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Beschreibung

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft osteogenetische Vorrichtungen, betrifft synthetische Gene, die Pro-
teine kodieren, und die eine Osteogenese in Saugetieren induzieren kénnen und betrifft Verfahren zu deren
Herstellung unter Verwendung von DNA Rekombinationstechniken, betrifft synthetische Formen osteogeneti-
scher Proteine und Knochen- und Knorpelheilungsverfahren und betrifft die Verwendung einer osteogeneti-
schen Vorrichtung, die synthetische Proteine umfasst.

[0002] Es ist bekannt, dass Saugetierknochengewebe ein oder mehrere proteinartige Materialien enthalt, die
wahrscheinlich wahrend des Wachstums und der natirlichen Knochenheilung aktiv sind, und die eine Entwick-
lungskaskade zelluléarer Ereignisse induzieren kénnen, die eine Ersatzknochenbildung mit sich bringt. Dieser
aktive Faktor (oder Faktoren) wurde in der Literatur in verschiedener Weise als Knochen-morphogenetisches
oder morphogenetisches Protein, knocheninduktives Protein, osteogenetisches Protein, Osteogenin oder os-
teoinduktives Protein bezeichnet.

[0003] Die Entwicklungskaskade der Knochendifferenzierung besteht aus der Rekrutierung mesenchymaler
Zellen, der Proliferation von Vorlauferzellen, der Kalzifizierung von Knorpel, der vaskularen Invasion, Knochen-
bildung, Umformung und zuletzt der Marksdifferenzierung (Reddi (1981) Kollagen Rel. Res. 1: 209-226).
[0004] Obwohl die genauen Mechanismen, die diesen phanotypischen Transformationen zugrunde liegen un-
klar sind, wurde gezeigt, dass die natirliche Ersatzknochendifferenzierungsaktivitat der Knochenmatrix disso-
ziativ extrahiert und mit inaktiver restlicher kollagendser. Matrix zur Wiederherstellung der vollen Knochenin-
duktionsaktivitéat rekonstituiert werden kann (Sampath und Reddi, (1981) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 78:
7599-7603). Dies ergibt ein experimentelles Verfahren zur Untersuchung von Proteinextrakten auf ihr Vermo-
gen, in vivo eine Ersatzknochenbildung zu induzieren.

[0005] Es hat sich gezeigt, dass dieses vermeintliche Knochen induzierende Protein eine Molekilimasse von
weniger als 50 Kilodalton (kD) aufweist. Mehrere Saugetierspezies erzeugen ein eng verwandtes Protein, wie
es durch Kreuzspezies-Implantationsexperimente demonstriert wurde (Sampath und Reddi (1983) Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 80: 6591-6595).

[0006] Die potentielle Nutzlichkeit dieser Proteine wurde im weiten Umfang erkannt. Es wird erwogen, dass
die Verfugbarkeit des reinen Proteins die orthopadische Medizin, bestimmte Typen der plastischen Chirurgie
und verschiedene periodontale und craniofaciale Rekonstruktions-Verfahren revolutionieren wirde.

[0007] Die beobachteten Eigenschaften dieser Proteinfraktionen haben einen intensiven Forschungsaufwand
in verschiedenen Laboratorien ausgel6st, der auf die Isolierung und Identifizierung des reinen Faktors oder der
Faktoren, die fir die osteogenetische Aktivitat verantwortlich sind, gerichtet war. Der gegenwartige Stand der
Technik der Aufreinigung des osteogenetischen Proteins aus Saugetierknochen ist in Sampath et al. (Proc.
Natl. Acad. Sci. USA (1987) 80) offenbart. Urist et al. (Proc. Soc. Exp. Biol. Med. (1984) 173: 194-199) offen-
baren eine humane osteogenetische Proteinfraktion, die aus demineralisierten kortikalem Knochen mittels ei-
nes anorganischen-organischen Kalziumchlorid-Urea-Losungsmittelgemisches extrahiert wurde und durch dif-
ferenzielle Prazipitation in Guanidin-Hydrochlorid und praparative Gel-Elektrophorese gewonnen wurden. Die
Autoren berichten, dass die Proteinfraktion eine Aminosaure-Zusammensetzung eines sauren Polypeptids
und einer Molekiilmasse in einem Bereich von 17-18 kD aufweist.

[0008] Urist etal. (Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1984) 81: 371-375) offenbaren einen morphogenetischen Rin-
derknochen-Proteinextrakt mit den Eigenschaften eines sauren Polypeptids und einem Molekulargewicht bzw.
einer Molekilmasse von ungefahr 18 kD. Die Autoren berichteten, dass das Protein in einer Fraktion vorlag,
die durch Hydroxyapatit-Chromatographie aufgetrennt wurde und dass dieses die Knochenbildung im interili-
oabdominalen Maus-Muskel und eine Knochenregeneration bei Trephin-Defekten in Ratten- und Hundescha-
deln induzierte. |hr Verfahren zur Gewinnung des Extraktes aus Knochen hat schlecht definierte und unreine
Zubereitungen zur Folge.

[0009] Die europaische Patentanmeldung Nummer 148,155, verdffentlicht am 7. Oktober 1985, behauptet os-
teogenetische Proteine zu offenbaren, die bovinen, porcinen und humanen Ursprungs sind. Eines dieser Pro-
teine, das von den Erfindern als P3-Protein mit einer Molekllmasse von 22-24 kD bezeichnet wird, wurde an-
geblich bis zu einem im wesentlichen homogenen Zustand aufgereinigt. Es wird berichtet, dass dieses Material
die Knochenbildung induziert, wenn es Tieren implantiert wird.

[0010] Die internationale Anmeldung Nummer PCT/087/01537, veroéffentlicht am 14. Januar 1988, offenbart
eine unreine Fraktion aus Rinderknochen, die Knocheninduktionsqualitdten aufweist. Die genannten Anmelder
offenbaren ebenfalls vermeintliche knocheninduktive Faktoren, die durch DNA Rekombinationstechniken er-
zeugt wurden. Vier DNA-Sequenzen wurden aus humanen oder bovinen genomischen oder cDNA-Bibliothe-
ken gewonnen und werden anscheinend in rekombinanten Wirtszellen exprimiert. Wahrend die Anmelder fest-
stellten, dass die exprimierten Proteine Knochenmorphogenetische Proteine sein kénnen, wurde eine Kno-
cheninduktion nicht demonstriert. Siehe ebenfalls Urist et al., EP 0 212 474 mit dem Titel,Knochen-morphoge-
netische Mittel".

[0011] Wang et al. (Proc. Nat. Acad. Sci. USA (1988) 85: 9484-9488) offenbart die Aufreinigung eines mor-
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phogenetischen Rinderknochenproteins aus Guanidin-Extrakten von demineralisierten Knochen, das eine
Knorpel- und Knochenbildungsaktivitat aufweist, als ein basisches Protein, das einer Molekiulmasse von 30 kD
entspricht, bestimmt durch Gel-Elution. Die Aufreinigung des Proteins ergab Proteine von 30, 18 und 16 kD die
nach Auftrennung inaktiv waren. In Hinblick auf dieses Ergebnis erkannten die Autoren an, dass die genaue
Identitat des aktiven Materials nicht bestimmt wurde.

[0012] Wozney et al. (Science (1988) 242: 1528-1534) offenbart die Isolierung von cDNA's in voller Lange,
die die humanen Aquivalente dreier Polypeptide kodiert, die urspriinglich aus Rinderknochen aufgereinigt wur-
den. Die Autoren berichten, dass jedes der drei rekombinanten exprimierten humanen Proteine unabhangig
oder in Kombination dazu in der Lage sind, eine Knorpelbildung zu induzieren. Es wird jedoch nicht von einem
Beweis einer Knochenbildung berichtet.

[0013] Es ist eine Aufgabe dieser Erfindung, osteogenetische Vorrichtungen mit Matrizes bereitzustellen, die
dispergiertes osteogenetisches Protein enthalten, das zur Induktion von Knochen in allogenen und xenogenen
Implantaten in der Lage ist. Es ist eine weitere Aufgabe, synthetische osteogenetische Proteine bereitzustel-
len, die zum Induzieren einer Ersatzknochenbildung in Saugetieren, einschliellich Menschen, in der Lage sind.
Es ist eine noch weitere Aufgabe, Gene bereitzustellen, die nicht-native osteogenetische Proteine kodieren
und Verfahren fur ihre Herstellung unter Verwendung von DNA-Rekombinationstechniken bereitzustellen. Es
ist eine weitere Aufgabe, neue biosynthetische Formen von osteogenetischen Proteinen und ein strukturelles
Design fir neue, funktionelle osteogenetische Proteine bereit zu stellen. Es ist eine weitere Aufgabe, Verfahren
zum Induzieren der Knorpelbildung bereitzustellen.

[0014] Diese und weitere Aufgaben und Merkmale der Erfindung werden aus der Beschreibung, den Zeich-
nungen und Ansprichen, die folgen, offensichtlich werden.

Zusammenfassung der Erfindung

[0015] Diese Erfindung schlie3t osteogenetische Vorrichtungen ein, die, wenn sie in einem Saugetierkérper
angeordnet werden, am Ort des Implantates die volle Entwicklungskaskade der Ersatzknochenbildung und
Knochenmarksdifferenzierung induzieren kénnen. Wie hierin offenbart in geeigneter Weise modifiziert kbnnen
die Vorrichtungen ebenfalls zum Induzieren einer Knorpelbildung verwendet werden. Die Vorrichtungen um-
fassen ein Tragermaterial, das hierin als Matrix bezeichnet wird, das die nachstehend offenbarten Eigenschaf-
ten aufweist, und das dispergiertes osteogenetisches Protein in Form eines biosynthetischen Konstruktes ent-
halt.

[0016] Der Schlussel fur diese Entwicklungen war die erfolgreiche Zubereitung beziehungsweise Herstellung
von im wesentlichen reinem osteogenetischem Protein durch Aufreinigung aus Knochen, das ans Licht bringen
der Aminosauresequenz und Strukturdaten flir das native osteogenetische Protein und Einsichten, die eine
Studie der DNA- und Aminosauresequenzen des Produktes aus naturlicher Quelle einschlossen. Es wurde
eine Vorschrift entwickelt, die eine Wiedergewinnung von aktiven, im wesentlichen reinen osteogenetischen
Proteinen aus Saugetierknochen einschliesst. Die Untersuchung der Eigenschaften und Struktur des osteoge-
netischen Proteins in seiner nativen Form ermdglichte den Erfindern dann, ein rationelles Design fiir nicht-na-
tive Formen zu entwickeln, d. h. Formen, die in der Natur vorher nicht bekannt waren, und die zur Induktion
der Knochenbildung in der Lage sind. Soweit es den Anmeldern bewult ist, stellen die hierin offenbarten Kon-
strukte den ersten Fall eines Designs eines funktionellen, aktiven Proteins ohne vorher existierendes Wissen
beziglich des aktiven Bereiches einer nativen Form einer Nukleotid- oder Aminosauresequenz dar.

[0017] Eine Reihe von Consensus DNA-Sequenzen wurde mit dem Ziel entwickelt, ein aktives osteogeneti-
sches Protein zu entwickeln. Die Sequenzen basierten auf Teilaminosauresequenz-Daten, die aus dem Pro-
dukt aus natirlicher Quelle gewonnen wurden und basierten auf beobachteten Homologien mit nicht verwand-
ten Genen, von denen in der Literatur berichtet wurde, oder auf den Sequenzen, die diese kodieren und die
eine angenommene oder demonstrierte Entwicklungs-Funktion aufweisen. Mehrere der biosynthetischen Con-
sensus-Sequenzen wurden als Fusionsproteine in Prokaryonten gereinigt, gespalten, erneut gefaltet, mit einer
Matrix kombiniert, in ein etabliertes Tiermodell implantiert und es wurde gezeigt, dass diese eine Ersatzkno-
chen-induzierende Aktivitat aufweisen. Die gegenwartig bevorzugten aktiven Proteine umfassen Sequenzen,
die als COPS, COP7, COP16 und OP1 bezeichnet werden. Die Aminosauresequenzen dieser Proteine sind
unten dargelegt.

3/44



DE 689 29 472 T2 2004.05.13

1 10 20 30 40
COP5 LYVDFS-DVGWDDWIVAPPGYQAFYCHGECPFPLAD
50 60 70
HENSTN——H-AVVQTLYNSVREKI --PKACCVEFTELSA
80 80 100

ISMLYLDENEKVVLENYQEMVVEGCGCR

1 10 20 30 40
cop? LYVDFS -DVGHNDWIVARPGYHAFYCHGECPFPLAD
0 60 70
HLNSTN-~H-AVVQTLVNSVNSKI--PKACCVPTELSA
80 90 100
1SMLYLDENEKVVLKNYQEMVVEGCGCR

=10 .
PKHHEQRARKKNKN
1 10 20 e 40
COPla CRRHSLYVDFSggvewunwIngPGYQAFYCHGEchPLAD
0 70
HFNSTN-~H-AVVQTLYNSVNSKI--PKACCVBTELSA
80 90 100
ISMLYLDENEKVVLKNYQEMYVEGCGCR

-5
. HORQA
1 10 20 30 40
oP1 CKKHELYVSFR-DLGWQDWI IAPEGYAAYYCEGECAFPLNS
~ 50 60 .70
YMNATN-~H-AIVQTLVHFINPET~-VPKPCCAPTQLNA
80 90 100
ISVLYFDDSSNVILKKYRNMVVRACGCH

[0018] In diesen Sequenzen und in allen anderen Aminosauresequenzen die hierin offenbart sind, werden die
Striche (-) als Fullmittel lediglich dazu verwendet, vergleichbare Sequenzen in verwandten Proteinen in einer
Reihe aufzustellen und weisen keine weitere Funktion auf. Somit sind beispielsweise die Aminosauren 45-50
von COP7 NHAVV. Ebenfalls ist die Numerierung der Aminosauren lediglich fir den Zweck ausgewahlt, Ver-
gleiche zwischen Sequenzen zu erleichtern. Somit kdnnen beispielsweise die DF-Reste, numeriert als 9 und
10 von COPS und COP7, beispielsweise Reste 35 und 36 eines osteogenetischen Proteins umfassen, das die
Erfindung verkdrpert. Verschiedene Leader- oder Trailersequenzen kénnen an den operativen aktiven Bereich
gebunden werden, vorausgesetzt, dass die osteogenetische oder chondrogenetische bzw. knorpelbildende
Aktivitat des Proteins nicht zerstort wird.

[0019] Somit umfasst die Erfindung gemaR einem Aspekt ein Protein mit einer Aminosauresequenz, die mit
einer Sequenz von COPS, COP7, COP16 oder OP1 so ausreichend duplikativ ist, dass sie dazu in der Lage
ist, eine Ersatzknochenbildung zu induzieren, wenn sie in geeigneter Weise gefaltet und einem Saugetier in
Verbindung mit einer Matrix implantiert wird. Einige dieser Sequenzen induzieren Knorpel, jedoch nicht Kno-
chen. Ebenfalls kdnnen die Knochenbildungsmaterialien zur Erzeugung von Knorpel verwendet werden, wenn
sie an einen avaskularen Ort implantiert werden, oder wenn ein Inhibitor fiir die volle Knochenentwicklung zu-
sammen mit dem aktiven Protein implantiert wird. Somit umfasst die Erfindung bei einem weiteren Aspekt ein
Protein von weniger als 200 Aminosauren Lange (fir jede Kette), einschlielich einer Sequenz, die flr die Se-
quenz von COPS, COP7, COP16 oder OP1 ausreichend duplikativ ist, so dass sie dazu in der Lage ist, zumin-
dest eine Knorpelbildung zu induzieren, wenn es in geeigneter Weise gefaltet und einem Saugetier in Verbin-
dung mit einer Matrix implantiert wird. Der Ausdruck ,ausreichend duplikativ" wie hierin verwendet, wird dazu
verwendet, Proteine mit einem Homologiegrad mit den speziellen Sequenzen, die hierin offenbart sind, und
anderen, unterschiedlichen Aminosauren, zu beschreiben, die jedoch nichts desto weniger eine osteogeneti-
sche oder chondrogenetische Aktivitat zeigen.
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[0020] In einem bevorzugten Aspekt umfassen diese Proteine Spezies der generischen Aminosauresequen-
zen:

1 10 20 30 40 50
LXVXFXDXGUWXXWXXX PXCXHAXY CXCXCXXPXXNXOI K NHAXY

60 70 80 90 100
QRAVIXXNEXXX PXX CCX PR X ARRX LUK X KR VX L XX Y XXMA VXX CXCX

oder

! 10 20 " 30 40 50

CXHXXKXLXVXFXDXGWXXWXXX PXGXXAXY CXGRCXY PRAXXXX XX NHAKX
60 70 80 90 100

QXN VRKNAXKE PXXCCX PR KK KK L AR XK LXK VK LR YXXDIVAR CXCX

wobei die Buchstaben die Animosaurereste im Standard-Einbuchstabencode anzeigen und X jeweils irgendei-
ne der 22 natirlich vorkommenden Aminosaurenreste reprasentiert. Bevorzugte Aminosauresequenzen inner-
halb der vorhergehenden generischen Sequenzen sind:

1 10 20 30 40 50

LYVDFRDVGWRDWIVAPPGYHAFYCHGECPFPLADHLNSTNHATV

KSEL QEVISEFDY E A AY MPESMKAS VI

FEKI DN L N S8 Q ITKFP TL

A s K

60 70 80 90 100
QTLVNSVNPGKIPKACCVPTELSAISMLYLDENENVVLKNYQDMVVEGCGCR
SI HAI SEQV EP A EQMNSLAI FFNDQDK I RK EE T DA H H

RF T & KDPVY YN S HRN RS
N ] X ¥ E
und
1 10 20. 30 40 50

CKRHPLYVDFRDVYGWNDWIVAPPGYHAFYCHGECPFPLADHLNSTNHALIV
RRRS K S S L QE VISE FD Y E A AY MPESMKAS VI
KEFEKTZI DN L N 8§ Q ITRFP TL
Q A [ X
60 70 80 90 100
OTLVNSVNPGKIPKACCVPTELSAISMLYLDENENVVLKNYQDMVVEGCGCR
SI HAI SEQV EF A EQMNSLAI FFRDQDK I RK EE T‘DA HH
RF T 8 KDPVV YN S R RN RS
N S K P E

wobei jede der in jeder Position in der Sequenz vertikal angeordneten Aminosauren alternativ in verschiedenen
Kombinationen verwendet werden kann. Es sei erwahnt, dass diese generischen Sequenzen 6 und vorzugs-
weise 7 Cysteinreste aufweisen, wo sich inter- oder intramolekulare Disulfidbriicken bilden kénnen und enthal-
ten weitere entscheidende Aminosauren, die die Tertiarstruktur der Proteine beeinflussen. Diese generischen
Strukturmerkmale sind in friiher veroffentlichten Sequenzen zu finden, von denen jedoch keine als dazu in der
Lage beschrieben wurde, eine osteogenetische Aktivitat zu zeigen und von denen die meisten niemals mit ei-
ner solchen Aktivitat in Verbindung gebracht wurden.

[0021] Besonders niitzliche Sequenzen schliel3en folgende ein:
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1 10 20 3¢ - 40
CKKRHLYVEFK-DVGWONWV IAPQGYMANYCYGECPYPLTE
50 60 70
ILNGSN~-H-AILQTLVHSIEPED-IPLPCCVPTKMSP
80 90 100 -
ISMLFYDNNDNVVLRHYENMAVDECGCR

1 10 20 30 40
CRRHSLYVDFS-DVGWDDWIVAPLGYDAYYCHGKCPFPLAD
50 60 70
HENSTR--H-AVVQTLVNNNNPGK~-VPKACCVPTQLDS
80 90 100
VAMLYLNDQSTVVLKNYQEMIVVGCGCR

1 10 20 .30 40
CKRHPLYVDFS-DVGWNDWIVAPPGYHAFYCHGECPFPLAD
: 30 60 70
HLNSTN-~H-AIVQTLVNSVNS-K-IPKACCYPTELSA
80 90 100
1SMLYLDENEKVVLKNYQDMVVEGCGCR

10 20 30 40

'CRRHSBYVDFSwDVGWNﬁWIVAPPGYQAFYCHGDC?FPLAD

50 60 70

HLNSTN~~H-AIVQTLVNSVNS~-S~IPKACCVPTELSA

80 - -+ 90 100
SMLYLDEYDKVVLXNYQEMVVEGCGCR

1 10 20 30 40
CARRYLKVDFA-DIGWSEWIISPKSFDAYYCSGACQFPMPK
14) 60 70
SLKPSN-~H-ATIQSIVRAVGVVEGIPEPCCVPEKMSS
80 80 100
LSILFFDENKNVVLKVYPNMTVESCACR

1l 10 20 ‘30 40
LYVDsegnvewnmwzIapvnrnavycsgacorpsau
0 60 0
HFNSTN--H-AVVQTLVNNMNPGK-VPKPCCVPTELSA
80 90 100

ISMLYLDENSTVVLKNYQEMTVVGCGCR
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1 10 20 30 . 40
COP3 LYVDFQRDVGWDDWIVAPPGYQAFYCSGACQFPSAD
50 g0 70
HFNSTN-~H~AVVQTLVNNMNPGK-VPKPCCVPTELSA
80 90 100

ISMLYLDENERVVLKNYQEMVVEGCGCR

1 10 20 30 40
COPr4 LYVDFS-DVGWDDWIVAPPGYQAFYCESGACQFPSAD
50 60 70
HFNSTN-~-H-AVVQTLVNNMNPGK~-VPRPCCVPTELSA
80 90 100

ISMLYLDENEKVVLENYQEMVVEGCGCR

[0022] Vgl ist eine bekannte Xenopus-Sequenz, die bisher nicht mit einer Knochenbildung in Verbindung ge-
bracht wurde. DPP ist eine Aminosauresequenz, die von einem Drosophila-Gen kodiert wurde, das fur die Ent-
wicklung des dorsoventralen Musters verantwortlich ist. OP1 ist eine Region einer natlrlichen Sequenz, die
durch Exons einer genomischen DNA-Sequenz kodiert wird, die von den Anmeldern aufgesplrt wurde. Die
CBMPs sind Aminosauresequenzen, die Unterabschnitte der Saugetierproteine umfassen, die von den geno-
mischen DNAs und cDNAs codiert werden, die von den Aasmeldern aufgespurt wurden. Die COPs sind voll-
standig biosynthetische Proteinsequenzen, ausgedriickt durch neue Consensus-Genkonstrukte, und designed
unter Verwendung der hierin vorstehend dargelegten Kriterien und wurden bis jetzt in der Natur nicht aufge-
funden.

[0023] Es wird angenommen, dass diese Proteine Dimere sind. Sie scheinen nicht aktiv zu sein, wenn sie
reduziert sind. Verschiedene Kombinationen von Spezies der Proteine kdnnen als Heterodimere oder Homo-
dimere existieren. Soweit es den Aasmeldern bewul3t ist stellen die COPS, COP7-, COP16- und OP1-Kon-
strukte die ersten Falle des Designs eines bioaktiven Proteins ohne vorher existierende Erkenntnis des aktiven
Bereichs einer Nukleotid- oder Aminosduresequenz in nativer Form dar.

[0024] Die Erfindung stellt somit synthetische osteogenetische Proteine bereit, die unter Verwendung von
DNA-Rekombinationstechniken hergestellt wurden. Das Protein kann Formen mit variierenden Glykosylie-
rungsmustern, variierenden N-termini, eine Familie verwandter Proteine mit Regionen einer Aminosaurese-
quenz-Homologie und aktive trunkierte oder mutierte Formen des nativen Proteins einschieRen, unabhangig
davon, wie diese gewonnen wurden. Im Hinblick auf diese Offenbarung kann der auf dem Fachgebiet tatige
Gentechniker Gene entwickeln und synthetisieren, die die geeigneten Aminosauresequenzen kodieren und
kann diese dann in verschiedenen Typen von Wirtszellen exprimieren, einschliellich sowohl von Prokaryonten
als auch Eukaryonten, um grof3e Mengen aktiver synthetischer Proteine zu erzeugen, die trunkierte Analoga,
Muteine, Fusionsproteine und andere Konstrukte umfassen, die die biologische Aktivitat der naiven Formen
nachahmen und zur Induktion einer Knochenbildung in Sdugetieren, einschliellich von Menschen, in der Lage
sind.

[0025] Die synthetischen Proteine sind in klinischen Anwendungen in Verbindung mit einem geeigneten Ab-
gabe- oder Transportsystem (Matrix) von Nutzen. Die Matrix wird aus Teilchen oder por6sen Materialien her-
gestellt. Die Poren mussen eine Dimension aufweisen, die eine Vorlauferzellmigration und eine anschlieRende
Differenzierung und Proliferation ermdglichen. Die Teilchengrof3e sollte innerhalb des Bereichs von 70-850 Mi-
krometer, vorzugsweise 70-420 Mikrometer liegen. Sie kann durch enges Packen von teilchenférmigem Mate-
rial in eine Form hergestellt werden, die den Knochendefekt Gberspannt oder durch in anderer Weise struktu-
rieren, wie erforderlich, eines Materials, das biokompatibel (nicht entziindlich) und in vivo biodegradierbar ist,
um als ein ,2temporares Gerist" und als ein Substrat zur Rekrutierung von migratorischen Vorlauferzellen und
als Basis fur deren anschlieRende Verankerung und Proliferation zu dienen. Gegenwartig bevorzugte Trager
schlielRen teilchenférmigen, demineralisierten, Guanidin-extrahierten Spezies-spezifischen (allogenen) Kno-
chen und teilchenférmigen, entglykosylierten (oder HF-behandelten) Protein-extrahierten, demineralisierten,
xenogenen Knochen ein. Wahlweise kdnnen solche xenogenen Knochenpulvermatrizes ebenfalls mit Protea-
sen wie beispielsweise Trypsin behandelt werden. Weitere nitzliche Matrixmaterialien umfassen Kollagen, Ho-
mopolymere und Copolymere der Glykolsaure und Milchsaure, Hydroxyapatit, Trikalziumphosphat und andere
Kalziumphosphate.

[0026] Die osteogenetischen Proteine und implantierbaren osteogenetischen Vorrichtungen, die hierin aus-
geflhrt und offenbart sind, ermdglichen dem Arzt eine optimale vorhersehbare Knochenbildung zu erzielen,
um beispielsweise erworbene oder angeborene craniofaciale oder andere Skelett- und Zahnanomalien zu kor-
rigieren (Glowacki et al. (1981) Lancet 1: 959-963). Die Vorrichtungen kénnen dazu verwendet werden, eine
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lokale Ersatzknochenbildung in nicht-gleichférmigen bzw. nicht verheilenden Frakturen und in anderen klini-
schen Anwendungen zu induzieren, einschlieBlich periodontaler Anwendungen, bei denen eine Knochenbil-
dung erforderlich ist. Eine andere potentiell klinische Anwendung ist die Knorpelheilung, beispielsweise bei der
Behandlung der Osteoarthritis.

Kurze Beschreibung der Zeichnung

[0027] Die vorhergehenden und weiteren Aufgaben dieser Erfindung, deren verschiedene Merkmale, ebenso
wie die Erfindung selbst sind aus der nachfolgenden Beschreibung besser verstandlich, wenn sie zusammen
mit den begleitenden Zeichnungen gelesen werden, bei denen:

[0028] Fig. 1 ein Vergleich der Aminosauresequenz verschiedener osteogenetischer Proteine mit derjenigen
der TGF-Beta-Familie darstellt. COP1, COP3, COP4, COP6 und COP7 sind eine aus dem Consensus-Gen
entwickelte Familie von Analoga synthetischer osteogenetischer Proteine, die Uber eine Gelenkregion an ein
Leader-Protein gebunden sind, das die Sequenz D-P-N-G aufweist, die die chemische Spaltung an der
D-P-Stelle (durch Saure) oder N-G (durch Hydroxylamin) erméglichte, was die Freisetzung des analogen Pro-
teins zur Folge hat; VGl ist ein Xenopus-Protein, DPP ist ein Drosophila-Protein; OP1 ist ein natives osteoge-
netisches Protein; CBMP2a und 2b und CBMP3 sind Unterabschnitte der Proteine, die in der PCT-Anmeldung
087/01537 offenbart sind; MIS ist die Mullerian Inhibitory Substance; und ,Consensus Auswahl" bedeutet ver-
schiedene Substitutionen von Aminosauren, die an verschiedenen Positionen in den osteogentischen Protei-
nen vorgenommen werden kénnen;

[0029] Fig. 2Aistein E. coli Expressionsvektor, der ein Gen eines osteogenetischen Proteins fusioniert an ein
Leader-Protein enthalt;

[0030] Fig. 2B ist die DNA-Sequenz, die einen modifizierten trp-LE-Leader, zwei Fb-Domanen aus Protein A,
einer ASP-PRO-Spaltstelle und die COPS-Sequenz umfasst;

[0031] Fig. 3A und 3B sind Mikrophotographien von Implantaten, die die Histologie (Tag 12) von aktivem re-
kombinantem COPS-Protein darstellen. A ist Kontrolle (Rattenmatrix alleine, 25 mg). B ist eine Rattenmatrix
plus COPS, die *** Knorpelbildung und ** Knochenbildung darstellt (siehe Legende unten). Ahnliche Ergebnis-
se werden mit COP7 erreicht; und

[0032] Fig. 4 ist eine schematische Darstellung der DNA-Sequenz und der entsprechenden Aminosaurese-
quenz eines Consensus-Gens fir ein osteogenetisches Protein (COPO).

Beschreibung

[0033] Reinigungsvorschri$en wurden entwickelt, die die Isolierung des in Protein-Rohextrakten vorliegenden
osteogenetischen Proteins aus Saugetierknochen ermdglichen. Das Isolierungsverfahren ermoglicht die Her-
stellung signifikanter Mengen von im wesentlichen reinen osteogenetischen Proteinen aus irgendeiner Sauge-
tierspezies, vorausgesetzt, dass ausreichende Mengen an frischen Knochen aus der Spezies verfligbar sind.
Die empirische Entwicklung des Verfahrens, verbunden mit der Verfligbarkeit von frischen Kalbsknochen er-
moglichte die Isolierung von im wesentlichen reinen osteogenetischen Rinderproteinen (Bovine Osteogenic
Protein = BOP). BOP wurde signifikant charakterisiert; seine Fahigkeit, ein Knorpel- und letztendlich Ersatz-
knochenwachstum in Katze, Kaninchen und Ratte zu induzieren, wurde studiert; es hat sich gezeigt, dass es
zur Induktion der vollen Entwicklungskaskade der Knochenbildung in der Lage ist, die noch vor kurzem unbe-
kanntem Protein oder Proteinen in heterogenen Knochenextrakten zugeschrieben wurde; und es kann dazu
verwendet werden, die Bildung von Ersatzknochen in orthopadischen Defekten einschlief3lich nicht heilender
Frakturen zu induzieren. Es ist in seiner nativen Form ein glykosyliertes, dimeres Protein. Es ist jedoch in ent-
glykosylierter Form aktiv. Es wurde teilweise sequenziert.

[0034] Die Erlauterung der Aminosauresequenz von BOP erméglichte die Konstruktion einer Consensus-Nu-
kleinsduresequenz, die wie hierin offenbart auf Grundlage der Sequenzdaten der gefolgerten Codons fiir die
Sequenz und der Beobachtung der Teilhomologie mit bekannten Genen entwickelt wurde.

[0035] Diese Consensus-Sequenzen wurden durch Vergleich mit den Sequenzen verfeinert, die in bestimm-
ten regulatorischen Genen aus Drosophila, Xenopus und Menschen vorlagen, gefolgt von Punktmutation, Ex-
pression und Assay bezuglich der Aktivitat. Dieser Ansatz war bei der Erzeugung mehrerer aktiver, vollstandig
synthetischer Konstrukte erfolgreich, die in der Natur nicht zu finden sind (soweit es den Anmeldern bewuf3t
ist), die eine echte osteogenetische Aktivitat aufweisen.

[0036] Diese Entdeckungen ermdglichten die Konstruktion von DNAs, die vollkommen neue, nicht native Pro-
teinkonstrukte kodieren, die individuell und in Kombination dazu in der Lage sind, einen echten Ersatzknochen
zu erzeugen. Die DNAs koénnen unter Verwendung wohl etablierter DNA-Rekombinationstechnologien in pro-
karyontischen oder eukaryontischen Wirtszellen exprimiert werden und die exprimierten Proteine kdnnen in vi-
tro oxidiert oder umgefaltet werden, falls dies fir die biologische Aktivitat erforderlich ist.

[0037] Das Design und die Produktion solcher biosynthetischer Proteine, die Natur der Matrix und andere Ma-
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terialaspekte betreffend die Natur, Anwendung, wie diese herzustellen sind und wie der hierin beanspruchte
Gegenstand zu verwenden ist, wird weiter aus dem nachfolgenden besser verstandlich werden, was das ge-
genwartig bekannte beste Verfahren darstellt, die verschiedenen Aspekte der Erfindung auszulben.

Consensus-Sequenzdesign

[0038] Ein synthetisches Consensus-Gen, dargestellt in Fig. 4, wurde so designed, dass es ein Consen-
sus-Protein auf Grundlage von Aminosaurevorhersagen aus einer Homologie mit der TGF-Beta-Gen-Familie
kodierte. Die entwickelte Consensus-Sequenz wurde dann unter Verwendung bekannter Techniken konstru-
iert, die einen Zusammenbau von Oligonukleotiden einschlossen, die in einem DNA-Synthesegerat hergestellt
wurden.

[0039] Tryptische Peptide, abgeleitet von osteogenetischem Rinderprotein, isoliert von den Anmeldern und
sequenziert durch Edmann-Abbau ergab Aminosauresequenzen, die eine starke Homologie mit der Drosophi-
la DPP-Proteinsequenz (wie aus dem Gen gefolgert), mit Xenopus VG1-Protein, und ein wenig geringere Ho-
mologie zu Inhibin und TGF-Beta zeigten, wie es nachstehend in Tabelle 1 demonstiert wurde.
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Tabelle 1

Protein Aminosduresequenz Homologie

B ‘SFDAYYCSGACQFPS . '
(EQP) xRNz R gQg* (9/15 Ubereinstimmungen)
(DER) GYDAYYCHGKCPFFL

BOP SEDAYYCS .
( ) ) .S SAEQFPS (6/15 Ubereinstimmungen)
(¥al) GYMANYCYGECPYPL

{BOP) SFDAYYCSGACQFPS .

* Ax % x (5/15 Ubereinstimmungen)

{inhibin) GYHANYCEGECPSHI

(BOPR) SFBAYYCSGACQFPS -
x & (4/15 Ubereinstimmungen)

(IGE-beta) GYHANFCLCPCPYIW

(BOP) K/RACCVPTELSAISMLYLDEN .. .
axkanx  x xxsxx & =2 (12/20 Ubereinstimmungen)
(Val) LPCCVPTKMSPISMLFYDNN
{BOP) K/RACCVPTELSAISMLYLDEN
® KRERRR % RARR £

, (12/20 Ubereinstimmungen)
(inhibin)  KSCCVPTKLRPMSMLYYDDG

{BOR) K/RAC CVPTELSAI SMLYLDE .
Lok ol (6/19 Ubereinstimmungen)

{IGF~heta) APCCVPQALEPLPIVYWG

BOP K/RACCVPTELSAISMLYLDE - .
¢ ) AXRRERKRAN R *,,,D N (12/20 Ubereinstimmungen)

(RPP) KACCVPTQLDSVAMLYLNDQ
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(BOE) LYVDF - o
RAEXR (5/5 Ubereinstimmungen)

(DPR) LYVDF

,{292‘) LYVDF

*xx % (4/5 Ubereinstimmungen)
{(Yal) LYVEF |

(BOR) LYVDF

*® =W

(IGE-beta) LYIDF

(4/5 Ubereinstimmungen)

(BQR) LYVDF

x = (2/5 Ubereinstimmungen)

(inhibin) FFVSF

———

= . .
Ubereinstimmung

[0040] Beider Bestimmung einer geeigneten Aminosauresequenz eines osteogenetischen Proteins (von dem
die Nukleinsauresequenz bestimmt werden kann) wurden nachfolgende Punkte in Erwagung gezogen: (1) die
durch Edmann-Abbau der tryptischen Fragmente des osteogenetischen Proteins aus natirlicher Quelle be-
stimmte Aminosauresequenz wird am héchsten eingeordnet, so lange diese ein starkes Signal aufweist und
eine Homologie oder konservative Austausche zeigt, wenn sie mit den anderen Mitgliedern der Genfamilie aus-
gerichtet bzw. aligned wird; (2) wo die Sequenz fiir alle vier Proteine Ubereinstimmt wird diese in der syntheti-
schen Gensequenz verwendet; (3) Ubereinstimmende Aminosauren in DPP und Vgl werden verwendet; (4)
wenn Vgl oder DPP voneinander abweichen, jedes jedoch mit Inhibin oder TGF-Beta ibereinstimmte, wurde
diese Ubereinstimmende Aminosaure ausgewahlt; (5) wenn alle Sequenzen abweichten wurde die DPP-Se-
quenz anfanglich ausgewahlt, wobei der spatere Plan, die Vgl-Sequenz durch Mutagenese zu erzeugen, als
Méoglichkeit beibehalten wurde. Zusatzlich wird die Consensus-Sequenz so entwickelt, dass sie die Disul-
fid-Verbriickung erhalt und die apparente Strukturhomologie zwischen den verwandten Proteinen konserviert.

Rekombinante osteogenetische Proteinkonstrukte

[0041] Dieser Ansatz hatte die Produktion neuer rekombinanter Proteine zur Folge, die zur Induzierung der
Bildung von Knorpel und Ersatzknochen in der Lage waren, und die eine Proteinstruktur umfassten, die der
funktionellen Doméane des Materials aus naturlicher Quelle duplikativ oder analog zu dieser waren. Die Amino-
sauresequenzen, die durch die Consensus-DNA-Sequenzen kodiert werden, wurden von einer Familie natir-
licher Proteine abgeleitet, die in die Gewebsentwicklung involviert ist. Es ist bekannt, dass diese Genproduk-
te/Proteine in einer aktiven Form als Dimere existieren und im allgemeinen aus einem Vorlauferprotein prozes-
siert werden, so dass eine aktive C-terminale Domane des Vorlaufers erzeugt wird.

[0042] Die rekombinanten osteogenetischen/chondrogenetischen Proteine sind in dem Sinne ,,neu”, dass, so-
weit es den Anmeldern bewusst ist, sie in der Natur nicht existieren oder, falls diese existieren, sie niemals vor-
her mit der Knochen- oder Knorpelbildung in Verbindung gebracht worden sind. Der Ansatz zur Entwicklung
dieser Proteine besteht darin, Aminosauresequenzen zu verwenden, die in den nativen OP-Isolaten zu finden
sind, in Polypeptid-Strukturen, die nach bestimmten, in der Literatur erwahnten Proteinen gemustert sind, oder
die Aminosauresequenzen, die aus den in der Literatur berichteten DNAs gefolgert werden. Somit wurde, je
mehr unter Verwendung der oben dargelegten Designkriterien und unter Verfeinerung der Aminosauresequenz
Uber die Proteinsequenzinformation gelernt wurde, eine Reihe synthetischer Proteine in der Hoffnung und in
der Absicht entwickelt, dass diese eine osteogenetische oder chondrogenetische Aktivitat aufweisen kénnten,
wenn sie im nachstehend offenbarten Bio-Assay-System getestet wurden.

[0043] Es wurde beispielsweise erwahnt, dass DPP von Drosophila, VG1 von Xenopus, der TGF-Beta-Fami-
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lie von Proteinen und in einem geringeren Umfang Alpha- und Beta-Inhibine, eine signifikante Homologie mit
bestimmten, der von dem OP-Produkt aus naturlicher Quelle abgeleiteten Sequenzen aufwiesen (Fig. 1). Eine
Studie dieser Proteine fihrte zur Realisierung, dass ein Anteil der Sequenz jeder dieser Sequenzen eine struk-
turelle Ahnlichkeit aufwies, die durch Analyse der positionsbezogenen Beziehung von Cysteinen und anderen
Aminosauren beobachtbar war, die einen bedeutenden EinfluR auf die dreidimensionale Proteinkonformation
aufwiesen. Es wurde erwahnt, dass ein Bereich dieser Sequenzen eine Reihe von sieben Cysteinen aufwies,
die sehr nahe in denselben relativen Positionen angeordnet waren und bestimmte andere Aminosauren in Se-
quenz, wie nachstehend dargelegt ist:

10 20 30 40 50
CLXXLXVIXFXDXGWRXWAXAXPXGXXAXY CX CX CXX PR AN XXX NHAXX
60 70 80 80 . 100

QEXVOI N PXX CCX PO LR X XX VXL XX Y X XM VX CXCX

wobei jedes X unabhangig eine Aminosaure reprasentiert. Expressionsexperimente von zweien dieser Kon-
strukte zeigen eine Aktivitdt. Expressionsexperimente mit Konstrukten, die nach dieser Aminosaurese-
quenz-Matrize strukturiert waren, mit einer kiirzeren Sequenz, die nur sechs Cysteine aufwiesen, zeigen eben-
falls eine Aktivitat:

10 20 30 40 50
LXVEFXDRGWXRWXXK PR GRHANY CXGR CRXPRIEK UK XK NHAKK
60 70 80 30 100

QXX VXAXNXXXX PXXCOX PR R LXK KRN VE LXK YU XMIVEXCXCX

wobei jedes X unabhangig eine Aminosaure reprasentiert. Innerhalb dieser generischen Strukturen liegt eine
Vielzahl spezieller Sequenzen, die eine osteogenetische oder chondrogenetische Aktivitat aufweisen. Bevor-
zugte Strukturen sind solche, die die folgende Aminosauresequenz aufweisen:

10 20 30 40 50
CRRHEPLYVDFRDVGWNDWIVAPPGYHAFYCHGECPFPLADHLNSTNHAIV
RKRS K S S L QE VIS EFDY E A AY MPESMKAS VI
KEFEKTI DN L N S Q ITK F P TL
Q A s 4
60 70 80 90 "100
QTLVNSVNFGKIPKACCVPTELSAISMLYLDENENVVLRKNYQDMVVEGCGCR
SI HAI SEQV EP A EQMNSLAI FFNDQDK I RK EE T DA H H
RF T 8 KDFY V ¥ H S8 H RN RS
. N s . 'K P E

wobei in jeder Position, in der mehr als eine Aminosaure dargestellt ist, irgendeine der dargestellten Amino-
sauren verwendet werden kann. Neue aktive Proteine sind ebenfalls durch Aminosauresequenzen definiert,
die eine aktive Domane beginnend bei Rest Nr. 6 dieser Sequenz aufweisen, d. h. das N-terminate CXXXX
vermeiden oder die jede der bevorzugten speziellen Kombinationen wie beispielsweise CKRHP, CRRKQ, CK-
RHE etc. vermeiden, was ein Konstrukt mit nur sechs Cystein-Resten zur Folge hat. Nach dieser Arbeit wurde
die PCT 87/01537 veroffentlicht und es wurde beobachtet, dass die dort als BMPII a und BMPIII identifizierten
Proteine jeweils eine Region einschlossen, die diese generische Struktur verkorpert. In dieser verdffentlichten
Anmeldung wurde nicht gezeigt, dass diese Proteine osteogenetisch sind. Die Anmelder entdeckten jedoch,
dass eine Untergruppe der Aminosauresequenz dieser Proteine, in geeigneter Weise gefaltet und wie hierin
dargelegt implantiert, aktiv ist. Diese werden hierin als CBMPIla, CBMPIIb und CBMPIII offenbart. Weiterhin
spurten die Anmelder ein bis jetzt unbekanntes Gen durch Sondieren einer humanen genomischen DNA-Bank
mit COPO auf. Dieses Protein wurde als OP1 bezeichnet. Es umfasst eine Region, die dieselbe generische
Struktur zeigt.

[0044] Somit werden die bevorzugten osteogenetischen Proteine aus rekombinanter DNA exprimiert und um-
fassen Aminosauresequenzen, die eine der nachfolgenden Sequenzen einschlief3en:
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1l 10 20 30 40

. CKEKRHLYVEFK-DVGHWONWVIAPQGYMANYCYGECPYPLTE

, 50 60 70
ILNGSN--~H-AILQTLVHSIEPED-IPLPCCYPTKMSP
80 90 100
I SMLFYDNRDNVVLRHYENMAVDECGCR

1l 10 20 30 40
CRRHSLYVDFS-DVGWDDWIVAPLGYDAYYCHGKCPFPLAD
50 60 70
HENSTN~~H-AVVQTLVNNNNPGK~VPKACCVPTQLDS
80 90 100
VAMLYLNDQSTVVLKNYQEMTVVGCGCR

1 10 20 30 40
LYVSFR-DLGWQDWIIAPEGYAAYYCEGECAFPLNS
S0 60 70 -
YMNATN—-H~-AIVQTLVHFINPET-VPKPCCAPTQLNA
80 S0 10

ISVLYFDDSSNVILKKYRNMVVRACGCH

-5

HQROA
1 10 20 30 40
CKKHELYVSFR-DLGWQDWIIAPEGYAAYYCEGECAFPLNS

-1 - 80 70
YMNA".;ig—-H-AIVQTL?HFINPET—VPKPCCAPI’Q’LNA
. 100

ISVLYFDDSSEVILIGCYRNMRACGCH

X 10 20 30 40
CKRKPLYVDFS;DVGWNDWIVAPPGYHAFYCHGECPF?LAb
0 60 70
HLNSTN~~H-AIVQTLVNSVNS~K=IPKACCVPTELSA
80 80 100
ISMLYLDENERKVVLKNYQDMVVEGCGCR
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b 8 10 20 30 40
CRRHSLYVDFS-DVGKNDWIVAPPGYQAFYCHGDCPFPLAD
50 60 70
HLNSTN--H-Aqurzvusvns-s—IPKACCVPTELSA
80 100
ISMLYLDEYDKVVLKNYQEMVVEGCGCR

1 10 20 30 40
CARRYLKXVDFA-DIGWSEWI ISPRSFDAYYCSGACQETMPK
50 &0 70
SLXPSN--H-ATIQSIVRAVGYVEGIPEPCCVPEKMSS
80 90 100
LSILFFLDERKNVVLXVYPNMIVESCACR

1 40
LYVDFQRDVGWDDNI IAPVDF}}AYYCBGACQ?PSAD
50 60 70
HFNSTN--H~-AVVQTLVNNMNPGK-VPKPCCVPTELSA
80 g0 100

ISMLYLDENSTVVLKNYQEMTVVGCGCR

1 10 ' 20 10 40

LYVDFQRDVGWDDWIVAPPGYQAFYCSGACQFPSAD
S0 60 70
HENSTN--H-AVVQTLVNNMNPGK-VPKPCCVPTELSA
80 90 100

ISMLYLDENEKVVLKNYQEMVVEGCGCR

1 10 20 30 40
LYVDFS~DVGWDDWIVAPPGYQAFYCSGACQFPSAD
50 60 70
HFNSTN--H~-AVVQTLVNNMNPGK-VPKPCCVPTELSA
80- - 90 100

ISMLYLDENEKVVLKNYQEMVVEGCGCR
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1 10 20 30 40
COPS LYVDFS;DVGWDDWIVAPPGYQA?YCEGECPFPLAD
0 60 70
HFNSTN--H-AVVQTLVNSVNSKI--PRACCVFTELSA
80 90 100

ISMLYLDENEXKVVLKNYQEMVVEGCGCR

1 10 20 30 40
cop7 LYVDFS-DVGWNDWIVAPPGYRAFYCHGECPFPLAD
50 60 70
HLNSTN-~H-AVVQTLVNSVNEKI --PKACCVPTELSA
80 90 100

ISMLYLDENEXKVVLKNYQEMVVEGCGCR

10
PKHHSQRARKKNKN
1 10 20 30 40
CoPl6 CRRHESLYVDFS-DVGWNDWIVAPPGYQAFYCHGECPFPLAD
50 60 70
HFNSTN--H-AVVQILVNSVNSKI-~PKACCVPTELSA

80 g0 . 100
ISMLYLDENEKVVLKNYQEMVVEGCGCR

[0045] Wiein Fig. 1 dargestellt ist, weisen diese Sequenzen eine betrachtliche Homologie mit den Alpha- und
Beta-Inhibinen, mit drei Formen von TGF-Beta und MIS auf.

Genherstellung

[0046] Die zum Exprimieren der wie oben beschriebenen Proteine entwickelten synthetischen Gene werden
durch Zusammenbau chemisch synthetisierter Oligonukleotide erzeugt. 15-100mer Oligonukleotide kénnen
auf einem Biosearch DNA-Model 8600 Synthesegerat synthetisiert und durch Polyacrylamidgelelektrophorese
(PAGE) in Tris-Borat-EDTA-Puffer (TBE) aufgereinigt werden. Die DNA wird dann aus dem Gel elektroeluiert.
Uberlappende Oligomere kénnen durch T4 Polynukleotid-Kinase phosphoryliert und in gréRere Blocks ligiert
werden, die ebenfalls durch PAGE gereinigt werden kénnen. Natlrliche Gensequenzen und CDNAs kénnen
ebenfalls zur Expression verwendet werden.

Expression

[0047] Die Gene kdnnen in geeigneten prokaryontischen Wirten wie beispielsweise Stammen von E. coli ex-
primiert werden und ebenfalls in Bacillus, Hefen und verschiedenen Tierzellen wie beispielsweise CHO, Mye-
loma, etc. Im allgemeinen kann eine Expression unter Verwendung vieler Zelltypen und Expressionssystemen,
die dem Fachmann auf dem Gebiet bekannt sind, erreicht werden. Wenn das Gen in E. coli exprimiert werden
soll, muss es zunachst in einen Expressionsvektor kloniert werden. Ein Expressionsvektor (Fig. 2A) auf Grund-
lage von pBR322, der einen synthetischen trp Promotor-Operator und den modifizierten trp-LE-Leader enthalt,
kann an den EcoRI und PSTI Restriktionsstellen gedffnet werden und FB-FB COP1, COP3, COPS und COP7
Genfragmente (Fig. 2B) konnen zwischen diesen Stellen eingefiigt werden, wobei FB Fragment B aus Staphy-
lococcus-Protein-A ist. Das exprimierte Fusionsprotein ergibt sich aus einer Anlagerung des COP-Gens an ein
Fragment, das FB kodiert. Das COP-Protein ist an das Leader-Protein tber eine Gelenkregion gebunden, die
die Sequenz Asp-Pro-Asn-Gly aufweist. Dieses Gelenk ermdglicht die chemische Spaltung des Fusionsprote-
ins mit verdiinnter Saure an der Asp-Pro-Stelle oder eine Spaltung an der Asp-Gly.mit Hydroxylamin, was eine
Freisetzung des COP-Proteins zur Folge hat. Fir COP16 und OP1 werden die Proteine als Fusionsprodukte
exprimiert, unter Verwendung des modifzierten trp-LE als Leader.

Herstellung aktiver Proteine

[0048] Das nachfolgende Verfahren wurde zur Herstellung aktiver rekombinanter Proteine befolgt. E. coli-Zel-
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len, die die Fusionsproteine enthalten, wurden lysiert. Die Fusionsproteine wurden durch differenzielle Solubi-
lisierung aufgereinigt. Im Falle des COP1, 3, 4, 5 und Fusionsproteinen wurde die Spaltung mit verdiinnter
Saure durchgefihrt und die sich ergebenden Spaltprodukte wurden durch eine Sephacryl-200HR-Saule pas-
siert. Die Sephacryl-Saule trennte den grofiten Teil der nicht gespaltenen Fusionsprodukte aus den COPI, 3,
4, 5 und 7 Analoga auf. Im Falle des COP16 oder OP1 Fusionsproteins wurde die Spaltung mit einer konzen-
trierteren Saure durchgeflihrt und eine SP-Trisacrylsaule wurde als zuséatzlicher Reinigungsschritt verwendet.
Die COP oder OP-Fraktionen wurden dann einer HPLC auf einer semi-praparativen C-18-Saule unterworfen.
[0049] Die anfanglichen Bedingungen zur Umfaltung von COP-Analoga oder OP1 waren bei pH 8,0 unter Ver-
wendung von Tris, Gu-HCI, Dithiothreitol. Die Endbedingungen zur Umfaltung von COP-Analoga waren bei pH
8,0 unter Verwendung von Tris, oxidiertem Glutathion und geringen Mengen an Gu-HCI und Dithiothreitol. Al-
ternativ wurden die COP- oder OP1-Proteine in 50 mM HCI, 6 M Guanidin-HCI, pH 8,0 fiir 18 Stunden bei 4°C
suspendiert. Die Faltung mag nicht erforderlich sein, falls die Proteine in Tierzellen exprimiert werden.

Produktion von Antisera

[0050] Antiseren gegen COP7 und COPS wurden in weissen New Zealand-Kaninchen erzeugt. Western Blots
zeigen, dass die Antiseren mit COP7- und COPS-Zubereitungen reagieren. Das Antiserum gegen COP7 wur-
de beziglich einer Reaktivitdt auf Rinder-osteogenetische Protein-Proben aus natirlicher Quelle getestet.
Western Blots zeigen eine klare Reaktion mit dem 30 kD-Protein und, wenn sie reduziert sind, mit der 16
kD-Untereinheit. Die immunreaktive Spezies erscheint als eine eng-beabstandete Dublette in der 16 kD-Unter-
einheitsregion, ahnlich der in Con A-Blots ersichtlichen 16 kD-Dublette.

Matrix-Zubereitung
Allgemeine Uberlegungen beziiglich der Matrixeigenschaften

[0051] Derim Bioassay-Abschnitt, siehe unten, beschriebene Trager kann entweder durch eine biodegradier-
bare-synthetische oder durch eine synthetisch-anorganische Matrix ersetzt werden (beispielsweise HAP, Kol-
lagen, Trikalziumphosphat oder Polymilchsaure, Polyglykolsdure und verschiedene Copolymere hiervon).
Ebenfalls kann xenogener Knochen verwendet werden, wenn er wie unten beschrieben vorbehandelt wird.
[0052] Studien haben gezeigt, dass die Oberflachenladung, TeilchengréRe, das Vorliegen von Mineralien und
die Methodik zur Kombinierung von Matrix und osteogenetischem Protein insgesamt eine Rolle bei der Errei-
chung einer erfolgreichen Knocheninduktion spielen. Eine Stérung der Ladung durch chemische Modifikation
vernichtet die induktive Reaktion. Die Teilchengréfie beeinfluf3t die quantitative Reaktion von neuem Knochen;
Teilchen zwischen 75 und 420 ym zeigen die maximale Reaktion. Eine Kontamination der Matrix mit Knochen-
mineralien hemmt die Knochenbildung. Es ist duerst wichtig, dass die zur Formulierung des osteogeneti-
schen Proteins auf der Matrix verwendeten Verfahren gegentber dem physikalischen und chemischen Zu-
stand sowohl des osteogenetischen Proteins als auch der Matrix extrem empfindlich sind.

[0053] Die sequentiellen zellularen Reaktionen an der Grenzflache der Knochenmatrix/OP-Implantate sind
komplex. Die vielschrittige Kaskade schlieft folgendes ein: Bindung von Fibrin und Fibronektin an implantierte
Matrix, Chemotaxis der Zellen, Proliferation von Fibroblasten, Differenziation in Knorpelzellen bzw. Chondro-
blasten, Knorpelbildung, vaskulare Invasion, Knochenbildung, Umformung und Knochenmarksdifferenziation.
[0054] Ein erfolgreicher Trager fir ein osteogenetisches Protein muss mehrere bedeutende Funktionen
durchfiihren kdnnen. Er muss ein osteogenetisches Protein binden kénnen und als Abgabe bzw. Transportsys-
tem mit langsamer Freisetzung dienen, sich jedem Schritt der zelluldren Reaktion wahrend der Knochenent-
wicklung anpassen und das osteogenetische Protein bei einer unspezifischen Proteolyse beschltzen. Zusatz-
lich missen die ausgewahlten Materialien in vivo biokompatibel und biodegradierbar sein; der Trager muss als
temporares Gerust dienen, bis er vollstandig von neuem Knochen ersetzt ist. Die Biokompatibilitat erfordert,
dass die Matrix keine signifikante Entziindung induziert, wenn sie implantiert wird und nicht vom Wirts-Tier ab-
gestolRen wird. Eine Biodegradierbarkeit bedeutet, dass die Matrix vom Koérper des Wirtes wahrend der Ent-
wicklung neuen Knochens oder Knorpels langsam absorbiert wird. Polymilchsaure (Polylactic acid = PLA), Po-
lyglykolsaure (Polyglycolic Acid = PGA) und verschiedene Kombinationen weisen unterschiedliche in vivo Auf-
I6sungsgeschwindigkeiten auf. In Knochen kénnen die Auflésungsgeschwindigkeiten geman der Frage variie-
ren, ob das Implantat im kortikalen oder trabekuldren Knochen angeordnet ist.

[0055] Die Matrixgeometrie, TeilchengréRe, die Gegenwart einer Oberflachenladung und die Porositat oder
die Gegenwart von Zwischenrdumen zwischen den Teilchen einer Grof3e, die ausreichend sind, um eine Zellin-
filtration zu ermdglichen, sind alle fiir eine erfolgreiche Matrixleistung von Bedeutung. Es wird bevorzugt, die
Matrix zur erwlnschten Form des neuen Knochens auszuformen, so dass sie Dimensionen aufweist, die
nicht-heilende Defekte Uberspannen. Rattenstudien zeigen, dass der neue Knochen im wesentlichen mit den
Dimensionen der implantierten Vorrichtung gebildet wird.
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[0056] Die Matrix kann einen die Form erhaltenden Feststoff umfassen, der aus lose bzw. locker befestigtem
teilchenférmigem Material hergestellt ist, beispielsweise aus Kollagen. Er kann ebenfalls gegossene bzw. ge-
formte pordse Feststoffe umfassen oder einfach eine Aggregation von eng gepackten Teilchen, die durch das
umgebende Gewebe am Ort gehalten werden. Abgebaute Muskel- oder andere Gewebe kénnen ebenfalls ver-
wendet werden. Grof3e allogene Knochenimplantate kdnnen als Trager fiir die Matrix dienen, wenn ihre Mark-
héhlen bzw. Mark-Kavitaten gereinigt sind und mit Teilchen und dem dispergirten osteogenetischen Protein be-
packt sind.

Herstellung von biologisch aktiver allogener Matrix

[0057] Demineralisierte Knochenmatrix wird aus den dehydrierten diaphysealen Schaften von Ratten-Ober-
schenkelknochen und -Schienbeinen wie hierin beschrieben hergestellt, um eine KnochenteilchengréRe zu er-
zeugen, die durch ein 420 ym Sieb passen sollte. Die Knochenteilchen werden einer dissoziativen Extraktion
mit 4 M Guanidin-HCI unterworfen. Eine solche Behandlung hat einen vollstandigen Verlust der der Knochen-
matrix innewohnenden Fahigkeit zur Folge, eine Ersatzknochendifferenzierung zu induzieren. Das verbleiben-
de unlésliche Material wird zur Herstellung der Matrix verwendet. Das Material weist eine Gberwiegend kolla-
genodse Natur auf und induziert nach Implantation keine Knorpel und Knochen. Alle neuen Zubereitungen wer-
den bzgl. ihres Mineralgehalts und falsch positiver Ergebnisse vor Verwendung getestet. Ein Totalverlust der
biologischen Aktivitat der Knochenmatrix wird wiederhergestellt, wenn eine aktive osteoinduktive Proteinfrak-
tion oder ein reines Protein mit der biologisch inaktiven unléslichen kollagendsen Matrix rekonstituiert wird. Das
osteoinduktive Protein kann aus irgendeinem Vertebraten, beispielsweise Rind, Schwein, Affe oder Mensch
gewonnen werden oder kann unter Verwendung von DNA-Rekombinationstechniken hergestellt werden.

Herstellung von entglykosylierter Knochenmatrix zur Verwendung in xenogenen Implantaten

[0058] Wenn osteogenetisches Protein mit kollagendser Knochen-Matrix aus anderen Spezies rekonstituiert
und einer Ratte implantiert wird, wird kein Knochen gebildet. Dies legt nahe, dass, wahrend das osteogeneti-
sche Protein xenogen ist (nicht Spezies-spezifisch), die Matrix Spezies-spezifisch ist, moglicherweise aufgrund
einer intrinsischen Immunogenitat oder inhibitorischer Komponenten nicht Spezies bergreifend implantiert
werden kann. Somit war bis jetzt fir Matrizes auf Knochenbasis, damit das osteogenetische Protein seine volle
Knocheninduzierende Aktivitdt zeigen kann, eine Spezies-spezifische kollagenése Knochenmatrix erforder-
lich.
[0059] Die Hauptkomponente aller Knochenmatrizes ist Typ | Kollagen. Zusatzlich zu Kollagen schlief3t extra-
hierter Knochen nicht kollagendse Proteine ein, die 5% ihrer Masse ausmachen kdnnen. Viele nicht-kollage-
ndse Bestandteile der Knochenmatrix sind Glycoproteine. Obwohl die biologische Bedeutung der Glycoprote-
ine in der Knochenbildung nicht bekannt ist, kdnnen diese sich selbst als potente Antigene mittels ihres Koh-
lenhydrat-Gehaltes prasentieren und kdnnen immunogene und/oder inhibitorische Bestandteile darstellen, die
in xenogener Matrix vorliegen.
[0060] Es wurde nunmehr entdeckt, dass eine kollagenése Knochenmatrix als Trager verwendet werden
kann, um eine Knochen-induzierende Aktivitat in xenogenen Implantaten zu bewirken, wenn man zunachst die
immunogenen und inhibitorischen Bestandteile aus der Matrix entfernt. Die Matrix wird chemisch unter Ver-
wendung von beispielsweise Flulsaure deglycosyliert um diesen Zweck zu erreichen.
[0061] Rinderknochenriickstand, der wie oben beschrieben hergestellt wurde, wird gesiebt und die Teilchen
der 74-420 pym werden gesammelt. Die Probe wird im Vakuum Uber P,O. getrocknet, auf das Reaktionsgefal
Ubertragen und wasserfreie FluRsaure (HF) (10-20 ml/g Matrix) wird dann bei —70°C auf die Probe destilliert.
Man laRt das Gefal sich auf 0°C erwarmen und das Reaktionsgemisch wird bei dieser Temperatur fir 120 Mi-
nuten gerlhrt. Nach Abdampfen des HF im Vakuum wird der Ruckstand sorgfaltig im Vakuum tber KOH-Pel-
lets getrocknet, um die verbleibenden Spuren der Saure zu entfernen.
[0062] Der Umfang der Entglykosylierung kann durch eine Kohlenhydrat-Analyse von Matrixproben bestimmt
werden, die vor und nach Behandlung mit HF entnommen wurden, nach Waschen der Proben in geeigneter
Weise zur Entfernung nicht kovalent gebundener Kohlenhydrate.
[0063] Die entglykosylierte Knochenmatrix wird als nachstes wie unten dargestellt behandelt
1) Suspendieren in TBS (Tris gepufferte Salzlésung) 19/200 ml und Rihren bei 4°C fiir 2 Stunden; oder in
6 M Urea, 50 mM Tris-HCI, 500 mM NacCl, pH 7,0 (UTBS) und Riihren bei Raumtemperatur flir 30 Minuten.
2) Zentrifugieren und Waschen mit TBS oder UTBS wie in Schritt 1); und
3) Zentrifugieren; Verwerfen des Uberstands; Waschen des Riickstands mit Wasser und darauf Lyophilisie-
ren.
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Herstellung der Vorrichtung

[0064] Die Herstellung osteogenetischer Vorrichtungen unter Verwendung irgendeiner der oben dargelegten
Matrizes mit irgendeinem der oben beschriebenen osteogenetischen Proteinen kann wie folgt durchgefihrt
werden.

A. Ethanol-Ausfallung

[0065] In diesem Verfahren wird die Matrix osteogenetischem Protein in Guanidin-HCI zugesetzt. Die Proben
werden gevortexed und bei einer niedrigen Temperatur inkubiert. Die Proben werden dann weiter gevortexed.
Kalter absoluter Ethanol wird dem Gemisch zugesetzt, das dann gerihrt und inkubiert wird. Nach Zentrifuga-
tion (Hochgeschwindigkeitsmikrofuge) wird der Uberstand verworfen. Die rekonstituierte Matrix wird mit kaltem
konzentriertem Ethanol in Wasser gewaschen und darauf lyophilisiert.

B. Acetonitril/Trifluoressigsaure-Lyophilisierung

[0066] In diesem Verfahren wird osteogenetisches Protein in einer Acetonitril-Trifluoressigsaure
(ACN/TFA)-Losung dem Trager zugesetzt. Proben werden kraftig viele Male gevortexed und dann lyophilisiert.

C. Urea-Lyophilisation

[0067] Fur solche Proteine, die in einem Urea-Puffer hergestellt werden, wird das Protein mit der Matrix ver-
mischt, viele Male gevortexed, und dann lyophilisiert bzw. gefriergetrocknet. Das lyophilisierte Material kann
~wie es ist" fur Implantate verwendet werden.

In vivo Ratten-Bioassay

[0068] Mehrere der synthetischen Proteine wurden in Matrizes eingebaut, um osteogenetische Vorrichtungen
zu produzieren und wurden in Ratten bzgl. ihrer Ersatzknochen-Bildung untersucht. Studien bei Ratten zeigen,
dass die osteogenetische Wirkung von der Dosis des in der osteogenetischen Vorrichtung dispergierten oste-
ogenetischen Proteins abhangt. Es wird keine Aktivitat beobachtet, wenn die Matrix alleine implantiert wird.
Das nachfolgende legt Richtlinien dar, mit denen die hierin offenbarten osteogenetischen Vorrichtungen bzgl.
einer Evaluierung von Protein-Konstrukten und Matrizes auf eine biologische Aktivitat untersucht werden kon-
nen.

A. Subkutane Implantation

[0069] Der Bioassay fir die Knocheninduktion, wie von Sampath und Reddi (Proc. Natl. Acad. Sci. USA
(1983) 80: 6591-6595), hierin durch Bezugnahme mit aufgenommen, beschrieben, wird zur Bestimmung der
Ersatzknochendifferenzierungsaktivitat verwendet. Dieser Assay besteht aus dem Implantieren der Testproben
in subkutanen Stellen in allogenen Empfangerratten unter Ather-Anasthesie. Ménnliche Long-Evans-Ratten im
Alter von 28-32 Tagen wurden verwendet. Ein vertikaler Einschnitt (1 cm) wird unter sterilen Bedingungen in
der Haut Gber der Thorax-Region durchgefuhrt und eine Tasche wird durch stumpfes Praparieren hergestellt.
[0070] Ungefahr 25 mg der Testprobe wird tief in der Tasche implantiert und der Einschnitt wird mit einer me-
tallischen Hautklammer geschlossen. Der Tag der Implantationwird als Tag 1 des Experimentes bezeichnet.
Die Implantate werden am Tag 12 entfernt. Die heterotrope Stelle erméglicht die Studie der Knocheninduktion
ohne die mdglichen Zweideutigkeiten, die sich aus der Verwendung orthotoper Stellen ergeben.

B. Zellulare Ereignisse

[0071] Das Implantatmodell in Ratten zeigt eine kontrollierte Progression durch die Stadien der Matrix-indu-
zierten Ersatzknochen-Entwicklung, die folgendes einschlief3t: (1) transiente bzw. voriibergehende Infiltration
von polymorphkernigen Leukozyten am Tag 1; (2) mesenchymale Zellmigration und Proliferation an den Tagen
2 und 3; (3) Chondrozyten-Auftreten an den Tagen 5 und 6; (4) Knochenmatrixbildung am Tag 7; (5) Knorpel-
kalzifizierung am Tag 8; (6) vaskulare Invasion, Auftreten von Osteoblasten und Bildung von neuen Knochen
an den Tagen 9 und 10; (7) Auftreten einer osteoblastischen und Knochenumformung und Lésung der implan-
tierten Matrix an den Tagen 12-18; und (8) hamatopoetische Knochenmarksdifferenziation im Ossikel am Tag
21. Die Ergebnisse zeigen, dass die Form des neuen Knochens der Form der implantieren Matrix entspricht.
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C. Histologische Auswertung

[0072] Ein histologischer Schnitt und Farbung wird bevorzugt, um den Umfang der Osteogenese in den Imp-
lantaten zu bestimmen. Die Implantate werden in Bouins-Ldsung fixiert, in Parafilm eingebettet, in 6-8 mm
Schnitte geschnitten. Eine Farbung mit Toluidin-blau oder Hamotoxylin/Eosin zeigt klar die letztendliche Ent-
wicklung von Ersatzknochen. Zwdlf-Tages-Implantate waren Ublicherweise ausreichend, um zu bestimmen, ob
die Implantate eine Knochen-induzierende Aktivitat aufweisen.

D. Biologische Marker

[0073] Die alkalische Phosphatase-Aktivitat kann als Marker fir die Osteogenese verwendet werden. Die En-
zym-Aktivitat kann spektrophotometrisch nach Homogenisierung des Implantats bestimmt werden. Die Aktivi-
tat gipfelt an den Tagen 9-10 in vivo und nimmt danach langsam ab. Implantate, die durch Histologie keine
Knochenentwicklung zeigen, sollten unter diesen Assay-Bedingungen nur eine geringe oder keine alkalische
Phosphatase-Aktivitat zeigen. Der Assay ist zur Quantifizierung und Gewinnung einer Einschatzung der Kno-
chenbildung sehr rasch, nachdem die Implantate aus der Ratte entfernt wurden, von Nutzen. Alternativ kann
der Umfang der Knochenbildung durch Messen des Kalziumgehalts des Implantates bestimmt werden.
[0074] Die osteogenetische Aktivitat aufgrund des osteogenetischen Proteins wird durch ,Knochenbildungs-
einheiten" reprasentiert. Eine Knochenbildungseinheit reprasentiert die Proteinmenge, die fiir eine halbmaxi-
male Knochenbildungsaktivitat erforderlich ist, im Vergleich zu demineralisierter Ratten-Knochenmatrix als
Kontrolle und wird durch den Kalziumgehalt des Implantats am Tag 12 bestimmt.

[0075] Vorrichtungen, die nur Ratten-Trager enthalten zeigen ein vollkommenes Fehlen einer neuen Kno-
chenbildung. Die Implantate bestehen aus Ratten-Tragermatrix und diese umgebende mesenchymale Zellen.
Wiederum zeigen die Vorrichtungen, die Ratten-Trager und nicht korrekt gefaltetes (oder biologisch inaktives)
rekombinantes Protein enthielten, ebenso ein voll-stdndiges Fehlen einer Knochenbildung. Diese Implantate
werden als Knorpelbildung (-) und Knochenbildung (-) eingeordnet. Die Ersatzknochenbildungsaktivitat wird
als null Prozent (0%) eingeordnet (Fig. 3A).

[0076] Die Implantate induzierten ein biologisch aktives rekombinantes Protein, zeigten jedoch Anzeichen ei-
ner Ersatzknochenbildung. Histologisch zeigten sie eine neue Knorpel- und Knochenbildung.

[0077] Die Knorpelbildung wird bei Vorhandensein von metachromatisch gefarbten Knorpelzellen im Zentrum
des Implantats (+) bewertet, bei Vorhandensein zahlreicher Knorpelzellen in vielen Gegenden des Implantats
als (++) und bei Vorhandensein reichlicher Knorpelzellen, die eine Knorpelmatrix bilden und bei Erscheinen
hypertrophierter Knorpelzellen, die die Knorpelkalzifizierung begleiten als (+++) (Fig. 3B).

[0078] Die Knochenbildung wird bei Vorhandensein von Osteoblasten, die vaskulares Endothel umgeben,
das eine neue Matrix bildet, als (+) bewertet, bei Bildung von Knochen aufgrund von Osteoblasten (wie durch
die Pfeile angezeigt) und einer weiteren Knochenumformung durch Auftreten von Osteoblasten im Gegensatz
zu neugebildeter Knochenmatrix als (++). Eine vaskulare Invasion ist in diesen Implantaten offensichtlich
(Fig. 3B). Die Bildung wird bei Vorhandensein umfassend umgeformten Knochens, der die Bildung von Ossi-
keln mit sich bringt, als (+++) bewertet.

[0079] Die gesamte Knochen-induzierende Aktivitat, die auf das rekombinante Protein zuriickzufiihren ist,
wird als prozentuale Reaktion der Ersatzknochenbildung (siehe Tabelle 2 unten) dargestellt.
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Histologische Auswertung rekombinanter
Knochen-induktiver Proteine
Proben-Nr. Implantiertes Protein Knorpelbildung Knochenbildung
260-564 COP-5 +++ ++
279-5 COP-6 ++ | +
285-13 COR-5 ddobs e
277-7 COR-7 Lol | b
277-8 CoP-7 ++ ++
277-9 CoP-7 +F +
285-14 COopP-7 +++ ++
285-24 COP-7 ++ | +
285-25 COP-7 ++ ++
314-6 COP-16 bk 4l
314-15 COP-18 ++ : +
314-18 COP-18 ++ +
314-12 OP-1 ++ +

[0080] Die Erfindung betrifft eine osteogenetische Vorrichtung zur Implantation in ein Saugetier, wobei die
Vorrichtung eine biokompatible, in vivo biodegradierbare bzw. biologisch abbaubare Matrix umfasst, die Poren
einer Dimension aufweist, die ausreicht, um den Einstrom, die Proliferation und Differenziation migratorischer
Vorlauferzellen aus dem Korper des Saugetiers zu erlauben; und ein Protein, produziert durch Expression re-
kombinanter DNA in einer Wirtszelle, das eine oder mehrere Polypeptid-Ketten umfasst, von denen jede eine
fur die Sequenz von COPS, COP7, COP16 oder OP1 ausreichend duplikative Aminosauresequenz umfasst,
derart, dass das Protein dazu in der Lage ist, eine Ersatzknochenbildung in Verbindung mit der Matrix zu indu-
zieren, wenn sie einem Saugetier implantiert wird.

[0081] Die Erfindung umfasst ebenfalls eine Vorrichtung zur Implantation in ein Sdugetier, wobei die Vorrich-
tung eine biokompatible, in vivo biodegradierbare Matrix umfasst, die Poren mit einer Dimension aufweist, die
ausreichend ist, um den Einstrom, die Proliferation und Differenziation migratorischer Vorlauferzellen aus dem
Korper des Saugetiers zu erlauben; und ein Protein, produziert durch Expression rekombinanter DNA in einer
Wirtszelle, das ein oder mehrere Polypeptid-Ketten umfalit, von denen jede weniger als ungefahr 200 Amino-
sauren aufweist und von denen jede eine fur die Sequenz von COPS, COP7, COP16 oder OP1 ausreichend
duplikative Sequenz umfasst, so dass das Protein zur Induktion einer Knorpelbildung in Verbindung mit der
Matrix in der Lage ist, wenn diese einem Saugetier implantiert wird. Die Sequenz kann folgendes umfassen:

10 20 30 40 50
CXAXXLXVXFXCXGWXXWXXX PXGXXAXY CXGXCXX PRXXXKKKXN HAXX
60 70 80 90 100.

QXX VX XK NEXKA PR CCX PR R KKK L XK XK KR VKLY XY XXMIVIX CRCX

wobei jedes X unabhingig eine Aminosaure reprisentiert; oder

10 ‘ 20 30 40 , 50
LXVXFXDXGWXXWXXXPXGXXAXYCXGRCRX PXXXXXHXXNHAXX
§0 70 80 90 100 °

QXX VX NXRX XX PRXXCCAPRRXXX XXX LEXX XXX XX VX LXX Y XXX VXX CXCX

wobei jedes X unabhangig eine Aminosaure reprasentiert; oder
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10 20 30 40 50
CKRHPLYVDFRDVGWNDWIVAPPGYHAFYCHGECPFPLADHLNSTNEALIV
RKRS K 8 § L QE VIS E FD Y. E A AY MPESMKAS VI
KEFEKT1I DN L N 8 Q ITK F P TL
Q A s K
60 70 80 90 100
QTLVNSVNPGKIPKACCVPTELSAISMLYLDENENVVLKNYQDMVVEGCGCR
81 HAI SEQV EP A EQMNSLAI FFNDQDK I RK EE T DA H H
RF T 5 KDPV V Y NS H RN RS
N S K P E

wobei in jeder Position, in der mehr als eine Aminosaure dargestellt ist, irgendeine der dargestellten Amino-
sauren in dieser Position vorliegen kann; oder

10 20 - 30 40 50
LWDFRDVGNNDWIVAPPGYHAFYCHGECPFPLADHLNSTNHAIV
? g i % gﬁ VIEEFDY F A AY MPESMKAS VI
8) L N 8 Q0 ITRKFP
A s 4 T
Q-rr,vnrvnggxzpmccv;gsn o o~ -
s 'SAISMLYLDENENVVLKNYQDMVVEGCG'
SI HAI SEQV EP A EQMNSLAI FFNDQDK I RX EE T DA Hcﬁ
RF T 8 KDPVYV Y N &8 HRN Rrs:
N 5 X P E

wobei in jeder Position in der mehr als eine Aminosaure dargestellt ist, irgendeine der dargestellten Aminosau-
ren in dieser Position vorliegen kann; oder

1 10 20 30 40
vgl - CKKRHLYVEFK~DVGWQNWVIAPQGYMANYCYGECPYPLTE
50 60 70
ILNGSN~-H-AILQTLVHSIEPED-IPLPCCVPTKMSP
14 80 100
ISMLFYDNNDNVVLRHYENMAVDECGCR

oder
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1 10 20 30 40
CRRHSLYVDFS-DVGWDDWIVAPLGYDAYYCHGKCPFPLAD
50 60 70

-HFNSTN~--H-AVVQTLVNNNNPCK-VPKACCVPTQLDS

80O 90 100
VAMLYLNDQSTVVLENYQEMTVVGCGCR

1 10 20 ‘ 30 40
LYVSFR-DLGWQDWIIAPEGYAAYYCEGECAFPLNS
50 650 70
YHNATN—-—H-AIVQTLVHE‘: NPET-UVPKPCCAPTQLNA
100

ISVLYFDDSSHVILKKYRNWVVRACGCH

-5
‘ HQRQA
1 10 - 20 30 40
C&KHELYVSFR~DLGWQDWIIAPEGYAAYYCEGECAFPLNS
50 &0 70
YMNATNwwR-AIVQTLVHFINPET-VPKPCCAPTQLNA
a0 100

ISVLYFEBSSNVILKKYRNMV?RACGCH

20 30 40

EKRHPLWDES-DvswmnwxvaPpcwaawcaggcpfpmn

50 60

Hnns'm—-x—awqmvnsvms-xiggpmccvmnsa_
90

ISML?LDENEKVVLKNYQDHVVEGCGCR

i 1o 20 30 40
CRRHSLY?DFB-DVGWNDWIVAPPGYQAFYCH?DCPFPLAD
50 60 0
HLNSTN--H-AIVQTLVNSVNS- S-IPKACCVPTELSA
80 90 100
ISMLYLDEYDKVVLKNYQEMVVEGCGCR
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- 10 20 30 40
CARRYLKVDFA—DIGWSBWIISPKSFDAYYCS$3CQFPMPK
50 60
SLKPSN-~H-ATIQSIVRAVGVVPGIPEPCCVPEKMSS
80 ) S0 100
LSILFFDENKNVVLKVYPNMIVESCACR

1 10 20 30 40
LYVDFQRDVGWDDWI IAPVDEDAYYCSGACQFPSAD
50 60 70
HENSTN~-H-AVVQTLVNNMNPGK-VPKPCCVPTELSA
80 90 100

ISMLYLDERSTVVLXNYQEMTVVGCGCR

1 10 20 30 40
LYVDFQRDVGWDDWIVAPPGYQAFYCSGACQFPEAD
50 60 70

HFNSTN--H-AVVQTLVNNMNPGK-VPXPCCVPTELSA
86 90 100
 SMLYLDENEKVVLKNYQEMVVEGCGCR

1 10 20 30 40
LYVDFS-DVGWDDWIVAPPGYQAFYCSGACQrPSAD
50 60 70
HENSTN~-H-AVVQTLVNNMNPGK~VPKPCCVPTELSA
BO 90 100

VL ELRENSAVVLINEQRMVVEGCOGER

1 10 20 30 40
LZVDE5-DVGHWDDWIVAPPGYQAFYCHGECPFFLAD
50 €0 70
HFNSTN-~H-AVVQTLVNSVNSKI-~PKACCVPTELSA
BO 90 lo0

ISMLYLDENEXVVLRNYQEMVVEGCGCR
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1 10 20 30
COP7 LYVDFS-DVGHWNDW IVAPPGYHAFYCHG""C?FPLAD
50 60 70
BLNSTN--H-AVVQTLVNSVNSKI -~PXACCVPTELSA
80 S0 1C0

ISMLYLDENEKVVLKNYQEMVVEGCGCR

oder
10
. PKHHSQRARKKNEN
1l 10 20 30 40
COPls CRRHSLYVDFS~ DVGWHDWIVAPPGYQAEYCHG:.CPE DPLAD
50 : 70
HEN STman-aWQTLWSVNSkI—-PKACCV PTELSA

8o 90 100
ISMLYLDENEKVVLKNYQEMVVEGCGCR

[0082] Die Vorrichtung der Erfindung kann ein osteogenetisches Protein umfassen, das zwei separate Poly-
peptid-Ketten umfasst.

[0083] Die Erfindung betrifft ebenfalls ein osteogenetisches Protein, das durch Expression einer rekombinan-
ten DNA in einer Wirtszelle erzeugt wird, und das eine oder mehrere Polypeptid-Ketten umfasst, von denen
jede eine Sequenz umfasst, die an die Sequenz von COPS, COP7, COP16 oder OP1 ausreichend duplikativ
ist, so dass das Protein zum Induzieren einer Ersatzknochenbildung in Verbindung mit einer Matrix in der Lage
ist, wenn diese einem Saugetier implantiert wird. In einer weiteren Ausfiihrungsform betrifft die Erfindung ein
Protein, erzeugt durch Expression rekombinanter DNA in einer Wirtszelle, das ein oder mehrere Polypep-
tid-Ketten von weniger als ungefahr 200 Aminosaurenlange umfasst und das eine fiir die Sequenz von COPS,
COP7, COP16 oder OP1 ausreichend duplikative Sequenz umfasst, so dass das Protein dazu in der Lage ist,
in Verbindung mit einer Matrix eine Knorpelbildung zu induzieren, wenn diese einem Saugetier implantiert wird.
[0084] Das Protein kann unglykosyliert sein, und kann die folgenden Aminosauresequenzen umfassen:

10 20 30 40 50
CRXXXLXVE FXDRGWRXWKIKX P GXXAX Y CXCR CHA PAOCUKKX XX NHAXX
&0 ' 70 30 90 100

QHWNXWPHCCXPWVQWHWCX@C

oder
10 20 30 , 40 50
WFXDXGWWWPXGWCXGXCXXEWN HAXX
60 70 ao 90 100

OXXVEXXNXXA PAX CCAPXXICOA X LXK XXX KK VX LXK Y XXMAVIXCXCX

wobei jedes X unabhangig eine Aminosaure reprasentiert.
[0085] Das Protein der Erfindung kann die folgenden Aminosauresequenzen umfassen:

10 20 30 40 50
CXRHPLYVDFRDVGANDWIVAPPGYHATYCHGZCPFPLADELNSTNHAIV
RKRS K S S L QEVISEFDY E A AY MPESMKAS VI
KEFEKTI DN L N S Q ITKF P TL
Q A S X
60 " 70 80 50 100
QTLVNSVNPGKIPKACCVPTELSAISMLYLDEN ENVVLENYQDMVVEGCGCR
SI HAI SEQV EP A EQMNSLAI FFNDODKX I RK EE T DA H d
RF T S KDPVV Y NS H RN RE
N. . 8 X P E
wobei in jeder Position, in der mehr als eine Aminosaure dargestellt ist, irgendeine der dargestellten Amino-
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sauren in dieser Position vorliegen kann.
[0086] Das Protein der Erfindung kann die folgenden Aminosauresequenzen umfassen:

10 20 30 40 50
LYVDEFRDVGWHDWIVAPPGYHRAFYCHGECPEFPLADHLNSTNHALIV
KSSL QEVISETFDY E A AY MPESMKAS vI
FEKI DN L N S§ Q@ ITK F P TL
A S K .
60 - 70 80 8o - 100
QILVNSVNPGKIPRACCVPTELSAISMLYLDENENVVLKNYQDMVVEGCGCR
S1 HAI SEQV EP A EQMNSLAI FFNDQDK I RK EE T DA H H
RF T S XKDPVYV Y N S H RN RS
N S K P E

wobei in jeder Position in der mehr als eine Aminosaure dargestellt ist, irgendeine der dargestellten Aminosau-
ren in dieser Position vorliegen kann.
[0087] Das Protein der Erfindung kann die folgenden Aminosauresequenzen umfassen:

1 10 20 30 40
Vgl CKKRHLYVEFK-DVGWQNWV IAPQGYMANYCYGECPYPLTE
S5C 60 . 7C
ILNGSN--H-AILQTLVHSIEPED~-IPLPCCVPTKMSP
80 90 100
ISMLFYDNNDNVVLRHYENMAVDECGCR

oder
1 10 20 30 40
DPP CRRHSLYVDES-DVEWDDWIVAPLGYDAYYCHGKCPFPLAD
50 60 . 70
HFNSTN~~R-AVVQTLVNNNNPGK~-VPKACCVPTQLDS
80 90 100
VAL LD O T IV LANEGEITIVGLGCR
oder
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1 10 20 30 40
LYVSFR~DLGWODWIIAPEGYAAYYCEGECAFELNS
50 60 70
YMNATN--H-AIVOTLVHFINPET-VPKPCCAFTQLNA
80 30 100

ISVLYFDDSSNVILKKYRNMVVRACGCH

~5
HQRQA
1 10 20 30 40
CKKHELYVSFR-DLGWQDWI TAPEGYAAYYCEGECAFPLNS
50 60 70
YMNATN~-~-H-AIVQTLVHFINPET ~-VPKPCCAPTQLNA
BO 80 ico ‘
ISVLYFDDSSNVILKKYRNMVVRACGCH

1 30 20 30 40
CKRHPLY VDI S-DVGWNDWIVAPPGYHAFYCHGECPFPLAD
50 &0 70
HLNSTN-~~H-AIVQTLVNSVNS~K~IPKACCVPTELSA
80 g0 100
ISMLYLDENEKVVLKI JQDMVVEGCGCR

10 .20 30 40

CBMP~2D ‘CRRﬁSLYVDFS~DVGWNDWIVAPPGYQAFYCHGDCPFPLAD

50 60 70

HLNSTN--H-AIVQTLVNSVNS-5-IPKACCVPTELSA

80 90 100

ISMLYLDEYDRKVVLKNYQEMVVEGCGCR

oder
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1 10 . 20 30 40
CARRYLKVDFA-DIGWSEWIISPKSFDAYYCSGACQFPMPK
' 50 60 70
SLKPSN~~-H-ATIQSIVRAVGVVPGIPEPCCVPEKMSS
80 90 100
LSILFFDENKNVVLXVYPNMTVESCACR

1 10 20 30 40
LYVDFQRDVGWDDWIIAPVDEDAYYCSGACQTPSAD
50 60 . 70
HENSTN~~E-AVVQTLVNNMNPGK-VPKPCCVPTELSA
80 90 160

ISMLYLDENSTVVLXNYQEMIVVGCGCR

1 - 10 20 30 40
LYVDFQRDVGWDDWIVAPPGYQAFYCSGACQFPSAD
50 80 70
HFNSTN--~H-AVVQTLVNNMNPGK-VPKPCCVPTELSA
g9 9¢ 100

ISMLILDENZRVVLENYQEMYVEGCGCR

10 20 30 40
LYVDFSgpvcwnnwzVAPPGYQAEYCSGACQFPSAD
6 60 70

HENSTN-~H-AVVQTLVNNMNPGK-VFPKPCCVYETELSA

8c 90 100

ISMLYLDENEXVVLKNYQEMVVEGCGCR
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1 10 20 30 40
COPS LYVDFS-DVGWDDWIVAPPGYQAFYCHGECPFPLAD
50 60 70
HFNSTN~-H~AVVQTLVNSVNSKI --PXACCVPTELSA
80 90 100

ISMLYLDENEXVVLKNYQEMVVEGCGCR

oder
1l _1.0 20 30 40
COP7 LYVDFS-DVGWNDWIVAPPGYHAFYCHGECPFPLAD
50 €0 70
HLNSTN--H-AVVOTLVNSVNSKI -~ PKACCVPTELSA
80 90 100
ISMLYLDINERVVLXNYQEMVVEGCGCR
oder
=10
PEHESSRARKXKNXN
1 10 20 30 40
COP16 CRRHSLYVDEFS-DVGEWN DWI‘{APPGYQAPECHGHCPFPLAD
30 §0 70
AFNSTH=--H-AVVQTLVNSVNSKI-—-2XACCVPTELSA

80 90 100
ISMLYLDENERVVLEKNYQEMVVEGCGCR

[0088] Das Protein der Erfindung kann das Expressionsprodukt einer DNA in einer prokaryontischen Zelle
umfassen.

[0089] Ebenfalls umfasst die Erfindung eine Zelllinie, die so gentechnisch verandert wurde, dass sie das Pro-
tein der Erfindung exprimiert.

[0090] Das Protein weist vorzugsweise eine halbmaximale Knochenbildungsaktivitat von ungefahr 20-25 ng
pro 25 mg Implantat auf.

[0091] Die Erfindung umfasst ebenfalls Antikorper, die mit einem Epitop des erfindungsgemalfen Proteins re-
aktiv sind.

[0092] Die Vorrichtung der Erfindung schlie3t vorzugsweise eine Matrix ein, die demineralisierten, entglyko-
sylierten Protein-extrahierten, teilchenférmigen, xenogenen Knochen oder demineralisierten, Protein-extra-
hierten, teilchenférmigen xenogenen Knochen einschlielt, der mit HF behandelt ist.

Patentanspriiche

1. Osteogenes Protein, das zwei Polypeptidketten umfasst, die im nicht-reduzierte Zustand gebunden sind,
so dass sie eine homo- oder heterodimere Spezies mit einer so chen Konformation bilden, dass die zwei Po-
lypeptidketten dazu in der Lage sind, eine Ersatzknochenbildung zu induzieren, wenn sie in einer Matrix ange-
ordnet und einem Saugetier implantiert werden, wobei das Protein einen Bereich umfasst, der sechs Cyst
ein-Reste enthalt, die in den in der Sequenz dargestellten relativen Positionen angeordnet sind:

LXVXFXDXGWDOONXXXPXGXXAXYCXGXCXXPXXXXXXXXNHAXXQXXVX
XXNXXXXPXXCCXPXXXXXXXXLXXXXXXXVXLXXY XXMXVXXCXCX,

wobei die Buchstaben die Aminosaurereste im Standard Ein-Buchstaben-Code angebe: i und jedes X irgendei-
ne Aminosaure reprasentiert, unter dem Vorbehalt, dass dpp ausgenon men ist.

2. Protein nach Anspruch 1,

wobei das Protein einen Bereich umfasst, der sieben Cystein-Reste enthalt, die in den der Sequenz dargestell-
ten relativen Positionen angeordnet sind:
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CXXXXLXVXFXDXGWXXWXXXPXGXXAXYCXGXCXXPXXXXXXXXNH XX
AXXVXXXNXXXXPXXCCXPXXXXXXXXLXXXXXXXVXLXXYXXMXVXXCX CX.

3. Protein nach Anspruch 1 oder Anspruch 2, das ein rekombinantes Protein ist, das durch Expression in
einer Wirtszelle hergestellt wird.

4. Verfahren zur Herstellung eines aktiven synthetischen osteogenen Proteins, wie in Anspruch 1 definiert,
wobei das Protein zwei Polypeptidketten umfasst, die durch Disu fid-Briicken verbunden sind, so dass eine
dimere Spezies erzeugt wird, wobei das Verfahren diefolgenden Schritte umfasst:

(a) Erzeugen einer Aminosaure-Consensussequenz durch Vergleich von Aminosauresequenzen von Protei-

nen der TGF-beta-Genfamilie, wobei die Consensussequenz das Disulfidvernetzungsmuster erhalt, das in der

folgenden Sequenz vorliegt:

(1) LXVXFXDXGW’XXWXXXPXGXXAXYCXGXCXXPXXXXXXXXN
HAXXQOXXVXXXNXXXXPXXCCXPXXXXXXXXLXXXXXXXVXL

XXYXXMXVXXCXCX; oder

(ii) CXXXXLXVXFXDXGWXXWXXXPXGXXAXYCXGXCXXPXXXX
XXXXNHAXXAXXVXXXNXXXXPXXCCXPXXXXXXXXLXXXXX
XXVXLXXYXXMXVXXCXCX;

wobei die Buchstaben die Aminosaurereste im Standard Ein-Buchstaben-Code anzeigen und jedes X irgendei-
ne Aminosaure reprasentiert;

(b) Konstruieren eines synthetischen Gens, das die Aminosaure-Consensussequenz von Schritt (a) kodiert,
beispielsweise durch Zusammenfligen von chemisch synthetisierten Oligonukleotiden;

(c) Einbringen des synthetischen Gens aus Schritt (b) in eine prokaryontische oder eukaryontische Wirtszelle;
(d) Exprimieren des synthetischen Gens zur Erzeugung eines putativen synthetischen osteogenen Proteins;
(e) Untersuchen des putativen synthetischen osteogenen Proteins, um zu bestimmen, ob es zur Induktion ei-
ner Ersatzknochenbildung wirksam ist, wenn es einem Saugetier implantiert wird, und wahlweise

(f) Wiederholen der Schritte (a) bis (e) (oder Mutagenisieren des synthetischen Gens und Wiederholen der
Schritte (c) bis (e), wenn das putative synthetische osteogene Protein inaktiv ist, wenn es so gepriift wird).

5. Verfahren nach Anspruch 4,
wobei die Nukleinsdure-Consensussequenz die folgende Sequenz umfasst:

(a) o LXVXFXDXCWXXWXXXPXGXXAXYCXGXCXXPXXXXXXXXN
HAXXQXXVXXXNXXXXPXXCCXPXXXXXXXXLXXXAXXXVXL
XXYXXMXVXXCXCX

oder

(b) CXXXXLXVXFXDXGWXXWXXXPXGXXAXYCXGXCXXPXXXX
XXXXN HAXXQXXVXXXNXXXXPXXCCXPXXXXXXXXLXXXXX
XXVXLXXYXXMXVXXCXCX:

wobei die Buchstaben die Aminosdurereste im Standard Ein-Buchstaben-Code angeben und jedes X irgendei-
ne Aminosaure reprasentiert.

6. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspriiche 4 bis 5,
wobei das synthetische Gen aus Schritt (b) eine Nukleotidsequenz umfasst, die eine synthetische Polypeptid-
kette mit derselben Anzahl an Cystein-Resten in denselben relativen Positionen kodiert, wie COPS, COP?,
COP16 oder OP1.

7. Verfahren nach irgendeinem der Anspriiche 4 bis 6,
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wobei das synthetische Gen aus Schritt (b) eine Nukleotidsequenz umfasst, die eine synthetische Polypeptid-
kette kodiert, die eine oder mehrere Aminosawen an den entsprechenden Positionen in irgendeiner der Se-
quenzen: Vgl, DPP, OP1, CBMP-2a, CMBP 2b, CBMP-3, COPI, COP3, COP4, COPS, COP7 oder COP16, um-

fasst.

8. Verfahren nach einem der Anspriiche 4 bis 7, wobei das synthetische Gen aus Schritt (b) eine Nukleo-
tidsequenz umfasst, die eine synthetische Polypeptidkette kodiert, die die folgende Aminosaure umfasst:

(a) 10 20 30 40 -50
CKRHEPLYVDFRDVGWNDWIVPPGYHAFYCHGECPFPLADHLNSTNEAIV
RKRS K S S LQE VIS E FD Y E A AY MPESMKAS VI
KE FEKIDN L N S Q ITK F P TL
Q A S K . : '
60 70 80 . 80 100

QTLVNSVNPGKIPKACCVPTELSAI SMLYLDENENVVLKNYQDMVVEGCGCR
SI HAI SEQV EP A EQMNSLAI FFNDQDK I RK EE T DA H H
RF T S KDPVV Y NS H RN RS
N S ' K P . E

wobei in jeder Position, in der mehr als eine Aminosaure dargestellt ist, irgendeine der dargestellten Amino-
sauren in dieser Position vorliegen kann; oder

(b)

10 20 30 40 50
LYVDFRDVGWNDWIVAPPGYHAFYCEGECPFPLADHLNSTNHAIV
KSSL QEVISETFDY E A AY MPESMKAS VI
FEKI DN L N S Q ITK F P - TL
A S K
60 70 80 90 100
QTLVNSVNPGKIPKACCVPTELSAISMLYLDENENVVLKKYQDMVVEGCGCR
SI HAT SEQV EP A EQMNSIAI FFNDQDK I RK EE T DA H H
RF T S XDPVV YN S H RN RS
N S K b E

wobei in jeder Position, in der mehr als eine Aminosaure dargestellt ist, irgendeine der dargestellen Aminosau-
ren in dieser Position vorliegen kann; oder
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(©)

1 10 20 30 40
CRRHSLYVDFS-DVGWDDWIVAPLGYDAYYCHGKCPFPLAD
50 ' 60 70
HENSTN--H-AVVQTLVNNNNPGK-VPKACCVPTQLDS
80 90 100
VAMLYLNDQSTVVLKNYQEMTVVGCGCR;

oder
(d
1 10 20 . 30 40
LYVSFR-DLGWQDWIIAPEGYAAYYCEGECAFPLNS
50 60 70 |
YMNATN--H-AIVQTLVHFINPET-VPKPCCAPTQLNA
80 90 100

ISVLYFDDSSNVILKKYRNMVVRACGCH ;

oder
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(®)

-5

HQRQA

1 10 20 30 40
CRKHELYVSFR-DLGWQDWI IAPEGYAAYYCEGECAFPLNS

50 60 70
YMNATN-~H-AIVQTLVEFINPET-VPKPCCAPTQLNA
80 90 100
ISVLYFDDSSNVILKKYRNMVVRACGCH ;

oder

®

1 10 20 30 40
LYVDFORDVGWDDWIIAPVDFDAYYCSGACQFPSAD
50 60 70
HFNSTN--H-AVVQTLVNNMNPGK~-VPKPCCVPTELSA
g0 90 100
I SMLYLDENSTVVLKNYQEMTVVGCGCR ;

oder

(8

1 10 ‘ 20 30 40
LYVDFQRDVGWDDWIVAPPGYQAFYCSGACQFPSAD
50 60 - 70
HFNSTN——H—AVVQTLVNNMNPGK—VPKPCCV?TELSA
80 90 100
" ISMLYLDENEKVVLEKNYQEMVVEGCGCR;

oder
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(h)
1 10 20 30 40
. LYVDFS-DVGWDDWIVAPPGYQAFYCSGACQFPSAD
50 60 70
HFNSTN--H-AVVQTLVNNMNPGK-VPKPCCVPTELSA
80 90 100

I SMLYLDENEKVV'LKKYQEMVVEGCGCR .

9. Protein nach einem der Anspriche 1 bis 3, wobei das Protein eine synthetische Polypeptidkette von we-
niger als 200 Aminosauren umfasst.

10. Verfahren nach einem der Anspriiche 4 bis 8,
wobei das Protein eine synthetische Polypeptidkette von weniger als 200 Aminosauren umfasst.

11. Protein nach Anspruch 3,
wobei die Wirtszelle eine prokaryontische oder eukaryontische Wirtszelle ist, beispielsweise E. coli, Bacillus,
Hefen oder Tierzellen (beispielsweise CHO oder Myeloma).

12. Verfahren nach einem der Anspriiche 4 bis 8 oder 10,
wobei die Wirtszelle eine prokaryontische oder eukaryontische Wirtszelle ist, beispielsweise E. coli, Bacillus,
Hefen oder Tierzellen (beispielsweise CHO oder Myeloma).

13. Protein nach einem der Ansprliche 1 bis 3,
wobei das Protein unglykosyliert ist.

14. Verfahren nach einem der Anspriiche 4 bis 8 oder 10,
wobei das Protein unglykosyliert ist.

15. Zusammensetzung, die ein Protein umfasst, dass zwei Polypeptidketten, die durch Disulfidbriicken
verbunden sind, umfasst, um eine dimere Spezies zu erzeugen, wobei das Protein wie in Anspruch 1, 2 oder
3 definiert ist.

16. Osteogene Vorrichtung, die eine Matrix umfasst, in der das Protein nach Anspruch 1,2 oder 3 angeord-
net ist.

17. Osteogene Vorrichtung zur Implantation in ein Saugetier, wobei die Vorrichtung Folgendes umfasst: (a)
eine biokompatible, in vivo biologisch abbaubare Matrix, die ein Gerlist mit Abmessungen definiert, die ausrei-
chend sind, um die Anlagerung, Proliferation und Differentiation von migratorischen Vorlauferzellen aus dem
Korper des Saugetiers zu ermdglichen, und (b) das Protein nach Anspruch 1, 2 oder 3, das in der Matrix an-
geordnet und fir diese Zellen zuganglich ist.

18. Vorrichtung nach Anspruch 16 oder Anspruch 17,
wobei die Matrix eng gepacktes teilchenférmiges Material mit einer Teilchengrofie im Bereich von 70 bis 850
pum (beispielsweise 70 bis 420 um) umfasst.

19. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 16 bis 18,

wobei die Matrix Folgendes umfasst: (a) allogenen Knochen, beispielsweise demineralisierten, Protein-extra-
hierten, teilchenférmigen allogenen Knochen, (b) demineralisierten, Protein-extrahierten, teilchenférmigen, de-
glykosylierten xenogenen Knochen, (c) entmineralisierten, Protein-extrahierten, teilchenférmigen xenogenen
Knochen, der mit HF oder einer Protease behandelt ist, (d) Materialien, die aus Kollagen, Hydroxyapatit, Cal-
ciumphosphaten (beispielsweise Tricalciumphosphat) und Polymeren ausgewahlt sind, die Glycolsaure-
und/oder Milchsdure-Monomere umfassen, (e) einen die Form behaltenden Feststoff aus locker haftendem
teilchenférmigem Material, beispielsweise Kollagen, (f) einen porésen Feststoff oder (g) ein zerkleinertes Ge-
webe, beispielsweise Muskelgewebe.
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20. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 16 bis 19, die in der Markhohle eines allogenen Knochens an-
geordnet ist.

21. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 16 bis 20 zur Verwendung in der Therapie, beispielsweise zum
Induzieren einer lokalen Knorpel- und/oder Ersatzknochen- oder heterotopen Knochenbildung in einem Sau-
getier durch Implantieren der Vorrichtung in ein Saugetier an einem Ort, der fir migratorische Vorlauferzellen
zuganglich ist.

22. Vorrichtung nach Anspruch 21 zur Bildung von geformten heterotopen Knochen,
wobei die Form des heterotopen Knochens, der gebildet wird, derjenigen der implantierten Vorrichtung ent-
spricht.

23. Verwendung des Proteins nach Anspruch 1, 2 oder 3 zur Herstellung des Folgenden:

(a) einer Vorrichtung nach einem der Anspriiche 16 bis 21, oder (b) eines Medikamentes, wobei das Medika-
ment oder die Vomchtung zur Induktion einer lokalen Knorpel- und/oder Ersatzknochen- oder heterotopen
Knochen-Bildung in einem Saugetier vorgesehen ist, indem das Medikament oder die Vorrichtung einem Sau-
getier an einem Ort eingebracht wird, der fir migratorische Vorlauferzellen zuganglich ist, zur periodontalen
Behandlung, Knorpelinstandsetzung und zur Behandlung der Osteoarthritis und zur Korrektur von nichtverhei-
lenden Frakturen, erworbenen oder angeborenen kraniofazialen oder anderen Skelettoder dentalen Anomali-
en.

24. Verwendung nach Anspruch 23 zur Bildung eines geformten heterotopen Knochens,
wobei die Form des heterotopen Knochens, der gebildet wird, derjenigen der implantierten Vorrichtung ent-
spricht.

25. Synthetisches Nukleinsauremolekil zur Verwendung im Verfahren nach einem der Anspriiche 4 bis B.

26. Wirtszelle zur Verwendung im Verfahren nach einem der Anspriiche 4 bis 8, die das synthetische Nu-
kleinsduremolekil nach Anspruch 25 enthalt.

27. Wirtszelle nach Anspruch 26, die eine prokaryontische oder eukaryontische Wirtszelle ist, beispielswei-
se E. coli, Bacillus, Hefen oder Tierzellen (beispielsweise CHO oder Myeloma).

28. Isolierte DNA-Sequenz, die die Aminosauresequenz des wie in einem der Anspriiche 1 bis 3 oder 9
definierten Proteins kodiert.

Es folgen 10 Blatt Zeichnungen
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Anhangende Zeichnungen
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4733,EcoRI-killed
4658, Aatll

4542, Ssp
4501, Hpal ¢ial, 20 |
4314, Smal |
4287, EcoRI ‘ BamHI, 372
4247, Mlul Spht, 559

4052, Miul

lecder—peptide
3910, BamHl
3823, Ncol
3689, Sphi ZC
3506, Pstl | COP-5-xpr
4733 bp

Pvull, 2063
Ndel, 2294

FIG. 2A
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FIG.2B-1

COP~E Fusionsprotein

10 20 3o 40 50

ATCAAAGCAATTTTCCTACTGAAAGGTTCACTGGACAGAGATCTGEACTC

M XK A I FV L X G S L DZRGDTELD S
Bglir .

€0 70 80 90 100
PCGTCTGGATCTGGACGTTCGTACCEACCACAAAGACCTGTCTGATCACT
R L D L DV RTUDUEHTUE XTDLSTDEH

110 120 130 140 150
IGE T T CIGG T CGACCTGGCTCGTAACGACCTGGCTICGTATCGTTACTCLS
L vV L.V D L A R ND L ARTIV T P

Sall Sma

180 170 i8¢ 190 200
GGG T T G T T ACG T T GCGGAT CI GG AAT TCATGGCTGACAACAAATTCAA
G S R Y v A D ILL E F M A D H X F N
I EcoRX

210 220 230 240 250
CAAGGAACAGCAGAACGCGTTICTACGAGATCTTGCACCTGCCGAALCTGA
K £ Q Q NA F Y E I L H 1L P N L

MluZ BglIX BspMI+

: 260 270 2BO 280 300
ACGAAGAGCAGCGTAACGGCTTCATCCARAGCTIGAAGGATGAGCCCTCT
N E EQ RNGVF I Q S L X D GZEZ P S

HindIIX

310 320 330 340 350

GhGTCTGCGAATCTGCTAGCGGATGCCAAGAAACTGAACGATGCGC}GGC

Q S A B L L 2 D A X K L B D A Q A
NhelX . TSpI

asn 370 380 350 400
ACCGAAATCCGATCAGEGGCAAT TCATGGCTGACAACAAATT CAACAAGE
P X 8 D Q 6 Q F M A DN X T N K

410 420 PR 440 450
ARCAGCAGAACGCGTTCTACGAGATCTTGCACCTGCCGAACCTGAACGAA
EQ QN ATF Y ET L ETLSGPUNTLNE

MiuI BglYT BspMI+

460 470 480 490 500

GAGCAGCG T AACGG O P TCAT CCARAGC TTGAAGGATCAGCOCTCTICASTD

E Q RNGTF I QS UL XUDTETFPSGQ.S
HindTIIT
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FIG. 2B-2

510 520 330 540 550
TGCGAATCTGCTAGCGGATGCCAAGAAACTGAACGATGCGCAGGLACCGA
A R L L A D A K K L N DA Q A P
Nhel Fspl

560 570 580 530 600
AGGATCCTAATGGGCTGCTACGTCGACTTCAGCUGACETGEGTTIGGGALCGAL
K D P NN 6 L Y VY D F &8 D Vv 6 W D D

BamiI Sall

810 620 630 640 650
PEGATTETGCOCCCACCAGGCTACCAGG LT TCTACTGCCATEGCCAATG
W I vV A P P G Y Q A F Y C B G E ¢
: stul Neol. BsmI+

660 670 680 650 700
CCCTTTCCCGCTAGCGGATCACTTCAACAGCACCAACCACGCCGTGETEE
P F P L ADGHT FNGSTNEH AZQUVLTV

Yhel DrallI
. PLIMT
710 720 730 740 750

AGACtCTGGTGAACTCTGTCRACTCCAAGATCCCTAAGGCTTGCTGCGTG
Q T L vV NN 8 V N 8 X I P XK A ¢ ¢ v
MstII

760 770 780 790 8B40

A GAG I TCCG AT CAGC ATGCTGTACCTGGACGAGAATGAGAR

P T E L S'AI S M LY LDEWNTE K
sphl

810 820 830 840 850
GGTCETCCTGAAGAACTACCAGCAGATGCTAGTAGAGESCTELEECTGED
vV vV L. X ¥ ¥ Q E M vV V £ g6 € 6 ¢

Pf1MI

860
GCTAACTGCAG
R »

PstX
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FIG. 3B
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FIG. 4

10 20 30 490 50
GATCCTAATGGGCTGTACGTGGACTTCCAGCGCGACGTGGGCTGGGALCGA
D P N ¢ 'L ¥ V. D F @ R D V G W D D

60 70 80 90 100
CTGGATCATCGCCCCCGTCGACTTCGACGLCTACTACTGCTCCGGAGCLT

W I I APV DTFDHAY Y C S G A

110 © 120 130 140 150
GCCAGTTCCCCTCTCCGGATCACTTCAACAGCACCAACCACGCCGTGGTG
C Q F P S A D HF NS TN HAUV YV

160 170 180 190 200
CAGACCCTGGTGAACAACATGAACCCCGGCAAGGTACCCAAGCCCTGLTG
Q T L V N N M N P G K V P K P C C

210 220 230 240 25¢
CGTGCCCACCGAGCTGTCCGCCATCAGCATGCTGTACCTGGACGAGAATT
v P T E L 8 A I s M L ¥ L D E N

260 270 280 290 300
CCACCOTOG TGO TCAAGAACTACCAGGAGATGACCGTGGTGGGCTGCGES
S T VvV vV L K N Y Q E M T V V 6 C G

310

TGCCGCTAACTGCAG
C R *
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