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Die Heilung von langstreckigen Kno-
chendefekten, wie nach Tumorresektion,
Osteiitis oder Hochrasanztrauma ist wei-
terhin ein klinisches Problem. Die még-
lichen Therapieansitze sind mannigfal-
tig. Kleinere Defekte kdnnen mit autolo-
gen Material, welches meist aus dem Be-
ckenkamm gewonnen wird, wie Spongio-
sa oder kortikospongiose Spine, gefiillt
werden [1]. Die chirurgische Versorgung
groflerer Defekte bedarf vaskularisierter
Knochentransplantate, Allograftersatz
oder Segmenttransport [2, 3, 4]. All die-
se Prozeduren haben jedoch aufgrund ih-
res invasiven Charakters eine hohe Kom-
plikations- und Misserfolgsrate, charakte-
risiert durch eine lange Hospitalisations-
und Wiederherstellungszeit fiir den Pati-
enten.

Die Osteoporose stellt durch das erhch-
te Risiko eine Fraktur zu erleiden ein wei-
teres entscheidendes Problem in der Un-
fallchirurgie und Orthopddie dar. Jiingste
Studien im Tiermodell haben jedoch auch
gezeigt, dass die Heilung der osteoporoti-
schen Fraktur selbst durch die geringeren
biomechanischen Eigenschaften des Frak-
turkallus verzogert ablduft [s, 6, 7, 8]. Als
Ursachen hierfiir werden die geringeren
TGF-B-Spiegel wahrend der endochondra-
len Ossifikation im osteoporotischen Kno-
chen diskutiert [s, 9, 10, 11].
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Ex-vivo-Gentherapie mit
BMP4 bei kritischen Substanz-
defekten und Frakturen im
osteoporotischen Tiermodell

Nach der ersten Beschreibung der os-
teoinduktiven Kapazitit von deminerali-
sierter Knochenmatrix von Urist 1965 [12]
wurde der Einsatz der BMP bereits 1982
von der gleichen Arbeitsgruppe fiir die
Heilung von kritischen Substanzdefekten
im Rattenfemur eingesetzt [13]. Darauf fol-
gende Studien zeigten ebenfalls den erfolg-
reichen Einsatz der Proteine in der spina-
len Fusion, Implantatstabilisation und bei
Osteoporose [14, 15]. Die zellvermittelte Ex-
pression der BMP mittels Ex-vivo-Genthe-
rapie er6ffnet in der Therapie problemati-
scher Knochenldsionen, bei denen die na-
tiirliche biologische Regenerationspotenz
nicht zur funktionellen Heilung ausreicht,
neue Perspektiven.

In vorangegangenen Studien wurden
in Gentechnik modifizierte, mit dem
BMP-Gen implementierte Carrier-Zellen
bereits erfolgreich fiir die Knochenneubil-
dung entwickelt [16, 17,18, 19, 29, 21, 22, 23].
Die Effektivdosis des BMP ist dabei fiir die
Knochenbildung um ein Mehrfaches gerin-
ger als bei der traditionellen Einmalgabe.
Die Knochenmarkzellen erscheinen auf-
grund ihres osteogenen Charakters das ge-
eignete Transportmedium des Proteins fiir
die Knochenheilung zu sein [17, 24], was de-
ren erfolgreichen Einsatz in verschiedenen
Studien belegt [17, 25]. Es wurden jedoch
auch weitere Zellpopulationen fiir den Pro-

teintransport in der gentherapeutischen
Behandlung von Knochendefekten entwi-
ckelt. So wurden positive osteogene Effekte
auch bei der Verwendung von nichtosteo-
genen Carrier-Zellen, wie Skelettmuskelzel-
len [25, 26], Chondrozyten [25] und Fibro-
blasten der Haut [25, 27], beobachtet.

Gegeniiber der Gewinnung von Kno-
chenmarkzellen durch mehrfache Kno-
chenbiopsien stellt die Zellisolation aus
anderen Strukturen, wie Haut und Muskel,
ein weniger invasives klinisches Verfahren
dar. Fiir den moglichen klinischen Einsatz
ist die suffiziente Verfiigbarkeit, eine einfa-
che Isolation, die schnelle Expansion und
eine effektive Gentransduktion der Carri-
er-Zellen unbedingte Voraussetzung. Myo-
fibroblasten mit Expression des BMP4 er-
fillen diese Voraussetzungen und es wur-
den bereits in fritheren Studien ijhre osteo-
genen Eigenschaften im Mausmodell be-
wiesen [23, 28, 29].

Hypothesen

Die 1. Hypothese dieses Projekts ist, dass re-
troviral transduzierte Zellen muskuldren
Ursprungs mit einer ausreichenden BMP4-
Expression eine endochondrale Ossifikati-
on initialisieren und einen Knochendefekt
heilen kénnen. Die 2. Hypothese ist, dass

durch die zellvermittelte Applikation von
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Ex-vivo-Gentherapie mit BMP4 bei kritischen Substanzdefekten
und Frakturen im osteoporotischen Tiermodell

Zusammenfassung

Problematische Knochenldsionen wie Frak-
turen bei Osteoporose und Segmentdefek-
te besitzen eine verminderte biologische
Regenerationspotenz. Die zusatzliche Ap-
plikation von Wachstumsfaktoren in Verbin-
dung mit der Ex-vivo-Gentherapie kénnte
hierfiir eine mogliche Therapiemethode
darstellen.

Aus der Muskulatur von Ratten wur-
den Myofibroblasten isoliert und retrovi-
ral transduziert, um eine Expression von
,Bone-morphogenic-Protein 4“ (BMP4) zu
erreichen. Der Einfluss dieser Zellen auf die
Knochenneubildung wurde nach der loka-
len Anwendung in knéchernen Segment-

defekten sowie in Frakturen osteoporoti-
scher Knochen der Ratte untersucht.

Die Ex-vivo-Gentherapie isolierter Myo-
fibroblasten konnte durch die zellvermit-
telte Applikation von BMP4 kritische Sub-
stanzdefekte im Femur der Ratte nach
12 Wochen (iberbriicken und knéchern
Uiberbauen. Die Frakturheilung im osteopo-
rotischen Knochen zeigte 4 Wochen nach
Ex-vivo-Gentherapie eine vermehrte Kallus-
bildung gegeniiber Frakturen im osteopo-
rotischen Knochen ohne Therapie.

Die Ex-vivo-Gentherapie stellt eine viel-
versprechende Therapiemethode bei os-
teoporotischen Frakturen und Segment-

Treatment of critically sized defects and enhancement of fracture
healing in an osteoporotic animal model based on ex vivo gene

therapy using BMP4

Abstract

Fractures in osteoporotic bones or seg-
ment defects are problematic bone lesions
with a reduced biological capability of re-
generation. We tested the hypothesis that
cell-mediated ex vivo gene therapy to de-
liver BMP4 can heal critically sized defects
and improve bone healing in osteoporot-
icrats.

Primary muscle-derived cells were iso-
lated from the hindlimb muscle of rats and
retrovirally transduced to express bone
morphogenic protein 4 (BMP4). The bone
formation was evaluated following local
application of these cells in critically si-
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zed defects and in fractures of osteoporot-
ic bones.

Radiographic analysis revealed bridg-
ing callus formation in a critically sized de-
fect in all specimens using muscle-derived
cells expressing BMP4 at 12 weeks. The-
se findings were confirmed by histologi-
cal evaluation, which revealed callus bone
formation with good integration to the
distal and proximal bone. Following treat-
ment with muscle-derived cells expressing
BMP4, the bone healing process in the os-
teoporotic bone was improved to the level
similar to that of normal bone.

defekten dar. Geringere Komplikationen
(Pseudarthrosen, Repositionsverlust, Frag-
mentdislokation), kiirzere Hospitalisations-
zeiten sowie Verbesserung der Knochen-
qualitét stellen dabei wichtige klinische
Aspekte dar.

Schliisselworter
Ex-vivo-Gentherapie -
Bone-Morphogenic-Protein (BMP) -
Osteoporose - Frakturheilung -
Segmentdefekt

The ex vivo gene therapy could be a
promising tool for the treatment of osteo-
porotic fractures and critically sized de-
fects. The reduced number of complica-
tions (nonunions, loss of reduction, and
fragment dislocation), shortening of hos-
pitalization period, and improvement of
bone strength are decisive advocates for
this treatment option.

Abstract

Ex vivo gene therapy - Bone morphogenic
protein (BMP) - Osteoporosis -

Fracture healing - Segment defect




BMP4 die Knochenneubildung im osteo-
porotischen Knochen nach Osteotomie
verbessert werden kann.

Material und Methoden

Isolation von Myofibroblasten
aus dem Skelettmuskel

Aus dem Hinterldufen von Fischer 344
Ratten wurden Myofibroblasten (MFB)
isoliert und angeziichtet [30]. Nach einer
enzymatischen Schritt-fiir-Schritt-Dis-
soziation wurden die Zellen zusammen
mit einem Nahrmedium (bestehend aus
»Dulbecco’s modified Eagle’s medium®
(DMEM) mit 10% fetalen Kélberserum,
10% Pferdeserum, 5% Hithnerembryoex-
trakt und 1% Penizillin-Streptomycin) in
kollagenbeschichteten Kulturflaschen ein-
gebracht. Die nach 1 h dem Boden anhaf-
tenden Zellen wurden fiir die weiter Zell-
kultivierung und zur retroviralen Trans-
duktion verwendet.

Praparation des retroviralen
Vektors

Die virale Vektor-DNA wurde in einen re-
plikationsdefekten Virus entsprechend ei-
ner bereits beschriebenen Transfektionss-
trategie eingebaut [28]. Zur kurzen Erldu-
terung: GP-293-Zellen (BD Clontech®, Pa-
lo Alto/CA, USA) wurden mit dem Plas-
mid CLBMP4 mittels Kalzium-Phosphat-
Niederschlagstechnik mit pVSVG (BD
Clontech®, Palo Alto/CA, USA) co-trans-
fiziert. Der virale Vektor wird als ,,Retro-
BMP4“ bezeichnet (hergestellt durch: Dr.
Hairong Peng, ,,Growth and Development
Laboratory“ der University of Pittsburgh/
PA, USA).

Transduktion der Zellen
mit retroviralem Vektor

Die Zellen wurden bei einer Konfluenz
von 90-100% mit dem Retro-BMP4 am
Tag1 transduziert. Die Transduktion
wurde nach 12 und 24 h in gleicher Wei-
se wiederholt. Das gleiche Vorgehen, je-
doch mittels eines LacZ-transportieren-
den Retrovirus (Reportergen ohne Pro-
teinexpression), wurde fiir die Myofi-
broblasten der Vergleichsgruppe wieder-
holt. Die mit Retro-BMP4 transduzier-

ten Myofibroblasten werden folgend
als MFB-BMP4 und die mit Retro-LacZ
transduzierten Myofibroblasten als MFB-
LacZ bezeichnet.

Nachweis der alkalischen
Phosphatase

Etwa 800.000 retroviral transduzierte Zel-
len (Retro-BMP4) wurden pro Zellkam-
mer in einer 6-Well-Platte kultiviert. Nach
48 h wurde das Nahrmedium entfernt und
das Staining fiir alkalische Phosphatase
mittels Sigma AP kit 86-c” (Sigma-Aldrich
Corp., St. Louis/MO, USA) durchgefiihrt.

»Enzyme-linked immunosorbent
assay” (ELISA)

Die Bestimmung der BMP4-Konzentrati-
on im Nahrmedium nach Zellkultivierung
erfolgte mit dem Quantikine® Human
BMP-4 Immunoassay (R&D Systems®,
Minneapolis/MN, USA). Die Zellen (MFB-
BMP4) wurden entsprechend der oben be-
schriebenen Methode bis zu einer go%igen
Konfluenz kultiviert. Das Ndahrmedium
wurde nach 72 h gewechselt und gesam-
melt. Durch optische Dichtemessung wur-
de die BMP4-Konzentration ermittelt. Da-
raus wurde die BMP4-Expression pro 24 h
und 1 Mio. Zellen errechnet.

Tiermodelle

Alle beschriebenen Mafinahmen im Rah-
men der Tierversuche wurden zuvor vom
»Animal Care and Use Committee of the
Children’s Hospital of Pittsburgh“ begut-
achtet und befiirwortet.

Tiermodell - Segmentdefekt

An insgesamt 44 adulten ,Fischer 344“
Ratten wurde am rechten Femur eine Po-
lyethylenplatte (23X4x4 mm) mit jeweils
2 Pins bikortikal distal und proximal be-
festigt. Danach wurde ein 7-mm-Segment-
defekt in der mittleren Diaphyse geschaf-
fen. Die Einteilung in 3 verschiedene Grup-
pen erfolgte entsprechend des therapeuti-
schen Prozedere.

== Die Therapie der Segmentdefekte
in Gruppe 1 (MFB75-BMP4; n=14)
erfolgte mit jeweils 5 Mio. transdu-
zierten (Retro-BMP4) Myofibroblas-
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Abb. 1a-c > Rontgenaufnah-
men des Segmentdefekts
12 Wochen nach Therapie:
MFB-LacZ-Gruppe, bei
Implantation von Zellen
ohne BMP4-Expression
zeigt sich keine Knochenfor-
mation im Segmentdefekt
nach 12 Wochen. Die gerin-
gen BMP4-Konzentrationen
in der Gruppe MFB22-BMP4
waren nicht ausreichend
nach 12 Wochen radiolo-
gisch nachweisbaren

Kallus zu bilden. Nach

12 Wochen zeigt sich bei
der Verwendung der Zellen
mit hoher BMP4-Expression
eine vollstandige knocher-
ne Uberbriickung des Seg-
mentdefekts

MFB-22-BMP4 MFB-LacZ

MFB-75-BMP4
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Abb.2 > Relative Photoden-
sitometriewerte des neu ge-
bildeten Kallus im Segment-
defekt 4, 8 und 12 Wochen
postoperativ im Vergleich
zur gesunden Gegenseite
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ten (Expression von 75 ng BMP4 in
24 h/1 Mio. Zellen).

== Die Therapie der Segmentdefekte in
Gruppe 2 (MFB22-BMP4; n=20) er-
folgte mit jeweils 5 Mio. transduzier-
ten Myofibroblasten (Expression von
22 ng BMP4 in 24 h/1 Mio. Zellen).

== Die Gruppe 3 (MFB-LacZ; n=10)
diente als Kontrollgruppe, in welcher
die Therapie mit jeweils 5 Mio. Retro-
LacZ-transduzierten Myofibroblasten
erfolgte (ohne BMP4-Expression).

Die unterschiedliche Anzahl der Versuchs-
tiere in den einzelnen Gruppen war durch
eine limitierte Verfiigbarkeit einzelner Zell-
populationen zu Beginn der Studie hervor-
gerufen.
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4 Wochen

12 Wochen

p=0,01

95%
(sd=25)
B81%

I MFB-75-BMP4
[0 MFB-22-BMP4

Ml MFB-LacZ
8 Wochen

12 Wochen

Tiermodell - Osteotomiedefekt
in osteoporotischen Ratten
Die verwendeten 30 Fischer-344-Ratten
hatten ein Alter von 10 Wochen. Davon
wurden 20 entsprechend des beschriebe-
nen Osteoporosemodell der Ratte [31] beid-
seits ovariektomiert. Die verbleibenden 10
Ratten dienten als gesunde Kontrollgrup-
pe. Der Substanzverlust des Knochens wur-
de nach weiteren 3 Monaten anhand von
Mikro-CT-Untersuchungen der Spongiosa-
struktur des Tibiakopfes gemessen

Im Alter von 5 Monaten Die Befesti-
gung einer Polyethylenplatte (23X4x4 mm)
am rechten Hinterlauf erfolgte mit jeweils
2 Pins bikortikal anterolateral am Femur.
Nach Osteotomie der Diaphyse mit einem
1-mm-Schneidbohrer wurden die ovariek-
tomierten Ratten in 2 Gruppen eingeteilt.
In der osteoporotischen Kontrollgruppe

(OK; n=10) wurden jeweils 3 Mio. Retro-
LacZ-transduzierte Myofibroblasten im-
plantiert. Die osteoporotische Therapie-
gruppe (OT; n=10) wurde mit 3 Mio. Ret-
ro-BMP4-transduzierten Myofibroblas-
ten therapiert. Die nichtovariektomierten
Ratten dienten als vergleichende normale
Kontrollgruppe (NK; n=10), bei denen kei-
ne Zellimplantation erfolgte.

Auswertung des kritischen
Substanzdefekts

Rontgen und Photodensitometrie
Die radiologische Auswertung erfolgte an-
hand von planaren a.-p.-Rontgenaufnah-
men. Zur Quantifizierung des neu gebil-
deten kalzifizierten Kallus wurde die Pho-
todensitometrie des Kallus analysiert. Die
ermittelten Werte des neu gebildeten Kal-
lus wurden mit den Normalwerten der Ge-
genseite dividiert. Das Ergebnis stellt die
prozentuale photodensitometrische Kno-
chendichte des neu gebildeten Kallus im
Vergleich zu gesunden Gegenseite dar.

Histologie

Die Femura der Ratten wurden in situ exzi-
diert und weitestgehend vom Weichteilge-
webe freiprépariert und danach in 10%iger
neutral gepufferten Formaldehydlosung
fixiert. Die histologischen Schnitte von
4 um Dicke erfolgten in longitudinaler
Richtung entlang des Knochenmitte. Fiir
die Farbung wurde Hédmatoxilin/Eosin
(HE) sowie zur Beurteilung der Knorpel-
substanz Alzian-Blue verwendet.

Auswertung der Osteotomiezone

Mikro-Computertomographie
Die in Formaldehyd fixierten Spezimen
wurden in einen zylindrischen Probenhal-
ter eingebracht und wurden mittels eines
Mikro-CT-Scanners von proximal nach
distal eingescannt (u-CT40° Scanco Me-
dical, Bassersdorf, Schweiz).

Der Messvorgang erfolgte in einer Schicht-
dicke von 10,4 um. Das errechnete Knochen-
volumen (KV) reprisentiert den absoluten
Anteil neu geformten Knochens im gescann-
ten Areal (region of interest, ROI).



4 Wochen 12 Wochen

MFB-LacZ

MFB-22-BMP4

MFB-75-BMP4

Abb.3a—f A Histologische Aufarbeitung der Segmentdefekte 4 und 12 Wochen postoperativ

in den Therapiegruppen (HE-Farbung; Originalvergr. 40:1) MFB-LacZ-Gruppe: Der Segment-
defekt war nach 4 und 12 Wochen vollstiandig mit Narbengewebe ausgefiillt. Eine knécherne
Defektheilung blieb aus. MFB22-BMP4-Gruppe: Nach 4 und 12 Wochen haben sich vereinzel-
te Knochenlamellen ausgebildet, die jedoch zu keiner knéchernen Uberbriickung des Defek-
tes fithrten. MFB-75-BMP4 Gruppe: Nach 4 Wochen formten sich ungeordnete Knochenstruktu-
ren, die sich nach 12 Wochen in reguldren kortikalen Knochen umbildeten
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Abb.4 A Trabekuldre Knochenstruktur in der proximalen Tibia (a) in einer normalen 5 Monate
alten Fischer-344-Ratte und (b) in gleichaltrigen ovariektomierten Ratten

Auswertung der Spongiosastruktur
in der proximalen Tibia

Zur Evaluierung der Effektivitit der Ova-
riektomie (OVX) beziiglich der Ausbil-
dung einer osteoporosetypischen Kno-
chenstruktur wurden 7 Tibiaképfe von
normalen Ratten ohne OVX und 7 Tibia-
kopfe von OVX-Ratten im Mikro-CT ge-
scannt und ausgewertet. Eine Schichtdi-
cke von 16,6 ym wurde im Messvorgang
verwendet. Das totale Scanvolumen (TV)
und das KV wurde gemessen und zur
Kalkulation des Verhiltnis Knochenvolu-
men:Totalvolumen (KV/TV) verwendet.
Die Dichte der Trabekelkreuzungspunk-
te (Tb.K), die Trabekeldicke (Th.D) und
die Trabekelanzahl (Tb.A) wurde eben-
falls errechnet. Der Grad der Anisotro-
pie wurde als nichtparametrischer Wert
zur Beurteilung der dreidimensionalen
(3D-)Anordnung der Trabekel herange-
zogen [32].

Statistische Analyse

Die Tests wurden zweiseitig gepriift und
die Festlegung des Signifikanzniveaus er-
folgte auf p<o.05. Zur Evaluierung mog-
licher Unterschiede eines Merkmals zwi-
schen zwei unabhangigen Stichproben
wurde der Mann-Whitney-U-Test, oder
bei kleineren Stichproben der exakte Test
nach Fischer, verwendet. Die einfaktori-
elle ANOVA erfolgte beim Vergleich der
Mittelwerte von mehr als zwei unabhéngi-
gen Stichproben. Bei einem signifikanten
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Unterschied in diesem Globaltest diente
der post-hoc Test als Paarvergleich.

Ergebnisse
In-vitro-Ergebnisse

Die BMP4-Expression der retroviral trans-
duzierten Zellen wurden mittels ELISA er-
mittelt. Es resultierten Myofibroblasten
mit geringerer Proteinexpression von
22 ng BMP4/1 Mio. Zellen innerhalb von
24 h (MFB22-BMP4-Gruppe) und Myofi-
broblasten mit hoherer Proteinexpression
von 75 ng BMP4/1 Mio. Zellen innerhalb
von 24 h (MFB75-BMP4-Gruppe). Das
negative Staining der Myofibroblasten fiir
die alkalische Phosphatase nach Zugabe
von BMP4 weist darauf hin, dass eine os-
teogene Differenzierung der Myofibroblas-
ten in vivo nicht zu erwarten ist. Die Zel-
len fungieren somit lediglich als Transport-
mittel (Carrier) und Produktionsstitte fiir
das BMP4.

Knécherne Uberbriickung
des Segmentdefekts

Die Auswertung der Rontgenbilder zeig-
te, dass in der MFB75-BMP4-Gruppe be-
reits 4 Wochen postoperativ ein deutlicher
Briickenkallus im Bereich des Segmentde-
fekts vorhanden war. Am Ende des gesam-
ten Untersuchungsintervalls nach 12 Wo-
chen wiesen alle Segmentdefekte in die-
ser Gruppe einen deutlichen Briickenkal-
lus auf (@ Abb. 1¢). Die photodensitome-
trische Messung zu diesem Zeitpunkt er-

gab im Mittel eine 95%ige Knochendich-
te (SD=25) im neu gebildeten Kallus im
Vergleich zum gesunden Knochen der Ge-
genseite. Eine signifikante (p=0,01) Steige-
rung der Photodensitometrie wurde zwi-
schen der 4. und der 8. Woche gemessen
(B Abb. 2). Die rontgenologischen Unter-
suchungen in der MFB22-BMP4- und in
der MFB-LacZ-Gruppe ergab zu keinem
Untersuchungszeitpunkt den Hinweis auf
eine kndcherne Uberbriickung des Seg-
mentdefektes (s. @ Abb. 1a, b).

Die radiologischen Ergebnisse wurden
von den Ergebnissen der histologischen
Aufarbeitung zu den einzelnen Nachunter-
suchungszeitpunkten bestatigt (8 Abb. 3).
Bereits nach 4 Wochen wurde der Seg-
mentdefekt der MFB75-BMP4-Gruppe
von Knorpelgewebe und ungeordneten
Knochenstrukturen tiberbriickt. Die Um-
bildung in kortikalen Knochen mit dem
vollstindigen Verschwinden von Knorpel-
gewebe konnte in dieser Gruppe am Ende
des Follow-up 12 Wochen postoperativ be-
obachtet werden. Demgegentiber war ei-
ne nur geringe und sporadische Knochen-
bildung im Segmentdefekt zu beobach-
ten, wenn die Myofibroblasten mit gerin-
ger BMP4-Expression verwendet wurden
(MFB22-BMP4).

Nach 4 Wochen war die Ausbildung
von wenigen zarten Knochenlamellen
in vereinzelten Regionen zu sehen, wo-
bei Knorpelzellen nicht nachweisbar wa-
ren. Nur vereinzelte Knochenareale wa-
ren 12 Wochen postoperativ im Segment-
defekt zu finden. Eine Tendenz zur Uber-
briickung des Defekts lag nicht vor. Weder
Knorpel- noch Knochenformationen wur-
den in der Kontrollgruppe (MFB-LacZ)
zu allen Zeitpunkten beobachtet. Der Seg-
mentdefekt war zu jeder Zeit mit Narben-
gewebe ausgefiillt.

Frakturheilungim
osteoporotischen Knochen

Einfluss der Ovariektomie auf die
Knochenstruktur

Der trabekuldre Knochenanteil im Total-
volumen (KV/TV) war in der Gruppe der
ovariektomierten Ratten (OVX) signifi-
kant (p<o,01) geringer im Vergleich zu der
Gruppe ohne Ovariektomie (8 Abb. 4).
Alle weiteren histomorphometrischen Pa-
rameter der Knochenmikrostruktur wie



Tb.K., Tb.A und Tb.D zeigten signifikante
Veranderungen nach Ovariektomie im Ver-
gleich zur Kontrollgruppe ohne Ovariek-
tomie. Der Grad der Anisotropie (AI) war
in der OVX-Gruppe signifikant héher als
in der Normalgruppe. Alle gemessenen hi-
stomorphometrischen Merkmale zeigten
typische Verdnderungen des osteoporoti-
schen Umbaus 3 Monate nach Ovariekto-
mie.

Kallusbildung im
Osteotomiebereich

Das gemessene Knochenvolumen (KV)
kennzeichnet die Menge an neu gebilde-
ten Knochen im Bereich der Osteotomie-
zone (B Abb.5). Das mittlere KV, wel-
ches innerhalb der RIO 4 Wochen nach
Osteotomie gemessen wurde, war in der
NK-Gruppe mit 2,7 mm? (SD=1,3) signi-
fikant (p<o,05) grofier als das KV in der
OK-Gruppe mit 1,1 mm?(SD=0,5). Die Be-
rechnung des KV in der OT-Gruppe ergab
3,0 mm3 (SDd=1,0), was eine signifikante
(p<o,05) Steigerung des KV durch die Ex-
vivo-Gentherapie mit Retro-BMP4-trans-
duzierten Myofibroblasten bedeutete. Ein
Unterschied im KV zwischen der NK-
und der OT-Gruppe konnte dabei nicht
festgestellt werden (p=0,95). Es wurde ei-
ne signifikante Verringerung des neu gebil-
deten Knochenvolumens im osteoporoti-
schen Knochen nach Osteotomie gemes-
sen, was durch die Ex-vivo-Gentherapie
soweit gesteigert werden konnte, dass zwi-
schen osteoporotischen Knochen und nor-
malen Knochen keine signifikanten Unter-
schiede in der Menge der Knochenneubil-
dung vorhanden waren.

Diskussion

Myofibroblasten sind nach retroviraler
Transduktion mit Retro-BMP4 in der La-
ge Segmentdefekte langer Rohrenknochen
in der Ratte kndchern zu tiberbriicken
und zu heilen. Weiterhin wurde gezeigt,
dass die Knochenheilung bei osteoporoti-
schen Ratten nach Osteotomie gegeniiber
normalen Ratten durch eine verminderte
Kallusbildung gekennzeichnet ist. Die loka-
le Anwendung von retroviral transduzier-
ten Myofibroblasten (mit BMP4-Expressi-
on) konnte zu einer deutlichen Verbesse-
rung der Kallusformation bei diesen Tie-
ren fithren.

Abb.5 » 3D-Rekonstruk-
tion der Osteotomiezone
4 Wochen nach Therapie
(braun dargestellte Are-
ale stellen den neu gebil-
deten Kallus 4 Wochen
nach Osteotomie dar;

NK Normalgruppe oh-

ne Therapie, OK osteopo-
rotischer Knochen ohne
BMP4-Therapie, OT osteo-
porotischer Knochen mit
BMP4-Therapie)

Seit dem Erscheinen des Schliisselarti-
kels von Urist im Jahr 1965 [12], welcher
die Existenz osteoinduktiver Stoffe in de-
mineralisierter Knochenmatrix beschreibt,
haben eine Vielzahl von Autoren bei der
Untersuchung von Zusammenhéngen zwi-
schen der BMP-Dosis und der Knochenbil-
dung festgestellt, dass die Erhéhung von
BMP in einer vermehrten und beschleu-
nigten Knochenbildung resultiert [33, 34,
35). Die Ergebnisse der Studien haben ge-
zeigt, dass die Knochenbildung in vivo ei-
ne Abhingigkeit gegeniiber der BMP-Do-
sierung aufweist, und dass eine Minimal-
konzentration der BMP vorhanden sein
muss, um eine therapierelevante Knochen-
bildung zu erreichen. Demgegeniiber sind
die Proteinkonzentrationen wie sie bei der
Ex-vivo-Gentherapie notwendig sind, um
ein tausendfaches geringer als bei der tra-
ditionellen Proteinapplikation.

In einer Studie von Lieberman et al.
[17] wurde die erfolgreiche knécherne Hei-
lung eines kritischen Defekts im Femur-

knochen der Ratte durch indirekte zell-
vermittelte Gentherapie erreicht. Als Ver-
gleichsgruppen dienten Knochendefekte,
welche mit einer Proteinmenge von 20 {g
BMP2 bestiickt wurden. Eine Gruppe oh-
ne BMP2-Therapie diente als Vergleichs-
gruppe. Die histomorphometrische Analy-
se ergab bei der zellvermittelten Applikati-
on des BMP2 eine robusteres Raster in der
Knochenformation gegeniiber der Grup-
pe mit einfacher Proteinapplikation. Als
Ursache hierfiir wird die kontinuierliche
und physiologische Freisetzung des thera-
peutischen Proteins durch die Carrier-Zel-
len diskutiert. Diese kriftigere osteogene
Reaktion ist wahrscheinlich auf autokrine
Kreisldufe zuriickzufithren, welche dabei
eine bedeutende Rolle spielen [36]. Im vor-
gestellten Versuchsablauf konnten Myofi-
broblasten retroviral so transduziert wer-
den, dass diese in der Lage waren BMP4
Zu exprimieren.

Die unterschiedliche Dosis der BMP4-
Expression zwischen der MFB22-BMP4-
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und der MFB75-BMP4-Gruppe kénnte
mit den unterschiedlichen Eigenschaften
der verwendeten Myofibroblasten erklart
werden. Fiir die Zellkultivierung in bei-
den Therapiegruppen wurden verschiede-
ne Spendertiere unterschiedlichen Alters
verwendet. Da die Teilungsrate der Zel-
len einen entscheidenden Einfluss auf
die Transduktionsrate durch den Retro-
virus hat, konnte z. B. eine langsamere
Wachstumsgeschwindigkeit der Zellen in
vitro zu einer geringeren Expression des
BMP4 gefiihrt haben. Die zellvermittelte
Applikation einer suffizienten BMP4-Do-
sis (MFB75-BMP4) fiihrte in der vorge-
stellten Studie zu einer ausreichenden Kal-
lusbildung im Segmentdefekt und fiihrte
zur Heilung eines kritischen Substanzde-
fekts. Dieser neu gebildete Knochen hatte
12 Wochen postoperativ histomorphome-
trisch eine vergleichbare Charakteristik
wie die normale kortikale Knochenstruk-
tur. Die photodensitometrischen Werte im
Rontgen ergaben ebenfalls eine hohe Kno-
chendichte, die eine Heilung des Segment-
defekts belegte.

Der negative Nachweis der Alkalischen
Phosphatase in den Myofibroblasten unter
BMP4-Einfluss konnte zeigen, dass eine os-
teogene Eigenschaft dieser Zellen nicht vor-
liegt. Eine osteogene Differenzierung der
Myofibroblasten in vivo ist somit unwahr-
scheinlich. Dies weist darauf hin, dass die
Myofibroblasten nur als Carrier fiir das
BMP4 fungieren und selbst nicht an der
Kallusbildung teilnehmen. Die zelluldre
Komponente der endochondralen Ossifi-
kation muss somit durch undifferenzierte
Stammzellen oder osteogene Vorlduferzel-
len im Defektgebiet selbst erfolgen. Diese
mehrschrittige und sequentielle Kaskade
wird durch Chemotaxis, Mitose und Dif-
ferenzierung zu hypertrophen Chondro-
zyten und Knochen charakterisiert [37].
Die Ergebnisse der vorgestellten Studie ha-
ben gezeigt, dass mit einer ausreichenden
BMP4-Konzentration im Knochendefekt
diese Kaskade gestartet werden kann, und
ein vollstindiger Umbau des Kallus in kor-
tikalen Knochen moglich ist.

Die Verwendung der Myofibroblasten
mit Expression des BMP4 fiihrte bei Seg-
mentdefekten im Femur der Ratte zu ei-
ner knéchernen Uberbriickung. Knocher-
ne Segmentdefekte sind jedoch nur selte-
ne Komplikationen nach Hochrasanztrau-
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men, Tumorresektionen oder Infektionen.
Demgegeniiber spielt die Problematik der
Therapie osteoporotischer Frakturen eine
immer grofiere Rolle im klinischen Alltag
des Unfallchirurgen. Untersuchungen im
osteoporotischen Knochen ovariektomier-
ter Ratten haben bewiesen, dass die Imba-
lance zwischen Knochenresorption und
Knochenbildung nicht nur Einfluss auf
die intakte Knochenstruktur mit einem
folglich erhohten Frakturrisiko hat, son-
dern auch die Frakturheilung beeintrach-
tigt [5, 6, 7 38]. Dies zeigt sich einmal in ei-
ner verringerten biomechanischen Stabili-
tat des geheilten Knochens [s, 6, 7], in ei-
ner verringerten Kallusgrofle [5] sowie in
einer verldngerten osteochondralen Ossi-
fikation mit vermehrten Knochenumbau
[5] insbesondere in der frithen Heilungs-
phase 3-4 Wochen nach Fraktur.

Basierend auf der Definition von Wess-
ler kann das ovariektomierte Tiermodell
der Ratte fiir einen postmenopausalen
Knochenverlust definiert werden, dessen
Charakteristik dem des Knochenverlusts
in postmenopausalen Frauen gleicht [31].
Die reduzierte systemische Ostrogenkon-
zentration ist die einzige wichtige Ursache
weshalb postmenopausale Frauen ein gro-
eres Risiko des Knochenverlusts besitzen
als primenopausale Frauen.

Das 1. Tiermodell fiir einen postmeno-
pausalen Knochenverlust wurde von Sa-
ville [39] beschrieben. Er konnte zeigen,
dass die ovariektomierten Ratten einen ge-
ringeren relativen Knochen-Kalzium-Ge-
halt aufwiesen als die Kontrolltiere. Diese
Ergebnisse wurden in mehreren Folgear-
beiten bestitigt [38, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46,
47]. Die Wahl des Alters in dem die Ova-
riektomie erfolgen soll, wurde von den Au-
toren zwischen 3 Wochen [39] und 2 Jah-
ren [48] gewihlt.

Die histomorphometrische Analyse
der proximalen Tibia wurde zur Evaluie-
rung der Veridnderungen der spongiosen
Knochenstruktur nach Ovariektomie im
reifen Rattenmodell bei einer Studie von
Wronski et al. [38] herangezogen. Diese
Studie hat gezeigt, dass in der Kontroll-
gruppe mit Ratten ohne Ovariektomie
das Volumen im spongiésen Knochen
fiir ungefahr 6 Monate nahezu konstant
ist. Demgegeniiber hatte die ovariekto-
mierten Ratten einen dramatischen Ver-
lust der Knochenmasse in der proxima-

len Tibia. Die Charakteristik des Knochen-
verlusts in der Ratte ist in vielen Aspek-
ten denen des frithen Knochenverlusts
bei postmenopausalen Frauen gleich [38,
40]. Der Anstieg im Knochenumbau mit
einer zunehmenden Knochenresorption
ist sowohl fiir ovariektomierte Ratten als
auch fiir postmenopausale Frauen typisch
[49]. Das reife ovariektomierte Rattenmo-
dell ist einfach und reproduzierbar in der
Umsetzung und zeigt die typischen cha-
rakteristischen Merkmale des menschli-
chen Individuums.

Wheeler et al. [50] zeigten in ihren Er-
gebnissen, dass der Frakturkallus bei nor-
malen Ratten in der frithen Frakturhei-
lung geringfiigig bessere biomechanische
Eigenschaften aufweist als bei ovariekto-
mierten Tieren. Ein signifikanter Unter-
schied konnte jedoch nicht gefunden wer-
den. Eine histomorphometrische Analy-
se erfolgte in dieser Studie nicht. Demge-
geniiber beschrieben Namkung-Matthai
et al. [5] verminderte biomechanische Ei-
genschaften in den ovariektomierten Rat-
ten 21 Tage nach Fraktur. Eine verminder-
te Frakturheilung im osteoporotischen
Knochen wurde ebenfalls in der Studie
von Walsh et al. [6] sowohl in der biome-
chanischen Priifung als auch in der histo-
logischen Analyse nachgewiesen. Die Er-
gebnisse dieser Studie konnten in der Mi-
kro-CT-Auswertung eine verringerte Kal-
lusbildung im osteoporotischen Knochen
4 Wochen postoperativ zeigen. In der Stu-
die von Namkung-Matthai et al. [5] wur-
de die Kallusbildung nach Fraktur im os-
teoporotischen Knochen histomorphome-
trisch und histodynamisch beurteilt. Zu
der verminderten Mineraldichte im neu
geformten Kallus korrelierte gleichzeitig
eine verringerte biomechanische Charak-
teristik.

Als Ursache fiir die verzogerte Kallusbil-
dung im osteoporotischen Knochen wird
die verringerte Konzentration von TGF-
beta im osteoporotischen Knochen disku-
tiert [5, 9, 10, 11]. So war im kortikalen und
spongidsen Knochen die Rate des Kno-
chenumbaus sowohl bei der Alterung als
auch in der Menopause mit einer Vermin-
derung des TGF-B-Spiegels vergesellschaf-
tet [9]. Eine Vermehrung von undifferen-
zierten mesenchymalen Gewebe und die
Ausbildung diinnerer trabekuldrer Struktu-
ren im Frakturgebiet des osteoporotischen



Knochens fanden Walsh et al. [6] 10 Tage
postoperativ; 3 Wochen nach Fraktur wie-
sen Namkung-Matthai et al. [5] eine Ver-
z6gerung der Zelldifferenzierung des Frak-
turkallus in ovariektomierten Ratten nach,
wobei Walsh et al. [6] ein gleiches Ergeb-
nis nach 4 Wochen zeigen konnte. Die
Existenz von Chondrozyten im Fraktur-
gebiet wurde in beiden Studien zu diesen
Zeitpunkten ebenfalls beschrieben.

Auf der Grundlage der bereits gewon-
nenen Erkenntnisse, aus dem 1. Teil der
présentierten Arbeit und anderen Studi-
en, sollte die Verbesserung der Knochen-
heilung im osteoporotischen Knochen
durch eine zusitzliche lokale Therapie
mit BMP4 untersucht werden. Durch die
zellvermittelte Expression des BMP4 war
eine kontinuierliche Proteinsekretion ge-
wihrleistet. Es konnte nachgewiesen wer-
den, dass verminderte Knochenregenera-
tion im osteoporotischen Knochen durch
die Ex-vivo-Gentherapie verbessert wer-
den konnte.

Die Ergebnisse aus dieser Studie haben
die vorhandenen Kenntnisse iiber Verin-
derungen in der Knochenstruktur in ova-
riektomierten Ratten bestitigt. Die ver-
zogerte Knochenheilung des osteoporo-
tischen Knochens in der Frithphase ist
durch eine verminderte Kallusbildung
im Regenerationsgebiet charakterisiert.
Dieses lasst sich auf eine verzogerte en-
dochondrale Ossifikation zuriickfiihren,
welche sich am ehesten durch eine ver-
minderte Konzentration von knochenspe-
zifischen Wachstumshormonen im osteo-
porotischen Knochen erkléren lasst. Die
addquate Substitution von BMP4 durch
die Ex-vivo-Gentherapie vermag die en-
dochondrale Ossifikation im osteoporoti-
schen Knochen so zu verbessern, dass die
Quantitit des Kallus vergleichbar mit der
im normalen Knochen ist.

Trotz der vielversprechenden Resulta-
te in dieser Studie und in der Literatur ist
eine kritische Betrachtung der Genthera-
pie unumginglich. Die Auswirkungen auf
den menschlichen Korper durch verinder-
tes Genmaterial sowie durch die Verwen-
dung einer viralen Transfektionsmethode
konnen nicht sicher vorausgesagt werden.
So fithrten bereits erste klinische Anwen-
dungen der Gentherapie in einer Phase-
I-Studie zum Tode zweier Patienten. Die
Wissenschaftler haben eine enorme ethi-

sche Verantwortung gegeniiber den Patien-
ten beziiglich der Umsetzung neuer The-
rapieverfahren. Die leichtsinnige Handha-
bung und voreilige klinische Anwendung
kénnen zu tragischen Ergebnissen sowie
zu einem Riickschritt in der wissenschaft-
lichen Entwicklung fithren.

Fazit fiir die Praxis

Die Applikation von Wachstumsfaktoren
zur Verbesserung der Knochenheilung

ist fiir ein gezieltes Indikationsspektrum
seit kurzer Zeit fiir die klinische Anwen-
dung zugelassen. Die komplizierte Hand-
habung der Suspension, die kurze Halb-
wertszeit des Proteins in vivo sowie die ho-
hen Herstellungskosten stellen jedoch ent-
scheidende Limitationen fiir die standardi-
sierte Umsetzung im klinischen Alltag dar.
Die zellvermittelte Applikation von
Wachstumshormonen durch die Ex-vi-
vo-Gentherapie konnte eine Alternati-

ve zur einfachen Proteingabe in der Zu-
kunft darstellen. Derzeit ist jedoch die kli-
nische Anwendung der Gentherapie auf-
grund der noch unklaren biologischen
Wirkungsmechanismen in vivo nicht zu
vertreten. Die 2 ungeklarten Todesfal-
lein jiingster Vergangenheit haben ge-
zeigt, dass die Folgen der viralen Genma-
nipulation nicht abzuschatzen sind. Ei-

ne Auswirkung der Gentherapie auf den
menschlichen Organismus kann weder
mittelbar noch unmittelbar sicher voraus-
gesagt werden. Somit bleibt abzuwarten,
ob durch weitergehende wissenschaftli-
che Untersuchungen diese Technik die
notwendige Sicherheit und Effektivitat er-
bringen kann, dass eine Anwendung im
klinischen Alltag maglich ist.
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