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(57) Zusammenfassung
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Enochenwachstumsfordernde Zusammensetzung

Die Erfindung betrifft eine knochenwachstumsfdérdernde
Zusammensetzung, insbesondere zur Verwendung bei der
Herstellung von Implanatmaterial.

Implantatmaterial, wie es heutzutage verwendét wirgd, .
besteht aus autologem Knochenmaterial, heterologem
Knochenmaterial oder irgendeiner Form von Hydroxylapatit.
Die Erklarung fir die Verwendung eines solchen
Implantatmaterials liegt darin, daP dieses Material die
Heilung eines Knochendefektes schneller fdérdert, als wenn
der Knochendefekt unbehandelt bleibt. Verschiedene Arten von
Implantaten beschleunigen somit das Aufflllen des
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Knochendefekt. Wegen der Unmoglichkeit, ausreichend
autologes Implantatmaterial zu beschaffen, sind heutzutage
Hydroxylapatitformen von Implantatmaterial weitverbreitet.
Das Problem mit Hydroxylapatitformen von Implantatmaterial
besteht jedoch darin, dap sie nicht so schnell durch
knéchernes Einwachsen eingebaut werden, wie es winschenswert
ware, was die Behinderung des Patienten verlangert.

Aus der WO 88/00205 ist bekannt dap gewisse morphogene
Knochenproteine, namlich BMP-1, BMP-2 Klasse I, BMP-2 Klasse
II, BMP-3 und Gemische derselben, in einem physiologisch
akzektablen Vehikel bei der Erforschung und Behandlung von
Knochen- und Periodontaldefekten nttzlich sind. Auperdem
schlagt diese Anmeldung vor, eine Matrix zuzusetzen, die in
der Lage ist, die Zusammensetzung an den Ort des
Knochendefekts zu bringen und eine Struktur fur die
Indgzierung von Knochenbildung zur Verfigung zu stellen,

z.B. Hydroxylapatit.

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, eine
Zzusammensetzung zur Verfigung zu stellen, die ein
geeignetes Applikationsmaterial, wie etwa Hydroxylapatit,
fiir Knochenwachstum umfapt, das so verbessert ist, dap das
optimale Einwachsen von Knochen in dieses Material gefdrdert

wird.

Erfindungsgemap wird diese Aufgabe beil einer
knochenwachstumsférdernden Zusammensetzung durch einen
Gehalt an wenigstens einer Substanz aus der Gruppe, die aus
den Wachstumsfaktoren FGF, TGF-B, IGF-II, PDGF und
biologisch aktiven Mutanten und Fragmenten derselben und
Knochenextrakte mit entsprechender Aktivitat sowie einem
Knochenextrakt mit BMP-Aktivit&t besteht, in Kombination
mit einem geeigneten Applikationsmaterial geldst.
Uberraschenderweise konnte gezeigt werden, dap nicht nur die
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bekannten Proteine der WO 88/00205 das Einwachsen von
Knochen in geeignetes Applikationsmaterial fdérdern kénnen,
sondern daPf diese Aufgabe auch von weiteren
Wachstuﬁsfaktoren geldost wird, namlich FGF, TGF-B, IGF-II,
PDGF und biologisch aktiven Mutanten und Fragmenten
derselben und von Knochenextrakteh mit entsprechender
Aktivitat sowie von Knochenextrakten mit BMP-Aktivitéat.

In einer bevorzugten Ausfihrungform ist das Applikations-
material Hydroxylapatit. Auperdem kann das Appliﬁhtions—
material pords sein und vorzugsweise eine regulierbare
Porengro6Be besitzen.

Die bevorzugtesten Applikationsmaterialien fir die Zwecke
der vorliegenden Erfindung bestehen aus Algen-, Korallen-
und/oder Muschelderivat(en), wie diese z.B. aus der US-PS 39
29 971 oder aus der DE-PS 35 42 744 bekannt sind. Solch ein
Material hat sich als besonders nttzlich als Knochenimplan-
tatmaterial herausgestellt.

Vorzugsweise umfapt die erfindungsgemafe Zusammensetzung
einen Gehalt an wenigstens einem Salz aus der Gruppe, die
aus Vanadaten, Molybdaten und Fluoriden besteht. Obgleich es
bereits bekannt ist (europdische Patentanmeldung 0 289 314),
dap die Kombination von IGF-II und Fluorid bei der
Steigerung der Vermehrung von Knochenzellen wirksam ist, hat
es sich Uberraschenderweise gezeigt, daPB jede der
Kombinationen aus wenigstens einem der genannten Wachstums-
faktoren (oder einem der genannten biologischen aktiven
Mutanten oder Fragmente oder Knochenextrakte) und wenigstens
einem der genannten Salze in dieser Hinsicht in wenigstens
vergleichbarem Mafe wirksam ist.

In einem ersten Ansatz, diese Befunde zu erklaren, vermuten
wir, daP der Verstarkungseffekt von Fluorid-, Vanadat- oder
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Molybdatverbindungen auf deren hemmender Wirkung auf
Phosphotyrosylproteinphosphatase beruht. Dieses Enzym
bewirkt die Dephosphorylierung von Phosphoproteinen,
induziert durch mitogene Signale, wodurch diese mitogenen
Signale inaktiviert werden. Durch Hemmung dieser De-
phosphorylierung férdert man dann das mitogenen Signal, das

vom Wachstumsfaktor erzeugt wird.

In einer bevorzugten Ausfihrungsform der Erfindung ist BMP
oder eine biologisch aktive Mutante oder ein biologisch
aktives Fragment desselben anstelle oder zusatzlich zu einem
der genannten Faktoren bzw. deren biologisch aktiven

Mutanten oder Fragmenten enthalten.

Auperdem schléagt die Erfindung vor, eine Zﬁsammensetzung mit
einem Gehalt an wenigstens zwel Substanzen aus der Gruppe,
gie aus den Wachstumfaktoren FGF, TGF-B, IGF-II, PDGF, BMP
und biologisch aktiven Mutanten und Fragmenten derselben
sowie Knochenextrakten mit der entsprechenden Aktivitat
besteht, zu verwenden, am bevorzugtestens vier Wachstumsfak-
toren in Kombination. In diesen Zusammensetzungen ist
gezeigt worden, dap die Kombination von zwel oder mehr der
genannten Wachstumsfaktoren (von denen eine oder mehrere
fakultativ durch einen biologisch aktiven Mutanten oder ein
biologisch aktives Fragment ersetzt sind) nicht nur eine
additive Wirkung auf die Vermehrung und Differenzierung von
Knochenzellen haben, sondern einen tiberraschend merkbaren

Synergismus schaffen.

Vorzugsweise ist das vanadat-, Molybdat- oder Fluorid-Ion
mit einem Kation verknipft, das ausgewahlt ist aus der
Gruppe., die aus Natrium, Kadium, Calcium, Magnesium und
Ammonium besteht, die physiologisch besonders akzeptable

Kationen darstellen.
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Die in den Zusammensetzungen der vorliegenden Erfindung
verwendeten Wachstumsfaktoren koénnen durch eine Reihe von
verschiedenen Techniken hergestellt werden.

Erstens schlagt die vorliegende Erfindung vor, dap
wenigstens einer von ihnen aus natdrlichem, vorzugsweise
menschlichem Knochenmaterial gewonnen wird, wie z.B. IGF-II,
von Mojan et al., Biochem. Biophys. Acta 884, 234 (1986)
beschrieben. Alternativ dazu kdénnen die Wachstumsfaktoren
auch aus Knochenzellen isoliert werden, die in Kultur
gezlchtet worden sind.

Der zweite Weg fiir die Gewinnung der Wachstumsfaktoren ist
die Isolierung aus Serum, einschlieBlich Human-, Rinder-,
Schafs-, Schweine- oder Pferdeserum, unter Verwendung
herkémmlicher Techniken.

Die dritte (und mbéglicherweise letztendlich die bevorzugte)
Herstellungsmethode umfaBt jedoch rekombinante DNA-
Techniken, d.h. die Gewinnung der Wachstumsfaktoren oder der
biologisch aktiven Mutanten oder Fragmente derselben als
rekombinante Verbindung aus einem gentechnologischen
Verfahren. Einige dieser Techniken sind z.B. fir IGF-II in
obengenannter europaischer Patentanmeldung 0 289 314 und fir
‘BMP in obengenannter Internationalen Patentanmeldung WO
88/00205 beschrieben.

Schlieplich kann sich die erfindungsgemape Zuéammensetzung
durch einen Gehalt an einem mitogenen Knochenextrakt
auszeichnen. Die Herstellung eines solchen wirksamen
Knochenextrakts, der einen oder mehrere der genannten Wachs-
tumsfaktoren enthdlt, kann mit Hilfe herkémmlicher Techniken
durchgefihrt werden.

Die vorliegende Erfindung betrifft auch die Verwendung der
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erfindungsgemédfen Zusammensetzung fir die Herstellung von
Implantatmaterial. Die erfindungsgemédfe Zusammensetzung
férdert das optimale Einwachsen von Knochen in das
Implantatmaterial, wobei letztendlich ein schnelles
Auffillen von z.B. einem Knochendefekt verwirklicht werden
kann. Ein Weg, solch ein Implantatmaterial herzustellen
besteht darin, eine der genannten erfindungsgemafen

. Kombinationen aus einem oder mehreren der genannten Wachs-
tumsfaktoren oder biologisch aktiven Mutanten oder
Fragmenten derselben oder aus einem entsprechenden Knochen-
extrakt, fakultativ kombiniert mit einem der genannten Salze
aus der Gruppe der Vanadate, Molybdate und Fluoride, auf
pordse Hydroxylapatit-Koérner als Applikationsmaterial
aufzubringen. Es hat sich gezeigt, dap ein chirurgisch
erzeugter Knochendefekt mit solchen Hydroxylapatit-Koérnern,
verglichen mit Hydroxylapatit allein, schneller und

vollsténdiger ausheilt.

Die Erfindung wird nunmehr anhand der folgenden Beispiele

weiter veranschaulicht:

BEISPIEL 1

FGF erhéht die Vermehrung normaler menschlicher

Knochenzellen

Die Zellvermehrung wurde durch Einbau von tritiierten
Thymidin in DNA bewertet. Die Zellen wurden 16 Stunden lang
FGF ausgesetzt und dann mit 0,75 mCi tritiierten Thymidin
markiert. Nach zwei Stunden wurde das Medium abgezogen und
die Zellen zweimal mit phosphatgepufferter Kochsalzldsung
gespilt. Die Menge an TcA-unldslicher Radioaktivitat wurde
dann als ein Index fir DNA-Synthese gemessen. Die zugesetzte
Menge an FGF betrug 300 pg/ml. Fir diese Studien wurden die
menschlichen Knochenzellen in serumfreiem'DMEM—Medium
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kultiviert. Es konnte eine finffache Steigerung in der
Zellvermehrung in Kulturen, die mit FGF behandelt wurden,
verglichen mit Kontrollkulturen, festgestellt werden (siehe
Fig. 1).

BEISPIEL 2

PDGF steigert die Vermehrung von normalen menschlichen

Knochenzellen

Die Zellvermehrung wurde durch Einbau von tritiiertem
Thymidin in DNA bewertet. Die Zellen wurden 16 Stunden lang
PDGF ausgesetzt und dann mit 0,75 mCi tritiiertem Thymidin
markiert. Nach zwei Stunden wurde das Medium abgezogen und
die Zellen zweimal mit phosphatgepufferter Kochsalzldsung
gesplilt. Die Menge an TCA-unldslicher Radioaktivitét wurde
dann als ein Index fir DNA-Synthese gemessen.‘Die'
zugesetzte Menge an PDGF betrug 10 ng/ml. Fir diese Studien
wurden die menschlichen Knochenzellen in serumfreiem DMEM-
Medium kultiviert. Es wurde ein siebenfacher Anstieg in der
Zellvermehrung in Kulturen festgestellt, die mit PDGF
behandelt wurden, verglichen mit Kontrollkulturen (siehe

Fig. 2).
BEISPIEL 3
Vergleichbare Ergebnisse wurden mit TGF-B, IGF-II und

Knochenextrakt mit entsprechender Aktivitat oder BMP-
Aktivitdt und Gemischen derselben erhalten.

BEISPIEL 4

Fir die Anwendung der vorliegenden Erfindung wurden 750 um
Hydroxylapatit mit 250 pm Natriumfluorid und 200 ng FGF,
TGF-B, IGF-II, PDGF, Knochenextrakt mit entsprechender
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Aktivitat oder BMP-Aktivitat oder Gemischen derselben
komplexiert, um ein Implantat herzustellen. Solche
Implantate erwiesen sich als nitzlich fir die Behandlung von
Knochendefekten, wie bei unregelmdfigen Brichen, bei allen
Defekten aus Trauma oder chirurgischem Eingriff, in
Verbindung mit Krebs, bei allen Defekten aus Infektion
(0Osteomylitis) ., bei alveolaren Defekten und bei
Periodontalerkrankungen und kongenitalen Anomalien. Bei
allen getesteten Implantaten war das Einwachsen von Knochen

signifikant erhoht.

Die in der vorstehenden Beschreibung, sowie in den
Anspriichen und in den Zeichnungen offenbarten Merkmale der
Erfindung kénnen sowohl einzeln als auch in beliebiger
Kombination fir die Verwirklichung der Erfindung in ihren

Ausfihrungsformen wesentlichen sein.

pA
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Anspriche

1. Knochenwachstumsfdrdernde Zusammensetzung, gekennzeichnet
durch einen Gehalt an wenigstens einer Substanz aus der Grup-
pe, die aus den Wachstumsfaktoren FGF, TGF-B, IGF-II, PDGF
und biologisch aktiven Mutanten und Fragmenten derselben und
Knochenextrakten mit entsprechender Aktivitit sowie einem
Knochenextrakt mit BMP-Aktivit&dt besteht, in Kombination mit
einem geeigneten Applikationsmaterial.
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2. Zusammensetzung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet,
dap das Applikationsmaterial Hydroxylapatit ist.

3. gzusammensetzung nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekenn-
zeichnet, daP das Applikationsmaterial pords ist.

4. Zusammensetzung nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet,
dap das pordse Applikationsmaterial eine regulierbare Poren-

gréBe besitzt.

5. zusammensetzung nach einem der vorangehenden Anspriche,
dadurch gekennzeichnet, dap das Applikationsmaterial aus
Algen-, Korallen- und/oder Muschelderivat(en) besteht.

6. Zusammensetzung nach einem der vorangehenden Anspriiche,
gekennzeichnet durch einen Gehalt an wenigstens einem Salz
aus der Gruppe, die aus Vanadaten, Molybdaten und Fluoriden

besteht.

7. Zusammensetzung nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet,
dap anstelle oder zusatzlich zu einem der genannten Wachs-
tumsfaktoren bzw. deren biologisch aktiven Mutanten oder
Fragmenten BMP oder eine biologisch aktive Mutante oder ein
biologisch aktives Fragment desselben enthalten ist.

8. Zusammensetzung nach einem der vorangehenden Anspriche,
gekennzeichnet durch einen Gehalt an wenigstens zwel Sub-
stanzen aus der Gruppe, die aus den wachstumsfaktoren FGF,
TGF-B, IGF-II, PDGF, BMP und biologisch aktiven Mutanten und
Fragmenten derselben sowie Knochenextrakten mit derselben

Aktivitat, besteht.

9. Zusammensetzung nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet,
dap sie in Kombination vier wachstumsfaktoren enthalt, von

L3
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denen einer oder mehrere fakultativ durch eine biologisch
aktive Mutante oder ein entsprechendes Fragment ersetzt sind.

10. Zusammensetzung nach einem der vorangehenden Anspriche,
dadurch gekennzeichnet, dap das mit dem Vanadat-, Molybdat-
und Fluorid-Ion verknlipfte Kation ausgewdhlt ist aus der
Gruppe, die aus Natrium, Kalium, Calcium, Magnesium und
Ammonium besteht.

11. zZusammensetzung nach einem der vorangehenden Anspriche,
dadurch gekennzeichnet, daP wenigstens einer der Wachstums-
faktoren aus naturlichem Knochenmaterial gewonnen ist.

12. Zusammensetzung nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet,
dap wenigstens einer der Wachstumsfaktoren aus menschlichem

Knochenmaterial gewonnen ist.

13.‘Zusammensetzung nach einem der vorangehenden Anspriche,
dadurch gekennzeichnet, dap wenigstens einer der Wachstums-
faktoren aus Serum, einschlieflich Human-, Rinder-, Schafs-,
Schweine- oder Pferdeserum, gewonnen ist.

14. Zusammensetzung nach einem der vorangehenden Anspriche,
dadurch gekennzeichnet, dap wenigstens einer der Wachstums-
faktoren bzw. eine (eines) von deren biologisch aktiven Mu-
tanten oder Fragmenten als rekombinante Verbindung aus einem
gentechnologischen Verfahren gewonnen ist.

15. Zusammensetzung nach einem der vorangehenden Anspriche,
gekennzeichnet durch einen Gehalt an einem mitogenen
Knochenextrakt.

16. Verwendung einer Zusammensetzung nach einem der voran-
gehenden Anspriiche, zur Herstellung von Implantatmaterial.
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17. Verwendung nach Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet, dap
pordse Hydroxylapatit-Korner als Applikationsmaterial mit den
ibrigen Bestandteilen der Zusammensetzung nach einem der

Anspriche 1 bis 15 Uberzogen werden.

"
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