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69 Depot-Formulierungen.

@ Die Depot-Formulierung, enthaltend Fibronektin oder

ein Fragment davon, ein daran gebundenes Wachs-
tumsfaktor-Bindungsmittel und ein an das Bindungsmittel
gebundener Wachstumsfaktor, wird zur Beschleunigung
der Wundheilung eingesetzt.
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Beschreibung

Vorliegende Erfindung betrifft Zusammensetzun-
gen, die zu langer Freisetzung von Wundheilungs-
beschleunigern in Wunden bei Mensch und Tier
fuhren.

Im natirlichen Heilungsprozess lassen sich ge-
wohnlich vier Stadien unterscheiden. Zuerst
schliesst sich die Wunde, um den Blutverlust gering
zu halten und Infektionen vorzubeugen. Danach
wird durch Phagozytose geschadigtes Gewebe ent-
fernt und Krankheitserreger zerstort. Danach folgt
Granulierung, bei der dem umliegenden Gewebe
entsprechende Zelltypen in die Wunde eindringen
und es zu Narbenbildung kommt. Zum Schluss wird
das Narbengewebe umgewandelt und es kommt zu
Veranderungen der Zellpopulation, die zu einer rei-
fen, geheilten Wunde filhren. Im Einzelfall wird es
jeweils durch Faktoren wie Wundlage und -art so-
wie Zustand des Patienten zu Abweichungen von
diesem allgemeinen Muster kommen, und die Ein-
zelheiten des Prozesses, insbesondere die letzten
Stadien, sind bis jetzt noch nicht vollig geklart.

Obwohl der natlirliche Wundheilungsprozess in
den meisten Féllen sehr wirkungsvoll ist, kann er
gelegentlich versagen oder unzureichend sein, so
dass ein medizinisches Eingreifen wiinschenswert
ist. Zu typischen Beispielen eines Versagens zahlen
schwere Verbrennungsfélle mit erheblichen Gewe-
besché&digungen, bei denen die Wunden sich oft
nicht einmal véllig schliessen und Hauttransplanta-
tionen notwendig sind, um die Granulation sicherzu-
stellen, Falle von Beingeschwiiren, bei denen selbst
bei geheilter Wunde die verheilte Narbe physisch
schwach ist und sehr leicht wieder aufbrechen
kann, und Félle, bei denen die bleibenden Narben
unschén oder stérend sind, auch wenn die Wunde
auf nattirliche Weise heilen wiirde. Weitere Wun-
den, bei denen ein Eingreifen oft notwendig ist,
sind schwere Knochenbriiche und Wunden an
Knorpel, Bandern und Sehnen, die, wenn (ber-
haupt, nur langsam heilen oder bei denen die ver-
heilte Wunde nicht kréftig genug ware.

Trotz jahrelanger umfangreicher Arbeiten gab es
noch keine vollig zufriedensteliende Behandlungen
fiir viele dieser Probleme bei der Wundheilung.

Ein Weg zur Verbesserung der Wundheilung be-
steht in der Verabreichung von Wundheilungsbe-
schleunigern, wie Wachstumsfaktoren. Dies ist je-
doch mit vielen Schwierigkeiten verbunden, insbe-
sondere wenn sichergestellt werden soll, dass die
Mittel in wirksamen Mengen an die Wundstelle ab-
gegeben werden.

Die Erfinder vorliegender Erfindung haben eine
Depot-Zusammensetzung zur Behandlung von
Wunden entwickelt, in der die Wundheilungsbe-
schleuniger auf entsprechenden Bindungsmolekiilen
konzentriert sind und von diesen freigesetzt wer-
den, die ihrerseits auf Fibronektin-Bindungsdomé-
nen enthaltenden Materialien immobilisiert sind.

Vorliegende Erfindung stellt demgeméss eine De-
pot-Formulierung bereit die Fibronektin oder ein
Fragment davon ein daran gebundenes Wachs-
tumsfaktor-Bindungsmittel und einen an das Bin-
dungsmittel gebundenen Wachstumsfaktor enthalt.
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Fibronektin ist ein wohlbekanntes, im Handel er-
héltliches Material. Das Fibronektinmolekiil besteht
aus einer Anzahl von Polypeptid-Doménen, insbe-
sondere der Gelatinebindungsdoméne, der Heparin-
bindungsdoméne und der Zellbindungsdoméne. Er-
findungsgeméass wird Fibronektin in der intakten
Form oder in Form eines Fragments davon, vor-
zugsweise mit mindestens einer der obengenannten
Doménen verwendet. Das Fibronektin oder sein
Fragment wirkt als Zielmittel zur Unterstiitzung der
Abgabe der Depot-Formulierung an das Wundge-
webe, insbesondere bei Einschluss einer Zellbin-
dungsdoméne.

Bei dem Wachstumsfaktor-Bindungsmittel handelt
es sich um ein polysulfatiertes Polysaccharid wie
Heparin oder Heparan-Sulfat, oder ein Polypeptid
wie BP53, das spezifisch einen Wachstumsfaktor
bindet.

Heparin und Heparan-Sulfat sind wohlbekannte
Antikoagulantien und im Hande! erhaltlich. BP53 ist
eine Polypeptid-Komponente von mit bekannten
Techniken durch Saulenfraktionierung isoliertem Se-
rum, wodurch anfanglich ein 150 kDA-Komplex, der
bei niedrigem pH zu BP53 dissoziert werden kann,
erhalten wird. BP53 kann als solches oder in Form
eines Komplexes, wie dem 150-kDa-Komplex, in
den erfindungsgemé&ssen Formulierungen verwen-
det werden.

Flr vorliegende Erfindung niitzliche Wachstums-
faktoren umfassen Wachstumsfakioren wie Fibro-
blast-Wachstumsfaktor (FGF), epidermaler Wachs-
tumsfaktor  (EGF), Endothel-Wachstumsfaktor
(EDGF), insulinartiger Wachstumsfaktor | oder i
(IGF-1 oder IGF-il). BP53 wird zur Bindung von IGF
verwendet; Heparin und Heparan-Sulfat binden eine
Klasse von Wachstumsfaktoren, einschliesslich
FGF, EGF und EDGF.

Erfindungsgemass bevorzugte Depot-Formulie-
rungen umfassen Fibronektin oder ein Fragment
davon und das Wachstumsfaktor-Bindungsmittel,
insbesondere Heparin, in einem Gewichtsverhltnis
von 5:1 zu 100:1, vorzugweise von 20:1 bis 50:1.

Ohne an diese Theorie gebunden sein zu wollen,
sind die Erfinder der Ansicht, dass die Wachstums-
faktoren an die Bindungsmitte! wie Heparin oder
BP53 binden und vom Bindungsmittel den Zellen in
der oder um die Wunde in wirksamen Mengen an-
geboten werden. Durch Immobilisierung des Bin-
dungsmittels auf dem Fibronektin oder Fragmenten
davon kénnen die Wundheilungsbeschleunigungs-
mittel der Wundstelle zugefiihrt, dort gelagert und
den Zielzellen Uber léngere Zeit oder auf kontrollier-
te Weise oder beides zur Beeinflussung und Ver-
besserung verschiedener Aspekte der Wundheilung
dargeboten und an sie freigesetzt werden. Dariiber
hinaus gestattet die Verwendung von Fibronektin-
Zellbindungsdoménen es der Depot-Formulierung,
an Gewebe an oder neben der Wundstelle zu bin-
den und dort iber den notwendigen Zeitraum fest-
gehalten zu werden, wahrend die Wundheilung
stattfindet.

Zur Verkniipfung von Bindungsmitteln wie Hepa-
rin und BP53 an Fibronektin oder Fragmenten da-
von stehen eine Vielzahl von Mitteln zur Verfligung.
Im allgemeinen kann chemische Vernetzung unter
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Verwendung unschadlicher Mittel und Bedingungen
das Bindungsmittel an das Fibronektin binden. Eine
nitzliche Klasse chemischer Vernetzer umfasst die
Carbodiimide, die zur Konjugation von Materialien
wie diesen wohlbekannt sind.

Bei Verwendung von Fibronektin oder Fragmen-
ten davon einschliesslich der Heparinbindungsdo-
ménen kann Heparin oder Heparan-Sulfat (iber die
nichtkovalente Interaktion mit dem Heparinrezeptor
in der Heparinbindungsdoméne gebunden werden.

Alternativ kann das Bindungsmittel an das Fibro-
nektin oder ein Fragment davon {ber ein Trégerma-
terial wie Polylysin gebunden sein. In diesem Fall
sind sowohl das Fibronektin oder Fragmente davon
wie auch das Bindungsmittel durch chemische Ver-
netzung an das Trégermaterial gebunden.

Kombinationen dieser Techniken kdnnen verwen-
det werden, beispielsweise, dass Heparin oder
BP53 durch chemische Vernetzung an das Fibro-
nektin und das Trégermaterial gebunden sind, das
seinerseits mit dem Fibronektin vernetzt ist. Alterna-
tiv dazu oder zusétzlich kdnnen Fibronektin-Hepa-
rinbindungsdoménen zur nichtkovalenten Bindung
von Heparin und Heparan-Sulfat verwendet werden.

Da die Heparin- und Heparan-Sulfat-Molekiile je-
weils an mehr als eine Heparinbindungsdoméne
von Fibronektin binden kénnen, werden Materialien
mit an Tréger wie Polylysin gebundenem Fibronek-
tin oder Heparinbindungsdoménen davon durch He-
parin oder Heparan-Sulfat aggregiert und kénnen
zur Herstellung pastdser Formulierungen verwendet
werden.

Bevorzugte Depot-Formulierungen umfassen He-
parinbindungsdomanen und Heparin und liegen als
Pasten vor. Weitere bevorzugte Depot-Formulierun-
gen umfassen Fibronektin-Zellbindungsdoménen,
die zu erhohter Adhésion zwischen den Depot-For-
mulierungen und den Zellen in der oder um die
Wunde fiihren.

Materialien die in der oben beschriebenen Depot-
Formulierungen verwendet werden, umfassen Fibro-
nektin oder ein Fragment davon und ein Wachs-
tumsfaktor-Bindungsmittel, vorzugsweise Fibronektin
oder Bindungsdoménefragmente davon und daran
gebundenes Heparin, Heparan-Sulfat oder BP53.

Diese Materialien kdnnen zur Herstellung von
Depot-Formulierungen durch Kontakt mit einem
Wachstumsfaktor und Einfangen desselben verwen-
det werden. Dies ist beispielsweise durch Perfusion
des Materials mit einer Lésung des Mittels erreich-
bar. In einer besonders bevorzugten Ausfiihrungs-
form wird das Material vor einer Operation oder ei-
nem chirurgischen Eingriff mit dem Blut oder Serum
eines Patienten perfundiert, um das Material mit
Wundheilungsbeschieunigungsmitteln aus dem Blut-
kreislauf des Patienten zu beladen (und somit die
Risiken exogener Blutprodukte zu vermeiden). Das
perfundierte Material absorbiert Wachstumsfakio-
ren und kann dann als Depot-Formulierung zur Un-
terstlitzung der Erholung desselben Patienten von
der Operation oder dem chirurgischen Eingriff ver-
wendet werden.

Dieser Mechanismus kann dadurch ausgenutzt
werden, dass das Material auf die Wundstelle ge-
legt wird, wo es Wachstumsfaktoren aus dem Se-
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rum des Patienten ansammeln und als Depot-For-
mulierung wirken wird, indem es die Mittel an Zel-
len in der Umgebung der Wunde abgibt und diesen
darbietet. Dariiber hinaus werden die zuvor be-
schriebenen Depot-Formulierungen aus dem Serum
des Patienten Wachstumsfaktoren akkumulieren
und freisetzen, wahrend sie die anfinglichen in der
Depot-Formulierung vor der Implantation enthalte-
nen Wachstumsfaktoren freisetzen und dies auch
weiterhin tun, nachdem die anfénglichen Wachs-
tumsfaktoren aufgebraucht sind.

Die Depot-Formulierungen, wie oben beschrie-
ben, werden in chirurgischen oder therapeutischen
Verfahren am menschlichen oder tierischen Kérper
verwendet. Die Erfindung schafft weiterhin die An-
wendung eines Materials oder einer Depot-Formu-
lierung, wie oben beschrieben, bei der Herstellung
eines Medikaments, Verbands oder einer Vorrich-
tung zur Anwendung in chirurgischen oder thera-
peutischen Verfahren am menschlichen oder tieri-
schen Kérper. Insbesondere umfassen die chirurgi-
schen oder therapeutischen Verfahren die Be-
schleunigung der Wundheilung oder die Verbesse-
rung des Aussehens oder der Stirke einer
verheilten Wunde oder jede beliebige Kombination
daraus. Das chirurgische oder therapeutische Ver-
fahren kann alternativ auch das durch die erfin-
dungsgeméssen Materialien oder Depot-Formulie-
rungen geférderte Wachstum von Autotransplantat-
Materialien wie Haut oder Bander umfassen. Bei
Verwendung pordser, makroskopische orientierter
Materialien, wie nachstehend beschrieben, kann
das Wachstum durch die orientierten Materialien
gefuihrt werden.

Bei der Behandlungsmethode fiir einen verwun-
deten Menschen oder ein verwundetes Tier, wird
eine wirksame nichttoxische Menge Material oder
Depot-Formulierung, wie oben beschrieben, auf die
Wunde aufgebracht.

Bei einer weiteren Ausfiihrungsform der Erfin-
dung enthalten die Depot-Formulierungen oder dar-
in zu verwendende Materialien ein poréses, makro-
skopisch orientiertes Zelladhésionsprotein wie es in
einer verwandten, am gleichen Tag eingereichten
Anmeldung britische Patentanmeldung 9 101 191.6,
beschrieben ist. Diese Anmeldung beschreibt mak-
roskopisch ofientierte Zelladhésionsprotein-Materiali-
en, bei denen (iberraschenderweise gefunden wur-
de, dass sie die Wundheilung beschleunigen, insbe-
sondere durch Bildung eines Geriists, an dem die
eindringenden Zelien anhaften konnen,-  wodurch
dieses Stadium des Wundheilungsprozesses er-
leichtert wird. Durch Ausrichtung dieser Materialien
auf die Merkmale der Wunde oder des umgeben-
den Gewebes kann die Zellinvasion dartiber hinaus
entlang erwiinschter Orientierungen gefiihrt werden,
wodurch die anféngliche Reparatur verstirkt und
die im Umwandlungsstadium erforderliche Umorien-
tierung reduziert wird. Die Wundheilung kann so
beschleunigt werden und die reife, ausgeheilte
Wunde kann gekraftigt oder kosmetisch annehmba-
rer gemacht werden, oder beides.

In der vorliegenden Erfindung kénnen diese ori-
entierten Materialien als Tréger oder Substrat fiir die
oben beschriebenen Materialien oder Depot-Formu-
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lierungen verwendet werden. Wenn die oben be-
schriebenen Materialien oder Depot-Formulierungen
weiterhin Fibronektin enthalten, kann dieses Fibro-
nekiin selbst in Form von pordsen, makroskopisch
orientierten Wundbehandlungsmaterialien vorliegen.

Die Orientierung des Fibronektins oder anderer
Zelladh&sionsprotein-Molekiile im makroskopischen
Massstab ist kritisch flir den Erfolg der orientierten
Materialien bei der Fiihrung des Wundheilungspro-
zesses.

Das erfindungsgemésse makroskopisch orientier-
te Zelladhésionsprotein enthélt grosse Anhdufungen
von Zelladhasionsprotein, die sich unter glinstigen
Bedingungen selbst als Fibrillen zusammenbauen,
wobei die Molekile in jeder einzelnen Fibrille im
wesentlichen parallel zueinander liegen, jeder ein-
zelne Fibrille tber eine Strecke von mindestens 100
um orientiert ist und die Fibrillen im wesentlichen
parallel zueinander ber makroskopische Strecken,
beispielsweise mindestens 0,1 mm, vorzugsweise
0,5 und besonders bevorzugt mindestens 1 mm,
orientiert sind. Einzeine Fibrillen kénnen eine Orien-
tierung lber eine betrdchtliche Strecke, beispiels-
weise bis zu 0,5 mm, mdglicherweise bis zu 1 mm
oder sogar 5 mm oder mehr, beispielsweise 1, 2, 3
oder 5 cm, aufweisen. Die Fibrillenanhdufung kann
Uber 5 mm oder 1 cm oder mehr, beispielsweise 2,
3 oder 5 cm orientiert sein und bei Bildung als un-
unterbrochene Bahn zur nachfolgenden Aufteilung
in einzelne Verbédnde kann die Anh&ufung tber
Strecken von vielen Zentimetern oder sogar vielen
Metern orientiert sein.

In einer einfachen Ausfilhrungsform der Erfin-
dung sind die Fibrillen in einer einzigen Richtung
orientiert und bilden eine Bahn oder eine Matte,
moglicherweise auf einem Substrat zur Abstiitzung,
das auf eine Wunde aufgelegt werden kann. In
komplizierteren Ausfiihrungen kdnnen solche Bah-
nen oder Matten in nicht parallelen Richtungen ka-
schiert sein, bei denen beispielsweise die Fibrillen
einer Schicht mit 90° gegentiiber den Fibrillen in ei-
ner zweiten Schicht orientiert sind. Die Fibrillen
koénnen zu Fasern angeordnet oder auf einem Sub-
strat gebildet oder von Fasern eines Substrats ori-
entiert werden, und aus solchen Fasern knnen ge-
webte oder Vliesbahnen mit mindestens einer und
oftmals zwei oder mehr Orientierungsrichtungen ge-
formt werden. Wenn die orientierten Materialien
durch Uberzug auf einem Substrat gebildet werden,
handelt es sich bei dem Substrat vorzugsweise um
ein biologisch abbaubares oder resorbierbares Ma-
terial, so-dass es in der Wunde verbleiben kann
und schliesslich bei oder nach Heilung der Wunde
zerstort wird, oder es kann sich bei dem Substrat
um eine physikalische Stiitze handein, die nach Bil-
dung des orientierten Materials entfernt wird.

Zu Zelladhasionsproteinen, die fiir diese orientier-
ten Materialien nitzlich sind, z&hlen Fibronektin, Vi-
tronektin und von-Willebrand-Protein (auch von Wil-
lebrand-Faktor genannt), die in der Literatur wohl-
bekannt sind. Fibronektin wird als Zelladhasionspro-
tein bevorzugt, und vorzugsweise wird im wesentli-
chen reines Fibronektin verwendet. Die Zelladhés-
ionsproteine liegen gewdhnlich in steriler, pyrogen-
freier Form vor.
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Im Gebrauch kénnen die orientierten Materialien
zur Fihrung und Forderung der Zellinvasion und
damit zur Verbesserung der Stdrke, kosmetischen
Annehmbarkeit, Heilungsdauer oder anderer er-
wiinschter Merkmale der verheilten Wunde auf die
Wunden aufgebracht werden. Beispielsweise kann
eine einfache unidirektional orientierte Matte ver-
wendet werden, deren Orientierungsrichtung Uber
die Breite einer linearen Wunde verlduft, um den
Wundverschluss zu férdern und die Widerstands-
kraft gegen ein erneutes Offnen der Wunde zu er-
hohen. In einem anderen Beispiel kénnen kompli-
ziertere Bahnen mit einer Vielzahl von Orientie-
rungsrichtungen verwendet werden, um ein Nach-
wachsen von geschédigten Sehnen, Bandscheiben
und Hornh&uten zu férdern und gleichzeitig die ein-
dringenden Zellen dazu zu bringen, Orientierungen
anzunehmen, die zu denen des umliegenden unge-
schadigten Gewebes passen oder die Orientierun-
gen des urspriinglichen geschadigten Gewebes
wiederherzustellien. Die Anwendung der orientierten
Materialien umfasst also hadufig die Ausrichtung ei-
ner oder mehrerer Orientierungsrichtungen des Ma-
terials beziiglich Merkmalen der Wunde oder des
umliegenden Gewebes.

Die erfindungsgeméssen Materialien finden be-
sondere Anwendung bei der Stimulierung neuen
Kapillarwachstums, einem haufig angestrebten Ziel
bei vielen Formen der Wundreparatur. Auf dem
klassischen Weg wurde versucht, unter Verwen-
dung eines Diffusionsfaktors die Geféssbildung all-
gemein zu stimulieren. Ein Teil des Geféssbildungs-
prozesses ist jedoch die Adhésion von Endothelzel-
len an der und deren Wanderung tber die Sub-
stratmatrix. Eine Weiterentwicklung vorliegender
Erfindung besteht in der Férderung von Anheftung/
Migration von Kapillarzellen an/zu diskreten Fasern
oder Strdngen. Diese Strédnge wéren in der Rich-
tung des erforderlichen Kapillarwachstums orien-
tiert. Strange kdnnen die Form von (i) erfindungsge-
méssen Materialien mit Fibronektin in makroskopi-
scher Faserform; (i) erfindungsgeméssen Materiali-
en mit in herkémmliche Wundimplantatmaterialien
(z.B. Gelatine oder modifizierte Celluloseschwém-
me) eingelegten Fn-Strdngen; oder (jii) erfindungs-
gemissen Material mit auf geflochtene resorbierba-
re Nahte aufgebrachtem Fibronektin haben. Ob aus
orientiertem Fn gebildet oder mit Fibronektin liber-
zogen, soliten die Einzelsiringe schmaler als
200pum sein (idealerweise zwischen 1 und
100 pm). Diese Strukturen bilden ausgezeichnete
Stiitz- und Adhésionssubstrate fiir Reparaturzellen.

In einer weiteren Modifikation (insbesondere der
mit Fn Uberzogenen Flechinaht) ist es mdglich, ei-
nen chemotaktischen Reiz durch Befestigung eines
festen, einen Wachstumsfaktor enthaltenden Gels
an einem Ende der Naht einzubauen. Ein natiirli-
ches Beispiel eines solchen «Gels» wére ein Blut-
oder Plasmagerinnse! (idealerweise aus dem eige-
nen Blut des Patienten hergestellt). Kiinstliche Sub-
strate auf Basis von Gelatine (oder einem anderen
gelierenden Material) mit dem erforderlichen Ge-
fassbildungsfakior konnten ebenfalls verwendet
werden. Diese Naht wiirde so durch oder lber das
geschédigte Gewebe gezogen werden, dass neue
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Gefdsse auf das das Gel oder Gerinnsel tragende
Ende zu wachsen wiirden. Diese Nahtform kann
bei der Reparatur von gefésslosen oder schiecht
durchbluteten Geweben, wie gerissenen Menisken,
Bandern oder Sehnen als «Gefassbildungsbahn»
nutzbringend angewendet werden.

Erfindungsgeméss anwendbare orientierte oder
nichtorientierte Materialien konnen noch weitere
therapeutische Mittel enthalten, beispielsweise Mit-
tel zur Beschleunigung der Wundheilung, wie
Wachstumsfaktoren und Wachstumshormone, Ge-
rinnungsfaktoren, Thrombozytenadhésionsbeschleu-
niger, wie Thrombin, Mittel zur Férderung der Kalzi-
fikation, Kollagen, Fibrinogen, antimikrobielle Mittel
und Heparin.

Die Fibrile und Materialien kénnen in der durch
Vernetzung mit chemischen Reagenzien wie Gluta-
raldehyd oder Enzyme, wie Faktor Xllla, wobei es
sich um eine Transglutaminase handelt, gebilde-
ten oder stabilisierten Form verwendet werden. Ver-
netzung mit anderen Komponenten wie Kollagen
und Fibrinogen, beispielsweise unter Verwendung
einer Transglutaminase, ist ebenfalls méglich. Wenn
die erfindungsgemassen Materialien Kollagen und/
oder Fibrinogen einschliessen, ist es bevorzugt,
wenn diese auch im wesentlichen parallel zu den
Fibrillen des orientierten Zelladh&sionsproteins ori-
entiert sind.

Die Materialien werden vorzugsweise als Wund-
verband oder als ein Bestandteil davon verwendet,
oder sie werden getrennt von einem herkémmlichen
Verband auf offene Wunden aufgebracht. Um die
Starke und/oder die kosmetische Annehmbarkeit
der reifen Wunde zu erhéhen, werden die Materiali-
en vorzugsweise orientiert und mit der oder einer
auf die Merkmale des umliegenden Gewebes aus-
gerichteten Orientierungsrichtung auf die Wunde
aufgebracht, um eine Invasion entlang der Orientie-
rungsrichtung zu stimulieren. Beispielsweise kdnnen
die Fasern mit Muskelfasern in der Wunde oder
dem darunterliegenden Gewebe, ber eine lineare
Wunde oder parallel oder rechtwinklig zu Richtun-
gen, in denen ein Gewebe nach Heilung gestreckt
wird, ausgerichtet werden.

Makroskopisch orientierte Materialien werden
durch Bildung und Orientierung der Fibronektin-Fi-
brillen aus Lésung und Entfernung des Lsungsmit-
tel hergestellt.

Bei den fiir das vorliegende Verfahren niitzlichen
Lésungsmitteln handelt es sich um allgemein wéss-
rige Lésungsmittel, wie gepuffertes Wasser, destil-
liertes Wasser, entmineralisiertes Wasser und pyro-
genfreies Wasser. Das Losungsmittel kann weitere
geléste Stoffe und/oder Schwebeteilchen zum Ein-
schluss in oder zur Abscheidung auf den Fibronek-
tinmaterialien enthalten.

Das Lésungsmittel kann durch Verdunstung, Ein-
engung durch Filiration oder durch Aggregation
oder Abscheidung des Fibronektins beispielsweise
unter Verwendung entsprechender Salzkonzentra-
tionen oder durch Einstellung des pH-Werts der L6-
sung auf saure oder basische Werte und Samm-
lung und Trocknung des Aggregats oder der Ausfél-
lung, entfernt werden. Die orientierten Materialien
werden vorzugsweise gewaschen und getrocknet
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und gegebenenfalls stabilisiert, beispielsweise durch
chemische Vernetzung mit Reagenzien wie Gluta-
raldehyd oder auf enzymatischen Weg mit Faktor
Xllla.

Das Zelladhésionsprotein kann durch Eigenbil-
dung aus Losung, vorzugsweise einer hochkonzen-
trierten L&sung mit 0,7 mg/m! oder mehr, beispiels-
weise mehr als 1 mg/ml, wie mindestens 1,5 mg/
mil, beispielsweise 2 mg/ml oder mehr oder sogar
bis zu 3 mg/ml oder mehr, bei etwa neutralem pH
zur Bildung von Fibrillen auf festen Oberflachen ori-
entiert werden, wobei diese Fibrillen bei der Hand-
habung, Gewinnung und Trocknung ausreichend
stabil sind. Die Verwendung einer Losung mit etwa
1,5 mg/mi ist besonders bevorzugt. Ein pH von
etwa 7,6, beispielsweise unter Verwendung von tris-
HCI-Puffer hat sich als vorteilhaft herausgestellt.
Die Ldsung enthélt vorzugsweise [6sliche ionische
Komponenten zur Erhdhung ihrer lonenstérke, ins-
besondere im Bereich bis zu 0,5 M lonenstérke.
Die Lésung enthélt vorzugsweise auch Harnstoff,
vorzugsweise zu 1 bis 3 M. Eine Kombination von
Fibronektin, Harnstoff zu 2 M und 0,1 bis 0,5 M Na-
triumchlorid wird bevorzugt. Fibronektin kann also
beispielsweise durch ununterbrochenes unidirekiio-
nales Bewegen, wie Riihren, einer geséttigten L&-
sung und Entfernen des L&sungmittels zur Ausfél-
lung des orientierten Fibronektins, beispielsweise
auf dem Riihrer, orientiert werden. Dies kann zur
Bildung von Matten, die in parallelen oder nichipa-
rallelen Richtungen zur Bildung eines Gitters ka-
schiert sein kdnnen, wiedergewonnen und aufge-
saugt werden. Alternativ kdnnen hochkonzentrierte
Losungen zu Fasern gezogen und das Lésungsmit-
tel unter Zuriicklassung von Fibronektinfasern mit
orientierten Fibrillen entfernt werden. In einer bevor-
zugten Technik zum Aufziehen der Fasern wird ein
Applikator auf die Oberfliche der Lésung gedippt
und wieder angehoben; unter Ausnutzung der
Oberflachenspannung entstehen eine oder mehrere
Fasern. Ein bevorzugtes Applikatormaterial ist mine-
ralischer Glimmer. Bei einer weiteren Alternative
wird eine konzentrierte Lésung von Fibronektin auf
ein faseriges Substrat aufgebracht und das L6-
sungsmittel entfernt.

Heparin kann in die Fibronektinldsung eingearbei-
tet werden (vorzugsweise im Gewichtsverhéltnis
von 1:5 zu 1:100 Heparin:Fn) ohne Behinderung
der Fahigkeit zur Bildung von Stréngen. Nach dem
Trocknen waren Stringe mit héheren Heparinver-
héltnissen (z.B. 1:5, Heparin:Fn) jedoch flach mit
sehr wenig Masse durch den hohen Hydratations-
grad der neu geformten Strdnge aufgrund des He-
paringehalts.

Makroskopisch orientiertes Fibronektin kann mit
Heparin und/oder BP53 Tragermaterialien vernetzt
sein und Wundheilungsbeschleunigungsmittel wie
oben beschrieben fiir andere Fibronektinformen und
Fragmente davon gebunden enthalten.

Die Erfindung wird nun anhand nachfolgender
Beispiele, die den Schutzumfang in keiner Weise
einengen sollen, erldutert.
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Beispiel 1

Eine L6sung von Humanplasma-Fibronektin, die
durch Gelatine-Affinitatschromatographie (ca. 1,0
(z.B. 0,5 bis 1,5) mg/ml) in neutralem pH-Puffer (10
mM Phosphat oder 20 mM Tris-HCI pH 7,5) mit
0,15 M Natriumchlorid gereinigt wurde, wird in ein
unter Druck stehendes «Riihrzell»-Konzentrations-
gerét mit Ultrafiltrationsmembran (Molekulargewicht-
Cutoff ca. 10 bis 20000 Dalton; z.B. Amicon PM 10
Membran) gegeben. Eine solche Rihrzelle (z.B. mit
100 mi Kapazitat) wird bei einem bevorzugten
Druck von 25 psi (Bereich ca. 10 bis 75 psi) unter
Stickstoff oder unter Luft bei einer Rihrgeschwin-
digkeit von ca. 300 Upm (Bereich 50 bis 600 Upm)
bei 4°C betrieben. Das Volumen wird unter diesen
Bedingungen langsam auf weniger als die Hélfte
des Anfangssvolumens verringert, was eine Fibro-
nektinkonzentration innerhalb der Zelle von ca. 3
mg/mi  (Bereich 2,0 bis 10 mg/ml) ergibt. Die Be-
dingungen flir eine Selbstaggregation andern sich
je nach Reinheit und Integritat des Fibronektin-Aus-
gangsmaterials, aber innerhalb dieser Bereiche wird
ein grosses Gerinnsel oder eine grosse Matte aus
festem Fibronektin auf dem Rihrstab der Zelle ge-
bildet. Diese(r) kann entfernt und Fibronektinlésung
erneut zugegeben werden, um die Bildung von
mehr Fibronektinmatten zu erméglichen.

Beispiel 2

Es wird eine Ausgangslésung wie in Beispiel 1
beschrieben hergestellt; sie enthalt jedoch ber 1
mg/ml Fibronektin (Fn) mit einem pH-Wert um Neu-
tralitat und weist eine Natriumchloridkonzentration
von bis zu 0,2 M auf. Ein geeigneter «Applikator»
mit flachem Rand (beispielsweise ein 2 cm grosser
Glasabdeckstreifen) wird mindestens 3 mm tief in
die Losung getaucht. Mit demselben benetzten
Rand wird nun eine hydrophile Oberfliche (z.B.
eine flache Kunststoff-Kulturschale) unter Bildung
eines kleinen Tropfens der Fn-L&sung, die sowohl
am «Applikator» als auch an der Oberfldche haftet,
beriihrt. Wird der Applikator langsam von der zu
iberzichenden Oberfldche abgehoben, bildet sich
ein einzelner Proteinstrang zwischen dem «Applika-
tor» und der «Oberfliche» unter der Wirkung der
Oberflachenspannung. Dieser (sich zwischen Ober-
flaiche und Applikator erstreckende) Proteinstrang
kann 2 bis 5 mm weit Uiber die Oberfliche gezogen
und durch erneutes Bertihren des Applikators und
der Oberflache wieder auf der Oberflache befestigt
werden. Der erhaltene Proteinstrang hafiet fest auf
der Oberflache durch eine Vielzahl von unterteilten
Fibrilten an jedem Ende. Sie weisen gewdhnlich ei-
nen Durchmesser von 2 bis 5 ym und eine L&nge
von bis zu 5 mm auf. Sie sind mit oder ohne che-
mische Vernetzung (z.B. mit Glutaraldehyd) stabil
und konnen ohne Verschiebung gewaschen und
getrocknet werden. thre Orientierung auf der «Ober-
flache» lasst sich prézise kontrollieren.

In Zellkuhturversuchen forderten Strdnge aus rei-
nem Fibronektin eine direktionale Orientierung und
Anheftung der Fibroblasten irotz der Anwesenheit
von l6slichem Fibronektin. Fibronektinstrange waren
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in solchen Kulturen auch noch nach einer 24-stiin-
digen Exposition mit Fibroblasten zu sehen.

Beispiel

Anwendungsbeispiele flir depot-bildende Konju-
gate zur Erzielung einer regulierten Abgabe lokal
wirkender Wachstumsfaktoren. Anmerkung: die Mit-
fel zur Abgabe des Depots missen nicht fir diese
Anmeldung spezifisch sein, so dass véllig andere
Techniken anwendbar wéren.

Die Depotform in diesen Beispielen reicht mit Er-
hohung des Anteils des verwendeten Fibronektin-
molekiils von lslich tiber pastds bis zu Matten.

1. Die Gelatinebindungsdoméne von Fibronektin
(Fn GBP) wird (chemisch) an Heparin oder BP53
oder beide gebunden. Dieser ldsliche Komplex bin-
det den die erforderlichen Wachstumsfakior/en und
richtet die Materialien auf Stétten mit Bindegewebs-
schiaden (d.h. Wunden). Das Verhdltnis zwischen
Wachstumsfaktor und Fn GBP solite grosser als 2:1
sein (Molekularbasis) und idealerweise grésser als
10:1. Diese Verhéltnisse sind mit einem Triger-Po-
lylysin zu erzielen. )

2. Die Heparinbindungsdoméne von Fibronektin
(Fn HBD) wird alleine verwendet, d.h. ohne andere
Aktivitat oder als grosse Fragmente, die Heparinbin-
dungsdoméne und auch Zell- oder Gelatinebin-
dungsdoménen oder beide einschliessen. Fn HBD
wird mit handelstblichem Polylysin (hohes Moleku-
largewicht) vernetzt und mit Heparin vermischt, mit
dem es unter Bildung grosser ausfallender Aggre-
gate in Wechselwirkung fritt. Die resultierende Aus-
fallung wird zur Bildung einer Depot-Formulierung
zur Aufbringung auf Wundstellen verwendet, was
die Zellanheftung beginstigt.

3. Die anderswo beschriebenen makroskopisch
orientierten Fibronektinmaterialien bilden die Basis,
oder den Trager, fir die depot-bildenden Konjugate
in diesem Beispiel. In diesem Fall werden Heparin
oder BP53 oder beide entweder direkt oder (vor-
zugsweise) Uber Abstandshalter, beispielsweise Po-
lylysin, vernetzt. Die Oberfldche der Fibronektin-Fi-
brillenmatten tragt somit Konjugate aus Heparin
und/oder BP53, die wiederum reversibel mit
Wachstumsfaktoren auf die oben beschriebene
Weise beladen sein kdnnen.

Beispiel 4

Matten wurden wie in Beispiel 1 beschrieben un-
ter Verwendung einer Rihrzelle unter einer Reihe
von Bedingungen zur Priifung der bevorzugten Zu-
sammensetzung der Fibronektin-Ausgangsldsung
hergestellt. Die Mattenbildung wurde aufgrund des
Trockengewichts der gewonnenen Matte und der
UV-Absorption (bei 280 nm) der Fibronektinlésung
am Anfang und am Ende des Mattenbildungsverfah-
rens beurteilt. Es wurde gefunden, dass mit Harn-
stoff auf 2M eingestellte Fibronektinlésungen vorzu-
ziehen sind, da sie zu einer prozentual grdsseren
Mattenbildung mit derselben lonenstérke fiihren.

Die lonenstérke der Fn-Losung wurde stufenwei-
se erhéht, wobei hohere Natriumchloridkonzentratio-
nen von Null bis 1,0 M verwendet wurden, und als
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Matte wiedergewonnenes Fn (als % des gesamten
Fn in Losung) wurde gemessen. Aus Daten lber
die Beziehung der Natriumchloridkonzentration zum
Fn-Einbau, in %, in der Matte wird deutlich, dass
die Mattenbildung zwischen 0,1 M und 0,5 M Natri-
umchlorid ausreichend ist, bei einer bevorzugten
Konzentration von 0,1 M Natriumchlorid.

Beispiel 5

Der Einfluss von Heparin in der Fn-Ausgangslé-
sung auf die Menge und Qualitdt der gebildeten
Matten wurde in der «Rihrzelle» (siehe Beispiel 1)
gepriift. Wie in Beispiel 4 wurde die Effizienz der
Mattenbildung als % in das Aggregat eingebautes
Fn gemessen. Heparin wurde zu bekannten Kon-
zentrationen der Fn-Ldsung in Verhéltnissen (Ge-
wicht:Gewicht) von 1:15 bis 1:200 (Heparin:Fn) hin-
zugefligt. Das Heparin stammte von Sigma Chemi-
cal Co., Poole, Dorset, GB. Jede Matte wurde unter
ansonsten identischen Bedingungen aus Fn-L6sun-
gen mit 0,1 M Natriumchlorid, 2M Harnstoff, 50 mM
tris-HCI pH 7,6 hergestellt. Bei Verhéltnissen unter-
halb von 1:15 (Heparin:Fn) war die Mattenbildung
grosstenteils oder vollsténdig unterdriickt. Uber ein
Verhaltnis von 1:40 hinaus gab es nur wenig Ande-
rung. Das bevorzugte Verhdltnis betrdgt 1:20 bis
1:40. Der Heparineinbau in die Matte (mit dem
«Methylenblau»-Test flir Glycosaminoglykane ge-
messen) wurde zu ca. 20 pg/mg Fn bestimmt, unter
Verwendung einer Ausgangslésung mit einem He-
parin:Fn-Verhéltnis von 1:15. Dies stellt eine Ein-
baurate von 30% dar. Im aligemeinen hatten Hepa-
rin enthaltende Matten eine schiechtere Orientie-
rung als ohne Heparin hergestellte Matten. Alle
diese Materialien konnten nach Trocknung bequem
in Wunden in einer Vielzahl von Geweben gelegt
werden, wobei sie unter Bildung fester proteinhalti-
ger Niederschlage in Losungen bei physiologischen
lonenstérken und pH-Werten rehydrierten.

Patentanspriiche

1. Depot-Formulierung, die Fibronektin oder ein
Fragment davon, ein daran gebundenes Wachs-
tumsfaktor-Bindungsmittel und einen an das Bin-
dungsmittel gebundenen Wachstumsfaktor enthalt.

2. Formulierung nach Anspruch 1, enthaltend Fi-
bronektin oder ein Fragment davon mit einer Gelati-
nebindungsdoméne, Heparinbindungsdoméne oder
Zellbindungsdoméne von Fibronektin.

3. Formulierung nach Anspruch 1 oder Anspruch
2, worin das Wachstumsfaktorbindungsmittel ein po-
lysulfatiertes Polysaccharid oder ein Polypeptid ist,
das spezifisch einen Wachstumsfaktor bindet.

4. Formulierung nach Anspruch 3, worin das po-
lysulfatierte Polysaccharid Heparin oder Heparan-
Sulfat ist.

5. Formulierung nach Anspruch 3, worin das Po-
lypeptid-Wachstumsfaktorbindungsmitte! BP53 ist.

6. Formulierung nach einem der Anspriiche 1 bis
5, worin der Wachstumsfaktor Fibroblast-Wachs-
tumsfaktor, Epidermal-Wachstumsfaktor, Endothel-
Wachstumsfaktor oder insulinartiger Wachstumsfak-
tor | oder II ist.
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7. Formulierung nach einem der Anspriiche 1 bis
6, umfassend pordses, makroskopisch orientiertes
Zelladhasionsprotein.

8. Formulierung nach einem der Anspriiche 1 bis
7 als Mittel zur chirurgischen oder therapeutischen
Behandlung am menschiichen oder tierischen Kér-
per.

9. Verwendung einer Formulierung nach einem
der Anspriiche 1 bis 7 bei der Herstellung von Me-
dikamenten, Verbénden oder Vorrichtungen zur An-
wendung in chirurgischen oder therapeutischen
Verfahren am menschlichen oder tierischen Kérper.

10. Verwendung nach Anspruch 9, bei der das
chirurgische oder therapeutische Verfahren die Be-
schleunigung der Wundheilung oder die Verbesse-
rung des Aussehens oder der Starke einer verheil-
ten Wunde umfasst oder bei der das Wachstum
von Autotransplantat-Material durch die Formulie-
rung geférdert oder gefiihrt wird.

11. Material zur Verwendung bei der Herstellung
von Depot-Formulierungen nach einem der Ansprii-
che 1 bis 8 umfassend Fibronektin oder ein Frag-
ment davon und ein daran gebundenes Wachs-
tumsfaktorbindungsmittel.
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