-
mechanisch und strukturell minderwer-
tiges Ersatzgewebe [5,24]. So wurde tier-
experimentell nachgewiesen, dafl nach
einem autologen Patellarsehnenersatz
typische Kollagenfasern Typ I durch diin-
nere und mechanisch schwiéchere Kolla-
genfasern Typ III ersetzt werden, die mehr
als 90% der Fliche représentieren, die
vom Kollagen eingenommen wird. Zu-
dem belegen neuere klinische Studien,
daf auch trotz suffizienter Gelenkstabi-
lisierung eine erhebliche Arthroseinzi-
denz besteht [17]. Eine mogliche Erkldrung
fiir diese Entwicklung ist die nachhaltige
Storung der Propriozeption. Obwohl in hi-
stologischen Studien nachgewiesen wor-
den ist, daB es zu einer Regeneration von
freien Nervenendigungen und spezifi-
schen Rezeptoren kommt, konnten zahl-
reiche klinische Studien in der Lang-
zeitbeobachtung zeigen, dafl die pro-
priozeptiven Féhigkeiten nicht in vollem
Umfang wiederhergestellt werden.

Da offensichtlich diese Optimierung
der chirurgischen Techniken nicht zu ei-
ner deutlichen Verbesserung der klini-
schen Langzeitergebnisse gefiihrt hat,
besteht die Notwendigkeit fiir alterna-
tive Losungsansitze in der Therapie von
Ligamentverletzungen. Biochemische
Analysen der Heilungsvorgdnge bei die-

sen Verletzungen erdffnen die Moglich-
keit aus den Substanzen Nutzen zu ziehen,
die am Heilungsvorgang beteiligt sind.
Besonders Wachstumsfaktoren wie z. B.
TGF-fund IGF-I sind vielversprechende
Substanzen, die klinisch nutzbringend
verwendet werden konnen. Von diesen
Substanzen ist bekannt, daf} sie den nattir-
lichen Heilungsprozef in den unter-
schiedlichen Phasen durch Beschleuni-
gung der Zellteilung, Migration, Kolla-
gensynthese und Gefdfleinspriefung
unterstiitzen. So wurde fiir TGF-£3 und
IGF-II in vitro gezeigt, daf3 diese Fakto-
ren die metabolische Situation in Rich-
tung ,,Anabolie“ durch vermehrte Syn-
these von Proteinaseinhibitoren verschie-
ben. TGF-S ist hierbei in der Lage, das
inverse Verhiltnis von Kollagen Typ I
und III zugunsten einer vermehrten Pro-
duktion von Typ I zu verschieben. Fiir
die Heilung von Ligamenten kann dies
bedeuten, dafi die Anwendung dieser Fak-
toren zu einer physiologischen Zusam-
mensetzung der Kollagene fiihrt.

Diese Faktoren erfordern jedoch eine
strikt lokale Applikation, um potentiell
nachteilige Effekte einer mehr systemi-
schen Anwendung zu vermeiden. Fiir
TGEF-B ist im Tierversuch gezeigt wor-
den, daBd eine repetitive intraartikuldre
Injektion zur Arthrose fithrt. Dariiber
hinaus scheint dieser Wachstumsfaktor
eine entscheidende Rolle in der Ent-
wicklung der postoperativen Arthrofi-
brose zu spielen.

Zur Zeit existiert jedoch kein prak-
tikables System, mit dem eine prolon-
gierte, lokale Applikation dieser Fakto-
ren durchzufiihren ist. Wachstumsfak-
toren sind Proteine, die einem raschen
Abbau unterliegen. Nach i. v.-Applika-
tion betrdgt die Halbwertszeit nur we-
nige Minuten. Die Inkorporation in,,Slow-
release-Systeme*, d. h. Systeme, die bio-
logisch aktive Substanzen iiber einen ldn-
geren Zeitraum an das Gewebe abgeben,
kann die Halbwertszeit erh6hen. Aller-
dings kommt es auch hier zu einem ra-
schen Abbau, so daf$ an der Verletzungs-
stelle keine erh6hten Konzentrationen
iiber einen ldngeren Zeitraum zu erwar-
ten sind.

Eine mogliche Losung fiir dieses Pro-
blem bietet der lokale Transfer von Genen
fiir die Produktion eines gewiinschten
Wachstumsfaktors oder einer Kombina-
tion von Faktoren in einem Zielgewebe.
Dieses Verfahren wurde urspriinglich
entwickelt, um genetisch bedingte Er-
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krankungen wie Osteogenesis imper-
fecta, Morbus Gaucher oder muskulire
Dystrophie zu therapieren. Erkenntnisse
iiber den lokalen Gentransfer, die bei die-
sen genetisch bedingten Erkrankungen
gewonnen worden sind, fithrten zu der
Annahme, dafl nicht nur der Ersatz von
defekten oder fehlenden Proteinen mog-
lich ist, sondern auch die Applikation von
potentiell niitzlichen Zytokinen bei er-
worbenen Erkrankungen realisierbar ist.
In diesem Kontext konnte Gentransfer
als ein lokales Applikationssystem fiir
Pharmaka mit Proteinstruktur verwen-
det werden.

Anwendung hat diese Technologie
bislang in der Behandlung der rheuma-
toiden Arthritis gefunden. Die Moglich-
keit IL-1ra (Interleukin-1-Rezeptoranta-
gonistenprotein) mittels Gentransfer in
Synoviozyten zu produzieren wird der-
zeit klinisch an der Universitit Pittsburgh
untersucht [15].

Gentransfer und Vektoren

Allgemein bedeutet Gentransfer, daf} ein
exogenes Gen in ein Zielgewebe einge-
bracht wird [2, 12 -15]. Der therapeuti-
sche Nutzen entsteht durch das Trans-
genprodukt der genetisch modifizierten
Zellen. Da nackte DNA jedoch von den
meisten Zellen nicht aufgenommen und
exprimiert wird, ist dieses Verfahren auf
Vektoren angewiesen. Der Begriff Vek-
tor umschreibt eine Substanzklasse, die
Gentransfer und Expression erméglicht.
Besonders effiziente Vektoren sind Vi-
ren, die z. Zt. in der Mehrzahl der Gen-
transferstudien eingesetzt werden. Ele-
mente des viralen Genoms werden ent-
fernt, um die virale Replikation und da-
mit eine Vermehrung von Viren zu
verhindern. Gleichzeitig wird das er-
wiinschte Gen integriert. Im folgenden
beschreiben wir in Kiirze die wesentli-
chen Charakteristika der hdufig genutz-
ten Vektoren.

* Retroviren sind z. Zt. die am weitesten
entwickelten viralen Vektoren. Sie gehoren
zur Gruppe der RNA-Viren und enthal-
ten eine reverse Transkriptase, die das
virale RNA-Genom in DNA kopiert. Die
DNA wird dann stabil in das Empfan-
gergenom an zufilliger Stelle integriert.
Ein wesentlicher limitierender Faktor ist
die Eigenschaft, daf3 Retroviren ausschlief3-
lich aktiv teilende Zellen infizieren [27].
Fiir die praktische Anwendung bedeutet
dies, dafl Gentransfer nur in Gewebe mit
aktiv teilenden Zellen moglich ist oder
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in einem In-vitro-System. Die Aufnah-
mekapazitit fiir exogenes genetisches
Material ist auf 8 kb (Kilobasen) limi-
tiert. Fiir die Synthese von Wachstums-
faktoren stellt dies jedoch kein wesentli-
ches Problem dar, da die meisten Wachs-
tumsfaktoren kleine Molekiile sind.

* Adenoviren besitzen Eigenschaften,
die diesen Vektor besonders geeignet er-
scheinen lassen, Gene fiir Wachstums-
faktoren in ein Wundgebiet zu trans-
portieren. Dieses DNA-Virus kann mit
einem hohen Titer produziert werden
und infiziert sowohl teilende als auch ru-
hende Zellen mit hoher Effizienz. Ein po-
tentielles Problem in der Anwendung
sind jedoch Autoimmunreaktionen ge-
gen transduzierte Zellen, da die gegen-
wirtige Virusgeneration weiterhin anti-
gene virale Proteine produziert [38].

» Adenoassoziiertes Virus ist ein ein-
striangiges DNA-Virus, das ein Helfervi-
rus wie Adenovirus zur Replikation
benotigt. Wie Adenovirus infiziert auch
dieses Virus ruhende und teilende Zel-
len. Die Wildform integriert spezifisch
im Chromosom 19 und kann mit einem
hohen Titer produziert werden. Das re-
kombinante Virus hingegen verliert diese
Integrationsspezifitit, und es ist nicht
vollstiandig geklért, ob dieses Virus iiber-
haupt integriert. Dariiber hinaus kann
dieses Virus nur mit einem niedrigen Ti-
ter und einer Aufnahmekapazitit von
4 kb hergestellt werden.

* Herpes-Viren sind grofle nicht-inte-
grierende DNA-Viren. Der Vorteil dieser
Viren ist eine Aufnahmekapazitit fiir exo-
gene DNA von iiber 35 kb und die Mog-
lichkeit, dieses Virus mit einem hohen
Titer zu produzieren [20]. Die bislang
entwickelten Viren zeigen jedoch eine
ausgeprigte Zytotoxizitdt und eine nur
transiente Genexpression.

Da die Anwendung viraler Vektoren

erhebliche Sicherheitsbedenken hervor-
gerufen hat, werden unter diesem Aspekt
nonvirale Vektoren entwickelt.
» Komplexe aus kationischen Liposomen
und Plasmid-DNA haben sich fiir den
Gentransfer als besonders geeignet er-
wiesen [23,26],da sie eine Reihe von Zel-
len mit hoher Effektivitit transfizieren
[716,18,28].

In der vorliegenden Studie haben
wir Retrovirus, Adenovirus, adenoasso-
ziiertes Virus und Herpes-Virus als vi-
rale Vektoren, sowie Liposome als einen
nonviralen Vektor daraufhin evaluiert,
bestimmte Markergene in vitro in Zel-

len zu transportieren; z. B. erlaubt das
Markergen lacZ den Nachweis einer er-
folgreichen Transduktion durch die Pro-
duktion von 3-Galaktosidase. Diese En-
zymproduktion kann mit einem einfa-
chen histochemischen Firbeverfahren
nachgewiesen werden. Hierzu wurden li-
gamentire Fibroblasten und meniskale
Fibrochondroblasten vom Kaninchen
verwendet. Um zu bestétigen, dal mit
dieser Technik auch ein Zytokingen ex-
primiert werden kann, wurde das hu-
mane IL-1ra in einzelnen Experimenten
transferiert. In einem anschliefSen-
den In-vivo-Versuch wurde der erfolg-
reiche Transfer des lacZ-Markergens in
die Patellarsehne von Kaninchen mit
In-vivo- und Ex-vivo-Techniken de-
monstriert.

Material und Methodik

In-vitro-Studie
Zellkultur. Drei Monate alte weif8e Neuseeland-
Kaninchen mit einem durchschnittlichen Ge-
wicht von 2,5 kg wurden durch eine i. v.-Pen-
tothal-Injektion getétet.

Das vordere Kreuzband (VKB), hintere
Kreuzband (HKB), das mediale Seitenband,
die Patellarsehne, die Semitendinosussehne
und beide Menisken wurden unter asepti-
schen Bedingungen entfernt. Anhingendes
Fett und Synovium wurden scharf von die-
sem Gewebe entfernt. Ligamente und Sehne
wurden dann in kleine Gewebestiicke von
etwa 1 mm zerkleinert und in 100 mm Zell-
kulturschalen plaziert (Corning, N.Y.), zu-
sammen mit ,Ham’s F12-Nihrmedium*“
(GIBCO, Grand Island, NY), supplementiert
mit 10% fetalem Rinderserum (GIBCO),
100 U/ml Penicillin und 10 pg/ml Streptomycin
(GIBCO). Die Zellen wurden dann bei 37°C
in einer Atmosphére von 5% CO, und 95%
Luft kultiviert. Das Ndhrmedium wurde alle
10 Tage ausgetauscht bis sich die Zellen von
den Gewebefragmenten ausgebreitet und
volle Konfluenz erreicht hatten. Die Zell-
kulturen wurden dann trypsinisiert (Trypsin
0,25 w/v %, GIBCO) und anschliefend
in 25 cm?® Polystyren-Zellkulturflaschen
(Corning) in einem Verhiltnis von1:2bis1: 4
weiterkultiviert.

Fibrochondroblasten wurden aus der
umgebenden Meniskusmatrix durch se-
quentielle Digestion mit 4000 U Trypsin (0,2%
wt/vol, Worthington Biochemical Corpora-
tion, NJ) in 10 ml,,Gey’s Balanced Salt Solu-
tion fiir 20 min, gefolgt von 4000 U Kolla-
genase (0,2% wt/vol) in 10 ml ,,Gey’s
Solution fiir 3 h isoliert. Die Zellen wurden
anschlieflend zentrifugiert, in ,,Ham’s F12-
Nahrmedium*“ resuspendiert und in 25-cm?-
Zellkulturflaschen kultiviert. Die Kulturen er-
reichten nach 7 - 10 Tagen volle Konfluenz.

Virusvermittelter Gentransfer. Da sich gezeigt
hat, daf3 Retroviren nur aktiv teilende Zellen



Tabelle 1

Retrovirale Vektoren, die in dieser Studie evaluiert sind, leiten sich von dem
»Moloney Murine Leukemia Virus” (MoMLV) ab. In den MFG Abkommlingen ist
das neue Gen an Stelle des,.env” Gens plaziert worden. Die Expression wird ge-
steuert durch den endogenen viralen Promoter mit dem 5’LTR. Der Herpes Vektor
wurde von Huard et al. [22] beschrieben (Gene: lacZ -Galaktosidase,

neo” Neomycin Resistenz, IRAP oder IL-ra Interleukin-1 Rezeptorantagonistpro-
tein. Promotor: LTR long terminal repeat, SV40 Simian Virus 40, HCMV humanes

Zytomegalievirus)
Name Vektor Gen Promotor Integration in das
Genom der Wirtszelle
Ad lacZ Adenovirus lacz HCMV Nein
AAV neo’ Adenoassoziiertes Virus neo" HCMV Ja
d120,TK":HCMV IEP-lacZ  Herpes-Virus lacZ HCMV Nein
MFG lacZ Retrovirus lacZ LTR Ja
BAG lacZ neo" Retrovirus lacZ LTR Ja
neo" SV40
MFG IRAP Retrovirus IL-ra LTR Ja
plEP lacZ Liposom/Plasmid lacZ HCMV Nein
pCMV IRAP Liposom/Plasmid IL-ra HCMV Nein
pMFG IRAP Liposom/Plasmid IL-ra LTR Nein

infizieren, waren die Kulturen zum Zeitpunkt
der Infektion bei etwa 70% Konfluenz (rela-
tive Angabe der Zelldichte im Monolayer) fiir
die Infektion mit den Retroviren BAG lacZ
neo",>® MFG-lacZ und MFG-IRAP? (Tabelle 1).
Da Adenovirus, adenoassoziiertes Virus und
Herpes-Virus teilende und nicht teilende Zel-
len infizieren, waren diese Zellkulturen voll-
stindig konfluent. Alle Virussuspensionen
hatten einen Titer von 10° Plus/ml Nahrme-
dium und enthielten zusétzlich 8 pg/ml Po-
lybrene (SIGMA), einen polykationischen Fak-
tor, der die Infektion unterstiitzt [6,11,35]. Ein
ml Virussuspension wurde auf den Zellmo-
nolayer in eine 25-cm*-Zellkulturflasche ge-
geben und bei 37 °C inkubiert. Nach 3 h wur-
den weitere 3 ml ,,Ham’s F12-Nidhrmedium*
hinzugegeben und die Zellen in den Inkuba-
tor zuriickgegeben.

Liposomvermittelter Gentransfer. Fiir die Li-
pofektion wurden Liposome bestehend aus

Tabelle 2

1,2 pmol DC-Chol (Dimethylaminoethan-
carbamoyl-cholesterol) und 0,8 pmol DOPE
(Dioleoyl-phophatidyl-ethanolamin) (Ver-
hiltnis 3:2) verwendet, die sich fiir den Gen-
transfer in Vorversuchen als geeignet erwie-
sen hatten [28]; 3 unterschiedliche Plasmide
wurden in dieser Versuchsreihe evaluiert. Die
Liposome wurden an ein Plasmid komplex-
gebunden, das fiir f-Galaktosidase (pCMV
lacZ) kodiert und 2 weitere Plasmide, die fiir
das humane Interleukin-1-Rezeptorantago-
nistenprotein (pCMV IRAP und pMFG IRAP)
kodieren (Tabelle 1). Da bislang weder eine
Konzentration noch das Mischungsverhalt-
nis fiir Liposome und Plasmide fiir Gentransfer
zu Fibroblasten bestimmt worden waren,
wurden verschiedene Kombinationen unter-
sucht.

Assays fiir Genexpression. Das Markergen lacZ
kodiert 3-Galaktosidase, dessen Aktivitét in
lacZ(+)-Zellen mit einer histochemischen

Die Vektoren in dieser Studie trugen eines oder mehrerer dieser Gene.
Aufgelistet sind die Genprodukte und die Assays fiir den Nachweis

Gen Genprodukt Assay der Genexpression

lacZ [-Galaktosidase Férbung mit X-gal
(chromogenes Substrat fiir
[-Galaktosidase)

neo" Neomycin Phosphotransferase Selektion mit G-418

IL-1ra Interleukin-1 Rezeptor

Antagonist Protein

(synthetisches Neomycinanalogon)
IL-1ra ELISA

Fiarbung bestimmt werden kann. Um die
Effektivitit des Gentransfers und die Expres-
sion des lacZ-Gens zu bestimmen, wurden
die Zellen 3 Tage nach der Infektion durch
Zugabe des Substrats fiir -Galaktosidase ge-
farbt: X-gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-£-
D-galaktopyrosanid) (SIGMA). Die Effekti-
vitdt der Transduktion nach der X-gal-Fir-
bung wurde semiquantitativ als der prozen-
tuale Anteil der lacZ(+)-Zellen bestimmt
(Tabelle 2).

Das Markergen neo" kodiert Neomycin-
phosphotransferase. Infizierte Zellen, die das
Transgen exprimieren, sind gegeniiber den
zytotoxischen Effekten von G-418, einem
synthetischen Neomycinanalogon, resistent.
Zellkulturen, die mit diesem Gen transduziert
worden sind, wurden 3 Tage nach der Infek-
tion mit Trypsin in einem Verhiltnis von1:2
aufgeteilt, und in ein Nahrmedium gegeben,
das 0,5 mg/ml G-418 enthielt. Das Medium
wurde alle vier Tage ausgetauscht, um eine
konstante G-418 Konzentration aufrecht zu
erhalten (Tabelle 2).

Zellen, die das IRAP-Gen exprimieren,
sezernieren dieses Zytokin in das Nahrme-
dium. Die IL-1ra-Konzentration im Medium
wurde 3 Tage nach der Infektion mit einem
»Enzyme Linked Immunosorbent Assay*
(ELISA) (R & D Systems, Minneapolis) be-
stimmt. Die Resultate wurden in ng IL-1ra/10°
Zellen angegeben (Tabelle 2).

In-vivo-Studie
Es gibt 2 grundlegende Techniken fiir den
Gentransfer in ein In-vivo-System. In der di-
rekten Technik, der In-vivo-Methode, wird
der Vektor direkt in das Gewebe in situ ap-
pliziert. In der indirekten Technik, Ex-vivo-
Methode, werden Zellen in einem 1. Schritt
aus dem Korper entfernt, Zellen werden dann
genetisch in vitro verdndert und anschlieffend
wieder in den Korper zuriickgefiihrt (Abb. 1).

In der In-vitro-Studie hat sich gezeigt,
daf’ Adenovirus fiir eine In-vivo-Technik und
BAG-lacZ-neo" fiir die Ex-vivo-Technik am
besten geeignet waren. Die Patellarsehne von
Kaninchen wurde als optimales Zielgewebe
ausgewdhlt, da sie palpabel und einer perku-
tanen Injektion zugénglich ist.

Neun 3 Monate alte weifle Neuseeland-
Kaninchen wurden den 2 Techniken zugeteilt.
Gruppe I bestand aus 4 Kaninchen und er-
hielt eine direkte Injektion von Adenovirus
lacZ (5%10° Partikel/250 ul ,,Gey’s Balanced
Salt Solution) in die rechte Patellarsehne. Die
linke Patellarsehne diente als Kontrolle und
wurde mit 250 pl ,,Gey’s Balanced Salt Solu-
tion“ injiziert.

Gruppe II bestand aus 5 Kaninchen und
erhielt eine allogene Zelltransplantation mit
Fibroblasten aus der Patellarsehne, die in vitro
mit dem BAG Virus infiziert und in G-418 se-
lektiert worden waren. Eine Gesamtmenge
von 5%10° neo’, lacZ(+)-Fibroblasten, sus-
pendiert in 250 ul ,,Gey’s Losung, wurde in
die rechte Patellarsehne injiziert. Die linke Pa-
tellarsehne diente erneut als Kontrolle und
erhielt eine Injektion von 5x10° nativen Fi-
broblasten. Nach der Injektion wurde freie
Kifigaktivitit gestattet.
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direkte Injektion des

Vektors in das Zielgewebe

Abb. 1 A Fiir den Gentransfer in ein In-vivo-System stehen 2 Verfahren zur Verfiigung. In der In-vivo-Tech-
nik kann der Vektor direkt in das Zielgewebe eingebracht werden, wo ortsstandige Zellen transduziert
werden. Der Ex-vivo-Ansatz ist komplizierter und besteht aus 3 Arbeitsschritten. Zellen werden zunéchst
aus dem Zielgewebe entnommen, in vitro genetisch modifiziert und in einem letzten Schritt wieder in das
Zielgewebe eingebracht
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Die Kaninchen wurden nach 1, 2, 6 und
10 Wochen getotet. Die Patellarsehne wurde
entfernt und von dem anhéngenden Fettgewebe
befreit, lings geschnitten, mit X-gal fiir 24 h
gefirbt und in Paraffin eingebettet. Histolo-
gische Schnitte von 5 pim Stérke wurden dann
fiir die lichtmikroskopische Beurteilung mit
Eosin gefdrbt.

Ergebnisse

In-vitro-Studie

Adenovirus. Zellkulturen, die mit Adeno-
virus lacZ bei einer MOI (,,multiplicity
of infection®, d. h. das zahlenmaf3ige Ver-
hiltnis von Vektor zu Zelle) von unge-
fahr 10 infiziert worden sind, wurden fiir
weitere 3 Tage kultiviert. Nach der X-gal-
Farbung fand sich eine Effektivitdt der
Transduktion zwischen 9o und 100%
(Abb. 22,3 a). Zytotoxische Effekte oder
ein Verlust der Expression fanden sich
nicht, wenn Zellen fiir 7 Tage kultiviert
wurden.

Adenoassoziiertes Virus (AAV neo” GC).
Fibroblastenkulturen, die mit AAV neo”
GC infiziert worden waren, wurden nach
3 Tagen in einem Verhéltnis von 1:2 tryp-
sinisiert und in G-418-haltiges Medium
gewechselt. Zellen, die das neo"-Gen ex-
primierten, bildeten G-418-resistente Ko-
lonien. Fibroblasten des VKB und HKB so-
wie des medialen Seitenbandes bildeten
eine vergleichbare Anzahl Kolonien.
Meniskale Fibrochondroblasten bildeten
deutlich weniger Kolonien. Insgesamt
war die Rate der stabilen Transduktion
mit AAV nicht grofer als die, die nach
einer Plasmid DNA Transfektion erwar-
tet werden kann.

Retrovirus. Zellen, die mit MFG-lacZ in-
fiziert worden waren, wurden fiir weitere
3 Tage kultiviert. Wie in Abb. 2b dargestellt,
reichte der prozentuale Anteil der lacZ(+)-
Zellen von 10% fiir Zellen der Semiten-
dinosussehne bis zu 60% fiir Zellen von
Meniskus und medialem Seitenband so-
wohl 3 als auch 7 Tage nach der Infek-
tion. Die Infektion mit einem Retrovi-
rus, der das lacZ- und das neo"-Gen ent-
hilt (BAG lacZ neo"), fithrte dazu, dafl
iiber 90% der Zellen nach G-418 Selektion
das lacZ-Gen exprimierten (Abb. 3b).

Abb. 2 a—c <« Infektion mit Adenovirus lacZ (a),
MFG lacZ (b) und Herpes-Virus-lacZ (c); 3 Tage nach
der Infektion wurden die Zellen mit X-gal geférbt
(n=2)



Signifikante Unterschiede zwischen den
Zelltypen in Bezug auf die Selektierbar-
keit waren nicht vorhanden.

Drei Tage nach der Infektion mit
MFG-IRAP variierte die Konzentration von
IL-1ra zwischen 800 und 1800 ng/10°. Si-
gnifikante Unterschiede zwischen den

\

. f-‘\,_i‘ ‘\\\“ :
A\JSRANN

Zelltypen fanden sich nicht (Daten nicht
gezeigt). Nicht transduzierte, native Zel-
len produzierten kein humanes IL-1ra.

Herpes lacZ. Wie in Abb. 2 ¢ dargestellt
konvertierte Herpes Virus bei einer MOI
von 10 zwischen 10 und 70% der Zellen

yanzy

#-77, }l»
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Abb.3a,b < X-gal Farbung: Die Effektivitat nach adenoviraler Trans-
duktion liegt iiber 90% (a). Fibroblasten der Patellarsehne nach Infek-
tion mit BAG lacZ neo" und Selektion in G-418 mit anschlieBender
X-gal-Farbung nach 2 Wochen (b)

in einen lacZ(+)-Phédnotyp nach 3 Tagen
in Kultur. Es zeigten sich jedoch verzogert

zytotoxische Effekte, wenn Zellen fiir ei-

nen Zeitraum ldnger als 5 Tage kultiviert
wurden. Nach 7 Tagen waren nur noch

Zellfragmente vorhanden.

Liposome. Fibroblastenkulturen, die mit
kationischen Liposomen (DC-Chol and
DOPE) und einem lacZ-exprimierenden
Vector (pIEP lacZ) transfiziert worden

sind, zeigten eine Effektivitdt der Trans-

fektion zwischen 1 und 15% (Daten nicht
gezeigt). Die Transfektion von Kulturen
mit einem fiir IL-1ra (pCMV IRAP or
PMFG IRAP) kodierenden Plasmid und
unterschiedlichen Konzentrationen von

Liposom zu Plasmid fiihrte zu inkonsi-
stenten Resultaten, wobei die IL-1ra-Kon-
zentration im konditionierten Medium

zwischen o und 8o ng/ml in Abhingigkeit

vom Experiment variierte.

sich blau dar. (A, B) Eine Woche

pherie der GefdBe; (C) 6 Wochen
lacZ in die Patellarsehne finden
len Schicht, die Transgenexpres-

fig. Eine Woche nach allogener
Transplantation von lacZ(+) und
neo'-selektierten Fibroblasten in

broblasten mit lacZ-Genexpres-

der synovialen Schicht. (E) Im Ge-
gensatz zu dem in vivo Versuch
finden sich Zellen auch in der
Sehne. Die transduzierten Zellen

chanischen Stre der Umgebung

an; (F) 6 Wochen nach der Trans-
plantation hat die Zahl der trans-
duzierten Zellen abgenommen,
lacZ(+)-Zellen kdnnen jetzt ent-
fernt von der Injektionsstelle ge-
funden werden
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Abb. 4 A-F < X-gal und Eosin-Far-
bung; transduzierte Zellen stellen

nach der Injektion von Adenovirus
lacZ in die Patellarsehne. Fibrobla-
sten, die das Transgen f-Galakto-
sidase exprimieren, finden sich in
der synovialen Schicht in der Peri-
nach der Injektion von Adenovirus

sich lacZ(+)-Zellen in der synovia-

sion der Zellen ist jedoch riicklau-

die Patellarsehne. (D) Allogene Fi-

sion finden sich in hoher Anzahl in

in der Sehne passen sich dem me-

an; lacZ(+)-Zellen richten sich par-
allel zu dem Crimp-Muster aus und
nehmen eine fibroblastische Form
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In-vivo-Studie

Makroskopische Evaluation. Zum Zeit-
punkt der T6tung der Tiere waren sdmt-
liche Kniegelenke makroskopisch nor-
mal. Uber einen medialen parapatella-
ren Zugang wurde das Kniegelenk er6ff-
net. Hierbei zeigte sich kein
Kniegelenksergufl oder Synovitis; der ar-
tikuldre Knorpel, die Menisken und Li-
gamente erschienen unauffillig. Die Pa-
tellarsehne wurde entfernt und von dem
angrenzenden Bindegewebe befreit.

Patellarsehnen der Gruppe I (Injek-
tion von Adenovirus lacZ in der In-vivo-
Technik) zeigten keine Gefdf3injektion
als Zeichen einer moglichen inflamma-
torischen Reaktion 1, 2,6 und 10 Wochen
nach der Injektion. Sehnen der Gruppe II
(BAG lacZ neo", Ex-vivo-Technik) waren
1 Woche nach allogener Zelltransplanta-
tion generell vergroflert. Die umgeben-
den Weichteilschichten und das retropa-
tellare Fettgewebe waren an der Sehne
adhidrent. Diese Verdnderungen waren
zu einem spdteren Zeitpunkt nicht mehr
nachweisbar.

Histologische Evaluation

In vivo Technik. Nachdem die Patellar-
sehne entfernt worden ist, wurde das
Prdparat fiir die X-gal und Eosin-Fér-
bung weiter verarbeitet. Eine und 2 Wo-
chen nach der Injektion von Adenovirus
lacZ in die Sehne wurden lacZ(+)-Zellen
in der synovialen Schicht nahe der In-
jektionsstelle beobachtet, hier vorwie-
gend in der Nihe von synovialen Gefifien
(Abb. 4). Nur wenige transduzierte Zel-
len fanden sich in der Sehne selbst. Diese
Zellen verblieben in der Ndhe der Injek-
tionsstelle. Die zufillige Injektion von
Adenovirus lacZ in die Insertionszone
der Patellarsehne zeigte, daf diese Tech-
nik auch in der Lage ist, Knochenzellen
zu transduzieren (Abb. 5); 6 Wochen nach
der Injektion fanden sich Zellen in der
synovialen Schicht; die Expression hat
jedoch deutlich abgenommen (Abb. 4¢).
Eine Hypervaskularitit, zelluldre Infil-
tration oder andere Hinweise fiir in-
flammatorische Reaktionen wurden nicht
beobachtet. Die kontrollinjizierte Seite
war in der X-gal Firbung negativ. Nach 10
Wochen fanden sich keine lacZ(+)-Zel-
len.

Ex-vivo-Technik. Eine Woche nach der
Injektion von lacZ(+)- und neo-selek-
tierten allogenen Fibroblasten in die Pa-
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Abb. 5 A X-gal und Eosin-Farbung, transduzierte
Zellen stellen sich blau dar. Eine Woche nach der
Injektion von Adenovirus lacZ in die Patellarsehne.

Die zufallige Injektion in die Insertion der Patellar-
sehne transduzierte ortsstindige Knochenzellen

tellarsehne fanden sich zahlreiche Zel-
len in der synovialen Schicht (Abb. 4d)
und in der gesamten Sehne. Formatio-
nen von allogenen Zellclustern fanden
sich an der Injektionsstelle. Zellen, die
in der Sehne das lacZ-Gen exprimierten,
waren spindelformig und parallel zum
Crimp-Muster der kollagenen Fasern aus-
gerichtet (Abb. ge).

Obwohl eine quantitative Bestim-
mung der transduzierten Zellen mit einem
lacZ(+)-positiven Phénotyp nicht mog-
lich war, war die Anzahl der transdu-
zierten Zellen signifikant hoher als in der
In-vivo-Technik. In mehreren histologi-
schen Schnitten fanden sich transdu-
zierte Zellen entfernt von der Injekti-
onsstelle. Nach 2 Wochen zeigte sich be-
reits eine Reduktion der Expression,
lacZ(+)-Zellen konnten jedoch noch im-
mer in der synovialen Schicht und in der
Sehne gefunden werden. Einige Gebiete
zeigten desorganisiertes, fibroses Ge-
webe, umgeben von lacZ(+)-Zellen, das
moglicherweise einer fibrotischen Re-
aktion entspricht. Die kontrollinjizierte
Seite zeigte keine lacZ(+)-Zellen. Nach
6 Wochen hat die Anzahl der lacZ(+)-
Zellen weiter abgenommen, transduzierte
Zellen fanden sich jetzt vorwiegend in
der Sehne (Abb. 4f);10 Wochen nach al-

logener Transplantation fanden sich keine
transduzierten Zellen mehr.

Diskussion

Zahlreiche In-vitro- und In-vivo-Studien
haben belegt, dal Wachstumsfaktoren
den natiirlichen Heilungsvorgang un-
terstiitzen. Diese Faktoren beschleuni-
gen den Heilungsvorgang durch eine Stei-
gerung der Zellteilung. Migration und
Synthese von kollagenen und nicht-kol-
lagenen Proteinen [4, 21, 29, 32, 36].

Die Anwendung dieser Zytokine in
experimentellen Wundheilungsmodel-
len wirft die Frage nach einem zeitab-
hingigen Konzentrationsverlust an der
Applikationsstelle auf. Die Bestimmung
der Stabilitdt von Wachstumsfaktoren an
der Verletzungsstelle zeigt einen raschen
Verlust von aktiven Faktoren [z.B.8]. Da-
her werden z.Zt. Verfahren entwickelt,
die eine mehr kontinuierliche Applika-
tion ermdglichen. Obwohl diese Systeme
zeigen, daf3 eine prolongierte Applikation
moglich ist, bleibt es unklar, ob diese Tech-
niken klinisch erfolgversprechend sind.

Da die direkte Verabreichung von
Wachstumsfaktoren entweder als freies
Molekiil oder inkorporiert in ,,Slow-re-
lease-Systeme* keine anhaltende Kon-
zentration fiir eine ausreichend lange
Zeit erzielen kann, untersuchten wir eine
neue Technik fiir die Verabreichung von
Wachstumsfaktoren. Da sich der Gen-
transfer in Synoviozyten in der Vergan-
genheit bereits als ein gangbarer Weg
herausgestellt hat, um ein Transgen in
Gelenken zu exprimieren [2, 3], stellten wir
die Hypothese auf, daf} genetisch alte-
rierte Zellen von Ligamenten und Menis-
ken, prolongiert und streng lokal Zytokine
produzieren konnen, die dann den Hei-
lungsprozef3 unterstiitzen.

In einer initialen Studie wurden ver-
schiedene virale und nonvirale Vektoren
daraufhin evaluiert, ob sie Markergene
in vitro und in vivo in Zellen einbringen
konnen. In diesen Experimenten zeigten
wir, dafl mit simtlichen von uns unter-
suchten Zellen Gentransfer méglich ist.
Hierbei zeigten sich zwischen den un-
terschiedlichen Zellen Differenzen. Dar-
iiber hinaus bestanden erhebliche Un-
terschiede in der Effektivitdt der Trans-
duktion zwischen den viralen und non-
viralen Vektoren.

Adenovirus und Herpes-simplex-
Virus (HSV) waren effektiv bei allen von
uns untersuchten Zelltypen, HSV war je-



doch zytotoxisch. Die Genexpression nach
adenoviraler Transduktion war nach
mehreren Passagen riickldufig. Der Gen-
transfer und die Expression nach retro-
viraler Infektion waren stabil. Die Infek-
tion mit adenoassoziiertem Virus resul-
tierte ebenfalls in einem stabilen Gen-
transfer. Resultate nach Lipofektion waren
variabel mit einer generell niedrigen Gen-
expression.

Aufgrund dieser In-vitro-Studie war
Adenovirus am besten fiir den In-vivo-
Gentransfer und Retrovirus fiir den Ex-
vivo-Gentransfer geeignet. Obwohl der
in vivo Transfer technisch weniger auf-
wendig ist, hat diese Technik einen Nach-
teil. Um eine ausreichende Expression zu
erzielen, muf eine gentigende Dichte an
Zielzellen vorhanden sein. Der Ex-vivo-
Transfer ist komplizierter, bietet jedoch
eine zusitzliche Sicherheit, da genetisch
modifizierte Zellen in vitro allen not-
wendigen Tests unterzogen werden kon-
nen und virale DNA nicht direkt in das
Zielgewebe eingebracht wird. Zusitzlich
konnen durch Verwendung eines selek-
tierbaren Markergens wie neo’ gezielt
solche Zellen transplantiert werden, die
das Transgen bereits sicher exprimieren.

Bei Verwendung von Adenovirus
lacZ in der In-vivo-Technik fanden sich
lacZ(+)-Zellen vorwiegend in der syno-
vialen Schicht in der Umgebung syno-
vialer Gefdf3e. Nur wenige transduzierte
Zellen waren in der Sehne selbst vor-
handen. Die Epression des Transgens war
wiéhrend des sechswdchigen Untersu-
chungszeitraums riickldufig und nach 10
Wochen nicht mehr nachweisbar.

Obwohl die Genexpression auf die
synoviale Schicht begrenzt war, vermu-
ten wir, dafl auch transduzierte Zellen in
diesem Gebiet die tibrige Sehne ausrei-
chend mit Wachstumsfaktoren versor-
gen konnen, da die Erndhrung von Li-
gamenten in einem hohen Mafle von der
synovialen Schicht und den synovialen Ge-
fialen ausgeht. Dies ist in einer Anzahl
von Studien belegt worden. Skyhar et al.
[34] wiesen nach, daf8 nach intraarti-
kulédrer Injektion von radioaktivem
Na,*S0, in Kochsalzlosung dieser Mar-
ker im VKB nachgewiesen werden kann
und belegten damit, daf3 die Versorgung
des VKB von der Diffusion abhéngt. Whi-
teside et al. [37] bestétigten diese Resul-
tate. Mit der Wasserstoffauswaschme-
thode wies er nach, dafl die Erndhrung des
HKB primér von einer intakten synovialen
Schicht abhdngt.

In der Ex-vivo-Technik transplan-
tierten wir lacZ(+), neo"-selektierte allo-
gene Fibroblasten nach retroviraler Trans-
duktion in die Patellarsehne, nachdem
diese Zellen bereits 6 Wochen in Kultur wa-
ren. Lebensfahige Zellen, die das Transgen
exprimierten, wurden in der synovialen
Schicht und in der Sehne gefunden. Die An-
zahl der transduzierten Zellen war we-
sentlich héher als in der In-vivo-Technik.
Zellen in der Sehne nahmen eine spin-
delformige Form an und richteten sich
parallel zu dem Crimp-Muster aus. Diese
Beobachtung wurde bei in vivo transdu-
zierten Zellen nicht gemacht. Zusétzlich
fanden sich Zellen, die sich in der Matrix
integrierten, entfernt von der Injektions-
stelle. Hieraus leiteten wir ab, dafi in vitro
transduzierte Zellen lebensfihig bleiben,
sich in der Matrix ausbreiten und sich
dem mechanischen Stref8 der Umgebung
anpassen konnen; 2 Wochen nach der
Transplantation fanden sich vereinzelt fi-
brotische Gebiete, bei denen es sich ver-
mutlich um eine Reaktion auf die allo-
gene Zelltransplantation handelt. Zu einem
spéteren Zeitpunkt waren diese Reaktio-
nen nicht mehr vorhanden.

Mit einer In-vitro-Studie haben wir
die Durchfiihrbarkeit des Gentransfers
in ligamentdre und meniskale Fibroblasten
demonstriert. In einer anschliefenden
In-vivo-Studie zeigten wir, dafl Gentransfer
mit In-vivo- und Ex-vivo-Techniken zu
einer In-situ-Genexpression von 6 Wo-
chen fiihrt. Ob sich diese ermutigenden Er-
gebnisse in einem realistischen Wund-
heilungsmodell bestétigen, muf3 in weiteren
Experimenten bestitigt werden, da die
zeitliche Genexpression durch Zellteilung
und Nekrose begrenzt sein kann [1, 5].

Zum jetzigen Zeitpunkt kénnen wir
nur spekulieren, ob eine frithe Stimula-
tion mit Wachstumsfaktoren iiber Gen-
transfertechniken einen modifizierten
Reparaturprozef initiieren kann und ob
der Regenerationsvorgang in verletzten
Ligamenten hierdurch beschleunigt wer-
den kann. Weitere experimentelle Stu-
dien werden benétigt, um zu bestimmen,
welcher Wachstumsfaktor oder Kombi-
nation von Faktoren erforderlich sind,
um steuernd einzugreifen. Weiterhin mufl
das Uberleben dieser Zellen und die Dauer
der Transgenexpression in verletzten Li-
gamenten niher bestimmt werden.

Die z.Zt. vorliegenden Daten deu-
ten jedoch auf vielversprechende Ein-
satzmoglichkeiten. Mit weiterer Verbes-
serung der viralen und nonviralen Vek-

toren und Ausrdumung evtl. bestehen-
der Sicherheitsbedenken kann der lokale
Gentransfer eine praktikable und sichere
Technik fiir eine Anzahl von chirurgi-
schen Fragestellungen werden, die mit
herkémmlichen Techniken z. Zt. nicht zu-
friedenstellend therapiert werden kénnen.

Fiir Bandplastiken aller Gelenke be-
trachten wir den lokalen Gentransfer als
einen vielversprechenden alternativen
Therapieansatz, der die strukturellen Ei-
genschaften von Ligamenten deutlich
verbessern kann. So kann durch geeig-
nete Wachstumsfaktoren die kollagene
Zusammensetzung von Ligamenten giin-
stig beeinfluflt werden. Auf diese Weise
liefe sich die mechanische Stédrke des
Bandes steigern. Die nachhaltige Beein-
trachtigung der Propriozeption ist eine
weitere bekannte Folge nach rekon-
struktiven Eingriffen. Die Verbesserung
der Propriozeption durch frithzeitiges
Einsprieflen freier Nervenendigungen
ist eine denkbare Anwendungsméglich-
keit. Prinzipiell ist ein Einsatz des Gen-
transfers iiberall dort denkbar, wo Wachs-
tumsfaktoren einen entscheidenden Ein-
flufl auf den Heilungsprozefl nehmen.

Neue Moglichkeiten eréffnen sich
jedoch auch fiir Krankheitsbilder, bei de-
nen Zytokine einen pathologischen Hei-
lungsprozef3 initiieren. Eine Antagoni-
sierung dieser Zytokine durch Gentransfer
in die Synovia [2] konnte z. B.neue Préven-
tionsmoglichkeiten der Arthrofibrose
er6ffnen.

Wir hoffen, daf} die Chirurgie sich
den vektorvermittelten Gentransfer zu
Nutze machen und damit auf eine tech-
nisch einfache Weise die Qualitit von Re-
paraturzonen und Transplantaten ver-
bessern kann.

Wir danken den Kollegen, die die Vektoren
fiir diese Studie zur Verfiigung gestellt haben:
Drs. J. C. Glorioso und W. Goins (HSV), L.
Huang and X. Gao (Liposome), und Jion-Yon
Dong (Adenovirus lacZ) und J. Barranger
(AAV-neoGCQC).

Die Arbeit wurde finanziell unterstiitzt
durch das NIH (PO1 DK44935) und Orthogen
GmbH. Helga Georgescu, Richard Kang, Io-
ana Nita, Keith Short, Alyce Emmert, Lorraine
McKenzie und Warren Thompson wird fiir
ihre Mitarbeit gedankt.
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