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Patentanspriiche:

1. Verfahren zur Herstellung einer Zusammensetzung zur Anwendung bei der Induzierung einer
Bindung zwischen Teilen von lebendem, verkalktem Gewebe durch die Regenerierung von
verkalktem Gewebe an wenigstens einem der Teile, dadurch gekennzeichnet, daR die Zahnansétze
aus dem Kiefer von S&uretieren isoliert werden, aus diesen Ansdtzen des Zahnschmelzorgan
entfernt wird, aus den so behandelten Zahnanséatzen die Zahnschmelzmatrix gewonnen wird, die
Proteinfraktion aus der homogenisierten Zahnschmelzmatrix gewonnen wird und diese wahlweise
mit einem Tragermittel, Verdiinnungsmittel oder Bindemittel, die fir den Zweck akzeptabel sind,
gemischt wird.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daf3 die Isolierung aus einer Rinds- oder
Schweinsquelle erfolgt.

3. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dafd die Proteinfraktion als aktiver
Bestandteil durch den niedrigmolekulargewichtigen Teil der Proteinfraktion oder deren aktiven
Determinanten gebildet wird.

4. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, daf? der aktive Bestandteil durch
essigsaureextrahierbare Proteine gebildet wird, die generell als Amelogenine bezeichnet werden.

5. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, daR3 der aktive Bestandteil ein
Molekulargewicht bis zu etwa 40000 hat.

6. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daf3 der aktive Bestandteil ein
Molekulargewicht zwischen etwa 5000 und etwa 25000 hat.

7. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, dafd der aktive Bestandteil durch die
hochmolekulargewichtige Fraktion des Amelogeninteils der Zahnschmelzmatrix gebildet wird.

8. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daf3 das Tragermittel, Verdunnungsmittel
oder Bindemittel dental oder biologisch akzeptabel ist.

9. Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, dal3 das Tragermittel, Verdiinnungsmittel
oder Bindemittel ein wasserldsliches Polymer aufweist.

10. Verfahren nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, dal3 dieses wasserldsliche Polymer durch
ein Zellulosederivat oder ein Alginat gebildet wird.

Hierzu 1 Seite Zeichnungen

Anwendungsgebiet der Erfindung

Die Erfindung betnfft ein Verfahren zur Herstellung einer Zusammensetzung zur Anwendung bet der Induzierung einer Bindung
zwischen Teillen von lebendem, verkalktem Gewebe durch die Regenerierung von verkalktem Gewebe an wenigstens einem der
Teile, die beispielsweise zur Behandlung von Periodontitis verwendet wird

Charakteristik des bekannten Standes der Technik

Zur Erleichterung des Verstandnisses der Erfindung ist es angezeigt, eine kurze Hintergrundsdarstellung der biologischen
Bedingungen in Verbindung mit den Zahnen und der damitzusammenhangenden Storungen und Beeintrachtigungen zu geben
Beim normalen Dentalstatus sind die Zahne in speziellen Hohlraumen, den sogenannten Alveolen, im Kieferknochen verankert.
Zwischen den Zahnwurzeln und dem Kieferknochen befindet sich die sogenannte Periodentalmembran Die Zahnwurzeln
bestehen vorwiegend aus einem Dentin genannten Material Dieses Dentin wird auBen von einer dunnen Zementschicht mit
einer Starke von etwa 0,01 bis tmm umschlossen In diesem Zahnzement befinden sich u a Kollagenfasern, die vom
Zahnzement durch die Periodontalmembran fuhren und im Kieferknochen verankert sind Folglich i1st der Zahnzement fur den
Halt des Zahnes im Kieferknochen au3erordentlich wichtig Die Pertodontalmembran hat eine Starke von etwa 0,2mm und
besteht aus den genannten Kollagenfasern und Gefallen und Nerven, die zwischen diesen Fasern und den zu diesem Gewebe
gehorenden Zellen liegen Der Kieferknochen reicht nicht bis zur Zahnkrone, und in dem Teil der Wurzel, der nicht durch den
Kieferknochen bedeckt wird, fuhren Fasern vom Zahnwurzelzement nach auflen in das Zahnfleisch, die Gingiva Diese Fasern
unterstutzen die Verankerung des Zahnes und stabilisieren aulerdem das Zahnfleisch Das Zahnfleisch wie der gesamte
Mundraum sind von einer dunnen Epithelschicht bedeckt Dieses Epithel bildet eine enge Manschette odereinen Kragenum den
Zahn Direkt an den Zahnen wird zwischen den Zahnen und dem Epithel eine flache Furche gebildet.

Entzundliche Erkrankungen des Gewebes, welches die Zahne mit dem Kieferknochen verbindet, sind ziemlhich haufig und
betreffen im unterschiedlichen Umfang den groften Teil der Bevolkerung in der ganzen Welt Die bisherngen
Behandlungsmethoden sind vor allem darauf gerichtet, den fortschreitenden Krankheitsproze® zu verzogern und das Lockern
der Zahne weitestgehend zu verhindern Gegenwartig gibt eskeine klinisch anwendbare Methode, die eine Heilung in dem Sinne
ermoglicht, daB die Zahne wieder Halt im Kieferknochen gewinnen
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Ein weiteres Problem in diesem Bereich entzundlicher Erkrankungen stellen die angeborenen Defekte in der Zahnverankerung
dar. Patienten mit solchen Defekten entwickeln bereits in sehr fruhem Alter Symptome von Periodontitis, die sogenannte
juvenile Periodontitis. Die Behandlung schhieft oft die Extraktion des Zahnes und den Ersatzdurch eine kostspielige Zahnbrucke
emn.

Die Bakterien auf der Oberflache der Zahne verursachen eine chronische Entzundung des Zahnfleisches um die Zahne.
Entzundliche Zellen exkretieren Enzyme, die fur die Abtotung der Bakterien vorgesehen sind, in diesem Fall aber auch die
Kollagenfasern angreifen, die den Zahn mit den Gingiva und dem Kieferknochen verbinden. Die Zellen auf der Oberflache der
Zahnwurzel oder des Zahnzements sind damit der Zerstorung ausgesetzt, und Epithel aus dem Mundschleimhaut wachtstlangs
der Zahne nach unten und erzeugt den sogenannten Gingivalspalt. In diesem Spalt finden neue Bakterien gunstige
Wachstumsbedingungen, und neue Entzundungszellen dringen in diesen Raum ein, wodurch die Zersetzung des Gewebes bis
zur Penodontalmembran fortschreiten kann Die Zahnzementzellen sterben ab, und der Knochen des Alveolarbereiches wird
zerstort. Der Proze verlauftim allgemeinen sehrlangsam, kann aber inIntervallen sehr rasch fortschreiten Nach einer gewissen
Zeit verlieren die befallenen Zahne vollkommen ithren Halt im Kieferknochen.

Die Behandlung i1st gegenwartig prinzipiell darauf gerichtet, die Bakterienablagerungen auf der Zahnoberflache zu besertigen
Wenn die Bakterien entfernt werden, hort die Entzundung des Zahnfleisches und der Periodontalmembran auf und der
Zersetzungsprozefl kommt zum Stillstand. Diese Behandlung ist auch darauf gerichtet, die Bildung neuer Bakternienablagerungen
auf der Zahnoberflache zu verhindern. Sie fuhrt damit zum Stoppen der Zerstorung der Verankerung der Zahne im
Kieferknochen, aber neue Periodontalmembran oder neuer Zahnzement werden im Heillungsprozef nicht gebildet.

Im Zusammenhang mit Forschungen, deren eines Ergebnis die vorliegende Erfindung ist, wurde die Erkenntnis genutzt, daf die
Bildung des Zahnzements durch eine dunne Schicht eines Vorlaufers des Zahnschmelzes inituert wird, der bei der Entwicklung
der Wurzel langs der gesamten Wurzeloberflache gebildet wird. Es ist zu beachten, da} es nicht aligemein bekannt 1st, dafd der
Vorlaufer des Zahnschmelzes die Bildung von Zahnzement induzieren kann. Diese Erkenntnis wird vielmehr in hiermit im
Zusammenhang stehenden Patentanmeldungen offengelegt, beispielsweise in der europaischen Patentanmeldung
Nr.87850264 0. Weitere Forschungen und Expenmente zum Mechanismus der Bildung des Zahnzements haben
uberraschenderweise gezeigt, daB der Vorlaufer des Zahnschmelzes, die sogenannte Zahnschmelzmatrix, als aktiven
Bestandteil eine Proteinfraktion enthalt, die aus dem organischen Teil dieser Zahnschmelzmatrix gewonnen werden kann Diese
Entdeckung ist um so uberraschender, als angenommen wird, da3 die biologische Funktion der Proteine, welche diese
Proteinfraktion bilden, in der Bildung und vor allem inder Verkalkung des Zahnschmelzes besteht (siehe Fischer, L , und Termine,
D, Chinical Orthopaedics 200, 1985, 362-385). Die Proteine der Zahnschmeilzmatrix setzen sich aus einem Tell mit hohem
Molekulargewicht und einem Teil mit niedrigem Molekulargewicht zusammen, und es wurde festgestelit, da8 der aktive
Bestandteil durch dessen niedrigmolekulargewichtigen Teil gebildet wird, aber auch durch einen aktiven Determinanten davon
bestimmt werden kann. Dieser Teill mit niedrigem Molekulargewicht der Zahnschmelzmatrixproteine wird von
essigsaureextrahierbaren Proteinen gebildet, die im aligemeinen als Amelogenine bezeichnet werden und ein Molekulargewicht
bis zu etwa 40000 haben, wobei das Molekulargewicht hauptsachlich im Bereich von 5000 bis etwa 25000 liegt.

Im Zusammenhang mit den hier verwendeten Ausdrucken ,,Zahnschmelzvorlaufer” und ,Zahnschmelzmatrix” wird auf zwei
Quellen verwiesen, in denen die Bedeutung dieser Ausdrucke volistandig geklart wird

Ten Cate, A.R., Oral Histology, Development, Structure, and Function (Oralhistologie, Entwicklung, Struktur und Funktion), The
C V Mosby Co, St.Louis, USA (1980), S.182-183,

Mjor, | A., Fejerskov, O, Human Oral Embryology & Histology {Oralembryologie und -histologie des Menschen), Munksgaard,
Kopenhagen (1986), S. 4445,

Der volistandige Inhalt dieser Quellen wird in diese Offenlegungsschrift als Verwets einbezogen

Ziel der Erfindung

Mit der vorliegenden Erfindung wird ein neues Verfahren auf biologischer Grundlage, das bei der Induzierung einer Bindung
zwischen Tellen von verkalktem Gewebe, beispielsweise Zahnen und Knochen, von Nutzen i1st, bereitgestellt. Die Erfindung 1st
generell anwendbar, um eine solche Bindung herbeizufuhren, wird jedoch in der vorliegenden Offenlegungsschrift vor allem in
Verbindung mit der Behandlung von gelockerten Zahnen, der sogenannten Periodontitis, beschrieben

Darlegung des Wesens der Erfindung

Dervorliegenden Erfindung hegt die Aufgabe zugrunde, ein neues Verfahren, das die Induzierung einer Bindung zwischen Teilen
von verkalktem Gewebe ermoglicht, zur Verfugung zu stellen

Erfindungsgemal wird ein Verfahren zur Herstellung einer Zusammensetzung zur Anwendung bei der Induzierung einer
Bindung zwischen Teilen von lebendem, verkalktem Gewebe durch die Regenernerung von verkalktem Gewebe an wenigstens
einem der Teile bereitgestellt, das dadurch gekennzeichnet ist, daf3 die Zahnansatze aus dem Kiefer von Saugetieren isoliert
werden, aus diesen Ansatzen das Zahnschmelzorgan entfernt wird, aus den so behandelten Zahnansatzen die
Zahnschmelzmatrix gewonnen wird, die Proteinfraktion aus der homogenisierten Zahnschmelzmatrix gewonnen wird und diese
wahlweise mit eisnem Tragermittel, Verdunnungsmittel oder Bindemittel, die fur den Zweck akzeptabel sind, gemischt wird

Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung wurde festgestellt, dal3 in dem Fall, dal3 Dentin den Zellen der
Periodontalmembran ausgesetzt ist, beispielsweise durch Schleifen eines Hohlraumes in die Oberflache der Wurzel, eine
Heilung in Form eines knochenartigen Gewebes erfolgt, dem die Fasern fehlen, welche den gesunden Zahn mit dem
umgebenden Gewebe verbinden Wenn jedoch die Oberflache des kunstlich erzeugten Hohiraumes mit einer aktiven
Proteinfraktion bedeckt wird, die thren Ursprung in einem Vorlaufer des Zahnschmelzes hat, der nachstehend als
Zahnschmelzmatrix bezeichnet wird, kann man feststellen, dal3 normales Zahnzementverankerungsgewebe gebildet wird
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Die Zahnschmelzmatrixproteine werden vorzugsweise von einem Sdugetier, gewonnen, beispielsweise den Spezies Rind oder
Schwein. Bei den Experimenten wurde festgestelit, da man die Bildung von Zahnzement bei Affen und Menschen dadurch
induzieren kann, daf ein in die Oberfliche der Zahnwurzel geschliffener Hohlraum mit einer Proteinfraktion abgedeckt wird, die
aus der Zahnschmelzmatrix einer anderen Spezies, beispielsweise der Spezies Schwein, gewonnen wurde.

So erméglicht die nachstehend beschriebene Erfindung neue Methoden, um die Bindung zwischen Teilen von lebendem,
verkalktem Gewebe durch die Neubildung von mineralisiertem oder verkalktem Gewebe auf wenigstens einem der Teile zu
induzieren. Diese Methoden sind gekennzeichnet durch den Einsatz von Zahnschmelzproteinen, die von einem Vorlaufer des
Schmelzes, der sogenannten Zahnschmelzmatrix, stammen, um die Bildung zu induzieren. So sieht die Erfindung weiter eine
Zusammensetzung fiir diese Anwendung vor, welche als aktiven Bestandteil diese Zahnfleischmatrixproteine oder einen aktiven
Determinanten enthait.

Wie bereits angegeben, kann die Erfindung vor allem im Zusammenhang mit der Zahntherapie angewendet werden,
beispielsweise bei der Behandlung von Periodontitis, d.h., dem Lockerwerden von Zdhnen, bei der Transplantation von Zéhnen
oder beim Wiedereinsetzen von Zdhnen, die durch einen Unfall herausgetrennt wurden. Die Erfindung kann jedoch auch
angewendet werden, um die Befestigung kinstlicher Implantate zu erleichtern, beispielsweise von Zahnimplantaten oder
kiinstlichen Huftgelenken. Die Erfindung kann auch angewendet werden, um die Bildung von verkalktem Gewebe aufkiinstlichen
Implantaten zu induzieren, wo das zur Bildung einer neuen Sehnenbefestigung gewlinscht wird.

Die Proteinfraktion, die bei der Anwendung der Methoden nach der vorliegenden Erfindung eingesetzt wird, wird vorteilhaft aus
der Zahnschmelzmatrix eines Siugetieres, dessen Zihne in der Entwicklung sind, gewonnen. Eine geeignete Quelle fur
Zahnschmelzmatrix sind Schlachttiere, beispielsweise Schweine oder Kélber, die zu einem Zeitpunkt geschlachtet werden, zu
dem die Zdhne noch in Entwicklung sind, bei Schweinen oftim Alter von etwa einem halben Jahr. Bevorzugte Sdugetiere werden
also aus den Spezies Rind oder Schwein (d. h,, Rindvieh oder Schweine) ausgewihlt, vorstellbar sind jedoch auch andere
Spezies, beispielsweise Schafe und Nagetiere, die stindig wachsende Zdhne haben. Als Alternativquelle fir die Proteinfraktion
konnen auch kultivierte Zellen oder nach Methoden der Rekombinant-DNA-Technik modifizierte Bakterien, siche beispielsweise
US-PS 4672032, eingesetzt werden.

Die Zusammensetzung, die nach der Erfindung flir die Therapie eingesetzt wird, kann nur aus dieser Proteinfraktion oder deren
aktiven Determinanten, vorteilhaft mit Wasser gemischt, bestehen, die Zusammensetzung kann die Proteinfraktion aber auchin
Verbindung mit einem Tragermittel, Verdiinnungsmittel oder Bindemittel, beispielsweise modifizierten Zellulosen, Agar,
Alginat oder Gelatine, enthalten, die fir diesen Zweck geeignet sind. Fir den Dentaleinsatz ist es angebracht, daf3 das Trager-
oder Verdinnungsmittel dental akzeptabel ist. Gegenwirtig zieht man es vor, einen Tragerstoff zu verwenden, der aus
wasserloslichen Polymeren besteht. Beispiele flr derartige Polymere, die aber keine Einschrankung darstellen sollen, sind
Natriumkarboxyzellulose, mikrokristalline Zellulose, Hydroxyethylzellulose, Hydroxypropylzellulose, Methylzellulose,
Polyakrylsdure mit hohem Molekulargewicht, Natriumalginat, Propylenglykolalginat, Xanthangummis, Guargummi,
Johannisbrotgummi, modifizierte Starke, Gelatine, Pektin oder deren Kombinationen. Nach Einbeziehung der aktiven
Proteinfraktion kdnnen diese wasserldslichen Polymere wahlweise in Gele oder Filme umgewandelt werden, wodurch
Zusammensetzungen entstehen, die auf Grund ihrer vorteilhaften physikalischen Eigenschaften leicht aufzubringen sind. Die
Zusammensetzung kann wahlweise Stabilisierungsmittel oder Konservierungsstoffe zum Zweck der Verlangerung der
Lagerfédhigkeit enthalten.

Die Erfindung sieht auch ein Verfahren fiir die Behandlung von Periodontitis vor, welches die Wiederherstellung der
Zahnverankerung einschlieBt, wozu die Bildung von Zahnwurzelzement und Kieferknochen und eine physiologische
Kollagenfaserverbindung zwischen diesen induziert wird. Das Verfahren ist dadurch gekennzeichnet, daR Epithel, soweit
vorhanden, von der Zahnwurzel entfernt wird und anschlieend eine Schicht der relevanten Proteinfraktion auf die Wurzel
aufgebracht wird, die aus Zahnschmelzmatrix gewonnen wurde,

Bei der bevorzugten Anwendung der Erfindung zur Behandlung von Periodontitis wird das Kollagengewebe (Gingiva), das an
den Abschnitt eines befallenen Zahns angrenzt, eingeschnitten, um die Oberflache der Wurzel freizulegen. Epithel, soweit
vorhanden, wird entfernt, und die saubere Oberflache der Wurzel wird dann mit einer Schicht der genannten Proteinfraktion oder
mit einer Zusammensetzung, welche diese Proteinfraktion als aktiven Bestandteil enthalt, iberzogen, worauf das
Kollagengewebe (Gingiva) repositioniert und wahlweise genaht wird, so daB die Heilung erfolgen kann.

Wie bereits erwidhnt, kann die Erfindung aul3er bei der Behandlung von Periodontitis auch bei der Reimplantation oder
Transplantation von Zéhnen angewendet werden. Hiufig geschieht es, daf Jugendliche im frihen Jugendalter Unfalle mit einer
Dislozierung eines oder mehrerer Zahne, vor allem der Vorderzahne, haben. Werden die dislozierten Zahne rasch wieder in
Position gebracht, kann eine gute Heilung mit normaler Befestigung im Kieferknochen erfolgen. in vielen Fillen kann dieses
Wiedereinsetzen von dislozierten Zahnen nicht sofort ausgefiihrt werden und die Z&hne mussen Uber eine Zeitspanne in einem
ungeeigneten Medium auBBerhalb des Mundes, beispielsweise an der Luft, aufbewahrt werden. Dadurch werden die Zellen der
Periodontaimembran auf der Wurzeloberflache zerstort. Wenn der Zahn zuriick an seinen Platz in den Mund gesetzt wird,
bekommt er nicht wieder den physiologischen Halt und geht letztlich verloren. Bisher wurde keine Methode entwickelt, mit der
eine permanente Zahnbefestigung durch Regeneration des verbindenden Gewebes erreicht werden kann.

Nach den Methoden der Erfindung aber kann die abgestorbene Periodontalmembran auf dem dislozierten Zahn auf geeignete
Weise durch mechanische oder chemische Mittel entfernt werden, anschlieBend wird die Zusammensetzung, welche die
Proteinfraktion enthélt oder diese darstellt, auf die nackte Oberflache der Zahnwurzel aufgebracht. Der Zahn wird nun in die
Alveole zuriickgesetzt und einige Wochen leicht befestigt. Da auf die Oberfliche der Zahnwurzel die Proteinfraktion oder eine
diese enthaltende Zusammensetzung aufgebracht worden ist, wird eine neue Zahnzementschicht gebildet, und der Zahn erhalt
dadurch eine neue Befestigung.

Bei der Transplantationvon Zahnen, d. h., der Ubertragung von Zéhnen einer Person auf eine andere, wurde festgestellt, da das
Gewebe der transplantierten Zdhne durch die Immunabwehr des Empféngers angegriffen und in sehr kurzer Zeit zersetzt wird.
Es wurden Versuche durchgefiihrt, die Transplantation zwischen immunologisch kompatiblen Personen vorzunehmen. Aber
auchdieErgebnisse dieser Versuche waren entmutigend. Da die langfristige Behandlung mitImmunosuppressoren zum Zweck
der Erhaltung von ein oder mehreren transplantierten Zahnen die Risiken nicht lohnt, die damit verbunden sind, gibt es bis heute
keine klinisch brauchbare Methode zur Transplantation von Zdhnen mit einer glinstigen Langzeitprognose.
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Wendet man jedoch die Verfahren nach der vorliegenden Erfindung an, ist eine solche Methode vorsteilbar, und das Problem
kann gelost werden durch Entnahme der zu transplantierenden Zahne vom Spender, Entfernen der Zahnpulpa, Reinigen des
Pulparaumes und Aufbringung eines Wurzelfullmittels in den Pulparaum. Die Periodontalmembran wird mechanisch oder
chemisch entfernt, und die Wurzel des Zahnes wird mit der Zusammensetzung abgedeckt, welche die aktive Proteinfraktion
enthalt. Dann wird der Zahn an seinen neuen Platzim Mund des Empfangers eingesetzt Der Zahnwird uber eine bestimmte Zeit
in etner befestigten Position gehalten, und auf Grund der Proteinfraktion wird die Neubildung von endogenem, verkalktem
Gewebe induziert, welches den transplantierten Zahn bedeckt und dessen Befestigung gewahrleistet

Nach einem weiteren bevorzugten Gesichtspunkt der vorliegenden Erfindung kann die Zusammensetzung, welche die aktive
Proteinfraktion enthalt, durch ein Gewebebindemittel erganzt werden, das auf Fibrinogen, Faktor lll (einem plasmaabgeleiteten
Koagulationsfaktor), und Thrombin basiert Diese erganzte Zusammensetzung kann aus einer Vormischung von
Zahnschmelzmatnx und Fibrinogen und Faktor Hl hergestellt werden, wobei das Thrombin unmittelbar vor der Aufbringung der
Zusammensetzung auf die Operationsstelle zugesetzt wird Die Zusammensetzung kann wahlweise Aprotinin enthalten, um die
Zersetzungsrate zu verringern Ein geeignetes kommerzielles Erzeugnis zum Einsatz in dieser erganzten Zusammensetzung st
Tisseel, ein aus zwet Komponenten bestehendes Fibrinmittel, das von der IMMUNO AG, Wien, Osterreich, hergestellt und
verkauft wird. Bei der Verwendung dieses Gewebebindemittels wird die Vormischung aus Proteinfraktion, Fibrinogen, Faktor il
und, wahlweise, Aprotinin mit einer Thrombinlosung gemischt, und die resultierende Zusammensetzung wird dann schnell auf
die Operationsstelle aufgebracht Bei der Behandlung von Periodontitis erleichtert diese Methode den chirurgischen Eingniff
sehr Auf diese Weise wird die Haftung der Zusammensetzung an der Wurzel erhoht, das Bluten wird gestoppt und die
Positionierung der Mukoperiostealklappe wird wesentlich vereinfacht, wahrend die Ausfuhrung einer Naht entfallt

Fur den Einsatzin der erganzten Zusammensetzung nach der Erfindung werden gegenwartig die Produkte Zellulosederivate und
Alginate, beispielsweise Karboxymethyizellulosen und Natrium- oder Propylenglykolalginat, bevorzugt

Esistzu beachten, daB die prinzipielle Veranschaulichung der Erfindung am Beispiel der Perniodontitis nicht als Einschrankung zu
interpretieren ist.

Ausfihrungsbeispiele

Im folgenden wird die Erfindung in Verbindung mit speziellen Beispielen weiter veranschaulicht Diese Beispieldarstellung
erfolgt in Verbindung mit den Dentalexperimenten, die an Affen und Menschen ausgefuhrt wurden Bei diesen Beispielen wird
auf die beigefugte Zeichnung verwiesen.

Beispiel 1

Herstellung von Extrakten fur Tierversuche

Zur Feststeilung, welche Komponenten in der Zahnschmeizmatrix bei Tierversuchen aktiv sind, wurden folgende Testsubstanzen
hergestelit. Alle Substanzen haben ihren Ursprung in Schweinezahnschmelzmatrix,

E 1: Es wurden 0,3 g der Zahnschmelzmatrix (Proteingehalt 27 + 4%) in 3mi 0,9%igem NaCl aufgeschlammt und unter Kuhlen
mit Eis in einem Polythrone fur die Dauer von einer Minute 1n Intervallen von 10s homogenisiert. Das Homogenisat wurde
gefriergetrocknet. Ausbeute 199mg, Proteingehalt nach Lowry 47 + 2%.

E 2: Es wurden 0,3g der Schmelzmatrix wie oben aufgeschlammt und homogenisiert und dann im Wasserbad 4 Minuten lang
erhitzt. Die Gefriertrocknung ergab einen Ertrag von 199mg, Gehalt an loslichen Proteinen 13 + 3%.

E 3. Es wurden 0,3g der Substanz in 3mi 0,5M Essigsaure aufgeschlammt, wie oben homogenisiert und dann unter Ruhren

bei 4°C 24 Stunden lang fur die Proteinextraktion stehengelassen Dann wurde in Kalte 10 Minuten lang mit

10000 Umdrehungen/min zentrifugiert Der Niederschlag wurde aufgefangen und getrocknet, die obenaufschwimmende
Schicht wurde gefriergetrocknet Ausbeute des Lyophilisats 68mg, Proteingehalt 29 + 3%

E 4. Es wurden 0,3 g der Zahnschmelzmatrix in 3ml 10%iger EDTA in 0,03 M Tris-Puffer, pH-Wert7,4, aufgeschlammt und wie
oben unter Kuhlen homogenisiert. Dann erfolgte die Extraktion durch vierundzwanzigstundiges Ruhren in Kalte, anschlieBend
wurde das Homogenisat in einer Kuhlzentnfuge zentrifugiert Die obenaufschwimmende Schicht wurde anhand von
destilliertem Wasser dialysiert und gefriergetrocknet. Ausbeute 11mg, Proteingehalt. 33 + 2%

E 5: Der Niederschlag wurde nach dem Zentrifugieren (E 4) mit etwa 10 Volumen 0,5 M Essigsaure unter langsamen Ruhren in
Kalte uber 24 Stunden extrahiert Dann wurde erneut zentrifugiert, und die obenaufschwimmende Schicht wurde
gefniergetrocknet Ausbeute 109mg, Proteingehalt 15 + 3%.

E 6. Der unter E5 beschriebene Niederschlag vom Zentrifugieren wurde gefriergetrocknet Ausbeute 37mg, Proteingehalt

18 + 4%

E 7 Eswurden 0,3g der Zahnschmelzmatrix in 3ml 10%iger EDTA in 0,03 M Tris-Puffer, pH-Wert7,4, mit 0,4mM
Proteinaseinhibitor PMSF (Phenylmethylsulfonylfluond) aufgeschlammt und ebenso wie in Probe E4 homogenisiert und
extrahiert Nach dem Zentrifugieren und der Dialyse wurde die obenaufschwimmende Schicht gefriergetrocknet Ausbeute
11mg, Proteingehalt 41 + 2%

E 8. Der Niederschlag vom Zentrifugieren unter E7 wurde 48 Stunden bel niedriger Temperatur mit 0,5M Essigsaure extrahiert,
zentrifugiert und die obenaufschwimmende Schicht gefriergetrocknet Ausbeute 101mg, Proteingehalt 17 + 1%

E 9. Der Niederschlag vom Zentnifugteren von E8 wurde gefriergetrocknet Ausbeute 40mg, Proteingehalt 30 + 3%

Die oben unter E 1-9 gewonnenen Substanzen wurden nach Proteingehalt, Proteinmolekulargewichtsverteilung (SDS-Page mit
Phast), 1soelektrischem Punkt der Proteine und Kohlehydratgehalt charakterisiert

Die scheinbare Molekulargewichtszusammensetzung von Extrakten aus der Zahnschmelzmatrnix von Schweinen wird in der
beigefugten Zeichnung gezeigt Nach der SDS-Polyakrylamid-Gel-elektrophorese (SDS 8-25%, Phast, Pharmacia) wurden die
Proteinbander durch einen Laser-Abtaster (LKB Ultroscan XL) in Spitzen umgewandelt Die Molekulargewichte werden aus der
Eichung mit Protein- (14-90kDa) und Polypeptidreferenzen (2-14kDa) (Pharmacia) bestimmt Die Diagramme werden fur die
Extrakte E4 und E5 gegeben, und diese und die anderen werden unten zusammengefal3t
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Extrakt Proteinkomponenten (SDS-Page-Molekulargewichte)

Nr etwa 5/12% 6/14* 10/15* 16 22 24 67 kDA
E1 X 4 X X X X X

E3 X X x X (x)

E4 X X X

ES X X X (x)

E7 X e X

ES8 X X X {x)

* Die unteren Molekulargewichte erhalt man bei der Verwendung des Polypeptideichsatzes die hoheren bei der Verwendung des
Proteineichsatzes
X = groRBe Menge, x = kleine Menge, {x) = kleinere Menge

Zweck dieses Beispielsistes, den Einflul der Substanzen E 1 bis E9, die durch schrittweise Extraktion aus dem Vorlaufergewebe
biszum Zahnschmelz (Zahnschmelzmatrix) gewonnen wurden, auf den Heilvorgang von experimentell erzeugten, periodontalen
Randwunden zu veranschaulichen Defekte im Periodontalbereich von Affenzahnen wurden durch Entfernen des Zahnzementes,
der Periodontalmembran und des Randes des Alveolarknochens bis aufeinen Zervikal-Apikal-Abstand von etwa 5mm mit einem
Zahnbohrer geschaffen. Auf diese experimentell erzeugten Defekte wurden dann die Substanzen aufgebracht, und man hef3 die
Wunden aushellen Es wurden auch Kontrolldefekte angelegt, die ohne jede Substanz zum Ausheilen gebracht wurden Nach
einer Heilungsperiode von 8 Wochen wurden die Ergebnisse histomorphometrisch bestimmt

Die Ergebnisse des Hellungsprozesses werden in % der ursprunglichen Hohe von Zahnzement und Knochenbedeckung
ausgedruckt (Tabelle 1) Der HeilprozeR besteht aus der Bildung einer anhaftenden Schicht von neuem Zahnzement,
periodontaler Membran und Alveolarknochen {neue Verbindung)

Tabelle 1
Substanz Kontrolle E1 E2 E3 E4 ES E6 E7 E8 E9
Heilung (%) 5 93 3 79 4 49 2 0 48 5

Die Befestigung erfolgte also nach Einsatz der Substanzen E1,E3, E5 und E8 Nichtder Fall war das bei der Kontrolle und Zahnen,
die mitden Substanzen E2, E4, E6, E7 und E9 behandelt worden waren, bet denen die Defekte weiterhin bestanden und die
Zahne nurmut Oralepithel bedecktwaren Diese Ergebnisse zeigen, da die Aufbringung des niedrigmolekulargewichtigen Teils
der Proteinfraktion der Zahnschmelzmatrix die Gewebefestwachsung bei der Behandlung von Periodontitis fordert

Beispiel 2

Herstellung eines entsalzten Sdureextrakts von Zahnschmelzmatrix

Ein ahnhiches Praparat wie im vorstehenden Beispiel (E 3), das gefriergetrocknet war, wurde in 0,1 M Essigsaure aufgelost und
{144 mg/12ml) auf eine 15 x 540mm-Kolonne mit Sephadex G-25 Superfine in 0,1 M Essigsaure ubertragen Die erste
protetnreiche Fraktion (E 10) wurde aufgefangen und gefriergetrocknet Die Ausbeute betrug 34 mg Matenial, das etwa 72%
Protein enthielt, was 85% der Proteine im Ausgangsmaterial entspricht Die restlichen Proteine waren in der Salzfraktion (63 mg)
des gefriergetrockneten Materials mit einem Proteingehalt von etwa 7 % enthalten

Die aufdiese Weise hergestellte gefriergetrocknete Proteinfraktion wurde in 10-ml-Ampullen (jeweils 20mg) gefullt und vor dem
Einsatzim Tierversuch strahlensterilisiert (35kgy)

Die Praparate wurden wie im vorstehenden Beispiel analysiert, die Ergebnisse werden in der Tabelle 2 gegeben

Tabelle 2

Substanz Kontroile E10
Heilung (%) 4 72
Beispiel 3

Herstellung von gereinigten Proteinfraktionen

Es wurden 200mg gefriergetrocknetes Praparat E3 {mut dem im Beispiel 2 verwendeten identisch) in 20mit 0,1 M Essigsaure
aufgelost und einer 25 X 780 mm Kolonne mit Sephadex G-751n 0,1 M Essigsaure be14°C zugefuhrt Die Kolonne wurde miteiner
Rate von 55mi/h eluiert, und es wurden 4-ml-Proben aufgefangen Das Eluat wurde bei 280 nm (Uvicord) uberwacht, und die
Proben, welche den Hauptteil des eluierten Materials enthielten, wurden kombiniert und ergaben funf Fraktionen, die durch
Elektrophorese (SDS-Page) auf ihre Molekulargewichtsverteilung analysiert wurden, wie das unten gezeigtwird Esergaben sich
funf Spitzen aus dem Eluterungschromatogramm (0-1A)

Fraktion Probe

(1) 50-60 Proteine mit hohem Molekulargewicht, Enameline” (Molekulargewicht > 40000

(2) 62-80 Amelogenin mit hohem Molekulargewicht (Moiekulargewicht etwa 25 Kilodalton)

(3) 90-100 Amelogenin miteinem dazwischenhegenden Molekulargewicht (Molekulargewicht etwa 14 Kilodalton)
(4) 110-125 Amelogenin mit niedrigem Molekulargewicht (Molekulargewicht etwa 5-10 Kilodalton)

(5) 130-160 Salze
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Nach dem Gefriertrocknen ergaben die Spitzen (2), (3) und (4) 10mg, 7mg bzw 12mg der hochmolekulargewichtigen,
zwischenmolekulargewichtigen bzw niedngmolekulargewichtigen Amelogeninproteine (Proteingehalt > 90 %)

Zweck dieses Experiments war es, den EinfluB von Amelogeninsubstanzen mit hohem, mittlerem und niedngem
Molekulargewicht, die aus dem Vorlaufergewebe von Zahnschmelz (Zahnschmelzmatrix) extrahiert worden waren, aufdie
Heillung von experimentellen Periodontalrandwunden zu zeigen Die experimentellen Defekte im Randperiodontium von
Affenzahnen wurden dadurch herbeigefuhrt, daR Zahnzement, Periodontalmembran und Alveolarrandknochen auf einen
Zervikal-Apikai-Abstand von etwa 5mm mit einem Zahnbohrer entfernt wurden Anschliefend wurden auf die experm)entell
herbeigefuhrten Defekte die Substanzen aufgebracht, und man lie die Wunden hetlen Es wurden auch Kontrolldefekte
ausgefuhrt, die ohne jede Anwendung einer Substanz ausheilen konnten Nach einer Hellungsperiode von 8 Wochenwurden die
Ergebnisse histomorphometrisch ausgewertet (Tabelle 3)

Tabelle 3

Substanz Kontrolle Hoch- Mittel- Niedrigmolekular-
gewichtiges Amelogenin

Heilung (%) 4 78 21 15

Eine neue Verbindung ergab sich also nach dem Einsatz von hochmolekulargewichtigem Amelogenin und, im geringeren
Umfang, nach der Anwendung von mittei- und niedrigmolekulargewichtigem Amelogenin Diese Ergebnisse zeigen, dal die
Anwendung der hochmolekulargewichtigen Fraktion des aus der Zahnschmelzmatrix gewonnenen Amelogenins am
wirksamsten die Gewebeverbindung ber der Behandlung von Periodontitis fordert

Beispiel 4

Herstellung des Saureextrakts von Zahnschmelzmatrix

Unterkiefer von geschiachteten Schweinen {etwa 6 Monate alt, Schlachtgewicht etwa 80kg) wurden vom Weichgewebe befreit
und 1im Schlachthof eingefroren Aus den gefrorenen Kieferhalften wurden geeignete Zahnkeime nach dem partiellen Auftauen
herausgezogen und die Zahnschmelzmatrix i1socliert

Es wurden 38g der Zahnschmelzmatrix in 780 ml 0,5M Essigsaure, pH-Wert 4,1, aufgeschlammt und unter Kuhlenn Eis
homogenisiert (Homogenisator Polytron PT 10-30) Das Homogenisat wurde 1m Kalten 22 Stunden lang geruhrt, um das Protein
zu extrahieren, das bei einem pH-Wert von etwa 4 loslich ist Unlosliches Material wurde auszentrifugiert, und die
Essigsaurelosung wurde gefriergetrocknet.

Man erhielt etwa 8,5g Lyophilisat mit etnem Proteingehalt von etwa 20%, was einer Proteinausbeute von etwa 50% entspricht
Der gefriergetrocknete Extrakt wurde nach Wassergehalt, Azetatgehalt, Proteingehalt (Lowry), Kohlehydratgehalt (Antron-
Reagens), Aminosaurezusammensetzung, Elementaranalyse, Molekulargewichtsverteilung des Proteins (SDS-Page) und
1soelektrischem Punkt des Proteins analysiert

Vor der Anwendung in der klinischen Erprobung wurde die proteinhaltige Essigsaurelosung in steriie 10-mi-Ampuilen
steriigefiitert und unter steriien Bedingungen gefriergetrocknet

Zweck dieses Beispiels war es, den EinfluB der Substanz E 3 auf die Heillung bei der Behandlung von Randperiodontitis beim
Menschen zu zetgen Nach der Bestatigung durch die schwedische medizinische Behorde und den regionalen Ethikausschuf3
wurde die Zusammensetzung als Hilfsmittel bel der herkommilichen chirurgischen Behandlung von Patienten mit
Randperiodontitis eingesetzt Die Patienten wurden operiert, um Zahnstein und Granulationsgewebe zu entfernen Die
Substanz E 3 wurde auf die bloBen Wurzeloberflachen ,aufgestrichen” und mit einer Mukoperiostalklappe bedeckt Die
Heilungsergebnisse wurden durch regelmaRBige klinische Inspektion, Aufzeichnung der Taschentiefe, Befestigungsstand und
Zahnfleischindex sowie Untersuchung von Rontgenaufnahmen des Mundinnenraumes ausgewertet Die Ergebnisse wurden
mit denen fruherer quantitativer Untersuchungen verglichen, die ber herkommbichen chirurgischen Periodontaleingriffen und
ahnlichen Kontrollbereichen bei denselben Patienten gemacht worden waren

Die Ergebnisse zeigten, da} die Substanz E3 eine wesentliche Zunahme der Hohe des Alveolarrandknochens (im Bereich von 4
bis 8mm) und des Befestigungsstatus’ (Bereich & bis 9mm) bewirkt hatte Das war ein Heillungsergebnis, das bes einem
herkommlichen chirurgischen Periodontaleingriff nie erreicht worden war Die Hellung schien insgesamt schneller
voranzugehen, sowohl hinsichtiich des klinischen Aussehens als auch der Verringerung der Randtaschentiefe, als bei fruheren
Untersuchungen zu herkommiichen chirurgischen Periodontaleingriffen Diese Ergebnisse zeigen, daR die
niedrigmolekulargewichtige Proteinfraktion der Zahnschmelzmatrix die Fahigkeit hat, eine neue Befestigung des
Periodontalgewebes beim Menschen zu fordern, ein bet herkommlicher Behandlung bisher nicht erreichtes Ergebnis
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Tabelle 4
Analysen des Homogenisats der Zahnschmelzmatrix und der aus dem Homogenisat der Zahnschmelzmatrix gewonnenen
Proteinfraktionen

Analyse Homogenisat Saure- Entsalzter Salzfrak-
derZahn- extrakt Extrakt tion
schmelzmatrix (E3) (E10) (Beispiel 2)
(E1)

Elementaranalyse
(%-Gew /Gew.)

o 1.3 31 50,4 ND
H 1,7 44 6,8 ND
N 39 4,5 15,5 0,7
0 9,4 27,5 21 ND
S 0,2 0,35 13 0.1
Cl 55 0.6 <0, 1,3
P 8,8 35 01 1,3
Ca 11,9 12 <0, 31,6
K 0,2 0,4 <0,1 ND
Proteingehalt

%-Gew./Gew.

Lowry-

Analyse 23 20 72 <4
Aminosaure-

analyse <23 <26 <90 ND

Kohlehydratgehalt

(%-Gew./Gew.)

Antron-Reagens ND 04 1.3 ND
Wassergehalt

(Gew.-%/Gew.)

Karl-Fischer-

Titnierung ND 2 6 ND
Azetatgehalt

(Gew.-%/Gew.)

GC-Methode ND 38 4 ND
Aminoséaure-

analyse

{Rest-Gew.-%/Gew. der Gesamtreste)

Pro ND 18,0 19,0 ND
Glu ND 17.8 19,0 ND
Leu ND 9,0 9,1 ND
His ND 8,7 9,2 ND
Ser ND 4,8 4,6 ND
Gly ND 3,2 2,8 ND
Tyr ND 6,4 5,3 ND
Thr ND 3,6 3,4 ND
Val ND 3,6 35 ND
Met ND 4,3 53 ND
lle ND 3,5 3,6 ND
Asp ND 3,6 3,0 ND
Phe ND 3,8 3,7 ND
Ala ND 1,6 1,5 ND
Lys ND 2,5 1,8 ND
Arg ND 3,0 2,5 ND
Trp ND 2,6 2,5 ND
Cys ND 0 0 ND

Verbesserung der Knochenheilung

Die Wirkung des ,,niedngmolekulargewichtigen Teils der Proteinfraktion dder Zahnschmelzmatrix” auf die Knochenheilung
wurde an expennmentellen Hohiraumen im Unterkiefer und Oberschenkel von erwachsenen Ratten getestet Die
Winkelabschnitte der Unterkiefer wurden durch einen senkrechten chirurgischen Schnitt in der Haut und dem Kaumuskel
freigelegt. Durch den Unterkieferknochen wurde unter einem konstanten Flu3 physiologischer Kochsalzlosung ein kleines Loch
(2mm Durchmesser) gebohrt Auf die gleiche Weise wurden Locher derselben GroRe durch den kompakten Knochen im
Distalbereich des Oberschenkelknochens gebohrt. In die rechten Unterkieferknochen und in die rechten Oberschenkelknochen
wurde der ,niedrigmolekulargewichtige Teil der Proteinfraktion der Zahnschmelzmatrix” eingebracht, wahrend die Locher in
den linken Unterkieferknochen und den linken Oberschenkelknochen als Kontrollhohlraume dienten
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.Der niedrigmolekulargewichtige Teil der Proteinfraktion der Zahnschmelzmatrix” wurde in die Hohlrdume entweder als
gefriergetrocknetes, schwammartiges Material oderin Form von kleinen Gelatinezylindern eingebracht. Die Kontrollécherin den
Unterkiefer- und Oberschenkelknochen auf der linken Seite der Ratten, bei denen die Substanz in Gelatinezylindern enthalten
war, wurden mit Gelatinezylindern ohne den , niedrigmolekualrgewichtigen Teil der Proteinfraktion der Zahnschmelzmatrix“
gefiillt. in die Kontrolldcher in den Unterkiefer- und Oberschenkelknochen auf der linken Seite der Ratten, welche mit trockener,
gefriergetrockneter Substanz des , niedrigmolekulargewichtigen Teils der Proteinfraktion der Zahnschmelzmatrix” behandelt
worden waren, wurde nichts gegeben.

Die Ratten wurden ein bis fiinf Wochen nach der Anwendung der Substanzen getdtet. Die experimentellen und die
Kontrollabschnitte wurden entfernt und fir die lichtmikroskopische Untersuchung vorbereitet.

Bereits eine Woche nach der Einbringung des niedrigmolekulargewichtigen Teils der Proteinfraktion der Zahnschmelzmatrix in
das gebohrte Loch war dieses vollkommen mit Knochen gefiillt, und auBerdem war eine ausgepragte periosteale Apposition des
Knochens eingetreten. in den Kontrolldchern, die nicht nach der Erfindung behandelt worden waren, hatte sich ebenfalls neue
Knochen gebiidet, es war aber merklich weniger, und das gebohrte Loch war nicht ausgeheilt.



100{—-—— - ~-—-~ - === == === -~ 5= —— — == - = = ===
090 1 P
080
070

050 - 10/15
0.40 |

0301

020 -
0.10 ;

O.m T T TT T r—ar T L T
36 3B’ L0 L2 L. L6 L8 S0 52 5L 56 58




	BIBLIOGRAPHY
	CLAIMS
	DRAWINGS

