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Zusammenfassung/Abstract

1. Zusammenfassung

Fragestellung. Die Behandlung fokaler Knorpelschéden ist ein un-
gelostes Problem in Orthopadie und Unfallchirurgie. In der vorlie-
genden Arbeit wurden an einem Modellsystem der Reparatur os-
teochondraler Defekte in der Trochlea femoris von adulten Kanin-
chen folgende Hypothesen untersucht: (1) Gentransfer von huma-
nem Fibroblastenwachstumsfaktor 2 (FGF-2) durch rAAV-
Vektoren verbessert die Zellproliferation im Reparaturgewebe von
osteochondralen Defekten in vivo; (2) Gentransfer von humanem
FGF-2 durch rAAV-Vektoren verbessert individuelle Parameter der
Struktur des knorpligen Reparaturgewebes von osteochondralen
Defekten in vivo; (3) Gentransfer von humanem FGF-2 durch
rAAV-Vektoren verbessert die Reparatur des subchondralen Kno-
chens von osteochondralen Defekten in vivo; (4) Gentransfer von
humanem FGF-2 durch rAAV-Vektoren verbessert den strukturel-

len Gesamtindex der osteochondralen Reparatur in vivo.

Methoden. In die Trochlea femoris von 4 Kaninchen wurde eine
zirkulare osteochondrale Lasion von 3,2 mm Durchmesser ge-
setzt. In die entstandenen Knorpeldefekte wurden 10 pl rAAV-
Vektorlosungen mit Wachstumsfaktoren direkt appliziert. Bei je-

dem Versuchstier wurde der Defekt auf einer Seite rAAV-hFGF-2
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und kontralateral rAAV-lacZ (Kontrollgen) eingesetzt. Die Effekte
der Anwendung eines rAAV-hFGF-2-Vektors zur Reparatur von
osteochondralen Defekten im Kaninchenmodell wurden nach 4

Monaten in vivo studiert.

Ergebnisse. Die Daten zeigen signifikante Verbesserungen nach
rAAV-hFGF-2-Gentransfer fur die Zellproliferation im Reparatur-
gewebe, und die strukturellen Parameter ,Fullung des Defektes®,
.Zellulare Morphologie® und ,Integration” des kartilaginaren Repa-
raturgewebes. Hingegen fand sich kein signifikanter Unterschied
bei der Reparatur des subchondralen Knochens. Das lbergeord-
nete Ergebnis dieser Studie ist die signifikante Verbesserung des
strukturellen Gesamtindexes der osteochondralen Reparatur nach

4 Monaten in vivo durch rAAV-hFGF-2-Gentransfer.

Schlussfolgerung. Ein rAAV-vermittelter hFGF-2-Gentransfer ver-
bessert die strukturelle osteochondrale Reparatur nach 4 Monaten
in vivo im Kaninchenmodell. Derartige molekulare Therapien kdnn-
ten in der Zukunft zu verbesserten rekonstruktiven Verfahren fir
die Behandlung fokaler Knorpelschéaden in Orthopéadie und Unfall-

chirurgie fuhren.
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1. Abstract

Introduction. The treatment of focal articular cartilage lesions is an
unsolved problem in orthopaedics and trauma surgery. In the pre-
sent work, the following hypotheses were tested in a model sys-
tem of repair of osteochondral defects in the trochlea femoris of
adult rabbits: (1) gene transfer of human fibroblast growth factor-2
(FGF-2) improves cell proliferation in the repair tissue of oste-
ochondral defects via rAAV-mediated gene transfer in vivo; (2)
gene transfer of human FGF-2 improves individual parameters of
the structure of cartilage repair tissue in osteochondral defects via
rAAV vectors in vivo; (3) gene transfer of human FGF-2 improves
the repair of the subchondral bone in osteochondral defects via
rAAV vectors in vivo; (4) gene transfer of human FGF-2 improves
the overall structural index of osteochondral repair via rAAV vec-

tors in vivo.

Methods. An osteochondral lesion of 3.2-mm diameter was creat-
ed in the trochlea femoris of 4 rabbits. A 10-ul rAAV vector solu-
tion carrying growth factor sequences was directly applied to the
generated defects into the knee joints. Each animal received
rAAV-hFGF-2 on one knee joint and rAAV-lacZ (control treatment)

on the contralateral knee. The effect of applying the rAAV-hFGF-2
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vector on the repair of osteochondral defects was examined in the

rabit model after 4 months in vivo.

Results. The results show significant improvements upon rAAV-
hFGF-2 gene transfer in the cell proliferation indices in the carti-
lage repair tissue and the stuctural parameters of "defect filling",
"cell morphology", and "integration” of the repair tissue. However,
there was no significant difference in the levels of subchondral
bone repair. The critical result of the study is the significant im-
provement of the structural overall index of osteochondral repair

after 4 months in vivo mediated by rAAV-hFGF-2 gene transfer.

Conclusion. RAAV-mediated hFGF-2 gene transfer improves the
structural osteochondral repair after 4 months in vivo in a rabbit
model of osteochondral defect. In the future, such a molecular
therapy may help to enhance the reconstructive techniques for the
treatment of focal cartilage damage in orthopaedics and trauma

surgery.
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2. Einleitung, Fragestellungen

2.1. Thematik

Eine Knorpelschadigung mit Verlust der Struktur und Funktion des
Gelenkknorpels verursacht héufig Schmerzen und eine Ein-
schréankung der Beweglichkeit des betroffenen Gelenkes. Am hau-
figsten tritt diese klinische Symptomatik bei der Arthrose auf. Es
kann aber auch nach fokalen Gelenkknorpelverletzungen oder im
Rahmen von Entwicklungs-, Stoffwechsel- und Entziindungs-
krankheiten auftreten, welche jeweils die Gelenkoberflache zersto-
ren und konsekutiv eine sekundare Arthrose indizieren [Buckwal-
ter 1997]. Die Behandlung dieser fokalen Knorpelschaden ist seit
langem ein ungeldstes Problem und Gegenstand von wissen-

schaftlichen Untersuchungen.

Die Anwendung des Fibroblastenwachstumsfaktor 2 (FGF-2) er-
scheint vielversprechend um die Knorpelreparatur zu verbessern.
Allerdings reduziert die sehr kurze intraartikulare Halbwertszeit
dessen therapeutische Wirksamkeit signifikant. Daher ist der
Transfer des FGF-2-Gens in Zielzellen des knorpligen Reparatur-
gewebes eine attraktive Strategie, um diese therapeutischen Fak-

toren lokal tber einen klinisch relevanten Zeitraum zur Verfliigung
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zu stellen. Rekombinante adeno-assoziierte virale (rAAV)-
Vektoren sind eine besonders gut geeignete Klasse von Gentrans-
fer-Vektoren, da sie hocheffizient und gleichzeitig nicht toxisch und

sehr wenig immunogen sind.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Hypothese untersucht, ob der
Gentransfer von humanem FGF-2 durch rAAV-Vektoren sowohl
die Chondrozytenproliferation als auch die Reparatur von osteo-
chondralen Defekten in einem Kaninchenmodell in vivo verbes-

sert.
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2.2. Der hyaline Gelenkknorpel und die Chondrozyten

Die Oberflache des hyalinen Gelenkknorpels ist glatt und rei-
bungsfrei, so dass eine freie Beweglichkeit der Gelenkanteile er-
maoglicht wird. Der hyaline Knorpel ist elastisch und gleichzeitig
sehr stabil. Er besteht aus Chondrozyten und einem Matrixgewe-
be. Der Anteil der Zellen im hyalinen Knorpelgewebe betragt etwa
1-10% [Regling 1994, Rudert 1998]. Das hyaline Knorpelgewebe
ist eine feste Struktur und besteht aus Knorpelzellen und einer ext-
razellularen Matrix von Proteoglykanen, gebunden zu 70 bis 80%
mit Wasser, Typ-lI-Kollagen, das 90 bis 95% des Kollagens aus-
macht [Rudert 1998], und anderen Molekulen (beispielsweise Typ
-VI-, -IX-, -XI- und -XIV-Kollagen, Knorpel oligomeren Matrixpro-
tein (COMP), Decorin, Fibromodulin, Fibronectin, Tenascin)
[Frisch 2014a; Frisch 2014b], die lebenslang den mechanischen

Beanspruchungen Stand halten soll.

Die Chondrozyten ernahren sich primar tber die Synovialfllissig-
keit. Sie produzieren Kollagene und Proteoglykane, die die
Grundsubstanz des Knorpelgewebes darstellen. Im Kindesalter
besitzen die Chondrozyten die Fahigkeit sich zu teilen, im Er-
wachsenenalter geht ihre mitotische Aktivitat verloren. Die Fahig-

keit zur Produktion und zum Abbau von Matrixgewebe ist in
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Chondrozyten dagegen lebenslang vorhanden; sie ist aber mit
steigendem Alter in ihrem Ausmal3 verringert. Auch die Anzahl von
Knorpelzellen reduziert sich wahrend des Lebens. Daraus ergibt
sich die geringere Reparaturmdglichkeit des Knorpelgewebes im

Erwachsenenalter.

Dieses komplexe extrazellulare Netzwerk aus Kollagen, Proteo-
glykanen und Wasser mit den darin eingebetteten Knorpelzellen
steht unter konstanter Beanspruchung seiner Tragféahigkeit und
der Bewegungsmoglichkeiten. Gelenkknorpel hat auch eine pro-
tektive Wirkung auf den subchondralen Knochen bei diarthroti-
scher Belastung, Reibung, oder Sto3en [Pascher 2004]. Erwach-
sener hyaliner Gelenkknorpel, der sanftes Gleiten und Gewichts-
belastung ermdglicht, ist ein aneurales und avaskulares Gewebe,

ohne eine lymphatische Drainage [Venkatesan 2012].

Der hyaline Knorpel ist in vier verschiedene Schichten unterteilt
[Rudert 1998] (siehe Abb. 1). Die oberste Schicht ,Lamina splen-
dens® (Superfizialzone), die im Folgenden Zone | genannt wird, ist
die Gelenkoberflache. Sie besteht aus zahlreichen kollagenen Fa-
sern, die parallel zur Knorpelflache liegen. Diese Schicht verhin-
dert den Flussigkeitseintritt in das Knorpelgewebe und fordert je-
doch die Diffusion der Glukose aus umgebender Synovialfllissig-

keit und somit auch die Versorgung des Gewebes. Somit besitzt
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sie eine Barrierefunktion. Die Zone Il des Gelenkknorpels ist die
»1angentialzone” und besteht aus parallel zur Knorpelflache
wachsenden kollagenen Fasern und spindelformig angeordneten
Chondrozyten, deren Dichte hoher ist, als in den tieferen Schich-
ten. Die darunter folgende Zone Il (,Radiarzone®) enthalt Chond-
rozyten in ovaler Form, die oft in Gruppen zusammen liegen. Dicht
angelegte kollagene Fasern und die Knorpelzellen liegen senk-
recht zur Gelenkoberflache. Die Grenzlinie, der sogenannte Tide-
mark, ist eine histologische Grenze zwischen Radiar- und Minera-
lisationszone. Diese Linie ist gut unter dem Mikroskop zu erken-
nen. Die Uber dem subchondralen Knochen liegende Zone 1V, die
.Mineralisationszone“ oder Zone des kalzifizierten Knorpels ge-
nannt wird, enthalt zum einen hypertrophische Chondrozyten, die
am Calziumstoffwechsel beteiligt sind, und zum anderen senk-
recht zur Gelenkflache laufende Kollagenfibrillen. Die Knorpelzel-
len haben in der Mineralisationszone keine einheitliche Anord-
nung. Diese Schicht bildet tiber die Zementlinie eine feste Verbin-

dung zwischen Knorpel- und Knochengewebe.
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Zonel |,
Zone ll
Zonelll
M4
Tidemark ,::g 3
ZonelV [ia- N
Subchondraler |* A,
Knochen {5,

Abb. 1: Zonen des Gelenkknorpels (modifiziert aus Rudert M. et al. 1998).
Zonen des Gelenkknorpels im Querschnitt: Zone | (Superfizialzone), Zone |l
(Tangentialzone), Zone 1l (Radiarzone), Zone IV (Zone des mineralisierten
Knorpels). Die gestrichelten Linien zeigen den arkadenartigen Verlauf der
Kollagenfasern. Die Chondrozyten sind entlang dieser Fasern in den einzel-

nen Schichten ausgerichtet.

Auch die Chondrozyten besitzen unterschiedliche Formen, Grol3e,
Aktivitat und Funktion, abhangig von ihrer Lage im Knorpel. Die
nahe der Oberflache liegende Tangentialzone, die standig mecha-
nischen Beanspruchungen ausgesetzt ist, beinhaltet elongierte,
inaktive oder weniger aktive Knorpelzellen. Sie sind in parallel zu

Oberflache liegenden Kollagenfibrillen eingewebt. Spheroidale

10
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Chondrozyten aus der Radiarzone sind stoffwechselaktiv und be-
teiligen sich am Ein- und Umbau von Matrixgewebe. Die Knorpel-
zellen in der Mineralisationszone sind hypertrophisch, sie lagern
Calciumkristalle im Gewebe ein und férdern somit eine feste Ver-
ankerung zwischen chondralem Gewebe und subchondralem

Knochen.

2.3. Atiologie der Knorpeldefekte

Pl6tzliche und unerwartete Bewegungen, Torsionsbelastungen
oder akute und wiederholte StoRRe fuhren zu hohen Belastungen
fur stabilisierende Gelenke und kdnnen Gelenkflachenverletzun-
gen verursachen [Buckwalter 1998]. Eine derartige Knorpelscha-
digung mit Verlust der Struktur und Funktion des Gelenkknorpels
verursacht haufig Schmerzen und eine Einschrankung der Beweg-
lichkeit des betroffenen Gelenkes. Am haufigsten tritt diese klini-
sche Symptomatik bei der Arthrose auf. Es kann aber auch nach
fokalen Gelenkknorpelverletzungen oder im Rahmen von Entwick-
lungs-, Stoffwechsel- und Entziindungskrankheiten auftreten, wel-
che jeweils die Gelenkoberflache zerstéren und konsekutiv eine
sekundare Arthrose indizieren [Buckwalter 1997]. Solche degene-

rativen Verdnderungen des Gelenkknorpels sind oft die Folge von

11
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chronischer Polyarthritis oder Psoriasisarthritis. Andere Ursachen
beinhalten Gelenkknorpeldefekte als eine Folge von metaboli-
schen Stérungen wie aseptische Knochennekrosen, Osteochond-
rosis dissecans, aber auch posttraumatische Gelenkschadigun-
gen, Achsfehlstellungen, sowie bakterielle und abakterielle Ge-
lenkentziindungen. Jede fokale Verletzung des Knorpelgewebes
bei Erwachsenen kann potentiell eine Arthrose im benachbarten
Knorpelgewebe bewirken, was letztendlich auch zu einer Knorpel-

destruktion fuhrt [Madry und Kohn 2004; Madry 2011; Orth 2014].

Die von fokalen Knorpelschaden abzugrenzende Arthrose ist eine
chronische degenerative Erkrankung des diarthrotischen Gelenkes
[Orth 2014], die Millionen Menschen weltweit betrifft. Arthrose ist
hauptsachlich durch eine allmahliche, irreversible Degeneration
des Gelenkknorpels mit dem Verlust ihrer Hauptmatrixkomponen-
ten (Proteoglykane, Typ-lI-Kollagen) gekennzeichnet, mit Umbau
und Sklerose im subchondralen Knochen und der Bildung von
subchondralen Knochenzysten und Randausziehungen [Buckwal-
ter 1997; Buckwalter 1998; Weimer 2012]. Arthrose hat eine multi-
faktorielle Genese und ist durch genetische, mechanische und

Umweltfaktoren beeinflusst [Madry 2016].

12
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2.4. Einteilung der Knorpeldefekte

In fokalen Knorpeldefekten wird die strukturelle Integritat des Ge-
lenkknorpels in umschriebenen Bereichen durchbrochen. Es wer-
den ein chondraler Gelenkknorpeldefekt bei begrenzter Verletzung
des Knorpels oder ein osteochondraler Defekt, wenn die Verlet-
zung weiter den subchondralen Knochen erreicht [Orth 2013; Orth
2014]. Es wurde festgestellt, dass es altersbedingte Unterschiede
bei dem Muster der Gelenkflachenverletzungen gibt. Die Gelenk-
knorpelfrakturen, assoziierte mit der Teilnahme am Sport, treten in
der Regel bei den erwachsenen Personen auf, dagegen osteo-
chondrale Frakturen nach Sportverlezungen finden sich typi-
scherweise bei unreifen Personen oder jungen Erwachsenen

[Buckwalter 1998].

2.5. Das Problem der Reparatur oder Regeneration von Knor-

peldefekten

Der Gelenkknorpel hat eine begrenzte Kapazitdt zur Reparatur

oder Regeneration. Knorpelverletzungen fuhren daher zu Knorpel-

verlust und kénnen nur mit Ersatzgewebe ausgefullt werden, die-
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weniger belastbar sind, und die die Funktion des hyalinen Knor-

pelgewebes nicht vollkommen ersetzen konnen [Madry 2011].

Im Wachstumsalter besitzen die Chondrozyten eine relativ hohe
mitotische Aktivitat, was die Heilung von Knorpelschaden fordert.
Mit dem Alter verlieren Knorpelzellen ihre Fahigkeit sich zu teilen.
AulBerdem besitzt der Gelenkknorpel im Erwachsenenalter keine
Blutgefal3e. Letzte wird durch die Anwesenheit im Knorpelgewebe
von zahlreichen antiangiogenen Faktoren verursacht [Madry
2017]. Die Erndhrung der Chondrozyten erfolgt durch Diffusion
aus der Gelenkflissigkeit. Aufgrund seiner aneuralen und avasku-
laren Natur und in der Abwesenheit einer Lymphdrainage hat der
Gelenkknorpel nur beschrankt Zugriff auf reparative Zellen, die in
nahezu allen anderen Geweben als Antwort auf Verletzung poten-

ziell gebracht werden [Frisch 2014a].

Sobald die Degeneration des Gelenks beginnt, schreitet sie in der
Regel unaufhaltsam fort, wodurch zunehmende Schmerzen und
Verlust der Beweglichkeit trotz versuchter Reparatur der Gelenk-
flache entstehen [Mankin 1996]. Knorpeldefekte heilen somit nicht

vollstandig und kdnnen letztendlich zur Arthrose fuhren.
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Wahrend der urspringliche hyaline Gelenkknorpel reich an anti-
angiogenen Proteinen ist, weist knorpliges Reparaturgewebe sol-
che Faktoren nicht auf, was zu einer partiellen Vaskularisierung
des Reparaturgewebes fuhren kann [Madry 2017]. Die Knorpelre-
paratur resultiert in einem Gewebe, das strukturelle Ahnlichkeiten
mit hyalinem Gelenkknorpel hinsichtlich makroskopischen Aspekt
oder Zelltyp teilt [Buckwalter 1997; Buckwalter 1998; Orth 2014].
Im Gegensatz dazu definiert man die Knorpelregeneration als eine
Restitutio ad integrum des Gelenkknorpels in den histologischen,
biochemischen und biomechanischen Ebenen, so dass es nicht
von dem benachbarten unverletzten Knorpel unterscheidet [Buck-
walter 1997; Buckwalter 1998; Orth 2014]. Regeneration von Ge-
weben tritt beschrankt nur in Embryonen auf, ist fast nicht vorhan-
den bei Neugeborenen (obwohl einige regenerative Ereignisse be-
richtet wurden), und wird nie bei Erwachsenen beobachtet [Caplan
und Goldberg 1999; Orth 2014]. Die Ursache dafur ist ein relativ
hoher Anteil der undifferenzierten Vorlauferzellen in Embryonen
und ihre Knappheit bei Erwachsenen. Aul3erdem ist das embryo-
nale Knorpelgewebe zellreicher als der adulte Knorpel [Caplan

und Goldberg 1999].

Die Reproduktion der ursprunglichen Organisation und Aktivitaten

im verletzten Knorpel bleibt somit weiterhin unvollstdndig und
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problematisch. Das Reparaturgewebe ist priméar ein Faserkorpel,
der aus Typ-I-Kollagen besteht. Es entsteht kein Ersatzgewebe
mit gleichen Eigenschaften und Funktionen des chondralen Ge-
webes. Haufig ist dieses Reparaturgewebe nicht gut mit dem um-
gebenden Knorpel integriert, und kann nur schlecht der mechani-
schen Belastung im Gelenk widerstehen [Buckwalter 1998; Frisch
2014b; Orth 2014]. Seitens des subchondralen Knochens entwi-
ckelt sich zudem im Verlauf der Reparatur unter anderem eine
Aufwartswanderung der subchondralen Knochenplatte, was mit
einem fortlaufenden Abbau der Gelenkknorpelschicht und zu einer
Verlangerung der subchondralen Knochenplattenvolumen in der
Knorpelreparaturgewebe in Verbindung gebracht wird [Orth 2013].
Lasionen, die aus akuten Trauma oder degenerativen arthroti-
schen Veranderungen resultieren, persistieren und schreiten im

Laufe der Zeit fort [Frisch 2014a].

2.6. Klinische Therapiestrategien bei fokalen Knorpelschaden

Die Behandlung von fokalen Knorpelschéden ist seit langem ein

ungeldstes Problem in der Orthopadie und Unfallchirurgie und

Gegenstand von wissenschaftlichen Untersuchungen. Trotz der

Verfiugbarkeit von verschiedenen pharmakologischen Behandlun-
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gen und chirurgischen Optionen regenerieren Defekte im Gelenk-
knorpel nicht [Cucchiarini und Madry 2014]. Es existiert eine gan-
ze Reihe von therapeutischen Moglichkeiten der Gelenkknorpel-
verletzungen, die je nach Erkrankung und Krankheitsstadium sich
unterscheiden, aber viele von ihnen fiihren langfristig nicht zu ge-
winschtem Ergebnis oder sind noch nicht vollstéandig erforscht,

um eingesetzt zu werden.

Klinische Therapiestrategien bei Knorpelschaden werden in kon-
servative und operative Behandlungsmethoden unterteilt. Nicht-
invasive Therapieformen wie Gewichtsreduktion und Lebensstil-
anderung, Traingstherapie, Physiotherapie, Ergotherapie, Balneo-
therapie, Elektrotherapie, orthetische Versorgung, Schmerzmedi-
kation, steroidale und nichtsteroidale Antiphlogistika, bei starken
Schmerzen Opioidgabe, Gelenkinjektionen mit Kortikoiden in der
Akutphase konnen die Symptome verringern und die Beweglich-
keit im geschadigten Gelenk verbessern, aber keine Veranderung
im Verlauf der Krankheit nachweisen [Mankin 1996] und nicht zu
langfristiger Heilung flhren. Kausale pharmakologische Konzepte
zur Arthrosetherapie die Medikamentengruppe SADOA (slow ac-
ting drugs in osteoarthritis Ubersetzt ,langsam wirkende Arthrose-

Medikamente®) wie Glukosamin, Chondroitin, Hyaluronsaure und
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Diacerein sollen die Knorpeldegeneration verlangsamen, jedoch

ist die Evidenzlage niedrig [Madry 2011].

Rekonstruktiv-operative Behandlungsmethoden der fokalen Knor-
pelverletzungen (Arthroskopie, markraumerotffnete Verfahren wie
Pridie-Borung, Mikrofrakturierung, Abrasionsarthroplastik) und Po-
lynukleotid-Gel fiihren nicht immer zu den gewlnschten und lang-
fristigen Ergebnissen. Auch autologe Chondrozytentransplantati-
on, Transplantation von adulden mesenchymalen Stammzellen
(MSZ) und autologe osteochondrale Transplantate werden zur
Reparatur von Knorpellasionen verwendet. Eine Umstellungsoste-
otomie ist beispielweise bei unilateraler Gonarthrose indiziert, da-
mit wird die Beinachse korrigiert, um die einseitige Belastungen
des Kniegelenkes zu beseitigen und damit die beschadigte Knor-
pelgelenkanteile entlasten. Chirurgisch-rekonstruktive Verfahren
konnen die Gelenkfunktion verbessern und damit die Anbau von
Gelenkberflachenersatz hinauszégern [Madry 2011], aber sie kon-
nen nicht zu Wiederherstellung eine normalen Knorpelgewebe
fuhren. Optimale Ergebnisse der Therapie kann man allerdings
nur dann erwarten, wenn sie zur Regeneration von Knorpelgewe-

be fiihrt.
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Resektion der degeneratven Gelenke und Ersatz dieser Gelenke
mit Implantate aus Polyethylen, Metall oder einem anderen syn-
thetisch gefertigten Material lindert die Schmerzen und verbessert
die Funktion. Jedoch haben diese Verfahren wichtige Einschran-
kungen vor allem fir junge, aktive Patienten, weil sie keine Ge-
lenkwiederherstellung ermdglichen, sondern ein Oberflachener-
satz mit den mechanischen Eigenschaften. Die Lebensdauer des
Implantates ist u.a. wegen der Abnutzung der Implantatsflachen
begrenzt, so dass nach einem bestimmten Zeitraum moglicher-

weise ein Implantatwechsel notig ist.

2.7. Experimentelle Therapiestrategien bei fokalen Gelenk-

knorpeldefekten

Wachstumsfaktoren stellen einen exogenen Reparaturstimulus zur
Verfugung, der die Chondrogenese verbessert und die Zellpopula-
tion erhoht. Unterschiedliche Faktoren haben verschiedene Aus-
wirkungen auf Chondrozyten und das Knorpelgewebe insgesamt.
Therapeutische Faktoren zur Heilung von Knorpeldefekten stehen

in den letzten Jahren im Mittelpunkt der Forschung.
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Es existieren unterschiedliche potentielle therapeutische Kandida-
ten, wie (insulinartiger Wachstumsfaktor I, IGF-I; Fibroblasten-
wachstumsfaktor 2, FGF-2; knochenmorpho-genetische Proteine
2,4 und 7, BMP-2, BMP-4 und BMP-7; Wachstums- und Differen-
zierungsfaktor 5, GDF-5; transformierender Wachstumsfaktor be-
ta, TGF-B; parathormonahnliches Protein, PTHrP; geschlecht-
bestimmende Region Y-Typ Gruppe mit hoher Mobilitat 9, SOX9),
die die zellulare Funktion von Chondrozyten verbessern und die
Knorpelregeneration stimulieren, allein oder in Kombination mit In-
terleukin-1 Rezeptor-Antagonist (IL-1Ra) und Chondromodulin 1
(Chm-1) [Goomer 2001; Cucchiarini und Madry 2005; Madry 2006;
Cucchiarini 2007; Yuan und Bi 2012; Cucchiarini 2013; Madry und
Cucchiarini 2013; Cucchiarini und Madry 2014]. Einige stimulieren
mehr die mitotische Aktivitat, andere verbessern die synthetischen
Eigenschaften von Knorpelzellen, was zu Kollagen- und Proteo-
glykananreicherung im Matrixgewebe fuhrt [Cucchiarini und Madry
2005; Madry 2006; Madry und Cucchiarini 2013]. SOX9 stimuliert
die biologische Aktivitat der Knorpelzellen in vitro und im Laufe der
Zeit in vivo, ist ein Schlusselregulator der Chonrozytendifferenzie-
rung und Knorpelbildung [Venkatesan 2012]. Bemerkenswert ist,
dass SOX9-Anwendung eine vorzeitige terminale Differenzierung
und Hyperthrophie in neu gebildetem Knorpel verzogert [Venka-

tesan 2012; Cucchiarini 2013]. Die verschiedenen Mitglieder der
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BMP-Familie induzieren die Proliferation und Differenzierung von
undifferenzierten MSZ zur Knorpel- und Knochenbildung [Yuan
und Bi 2012]. IGF-I stimuliert die Mitose sowie Typ-II-Kollagen-
und Proteoglykansynthese [Mi 2000; Weimer 2012; Frisch 2014a].
TGF-B stimuliert sowohl die Proteoglykansynthese von Chondro-
zyten [van Beuningen 1994; van Osch 1998; Venkatesan 2013],
als auch das Wachstum von Knorpelzellen [Yonekura 1999; Ven-
katesan 2013] und Bildung der extrazellularen Matrix [Yonekura
1999]. TGF-B inhibiert das Wachstum von epithelialen und en-
dothelialen Zellen [Yonekura 1999] und osteoklast-ahnlichen Zel-
len in vitro, indem er den osteoklasten inhibierenden Faktor
(OCIF) der Boten-Ribonukleinsaure (mMRNS) in primaren Osteo-
blasten und auch in anderen klonalen Zellen erhdht [Murakami
1998]. Gleichzeitig stimuliert er die endochondrale Ossifikation
und Knochenformation in vivo [Rosen 1994]. Regenerierender Ef-
fekt vom TGF-B bestand nach intraartikularer Injektion in vivo
kurzfristig (nur 2-4 Wochen) [Lee 2001]. Zuletzt wurde dauerhafte
rAAV-vermittelte Expression TGF-f in menschlichen normalen
und arthrotischen Chondrozyten in vitro (fir mindestens 21 Tage)
und in situ (fir mindestens 90 Tage) erreicht [Venkatesan 2013].
Hier ist die Dauer der Therapie mit TGF- sowie das Auftreten von

unerwinschten Wirkungen am ehesten von Art der Anwendung
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sowie von der Hohe der angewendeten Dosis des Wachstumsfak-

tors abhangig [Venkatesan 2013].

2.8. Fibroblastenwachstumsfaktoren als vielversprechende

Kandidaten fir die experimentelle Knorpelreparatur

Die Fibroblastenwachstumsfaktoren (FGF) sind eine Familie von
Polypeptid-Wachstumsregulatoren. Ungewohnlich unter ihren Ei-
genschaften sind eine hohe Affinitdt zu dem Glycosaminoglykan
Heparin und das Fehlen einer Signalsequenz fir Sekretion
[D’Amore 1990]. Die Translokation von basischem FGF (FGF-2)
auf die Zelloberflache erscheint selektiv und erfolgt durch unkon-
ventionellen Proteinexportweg [D’Amore 1990; Trudel 2000]. In
Anbetracht von diesen Eigenschaften wird FGF-2 immer in der
zugehdrigen Zelle und in der extrazellularen Matrix gefunden, aber
selten in biologischen Flussigkeiten [Trudel 2000]. FGF-2 ist ein
der starksten Polypeptidfaktoren, der das Wachstum einer Vielzahl
von mesodermal abgeleiteten Zellen stimuliert [Gospodarowicz
und Mescher 1977]. FGF-2 st ein Mitglied der FGF-
Polypeptidfamilie mit vielfaltigen biologischen Aktivitaten und ein
sehr potenter Induktor der DNS-Synthese in einer Vielzahl von

normalen diploiden S&ugerzelltypen [Burgess und Maciag 1989].
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FGF-2 ist ein biologisch aktives Protein, das eine hochspezifische
Affinitdt zu seinem Zellmembranrezeptor (FGF-2R) hat. Schon in
friheren Studien wurde festgestellt, dass FGF-2 ein Mitogen fur
mesodermal abgeleitete Zellen ist: fur Hornhaut-Endothelzellen
und isolierten Chondrozyten der epiphysaren Wachstumplatte
[Gospodarowicz und Mescher 1977], fur Myoblasten und Chond-
rozyten in vitro [Gospodarowicz 1977]. Aul3erdem wird die mitoge-
ne Wirkung von FGF-2 auf Chondrozyten durch Glukokortikoide
potenziert [Gospodarowicz und Mescher 1977]. Zudem hat FGF-2
eine morphogene Fahigkeit [Kato und Gospodarowicz 1984]. FGF-
2 stimuliert und stabilisiert die phanotypische Expression von
Chondrozytenkulturen niedriger Dichte, einhergehend mit einer
erhohten Synthese vom hochmolekularen Proteoglykanen [Kato
und Gospodarowicz 1985]. AulRerdem wurde bestatigt, dass FGF-
2 vor allem in Chondrozyten vorkommt [Luan 1996]. Er wird insbe-
sonders von proliferativen Chondrozyten syntetisiert und in die

extrazellulare Martix freigesetzt [Luan 1996].

FGF-2 ist kein zirkulierendes Peptid, sondern ein lokaler autokri-
ner und parakriner Faktor in der proliferativen Zone der Chondro-
zyten, der die chondrogene Mitogenese kontrolliert [Luan 1996].
Zudem spielt FGF-2 eine leistungsfahige angiogene und neurotro-

phische Rolle [Trudel 2000]. FGF-2 ist ein potentieller Faktor, der
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beim Gentransfer eingesetzt wird, die Zellproliferation verbessert
und zur Reparatur von Knorpelschaden fuhren kann [Cucchiarini
und Madry 2005; Cucchiarini 2005; Cucchiarini 2009; Madry und
Cucchiarini 2013]. Frihere Experimente zeigten bereits, dass der
FGF-2-Gentransfer die mitotische Aktivitdt von Chondrozyten er-
hoht [Cucchiarini 2005; Cucchiarini 2009] und von Chondrozyten
vor allem zur zellularen Repopulation in geschadigtem Knorpel-
gewebe fuhrt [Cucchiarini 2005]. Besonders in frihen Stadien der
Arthrose  (Osteoarthritis  Research  Society  International

www.oarsi.org - OARSI Grad 1 und 2), wenn noch keine volle

Knorpelzerstorung vorliegt, existiert ein frihes therapeutisches
Fenster fur die Wiederherstellung der beschadigten Zelloberflache
durch Uberexpression von Genen, die anaboles Wachstum erho-
hen und Zellproliferation steigern, unter anderem durch FGF-2
[Madry und Cucchiarini 2013]. AuRerdem gehort FGF-2 zu den
therapeutischen Kandidatsequenzen, die eine chondrogene Diffe-
renzierung von aus humanem Knochenmark abgeleiteten MSZ
fordern [Cucchiarini 2011; Frisch 2014a]. Klinisch konnte der
Wachstumsfaktor FGF-18 (Sprifermin) in prospektiv-
randomisierten Studien dosisabhéangig signifikant den Verlust des
lateralen femoro-tibialen Knorpels bei Patienten mit symptomati-
scher Gonarthrose reduzieren [Lohmander 2014; Dahlberg 2016].

Limitiert wird dieser Ansatz durch die héaufig kurze Halbwertszeit
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von FGF-2 [Chuma 2004]. Beispielsweise ist der Nachweis von
FGF-2 in der Synovialfliissigkeit bereits eine Stunde nach intraar-

tikularer Injektion nicht mehr moglich [Shida 1996].

2.9. Gentransfer-basierte Therapie fokaler Knorpeldefekte

Gentransfer ist das Einschleusen von fremden Genen mit Hilfe
von Vektoren in somatische Zellen [Madry 2002; Cucchiarini 2005;
Cucchiarini und Madry 2005; Madry 2006; Cucchiarini 2007; Cuc-
chiarini 2009a; Cucchiarini 2009b; Cucchiarini 2011; Venkatesan
2012; Weimer 2012; Cucchiarini 2013; Madry 2013; Venkatesan
2013; Cucchiarini und Madry 2014; Frisch 2014a]. Die Mdglichkeit,
DNS-Sequenzen der therapeutischen Faktoren in die Zellen ein-
zubringen, welche das Reparaturgewebe bilden, erlaubt, einen lo-
kalen therapeutischen Effekt zu erzielen [Cucchiarini und Madry

2005].

Aktuelle experimentelle Untersuchungen auf dem Gebiet der
Knorpelreparatur suchen nach dem optimalen Gentransfersystem,
das gute und dauerhafte therapeutische Ergebnisse erzielt, und
moglichst keine Immunantwort hervorruft [Cucchiarini und Madry

2005; Madry 2006; Madry und Cucchiarini 2013]. Man unterschei-
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det nichtvirale und virale Gentransfersysteme. Der Gentransfer mit
nichtviralen Vektoren bezeichnet man als Transfektion, der Gen-
transfer mit viralen Vektoren nennt man Transduktion. Nichtvirale
Vektoren basieren auf Plasmiden (zirkulare doppelstrangige Des-
oxyribonukleinsdure (DNS)-Molekiile), die grundséatzlich in eine
Zielzelle durch Lipidsuspension eingeschleust werden. Dieser
Sachverhalt hat den Vorteil, dass nichtvirale Vektoren nicht toxisch
sind, wobei aber die Effektivitdt des Gentransfers in den Zielzellen
eher niedrig ist. Potentielle Vorteile fur nicht-virale Transfektions-
systeme sind die niedrigeren Kosten, aber die langfristige Trans-
gen-Expression ist geringer als bei adenoviralen System [Dinser
2001]. Beispielsweise die Transduktion mit adenoviralen Vektoren
in kultivierten primaren Rinder-Chondrozyten (analysiert durch
Fluoreszenzmikroskopie) war mit 82% Effizienz deutlich hoher als
Plasmid-Transfektion mit ca. 42% [Dinser 2001]. Neuere Studien
belegen, dass lipid-basierte Systeme fir Chondrozyten und MSZ
mit 35-40% relativ geringere Wirksamkeit haben, verglichen mit
der Anwendung von viralen Vektoren [Madry und Cucchiarini
2013]. Im Gegensatz dazu werden virale Vektoren von Viren ab-
geleitet (meistens werden dafur verwendet: Retroviren, Lentiviren,
Adenoviren und adeno-assoziierte Viren (AAV)) [Cucchiarini und
Madry 2005; Madry und Cucchiarini 2013; Frisch 2014b]. In diesen

Vektoren werden die viralen Sequenzen teilweise oder vollstandig
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durch eine therapeutische Genauswahl ersetzt. Durch spezielle
Rezeptoren erreichen die fremden Gene die Zellen. Gentransfer
erhoht die Expression von therapeutischen Gene in Gelenkspalt,
vermindert potentielle nebenseitiger Effekt auf systemische Appli-
kation und Beddrfniss von oft wiederholten Dosen [Mi 2000]. Bei
retroviralen Vektoren hat sich gezeigt, dass eine Zellteilung nétig
ist, jedoch teilen sich adulte Chondrozyten nicht mehr [Cucchiarini
und Madry 2005; Madry und Cucchiarini 2013]. Adenovirale Vekto-
ren infizieren zwar sowohl teilende, als auch nichtteilende Zellen,
sind aber sehr immunogen und erlauben keine Expression von
langen, therapeutisch ausgewéhlten Genen [Cucchiarini und Mad-
ry 2005]. Sie zeigen nur voribergehende Gen-Transfereffizienz

[Venkatesan 2012].

Aus diesem Grund fokussiert man sich zunehmend auf eine neue
Klasse von Vektoren als Trager fur eine fremde Gensequenz, die
rekombinante adeno-assoziierte virale Vektoren (rAAV-Vektoren).
Der rAAV-Vektor stammt aus dem apathogenem AAV aus der
Familie der Parvoviridae [Berns und Linden 1995]. AAV ist ein ein-
zelstrangiges DNS-Parvovirus, das sich in das Wirtsgenom in ei-
ner nicht onkogenen Sequenz integrieren kann oder als Episom
(nicht integriert) vorliegt. Entfernung von allen viralen protein-

codierten Sequenzen (96% von Genom) verhindert Bildung von
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Wild-Type AAV und immune Reaktion [Xiao 1997; Cucchiarini und
Madry 2005; Madry und Cucchiarini 2013]. Aul3erdem besitzt AAV
keine eigenstandige Infektiositat. AAV besitzt 2 Kodierungsse-
guenzen, eine zur Replikation (rep) und eine zur Einkapselung
(cap), die widerum von 2 nichtkodierenden, regulierenden inver-
tierten terminalen Wiederholungssequenzen (ITRs, inverted termi-

nal repeats) eingeschlossen sind (siehe Abb. 2).

In rAAV-Vektoren sind alle kodierten viralen Gene durch eine ge-
wlnschte Transgencassette (Promotor-therapeutisches Gen-
Polyadenylierungssignal) ersetzt (siehe Abb. 2). Aufgrund dessen
sind rAAV-Vektoren nicht toxisch und auch sehr wenig immuno-
gen [Xiao 1997; Cucchiarini 2005; Cucchiarini und Madry 2005;
Madry und Cucchiarini 2013; Frisch 2014a; Frisch 2015]. Der Vor-
teil von rAAV-Vektoren im Vergleich zu den retroviralen Vektoren
ist, dass sie sowohl sich teilende als auch ruhende Zellen [Xiao
1997; Cucchiarini und Madry 2005] mit einer sehr hohen Effizienz

transduzieren konnen.
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Abb. 2: AAV- und rAAV-Vektor-Genome.

Die Tatsache, dass rAAV sich nicht teilende Zellen transduzieren
kann, macht diese Vektoren attraktiv fir die Genubertragung in vi-
vo [Evans 2001; Cucchiarini und Madry 2005; Madry und Cucchia-

rini 2013].

Wie in einem aktuellen Artikel beschrieben, kénnen stabile, epi-
somale rAAV-Transgene bei Expression eine hohe Effizienz in
nicht-teilenden Chondrozyten (bis zu 95%) und in dividierten Zel-
len (MSZ) (65-92%) zeigen und das fUr langere Zeitrdume (min-

destens 150 Tage in situ) [Madry und Cucchiarini 2013].

Bei rAAV-Vektoren hat sich eine effiziente und fortwédhrende Ex-
pression der Markergene (B-Galactosidase-Gen, lacZ; rotes Fluo-
reszenzprotein, RFP) [Cucchiarini 2003a] in humanem Gelenk-
knorpel und Chondrozyten gezeigt [Madry 2003a]. Permissivitét
der Zellen fur die rAAV-Vektoren wird gestattet durch Wechselwir-

kungen zwischen den rAAV-2-Vektor Teilchen und der Heparinsul-
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fatproteoglykan, ein Zelloberflachenrezeptor, der ubiquitér in allen

eukaryontischen Zellen exprimiert ist [Madry 2013].
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2.10. Fragestellungen

In der vorliegenden Arbeit wurden in einem Modellsystem der Re-
paratur von osteochondralen Defekten in der Trochlea femoris von

adulten Kaninchen folgende Hypothesen untersucht:

(1) Gentransfer von humanem FGF-2 durch rAAV-Vektoren ver-
bessert die Zellproliferation im Reparaturgewebe von osteo-

chondralen Defekten in vivo.

(2) Gentransfer von humanem FGF-2 durch rAAV-Vektoren ver-
bessert individuelle Parameter der Struktur des knorpligen Re-

paraturgewebes von osteochondralen Defekten in vivo.

(3) Gentransfer von humanem FGF-2 durch rAAV-Vektoren ver-
bessert die Reparatur des subchondralen Knochens von oste-

ochondralen Defekten in vivo.

(4) Gentransfer von humanem FGF-2 durch rAAV-Vektoren ver-

bessert den strukturellen Gesamtindex der osteochondralen

Reparatur in vivo.
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3. Material und Methodik

3.1. Material

3.1.1. Zusammensetzung der verwendeten Losungen, Puffer und

Medien

Losungen, Puffer | Bestandteile von Lésungen
und Medien
Fixierldsung 10% Formaldehyd-Losung (Otto Fischar GmbH)
Entkalker-Ldsung Natriumcitrat-Ameisensaure-Losung:
Lésung A (100 ml) mit Losung B (100 ml)
Losung A: - Natriumcitrat (Sigma) (20 g)
- destilliertes Wasser (100 ml)
Losung B: - 90% Ameisensdure (Sigma) (50
ml)
- destilliertes Wasser (50 ml)
70% Ethanol - 100% Ethanol (Roth) (70 ml)
- destilliertes Wasser (30 ml)
80% Ethanol - 100% Ethanol (80 ml)
- destilliertes Wasser (20 ml)
95% Ethanol - 100% Ethanol (95 ml)
- destilliertes Wasser (5 ml)
Xylol / Paraffinlésung - Xylol (Pharm. Helv.) (50 ml)
(1:1) - Paraffin (Leica) (50 ml)
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Hé&matoxylin-
Farbeldsung

Ldésung A (100 ml) mit Lésung B (100 ml)

Ldosung A: - Hematoxylin (ICN Biomedicals)

(19
- 95% Ethanol (100 ml)

Ldsung B: - destilliertes Wasser (95 ml)
- FeCls-H0 (Sigma) (2,48 q)
- HCl konz. (Sigma) (1 ml)

Echtgrin- - Methyl Green (ICN Biomedicals) (0,2 g)
Farbeldsung (0,02%) - destilliertes Wasser (100 ml)
Safranin O- - Safranin O (MP Biomedicals) (1 g)

Farbeldsung (1%)

- destilliertes Wasser (100 ml)

Eisessig-Ldsung
(1%)

- 99,7% Eisessig (Sigma) (1 ml)
- destilliertes Wasser (100 ml)

Tab. 1: Zusammensetzung der Losungen, Puffer und Medien.

3.1.2. Gerate und Verbrauchsmaterialien

e Warmeschrank (Binder)

e Einbettgerat (EG1140H; Leica)

e Heizplatte (Bergman)

e Weichteilmikrotom (RM2135; Leica)

e Lichtmikroskope (BX45; Olympus)

¢ Digitalkamera (CC-12, U-TV1X-2; Olympus)

e Objekttrager:

- Glaser (25 x 75 x 1,0 mm; Menzel GmbH)

- Deckglaser (24 x 50 mm #1; Roth)
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3.1.3. Computerprogramme/Software

e Adobe Photoshop (Version 7.0.1; Adobe Systems, San Jose,
Kalifornien, USA)
e SIS AnalySIS (Olympus, Minster, Deutschland)

e SigmaStat (SYSTAT, Erkrath, Deutschland)

3.1.4. rAAV-Vektoren (Plasmide)

Die gewiinschte mRNS (messenger Ribonukleinsaure) von huma-
nem FGF-2 wurde durch Frau Prof. Magali Madry isoliert [Seno
1998], in die cDNS (komplementare DNS) (0,48 kB) umgeschrie-
ben und durch PCR (Polymerase-Kettenreaktion) amplifiziert, an-
schlieBend in rAAV-Vektoren kloniert (rAAV-hFGF-2-Plasmid)

[Cucchiarini 2005].

Im Plasmid rAAV-hFGF-2 steht die hFGF-2-Sequenz unter der
Kontrolle vom CMV-IE (cytomegalovirus immediate-early) Promo-
ter und dem SV40 (simian virus 40) Polyadenylierungssignal (sie-

he Abb. 3).

Das rAAV-lacZ Plasmid [Cucchiarini 2005], welches als Kontroll-

behandlung verwendet wurde, tragt das Indikator-Gen lacZ (ca.
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3,5 kB), das fur die B-Galaktosidase codiert und wurde durch Frau

Prof. Magali Madry in entsprechender Weise kloniert (siehe Abb.

3).
,—V
. | Emn [
CMV-IE intron/polyA (SVpA)
|—>
| I lacz 1 .
CMV-IE intron/polyA (SVpA)

Abb. 3: rAAV-hFGF-2 und rAAV-lacZ Plasmide.

3.1.5. Tiermodell

Als Versuchstiere wurden 4 weibliche Kaninchen (Chinchilla bas-
tard rabbits; 2,6 £ 0,4 kg; Charles River, Sulzfeld) eingesetzt. Die
Tiere wurden im Institut flr klinisch-experimentelle Chirurgie des
Universitatsklinikums des Saarlandes in Homburg (Direktor: Prof.
Dr. med. M. D. Menger) gehalten. Dort befanden sie sich unter
standiger tierarztlicher Kontrolle und wurden bei entsprechenden
hygienischen Bedingungen und mit balancierter Ernédhrung gehal-

ten.

Zu Versuchsbeginn waren alle Tiere 4 Monate alt. Alle Tierverfah-

ren wurden vom Universitatstierausschuss des Saarlandes ent-
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sprechend deutschen Richtlinien genehmigt. Die Operationen
wurden in dem OP-Saal des Instituts fur Klinisch-experimentelle

Chirurgie durchgefuhrt.

Nach dem operativen Eingriff wurden Kaninchen weitere 4 Monate

im Tierlabor unter gleichen Bedingungen gezilchtet. Sie konnten

sich in Kafigen frei bewegen, es fand also keine Immobilisierung

statt.

3.2. Methodik

3.2.1. Packaging von rAAV-Vektoren

rAAV-hFGF-2-Plasmide (oder rAAV-lacZ-Plasmide) wurden ein-
gekapselt mit Hilfe des Helfer-Plasmids pAd8, das - zusammen
mit dem Helfer-Adenovirus 5 (um die Expression von pAd8 zu in-
duzieren) - verantwortlich flr die Replikation und die Kapsid-
Proteine von AAV ist, und in der humanen 293 Packaging Zelllinie

exprimiert [Cucchiarini 2003b; Cucchiarini 2005].

Die rekombinanten rAAV-hFGF-2- und rAAV-lacZ-Vektoren wur-

den aus den Uberstanden der 293-Zellkultur ausgereinigt (siehe
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Abb. 4). Diese Arbeiten wurden durch Frau Prof. Magali Madry

ausgefihrt.

v,

|'. Plasmid J.I

[ —
N /’/ @ @ ) '
EA;![HR ir:{ F:I\-‘rnﬁruﬁ E%IF:E:CHTF- _"' :Zullllﬂﬁn J
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\_‘_ J// S

rd

Helfer-
Adenovirus

Abb. 4: Produktion von rAAV-Vektoren.

3.2.2. Operationsverfahren

Die Eingriffe wurden durch Herrn Prof. Henning Madry unter Voll-
narkose durchgefiihrt. Dazu wurde intravends Ketanest verab-
reicht. Zur Verhinderung der Augenaustrocknung wurde Bepan-
then-Augensalbe verwendet. Nach vollstandiger Narkosewirkung
wurden OP-Felder rasiert und mit seinem sterilen OP-Mull abge-
deckt. Die Hautdesinfektion des OP-Feldes erfolgte mittels

Braunoderm (B. Braun Melsungen AG, Melsungen).
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Der Zugang zum Kniegelenk erfolgte Uber einen minimalinvasiven
medialen parapatellaren Zugang. Die Patella wurde nach lateral
luxiert. Das Kniegelenk wurde zur besseren Darstellung auf 90°
gebeugt. In der Mitte der Trochlea femoris wurde mit Hilfe eines
Hohlzylinderbohrers eine osteochondrale L&sion von 3,2 mm &u-
Berem Durchmesser gesetzt (3 mm tief). Fur jedes Kniegelenk

wurde ein Defekt gesetzt (n = 8 Defekte).

In den entstandenen osteochondralen Defekten wurden 10 pl
rAAV-Vektorldsungen mit Wachstumsfaktoren direkt appliziert. Al-
le Kaninchen wurden beidseitig operiert. Bei jedem Versuchstier
wurde der Kniegelenkdefekt auf einer Seite mit rAAV-hFGF-2 und
kontralateral mit rAAV-lacZ (Kontrollgen) transduziert (siehe Abb.
5). Die Kontrolle und die jeweilige experimentelle Behandlung
wurden gleichmafig auf die rechten und linken Knie verteilt einge-

setzt.

Die Defekte wurden durch Reposition der luxierten Patella ge-
deckt. Die Wunden wurde schichtweise mit Mersilene (Vicryl) der
Fadenstarke 3.0 in Einzelknopftechnik verschlossen, die Hautnaht
erfolgte intrakutan. Nach der Operation wurde ein Sprihverband

eingelegt. Postoperativ erfolgte keine Immobilisierung.
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o)

osteochondraler Defekt

Abb. 5: Gentransfer durch rAAV-Vektoren in osteochondrale Defekten von

Kaninchen.

Nach 4 Monaten wurden Proben (Distale Femora mit Reparatur-

gewebe) entnommen.

3.2.3. Histologie

3.2.3.1. Fixierung

Zur Fixierung wurden die Proben fir mindestens 24 h in 10%

Formaldehyd-L6sung inkubiert (siehe Tab. 1).
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3.2.3.2. Entkalkung

Zur Entkalkung wurden die Praparate nach der Fixierung in Natri-
umcitrat-Ameisensaure-Losung gegeben (siehe Tab. 1). Bei Pra-
paraten mit einer Grof3e von ca. 2 cm x 2 cm dauerte die Entkal-

kung vier Wochen.

3.2.3.3. Einbettung

Nach der Entkalkung wurden die Proben entwassert und in Paraf-

fin wie folgt eingebettet:

¢ 70% Ethanol 1h (RT)

¢ 80% Ethanol 1h (RT)

¢ 95% Ethanol 1h (RT)

¢ 100% Ethanol 2x1h (RT)

o Xylol 2 x 30 Min.  (RT)

e Xylol / Paraffinlosung (1:1) 1 h (RT)

e Paraffin Uber Nacht  (62°C, Warmeschrank)
e Paraffin 2x1h (62°C)
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3.2.3.4. Anfertigung der histologischen Schnitte

Nach der Einbettung wurden die Proben in Paraffin bei Raumtem-
peratur (RT) fixiert, damit das Anfertigen der Schnitte am Mikrotom
erleichtert wurde (Paraffin ist geruch- und geschmacklos und hat
eine Schmelztemperatur von 50-60°C). Abgekihltes, und somit
wieder festes Paraffin kann leicht vom Mikrotom dinn (0,5 pm)
geschnitten werden, wobei sich die Gewebeproben dabei nicht
verformen. Die Schnitte wurden fur kurze Zeit bei 37°C ins Was-
serbad gelegt und danach mit Hilfe von feinen Pinseln auf Objekt-
trager aufgetragen. Die histologischen Schnitte wurden im War-

meschrank bei 70°C flr 24 h getrocknet.

3.2.3.5. Farbeverfahren mit Safranin O/Echtgrin und Hamatoxylin

Nach dem Anfertigen der Gewebeschnitte wurden histologische

Farbungen zur morphometrischen Analyse durchgefuhrt:

- Safranin O farbt den Knorpel in verschiedenen Rot- und Oran-
getbnen. Die Intensitat der Farbung ist von Proteoglykanen im
Knorpel abhangig. Bei degenerativen Veranderungen im chondra-
len Gewebe nimmt das Gehalt von Proteoglykanen ab und die

Farbe sieht weniger intensiv aus.
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-> Echtgrin farbt den Knochen grin-blau.

- Hamatoxylin stellt die basophile Strukturen dunkel blau heraus
[Bock 1989]. Dadurch sind die Zellkerne, die Nukleinsduren ent-

halten, dunkel blau dargestellt.

Die histologischen Schnitte wurden bei Raumtemperatur entparaf-

finiert und hydriert:

o Xylol 5 Min. (x2)
¢100% Ethanol 2,5 Min. (x2)
¢ 95% Ethanol 2,5 Min. (x2)
¢ 80% Ethanol 2,5 Min.

Die Histopraparate wurden gefarbt:
e Hamatoxylin-Farbeldsung 2 Min.

e spilen unter flieRendem Wasser

¢ Echtgrin-Farbelésung 4 Min.

e Eisessig-LAsung (1%) 3x kurz
eintauchen

e Safranin O-Farbelésung 30 Min.

Die Histopraparate wurden wieder dehydriert:
¢ 80% Ethanol 30 Sek.

¢ 95% Ethanol 30 Sek. (x2)
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¢ 100% Ethanol 30 Sek. (x2)

o Xylol 5 Min. (x2)

Die Histopraparate wurden eingedeckt:
Dafur wurde das Einschluf3mittel Histokitt (Roti®-Histokitt II; Roth)

und diinne Deckglaser verwendet.

Nach dem Eindecken wurden die histologischen Schnitte fiir 24 h

bei Raumtemperatur zum Trocknen gelegt.

3.2.4. Histomorphometrische Analyse

Zur quantitativen Untersuchung der mikroskopischen Organisation
und Struktur der neu gebildeten Reparaturgewebe in osteochond-

ralen Defekten wurde die Histomorphometrie-Methodik verwendet.

Aus insgesamt 60 angefertigten histologischen Schnitten wurden
42 Schnitte mit Hilfe der histomorphometrieschen Analyse bewer-
tet. Von jedem Schnitt wurden jeweils 4 Bildfelder genommen und
analysiert. Das Reparaturgewebe in osteochondralen Defekten

wurde abgegrenzt und beurteilt.
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Zur mikroskopischen Bewertung der Praparate wurde das Mikro-
skop BX 45 eingesetzt, das mit dem Computerprogramm Analy-

SIS (Soft Imaging System) und Adobe Photoshop verbunden war.

Zum einen erfolgte unter der Vergrof3erung x40 die histologische
Beurteilung der Knorpelreparatur nach Sellers [Sellers 1997]. Zum
anderen wurden unter der VergréfRerung x100 die Chondrozyten
in ganzen osteochondralen Defekten gezéahlt und die Flachengro-
Re bestimmt. Die Ergebnisse sind als Chondrozytenzahl/Flache

(Zellen/mm?) angegeben.

3.2.4.1. Beurteilung (Scoring) des Knorpels

Unter der VergroRerung x40 wurden die histologischen Schnitte

mit einer publizierten Knorpel-Beurteilungstechnik [Sellers 1997]

quantifiziert.

Dieses Bewertungsschema schliel3t folgende acht Parameter ein:

1. die Fullung des Defektes,

2. die Integration des Reparaturgewebes in Bezug auf den an-

grenzenden Gelenkknorpel,
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3. die Farbeintensitat des Matrixgewebes bei Farbung mit Safra-
nin O/ Echtgrun,

4. die zellulare Morphologie,

5. die Architektur innerhalb des ganzen Defektes,

6. die Architektur der Oberflache,

7. die Ausbildung der Tidemark,

8. der Prozentangabe von neuem subchondralem Knochen.

Die vollstdndige Bewertungsmethode zur histologischen Beurtei-
lung der Knorpelreparatur, die zuvor von Sellers et al. [Sellers

1997] beschrieben wurde, ist in Tabelle 2 dargestellt.

Um eine statistische Signifikanz zu erreichen, wurde eine Anzahl
von 5 bis 7 histologischen Schnitten pro Knie beurteilt - unter Ver-
wendung der oben beschriebenen standardisierten Bewertungs-

methode.

3.2.4.2. Bestimmung der Zellzahl in den Defekten

Samtliche im knorpligen Reparaturgewebe vorhandenen Zellen

wurden unter der VergrofRerung x100 gezahlt. Durch die Hama-

toxylin-Farbung sind in histologischen Schnitten sehr gut die Zell-

kerne zu erkennen und die Zellen zahlbar (siehe Punkt 3.2.3.5).
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Die Flachengro3e wurde histomorphometrisch mit dem Programm

AnalySIS-Bilder bestimmt. Die Ergebnisse sind als Zellzahl/Flache

(Zellen/mm?) angegeben. Eine Anzahl von 5 bis 7 histologischen

Schnitten wurde je pro Defekt analysiert.

Parameter

Beurteilung des Parameters

Punkte

1. Fullung des Defektes verhaltnis-
méRig zur Oberflache des angren-
zenden Knorpels

-111-125%
-91-110%

- 76-90%

- 51-75%

- 26-50%

- weniger als 25%

[N

2. Integration des Reparaturgewebes
in den angrenzenden Gelenkknorpel

- normale Kontinuitat/Integration
- Minderung der Zellzahl

- Liicke/Méangel an einer Seite

- Liicke/Méangel an beiden Seiten

3. Farbeintensitdt des Matrixgewe-
bes (Safranin O/Echtgrin Farbung)

- normal

- leicht reduziert
- méfig reduziert
- stark reduziert
- keine

4. Zellulare Morphologie/Saulen-
anordnung

(a) normal

(b) hauptsachlich runde Zellen:
- mehr als 75% runde Zellen
- 25-75% runde Zellen

- weniger als 25% runde Zellen

(c) 50% runde Zellen:

- mehr als 75% runde Zellen
- 25-75% runde Zellen

- weniger als 25% runde Zellen

(d) hauptsachlich Spindelform

O/ WNEFPOWNREFPLO|IRRWNE,O

= O

A O0WN

5. Architektur des Defektes

- normal

- 1-3 schmale Lucken

- 1-3 grofe Liicken

- mehr als 3 groRe Liicken
- Spalten/Fibrillationen

6. Architektur der Oberflache

- normal

- leichte Fibrillation/Irregulation
- méRige Fibrillation/Irregulation
- starke Fibrillation/Riss

WNPFRPOIPPWNE OO
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7. Tidemark - komplett

- 75-99%

- 50-74%

- 25-49%

- weniger als 25%
8. Subchondraler Knochen - 90-100%

- 75-89%

- 50-74%

- 25-49%

- weniger als 25%

A WONPFPORAARWOWDNEO

Tab. 2: Bewertungsschema des Knorpels nach Sellers et al. [Sellers 1997].

3.2.5. Statistische Analyse

Es wurden beide Gruppen verglichen (rAAV-lacZ-behandelt ver-
sus rAAV-hFGF-2-behandelt). Alle Daten wurden als Mittelwert +

Standardabweichung dokumentiert.

Um die in vivo Experimente zu beurteilen, wurden die Punkte flr
jede Kategorie und die Gesamtauswertung beider Gruppen durch
eine Varianzanalyse (mixed general linear model with repeated-
measures analysis of variance) verglichen (untersuchte Knie am
gleichen Tier). Der t-Test und der Mann-Whitney Rangsummen-
test wurden sonst in entsprechenden Fallen angewendet. Die Da-
ten wurden ausgedrtickt als Mittelwert £ 95% Konfidenzintervall. P

< 0,05 galten als statistisch signifikant.
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4. Ergebnisse

Im nachfolgenden Ergebnisteil dieser Arbeit sind (1) die Analyse
der Zellproliferation im Reparaturgewebe, (2) die Evaluation der
individuellen Parameter der Struktur des kartilaginaren Reparatur-
gewebes, (3) die Evaluation der Reparatur des subchondralen
Knochens sowie (4) die Kalkulation des strukturellen Gesamtinde-
xes der Reparatur von osteochondralen Defekten nach 4 Monaten

in vivo dargestellt.

4.1. Analyse der Zellproliferation im knorpligen Reparaturge-

webe

Die Zellzahl im knorpligen Reparaturgewebe der individuellen os-
teochondralen Defekte war 4 Monate postoperativ nach Anwen-
dung von rAAV-FGF-2 jeweils héher als in der Kontrollgruppe

(Siehe Tab. 3).
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Tier rAAV-lacZz rAAV-hFGF-2 p
(Zellen/mm? = SD) (Zellen/mm? = SD)

054 877 + 202 1.186 + 257 n.b.

057 990 + 203 2.209 + 355 n.b.

058 842 + 218 1.544 + 330 n.b.

063 1.073+ 110 1.225 + 209 n.b.

Mittelwert 946 + 106 1.541 + 473 0,049

Tab. 3: Evaluation der Zellproliferation im knorpligen Reparaturgewebe der

individuellen osteochondralen Defekte nach rAAV-lacZ- und rAAV-FGF-2-

Applikation in vivo.

Per Defekt wurden 5-7 histologische Schnitte ausgewertet. Daten

sind als Mittelwert und Standardabweichungen aufgefihrt.

Die Gesamt-Zellzahl im knorpligen Reparaturgewebe der osteo-

chondralen Defekte war 4 Monate postoperativ nach Anwendung

von rAAV-FGF-2 signifikant 1,6-fach hoéher als in der Kontrollgrup-

pe (P =0,049) (Siehe Abb. 6).

49




Ergebnisse

P =0,049

2.500 ~

2.000 ~

1.500 ~

Zellen/mnf

1.000 ~

+HOH

500 -+

0 | |
rAAV-lacZ rAAV-FGF-2

Abb. 6: Vergleichende Analyse der Gesamt-Zellzahl im knorpligen Repara-

turgewebe 4 Monate postoperativ in vivo.

4.2. Evaluation der individuellen Parameter der Struktur des

kartilagindren Reparaturgewebes

Um das Heilungsvermdgen in osteochondralen Defekten in vivo
nach Applikation von therapeutischem rAAV-hFGF-2-Vektor semi-
guantitativ zu messen, wurden histologische Schnitte mittels des
von Sellers et al. veroffentlichten Knorpel-Beurteilungssystemes

[Sellers 1997] analysiert. Die semiquantitative Bewertung der De-
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fektreparatur erfolgte hierbei an Safranin-O-Echtgrin-gefarbten

Paraffinschnitten, die in der Abbildung 7 dargestellt sind.

rAAV-lacZ rAAV-FGF-2

Abb. 7: Safranin-O-Echtgriin-geféarbte histologische Schnitte der Defekte.
A,C: rAAV-lacZ-Gruppe (VergroRerung: 20x und 40x); B,D: AAV-hFGF-2-
Gruppe (Vergrol3erung: 20x und 40x).

Nachfolgend sind die Ergebnisse der Evaluation der individuellen
Parameter des Reparaturgewebes per Kategorie des in Tabelle 4
abgebildeten Bewertungssystems zusammengefasst. Nach 4 Mo-
naten wurde flr die histologischen Beurteilungsparameter ,Fullung
des Defektes” (P < 0,030), ,Integration des Reparaturgewebes” (P
< 0,030) und ,Zelluldare Morphologie (P < 0,030) je eine signifi-

kante Verbesserung in Defekten beobachtet, die rAAV-hFGF-2 er-
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hielten. Diese Behandlung resultierte in dem Erscheinen vieler
runder Zellen mit typischem Phanotyp und saulenartiger Organisa-
tion von Chondrozyten innerhalb des neuen Knorpelgewebes. Im
Gegensatz dazu waren in Kontrolldefekten (rAAV-lacZ-behandelt)
zu diesem Zeitpunkt nur sehr wenige Zellen mit diesem Erschei-
nungsbild zu sehen. Andere Einzelparameter der Beurteilung, wie
zum Beispiel ,Farbeintensitat des Matrixgewebes® (Parameter #3),
»Architektur des Defektes” (Parameter #5), ,Architektur der Ober-
flache” (Parameter #6) und ,Tidemark” (Parameter #7) waren zwar

verbessert, aber erreichten keine statistische Signifikanz.

rAAV-lacZ rAAV-hFGF-2
Parameter # P

MW SD MW SD

Fullung des Defektes 1| 1,13 0,64 0,00 0,00 0,029
Integration 2| 2,00 0,76 0,75 0,46 0,029
F_érbelntensnét des Mat- 3| 250 0,76 1,50 1.20 0,223
rixgewebes

Zellulare Morphologie 41 3,13 1,13 1,50 0,53 0,029
Architektur des Defektes |5 | 2,38 1,06 1,00 1,20 0,147
,Cb;]rghltektur der Oberfla- 6| 250 0,53 213 0,99 0,686
Tidemark 71 2,50 1,20 2,00 1,07 0,537

Tab. 4. Bewertung der individuellen Parameter des Kkartilaginaren Repara-
turgewebes nach Applikation von therapeutischem rAAV-hFGF-2 und von
Kontrollgen rAAV-lacZ.
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4.3. Evaluation der Reparatur des subchondralen Knochens

Nach 4 Monaten ergab die semiquantitative Analyse der histologi-
schen Reparatur des subchondralen Knochens (Parameter #8)
keinen signifikanten Unterschied zwischen beiden Gruppen (siehe

Tab. 5).

rAAV-lacZ rAAV-hFGF-2
Parameter # P

MW SD MW SD

Subchondraler Knochen |8 2,13 0,99 1,25 0,46 0,153

Tab. 5: Bewertung der Reparatur des subchondralen Knochens nach Be-
handlung mit rAAV-hFGF-2 und mit Kontrollgen rAAV-lacZ.

4.4. Struktureller Gesamtindex der osteochondralen Reparatur

Die Gesamtbewertung aller 8 histologischen Parameter der Defek-
treparatur war 4 Monate postoperativ bei den mit rAAV-hFGF-2
behandelten Defekten signifikant (P = 0,031) verbessert im Ver-

gleich zu den mit rAAV-lacZ behandelten Defekten (siehe Tab. 6).
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Parameter rAAV-lacZ rAAV-hEGE-2 o
MW SD MW sD
Gesamtpunktzahl 1825 | 430 | 1013 | 360 | 0031

Tab. 6: Gesamtbewertung der Defektreparatur nach Anwendung von thera-

peutischem rAAV-hFGF-2 und des Kontrollgens rAAV-lacZ.

Die Gesamtbeurteilung der Reparaturgewebe ergab einen struktu-

rellen Gesamtindex der osteochondralen Reparatur von 10,13 *

3,60 fur mit rAAV-hFGF-2 behandelte Defekte; wéhrend er bei

18,25 + 4,30 fur mit rAAV-lacZ behandelte Defekte lag (siehe Abb.

8).

25 1

20 +

15 +

10 +

Gesamtpunktzahl

P <0,04

rAAV-lacZ

Abb. 8: Gesamtergebnisse flr das Bewertungssystem.
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5. Diskussion

Die vorliegende Arbeit untersuchte die Ubergeordnete Hypothese,
ob Gentransfer von humanem FGF-2 durch rAAV-Vektoren die os-
teochondrale Reparatur in vivo verbessert. Die Daten zeigen eine
signifikant hohere Zellproliferation nach rAAV-hFGF-2-Gentransfer
im knorpligen Reparaturgewebe. Sie zeigen weiterhin signifikant
verbesserte individuelle strukturelle Parameter des kartilaginaren
Reparaturgewebes ,Flllung des Defektes®, ,Zellulare Morpholo-
gie” und ,Integration des Reparaturgewebes”. Es fand sich kein
signifikanter Unterschied bei der Reparatur des subchondralen
Knochens. Das wesentliche Ergebnis dieser Studie ist die signifi-
kante Verbesserung des strukturellen Gesamtindexes der osteo-
chondralen Reparatur nach 4 Monaten in vivo durch rAAV-hFGF-

2-Gentransfer.

5.1. Das Problem des faserknorpligen Reparaturgewebes

Der menschliche Knorpel ist ein vielschichtiges Gewebe (siehe

Punkt 2.2.) und Chondrogenese ist ein komplexer Prozess, ge-

steuert von mehreren Regulierungsmitteln, wie Proteinen und Po-
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lypeptiden, Signalmolekilen und anderen Transkriptionsfaktoren

[Cucchiarini 2009D].

Die meisten bisher verfiigbaren Therapien erzeugen nur ein Fa-
serknorpelreparaturgewebe mit Typ-I-Kollagen statt Typ-II-
Kollagen, das nicht vollstdndig funktionieren kann und dem hohen
mechanischen Stress nicht wiederstehen kann [Buckwalter 1998].
Auch bei der Gentransfertherapie wird das regenerierte Gewebe
oft dem fibrotischem Knorpel, statt dem hyalinen Knorpel, &hnlich,
was schlielich zu degenerativen Veranderungen fiihrt [Tanaka
2004]. In den bisher durchgefiihrten Studien konnte in Gegenwart
von therapeutischen Gentransferfaktoren wie FGF-2, IGF-1, TGF-
B, BMP-2 und -4 und dem Transkriptionsfaktor SOX9 nur eine
teilweise Knorpelerneuerung festgestellt werden [Venkatesan

2013].

Dabei ist besonders die Wiederherstellung des funktionsfahigen
Knorpelgewebes eine Herausforderung flir genetische Manipulati-
onen. Ansatze, die auf genbasierter Therapie oder Stammzellen-
therapie beruhen, gewinnen immer mehr Aufmerksamkeit, weil sie
die leistungsfahigen Werkzeuge zur Behandlungverbesserung von

Gelenkknorpellasionen sind [Frisch 2014b; Orth 2014].
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5.2. Wirkung des rAAV-hFGF-2-Gentransfers auf das Repara-

turgewebe in osteochondralen Defekten

5.2.1. rAAV-hFGF-2-Gentransfer steigert signifikant die Zellprolife-

ration im kartilagindren Reparaturgewebe

Zunachst wurde die Hypothese uberprift, dass eine FGF-2-
Gentransfertherapie signifikant die Zellproliferation im knorpligen
Reparaturgewebe steigert. Die Analyse der Zellproliferation in den
Defekten 4 Monate postoperativ fihrte zu einer signifikanten Zu-
nahme der Zellproliferation unter Transduktion mit rAAV-hFGF-2
innerhalb der Defekte in vivo im Vergleich zum Kontrollgen rAAV-

lacZ (P = 0,049).

Somit wurde ein mitogener Effekt vom humanen Fibroblasten-
wachstumsfaktor 2 (FGF-2) in osteochondralen Defekten in vivo
bewiesen. Allerdings ist trotz der positiven Auswirkungen der
rAAV-hFGF-2-Behandlung das wiederhergestellte Knorpelgewebe
kein normaler Knorpel, sondern eine Gewebe mit einer hohen
Chondrozytenzahl und chondrogener Architektur. Die Wiederher-
stellung der Matrixstruktur wird durch das Einbringen von FGF-2

wenig beeinflusst. Hier sind zusatzliche Therapieoptionen notwen-
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dig, um die Regenerationsprozesse der verletzten Knorpelgewebe

ZU verbessern.

Weitere Untersuchungen haben gezeigt, dass der rAAV-
vermittelte FGF-2-Gentransfer die Fahigkeit hat, die Proliferation
und das Uberleben von MSZ zu stimulieren [Cucchiarini 2011].
MSZ sind pluripotente Zellen, die sich unter gewissen Umstéanden
und stimulierenden Faktoren in unterschiedliche Zellarten verwan-
deln kdnnen, unter anderem in Knorpelzellen. MSZ sind daher ei-
ne gute Quelle fur die gerichtete Gewebeziichtung, weil sie eine
groBe Anzahl von undifferenzierten Vorlauferzellen mit verschie-
denem Potential zur Verfigung stellen und zusatzliches parakri-
nes Signalpotential haben [Johnstone 2013]. Allerdings ist die
Verwendung dieser Zellen eingeschrankt, weil eine grol3e Anzahl
der Zellen fir Anwendungen in vivo benétigt wird und ein niedriger
Prozentsatz von Zellen entsteht, die chondrogene Differenzie-
rungswege gehen [Cucchiarini 2011]. Die Verwendung von FGF-
2-Gentransfer hat zwar die Zellteilung der humanen MSZ stimu-
liert, hat aber spezifische und chondrogene Aktivititen von MSZ
(Proteoglykane, Typ-lI-Kollagen, und SOX9) nicht geandert. Aller-
dings verringerte die Verwendung von FGF-2 die Profile des Typ-I-
und Typ-X-Kollagens (knochenbildende und hypertrophe Marker)
und alkalische Phosphatase [Cucchiarini 2011]. Hier kénnten ne-

ben FGF-2 zuséatzlich andere rAAV-vermittelte Gentransfer gleich-
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zeitig exprimiert werden, die Proteoglykan- und Typ-II-Kollagen-
Synthese stimulieren, wie zum Beispiel IGF-I oder SOX9-
Transkriptionsfaktor [Cucchiarini 2007; Cucchiarini 2009b; Weimer

2012; Cucchiarini 2013].

5.2.2. Signifikante  Verbesserungen nach rAAV-hFGF-2-

Gentransfer fur individuelle strukturelle Parameter des kartilaginé-

ren Reparaturgewebes

Als nachstes wurden die histologischen Schnitte mit kartilaginérem
Reparaturgewebe histomorphometrisch mittels der Knorpel-

Beurteilungstechnik nach Sellers et al. [Sellers 1997] beurteilt.

Dabei wurde eine signifikante Verbesserung einzelner histologi-
scher Beurteilungsparameter in Knorpeldefekten beobachtet, die
mit rAAV-hFGF-2 behandelt wurden. Vier Monate nach der Vek-
tor-Behandlung beider Arten von Defekten war die Farbe der De-
fekte ahnlich zu dem umgebenden Knorpel und die Rander der
Defekte waren schwer zu erkennen. Es konnte eine bessere Ful-
lung der Defekte (P < 0,030) im Vergleich zu den mit rAAV-lacZ
behandelten Defekten verzeichnet werden. Durch die rAAV-hFGF-

2-Transduktion wurde die Integration des Reparaturgewebes sig-
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nifikant verbessert (P < 0,030). Zudem zeigte die Transduktion
durch rAAV-hFGF-2 eine signifikante Verbesserung der zellularen
Morphologie (P < 0,030) im Vergleich zur Anwendung von rAAV-
lacZ. Durch die Therapie mit rAAV-hFGF-2 entstanden viele runde
Zellen mit chondrogenem Phanotyp und einer saulenartigen An-
ordnung der Chondrozyten innerhalb des neuen Gewebes. Das
bestétigt, dass FGF-2 mitogene Fahigkeiten auf Chondrozyten
ausibt [Luan 1996] und zur Reparatur von Knorpelschaden fuhrt
[Cucchiarini und Madry 2005; Cucchiarini 2005; Cucchiarini 2009;
Madry und Cucchiarini 2013]. Im Vergleich dazu waren in den
Kontrolldefekten (rAAV-lacZ-behandelt) nach 4 Monaten sehr we-
nige Zellen mit chondrogenem Phanotyp ohne korrekte Integration
zu verzeichnen. Andere histologische Parameter, wie die Farbein-
tensitat des Matrixgewebes, Architektur des Defektes, Architektur
der Oberflache und Tidemark wurden unter Anwendung der rAAV-
hFGF-2 verbessert, jedoch ohne statistische Signifikanz zu errei-

chen.

5.2.3. Effekt auf die Reparatur des subchondralen Knochens

Unter Verwendung von rAAV-hFGF-2-Vektoren in osteochondra-

len Defekten von Kaninchen in vivo wurde der strukturelle Para-
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meter subchondraler Knochen im Vergleich zu Kontrolldefekten
(mit rAAV-lacZ-behandelt) zwar numerisch verbessert, erreichte

allerdings keine statistische Signifikanz.

Experimentelle und klinische Studien legen nah, dass die Knorpel-
verletzungen oft nicht alleine auf den Knorpel beschrankt sind,
sondern oftmals unter Beteiligung des subchondralen Knochens
ablaufen. Eine Verschlechterung der subchondralen Knochenplat-
te und subarticularer Spongiosa kann ein zusatzlicher, bisher un-
terschéatzter Faktor sein, der das langfristige Ergebnis der Knorpel-
reparaturstrategien beeinflusst [Orth 2013]. Diese Erkenntnisse
sind hoch relevant fur die Entwicklung von zell- oder biomaterial-
basierten Anséatzen zur Erhaltung und Wiederherstellung der ge-
samten osteochondralen Einheit, da die osteochondrale Reparatur
nicht nur Auswirkungen auf den Gelenkknorpel, sondern auch auf

den subchondralen Knochen erfordert [Orth 2013].
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5.2.4. Signifikante Verbesserunqg des strukturellen Gesamtindexes

der osteochondralen Reparatur nach 4 Monaten in vivo durch

rAAV-hFGF-2-Gentransfer

Beachtlicherweise war die Gesamtbeurteilung der histologischen
Einstufung signifikant besser fur Defekte nach der rAAV-hFGF-2-

Behandlung (P < 0,040), im Vergleich zur Therapie mit rAAV-lacZ.

Auch wenn nicht alle der einzelnen Beurteilungsparameter des
histologischen Knorpel-Bewertungssystems nach Sellers et al.
[Sellers 1997] eine sigifikante Verbesserung fur die Defekte nach
der Transduktion von rAAV-hFGF-2 zeigten, war das uUbergeord-
nete Ergebnis dieser Studie die signifikante Verbesserung des
strukturellen Gesamtindexes der osteochondralen Reparatur nach
4 Monaten in vivo durch rAAV-hFGF-2-Gentransfer (siehe Punkt

4.4).

5.3. Diskussion des Tiermodells

Das in dieser Arbeit verwendete experimentelle Tiermodell ist Kli-

nisch auch fur eine Anwendung an Menschen relevant. Das Knie-

gelenk von Mensch und Kaninchen ist sehr &hnlich, was den Auf-
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bau betrifft. Das Gelenk eines Kaninchens besteht aus dem Femur
und der Tibia, einer Patella, einem vorderen und einem hinteren
Kreuzband, einem medialen und einem lateralen Meniskus, sowie
Auf3en- und Innenbéandern. Die femorale Komponente besteht aus
einem medialen und einem lateralen Kondylus, die mit dem Tibia-
plateau artikuliert. Die Patella liegt dem konkav geformten patell-
ofemoralem Gleitlager auf und ist in der Ansatzsehne des Muscu-
lus quadriceps femoris eingelagert. Diese Sehne setzt sich unter-
halb der Patella in das Ligamentum patellae fort, welches direkt
unterhalb des Kniegelenks an der Tuberositas tibiae (geringe
Knochenerhéhung an der Vorderseite des Schienbeins) ansetzt.
Im Kaninchenknie gibt es allerdings eine Besonderheit: der Mus-
culus extensor digitorum communis und seine Sehne verlauft vent-
ral vom lateralen Kondylus und entspringt am proximalen Femur
[Barone 1973]. Der vergleichbare Muskel beim Menschen - Mus-
culus extensor digitorum longus - hat seinen Ursprung nicht am
Femur, sondern an der proximalen Tibiaende (unterhalb des Con-
dylus lateralis), Margo anterior der Fibula, der Membrana interos-
sea cruris, dem Septum intermusculare cruris anterius und der
Fascia cruris und gehort somit nicht zum Kniegelenk [Sobotta

2004].
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Es gibt neben den anatomischen auch funktionelle Unterschiede
zwischen dem menschlichen und tierischen Kniegelenk. Das Ka-
ninchenknie befindet sich immer in der Beugestellung und besitzt
somit eine andere Tragefahigkeit und eine statische Funktion.
Beim Menschen mul3 das Gelenk grol3en Belastungen standhalten
und gleichzeitig eine ausreichende Beweglichkeit ermdglichen. Im
Gegensatz zum Kaninchen sind biem menschlichen Kniegelenk
Beugung/Streckung und - ausschlief3lich im gebeugten Zustand -
eine rotierende Bewegung moglich. Die geringen anatomischen
und grol3en funktionellen Unterschiede zwischen den Kniegelen-
ken von Mensch und Kaninchen spielen spater in klinischen Pha-

sen von Experimenten eine wichtige Rolle.

Es ist bekannt, dass osteochondrale Defekte in Kaninchen nicht
innerhalb von 4 Monaten selbststdndig regenerieren [Madry
2003b]. Dieses Tiermodel hat eine geringe, geeignete Grol3e und
bringt eine einfache Tierhaltung mit sich. In unserer Dauerstudie
wurden die Tiere 4 Monate nach durchgefuhrter Transduktion un-
tersucht und eine histologische Analyse, sowie morphometrische

Messungen des Reparaturgewebes postoperativ vorgenommen.
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5.4. Diskussion viraler Vektoren

Das Adeno-assoziierte Virus (AAV) gehort zu den Parvoviridae.
Dieses Virus richtet durch folgende Merkmale die Aufmerksamkeit
in der Gentherapieforschung auf sich: Zum einen hat es eine hohe
Bevolkerungsinfektionsrate (80-90%), aber keine Pathogenitat mit
nur geringerer Immunantwort. Zudem kann man eine ortsspezifi-
sche Integration von AAV durchfuhren. Dabei befindet sich das
AAV in einer relativ stabilen Form. AuRerdem hat es eine breite
Palette an Wirten, darunter eine Vielzahl von sich teilenden und
nichtteilenden Zellen. Es kann exogene Gene Ubertragen und er-
zielt eine langfristige, nachhaltige und stabile Expression. Zusatz-
lich hat das AAV eine relativ gute thermische Stabilitat. Wegen der
Bestandigkeit gegen organische Ldsungsmittel ist es leicht zu la-
gern. Jedoch ist das herkbmmliche Verfahren zur Konstruktion von
rekombinantem AAV, also die humanen embryonalen Nieren-293-
Zellen zu transduzieren, die ein rekombinantes Plasmid und Hel-
ferplasmid verwenden, ein umstandliches Verfahren. Es erzeugt
dabei geringe Mengen von rAAV und kénnte durch den Wildtyp-

Adenovirus kontaminiert werden [Yuan und Bi 2012].

Es besteht eine geringe Wahrscheinlichkeit, dass virale Vektoren

sich zuféllig in ein Wirtsgenom integrieren kdnnen, was das Risiko
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einer neoplastischen Transformation erhéht [Goomer 2001]. Nach
Angaben von Evans et al. [Evans 2001] kann nur 1 bis 10% der
rekombinanten Virionen in Abhangigkeit von der Herstellung infek-
tios sein. Die anderen 90-99% nicht infektiosen Viruspartikel sind
antigen und koénnen zur  Produktion von anti-AAV-
Immunglobulinsynthese beitragen [Evans 2001]. Zum Beispiel wird
bei zweiter Verabreichung von AAV-Vektoren die Transduktion
aufgrund der neutralisierenden Antikorper, die sich als Antwort auf
die primare Vektorverabreichung bilden, blockiert [Halbert 2000],
vereinbar mit einem wirtsimmunologischen Gedéachtnis [Selot
2013]. Trotzdem gibt es viele Arbeitsgruppen, die neue rAAV-
Vektoren produzieren, um diese Immunantwort zu reduzieren (z.B.
mit verschiedenen, niedrig immunogenen AAV Serotypen oder
immunologisch inerten AAV) [Halbert 2000; Mingozzi 2013; Selot
2013]. Das kénnen unter anderem gemischte Vektoren (chimere
Vektoren), gezielte Mutagenese, gleichzeitige Einfihrung von im-
munosupressiven Mitteln oder von Antikdrpern gegen Selekt-
Liganden oder Plasmapherese sein [Selot 2013]. Die Zugabe von
leeren Capsid-,Lockvogeln” zu den AAV-Vektoren beseitigt die
hemmende Wirkung durch neutralisierende Antikorper (anti-AAV-
Antikdrper) im Blut bei wiederholter systemischer Verabreichung
von AAV-Vektoren und senkt somit die Immunantwort. Das flhrt

zur Steigerung der Transduktionseffizienz von systemisch ange-
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wendeten AAV-Vektoren bei bereits bestehender humoraler Im-

munitat gegen AAV [Mingozzi 2013].

Wie in einem aktuellen Artikel beschrieben wurde, kdnnen stabile,
episomale rAAV-Transgene bei der Expression fur langere Zeit-
raume (mindestens 150 Tage in situ) eine hohe Effizienz in nicht-
teilenden Chondrozyten (bis zu 95%) und in dividierten Zellen
(MSZ) (65-92%) zeigen [Madry und Cucchiarini 2013]. Im Ver-
gleich dazu verringert sich die Konzentration von Plasmid-
Vektoren schnell und ist wahrscheinlich ab dem 20 Tag nicht
nachweisbar [Weimer 2012], wie es schon in der Vergangenheit
mit nichtviralen Vektoren beobachtet wurde [Madry und Trippel

2000].

Therapeutische rAAV-Vektoren werden experimentell benutzt zur
Reparatur von verschiedenen Geweben (Muskeln, Knochen oder
andere) [Xiao 1996; Chamberlain 2004], die unterschiedlichen
Krankheiten ausgesetzt sind, bei denen Zellteilung deutlich einge-
schrankt oder aufgehoben ist, oder wenn genetische Mutationen
vorliegen. Autologes Gen-Targeting der MSZ durch rAAV-
Vektoren kann zur Behandlung zahlreicher Krankheiten verwendet
werden, wie z.B. Osteogenesis imperfecta [Chamberlain 2004].

Dabei kbnnen MSZ verschiedene Gewebetype bilden. Knorpel-
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schadigungen gehdren zu einem grof3en Behadlungsproblem in
der Medizin. Die Gentransfertherapie ist eine wichtige experimen-
telle Methode bei der Behandlung der isolierten chondralen oder
osteochondralen Defekte und frihen degenerativen Veranderun-
gen des Knorpels [Buckwalter 1997], bei denen noch restliche
Knorpelgewebe und Chondrozyten vorhanden sind [Weimer

2012].

rAAV-Vektoren sind ein bevorzugtes Werkzeug fur die Behand-
lung von experimenteller Arthrose in vivo und fur klinische Anwen-
dungen [Madry und Cucchiarini 2013; Madry 2013; Frisch 2014b].
rAAV-Vektoren sind weniger immunogen, als adenovirale Vekto-
ren, da sie keine viral-kodierten Sequenzen tragen. rAAV-
Vektoren tranduzieren sowohl nicht-teilende Zellen (Chondrozy-
ten), als auch dividierende Zellen (MSZ) zu einem sehr hohem
Wirkungsgrad (bis 85%) und Uber langere Zeitrdume sowohl in vi-
vo, als auch in situ und in Knorpeldefekten in vivo, wahrscheinlich
aufgrund der geringen GroRRe der Viruspartikel und der guten Er-
haltung episomaler Transgene [Madry und Cucchiarini 2013; Mad-
ry 2013]. Aufgrund der Leichtigkeit der Erzeugung hoher Titer von
rekombinanten adenoviralen Vektoren und ihrer Fahigkeit sich
nicht teilende Zellen zu transduzieren, ist dieses Gentransfersys-

tem besonders attraktiv fur in vivo Anwendungen, die sonst nur
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schwer zu erreichen sind [Evans 2001; Cucchiarini und Madry
2005; Madry und Cucchiarini 2013]. rAAV-Vektoren vermitteln ty-
pischerweise stark wirksame und dauerhafte Transgenexpression
in den meisten Zellen (bei der Teilung oder in Ruhe) des muskulo-
skeletalen Apparats inklusiv Sehnen- und Bander. Dies steht in
deutlichem Gegensatz zu den anderen Klassen, die entweder im-
munogene Vektoren sind (adenovirale Vektoren), oder das Risiko
einer Insertionsmutagenese haben (retrovirale Vektoren) [Venka-
tesan 2012; Madry 2013]. Die Expression von rAAV-Vektoren, an-
getrieben von Episomen, halt mehrere Monate bis zu einem Jahr
an und senkt das Risiko einer Insertionsmutagenese [Cucchiarini

2011].

Bemerkenswerterweise sind rAAV-Vektoren die derzeit favorisier-
ten Gentransfersysteme fur klinische Anwendungen [Cucchiarini
2013; Madry 2013]. Systeme auf Basis von humanem nichtpato-
genem replikations-defektem AAV wie rAAV-Vektoren scheinen
vorteilhafter zu sein, als die auf Basis von Adenovirus. Zudem
tragt der rAAV-Vektor keine viral-kodierte Sequenzen, sodass er
weniger immunogen, als ein Adenovirus ist [Cucchiarini 2013]. Er
bleibt meistens episomal im Gegensatz zu Retro- und Lentiviren,
die zur Insertionsmutagenese filhren kdnnen [Madry 2013; Frisch

2014b]. Gleichzeitig haben sie eine hohe und anhaltende Trans-
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genexpression im humanen MCZ gezeigt [Frisch 2014b]. Im Ver-
gleich zu nichtviralen und adenoviralen Vektoren zeigen rAAV eine

hohere und langerfristige Wirksamkeit [Frisch 2014b].

Obwohl eine Verbesserung mit selbst-komplementaren AAV
(scAAV) aufgrund der Umgehung der schritteinschrankenden
Umwandlung von einzelstrangiger in doppelstrangige DNS und mit
der Verwendung von trans-Splei3en Systemen stattfindet, ist eine
Einschrankung dieser Vektoren die GroéRenbeschrankung des
Transgens [McCarty 2008]. Dies ist ein Problem fir die Lieferung
von grof3en Sequenzen, wie die Komponenten der extracellularen
Matrix. Bemerkenswert ist es auch, dass alle AAV-Serotypen viel-
leicht nicht gleich im Bezug auf ihre Ziel-Wandler sind [Madry und

Cucchiarini 2013].

In jungsten experimentellen Arbeiten [Madry 2013] wurde gezeigt,
dass die effiziente, stabile FGF-2-Expression tber rAAV-Vektoren
die Heilung von experimentellen Verletzungen des menschlichen
vorderen Kreuzbandes verbessert. FGF-2 ist ein leistungsfahiger
Stimulator, der Zellproliferation und der Produktion von Kollagen,
die Gewebeheilung in experimentellen Modellen férdert, wenn es
in einer rekombinanten (Polypeptid) Form bereitgestellt ist. Ex-

pression von rAAV-hFGF-2-Gentransfer in experimentelle humane
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adulte Lasionen des vorderen Kreuzbandes gestattete eine deutli-
che und stabile Aktivierung der Zellproliferation und entscheiden-
der metabolischer Prozesse wie Typ-I-Kollagenproduktion [Madry

2013].

5.5. Ausblick: Klinische Therapieansatze mit therapeutischen

rAAV-Vektoren

Vor einer moglichen Ubertragung auf den Menschen ist es not-
wendig, die therapeutischen rAAV-Vektoren anhand groRerer
Tiermodelle (Schaf, Ziege) prufen. Interessanterweise wurde eine
Phase-1-Studie vor kurzem bei 12 Patienten mit fortgeschrittener
Arthrose durchgeftihrt, um die Sicherheit der Methode zu tberpri-
fen. Dabei wurden in den Kniegelenkraum genetisch modifizierte
Chondrozyten injiziert, die den TGF-B1 durch retroviralen Gen-
transfer direkt ins beschadigte Kniegelenk exprimierten [Ha 2012].
Die Ergebnisse dieser Studie haben eine Wirksamkeit der Be-
handlung gezeigt, obwohl die Anzahl der Patienten nicht ausrei-
chend war, um eine statistische Signifikanz zu erreichen [Madry

und Cucchiarini 2013].
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Auch andere Wachstumsfaktoren erscheinen gut geeignet, die
Struktur der Reparaturgewebe zu verbessern. Die direkte, rAAV-
vermittelte Uberexpression des insulindhnlichen Wachstumsfak-
tors | (IGF-1) im normalen Knorpel und bei Knorpelschadigung in
vitro und in situ erhoht signifikant die Chondrozytenproliferation,
verbessert den Inhalt von Proteoglykane und Typ-II-Kollagen, ver-
ringert apoptotische Ereignisse und schitzt gegen den Abbau der
extrazellularen Matrix im Vergleich zu rAAV-lacZ. Dabei bleibt die
Anzahl der lebensfahigen Zellen, Zelldichte und DNS-Gehalt nach
20-26 Tagen aufrechterhalten, wahrscheinlich aufgrund der steti-
gen Expression von IGF-I-Transgens in den Zellen [Weimer 2012].
Dennoch hat die Anwendung von IGF-I nicht vollstéandig zur Wie-
derherstellung der originellen Architektur gefiihrt. Somit kénnten
zusatzliche Behandlungen erforderlich sein, um die Prozesse der

Regeneration zu verfeinern [Weimer 2012].

Auch rAAV-vermittelte Uberexpression von TGF-B in menschli-
chen arthrotischem Knorpel in vitro und in situ verbessert effizient
proliferative und anabole Aktivitdten der Zellen und verlangert die
Uberlebenszeit der Chodrozyten uber einen langeren Zeitraum
(mindesetens 21 Tage in vitro und bis zu 90 Tage in situ) im Ver-
gleich zu Kontroll-Verktor rAAV-lacZ mit der Transduktionseffizi-

enz von 70-80% in diesen Systemen [Venkatesan 2013].
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Da Gentransfer-Vektoren zumeist nicht physisch mit einer Matrix
verbunden sind, kénnen sie in den Gelenkraum diffundieren und
frei verfligbare synovialen Zellen transduzieren. Es wurde ein Teil
von Vektoren in der Synovialmembrananalyse bewiesen, was auf
eine Leckage des Vektors und/oder der transduzierten Zellen hin-
weist. [Pascher 2004]. Da viele der therapeutischen Faktoren, wie
z.B. TGF-B3, pleiotrop sind, kdnnte die Bewegung des Vektors oder
der genetisch veranderten Zellen in dem Gelenkraum zu Neben-
wirkungen, wie Entztindung, Fibrose, Muskelddem oder Osteophy-
tenbildung fiihren [Mi 2003; Pascher 2004]. Doch die nachteiligen
Auswirkungen von TGF-f sind nur nachzuweisen, wenn eine sehr
hohe Dosis des rekombinanten Faktors in einer dosisabhéngigen
oder rezidivierenden Weise oder nach adenoviralem Gentransfer
bei hoher Dosis von Viruspartikeln angewendet wurde [Mi 2003;
Venkatesan 2013]. Aul3erdem spielt die Art der Verabreichung
vom Gentransferfaktor eine Rolle bei der Entstehung von uner-
winschten Wirkungen. Bei intraartikularer Injektion verteilen sich
die Genvektoren und der rekombinante Faktor im ganzen Gelenk
und entzundliche und kénnen proliferative Effekte erzeugen [Mi

2003; Venkatesan 2013; Zhen 2013].

Die FGF-2 Expression durch rAAV-Vektoren erhéht die Zellzahl

von Chondrozyten in osteochondralen Defekten bei Kaninchen in
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vivo, aber verbessert nicht das Matrixgewebe, deswegen sollte
man auch Gene testen, die diese Knorpelmatrix aufbauen kénnen.
Das konnte durch Gentransfer vom knorpelspezifischem Tran-
skriptionsfaktor SOX9 getestet werden, da SOX9 den Promoter
von Aggrekan (einem Chondroitinsulfat-Proteoglykan und einem
der Hauptkomponenten der Knorpelmatrix) und Typ-lI-Kollagen
aktivieren kann [Bell 1997; Sekiya 2000], und die Matrix in osteo-
chondralen Defekten bei Kaninchen in vivo aufbauen kann [Cuc-

chiarini 2013].

Desweiteren sind auch geronnene Konochenmarkaspirate ein
Uberragend gutes Substrat fiir einen Gentransfer in osteochondra-
le Defekte [Pascher 2004; Frisch 2015; Rey-Rico 2015]. Ein er-
folgreich rAAV-vermittelter Gentransfer und die Expression von
lacZ und RFP (rot fluoreszierendes Protein) Markergenen wurden
in transduzierten Knochenmarkaspiraten bei sehr hoher Transduk-
tionseffizienz (90-94%) und Uber langere Zeitraume (bis 125 Tage)
nach der Behandlung mit Hirudin, einem alternativen Antikoa-
gulans, erreicht [Rey-Rico 2015]. Es ist bekannt, dass die Absorp-
tion von rAAV-2-Partikeln an der Oberflache der menschlichen
Zelllinien durch Heparinsulfat Proteoglycan verhindert wird [Ha-
cker 2001]. Im Vergleich zu Heparin inhibiert Hirudin nicht die Ad-

sorption der rAAV-2-Vektoren an der Zelloberflache [Hacker 2001,
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Rey-Rico 2015], und kann wirksam zum rAAV-modifizierten Gen-
transfer von Knochenmarkaspiraten verwendet werden. Vor kur-
zem wurde eine erfolgreiche signifikante rAAV-vermittelte IGF-I-
Gen-Expression in transduzierten Knochenmarkaspiraten (bis zu
105,9 £ 35,1 pg rh-IGF-I/mg Gesamtprotein) Uber die Zeit von 21
Tagen auf sehr hohem Niveau (ca. 80 % der Zellexpression von
IGF-I-Transgen) erreicht, was zu einer erhéhten Proliferation, Mat-
rixsynthese und chondrogener Differenzierung Uber die Zeit ge-
genuber der Kontrollbedingung (lacz) fuhrte. Ferner war das Ni-
veau der Proliferation Uber rAAV-hIGF-Gentransfer in den Kno-
chenmarkaspiraten héher, als mit dem gleichem Konstrukt in den
isolierten menschlichen MSZ [Frisch 2014a; Frisch 2015]. Die
Verwendung von rAAV-vermitteltem Transfer der Knochenmar-
kaspiraten hat somit einen starken Wert fir therapeutische Gen-
basierte Ansatze zur Behandlung von Gelenkknorpeldefekten

[Rey-Rico 2015; Frisch 2015].

Das Ubergeordnete Ziel aller Therapien zur Behandlung von Knor-
peldefekten ist, ein Reparaturgewebe mit Eigenschaften des nor-
malen intakten Knorpels zu erzielen, damit die Gelenkfunktion im
normalen Umfang ausgefihrt werden kann. Dabei soll diese The-

rapie nicht immunogen sein und keine Nebenreaktion hervorrufen.
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Gentransfer durch therapeutische rAAV-Vektoren ist ein vielver-
sprechendes Instrument zur Behandlung von Gelenkknorpeldefek-
ten. Vektoren, die aus dem menschlichen, nicht patogenen repli-
kationsdefekten AAV wie rAAV-Vektoren abgeleitet werden, tra-
gen keine viral kodierte Sequenzen, so dass sie weniger immuno-
gen sind. Im Vergleich dazu ist die Anwendung von nicht-viralen
und adenoviralen Vektoren durch ihre geringe Wirksamkeit
und/oder Immunogenitat eingeschrankt [Cucchiarini und Madry
2014]. Der rAAV-vermittelte Gentransfer wurde immer gut vertra-
gen. Die ldentifizierung einer wirksamen therapeutischen Kandi-
dat-Sequenz hat eine grof3e Bedeutung fir die Knorpelreparatur.
Es wurden mehrere verschiedene Faktoren untersucht, die Hei-
lungsprozesse im verletzten Knorpel beeinflussen. Neben dem in
dieser Arbeit vorgestelltem Gentransfer mit FGF-2, wurden in Ver-
suchsmodellen in vivo andere Faktoren wie Bindegewebe-
Wachstumsfaktor, BMP, Chondromodulin 1, Mitglieder der Familie
SOX, spezifische Transkriptionsfaktoren oder Zink-Finger-Protein
145 (ZNF145) untersucht [Cucchiarini und Madry 2014]. Jedoch
wurde die komplette Knorpelreparatur in diesen Modellen nicht
beschrieben. Das zeigt die Notwendigkeit der Anwendung anderer

Agenten, um das Ausmal der Heilungsprozesse auszubauen.
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Die Lieferung von zusatzlichen Genkandidaten, deren Wirkung po-
tenziiert werden kann, konnte eine Therapieoption bei der Repara-
tur von Gelenkknorpeldefekten sein. Dabei kdnnen verschiedene
Faktoren, die unterschiedliche Auswirkungen auf das Knorpelge-
webe haben, aber insgesamt die proliferative Eigenschaften fir
Knorpelgewebe erzeugen, wie Wachstumsfaktoren (FGF-2, IGF-I,
TGF-B), Transkriptiosfaktor SOX9 (siehe unten), human Telome-
rase Reverse Transcriptase (hTERT) oder B-Zell-Lymphom Pro-
tein (Bcl-xL), zusammen transduziert werden, um bessere Ergeb-

nisse zu erzielen [Venkatesan 2012].

Die zuletzt untersuchte Uberexpression von humanem IGF-I tiber
den direkten rAAV-vermittelten Gentransfer [Cucchiarini und Mad-
ry 2014] zeigte signifikante Verbesserungen der Rekonstruktion
des gesamten osteochondralen Defektes in Kniegelenken von Ka-

ninchen im Vergleich zum Kontrolltransfer (lacz).

Der Gelenkknorpel hat aufgrund seiner aneuralen und avaskula-
ren Natur keinen Zugriff auf reparative Zellen, die ansonsten in
nahezu allen anderen Geweben als Reaktion auf Verletzung zum
Einsatz kommen. Die Behandlung von Knorpelschaden durch
stammzellbasierte Therapie konnte eine interessante Strategie

sein, um die nattrliche Heilung von Gelenkknorpeldefekten zu
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verbessern [Venkatesan 2012; Frisch 2014a]. Die vom menschli-
chen Knochenmark abgeleiteten MSZ kann man mittels Gentrans-
fer-Ansatzen erfolgreich zur Knorpelreparatur verwenden [Frisch
2014a]. Verschiedene therapeutische Kandidatsequenzen wirken
auf die chondrogene Differenzierung von MSZ, unter anderem
FGF-2 [Cucchiarini 2011], SOX9 [Venkatesan 2012], IGF-I [Frisch
2014a], TGF-B [Frisch 2014b] und BMP’s [Yuan und Bi 2012].
Mehrere Untersuchungen zeigten das Potential der Verwendung
von rAAV-vermitteltem Gentransfer als Werkzeug fur zukinftige
Stammzell-basierte Ansatze zur Behandlung von Gelenkknorpel-

defekten [Weimer 2012; Frisch 2014a].

TGF-3 ist einer der potentesten Vermittler von menschlichen
stammzellbasierten Chondrogenesen. Eine effiziente und verlan-
gerte Expression von TGF-B Uber die rAAV-Genubertragung kann
sowohl in undifferenzierten, als auch in chondrogen induzierten
humanen MSZ fir mindestens 21 Tage mit einer Transduktionsef-
fizienz bis zu 87% erreicht werden [Frisch 2014b]. Es wurde fest-
gestellt, dass TGF-B-Expression uber rAAV stimuliert sowohl
proliferative, als auch anabole Aktivitdten von humanen MSZ in
undifferenzierten Schichtkulturen. In chondrogen induzierten
menschlichen MSZ, erhdht die Behandlung mit rAAV-TGF-B-

Vektoren das Niveau der Proliferation und verbessert das Diffe-
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renzierungspotential der Zellen [Frisch 2014b]. Es wurde eine ho-
here Expression von Proteogykanen, Aggrekan und Typ-II-
Kollagen in Anwesenheit von TGF-f3 bestatigt [Frisch 2014b]. Al-
lerdings ist bei der TGF-B-Therapie eine prazise Regulation des
Produktionsniveaus notwendig, um friihterminale Differenzierun-
gen und Verknécherungen zu vermeiden [Cucchiarini 2005, Frisch
2014b]. Hier kénnte neben der Verwendung einer niedriegeren
Vektor-Dosis von TGF-B eine Verabreichung von zusatzlichen
Faktoren helfen, wie z.B. FGF-2 und SOX9-
Transkriptionsfaktoren. [Cucchiarini 2011, Frisch 2014b]. Die FGF-
2-Uberexpression verringert die Mineralisierung und die Expressi-
on von osteogenen Markern wie die alkalische Phosphatase [Cuc-
chiarini 2011]. Beispielsweise reduzierte ein dualer rAAV-
vermittelter Gentransfer von TGF-B und SOX9 insbesondere in
den hdchsten Vektordosen das Niveau der Hypertrophie und der
vorzeitigen terminalen Differenzierung in humanen Knochen-
markaspiraten nach 21 Tagen bei gleichzeitiger effektiever Stimu-
lierung von Zellproliferation, Matrixsynthese und chondrogener Dif-

ferenzierung [Tao 2017].

Die kombinierte Uberexpression von humanem FGF-2 und SOX9

durch rAAV hat einen Potentialwert bei der Stimulierung der repa-

rativen Eigenschaften im menschlichen normalen und arthroti-
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schen Gelenkknorpel [Weimer 2007]. FGF-2 stimulierte die Zell-
proliferation von Chondrozyten und SOX9 forderte Typ-II-
Kollagen- und die Matrixsynthese [Weimer 2007]. In einer spate-
ren Studie [Cucchiarini 2009b] wurde gezeigt, dass die direkte
kombinierte Expression von zwei Kandidatenvektoren FGF-2 und
SOX9 in situ in menschlichen arthrotischen Knorpel gleichzeitig
die Chodrozytenprolipheration moduliert und den Verlust der Mat-
rixkomponenten kompensiert. Somit hat eine zusatzliche Expres-
sion von SOX9 die Produktion von Proteoglykanen und Typ-II-
Kollagen stimuliert und zur Regeneration von arthrotischem Knor-
pel beigetragen. Das Reparaturgewebe naherte sich an normales
Knorpelgewebe an, allerdings war dadurch noch kein normaler
Gelenkknorpel entstanden. Dabei waren rAAV starke Gentransfer-
faktoren, die die getrennte Expression von mehreren Genen
gleichzeitig in ihre Ziele erlaubten [Cucchiarini 2009b]. Die kombi-
nierte Anwendung verschiedener Faktoren kann also notwendig
sein zur weiteren Verbesserung der Chondrogenese und Gewe-
beheilung in Knorpelldsionen [Rey-Rico 2015]. In dieser Hinsicht
sind weitere Experimente mit Einsatz weiterer Kandidatenvektoren
erforderlich, um kombinierte Wirkungen von mehreren Genkandi-
daten auf die geschadigten Knorpelgewebe zu erforschen, um ein
normalen Gelenkknorpel wiederherzustellen, der seine urspringli-

che Funktionen vollstandig ausfihren kann.
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Zu derartigen Kandidatenvektoren gehéren neben den hier ver-
wendeten Faktoren auch das Parathormon-verwandte Peptid, die
knorpelmorphogenetische  Proteine, GDF-5, das Knorpel-
Retinsdure empfindlichen Protein, Mitglieder der Wnt (Wing-
less/Integrated, flugellos/integriert) und Hedgehog (lgel) Familien,
SOX5 und SOX6, Kernbindungsfaktor alpha-1 (CBFA-1), Knorpel-
homooprotein-1 (Cart-1) und die E-26-transformationsspezifische-
Familie (Ets) der Transkriptionsfaktoren [Cucchiarini und Madry

2005; Cucchiarini 2009Db].

Bei nichtviralen lipid-vermittelten Gentransferverfahren bei der
Transfektion von Chondrozyten zeigte sich eine Abnahme der Ex-
pression am Tag 14, sodass es 21 Tage nach der Transfektion
keine nachweisbare Aktivitdt vom (lacZ)-Vektor basierend auf der
X-Gal-Farbung gab [Madry 2000]. Die Expression von sowohl IGF-
[, als auch FGF-2 bei der Verwendung von Plasmid-Vektoren ver-
ringert sich schnell am 6. Tag, was fur nichtvirale Vektoren in der
Regel mit der Zeit charakteristisch ist [Shi 2010]. Ein rascher
Ruckgang der IGF-I-Expression wurde auch bei der Verwendung
von adenoviralen Vektoren berichtet [Mi 2000; Smith 2000;
Brower-Toland 2001]. Adenovirale IGF-I-Expression war promi-
nent am 4. und 8. Tag und zeigte sich im weiteren Verlauf rick-

gangig zum 28. Tag [Brower-Toland 2001].
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Gentransfer durch therapeutische rekombinante adeno-assoziierte
virale Vektoren ist ein Teil von vielfaltigen Anséatzen in der Repara-
tur von Gelenkknorpelschaden [Hemphill 2016]. Die Wiederher-
stellung von funktionstiichtigem Knorpelgewebe ist eins der unge-
l6sten Probleme der sogenannten funktionsgerichtete Gewebe-
ziuchtung [Johnstone 2013]. Neben der Gentransferbehandlung
mit verschiedenen Genkandidaten, allein oder kombiniert, ist das
Einsetzen von MSZ und verschiedenen Biomaterialien vielver-
sprechend in der Behandlung von Knorpeldefekten und osteo-
chondralen Verletzungen [Rey-Rico 2016]. Obwohl in den letzten
Jahren bedeutende Fortschritte gemacht wurden, macht es die
Komplexitat der Wiederherstellung von funktionsfahigem Knorpel-
gewebe unverzichtbar, dass ein multidisziplindrer Ansatz (die
Kombination von Gentransfertherapie, Stammzelltherapie und Bi-
omaterialien) entwickelt wird, um die Herausforderung der Ent-
wicklung des funktionellen Knorpelersatzes zu Uberwinden [Johns-
tone 2013; Orth 2014]. Es wurde kirzlich in einem translationalen
Tiermodell nachgewiesen, dass die Knochenmarkaspiratkonzen-
trat-verstarkte Mikrofrakturierung zu einer signifikant erhdhten De-
fektflllung, besseren strukturellen Parametern des Reparaturge-
webes und einer verbesserten Integration im Vergleich zur alleini-
gen Mikrofrakturierung fuhrt [Gao 2017; Madry 2017]. Andererseits

gehdren Gelenkknorpelverletzungen nicht zu lebensbedrohlichen
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Krankheiten. Deswegen werden weitere kontrollierte Studien zur
Erstellung sicherer und wirksamer Therapie dieser Erkrankungen

erforderlich sein [Orth 2014].

5.6. Schlussfolgerung und Perspektive

Ein rAAV-vermittelter hFGF-2-Gentransfer verbessert die struktu-
relle osteochondrale Reparatur nach 4 Monaten in vivo im adulden
Kaninchenmodell. In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass
der Gentransfer von humanem FGF-2 durch rAAV-Vektoren die
mitogene Fahigkeit der Chondrozyten im Reparaturgewebe bei os-

teochondralen Defekten in vivo (P = 0,049) signifikant verbessert.

Gentransfer von humanem FGF-2 durch rAAV-Vektoren verbes-
sert viele Parameter des neugebildeten Knorpelgewebes der os-
teochondralen Defekte in vivo. Vier Monate nach der Behandlung
mit rAAV-hFGF-2 wurde fir die histologischen Beurteilungspara-
meter ,Flllung des Defektes* (P < 0,030), ,Integration des Repa-
raturgewebes® (P < 0,030) und ,Zellulare Morphologie® (P < 0,030)
eine signifikante Verbesserung der Defekte beobachtet. Andere
Einzelparameter, wie Farbeintensitdt des Matrixgewebes, Archi-

tektur des Defektes, Architektur der Oberflache und Tidemark wa-
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ren zwar verbessert, aber erreichten keine statistische Signifikanz.
Die Einfiuhrung vom rAAV-hFGF-2-Gentransfer in den osteo-
chondralen Defekt beschleunigt die Knorpelreparatur. Es fand sich
kein signifikanter Unterschied bei der Reparatur des subchondra-
len Knochens durch rAAV-vermittelten Gentransfer von humanem
FGF-2. Der Gentransfer von humanem FGF-2 durch rAAV-
Vektoren verbessert den strukturellen Gesamtindex der osteo-
chondralen Reparatur in vivo. Die Gesamtbeurteilung der histolo-
gischen Einstufung war signifikant besser fur Defekte, die eine
rAAV-hFGF-2-Behandlung erhalten haben, im Vergleich zu den

Kontrolldefekten (P < 0,040).

Somit stellt die rAAV-vermittelte in situ-Uberexpression von huma-
nem FGF-2 einen innovativen experimentellen Ansatz zur Heilung
von osteochondralen Defekten dar. Derartige molekulare Thera-
pien koénnten in der Zukunft zu verbesserten rekonstruktiven Ver-
fahren fur die Behandlung fokaler Knorpelschaden in Orthopadie

und Unfallchirurgie fuhren.
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