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Beschreibung

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft das Gebiet
der Gewebereparatur, vor allem die Regeneration ei-
ner funktionalen Bindung zwischen Bindegewebe,
wie Sehnen, Knorpel oder Bander, und Knochen.
Diese funktionale Bindung kann durch Trauma oder
Stress, oder durch degenerative oder angeborene
Krankheiten zerstort werden. Folglich kann die vorlie-
gende Erfindung in der Rekonstruktionschirurgie
oder anderen Verfahren zur Regeneration einer funk-
tionalen Bindung zwischen Bindegewebe und Kno-
chen nutzlich sein.

HINTERGRUND DER ERFINDUNG

Hintergrund des Vorkommens und Atiologie des Be-
darfes:

[0002] Obwohl mehrere rekonstruktive chirurgische
Verfahren auf der sicheren Heilung oder Bindung von
Bindegewebe, insbesondere Sehnen oder Bander,
an Knochen basieren, ist wenig Uber den Heilungs-
prozess an der Verbindungsstelle Sehne-an-Kno-
chen bekannt. Da die Stelle der Transplantatfixierung
an den Knochen den schwachsten Bereich im frihen
Zeitraum nach der Transplantation darstellt, besitzen
Verfahren zur Verbesserung der frihen Transplantat-
fixierungsstarke eine bedeutende klinische Anwen-
dung. Das ist von besonderer Wichtigkeit fur Opera-
tionen an Knie, Schulter, Hiifte, Hand, Knéchel und
Ellbogen.

[0003] Die Entwicklung der Einfligung von Sehnen
oder Bandern in den Knochen ist schlecht verstan-
den. Die Einfigungsstelle wird durch Kollagenfasern
vermittelt, bekannt als ,Sharpey'sche Fasern", die
ununterbrochen Sehnen und Knochen verbinden. Es
wird angenommen, dass sich Sharpey'sche Fasern
im sich entwickelnden Skelett durch fortschreitende
Mineralisierung der Bander oder der Kollagenfasern
der Knochenhaut durch Beschleunigung des Kno-
chens wahrend des Wachstums bilden. Untersu-
chungen haben gezeigt, dass Knochen an Sehnen
durch Einwachsen des Knochens in das fibrovasku-
lare Verbindungsgewebe, das sich anfanglich zwi-
schen der Sehne und dem Knochen bildet, heilt. Es
findet eine fortschreitende Mineralisierung des Ver-
bindungsgewebes zusammen mit anschlieRendem
Einwachsen des Knochens in die duliere Sehne statt.
Trotz des Hinweises, dass der Knochen in das Kolla-
gengewebe einwachst, bleibt der Mechanismus ei-
nes solchen Einwachsens des Knochens und die
Wirksamkeit und Starke der Bindung unklar. Eine fru-
here Untersuchung der Heilung von Sehne-an-Kno-
chen zeigte die Bildung einer Fasergewebeverbin-
dungsstelle zwischen der Sehne und dem Knochen.
Rodeo et al., Bone and Joint Surgery, 75-A:
1795-1803 (1993).

[0004] Entsprechend bleibt trotz betrachtlicher An-
strengungen im Gebiet ein Bedarf eines wirksamen
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Verfahrens zur Reparatur einer funktionalen Verbin-
dung zwischen Bindegewebe, wie Sehne oder Band,
und Knochen.

ZUSAMMENFASSUNG DER ERFINDUNG

[0005] Die vorliegende Erfindung stellt die Verwen-
dung eines oder mehrerer Knochenmorphogeneti-
scher Proteine (BMP) fir die Herstellung eines Arz-
neimittels zur Regeneration einer funktionalen Bin-
dung zwischen Bindegewebe oder Sehne und Kno-
chen bereit, mit der Malgabe, dass die BMPs nicht
BMP-12, BMP-13 oder BMP-15 einschlielen. Insbe-
sondere ist die vorliegende Erfindung nutzlich in Ver-
fahren zur Behandlung von Patienten mit abgetrenn-
ten oder degenerierten Bindungen der Sehnen oder
Bander an Knochen. Einige Beispiele schlieRen Re-
konstruktionschirurgie an Knie, Schulter, Hand, Kné-
chel oder Ellbogen ein. Spezielle Bereiche, in denen
sich die vorliegende Erfindung als nutzlich erweisen
kann, schlieRen die Wiederherstellung des vorderen
Kreuzbandes (ACL) oder des Handgelenkmuskels
ein. Die gemal der vorliegenden Erfindung herge-
stellten Zusammensetzungen sind darin vorteilhaft,
dass sie knochenbildende Proteine verwenden, die
durch rekombinante DNA-Technologie hergestellt
werden kdénnen und daher mdglicherweise in unbe-
grenzter Menge zur Verfigung stehen. Die gemaf
der vorliegenden Erfindung hergestellten Zusam-
mensetzungen sind weiter darin vorteilhaft, dass die
Regeneration der Verbindungsstelle beschleunigt
oder eine grolkere endglltige Starke besitzen kann,
und die zwischen Bindegewebe und Knochen gebil-
dete Bindung kann nach Durchfiihrung der Operation
oder Reparatur schneller eine funktionale Starke er-
reichen. Die gemal der vorliegenden Erfindung her-
gestellten Zusammensetzungen sind weiter darin
vorteilhaft, dass sie die Regeneration der funktiona-
len Bindung zwischen Bindegewebe und Knochen in-
duzieren, wahrend sie die Bildung von Faser- oder
Granulationsgewebe an der Verbindungsstelle zwi-
schen den Gewebetypen minimieren oder vermei-
den.

[0006] Die gemal der vorliegenden Erfindung her-
gestellten Zusammensetzungen sind insbesondere
fur die Fixierung einer runden Sehne in einem Kno-
chentunnel oder einer flachen Sehne auf einer Kno-
chenoberflache verwendbar. Mehrere klinische Bei-
spiele sind wichtig. Ein allgemeines klinisches Bei-
spiel ist die Wiederherstellung des vorderen Kreuz-
bandes (ACL). Die Wiederherstellung kann durch
Verwendung des zentralen Drittels der Kniescheiben-
sehne mit einem gebundenen Knochenblock sowohl
des Schienbeins als auch der Kniescheibe oder
durch Verwendung der halbsehnigen oder dinnen
Sehnen durchgefiihrt werden. Vorteile der Verwen-
dung der Kniescheibensehne schlielRen die sofortige
knochige Fixierung ein, die eine aggressive postope-
rative Rehabilitation und eine erhéhte Starke erlaubt.
Die Verwendung des zentralen Drittels der Knie-



DE 696 29 294 T2 2004.04.29

scheibensehne war jedoch mit unginstigen Folgen
verbunden, einschliellich Kniescheibenbruch, Riss
des Kniescheibenbandes und Degeneration des
Kniescheiben-Oberschenkel-Gelenkes. Vorteile der
Verwendung von halbsehnigen und dinnen Sehnen
schliel3en eine leichtere Transplantatgewinnung, kei-
ne Unterbrechung des Streckmechanismus des
Knies, grolkere Quadriceps-Starke ein Jahr nach der
Operation und minimaler Verlust der Knieseh-
nen-Starke ein. Das gréfte Problem sind die Beden-
ken der Starke der Fixierung der Sehne innerhalb des
Knochentunnels und das Risiko der Transplantatab-
stoBung an der Fixierungsstelle. Der grof3te Unter-
schied zwischen diesen zwei Verfahren der Wieder-
herstellung des Bandes ist die Fixierung des Trans-
plantates.

[0007] Die Verwendung von BMP zur Erhéhung der
Sehne-an-Knochen-Heilung kann in besseren Ver-
fahren zur Verwendung von halbsehnigen und dun-
nen Sehnen zur ACL-Wiederherstellung resultieren,
so dass der Kniescheibendefekt und die Unterbre-
chung des begleitenden Streckmechanismus, die mit
der Gewinnung des Kniescheibenbandes einherge-
hen, vermieden wird. Praklinische Beurteilungen
deuten an, dass rhBMP-2 die frlhe Heilung eines
Knochens an ein Sehnen-Transplantat verbessert,
wie durch histologische und biomechanische Beurtei-
lung gezeigt. Erhdhte Starke der Sehnen-an-Kno-
chen-Fixierung wird friilhere und aggressivere Reha-
bilitation erlauben, was in einer frilheren Riickkehr zu
normalen Aktivitaten, zur Arbeit oder dem Sport re-
sultiert.

[0008] Andere allgemeine klinische Beispiele, fur
die die Erfindung eine direkte Anwendung besitzt,
schliel3en die folgenden ein: Handgelenkmuskelseh-
nenreparatur fir einen festeren Ansatz des Oberarm-
knochens, Wiederanbindung des Schultergelenkes
an das Schulterblatt, Wiederherstellung des seitli-
chen Kndchelbandes mittels eines Sehnentransplan-
tats, das durch Knochentunnel plaziert wird, Wieder-
herstellung des mittleren seitlichen Bandes des Elbo-
gens oder Knies mittels eines an der Oberflache des
Knochens oder durch Knochentunnels fixierten Seh-
nentransplantats, Wiederherstellung des seitlichen
Ellenbandes des Daumens mittels eines in einen
Knochentunnel plazierten Sehnentransplantats und
Reparatur der Beuger- oder Streckersehnen der Fin-
ger in die Knochentunnel oder an die Oberflache des
Knochens der Fingerglieder. Die Erfindung ist breit in
jeder Situation anwendbar, in der Bindegewebe
(Sehnen, Bander, Gelenke, Hullen oder Gelenkkap-
seln) wieder an Knochen gebunden wird; entweder
an die Oberflache des Knochens oder in einen Tun-
nel im Knochen.

GENAUE BESCHREIGUNG DER ERFINDUNG
[0009] Nach der vorliegenden Erfindung werden

Mittel zur Behandlung von Patienten, die Rekonstruk-
tionschirurgie zur Reparatu der funktionalen Bindung
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zwischen Bindegewebe und Knochen bendétigen, be-
reitgestellt. Die gemal der vorliegenden Erfindung
hergestellten Zusammensetzungen sind darin vorteil-
haft, dass eine Reparatur oder Verbesserung des ge-
samten Bindungsapparates bewirkt werden kann: die
Sehne oder das Band, der benachbarte Knochen so-
wie die funktionale Bindung. Die Verwendung von Zu-
sammensetzungen umfasst die Verabreichung an die
die Rekonstruktionschirurgie benétigende Stelle oder
die Stelle eines Defekts, Risses oder Abtrennens des
Verbindungsgewebes an den Knochen, eine Menge
einer Zusammensetzung, umfassend eines oder
mehrere gereinigte knochenbildende Proteine, die
wirksam sind, die funktionale Bindung zwischen dem
Bindegewebe und dem Knochen zu regenerieren.
Die Verwendung der Zusammensetzungen kann wei-
ter die Verabreichung einer Zusammensetzung um-
fassen, umfassend ein gereinigtes oder rekombinan-
tes knochenbildendes Protein an die die Regenerati-
on benétigende Stelle der Bindung des Bindegewe-
bes an den Knochen in einem geeigneten Trager, so
dass das Bindegewebe, der Knochen und der funkti-
onale Bindungsapparat mit vermindertem Faser-
oder Granulationsgewebe an der Stelle der auftreten-
den Anheftung regeneriert werden. Die Zusammen-
setzung wird bevorzugt zusammen mit einem wirksa-
men Trager verabreicht. Einer der wichtigsten Vortei-
le der vorliegenden Erfindung ist, dass sie die kontrol-
lierte Regeneration des Bindegewebes, des Kno-
chens und des funktionalen Bindungsapparates auf
beschleunigende Weise erlaubt, so dass die Bindung
eine groRere funktionale Starke zu einem friheren
Zeitpunkt als mit einem &ahnlichen Verfahren, das
ohne Zugabe knochenbildender Proteine erfolgt, er-
langen kann.

KNOCHENBILDENDES PROTEIN

[0010] Das knochenbildende Protein stammt bevor-
zugt aus der Subklasse von Proteinen, die allgemein
als Knochen-morphogenetische Proteine (BMPs) be-
kannt sind, fur die knochenbildende Aktivitat und an-
dere Aktivitaten vom Typ Wachstum oder Differenzie-
rung offenbart wurden. Diese BMPs schliel3en
BMP-2, BMP-4, BMP-5, BMP-6, BMP-7, BMP-8,
BMP-9, BMP-10, BMP-11, BMP-12 und BMP-13 ein
und kénnen auch andere Mitglieder der TGF-R-Su-
perfamilie von Proteinen einschlieRen, wie Wachs-
tums- und Differenzierungsfaktoren, oder GDFs, und
MP52. Die Strukturen einer Reihe von BMP-Protei-
nen sind in den US-Patenten 4,877,864; 5,108,922;
5,013,649; 5,116,738; 5,106,748; 5,187,076;
5,141,905 wund in den PCT-Anmeldungen
WQ091/18098; W0O93/00432; W094/26893 und WO
94/26892 und in den US-Patenten 5,658,882 offen-
bart. WO88/00205 offenbart Knocheninduktionsfak-
torprodukte des Menschen und des Rindes und ihre
Verwendung zur Behandlung von Knochen- und Kno-
chenhautdefekten. WO95/16035 zeigte BMP-12 und
BMP-13 und Sehnen-induzierende Zusammenset-
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zungen davon, wahrend W096/36710 BMP-15-Zu-
sammensetzungen zur Behandlung von Knochen-
und Knorpel- und/oder anderen Bindegewebsdefek-
ten offenbarte. Die Struktur einer Reihe von GDFs ist
in  WO094/15965; WQ094/15949; WO95/01801;
WO095/01802; W094/21681; W0O94/15966 offenbart.
Die Struktur von MP52 ist in WO93/16099 offenbart.
BMP ist bevorzugt BMP-2, dessen Sequenz in dem
US-Patent 5,013,649 offenbart ist. Andere im Fach-
gebiet bekannte BMPs kénnen auch verwendet wer-
den. Zur Zeit ist BMP-2 das am meisten bevorzugte
BMP.

[0011] Das BMP kann rekombinant produziert oder
aus einer Proteinzusammensetzung gereinigt wer-
den. Das BMP kann homodimer oder heterodimer mit
anderen BMPs sein (z. B. ein Heterodimer, zusam-
mengesetzt aus einem Monomer jeweils von BMP-2
und BMP-6) oder mit anderen Mitgliedern der
TGF-R-Superfamilie, wie Aktivine, Inhibine und
TGF-B1 (z. B. ein Heterodimer, zusammengesetzt
aus einem Monomer jeweils von einem BMP und ei-
nem verwandten Mitglied der TGF-R-Superfamilie).
Beispiele solcher heterodimerer Proteine sind zum
Beispiel in der veroéffentlichten PCT-Patentanmel-
dung W093/09229 beschrieben.

[0012] Die Menge an hier nutzlichem knochenbil-
dendem Protein ist die Menge, die wirksam ist, um er-
héhte knochenbildende Aktivitat einwandernder Vor-
lauferzellen zu stimulieren, und wird von der Grolke
und Art des zu behandelnden Defektes sowie dem
verwendeten Trager abhangen. Allgemein liegt die zu
liefernde Menge an Protein in einem Bereich von
etwa 0.05 bis etwa 1.5 mg.

[0013] In einer bevorzugten Ausfiihrungsform wird
das knochenbildende Protein zusammen mit einer
wirksamen Menge eines Proteins verabreicht, das
die Bildung eines Sehnen- oder Band-ahnlichen Ge-
webes induzieren kann. Solche Proteine schlieRen
BMP-12, BMP-13 und andere Mitglieder der
BMP-12-Subfamilie sowie MP52 ein. Diese Proteine
und ihre Verwendung zur Regeneration des Sehnen-
oder Band-ahnlichen Gewebes werden im US-Patent
5,658,882 offenbart.

TRAGER

[0014] Materialen, die als der Trager zur Durchfuh-
rung der vorliegenden Erfindung nutzlich sein kon-
nen, schliefen pharmazeutisch vertragliche Materia-
lien ein, die eine solche Viskositat und Polaritat besit-
zen, dass, wenn sie zum Knochen-morphogeneti-
schen Protein gegeben werden, sie eine Zusammen-
setzung bilden, die zur Anwendung an der Stelle der
Wiederherstellung der Bindung des Bindegewebes
an den Knochen geeignete Gebrauchseigenschaften
besitzt (d. h. auch nicht zu flissig ist, um an der de-
fekten Stelle zu bleiben). Zugabe des Tragers zu dem
Knochen-morphogenetischen Protein erlaubt dem
Protein, an der Krankheits- oder Lasionsstelle fur
eine ausreichend lange Zeit zu bleiben, um es dem
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Protein zu ermdglichen, die ansonsten natirliche Ge-
schwindigkeit der regenerativen knochenbildenden
Aktivitat der einwandernden Sauger-Vorlauferzellen
zu erhéhen und einen Raum zu bilden, in den neues
Gewebe wachsen kann und das Einwachsen von
Zellen erlaubt. Der Trager kann auch dem Kno-
chen-morphogenetischen Protein erméglichen, von
der defekten oder Lasionsstelle Uber ein Zeitintervall
abgegeben zu werden, das zur optimalen Erhéhung
der Geschwindigkeit der regenerativen knochenbil-
denden Aktivitat der Vorlauferzellen geeignet ist.
[0015] Die am meisten bevorzugte Familie von Tra-
gern umfasst kollagene Materialien. Bevorzugte Kol-
lagenmaterialien schlieBen Collastat®- und Helis-
tat©-Kollagenschwdmme ein (Integra LifeSciences
Corp., Plainsboro, N. J.). Andere Kollagenmateriali-
en, die zur Verwendung in der vorliegenden Erfidung
geeignet sein kénnen, werden in den US-Patenten
5,206,028; 5,024,841; 5,256,418 beschrieben. Der
Kollagentrager liegt vorzugsweise in der Form eines
Schwammes vor. Der Kollagenschwamm kann vor
der Verabreichung durch Eintauchen des Schwam-
mes in das gewUlinschte Volumen und die gewinsch-
te Konzentration des Proteins fir einen geeigneten
Zeitraum mit Protein beladen werden. Der Kollagen-
schwamm wird bevorzugt durch Eintauchen in einem
Bereich von etwa 10% bis etwa 150% Vol./Vol. [ml
Protein/cc trockener Schwamm)], starker bevorzugt
etwa 10 bis etwa 60% Vol./Vol., mit Protein beladen.
In einer anderen Ausfiihrungsform kann das Protein
an den Kollagenschwamm wahrend der Herstellung
adsorbiert werden. In diesem Fall wird das Kno-
chen-morphogenetische Protein bevorzugt zu dem
Kollagenschwamm wahrend der Herstellung zugege-
ben und lyophilisiert, um ein einheitliches Produkt zu
bilden. Das Protein wird bevorzugt in einem Verhalt-
nis von etwa 10 bis etwa 150% Vol./\Vol. zugegeben,
starker bevorzugt in einem Bereich von etwa 60 bis
etwa 80% Vol./Vol.. Andere Formen von Kollagen, die
in der vorliegenden Erfindung nutzlich sein kénnen,
sind Kollagengel und kreuzvernetztes polymeres Kol-
lagen.

[0016] Eine andere bevorzugte Familie von Tragern
zur Verabreichung des Knochenmorphogenetischen
Proteins sind pordse Polymerpartikel, im Detail im
US-Patent 5,171,579 beschrieben. Bevorzugt sind
die pordsen Polymerpartikel Co-Polymere von Poly-
milchsaure oder Polyglycolsdure. Das Protein und
die Polymere werden bevorzugt durch ein Sequest-
riermittel, wie autologes Blut, sequestriert. Ein alter-
nativer Trager, der fur die vorliegende Erfindung nitz-
lich ist, ist eine Formulierung von knochenbildendem
Protein, porésen Polymerpartikeln und einem ande-
ren Sequestriermittel, wie Cellulosematerial. Andere
bevorzugte Sequestrieragenzien schlieRen Hyalu-
ronsaure, Natriumalginat, Poly(ethylenglycol), Polyo-
xyethylenoxid, Carboxylvinylpolymer und Poly(vinyl-
alkohol) ein. Am meisten bevorzugt als das Sequest-
riermittel fur diese Ausfihrungsform ist Carboxyme-
thylcellulose. Diese Zusammensetzungen werden in
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der veroéffentlichten PCT-Anmeldung W0O93/0050 be-
schrieben. Das Celluloseprotein-Sequestriermittel
liegt bevorzugt in einer Konzentration von etwa 1 bis
etwa 10% (Gew./Vol. Implantat) vor. Das porése Po-
lymerpartikel/Cellulose-Sequestriermittel kann gege-
benenfalls weiter mit wassrigem Glycerol als ein L6-
sungsmittel gemischt werden, bevorzugt in Konzent-
rationen von etwa 10 bis etwa 80% (Vol./Vol.); und
Verhaltnisse von Sequestriermittel/flissige Losungs-
porose Polymerpartikel liegen bevorzugt bei etwa 0.1
bis etwa 0.9 (Vol./Vol.). In einer anderen Ausfih-
rungsform kdénnen die pordsen Polymerpartikel in ei-
nem verschmolzenen Schwamm gebildet werden,
wie in US-Patent 5,520,923 beschrieben. Die Menge
an knochenbildendem Protein, das mit porésen Poly-
merpartikeln verwendet wird, liegt im allgemeinen im
Bereich von 0.1 bis 1 mg Protein, bevorzugt 0.05 bis
6 mg Protein firr jeden Kubikzentimeter an verwende-
ter Zusammensetzung.

[0017] Eine andere bevorzugte Familie von Tragern
sind Cellulosematerialien, wie Alkylcellulose (ein-
schlieRlich Hydroxyalkylcellulose), einschlieRlich Me-
thylcellulose, Ethylcellulose, Hydroxyethylcellulose,
Hydroxypropylcellulose, Hydroxypropylmethylcellu-
lose und Carboxymethylcellulose, wobei die am
meisten bevorzugte die kationischen Salze von Car-
boxymethylcellulose (CMC) sind.

[0018] Im Fall von Cellulosetragern und Kollagen-
gelen ist es bevorzugt, dass der Trager in Form eines
hydratisierten Cellulosegels vorliegt. Die Viskositat
kann chemisch oder durch mechanische Mittel er-
héht werden, wie starkes Schitteln fir einen geeig-
neten Zeitraum, gefolgt von Autoklavieren. Der BMP-
und Cellulosetrager liegt bevorzugt in einer Lésung
eines geeigneten Puffers vor. Eine bevorzugte Puf-
ferldsung ist eine Zusammensetzung, umfassend,
zusatzlich zum knochenbildenden Protein, etwa 1.0
bis etwa 10% (Gew./Vol.) Glycin, etwa 0.1 bis etwa
5.0% (Gew./Vol.) eines Zuckers, bevorzugt Saccha-
rose, etwa 1 bis etwa 20 mM Glutaminsaurehydro-
chlorid und gegebenfalls etwa 0.01 bis etwa 0.1% ei-
ner nichtionischen grenzflachenaktiven Substanz,
wie Polysorbat 80. Bevorzugte Lésungen liegen zwi-
schen etwa 1% und etwa 20% (Gew./Vol.) Cellulose-
trager/Puffer. Wenn gewtinscht, kann ein Salz zuge-
geben werden. Ein bevorzugter viskoser Geltrager ist
in Beispiel 2 nachstehend beschrieben. Die Menge
an knochenbildendem Protein, die mit dem viskosen
Geltrager brauchbar ist, liegt im allgemeinen in einem
Bereich von etwa 0.05 bis etwa 1.5 mg, bevorzugt
von etwa 0.1 bis etwa 1.0 mg Kubikzentimeter an er-
forderlichem Implantatmaterial.

[0019] Andere Materialien, die zur Verwendung als
Trager fur BMPs in den gemal der vorliegenden Er-
findung hergestellten Zusammensetzungen geeignet
sein kdnnen, schlieRen Hyaluronsaure, chirurgische
Netze oder Nahte, Polygluconat, Temperatur-emp-
findliche Polymere, demineralisierter Knochen, Mine-
ralien und Keramik, wie Calciumphosphate, Hydroxy-
apatit, usw., sowie Kombinationen der vorstehend
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beschriebenen Materialien ein.

[0020] In einer bevorzugten Ausfiihrungsform der
vorliegenden Erfindung wird jedoch kein Trager ver-
wendet. Stattdessen wird das Protein der vorliegen-
den Erfindung in einem geeigneten Puffer, wie der
vorstehend beschriebene, direkt an die die Gewe-
bereparatur benétigende Stelle verabreicht. Zum Bei-
spiel kann das Protein mit einem Pinsel oder einem
anderen geeigneten Applikator, wie einer Spritze zur
Injektion, verabreicht werden. In einer anderen Aus-
fuhrungsform kann das Protein direkt an die die Ge-
webereparatur bendtigende Stelle verabreicht wer-
den.

[0021] Die folgenden Beispiele beschreiben weiter
die Praxis der Ausfihrungsformen der Erfindung mit
BMP-2 in einem Kollagenschwamm-Trager. Die Bei-
spiele sind nicht einschrankend, und, wie vom Fach-
mann erkannt wird, kénnen sie in Ubereinstimmung
mit der vorstehenden Beschreibung verandert wer-
den.

BEISPIELE

Beispiel 1: BMP-2 und Kollagenschwamm-Polymer-
trager in chirurgisch erzeugten Abtrennungsdefekten
von der Sehne an den Knochen

[0022] Zwanzig erwachsene Bastardhunde wurden
verwendet. Die langen Zehenstreckungssehnen bei-
der Kniegelenke wurden von ihrer Oberschenkelin-
sertion abgetrennt und durch ein Bohrloch in die pro-
ximale Langenwachstumszone des Schienbeins
transplantiert. Die lange Zehenstreckungssehne des
Kniegelenks beider Hinterbeine wurde von ihrer Ein-
figungsstelle in den Oberschenkel abgetrennt und
durch einen Knochentunnel in die proximale Langen-
wachstumszone des Schienbeins transplantiert. Re-
kombinantes menschliches BMP-2 (rhBMP-2) wurde
an der Verbindungsstelle Sehne-Knochen in einem
Bein unter Verwendung von Typ I-Kollagenschwamm
als Trager verabreicht [Fig. 1]. Das kontralaterale
Bein erhielt den Kollagenschwamm ohne rhBMP-2
[Kontrolle].

[0023] Die Tiere wurden wahrend der Chirurgie be-
taubt. Das Kniegelenk wurde durch einen seitlichen
Einschnitt neben der Kniescheibe angegangen; die
lange Zehengliedstreckunssehne wurde identifiziert
und wurde dann von ihrer Einfiigung in den seitlichen
Oberschenkelgelenkkopf durch scharfen Schnitt ab-
getrennt. Die Bundel Gber den vorderen Schienbein-
muskel wurde dann eingeschnitten, und der Muskel
wurde seitlich zurlickgezogen. Ein Bohrloch, 4.8 mm
Durchmesser, wurde in der proximalen Langen-
wachstumszone des Schienbeins in einem 45
Grad-Winkel zur Langenachse des Knochens ge-
macht. Helistat®-Kollagenschwamm wurde mit re-
kombinantem menschlichem BMP-2 (rhBMP-2) bela-
den, und der Schwamm wurde dann um die abge-
trennte Sehne gewickelt. Das freie Ende der Sehne
wurde manuell durch das Bohrloch gezogen und wur-
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de unter Spannung auf der medialen Seite der proxi-
malen Langenwachstumszone des Schienbeins mit
einfachen unterbrochenen Nahten von 4-0 rostfrei-
em Stahl fixiert. Die Sehne passte gut in den Kno-
chentunnel und war in Kontakt mit dem Knochen
durch die Lange des Tunnels. Die Gelenkkapsel, das
Bindel und die subkutanen Gewebe wurden mit un-
terbrochenen Nahten von 3-0 Chromfaden geschlos-
sen, und die Haut wurde mit unterbrochenen Nahten
von 3-0 rostfreiem Stahl geschlossen. Das Vorgehen
wurde dann am anderen Knie durchgefthrt. Die Bei-
ne wurden nicht ruhiggestellt, und den Hunden wurde
erlaubt, sich je nach Lust in einzelnen Zimmerauslau-
fen zu bewegen.

[0024] Acht Hunde wurden nach zwei und vier Wo-
chen getotet; vier Hunde wurden nach acht Wochen
getotet. Hochauflésende Radiographien wurden ge-
macht, und mikroskopische Schnitte der Verbin-
dungsstelle Sehne-Knochen wurden unter Licht und
polarisiertem Lichtmikroskop untersucht. Tetracyc-
lin-markierte Schnitte wurden unter dem Fluores-
zenzmikroskop untersucht. Biomechanisches Aus-
testen des maximalen Beladens versus Misslingens
wurden fir die Zwei- und Vier-Wochen-Proben auf ei-
nem MTS-Materialien-Testgerat in einer Spannungs-
rate von 50.8 mm/Sekunde durchgefiihrt. Die miss-
lungenen Beladungen wurden gemittelt, und die mit
rhBMP-2 behandelte Seite wurde mit der Kontrollsei-
te mittels eines Student's Paarungstests verglichen.

[0025] Ergebnisse: Serielle histologische Analyse
zeigte eine ausgiebige Proliferation von Fibroblasten,
runden Osteoblasten-ahnlichen Zellen und Trabekeln
von neuem Knochen an der Verbindungsstelle Seh-
ne-Knochen in den rh-BMP-2-behandelten Beinen,
verglichen mit den Beinen, die nur den Kollagen-Tra-
ger erhielten. Bei fortschreitendem Heilungsprozess
reiften die Trabekel des neuen Knochens an der Ver-
bindungsstelle in den rhBMP-2-behandelten Beinen
und kamen naher an die Sehne, wahrend es in dem
Bein ohne rhBMP-2 eine Zone von Faser- oder Gra-
nulationsgewebe gab, das die Sehne und den Kno-
chentunnel trennte. Von Kossa-gefarbte Schnitte und
Fluoreszenzmikroskopie Fluorochrom-markierter
Proben zeigten fortschreitende Mineralisierung des
neu gebildeten Knochens an der Verbindungsstelle
Sehne-Knochen. Hochauflésende Radiographien
zeigten, dass wahrend des Knocheninduktionsvor-
ganges der schon existierende lamellare Knochen
wiederaufgenommen wurde, und es wurde beobach-
tet, dass neuer Knochen fortschreitend in den Vier-
und Acht-Wochen-rhBMP-2-Proben mineralisierte.
Es gab keinen Hinweis einer Immunantwort des Wir-
tes auf das Kollagen-Implantat.

[0026] Gepaarte Vergleiche der maximalen Bruch-
kraft (In zeigten, dass die rhBMP-2-behandelten Bei-
ne sowohl in den Zwei-Wochen-Proben (p=0.035) als
auch den Vier-Wochen-Proben (p=0.05) bedeutend
starker waren. Es gab eine statistisch bedeutende Er-
héhung der Kraft von zwei bis vier Wochen in den
rhBMP-2-behandelten Beinen (p=0.02) und den Kon-
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trollbeinen (p=0.005) [Fig. 2].

[0027] Diskussion:  Knochen-morphogenetisches
Protein verstarkt die Heilung eines Sehnentransplan-
tats in einem Knochentunnel. Eine frihere Untersu-
chung der Heilung der Verbindung Sehne-Knochen
zeigte eine Fasergewebeverbindung zwischen der
Sehne und dem Knochen. In der vorliegenden Unter-
suchung induzierte rhBMP-2 ausgiebige Ablagerung
neuen Knochens am Verbindungsgewebe, was in ei-
nem naheren Anfingen des Knochens an die Sehne
zu friheren Zeitpunkten und einer regelmaRigeren
Entstehung von Sharpey'schen Fasern zwischen der
Sehne und dem Knochen in den rhBMP-2-behandel-
ten Beinen resultiert. Die erh6hte Starke der Fixie-
rung korreliert mit dem histologischen Grad des Kno-
cheneinwachsens, der in den rhBMP-2-behandelten
Beinen beobachtet wird.

Patentanspriiche

1. Verwendung eines oder mehrerer morphoge-
netischer Knochenproteine (BMP) fiir die Herstellung
eines Arzneimittels zur Regeneration einer funktiona-
len Bindung zwischen Bindegewebe oder Sehne und
Knochen, mit der MaRRgabe, dass die BMPs nicht
BMP-12, BMP-13 oder BMP-15 einschliel3en.

2. Verwendung nach Anspruch 1, wobei das Arz-
neimittel weiterhin ein Protein umfasst, das in der
Lage ist, die Bildung eines sehnen- oder bandahnli-
chen Gewebes zu induzieren.

3. Verwendung nach Anspruch 1 oder 2, wobei
das Arzneimittel das rekombinante menschliche
BMP-2 umfasst.

4. Verwendung nach Anspruch 2 oder 3, wobei
das Protein, das in der Lage ist, die Bildung eines
sehnen- oder bandahnlichen Gewebes zu induzie-
ren, MP52 ist.

5. Verwendung nach einem der Anspriche 2 bis
4, wobei das BMP und das Protein, das in der Lage
ist, die Bildung eines sehnen- oder bandahnlichen
Gewebes zu induzieren, Heterodimere bilden.

6. Verwendung nach einem der Anspriche 1 bis
5, wobei das Arzneimittel weiterhin einen geeigneten
Trager umfasst.

7. Verwendung nach Anspruch 6, wobei der Tra-
ger kollagene Materialien umfasst, vorzugsweise in
Form eines Schwammes, oder pordse Polymerparti-
kel und ein Sequestriermittel.

8. Verwendung nach Anspruch 6, wobei der Tra-
ger ein viskoses Cellulosegel ist.

9. Verwendung nach Anspruch 7, wobei das Se-
questriermittel ein Cellulosematerial oder autologes



DE 696 29 294 T2 2004.04.29
Blut ist.

Es folgen 2 Blatt Zeichnungen
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Anhangende Zeichnungen

Fig.1

Kollagen-
schwamm
mit BMP
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