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FIBRIN COMPOSITIONS CONTAINING STRONTIUM COMPOUNDS

The present application claims the benefit of priority of U.S. Provisional Application
No. 60/925,716, which was filed on April 23, 2007 and is specifically incorporated herein by

reference in its entirety,

Field of the Invention

The present invention relates generally to a composition for use in bone healing and
bone regeneration and specifically to a viscoelastic hydrogel gel or liquid formulation -
comprising fibrinogen, thrombin and an inorganic component comprising a compound
containing strontium (Sr) coritaining compound and/or possibly another metal such as a
calcium. The strontium-containing compound can be dissolved in the thrombin solutions or
added to the composition in crystalline particulate form. Upon mixing the components,

gelation takes place to form a matrix.

Background of the Invention

The current practice in bone healing and regeneration is to fill bone voids with either a
bone graft (auto or allograft), a bone cement such as polymethylmethacrylate (PMMA) or
injectable or implantable calciuin salt void fillers. Autografts are the ‘gold standard’ choice
for this application but there are issues with donor tissue limitations, trauma, infection and
morbidity. There are a number of problems with allografts, including the risk of disease
transmission and imunogenicity. Both auto and allografts display loss of biological and
mechanical properties due to secondary remodeling. It is these limitations that have prompted
interest in altemative materials to bone grafts (Parikh SN. 2002; J. Postgrad. Med. 48:142-
148)

PMMA is a non-resorbable polymeric material. During its polymerization unreacted
monomer, catalyst and low molecular weight oligomers become entrapped in the polymer.
These chemicals have the potential to leach out of the material resulting in localised cytotoxic
and immunological responses. PMMA polymerization has a high exotherm that can
potentially cause heat necrosis. This exotherm also limits the ability of PMMA to incorporate
any pharmacological or chemotherapeutic agents. PMMA leakage from a defect can result in
very serious complications including compression of adjacent structures (requiring further

surgery) and/or embolism.
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Bone matrix at the nano-level (10 m) is composed of collagenous fibers in which tiny
crystals of calcium salts are embedded. In order to simulate the natural make up of bone, -

calcium salts are frequently used to repair bone. There are a number of known calcium salt

‘based “injectable void fillers.” One major complication with calcium salt cements is their

requirement for setting in vivo which is usually achieved by chemical reaction. Thus any
biologics incorporated in the filler such as cells and pharmacological agents can potentially be
damaged. Furthermore if the filler is too “fluid” it can leak out of the defect into adjacent
spaces leading to compression of structures and possible emboli. Leakage from defects
proximal to joints can potentially impair the joints function.

The calcium phosphate (CP) salt hydroxyapatite (HA structure CalO(PO4)6(OH)2) is

closest to the mineral phase of bone and can easily be synthesized at the bench. It is also
possible to prepare HA where other cations (for example, magnesium, sodium and strontium)
or anions (chloride, fluoride and carbonate) are substituted into the crystal. Relating to the
present invention is the substitution of calcium (Ca®") ions with strontium (Sr**) ions in the
CP crystals. Strontium and calcium both belong to the alkaline earth elements, and resemble
cach other in that greater than 99% of the total calcium and strontium in the body is localized
in bone. Strontium is the only element identified to have a positive relationship with bone
strength, i.e., the mechanical strength of the bone increases with increasing strontium content.
The potential therapeutic effects of strontium have been known for some time. However, it
has been suggested in the literature that the therapeutic potential may have been overlooked
due to confusion of normal, stable Sr** (*Sr, Sr, ¥’Sr and %8Sr) with its radioactive isotopes
(®sr, *mSr, ¥Sr and **Sr) Dahl et al,, Bone; 28 (4) pp. 446-453. Recently, the therapeutic
effects of strontium have been highlighted, and research has demonstrated that strontium salts
stimulate bone formation and inhibit bone resorption in vitro (even at low doses) and in vivo,
as evaluated by bone histomorphometry in rodents and osteoporotic patients. Ferraro et al,
1983; Calcif Tissue Int. 35:258-60.

The powerful anabolic and antiresorptive effects of strontium has lead to the
development of a new anti-osteoporotic drug. The orally active drug (active ingredient
strontium ranelate) has been shown to reduce the risk of vertebral fractures and to increase
bone mineral density. Meunier PJ et al, 2004; N_Engl J Med. 350(5):459-68. The drug is
composed of one molecule of ranelic acid bound to two atoms of strontium. The ranelate
group was chosen as the carrier because it is tolerated well in the GI tract. In the gut the
strontium ions are released from the ranelate group leading to absorption of the strontium by
the gut mucosa. Upon absorption, the strontium exhibits strong affinity for bone tissue, and

2
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becomes incorporated into the outermost hydrated layer of hydroxyapatite. A smaller amount
integrates into the bone crystal, where the ratio of strontium over calcium atoms does not
exceed 1:10, so that neither the formation nor the physicochemical properties of the crystal are
altered by the presence of strontium. Strontium ranelate is suggested to be the first
medication to uncouple bone formation from bone resorption. In vitro, strontium ranelate
increases collagen and non-collagen protein synthesis, enhancing pre-osteoblast
differentiation, inhibiting osteoclast differentiation, reducing osteoclast function and increases
osteoclast apoptosis. In animal models, the increase in bone density is closely correlated with
increases in biomechanical bone strength. In rat models, strontium ranelate increases bone
mass and improves microarchitecture and bone geometry, resulting in increased bone
resistance. In ovariectomized rats (a model for osteoporosis), strontium ranelate decreases
bone resorption but maintains high bone formation. All the determinants of bone strength are
positively influenced by strontium ranelate treatment (bone mass, dimension,
microarchitecture, and intrinsic bone tissue quality). The increment in bone mechanical
properties is characterized by an increase in maximal load but also by a dramatic
improvement in energy to failure, which is essentially due to an increment in plastic energy.
Kendler, 2006; Curr. Osteopor. Rep. 4(1):34-9; Marie, 2006; Curr. Opin. Rheum. 18
Suppl1:S11-5; Ammann, 2006, Bone. 38(2 Suppl 1):15-8. Although the mode of action of the

strontium is not fully understood, the increase in osteogenesis is believed not to be associated

with changes in circulating levels of 1,25(OH)2 vitamin D or in parathyroid hormone effects.
Strontium has been shown anti-fracture efficacy at all sites in a large number of post

menopausal women. Close et al, 2006; Expert Opin Pharmacother 7(12):1603-15.

The localized application of strontium in the form of a strontium-containing bone
cement has also been investigated by other researchers Wong, Chi-Tak, 2004,
“Osteoconduction and osseointegration of a strontium-containing hydroxyapatite bioactive
bone cement : in vitro and in vivo investigations. Publisher: University of Hong Kong”
(Pokfulam Road, Hong Kong); Zhao et al, 2004; J Biomed Mater Res B Appl Biomater.

69(1):79-86. The nonresorbing Sr-HA bone cement was composed mainly of strontium-
containing hydroxyapatite (Sr-HA) filler and bisphenol A diglycidylether dimethacrylate
(BIS-GMA) resin. It was proposed that the material could be used for vertebroplasty as it
could be delivered by injection and had better physico/mechanical properties than PMMA.
The strontium-containing hydroxyapatite (Sr-HA) bone cement was demonstrated to be

bioactive both in vitro and in vivo. In-vitro it appeared to be more efficacious than a non-
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doped hydroxypatite (HA) bone cement for cell attachment (Sa0S-2) and bone
mineralization. In—vivo the Sr-HA bone cement bonded with natural bone.

In U.S. Patent Nos. 5,736,132 and 5,549,904, both of which are hereby incorporated
by reference, a transglutaminase supplemented adhesive tissue adhesive is said to preferably
contain a divalent metal ion such as calcium and strontium in an amount in the range of about
0.5 mM to about 100 mM at a pH of about 7.0 to about 8.5. It is claimed that the
transglutaminase supplemented adhesive can be used in the treatment of tissue in joint
fractures, chondral defects, superficial chondral defects, full-thickness ddfects, osteochondritis
dissecans, meniscal tears, ligament tears, tendon tears, muscle lesions, myotendinous junction
lesions, cartilage transplantation, bone transplantation, ligament transplantation, tendon
transplantation, chondral transplantation, chondroosseous transplantation, skin graft fixation
and blood vessels, patching vascular grafts and microvascular blood vessel anastomosis. The
primary focus of the patents is the incorporation of the transglutaminase in an adhesive.

In contrast, the present invention does not incorporate transglutaminase and is
intended for injection into osseous defects or voids for local delivery of strontium and to aid
in the formation of new bone. Literature data shows that elemental strontium is able to

stimulate bone formation while simultaneously inhibiting bone resorption.

Summary of the Invention

The present invention provides a composition that may be injected into an osseous
defect or void or into the marrow space of trabecular bone tissue where it temporarily replaces
bone marrow, to aid in the formation of new bone. The data shows that elemental strontium is
able to stimulate bone formation while simultaneously inhibiting bone resorption.

In one aspect, the invention provides a composition for use in bone healing and bone
growth wherein the composition comprises fibrin, thrombin and a strontium-containing
compound. The composition may further comprise a calcium-containing compound.
Preferably, the composition is an injectable composition that is in the form of an injectable
gel, n injectable putty, injectable paste or injectable liquid form.

In other embodiments, the composition may comprise one or more plasticizer agents.
In certain embodiments, the plasticizer is an iodine-containing compound. Exemplary iodine-
containing compound for use as plasticizers herein include but are not limited to compounds
selected from the group consisting of diatrizoate, iodecol, iodixanol, iofratol, iogulamide,
iohexol, iomeprol, iopamidol, iopromide, iotrol, ioversol, ioxagulate and metrizamide and

mixtures thereof and polyvalent alcohols. In other embodiments, the plasticizer is a
4
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polyethylene glycol, a polyvalent alcohol, glycerol, or sugar selected from the group
consisting of monosaccharides, disaccharides, trisaccharides, polysaccharides, and
combinations thereof ~ In other embodiments, the placticizing effect is achieved by the
adjustment of the composition of low molecular weight compounds such as, among others,
sodium chloride and chaotropic agents.

The composition may be in a gel or a liquid form. In certain aspects, the composition
can be delivered as a liquid or a gel prior to or during the gelling phase or as a pre-formed gel
into tissue defects. |

In other aspects of the invention the composition contains one or more extra-cellular
protein selected from the group consisting of matrix proteins such as fibronectin, cellular
associated proteins or plasma derived proteins such as blood clotting factor XIII and
proteases.

In still other embodiments, the composition may further comprise a clotting inducing
agent such as protamine, snake venom, transglutaminases, FXIla, or a physiologically
acceptable alkaline buffer system.

In specific embodiments, the composition is such that the composition is resorbed and
replaced with tissue during the healing process.

The strontium containing compound used in the compositions of the invention may be
one selected from the group consisting of strontium chloride, strontium ranelate, strontium
acetate, strontium glutamate, strontium aspartate, strontium malonate, strontium maleate,
strontium ascorbate, strontium threonate, strontium lactate, strontium phosphate, strontium
apatites, strontium pyruvate, strontium alpha-ketoglutarate and strontium succinate. Thesc are
merely exemplary strontium-containing compounds and other compounds that contain
strontium may readily be employed in the compositions of the present invention.

The composition may be one which further comprises a strontium co-ligand selected
from the group. consisting of groups calcimimetics, osteocalcin, amino acids such as L-
arginine, and, arginomimetics and arginine analogs.

In the compositions described herein, the strontium-containing compound and/or the
calcium-containing compound may be in a (micro)particulate or solid form. In exemplary
embodiments, the strontium-containing or calcium- containing (micro)particulate form has a

particle diameter size ranging from 100 nanometers — 500 ym. In other embodiments, the

strontium containing or calcium containing components can take the form of porous or non-

porous solids with dimensions ranging from, for example 0.5 to 50 millimeters. Preferably,

the particle size is in the range of 0.5 to 5 millimeters.

5
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In specific embodiments, the calcium-containing compound is a calcium phosphate.
The calcium phosphateAmay be selected from the group consisting of tricalcium phosphate,
alpha-tricalcium phosphate, beta-tricalcium phosphate, polymorphs of calcium phosphate,
hydroxyapatite, calcium carbonate, calcium sulfate and combinations thereof.

In certain embodiments, it is contemplated that some of the calcium is substituted with
strontium to provide a mixture of calcium and strontium salts.

In specific embodiments, the ratio or percentage of strontium salts to calcium salts
rangés from .25% to 100%. In certain embodiments, the compositions of the invention may
further comprise a protein or combination of proteins selected from the group consisting of
bone morphogenic proteins, parathyroid hormone (PTH), calcitonin, bisphosphonates,
epidermal growth factor, insulin like growth factors and TGF growth factors. Any proteins
that have a bone growth promoting, or bone augmenting effect may be used. In still other
embodiments, the strontium-containing compound is made by adding strontium into a
bioactive glass to produce a strontium-containing bioactive glass material. |

In certain other embodiments, the composition is one in which gelation of the
composition occurs upon mixing of the various components.

In preferred embodiments, the methods of the invention comprise treating diseased,

mjured or deficient bone in a living subject by injecting into the cancellous bone of said

subject a composition comprising a strontium-containing composition of the present

invention. Advantageously, the injection of such a composition into the cancellous bone of -
the subject causes a rate of healing that is faster than observed with the application of a similar
composition that does not contain strontium.

Also contemplated herein is a method of repairing a bone having a defect comprising:
(a) mechanically fixing the bone or portions thereof;, and (b) filling the defect with a
composition of the invention in an amount effect cause repair of said defect. In exemplary
embodiments, the defect is a bone fracture and said repair is bone healing of said fracture. In
specific aspects of the invention, the application of said composition causes a rate of healing
that is faster than observed in the absence of application of said composition. Preferably, the
application of said composition causes a rate of healing that is faster than observed with the
application of a similar composition that does not contain strontium.

Also contemplated is a method of promoting new bone growth at the site of a bone
defect comprising contacting said site of defect with a composition of invention. Preferably

the rate of said bone growth is faster in the presence of strontium in said composition as



10

15

20

25

30-

35

WO 2008/131154 PCT/US2008/060720

compared to bone growth seen in the presence of a similar composition that does not contain

strontium.

Brief Description of the Drawings

Fig. 1 shows cell proliferation for human osteoblast-like cells (SaOS-2) grown on clots
containing strontium. The notation used is Ca/Sr. The values quoted are the concentrations in
the final clot. To achieve these concentrations in the final clot, the concentration in the buffer
is doubled.

Fig. 2 shows a DNA assay for human osteoblast-like cells (SaOS-2) grown on clots
containing strontium. The notation used is Ca/Sr. The values quoted are the concentrations in
the buffer. This value is halved in the final clot.

Fig. 3 shows alkaline phosphatase production over 30 minutes for human osteoblast-
like cells (SaOS-2) grown on clots containing strontium. The values q.uoted are the
concentrations in the final clot. To achieve this the concentration in the buffer is doubled.

Fig. 4 shows turbidimetric analysis of clots for where the thrombin buffer is comprised
of either a calcium, a calcium/strontium mix or strontium alone. The notation used is Ca/Sr.
Thé values quoted are the cbncentrations in the buffer. This value is halved in the final clot.

Fig. 5 shows percentage survival (as measured by MTS proliferation assay) for clots
grown in media containing 12.5mM Sr or Ca.

Fig. 6 shows staining of NHOst cells cultured on fibrin clots and fibrin clots
containing strontium particles., Live (left panel) Dead (right panel) staining of NHOst cells
cultured on fibrin clots for 14 days (Top panel) or fibrin clots containing strontium particles
(Bottom panel). |

Fig. 7 shows transverse sections of fibrin clots cultured with NHOst cells. Cells stain
green (Live) and red (Dead). Top fibrin clot. Bottom fibrin clots containing particles.

Fig. 8 shows a graphical representation of completely closed drill holes (both sides are
closed).

Fig. 9 shows the uCT of a rabbit femoral condyle in the presence of fibrin in the

material.

Fig. 10 shows graphical representation of bone formation (evaluation: 1: low; 2:
medium; 3: high bone formation).

Fig. 11 shows puCT of a rabbit femoral condyle with 80% Sr material.

Fig. 12 shows a histological stained thin section of a rabbit femoral condyle defect

treated with Fibrin.
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Fig. 13 shows a histological stained thin section of a rabbit femoral condyle defect
treated with Sr 80% in a fibrin clot.
Fig. 14 shows the Influence of SrCl, on bioactivity of PTH.

Detailed description of the invention

The preseht invention is directed to a thrombin, fibrin composition and/or strontium in
an inso'luble or soluble form and/or an inorganic particulate which may or may not contain
strontium and/or a fibrin plasticizer for use in bone healing and bone regeneration. Alteration
of the amounts of either the thrombin, or the inorganic particulate content, allows for control
of the gelation period as the application or the target tissue dictate. A fibrin plasticizer or
modifying agent can be used to enhance the mechanical properties of the formulation or to
further delay the clotting time. Examples of plasticizers include iodine containing contrast
agents such as diatrizoate, iodecol, iodixanol, iofratol, iogulamide, iohexol, iomeprol,
iopamidol, iopromide, iotrol, ioversol, ioxagulate and metrizamide and mixtures thereof and
polyvalent alcohols.

The composition can be delivered as a liquid prior to or during the gelling phase or as
a pre-formed gel into tissue defects using a minimally invasive technique. It is intended that
the formulation is resorbed and replaced with tissue during the healing process.

The fibrinogen solution is an aqueous solution with fibrinogen ranging from 5-200
ing/ml, preferably in the range 50-100 mg/ml. The fibrinogen solution can also include extra-
cellular matrix proteins (e.g., fibronectin, cellular associated proteins, other plasma derived
proteins [e.g., blood clotting factor XIII and proteases]. The fibrinogen solution can also
include fibrin monomer, derivatives and fibrin 1.

The thrombin component, may further comprise additional compounds known in the

art as well as the strontium compound. There is no specific limitation in respect to the amount

of thrombin used. In one example of the present invention, the amount of thrombin in said

thrombin component (b) is such that it is at least about 1 IU/ml in the final clotted

" composition up to the amount of 30 TU/ml.

In place of or in addition to thrombin the present invention other gelation inducing or
clotting inducing agent for component (a), such as  protamine, snake venom,
transglutaminases, FX1Ila, a physiologically acceptable alkaline buffer system. .

The thrombin buffer is an aqueous solution containing among other substances a
divalent cation. The concentration of divalent cation in the Buffer can range from 5-50 mM.

Preferably the divalent cations are chosen from the groups calcium and strontium and the ratio
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can be from 0:1 to 0.975:0.025 . The divalent strontium ions can be added in the form of
strontium chloride or any other water soluble strontium salt such as strontium ranelate,
strontium glutamate, strontium aspartate, strontium malonate, strontium maleate, strontium
ascorbate, strontium threonate, strontium lactate, strontium pyruvate, strontium alpha-
ketoglutarate or strontium succinate. The thrombin buffer can also contain co-ligands for a
newly identified molecular target of strontium (a G-protein-coupled receptor calcium-sensing
receptor, Pi et al., J. Biol, Chem. 2005). Co-ligands are selected from the groups
calcimimetics, osteocalcin and amino acids. Preferably L-arginine, arginomimetics or

arginine analogs. The strontium containing thrombin buffer can also be used in conjunction

- with the strontium containing inorganic particles.

The particulate component has a particle size diameter in the range of nano to less than
3000 pum. and should be insoluble at the time of application. Preferably, the particle size is
between 100 nanometers to S0 millimeters and more preferably between 0.5mm to 50 mm,
The particles can be any chelate of strontium which is insoluble at the time of application or
strontium substituted calcium salts which are also insoluble at the time of application. The
calcium salt for substitution can be selected from the group consisting of calcium phosphates,
tricalcium phosphates, alpha-tricalcium phosphate, beta-tricalcium phosphate, polymorphs of
calcium phosphate, hydroxyapatite, calcium carbonate, calcium sulfate and combinations
thereof. The strontium substitution of calcium of the particles can range from 0.25-100 %.
Mixing to obtain the final gel can be achieved over a range of temperatures 18-37 °C,
preferably 37 °C.

The fibrinogen solution is an aqucous solution with fibrinogen ranging from 5-200
mg/ml, preferably in the range 50-100 mg/ml. The fibrinogen solution can also include fibrin
monomer, derivatives and fibrin I. The fibrinogen solution can also include extra-cellular
matrix proteins, e.g. fibronectin, cellular associated ,proteins, and other plasma derived
proteins such as blood clotting factor XIII (FXIII) and proteases.

The thrombin solution is an aqueous solution with a minimum final concentration of

0.1 TU/ml in the final clotted (or gelled) composition. This solution can also be buffered and

_ contain amino acids, proteins or additives ( for example L-arginine, mannitol and albumin).

The thrombin buffer is an aqueous solution containing among other substances a
divalent cation. The concentration of divalent cation in the buffer can range from 5-50 mM.
Preferably the divalent cations are chosen from the groups calcium and strontium and the

molar ratio (can be from 1:0 to 0.975:0.025 of calcium to strontium).
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The particles can be any chelate of strontium which is insoluble at the time of
application or strontium substituted calcium salts which are also insoluble at the time of
application. The calcium salt for substitution can be calcium phosphates, tricalcium
phosphates, alpha-tricalcium phosphate, beta-tricalcium phosphate, a polymorph of calcium
phosphate, hydroxyapatite, calcium carbonate, calcium sulfate and combinations thereof. The
strontium substitution of the particles can range from 0.25-100 % as a ratio of the substituted
particles,

The particle content in the composition ranges from 2-100 % preferably 30-50 %
(weight/volume) of clottable proteins. The particulate component has a particle size diameter
in the range of sub-micron to less than 3000 pm, as the application requires. Homogenisation
to obtain the final gel can be achieved over a range of temperatures 18-37 °C, preferably 37
°C.

The efficacy of the compositions of the present invention to aid in bone repair can be
further improved by incorporating bioactive molecules. These can ‘be chemically attached to

the matrix, adsorbed on particulate component or trapped in the fibrin matrix either as a free

molecule or as a drug powder. These molecules can be used to stimulate bone metabolism

(anabolism and or catabolism). Suitable molecules that have been identified include bone
morphogenic proteins (BMP), parathyroid hormone (PTH), calcitonin, bisphosphonates,
epidermal growth factor, insulin like growth factors and the TGF super family growth factors.
Suitable molecules can also include other factors not related to the bone anabolism/catabolism
cycle but relating to physiological processes that occur in parallel to bone repair/ remodeling
such as angiogenic stimulators (vascular endothelial growth factor (VEGF) and platelet
derived growth factors [PDGFs] can also be incorporated. This is of particular interest as the
mode of action of the strontium is believed to be separate from the anabolic agents 1,25(OH),
vitamin D and parathyroid.

A plasticizer can also be mixed with the fibrin or thrombin to enhance the mechanical
properties of the formulation or to further delay the clotting time. Examples of plasticizers
are selected from the group consisting of water-soluble iodine containing contrast agents,
polyethylene glycols, polyvalent alcohols such as glycerol, mono- , di-, tri- and
polysaccharides, and any combination thereof. Suitable iodine containing contrast media are
detailed in U.S. patent application number US 20050119746 (Lidgren and Nilson, 2004),
which is hereby incorporated by reference, examples of which are diatrizoate (meglumine),

iodecol, iodixanol, iofratol, iogulamide, iohexol, iomeprol, iopamidol, iopromide, iotrol,
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ioversol, ioxaglate and metrizamide. Preferably the contrast agent is non-ionic, has a low
osmolality and allows fibrin assembly to occur for example iodixanol.

The compositions of the present invention may be used in useful bone healing
methods and in kits for use in such methods. It is contemplated that the composition may be
used for promoting bone growth or healing especially in long bones. Specifically, the present
invention relates to a bone repair composition that contains thrombin, fibrin and strontium.
The presence of strontium in the composition leads to enhanced bone healing and or bone
generation as compared to such a composition that does not contain strontium.

The compositions of the invention may be used in repairing andlregenerating long
bones such as the femur, tibia, humerus, radius ulna and the like.

Using the compositions of the present invention it will be possible to restore or
partially restore mechanical, architectural and structural competence to bones having defects,
while providing structural surface areas, which can serve as appropriate substrates for the
biological process governing bone healing and regeneration.

As shown in the examples, the composition of the invention accelerates the cellular
and biological processes involved in bone repair.

As used hereinafter the phrase "long bone" refers to a bone having a length, which is at
least two times longer than the diameter. Typically, the phrase "long bone" refers to the bones
of the extremities, i.e. the tibia, fibula, femur, humerus, radius, ulna, carpals, metacarpals,
phalanges, tarsals and metatarsals. More specifically, the phrase "long bone", as used herein,
refers to the four main bones of extremities, i.e., the tibia, the femur, the humerus and the
radius.

The "bone defect" that may be remedied by use of the compositions of the present
invention may be any abnormality in the bone, including, but not limited to, a void, a cavity, a
conformational discontinuity, a fracture or any structural change produced by injury,
osteotomy, surgery, fractures, malformed healing, non-union fractures, skeletal deformations,
aging, or disease. The compositions of the present invention provide significant therapeutic
potential. When cancellous bone becomes diseased, for example, because of osteoporosis,
avascular necrosis, or cancer, the surrounding cortical bone becomes more prone to
compréssion fracture or collapse. This is because the cancellous bone no longer provides
interior support for the surrounding cortical bone. The compositions of the invention can be
used in strengthening bone in conditions such as osteoporosis, osteonecrosis or avascular
necrosis as well as other bone disease involving infected bone, poorly healing bone, or bone

fractured by severe trauma.

11

/s



10

15

20

25

30

WO 2008/131154 . PCT/US2008/060720

Another aspect of the invention provides a kit for repairing a bone having a defect.
The kit includes a mechanical fixing device for fixing the bone or portions thereof and
compositions of the present invention. Examples of a fixing device include, but are not limited
to, flanges, rods, bars, wires, staples, screws, sutures as well as various casts, sleeves and the
like, which are typically external fixing devices. Hence, the kit of the present invention
preferably includes an external mechanical fixing device.

Another aspect of the present invention there is provided a method of tréating bone
defects, such as fractures, cavities voids and the like comprising contact them with a
composition of the present invention. In some embodiments, the method may involve
mechanically fixing the bone or portions thereof prior to, or following a step of contacting the
defect with a composition of the present invention.

Advantageously, the compositions of the present invention may be used as injectable
compositions that are delivered into an osseous (bone) defect or void or into the marrow space
of trabecular bone tissue where the composition temporarily replaces bone marrow, and/or
aids in the formation of new bone. The compositions may be injected into trabecular bone
tissue or any other bone tissue using techniques well known to those of skill in the art,
Exemplary such techniques and apparati for performing such techniques are discussed in for
example, U.S. Patent publication No. 20080065091, U.S. Patent publication No.
20080058828, U.S. Patent publication No. 20070073307, U.S. Patent Nos. 4,969,888 and
5,108,404 among others (each of these patent documents are incorporated herein by
reference). Typically, injection devices similar to a household caulking gun are used to inject
the compositions into bone. A typical bone cement injection device has a pistol shaped body,
which supports a cartridge containing bone cement. A trigger actuates a spring-loaded ram,
which forces a volume of bone cement in a viscous condition through a suitable nozzle and
into the interior of a bone targeted for treatment. According to the teachings of U.S. Patent,
Nos. 4,969,888 and 5,108,404, a cavity can be first formed by compacting cancellous bone
inside the bone, into which the bone cement is injected.

An added advantage of incorporation of the Sr into the injectable compositions of the
invention is that it allows the delivery and healing process to be monitored using a technique
such as fluoroscopy due to the known properties of strontium as a radio-opacifier. As such,
the use of the Sr in the compositions of the present invention provides both a therapeutic and
diagnostic function and not simply an imaging function alone.

The compositions of the present invention may be used in the form of an injectable

gel, an injectable paste, a paste, a putty, or a rehydratable freeze-dried form. As used herein,
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the term term "gel" refers to a jelly-like, thick, soft, partly liquid substance. A gel of the
present invention may be extruded through at least a 13 gauge syringe needle. "Paste," as used
in the present application refers to a soft, moist, substance.having a consistency between a
liquid and a solid. A paste of the present invention is less solid than a putty and more solid
that a gel, and in some embodiments may be injectable.

The term "putty" refers to a dough-like/clay-like tissue repair composition of the
present invention. During application the substance may be beaten or kneaded to the
consistency of dough, and molded into a shape closely approximating that of the implant site.

"Injectable" refers to the ability of the present invention to be introduced at an implant
site under pressure (as by introduction using a syringe). An injectable composition of the
present invention may, for example, be introduced between elements or into a confined space
in vivo (i.e., between pieces of bone or into the interface between a prosthetic device and
bone, among others). '

"Syringe" refers to any device that may be used to inject or withdraw flowable tissue
repair compositions of the present invention, including certain gels and pastes, among others.

The composition is injected into cortical bone or trabecular bone of a subject
(preferably, the subject is a human, simian, ovine, bovine, equine, porcine subject). “cortical
bone," as used in the present application, refers to the compact bone of the shaft of a bone that
surrounds the medullary cavity. Cortical bone is a highly dense structure made up of triple
helix strands of collagen fiber, reinforced with hydroxyapatite. The cortical bone is a

compound structure and is the primary load bearing component of long bones in the human

- body. The hydroxyapatite component is responsible for the high compressive strength of the

bone while the collagen fiber component contributes in part to torsional and tensile strength.
The compositions of the invention may be introduced into such bone parts to impart a
beneficial bone healing or bone augmentation effect,

Trabecular bone is of similar composition to cortical bone and is the primary structural
component of "cancellous bone" and refers to adult bone consisting of mineralized regularly
ordered parallel collagen fibers organized differently than in the lamellar bone of the shaft of
adult long bones. Cancellous bone is generally found in the end of long bones surrounded by
cortical bone. Cancellous bone has spicules that form a latticework, with interstices filled with
bone marrow. It may also be referred to as a trabecular bone, or spongy bone. In preferred
embodiments, the compositions of the invention are delivered into trabecular bone.

The bone-fixing methods of the invention also may include the step of reshaping the

defect prior to bone fixing or contacting with the composition of the invention. Such
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reshaping or bone realigning can be performed with, for examplé, drills or grinders or any
other device utilizable for reshaping the defect.

The device used for fixing the bone will depend on the type of defect to be repaired
and on the type and placement of the bone. Typically, the fixing device is an external fixing
device. Preferably, an external fixing device such as, for example, a cast, is the only fixing
device utilized in the method of the present invention, accompanied with an injection of the
composition of the present invention. However, in some circumstances it may be necessary to
employ more invasive surgical procedures using an internal fixing device can be utilized as
well.

Repair can be monitored and in due course the device employed to fix the bone may
be removed. Bone regeneration at the site of the defect can be assessed by soft tissue X-rays
(7.5 mA; 0.5 sec) taken immediately following surgery and at given time intervals post
sufgery. Bone regeneration in test animals also can be determined upon termination of the
experiments by assessing general morphology, computerized topography (CT) scan (65-80
kV; 20 sec) and three-dimensional (3-D) CT scan (Marconi, M.times.8,000). Histological
studies can be performed to determine the bone staining of the tissue.

In the methods of the invention, the compositions also may be combined with cells
that can be used in bone repair, such as for example, osteoprogenitor cells. Osteoprogenitor
cells, as is known in the art, include an osteogenic subpopulation of the marrow stromal cells,
characterized as bone forming cells. The osteoprogenitor cells utilized by the method of the
present invention can include osteogenic bone forming cells per se and/or embryonic stem
cells that form osteoprogenitor cells. The osteoprogenitor cells can be isolated using known
procedures. Such cells are preferably of an autological source and include, for example,
human embryonic stem cells, murine or human osteoprogenitor cells, murine or human
osteoprogenitor marrow-derived cells, murine or human osteoprogenitor embryonic-derived
cells and murine or human embryonic cells. These cells can further serve as cells secreting
growth factors, as described by Robinson and Nevo (2001), which are defined hereinabove.

~ The composition of the present invention also may further comprise various active
therapeutic agents, which can include bone growth-promoting agents, osteoprogenitor cells or
a combination thereof. The compositions may include at least one drug, such as, a vitamin, an
antibiotic, an anti-inflammatory agent and the like.

In certain preferred embodiments, the strontium in incorporated into a calcium
containing salt using techniques known to those of skill in the art to prepare strontium

substituted calcium compounds. In addition, strontium may be incorporated into bioactive
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glasses which are conventionally used in tissue repair. A “bioactive glass” is any glass that
displays characteristics of bioactivity, it is typically and an amorphous solid that is not
intrinsically adhesive and that is capable of forming a cohesive bond with both hard and soft
tissue when exposed to appropriate in vivo and in vitro environments, such as simulated body
fluid or tris-hydroxymethylaminomethane buffers. A cohesive bond is achieved by developing
a surface layer of hydroxycarbonate apatite onto the bioactive glass through the release of
ionic species from the bulk bioglass material. There are numerous applications for bioactive
glasses in the field of surgical and orthopedic treatments as well as in dental surgery and have

been described, for example, in European Patent 1 405 647 and European Patent Application

1 655 042, as well as in International applications WO 96/21628, WO 91/17777, WO

91/12032 and U.S. Patent publication number 20080066495 (each incorporated herein by

reference).

Examples:

In one embodiment of the invention, the strontium-containing compound is used as the
divalent ion in a thrombin dilution buffer. The thrombin solution is prepared using the
dilution buffer. The fibrinogen solution and the strontium containing thrombin solution are
mixed to form a gel.

In another embodiment of the invention, the strontium-containing compound is added
to the formulation as a salt particle. The thrombin solution and particles are mixed to prepare
the modified thrombin solution. The fibrinogen solution and the modified thrombin solution

are mixed to form a gel.

Example I: Strontium Containing Compound Dissolved in the Buffer Solution.

A series of buffers were prepared in double distilled water. For these buffers, the
divalent cation in the thrombin buffer was Ca or a Ca + Sr mixture such that the cation
concentration was kept constant at 40 mM (see table below for strontium chloride). The

fhrombin was diluted to a concentration of 41U in the thrombin buffer.

CaCl, 40mM CaCl, 30mM CaCl, 20mM CaCl, 10mM CaCl, 0mM

SrCl, OmM SrCl, 10mM SrCl, 20mM SrCl, 30mM SrCl, 40mM
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The fibrinogen was then mixed with thrombin in a 1:1 ratio (therefore the strontium
concentration in the gelled clot is halved). For this, 2 ml of the thrombin solution can be
transferred to a Sml syringe. 2 ml of fibrinogen (Tisseel, Baxter, Clottable Protein,
[fibrinogen and fibronectin] 72-110 mg/ml) was transferred to a separate Sml syringe. The
syringes containing the fibrinogen and the thrombin can be connected to any state of the art
mixer for the purpose of combining.

For in-vitro experiments, the clots were prepared by pipetting 150 ul of the fibrinogen
solution to the wells of a 24 well plate. The plate was put on plate shaker to ensure an even
distribution over the well bottom. 150 pl of the thrombin solution was then added to the well
and the plate was put on a plate shaker to ensure homogeneous clots. A human osteoblast-like
cell line (SaoS-2) was cultured on the clots for up to 7 days to see if any differences in cell
proliferation/cell differentiation could be observed. Figure 1 shows the results for
proliferation (Alamar Blue) when Strontium Chloride (SrCl2) is added to the thrombin
dilution buffer. Similar results are available for Strontium Acetate (SrAc).

The Alamar Blue assay is a metabolic assay and is often used to measure pro]iferatidn.
The addition of strontium resulted in significant increased proliferation on these clots when
compared to a normal clot with 20mM CaCl,. A similar result was also observed when the
proliferation was quantified using a DNA stain (Figure 2). After 7days, clear differences
could be observed between cells grown on clots containing either a calcium strontium mix or
only calcium. Thus we conclude that strontium has a positive effect on the proliferation of
osteoblast like SaOS-2 cells.

These initial experiments were designed to look at differences in cell proliferation did
not provide sufficient time to investigate osteoblast differentiation. The enzyme alkaline
phosphatase is an early indicator of differentiation but levels do not really peak till about days
10-14. A preliminary result shows an increase in alkaline phosphatase expression in the clots
containing strontium (Fig. 3). In the case of strontium acetate these values appear not to be
significant. These experiments are being repeated with a 14 day investigative period.

In addition to the cell studies observation, turbidmetric analysis was carried out to
examine if the clot structure was altered as a result of the strontium (Figure 4) The clot
turbidity is directly proportional to average cross-sectional area of the fibres, therefore the
more turbid the clot the greater the fiber diameter.

The turbidimetry data in Fig. 4 shows that there is very little difference in the kinetics

and absorbance for strontium containing clots in comparison to calcium containing clots. This
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may be explained by observations that calcium and strontium are capable of occupying similar
binding sites, in particular the FXIII binding site.

For the initial experiments, cells were seeded on the surface of clots. One of the
reasons for choosing this seeding method is that some cell types when seeded within the clots
suffer largely from cell death and there is migration of the cells to the surface of the clot. One
possible explanation for this effect may be explained when osteoblast-like cells are cultured in
a medium supplemented with CaCl,. Figure 5 shows the result of SaOS-2 cell culture on
tissue culture plastic in the presence of 12.5 mM CaCl,. Cell death (as measured by an MTS
assay) occurs for the cells cultured in the presence of the calcium chloride. This occurs within
the first 24 hours of the cell culture. By contrast there is only a slight reduction in the

proliferation of cells cultured in the presence of strontium containing compounds. It is

important to point out that some cells have a requirement for high calcium i.e., fibroblasts and

keratinocytes, and thus would not affected by the calcium concentration of the clot.

Example 2: Fibrin/Strontium Doped-Calcium Phosphate nanoparticles.

Thrombin was diluted to a concentration of 4 TU in the thrombin buffer. The
fibrinogen was mixed with thrombin in a 1:1 ratio. For this 2 ml of the thrombin solution can
be transferred to a Sml syringe. 2 ml of fibrinogen (Tisseel, Baxter, Clottable Protein,
[fibrinogen and fibronectin] 72-110 mg/ml) was transferred to a separate Sml syringe. The
particles (nanoparticles less than 1 pm) are incorporated as a percentage weight of the final

clot volume ((w/v). These are weighed and placed into another Sml syringe.

The syringes containing the particles and the thrombin are connected via a Luer
adapter and the thrombin and particles homogenised by transferring the contents from syringe
to syringe. The syringes containing the thrombin/particles and the fibrinogen are connected
via a Luer adapter and the contents homogenised. The material remains liquid for approx 30
seconds during this time it can be injected into the defect.

For in-vitro experiments, the clots are prepared by pipetting 150 ul of the fibrinogen
solution to the wells of a 24 well plate. The particles (nanoparticles less than 1 pm) are added
as percentage weight of the final clot volume (w/v). The plate is put on plate shaker to ensure
an even distribution over the well bottom. 150 ul of the thrombin solution is then added to the
well and the plate put on a plate shaker to ensure homogeneous clots. In the preliminary
studies, a human osteoblast like cells (SaOS-2 or NHOst) were cultured on the clots for up to
14 days to see if any differences in cell proliferation, cell differentiation could be observed.

17
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Qualitative analysis for cells seeded on the particle containing clots show good
biocompatibility, when compared to normal fibrin clots (Figure 6). Although not quantified,
it appears that the cells on the fibrin clots without particles are more rounded in morphology
while those on the particle containing clots are more spread. Further evidence of this can be
seen in transverse sections of the clots (Figure 7). For this, cells were seeded in the clots.
After a few days the cells in the fibrin clots had migrated to the surface of the clot. By
comparison, cells in the particles containing clots remained in the clots and have spread out

showing a favorable morphology.

Example 3: Use of Strontium Doped Hydroxvapatite In Rabbit Femoral Confyle Defect
Model. ,

The studies described above suggest that strontium stimulates bone formation and at

the same time represses bone resorption. Previous studies investigated the effect of SrCi2 on
osteoblast like cells and on primary osteoblasts. In the course of the attempt to identify a
formulation that can be used in vertebral augmentation, a modified hydroxyl apatite that was
doped with strontium, was tested in a rabbit femoral condyle defect model to assess the
potential of strontium to stimulate bone formation. Calcium hydroxy! apatite can be produced
at the bench by stirring calcium nitrate and ammonium phosphate together at a high pH value
(adjusted with ammonium hydroxide). The resulting precipitate can be centrifuged, washed,
dried and calcined to obtain a hydroxyl apatite like substance. By combining calcium nitrate
with strontium nitrate -in the respective percentage of substitution it is possible to produce
strontium-calcium hydroxy! apatite like particles that can be injected together with fibrin into
a bone defect.
v This example shows data that shows that strontium substituted calcium hydroxyl
apatite like particles stimulate new bone formation better than fibrin alone or pure calcium
hydroxyl apatite like particles. These results provide in vivo corroboration of the data obtained
during preliminary cell culture.

Materials and Methods:

The following chemical reagents were used in the studies described in the present
example. Calcium nitrate tetrahydrate; 99% A.C.S.reagent [Sigma-Aldrich; 237124-500G;
FW: 236,15]; Strontium nitrate p.A. >99% [Fluka; 85899 500g; ILot&Filling Code: 1086321,
53706181; FW: 211,63]; Ammonium phosphate biphasic p.A. [Riedel-de Haén; 30402 500g;
FW: 132,06] ; Ammonium hydroxide [Sigma-Aldrich, 318612-2L; batch#: 11103PD; FW:

35,05; 5N in H,0]; EtOh 96%; Fibrinkleber [Baxter AG; Fibrinkleber TIM 3; 08P6004H;
18
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5ml; 1500434); Thrombin [Baxter AG; B205553 thromb. SD TIM 5; 500IE; US 5ml];
Calcium chloride dihydrate (min. 99%) {Sigma; C7902-1KG; batch#: 044K0160]; and
Sodium chloride [Merck, 1.06404.1000 1kg; Charge/Lot: K38062004 745; FW: 58,44.
| The experiments employed various solutions as follows: 40mM CaCl,+200mM NaCl:

1.47g CaCl, + 2.92g NaCl in 250ml ddH,0; lyophilized thrombin- reconstituted in 5ml
40mM CaCl,+200mM NaCl and lyophilized fibrinogen — reconstituted in Sml of 3000 KIE/ml
Aprotinin. ' | ‘

Experiments were performed on 4 tests groups with 6 rabbit knees each as follows:

Group 1. fibrin + thrombin (8TU/m] final concentration)

Group 2. fibrin + thrombin (8IU/ml final concentration) + 100% Ca (0% Sr
substitution)

Group 3. fibrin + thrombin (8IU/ml final concentration) + 75% Ca (25% Sr
substitution)

Group 4. fibrin + thrombin (81U/ml final concentration) + 20% Ca (80% Sr
substitution).

Preparation of Test Materials:

Fibrinogen was reconstituted and aliquoted in 1ml syringes [Braun; omifix — Iml;
Luer] with 0.5ml fibrinogen per syringe. Thrombin was reconstituted and diluted with 40mM
CaCl,+200mM NaCl to 16 IU/ml. This was also aliquoted in 1ml syringes, 0.5ml per syringe.

The hydroxyl apatite powders were produced by stirring together equal volumes of 2M
calcium nitrate solution (or according to percentage of strontium substitution also strontium
nitrate, the resulting solution has to have 2M in total) and 1.2M ammonium phosphate
solution. Upon addition of ammonium phosphate to the calcium nitrate a pasty substance
precipitated. A subsequent addition of an equal volume of ammonium hydroxide elevated the
pH of the precipitate to 11 and made the pasty precipitate liquid. After thorough stirring the
mixture was centrifuged, the supernatant was discarded and the precipitate was washed two
times with alcohol (ethanol 96%) and one time with ddH,O. Between the washing steps the
precipitate was always elutriated, centrifuged and the supernatant was discarded. Thereafter
the precipitate was dried at 60°C under vacuum for one day, milled and calcined for 1 hour at
1100°C.

After cooling the hydroxyl apatite like particles were sterilized with heat and aliquoted
in Iml syringes, 0.3g per syringe.

Treatment of Rabbits
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12 rabbits were used to perform the main experiment. They were sedated and a bore
hole (diameter 4.5mm) was drilled into the femoral condyles. These drill holes were filled
each with one of the test materials by swooshing the thrombin component with particles and
thereafter with fibrinogen, or just thrombin with fibrinogen as a control. The cone of the 1ml]
syringes fit perfectly into the drill holes, so a direct application was possible.

After injection of the respective material (randomized for the 24 knees) the skin was
sewed and the rabbit was kept monitored for the following 8 weeks.

Post-operation Analysis

After the 8 weeks the rabbits became euthanized and the knees were analysed by pCT
and thin sections were histologically stained.

Results

uCT analysis: Due to the high opacity of the strontium samples it was difficult to
obtain quantitative results, so the analysis was done semi-quantitative by assessing the pCT
pictures with the eye and quantifying them. Evaluation of bone formation was performed in
three levels (1: low; 2: medium; 3: high). The evaluation of a closed drill hole was done by
giving a “+” for a closed drill hole and a “-* for a not closed drill hole. The data are shown in
graphs at Figures 8 through 14. All graphs are averages of evaluable treated animals, whereas
the pCT pictures are snap shots.

Figure 8 shows graphical representation of completely closed drill holes (both sides
are closed). None of the evaluated rabbit condyle defects filled with fibrin was closed on both
sides, hence zero percent completely closed drill hole borders are seen in Figure 8. The
substitution of 25% Sr in the particles yielded the highest value of 80% closed drill hole
borders.

In Figure 9, there is the pCT of a rabbit femoral condyle in the presence of fibrin. The
defect is still visible, but no residual material (fibrin) is visible; one side of the drill hole is
still open.

Addition of strontium produces marked effects. Figure 11 shows pCT of a rabbit
femoral condyle in 80% Sr material. While the defect is still visible, most of the defect is
filled; the material (Sr80%) is strongly visible. New bone formation is clearly identifiable and
both sides of the drill hole are closed. ,

The above results also were confirmed using histological studies. Figure 12 shows a
histological stained thin section of a rabbit femoral condyle defect treated with fibrin. No test
substance is pfesent. Accordingly no signs of inflammation are found. Only a few, short

cancellous bone trabeculae are found inside the drill hole. At the opening of the bur canal, the
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newly formed bone substance is of cancellous shape. Blood vessels are almost regularly
dié'ﬁibuted inside the drill cavity, showing only few spots that are less vascularised. Several
larger blood vessels are in_ close vicinity to the bone substance at one side of the drill cavity.

In the samples treated with 80% strontium in the fibrin clot (Figure 13), 40-70% of the
drill canal is filled with the test substance. The test substance is in all samples of elongated
shape inside the drill cavity. In one sample it is more granular, while the other two exhibit a
coarser test substance. In 2 of 3 samples fibrin is present as large patches close to the test
substance. Inflammations are few in one sample, and vary from 3-10 large inflammations in
the other specimens. In one sample the test substance is in direct contact to the newly built .
bone tissue, whereas it lies more distantly in the other two. Two samples have regularly
distributed blood vessels inside the drill cavity, while the third has a more clustered
vascularisation.

Discussion

The pCT data shows that formulations containing Sr 25% substituted hydroxy! apatite
like particles trigger a closure of a drill hole better than the other tested substances, induce a
comparable bone formation to 80% substituted particles, while being less dense.

Fibrin alone triggers less bone formation and the drill holes are closed only on one
side. Formulations containing pure calcium hydroxyl! apatite like particles are not so dense,
but seem not to induce bone formation or a closure of the drill holes.

The high strontium concentration formulation is very dense, it induces new bone
formation, but not significantly more than Sr 25%. Furthermore drill hole closure is worse
compared to Strontium in a lower concentration, thus even low concentrations of strontium is
sufficient to induce bone formation.

Histological results suggest that the substitution of strontium in calcium hydroxyl
apatite like particles induces formation of new bone. Vascularisation, a prerequisite for the

immigration of osteoblasts and hence new bone formation, was detected in all the samples.

Example 4: Strontium has a synergistic effect with PTH on osteoblast cells.

The preseﬁt example describes in vitro studies on rat osteosarcoma cells to investigate
if a combination of parathyroid hormone (PTH) and Strontium (used as SrCI2) on activation
of bone formation factors like increased cAMP production in osteoblasts. The studies
described herein show that SrCI2 has a positive synergistic effect with PTH in generation of
cAMP in osteoblast cells. No such effect was observed for cells treated with CaCl,. As

cAMP is known to induce anabolic bone formation, the data presented herein support a
21 '
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conclusion that a combination therapy of Sr and PTH will lead to increased bone formation in
vivo.

Materials and Methods

The osteosarcoma cell line UMR-106 (NewLab Bioquality AG, Erkrath, Germany)
was used to perform the bioassay.

The assays described below used the following media:

Cell culture medium: DMEM (Sigma, D6546; incl. 4500mg/l Glucose, Na-Pyruvate,
Na2CO3, suppl. with 0.584g/1 L-glutamine); 10% FCS; 2mM L-Glu. ‘

Starvation medium: DMEM (Sigma, D6546; incl. 4500mg/l Glucose, Na-Pyruvate,

Na2CO03, suppl. with 0.584g/1 L-glutamine); 2mM L-Glu;

SI medium: 10 ml starvation medium; 2 mM IBMX

20 mM SrCl2 in starvation medium: 19,6 ml Medium 0,4 ml 1M SrCl,

20 mM CaCl2 in starvation medium 19,6 ml Medium 0,4 ml 1M CaCl,

Cell Culture

UMR-106 cells were seeded in growth medium at a density of 30000 cells/cm? and
incubated at 37°C/ 8.0% CO, After 24 hours, medium was exchanged with either fresh
medium, medium containing 20 mM SrCl, or medium containing 20 mM CaCl,. Cells were
further incubated at 37°C/ 8.0% CO, for 24 hours. Cells were harvested according to the
following procedure:

Cells were washed twice with HBSS and detached from the surface using 6ml
trypsine/EDTA for 3min at room temperature. Trypsin digestion was stopped with 12ml
growth medium. Following centrifugation (3min, 1000rpm, RT) cells were resuspended in
12ml starvation medium and counted with a CASY cell counter. The rate of dead cells was
below 10% in every experiment. Cells were resuspended to a final concentration of 1.6 x 10°
cells/ml in starvation medium. 50pul of cell suspension was transferred into each well of a 96-
well plate and incubated for 30min at 37°C, 8.0%CO..

Treatment of cells with 264 no/ml TGplPTH samples in fibrinogen solution

Samples were diluted in freshly prepared starvation medium containing 2mM IBMX
(SI medium). For preparation of SI-medium 30 pl of a 0.67M IBMX stock in DMSO was
added to 10 ml of starvation medium.

All sample dilutions were prepared with this medium to inhibit phosphodiesterase
activity in UMR-106 cells (Janik, P., 1980; Chasin M. and Harris, D.N., 1976). 50ul of diluted

samples (as indicated in results) were added to the cells after 30min incubation at 37°C. For
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cAMP production cells were incubated for 1h at 37°C, 8.0%CO,. Each sample concentration
was added to cells at least in duplicates following cAMP analysis in duplicates.

cAMP Biotrak Enzyme Immune Assay

Reagent preparation for cAMP EIA. Assay buffer, lysis reagent 1A/1B, lysis reagent
2A/2B, cAMP standard, antiserum, cAMP Peroxidase conjugate and wash buffer were
prepared -according to the manufacturer’s manual (CAMP Biotrak EIA kit, GE Healthcare).
1M sulfuric acid stop solution was prepared by dilution of 53ml H,SO4 (conc.= 18.76M) with
947ml ddH,0.

Cell lysis and dilution of cAMP For extraction of cAMP 100ul of cell suspension
containing PTH was incubated with 25ul (final dilution 1:5) lysis reagent solvent 1A that is
part of the cAMP Biotrak EIA kit (GE Healthcare). For total lysis, cells were shaken for
15min at 500rpm at room temperature. The extracted cAMP was finally diluted 1:20 with
lysis reagent 1B (cAMP Biotrak EIA kit) (1:1 dilution in the assay plate (125ul lysis reagent
1B were added) followed by 1:10 dilution on the ELISA plate (90pl lysis reagent 1B + 10pul
diluted cell suspension).

Preparation of cAMP working standard. The lyophilized cAMP standard for non-
acetylated assay (CAMP Biotrak EIA kit) was resolved in assay buffer to get a concentration
of 32pmol/ml. A double dilution series was prepared ranging from 32pmol/ml to 0.5pmol/ml.

Internal control. 100pl of each standard and sample dilution were transferred to the
appropriate well and analyzed in duplicates. Additionally, two different internal controls, the
non-specific binding (NSB) control and a zero control (0) were necessary to show the
specificity of the cAMP ELISA and were performed as recommended by the manufacturer
(GE Healthcare).

Enzyme Immunossay procedure. 100ul of antiserum was added to all wells except
the NSB control. Antibody reaction was performed for 2h at 4°C with shaking. Following
incubation wi th 50pul cAMP peroxidase conjugate for 1h at 4°C with shaking, all wells were
washed four times with 300ul wash buffer. Finally, | 150pl T™MB (3,37,5,5'-
Tetramethylbenzidine) was added to each well and substrate reaction was allowed for 10min
at room temperature. The reaction was stopped by adding 100ul 1M H,SO,4 and the optical
density was determined immediately in a plate reader at 450nm.

Data analysis. The optical density was determined ina plate reader (Synergy HT) by
measuring the absorbance of the samples at 450nm using the software KC4. Background
corrections, calculations of mean values, standard deviations, coefficients of variation and

generation of standard curves were performed in Microsoft Excel 2000. Sigmaplot 9.0 was

23



10

15

20

WO 2008/131154 PCT/US2008/060720

used for 4-parameter-fits and EC50 calculations. PLA1.2 (Stegmann Systemberatung) was
uéed for Parallel Line Analysis and detection of Relative Potency.

Percentage of bound cAMP peroxidase conjugate. The percent bound cAMP
peroxidase conjugate for each standard and sample was calculated using the following

relationship:
B/BG (%) = {ODsample — ODnsh) x 100
{ODzeroc — ODnsb)

OD sample.......0D450 of specific sample
OD zero..........0D450 of peroxidase conjugated cAMP only
QD nsh......... ..QD450 without cAMP antibody

Standard curve. The cAMP standard curve was generated by plotting the percent
B/B0 (y-axis) as a function of the log c(cAMP) (x-axis).

cAMP concentration of the samples. Taking into account the dilution factor (20x) the
produced cAMP amounts were calculated using the parameters (slope and intercept) of the
standard curve.

Linearity. The correlation coefficient of standard curve of the cAMP ELISA (R* >
0.95) was evaluated

Preparation of Samples for Bioassay Analysis. For analysis, samples were diluted in
starvation medium containing 2mM phoshodiesterase inhibitor IBMX (SI-medium) to a final
concentration of 2400nM TGplPTH (13,2 pg/ml TGpIPTH). For all samples 150ul of the
following 8 serial dilutions were prepared and SOul were added directly to the cells (total
volume on cells: 100ul). For all samples and all dilutions, mean values of OD450, standard

deviations, cAMP concentrations and coefficients of variations were calculated.

pl aM

2400nM (1200nM on celis) sae above 13.2
1200nM {600nM on celis} 1:1 in dilution medium 6,6
500nh (300nM on cells) 1:1 in dilution medium 3,3
300nd (15000 on celis) 1:1 in difution medium 1.65
150nM (750M on cells) 1:1 in difution medium 0.83
750l (38nh on cells) 1:1 in dilufion medium 042
38nM {19nk on cells) 1:1 in difution medium 0,21
18nM {10nM on cells) 1:1 in dilution medium 0.1
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Table of Serial Dilution. For generation of a dose response curve seven one-to-one
serial- dilution steps were performed for each sample and all dilutions were analyzed in
triplicates.

Results _

The influence of SrCl, and CaCl, on PTH bioactivity was independently monitored
over five different experiments (Figure 14). These studies showed that a 24h pre-incubation
of UMR-106 cells with 20mM SrCI2 prior to TGpIPTH treatment leads to twofold increased
bioactivity, whereas CaCl, shows no change in PTH bioactivity (Figure 14). These results
indicate that strontium and PTH have a synergistic effect on cAMP production and support
the conclusion that a combination of PTH and strontium would lead to anabolic bone

formation in vivo.
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Claims:

What we claim is:
1. A composition comprising fibrin, thrombin and a strontium-containing compound for

use in bone healing or bone growth.

2. The composition of claim 1, wherein the composition is in a gel, putty, paste or liquid

form.
3. The composition of claims 1 or 2 further comprising a plasticizer.
4. The composition of claim 3 wherein the plasticizer is an iodine-containing compound.

5. The composition of claim 4 wherein the iodine-containing compound is selected from
the group consisting of diatrizoate, iodecol, iodixanol, iofratol, iogulamide, iohexol,
iomeprol, iopamidol, iopromide, iotrol, ioversol, ioxagulate and metrizamide and

mixtures thereof and polyvalent alcohols.

6. The composition of claims 1, 2, 3, 4, or 5 wherein the composition can be delivered, as
a liquid, paste or a gel prior to or during the gelling phase or as a pre-formed gel, paste

or putty into tissue defects.

7. The composition of claims 1, 2, 3, 4, or 6 wherein the composition contains one or
more extra-cellular protein selected from the group consisting of extracellular matrix
proteins such as fibronectin, cellular associated proteins, plasma derived proteins such

as blood clotting factor XIII, proteases and protease inhibitors.

8. The composition of claims 1, 2, 3, 4, 6, or 7 wherein the composition is resorbed and .

replaced with tissue during the healing process.

9. The composition of claims 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 or 8 wherein the composition further
comprises a clotting inducing agent such as protamine, snake venom,

transglutaminases, FXIIa, or a physiologically acceptable alkaline buffer system.
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10.

11.

12.

13.

14,

15.

16.

17.

18.

The composition of claims 1 or 2 wherein the strontium-containing compound is in a

soluble microparticulate, granular form or in a solid form.

The composition of claim 10, wherein the strontium-containing compound is made by
adding strontium into a calcium-containing compound to producing a material that

comprises calcium and strontium containing salts.

The composition of claim 11, wherein said calcium-containing compound is a calcium

phosphate.

The composition of claim 12 wherein the calcium phosphate is selected from the
group consisting of tricalcium phosphate, alpha-tricalcium phosphate, beta tricaclium
phosphate, polymorphs of calcium phosphate, hyroxyapatite, calcium carbonate,

calcium sulfate and combinations thereof.

The composition of claim 11, wherein the strontium-containing or calcium containing

compounds have a particle dimension ranging from 100 nanometers to 50 millimeters.

The composition of claim 11, wherein the strontium containing or calcium containing

compounds have a particle dimension of 0.5 to 5 millimeters.

The composition of claim 11, wherein the percentage of strontium salt to calcium salts

in said composition ranges from 0.25% to 100% strontium containing salts.

The cdmposition of claim 10, wherein the strontium-containing compound is made by
adding strontium into a bioactive glass to produce a strontium-containing bioactive

glass material.

The composition of claims 1, 2, 3, 6, 8, 10 11 or 17 wherein the strontium containing
compound is selected from the group consisting of strontium chloride, strontium
ranelate, strontium acetate, strontium glutamate, strontium aspartate, strontium
malonate, strontium maleate, strontium ascorbate, strontium threonate, strontium
lactate, strontium phosphate, strontium apatites, strontium pyruvate, strontium alpha—'

ketoglutarate and strontium succinate. -
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19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

The composition of claims 1, 2, 3, 6, 8, 10, 11, 17 or 18 further comprising a
strontium co-ligand selected from the group consisting of groups calcimimetics,
osteocalcin, amino acids such as L-arginine, and, arginomimetics and arginine

analogs.

The composition of claim 3 wherein the plasticizer is a polyethylene glycol, a
polyvalent alcohol, glycerol, or sugar selected from the group consisting of
monosaccharides, disaccharides, trisaccharides, polysaccharides, and combinations

thereof.

The composition of claims 1, 2, 3, 4, 5, 6,9, 10, 11, 12, 13, 15, 16, 17, 18, 19 or 20
further comprising a protein selected from the group consisting of bone morphogenic
proteins, parathyroid hormone (PTH), calcitonin, bisphosphonates, epidermal growth

factor, insulin like growth factors and TGF growth factors.

The composition of claim 1 wherein gelation of the composition occurs upon mixing

of the various components.

The composition of any of the preceding claims wherein said composition is an

injectable composition.

A method of treating diseased, injured or deficient bone in a living subject, comprising
injecting into the cancellous bone of said subject a composition comprising a

composition of claim 23,

The method of claim 24 wherein injecting said composition into the cancellous bone
of said subject causes a rate of healing that is faster than observed with the application

of a similar composition that does not contain strontium.
A method of repairing a bone having a defect comprising: (a) mechanically fixating

the bone or portions thereof; and (b) filling the defect with a composition of any of

claim 1-23 in an amount effect cause repair of said defect.
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27.

28.

29.

30.

31

32.

.The method of claim 26, wherein said defect is a bone fracture and said repair is bone

healing of said fracture.

The method of claim 27, wherein application of said composition causes a rate of

healing that is faster than observed in the absence of application of said composition.

The method of claim 27, wherein application of said composition causes a rate of
healing that is faster than observed with the application of a similar composition that

does not contain strontium.

The method of claim 25 wherein said bone is a long bone selected from the group

consisting of a femur, a tibia, a humerus and a radius.

A method of promoting new bone growth at the site of a bone defect comprising

contacting said site of defect with a composition of any of claims 1 through 23.
The method of claim 31, wherein the rate of said bone growth is faster in the presence

of strontium in said composition as compared to bone growth seen in the presence of a

similar composition that does not contain strontium.
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COMPUESTOS DE ESTRONCIO QUE CONTIENEN COMPOSICIONES DE

FIBRINA
La presente solicitud reivindica el beneficio de la prioridad de la Solicitud
Provisional Estadounidense No. 60/925,716, que se presenta en Abril 23, 2007 y

se incorpora especificamente aqui como referencia en su totalidad.

Campo de Ia invencion

La presente invencion se relaciona de manera general con una composicion
para uso en cicatrizacién 6sea y regeneracion 0sea y especificamente con un gel
hidrogel viscoelastico o formulacién liquida que comprende fibrindgeno, trombina y
un componente inorganico que comprende un compuesto que contiene estroncio
(Sr) que contiene el compuesto y/o posiblemente otro metal tal como un calcio. El
compuesto que contiene estroncio se puede disolver en las soluciones trombina o
se agrega a la composicion en forma particulada cristalina. Luego de mezclar los

componentes, la gelacion tiene lugar para formar una matriz.

Antecedente de la invencion

La practica actual en la regeneracion y cicatrizacion 6sea es llenar los
vacios 6seos con un injerto 6seo (auto o aloinjerto), un cemento éseo tal como
polimetiimetacrilato (PMMA) o rellenar los vacios con sal de caicio inyectable o
implantable. Los autoinjertos son la eleccion 'estandar dorada' para esta aplicaciéon
pero existen problemas con las limitaciones de tejidos de donantes, trauma,
infeccién y morbilidad. Existe un nimero de problemas con aloinjertos, que incluye
el riesgo de transmisidén de enfermedad e inmunogenicidad. Los auto y aloinjerto‘s

exhiben la pérdida de propiedades bioldgicas y mecéanicas debido al

remodelamiento secundario. Estas limitaciones han suscitado interés en
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materiales alternativos para injertos 6seos (Parikh SN. 2002; J. Postgrad. Med. 48:

142- 148).

El PMMA es un material polimérico no reabsorbible. Durante su
polimerizacidn el mondmero no reacciona, el catalizador y los oligdmeros de bajo
peso molecular quedan atrapados en el polimero. Estos quimicos tienen el
potencial para lixiviar el material resultante en citotoxicidad localizada y respuestas
inmunoldgicas. La polimerizacion de PMMA tiene una alta exoterma que puede
originar potencialmente necrosis térmica. Esta exoterma también limita la
capacidad de PMMA para incorporar cualesquier agentes quimioterapéuticos o
farmécolégicos. La fuga de PMMA de un defecto puede resultar en complicacionés
muy serias que incluyen la Eompresién de estructuras adyacentes (que requieren

cirugia adicional) y/o embolismo.

La matriz 6sea en el nivel nano (10~ m) se compone de fibras colagenosas
en el que se incrustan los microcristales de sales de calcio. Con el fin de estimular
la constitucién natural del hueso, las sales de calcio se utilizan frecuentemente
para reparar el hueso. Existe un nimero de sales de calcio conocidas con base en
"rellenos de vacio inyectables." Una complicacion principal con los cementos de
sal de calcio es su requerimiento para sedimentacién in vivo que se alcanza
usualmente por reaccidon quimica. Asi cualesquier materiales bioldgicos
incorporados en el relleno tal como células y agentes farmacolégicos pueden ser
potencialmente perjudiciales. Adicionalmente si el relleno es muy "“fluido" este
puede escapar del defecto en espacios adyacentes que conducen a la compresion
de las estructuras y posibles embolias. El escape de defectos préximos en las
articulaciones puede Ieéionar potencialmente la funcién de las articulaciones. La
sal de fosfato de calcio (CP) hidroxiapatita (Estructura HA ca'f (PO4) (OH)) es

mas cerrada en la fase mineral del hueso y se puede sintetizar facilmente en el
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banco. También es posible preparar HA donde otros cationes (por ejemplo,
magnesio, sodio y estroncio) o aniones (cloro, fltor y carbonato) se sustituyen en
el cristal. Se relacioné con la presente invencion la sustitucién de iones de calcio
(Ca?") con iones de estroncio (Sr**) en los cristales CP. El estroncio y el calcio
pertenecen a los elementos de tierras alcalinas, y se semejan uno al otro en mas
del 99% del calcio y estroncio total en el cuerpo que se localiza en el hueso. El
estroncio es solo el elemento identificado por tener una relacidén positiva con la
resistencia éseé, es decir, la resistencia mecanica del hueso se incrementa con el
incremento del contenido de estroncio. Los efectos terapéuticos potenciales del
estroncio se han conocido durante algin tiempo. Sin embargo, se ha sugerido en
la literatura que el potencial terapéutico se ha podido pasar por alto debido a la
confusion del Sr¥* normal, estable (3Sr, %Sr, ¥Sr y ®8Sr) con sus isétopos
radioactivos (3°Sr, ®msr, &Sr y 8Sr) Dahl et al, Hueso; 28 (4) pp. 446-453.
Recientemente, se han destacado los efectos terapéuticos del estroncio, y la
investigacion ha demostrado que las sales de estroncio estimulan la formacion
0sea e inhiben la resorcién ésea in vitro (aun en bajas dosis) y in vivo, como se
evalta por la histomorfometria dsea en roedores y pacientes osteoporésicos.

Ferraro et al, 1983; Calcif El tejido Int. 35:258-60.

Los efectos antiresorptivos y anabdlicos poderosos del estroncio han conducido al
desarrollo de un nuevo farmaco anti-osteoporésico. Se ha mostrado que el
farmaco activo oral (ingrediente activo ranelato de estroncio) reduce el riesgo de
fracturas vertebrales e incrementa la densidad mineral del hueso. Meunier PJ et al,
2004; N Eng! J Med. 350(5):459-68. EI farmaco se compone de una molécula de
acido ranélico unida a dos atomos de estroncio. El grupo ranelato se selecciona
como el portador debido a que éste se tolera bien en el tubo GI. En el intestino los
iones de estroncio se liberan del grupo ranelato que conduce a la absorpcion del

estroncio mediante la mucosa intestinal. Luego de absorcion, el estroncio exhibe
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fuerte afinidad para el tejido 6seo, y se llega a incorporar en la capa hidratada mas
externa de hidroxiapatita. Una cantidad mas pequefia se integra en el cristal 6seo,
cuando la relacién de estroncio sobre los atomos de calcio no excede 1:10, ya que
ni la formacién ni las propiedades fisicoquimicas del cristal se alteran por la
presencia de estroncio. El ranelato de estroncio se sugiere que es la primera
medicacién para desacoplar la formaciéon 6sea de resorcion désea. In vftro, el
ranelato de estroncio incrementa la sintesis de proteina de colageno y no
colageno, mejorando la diferenciacidbn de pre-osteoblasto, inhibiendo Ila
diferenciacién de osteoclasto, reduciendo Ila funciébn de osteoclasto e
incrementando la apoptosis de osteoclasto. En modelos_ de animal, el incremento
en la densidad désea se correlaciona cercanamente con incrementos en la
resistencia 0sea biomecanica. En modelos de rata, el ranelato de estroncio
incrementa la masa ésea y mejora la microarquitectura y la geometria del hueso,
gue resulta en la resistencia 6sea incrementada. En ratas ovariectomizadas (un
modelo para osteoporosis), el ranelato de estroncio reduce la resorcion 6sea pero
mantiene alto la formacién 6sea. Todos los determinantes de la resistencia 6sea
se influencian positivamente por el tratamiento con ranelato de estroncio (masa
osea, dimensién, microarquitectura, y calidad de tejido 6seo intrinseca). El
incremento en las propiedades mecanicas 6seas se caracteriza por un incremento
en la carga maxima pero también por un mejoramiento draméatico en la falla de
energié, que es esenciaimente debido a un incremento en la energia plastica.
Kendler, 2006; Curr. Osteopor. Rep. 4(1):34-9; Marie, 2006; Curr. Opin. Rheum. 18
Suppll:SI I-5; Ammann, 2006, Bone. 38(2 Suppl 1): 15-8. Aunque el modo de
accion del estroncio no se entiende completamente, el incremento en la
osteogenia se considera que no se asocia con cambios en los niveles circulantes
de 1,25(0OH)2 vitamina D o en efectos paratiroides de hormona. El estroncio ha
mostrado la eficacia anti-fractura en todos los sitios en un gran numero de mujeres

postmenopausicas. Close et al, 2006; Expert Opin Pharmacother 7(12): 1603-15.
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La aplicacion de estroncio localizada en la forma de un cemento dseo que
contienen estroncio también se ha investigado por otros investigadores Wong, Chi-
Tak, 2004,: "Osteoconduction and osseointegration of un strontium-containig
hydroxyapatite bioactive bone cement: in vitro and in vivo investigations. Pu_blisher:
University of Hong Kong" (Pokfulam Road, Hong Kong); Zhao et al, 2004; J
Byomed Mater Res B Appl Biomater. 69(1):79-86. El cemento 6seo Sr-HA no
reabsorbente se compone principaimente de relleno hidroxiapatita que contiene
estroncio (Sr-HA) y resina dimetilacrilato'diglicidiléter bisfenol A (BIS-GMA). Se
Ipropone que el material se debe utilizar para vertebroplastia como se debe
suministrar pdr inyeccion y tiene mejores propiedades fisico/mecénicas que
PMMA. El cemento 6seo hidroxiapatita que contiene estroncio (Sr-HA) se
demuestra que es bioactivo in vitro e in vivo. In-vitro parece ser mas eficai que un
cemento 6seo de hidroxipatita (HA) para la adhesion celular (Sa0S-2) y Ila

mineralizacion ésea. El cemento 6seo Sr-HA in vivo unido con hueso Sr-HA.

En la Patente Estadounidense Nos. 5,736,132 y 5,549,904, los cuales se
incorporan aqui como referencia, una transglutaminasa adhesiva complementada
con el tejido adhesivo se dice que contiene preferiblemente un ién de metal

divalente tal como calcio y estroncio en una cantidad en el rango de

~aproximadamente 0.5 mM a aproximadamente 100 mM en un pH de

aproximadamente 7.0 a aproximadamente 8.5. Se reivindica que Ila
transglufaminasa complementada adhesiva se puede utilizar en el tratamiento del
tejido en fracturas de articulaciones, defectos condricos, defectos coéndricos
superficiales, defectos de espesor total, disecantes osteocondritis, rupturas de
meniscos, ruptura de ligamentos, rubtura de tenddn, lesiones de mUscuIb, lesiones
dé articulacién miotendinosa, trasplante de cartilago, trasplante de hueso,

trasplante de ligamento, trasplante de tenddn, trasplante céndrico, trasplante
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condrodseo, fijacién de injerto de piel y vasos sanguineos, .injertos de parches
vasculares y anastomosis de vaso sanguineo microvascular. El foco principal de
las patentes es la incorporacién de la transglutaminasa en un adhesivo.

En contraste, la pres;nte invencién no incorpora la transglutaminasa y esta
destinado para la inyeccion en defectos 6seos o vacios para el suministro local de
estroncio y para ayudar en la formacién del nuevo hueso. Los datos de la literatura
muestran que el estroncio elemental es capaz de estimular la formacién ésea

aunque inhibe simultdneamente la resorcién ésea.

Resumen de la invencion

La presente invencidn proporciona una composicién que se puede inyectar en un
defecto 6seo o vacio o en el espacio de médula del tejido déseo trabecular cuando
se coloca temporaimente la médula ésea, para ayudar en la formacién del nuevo
hueso. Los datos muestran que el estroncio elemental es capaz de estimular la

formacion 6sea aunque inhibe simultaneamente la resorcién ésea.

En un aspecto, la invencién proporciona una composicidn para uso en
cicatrizacion 6sea y crecimiento 6seo en donde la composicién comprende fibrina,
trombina y un compuesto que contiene estroncio. La composicién puede
comprender adicionalmente un compuesto que contiene calcio. Preferiblemente, la
composicidon es una composicion inyectable que esta en la forma de un gel

inyectable, una masilla inyectable, pasta inyectable o forma de liquido inyectable.

En otras modalidades, la composicién puede comprender uno o mas
agentes plastificantes. En ciertas modalidades, el plastificante es un compuesto

que contiene yodo. El compuesto que contiene yodo de ejemplo para uso como

ul



15

20

25

plasticificantes aqui incluyen pero no se limitan a los compuestos seleccionados
del grupo que consiste de diatrizoato, yodecol, yodixanol, yofratol, yogulamida,
yohexol, yomeprol, yopamidol, yopromide, vyotrol, yoversol, yoxagulato vy
metrizamida y sus mezclas y alcoholes polivalentes. En otras modalidades, el
plastificante es un polietilenglicol, un alcohol polivalente, glicerol, o aztcar
seleccionada del grupo que consiste de monosaééridos, disacaridos, trisacaridos,
polisgcéridos, y sus combinaciones. En otras modalidades, el efecto plastificante
se logra al ajustar la compo;icién de compuestos de bajo peso molecular tal como,

entre otros, cloruro de sodio y agentes caotropicos.

La composicion puede estar en la forma de un gel o un liquido. En ciertos
aspectos, la composicidén se puede suministrar como un liquido o un gel antes de
o durante la fase de gelificacién o como un gel preformado en los defectos del

tejido.

En otros aspectos de la invencién la composicién contiene una o mas
proteinas extracelulares seleccionadas del grupo que consiste de proteinas de
matriz tal como fibronectina, proteinas asociadas a células o proteinas derivadas

de plasma tal como factor XIll de coagulacién sanguinea y proteasas.

En todavia otras modalidades, la composicién puede comprender
adicionalmente un agente que induce coagulacion tal como protamina, veneno de

serpiente, transglutaminasas, FXlla, o un sistema de amortiguador alcalino

fisiologicamente aceptable.

En modalidades especificas, la composicién es de tal manera que la
composicion se reabsorbe- y se pone con el tejido durante el proceso de

cicatrizacion.
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El compuesto que contiene estroncio utilizado en las composiciones de la
invencidn puede ser uno seleccionado del grupo que consiste de cloruro de
estroncio, ranelato de estroncio, acetato de estroncio, glutamato de estroncio,
aspartato de estroncio, malonato‘de estroncio, maleato de estroncio, ascorbato de
estroncio, treonato de estroncio, lactato de estroncio, fosfato de estroncio, apatitas
de estroncio, piruvato de estroncio, al.fa-quetoglutarato de estroncio y succinato de
estroncio. Existen solamente compuestos que contienen estroncio de ejemplo y
otros compuestos que contienen estroncio se pueden emplear facilmente en las
composiciones de la presente invencion. La composicidbn puede ser una que
comprende adicionalmente un coligando estroncio seleccionado del grupo que
consiste de grupos calcimiméticos, osteocalcina, aminoacidos tal como L- arginina,

y, arginomiméticos y analogos arginina.

En lasvcomposiciones descritas aqui, el compuesto que contiene estroncio
y/lo el compuesto que contiene calcio puede estar én una forma de
(micro)particulado o forma soélida. En modalidades de ejemplo, la forma
(micro)particulada que contiene calcio. 0 que contiene estroncio tiene un tamarfo
de diametro de particula que varia de 100 nandmetros - 500 pm. En otras
modalidades, los componentes que contienen estroncio o que contienen calcio
pueden tomar la forma de sélidos porosos o no porosos con dimensiones que
varfan de, por ejemplo 0.5 a 50 milimetros. Preferiblemente, el tamario de particula

esta en el rango de 0.5 a 5 milimetros.

En modalidades especificas, el compuesto que contiene calcio es un fosfato
de calcio. El fosfato de calcio se puede seleccionar del grupo que consiste de
trifosfato de calcio, alfa-trifosfato de calcio, beta-trifosfato de calcio, polimorfos de

fosfato de calcio, hidroxiapatita, carbonato de calcio, sulfato de calcio y sus

S/
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combinaciones. En ciertas modalidades, se contempla que algo del calcio se
sustituye con estroncio para proporcionar una mezcla de sales de calcio y

estroncio.

En modalidades especificas, la relacion o porcentaje de sales de estroncio
a sales de calcio varia de .25% a 100%. En ciertas modalidades, las
composiciones de la invencion pueden comprender adicionalmente una proteina o
combinacién de proteinas seleccionadas del grupo que consiste de proteinas
morfogénicas 6seas, hormona paratiroide (PTH), calcitonina, bisfosfonatos, factor
de crecimiento epidérmico, factores de crecimiento similar a insulina y Factores de
crecimienfo TGF. Se pueden utilizar cualesquier proteinas que tengan un efecto
de aumento éseo 6 de promocién de crecimiento éseo. En todavia otras
modalidades, el compuesto que contiene estroncio se hace al agregar estroncio en
un cristal bioactivo para pFoducir un material de cristal bioactivo que contiene
estroncio. En cierfas otras moaalidades, la composicién es una en la que la

gelacién de la composicion ocurre luego de la mezcla de los varios componentes.

En modalidades preferidas, los métodos de la invenciéon comprenden tratar
la enfermedad, lesién o deficiencia ésea en un sujeto vivo al inyec{ar en el hueso
trabecular de dicho sujeto una composicién que comprende una composicion que
contiene estroncio de la presente invencion. Ventajosamente, la inyeccién de tal
una composicion dentro del hueso trabecular del sujeto origina una velocidad de
cicatrizacion que es mas rapida que la observada con la aplicacion de una

composicion similar que no contiene estroncio.

También se contempla aqui un método para reparar un hueso que tiene un

defecto que comprende: (a) fijar mecanicamente el hueso o sus porciones; y (b)

rellenar el defecto con una composiciéon de la invencién en una cantidad que

S
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origine el efecto de reparacién de dicho defecto. En modalidades de ejemplo, el
defecto es una fractura 6sea y dicha reparacion es cicatrizacion ésea de dicha
fractura. En aspectos especificos de la invencién, la aplicacion de dicha
composicién origina una velocidad de cicatrizacién que es mas rapida que la
observada en la ausencia de la aplicacién de dicha composicién. Preferiblemente,
la aplicacion de dicha composicién origina una velocidad de cicatrizacién que es
mas rapida que la observada con la aplicacién de una composicién similar que no

contiene estroncio.

También se contempla un método para promover el crecimiento del nuevo
hueso en el sitio de un defecto 6seo que comprende poner en contacto dicho sitio
de defecto con una composiciéon de la invencion. Preferiblemente la velocidad de
dicho crecimiento 6seo es mas rapida en la presencia de estroncio en dicha
composicion cuando se Compara con el crecimiento 6seo visto en la presencia de

una composicidn similar que no contiene estroncio.

Breve Descripcion de los Dibujos

La Figura 1 muestra la proliferacion celular para células similares a
osteoblasto humanas (Sa0S-2) que crecen en coagulos que contienen estroncio.
La anotacion utilizada es Ca/Sr. Los valores citados son las concentraciones en el
coagulo final. Para alcanzar estas concentraciones en el coagulo final, la

concentracion en el amortiguador se dobla.

La Figura 2 muestra un ensayo de ADN para células similares a osteoblasto
humanas (Sa0S-2) que crecen en codgulos que contienen estroncio. La anotacion

utilizada es Ca/Sr. Los valores citados son las concentraciones en el
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amortiguador. Este valor es la mitad en el coagulo final.

La Figura 3 muestra la produccion de fosfatasa alcalina durante 30 minutos
para células similares a osteoblasto humanas (Sa0S-2) que crecen en coagulos
que contienen estroncio. Los valores citados son las concentraciones en el

coagulo final. Para alcanzar esta concentracién en el amortiguador se dobla.

La Figura 4 muestra el analisis turbidimétrio de coagulos donde el
amortiguador trombina se comprende de un calcio, una mezcla de calcio/estroncio
o estroncio solo. La anotacion utilizada es Ca/Sr. Los valores citados son las

concentraciones en el amortiguador. Este valor es la mitad en el coagulo final.

La Figura 5 muestra el porcentaje de supervivencia (cuando se mide por El
ensayo de proliferacién MTS) para coagulos que crecen en medio que contiene

12.5mM Sr o Ca.

La Figura 6 muestra el tefido de células NHOst cultivadas en coégulos‘de
fibrina y coagulos de fibrina que contienen particulas de estroncio., Tedido Vivo
(panel izquierdo) Muerto (panel derecho) de células NHOst cultivadas en coagulos
de fibrina durante 14 dias {panel superior) o coagulos de fibrina que contienen

particulas de estroncio (panel de fondo).

La Figura 7 muestra las secciones transversales de coagulos de fibrina
cultivados con células NHOst. Las células se tifien de verde (Vivas) y rojo
(Muertas). Coagulo fibrina superior. Coégulos de fibrina de fondo que contienen

particulas.

La Figura 8 muestra una representaciéon grafica de agujeros de perforaciéon

Y
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completamente cerrados (ambos lados se cierran).

La Figura 9 muestra el uCT de un céndilo femoral de conejo en [a presencia

-

de fibrina en el material.

La Figura 10 muestra la representacion grafica de formacion oésea

(evaluacién: 1: bajo; 2: medio, 3: alta formacion ésea).

La Figura 11 muestra uCT de un céndilo femoral de conejo con 80% de Sr

material.

La Figura 12 muestra una seccidén delgada de tefido histoldgico de un

defecto de céndilo femoral de conejo tratado con Fibrina.

La Figura 13 muestra una seccion delgada de tefido histolégico de un

defecto de céndilo femoral de conejo tratado con Sr 80% en un coagulo fibrina.
La Figura 14 muestra la Influencia de SrCl;, en bioactividad PTH.

Descripcién Detallada de la Invencién

La presente invencion se dirige a una trombina, composicién fibrina y/o
estroncio en una forma insoluble o soluble y/o un particulado ino_rgénico que puede
0 no puede contener estroncio y/o un plastificante fibrina para uso en cicatrizacién
Osea y regeneracion ésea.- La alteraciéon de las cantidades de trombina, o el
contenido particulado inorganico, permite el control del periodo de gelacié.n como
lo dicta la aplicacion o el tejido objetivo. Un plastificante fibrina o agente

modificante se puede utilizar para mejorar las propiedades mecanicas de la
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formulacién o para retrasar adicionalmente el tiémpo de coagulacion. Ejemplos de
plastificantes incluyen agentes de contraste que contienen yodo tal como
diatrizoato, yodecol, yodixanol, vyofratol, yogulamida, yohexol, yomeprol,
¢
yopamidol, yopromide, yotrol, yoversol, yoxagulato y metrizamida y sus mezclas y

4

alcoholes polivalentes.

La composicidén se puede suministrar como un liquido antes de o durante la
fase de gelificacion o como un gel preformado en los defectos del tejido utilizando
una técnica minimamente invasiva. Se pretende que la formulacién se reabsorba y

remplace con el tejido durante el proceso de cicatrizacién.

La solucién de fibrindgeno es una soluciéon acuosa con fibrindbgeno que

varia de 5-200 mg/ml, preferiblemente en el rango 50-100 mg/ml. La solucién de

fibrinbgeno también puede incluir proteinas de matriz extracelular (por ejemplo,

fibronectina, proteinas asociadas a’células, otras proteinas derivadas de plasma
[por ejemplo, factor Xlil de coagulacion sanguinea y proteasas]. La solucién de

fibrinbgeno también puede incluir el monémero fibrina, derivados y fibrina I.

El cbmponente trombina, puede comprender adicionalmente los
compuestos adicionales conocidos en la técnica asi como también el compuesto
estroncio. No existe limitacién especifica con respecto a la cantidad de trombina
utilizada. En un ejemplo de la presente invencidn, la cantidad de trombina en di’ch'o
componente de trombina (b) es tal que este es por lo menos aproximadamente 1

tU/ml en la composicion final coagulada hasta la cantidad de 30 1U/ml.

En lugar de o en adicidén a la trombina de la presente invencidn otro agente
induce gelacion u otro agente induce .coagulacién para el componente (a), tal

como protamina, veneno de serpiente, transglutaminasas, FXlla, un sistema de

56
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amortiguador alcalino fisiolégicamente aceptable.

El amortiguador trombina es una solucién acuosa que contiene entre otras

sustancias un catién divalente. La concentracion de catidon divalente en el

amortiguador puede variar de 5-50 mM. Preferiblemente los cationes divalentes se

seleccionan de los grupos caicio y estroncio y la relacién puede ser de 0: 1 a
0.975:0.025. Se pueden agregar iones de estroncio divalentes en la forma de
cloruro de estroncio o cualquier otra sal de estroncio soluble en agua tal como
ranelato de estroncio, glutamato de estroncio, aspartato de estroncio, malonato de
estroncio, maleato de estrc;ncio, ascorbato de estroncio, treonato de estroncio,
lactato de estroncio, piruvato de estroncio, alfa-quetoglutarato de estroncio o
succinato de estroncio. EI amortiguador trombina también puede contener co-
ligandes para un objetivo molecular identificado recientemente de estroncio (un
receptor sensible-receptor de calcio acoplado a la proteina G, Pi et al, J. Biol.
Chem. 2005). Los co-ligandos se seleccionan de los grupos calcimiméticos,
osteocalcina y aminoacidos. Preferiblemente L-arginina, arginomiméticos o
analogos arginina. El estroncio que contiene el amortiguador trombina también se

puede utilizar en conjunto con el estroncio que contiene particulas inorganicas.

El componente particulado tiene un diametro de tamafio de particulas en el
rango de nano a menos de 3000 uym. y debe ser insoluble al momento de
aplicacion. Preferiblemente, el tamano de particula esta entre 100 nanémetroé a
50 milimetros y mas preferiblemente entre 0.5mm a 50 mm. Las particulas pueden
ser cualquier quelato de estroncio que es insoluble al momento de aplicaciéon o
estroncio sustituido con sales de calcio que también son insolubles al momento de
aplicacion.. La sal de calcio para sustitucion se puede seleccionar del grupo que
consiste de fosfato de calcios, trifosfato de calcios, alfa-trifosfato de calcio, beta-

trifosfato de calcio, polimorfos de fosfato de calcio, hidroxiapatita, carbonato de

5y
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calcio, sulfato de calcio y sus combinaciones. La sustitucion de estroncio de calcio
de las particulas puede variar de 0.25-100 %. Mezclar para obtener el gel se

puede alcanzar sobre un rango de temperaturas 18-37° C, preferiblemente 37° C.

La solucion de fibrinégeno es una solucién acuosa con fibrindgeno que
varia de 5-200 mg/ml, preferiblemente en el rango 50-100 mg/ml. La solucién de
fibrinbgeno también puede incluir monémero fibrina, derivados y fibrina |. La
solucién de fibrindgeno también buede incluir proteinas de matriz extra-celulares,
por ejemplo fibronectina, proteinas asociadas a célulés, y otras proteinas
derivadas de plasma tal como factor Xlll de coagulacién sanguinea (FXHI) y

proteasas.

l.a solucidon trombina es una solucién acuosa con una concentracion minima

final de 0.1 IU/m! en la composiciéon coagulada final (o gelificada). Esta solucién:

también se puede amortiguar y contener aminoacidos, proteinas o aditivos (por
ejemplo L-arginina, manitol y albumina). El amortiguador trombina es una solucion
acuosa que contiene entre otras sustancias un catién divalente. La concentracién
de catidén divalente en el amortiguador puede variar de 5-50 mM. Preferiblemente
los cati.onves divalentes se seleccionan de los grupos calcio y estroncio y la relacion

molar (puede ser de 1:0 a 0.975:0.025 de calcio a estroncio).

Las particulas pueden ser cualquier quelato de estroncio que es insoluble al
momento de aplicacion o estroncio sustituido con calcio sales que también son
insolubles al momento de aplicacién. La sal de calcio para sustitucién puede ser
fosfato de calcio, trifosfato de calcio, alfa-trifosfato de calcio, beta-trifosfato de
calcio, un polimorfo de fosfato de calcio, hidroxiapatita, carbonato de célcio, sulfato
de calcio y sus combinaciones. La sustituciéon de estroncio de las particulas puede

variar de 0.25-100 % como una relacién de las particulas sustituidas.
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El contenido de particula en la composicidn varia de 2-100 %
preferiblemente 30-50 % (peso/volumen) de proteinas coaguladas. El componente
particulado tiene un diametro de tamafo de particula en el rango de sub-micrén a
menos de 3006 KMm, como la aplicacién lo requiere. La homogenizacion para
obtener el gel final se puede alcanzar durante un rango de temperaturas 18-37° C,

preferiblemente 37° C.

La eficacia de las composiciones de la presente invencidn para ayudar en la
reparacidbn Osea se puede mejorar adicionalmente al incorporar moléculas
bioactivas. Estas se pueden adherir quimicamente a la matriz, adsorber en el
componente particulado o atrapado en la matriz fibrina como una molécula libre o
como un polvo de farmaco. Estas moléculas se pueden utilizar para estimular el
metabolismo 6seo (anabolismo y o catabolismo). Moléculas adecuadas que se
han identificado incluyen proteinas morfogénicas dseas (BMP), hormonav
paratiroide (PTH), calcitoniﬁa, bisfosfonatos, factor de crecimiento epidérmico,
factores de crecimiento similar a insulina y los factores de crecimiento de la
superfamilia TGF. Las moléculas adecuadas también pueden incluir otros factores
no relacionados con el ciclo de anabolismo/catabolismo éseo pero se relacionan
con los procesos fisiologicos que ocurren en paralelo a la reparacion ésea/

remodelacién tal como estimuladores angiogénicos (factor de crecimiento

endotelial vascular (VEGF) y también se pueden incorporar factores de

crecimientos derivados de plaqueta [PDGF]. Esto es de particular interés cuando

el modo de accion del estroncio se considera que esta separado de los agentes

‘anabdlicos 1,25(OFTh vitamina D y paratioide.

Un plastificante también se puede mezclar con la fibrina o trombina para

mejorar las propiedades mecanicas de la formulacibn o para retrasar
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adicionalmente el tiempo de coagulacion. Ejemplos de plastificantes se

seleccionan del grupo que consiste de agentes de contraste solubles en agua que
contienen yodo, polietilenglicoles, alcoholes polivalentes tal como glicerol, mono- ,
di-, tri- y polisacaridos, y cualquier combinacién de los mismos. Medios de
contraste que contienen yodo adecuados se detallan en la Solicitud de patente
Estadounidense numero US 20050119746 (Lidgren y Nilson, 2004), que se
incorpora aqui como referencia, ejemplos de los cuales son diatrizoato
(meglumina), yodecol, yodixanol, yofratol, yogulamida, yohexol, yomeprol,
yopamidol, yopromide, yotrol, yoversol, yoxaglato y metrizamida. Preferiblemente
el agente de contraste es no idnico, tiene una baja osmolalidad y perrﬁite que

ocurra el ensamble de fibrina por ejemplo yodixanol.

Las composiciones de la presente invencion se pueden utilizar en métodos

de cicatrizaciéon 6sea utiles y en equipos para uso en tales métodos. Se contempla

que la composicion se puede utilizar para promover el crecimiento 6seo o

cicatrizacion especialmente en huesos largos. Especificamente, la presente
invencion se relaciona con una composicion de reparacién 6sea que contiene
trombina, fibrina y estroncio. La presencia de estroncio en la composicién conduce
a la cicatrizacion 6sea mejorada y o regeneracion dsea cuando se compara con tal

una composicion que no contiene estroncio.

Las composiciones de la invencion se pueden utilizar para reparar y

regenerar huesos largos tal como el fémur, tibia, hiumero, radio y similares.

Utilizando las composiciones de la presente invencién serd posible
realmacenar o parcialmente realmacenar la competencia estructural,
arquitecténica y mecanica para huesos que tienen defectos, mientras se

proporciona areas de superficie estructurales, que pueden servir como sustratos
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apropiados para los procesos biolégicos que gobiernan la cicatrizacion y
regeneracion 6sea. Como se muestra en los ejemplos, la composicion de la

invencion acelera los procesos celulares y bioldgicos involucrados en la reparacién

osea.

- Como se utiliza aqui después la frase "hueso largo" se refiere a un hueso
que tiene una longitud, que es por [0 menos dos veces mayor que el didmetro.
Tipicamente, la frase "long hueso" se refiere a los huesos de las extremidades, es
decir la tibia, peroné, fémur, himero, radio, cubito, carpio, metacarpio, falanges,
tarso y metatarso. Mas especificamente, la frase "hueso largo”, como se utiliza
aqui, se refiere a los cuatro huesos principales de las extremidades, es decir, la

tibia, el fémur, el humero y el radio.

El "defecto ése0" que se puede remediar por el uso de las composiciones
de la presente invencion puede ser cualquier anormalidad en el hueso, que
incluye, pero no se limita é, un vacio, una cavidad, una discontinuidad de
conformacién, una fractura o cualquier cambio estructural producido por lesién,
osteotomia, cirugia, fracturas, Cicatrizacién malformada, fracturas sin union,
deformaciones esqueléticas, envejecimiento, o enfermedad. Las composiciones de
la presente invencién proporcionan potencial terapéutico significativo. Cuando el
hueso esponjoso viene de la enfermedad, por ejemplo, debido a la osteoporosis,
necrosis avascular, o cancer, el hueso cortical circundante Hega a ser mas
propensa a fractura de compresién o colapso. Esto es debido a que el hueso
trabecular no es mas largo lo que proporciona soporte interior para el hueso
cortical circundanté. Las composiciones de la invencidon se pueden utilizar en el
fortalecimiento del hueso en afecciones tal como osteoporosis, osteonecrosis o
necrosis avascular asi como también otra enfermedad 6sea que involucra hueso

infectado, pobre cicatrizacion 6sea, o fractura de hueso por trauma severo.

6/
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Otro aspecto de la invencidn proporciona un equipo para reparar un hueso
que tiene un defecto. El equipo incluye un dispositivo de fijacion mecanico para
fijar el hueso o sus porciones y composiciones de la presente invencion. Ejemplos
de un dispositivo de fijacion incluyen, pero no se limitan a, abrazaderas, varillas,
barras, cables, grapas, t;rnillos, suturas asi como también varios moldes,
manguitos y similares, que son tipicamente dispositivos de fijacién externos. De

hecho, el equipo de la presente invencién preferiblemente incluye un dispositivo de

fijacion mecanico externo.

Otro aspecto de la presente invencion proporciona un método para tratar
defectos 6seos, tal como fractura, vacios en cavidades y similares que comprende
ponerlos en contacto con una composicion de la presente invencidén. En algunas
modalidades, el método puede involucrar fijar mecanicamente el hueso o sus
porciones antes de, o luego de una etapa de poner en contacto el defecto con una

composicion de la presente invencion.

Ventajosamente, las composiciones de la presente invencion se pueden

- utilizar como composiciones inyectables que se suministran en un defecto éseo

(hueso) o vacio o en el espacio de médula del tejido del hueso trabecular en
donde la composicion reemplaza temporalmente la médula dsea, y/o ayuda en la
formacion del nuevo hueso. Las composiciones se pueden ihyectar en el tejido
6seo trabecular o cualquier otro tejido 6seo utilizando técnicas bien conocidas por
aquellos expertos en el arte. Tales .técnicas de ejemplo y aparatos para desarrollar
tales técnicas se discuten en por ejemplo, Publicacién de Patente Estadounidense
No. 20080065091, Publicacion de Patente Estadounidense No. 20080058828,
Publicacién: de Patente Estadounidense: No. 20070073307, Patente

Estadounidense Nos. 4,969,888 y 5,108,404 entre otras (cada uno de estos

wa
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documentos de patente se incorporan aqui como referencia). Tipicamente, los
dispositivos de inyecciéon similares a una pistola calefateadora doméstica se

utilizan para inyectar las composiciones en el hueso. Un dispositivo de inyeccion

de cemento al hueso tipico tiene un cuerpo en forma de pistola, que soporta un’

cartucho que contiene cemento 6seo. Un disparador acciona un émbolo cargado
con un resorte, que empuja un volumen de cemento 6seo en una condicion
viscosa a través de una boquilla adecuada y en el interior de un hueso objetivo
para tratamiento. De acuerdo con las Ensefianzas de la Patente Estadounidense.

Nos. 4,969,888 y 5,108,404, una cavidad se puede formar primero al compactar el

hueso trabecular dentro del hueso, en el que se inyecta el cemento éseo.

Una ventaja adicionada de incorporacién del Sr en las composiciones
inyectables de la invencidén es que este permite el suministro y proceso de
cicatrizacion para se monitoreado utilizando una técnica tal como fluoroscopia
debido a las propiedades conocidas del estroncio como un radio-opacificador.
Como tal, el uso del Sr en las composiciones de la presente invencién proporciona
una funcién terapéutica y diagnédstica y no simplemente una funcién de formacién

de imagen sola.

Las composiciones de la presente invencion se pueden utilizar en la forma
de un gel vinyectable, una pasta inyectable, una pasta, una masilla, o una forma
secada por congelamiento rehidratable. Como se utiliza aqui, el término "gel" se
refiere una sustancia liquida parcialmente suave, espesa como gelatina. Un gel de
la presente invencion se puede extruirlen por lo menos una guja para jeringa de
diametro 13. "Pasta,” como se utiliza en ja presente solicitud se refiere a una
sustancia humeda, suave que tiene una consistencia entre un liquido y un sélido.
Una pasta de la presente invencién es menos soélida que una masilla y mas sélida

que un gel, y en algunas modalidades puede ser inyectable.
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El término "masilla" se refiere a una composiciéon de reparacién de tejido
similar a arcilla/similar a masa de la presente invencion. Durante la aplicacion de la
sustancia se puede batir o amasar a la consistencia de masa, y moldear en una

forma que se aproxime bastante a aquella del sitio del implante.

"lhyectable" se refiere a la capacidad de la presente invencion para ser
introducida en un sitio de implante bajo presion (mediante introduccion utilizando
una jeringa). Una composicidn inyectable de la presente invencion, por ejemplo, se
puede introducir entre los elementos 0 en un espacio confinado in vivo (es decir,
entre piezas de hueso o en la interface entre un dispositivo prostéticd y hueso,

entre otros).

"Jeringa" se refiere a cualquier dispositivo que se puede utilizar para
inyectar o retirar la composicion de reparacién de tejido fluible de la presente

invencion, que incluyen ciertos geles y pastas, entre otros.

La composicion ée inyecta en el hueso cortical o el hueso trabecular de un
sujeto (preferiblemente, el sujeto es un humano, simio, ovino, bovino, equino,
porcino), "hueso cortical," como se utiliza en la presente solicitud, se refiere al
hueso compacto del eje de un hueso qué circunda la cavidad medular. El hueso
cortical es una estructura altamente densa hecha de hebraé de hélice triple de

fibras de colageno, reforzada con hidroxiapatita. EI hueso cortical es una

estructura de compuesto y es la carga principal que lleva el componente de

huesos largos en el cuerpo humano. E! componente hidroxiapatita es responsable
de la alta resistencia compresiva del hueso mientras que el componente de fibra
de colageno contribuye en parte a resistencia torsional y tensil. Las composiciones

de la invencion se pueden introducir en tales partes de hueso para impartir una

of
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cicatrizacion 6sea benéfica o efecto de aumento 6seo.

El hueso trabecular es de composicion similar al hueso cortical y es el componente
estructural principal de "hueso esponjoso" y se refiere un hueso de adulto que
consiste de fibras de coldgeno paralelas ordenadas regularmente mineralizadas
organizadas de forma diferente en el hueso lamelar del eje de huesos largos de
adulto. El hueso esponjoso se encuentra generalmente en el extremo de los
huesos largos circundados por el hueso cortical. El hueso esponjoso tiene
espiculas que forman una red, con intersticios llenos con la médula 6sea. Esto
también se puede referir como un hueso trabecular, o hueso esponjoso. En
modalidades preferidas, las composiciones de la invencién se suministran en el

hueso trabecular.

- Los métodos de fijacidn del hueso de la invencion también pueden incluir la
etapa de dar formar nueva*mente al defecto antes de fijar el hueso o poner eh
contacto con la composicion de la invencién. Tal como dar forma nuevamente o la
alineacién del hueso se puede desarrollar con, por | ejemplo, taladros o
esmeriladores o cualquier otro dispositivo utilizable para dar forma nuevamente al

defecto.

El dispositivo utilizado para fijar el hueso dependera del tipo de defecto a
ser reparado y en el tipo y sitio del hueso. Tipicamente, el dispositivo de fijacidn es
un dispositivo de fijacion externo. Preferiblemente, un dispositivo de fijacion

externo tal como, por ejemplo, un molde, es el dispositivo de fijacidbn Unico

utilizado en el método de la presente invencién, acompafiado con una inyeccion

de la composicidbn de la presente invencion. Sin embargo, en algunas
circunstancias puede ser necesario emplear procedimientos quirdrgicos mas

invasivos utilizando un dispositivo de fijacion interno que se puede utilizar bien. Se
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puede monitorear la reparacion y en el curso debido el dispositivo empleado para
fijar el hueso se puede remover. La regeneracion 6sea en el sitio del defecto se
puéde evaluar mediante rayos X del tejido blando (7.5 mA; 0.5 seg) tomados
inmediatamente después de la cirugia y en intervalos de tiempo dados postcirugia.
La regeneracién 6sea en animales de prueba también se puede determinar luego
de la terminacion de los experimentos al evaluar la morfologia general, exploracion
de topografia computerizada (CT) (65-80 kV; 20 seg) y exploracion tres veces
dimensional (3-D) CT (Marconi, M.times.8,000). Se pueden desarrollar estudios

histologicos para determinar el tefiido del hueso del tejido.

En los métodos de la invencién, las composiciones también se pueden

combinar con células que se pueden utilizar en la reparacion ésea, tal como por
ejemplo, células osteoprogenitoras. Las células osteoprogenitoras, como se

conoce en la técnica, incluyen una subpoblacién osteogénica de las células

estromales de meédula, caracterizado como células formadoras de hueso. Las

células osteoprogenitoras utilizadas por el método de la presente invencidn

pueden incluir células que forman hueso osteogénicas per se y/o células madre
embridnicas que forman células osteoprogenitoras. Las células osteoprogenitoras
se pueden aislar utilizando procedimientos conocidos. Tales células son

preferiblemente de una fuente autolégica e incluyen, por ejemplo, células madre

embridnicas humanas, células osteoprogenitoras de murino o humano, células

derivadas de médula osteoprogenitoras de murino o hurhano, células derivadas de
embridn oé_teoprogenitoras de murino o humano y células embridnicas de murino o
humano. Estas células pueden servir adicionalmente como células que secretan
factores de crecimiento, como se describe por Robinson y Nevo (2001), que se

definieron aqui anteriormente.

La composicion de la presente invencién también puede comprender
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adicionalmente varios agentes terapéuticamente activos, que pueden incluir

agentes que promueven el crecimiento 6seo, células osteoprogenitoras o una

combinacién de estos. Las composiciones pueden incluir por lo menos un
farmaco, tal como, una vitamina, un antibiético, un agente anti-inflamatorio y

similares.

En ciertas modalidades preferidas, el estroncio incorporado en la sal que
contiene calcio utilizando técnicas conocidas por aneIIos expertos en el arte para
preparar compuestos de calcio sustituidos por estroncio. Adicionalmente, el
estroncio se puede incorporar en cristales bioactivos que se utilizan
convencionalmente en la rebaracién del tejido. Un "“cristal bioactivo" es cualquier
cristal que exhibe caracteristicas de bioactividad, esto es tipicamente y un sélido
amorfo que no es intrinsicamente adhesivo y que es capaz de formar un enlace
cohesivo con tejido blando y duro cuando se expone a ambientes in vivo e in vitro
apropiadas, tal como fluido corporal simulado o amortiguadores tris-
hidroximetilaminometano. Un enlace cohesivo se logra al desarrollar una capa de
superficie de hidroxicarbonato apatita en el cristal bioactivo a través de la
liberacién de especies idnicas ‘de la masa del material biocristal. Existen
numerosas aplicacionés para cristales bioactivos en el campo de los tratamientos
guirargicos y ortopédicos asi como también en cirugia dental y se han descrito, por
ejemplo, en la Patente Europea 1 405 647 y Solicitud de Patente Europea 1 655
042, asi como también en Solicitudes Internacionales WO 96/21628, WO
9117777, WO 91/12032 y Publicacion de Patente Estadounidense numero

20080066495 (cada una se incorpora aqui como referencia).

.Eiemglos:

En una realizacién de la invencion, el compuesto que contiene estroncio se
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utiliza como el i6n divalente en un amortiguador de dilucién trombina. La soluciéon

trombina se prepara utilizando el amortiguador de dilucion. La solucién de
fibrinégeno y la solucién trombina que contiene se mezclan para formar un gel. En
otra modalidad de la invencion, el compuesto que contiene estroncio se agrega a
la formulacién como una particuia de sal. La solucién trombina y las particulas se

mezclan para preparar la solucion trombina modificada. La solucion de fibrindgeno

y la solucidn trombina modificada se mezclan para formar un gel.

Ejemplo I: Compuesto que contiene estroncio Disuelto en la Solucién de

amortiguador.

Se prepara una serie de amortiguadores en agua doblemente destilada.
Para estos amortiguadores, el catién divalente en el amortiguador trombina es Ca
o una mezcla de Ca + Sr de tal manera que la concentracién de cation se
mantiene constante a 40 mM (ver tabla adelante para cloruro de estroncio). La

trombina se diluye con una concentracion de 41U en el amortiguador trombina.

CaCl; 40mM CaCl; 30mM CaCly 20mM CaClL 10mM CaCly; OmM
SrCl; O0mM StCly 10mM SrCl; 20mM SrCl; 30mM StCl; 40mM

El fibrinégeno luego se mezcla con trombina en una relaciéon 1:1 (por lo
tanto la concentracién de estroncio en el coagulo gelificado es la mitad). Por esto,
2 ml de la solucién trombina se puede transferir a una jeringa de 5ml. Se transfiere
2 ml de fibrinbgeno (Tisseel, Baxter, Clottable Protein, [fibrindgeno y fibronectina]
72-110 mg/ml) en una jeringa separada de 5ml. Las jeringas que contienen el
fibriné‘geno y la trombina se pueden conectar en cualquier estado al mezclador dé

la técnica con el propésito de combinar.
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Para experimentos in-vitro, los coagulos se preparan mediante pipeta de
150 pl de la solucion de fibrindbgeno a los pozos de una placa de 24 pozos. La
placa se pone en agitador de placa para asegurar avL'm una distribucién sobre el
fondo del pozo. Luego se agrega 150 pl de la solucién trombina al pozo y la placa
se pone en un agitador de placa para asegurar coagulos homogéneos. Una estirpe
celular similar a osteoblasto humano (SaoS-2) se cultiva en los coagulos durante
hasta 7 dias para ver si se pueden observar diferencias en la proliferaciéon

celular/diferenciacion celular. La Figura 1 muestra los resultados para proliferacién

(Alamar Blue) cuando el cloruro de estroncio (SrC12) se agrega al amortiguador

de dilucién trombina. Estan disponibles resultados similares para Acetato de

estroncio (SrAc).

El ensayo Alamar Blue es un ensayo metabdlico y se utiliza frecuentemente
para medir la proliferaciéon. La adicidn de estroncio resulta en proliferaciéon
significativamente incrementada en estos coagulos cuando se compara con un
coagulo normal con 20mM CaCl,. Un resultado similar también se observa cuando
la proliferacion se cuantifica utilizando una cepa de ADN (Figura 2). Después de 7
dias, se pueden observar claras diferencias entre las células que crecen en
coagulos que contienen una mezcla de estroncio y calcio o solo calcio. Asi
concluimos que el estroncio tiene un efecto positivo en la proliferacién de células

Sa0S-2 similares a osteoblasto.

Estos experimentos -iniciales se disefian para observar diferencias en la
proliferacién celular lo que no proporciona suficiente tiempo para investigar la
diferenciacién del osteoblasto. La enzima de fosfatasa alcalina es un indicador

temprano de diferenciacion pero realmente no se alcanzan los niveles pico sino

‘hasta aproximadamente los dias 10-14. Un resultado preliminar muestra un

incremento en la expresion de fosfatasa alcalina en coagulos que contienen
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estroncio (Figura 3). En el caso de acetato de estroncio estos valores parecen no
ser significativos. Estos experimentos se han repetido con un periodo investigativo

de 14 dias.

En adicién a la observacion de estudios celulares, se lleva a cabo analisis
turbidimétrico para examinar si la estructura de coagulo se altera como un
resultado del estroncio (Figura 4) La turbidez del coagulo es directamente
proporcional al area de seccién cruzada promedio de las fibras, por lo tanto el
coagulo mas turbio es mayor que el diametro de fibra.

Los datos de turbidi;etria en la Figura 4 muestran que existe muy poca
diferencia en las cinéticas y la absorbancia para coagulos que contienen estroncio
en comparacion con coagulos que contienen calcio. Esto se puede explicar por las
observaciones que el caicio y estroncio son capaces de ocupar sitios de unién

similares, en particular el sitio de unién FXIII.

Para los experimentos iniciales, se siembran células en la superficie de los
coagulos. Una de las razones para seleccionar este método de siembra es que
algunos tipos de células cuando se siembran dentro de los coagulos sufren mas
de muerte celular y existe migracién de las células a la superficie del coagulo. Una
explicacidén posible para este efecto se puede explicar cuando se cultiva células
similares a osteoblasto en un medio complementado con CaCl,. La Figura 5
muestra el resultado del cultivo Sa0S-2 en el plastico del cultivo de tejido en la
presencia de 12.5 mM de Muerte Celular CaCt (cuando se mide por un ensayo
MTS) que ocurre para las células cultivadas en la presencia del cloruro de calcio.
Esto ocurre dentro de las primeras 24 hora‘é del cultivo celular. En contraste existe
solo una ligera reduccion en la proliferacion de células cultivadas en la presencia

de compuestos que contienen estroncio. Es importante aclarar que algunas
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células tienen un requerimiento para alto calcio es decir, fibroblastos vy

queratinocitos, y asi no afectaria la concentracién de calcio del coagulo.

Eiemplo 2: Nanoparticulas de Fosfato de Calcio Dopadas con Fibrina/Estroncio

Se diluye trombina en una concentracion de 4 U en el amortiguador
trombina. Se mezcla el fibrinégeno con trombina en una relacion 1:1. Para esto se
puede transferir 2 ml de la solucién trombina a una jeringa de 5ml. Se transfieren 2
ml de fibrinégeno (Tisseel, Baxter, Clottable Protein, [fibrinégeno y fibronectina]
72-110 mg/ml) en una jeringa separada de 5ml. Se incorporanv ‘particulas
(nanoparticulas menores de 1 um) como un porcentaje peso del volumen de
coégﬁlo final ((p/v). Estos se pesan y se colocan en otra jeringa de 5ml.

Las jeringas que conEienen las particulas y la trombina se conectan por via
de un adaptador Luer y la trombina y las particulas homogenizadas al transferir los
contenidos de jeringa a jeringa. Las jeringas que contienen la trombina/partfculas y
EL fibrindgeno se conectan por via de un adaptador Luer y los contenidos se
homogenizan. El material permanece liquido durante 'aproximadamente 30

segundos durante este tiempo se puede inyectar en el defecto.

Para experimentos in vitro, los coagulos se preparan mediante pipeta de
150 pl de la solucién de fibrindbgeno a los pozos de una placa de 24 pozos. Las
particulas (nénoparticulas menores de 1 uym) se agregan como porcentaje en peso
del volumen de coagulo final (p/v). La placa se pone en agitador de placa para
asegurar aun distribucién sobre el fondo del pozo. Luego se agrega 150 ul de la
solucidén trombina al pozo y la placa se pone en agitador de placa para asegurar
coagulos homogéneos. En los estudios preliminares, se cultiva una célula similar a

osteoblasto humano (Sa0S-2 o NHOst) en los coagulos durante hasta 14 dias
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para ver si se pueden observar cualesquier diferencias en la proliferacion celular,

diferenciacion celular.

El andlisis cuantitativo para las células sembradas en los coagulos que
contienen particulaé muestra buena biocompatibilidad, cuando se compara con
coagulos de fibrina normales (Figura 6). Aunque no se cuantifica, parece que las
células en los coagulos de fibrina sin particulas son mas redondas en morfologia
mientras que aquellos en la particula contienen coagulos que son mas esparcidos.
Se puede ver evidencia adicional de esto en las secciones transversales de los
coagulos (Figura 7). Para esto, se siembran células en los coagulos. Después de
unos pocos dias las células en los coagulos de fibrina han migrado a la superficie
del coagulo. Por comparacién, las células en los coagulos que contienen
particulas permanecen en los coagulos y se han esparcido mostrando una

morfologia favorable.

Ejemplo 3: Uso de Hidroxiapatita Dopada con Estroncio En Modelo de Defecto de

o

Coéndilo Femoral de Conejo

Los estudios descritos anteriorrﬁente sugieren que el estroncio estimula la
formacién 6sea y al mismo tiempo reprime la resorcién 6sea. Estudios previos
investigan el efecto del SrC12 en células similares a osteoblasto y en osteoblastos
principales. En el curso del intento para identificar una formulacién que se puede
utilizar en el aumento vertebral, una hidroxiapatita modificada que se dopa con
estroncio, se prueba en un modelo de defecto de céndilo femoral de conejo para
evaluar el potencial‘ del estroncio }para estimular la formacién 6sea. Se puede
producir hidroxiapatita de calcio en el banco al agitar nitrato de calcio y fosfato de
amonio junto a un alto valor de pH (ajustado con hidréxido de amonio). El

precipitado resultante se puede centrifugar, lavar, secar y calcinar para obtener
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una sustancia similar a hidroxiapatita. Al combinar el nitrato de calcio con nitrato

de estroncio nitrate en el porcentaje respectivo de sustitucion es posible para
producir particulas similares a estroncio- hidroxiapatita de calcio que se pueden

inyectar juntas con fibrina en un defecto 6seo.

Este ejemplo muestra los datos que muestran que las particulas similares a
hidroxiapatita de calcio sustituidas con estroncio estimulan nueva formacién ésea
mejor que la fibrina sola o particulas similares hidroxiapatita de calcio puras. Estos
resultados proporcionan corroboraciéon in vivo de los datos obtenidos durante

cultivo celular preliminar.
Materiales y Métodos:

Se utilizan los siguientes reactivos quimicos en los estudios descritos en el
ejemplo actual. Tetrahidrato de nitrato de calcio; 99% reactivo A.C.S. [Sigma-
Aldrich; 237124-500G; FW: 236,15]; Nitrato de estroncio p.A. >99% [Fluka; 85899
500g; Lot&Rellenar codigo: 1086321, 53706181; FW: 211,63]; Fosfato de amonio
bifasico p.A. [Riedel-de Haen; 30402 500g; FW: 132,06] ; hidroxido de amonio
[Sigma-Aldrich, 318612-2L; tanda#: 11103PD; FW: 35,05; 5N en H,0]; EtOh 96%;
Fibfinkleber [Baxter AG; Fibrinkleber TIM 3; 08P6004H; 5ml; 1500434]; Trombina
[Baxter AG; B205553 thromb. SD TIM 5; 500IE; US 5ml]; Dihidrato de cloruro de
calcio (min. 99%) [Sigma; C7902-1KG; tanda#: 044K0160]; y Cloruro de sodio

[Merck, 1.06404.1000 Ikg; Carga/Lote: K38062004 745; FW: 58,44.

Los experimentos emplean varias soluciones como sigue: 40mM
CaCl,+200mM NaCl: 1.47g CaCl, + 2.92g NaCl en 250ml ddH,0O; reconstituyente
trombina liofiizado en 5ml 40mM CaCl,+200mM NaCl y reconstituyente

fibrinbgeno liofilizado en 5ml de 3000 KIE/mI Aprotinina.
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Se desarrollan experimentos en grupos de 4 pruebas con Rodillas de 6

conejos cada uno como sigue:

Grupo 1. fibrina + trombina (81U/ml| de concentracién final)

Grupo 2. fibrina + trombina (8IU/ml de concentracion final) + 100% Ca}(O%
Sustitucién Sr)

Grupo 3. fibrina + trombina (8IU/ml de concentracién final) + 75% Ca (25%
Sustitucién Sr)

Grupo 4. fibrina + trombina (81U/ml de concentracion final) + 20% Ca (80%

Sustitucién Sr).

Preparacion de Materiales de prueba:

Se reconstituye fibrinégeno y se forma alicuotas en jeringas de 1ml [Braun;
omifix — 1ml;Luer] con 0.5ml de fibrindgeno por jeringa. Se reconstituye trombina y
se diluye con 40mM CaCl,+200mM NaCl a 16 IU/ml. Esto también se forma en
alicuotas con jeringas de 1ml, 0.5ml por jeringa. Los-po|vos de hidroxiapatita se
producen al agitar juntos volﬂmenes. iguales de 2M de solucién de nitrato _de calcio
(o de acuerdo con el porcentaje de sustitucién de estroncio también de nitrato de

estroncio, la solucién resultante tiene que tener 2M en total) y 1.2M de solucién de

fosfato de amonio. Luego de la adicion de fosfato de amonio al nitrato de calcio se

precipita una sustancia pa§tosa. Una adicién posterior de un volumen igual de
hidroxido de amonio eleva el pH del precipitado a 11 y hace el liquido precipitado
masilla. Después de agitar la mezcla se centrifuga, el sobrenadante se descarga y
el precipitado se lava dos veces con alcohol (etanol 96%) y una vez con ddH,0.
Entre las etapas de lavado el precipitado siempre se elutria, se centrifuga y se

descarga el sobrenadante. Después de esto el precipitado se seca a 60 ‘C bajo
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vacio duran un dia, se muele y se calcina durante 1 horaa 1100 C.

Después de enfriar las particulas similares a hidroxiapatita se esterilizan

con calor y se dividen en alicuotas en jeringas de 1ml, 0.3g por jeringa.

Tratamiento de los conejos

Se utilizan 12 conejos para desarrollar el experimento principal. Ellos se
sedan y se perfora un agujero (4.5mm de diametro) en los condilos femorales.
Estos agujeros de perforacic’)n' se llenan cada uno con uno de los materiales de
prueba al sacudir el componente trombina con particulas y después de esto con
fibrinégeno, o trombina con fibrinégeno como un control. El cono de las jeringas de
1ml se fijan perfectamente en los agujeros de perforacién, ya que es posible la

aplicacion directa.
Después de inyeccidn del material respectivo (aleatorizado para las 24
rodillas) la piel se sutura y el conejo se mantiene monitoreado durante las

siguientes 8 semanas.

Analisis Post-operacion

Después de las 8 semanas a los conejos se les llega a practicar la
eutanasia y las rodillas se analizan por uCT y las secciones finas se tifien
histolégicamente.

Resultados

Analisis uCT: Debido a la alta opacidad de las muestras de estroncio es dificil
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obtener resultados cuantitativos, ya que se hace el andlisis semi-cuantitativo al
evaluar las fotos UCT con el ojo y cuantificarlos. La evaluacion de la formacion
6sea se desarrolla en tres niveles (1: bajo; 2: medio; 3: altlo)A La evaluacién de un
agujero de perforacion cerrado se hace al dar "+" para un agujero de perforacion
cerrado y un "-" para un agujero de perforaciéon no cerrado. Los datos se muestran
en las graficas en las Figuras 8 a 14. Todas las graficas son promedios evaluables

de animales tratados, mientras que las fotos uCT son instantaneas.

La Figura 8 muestra la representacion grafica de agujeros dé perforacién
completamente cerrados (a;nbos lados se cierran). Ninguno de los defectos de
condilo de conejo evaluados llenos con fibrina se cierran en ambos lados, por lo
tanto el 0% de los limites de agujero de perforacién completamente cerrados se

ven en la Figura 8. La sustitucién de 25% Sr en las particulas produce el valor

mayor de 80% de los limites de agujero de perforacion cerrados.

En la Figura 9, existe el yCT de un coéndilo femoral de conejo en la
presencia de fibrina. El defecto es todavia visible, pero sin material residual

(fibrina) es visible; atin se abre un lado del agujero de perforacion.

‘La adicién de estroncio produce efectos marcados. La Figura 11 muestra
HCT de un condilo femoral de conejo en 80% de material Sr. Aunque el defecto es
todavia visible, la mayoria del defecto se llena; el material (Sr80%) es fuertemente
visible. La nueva formacién ésea es claramente identificable y se cierran ambos

lados del agujero de perforacién.

También se confirman los anteriores resultados utilizando estudios
histolégicos. La Figura 12 muestra una seccién fina de tefiido histolégico de un

defecto de condilo femoral de conejo tratado con fibrina. No esta presente la

7
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sustancia de prueba. De acuerdo con lo anterior no se encuentran signos de
inflamacion. Solo un poco, se encuentran huesos esponjoso trabeculares dentro
del agujero de perforacién. En la abertura del canal del torno, la sustancia 6sea
recién formada es de forma esponjosa. Los vasos sanguineos se distribuyen casi
regularmente dentro de la cavidad perforada, mostrando solo pocas manchas que
son menos vascularizadas. Varios vasos sanguineos mas grandes estan cerca de

la vecindad de la sustancia dsea en un lado de la cavidad perforada.

En las muestras tratadas con 80% de estroncio en el coagulo de fibrina
(Figura 13), 40-70% del canal de perforacion se llena con la sustancia de prueba.
La sustancia de prueba esta en todas las muestras de forma alongada dentro de la
cavidad perforada. En una muestra esta es mas granular, mientras que en la otra
dos exhiben una sustanci; de prueba mas aspera. En 2 de 3 muestras esta
presente fibrina como parches grandes cercanos a la sustancia de prueba. Son
pocas las inflamaciones en una muestra, y varian de 3-10 inflamaciones grandes

en los otros especimenes. En una muestra la sustancia de prueba esta en

contacto directo con el tejido 6seo recién construido, aunque que reposa mas

distante de las otras dos. Dos muestras han distribuido regularmente los vasos

sanguineos dentro de la cavidad perforada, aunque Ia tercera tiene una

vascularizaciéon mas agrupada.
Discusién

Los datos uCT muestran que las formulaciones que contienen 25% Sr

sustituyen particulas similares a hidroxiapatita activa un cierre de un agujero de

perforacion mejor que las otras sustancias de prueba, que induce una formacion

O0sea comparable de 80% de particulas sustituidas, aunque es menos denso.

77
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La fibrina sola activa menos formacién 6sea y los agujeros de perforacién
se cierran solo en un lado. Las formulaciones que contienen particulas similares a
hidroxiapatita de calcio puras no son tan densas, pero parecen no inducir la
formacion 6sea o un cierre de los agujeros de perforacién. La formulacién de

concentracion alta de estroncio es muy densa, este induce la nueva formacion

osea, pero no significativamente mas de 25% de Sr. Adicionalmente el cierre de

agujero de perforacién es peor comparado con Estroncio en una concentracion
inferior, asi aun bajas concentraciones de estroncio es suficiente para inducir la

formacién oOsea.

Los resultados histolégicos sugieren que la sustitucidbn de estroncio en
particulas similares a hidroxiapatita de calcio induce la formacién del nuevo hueso.
La vascularizacién, un prerrequisito para la inmigracién de osteoblastos y por lo

tanto la nueva formacién 6sea, se detecta en todas las muestras.

Eiemplo 4: E! estroncio tiene un efecto sinérgico con PTH en células de

osteoblasto.

El actual ejerhplo describe estudios in vitro en células de osteosarcoma de
rata para investigar si una combinacion de hormona paratiroide (PTH) y Estroncio
(utilizado como SrC12) en la activacion de factores de formacion dsea similares a
la producciéon- cAMP incrementada en osteoblastos. Los estudios descritos aqui
muestran que el SrC12 tiene un efecto sinérgico positivo con PTH en la
generacion de cAMP en células 'de osteoblasto. No se observa tal efecto para
células tratadas con CaCl,. Como el cAMP se conoce por ipducir la formacién
O0sea anabdlica, los datos presentados aqui soportan una conclusién de una
terépia de combinacién de Sr y PTH que conducirda a la formacion dsea

incrementada in vivo.
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Materiales y Métodos

La estirpe celular de osteosarcoma UMR- 106 (NewlLab Bioquality AG,

5 Erkrath, Alemania) se utiliza para desarrollar el bioensayo.
Los ensayos descritos adelante utilizan los siguientes medios:

Medio de cultivo celular: DMEM (Sigma, D6546; incl. 4500mg/l Glucosa,

10 Na-Piruvato, Na2CO3, compl. con 0.584g/l L-glutamina); 10% FCS; 2mM L-Glu.

Medio de inaniciéon: DMEM (Sigma, D6546; incl. 4500mg/l Glucosa, Na-

Piruvato, Na2CO3, compl. con 0.584g/I L-glutamina); 2mM L-Glu;
15 Medio SlI: 10 ml de medio de inanicién; 2 mM IBMX
20 mM SrCi2 en medio de inanicion: 19,6 ml Medio 0,4 ml IM SrCl,

20 mM CaCl2 en medio de inanicion 19,6 ml Medio 0,4 m! IM CaCl,

20

Cultivo celular

Se siembran células UMR- 106 en medio de crecimiento en una densidad
de 30000 células/cm? y se incuban a 37°C/ 8.0% CO, Después de 24 horas, el
' 25 medio se intercambia con medio fresco, 20 mM de SrCl, que contiene medio o 20
mM CaCl; que contiene medio. Las células se incuban adicionalmente a 37°C/
8.0% CO, durante 24 horas. Las células sé cosechén de acuerdo con el siguiente

procedimiento: las células se lavan dos veces con HBSS y se desunen de la
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superficie utilizando 6ml de tripsina/EDTA durante 3min a temperatura ambiente.
Se detiene la digestion de tripsina con 12ml de medio de crecimiento. Luego de
centrifugacién (3min, 1000rpm, RT) Ias células se resuspenden en 12ml de medio
de inanicién y se cuentan con un contador de células CASY. La velocidad de
células muertas esta por debajo de 10% en cada experimento. Se resuspenden
células en una concentracién final de 1.6 x 10° células/ml en medio de inanicién.
Se transfiere 50ul de la suspensién celular en cada pozo de una placa de 96

pozos y se incuba durante 30min a 37°C, 8.0%CO,.

Tratamiento de células con 264 ug/ml de muestras TGpIPTH eh solucion de

fibrinégeno

Se diluyen muestras en medio de inanicién. frescamente preparado que
contiene 2mM IBMX (medio Sl). Para la preparacién del medio Si 30 pl de 0.67M

de solucién madre IBMX en DMSO se agrega a 10 ml del medio de inanicion.

Se preparan todas las diluciones de la muestra con este medio para inhibir

la actividad fosfodiesterasa en células UMR-106 (Janik, P., 1980; Chasin M. y

Harris, D.N., 1976). Se agregan 50ul de muestras diluidas (como se indica en los

resultados) se agregan a las células después de 30min de incubacion a 37°C.

“Para la produccion de cAMP las células se incuban durante 1h a 37°C, 8.0%COs..

Cada concentracion de la muestra se agrega a las células por lo menos en

duplicadds luego de analisis cCAMP en duplicados.
Ensayo Inmune de Enzima cAMP Byotrak

Preparacion del reactivo para cAMP EIA. El amortiguador de ensayo, el

reactivo de lisis 1A/1B, el reactivo de lisis 2A/2B, el estandar cAMP, antisuero,
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conjugado de Peroxidasa cAMP y el amortiguador de lavado se preparan de
acuerdo con el manual del fabricante (cAMP Byotrak EIA kit, GE Healthcare). Se
prepara IM de acido sulfirico mediante la dilucién de 53ml H,SO4 (conc.= 18.76M)

con 947ml ddH,0.

Lisis celular y dilucion de cAMP Para la extraccion de cAMP 100ul de
PTH que contiene la suspensién celular se incuba con 25 pl (dilucién final 1:5)
disolvente de reactivo de lisis IA que es parte del equipo cAMP Byotrak EIA (GE
Healthcare). Para la lisis total, se agitan células durante 15min a 500rpm a
temperatura ambiente. EI cAMP extraido se diluye finalmente 1:20 con reactivo de
lisis IB (equipo cAMP Byotrak EIA) (1:1 dilucién en la placa de ensayo (se agregan
125yl de reactivo de lisis 1B) seguido por dilucién 1: 10 en [a placa ELISA (90ul del

reactivo de lisis IB + 10ul de suspension celular diluida).

Preparacion de estandar de trabajo cAMP E| estandar cAMP liofilizado
para el ensayo no acetilado (empaque cAMP Byotrak EIA) se resuelve en
amortiguador de ensayo para obtener una concentracién de 32pmol/ml. Una serie

de dilucién doble se prepara que varia de 32pmol/ml a 0.5pmol/ml.

Control interno. Se transfieren 100ul de cada estandar y dilucién de
muestra al pozo apropiado y se analizan en duplicados. Adicionalmente, aos
controles internos diferentes, el control de unién no especifico (NSB) y un control
cero (0) es necesario para mostrar la especificidad del cAMP ELISA y .se

desarrollan como se recomienda por el fabricante (GE Healthcare).

Procedimiento de inmunoensayo de Enzima. Se agrega 100p! de
antisuero a todos los pozos excepto el control NSB. Se desarrolla reaccién de

anticuerpo durante 2h a 4°C con agitacion. Luego de incubacion con 50ul de
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conjugado de peroxidasa cAMP durante 1h a 4°C con agitacion, todos los pozos
se lavan cuatro veces con 300ul de amortiguador de ensayo. Finalmente, se
agrega 150ul de TMB (3,3',5,5"-Tetrametilbenzidina) a cada pozo y se permite la
reaccion del sustrato durante 10min a temperatura ambiente. La reaccién se
detiene al agregar 100upl IM H,SO4 y se determina la densidad O&ptica

inmediatamente en un lector de placa a 450nm.

Analisis de datos. Se determina la densidad éptica en un lector de placa
(Synergy HT) al medir la absorbancia de las muestras a 450nm utilizando el
software KC4. Las correcciones antecedentes, calculos de valores medios,
desviaciones esténdarr, coeficientes de variacidn y generacion de curvas esténdar
se desarrollan en Microsoft Excel 2000. Sigmaplot 9.0 se utiliza para curvas de 4-
parametros y calculos E_C50. PLAL2 (Stegmann Systembera‘tung) se utiliza para

Analisis de Linea Paralela y deteccion de la Potencia Relativa.
Porcentaje de conjugado de peroxidasa cAMP unido. El porcentaje de
conjugado de peroxidasa cAMP unido para cada muestra y estandar se calcula

utilizando la siguiente relacién:

B/BO (%) = (muestra OD - ODnsb) x 100

(ODcero - ODnsb)

Muestra OD 0OD450 de muestra especifica
Cero OD OD450 de cAMP conjugado con
peroxidasa solo

OD nsb, ODA45G sin anticuerpo cAMP

Curva estandar. La curva estandar cAMP se genera al graficar el

B2
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porcentaje B/BO (eje y) como una funcién del log c(cAMP) (eje x).

Concentracion cAMP de las muestras. Tomando en cuenta el factor de
dilucion (20x) las cantidades producidas cAMP se calculan utilizando los

parametros (pendiente e intercepto) de la curva estandar.

Linearidad. Se evalla el coeficiente de correlacion de la curva estandar del

cAMP ELISA (R > 0.95).

Preparacion de las Muestras de Analisis de Bioensayo. Para analisis, se
diluyen muestras en medio de inanicibn que contiene 2mM de inhibidor
fosfodiesteraéa IBMX (medib Si) en una concentracion final de 2400nM TGplIPTH
(13,2 pg/mi TGplPTH). Para todas las muestras se preparan 150yl de las
siguientes 8 diluciones seriales y se agregan 50ul directamente a las células
(volumen total en las células: 100ul). Para todas las muestras y todas las
diluciones, se calculan los valores medios de OD450, las desviaciones estandar,

las concentraciones de cAMP y los coeficientes de variaciones.

C(TGpIPTH) nM Preparacion C(TGpIPTH)

Hg/ml

2400nM (1200nM en células) Ver anterior 13,2
1200nM (600nM en células) 1:1 en medio de dilucién 6,6
600nM (300nM en células) 1:1 en medio de dilucién 3,3
300nM (150nM en células) 1:1 en medio de dilucién 1,65
150nM (75nM en células) 1:1 en medio de dilucién 0,83
75nM (38nM en células) 1:1 en medio de dilucién 0,42
38nM (19nM en células) 1:1 en medio de dilucién 0,21
19nM (10nM en células) 1:1 en medio de dilucién 0,1

Tabla de Dilucion Serial. Para la generacion de una curva de respuesta de

dosis se desarrollan siete etapas de dilucién serial una a una para cada muestra y
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se analizan todas las diluciones de triplicados.

- Resultados

La influencia de SrCl, y CaCl, en bioactividad PTH se monitorea
independientemente durante cincovexperimentos diferentes (Figura 14). Estos
estudios muestran que una preincubacién de 24h de células UMR- 106 con 20mM
SrC12 rantes de tratamiento TGpIPTH conduce a bioactividad incrementada dos
veces, aunque el CaCl, no muestra cambio en la bioactividad PTH (Figura 14).
Estos resultados indican que el estroncio y el PTH tienen un efecto sinérgico en la
produccién de cAMP y suportan la conclusién que una combinacion de PTH y

estroncio conduciria a formacion dsea anabdlica in vivo.
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REIVINDICACIONES

Lo que reivindicamos es:

1.

5
2.
10 3.
4.

15
5.

20
6.

25
7.

Una composicién que comprende fibrina, trombina y un compuesto que

contiene estroncio para uso en cicatrizacién ésea o crecimiento dseo.

L'a composicion de la reivindicaciéon 1, en donde la composicién esta en

forma de un gel, masilla, pasta o liquido.

La composicion de las reivindicaciones 1 o 2 que comprende

adicionalmente un plastificante.

La composicidn de la reivindicacion 3 en donde el plastificante es un

compuesto que contiene yodo.

La composicidén de la reivindicaciéon 4 en donde el compuesto que contiene

yodo se selecciona del grupo que consiste de diatrizoato, yodecol,
yodixanol, yofratol, yogulamida, yohexol, yomeprol, yopamidol, yopromide,
yotrol, yoversol, yoxagulato y metrizamida y sus mezclas y alcoholes

polivalentes.

La composicion de las reivindicaciones 1, 2, 3, 4, o 5 en donde la
composicion se puede suministrar, como un liquido, pasta o un gel antes de
o durante la fase de gelificacién o como un gel preformado, pasta o masilla

dentro de los defectos del tejido.

La composicion de las reivindicaciones 1, 2, 3, 4, 0 6 en donde la

composicion contiene una o mas proteinas extracelulares seleccionadas del
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grupo que consiste de proteinas de matriz extracelular tal como
fibronectina, proteinas asociadas a células, proteinas derivadas de plasma
tal como factor Xill de coagulacién sanguinea, proteasas e inhibidores

proteasa.

La composicién de las reivindicaciones 1, 2, 3, 4, 6, o 7 en donde la
composicion se reabsorbe y se pone con el tejido durante el proceso de

cicatrizacion.

La composicién de las reivindicaciones 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 0 8 en donde la
composicion comprende adicionalmente un agente que induce coagulaciéon
tal como protamina, veneno de serpiente, transglutaminasas, FXlla, o un

sistea amortiguante alcalino fisiolégicamente aceptable.

La composicidén de las reivindicaciones 1 0 2 en donde el compuesto que
contiene estroncio esta en forma de un microparticulado soluble, granular o

en una forma sélida.

La composicién de la reivindicacion 10, en donde el compuesto que
contiene estroncio se hace al agregar estroncio en un compuesto que
contiene calcio para producir un material que comprende calcio y estroncio

gue contiene sales.

La composicion de la reivindicacién 11, en donde dicho compuesto que

contiene calcio es un fosfato de calcio.

La composicion de la reivindicacién 12 en donde el fosfato de calcio se

selecciona del grupo que consiste de trifosfato de calcio, alfa-trifosfato de
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16.

17.

18.

19.
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calcio, fosfato beta tricalcio, polimorfos de fosfato de calcio, hidroxiapatita,

carbonato de calcio, sulfato de calcio y sus combinaciones.

La composicién de la reivindicacién 11, en donde los compuestos que
contienen calcio o que contienen estroncio tienen una dimensién de

particula que varia de 100 nanémetros a 50 milimetros.

La composicién de la reivindicacion 11, en donde los compuestos que
contienen calcio o que contienen estroncio tienen una dimensién de

particula de 0.5 a 5 milimetros.

La composicién de la reivindicaciéon 11, en donde el porcentaje de sal de
estroncio a sales de calcio en dicha composicién varia de 0.25% a 100% de

sales que contienen estroncio.

La composicién de la reivindicacion 10, en donde el compuesto que
contiene estroncio se hace al agregar estroncio en un cristal bioactivo para

producir un material de cristal bioactivo que contiene estroncio.

La composicion de las reivindicaciones 1, 2, 3, 6, 8, 10 11 0 17 en donde el
compuesto que contiene estroncio se selecciona del grupo que consiste de
cloruro de estroncio, ranelato de estroncio, acetato de estroncio, glutamato
de estroncio, aspartato de estroncio, malonato de estroncio, maleato de
estroncio, ascorbato de estroncio, treonato de estroncio, lactato de
estroncio, fosfato de estroncio, apatitas de estroncio, piruvato de estroncio,

alfa-quetdglutarato de estroncio y succinato de estroncio. |

La composicion de las reivindicaciones 1, 2, 3, 6, 8, 10, 11, 17 o 18 que

§7
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comprende adicionalmente un coligando estroncio seleccionado del grupo
que consiste de grupos calcimiméticos, osteocalcina, aminoacidos tal como

L-arginina, y, arginomiméticos y analogos arginina.

La composicion de la reivindicacion 3 en donde el plastificante es un
polietilenglicol, un alcohol polivalente, glicerol, o azlcar seleccionada del
grupo que consiste de monosacaridos, disacaridos, trisacaridos,

polisacaridos, y sus combinaciones.

La composicion de las reivindicaciones 1, 2, 3, 4, 5, 6, 9, 10, 11, 12, 13, 15,
16, 17, 18, 19 o 20 que comprende adicionalmehte una proteina
seleccionada del grupo que consiste de proteinas morfogénicas éseas,
hormona paratiroide (PTH), calcitonina, bisfosfonatos, factor de crecimiento
epidérmico, factores de crecimiento similar a insulina y Factores de

crecimiénto TGF.

La composicidbn de la reivindicacion 1 en donde la gelaciéon de la

composicion ocurre luego de la mezcla de los varios componentes.

La composicién de cualquiera de las reivindicaciones precedentes en donde

dicha composicién es una composicién inyectable.

Un método para tratar la enfermedad, lesion o deficiencia ésea en un sujeto
vivo, que comprende inyectar en el hueso trabecular de dicho sujeto una

composicién que comprende una composicion de la reivindicacion 23.

E!l método de la reivindicacion 24 en donde inyectar dicha composicién

dentro del hueso trabecular de dicho sujeto origina una velocidad de
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cicatrizacién que es mas rapida que la observada con la aplicacién de una

composicion similar que no contiene estroncio.

Un método para reparar un hueso que tiene un defecto que comprende: (a)
fijar mecanicamente el hueso o sus porciones; y (b) rellenar el defecto con
una composicion de cualquiera de las reivindicaciones 1-23 en una cantidad

que origine el efecto de reparacién de dicho defecto.

El método de la reivindicacién 26, en donde dicho defecto es una fractura

6sea y dicha reparacién es cicatrizacion 6sea de dicha fractura.

El método de la reivindicaciéon 27, en donde la aplicacion de dicha
composicién origina una velocidad de cicatrizacion que es mas rapida que

la observada en la ausencia de la aplicacion de dicha composicion.

El método de la reivindicacion 27, en donde la aplicacién de dicha
composicion origina una velocidad de cicatrizacién que es mas rapida que
la observada con la aplicacién de una composicién similar que no contiene

estroncio.

El método de la reivindicacion 25 en donde dicho hueso es un hueso largo
seleccionado del grupo que consiste de un fémur, una tibia, un himero y un

radio.

Un método para promover el nuevo crecimiento éseo en el sitio de un
defecto éseo que comprende poner en contacto dicho sitio de defecto con

una composicion de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 23.
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El método de la reivindicacién 31, en donde la velocidad de dicho
crecimiento dseo es mas rapida en la presencia de estroncio en dicha
composicion cuando se compara con crecimiento éseo visto en la presencia

de una composicion similar gue no contiene estroncio.

90
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COMPUESTOS DE ESTRONCIO QUE CONTIENEN COMPOSICIONES DE

FIBRINA
Resumen

Una composicidn para uso en cicatrizacién 6sea y regeneracion 6sea en la forma
de un gel hidrogel viscoelastico o formulacion liquida que comprende fibrindgeno,
trombina y un componente inorganico que comprende un compuesto que contiene
estroncio (Sr) y/o posiblemente otro metal tal como un compuesto que contiene
calcio. El compuesto que contiene estroncio se puede disolver en las soluciones
trombina o se agrega al coagulo en forma particulada cristalina. Luego de mezclar
los componentes, la gelacion tiene lugar para formar una matriz. La composicién
también puede comprender un compuesto que contiene yodo que actia como un

plastificante.

q|
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REFERENCIA Radicacidn No. 9 119370
Solicitud internacional PCT/US2008/060720
Fecha inicio fase nacional 23/11/2009
Tramite 11
Evento 378
Actuacidn 430
oficio No. o 248

Como resultado del examen de forma, realizado con fundamento en el articulo 38 de
la Decisidén 486 de la Comisién de la Comunidad Andina, articulo 27 del Tratado de
Cooperacién en Materia de Patentes (PCT), regla 51 bis del Reglamento y Circular
Onica de la Superintendencia de Industria y Comercio, se le comunica que:

1. La solicitud no contiene el poder debidamente otorgado, con el lleno de los
requisitos exigidos por los articulos 63 y subsiguientes del Cédigo de
Procedimiento Civil. Adicionalmente, deberd presentar el documento que acredita la
existencia y representacién legal de la sociedad solicitante, cuando ésta fuere
persona juridica.

2. La solicitud no contiene 1la copia del documento en que consta la cesidn del
derecho a la patente del inventor al solicitante o a su causante, conforme a lo
establecido por el articulo 26 literal k) de la Decisidén 486 de la Comisidn de la
Comunidad Andina. Cuando se trate de documentos otorgados en el extranjero, estos
deberan legalizarse de conformidad con lo dispuesto por los articulos 259 y 260 del
cédigo de Procedimiento Civil. Cuando se trate de las declaraciones a que hace
referencia la Regla 4.17 1ii) del Tratado de Cooperacidén en Materia de Patentes
PCT., el alcance de 1las tales declaraciones se determinard segGn indiquen
claramente una cesién de derechos del inventor al solicitante o su causante, de
conformidad con lo dispuesto en el numeral 5.2.15 del Capitulo Quinto, Titulo X de
la Circular Unica de Superintendencia de Industria y Comercio.

En cumplimiento de lo dispuesto por el articulo 39 de la Decisidn 486, se le
requiere para que dentro del término de dos meses siguientes a la fecha de
notificacién del presente oficio, complete los requisitos anteriormente enunciados.
En caso de no dar cumplimiento al presente requerimiento, la solicitud se
considerarid abandonada y perdera su prelacién.

Notifiquese el presente oficio conforme a lo dispuesto en el numeral 5.2, literal
e), del capitulo quinto del titulo primero de la Circular Unica No.10 de 2001.

Continua en la pagina siguiente...
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Call Center 6513240, Linea 01800-910165
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Bogotd D.C. Colombia
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