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I. EINLEITUNG

Verletzungen im Bereich von Sehnen und Béndern stellen haufige orthopadische Probleme
fir Tiere und Menschen dar, ganz besonders fir Sportler [1]. Interessanterweise sind einige
Sehnen speziesabhdngig h&ufiger betroffen als andere. So werden Tendinopathien der
Achillessehne sowie der Rotatorenmanschette beispielsweise hdufig beim Menschen
diagnostiziert [2-6]. Die Inzidenz von Achillessehnenverletzungen sollen in den letzten 20 bis
30 Jahren deutlich angestiegen sein. Lantto et al. berichten von einem vermehrten Auftreten
von Achillessehnenrupturen in Finnland: 1979 lag die Anzahl der Neuerkrankungen bei
2,1/100.000 Einwohner und stieg auf 21,5/100.000 Einwohner im Jahre 2011 an [7]. Des
Weiteren wurde 2009 in der niederldndischen erwachsenen Bevoélkerung eine Inzidenz von
2,35/1.000 erhoben, in welcher Patienten an Tendinopathien im mittleren Bereich der

Achillessehne erkrankten [4].

Typische Verletzungen im Bereich der Sehnen und Bénder bei Tieren kdnnen beispielsweise
bei Sportpferden haufig vorkommende Entziindungen der oberflachlichen oder tiefen
Beugesehnen sein [8-11]. In der japanischen Rennpferdepopulation soll fir Pferde mit
Entziindungen der oberflachlichen Beugesehne der VVorhand 1999 eine Prévalenz von 11%
vorgeherrscht haben [9]. Die Untersuchung von Pinchbeck et al. tber die Haufigkeit von
Sehnenverletzungen im Rennsport ergab ein Vorkommen von 6,9 Verletzungen/1.000 Starts
in GroRbritannien im Jahre 2004 [10]. Ely et al. hingegen berichten in einer aktuelleren Studie
von einer deutlich hoheren Inzidenz von 16,1 Verletzungen/1.000 Starts im Jahre 2009. Die
Pferde zogen sich die Verletzungen dabei deutlich haufiger wéhrend des Rennens
(42,5/100Pferde je Monat) als im Training zu (1,9/100 Pferde je Monat) [12]. Sehnen- und
Banderverletzungen werden als einer der haufigsten Griinde fiir das Ausscheiden von Pferden
aus dem Sport angesehen [13-15]. Beim Hund werden dagegen oftmals Kreuzbandrupturen
diagnostiziert, wobei in den meisten Féllen das kraniale Kreuzband betroffen ist [16].
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I. EINLEITUNG

Die Auspragung und Erscheinung von Sehnenschéadigungen kénnen sehr unterschiedlich sein:
Sie reichen von akuten Rupturen bis zu chronischen Tendinopathien [2]. Die Ursachen sind
vielfaltig, und die pradisponierenden Faktoren sind fur Menschen wie Tiere &hnlich.
Risikofaktoren werden in extrinsische und intrinsische Faktoren unterteilt. Extrinsische
Risikofaktoren werden in der Regel mit korperlicher Aktivitat in Verbindung gebracht. Dabei
kann es sich beispielsweise um maximale, die Zugbelastbarkeit der Sehne uberschreitende
Belastungen handeln, oder aber um eine wiederholte Uberbelastung durch Training mit sehr
hoher Intensitat oder fehlerhafter Ausfiihrung [17]. Es wird vermutet, dass der individuelle
Trainingszustand dabei eine wichtige Rolle spielt, weil ermiidete Muskeln weniger Energie
absorbieren koénnen und eine Ubermélige Zugbelastung daher schlechter abgefangen wird
[17]. Uberbelastungen von Bandern und Sehnen konnen auRerdem durch anatomische
Stellungsanomalien bedingt sein, weil durch Achsenabweichungen vermehrte und schrége
Zugbelastungen auf Sehnen und Bander ausgeiibt werden konnen [18, 19]. Des Weiteren
werden Umgebungsfaktoren wie die Bodenbeschaffenheit des Geldufs, aber auch Art und
Qualitat des Beschlags bei Pferden sowie des Schuhwerks bei Menschen als
ausschlaggebende duflere Elemente angesehen. Es wird aulRerdem angenommen, dass die
Anwendung von Kortikosteroiden oder Fluorchinolonen (besonders Ciprofloxacin) zu
Strukturverdnderungen im  Sehnengewebe und zu einer Verschlechterung der

biomechanischen Eigenschaften fiihren kann [20-22].

Im Gegensatz zu den &uReren Einflussfaktoren werden Alter, Geschlecht, Gewicht, Genetik
oder auch verschiedene endokrinologische Vorerkrankungen als intrinsische Komponenten
angesehen [2, 23-26]. Es konnte bereits bei Pferden sowie bei Menschen gezeigt werden, dass
das Risiko einer Verletzung im Bereich der Sehnen mit zunehmendem Alter und
Korpergewicht ansteigt [9, 27-29]. AuRerdem sollen ménnliche Individuen h&ufiger betroffen

sein [1, 9, 28, 30]. Rupturen des kranialen Kreuzbandes beim Hund sollen vermehrt bei



I. EINLEITUNG

bestimmten Hunderassen auftreten, weswegen maoglicherweise von einem genetischen

Ursprung auszugehen ist [31].

Waéhrend extrinsische Faktoren bei akuten Verletzungen den gréReren Einfluss haben sollen,
konnte der Einfluss der intrinsischen Faktoren bei chronischen Prozessen Uberwiegen [32].
Wabhrscheinlich ist jedoch, dass in den meisten Féllen beide Mechanismen beteiligt sind [33].
Haufig fihrt eine vorherige, moglicherweise auch chronische Schadigung durch Uber-
belastung oder degenerative Prozesse zu einer akuten Verletzung oder sogar zur Ruptur von
Sehnen oder Béandern [34]. Die Entstehung sowie die mdglichen Ursachen von degenerativen
Prozessen sind bisher jedoch noch nicht vollstandig geklart. Neben dem Einfluss von
inflammatorisch wirkenden Mediatoren [35] wurde auch ein verandertes Expressionsmuster
von kollagenabbauenden Enzymen, den sogenannten Matrix-Metalloproteinasen (MMP), als
maoglicher Pathomechanismus diskutiert [36, 37]. Eine andere Erklarung konnte eine
Uberhitzung im zentralen Bereich der Sehne sein. Es wurde bereits von Temperaturanstiegen
auf bis zu 45°C im zentralen Bereich der tiefen Beugesehne bei Pferden wahrend der
Galopparbeit berichtet [38]. Man nimmt an, dass wiederholt auftretende lokale Hyperthermie
im Bereich der Sehnen moglicherweise zu einem veranderten Zellmetabolismus fihrt und so
auch die Synthese und Organisation von Matrixkomponenten beeinflusst werden kénnte [39].
Eine gute Durchblutung soll Gblicherweise einer Uberhitzung entgegenwirken. Da Sehnen
jedoch eine relativ schlechte GefalRversorgung besitzen, konnte dies mdglicherweise eine
Schlisselrolle spielen [38]. Bei hoher Zugbelastung soll es in einigen Bereichen der Sehne
durch die schlechte Vaskularisierung zu hypoxischen Zustdnden kommen, so dass bei
nachfolgender Reperfusion oxidativer Stress durch Bildung freier Sauerstoffradikale
entstehen kann [40]. Neben degenerativ wirkenden Prozessen wird auch ein fehlgeschlagener

Heilungsversuch nach Verletzung als mdgliche Pathogenese von Tendinopathien diskutiert
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[41, 42]. Vermutlich handelt es sich bei der Entstehung von Tendinopathien um ein

hochkomplexes Geschehen, bei welchem verschiedenste Faktoren Einfluss nehmen.

Das natirliche Heilungspotenzial von Sehnengewebe ist durch geringe Zelldichte, durftige
Vaskularisation und niedrige metabolische Aktivitat, verglichen mit anderen Binde- und
Stlitzgeweben, eher gering [32, 43-45]. Der Sauerstoffverbrauch in Sehnen ist beispielsweise
7,5-fach geringer als in Skelettmuskeln [46]. Der Heilungsprozess erfolgt daher sehr langsam

[2, 33, 43]; gewdhnlich dauert er Monate oder, je nach AusmalR, sogar Jahre.

Die Heilung von Sehnengewebe &hnelt der Wundheilung in anderen Geweben [47] und kann
in verschiedene aufeinanderfolgende, aber auch ineinander bergehende Phasen eingeteilt
werden [48]. Wahrend eines akuten Traumas kommt es gewohnlich zur Schadigung oder
ZerreilRung von Sehnenfasern und Blutgefafien, so dass zundchst ein Hamatom entsteht. Die
am Hamatom beteiligten Thrombozyten setzen dann verschiedene vasoaktive und
chemotaktisch  wirkende Zytokine (u.a. verschiedene Wachstumsfaktoren) frei
(hamorrhagische Phase). Durch chemotaktische Reize angelockt wandern Leukozyten, im
Speziellen Makrophagen und neutrophile Granulozyten, in das verletzte Areal ein und
beginnen tote Zellen und nekrotisches Material durch Phagozytose abzurdumen. Auf3erdem
setzen sie eine weitere Mischung von Zytokinen frei. Angiogenese fordernde Faktoren
stimulieren dabei die Gefal3neubildung bzw. Einsprossung von GefaRen in das Wundareal
(inflammatorische Phase). Es folgt die Invasion und Proliferation von Fibroblasten, welche
entweder aus dem Endo- und Epitenon (intrinsische Zellen) oder aber aus der Sehnenscheide,
umgebenden Faszien oder subkutanem Gewebe (extrinsische Zellen) einwandern [33, 49]. Es
wird vermutet, dass gewohnlich beide Fraktionen beteiligt sind, welche jedoch Gberwiegt, soll
von Ausmal und Lokalisation der Verletzung abhéngig sein [33, 50]. Des Weiteren wird die
Synthese von Extrazellularsubstanz stimuliert, wobei vermehrt Kollagen Typ 111 gebildet wird

(proliferative Phase) [51]. Diese Vorgange lassen Granulationsgewebe entstehen, welches in
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der letzten Phase weiteren Umbauvorgangen unterzogen wird (remodeling phase). Die
Kollagensynthese wird von Typ Il auf Typ | umgestellt, Sehnenfasern richten sich vermehrt
entlang der Sehnenldngsachse aus und werden quervernetzt, schlieflich bekommen

Tenoblasten eine langlichere Form und differenzieren sich in Tenozyten [52].

Das wahrend des Heilungsprozesses entstandene narbenahnliche Gewebe verbleibt allerdings
uber Monate hyperzellulér, und der Anteil an Kollagen Typ 111 ist wesentlich hoher (20-30%
der Sehnen-Trockenmasse) als in gesundem Sehnengewebe (1-3% der Sehnen-Trockenmasse)
[53-55]. Kollagen Typ Il wird weniger stark quervernetzt und bildet dunnere Kollagen-
fibrillen verglichen mit Kollagen Typ | [56], welches der anteilig am starksten vertretene
Kollagentyp in intakten Sehnen ist (65-80% der Sehnen Trockenmasse) [57]. Dies soll zu
einer Verschlechterung der urspriinglichen Zugfestigkeit und Elastizitdt von bis zu 30%
fuhren [58]. Der ,,Heilungsprozess* von Sehnengewebe fiihrt daher gewohnlich nur zu einer
Reparation und nicht zu einer Regeneration des Gewebes. Es wird meist keine volle
Funktionstlichtigkeit erlangt [32, 59] und das Risiko einer nachfolgenden Verletzung oder

sogar einer Ruptur ist stark erhoht [47].

Neben der chirurgischen Versorgung, welche vorwiegend bei Sehnen- und Bandrupturen zum
Einsatz kommt, gibt es zahlreiche konservative Behandlungsmdglichkeiten. In Fallen akuter
Verletzungen werden neben dem Kihlen, das Anlegen von Verbanden und die Schonung des
betroffenen Korperteils, gefolgt von kontrollierter, langsam steigernder Belastung, als
konservative Therapie hdufig angewendet. Zur Schmerzlinderung werden auflerdem nicht-
steroidale Antiphlogistika eingesetzt. Auch physikalische Methoden wie elektromagnetische
Stimulation und StoRBwellentherapie werden angeboten [60, 61]. Des Weiteren kdnnen
verschiedenste Substanzen in geschadigte Areale der Sehne appliziert werden, wie
beispielsweise Kortikosteroide, dessen Anwendung jedoch stark umstritten ist [20, 62], aber

auch Hyaluronsdure [63, 64] oder Glykosaminoglykane [65], welche Komponenten der
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extrazellularen Matrix in Sehnen sind. AuBerdem sind unterschiedliche auf Stammzellen [66-
68] oder Wachstumsfaktoren basierende Methoden beschrieben [69-72]. Bei allen
Behandlungsmaglichkeiten ist darauf zu achten, dass Sehnen wahrend des Heilungsverlaufs
nicht vollstdndig immobilisiert werden, da eine vorsichtige und geringe Belastung der

Bildung von Adhéasionen mit dem umgebenden Gewebe vorbeugen soll [33].

Die Annahme, dass Wachstumsfaktoren und Zytokine wahrend der Wundheilung durch
stimulierende Effekte auf Zellproliferation und —differenzierung sowie auf die Bildung von
Extrazellularsubstanz eine Schlisselrolle spielen [48, 73, 74] und dadurch moglicherweise die
Vorgdnge waéhrend des Heilungsverlaufs stérker in Richtung Regeneration anstelle der
Reparation lenken konnten, fiihrten zu einem bemerkenswerten Forschungsinteresse in der
auf Wachstumsfaktoren basierenden Therapie. Viele verschiedene ex vivo und in vivo
Experimente, wie beispielsweise verbesserte Achillessehnenheilung im Rattenmodel nach
BMP-12 Gentransfer [75] oder der positive Einfluss von plattchenreichem Plasma auf
Lasionen in der oberflachlichen Beugesehne bei Pferden [76] konnten bereits (iberzeugende
Ergebnisse liefern. Des Weiteren wurden BMP-7, IGF, PDGFb oder bFGF, um nur einige zu
nennen, als mégliche Kandidaten diskutiert. Da die Anwendung von rekombinanten Proteinen
durch das Risiko einer unerwinschten Immunantwort limitiert ist, konzentrierte sich ein
Grof3teil der auf Wachstumsfaktoren basierenden Forschung auf DNA Gentransfer [75, 77-
79]. Das Einbringen von DNA in den Kern von Zellen, die sich nicht oder nur sehr selten
teilen, ist jedoch eingeschrankt und nicht sehr effizient [80], auRerdem birgt es die Gefahr von
Insertionsmutagenese. Messenger RNA  wurde dagegen bereits erfolgreich in
unterschiedlichen Mausmodellen angewendet. Kormann et al. berichten von einem steigenden
Hamatokrit nach einmaliger intramuskuldrer Injektion von modifizierter fur murines
Erythropoetin kodierender mRNA, sowie einer weitest gehenden Wiederherstellung der

Lunge nach Aerosolapplikation von fur das Surfactant B Protein kodierender mRNA in einem
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Mausmodell mit angeborener Missbildung [81]. Des Weiteren konnte in einem
Myokardinfarktmodell in Mausen durch die Applikation von fir humanes VEGF kodierender
MRNA eine Verbesserung der Herzfunktion und der langfristigen Uberlebensfahigkeit erzielt
werden [82]. Durch eine temporare Transfektion und die Sicherheit, dass mMRNA sich nicht in
das Genom einbaut, kdnnte die mMRNA basierte Transkript Therapie ein Uberzeugender Ansatz

besonders auch im Hinblick auf pharmazeutische Sicherheit sein [83].

Um erstmalig beurteilen zu kénnen, ob die Injektion von chemisch modifizierter mMRNA in
Sehnengewebe (berhaupt zu Proteinexpression fihrt, wurde sich zundchst auf die
Verwendung ublicher Reporterproteine fokussiert, welche natdrlicherweise nicht im
Sdugetierorganismus existieren. Hierzu wurde chemisch modifizierte nackte fur Luciferase
oder B-Galaktosidase kodierende mRNA verwendet. Luciferase katalysiert die Reaktion von
Luciferin mit Sauerstoff, bei welcher Biolumineszenz emittiert wird. Die Lumineszenz
Emission kann mit speziellen bildgebenden Systemen erfasst werden. Das in Bakterien
vorkommende Enzym [-Galaktosidase dagegen Katalysiert die Hydrolyse von
X-Gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-Galaktopyranosid) unter Bildung von dunkelblauem
Prézipitat, welches makroskopisch oder mikroskopisch in Gewebeschnitten nachgewiesen

werden kann.

In der gegenwartigen Studie wurde zuné&chst die Expressionseffizienz ex vivo optimiert und
dann nackte cmRNA in vivo sowohl in intakte als auch in chirurgisch, sowie chemisch
geschéadigte Sehnen appliziert, um das Expressionspotenzial bei unterschiedlichen
Umgebungsbedingungen zu beurteilen und damit auch die mdgliche therapeutische

Anwendbarkeit von cmRNA.



Il. MATERIAL UND METHODEN

1. Transfektion, Kultivierung und Biolumineszenzmessung ex vivo
Fir ex vivo Experimente wurden Sehnen von geschlachteten (Rinder, Schweine, Schafe) oder
euthanasierten Tieren (Pferde, Schafe, Ratten) verwendet. VVon Pferden, Rindern, Schafen
oder Schweinen stammende tiefe Beugesehnen (TBS) und von Ratten stammende
Achillessehnen wurden innerhalb einer Stunde (equine Sehnen innerhalb von 4 Stunden) post
portem entnommen und zweimal in kalter, auf Eis gelagerter phosphatgepufferter
Kochsalzlésung (Dulbeccos’s PBS, Life Technologies GmbH Darmstadt, Deutschland),
welche 1% Penicillin/Streptomycin (PAA Laboratories GmbH Pasching, Austria) enthielt,
gewaschen. Fir Luciferase (cmRNA™®), B-Galaktosidase (CmRNA"?) oder humanes

knochenmorphogenetisches (bone morphogenetic) Protein 7 (cmRNAPMP?

) kodierende
chemisch modifizierte RNA wurde in verschiedenen Losungen und unterschiedlichen
Konzentrationen verwendet. Die Modifikation bestand durch einen Ersatz von 25% Uridin
durch 2-Thiouridin und 25% Cytidin durch 5-Methyl-Cytidin. Die cmRNA wurde durch die
Ethris GmbH (Planegg, Deutschland) bereitgestellt. Die Injektion der cmRNA wurde parallel
zum Verlauf der Sehnenfasern durchgefuihrt. Fir gréRere Sehnen wurden 23G Nadeln
(Sterican, B.Braun Melsungen, Deutschland) und 1 ml Injekt-F Spritzen (B.Braun Melsungen,
Deutschland) verwendet. Zur Injektion in Achillessehnen von Ratten fanden 30G
Insulinspritzen (BD Micro-Fine, Becton, Dickinson and Company, Franklin Lakes, USA)

Anwendung. cmRNA"YC

wurde in verschiedenen kommerziell erhaltlichen, sowie eigens
hergestellten Standardldsungen verdunnt. Neben Ammoniumacetat Losung (Ammonium
Acetate Solution (5 M) for molecular biology (AppliChem, Darmstadt, Deutschland)) wurden
verschiedenen Infusionslésungen, wie Aminosteril plus (Fresenius Kabi Deutschland, Bad

Homburg, Deutschland), Aminoven 15% (Fresenius Kabi Deutschland), HAES steril 10%

(Fresenius Kabi Deutschland), Gelafundin 4% (B.Braun Melsungen), Ringer Acetat (B.Braun
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Il. MATERIAL UND METHODEN

Melsungen) und Ringer Laktat Losung (AlleMan Pharma, Rimbach, Deutschland) verwendet.
Des Weiteren isotonische Kochsalzlosung (NaCl) (Natriumchlorid 5,85 % Braun, Mini-
Plasco connect, B.Braun Melsungen; Wasser fir Injektionszwecke, B.Braun Melsungen) mit
und ohne Zusatz von 5% Glukose (D(+)-Glucose Monohydrat, Carl Roth, Karlsruhe,
Deutschland) und HEPES (Sigma-Aldrich Chemie Schnelldorf, Deutschland) gepufferte
Glukoselosung (HBG), welche auf einen pH Wert von 7,4 eingestellt und dann in vier
verschiedenen Konzentrationen (2,5%, 3,75%, 5% und 10%) eingesetzt wurde. Eine Auswahl

von in den Losungen enthaltenen Stoffen findet sich in Tab. 1.

LuUC

Tab. 1. Losungen zur Verdinnung der cmRNA™"". Eine Auswahl der wesentlichen Inhaltsstoffe ist

abgebildet.

Bezeichnung Inhaltsstoffe

Ammoniumacetat
Aminosaurengehalt 100g/I, K*, Ca*,
Mg?*, CI" Phosphat, Acetat
Aminosaurengehalt 150g/I

Ammoniumacetat L('isung1

. . 1
Stickstoffverbindungen Aminosteril plus

enthaltend .
Aminoven 15%

Hydroxyethylstirke 100g/I, Na*, CI
Gelatinepolysuccinat 40g/I, Na*, CI’

HAES steril 10%"

Kolloidale Losungen Gelafundin 4%

Glukose enthaltend

Elektrolyte enthaltend

Elektrolyte und Glukose
enthaltend

HEPES  gepufferte Glukose 2,5%
HEPES gepufferte Glukose 3,75%”
HEPES gepufferte Glukose 5%
HEPES gepufferte Glukose 10%”

Isotonische Kochsalzlosung (NaCl)?
Ringer Acetat’
Ringer Laktat!

Isotonische Kochsalzlosung
+ 5% Glukose * (NaCl+5%Gluc)

12,5mM HEPES, Glukose 25g/I
18,75mM HEPES, Glukose 37,5g/I
25mM HEPES, Glukose 50g/I
50mM HEPES, Glukose 100g/I

Na*, CI
Na*, K*, Ca**, Mg®*, CI, Acetat
Na*, K*, Ca**, CI, Laktat

Glukose 50g/l, Na*, CI

! kommerziell erhaltlich, eigens hergestellte chemische Standardlésungen, * 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-Piperazin-

ethansulfonsaure

cmRNA™ und cmRNAPMP7 wurden filr ex vivo Experimente einzig in Kochsalzlésung

geldst verwendet.

cmRNAMC  wurde auBerdem

in  komplexierter

Form angewendet,

WO0zU einerseits

Dreamfect™ Gold (OZ Biosciences Marseille, France) nach Herstellerangaben (10pg

cmRNA"YC/ 40pl Dreamfect™ Gold) verwendet wurde und andererseits 25pg cmRN

9

ALUC



Il. MATERIAL UND METHODEN

unter Verwendung von verzweigtem Polyethylenimin (brPEI) 25kDa (Sigma-Aldrich Chemie

Schnelldorf, Deutschland) mit einem N/P-Verhéltnis von 1:10 komplexiert wurde.

Transfizierte Sehnenproben wurden sofort nach der cmRNA Injektion in T75
Zellkulturflaschen mit belifteten Verschlussen (TPP Trasadingen, Schweiz) in 50ml
DMEM (1X) + GlutaMAX Medium (Life Technologies Darmstadt, Deutschland), welches
1% Penicillin/Streptomycin (PAA Laboratories GmbH Pasching, Austria), 2% Nystatin
(Sigma-Aldrich Chemie Schnelldorf, Deutschland) und 10% FBS (Life Technologies

Darmstadt) enthielt, bei 37°C und 5% CO; kultiviert.

Die Biolumineszenzmessung wurde mit einem Xenogen IVIS in-vivo Imaging System 100
(Caliper Life Science, USA) an festgelegten Zeitpunkten (24, 48 und 72 Stunden nach
cmRNA Injektion) durchgefihrt. Eine Stunde vor der Messung der Luciferaseaktivitat wurde
D-Luciferin Substrat (S039, SYNCHEM, Felsberg / Altenburg, Germany) in Dulbecco’s PBS
(1X) gelost und zum Zellkulturmedium (100ug D-Luciferin/ml Medium) hinzugegeben. Die
Messung wurde mit hoher Sensitivitat (Binning 16) im Sichtfeld A und einer Belichtungszeit
von einer Minute durchgefihrt. Die Quantifizierung erfolgte durch manuell festgelegte
Messbereiche, sog. Regions of Interest (ROI), die mit der Living Image® 2.50 Software

ausgewertet wurden.

2. Histologie von kultivierten Sehnen
Die B-Galaktosidase Farbung (X-Gal Farbung) wurde 24 Stunden nach Injektion der
entsprechenden cmRNA (50pug cmRNA in NaCl 0,9% [1mg/ml]) nach dem Protokoll von
Dai et al. [84] durchgefiihrt. Kontrollsehnen wurden zuvor mit cmRNA""® (50pg in NaCl
0,9% [1mg/ml]) behandelt. Die Sehnenproben wurden dann in 0,5% Glutardialdehyd (Carl
Roth Karlsruhe, Deutschland) und 2mM MgCl, (Magnesiumchlorid-Hexahydrat, Carl Roth

Karlsruhe) in DPBS fur 30 Minuten auf Eis fixiert. Der pH-Wert der Fixierlésung lag bei 7,4.
10
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Danach wurden Sehnen in Waschpuffer (L00mM HEPES, 5mM DTT (Dithiotreitol, Sigma-
Aldrich Chemie Schnelldorf), 1mM MgSO, (Magnesiumsulfat-Heptahydrat, Carl Roth
Karlsruhe), 2% Triton X-100 (Carl Roth Karlsruhe), pH 8,0) zun&chst bei Raumtemperatur
fir 30 Minuten und anschliel’end nochmal bei 50°C fiir eine Stunde gewaschen. Die Proben
wurden dann in X-Gal Farbelosung ((1mg/ml 5-Bromo-4-chloro-3-indoxyl-p-D-galaktosid,
Sigma-Aldrich Chemie), 2mM MgCl,, 5mM Kj3Fe(CN)g (Kaliumhexacyanoferrat(l11), Carl
Roth Karlsruhe), 5mM KyFe(CN)s (Kaliumhexacyanoferrat(ll) Trihydrat, Carl Roth
Karlsruhe) in DPBS, pH 7,4) tGber Nacht ohne CO, bei 37°C inkubiert. AbschlieRend wurden
Sehnen in 4% gepufferter Formaldehyd-Ldsung (Roti® Histofix, Carl Roth Karlsruhe) fixiert,
uber eine aufsteigende Alkoholreihe entwassert, in Paraffin eingebettet und Schnitte mit

Hamatoxylin gegengefarbt.

Sehnen fiir die BMP-7 Immunohistochemie (IHC) wurden 24 Stunden nach der Injektion von
cmRNAPM (30pg in HBG 5% [Img/ml]) in Tissue-Tek® O.C.T.™ Compound (Sakura
Finetek, Staufen, Deutschland) eingebettet, in flissigem Stickstoff schockgefroren und
anschlieBend bis zum Versand bei -80°C gelagert. Die Anfertigung der Gefrierschnitte, sowie
die Durchfiihrung der Immunhistochemie wurden von einem externen Labor bernommen
(Sophistolab AG, Muttenz, Schweiz). Dabei wurde ein polyklonaler Kaninchen BMP-7
Antikorper als Primdrantikorper verwendet (rabbit polyclonal BMP-7 antibody, ab56023
abcam plc, Cambridge, UK). Die Rotfarbung wurde durch die Aktivitat von Alkalischer

Phosphatase hervorgerufen.

3. Invivo Applikation von cmRNA in intakte und chirurgisch durchtrennte

Achillessehnen im Rattenmodell
Alle Experimente wurden von der Regierung von Oberbayern im Vorfeld genehmigt und

wurden nach bestehenden Richtlinien und Empfehlungen der Gesellschaft fur

11
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Versuchstierkunde durchgefuhrt. Weibliche Sprague Dawley Ratten (4 Monate alt, Gewicht
zwischen 300g und 340g, Janvier Labs Saint-Berthevin, France) wurden in Gruppen mit
Futter und Wasser ad libitum bei einem 12:12h Hell-Dunkel-Zyklus gehalten. 16 Ratten
wurden fir die Untersuchung der Reporterproteinkinetik bendtigt und 48 Ratten fir die

Tenotomiestudie.

Um die Luciferasexpression in intakten Achillessehnen in vivo zu beurteilen, wurden die
Ratten mittels Isofluraninhalation narkotisiert (3-5 vol% zur Einleitung in Inhalationskammer,
gefolgt von 1,5-3 vol% zur Erhaltung tber Inhalationsmaske), Luft und O, fungierten dabei
als Tragergase. Verschiedene cmRNA-Y Dosen (0, 10, 20, 40 pg; Volumen: 10ul) wurden
jeweils in die rechte Achillessehne appliziert (n=4/Gruppe). Die in vivo Lumineszenzmessung
erfolgte 1, 2 und 7 Tage post cmRNA"YC Injektion mit einem Photon Imager™ (Biospace
Lab Nesles la Vallée, France) und wurde 15 Minuten nach der intraperitonealen Applikation
von Luciferin (150mg/kg, 5ml/kg) (L-8220 in 0,9% Kochsalzlésung gelést, Biosynth Staad,
Schweiz) durchgefiihrt. Die Messung wurde ohne Filter ber eine Dauer von 10 Minuten
vorgenommen. Die Quantifizierung erfolgte durch manuell festgelegte Messbereiche, sog.
Regions of Interest (ROI) im Bereich der Achillessehnen. Die Ergebnisse wurden als
Gesamtaktivitat (total counts) angegeben. Die Auswertung erfolgte mit M®Vision Software
(Biospace Lab, Nesles la Vallée, France). Die Ratten wurden danach in einer CO, Kammer
euthanasiert, Achillessehnen wurden entnommen wund unmittelbar nochmals die

Luciferaseaktivitéat in den explantierten Sehnen erfasst.

Um den Einfluss von therapeutischer cmRNAPP7 auf die frihe Heilungsphase zu
untersuchen, wurde diese in die Stimpfe von chirurgisch durchtrennten Achillessehnen
injiziert. Die Ratten erhielten eine Stunde vor dem Eingriff 0,05mg/kg Buprenorphin
(Temgesic®, Reckitt Benckiser Wallisellen, Schweiz) subkutan, bevor die Anasthesie, wie

schon zuvor beschrieben, mit Isofluran durchgefiihrt wurde. Jeweils das linke Bein wurde
12
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zundchst rasiert und desinfiziert, bevor das Sprunggelenkt mittels Fixationseinrichtung im 90°
Winkel positioniert wurde. Die Hautinzision wurde kaudal tber der linken Achillessehne
angelegt. Die Achillessehne wurde freiprapariert und im mittleren Bereich zwischen dem
Ansatz am Tuber Calcanei und dem Ubergang zum M. gastrocnemius durchtrennt. Die
Plantarissehne wurde dabei intakt belassen. Die Sehnenstimpfe wurden dann mit einer
“Three-Loop-Pulley*“-Naht wieder zusammengefigt, wobei ein nicht resorbierbarer monofiler
Faden (Prolene® 5-0, 3/8 Kreis am Aufienbogen schneidende Nadel P3, Ethicon, Johnson &
Johnson Medical, Norderstedt, Germany) verwendet wurde. Die Applikation der cmnRNA®M™
(100pg in HBG 5% [10mg/ml]) bzw. der Vehikelldsung (HBG 5%) erfolgte dann unmittelbar
durch Injektion von jeweils 5ul in beide Sehnenstimpfe mithilfe von Micro-Fine 29G
Insulinspritzen (BD Micro-Fine, Becton, Dickenson and Company, Franklin Lakes, USA).
Zuletzt wurde das subkutane Gewebe und die Haut mittels absorbierbarem Faden (Safil® 6-0,
B. Braun Melsungen AG, Germany) verschlossen. Zur postoperativen Schmerzbehandlung

wurde Buprenorphin (Temgesic®) fiir zwei Tage alle 8-12h verabreicht. Der Allgemeinzustand

der Ratten, sowie der Zustand der Wunde wurden nach der OP téaglich tberprft.

1, 2 und 7 Tage nach der Tenotomie wurden jeweils 8 Ratten von jeder Gruppe mit CO,
euthanasiert. 4 Achillessehnen jeder Gruppe wurden zum Anfertigen von Gefrierschnitten in
Tissue-Tek® O.C.T.™ Compound eingebettet und in fliissigem Stickstoff schockgefrostet.
Weitere 4 Achillessehnen jeder Gruppe wurden tber Nacht in 4% Paraformaldehyd (Sigma-
Aldrich Chemie Buchs, Schweiz) fir die nachfolgende Paraffineinbettung fixiert. Die BMP-7
Immunhistochemie wurde auf Paraffinschnitten durchgefiinrt, wozu ein polyklonaler
Kaninchen Anti-BMP-7 Antikorper (abcam ab56023) als Primérantikorper verwendet wurde.
Die Kollagen Typ | und Typ I Immunhistochemie wurde dagegen auf Gefrierschnitten
durchgefuhrt. Ein polyklonaler Kaninchen Anti-Kollagen I Antikérper (abcam ab 34710)

sowie ein polyklonaler Kaninchen Anti-Kollagen 111 Antikorper (abcam ab7778) wurden als

13
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primare AntikOrper verwendet. Biotinylierte Ziegen Anti-Kaninchen IgG Antikdrper (BA-
1000, Vector Laboratories, Peterborough, UK) dienten als sekundare Antikorper. Die
braunliche Férbung positiver Bereiche wurde durch Peroxidaseaktivitat (Oxidation von
Diaminobenzidin (DAB)) induziert. Schnitte wurden auflerdem mit Hamatoxylin (VWR
International, Dietikon, Schweiz) gegengefarbt. In den mikroskopischen Bildern wurden dann
Schwellenwerte fir die DAB Féarbung gesetzt und mittlere Graustufen der positiven Pixel

analysiert. Die Auswertung erfolgte mit Fiji/lmage J Version 1.49Kk.

4. Sehnendefektetablierung ex vivo und nachfolgende Transfektion
Ovine explantierte Beugesehnen wurden mit Kollagenase-Losung oder, in Anlehnung an
Watts, Nixon et al.”s Defektmodell [42], mit Kollagenase-Gel injiziert und bei 37°C und 5%
CO; in Zellkulturmedium kultiviert (siene S. 10ff 1. Transfektion, Kultivierung und Bio-
lumineszenzimaging ex vivo). Zu diesem Zweck wurden 500 Collagen Digestion Units (CDU)
der Kollagenase Typ 1A (von Clostridium histolyticum C0130, Sigma-Aldrich Chemie
Schnelldorf, Deutschland) in Dulbecco’s PBS (1X) gel6st (150ul fur Kollagenase-Ldsung,
50ul fur Kollagenase-Gel), steril filtriert und in die Sehnen appliziert. Fir das Kollagenase-
Gel wurde die zuvor erzeugte Kollagenase-Lésung (500 CDU in 50ul) mit 50pl
Thrombinlésung (Komponente 2, Tissucol Duo S Immuno, Baxter Deutschland,
UnterschleiBheim, Deutschland) vermengt und mit Hilfe eines Duploject Systems (Baxter
Deutschland), in welchem die Kollagenase-Thrombin-Ldsung mit 50ul Proteinklebeldsung
(Komponente 1, Tissucol Duo S Immuno, Baxter Deutschland) wahrend der Injektion
vermischt wurde, appliziert. Nach 24- und 48-stindiger Inkubation wurden die Sehnen auf

Effekte der Kollagenaseinjektion makroskopisch untersucht.

Um zu priifen, ob sich chemisch geschadigtes Sehnengewebe transfizieren l&sst, wurden 50ug

cmRNA"YC in HBG 5% [0,5 mg/ml] 24 Stunden nach der Kollagenaseapplikation injiziert.

14
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Nach weiteren 24 Stunden Inkubation bei 37°C und 5% CO; wurden die Sehnenstucke auf
Luciferaseaktivitat untersucht. Das Vorgehen erfolgte wie bei ex vivo Transfektionsversuchen
an intakten Sehnen (siehe S.10ff 1. Transfektion, Kultivierung und Biolumineszenzimaging

ex Vvivo).

5. Sehnendefektmodell und in vivo Proteinexpression im Schaf
Alle Experimente wurden von der Regierung von Oberbayern im Vorfeld genehmigt und
wurden nach bestehenden Richtlinien und Empfehlungen der Gesellschaft fur
Versuchstierkunde durchgefuhrt. Fir die GrofBtierexperimente wurden 9 weibliche
Merinoschafe (Schafhof Schleich, Kirchstockach, Deutschland) in Gruppen bei einem 12:12h
Hell-Dunkel-Rhythmus mit Heu und Wasser ad libitum untergebracht. Die Tiere waren
zwischen 4 und 7 Jahren alt und wogen zwischen 72kg und 87kg. Alle Schafe hatten weder
klinisch noch ultrasonographisch Anzeichen von Sehnenschadigungen. Der Eingriff
erforderte die Durchfiihrung einer Narkose. Die Schafe wurden zundchst mit Diazepam
(Diazepam-ratiopharm® 10mg/2ml Injektionslosung, Ratiopharm GmbH, Ulm, Deutschland)
sediert und die Narkose nachfolgend mit Propofol (Narcofol® 10mg/ml, CP-Pharma
Handesgesellschaft mbH, Burgdorf, Deutschland) eingeleitet. Nach Intubation wurde die

Narkose durch Isofluraninhalation (Isofluran CP 1ml/ml, CP-Pharma) aufrechterhalten.

Zur Induktion der Sehnendefekte wurde das zuvor ex vivo getestete Kollagenase-Gel
Defektmodell angewendet [42]. Beide HintergliedmaBen wurden im Metatarsalbereich
geschoren, rasiert und desinfiziert, bevor entweder 500 (n=3), 200 (n=3) oder 100 (n=3)
Collagen Digestion Units (CDU) der Kollagenase Typ 1A (von Clostridium histolyticum
C0130, Sigma-Aldrich Chemie Schnelldorf, Deutschland) in die tiefe Beugesehne (TBS) der
linken Hintergliedmale injiziert wurde. Die Kollagenase wurde vorher in 50ul Dulbecco’s

PBS (1X) gelost, steril filtriert und mit 50ul Thrombinlésung (Komponente 2, Tissucol Duo S
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Immuno, Baxter Deutschland) vermengt. Die Injektion erfolgte von lateral im mittleren
Metatarsalbereich unter Ultraschallkontrolle (Mindray DP 50 vet, Sonoring Schmitt-
Haverkamp, Germany). Dazu wurde eine 23G Nadel, sowie ein Duploject System (Baxter
Germany) benétigt, in  welchem die Kollagenase-Thrombinlésung mit  50ul
Proteinklebelésung (Komponente 1, Tissucol Duo S Immuno, Baxter Deutschland) wahrend
der Injektion vermischt wurde. Abb. 1 zeigt ein longitudinales Ultraschallbild eines
Hinterbeins im plantaren Metatarsalbereich mit einer in die TBS eingefuhrten Nadel kurz vor
der Injektion des Kollagenase-Gels. Um sicherzugehen, dass die Gelbildung abgeschlossen
war, wurde die Nadel erst 30 Sekunden nach Applikation wieder entfernt. Die Stelle, an der

die Nadel eingesteckt worden war, wurde mit einem Knopfheft markiert.

7 7 7

P
Needle

M.interosseus

Bone

Abb. 1. Ultraschall Langsaufnahme des Beugesehnenpakets einer HintergliedmaRe beim Schaf. Die Nadel
wurde kurz vor der Kollagenaseinjektion im zentralen Bereich der TBS platziert. (Skin [engl.]= Haut, SDFT
[engl.]= Superficial Digital Flexor Tendon [engl.]= TBS, DDFT [engl.]= Deep Digital Flexor Tendon [engl.]= OBS,
M. interosseus= Musculus interosseous, Bone [engl.] = Metatarsalknochen, Needle [engl.]= Nadel)

Des Weiteren wurden jeden zweiten Tag (Tag O, Tag 2, Tag 4) Antibiotika (Veracin®

compositum 3ml/50kg, Albrecht, Aulendorf, Deutschland) intramuskuldr appliziert. Zur
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analgetischen Nachsorge wurden 0,3mg Buprenorphin-Hydrochlorid (Buprenovet®
Multidose 0,3mg/ml, Bayer HealthCare, Leverkusen, Germany) alle 12 Stunden fir 2 Tage
und 3mg/kg Ketoprofen (Romefen® PR 10%, Merial, Hallbergmoos, Germany) alle 24
Stunden fir finf Tage subkutan verabreicht. Die Tiere wurden téglich klinisch untersucht.
Regelmalige Ultraschall Untersuchungen wurden mit einem tragbaren Mindray DP 50 vet
Ultraschallgerat (Sonoring Schmitt-Haverkamp, Deutschland) und einer 5-12 MHz
Linearsonde (Mindray, 75L38EA) durchgefuhrt. Die Sehnen der Schafe wurden am stehenden
Tier mit belasteter GliedmalRe geschallt. Der Durchmesser der TBS wurde in der mittleren
Tarsalregion plantar 2cm unterhalb des Knopfheftes ermittelt. Die &uRRerliche Dicke wurde in
der 100 CDU Gruppe von medial nach lateral im selben Bereich mit einem digitalen

Messschieber ermittelt.

Sechs Tage nach der Kollagenaseinjektion wurde cmRNA""C in HBG 5% [1mg/ml] gelést, in
die gesunde sowie geschadigte TBS der HintergliedmaRen appliziert. Der Eingriff wurde

ebenfalls unter Narkose durchgefiihrt. Die cmRNAY©

wurde durch zwei Injektionen mit je
100ug (500 CDU Gruppe, n=2), 200ug (200 CDU Gruppe, n=2) oder 250ug (100 CDU
Gruppe, n=2) cmRNA proximal und distal des Defektes unter Ultraschallkontrolle appliziert
und in gleicher Weise in das gesunde kontralaterale Bein. Um sicher zu gehen, dass Spritze
und Nadel vollstandig entleert werden, wurde etwas Luft in die Spritze aufgezogen und am
Ende der Injektion appliziert. 3mg/kg Ketoprofen (Romefen® PR 10%) wurde wéhrend der
Narkose intravends verabreicht. Am folgenden Tag wurden die Schafe durch eine intraventse
Uberdosis  Pentobarbital-Natrium  (Euthadorm®, CP-Pharma, Burgdorf, Germany)
euthanasiert und TBS wurden innerhalb einer Stunde post mortem entnommen. Lockeres
Bindegewebe und Sehnenscheiden wurden entfernt. Entnommene Sehnen wurden dann

unmittelbar in D-Luciferin-L6sung (100pg D-Luciferin/ml PBS (1x)) bei 37°C und 5% CO,

fir eine Stunde inkubiert, bevor die Biolumineszenz im Xenogen IVIS in-vivo Imaging
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System 100 (Caliper Life Science, USA) detektiert wurde. Die Messungen wurden im
Sichtfeld A mit hoher Sensitivitat (Binning 16) und einer Belichtungszeit von 1 Minute
durchgefuhrt. Die Quantifizierung erfolgte durch manuell festgelegte Messbereiche, sog.
Regions of Interest (ROI), die mit der Living Image® 2.50 Software ausgewertet wurden. Die
Sehnen wurden dann in 4% gepufferter Formaldehyd-L6sung (Roti® Histofix, Carl Roth
Karlsruhe) fir 24 Stunden fixiert. Nach der Entwdasserung uUber eine aufsteigende
Alkoholreihe folgte die Einbettung in Paraffin. In den intakten Sehnen wurden finf
Abschnitte im cmRNA™ injizierten Bereich, sowie Areale 3cm proximal und distal der
Injektionsstelle untersucht. In geschédigten Sehnen wurden sowohl zentrale als auch
periphere Bereiche des Schadens ausgewahlt. 3um Schnitte wurden fir die histopathologische

Untersuchung mit Hdmatoxylin und Eosin gefarbt.

Blutproben wurden an Tag 0, Tag 6 (vor cmRNA Applikation) und Tag 7 (vor der
Euthanasie) genommen. Es wurde jeweils ein groRes Blutbild angefertigt, sowie aulRerdem

Leber- und Nierenwerte von einem externen Veterinadrlabor untersucht.

6. Statistische Auswertung
Die statistische Auswertung wurde mit GraphPad Prism 5 durchgefiihrt. Ergebnisse sind als
Mittelwert £ SEM mit n gleich der Anzahl der Proben/Tiere pro Gruppe dargestelit.
Unterschiede wurden mit dem Mann Whitney U Test auf Signifikanz untersucht, welche bei
p < 0,05 erzielt wurde. Die Ergebnisse in Abb. 6G, H und Tab. A2 sind als Mittelwert £ SD

gezeigt.
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1. Injektion von cmRNA resultiert ex vivo in hoher Proteinexpression
Um zu ergriinden, ob chemisch synthetisierte Messenger RNA Sehnengewebe transfizieren
kann und dadurch therapeutisch wirksame Proteine exprimiert werden kénnen, wurde nackte
chemisch modifizierte Messenger RNA (cmRNA), gel6st in isotonischer Kochsalzldsung, in
explantierte Sehnen injiziert. Ein initiales ex vivo Experiment wurde in explantierten porcinen
tiefen Beugesehnen durchgefihrt. Die Transfektion des Sehnengewebes mit anschlieRender
Proteinexpression (Luciferase) konnte durch Injektion von cmRNA-Y® (100ug in NaCl 0,9%
[Lmg/ml]), und anschlieBender Inkubation (24 Stunden, 37°C, 5% CO,) erzielt werden. Die
Luciferaseaktivitat wurde 24 Stunden nach Injektion ermittelt und konnte in Proben, die mit
cmRNA"Y® behandelt worden sind, nicht jedoch in unbehandelten Kontrollen oder Sehnen,
die allein mit Kochsalzldsung injiziert worden sind, nachgewiesen werden. Basierend auf
diesen Beobachtungen wurden weitere Experimente mit explantierten Sehnen von
unterschiedlichen Tierspezies durchgefiihrt, um zu priifen, ob die ex vivo Transfektion auch
im  Sehnenmaterial anderer  Sdugetiere erfolgreich angewendet werden kann.

Interessanterweise konnte durch die Injektion von nackter cmnRNA-Y©

, heben der Expression
in porcinen Sehnen auch eine ausgepragte Luciferaseexpression in explantierten Sehnen von
Schafen, Rindern, Pferden oder Ratten nachgewiesen werden (Abb. 2A). Die Expression wies

dabei ein Verteilungsmuster mit hochster Luciferaseaktivitdt an der Injektionsstelle, sowie

einem langlichen, das Sehnenstlick durchziehenden aktiven Bereich auf.

In einem weiteren Experiment konnte in porcinen Sehnen nachgewiesen werden, dass die aus
der cmRNA"" Injektion resultierende Luciferaseexpression dosisabhangig ist (Abb. 2B). Um
die Art der transfizierten Zellen identifizieren zu kénnen, wurde flr B-Galaktosidase (B-Gal)

kodierende cmRNA (50pg cmRNA in NaCl 0,9% [1mg/ml]) in Schweinesehnen injiziert
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und die Aktivitat durch eine X-Gal Farbung 24 Stunden nach Injektion ermittelt. Das durch 3-
Gal Aktivitét entstandene blaue Préazipitat konnte in cmRNA™ behandelten Sehnen bereits
makroskopisch nachgewiesen werden (Abb. 2C). Ahnlich wie das Verteilungsmuster der
Luciferaseexpression wurde auch die Blaufarbung in einem dinnen das Sehnenstiick
durchziehenden Streifen sichtbar. cmRNA"Y behandelte Kontrollsehnen wiesen nach der -
Gal Farbung keine Blaufarbung auf (Abb. 2D). Histologisch konnte die héchste B-Gal
Expression im Bereich der Injektionsstelle in Tenozyten und Bindegewebszellen lokalisiert
werden (Abb. 2E, F). In Gewebeschnitten von cmRNA-Y® (50pg in NaCl 0,9% [1mg/ml])

behandelten Kontrollsehnen wurde dagegen keine B-Gal Aktivitat beobachtet (Abb. 2G, H).

Nachdem die Experimente mit Reporterprotein cmRNA Uberzeugende Ergebnisse geliefert
hatten, sollte eine mogliche Anwendbarkeit der Transkripttherapie mit therapeutischen
Proteinen untersucht werden. Als therapeutisches Target wurde humanes BMP-7 ausgewabhlt,
da es sich durch tenozytenstimulierende Effekte mdglicherweise positiv auf die
Sehnenheilung auswirken konnte [85, 86]. Experimente mit cmRNAPYP7 (30ug in NaCl
0,9% geldst [1mg/ml]) wurden in gleicher Weise durchgefiihrt, wie sie zuvor schon mit
Reporterproteinen durchgefiihrt worden waren. Da flir mogliche nachfolgende Experimente
Ratten verwendet werden sollten, wurde cmRNA®M™7 in explantierte Achillessehnen von
Ratten injiziert und nach einer Inkubationszeit von 24 Stunden eine BMP-7
Immunhistochemie (IHC) durchgefiihrt. BMP-7 konnte in cmRNA®™"7 transfizierten
Sehnenproben vermehrt in GefédRwanden, lockerem Bindegewebe, sowie Tenozyten
nachgewiesen werden (Abb. 2 I, K). Unbehandelte Kontrollsehnen wiesen einzig ein schwach

positives Signal in Gefallwanden auf (Abb. 2 J, L).
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Abb. 2. Proteinexpression in intakten explantierten Sehnen nach Injektion von nackter cmRNA.
LuUC

(A) Biolumineszenz Imaging (BLI) 24 Stunden nach Injektion von cmRNA in explantierte Sehnen
unterschiedlicher Spezies. Es wurden 26,6pg [0,65mg/ml] (rat), 50pg [0.5mg/ml] (bovine, equine) oder 100ug
[1mg/ml] (porcine, ovine) nackte cmRNA"YC injiziert. Expression wurde in allen getesteten Spezies nachgewiesen.
(B) Luciferaseexpression ist dosisabhéngig. Porcine Sehnen wurden mit 25pg, 50ug, 100pg oder 200ug
cmRNA"C gelost in 250pl isotonischer Kochsalzlosung (NaCl) injiziert. Mittelwerte der Expression + SEM
24 Stunden nach Injektion (n=4). (C) Porcine Sehne 24 Stunden nach Injektion von cmRNA"** (50pug cmRNA"**
in NaCl 0,9% [1mg/ml]) und anschlieRender X-Gal Farbung wies makroskopisch sichtbares blaues Prézipitat auf,
welches in einem diinnen Streifen in Langsrichtung verteilt war. (D) Kontrollsehne 24 Stunden nach cmRNA-Y©
Injektion und X-Gal Farbung verblieb ohne B-Gal Aktivitat. (E, F, G, H) X-Gal gefarbte Schnitte einer cmRNA
(50ug cmRNA" in NaCl 0,9% [1mg/ml]) injizierten (E, G) und einer cmRNA"C (50 ug cmRNA""C in NaCl 0,9%
[Lmg/ml]) injizierten porcinen Sehne (F, H) gegengeféarbt mit Hamatoxylin. R-Galaktosidase wurde vermehrt lokal
im Bereich der Injektionsstelle exprimiert (E) und konnte in Tenozyten (G) sowie lockerem Bindegewebe

nachgewiesen werden, wohingegen cmRNA"Y® behandelte Kontrollsehnen keine B-Gal Aktivitat aufwiesen (F, H).
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E, F VergroRerung x20. G, H VergrofRerung x40. (I, J, K, L) BMP-7 Immunhistochemie in Schnitten von

CcmMRNABMP7

(30ug in NaCl 0,9% [1mg/ml]) behandelten Achillessehnen von Ratten (I, K) sowie unbehandelten
Kontrollen (J, L) gegengefarbt mit Hamatoxylin. Positive Signale wurden rot angefarbt. BMP-7 wurde in
cmRNAPMP7 injizierten Sehnen vermehrt in GefaBwanden, lockerem Bindegewebe (1) sowie Tenozyten (K)

nachgewiesen. I, J Vergroerung x10. K, L VergroRerung x40.

2. Glukose verbessert, Aminosauren verschlechtern die Luciferaseexpression
Da bovines Sehnengewebe in initialen Experimenten die starkste Expression aufwies, wurden
folgende Experimente zunéchst auch mit bovinen Sehnen durchgefiihrt. Die Untersuchung der
Expressionskinetik lieferte héchste Werte 24 Stunden nach cmRNA"Y Injektion und einen
deutlichen Abfall (2-fach) nach 48 Stunden. 72 Stunden post injectionem war die

Luciferaseexpression nahezu auf Werte des Hintergrundrauschens abgefallen (Abb. 3A).

Weiterhin wurde untersucht, ob die Transfektion des Sehnengewebes bzw. die transgene
Expression durch den Einsatz verschiedener kommerziell erhéltlicher oder eigens hergestellter
chemischer Standardlésungen, welche Aminosduren, Elektrolyte und/oder Zucker enthielten
noch verstarkt werden konnte. Folgende Hypothesen lagen zugrunde: (1) ein osmotischer
Gradient kénnte den Elektrolyteinstrom und damit auch die Aufnahme der cmRNA ins Innere
der Zelle beeinflussen, (2) die Bereitstellung von zusatzlichen Aminosduren konnte die
Translation der cmRNA verbessern, (3) mit Ammoniumacetat geféllte cmRNA konnte einen
“Depoteffekt” bewirken und dadurch méglicherweise in einer linger andauernden Expression
resultieren. AulRerdem wurden kolloidale Losungen verwendet, um den Einfluss von gréRReren
Molekilen auf die Transfektion von Sehnengewebe zu bewerten. Da zuvor die hdchsten
Expressionswerte 24 Stunden nach cmRNAYC Injektion ermittelt worden waren, wurde

dieser Messzeitpunkt auch fur den Vergleich der unterschiedlichen Lsungen festgelegt.

Die Ergebnisse zeigten, dass die Losung, in welcher die cmRNA appliziert wurde, einen
starken Einfluss auf die Luciferaseexpression hatte. Der Effekt war besonders auffallig, wenn

elektrolyt- und/oder glukosehaltige Lésungen mit aminosdurehaltigen Lésungen verglichen
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wurden (Abb. 3B). Bemerkenswerterweise ergab die Verwendung von HEPES gepufferter
Losung mit einem Glukosegehalt von 5% (HBG 5%) die hochste Luciferaseexpression,
verglichen mit kochsalzhaltiger (15-fach, P < 0,05) oder aminoséurehaltiger Losung (57-fach

verglichen mit Aminosteril plus, P < 0,05). cmRNA-"©

in kolloidalen Lésungen ergab nur
sehr niedrige Expressionswerte und Ammoniumacetat-Losung flhrte zu keinerlei Expression.
Ferner stellte sich die Frage, ob die Transfektionseffizienz durch die Glukosekonzentration
beeinflusst werden konnte.  Die Luciferaseexpression war am héchsten wenn eine
Glukosekonzentration von 5% verwendet wurde und fiel deutlich ab, wenn die Konzentration
entweder erhoht (20-fach geringer) oder verringert (50-fach geringer) wurde (Abb. 3C). Um
zu Uberprifen, ob diese Beobachtungen auch fur weitere Spezies gelten, wurden fir weitere
Experimente porcine Sehnen verwendet. Es wurde weiterhin untersucht, ob das Mischen von
Glukose und Elektrolyten zu einer weiteren Verbesserung der Transfektionseffizienz fiihren
konnte. Durch die Kombination von 5% Glukose mit Kochsalz (NaCl+5%Gluc) konnte,

verglichen mit HBG 5%, keine Verbesserung der Luciferaseexpression erzielt werden

(p = 0,88) (Abb. 3D).

Da mRNA Ublicherweise in Carrier-Formulierungen verabreicht wird, wurde aulRerdem die
Transfektionseffizienz von cmRNA™"®, die mit Lipid- bzw. Polymer-Carriern komplexiert
war, in unterschiedlichen Spezies analysiert (Abb. 3E). Interessanterweise ergab mit
Dreamfect™ Gold komplexierte cmRNA"Y nur Expressionslevels, die vergleichbar waren
mit dem Hintergrundsignal von w/t Proben. AuBerdem war die Luciferaseexpression in
Sehnen, die mit brPEI komplexierter cmnRNA"YC behandelt worden waren, 22-fach geringer

als in Sehnen, die mit cmRNA"Y gelst in NaCl injiziert worden waren.
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Abb. 3. Expressionskinetik und Vergleich verschiedender Ldsungen bei der Anwendung von nackter
cmRNA"YC ex vivo. (A) Kinetik der Luciferaseexpression in bovinen explantierten Sehnen. 50ug cmRNA"Y©
[0,5mg/ml] wurden in isotonischer Kochsalzlésung geldst injiziert. Durchschnittliche Expressionswerte + SEM 24h,
48h und 72h nach Injektion (n =210). Héchste Expression wurde 24 Stunden nach Injektion ermittelt. Innerhalb von
72h fiel Luciferaseaktivitdt auf Starke des Hintergrundsignals ab. (B) 50ug cmRNA"Y© [0,25mg/ml] in
unterschiedlichen Ldsungen gel6st, wurde in bovine Sehnen injiziert (n = 5). Die vertikale Achse zeigt die
mittleren Expressionwerte, die horizontale Achse die verschiedenen Lésungen, die zur Verdinnung verwendet
worden sind. Abbilung zeigt mittlere Expression + SEM 24 Stunden nach Injektion. Signifikant héhere Expression
wurde bei der Verwendung von HBG 5% (15-fold) verglichen mit NaCl-Lésung (*, p < 0,05) und (57-fold)
Aminosteril plus (*, p < 0,05) nachgewiesen. (C) Vergleich unterschiedlicher HBG Konzentrationen. Abbildung
zeigt Mittelwerte + SEM der Luciferaseexpression 24 Stunden nach der Injektion von 50ug cmRNA"YC [0,5mg/ml]
(n 2 5). HBG 5% resultierte verglichen mit 2,5% (50-fach), verglichen mit 10% (20-fach) und verglichen mit 3,75%
(4-fach) in signifikant héherer Expression (*, p < 0,05). (D) Vergleich von glukosehaltiger Lésung und Ldsung
ohne Glukose. 50ug cmRNA"YC [0,5 mg/ml] wurden 24 Stunden vor dem BLI in porcine Sehnen injiziert (n=5).
Mittelwerte + SEM der Luciferaseexpression sind abgebildet. Mittlere Luciferaseexpression von cmRNA™C gelost
in HBG 5% und in NaCl+5%Gluc waren signifikant héher (20-fach bei HBG 5% und 21-fach bei NaCl+5%Gluc)
verglichen mit isotonischer Kochsalzlosung (*, p < 0,05). (E) Vergleich von cmRNA™C komplexiert mit
Carriersystemen und cmRNA"Y¢ gelost in isotonischer Kochsalzlésung. Durchschnittliche Luciferaseaktivitat von
cmRNA"YC komplexiert mit Lipid- oder Polymer-Carriern lieferte in bovinen sowie ovinen Sehnen nur
vergleichbare Werte mit dem Hintergrundsignal von w/t Sehnen. Mittlere Expression von 25pg cmRNA"YC gelost

in Kochsalzldsung war 22-fach hdher verglichen mit 25ug CmMRNA"Y© komplexiert mir brPEI (*, p < 0,05).
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3. Nackte cmRNA fuhrt in vivo in intakten Sehnen zu dosisabhéangiger
Expression
Um zu prufen, ob die Beobachtungen aus den ex vivo Experimenten auf die in vivo Situation
iibertragen werden kénnen, wurde cmRNA"Y® in unterschiedlichen Dosen (40, 20, 10 und
0 pg) in Achillessehnen von Ratten appliziert. Die cmRNA™® wurde in HBG 5% geldst
(pH 7,4), weil diese in den vorangegangenen Experimenten die hochste Expression geliefert
hatte. Die Luciferaseaktivitat wurde mittels in vivo BLI 1, 2 und 7 Tage nach der Injektion
durchgefuhrt (Abb. 4A). Eine dosisabhéngige Luciferaseexpression, wie sie zuvor in
explantierten Schweinesehnen ermittelt wurde (Abb. 2B), konnte auch in vivo in
Achillessehnen von Ratten festgestellt werden. Die Expressionskinetik war vergleichbar mit
ex vivo Ergebnissen in bovinen Sehnen (Abb. 3A). Die héchste Expression konnte ebenfalls
24 Stunden nach der cmRNA Injektion festgestellt werden, welche dann im Laufe des

Experiments auf sehr niedrige, aber noch erfassbare Werte an Tag 7 absank (Abb. 4B).

BMP-7
A

4. Positiver Einfluss nackter cmRN auf frihe Heilungsphase in

durchtrennten Achillessehnen im Rattenmodell
Das therapeutische Potenzial von humanem BMP-7 auf die Sehnenheilung wurde in Ratten
mit chirurgisch durchtrennten und nachfolgend wieder adaptierten Achillessehnen untersucht.
Der Einfluss auf den Heilungsprozess wurde mittels histologischer Untersuchung an Tag 1, 2

und 7 post OP und Injektion von mRNA®™"7 oder Vehikel (HBG 5%) bewertet.

Um beurteilen zu kénnen, ob die Injektion von cmRNAPMP7 zy einer Expression von
therapeutischem Protein gefiihrt hat, wurde in den entnommenen Sehnen eine BMP-7
Immunhistochemie (IHC) durchgefiihrt. Verglichen mit unbehandelten kontralateralen
Kontrollsehnen (Abb. 4D), in denen nur ein leichtes Hintergrundsignal durch endogenes
BMP-7 nachgewiesen wurde, war die BMP-7 Expression in allen operierten Sehnen von
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Tag 1 bis zum Ende der Studie an Tag 7 deutlich erhtht, ganz gleich, ob sie mit cmRNAZM"”

oder nur mit der HBG 5% Vehikellosung (Abb. 4E) behandelt worden waren. Dennoch war
ein Trend ersichtlich, dass BMP-7 wahrend des gesamten Experiments in cmRNAPMP7

behandelten Sehnen starker exprimiert wurde als in Vehikel behandelten Sehnen (Abb. 4C).

Am Tag 1 post OP zeigte die histopathologische Untersuchung der geschédigten
Achillessehnen in beiden Gruppen eine unspezifische Entziindungsreaktion, sowie mehr oder
weniger ausgepragte nekrotische Bereiche mit oder ohne Hamatom. In beiden Gruppen
konnte eine erhohte mitotische Aktivitat der Tenozyten beobachtet werden. Die mitotische
Aktivitat war in Sehnen, die mit cmnRNA®M"" behandelt worden waren allerdings noch etwas
ausgepragter. Am Tag 2 nach dem chirurgischen Eingriff waren weiterhin entziindliche und
proliferative Prozesse in beiden Gruppen ersichtlich. Am Tag 7 war in allen Proben bereits
eine zellreiche Bindegewebsbriicke zwischen den beiden Sehnenstimpfen ausgebildet

(Abb. 4F).

In der Auswertung der IHC-Schnitte fur Kollagen I und 111 wurden einige Trends ersichtlich:
Der Mittelwert der mittleren Intensitat von Kollagen I fiel in der Vehikelgruppe von Tag 1 auf
Tag 2 leicht ab, wohingegen der Mittelwert in cmRNA®M™7 behandelten Sehnen stabil blieb.
Auf den Abfall folgte in beiden Gruppen ein leichter Anstieg bis Tag 7. Dabei war an Tag 2
und 7 der Mittelwert in Sehnen héher, die mit cmRNA®MP" behandelt worden waren,
verglichen mit den Vehikel behandelten (Fig. 4G). Im Gegensatz dazu fiel der Mittelwert der
Intensitat von Kollagen 111 von Tag 1 auf Tag 2 in beiden Gruppen ab, allerdings starker in
der cmRNAPM™7 Gruppe, gefolgt von einem ausgepréagten Anstieg von Tag 2 bis Tag 7 in der
Vehikelgruppe. An Tag 7 war die mittlere Intensitat fir Kollagen Il in Sehnen, die mit
cmRNA®PMP7 behandelt worden waren, deutlich geringer als in Vehikel behandelten Sehnen

(p=0,057) (Abb.4H). Aulerdem war das Verhdltnis der Mittelwerte der mittleren
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Intensitaten von Kollagen Typ | relativ zu Typ 111 in der BMP-7 Grup

héher als in der Vehikelgruppe (Abb. 41).

pe am Tag 2 und Tag 7
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Abb. 4. Proteinexpression in intakten und geschéadigten Ratten Achillessehnen in vivo. (A) In vivo BLI 24

Stunden nach cmRNA

LucC

Injektion in intakte rechte Achillessehne (20pg in HBG 5% [2mg/ml]). (B) Kinetik und

Dosisabhéngigkeit der Luciferaseexpression in intakten Achillessehnen. Luciferin wurde 15 Minuten vor der

Messung

intraperitoneal

verabreicht (Mittelwert =

SEM,

n=4) (C) Mittlere Intensitat in BMP-7

immunhistochemischen Schnitten von Achillessehnen 1, 2 und 7 Tage nach OP und cmRNA®™" bzw. Vehikel

Injektion. Ein Trend in Richtung erhdhter BMP-7 Intensitét wurde in der cmRNA

BMP-7 behandelten Gruppe im

Vergleich zur Vehikelgruppe ersichtlich (n = 3). (D) BMP-7 IHC von unbehandelter intakter Sehne (E) und Vehikel
behandelter geschéadigter Sehne 1 Tag post OP. Positives Signal ist braunlich gefarbt. MaRstabssymbol
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entspricht einer Lange von 500pm. (F) H.E. gefarbte Schnitte von Achillessehnen, die entweder mit cmRNA®P’

oder Vehikel behandelt worden sind 1, 2 und 7 Tage nach der OP. Das Mafstabssymbol entspricht einer Lange

BMP-7 oder Vehikel behandelten

BMP-7

von 400um. (G) Mittlere Intensitat der Kollagen | Immunhistochemie von cmRNA
Achillessehnen 1, 2 und 7 Tage post OP. Trend hoéherer Intensititen an Tag 2 und Tag 7 in cmRNA

behandelten Sehnen im Vergleich zu Vehikel behandelten Sehnen (n = 3). (H) Mittlere Intensitat der Kollagen IlI

BMP-7

Immunhistochemie von Achillessehnen 1, 2 und 7 Tage post OP cmRNA und Vehikel behandelter Sehnen.

Trend in Richtung niedrigerer Kollagen IIl Intensitat in cmRNA®™"7 behandelten Sehnen am Tag 7 verglichen mit

der Vehikelgruppe (p = 0,057, n=3). () Verhaltnis der mittleren Intensitdten von Kollagen Typ | relativ zu

BMPT oder Vehikel behandelten Achillessehnen an Tag 1, 2 und 7 post OP.

BMP-7

Kollagen Typ Ill von entweder cmRNA

Trend in Richtung eines hdheren Kollagen I/lll Verhaltnisses in cmRNA behandelten Sehnen verglichen mit

Vehikel behandelten Sehnen (n = 3).

5. Die Injektion von Kollagenase-Gel lasst ex vivo Lasionen mit aufgelockerter
Struktur entstehen

Tendinopathisches Gewebe ist besonders durch Matrixzerstérung mit gelockerter
Faserstruktur, erhohter Zelldichte und dem Einsprossen von Gefallen charakterisiert. Da diese
Gegebenheiten nicht mit denen von intakten oder chirurgisch durchtrennten Sehnen
verglichen werden koénnen, wurde ein Defektmodell mit chemischer Schédigung etabliert.
Ovine Beugesehnen wurden ex vivo entweder mit Kollagenase-Lésung oder Kollagenase-Gel,
jeweils 500 CDU enthaltend, injiziert. Nach 24-stiindiger Kultivierung konnten in Sehnen, die
mit Kollagenase-Ldsung injiziert worden waren, bereits eine in Langsrichtung ausgebreitete
Auflésung der Sehnenstruktur wahrgenommen werden (Abb. 5A). In Sehnen, die mit
Kollagenase-Gel behandelt worden waren, konnten knopfférmige Auftreibungen beobachtet
werden (Abb. 5A). Das Epitenon schien demnach nach der Kollagenase-Gel-Injektion noch
weitestgehend intakt zu sein. Nach 48-stiindiger Inkubation war die Strukturzerstérung in
allen Sehnen weiter vorangeschritten. Sehnen, die mit Kollagenase-Ldsung injiziert worden
waren, wiesen im Bereich der Injektion eine vollstdndige Auflésung der Fasern auf,
wohingegen die Sehnen, die Kollagenase-Gel erhalten hatten, eine deutliche kolbenférmige
Auftreibung mit aufgelockerter Struktur ohne vollstandige Auflosung der Fasern zeigten

(Abb. 5B).
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Um zu prufen, ob sich durch Kollagenase geschéadigtes Gewebe transfizieren lasst, wurden die
Sehnen 24 Stunden nach der Kollagenaseapplikation mit cmRNA"C injiziert (50ug in HBG
5% [0,5mg/ml]). Nach einer weiteren Kultivierungszeit von 24 Stunden konnte im intakten,
an den Defekt angrenzenden Gewebe Luciferaseaktivitat festgestellt werden (Abb. 5C). Fast

vollstandig aufgeldstes Gewebe zeigte keine Expression.

Kollagenase-
Ldsung

Kollagenase-
Gel

Image
Min=-1.1224e+08
Max = 1.8912e+05

plsec/cm2isr

Coler Bar
Min= 12893
Max = 1.9912=+05

Abb. 5. Defektetablierung ex vivo. (A, B) Durch Kollagenase-Lésung oder Kollagenase-Gel, jeweils 500 CDU
enthaltend, geschéadigte explantierte Sehnen nach 24-stiindiger (A) bzw. 48-stiindiger (B) Inkubation bei 37°C
und 5% CO,. Nach 48 Stunden konnte eine vollstandige Faserauflosung im Injektionsbereich in durch
Kollagenase-Losung geschadigten Sehnen und aufgelockertes, aufgetriebenes Gewebe in Sehnen, die
Kollagenase-Gel erhalten hatten, festgestellt werden. (C) Biolumineszenz Imaging 24 Stunden nach cmRNA"“C
(50ug in HBG 5% [0,5 mg/ml]) Injektion und vorheriger Schadigung mit Kollagenase-Gel (500 CDU).
Luciferaseaktivitat konnte im intakten angrenzenden Gewebe nachgewiesen werden. Fast vollstédndig aufgeltstes

Gewebe wies keine Expression auf.
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6. Invivo Injektion nackter cmRNA in geschadigte und intakte Sehnen von
Schafen resultiert in ausgepragter Proteinexpression
Um zu priifen, ob cmRNA auch in vivo in chemisch geschadigten Sehnen transfektionsfahig
bleibt wurde die Kollagenase-Gel Methode im Groldtiermodell angewandt. Zu diesem Zweck
wurde narkotisierten Schafen Kollagenase-Gel in drei verschiedenen Dosierungen (100 CDU,
200 CDU, 500 CDU; n=3/Gruppe) in die tiefe Beugesehne (TBS) einer HintergliedmaRe
injiziert, um einen Defekt mit einer Strukturzerstérung ohne vollstandige Ruptur zu erzeugen,
der klinisch Vorstadien von Tendinopathien in Menschen und Pferden &hneln sollte.
Nachfolgende klinische und ultrasonographische Untersuchungen wurden zu verschiedenen
Zeitpunkten durchgefiihrt (Abb. 6A-F). Die Ultraschalluntersuchung zeigte in allen Gruppen
eine zunehmende Inhomogenitat der Sehnenstruktur. Der mittlere Durchmesser der TBS, die
mit 100 CDU injiziert worden waren, vergrof3erte sich innerhalb von 2 Tagen 1,57-fach von
0,44cm £ 0,030cm auf 0,69cm £ 0,126cm und auf 0,74cm £ 0,150cm am Tag 7 (Abb. 5G).
Der mittlere Durchmesser der TBS von Schafen, die mit 200 CDU oder 500 CDU behandelt
worden waren, vergrolRerte sich noch deutlicher und erreichte das Maximum an Tag 6
(1,01cm £ 0,0566¢cm bei 200 CDU, 1,04cm £ 0.099cm bei 500 CDU). Durch den Einsatz von
Schmerzmedikamenten konnten in der 100 CDU Gruppe lediglich geringgradige Lahmheiten
innerhalb der ersten 3 Tage nach der Injektion des Kollagenase-Gels festgestellt werden.
Auch wenn das Bein im Bereich der geschadigten Sehne von auf3en gemessen innerhalb von 4
Tagen im Mittel 1,5-fach von 1,47cm + 0,351cm auf 2,23cm + 0,493cm anstieg, dann jedoch
allméhlich bis Tag 7 wieder auf 1,87cm £ 0,462cm abnahm (Abb. 6H). Schafe, die mit 200
CDU oder 500 CDU behandelt worden waren, litten in den 4 Tagen nach der
Kollagenaseinjektion an mittelgradigen Lahmheiten und nachfolgend bis zum Ende der Studie

am Tag 7 an geringgradigen Lahmheiten.
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Die Sehnenschaden wurden am Tag 7 (Euthanasie der Tiere an diesem Tag) histologisch
untersucht, wobei in Sehnen, die mit 100 CDU behandelt worden waren, kleinere nekrotische
Areale mit Auflosung der Faserstruktur, Ansammlungen von Erythrozyten und einige wenige
Entziindungszellen im zentralen Bereich des Defektes ersichtlich wurden (Abb. 6K). Im
peripheren Bereich des Defektes wurden kleinere Ansammlungen von Erythrozyten sowie
einzelne Entzlindungszellen zwischen den Fasern, die z.T. einen deutlichen wellenférmigen
Verlauf aufwiesen, beobachtet. AuBerdem erschienen die angrenzenden Fasern geschwollen
und die Verbindungen der Fasern gelockert (Abb. 6L). Die Zellzahl und die Zelldichte waren
deutlich erhoht (Abb. 6K) im Vergleich zu gesundem Sehnengewebe (Abb. 61, J). Sehnen, die
mit 200 CDU oder 500 CDU behandelt worden waren, wiesen grol3flichige Nekrosen mit
Héamatom und vollstdndigem Verlust der Faserstruktur auf. AuBerdem konnte ein massives
VVorkommen von Entziundungszellen beobachtet werden (Abb. A1 im Anhang). Das Ausmal}
der nekrotischen Areale belief sich in der 500 CDU Gruppe auf etwa die Hélfte bis ein Drittel

der gesamten Sehne, in der 200 CDU Gruppe war ungefahr ein Viertel der Sehne betroffen.

Am Tag 6 (24 Stunden vor der Euthanasie) wurde cmRNA"Y® (500pg in 100 CDU Gruppe,
400ug in 200 CDU Gruppe und 200ug in 500 CDU Gruppe, n=2/Gruppe) in das geschadigte
Areal der linken (Abb. 7A, B) sowie in die gesunde rechte TBS der Hintergliedmalien
injiziert. Etwas injizierte Luft, die vorher mit cmRNA"" in der Spritze aufgezogen worden
war, machte die Position der applizierten RNA im Ultraschall sichtbar (Abb. 7C). Am
folgenden Tag wurden die Schafe euthanasiert und tiefe Beugesehnen wurden fir das
anschliefende ex vivo BLI und die histopathologische Untersuchung entnommen. Die
Luciferaseaktivitat war in geschadigten Regionen der 100 CDU Gruppe intensiver und breiter
verteilt (Abb. 7D) als das Signal in den intakten kontralateralen Sehnen (Abb. 7E). Durch 200
und 500 CDU erheblich geschadigte Sehnen wiesen trotz geringeren cmRNAC Mengen

lokal deutliche Luciferaseexpression auf (Abb. A2 im Anhang). Die histopathologische
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Untersuchung von intakten Sehnen, die zuvor mit cmRNA"Y behandelt worden waren,
zeigten Uberwiegend Sehnengewebe ohne pathologische Auffalligkeit. Einzig Ansammlungen
von einigen wenigen Makrophagen und Granulozyten konnten im Bereich der Injektionsstelle
nachgewiesen werden (Abb. 7F). Gewebe proximal und distal davon wies keinerlei
Abnormalitat auf (Abb. 7G). Lahmheiten oder Schwellungen wurden nach der Injektion von

cmRNAYC in intakte Sehnen nicht beobachtet.

Im Hinblick auf Nebenwirkungen muss betont werden, dass die Tiere taglich untersucht
wurden. Es wurden keine nachteiligen Auswirkungen durch die Applikation von cmRNA
ersichtlich. Zusétzlich wurden Blutuntersuchungen vor der cmRNA Injektion und 24 Stunden
danach durchgefiihrt. Es konnten keine pathologischen Veranderungen festgestellt werden.
Die gemessenen Leukozytenwerte beispielsweise waren sowohl vor als auch nach der
Applikation weitestgehend im physiologischen Bereich (Abb. 7H). AuBerdem wurden Leber-
und Nierenwerte bestimmt (Tab. A2 im Anhang). Zusammenfassend ist zu sagen, dass durch

die Applikation von cmRNA keine pathologischen Veranderungen ersichtlich wurden.
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Abb. 6. Pathologie von durch Kollagenase-Gel induzierten Sehnendefekten im Schaf. (A-F)
Ultraschallaufnahmen im Langs- (A-C) und Querschnitt (D-F) von geschadigter TBS eines Schafes. (A, D)
Aufnahmen im Langs- und Querschnitt vor der Kollagenaseinjektion an Tag 0, (B, E) sowie 3 und (C, F) 7 Tage
nach der Injektion des Kollagenase-Gels (100 CDU). (G) Analyse des Querschnittes der TBS wahrend der
gesamten Studiendauer in Sehnen, die mit 100, 200 oder 500 CDU behandelt wurden, sowie unbehandelten
Kontrollsehnen. Die Abbildung zeigt Mittelwerte + SD. Querschnitte der TBS stiegen im Mittel in allen behandelten
Gruppen nach der Applikation von Kollagenase an. (H) Verlauf der &uReren Dickenmessung im Bereich der mit
100 CDU geschadigten TBS wahrend der gesamten Studiendauer. Die Abbildung zeigt Mittelwerte + SD.
Messungen der &ulleren Dicke erreichten 4 Tage nach der Kollagenaseinjektion das Maximum (1,5-fach
verglichen mit Tag 0). (I-L) H.E. gefarbte Schnitte von intakten (I, J) und geschadigten (K, L) ovinen Sehnen.
(I, J) Typische Sehnenstruktur mit zwischen Fasern lokalisierten Tenozyten. (K) Nekrotische Bereiche, Hamatom
und deutliche Zerstérung der Faserstruktur im zentralen Bereich des Sehnendefektes. Struktur von angrenzenden
Fasern war noch weitestgehend erhalten, jedoch erschienen die Fasern geschwollen und Verbindungen zwischen
Fasern wirkten gelockert. (L) Zellzahl und Zelldichte im umgebenen Bereich waren erhéht (I, K VergréRerung x10,
J, L Vergrof3erung x20).
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Abb. 7. Erfolgreiche Proteinexpression in intakten und geschadigten Sehnen im Schaf. (A, B)
Ultraschallaufnahmen im Langs- (A) und Querschnitt (B) einer geschadigten TBS an Tag 6 mit Nadel im
zentralen Bereich der Sehne. (C) Langsschnitt im Ultraschall kurz nach der cnRNA-Y©
im zentralen Bereich der Sehne sichtbar. (D, E) BLI von geschadigter (D) und intakter (E) explantierter
kontralateraler TBS 24 Stunden nach der in vivo Injektion von zwei Depots a 250ug cmRNA™C geldst in HBG 5%
in jede TBS. Schadigung wurde durch die Injektion von 100 CDU hervorgerufen. BLI wurde innerhalb von 2
Stunden post euthanasia durchgefihrt (F, G) H.E. gefarbte Schnitte im Bereich der Injektionsstelle von intakter

cmRNAYC

Injection. Injizierte Luft ist

behandelter Sehne (F), sowie 3 cm proximal der Injektionsstelle (G). VergroRerung x20. (H)

Leukozytenwerte an Tag 0, Tag 6 und Tag 7. Gestrichelte Linie markiert den Referenzbereich von 4,5-11 G/I.
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IV. DISKUSSION

Kdrzlich traten chemisch veranderte messenger RNAs als neue Technologie zur Transfektion
verschiedener Gewebe, sowie zur Behandlung unterschiedlicher pathologischer Zustande
durch nachfolgend exprimierte therapeutisch wirksame Proteine, in den Focus der
Wissenschaft [81, 82]. Da Wachstumsfaktoren wahrend regenerativer Prozesse eine wichtige
Rolle spielen sollen, kdnnte die cmRNA Technologie durch die Expression von physiologisch
aktiven Proteinen auch als mogliches Therapeutikum bei Sehnenerkrankungen Verwendung
finden. Eine eigens entwickelte ex vivo Transfektionsmethode ermdglichte die Untersuchung
der Transfektions- bzw Expressionseffizienz von cmRNA in verschiedenen Spezies (Schaf,
Rind, Pferd, Schwein und Ratte), sowie die Optimierung von Transfektionsbedingungen und
Beurteilung der Expression unterschiedlicher Proteine (Luciferase, p-Galaktosidase und
BMP-7). Es konnte dabei festgestellt werden, dass Proteine in allen untersuchten Spezies
exprimiert wurden. Erstaunlicherweise war die Expression signifikant hoher, wenn nackte
cmRNA appliziert wurde, als wenn cmRNA wie (blich mit Lipid- oder Polymer-Carriern
komplexiert war. Des Weiteren konnte die transgene Expression durch Mischen der nackten
cmRNA mit glukosehaltigen Losungen maximiert werden. Moglicherweise ist dies durch die
nutritive Wirkung zu erklaren, da Sehnen durch das geringe Vorkommen von Blutgeféalien

relativ schlecht mit Blut bzw. Néhrstoffen versorgt werden.

Ergebnisse der ex vivo Versuche konnten in vivo in intakten Achillessehnen von Ratten
bestatigt werden. Die Injektion von cmRNA™C in intakte Achillessehnen resultierte in
beachtlicher Luciferaseexpression, welche dosisabhéngig nach 24 Stunden den Hdochststand
erreichte und innerhalb von 7 Tagen wieder abfiel. Diese Beobachtungen dahnelten der schon
in ex vivo Experimenten beobachteten Expressionskinetik. Die Injektion von potenziell
therapeutischer cmRNAPM™" in chirurgisch durchtrennte und anschlieBend wieder adaptierte

Achillessehnen dagegen, ergab ein BMP-7 Expressionsmuster mit ansteigender BMP-7
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Expression bis Tag 7 post OP. Es ist allerdings darauf hinzuweisen, dass sowohl ex vivo als
auch in vivo eine gewisse BMP-7 Hintergrundexpression in intakten Rattensehnen
nachgewiesen werden konnte, weil der verwendete Antikorper mit endogenem BMP-7 der
Ratten kreuzreagierte. Dadurch konnte eine erhdhte Expression von endogenem BMP-7 allein
durch den chirurgischen Eingriff beobachtet werden. Eine erh6hte Expression von BMP-7 als
Konsequenz von schadigenden Einflissen auf Sehnen konnte bereits in anderen Tierstudien,
sowie in tendinopathischem Sehnenmaterial von betroffenen Patienten nachgewiesen werden
[87-91]. Nichtsdestoweniger konnte zu allen Zeitpunkten nach dem chirurgischen Eingriff,
verglichen mit Sehnen, welche ausschlie3lich mit dem Vehikel behandelt worden waren, ein
Trend in Richtung einer héheren BMP-7 Expression in cmRNAPM™" behandelten Sehnen

ABMPT 71 einer

erzielt werden. Dies gibt Hinweise darauf, dass die Injektion von cmRN
erhéhten und moglicherweise verldngerten BMP-7 Expression in geschadigten Sehnen

beitréagt.

Neben der Durchfiihrung einer Immunhistochemie zur Expressionsbestimmung von BMP-7
wurde die Methode ebenfalls zur Bestimmung von Kollagen Typ | und Il durchgefiihrt. Der
Katabolismus von Kollagen Typ | kdnnte im Heilungsverlauf einen kritischen Parameter in
der inflammatorischen und frihen proliferativen Phase darstellen. Es wird ndmlich vermutet,
dass ein starker Abbau von Kollagen Typ | mit einer verstarkten Bildung von nicht
funktionellem narbendhnlichen Gewebe, anstelle von funktionellem Sehnengewebe,
einhergehen konnte [92, 93]. Denn im Gegensatz zu Kollagen Typ | wird Kollagen Typ IlI
mit Eigenschaften von vernarbtem Gewebe wie verminderter Zugfestigkeit und Elastizitét in
Verbindung gebracht [58]. Daher ist ein mdglichst geringer Anteil von Typ Il Kollagen
erstrebenswert. In der vorliegenden Studie wurde in der vehikelbehandelten Gruppe ein Trend
hinsichtlich mildem Kollagen Typ | Abbau bis 2 Tage nach dem erfolgten Eingriff

beobachtet, wohingegen der Gehalt in cmRNA®YP7 behandelten Sehnen zunachst stabil blieb
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und bis Tag 7 etwas anstiegt. Die Bestimmung des Kollagen 111 Gehaltes ergab Tendenzen
eines Anstiegs in der Vehikelgruppe von Tag 2 bis Tag 7 post OP, wahrend in Sehnen, welche
mit cmRNAP?7 behandelt worden waren, der Anstieg deutlich weniger ausgepragt war.
Desweiteren konnte, verglichen mit der VVehikelgruppe, ein deutlicher Trend eines héheren

ABMPT armittelt

Kollagen I zu 11l Verhéltnisses ab Tag 2 nach Verabreichung von cmRN
werden. Obwohl in der IHC Auswertung lediglich Trends beobachtet werden konnten, muss
bedacht werden, dass auch geringe Unterschiede mdoglicherweise in vivo einen

therapeutischen Effekt haben kénnten.

Weiterhin ergab die Beurteilung von H.E. gefarbten Sehnenschnitten eine stérkere
Zellinfiltration in Sehnenstiimpfen der cmnRNAPYP" behandelten Gruppe an Tag 1 post OP,
wenn auch an den darauf folgenden Tagen keine Unterschiede im Hinblick auf Inflammation
und Gewebeproliferation mehr ersichtlich waren. Zusammengefasst kann vermerkt werden,
dass cmRNAPM™" maoglicherweise durch weniger ausgepragte Kollagen | Zerstérung,
geringeren Kollagen Il Aufbau und starkere zellulére Infiltration als Folge des Anstiegs von
physiologisch aktivem BMP-7 einen positiven Einfluss auf die Sehnenheilung haben kdnnte.
Es muss allerdings beachtet werden, dass die Ergebnisse der cmnRNAP"" Behandlung sich
nur auf die friihe Heilungsphase (1 Woche) von akut geschadigten Achillessehnen beziehen.
Es misste demnach in Langzeitexperimenten gepriift werden, ob die Verabreichung von
cmRNAPMPT zu einem frithen Zeitpunkt effektiv genug ist, um auf spatere Phasen der
Sehnenheilung Einfluss zu nehmen. Alternativ ware auch eine wiederholte Applikation
denkbar. Die verwendete cmRNA bindet durch die Modifikation von 25% 2-Thiouridin und
25% 5-Methylcytidin kaum an Immunrezeptoren und erzeugt daher nur eine minimale
Immunantwort [81]. Es ist demnach nicht mit unerwinschten Immunreaktionen zu rechnen,
wie es besonders bei der wiederholten Verabreichung von rekombinanten Proteinen der Fall

sein kann. Da Dosis-Wirkungskurven von Zytokinen hdufig einen glockenférmigen Verlauf
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haben [73], mussten aulRerdem unterschiedliche Dosen getestet werden. Da dies bedeutet, dass

eine hohere Dosis folglich nicht unbedingt auch einen hoheren Effekt erzeugen wirde.

Die Meinungen, ob BMP-7 die Heilung in der Sehne fordert oder diese im schlechtesten Falle
durch die Induktion von heterotoper Ossifikation oder Knorpelbildung sogar hemmt, gehen
deutlich auseinander [85, 88, 94, 95]. Diese Studie wurde durchgefiihrt, um einen ersten
Eindruck zu bekommen, ob die Verwendung von cmRNA (berhaupt fiir geschadigte Sehnen
geeignet ist. Um kldren zu kénnen, ob BMP-7 tatsachlich einen therapeutischen Effekt besitzt

ABMPTarzielt werden kann,

und ob dieser tatséchlich auch durch die Applikation von cmRN
missten langer andauernde Studien mit groRerer Tierzahl und verschiedenen

Verletzungsmodellen durchgefihrt werden.

Sehnen kdnnen spontan rupturieren, ohne dass Patienten vorher an Symptomen gelitten haben
mussen [1, 2]. Man vermutet, dass degenerative Prozesse dafiir verantwortlich sind und
maoglicherweise auch die veranderte Struktur in tendinopathischem Gewebe hervorrufen [96].
Das verénderte Gewebe weist eine Zerstorung von Kollagenfasern mit Auflosung der
extrazellularen Matrix, sowie gewohnlich hochstens milde Entzindungerscheinungen in
chronischen Stadien auf [97]. Diese Art von Degeneration kdnnte unter anderem durch eine
hochregulierte  Expression von kollagenabbauenden Enzymen, den sogenannten
Matrixmetalloproteinasen (MMP) bedingt sein, zumindest konnte dies bereits in chronisch
verénderten tendinopathischen Sehnen von Menschen und Tieren nachgewiesen werden [36,
98-100]. Ahnliche MMP Expressionsmuster wurden auBerdem in experimentell mit
Kollagenase-Gel geschadigten Sehnen in Pferden festgestellt [42]. Da zu vermuten ist, dass
Gewebe mit pathologisch veranderter Grundstruktur anders auf duRBere Einfliisse reagiert als
Gewebe das strukturell prinzipiell intakt ist, sollte hinterfragt werden, ob das hdaufig
verwendete ,,Achillessehnen-Ruptur-Modell* mit Tenotomie der gesunden Achillessehne und

anschlieBender Adaptation der Stimpfe in Ratten, welches oftmals Verwendung findet,
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tatsachlich zur Untersuchung von Heilungsverlaufen geeinet ist. Zumindest mag es
vermutlich nicht das optimale Modell sein, um Ergebnisse auf Heilungsprozesse in

tendinopathischem Gewebe zu beziehen.

Teilweise werden Patienten in der Human- wie auch der Tiermedizin jedoch in einem
Stadium, bevor die Sehne rupturiert, mit Schmerzen oder Beschwerden vorstellig. In Féllen
von Uberbelastung sollen die Symptome von mikrotraumatischen Faserrissen mit
anschlieBender Entziindung verursacht werden [17]. In Anlehnung an diese Vermutungen
wurde ein Defektmodell in Schafen mit zerstorter Faserstruktur entwickelt, jedoch ohne eine
vollstdndige Ruptur herbeizufihren, um mdoglicherweise den Kklinischen Charakter von
Vorstadien der Tendinopathien zu imitieren. Laut Smith et al. sollen Defekte, die durch
Kollagenase-Gel induziert worden sind, den natlrlich vorkommenden La&sionen &hnlicher
sein, als Defekte die durch Injektion mit flissiger Kollagenase-Ldsung entstehen [42]. Die
Injektion von Kollagenase-Losung soll ein hoheres Risiko einer Schadigung des Epitenons
mit sich bringen, wohingegen das Kollagenase-Gel zentral in der Sehne appliziert werden
kann, ohne dass Flissigkeit zum Epitenon durchdringt [42]. In ex vivo Versuchen in
explantierten Sehnen, in welchen der Effekt von flissiger Kollagenase mit dem Effekt von
Kollagenase-Gel verglichen wurde, konnte Ahnliches beobachtet werden. Das Kollagenase-
Gel verblieb eher am Applikationsort und lies dort das Gewebe aufquellen, wohingegen sich
die flissige Kollagenase longitudinal zwischen den Fasern ausbreitete, die Faserstruktur in
diesem Bereich aufléste und bereits nach 24 Stunden das Epitenon geschédigt hatte. Durch
diese Erkenntnisse wurde fir die Sehnenschadigung im GroRtiermodell ebenfalls

Kollagenase-Gel verwendet.

Durch die Injektion von 100 CDU in tiefe Beugesehnen konnten L&sionen mit lokal
geschadigter Faserstruktur und Einblutungen zwischen den wellenférmig verlaufenden Fasern

erzielt werden. Diese Schadigung kénnte einem Trauma durch Uberbelastung nahe kommen.
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Aullerdem war die Zellzahl durch eingewanderte Entzundungszellen deutlich erhoht. Die
Injektion von 200 CDU oder 500 CDU fuhrte dagegen zu einem erheblichen Sehnenschaden
mit groBen nekrotischen Arealen, welcher vermutlich natirlicherweise in diesem Ausmal
nicht entstehen wirde und somit fur experimentelle Untersuchung von Therapieerfolgen eher
ungeeignet ist. Es wére auflerdem zu erwarten gewesen, dass solch umfangreiche Schadigung
wahrscheinlich bei einem weiteren Bestehen zur vollstandigen Ruptur der Sehne geflhrt

hatte.

Um im Hinblick auf eine mégliche therapeutische Anwendung zu kléren, ob eine Expression
in pathologisch verandertem Sehnengewebe mit geschadigter Feinstruktur in vivo méglich ist,
wurde cmRNA"YC in geschadigte Sehnenbereiche der Schafe appliziert. Durch ex vivo
Experimente, in welchen Luciferase und p—Galaktosidase codierende cmRNA verwendet
wurde, konnte gezeigt werden, dass sich die Expression des Transgens in intakten Sehnen
entlang der Langsachse verteilt. Tatsachlich konnten in Sehnen, welchen zuvor mit 100 CDU
injiziert  worden waren, vergleichbare  Biolumineszenzniveaus mit  &hnlichem
Verteilungsmuster erreicht werden, wie durch die Transfektion gesunder Sehnen. Die
transgene Expression war in verletzen Sehnen sogar etwas intensiver und weiter verteilt als in
intakten Sehnen. Diese Beobachtung ist moglicherweise durch eine erhdhte Zellzahl, sowie
vermehrte metabolische Aktivitdt im geschadigten Gewebe zu erklaren. Desweiteren wird
durch den Kollagenabbau die extrazellulare Matrix, und damit auch die feste Verbindung
zwischen den Sehnenfasern aufgelockert, so dass die cmRNA maoglicherweise wéhrend der
Injektion weiter verteilt werden konnte und somit auch mehr Zellen erreicht hat.
Erstaunlicherweise konnte sogar in massiv geschéadigten Sehnen mit bis zu 500 CDU noch

Luciferaseexpression nachgewiesen werden.

Im Hinblick auf die biologische Vertraglichkeit wurden intakte Sehnen 24 Stunden nach der

Verabreichung von cmRNA"C histopathologisch untersucht. Es zeigte sich einzig eine
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geringgradige unspezifische Entziindungsreaktion im Bereich der Injektionsstelle. Es ist
denkbar, dass die cmRNA selbst, das exprimierte Protein, oder aber die mechanische
Manipulation durch die Nadel oder die Volumenapplikation eine leichte unspezifische
Immunantwort ausgeldst haben. Es muss allerdings ausdrucklich betont werden, dass dies zu
keiner klinischen Symptomatik gefiihrt hat. Desweiteren wurden verschiedene Blutparameter
sowie Leber- und Nierenwerte untersucht, um die pharmakologische Sicherheit von cmRNA
nach lokaler Applikation im GroRtiermodell zu prifen. Es konnte dabei festgestellt werden,
dass die Injektion von cmRNA in Sehnen der Hintergliedmafle zu keinem ersichtlichen
organischen Schaden in Leber oder Nieren gefiihrt hat und es zu keinen maRgeblichen
Einwirkungen auf das Immunsystem gekommen ist, da die erfassten Werte 24 Stunden nach
cmRNA Applikation zumeist im physiologischen Bereich lagen beziehungsweise davon leicht
abweichende Werte schon vor der Applikation differierten. Obwohl zu erwarten ist, dass die
RNA nur lokal und zeitlich begrenzt am Applikationsort verbleibt und systemisch keinen
Einfluss nimmt, so sollte die Vertraglichkeit dennoch auch (ber einen langeren Zeitraum
geprift werden. Um das therapeutische Potenzial von cmRNAs auch in chemisch
geschadigten Sehnen zu beurteilen, wére die Applikation von wachstumsfaktorcodierender

cmRNA in diesem Defektmodell mit unvollstandiger Ruptur denkbar.

Die Ergebnisse geben den AnstoR, dass cmRNAs durch die Expression therapeutischer
Proteine das Potenzial zur Behandlung verletzter Sehnen besitzen, auch wenn in dieser Studie
nur kurzzeitige Effekte von cmRNA in frihen Heilungsphasen untersucht worden sind.
Weitere Studien werden daher notwendig sein, um langerfristige Auswirkungen von cmRNA
auf die Sehnenheilung und den Gesamtorganismus abzuklaren und um zu differenzieren ob
cmRNA auch Effekte auf fortgeschrittene bzw chronische Sehnenerkrankungen haben kann.
Des Weiteren misste abgewogen werden, ob nicht vielleicht ein anderer Wachstumsfaktor fur

die Behandlung von Sehnenverletzungen besser geeignet sein konnten. Denn tatsachlich gibt
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es eine Vielzahl von potenziellen therapeutischen Targets, welche als interessante
Kandidaten fir die Behandlung von Sehnenverletzungen in Betracht gezogen werden
konnten, wie z.B. BMP-12, PDGFb, VEGF oder IGF. Denkbar ware moglicherweise auch
eine cmRNA, die fir Komponenten der extrazellularen Matrix kodiert, wie beispielsweise
Kollagen Typ I. Vielleicht wird auch erst eine Kombination aus verschiedenen Faktoren die

groRte Wirkung erzielen kénnen.

Fazit

Die Injektion von nackten cmRNAs in intakte oder geschéadigte Sehnen fuhrt zuverléssig zu
einer ausgepragten lokalen Expression von biologisch aktiven Proteinen. Die lokale
Applikation von nackter cmRNA in Sehnen scheint auBerdem in vivo gut vertraglich zu sein.
Es ist demnach denkbar, dass cmRNA, die fur jedes beliebige therapeutisch wirkende Protein

kodieren konnte, zur Behandlung von Sehnenerkrankungen Verwendung finden konnte.
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V. ZUSAMMENFASSUNG

Sehnenerkrankungen treten sowohl in der Human- sowie der Tiermedizin hdufig auf.
Therapeutische Malinahmen bleiben jedoch wegen hoher Rezidivraten oft unbefriedigend.
Die Anwendung von nackter chemisch modifizierter Messenger RNA (cmRNA), die fir
therapeutische Proteine kodiert, kdnnte einen innovativen Ansatz fir die Behandlung von
Sehnenerkrankungen darstellen. Es konnte gezeigt werden, dass die Injektion von nackter in
Glukoseldsung geloster cmRNA in intakten sowie experimentell geschadigten Sehnen, zu
einer starken Proteinexpression im Sehnengewebe fiihrt. Die Injektion von fir BMP-7
kodierende cmRNA fiihrte in tenotomierten Achillessehnen von Ratten tendenziell zu einer
hoheren BMP-7 Expression im Vergleich zur Kontrollgruppe. AulRerdem konnten Trends in
Richtung eines etwas geringeren Abbaus von Kollagen Typ I, verminderter Bildung von
Kollagen Typ IlI, eines hoheren Verhaltnisses von Kollagen I zu Ill und eine stérkere
Zellinfiltration in Sehnenstimpfen beobachtet werden. Des Weiteren wurde cmRNA, die flr
das Reporterprotein Luciferase kodierte, in einem Tendinitismodell in Schafen in
Sehnendefekte injiziert, wodurch eine ausgepragte Expression im geschéadigten Gewebe
erzielt werden konnte. Die Ergebnisse legen nahe, dass cmRNAs, die flr therapeutische
Proteine kodieren, das Potenzial besitzen konnten als neue ,,Medikamentenklasse® zur

Behandlung von Sehnenerkrankungen Anwendung zu finden.

43



V1. SUMMARY

Tendon disorders are quite frequent both in human and veterinary medicine. Current
therapeutic treatments often remain unsatisfied due to high re-injury rates. Application of
naked chemically modified mRNA (cmRNA) encoding for a therapeutic protein, presents
itself as an innovative approach addressing tendon healing. It has been demonstrated in the
current study that injection of naked cmRNA dissolved in glucose containing solution into
tendons results in high protein expression in intact and experimentally injured tendons.
Injection of BMP-7 encoding cmRNA in tenotomized rat Achilles tendons resulted in higher
expression of BMP-7 protein by trend and tendencies of less fulminant degradation of
collagen type I, decreased collagen type 111 formation as well as higher collagen I/111 ratio and
chemotactic cell attraction in surgically dissected tendons compared to vehicle treatment.
Moreover reporter protein encoding cmRNA was injected into acute tendon injuries in a
sheep tendonitis model, revealing wide spread and profound tissue transfection in
pathologically affected tissue. Summarizing, these results suggest that cnRNAs encoding for
therapeutic proteins have the potential as a new “class of drugs” for the treatment of tendon

disorders.
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Abb. Al. Histopathologische Charakterisierung der Sehnendefekte 7 Tage nach Kollagenase-Gel
Applikation mit 200 oder 500 CDU (H.E. Farbung). (A) Ausgepragtes Hamatom im zentralen Bereich des
Defekts. (B) Nekrotisches Material, Ansammlungen von Erythrozyten sowie eingewanderte Entziindungszellen im
peripheren Bereich des Defekts. (C) Neovaskularisation und (D) Einwanderung von Entziindungszellen im
peripheren Bereich des Hamatoms. (E) Ansammlungen von Erythrozyten zwischen den Fasern und massive
Entziindung im peripheren Bereich des Defekts. (F) Intakte TBS der kontralateralen Gliedmafe. Tenozyten sind
zwischen parallel angeordneten Fasern lokalisiert. (A-C, E, F Vergroerung x10, D VergrofRerung x20).
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Abb. A2. Luciferaseaktivitat in erheblich geschadigten Sehnen. (A) Sehne wurde in vivo durch die Injektion
von 500 CDU geschadigt und sechs Tage spater (24h vor der Euthanasie) mit cmMRNAMC (zwei Depots a 100ug
in HBG 5% [1lmg/ml]) injiziert. Wegen der ausgepragten Schadigung wurde Sehne zur Inkubation in
Luciferinldsung in Stiicke geschnitten. (B) Sehne wurde in vivo durch die Injektion von 200 CDU geschéadigt und
24h vor der Euthanasie mit cmRNA™® (zwei Depots a 200pg in HBG 5% [1mg/ml]) injiziert. Sehne wurde vor der
Inkubation in Luciferinldsung in Langsrichtung aufgeschnitten.
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Tab. A2. Ausgewahlte Blutparameter und Analyse von Leber- und Nierenwerten.

Applizierte cmRNA 400pg 800ug 1000pg
do de d7 do dé6 d7 do de6 d7
_ Leukozyten [G/1]* 7.4+20 6.210.6 7.6* 6.8* 5.2 6.1 4.2 3.6 4.2 +0.7
g +0.5 +0.6 +0.2 +0.1
g Hamatokrit [%]z 48.3 51,7 43,9* 41.5 35.5 40.0 29.5 29.0 36.0+
S 3.3 4.2 0.7 2.1 1.4 16.4 4.2 0.0
£  Thrombozyten [G/L]  409* 500 +87 461* 450 554+ 562 521 421 564 +43
) +152 192 1172 52 125
Harnstoff-N [mg/dl]4 21* 11+0.0 7.5#0.7 17%4.2 135 6 0.7 14+1.4 12428 7.5%2.1
o +3.5
= Kreatinin [mg/dI]® 1.1% 1.0+0.0 1.1+0.1 1.1 1.2 1.1 0.8 0.7 0.7 +0.1
0.1 0.3 0.0 0.1 0.0
Alkalische 79* 615 4919 102 88134 8947 6921 74136 89 63
Phosphatase (AP) +38
(/e
Aspartatamino- 109* 161+23 15221 99+21 177 139 8116 78+13 92+35
transferase(AST)[U/I]’ +55 *10
y-Glutamyltrans- 75* 68+5.7 61+5.7 73+11 78+21 65%1 63+6.4 59+4.2 57135
ferase (y-GT) [U/I]®
g Glutamat- 3* 45421 714.2 6114 3.5 310.0 6.5 6.5 6.513.5
3 dehydrogenase +0.7 +0.7 +3.5
(GLDH) [u/1] °
Gallensduren 4.3* 8.6 12.4 12495 2.7 10.4 4.5 4.6 26.6
[umol/1]* +10.5  +6.9 +1.8 +7.6 +3.5 +4.2 +26.4
Gesamtbilirubin 0.3* 0.3+0.1 0.40.0 0.2 0.35 0.2 0.3 0.25 0.2 £0.0
[mg/dI]™ +0.0 +0.1 +0.0 +0.1 +0.1
Albumin im Serum 3.8% 3.710.4 3.50.2 3.7 3.8 3.2 3.1 2.9 2.90.2
[g/dN)* +0.5 +0.8 +0.1 +0.3 +0.3

Ergebnisse sind als Mittelwert £ SD dargestellt (n=2, *n=1). Referenzwerte: l4,5-11 G/, 2 27-40%, %280-650 G/, 45.11 mg/dI, S <
1.9mg/dl, &7 < 180 U/, 8< 32 U/, ° <9 U/I, *° postprandial < 40 umol/l, * < 0.4 mg/dl, *2 2-3 g/dl.
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IX. ABKURZUNGSVERZEICHNIS

bFGF
B-Gal
BMP-7
BMP-12
CDuU
cMRNA
HBG
IGF
LUC
MMP
NaCl

NaCl+5%Gluc

DPBS
PDGFb
brPEI
SD
SEM
TBS
OBS
OoP
VEGF

wit

Basic fibroblast growth factor
-Galaktosidase

Bone morphogenetic protein 7
Bone morphogenetic protein 12
Collagen digestion unit
chemisch modifizierte messenger RNA
Hepes buffered glucose
Insulin-like growth factor
Luciferase
Matrixmetalloproteinase
isotonische Kochsalzlésung

5% Glukose enthaltende isotonische
Kochsatzldsung

Dulbecco’s phosphate buffered saline
Platelet derived growth factor b
verzweigtes Polyethylenimin
Standardabweichung

Standardfehler

Tiefe Beugesehne

Oberflachliche Beugesehne
Operation

Vascular endothelial growth factor

Wildtyp
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