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Beschreibung
Daten der weitergefiihrten Anmeldung

[0001] Diese Anmeldung basiert auf vorausgehenden Anmeldungen, U.S.S.N. 60/037,327 (Atty. Dock. Nr.
CRP-111PR), eingereicht am 7. Februar 1997, und U.S.S.N. 60/047,909 (Atty. Dock. Nr. CRP-147PR), einge-
reicht am 29. Mai 1997.

Gebiet der Erfindung
[0002] Das Ziel der Erfindung ist in den Ansprichen definiert.

[0003] Die hier offenbarte Erfindung betrifft Stoffe und ihre Verwendung fiir die Herstellung eines Medika-
ments fir die Reparatur von Knochendefekten unter Verwendung von knochenbildenden Proteinen.

Hintergrund der Erfindung

[0004] Eine Klasse von Proteinen wurde jetzt identifiziert, die kompetent sind, als echte chondrogene Gewe-
bemorphogene zu wirken und allein in der Lage sind, die Proliferation und Differenzierung von Vorlauferzellen
in funktionelles Knochen-, Knorpel-, Sehnen- und/oder ligamentales Gewebe zu induzieren. Diese Proteine,
die hier als "knochenbildende Proteine" oder "morphogene Proteine" oder "Morphogene" bezeichnet werden,
umfassen Mitglieder der Familie von morphogenen Proteinen des Knochens (BMPs), die urspriinglich durch
ihre Fahigkeit identifiziert wurden, die ectopische, endochondrale Knochenmorphogenese zu induzieren. Die
knochenbildenden Proteine werden im Stand der Technik im Allgemeinen als Untergruppe der TGF-3-Super-
familie von Wachstumsfaktoren (Hogan (1996) Genes & Development 10: 1580-1594) klassifiziert. Mitglieder
der Familie der Proteine der Morphogene umfassen das knochenbildende Protein-1 der Sauger (OP-1, auch
bekannt als BMP-7, und das Drosophila-Homologe 60A), das knochenbildende Protein-2 (OP-2, auch bekannt
als BMP-8), das knochenbildende Protein-3 (OP-3), BMP-2 (auch bekannt als BMP-2A oder CBMP-2A, und
das Drosophila-Homologe DPP), BMP-3, BMP-4 (auch bekannt als BMP-2B oder CBMP-2B), BMP-5, BMP-6
und sein murines Homologes Vgr-1, BMP-9, BMP-10, BMP-11, BMP-12, GDF3 (auch bekannt als Vgr2),
GDF8, GDF9, GDF10, GDF11, GDF12, BMP-13, BMP-14, BMP-15, GDF-5 (auch bekannt als CDMP-1 oder
MP52), GDF-6 (auch bekannt als CDMP-2), GDF-7 (auch bekannt als CDMP-3), das Xenopus-Homologe Vg1
und NODAL, UNIVIN, SCREW, ADMP und NEURAL. Mitglieder dieser Familie codieren sezernierte Polypep-
tidketten, die gemeinsame strukturelle Eigenschaften haben, einschliellich der Prozessierung von einer Vor-
laufer-"pro-Form", um eine reife Polypeptidkette zu ergeben, die zur Dimerisierung in der Lage ist und die am
Carboxy-Terminus eine aktive Domane von etwa 97-106 Aminosauren hat. Alle Mitglieder haben ein konser-
viertes Muster von Cysteinen in dieser Domane und die aktive Form dieser Proteine kann entweder ein Disul-
fid-verknupftes Homodimeres eines einzigen Mitglieds der Familie sein oder ein Heterodimeres von zwei ver-
schiedenen Mitgliedern (vgl. z. B. Massague (1990) Annu. Rev. Cell. Biol. 6: 597; Sampath et al. (1990) J. Biol.
Chem. 265: 13198). Vgl. auch U.S. 5,011,691; U.S. 5,266,683, Ozkaynak et al., (1990) EMBO J. 9: 2085-2093,
Wharton et al., (1991) PNAS 88: 9214-9218), (Ozkaynak (1992) J. Biol. Chem. 267: 25220-25227 und U.S.
5,266,683); Celeste et al., (1991) PNAS 87: 9843-9847); (Lyons et al., (1989) PNAS 86: 4554-4558). Die Of-
fenbarungen beschreiben die Aminosaure- und DNA-Sequenzen ebenso wie die chemischen und physikali-
schen Charakteristika dieser knochenbildenden Proteine. Vgl. auch Wozney et al. (1988) Science 242:
1528-1534; BMP 9 (W093/00432, verodffentlicht am 7. Januar 1993); DPP (Padgett et al. (1987) Nature 325:
81-84; und Vg-1 (Weeks (1987) Cell 51: 861-867). WO95/33502, FR-A-2564732 und EP-A-0321277 offenba-
ren knochenbildende Zusammensetzungen, die eine Matrix umfassen.

[0005] Somit wurden echte knochenbildende Proteine nunmehr identifiziert, isoliert und cloniert, die in der
Lage sind, die vorstehend beschriebene Kaskade von morphogenen Ereignissen zu induzieren, die in endo-
chondraler Knochenbildung resultieren. Ob natirlicherweise vorkommend oder synthetisch hergestellt, von
diesen knochenbildenden Faktoren ist gezeigt worden, dass sie, wenn sie in Verbindung mit einer herkdmmli-
chen Matrix oder einem herkdmmlichen Substrat, das die Anheftung, Proliferation und Differenzierung von mi-
gratorischen Vorlauferzellen erlaubt, in einen Sduger implantiert werden, die Rekrutierung von zuganglichen
Vorlauferzellen induzieren und ihre Proliferation stimulieren und damit die Differenzierung in Chondrocyten und
Osteoblasten induzieren und weiterhin die Differenzierung von intermediarem Knorpel induzieren, die Vasku-
larisierung, die Knochenbildung, die Remodellierung und letztlich die Markdifferenzierung. Darlber hinaus ha-
ben zahlreiche Anwender die Fahigkeit von diesen knochenbildenden Proteinen gezeigt, wenn sie entweder
Matrixmaterial von naturlichen Quellen wie Kollagen oder synthetisch hergestellten polymerem Matrixmaterial
zugemischt werden, dass sie die Knochenbildung induzieren, einschlieRlich der endochondralen Knochenbil-
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dung unter Bedingungen, wo sonst kein echter Knochenersatz stattfinden wiirde. Wenn diese knochenbilden-
den Proteine zum Beispiel mit einem Matrixmaterial kombiniert werden, induzieren sie die Bildung von neuem
Knochen bei: groflen segmentalen Knochendefekten, spinalen Fusionen und Brichen. Ohne Ausnahme be-
schreibt jede der vorstehend beschriebenen Offenbarungen Implantieren oder Verabreichung der knochenbil-
denden Proteine an der defekten Stelle durch Verpacken, Fillen und/oder Einwickeln der defekten Stelle mit
einem Gemisch aus knochenbildendem Protein und Matrix, wobei das relative Volumen und die Oberflache
der Matrix von Bedeutung sind. Im Falle von nicht einheitlichen Defekten, die nicht spontan heilen, war es bis-
her herkémmliche Praxis, Volumen von Gemischen aus Matrix-knochenbildendem Protein an der defekten
Stelle zu implantieren, mit ausreichenden Volumen zur Fillung des Defekts, um eine 3-dimensionales Gerust
fur die anschlieRende Bildung von neuem Knochen bereitzustellen. Wahrend Standardknochenbriiche spon-
tan und ohne Behandlung heilen kdnnen, war es in dem Male, in dem im Stand der Technik die Behandlung
von Brichen mit knochenbildenden Proteinen in Betracht gezogen wurde, Praxis im Stand der Technik, kno-
chenbildende Proteine zusammen mit einer Matrix lokal an einer defekten Stelle bereitzustellen, um die Hei-
lung zu férdern.

[0006] Wahrend das Implantieren eines Volumens an Matrix im herkdbmmlichen Sinn, vor allem im Fall von
nicht heilenden, nicht einheitlichen Defekten, klug sein kann, kénnen sich bei gewissen Patienten als Resultat
dieser Praxis klinische Konsequenzen entwickeln. Zum Beispiel kdnnen Patienten, denen wiederholte Kon-
struktionen oder Defektreparaturen widerfahren, oder bei denen das Matrixvolumen groR ist, schadliche immu-
nologische Reaktionen gegen Matrizes entwickeln, die von Kollagen abgeleitet sind. Kollagenmatrizes kénnen
gereinigt werden, aber Reste von Verunreinigungen kénnen verbleiben, die fir gewisse Patienten stark aller-
gen sind. In einer anderen Ausflihrungsform kann entmineralisierte autogene, allogene oder xenogene Kno-
chenmatrix anstelle von Kollagen verwendet werden. Eine solche Matrix ist Kollagen mechanisch tberlegen
und kann in einigen Fallen schadliche Immunreaktionen verhindern, aber die richtige Herstellung ist teuer, zeit-
aufwendig und die Verfiigbarkeit von zuverlassigen Quellen flir Knochen kann beschrankt sein. Solche Matri-
zes aus naturlichen Quellen kénnen durch inerte Materialien wie Plastik ersetzt werden, aber Plastik ist kein
geeigneter Ersatz, da es nicht resorbiert und auf Anwendungen beschrankt ist, die einfache geometrische Kon-
figurationen erfordern. Bis jetzt wurden auch biologisch abbaubare Polymere und Copolymere als Matrizes zur
Reparatur nicht einheitlicher Defekte verwendet, denen knochenbildende Proteine beigemischt waren. Wah-
rend solche Matrizes einige der vorstehenden Unzulanglichkeiten Gberwinden kénnen, erfordert die Verwen-
dung solcher Matrizes immer noch die Bestimmung und Kontrolle von Eigenschaften wie der Polymerchemie,
der TeilchengréRe, der biologischen Vertraglichkeit und anderer Besonderheiten, die fir die Anwendbarkeit kri-
tisch sind.

[0007] Zusatzlich wiirden Individuen, die wegen eines erworbenen oder angeborenen Zustands eine vermin-
derte Fahigkeit haben, Knochenbriiche oder andere Defekte zu heilen, die normalerweise eine spontane Re-
paratur erfahren, aus Verfahren und injizierbaren Zusammensetzungen ihren Nutzen ziehen, die die Reparatur
von Knochen und/oder Sehnen verbessern, ohne ein chirurgisches Verfahren zu erfordern. Letztlich stellt eine
injizierbare Formulierung auch Mittel zur Reparatur von osteochondralen oder chondralen Defekten bereit,
ohne ein chirurgisches Verfahren zu erfordern.

[0008] Es verbleibt Bedarf an Mitteln, Implantaten und Verfahren zur Reparatur von Knochendefekten, die
nicht auf einer Matrixkomponente beruhen. Es verbleibt ein besonderer Bedarf an Mitteln, Implantaten und Ver-
fahren, die die Verabreichung von Knochen-induzierenden Mengen an knochenbildenden Proteinen ohne
gleichzeitige Verabreichung von raumfiillenden Matrixmaterialien erlaubt, die flir den Empfanger von Nachteil
sein kénnen oder biomechanisch und drehstabil nicht ideal sind. Es verbleibt Bedarf an der Bereitstellung von
Verfahren und Mitteln, insbesondere injizierbaren Mitteln, die die Rate der Bildung von neuem Knochen be-
schleunigen und die Qualitat verbessern.

[0009] Demgemal ist es ein Ziel der vorliegenden Erfindung, die Verwendung von Zusammensetzungen flr
die Herstellung eines Medikaments fir die Reparatur von Knochendefekten, bereitzustellen, die den Bedarf ei-
ner Zumischung von knochenbildenden Proteinen zu einer Matrix umgehen. Die vorliegende Erfindung stellt
die Verwendung von matrixfreien knochenbildenden Zusammensetzungen fiir die Herstellung von Medikamen-
ten fur die Reparatur von nicht heilenden, nicht einheitlichen Defekten bereit, ebenso wie fir die Férderung
einer verbesserten Knochenbildung bei Knochenbriichen. Diese und andere Ziele, zusammen mit Vorteilen
und Eigenschaften der hier offenbarten Erfindung, werden durch die folgende Beschreibung, die folgenden Fi-
guren und die folgenden Anspriichen anschaulich.
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Zusammenfassung der Erfindung

[0010] Die vorliegende Erfindung basiert auf der Entdeckung, dass ein knochenbildendes oder fiir den Kno-
chen morphogenes Protein wie OP-1, in Zumischung zu einer wassrigen Losung als Trager und nicht einem
herkdmmlichen Matrixmaterial, die endochondrale Knochenbildung induzieren kann, die ausreichend ist, um
segmentale Knochendefekte kritischer Grofie zu reparieren. Somit iberwindet diese Entdeckung die vorste-
hend beschriebenen Probleme, die mit herkdmmlichen Materialien und Verfahren zur Reparatur von Knochen-
defekten einhergehen, weil sie die Eliminierung von Matrixmaterial erlaubt. Weiterhin ist diese Entdeckung an-
gesichts der bestehenden orthopadischen und rekonstruktiven Praxis unerwartet und widerspricht dem gegen-
wartigen Verstandnis des Fachgebiets fiir die Prozesse der Knochenreparatur/-bildung.

[0011] Wie hier offenbart, wird nun anerkannt, dass ein knochenbildendes Protein einer wassrigen Lésung
zugemischt wird, wie hierin definiert, um ein matrixfreies Mittel zu bilden, das, wenn es einem Sauger verab-
reicht wird, bei der Verbesserung der Reparatur von nicht einheitlichen Knochendefekten und Briichen wirk-
sam ist. Wie hier offenbart, werden Verfahren und Mittel zur Induzierung der Bildung von neuem Knochen an
einer lokalen Defektstelle bereitgestellt, ohne den Bedarf der Bereitstellung einer dreidimensionalen Struktur-
komponente an der defekten Stelle. Wie hier beabsichtigt, ist eine "matrixfreie" knochenbildende Vorrichtung
eine Vorrichtung, die zur Zeit der Verabreichung an den Empfanger ohne Matrix ist. Es ist zu verstehen, dass
der Ausdruck "Matrix" eine Strukturkomponente oder ein Substrat meint, die eine dreidimensionale Form hat
und an der gewisse zellulare Ereignisse, die in die Morphogenese des endochondalen Knochens involviert
sind, ablaufen; eine Matrix wirkt als eine zeitweise Geruststruktur fur die Infiltration von Zellen, die Zwischen-
raume fur die Anheftung, die Proliferation und Differenzierung solcher Zellen hat.

[0012] Die Erfindung stellt in einem Aspekt die Verwendung einer matrixfreien Zusammensetzung ohne Ge-
ruststruktur fur die Herstellung eines Medikaments fur die Induktion von Knochenbildung in einem Sauger be-
reit, die ausreicht, um einen Defekt zu reparieren. Eine Ausfiihrungsform umfasst den Schritt der Bereitstellung
einer matrixfreien knochenbildenden Vorrichtung fir einen defekten Ort, der einen Hohlraum definiert. Die ma-
trixfreie Zusammensetzung kann aus knochenbildendem Protein in Zumischung zu einer wassrigen Lésung
zusammengesetzt sein. Diese Zusammensetzung induziert die Bildung von neuem Knochen, welcher den de-
fekten Ort auffullt und dabei den Defekt repariert. Wie hier beabsichtigt, wird eine matrixfreie knochenbildende
Zusammensetzung an einem defekten Ort in einem Volumen bereitgestellt, das nicht ausreichend ist, um den
Hohlraum an dem defekten Ort zu flllen. In gewissen Ausfuhrungsformen umfasst der Hohlraum ein Volumen,
das zu einer endogenen oder spontanen Reparatur nicht in der Lage ist. Beispiele fir Defekte, die fiir eine Re-
paratur mit dem vorliegenden Verfahren geeignet sind, umfassen segmentale Defekte mit kritischer Grof3e und
nicht einheitliche Briiche.

[0013] In einer anderen Ausfuhrungsform stellt die Erfindung Zusammensetzungen und ihre Verwendung fur
die Herstellung eines Medikaments fir die Verbesserung der Reparatur eines Bruchs bereit durch die Bereit-
stellung der hier beschriebenen matrixfreien knochenbildenden Zusammensetzung fir eine Bruchdefektstelle.
Die Fahigkeit der hier beschriebenen Zusammensetzungen, die Bruchreparatur substantiell zu verbessern,
einschlieBlich der Beschleunigung der Wachstumsrate und der Verbesserung der Qualitat von neu gebildetem
Knochen, hat Implikationen auf die Verbesserung der Knochenheilung bei betroffenen Individuen wie Diabeti-
kern, Rauchern, fettleibigen Individuen und anderen, die, wegen eines erworbenen oder angeborenen Zu-
stands, eine verminderte Fahigkeit haben, Knochenbriiche zu heilen, einschliellich Individuen mit beeintrach-
tigtem Blutflu® zu ihren Extremitaten.

[0014] In noch einem anderen Aspekt stellt die vorliegende Erfindung eine matrixfreie knochenbildende Vor-
richtung zur Induzierung der Knochenbildung in einem Sauger bereit. Wie hier beabsichtigt, umfasst eine be-
vorzugte knochenbildende Zusammensetzung ein bei der Knochenbildung aktives Protein bereit, das in einer
wassrigen Lésung dispergiert ist. Bevorzugte knochenbildende Proteine umfassen, sind aber nicht beschrankt
auf, OP-1, OP-2, BMP-2, BMP-4, BMP-5 und BMP-6 (siehe nachstehend). Somit fehlt den Zusammensetzun-
gen der vorliegenden Erfindung eine Gertststruktur und sie sind im Wesentlichen frei von Matrix, wenn sie ei-
nem Sauger verabreicht werden.

[0015] Insbesondere fiir die Verbesserung der Reparatur eines Knochenbruchs ist in Betracht zu ziehen, dass
eine geeignete Formulierung an der Bruchstelle zu dem Zeitpunkt injiziert werden kann, wenn der Bruch ge-
richtet wird, um die Wachstumsrate von neu gebildetem Knochen zu beschleunigen und die Qualitat von neu
gebildetem Knochen zu verbessern.

[0016] Die Formulierung ist eine Losung, wie durch Kombination des Proteins mit einer sauren gepufferten
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Lésung, z. B. pH 4,04,5, zum Beispiel einem Acetat- oder Citratpuffer.

[0017] Im Allgemeinen sind die Proteine der Erfindung dimere Proteine, die die endochondrale Morphogene-
se von Knochen induzieren. Knochenbildende Proteine umfassen ein Paar von Polypeptiden, die, wenn sie ge-
faltet sind, eine Konfiguration annehmen, die ausreichend ist, damit das resultierende dimere Protein eine mor-
phogenetische Wirkung ausibt. Das heil3t, dass knochenbildende Proteine im Allgemeinen alle der folgenden
biologischen Funktionen in einer morphogenetisch sensitiven Umgebung induzieren: die Stimulierung der Pro-
liferation von Vorlauferzellen; die Stimulierung der Differenzierung von Vorlauferzellen; die Stimulierung der
Proliferation von differenzierten Zellen; und die Unterstitzung des Wachstums und der Erhaltung von differen-
zierten Zellen. Vorlauferzellen sind nicht bestimmte Zellen, die in der Lage sind, in einen oder mehr spezifische
Typen von differenzierten Zellen zu differenzieren, in Abhangigkeit von ihrem genetischen Repertoire und der
Gewebespezifitat der sensitiven Umgebung, in der die Morphogenese induziert wird. In der vorliegenden Er-
findung kénnen knochenbildende Proteine die morphogenetische Kaskade induzieren, die die endochondrale
Knochenbildung typisiert.

[0018] Wie hier verwendet umfasst der Ausdruck "Morphogen”, "Knochenmorphogen", "morphogenes Kno-
chenprotein”, "BMP", "knochenbildendes Protein" und "knochenbildender Faktor" die Klasse an Proteinen, die
durch das menschliche knochenbildende Protein 1 (hOP-1) typisiert werden. Die Nucleotid- und Aminosaure-
sequenzen fir hOP-1 werden in den SEQ ID Nrs 1 und 2 bereitgestellt. Zur Erleichterung der Beschreibung
wird hOP-1 hier des Weiteren als ein reprasentatives knochenbildendes Protein bezeichnet. Es wird jedoch
vom Durchschnittsfachmann auf dem Fachgebiet erkannt, dass hOP-1 lediglich ein Reprasentant der
TGF-B-Unterklasse der echten Gewebemorphogene ist und in der Lage ist, als knochenbildendes Protein zu
wirken, und es ist nicht beabsichtigt, die Erfindung zu beschranken. Andere bekannte und nutzliche Proteine
umfassen BMP-2, BMP-3, BMP-3b, BMP-4, BMP-5, BMP-6, BMP-9, BMP-10, BMP-11, BMP-12, BMP-15,
GDF-1, GDF-3, GDF-5, GDF-6, GDF-7, GDF-8, GDF-9, GDF-10, GDF-11.

[0019] Wie hier beabsichtigt, umfasst diese Familie an knochenbildenden Proteinen langere Formen eines
vorgegebenen Proteins ebenso wie phylogenetische, d. h. Arten- und allelische Varianten. Zusatzlich kénnen
die knochenbildenden Proteine, die bei dieser Erfindung von Nutzen sind, Formen umfassen, die verschiedene
Glycosylierungsmuster und verschiedene N-Termini haben, natirlicherweise vorkommen kénnen oder biosyn-
thetisch abgeleitet sein kdnnen, und die durch Expression von rekombinanter DNA in prokaryontischen oder
eukaryontischen Wirtszellen produziert werden kénnen. Die Proteine sind als einzelne Art aktiv (d. h. Homodi-
mer) oder kombiniert als gemischte Arten, einschliellich Heterodimeren.

[0020] Wenn bei der Ausflihrung der Erfindung das Protein in Verbindung mit einem Trager bereitgestellt wird,
mul der Trager ohne Gerlststruktur sein, wie vorstehend festgestellt. Wenn ein bevorzugter Trager einem
knochenbildenden Protein zugemischt wird, wird eine Vorrichtung gebildet, die im Wesentlichen frei von Matrix
ist, wie hier definiert. "Im wesentlichen frei von Matrix" ist so zu verstehen, dass die tragerlose Vorrichtung, wie
sie vor der Verabreichung formuliert wird, keine Substratkomponente enthalt, die per se als Gerist dient. Das
heil}t, dass die Vorrichtung kein Substrat enthalt, das von einer exogenen Quelle eingefihrt wurde und in der
Lage ist, als Gerist zu dienen. Anders ausgedruickt, ist der Trager anerkanntermalen vor der Verabreichung
wegen seiner chemischen Natur nicht in der Lage, zu der Vorrichtung eine Gerlststruktur beizutragen. Per De-
finition sind bevorzugte Trager biologisch vertraglich, nicht starr und amorph und haben keine definierten Ober-
flachen. Wie hier verwendet, bedeutet "nicht starr" eine Tragerformulierung, die lose oder locker ist oder anders
im Wesentlichen nicht in der Lage, eine dreidimensionale Struktur bereitzustellen oder zu bilden, die eine oder
mehr definierte Oberflachen hat. Wie hier verwendet, bedeutet "amorph" das Fehlen einer definierten dreidi-
mensionale Form, oder einer spezifischen Gestalt, das heifl3t ohne besondere Gestalt oder Form oder mit einer
undefinierten Gestalt oder Form. Zusatzlich tragen bevorzugte Trager kein signifikantes Volumen zu der Vor-
richtung der vorliegenden Erfindung bei. Das heif3t, bevorzugte Trager erlauben die Dispersion eines knochen-
bildenden Proteins so, dass das Endvolumen der resultierenden Vorrichtung weniger ist als das Volumen des
Hohlraums an der defekten Stelle. Der Trager ist eine wassrige Lésung. Zum Beispiel kbnnen besonders be-
vorzugte Trager ohne Einschrankung Acetatpuffer, physiologische Salzldsungen umfassen. In einer anderen
Ausfuhrungsform kdnne knochenbildende Proteine allein an einer defekten Stelle bereitgestellt werden.

[0021] Zusammenfassend kann die Zusammensetzung der vorliegenden Erfindung verwendet werden, um
die endochondrale Knochenbildung zu induzieren, die ausreicht, Knochendefekte zu reparieren, die nicht
spontan heilen, ebenso wie die Wachstumsrate und/oder Qualitat der Knochenneubildung zu erhéhen und zu
verbessern, insbesondere bei der Reparatur von Brichen. Die vorliegende Erfindung ist insbesondere geeig-
net fir die Verwendung bei Empfangern, die allergisch gegen Kollagen oder Matrix sind. Sie ist auch besonders
geeignet fur die Verwendung bei Patienten, die wiederholte rekonstruktive Chirurgie bendtigen ebenso wie fur
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Krebspatienten als eine Alternative fir Rekonstruktionsverfahren unter Verwendung von Metallgelenken. Die
vorliegende Erfindung ist auch fir Individuen von Nutzen, deren Fahigkeit zur spontanen Knochenreparatur
beeintrachtigt ist, wie Diabetiker, Raucher, fettleibige Individuen, immundefiziente Individuen und alle Individu-
en mit reduziertem BlutfluR zu ihren Extremitaten. Andere Anwendungen umfassen, sind aber nicht beschrankt
auf, prosthetische Reparatur und massive Allograftreparatur.

Ausfuhrliche Beschreibung von bevorzugten Ausfihrungsformen

[0022] Um den Inhalt der beanspruchten Erfindung klarer und genauer zu beschreiben, ist es beabsichtigt,
dass die folgenden Definitionen eine Anleitung bei der Bedeutung von spezifischen Ausdriicken sind, die in der
folgenden geschriebenen Beschreibung und den beigefligten Anspriichen verwendet werden.

[0023] "Knochenbildung" bedeutet die Bildung von endochondralem Knochen. Bei Menschen beginnt die
Knochenbildung wahrend der ersten 6-8 Wochen der Entwicklung des Fotus. Vorlauferstammzellen von mes-
enchymalem Ursprung wandern zu vorbestimmten Stellen, wo sie entweder: (a) kondensieren, proliferieren
und in knochenbildende Zellen (Osteoblasten) differenzieren, ein Prozess, der im Schadel beobachtet wird und
als "intramembrane Knochenbildung" bezeichnet wird; oder (b) kondensieren, proliferieren und in knorpelbil-
dende Zellen (Chondroblasten) als Zwischenprodukt differenzieren, die anschlie®end von knochenbildenden
Zellen ersetzt werden. Spezifischer differenzieren mesenchymale Stammzellen in Chondrocyten. Die Chond-
rocyten werden dann kalzifiziert, hypertrophieren und werden durch neugebildeten Knochen ersetzt, der von
differenzierten Osteoblasten gemacht wird, die nun an der Stelle anwesend sind. AnschlieRend wird der mine-
ralisierte Knochen extensiv umgeformt und danach von einem Kndchelchen verdrangt, das mit funktionellen
Knochenmarkselementen geflllt ist. Dieser Prozess wird bei langen Knochen beobachtet und als "endochon-
drale Knochenbildung" bezeichnet. Im Leben nach dem fétalen Zustand hat der Knochen die Fahigkeit zur
Selbstreparatur bei Verletzung, indem er den zellularen Prozess der embryonalen endochondralen Knochen-
entwicklung nachahmt. Das heif3t, dass mesenchymale Vorlduferstammzellen aus dem Knochenmark, Peris-
teum und Muskel induziert werden kénnen, zu der defekten Stelle zu wandern und die vorstehend beschriebe-
ne Kaskade an Ereignissen zu beginnen. Dort akkumulieren sie, proliferieren und differenzieren in Knorpel, der
dann von neugebildetem Knochen ersetzt wird.

[0024] "Defekt" oder "defekte Stelle", wie hier beabsichtigt, definiert einen Hohlraum, der eine Stérung einer
Knochenstruktur ist, die eine Reparatur erfordert. "Hohlraum" ist so verstanden, dass er einen segmentalen
Defekt bedeutet. Ein Defekt kann das Resultat eines Unfalls sein, einer Krankheit, eines chirurgischen Eingriffs
und/oder von prosthetischem Versagen. In gewissen Ausfiihrungsformen ist die defekte Stelle ein Hohlraum,
der ein Volumen hat, das einer endogenen oder spontanen Reparatur nicht zuganglich ist. Solche Defekte wer-
den auch als segmentale Defekte von kritischer Grof3e bezeichnet. Im Stand der Technik ist anerkannt, dass
solche Defekte eine Liicke von etwa 3—4 cm sind, mindestens aber gréRer als 2,5 cm, der spontanen Reparatur
unzuganglich. In anderen Ausfuhrungsformen ist die defekte Stelle ein nicht kritischer segmentaler Defekt von
etwa mindestens 0,5 cm, aber nicht mehr als etwa 2,5 cm. Im Allgemeinen sind diese zu einer gewissen spon-
tanen Reparatur fahig, obgleich biomechanisch unterlegen derjenigen, die durch Anwendung der vorliegenden
Erfindung moglich gemacht wird. Andere Defekte, die unter Verwendung der vorliegenden Erfindung einer Re-
paratur zuganglich sind, umfassen, sind aber nicht beschrankt auf, nicht einheitliche Briiche; Tumorresektio-
nen; frische Briiche; ebenso wie diejenigen, die von Krankheiten wie Krebs und anderen degenerativen Kno-
chenstérungen herriihren. "Reparatur” ist so gemeint, dass sie die Induktion einer Knochenneubildung bedeu-
tet, die ausreichend ist, den Hohlraum an der defekten Stelle zu flllen, "Reparatur" bedeutet aber nicht oder
legt zwingend ein Verfahren der vollstandigen Heilung nahe, oder eine Behandlung, die zu 100% wirksam bei
der Wiederherstellung eines Defekts zum physiologischen/strukturellen Zustand vor dem Defekt ist.

[0025] "Matrix" wird im Stand der Technik so verstanden, dass sie ein den Knochen leitendes Substrat bedeu-
tet, das eine gerustbildende Struktur hat, an die infiltrierende Zellen anheften kénnen, proliferieren und an dem
morphogenen Prozess teilhaben, der in Knochenbildung kulminiert. In gewissen Ausflihrungsformen kann die
Matrix partikular und porés sein, wobei die Porositat eine kritische Eigenschaft bei ihrer Wirksamkeit bei der
Induktion der Knochenbildung ist, insbesondere bei der endochondralen Knochenbildung. Wie friher beschrie-
ben, ist eine Matrix so zu verstehen, dass sie der herkdmmlichen knochenbildenden Vorrichtung gewisse struk-
turelle Komponenten bereitstellt (d. h. bis jetzt eine pordse partikulare Matrixkomponente wie Kollagen, demi-
neralisierten Knochen oder synthetische Polymere umfassend), um dabei wie eine voriibergehende und resor-
bierbare Geruststruktur fur infiltrierende Zellen zu wirken, die Zwischenrdume fur Anheftung, Proliferation und
Differenzierung von solchen Zellen hat. Dementsprechend bedeutet der Ausdruck "matrixfreie knochenbilden-
de Vorrichtung" oder eine knochenbildende Vorrichtung, die "im Wesentlichen frei von Matrix" ist, eine Vorrich-
tung, der zum Zeitpunkt der Verabreichung an den Empfénger eine im Fachgebiet anerkannte Matrix fehlt. Dar-
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Uber hinaus ist im Wesentlichen frei von Matrix so zu verstehen, dass, wenn eine Vorrichtung an der defekten
Stelle bereitgestellt wird, kein Substrat von einer exogenen Quelle eingeflihrt wird, die per se als Gerlst dienen
kann. Matrixfrei oder im Wesentlichen frei von Matrix ist nicht so gemeint, dass es eine endogenen Matrix aus-
schlief3t, die nach der Verabreichung der hier offenbarten Vorrichtungen an der defekten Stelle induziert oder
gebildet wird. Somit betrifft die Erfindung weiterhin ein Verfahren zur Induzierung der Bildung einer endogenen
Matrix durch Bereitstellung der hier offenbarten matrixfreien Vorrichtungen an der defekten Stelle.

[0026] "Knochenbildende Vorrichtung" ist so zu verstehen, dass sie eine Zusammensetzung bedeutet, die ein
knochenbildendes Protein umfasst, das in einem Trager dispergiert ist, der eine wassrige Losung ist. Knochen-
bildende Vorrichtungen der vorliegenden Erfindung sind in der Lage, eine Knochenbildung zu induzieren, die
ausreichend ist, eine defekte Stelle zu flllen, die einen Hohlraum definiert. Knochenbildende Vorrichtungen
sind matrixfrei, wenn sie an der defekten Stelle bereitgestellt werden, und werden der defekten Stelle in einem
Volumen verabreicht, das nicht ausreicht, den Hohlraum zu fiillen, der durch die defekte Stelle definiert wird.
Eine Vorrichtung kann in einer flissigen Konfiguration vorliegen.

[0027] "Knochenbildendes Protein" oder morphogenes Protein flir den Knochen wird im Allgemeinen so ver-
standen, dass es ein Protein bedeutet, das die volle Kaskade an morphogenen Ereignissen induzieren kann,
die in der endochondralen Knochenbildung kulminieren. Wie an anderer Stelle hierin beschrieben, wird die
Klasse an Proteinen durch das menschliche knochenbildende Protein (hOP1) typisiert. Knochenbildende Pro-
teine, die bei der Ausflihrung der Erfindung von Nutzen sind, umfassen die bei der Knochenbildung aktiven
Formen von OP1, OP2, OP3, BMP2, BMP3, BMP4, BMP5, BMP6, BMP9, DPP, Vg1, Vgr, 60A Protein, GDF-1,
GDF-3, GDF-5, 6, 7, BMP10, BMP11, BMP15. In einer gegenwartig bevorzugten Ausfihrungsform umfasst
das knochenbildende Protein eines von: OP1, OP2, OP3, BMP2, BMP4, BMP5, BMP6, BMP9. Gewisse be-
vorzugte Ausfuhrungsformen der vorliegenden Erfindung umfassen das knochenbildende Protein OP-1. Ge-
wisse andere bevorzugte Ausfiihrungsformen umfassen reifes OP-1 das in einer physiologischen Salzlésung
solubilisiert ist. Wie woanders hier weiter beschreiben, kdbnnen die knochenbildenden Proteine, die zur Verwen-
dung bei der Erfindung der Anmelder geeignet sind, mittels Routineexperimenten unter Verwendung des auf
dem Fachgebiet anerkannten und von Reddi und Sampath beschriebenen Biotests identifiziert werden.

[0028] Bei der Erfindung nitzliche Proteine umfassen eukaryontische Proteine, die als knochenbildende Pro-
teine identifiziert wurden (vgl. U.S. Patent 5,011,691, das durch Bezugnahme eingeschlossen ist), wie die
OP-1-, OP-2-, OP-3- und CBMP-2-Proteine, so wie in der Aminosauresequenz verwandte Proteine wie DPP
(aus Drosophila), Vg1 (aus Xenopus), Vgr-1 (aus Maus), GDF-1 (aus Mensch, vgl. Lee (1991), PNAS 88:
4250-4254), 60A (aus Drosophila, vgl. Wharton et al. (1991), PNAS 88: 9214-9218), Dorsalin-1 (aus Huhn,
vgl. Basler et al. (1993) Cell 73: 687—-702 und GenBank-Zugangsnummer L12032) und GDF-5 (aus Maus, vgl.
Storm et al. (1994) Nature 368: 639-643). BMP-3 wird auch bevorzugt. Noch andere Proteine umfassen oste-
ogen aktive Formen von BMP-3b (vgl. Takao et al. (1996) Biochem. Biophys. Res. Comm. 219: 656-662),
BMP-9 (vgl. WO095/33830), BMP-15 (vgl. W096/35710), BMP-12 (vgl. WO095/16035), CDMP-1 (vgl.
WQ094/12814), CDMP-2 (vgl. WO94/12814), BMP-10 (vgl. W094/26893), GDF-1 (vgl. W092/00382, GDF-10
(vgl. WO95/10539), GDF-3 (vgl. WO94/15965) und GDF-7 (vgl. W0O95/01802).

[0029] Bevorzugte Trager umfassen Acetatpuffer, (20 mM, pH 4,5), physiologische Salzlésung (PBS) und Ci-
tratpuffer. Im Falle von Vorrichtungen, die Trager wie Acetat und PBS umfassen, kann die Verabreichung durch
Injektion in der Prazipitation gewisser knochenbildender Proteine an der Verabreichungstelle resultieren.

[0030] Die Mittel zur Herstellung und Verwendung der Zusammensetzungen der Erfindung, ebenso wie andre
materielle Aspekte bezuglich ihrer Natur und ihres Nutzens, einschlief3lich, wie der beanspruchte Gegenstand
der Erfindung herzustellen und zu verwenden ist, wird aus dem folgenden weiter verstanden, welches die ge-
genwartig als beste erachtete Ausfiihrungsform der Erfindung darstellt.

I. BETRACHTUNGEN ZUM PROTEIN
A. Biochemische, strukturelle und funktionelle Eigenschaften von morphogenen Proteinen des Knochens

[0031] Naturlicherweise vorkommende Proteine, die hier als knochenbildende oder fir Knochen morphogene
Proteine identifiziert und/oder anerkannt werden, bilden eine getrennte Subgruppe innerhalb der losen evolu-
tionaren Gruppierung von Sequenzverwandten Proteinen, die als TGF-B-Superfamilie oder -Supergenfamilie
bekannt sind. Die naturlicherweise vorkommenden Morphogene des Knochens haben eine substantielle Ami-
nosauresequenzhomologie in ihren C-terminalen Regionen (Domanen). Typischerweise werden die vorste-
hend erwahnten natlrlicherweise vorkommenden knochenbildenden Proteine als Vorlaufer translatiert, die
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eine N-terminale Signalpeptidsequenz haben, typischerweise weniger als etwa 30 Reste, gefolgt von einer
"pro"-Domane, die abgespalten wird, um die reife C-terminale Domane zu ergeben. Das Signalpeptid wird bei
der Translation rasch abgespalten, an einer Spaltstelle, die bei einer vorgegebenen Sequenz unter Verwen-
dung des Verfahrens von Von Heijne (1986) Nucleic Acids Research 14: 4683-4691 vorausgesagt werden
kann. Die pro-Domane ist typischerweise etwa dreimal gréRer als die voll prozessierte reife C-terminale Do-
mane. Hier betrifft die "pro"-Form eines Morphogens ein Morphogen, das ein gefaltetes Paar an Polypeptiden
umfasst, von denen jedes die pro- und reife Form eines morphogenen Polypeptids umfasst. Typischerweise ist
unter physiologischen Bedingungen die pro-Form eines Morphogens léslicher als die reife Form. Die pro-Form
scheint die primare Form zu sein, die von einer kultivierten Sdugerzelle sezerniert wird.

[0032] Knochenbildendes Protein aus natlrlicher Quelle in seiner reifen, nativen Form ist ein glycosyliertes
Dimer, das typischerweise ein offenbares Molekulargewicht von etwa 30-36 kDa hat, wie mittels SDS-PAGE
bestimmt. Wenn reduziert, ergibt das Protein von 30 kDa zwei glycosylierte Peptiduntereinheiten, die ein ap-
parentes Molekulargewicht von etwa 16 kDa und 18 kDa haben. Im reduzierten Zustand hat das Protein keine
nachweisbare knochenbildende Aktivitat. Das nicht glycosylierte Protein, das auch knochenbildende Aktivitat
hat, hat ein apparentes Molekulargewicht von etwa 27 kDa. Wenn reduziert, ergibt das Protein von 27 kDa zwei
nicht glycosylierte Polypeptide, die ein apparentes Molekulargewicht von etwa 14 kDa bis 16 kDa haben und
in der Lage sind, in einem Sauger die endochondrale Knochenbildung zu induzieren. Wie vorstehend beschrie-
ben, umfassen besonders nitzliche Sequenzen diejenigen, die die C-terminalen 102 Aminosauresequenzen
von DPP (aus Drosophila) umfassen, Vg1 (aus Xenopus), Vgr-1 (aus Maus), die OP1- und OP2-Proteine, (vgl.
U.S.-Pat. Nr. 5,011,691 und Oppermann et al., ebenso wie die Proteine, die als BMP2, BMP3, BMP4 (vgl.
WO88/00205, U.S.-Patent Nr. 5,013,649 und WO091/18098), BMP5 und BMP6 (vgl. WQO90/11366,
PCT/US90/01630) und BMP9 bezeichnet werden.

[0033] Wie vorstehend festgehalten sind bei der vorliegenden Erfindung niitzliche Proteine im Allgemeinen
dimere Proteine, die ein gefaltetes Paar der vorstehenden Polypeptide umfassen. Solche morphogenen Pro-
teine sind inaktiv, wenn sie reduziert sind, sind aber aktiv als oxidierte Homodimere und wenn sie in Kombina-
tion mit anderen der Erfindung oxidiert werden, um Heterodimere zu ergeben. Somit kdnnen die Mitglieder ei-
nes gefalteten Paares von morphogenen Polypeptiden in einem morphogen aktiven Protein unabhangig von
jedem der vorstehend erwahnten spezifischen Polypeptide ausgewahlt werden.

[0034] Die morphogenen Proteine des Knochens, die bei den Materialien dieser Erfindung von Nutzen sind,
umfassen Proteine, die jede der vorstehend beschriebenen Polypeptidketten umfassen, entweder isoliert aus
naturlicherweise vorkommenden Quellen oder hergestellt mittels rekombinanter DNA- oder anderer syntheti-
scher Verfahren. Die Proteine kbnnen Formen umfassen, die verschiedene Glycosylierungsmuster haben, ver-
schiedene N-Termini, hergestellt durch Expression von rekombinanter DNA in Wirtszellen.

[0035] Die hier betrachteten morphogenen Proteine des Knochens kénnen von intakter oder verkirzter cDNA
oder von synthetischen DNAs in prokaryontischen oder eukaryontischen Wirtszellen exprimiert werden, und
gereinigt, gespalten, wiedergefaltet und dimerisiert werden, um morphogen aktive Zusammensetzungen zu bil-
den. Gegenwartig bevorzugte Wirtszellen umfassen E. coli oder Saugerzellen, wie CHO-, COS- oder BSC-Zel-
len. Ausfiihrliche Beschreibungen der bei der Ausfiihrung dieser Erfindung niitzlichen morphogenen Proteine
des Knochens, einschlief3lich ihrer Herstellung, Verwendung und Testung auf knochenbildende Aktivitat sind
in zahlreichen Veroffentlichungen offenbart, einschlief3lich US-Patent Nr. 5,266,683 und 5,011,691, deren Of-
fenbarung hier durch Bezugnahme eingeschlossen wird.

[0036] Somit kdnnen angesichts dieser Offenbarung gelibte Gentechniker Gene von cDNA oder genomi-
schen Bibliotheken zahlreicher verschiedener biologischer Arten isolieren, die geeignete Aminosauresequen-
zen codieren, oder DNAs aus Oligonucleotiden konstruieren, und sie dann in verschiedenen Arten von Wirts-
zellen exprimieren, einschliel3lich Prokaryonten und Eukaryonten, um grof3e Mengen an aktiven Proteinen zu
produzieren, die in der Lage sind, die Morphogenese von endochondialem Knochen in einem Sauger zu sti-
mulieren.

B. Die Gewinnung von morphogenem Protein des Knochens, OP-1
1. Lyphilisiertes Protein
[0037] OP-1 kann aus 20 mM Acetatpuffer, pH 4,5, mit 5% Mannitol, Lactose, Glycin oder anderen Zusatz-

oder Volumenmitteln unter Verwendung von Standardlyophilisierungsprotokollen lyophilisiert werden. Von auf
diese Weise wiederhergestelltem OP-1 ist beobachtet worden, dass es bei Aufbewahrung bei 4°C oder 30°C
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mindestens sechs Monate biologisch aktiv ist.

[0038] OP-1 kann auch aus einem Succinat- oder Citratpuffer (oder einem anderen nicht flichtigen Puffer) fir
die Wiederherstellung in Wasser lyophilisiert werden, oder von Wasser flr die Wiederherstellung in 20 mM
Acetatpuffer, pH 4,5.

[0039] Zum Beispiel sind fliissige Formulierungen von OP-1 in 10 und 20 mM Acetatpuffer (pH 4, 4,5 und 5)
ohne Mannitol fir mindestens sechs Monate stabil und osteogen aktiv.

[l. BETRACHTUNGEN ZUM TRAGER

[0040] Wie bereits erklart, bedeutet "Trager", wie hier verwendet, ein biologisch vertragliches, nicht starres
amorphes Material, das keine definierten Oberflachen hat und fur die Verwendung bei den Vorrichtungen, Im-
plantaten und Verfahren der vorliegenden Erfindung geeignet ist. Geeignete Trager sind nicht partikular und
nicht porés, das heildt porenlos. Tragern, die fir die Verwendung bei der vorliegenden Erfindung geeignet sind,
fehlt eine Geruststruktur und sind im Wesentlichen matrixfrei. Somit ist "im wesentlichen frei von Matrix auch
so zu verstehen, dass es bedeutet, dass, wenn eine einen Trager enthaltende Vorrichtung an einer defekten
Stelle bereitgestellt wird, kein Substrat von einer exogenen Quelle einschliellich des Tragers eingefuhrt wird,
das per se als Gerust wirken kann. Vor der Verabreichung an und der Implantation in den Empfanger wird von
dem Trager wegen seiner chemischen Natur anerkannt, dass er im Wesentlichen nicht in der Lage ist, zu der
Vorrichtung eine dreidimensionale Geriststruktur beizutragen. Bevorzugte Trager sind zumindest voriiberge-
hend adharent zu Geweben wie Knochen, Knorpel und/oder Muskel. Bevorzugte Trager umfassen ohne Ein-
schrankung Acetatpuffer, (20 mM, pH 4,5), physiologische Salzlésung und Citratpuffer. Im Falle von Vorrich-
tungen, die Trager wie Acetat und PBS enthalten, kann die Verabreichung mittels Injektion in einer Ausfallung
gewisser knochenbildender Proteine an der Verabreichungsstelle resultieren.

lIl. UBERLEGUNGEN ZUR FORMULIERUNG UND ZUR VERABREICHUNG

[0041] Die Vorrichtungen der Erfindung kdénnen unter Verwendung von Routineverfahren formuliert werden.
Alles, was erforderlich ist, ist die Bestimmung der gewilinschten Endkonzentration des knochenbildenden Pro-
teins pro Volumeneinheit an Trager, wobei man im Gedachtnis behalten mul, dass das verabreichte Volumen
an Vorrichtung weniger sein wird als das Volumen des Hohlraums an der defekten Stelle. Die gewuinschte End-
konzentration an Protein wird von der spezifischen Aktivitdt des Proteins abhangen ebenso wie von der Art,
dem Volumen und/oder der anatomischen Lage des Defekts. Zusatzlich kann die gewlinschte Endkonzentra-
tion an Protein vom Alter, dem Geschlecht und/oder dem Gesundheitszustand des Empfangers abhangen. Es
wurde beobachtet, dass fur segmentale Defekte kritischer GroRRe von etwa mindestens 2,5 cm Lange typi-
scherweise 0,05 ml (oder mg) einer Vorrichtung, die 0,5 bis 1,5 mg knochenbildendes Protein enthalt, eine
Knochenbildung induziert, die ausreicht, um die Lucke zu fillen. Im Falle von frischen Brichen mit Defekten
nicht kritischer Grolte, wurde beobachtet, dass etwa 0,1-0,5 mg Protein die Liicke oder den Defekt reparieren.
Die Optimierung der Dosen erfordert nur Routineversuche und gehdrt zum Kdnnen eines Durchschnittsfach-
manns auf dem Fachgebiet.

[0042] Wie nachstehend beispielhaft dargestellt, kdnnen die Vorrichtungen der vorliegenden Erfindung eine
Vielzahl an Konfigurationen annehmen. Zum Beispiel kann eine matrixfreie knochenbildende Vorrichtung in L6-
sung durch Solubilisierung gewisser Formen von OP-1 in Lésungen von Acetat- (20 mM, pH 4,5) oder Citrat-
puffern oder phosphatgepufferter Salzlésung (PBS), pH 7,5, formuliert werden. In einigen Fallen kann das kno-
chenbildende Protein nicht vollstandig solubilisiert werden und/oder kann bei Verabreichung an der defekten
Stelle ausfallen. Suspensionen, Aggregatbildung und/oder in vivo-Prazipitation beeintrachtigen nicht die Wirk-
samkeit der matrixfreien knochenbildenden Vorrichtung, wenn sie gemaR der hier offenbarten Erfindung durch-
geflhrt wird. Matrixfreie Vorrichtungen in LOsung sind besonders geeignet fir die Verabreichung durch Injek-
tion, wie die Bereitstellung einer Vorrichtung an einer Bruchstelle durch Injektion statt chirurgischer Mittel.

[0043] Allgemein gesagt unterscheidet sich die Konfiguration von matrixfreien Vorrichtungen, die fur die Ver-
abreichung durch Injektion geeignet ist, von denjenigen, die flur die Verwendung an einer offenen chirurgischen
Stelle bevorzugt werden. Zum Beispiel sind lyophilisierte Herstellungen von matrixfreien Vorrichtungen eine
gegenwartig bevorzugte Ausfiihrungsform fiir die Reparatur dieser Art von Defekt. Die vorstehend beschriebe-
nen matrixfreien Vorrichtungen in Lésung kénnen verwendet werden, um eine lyophilisierte Konfiguration her-
zustellen.

[0044] Die Ausfihrung der Erfindung wird noch vollstandiger durch die folgenden Beispiele verstanden, die

9/39



DE 698 14 352 T3 2009.08.13

hier nur zur lllustration dargestellt sind und keinesfalls als Beschrankung der Erfindung verstanden werden soll-
ten.

IV. BIOLOGISCHER TEST

A. Biologischer Test auf knochenbildende Aktivitat: endochondrale Knochenbildung und verwandte Eigen-
schaften

[0045] Im Folgenden werden innerhalb des Umfangs der Erfindung des Anmelders liegende Protokolle fir die
Identifikation und Charakterisierung bona fide von knochenbildenden Proteinen oder morphogenen Proteinen
des Knochens ebenso wie knochenbildenden Vorrichtungen dargestellt.

[0046] Der im Stand der Technik anerkannte biologische Test fir die Knochenbildung, wie beschrieben von
Sampath und Reddi (Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1983) 80: 6591-6595) und in dem US-Pat. Nr. 4,968,590,
deren Offenbarung durch Bezugnahme hier eingeschlossen ist, wird verwendet, um die Wirksamkeit der Rei-
nigungsprotokolle zu belegen. Wie nachstehend gezeigt, besteht dieser Test in der Aufbringung der Testpro-
ben auf subkutane Stellen bei allogenen Ratten unter Atherbetdubung. In die Haut iber dem Bereich des
Brustkorbs wird unter sterilen Bedingungen ein vertikaler Einschnitt (1 cm) gemacht und mittels stumpfer Sek-
tion eine Tasche hergestellt. Unter gewissen Umstanden werden etwa 25 mg Testprobe tief in diese Tasche
implantiert und der Einschnitt mit einem Metallclip geschlossen. Die heterotrope Stelle 1aRt die Untersuchung
der Induktion des Knochens zu ohne mdgliche Zweideutigkeiten, die bei Verwendung von orthotopen Stellen
resultieren.

[0047] Die aufeinanderfolgenden zellularen Reaktionen, die an der heterotropen Stelle auftreten, sind kom-
plex. Die vielstufige Kaskade der endochondralen Knochenbildung umfasst: Bindung von Fibrin und Fibronec-
tin an die implantierte Matrix, Chemotaxis von Zellen, Proliferation von Fibroblasten, Differenzierung in Chon-
droblasten, Knorpelbildung, Einwachsen von Blutgefallen, Knochenbildung, Ummodellierung und Knochen-
markdifferenzierung.

[0048] Bei Ratten zeigt dieses biologische Modell eine kontrollierte Progression durch die Stadien der Ma-
trix-induzierten endochondralen Knochenentwicklung einschlief3lich: (1) transiente Infiltration durch polymor-
phonucleare Leukocyten am Tag eins; (2) die Wanderung und Proliferation von mesenchymalen Zellen an den
Tagen zwei und drei; (3) das Auftauchen von Chondrocyten an den Tagen finf und sechs; (4) die Bildung von
Knorpelmatrix am Tag acht; (5) Calcifizierung des Knorpels am Tag acht; (6) Einwachsen von Gefalen, Er-
scheinen von Osteoblasten und Bildung von neuem Knochen an den Tagen neun und zehn; (7) Erscheinen
von Osteoblasten- und Knochen-Ummodellierung an den Tagen zwdlf bis achtzehn; und (11) hamatopoetische
Knochenmarksdifferenzierung in dem Knéchelchen am Tag einundzwanzig.

[0049] Histologische Sezierung und Anfarbung wird vorgezogen, um das Ausmaf’ an Knochenbildung in den
Implantaten zu bestimmen. Anfarbung mit Toluidinblau oder Hdmotoxylin/Eosin zeigt klar die letztliche Entwick-
lung von endochondralem Knochen. Biologische Tests von zwdlf Tagen sind Ublicherweise ausreichend, um
zu bestimmen, ob eine Knochen-induzierende Wirkung mit der Testprobe assoziiert ist.

[0050] Zusatzlich kann die Aktivitat der alkalischen Phosphatase als Marker fur die Knochenbildung verwen-
det werden. Die Enzymaktivitat kann nach Homogenisierung des ausgeschnittenen Testmaterials spektropho-
tometrisch bestimmt werden. Die Aktivitat hat ihren Hohepunkt an den Tagen 9-10 in vivo und nimmt danach
langsam ab. Proben, die bei der Histologie keine Knochenentwicklung zeigen, sollten bei diesen Testbedingun-
gen keine Aktivitat der alkalischen Phosphatase haben. Dieser Test ist von Nutzen bei der Quantifizierung und
um eine Abschatzung der Knochenbildung sehr schnell nach der Entnahme der Testproben von der Ratte zu
bekommen. Es wurden zum Beispiel Proben, die knochenbildendes Protein mit mehreren verschiedenen Rein-
heitsstufen enthielten, getestet, um die wirksamste Dosis/den wirksamsten Reinheitsgrad zu bestimmen, um
eine Formulierung zu finden, die im Industriemalstab produziert werden kdnnte. Die Resultate, wie sie als Ni-
veau der Aktivitat der alkalischen Phosphatase und der histologischen Bewertung gemessen werden, kdnnen
als "knochenbildende Einheiten" dargestellt werden. Eine knochenbildende Einheit stellt die Menge an Protein
dar, die fur die halb-maximale knochenbildende Aktivitdt am Tag 12 erforderlich ist. Zuséatzlich kénnen Dosis-
kurven fir die Knochen induzierende Aktivitat in vivo bei jedem Schritt eines Reinigungsschemas konstruiert
werden, indem man verschiedenen Konzentrationen an Protein testet. Dementsprechend kann der Durch-
schnittsfachmann reprasentative Dosiskurven unter Verwendung von lediglich Routineversuchen konstruieren.
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B. Knochenbildung nach der Implantierung von knochenbildenden, matrixfreien OP-1-Vorrichtungen (Refe-
renzbeispiel)

[0051] Knochenbildende Vorrichtungen wurden mit 62,5 pg lyophilisiertem OP-1 mit oder ohne 25 mg Kolla-
genmatrix hergestellt. Diese Vorrichtungen wurden nach ihrer Fahigkeit bewertet, die Knochenbildung unter
Verwendung des vorstehend beschriebenen ectopischen Knochenbildungstests an der Ratte an sowohl intra-
muskularen als auch subkutanen Stellen zu fordern. Zusatzlich wurde die Masse an gebildetem Knochen
durch Messung der Calciumgehalte und Gewichte der entfernten Vorrichtungen bewertet. Die geschaffenen
Daten sind in den nachstehenden Tabellen 1 und 2 zusammengestellt.

[0052] Wie aus der Histologie und dem Calciumgehalt offensichtlich bildete sich Knochen als Antwort auf alle

matrixfreien OP-1-Proben. Diese Daten zeigen, dass die Implantierung einer matrixfreien OP-1-Vorrichtung al-
lein ausreichend ist, die endochondrale Knochenbildung an ectopischen Stellen der Ratte zu induzieren.

Tabelle 1. Knochenbildung gg. Konzentrationen von OP-1 Intramuskulare Stelle

Vorrichtung 12-Tage-Implantat

() Probengrofe

Kollagen OP-1 Calcium Implantat Histologie
pg/mg Gewebe Gewicht, mg % Knochen

25 mg (5) 62,5 g 38,2-67,1 70-90

0 mg 51,7 pg 48,6 430,7 mg 90

0 mg 61,3 pg 35,8 256,1 mg 90

0 mg 18,6 pg 66,3 457,8 mg 90

0 mg 59,2 pg 53,9 580,0 mg 90

0 mg 59,5 ug 25,9 383,11 mg 90

Tabelle 2. Knochenbildung gg. Konzentrationen von OP-1 Subkutane Stelle

Vorrichtung 12-Tage-Implantat

() Probengréfle

Kollagen OP-1 Calcium Implantat Histologie
pg/mg Gewebe Gewicht, mg % Knochen

25 mg (5) 62,5 g 28,4-54,6 500,6-1472,6 60-80

0 mg 40,4 g 44 4 132,7 mg 90

0 mg 36,7 pg 43,9 337,7 mg 80

0 mg 35,2 g 37,4 310,7 mg 90

0 mg 51,0 pg 57,5 195,8 mg 90

0 mg 51,4 pg 29,7 721,9 mg 90

C. Matrixfreie OP-1-Vorrichtungen, die wasserldsliche Trager enthalten (Referenzbeispiele)

[0053] Auch OP-1, das wasserl@slichen Tragern zugemischt ist, fordert die Knochenbildung. Bei dieser Un-
tersuchung wurden Mannitol, Carboxymethylcellulose, Dextrin, PEG3350, ein Pluronic-Gel und Kollagen durch
Zugabe von 0,9%-iger steriler Salzlésung zu einer Paste formuliert. Zehn pg an in Wasser aufgeléstem OP-1
wurden zu der Paste zugegeben, um eine matrixfreie Vorrichtung herzustellen, und die Vorrichtung wurde un-
mittelbar intramuskular in Ratten injiziert. Nach 12 Tagen, wurden die implantierten Vorrichtungen entfernt und
mittels Calciumgehalt und Histologie auf Knochenbildung bewertet. Diese Daten bestatigen die vorstehend be-
schriebene Beobachtung, dass eine Kollagenmatrix fiir die Induktion einer volumenfiillenden Knochenbildung
nicht essentiell ist. Von den bewerteten wasserldslichen Tragern zeigt Mannitol insgesamt die besten Resulta-
te, wobei die anderen relativ vergleichbar erschienen.
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TABELLE 3
Calcium, pg/mg Implantat Implantat ug, mg Histologie (%)
Mannitol 100-200 28-48 > 90
CMC 50-200 28-52 > 80-80
Dextrin 20-80 8-12 >90
Kollagen 550-800 20-45 > 90
PEG 100-150 10-12 > 90
Pluronic 50-150 14-28 >90

D. Matrixfreie OP-1-Vorrichtungen in Lésung

[0054] Von matrixfreien knochenbildenden Vorrichtungen in Losung wurde auch gezeigt, dass sie die Kno-
chenbildung induzieren, wenn sie intramuskular (IM) oder intradermal (ID) verabreicht werden. In einem bei-
spielhaften Experiment wurden matrixfreie OP-1-Vorrichtungen in 20 mM Acetatpuffer, pH 4,5, hergestelit. Die
Vorrichtungen wurden so hergestellt, dass die gewtinschte Dosis (5-50 mg) an OP-1 in 100 pl Injektionsvolu-
men verabreicht wirde. Beide Arten der Verabreichung induzierten die Knochenbildung, wie mittels Calcium-
gehalt, Histologie und Explantatgewicht gemessen.

V. TIERSTUDIEN: VERFAHREN DER VERWENDUNG VON MATRIXFREIEN OP-1-VORRICHTUNGEN UND
-IMPLANTATEN

A. Heilung von segmentalen Defekten kritischer Gréf3e in Hunden unter Verwendung von matrixfreien kno-
chenbildenden Vorrichtungen

1. Experiment 1

[0055] Die folgenden Experimente zeigen die Wirksamkeit von injizierbaren und gefriergetrockneten Formu-
lierungen von rhOP-1 fir die Heilung von segmentalen Defekten kritischer und unkritischer GroRe in einem eta-
blierten Ulna-Defektmodell des Hundes. Drei Formulierungen von matrixfreien knochenbildenden Vorrichtun-
gen, die alle OP-1 enthielten, wurden in Defekten kritischer GrofRe (2,5 cm) und/oder Defekten unkritischer
Grole (5 mm, 3 mm, 1,5 mm) bewertet. Wie vorstehend beschrieben, sind Defekte kritischer Grélke Defekte,
die nicht spontan heilen. Die drei bewerteten Formulierungen waren (1) 20 mM Acetatpufferlésung (pH 4,5);
(2) phosphatgepufferte Salzlésung (PBS, etwa pH 7,5); und (3) lyophilisiertes (gefriergetrocknetes) Protein al-
lein. Die Menge an OP-1, die an den Defekten kritischer Grofie bereitgestellt wurde, war 1,75 mg; 0,35 mg Pro-
tein wurde an den Defekten mit unkritischer GroRRe bereitgestellt. Unmittelbar vor dem Verschluf der Wunde
wurde OP-1 mit Acetat oder PBS zugemischt und dann mit insgesamt 1 ml an der defekten Stelle injiziert. Ly-
ophilisierte Proben wurden entlang der Lange des Defekts in 5 separaten Teilmengen in diskreten, nicht zu-
sammenhangenden Orten entlang der Lange des Defekts plaziert.

[0056] Unter Verwendung von chirurgischen Standardverfahren wurden osteoperiosteale segmentale Defek-
te der zuvor beschriebenen Grofde bilateral in der mittleren Region der Ulna von zwanzig erwachsenen, zu die-
sem Zweck geziichteten Mischlingshunden geschaffen. Alle Tiere waren zwischen einem und zwei Jahren alt,
wogen 35 bis 50 Pfund und wurden von Lieferanten mit USDA-Lizenz bereitgestellt. Eine spezielle Aufmerk-
samkeit wurde darauf gerichtet, Tiere einheitlicher Grofie und einheitlichen Gewichts auszuwahlen, um Abwei-
chungen bei der Knochengeometrie und -last zu beschranken. Die Tiere wurden vor der Operation radiogra-
phisch durchmustert, um sich der richtigen Grofte und der Reife des Skeletts zu versichern und dass keine
offensichtlichen Abnormalitaten der Knochen existierten. Die Tiere wurden auch klinisch Gberprift, um akute
und chronische medizinische Zustdnde wahrend einer Quarantanezeit von zwei Wochen auszuschlieen. Ein
vollstandiges Blutbild mit Zelldifferenzierung wurde vor der Chirurgie durchgefiihrt.

[0057] Die Speiche wurde wegen der mechanischen Stabilitat erhalten, aber es wurde keine interne oder ex-
terne Fixierung verwendet. Die Stelle wurde mit Salzlésung gespiilt, um Knochensplitter und ausgetretene
Markzellen zu entfernen, dann getrocknet und vor der Bereitstellung der Formulierung an der Stelle wurde Ho-
moostase erreicht. Die weichen Gewebe wurden vor der Injektion der Formulierungen 1 oder 2 (Acetat oder
PBS) sorgfaltig in Schichten geschlossen. Die Vorrichtungen der Formulierung 3 (lyophilisiertes Protein allein)
wurden vor der Schliefung der Gewebeschichten entlang dem Raum zwischen den Knochen plaziert, um das
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Implantat zu enthalten. Das Verfahren wurde dann auf der contralateralen Seite wiederholt, auer dass vor
dem Wundverschluf3 keine OP-1-Vorrichtung bereitgestellt wurde.

[0058] Den Tieren wurden nach der Chirurgie intramuskular vier Tage lang Antibiotika verabreicht und unmit-
telbar nach dem Eingriff wurden routinemaRig vorher-nachher-Radiogramme aufgenommen, um sich einer
einwandfreien Plazierung zu versichern.

[0059] Die Tiere wurden nach der Operation fiir 24 bis 72 Stunden in 3 x 4 Erholungskéafigen gehalten, danach
wurden sie in Gelaufe transferiert und ihnen die uneingeschrankte Bewegung erlaubt.

[0060] Es wurden zweiwdchige Radiogramme aufgenommen, um den Fortschritt der Heilung zu untersuchen.
Zusatzlich wurde zweiwdchig vor der Operation bis zur Tétung Blut (Serum) entnommen, um die Antikérper-
bildung durch den Sponsor zu untersuchen. Bei der Tétung wurde alle Ulnae en bloc entnommen und diejeni-
gen, die ausreichend geheilt waren, wurden durch Torsion mechanisch getestet. Segmente wurden mittels His-
tologie auf Gewebeantwort, Knochenarchitektur und Ummodellierung, und Qualitat und Menge an neuer Kno-
chenbildung und -heilung bewertet.

[0061] Die Tiere wurden 4, 6, 8 oder 12 Wochen nach der Operation getottet.
1b(3). Radiogramme

[0062] Radiogramme der Vorderglieder wurden zweiw6chig bis acht Wochen nach der Operation aufgenom-
men und dann wiederum bei der Totung an Woche zwolf nach der Operation. Es wurden Standardaufnahme-
zeiten und -intensitaten verwendet, und es wurden Sandsacke verwendet, um die Extremitaten in konsistenter
Weise zu positionieren. Die Radiogramme wurden bewertet und mit friheren Radiogrammen verglichen, um
die Qualitat und Geschwindigkeit der Defektheilung einzuschatzen.

Mechanische Testung

[0063] Unmittelbar nach der Sektion, wenn die Heilung durch Beflihlen mit der Hand ausreichend erschien,
wurden Proben auf Versagen bei Verdrehung auf einer MTS hydraulischen Testmaschine mit geschlossenem
Kreislauf (Minneapolis, MN) getestet, die unter Hubkontrolle bei einer konstanten Vorschubrate von 50
mm/Min. in einer zylindrischen Aluminiummuffe und einzementiert mit Methylmethacrylat gefiihrt wurde, unter
Verwendung des Protokolls des Herstellers. Ein Ende war starr fixiert und das andere wurde gegen den Uhr-
zeigersinn gedreht. Da die Ulna des Hundes eine leichte Krimmung hat, wurden die Proben exzentrisch mon-
tiert, um die Drehung der Proben coaxial mit der der Testvorrichtung zu halten. Die Torsionskraft wurde mittels
eines Hebelarms von sechs cm eines servohydraulischen Materialtestsystems Ubertragen. Es wurden gleich-
zeitig Aufzeichnungen von der Verdrehung des Implantats vorgenommen, gemessen durch die Hubkontrolle
der Maschine, wahrend die Last von der Belastungszelle aufgezeichnet wurde. Die Daten wurden mittels eines
Analog-Digital-Wandlers und eines PC und einer online Aufnahmesoftware aufgezeichnet. Es wurden Kurven
der Kraft-Winkel-Verdrehung erzeugt, aus denen das Drehmoment und die Winkeldeformation bis zum Versa-
gen erhalten wurden, und die Energieaufnahme bis zum Versagen als die Flache unter der Last-Verdrehungs-
kurve berechnet wurde.

Ergebnisse

[0064] Die Knochenheilungscharakteristika, mechanische Starke und Histologie von Ulna-Defekten kritischer
Grole, die mit rhOP-1 ohne Tragermaterial behandelt worden waren, waren ahnlich denen von Defekten, die
mit der Standard-OP-1-Vorrichtung behandelt worden waren. In Kiirze waren die experimentellen Beobachtun-
gen wie folgt: die radiographisch beobachteten Knochenneubildung und Heilmuster bei Defekten, die mit
rhOP-1 ohne Marix behandelten wurden, waren ahnlich den Heilmustern, die vorstehend mit der herkémmli-
chen, Kollagen enthaltenden OP-1-Vorrichtung beobachtet wurden. Im Allgemeinen war die Knochenneubil-
dung schon zwei Wochen nach der Operation offensichtlich. Der neue Knochen fuhr bis zur Tétung zwélf Wo-
chen nach der Operation fort, sich zu verdichten, zu konsolidieren und sich umzugestalten. Diese Untersu-
chung zeigte, dass eine funktionelle Knochenvereinigung mit menschlichen OP-1-Vorrichtungen ohne Matrix
moglich ist. AuRerdem waren das Erscheinungsbild und die Charakteristika der Histologie nach zwdolf Wochen
ahnlich dem, wie sie mit der herkdmmlichen, Kollagen enthaltenden Matrix OP-1-Vorrichtung beobachtet wur-
den. Von den sechs Defekten, die mit einer matrixfreien OP-1-Vorrichtung behandelt worden waren, hatten vier
zwolf Wochen nach der Operation solide knochige Verbindungen. Die restlichen beiden Defekte in demselben
Tier zeigten radiographisch etwas friihe Knochenneubildung, waren jedoch bei der Tétung unvollstandig tber-
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brickt oder gefillt mit neuem Knochen. Die mittlere Torsionslast bis zum Versagen des geheilten Defekts war
40,05 N (Dies stellt das Aquivalent von etwa 79% von zuvor getesteten segmentalen Defekten dar, die mit der
herkédmmlichen, Kollagen enthaltenden OP-1-Vorrichtung behandelt worden waren und 61% von zuvor getes-
teter intakter Kontroll-Ulna).

[0065] Radiographisch wurde bei allen drei Formulierungen zwei Wochen nach der Operation eine extensive
Knochenneubildung beobachtet. Zwischen zwei bis 12 Wochen erhdhte der neue Knochen sein Volumen und
seine Radiodichtigkeit und flllte und Gberbriickte die Defekte. 12 Wochen nach der Operation (T6tung) hatte
der radiodichte neue Knochen die Defekte, die mit rhOP-1-Formulierungen behandelt worden waren, signifi-
kant gefillt und Gberbrickt. Alle rhOP-1-Defekte waren bei der Totung nach 12 Wochen mechanisch stabil und
mit neuem Knochen Uberbriickt. Bei dem radiographischen Erscheinungsbild wurden zwischen den drei For-
mulierungen keine signifikanten Unterschiede gefunden, obwohl die Formulierungen 1 und 2 zu allen Zeitpunk-
ten leicht besser wirkten als Formulierung 3.

[0066] Histologisch war proliferierender neuer Knochen innerhalb und in der Umgebung der Defekte vorhan-
den, die mit rhOP-1 behandelt worden waren. Die Uberbriickung der Defekte und knochige Heilung waren im
Wesentlichen 12 Wochen nach der Operation vollstandig mit Liicken von Fibroknorpel zwischen Flachen von
neuem signifikanten Knochenwachstum. Anzeichen fur friihe Cortexentwicklung mit Verdichtung der Rander
von neuem Knochen waren bei allen rhOP-1-Defekten vorhanden. Es gab keine Unterschiede in der Bewer-
tung der histologischen Reihenfolge, basierend auf der Art der Formulierung, obwohl Formulierung 2 bei der
Qualitat der Verbindung besser abschnitt als die Formulierungen 3 und 1.

[0067] Die mittlere Belastung bis zum Versagen der Defekte der Formulierung 1 war 47,64 N (94% der De-
fekte, die mit der Standard-OP-1-Vorrichtung behandelt worden waren und 73% der zuvor getesteten intakten
Kontrollen). Die mittlere Belastung bis zum Versagen der Defekte der Formulierung 2 war 51,96 N (102% der
Defekte, die mit der Standard-OP-1-Vorrichtung behandelt worden waren und 80% der zuvor getesteten intak-
ten Kontrollen). Die mittlere Belastung bis zum Versagen der Defekte der Formulierung 3 war 50,86 N (100%
der Defekte, die mit der Standard-OP-1-Vorrichtung behandelt worden waren und 78% der zuvor getesteten
intakten Kontrollen). Es wurden keine signifikanten Unterschiede bei den mechanischen Testergebnissen zwi-
schen den Formulierungsarten festgestellt. Defekte der Formulierung 2 waren bei der maximalen Last beim
Versagen etwas besser als Formulierungen 3 und 1.
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Tabelle 4.

Mechanische Testergebnisse fur Defekte mit kritischer und unkritischer GréRRe, die mit rhOP-1 behandelt
wurden, gegenuber nicht behandelten Kontrollen. Mittel £ SD (ProbengréfRe)

Defektgrofie Maximale Drehmoment % intakte
(Behandlung) Belastung (Nm) Ulna

(N)
2,5cm 46,11+ 2,77+ 70,64+
(rhOP-1) 17,42(10) 1,05(10) 26,69(10)
2,5cm * * *
(Kontrolle)
5,0 mm 51,81 3,11+ 79,37+
(rhOP-1) 17,94 1,08(6) 27,48(6)
5,4 mm 9,20+ 0,55+ 14,09+
(Kontrolle) 6,62(5) 0,40(5) 10,14(5)
3,0 mm 64,10+ 3,85+ 98,21+
(rhOP-1) 49,12(4) 2,95(4) 75,25(4)
3,0 mm 21,91+ 1,311 33,57+
(Kontrolle) 26,46(3) 1,59(3) 40,54(3)
1,5 mm 62,17+ 3,73+ 95,25+
(rhOP-1) 30,48(4) 1,83(4) 46,70(4)
1,5 mm 19,43+ 1,17+ 29,76+
(Kontrolle) 19,11(4) 1,15(4) 29,28(4)

*Wegen Instabilitdt Defekte nicht getestet

[0068] Es wurden auch Formulierungen getestet, die 20 mM Acetatpuffer, pH 4,5 und 5% Mannitol verwen-
deten. Untersuchungen unter Verwendung von unkritischen Defekten (5 mm Licken) zeigten eine klare Ver-
besserung bei der Heilungsrate, wenn OP-1 anwesend war, im Vergleich mit Kontrollen. Spezifisch zeigten die
Kontrollen im Durchschnitt nach 8 Wochen 14% der Starke von intakten Ulnae, wahrend mit OP-1 behandelte
Defekte im Durchschnitt 79% zeigten. Radiographisch war schon zwei Wochen nach der Operation neuer Kno-
chen offensichtlich und begann nach acht Wochen signifikant die Defekte zu fillen und zu Gberbriicken, die mit
rhOP-1-Formulierungen behandelt worden waren. Keiner der sechs unbehandelten Kontrolldefekte war am
Ende des Untersuchungszeitraums komplett geheilt. Einer der drei Defekte mit Formulierung 1 (Acetatpuffer)
und drei der drei Defekte, die mit Formulierung 2 (PBS) behandelt worden waren, waren nach 8 Wochen voll-
standig mit neuem Knochen gefillt und Gberbriickt. Alle sechs Defekte, die OP-1 erhielten, hatten Knochen-
neubildung und waren mechanisch stabil. Defekte mit Formulierung 2 waren signifikant besser bei den Resul-
taten der radiographischen Bewertung, bei der bis zum Versagen absorbierten Energie und bei der histologi-
schen Qualitat der Verbindung als mit Formulierung 1 behandelte Defekte. Andererseits wurden zwischen den
beiden Formulierungen keine Unterschiede bei der mittleren Belastung beim Versagen, der Winkeldeformation
und der histologischen Gesamterscheinung gefunden. Beide Formulierungen waren bei allen Kategorien sig-
nifikant besser als Kontrolldefekte. Histologisch war proliferierender neuer Knochen innerhalb und in der Um-
gebung der Defekte vorhanden, die mit rhOP-1 behandelt worden waren. Die Uberbriickung der Defekte und
knochige Heilung waren 8 Wochen nach der Operation fast vollstandig mit Liicken von Fibroknorpel zwischen
Flachen von signifikantem neuem Knochenwachstum. Anzeichen fir friihe Cortexentwicklung und Knochen-
remodellierung waren bei einigen der rhOP-1-Defekte vorhanden. Alle unbehandelten Kontrollen fiihrten zu
unvollstandigen Vereinigungen, obwohl potentiell eine 1angerfristige Heilung durch eine gewisse Knochenneu-
bildung an den Wirtsknochenenden und endostealen Regionen angezeigt wurde. Die mittlere Belastung bis
zum Versagen der Defekte der Formulierung 2 war 53,23 N (104,5% der Defekte mit kritischer GroRe, die mit
der Standard-OP-1-Vorrichtung behandelt worden waren und 81,6% der zuvor getesteten intakten Kontrollen).
Der Vergleich von Defekten unkritischer Grofe, die mit 0,35 mg OP-1 behandelt worden waren, mit zuvor ge-
testeten Defekten kritischer GroRe, die mit 1,5 mg OP-1 ohne Tragermaterial behandelt worden waren (injizier-
bare Formulierungen) zeigten keinen signifikanten Unterschied bei der mittleren Beladung beim Versagen.

15/39



DE 698 14 352 T3 2009.08.13

C. Heilung von Bruchdefekten unter Verwendung von matrixfreien knochenbildenden Vorrichtungen
1. Bruchuntersuchung am Kaninchen

[0069] Die Untersuchung eines Reparaturmodells von Briichen bei Kaninchen (Mittelschaftbruch der Ulna)
zeigt auch die Wirksamkeit der Verfahren und Vorrichtungen der Erfindung. Diese Untersuchung verglich die
Wirkung der Verabreichung von matrixfreien OP-1-Vorrichtungen in drei Konfigurationen: 1) Acetatpuffer pH
4,5 (I6sliches OP-1), 2) PBS (Suspension von OP-1) und 3) Pluronic-Gel. Vier Kaninchen wurden in jeder
Gruppe unmittelbar nach der Bildung des Bruchs behandelt; contralaterale Kontrollen waren GliedmalRen ohne
Defekt. Die Tiere wurden 3 Wochen nach der Behandlung getétet. Zusammenfassend zeigten Tiere, denen die
Acetat oder Pluronic enthaltenden OP-1-Vorrichtungen injiziert worden waren, einen signifikant gréReren
Bruchkallus bei radiographischer, Tast- und histologischer Untersuchung. Die mittlere Torsionsbelastung bis
zum Versagen fur alle Ulnae, die mit OP-1 behandelt worden waren, war 8,89 + 2,99 N (Mittelwert + Standard-
abweichung) (8 Proben). Wahrend die mittlere Torsionsbelastung bis zum Versagen fur unbehandelte Kon-
troll-Ulna 7,9 2,92 N war (9 Proben).

1a. Beschreibung des Testmaterials

[0070] Matrixfreie OP-1-Vorrichtungen in Lé6sung wurden verwendet. Die drei bewerteten Lésungskonfigura-
tionen waren: (1) rhOP, zugemischt einer phosphatgepufferten Salzldsung, 8,71 mg OP-1/ml. Die Vorrichtun-
gen wurden in einzelne Réhrchen verpackt. Der geschatzte Bereich des verabreichten Vorrichtungsvolumens
war zwischen 30 pl und 110 pl pro Stelle; (2) rhOP, zugemischt 20 mM Acetatpuffer, pH 4,5, 0,99 mg OP-1/ml.
Die Vorrichtungen wurden in einzelne Réhrchen verpackt, die 130 pl enthielten. Die Vorrichtung wurde in eine
Spritze gezogen. In allen Fallen wurden weniger als 100 pl an jeder Stelle verabreicht. Der geschatzte Bereich
von verabreichtem Implantatvolumen war zwischen 60 pl und 90 pl pro Stelle; und (3) rhOP in Pluronic-Gel,
0,87 mg OP-1/ml. Die Vorrichtung wurde in eine Spritze gepackt. Die Vorrichtung wurde bis zur Verabreichung
an der defekten Stelle gekihlt aufbewahrt (verstrichene Zeit weniger als eine Minute). Jedes Dicke Gel wurde
in allen Fallen unter Verwendung einer Nadel mit grof3er Kalibrierung (18) verabreicht.

[0071] In allen Fallen wurden die Dosierungen kalibriert, um etwa 100 ug rhOP-1 an jeder Bruchstelle zu ver-
abreichen.

[0072] Insgesamt wurden zwdlf erwachsene mannliche While New Zealand-Kaninchen, die zu diesem Zweck
gezlchtet worden waren und die beim Beginn der Untersuchungen mindestens 9 Monate alt waren, verwen-
det. Alle Tiere waren vom Skelett her reif und wogen zwischen 2,4 und 3,0 kg und wurden von Lieferanten mit
USDA-Lizenz bereitgestellt. Die Tiere wurden wahrend einer Quarantaneperiode untersucht, um akute oder
chronische medizinische Zustande auszuschlieRen und wurden radiographisch untersucht, um sich einer ge-
eigneten Grole, Reife des Skeletts zu versichern und das keine offensichtlichen Anormalitaten im Knochenbau
existierten. Spezielle Aufmerksamkeit wurde darauf gerichtet, Tiere von einheitlichem Geschlecht, einheitlicher
GroRe und einheitlichem Gewicht auszuwahlen, um Abweichungen bei der Starke der geheilten Briiche zu be-
schranken. Expertimentelle traverse Briiche wurden unter Verwendung chirurgischer Standardverfahren bila-
teral in der zentralen Ulna von jedem Tier geschaffen. Die linke Ulna diente bei jedem Tier als unbehandelte
Kontrolle. In Kiirze wurden unter Verwendung von aseptischen Standardverfahren bilaterale Briiche induziert,
indem laterale Schnitte von etwa 2,0 cm Lange gemacht wurden und die Freilegung der rechten Ulna wurde
durch scharfe und stumpfe Sektion erreicht. Eine transverse Osteotomie wurde in der Mitte der Ulna unter Ver-
wendung einer elektrischen chirurgischen Sage erzeugt. Die Stelle wurde dann mit resorbierbarem Faden ge-
schlossen. Eine matrixfreie OP-1-Vorrichtung in Losung wurde dann durch die weichen Gewebe in die Bruch-
stelle injiziert. Das Verfahren wurde dann auf der linken Seite wiederholt mit der Ausnahme, dass diese Bruch-
stellen nicht mit einer OP-1-Vorrichtung versehen wurden.

[0073] Den Tieren wurden intramuskular vier Tage lang nach der Chirurgie Antibiotika verabreicht. Die Tiere
wurden nach der Operation in Erholungskafigen gehalten, bis sie bei vollem Bewul3tsein waren und ihr Gewicht
trugen, wonach sie in Standardkafige transferiert wurden und ihnen die uneingeschrankte Bewegung erlaubt
wurde. Die Glieder wurden nicht ruhiggestellt.

[0074] Wochentliche Radiogramme wurden aufgenommen, um das Fortschreiten der Heilung zu beobachten.
Alle Tiere wurden drei Wochen nach der Operation getotet. Alle Ulnae wurden en bloc gewonnen und mecha-
nisch durch Torsion getestet. Die Bruchheilung wurde weiterhin mittels Histologie auf die Qualitat und Menge
von Knochenneubildung und Heilung bewertet.
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[0075] Eine Woche nach der Operation war bei allen Briichen die frihe Knochenneubildung offensichtlich.
Spuren von leicht radiodichtem Material waren entlang den periostealen Grenzen anwesend. Die Menge an
Knochenneubildung war eine Woche nach der Operation bei den Briichen mit matrixfreien OP-1-Vorrichtungen
signifikant groRer als bei den (unbehandelten) Brichen. Zwei Wochen nach der Operation war bei allen Bri-
chen, die mit der matrixfreien OP-1-Vorrichtungen behandelt wurden, ein Fortschreiten der Knochenneubil-
dung offensichtlich. Nach drei Wochen war der Knochenkallus grof3 und die Briiche waren in der Gegenwart
von OP-1 im Wesentlichen oder vollstandig geheilt. Auf der linken (unbehandelten) Stelle war die Bruchstelle
nach drei Wochen jedoch noch offensichtlich und die Menge an gebildetem Kallus weniger.

[0076] Die mittlere Torsionslast bis zum Versagen fir alle Ulnae, die mit einer OP-1 Vorrichtung behandelt
worden waren, war 8,89 + 2,99 N (8) (Mittelwert £+ Standardabweichung (Probengrof3e)). Die mittlere Torsions-
last bis zum Versagen fur unbehandelte Kontrollulna war 7,91 + 2,92 N (9).

[0077] Ein gréReres Volumen an neuem Knochen und eine vollstandige Uberbriickung der Bruchstelle wur-
den bei allen rechten (mit OP-1-Vorrichtung behandelten) Brichen im Vergleich mit links beobachtet. Die Pro-
liferation von Kallus wurde beobachtet, die sich in das weiche Gewebe der behandelten Briiche ausdehnte.
Die linken (unbehandelten) Stellen zeigten einheitlich Proliferation von neuem Knochen an den periostealen
und endostealen Grenzen und friihe Knorpelbildung am Bruch, zeigten aber nicht konsistent vollstandige kno-
chige Uberbriickung des Bruchs.

[0078] Konsistent mit den radiographischen Resultaten, wurde ein gréReres Volumen von neuem Knochen
bei den Stellen beobachtet, die mit OP-1-Vorrichtungen behandelt worden waren.

2. Bruchuntersuchung bei der Ziege

[0079] Noch ein anderes Tiermodell fir die Bewertung der verbesserten Bruchreparatur unter Verwendung
von matrixfreien OP-1-Vorrichtungen ist ein Ziegen-Modell (akuter Bruch des mittleren Schafts der Tibia). Die
Untersuchung vergleicht 0,5 mg OP-1 in Acetatpuffer und 1 mg OP-1 in Acetatpuffer und 1 mg OP-1 prazipitiert
in PBS, unmittelbar nach der Schaffung des Bruchs unter Verwendung von chirurgischen Standardverfahren
injiziert. Die Tiere werden beobachtet und versorgt wie bei den vorstehend beschriebenen Hunde- und Kanin-
chenuntersuchungen und werden typischerweise 2, 4 und 6 Wochen nach der Behandlung getétet.

[0080] Es wird erwartet, dass durch den Einschlufd von matrixfreien knochenbildenden Vorrichtungen bei die-
sen Tieren eine verbesserte Knochenreparatur resultiert, wie bei den Kaninchenuntersuchungen gezeigt.

D. Reparatur von osteochondralen Defekten unter Verwendung matrixfreier OP-1-Vorrichtungen (Referenzbei-
spiel)

1. Osteochondrale Defekte in Kaninchen

[0081] Die folgende Untersuchung zeigt, dass matrixfreie knochenbildende Vorrichtungen sowohl die Repa-
ratur des artikularen Knorpel, der den Knochen lberzieht, als auch die Reparatur des darunter liegenden Kno-
chens verbessern kann. In dieser Untersuchung wurde ein osteochondrales Standarddefektmodell des Kanin-
chens verwendet, um die verschiedenen injizierbaren Formen von OP-1 bei der Heilung dieser Art von Defekt
zu bewerten.

[0082] Matrixfreie Vorrichtungen, die OP-1 enthalten, wurden in zwei verschiedenen injizierbaren Bereitstel-
lungsformulierungen und in einer gefriergetrockneten Formulierung hergestellt. Alle Proben enthielten 125 ug
OP-1. Formulierung 1: 20 mM Acetatpuffer, pH 4,5, mit 5% Mannitol, Gesamtvolumen 50 pl; Formulierung 2:
Suspension in phosphatgepufferter Salzlésung (PBS); und Formulierung 3: gefriergetrocknet in Teilmengen
von einer Probe.

[0083] Insgesamt sechs erwachsene mannliche Kaninchen wurden verwendet. Osteochondrale Defekte mit
einer vollen Dicke von 4 mm im Durchmesser wurden bilateral im Sulcus der Kniescheibe von jedem Tier er-
zeugt, insgesamt 12 Defekte unter Verwendung von chirurgischen Standardverfahren. Der linke Defekt erhielt
eine der drei OP-1-Formulierungen und die Defekte der rechten Seite dienten als unbehandelte Kontrolle. Alle
Tiere wurden zwoIf Wochen nach der Operation getotet und die distalen Schienbeine en bloc entnommen. Die
Defektstellen wurden histologisch und durch Betasten bewertet, wie hier vorstehend beschrieben.

[0084] Bei allen Defekten aulier einem Defekt der PBS-Gruppe zeigt die OP-1-Seite eine signifikante Heilung
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mit Regenerierung von Knochen und Knorpel. Obwohl auch bei den meisten der Kontrolldefekte ohne OP-1
eine Heilung beobachtet werden kann, ist die Reparatur unterlegen; Giblicherweise ist die Heilung des darunter
liegenden Knochens unvollstadndig und es liegt eine signifikante Unterproduktion von Glycosaminoglycanen
(GAG) im Knorpel vor (wie durch leichtes Anfarben mit Toluidin zu sehen ist).

2. Schafmodell

[0085] Reparatur von osteochondralen und chondralen Defekten kann auch in einem Standard-Ziegen- oder
-Schafmodell bewertet werden. Zum Beispiel wird unter Verwendung von chirurgischen Standardverfahren je-
des Schaf in einer Untersuchung an beiden Gelenken des vorderen Knies operiert und es werden zwei Defekte
per Gelenk geschaffen (einer auf dem medialen Kondylus und einer auf dem lateralen Kondylus). Eines der
Gelenke hat einen chondralen Defekt mit standardisierter partieller Dicke (5 mm im Durchmesser) auf jedem
Kondylus, wahrend das andere Gelenk zwei dhnliche, aber tiefere chondralen Defekt mit voller Dicke hat (etwa
1-2 mm im subchondralen Knochen). Ein Gelenk des Tieres wird mit einer matrixfreien knochenbildenden Vor-
richtungsformulierung behandelt und das andere Gelenk wird als unbehandelte Kontrolle gelassen. Jede Grup-
pe hat eine Untergruppe, die friih nach 8 Wochen getotet wird und eine andere, die fiir eine Langzeitbewertung
6—7 Monate gehalten wird. Es wird erwartet, dass die matrixfreien Vorrichtungen, die jede der hier beschriebe-
nen Formulierungen verwendet, die Geschwindigkeit und die Qualitdt der Reparatur sowohl des artikularen
Knorpel als auch des darunter liegenden Knochens erhéhen, in Ubereinstimmung mit den hier vorstehend be-
schriebenen Resultaten.

E. Heilung von segmentalen Defekten unkritischer Grof3e in Hunden unter Verwendung von matrixfreien kno-
chenbildenden Vorrichtungen (Referenzbeispiel)

1. Experiment 2

[0086] Wie bereits in Experiment 1 beispielhaft dargestellt (vgl. Sektion V.A.1.) kdnnen injizierbare Formulie-
rungen von rhOP-1 verwendet werden, um Defekte unkritischer GréRe (d. h. 5 mm, 3 mm, 1,5 mm) zu heilen.
Das folgende Experiment ist eine Erweiterung von Experiment 1 und konzentriert sich auf das Defektmodell
von 3 mm. Wie nachstehend detaillierter beispielhaft dargestellt ist, zeigten Defekte unkritischer Gré3e (3 mm),
die mit rhOP-1 behandelt wurden, eine verbesserte Heilung und extensivere Knochenneubildung. Wie nach-
stehend gezeigt, stellt ein Defekt von 3 mm ein konsistentes und reproduzierbares Modell fir die Bewertung
der Beschleunigung von Prozessen der Bruchreparatur dar.

[0087] Dieses Experiment bewertet die Heilung von Defekten unkritischer GréRRe, die mit zwei OP-1-Formu-
lierungen behandelt werden, rhOP-1 in Acetat/Lactosepuffer (OP/Puffer) und rhOP-1 in einem Carboxymethyl-
cellulose (CMC) (OP/CMC)-Gel etwa vier Wochen nach der Operation. Die nachstehend zusammengefaliten
Resultate zeigen, dass Defekte unkritischer GroRRe, die mit injizierbarem rhOP-1 in CMC-Lésung und in Ace-
tatpufferlésung behandelt wurden, signifikant schneller heilten im Vergleich mit Kontrollen mit CMC und Puf-
fertrager und unbehandelten Kontrollen. Radiographisch zeigten die Defekte in beiden Gruppen mit OP-1-Be-
handlung (OP/CMC und OP/Puffer) eine frihe radiodichte Knochenbildung und Knochenuberbrickung 4 Wo-
chen nach der Operation. Die mit OP/CMC behandelten Defekte waren entlang der lateralen Ulna fast vollstan-
dig gefiillt und Gberspannt mit Knochen nicht einheitlicher Dichte und unter Einbau der Rander des Wirtskno-
chens. Proliferativer neuer Knochen war bei den mit OP/Puffer behandelten Defekten vorhanden. Keiner der
Kontrolldefekte mit Trager (CMC und Puffer allein) zeigte nach 4 Wochen Anzeichen von Knochendefekthei-
lung. Das histologische Aussehen von mit OP/CMC und OP/Puffer behandelten Defekten war ahnlich. Bei den
mit OP behandelten Defekten hatten sich an den Defektrandern und entlang der Knochenhaut der Ulna, die
sich Uber die defekte Stelle erstreckte, signifikante Mengen an neuem Knochen gebildet. Die Uberbriickung
des Knochendefekts war nach dem Zeitabschnitt von 4 Wochen nahezu vollstandig. Mineralisierender Knorpel
und fibréses Gewebe waren bei den mit OP behandelten Defekten vorhanden. Im Gegensatz dazu waren die
Defekte mit Tragerkontrolle mit fibrosem Gewebe gefillt und davon umgeben und hatten minimale Mengen von
Knochenneubildung an den Defektrandern. Durchschnittlich hatten die mit OP/CMC behandelten Defekte nach
4 Wochen eine Torsionsstarke, die 51% der Starke von intakten Ulna war, im Vergleich zu 14% bei den
CMC-Tragerkontrollen. Defekte, die mit der OP/Pufferldsung behandelt wurden, hatten eine mittlere Torsions-
starke, die 44% der Starke von intakten Ulna, wahrend die Defekte mit Pufferkontrolle nur 9% der Torsionsstar-
ke von intakten Ulna erreichten. Die mit OP/CMC und OP/Puffer behandelten Gruppen hatten nach 4 Wochen
(9%) und 8 Wochen (27%) héhere mechanische Starken als die unbehandelten Kontrollen.
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Experimenteller Aufbau

[0088] Die Testproben bestanden aus rekombinantem menschlichem knochenbildendem Protein-1 (rhOP-1)
in einem injizierbaren Verabreichungs-Matrixsystem. Die beiden rhOP-1-Formulierungen und die beiden Kon-
trollen mit nur Trager wurden bewertet und mit zuvor getesteten und berichteten unbehandelten Kontrolldefek-
ten verglichen. Nur Uber zwei dieser drei Formulierungen wird hier berichtet. Eine Formulierung (OP/CMC) be-
stand aus 0,35 mg rhOP-1 in 100 pl Carboxymethylcellulose(CMC)-Gel, und wurde in drei sterilen Spritzen be-
reitgestellt. Eine zweite Formulierung (OP/Puffer) bestand aus 0,35 mg rhOP-1 in 100 pl Acetatpuffer und wur-
de als OP-1-Ldsung bereitgestellt. Die Kontrolle aus nur Trager bestand aus 100 pyl CMC-Gel (CMC-Kontrolle),
die in drei sterilen Spritzen bereitgestellt wurde und aus 100 ul Acetatpuffer (Pufferkontrolle), die als Kontroll-
I6sung bereitgestellt wurde. Proben mit bekannten Mengen und Inhalt wurden von Creative BioMolecules, Inc.
(Hopkinton, MA) hergestellt und geliefert.

[0089] Bilaterale segmentale Defekte der Ulna, 3,0 mm lang, wurden in allen Tieren geschaffen. Die rechten
Defekte erhielten eine der beiden rhOP-1-Formulierungen, so dass drei Stellen von jeder Formulierung unter-
sucht wurden. Die linken Defekte erhielten die Kontrolle mit nur Trager, die kein rhOP-1 enthielt. Es wurden
wdchentliche Radiogramme aufgenommen, um den Fortschritt der Heilung zu untersuchen. Bei der Tétung
wurden alle Ulnae en bloc gewonnen und wurden, wenn ausreichend geheilt, mechanisch durch Torsion ge-
testet. Segmente wurden mittels Histologie auf Gewebeantwort, Qualitdt und Menge an Knochenneubildung
und Ausmalfd an Heilung bewertet. Erwachsene mannliche Mischlingshunde, die fir diesen Zweck geziichtet
worden waren, wurden wegen ihrer Verflgbarkeit, der leichten Behandlung, der anatomischen Gréf3e und we-
gen der bekannten Charakteristika der Knochenreparatur und der Remodellierung bei dieser Untersuchung
verwendet. Alle Tiere waren vom Skelett her reif, wogen zwischen 44 und 63 Pfund (im Mittel 54 Ib) und wurden
von Martin Creek Kennels, USDA Nummer 71-B-108 (Willowford, AK) geliefert. Es wurde insbesondere darauf
Wert gelegt, Tiere von einheitlicher Grof3e und einheitlichem Gewicht auszusuchen, um Unterschiede in der
Knochengeometrie und Belastung zu beschranken.

Chirurgie

[0090] Anasthesie wurde durch intravendse Injektion von Natriumpentothal mit der Dosis von 5,0 mg/Ib Kor-
pergewicht verabreicht. Nach der Induktion wurde ein endotrachealer Tubus plaziert und die Anasthesie mittels
Inhalation von Isofluoran aufrechterhalten. Beide Vorderldufe wurden auf sterile Weise vorbereitet und zurecht-
gelegt. Es wurde ein lateraler Schnitt von etwa 2 Zentimeter Lange vorgenommen und die Freilegung der Ulna
wurde durch stumpfe und scharfe Sektion erreicht. Der Defekt von 3,0 mm wurde in der mittleren Ulna unter
Verwendung einer Stichsage erzeugt. Die Speiche wurde fir mechanische Untersuchungen erhalten und es
wurde keine interne oder externe Fixierung verwendet. Die Stelle wurde mit Salzlésung gespult, um Knochen-
splitter und ausgetretene Markzellen zu entfernen. Die weichen Gewebe wurden sorgfaltig in Schichten um
den Defekt geschlossen. Die geeignete Probenformulierung wurde dann entsprechend dem Behandlungs-
schema in die defekte Stelle injiziert. Die Prozedur wurde dann auf der contralateralen Seite mit der geeigneten
Probe wiederholt.

Radiogramme
[0091] Es wurden wochentlich Radiogramme der Vorderlaufe bis vier Wochen nach der Operation erhalten.
Es wurden Standardaufnahmezeiten und -intensitdten verwendet. Um die radiographischen Resultate zu

quantifizieren wurde jedem Radiogramm ein numerischer Wert zugeteilt, der auf der in Tabelle 5 beschriebe-
nen Bewertungsskala beruhte.
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Tabelle 5
RADIOGRAPHISCHE BEWERTUNGSSKALA
Grad:
Keine Veranderung gegeniiber Aussehen unmittelbar nach der Operation 0
Spur von radiodichtem Material im Defekt 1
Flockige Radiodichte mit Flecken neuer Verkalkung 2
Der Defekt ist zumindest an einem Punkt mit Material nicht einheitlicher Radiodichte | 3

uberbrickt

Der Defekt ist auf der medialen und lateralen Seite des Defekts mit Material nicht ein- | 4
heitlicher Radiodichte Gberbriickt, die Schnittenden des Randes bleiben sichtbar

Wie Grad 3; mindestens einer von vier Randern wird von neuem Knochen verdeckt 5

Der Defekt wird von einheitlichem neuen Knochen Uberbriickt; die Schnittenden des
Randes sind nicht mehr sichtbar

Tdtung

[0092] Die Tiere wurden unter Verwendung einer intravendsen Uberdosis an Barbiturat getétet. Die Ulna und
die Speiche wurden unmittelbar en bloc entnommen und in mit Salzlésung getrankten Windeln plaziert. Beide
Ulnae wurden einer Makrophotographie unterzogen und Kontaktradiogramme aufgenommen. Weiche Gewe-
be wurden sorgfaltig von der defekten Stelle weggeschnitten. Eine wassergekiihlte Sdge wurde verwendet, um
die Ulna in Stlicke einheitlicher Lange von 9 cm zu zersagen, wobei die defekte Stelle in der Mitte der Testprobe
gelegen ist.

Mechanische Testung

[0093] Unmittelbar nach der Sektion, wenn die Heilung durch Beflihlen mit der Hand ausreichend erschien,
wurden Proben auf Versagen bei Verdrehung auf einer MTS hydraulischen Testmaschine mit geschlossenem
Kreislauf (Minneapolis, MN) getestet, die unter Hubkontrolle bei einer konstanten Vorschubrate von 50
mm/Min. gefihrt wurde. Jedes Ende des Knochensegments war in eine zylindrische Aluminiummuffe montiert
und mit Methylmethacrylat einzementiert. Ein Ende war starr fixiert und das andere wurde gegen den Uhrzei-
gersinn gedreht. Da die Ulna des Hundes eine leichte Krimmung hat, wurden die Proben exzentrisch montiert,
um die Drehung der Proben coaxial mit der der Testvorrichtung zu halten. Die Torsionskraft wurde mittels eines
Hebelarms von sechs cm eines servohydraulischen Materialtestsystems Ubertragen. Es wurden gleichzeitig
Aufzeichnungen von der Verdrehung des Implantats vorgenommen, gemessen durch die Hubkontrolle der Ma-
schine, wahrend die Last von der Belastungszelle aufgezeichnet wurde. Die Daten wurden mittels eines Ana-
log-Digital-Wandlers und eines PC und einer online Aufnahmesoftware aufgezeichnet. Es wurden Kurven der
Kraft-Winkel-Verdrehung erzeugt, aus denen das Drehmoment und die Winkeldeformation bis zum Versagen
erhalten wurden, und die Energieaufnahme bis zum Versagen als die Flache unter der Last-Verdrehungskurve
berechnet wurde.

Histologie

[0094] Getestete und nicht getestete Proben wurden fir die histologische Bewertung vorbereitet. Die einzel-
nen Proben wurden unmittelbar nach der mechanischen Testung oder bei nicht getesteten Proben nach der
Sektion durch Eintauchen in 10%-ige gepufferte Formalinldsung fixiert. Auf einer wassergekihlten Diamanten-
sage wurden die Proben durch Durchschneiden der Proben entlang ihrer langen Achse geteilt. Dieses Verfah-
ren resultierte in zwei Portionen von jeder Probe fiir verschiedene histologische Praparationen, einschlief3lich
nicht entkalkter Grundschnitte und nicht entkalkter Mikrotomschnitte.

[0095] Nach der Fixierung wurden die Proben, die fiir die nicht entkalkten Schnitte vorgesehen waren, in gra-
duierten Ethylalkoholldsungen von 70% bis 100% hydriert. Die Proben wurden dann in Methylmethacrylatmo-
nomer plaziert und die Polymerisation zugelassen. Die Grundschnitte wurden durch Schneiden der Proben auf
einer wassergekihlten Mark V CS600-A (East Grandy, CT) Sektionssége hoher Geschwindigkeit in Schnitte
von etwa 700 bis 1.000 Micron Dicke erhalten. Diese Schnitte wurden auf einen Acrylobjekttrager montiert und
unter Verwendung einer metallurgischen Schleifscheibe auf 100 Micron Dicke abgeschliffen und Mikroradio-
gramme wurden unter Verwendung von Standardverfahren aufgenommen. Nach der Mikroradiographie wur-
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den die Schnitte weiter auf etwa 50 Micron abgeschliffen und mit basischem Fuchsin und Toluidinblau fir die
histologische Bewertung angefarbt, die die Qualitat der Verbindung, das Aussehen und die Qualitat des Kno-
chenrands und des gitterférmigen Knochens, die Anwesenheit von Knochenmarkselementen, die Remodellie-
rung des Knochens und die entzlindliche Reaktion bewertete (Tabelle 6).

TABELLE 6

HISTOLOGISCHE BEWERTUNGSSKALA

Qualitat der Verbindung: Grad:

Keine Anzeichen einer fibrosen oder anderen Ver- 0
bindung

fibrése Verbindung

osteochondrale Verbindung

Knochenverbindung

OO DN|~

Knochenverbindung mit Reorganisation der Rander

Randentwicklung:

im Defekt nicht vorhanden

Verdichtung der Grenzen

erkennbare Bildung

intakte Rander, aber nicht vollstandig

Al WIN| 2| O

vollstandige Bildung normaler Rander

Entziindungsreaktion:

ernsthafte Reaktion

ernsthafte/moderate Reaktion

moderate Reaktion

milde Reaktion

Al OOW|IDN—~]O

keine Reaktion
GESAMTPUNKTE: 12

EXPERIMENTELLE ERGEBNISSE
Radiographische Bewertung

[0096] Eine Zusammenfassung der radiographischen Grade fiir jede Stelle wird in Tabelle 7 bereitgestellt. 4
Wochen nach der Operation hatten die Defekte, die mit OP/CMC behandelt waren, einen mittleren radiogra-
phischen Grad von 3 von 6 mdglichen Punkten. Mit OP/Puffer behandelte Defekte hatten einen mittleren radi-
ographischen Grad von 4. Defekte, die mit der CMC-Tragerkontrolle und nur mit Puffer behandelt waren, hatten
im Schnitt endgliltige radiographische Grade von 1,33 und 1,0. Bei beiden Gruppen, die mit OP-1 behandelt
waren, OP/CMC und OP/Puffer, gab es schon drei Wochen nach der Operation Anzeichen von radiodichter
Knochenneubildung in den Defekten und entlang den lateralen Randern des Defekts. Nach vier Wochen hatten
sich in den Defekten und in dem umgebenden subkutanen Gewebe signifikante Mengen an neuem Knochen
gebildet. Die OP/CMC-Defekte waren fast vollstandig gefillt und mit Knochen uneinheitlicher Dichte entlang
der lateralen Grenze der Ulna iberbriickt. Der neue Knochen wurde signifikant mit den defekten Randern ein-
gebaut. In zwei der drei mit OP/Puffer behandelten Defekte blieben die Rander des Wirts sichtbar, obwohl pro-
liferativer neuer Knochen anwesend war. Im Gegensatz dazu war vier Wochen nach der Operation keiner der
OP/CMC- oder OP/Puffer-Defekte vollkommen Uberbriickt oder gefiillt. In der CMC-Kontrollgruppe Uberlagerte
nach drei Wochen friher neuer Knochen die Knochenrander des Wirts und nahm weiterhin an Radiodichte zu.
Erneut zeigten die Pufferkontrolldefekte nach vier Wochen im Gegensatz dazu an den Defektrandern nur ein
leichtes Anwachsen der Radiodichte. Keiner der Kontrolldefekte in den Gruppen zeigte Anzeichen von knochi-
ger Defektheilung.
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TABELLE 7

RESULTATE DER RADIOGRAPHISCHEN BEWERTUNG

Art des Implantats

1 Woche

2 Wochen

3 Wochen

4 Wochen

OP/CMC

o

—_

OP/CMC

OP/CMC

CMC-Kontrolle

CMC-Kontrolle

CMC-Kontrolle

OP/Puffer

OP/Puffer

OP/Puffer

Pufferkontrolle

Pufferkontrolle

Pufferkontrolle

O|lOoO|O|lO0O|O|O|O|O|O|O| O

Ol | Ol Al Al ~|O| ~|O

OP/CMC

0,0£0,0

0,67 + 0,58

2
1
2
1
1
0
2
2
2
0
0
1
1

,67 +0,58

3
3
3
1
2
1
3
4
5
1
1
1
3.

0+0,0

Mittelwert £ St.-Abw. (n)

()

()

®)

®)

CMC-Kontrolle

0,0+£0,0

0,33+ 0,58

0,67 + 0,58

1,33 £0,58

Mittelwert + St.-Abw. (n)

3)

)

®)

()

OP-Puffer

0,0+0,0

1,0+0,0

2,0+0,0

4,0+1,0

Mittelwert + St.-Abw. (n)

(3)

()

®)

()

Pufferkontrolle

0,0£0,0

0,0£0,0

0,33 +0,58

1,0+0,0

Mittelwert £ St.-Abw. (n)

3)

()

@)

®)

OP/CMC = 0,35 mg rhOP-1 in 100 pyl CMC-Gel
CMC-Kontrolle = 100 yl CMC-Tragergel allein

OP/Puffer = 0,35 mg rhOP-1 in 100 pl Acetatpufferlésung
Pufferkontrolle = 100 pl Acetatpuffertragerldsung allein
OP/CMC - 4 Wochen

[0097] Eine Woche nach der Operation gab es bei keinem der OP/CMC-Defekte Veranderungen beim radio-
graphischen Aussehen. Nach 2 Wochen waren Spuren von radiodichten Gebieten an den abgeschnittenen
Knochenenden vorhanden. Nach 3 Wochen war ein Anwachsen von Radiodichte von neuem Knochen zu be-
obachten, der sich in den Defekten und entlang den lateralen Defektrandern bildete. Ein Defekt zeigte Anzei-
chen von friiher knochiger Uberbriickung. Nach 4 Wochen hatten die OP/CMC-Defekte eine signifikante Men-
ge an radiodichtem neuen Knochen in dem Defekt. Die Defekte waren entlang der lateralen Grenze der Ulna
fast vollstdndig mit Knochen nicht einheitlicher Dichte gefullt und tberbrickt. Neuer Knochen wurde signifikant
mit den Defektrandern eingebaut. Keiner der mit OP/CMC behandelten Defekte war 4 Wochen nach der Ope-
ration vollstandig mit neuem Knochen gefilllt oder solide davon Uberbruckt. Der letztliche radiographische Grad
fur jeden Defekt war 3 von 6 moglichen Punkten (Mittelwert 3,0 + 0,0, n = 3).

CMC-Kontrolle — 4 Wochen
[0098] Zwei Wochen nach der Operation gab es keine signifikanten Veranderungen beim radiographischen
Aussehen der CMC-Kontrolldefekte. Nach 3 Wochen begannen bei 2 von 3 Defekten die Rander des Wirts mit
neuem Knochen Uberlagert zu werden. Nach 4 Wochen zeigten die CMC-Defekte ein gewisses Anzeichen der
Aktivitat fir neuen Knochen an den Defektrandern, aber kein Anzeichen von knochiger Defektheilung. Die
letztlichen radiographischen Grade waren 1, 2 und 1 von 6 mdglichen Punkten (Mittelwert 1,33 £ 0,58, n = 3).
OP/Puffer — 4 Wochen

[0099] Eine Woche nach der Operation gab es bei keinem der mit OP/Puffer behandelten Defekte Verande-
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rungen beim radiographischen Aussehen. Zwei Wochen nach der Operation waren Spuren von radiodichten
Gebieten in den OP/Puffer-Defekten und entlang den Defektgrenzen anwesend. Eine signifikante Knochen-
neubildung wurde auch in den subkutanen Geweben um die Defekte gesehen. Nach 3 Wochen erschienen
Flocken an neuem Knochen in den Defekten und in den dartiberliegenden weichen Geweben bildete sich neu-
er Knochen. Nach 4 Wochen gab es ein signifikantes Anwachsen bei der Bildung von radiodichtem neuen Kno-
chen, der die mit OP-1 behandelten Defekte flllte und uberbrickte. In zwei von drei Defekten blieben die Ran-
der sichtbar, obwohl proliferativer neuer Knochen die Defekte flllte und Gberbriickte. Keiner der mit OP/Puffer
behandelten Defekte war zum Zeitpunkt der Totung nach 4 Wochen vollstandig gefillt mit neuem Knochen
oder davon solide Uberbriickt. Die letztlichen radiographischen Grade waren 3, 4 und 5 von 6 mdglichen Punk-
ten (Mittelwert 4,0 £ 1,0, n = 3).

Pufferkontrolle — 4 Wochen

[0100] 3 Wochen nach der Operation gab es bei keinem der nur mit der Pufferkontrolle behandelten Defekte
signifikante Veranderungen beim radiographischen Aussehen. Nach 4 Wochen wurde eine Erhdhung bei der
Radiodichte an den Randern beobachtet, obwohl keine Anzeichen der Defektheilung evident waren. Der letzt-
liche radiographische Grad fur jede Stelle war 1 von 6 méglichen Punkten (Mittelwert 1,0 £ 0,0, n = 3).

Grobe Beobachtungen

[0101] OP-1-Defekte: Alle mit OP/CMC und OP/Puffer behandelten Defekte waren manuell stabil und hatten
sichtbar eine Masse von Knochenneubildung an der Defektstelle.

[0102] Tragerkontrolldefekte: Keiner der CMC- und nur Pufferkontrolldefekte war nach 4 Wochen manuell sta-
bil, obwohl alle mechanisch getestet wurden.

Mechanische Testung
[0103] Eine Zusammenfassung der mechanischen Testresultate erscheint in Tabelle 8
OP/CMC

[0104] 4 Wochen nach der Operation war die mittlere Belastung bis zum Versagen von Defekten von 3 mm,
die mit OP/CMC behandelt waren, 33,08 + 16,41 N (n = 3). Dies bedeutet 51% der Kraft von intakten Kontrol-
len, die zuvor getestet wurden. Die mittlere Winkeldeformation war 31,13 £ 15,32 Grad. Die mittlere Energie,
die bis zum Versagen aufgenommen wurde, war 41,64 + 30,52 Nm-Grad.

CMC-Kontrolle

[0105] 4 Wochen nach der Operation war die mittlere Belastung bis zum Versagen von Defekten von 3 mm,
die mit CMC-Kontrolle behandelt waren, 9,32 + 16,41 N (n = 3). Dies bedeutete 14% der Kraft von intakten
Kontrollen, die zuvor getestet wurden. Die mittlere Winkeldeformation war 33,36 + 25,95 Grad. Die mittlere En-
ergie, die bis zum Versagen aufgenommen wurde, war 10,53 + 8,62 Nm-Grad.

OP/Puffer

[0106] 4 Wochen nach der Operation war die mittlere Belastung bis zum Versagen von Defekten von 3 mm,
die mit OP/Puffer behandelt waren, 29,03 + 16,79 N (n = 3). Dies bedeutet 44% der Kraft von intakten Kontrol-
len, die zuvor getestet wurden. Die mittlere Winkeldeformation war 36,14 £ 14,71 Grad. Die mittlere Energie,
die bis zum Versagen aufgenommen wurde, war 37,87 + 27,73 Nm-Grad.

Pufferkontrolle
[0107] 4 Wochen nach der Operation war die mittlere Belastung bis zum Versagen von Defekten von 3 mm,
die mit Pufferkontrolle behandelt waren, 5,62 + 1,65 N (n = 3). Dies bedeutet 9% der Kraft von intakten Kon-

trollen, die zuvor getestet wurden. Die mittlere Winkeldeformation war 24,91 + 12,03 Grad. Die mittlere Ener-
gie, die bis zum Versagen aufgenommen wurde, war 3,94 + 4,12 Nm-Grad.
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TABELLE 8

MECHANISCHE TESTRESULTATE
Implantat Maximale Drehmo- Prozent in- Winkelbil- Bis zum Ver-

Belastung ment (Nm) takte Kon- dung sagen ab-

bis zum Ver- trolle (%) sorbierte En-

sagen (N) ergie

(Nm-Grad)
OP/CMC 49,37 2,96 75,65 35,72 63,57
OP/CMC 16,56 0,99 25,37 14,04 6,78
OP/CMC 33,32 2,00 51,05 43,62 54,56
MITTELWERT + STAN- 33,08 = 1,99 £ 0,98 50,69 * 31,13 41,64
DARDABWEICHUNG 16,41 25,14 15,32 30,52
CMC-Kontrolle 12,81 0,77 19,63 33,26 14,06
CMC-Kontrolle 11,00 8,00 16,85 59,35 16,83
CMC-Kontrolle 4,14 0,25 6,34 7,46 0,70
MITTELWERT + STAN- 9,32 +4,57 3,01 +4,33 14,27 +7,01 | 33,36 10,53 + 8,62
DARDABWEICHUNG 25,95
OP/Puffer 32,47 1,95 49,75 50,11 55,91
OP/Puffer 43,83 2,63 67,15 37,53 51,77
OP/Puffer 10,79 0,65 16,53 20,78 5,94
MITTELWERT £ STAN- 20,03 = 1,74 £ 1,01 44,48 + 36,14 37,87
DARDABWEICHUNG 16,79 25,72 14,71 27,73
Pufferkontrolle 4,82 0,29 7,38 11,12 0,73
Pufferkontrolle 4,53 0,27 6,94 30,32 2,50
Pufferkontrolle 7,52 0,45 11,52 33,29 8,59
MITTELWERT + STAN- 5,62 + 1,65 0,34 £ 0,10 8,62 + 2,53 2491 + 3,94 +4,12
DARDABWEICHUNG 12,03
Histologie

[0108] Eine Zusammenfassung der Resultate der histologischen Bewertung ist in Tabelle 9 dargestellt. Von
12 Gesamtpunkten war der mittlere histologische Grad der Defekte, die mit OP/CMC behandelt waren, 7,00 +
0,87. Der mittlere histologische Grad der CMC-Kontrolldefekte war 4,50 + 0,87. Die mittleren histologischen
Grade der OP/Pufferdefekte und der Pufferkontrollen waren 6,08 + 0,14 und 4,0 £ 1,0.

OP/CMC

[0109] Die Behandlung resultierte nach vier Wochen in einer friihen osteochondralen Uberbriickung mit Ge-
bieten an mineralisierendem Knorpel. In mit OP/CMC behandelten Defekten wurde eine signifikante Knochen-
neubildung in den periostealen und endostealen Bereichen der Ulna beobachtet, die sich iber die Grenzen
des Defekts ausbreitete. Gebiete von mineralisierendem Knorpel und etwas fibréses Gewebe waren in den De-
fekten vorhanden. Die Uberbriickung der Defekte war nach vier Wochen nicht erreicht. Die Rander des Wirts
blieben sichtbar, obwohl es Anzeichen des Einbaus von neuem Knochen und Remodellierung gab.

CMC-Kontrolle

[0110] Nach vier Wochen wurde in den CMC-Kontrolldefekte keine vollstandige knochige Heilung beobach-
tet. Die Kontrolldefekte resultierten in fibrésen Verbindungen mit keinen Anzeichen von knochiger Uberbri-
ckung. Es wurde beobachtet, dass fibroses Gewebe und mineralisierender Knorpel die Defekte fillten und um-
gaben. Sehr kleine Mengen an neuem Knochen hatten sich entlang der Knochenhaut der Ulna und am der
endostealen Region der Ulna in der Ndhe der Rander des Wirts gebildet. Es wurden Anzeichen an Resorption
des Rands des Wirts an den Enden des Defekts beobachtet.
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OP/Puffer

[0111] Behandelte Defekte wurden mit mineralisierendem Knorpel und fibrésem Gewebe gefiillt. In den en-
dostealen und periostealen Regionen der Ulna in der Nahe der Grenzen des Defekts bildete sich neuer Kno-
chen und friihe Zeichen von Uberbriickung mit neuem Knochen waren evident, obwohl keiner der Defekte voll-
kommen Uberbrickt war. Die Knochenrander des Wirts zeigten Anzeichen von Einbau mit neuem Knochen,
wurden aber nach vier Wochen nicht vollig Gberdeckt. Es wurde eine gewisse Remodellierung der Knochen-
rander des Wirts und eine friihe Verdichtung entlang der Grenzen des neuen Knochens beobachtet. Neuer
Knochen bildete sich auch in den subkutanen Gewebeschichten, die die defekte Stelle iberlagerten und sich
Uber die Defektgrenzen erstreckten.

Pufferkontrolle

[0112] In keinem der Pufferkontrolldefekte wurde vier Wochen nach der Operation vollstandige knochige Hei-
lung beobachtet. Nicht behandelte Defekte zeigten fibrése Verbindungen mit keinen Anzeichen von knochiger
Uberbriickung; es wurde fibréses Gewebe beobachtet, das die Defekte flillte und sie umgab. Andere nicht be-
handelte Defekte zeigten kein Anzeichen einer fibrdsen oder anderen Verbindung. Sehr wenig Knochenneu-
bildung wurde bei den Pufferkontrolldefekten beobachtet. Endostealer neuer Knochen erstreckte sich aus der
Markhéhle der Ulna und entlang den lateralen Defektgrenzen bildete sich periostealer neuer Knochen. Die
Knochenenden des Wirts waren sichtbar mit Anzeichen von Randresorption.

TABELLE 9

RESULTATE DER HISTOLOGISCHEN BEWERTUNG

Qualitat der Randentwick- Entzindungs- Gesamtbewer-

Verbindung lung reaktion tung
Implantat
OP/CMC 1,5 1 4 6,5
OP/CMC 3 1 4 8
OP/CMC 1,5 1 4 6,5
MITTELWERT + STANDARDAB- | 2,0 £ 0,87 1,0£0,0 4,0+£0,0 7,0+0,87
WEICHUNG
CMC-Kontrolle 1 0 4 5
CMC-Kontrolle 1 0 2,5 3,5
CMC-Kontrolle 1 0 4 5
MITTELWERT + STANDARDAB- | 1,0+0,0 0,0+0,0 3,50 £ 0,87 4,50 £ 0,87
WEICHUNG
OP/Puffer 1,25 1 4 6,25
OP/Puffer 1 1 4 6
OP/Puffer 1 1 4 6
MITTELWERT = STANDARDAB- | 1,08 £ 0,14 1,0+0,0 4,0+0,0 6,08 + 0,14
WEICHUNG
Pufferkontrolle 1 0 2 3
Pufferkontrolle 1 0 4 5
Pufferkontrolle 0 0 4 4
MITTELWERT = STANDARDAB- | 0,67 £ 0,58 0,0+£0,0 3,33+1,15 40+1,0
WEICHUNG

2. Experiment 3
[0113] Von rekombinantem menschlichem knochenbildendem Protein-1 (rhOP-1), wenn implantiert in Kom-

bination mit Knochenkollagenmatrix, wurde gezeigt, dass es diaphyseale segmentale Defekte kritischer Groflie
in Tieren durch die Bildung von neuem Knochen heilt, der biologisch und biomechanisch funktionell ist. Der
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Zweck dieser Untersuchung war die Bewertung der Wirksamkeit von matrixfreien injizierbaren Formulierungen
von rhOP-1 fir die Beschleunigung der Knochenheilung in einem Hundemodell fur Defekte unkritischer GroRe.

[0114] Bilaterale osteoperiosteale segmentale Defekte von 3,0 mm Lange wurden in der mittleren Ulna von
18 erwachsenen mannlichen Mischlingshunden erzeugt. Die Speiche wurde ohne zuséatzliche Fixierung wegen
der mechanischen Stabilitdt erhalten. Weiche Gewebe wurden vor der Injektion von rhOP-1 geschlossen.
Neun Tiere erhielten rhOP-1-Formulierungen in einen Defekt und die Tragerkontrollen in den contralateralen
Defekt und sie wurden 4 Wochen nach der Operation getdtet. Neun unbehandelte Kontrolldefekte wurden in
Zeitrdumen von 4, 8 und 12 Wochen fir den Vergleich mit der rhOP-1-Behandlung bewertet. In regelmaRigen
Abstanden wurden Radiogramme aufgenommen, um das Fortschreiten der Heilung zu untersuchen. Bei der
Tétung wurden alle Ulnae durch Torsion mechanisch getestet, ob die Heilung ausreichend war. Nicht entkalkte
histologische Schnitte wurden fir die Qualitat und Menge an Knochenneubildung und das Ausmalf} an Heilung
bewertet.

[0115] Radiographisch war die Knochenneubildung schon zwei Wochen nach der Operation in mit rhOP-1 be-
handelten Defekten evident und nach 4 Wochen Uberbriickte neuer Knochen den Defekt. Im Gegensatz dazu
zeigten Stellen mit Tragerkontrollen 4 Wochen nach der Operation wenig oder keine Knochenbildung. Dartiber
hinaus waren die Torsionsstarken von mit rhOP-1 behandelten Defekten nach 4 Wochen signifikant groRer als
mit Trager behandelte oder unbehandelte Kontrollen. Weiterhin waren die Torsionsstarken von behandelten
Defekten nach 4 Wochen praktisch gleich der Starke von nicht behandelten Kontrollen nach 12 Wochen. Eine
eindeutige Beschleunigung der Defektheilung und der Knochenbildung resultierte aus der Behandlung mit
rhOP-1. Die histologischen Befunde korrelierten mit den radiographischen und mechanischen Testergebnis-
sen.

[0116] Die Resultate dieser Untersuchung bestatigen, dass knochenbildende Proteine, die in Defekte unkriti-
scher GroRe injiziert werden, die Defektheilung beschleunigen kénnen, einschlieBlich Kallusbildung am Bruch
und Bildung von Uberbriickendem Knochen. Defekte, die mit rhOP-1 behandelt wurden, bildeten neuen Kno-
chen signifikant schneller und stellten die Starke und Steifheit des Bruchs friiher wieder her als unbehandelte
Kontrollen.

[0117] Zusammenfassend hat die Fahigkeit der hier vorstehend beschriebenen matrixfreien Vorrichtungen,
die Defektreparatur zu verbessern, einschliellich der Beschleunigung der Rate und der Verbesserung der
Qualitat von neu gebildetem Knochen, Auswirkungen fiir die Verbesserung der Knochenheilung bei betroffe-
nen Individuen wie Diabetikern, Rauchern, fettleibigen Individuen, alten Individuen, von Osteoporose betroffe-
nen Individuen, Benutzern von Steroiden und anderen, die wegen eines erworbenen oder angeborenen Zu-
stands eine reduzierte Fahigkeit haben, Knochenbriiche zu heilen, einschlie3lich Individuen mit gestértem
BlutfluB zu ihren Extremitaten. Solche Individuen erleben eine gestorte Heilung, was von einer reduzierten Fa-
higkeit resultiert, Vorlauferzellen zu férdern, und erleben Nekrose und/oder Sepsis.

[0118] Die hier offenbarten Verfahren und Formulierungen stellen durch beschleunigte Knochenbildung eine
verbesserte Knochenbildung bereit. Spezifisch kann bei Befolgung der hier offenbarten Verfahren und Proto-
kolle die Rate der Knochenbildung, einschlieBlich Bildung von Knochenkallus und Uberbriickung, beschleunigt
werden. Wie hier beispielhaft dargestellt, erfolgt die Briickenbildung schneller und in einem kurzeren Zeitrah-
men, was die stabilere Knochenbildung zulaflt, und dabei die biomechanische Starke von sich neu bildendem
Knochen verbessert.

[0119] Es ist auf dem Fachgebiet bekannt, dass die Kallusbildung eine Stufe in dem vielstufigen Heilungspro-
zess ist, der in der Knochenbildung kulminiert. Spezifisch umfasst der Heilungsprozess funf Stufen: Ereignis,
Entzindung, Bildung von weichem Kallus, Bildung von hartem Kallus und Remodellierung. Das Ereignis be-
ginnt mit der Einleitung des Bruchs und geht weiter, bis die Energie vollig verteilt ist. Das Entziindungsstadium
ist durch Hdmatombildung an der Bruchstelle charakterisiert, Knochennekrose an den Enden der Fragmente
und einem Entziindungsinfiltrat. Granulationsgewebe ersetzt nach und nach das Hamatom, Fibroblasten pro-
duzieren Kollagen und Osteoclasten beginnen, nekrotischen Knochen zu entfernen. Das Abflauen von
Schmerz und Schwellung markiert den Beginn der dritten Stufe des weichen Kallus. Diese Stufe ist durch eine
erhdhte Vaskularisierung und reichliche Bildung von neuem Knorpel charakterisiert. Das Ende der Stufe des
weichen Kallus geht einher mit der Verbindung der Fragmente durch fibréses oder Knorpelgewebe. Wahrend
der vierten Stufe oder der des harten Kallus wandelt sich der Kallus in Geflechtknochen um und erscheint kili-
nisch geheilt. Die letzte Stufe des Heilungsprozesses umfasst die langsame Remodellierung von Geflecht- zu
Lamellenknochen und die Rekonstruktion des medullaren Kanals (vgl. "Current Diagnosis & Treatment in Or-
thopedics," Hrsg. H. B. Skinner (LANGE Medical Book Publ.)).
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F. Reparatur von chondralen Defekten mit matrixfreien knochenbildenden Vorrichtungen (Schaf)
1. Experiment 1

[0120] Unter Verwendung von ahnlichen Verfahren und Materialien wie vorstehend beschrieben (vgl. die ent-
sprechenden Teile von D.2) wurde die folgende Untersuchung durchgefihrt, um weiter hin zu zeigen, dass das
beispielhafte knochenbildende Protein OP-1, wenn es in einer matrixfreien Vorrichtungen verabreicht wird, die
aktive Knorpelbildung und die Reparatur von chondralen Defekten in gewichttragenden Gelenken induzieren
kann.

[0121] Wie bereits vorstehend beschrieben ist ein Defekt eine strukturelle Zerstérung des Knorpels und kann
die Konfiguration eines Hohlraums annehmen, eines dreidimensionalen Defekts, wie zum Beispiel einer Liicke,
einer Hohle, eines Lochs oder einer anderen substantiellen Zerstérung der strukturellen Integritat. Defekte im
artikularen Knorpel kénnen sich durch die gesamte Tiefe des artikularen Knorpel erstrecken und/oder in den
Knochen unter dem Knorpel (osteochondrale Defekte) oder die Defekte kdnnen oberflachlich sein und be-
schrankt auf das Knorpelgewebe selbst (chondrale oder subchondrale Defekte).

[0122] Am Anfang erfahrt beschadigte Knorpelmatrix einen Abbau durch Metalloproteinasen, die durch zellu-
lare Bestandteile in der Nahe freigesetzt werden. Der proteolytische Abbau befreit von beschadigten Matrix-
komponenten und setzt dabei anabolische Cytokine frei, die in der Matrix eingeschlossen sind. Wie es gegen-
wartig verstanden wird, stimulieren von der Matrix freigesetzte Cytokine die Proliferation von Chondrocyten
und, was wichtig ist, die Synthese einer neuen makromolekularen Matrix. Die Anwesenheit von Zusammenla-
gerungen von proliferierenden Chondrocyten, wie mikroskopisch bestimmt, ist einer der ersten Indikatoren der
Reparaturantwort des Knorpels. Vermutlich wirkt diese Reparatur der katabolischen Wirkung der Proteasen
entgegen und stabilisiert das Gewebe durch erhéhte Matrixsynthese.

[0123] Der artikulare Knorpel und die Reparatur des artikularen Knorpel sind durch Standardverfahren der
Histologie und Histochemie leicht zu untersuchen. Diese Verfahren sind im Fachgebiet bekannt und umfassen
mikroskopische Untersuchungen von Schnitten von Knorpel, die durch eines einer Zahl von histochemischen
Farbemitteln gefarbt sind, einschlieBlich, aber nicht beschrankt auf, Toluidinblau, Hdmatoxylin und Eosin, von
Kossa, Safranin O und Masson's Trichromfarbe. Nach der Anwendung von verschiedenen Farbstoffen kann
der Durchschnittsfachmann die Reparaturantwort des Knorpels durch die Identifikation von proliferierenden
Chondrocyten und die Bestimmung der Qualitat und Menge an Matrix wie Kollagen und Proteoglycanen be-
werten, die von den Chondrocyten synthetisiert werden.

[0124] Wie hier verwendet, betrifft artikuldrer Knorpel spezifisch Hyalin-Knorpel, ein nicht vaskulares, nicht
mineralisiertes Gewebe, welches die artikulierenden Oberflachen der Teile von Knochen in Gelenken bedeckt.
Unter physiologischen Bedingungen liegt artikularer Knorpel Gber stark vaskularem mineralisiertem Knochen,
der als subchondraler Knochen bezeichnet wird. Artikularer Knorpel ist durch spezialisierte knorpelbildende
Zellen charakterisiert, Chondrocyten genannt, die eingebettet sind in eine extrazellulare Matrix, die Fasern von
Kollagen (vorwiegend Typ Il Kollagen, ebenso wie die seltenen Typen wie die Typen IX und Xl) umfasst, ver-
schiedene Proteoglycane, einschlief3lich Glycosaminoglycane, andere Proteine und Wasser.

[0125] In dieser Untersuchung wurden Schafe als ein Modell zur Bewertung der Reparatur von chondralen
Defekten von 1-2 mm Gesamttiefe x 7 mm Gesamtdurchmesser auf der gewichttragenden kondylaren Ober-
flache des Knies verwendet. Die Defekte waren chondrale Defekte partieller Tiefe und umfassten nicht den
subchondralen Knochen, was durch das Fehlen einer Blutung nach der Schaffung des Defekts evident war.
Eine weitere Bestatigung wurde durch die Histologie von diinnen Schnitten zum Zeitpunkt der Tétung erhalten;
die Defekte erstreckten sich nicht in den subchondralen Knochen.

[0126] Das experimentelle Protokoll wird in Tabelle 10 bereitgestellt. Unter Verwendung von standardisierten
Chirurgieverfahren wurde ein Defekt 2 mm Gesamttiefe x 7 mm Gesamtdurchmesser auf der gewichttragen-
den kondylaren Oberflache des rechten und linken Knies chirurgisch gemacht. Das rechte Knie diente als Kon-
trollknie. Eine fliissige matrixfreie OP-1-Vorrichtung (50 oder 250 pg OP-1) in 20 mM Natriumacetat, pH 4,5,
wurde entweder als ein einziger Bolus mittels Injektion in das intraartikulare Gelenk verabreicht oder intermit-
tierend mittels einer lokal implantierten subkutanen Minipumpe (ALZET® 2002, ALZA Scientific Products, Palo
Alto, CA) verabreicht (0,5 pl pro Stunde fiir 2 Wochen Dauer; insgesamt 200 pl). Zahlreiche geeignete Mini-
pumpen sind leicht verfiigbar und werden vom Durchschnittsfachmann routinemafig fiir die Verabreichung von
pharmazeutischen und/oder therapeutischen Mitteln verwendet; der Durchschnittsfachmann wird die bevor-
zugte Art und Rate der Verabreichung unter den Umstanden einschatzen kénnen. Die Heilung der chondralen
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Defekte wurde mit histologischen und histochemischen Standardverfahren bewertet.

Tabelle 10
Reparatur von chondralem Defekt beim Schaf
Gruppe Linkes Knie (matrixfreie Vorrichtung) Rechtes Knie (Kontr.)
I 50 pg OP-1 Kein Rx
Il 250 ug OP-1 Kein Rx
[l 50 pg OP-1 mittels Minipumpe Trager mittels Minipumpe
v 250 pg OP-1 mittels Minipumpe Trager mittels Minipumpe

[0127] Die bisher gesammelten Daten einer 3-monatigen Untersuchung mit Minipumpe (Gruppe Il und 1V)
offenbaren, dass matrixfreie OP-1-Vorrichtungen die Knorpelbildung und die anschlieBende Reparatur von
chondralen Defekten induzieren kénnen. Nach zwolf Wochen wurde bei den Kontrolldefekten nur wenig Hin-
weise flr die chondrale Defektreparatur beobachtet. Mittels der histologischen und histochemischen Standard-
bewertung wurde jedoch in dem mit matrixfreiem OP-1 behandelten Tier sowohl die Bildung von neuem Knor-
pel als auch die Fusion von altem und neuem Knorpel beobachtet. Unter Verwendung von im Stand der Tech-
nik anerkannten histologischen und histochemischen Indizes als MaR fur die chondrale Reparatur, stimulierte
OP-1 das Einwachsen von synovialen Zellen in das defekte Gebiet. Diese Zellen differenzierten zu Proteogly-
can-reichen artikuldren Chondrocyten voller Dicke und davon resultierte die Reparatur des chondralen De-
fekts.

[0128] Die Heilung eines Knorpeldefekts partieller Dicke ohne Beteiligung von subchondralem Knochen in ei-
nem erwachsenen Tier ist ohne Prazedenzfall und zeigt, dass die aktive Knorpelbildung eine Eigenschaft des
Reparaturprozesses ist, der von einer matrixfreien knochenbildenden Vorrichtung induziert wird. Aus diesen
Untersuchungen wird geschlossen, dass eine matrixfreie knochenbildende Vorrichtung verwendet werden
kann, um chondrale Defekte in vivo zu reparieren. Es ist insbesondere wichtig, dass eine solche Reparatur an
einem gewichttragenden Gelenk in einem groRen Tiermodell wie dem Schaf vorkommen kann.

[0129] Andere Untersuchungen der Reparatur von chondralen Defekten unter Verwendung von matrixfreien
OP-1-Vorrichtungen (zum Beispiel die Experimente, die vorstehend in Gruppe | und Il dargestellt sind) sind ge-
genwartig noch in der Durchfihrung. Es werden ahnliche Ergebnisse erwartet wie die, die mit dem vorstehend
beschriebenen experimentellen Beispiel der Verabreichung mit einer Minipumpe erhalten wurden, das heil}t,
es wird erwartet, dass ein einziger Bolus von injizierbarer matrixfreier Vorrichtung in das intraartikulare Gelenk
einen chondralen Defekt in gewichttragenden Gelenken repariert.

G. Alternative Verfahren zur Heilung von segmentalen Defekten unkritischer GréRe unter Verwendung von ma-
trixfreien knochenbildenden Vorrichtungen (Referenzbeispiel)

1. Experiment 1: Die Wirkungen der verzégerten Verabreichung von matrixfreier knochenbildender Vorrichtung
auf die Reparatur von Defekten unkritischer Grofe (Hunde)

[0130] Der Zweck dieser Untersuchung war die Beurteilung der Heilung von Defekten unkritischer GroRe, die
zu verschiedenen verzégerten Verabreichungszeiten nach der Verletzung mit matrixfreien OP-1-Vorrichtungen
behandelt wurden. Die nachstehend beispielhaft dargestellte besondere Vorrichtung ist eine injizierbare For-
mulierung der matrixfreien knochenbildenden Vorrichtung. Es wird erwartet, dass andere Ausfiihrungsformen
der Vorrichtung ahnliche Resultate ergeben.

[0131] In Kirze sind die experimentellen Beobachtungen wie folgt: im Allgemeinen heilten segmentale De-
fekte unkritischer GroRRe, die mit matrixfreien OP-1-Vorrichtungen behandelt wurden, 4 Wochen nach der Ver-
letzung in signifikant hdherem Malf im Vergleich mit Kontrollen mit injizierbarem Trager. Von besondere Signi-
fikanz sind die unerwarteten Resultate, die anzeigen, dass mindestens ein Indiz flir die Defektheilung, speziell
die erhéhte mechanische Starke der Ulna, durch die Manipulation der Zeit nach der Verletzung, zu der die ma-
trixfreien OP-1-Vorrichtungen verabreicht werden, erhéht werden kann.

[0132] Zum Zwecke dieses Experiments und wie hier verwendet, bedeutet Verletzung das zufallige Auftreten

eines Defekts (wie ein unerwarteter physischer Unfall, der im Auftreten von Defekten unkritischer GréRRe resul-
tiert), das beabsichtigte Auftreten eines Defekts (wie die chirurgische Manipulation, die im Auftreten von De-
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fekten unkritischer GroRe resultiert), oder nicht traumatisch induzierte Defekte, die von einer oder von mehre-
ren der folgenden Krankheiten oder Stérungen verursacht sein kdnnen: Sauerstoffmangel; Ischamie; primare
und metastatische Tumorbildung; infektidse Krankheiten; entziindliche Krankheiten; sogenannte Kollagener-
krankungen (einschlieRlich Defekten der Kollagensynthese, des Kollagenabbaus oder bei normaler Matrix);
angeborene, genetische oder Entwicklungskrankheiten; Ernahrungskrankheiten; metabolische Krankheiten;
idiopathische Krankheiten; und Krankheiten in Zusammenhang mit abnormer mineralischer Homdostase, um
nur einige zu nennen.

[0133] Einige der hier beispielhaft dargestellten Verfahren beinhalten den Schritt der Verabreichung einer ma-
trixfreien Vorrichtung an einer defekten Stelle nach dem Beginn des Heilungsprozesses; die Stufen des Hei-
lungsprozesses und die damit verbundenen physiologischen Ereignisse wurden friiher beschrieben. Ein ande-
res der Verfahren umfasst den Schritt der Verabreichung einer matrixfreien Vorrichtung an einer defekten Stelle
wahrend der Reifung der endogenen Matrix an der Stelle; die Ereignisse, die mit der endogenen Matrixbildung
wahrend der endochondralen Knochenbildung einhergehen, wurden auch friher beschrieben. In einer gegen-
wartig bevorzugten Ausflihrungsform stellt die vorliegenden Erfindung die Verwendung einer matrixfreien Vor-
richtung fur die Herstellung eines Medikaments fiir die Reparatur eines Knochendefekts, eines chondralen De-
fekts oder eines osteochondralen Defekts bereit, die den Schritt der Verabreichung einer matrixfreien Vorrich-
tung zu Zeiten nach der Verletzung umfassen, die verzdgert sind. Solche Verzdégerungen kénnen kurzfristig
sein, mittel- oder langfristig, wie nachstehend beschrieben. Das Ausmal3, um das die Verabreichung verzogert
ist, hangt von den Umsténden ab und der Durchschnittsfachmann wird leicht die Bedeutung davon verstehen.

[0134] Wie nachstehend gezeigt ist die verbesserte Heilung und Defektreparatur das Ergebnis der Verabrei-
chung einer matrixfreien Vorrichtung an einer defekten Stelle nach Ablauf von bestimmten Zeitrdumen nach
der Verletzung. Zum Beispiel kann die verzdgerte Verabreichung Zeiten von mindestens 0,5 Stunden bis zu
mindestens 6 Stunden nach der Verletzung umfassen; in einer anderen Ausfuihrungsform kénnen die verzo-
gerten Verabreichungszeiten Zeiten von mindestens 6 Stunden bis zu 24 Stunden umfassen, oder von min-
destens 24 Stunden bis zu 48 Stunden nach der Verletzung. In einer gegenwartig bevorzugten Ausfihrungs-
form ist die Verzdgerung mindestens 6 Stunden. Andere Verabreichungzeiten nach der Verletzung werden
durch die vorliegenden Erfindung ebenfalls in Betracht gezogen. In gewissen anderen gegenwartig bevorzug-
ten Ausfihrungsformen kénnen die verzogerten Verabreichungszeiten von mindestens 48 Stunden bis zu min-
destens 72 Stunden nach der Verletzung betragen. In noch anderen Ausflihrungsformen kénnen die Verabrei-
chungszeiten signifikant Gber 72 Stunden hinausreichen, d. h. knochenbildende Vorrichtungen kénne an der
defekten Stelle erst in der Stufe der Remodellierung der Knochenheilung verabreicht werden. Es werden auch
Verfahren in Betracht gezogen, bei denen matrixfreie knochenbildende Vorrichtungen an der Stelle eines De-
fekts unkritischer Groéf3e zu vielen Zeitpunkten nach der Verletzung verabreicht werden. Zum Beispiel ist eine
gegenwartig bevorzugte Vielzahl von 0,5 bis 6 Stunden und 7 Tage nach der Verletzung. Eine Vielzahl von ver-
zogerten Verabreichungen kann mittels manueller Verabreichung an die defekte Stelle oder mittels automati-
scher Verabreichungen unter Verwendung einer friher beschriebenen Minipumpe erreicht werden.

Experimenteller Aufbau

[0135] Insgesamt 12 erwachsene Mischlingshunde wurden verwendet. Wie friher beschrieben wurden bila-
terale segmentale Defekte der Ulna von 3 mm Lange in allen Tieren erzeugt. Wie in dieser besonderen Unter-
suchung beispielhaft dargestellt war die verwendete matrixfreie Formulierung von OP-1 3,5 mg OP-1/ml, die
in 100 Mikroliter Lactose/Acetatpuffer verabreicht wurde, wie vorstehend beschrieben. Zwolf Tieren wurden in
den rechten Defekt matrixfreie Vorrichtungen zu verschiedenen Zeitpunkten nach der Verletzung verabreicht
und Kontrollvorrichtungen wurden in den linken Defekt zu verschiedenen Zeitpunkten nach der Verletzung ver-
abreicht. Drei Tiere wurden bei der Schaffung des Defekts behandelt (0 Stunden), drei 6 Stunden nach der Ver-
letzung und drei 48 Stunden nach der Verletzung. Alle Tiere wurden 4 Wochen nach der Chirurgie getotet. Es
wurden wochentlich Radiogramme aufgenommen, um den Fortschritt der Heilung zu untersuchen. Bei der To6-
tung wurden Knochensegmente mittels Histologie auf Gewebereaktion, Qualitdt und Menge an Knochenneu-
bildung und Ausmal} an Heilung beurteilt. Alle Ulnae wurden en bloc gewonnen und in Torsion mechanisch
getestet.

[0136] Wie friher beschrieben wurden die Ulnae direkt nach der Sektion durch Torsion auf Versagen in einer
MTS hydraulischen Testmaschine mit geschlossenem Kreislauf unter Hubkontrolle bei einer konstanten Vor-
schubrate von 50 mm/Min. getestet. Ein Ende war starr fixiert und das andere wurde gegen den Uhrzeigersinn
gedreht. Die Torsionskraft wurde mittels eines Hebelarms von sechs cm eines servohydraulischen Material-
testsystems Ubertragen. Es wurden gleichzeitig Aufzeichnungen von der Verdrehung des Implantats vorge-
nommen, gemessen durch die Hubkontrolle der Maschine, wahrend die Last von der Belastungszelle aufge-
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zeichnet wurde. Die Daten wurden mittels eines Analog-Digital-Wandlers und eines PC und einer online Com-
puteraufnahmesoftware aufgezeichnet. Es wurden Kurven der Kraft-Winkel-Verdrehung erzeugt, aus denen
das Drehmoment und die Winkeldeformation bis zum Versagen erhalten wurden und die Energieaufnahme bis
zum Versagen als die Flache unter der Last-Verdrehungskurve berechnet wurde.

Resultate

[0137] Alle Proben wurden 4 Wochen nach der Chirurgie mechanisch getestet. Mechanisch hatten die Defek-
te, die die matrixfreie OP-1-Vorrichtung 6 Stunden nach der Verletzung erhielten, die hdchste Torsionskraft;
73% von intakten Ulnae verglichen mit 64% nach 48 Stunden und 60% zur Stunde 0. Die Kontrolldefekte bei
0 Stunden, 6 Stunden und 48 Stunden nach der Verletzung hatten Krafte von 23%, 28% und 24%.

[0138] Diese Untersuchung zeigt das Giberraschende Resultat, dass eine verbesserte Heilung eines Defekts
unkritischer GréRRe durch eine verzdgerte Verabreichung einer matrixfreien knochenbildenden Vorrichtung an
der defekten Stelle nach der Verletzung erreicht werden kann. Dieses unerwartete Resultat steht in Beziehung
zum Stadium der Knochenheilung oder der endogenen Matrixbildung an der defekten Stelle, einschlieflich,
aber nicht beschrankt auf, Ereignissen wie Klimpchenbildung, Infiltration von Vorlauferzellen und Kallusbil-
dung, insbesondere weicher Kallus, um nur einige zu nennen. Daruber hinaus wird erwartet, dass andere De-
fektreparaturprozesse unter Einschluf® des Knochens, wie die Reparatur von osteochondralen Defekten ahn-
lich denen, wie sie hier beschrieben wurden, durch eine verzégerte Verabreichung von matrixfreien knochen-
bildenden Vorrichtungen an der defekten Stelle nach der Verletzung verbessert werden kénnen.

H. Weitere Untersuchungen der Reparatur von chondralen Defekten unter Verwendung von matrixfreien kno-
chenbildenden Vorrichtungen (Schaf) (Referenzbeispiel)

1. Experiment 1: Glycosaminoglycane und andere Polymere als Trager fir knochenbildendes Protein

[0139] Wie friher beschrieben sind gewisse bevorzugte Kategorien von Verbindungen als Trager in den hier
betrachteten matrixfreien Vorrichtungen geeignet. Unter den gegenwartig bevorzugten Kategorien sind Verbin-
dungen, die im Fachgebiet als Gleitmittel anerkannt sind, speziell diejenigen, die nattrlicherweise vorkommen
und natirlicherweise physiologische Funktionen wie der Schutz und die Schmierung von Zellen und die Erhal-
tung der Integritat von Gewebe erflillen, um nur einige zu nennen. Solche Verbindungen sind im Allgemeinen
auch Befeuchtungsmittel und die Feuchtigkeit haltende Mittel. Eine Subkategorie von gegenwartig bevorzug-
ten Gleitmitteln umfasst die Biopolymere, die als Glycosaminoglycane bekannt sind. Glycosaminoglycane, die
bei der vorliegenden Erfindung in Betracht kommen, umfassen, sind aber nicht beschrankt auf, Hyaluronsaure,
Chondroitin, Dermatan und Keratan, um nur einige zu nennen. Es kdnnen sowohl sulfonierte als nicht sulfo-
nierte Formen in der vorliegenden Erfindung verwendet werden. Andere Glycosaminoglycane sind fiir die For-
mulierung von matrixfreien Vorrichtungen geeignet, und der Durchschnittsfachmann wird andere geeignete
Verbindungen entweder wissen oder in der Lage sein, sich ihrer unter Verwendung von lediglich Routineexpe-
rimenten zu versichern. Fir eine detaillierte Beschreibung von Glycosaminoglycanen vgl. Aspinall, Polysac-
charides, Pergamon Press, Oxford (1970).

[0140] Ein insbesondere bevorzugtes Glycosaminoglycan ist Hyaluronsaure (HA). HA ist ein natlirlicherweise
vorkommendes anionisches Polysaccharid oder komplexer Zucker. Sie wird in Knorpel und synovialer Flissig-
keit gefunden. HA ist im kosmetischen Grad und im medizinischen Grad erhaltlich; zur Verwendung bei der
vorliegenden Erfindung ist der medizinische Grad im Allgemeinen bevorzugt. HA kann beim Molekulargewicht
von niedrig bis hoch reichen. In gewissen Ausfuhrungsformen der vorliegenden Erfindung ist Material mit ho-
hem Molekulargewicht vorzuziehen; nur als Beispiel kann HA 190 (1,9 a 10° Da; 1% wird gegenwértig bevor-
zugt, es sind aber Konzentrationen geeignet, die von 0,5-2% reichen), der Salzlésung zugemischt wurde,
zweimal wochentlich intraartikular verabreicht werden (0,1 ml/kg), um chondrale Defekte zu reparieren. In an-
deren Ausfiihrungsformen kann HA mit niedrigem Molekulargewicht (wie HA80, 0,8 x 10° Da; 1% wird bevor-
zugt, es sind aber Konzentrationen geeignet, die weniger als oder gleich 4% sind) verwendet werden. Unter
Verwendung der hier bereitgestellten Lehren kann der Durchschnittsfachmann die Umstande beurteilen, unter
denen die HA mit hohem Molekulargewicht dem Material mit niedrigem Molekulargewicht fiir die Defektrepa-
ratur vorzuziehen ist, und umgekehrt. Daruber hinaus wird dem Durchschnittsfachmann bewult sein, dass HA
in Lésung eine viskose Flissigkeit ist, und dass die Viskositat durch Einstellung des Molekulargewichts und
des Gehalts an HA manipuliert werden kann. Zum Beispiel ist es in einigen Ausfiihrungsformen bevorzugt, sich
der Viskositat der synovialen Flussigkeit im Gelenk anzugleichen. Unter Verwendung von Fachwissen und
Routineexperimenten, zusammen mit den hier bereitgestellten Lehren, kann der Durchschnittsfachmann ma-
trixfreie knochenbildende Vorrichtungen fir die Reparatur von chondralen Defekten formulieren, die HA als
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Trager verwenden; die Viskositat der Vorrichtung ebenso wie der Proteingehalt kénnen, wie durch die Umstan-
de erforderlich und wie hier gelehrt, leicht angepaldt werden. HA ist kommerziell von mehreren Quellen erhalt-
lich, einschlie3lich Sigma Chemical Company (St. Louis, MO), Genzyme Pharmaceuticals (Cambridge, MA)
und Collaborative Laboratories (East Setauket, NY).

[0141] Glycosaminoglycan und andere polymere Trager wie Hyaluronsaure, die zur Verwendung mit den vor-
liegenden matrixfreien knochenbildenden Vorrichtungen geeignet sind, kdnnen in dem Schafmodell fir chon-
drale Defekte beurteilt werden, das vorstehend beschrieben ist. Zum Beispiel werden mittels chirurgischer
Standardverfahren in der gewichttragenden Oberflache des medialen und lateralen Kondylus von beiden Knie-
gelenken in einem Schaf Defekte von 2 x 7 mm gemacht. Ein Kniegelenk wird durch intraartikulare Verabrei-
chung einer matrixfreien Vorrichtung mit OP-1/Hyaluronsaure behandelt und das andere Gelenk wird mit Hy-
aluronsaure allein behandelt.

[0142] Zwei Gruppen an Schafen werden untersucht: Gruppe | wird nach 8 Wochen getétet und Gruppe I
wird nach 6 Monaten getoétet. Wie friiher beschrieben kann die Heilung von chondralen Defekten mittels Radi-
ologie und histologischen und histochemischen Standardverfahren beurteilt werden. Von jedem Knie werden
monatlich Radiogramme aufgenommen. Eine arthroskopische Untersuchung wird unter Verwendung von
Standardverfahren und Standardausristung unter Anasthesie unmittelbar vor der Tétung vorgenommen. Un-
mittelbar nach der Tétung werden Proben des Kniegelenks in 10%-igem gepuffertem Formalin fixiert. Die Pro-
ben werden longitudinal geteilt und ein Teil in graduierter Ethylalkohollésung von 70-100% entkalkt und in Me-
thylmethacrylat eingebettet, geschnitten und fiir die histologische Beurteilung angefarbt.

[0143] Es wird erwartet, dass Hyaluronsaure enthaltende matrixfreie Vorrichtungen die Rate der Reparatur
von chondralen Defekten erhéhen und das erreichte Mald an Reparatur verbessern. Die Reparatur kann in
Tiermodellen durch Standardverfahren der Knorpelcharakterisierung beurteilt werden, einschlief3lich der histo-
logischen Bewertung von gefarbten und fixierten Gewebeschnitten, der Lokalisierung von knorpelspezifischen
Makromolekulen (wie Typ Il Kollagen und Aggrecan), der Bestimmung des Profils an Proteoglycan und der me-
chanischen Testung. Alles Vorstehende kann durch einen Durchschnittsfachmann unter Verwendung von Rou-
tineexperimenten und dem Wissen auf dem Fachgebiet durchgeflihrt werden.
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SEQUENZPROTOKOLL

ALLGEMEINE INFORMATION

(i)

(ii)

(iii)

(iv)

(v)

(vii)

(viii)

(ix)

ERFINDER: DAVID C. RUEGER
MAJORIE M. TUCKER

TITEL DER ERFINDUNG: MATRIXFREIE OSTEOGENE VORRICHTUNGEN,
IMPLANTATE UND VERFAHREN IHRER VERWENDUNG

ANZAHL AN SEQUENZEN: 3

KORRESPONDENZADRESSE:
(A)  ADRESSAT: TESTA , HURWITZ & THIBEAULT
(B) STRASSE: 53 STATE STREET

(C)  STADT: BOSTON

(D)  STAAT: MASSACHUSETTS

(E)  LAND: USA.

(F)  PLZ: 02109

COMPUTERLESBARE FORM:

(A) MEDIUMART: Floppy disk

(B) COMPUTER: IBM PC kompatibel

(C) BETRIEBSSYSTEM: PC-DOS/MS-DOS

(D) SOFTWARE: Patentln Release #1.0, Version #1.25

DATEN DER VORLIEGENDEN ANMELDUNG:
(A) ANMELDENUMMER: US

(B) ANMELDEDATUM:

(C) KLASSIFIKATION:

DATEN DER FRUHEREN ANMELDUNG:
(A) ANMELDENUMMER:
(B) ANMELDEDATUM:

ANWALT-/AGENTENINFORMATION

(A) NAME: KELLEY, ROBIN D.

(B) REGISTRIERUNGSNUMMER: 34,637
(C) REFERENZ-/AKTENNUMMER: CRP-101

TELEKOMMUNIKATIONSINFORMATION:
(A) TELEPHON: 617/248-7000
(B) TELEFAX: 617/248-7100

INFORMATION FUR SEQ ID NR:1:

(i)

SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE. 1822 Basenpaare
(B) TYP: Nucleinsaure
(C) STRANGART: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear
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(ii)
(i)
(iv)
(vi)

(ix)
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MOLEKULART: cDNA
HYPOTHETISCH:  NEIN
ANTISENSE: NEIN

ORIGINALQUELLE:
(A) ORGANISMUS: HOMO SAPIENS
(F) GEWEBEART: HIPPOCAMPUS

EIGENSCHAFT:
(A) NAME/SCHLUSSEL: CDS
(B) LAGE: 49..1341
(C) IDENTIFIKATIONVERFAHREN: experimentell
(D) ANDERE INFORMATION: [Funktion =
PROTEIN"
/Produkt = "OP1"
/Evidenz = EXPERIMENTELL
/Standard_Name = "OP1"

SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR:1:
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GGTGCGGGCC COGAGCCCGE AGCCCGGETA GCGCGTAGAG CCGBGCGCG ATG CAC GTG 57
Met Hisg Vval ..
1l
CGC TCA CTG CGA GCT GCG GCG CCG CAC AGC TTC GTG GCG CTC TGGE GCa 105
Arg Ser Leu Arg Ala Ala Ala Pro His Ser Phe Val Ala Leu Trp Ala
5 10 15 "

CCC CTG TTC CTG CTG CGC TCC GCC CTG GCC GAC TTC AGC CTG GAC AAC 153
Pro Leu Phe Leu Leu Arg Ser Ala Leu Ala Asp Phe Ser Lesu Asp Asn

20 25 ' ) 30 35 '
GAG GTG CAC TCG AGC TTC ATC CAC CGG CGC CTC CGC AGC CAG GAG CGG 201
Glu val His Ser Ser Phe Ile His Arg Arg Leu Arg Ser Glh Glu Arg

40 . 45 50
CGE GAG ATG CAG CGC GAG ATC CTC TCC ATT TTG GGC TTG CCC CAC CGC 249
Arg Glu Met Gln Arg Glu Ile Leu Ser Iles Leu Gly Leu Pro His Arg
55 , 60 : 65
CCG CGC CCG CAC CTC CAG GGC AAG CAC AAC TCG GCA CCC ATG TIC ATG 297
Pro Arg Pro His Leu Gln Gly Lys His Asn Ser Ala Pro Met Phe Met
70 75" 80

CTG GAC CT@ TAC AAC GCC ATG GCG GTG GAG GAG GGC GGC GGG CCC GGC 345
Leu Asp Leu Tyr Asn Ala Met Ala Val Glu Glu Gly Gly Gly Pro Gly

© 85 90 . 95

GGC Ca@ GGC TTC TCC TAC CCC TAC AAG GCC GTC TTC AGT ACC CAG GGC 393
" Gly Gin Gly Phe Ser Tyr Pro Tyr Lys Ala Val Phe Ser Thr Gln Gly

100 105 110 115

CCC CCT CTG GCC AGC CTG CAA GAT AGC CAT TTC CTC ACC GAC GCC GAC 441
Pro Pro Leu Ala Ser Leu Gln Asp Ser His Phe Leu Thr Asp Ala Asp .

120 : 125 130 '
ATG. GTC ATG AGC TTC GTC AAC CTC GTG GAA CAT GAC AAG GAA TTC TTC © 489
Met Val Met Ser Phe Val Asn Leu Val Glu His Asp Lys Glu Phe Phe
125 140 . 145
CAC CCA CGC TAC CAC CAT CGA GAGQ TTC CCG TTT GAT CTT TCC AAG ATC 537
‘His Pro Arg Tyr His His Arg Glu Phe Arg Phe Asp Leu Ser Lys Ile
. 150 153 -« - 160
CCA GAA GGG GAA GCT GTC ACG GCA GCC GAA TTC CGG ATC TAC AAG GAC 585
Pro 'Glu Gly Glu Ala Val Thr Ala Ala Glu Phe Arg Ile Tyr Lys Asp
165 170 175 :

TAC ATC CGG GAA CGC TTC GAC AAT GAG ACG TTC CGG ATC AGC GTT TAT 633
Tyr Ile Arg Glu Arg Phe Asp Asn Glu Thr Phs Arg Ile Ser Val Tyr

180 185 190 195

CAG GTG CTC CAG GAG CAC TTG GGC AGG GAA TCG GAT CTC TTC CTG CTC 681
Gln Val Leu Gln Glu His Leu Gly Arg Glu Ser Asp leu Phe Leu Leu

, ' 200 ‘ 208 , 210

GAC AGC CGT ACC CTC TGG GCC TCG GAG GAG GGC TGG CTG GTG TIT GAC 729

2
Asp Ser Arg Thr Leu Trp Ala Ser Glu Glu Gly Trp Leu Val Phe Asp
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ATC
Ile

GGC
Gly

ANG
Lys
260

TTC
Phe

ecic]
Arg

AAG
Lys

AGC
Ser

CGA
Arg
340
Gee
Ala

AAC
Asn

cee
Pro

ATC
Ile

" TAC
YT
420

ACA
Thr

CTG
lsuy
245

TG
Leu

ATG
Met

TCC
Ser

AAC
Asn

GAC
Asp
325

GAC
Asp

TAC
Tyr

GCC
Ala

GAA
Glu

TCC
Ser
405

Arg

GCC
Ala
230

CAG
Gln

GCG
Ala

GTG
val

ACG

Thr-

CAG
Gln
310

CaG
Gln

fauyc)
Leu

TAC
e

ACC
Thr

ACG
Thr
390

GTC

val

AGA AAC

Asn

215

ACC AGC

Thr

cTe
Leu

GGe
Gly

GCT
Ala

GGG
Gly
295

GAA
Glu

AGG

arg

GGC
Gly

TGT
cys

AAC
Asn

TCG
Ser

CTG
Leu

T7C
Phe
280

AGC
Ssr

aca
Ala

CAG
Gln

yyeie]
Trp

GAG
Glu
360

CAC

'Hisv

375"

GTG
val

cTC
Leu
ATG
Met

cce
Pro

TAC
Tyzr

GTG
Val

ARC
Asn

GTG
val

ATT
Ile
263

TTC
Phe

Lys

CTG
Leu

Gee
Ala

CAG
Gin
345

GGG
Gly

GCC

Ala

ANG
lys

TTC
Phe
GTC

Val
428
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CAC
His

GAG
Glu
250

GGG
Gly

ARG
Lys

CAG
Gin

ecl
Arg

TGT
Cys
330

GAC
Asp

GAG
Glu

ATC
Ile

CCC
Pro

GAT
Asp
410

CGG

‘TGG
Trp
235

ACG
Thrx

CGG
Arg

Gee
Ala’

cGe
Arg

ATG
Met

220

GTG
val

CcTe
Leu

CAC
His

ACG
Thr

AGC
Ser
300

acce
Ala

315

AAG
Lys

TGG
Trp

TGT
Cys

GTG
Val

AAG
Lys

ATC
Ile

GCC
Ala

CAG
Gln

. 380

GC
Cys
385

GaC
Asp

GeC

TGT
Cys

AGC
Ser

TGT

GTC AAT
Val Asn

GAT GGG
Asp Gly

GGG ccC
Gly Pro
270

GAQ CTC
Glu val
285

CAG ARC
Gln Asn

AAC GTG
Asn Val

CAC GAG
His Glu

ATC GCGE
Ile Ala
350

TTC CCT
Phe Pro
365

ACG CTG
Thr Leu

GC@ CcCC
Ala Pro

TCC AAC
Ser Asn

GGC TGC

Arg Ala Cys Gly Cys

430

GAGAMATTCAG ACCCTTTGGE GCCAAGTTIT TCTGGATCCT

GAACCAGCAG ACCAACTGCC TTTTGTGAGA CCTTCCCCTC

TGTGAGAGTA TTAGGAAACA TGAGCAGCAT ATGGCTTTTG

ATCCAATGAA CAAGATCCTA CAAGCTGTGC AGGCAAAACC

GCATAPAGAA AAATGGCCGG GCCAGGTCAT TGGCTGGGAA

CGTTTCCAGA GGTAATTATG AGCGCCTACC AGCCAGGCCA
GGCGTGGCAA GGGGTGGGCA CATTGGTGTC TGTGCGAARAG GAAAATTGAC CCGGAAGTTC

225

CCG CGG CAC AAaC CTG
Pro Arg His Asn Leu
240

CAG AGC ATC AAC CCC
Gln Ser Ile Asn Pro
255

CAG AAC AAG CAG CCC
Gln Aen Lys Gln Pro
275

CAC TTC CGC AGC ATC
His Phe Arg Ser lle
290

CGC TCC AAG ACG CCC
Arg Ser Lys Thr Pro
- 308 _

GCA GAG AAC AGC AGC
Ala Glu Asn Ser Ser
-320 )

CT@ TAT GTC AGC TTIC
Leu Tyr Val Ser Phe
335

CCT - GAA GGC TAC GCC
Pro Glu Gly Tyr Ala
355

CTG AAC TCC TAC ATG
Ley Asn Ser Tyr Met

'GTC CAC TTC ATC AAC

Val His Phe Ile Asn .
- © 385 :

ACG CaG CTC AAT GCC

Thr Gln Leu Asn Ala
400

GTC ATC CTG AAG AAA

Vval Ile Leu Lys Lys

415 .

CAC TAGCTCCTCC

His

CCATTGCTCG CCTTGGCCAG

CCTATCCCCA ACTTTAAAGS

ATCAGTTTTT CAGTGGCAGC

TAGCAGGAAA ARAAAACAAC

GTCTCAGCCA TGCACGGACT

CCCAGCCGTG GGAGGAAGGG
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777

873

921

969
1017
1065
1113
1161
1208
1257
1305
1351
1411
1471
1531
1591
1651

1711

1771
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CTGTAATAAA TGTCACAATA AAACGAATGA ATGAAAAAAA ADZAAAAAAN A

(2) INFORMATION FUR SEQ ID:NR:2

(i) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 431 Aminos&uren
(B) TYP: Aminosaure
(C) TOPOLOGIE: linear

(i) MOLEKULTYP: Protein
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR:2
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Met
Leu
Leu
Gln
Pro

65
Met

Gly

Thr

Glu
145

Ser

Ser
Phe
Val
225
His

Tle

Lys

His
Trp
Asp
Glu

50
His

‘Phe

Pro
Gln
Ala
130
Phe
Lys
Lys
val
Leu

210
Phe

Val
Ala
Asn

35
Arg
Arg
Mat
Gly
Gly
118
Asp

Phe

Ile

DE 698 14 352 T3

Arg Ser Leu

Pro
20

Glu

Arg

Pro

Gly
100

Pro

His

Asp Tyr

Tyr

Leu

185

Lys

260
Phe

5

Leuy

Val

Glu

Arg

Asp

g5
Gln

Pro

val

Pro

phe
His
Met
Pro

70

Leu

Arg
150

Gly

Arg

Leu

Arg
Leu
Ser
Gln

85
Hig

Ser
135

Tyr

Glu

.Giu

Gln

Ala
Leu
Ser

40
Arg
Leu
Asn
Ser
Ser
120
Phe
His
Ala

Arg

Glu

200

Thr
215
Thr
Leu

Gly

Ala

Leu

Ser

Ser

Leu

Phe

Ala
Arg

25
Phe
Glu
Gln
Ala

Tyr
105
Leu
val

Hig

val

Phe

185
His

Trp
Asn
Val
Ile

265
Phe

Ala Pro
10

Ser Ala

Ile His
Ile Leu
Gly Lys

75

Met RAla
s0

Pro Tyr
Gln Asp
Asn Leu
Arg Glu

185
Thr Ala

170
Asp Asn
Leu Gly

Ala Ser

His Trp

2009.08.13

Leu
Arg
Ser

60
Hisg
val
Lys
Ser
val
140
Pha
Ala
Glu
Arg
Glu
220
Val

238,

Glu Thr
250
Gly Arg

Lys Ala

37/39

Leu
His

Thr

Ser
Ala
Arg

45
Ile
Asn
Glu
Ala
His
125
Glu
Arg
Glu

Thr

Glu
205

Glu

val
Asp
Gly

Glu

Leau

Ser

Glu

val
110

‘Phe

His
Phe
Phe
Phe
150
Ser
Gly
Asﬂ
Gly
Pro

270
vVal

Vval Ala
15

Phe Ser
Arg Ser
Gly Leu

Ala Pro
80

Gly Gly
es

Phe Ser
Leu Thr
Asp Lys

Asp Leu
160

Arg Ile
175

arg Ile
Asp Léu
Trg Leu
Pro Arg

240

Gln Ser
255

Gln Asn

His Phe
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275 280 285

Arg Ser Ile Arg Ser Thr Gly Ser lys Gln Arg Ser Gln Asn Arg Ser
290 2395 300

Lys Thr Pro Lys Asn Gln Glu Ala Leu Arg Met Ala asn Val Ala Glu
305 . 310 315 : 320

2Asn Ser Ser Ser Asp Gln Arg Gln ala Cys Lys Lys His Glu Leu Tyr
: 325 330 335

Yal Ser Phe Arg Asp lLeu Gly Trp Gln Asp Trp Ile Ile Ala Pro Glu
340 345 350

Gly Tyr Ala Ala Tyr Tyr Cys Glu Gly Glu Cys Ala Phe Pro Leu Asn
: 355 360 A 365

Ser Tyr Met Asn Ala Thr Asn His Ala Ile val Gln Thr Leu Val His
370 C 378 380

Phe Ile Asn Pro Glu Thr Val Pro Lys Pro Cys Cys Ala Pro Thr Gln
385 389 385 ’ - 400

Leu Asn Ala Ile Sexr Val Leu Tyr Phe Asp Asp Ser Ser Asn Val Ile
© 405 410 _ 415

Leu Lys Lys Tyr Arg Asn Met val val Arg Ala Cys Gly Cys His ~
420 425 430

(2) INFORMATION FUR SEQ ID NR:3:

(i) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 102 Aminoséauren
(B) TYP: Aminosaure
(C) TOPOLOGIE: linear

(ii) MOLEKULTYP: Protein

(ix)  EIGENSCHAFT:
(A) NAME/SCHLUSSEL.: Protein

(B) LAGE: 1..102
(D) ANDERE INFORMATION: /Bezeichnung = OPX
/Bemerkung = "WOBEI| JEDE XAA UNABHANGIG AUSGEWAHLT IST

AUS EINER GRUPPE VON EINER ODER MEHREREN
SPEZIFIZIERTEN AMINOSAUREN, WIE IN DER BESCHREIBUNG

DEFINIERT"
(xiy SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR:3:
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éhe Xaa
10

Asp Leu Gly Trp
15

Xaa His Glu

Cys
1

Asp
Glu
Ile

Xaa

cys

Xaa
50

Cys

Xaa

Xaa
35

Gln

5
Ile Ala
20

Phe Pro

Xaa 'Leu

Ala Pro

Leu Tyr Val Xaa

Pro Xaa
Lau Xaa
Val His

g5

Thr Xaa

Gly Tyr Xaa Ala
25

Ser Xaa Met Asn

40

Xaa Xaa Xaa Pro

Ala Xesa

Tyr Tyr
Ala Thr
45

Xaa Xaa
60

Ser val

Cys Glu
30 .
Asn His

val Pro

Leu Tyr

Gly

Ala

Lys

Xaa

Leu Xaa

70 80

€5 75

AsSp Xaa Xaa Asn Val Xaa Leu Xaa Lys Xaa Arg Asn Met val Vval

85

Gly Cys
100 °

50 95

Xaa His

Cys

Patentanspriiche

1. Verwendung einer matrixfreien Zusammensetzung, der eine Geruststruktur fehlt, wobei die matrixfreie
Zusammensetzung aus einem knochenbildenden Protein besteht, das in einer wassrigen Losung dispergiert
ist, fur die Herstellung eines Arzneimittels zur Induzierung von endochondraler Knochenbildung in einem Sau-
ger, die ausreicht, um einen Hohlraum definierenden Spalt in der Knochenstruktur aufzufiillen, wobei das kno-
chenbildende Protein ausgewahlt ist aus der Gruppe bestehend aus: OP1; OP2; OP3; BMP2; BMP3; BMP4;
BMP5; BMP6; BMP9; BMP-10; BMP-11; BMP-12; BMP-15; BMP-3b; DPP, Vgl; Vgr; 60A-Protein; GDF-1;
GDF-3; GDF-5; GDF-6; GDF-7; GDF-8; GDF-9; GDF-10; GDF-11, und wobei der Hohlraum ein Segmentdefekt
von 0,5 cm bis 2,5 cm oder gréRer als 2,5 cm bis 4 cm ist.

2. Verwendung nach Anspruch 1, wobei das knochenbildende Protein ausgewahlt ist aus der Gruppe be-
stehend aus: OP1; OP2; BMP2; BMP4; BMP5; BMP6.

3. Verwendung nach Anspruch 1, wobei das knochenbildende Protein OP1 ist.

4. Verwendung nach Anspruch 1, wobei das knochenbildende Protein das reife in einer Salzldsung solubi-
lisierte OP1 ist.

Es folgt kein Blatt Zeichnungen
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