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DESCRIPCION
Implante médico con superficie biofuncionalizada
La invencion facilita un implante médico, en particular un implante dental con una superficie biofuncionalizada.

El implante de acuerdo con la invencién comprende un ndcleo y una biomolécula unida a través al menos de un
ligador.

Un aspecto decisivo para la integracion de implantes es el anclaje del implante. El experto conoce para esto una
pluralidad de procedimientos, especialmente adaptados parcialmente para tipos de implante individuales. En tanto
se trate a este respecto de implantes que se usan en la proximidad de huesos, el experto conoce diversos
planteamientos para la modificacion de la superficie del implante, que sean convenientes para una integracion del
implante en los huesos.

La forma mas insignificante de la modificacion de la superficie se refiere, a este respecto, a un raspado o una
estructuracion de la superficie del implante para la mejor incorporacion en los huesos. Se menciona en este punto
por ejemplo el documento WO 0224243 (“Method for surface treatment of implants or prosthesis made of titanium or
other materials”), que en particular divulga implantes de hueso coxal y rodilla (protesis) o el documento DE
102006011629 (“Verfahren zur Herstellung von Implantaten”).

Otro procedimiento para el fomento de la integracion en los huesos es la colocacion o aplicacion de membranas
sobre el implante con el objetivo de mejorar asi la incorporacion en los huesos, tal como se describe por ejemplo en
el documento DE19948787 (“Medizinische Membran zur Anregung der Gewebebildung”), documento DE19748688
(“Membransystem zur gesteuerten Geweberegeneration bei Erkrankungen des Zahnhalteapparates”) y documento
US20020133232 (“Microstructured dual sided membrane for tissue growth and regeneration”).

También se describe el uso de estructuras a modo de red de materiales biocompatibles como aditivo para la
cicatrizacion de implantes (documento EP0310623B1 (“Biocompatible particles and cloth-like article made
therefrom”).

Ademas se divulga también la mineralizacion de la superficie mediante distintos revestimientos por ejemplo fosfato
de calcio para la mejora de la integracion en los huesos (documento DE3905608 (“Dentalimplantat), documento
EP1516602B1 (“Implant with bioactive particles stuck and method of manufacturing the same”) y documento
EP0832619B1 (“Implant with embedded bioactive particles and method of manufacturing the same”)).

Otros revestimientos se colocaban en este caso sobre una capa de apatita nanocristalina (hidroxiapatita y flurapatita)
con péptidos incluidos que representan secuencias parciales de proteinas de la matriz extracelular (EZM) y deben
aumentar la integracion de osteoblastos (documento WO06004778A2 (“Implant with a biofunctionalized surface and
method for its production”)).

Igualmente se describen con frecuencia revestimientos de polimeros. Ademas de polimeros completamente
sintéticos tales como PMMA, que se usa en la mayoria de los casos Unicamente como capa media para la fijacion de
otras capas de polimeros (documento US4812120 (“Implantable percutaneous device”)), se usan cada vez con mas
frecuencia biopolimeros biolégicos, propios del organismo como colageno, acido hialurénico o de acido lactico y
glicolico (documento US646138 (“Method and apparatus for augmenting osteointegration of prosthetic implant
devices”), documento EP0470305A1 (“Osteoprosthetic implant”)).

Otros usos encuentran polimeros que se degradan con el tiempo por si solos y tras la incorporacion del implante no
dejan ya residuos en el organismo, los denominados “polimeros biodegradables” (documento DE60120660
(“Zusammensetzungen von vernetzbaren Prepolymeren fullr bioabbaubare implantate”)).

Igualmente se usan factores de crecimiento y moléculas de adhesion en implantes. En particular la proteina
morfogénica 6sea, Bone Morphegenetic Protein (BMP) (documento US6214049 (“Method and apparatus for
augmentating osteointegration of prosthetic implant devices”)) y proteinas de la EZM tales como fibronectina se usan
en los mas distintos revestimientos para la mejor o mas rapida curacion del implante en el hueso o también para
soportes de implante (documento WO04010887A1 (“Arrangement for using osteoinductive or bioactive material to
induce bone and/or increase the stability of implants in the jaw bone, and an implant intended for this purpose”)).

Un procedimiento indirecto que persigue el mismo objetivo que los documentos ya mencionados, pero no contiene
ninguna modificacién de las superficies de implante, es el uso de geles. Estos se distribuyen o bien en el implante o
durante la implantacién en el tejido inmediato. En el documento (EP0726741 (“Implant assembly”’)) se describe el
uso del factor de crecimiento Fibroblast Growth Faktor (FGF) en geles con el objetivo de fomentar el crecimiento
celular.
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Ademas de la integracion de larga duracion de implantes, otro aspecto decisivo para el éxito de la implantacion es la
rapidez con la que se integra el implante absolutamente por primera vez en el tejido. Esto es en particular decisivo
cuando pueden producirse infecciones en el sitio de la implantacion.

Un ejemplo es la implantacion de implantes dentales. En este caso puede llegarse a la penetracion de bacterias que
pueden provocar una periimplantitis.

Si bien algunas de las divulgaciones descritas anteriormente son no solo adecuadas para garantizar un anclaje
estable del implante, sino que también son adecuadas para acelerar el proceso de anclaje, sin embargo todas tienen
en comun que las ensefianzas alli divulgadas se refieren a un anclaje del implante en el hueso.

El riesgo de la aparicion de una periimplantitis no se reduce sin embargo debido a ello.

Solo algunos planteamientos persiguen el objetivo de aumentar la adhesion a fibroblastos en el implante para
reducir, debido a ello, el riesgo de periimplantitis. Un procedimiento que va dirigido de nuevo a osteoblastos sin
embargo también a fibroblastos peridontales es el uso de una matriz a modo de gel que se proporciona directamente
antes de la implantacion sobre la superficie del implante. El gel esta compuesto de un material compuesto de
colageno/PMMA que contiene factores que deben estimular las células del periostio (documento DE19630034A1
(“Biohybrides Zahnimplantat”)). Una posibilidad del revestimiento alli descrito esta estructurada a modo de capas. La
capa base sobre el nucleo de titanio es un polimero de PMMA o bis-y-metacrilato con fibras de vidrio. Sobre esta
capa se aplica una segunda capa del polimero anterior con fibras de colageno incluidas. En éstas pueden estar
incorporadas distintos metabolitos y moléculas tales como factores de crecimiento o fibronectina (documento
DE3627316 (“Collagenimplantate, Verfahren zu ihrer Herstellung und Verwendung”)). Otro planteamiento para el
tratamiento de peridontitis se describe en el documento EP0404792 (“A method of treating conditions of teeth and
their supporting tissue”). La pasta que contiene sulfato de sacarosa usada en este caso se aplica posteriormente
sobre el sitio inflamado y debe contribuir a la cicatrizacion. Otro planteamiento para la adhesion de fibroblastos se
describe en el documento WO07050130 (“Gold surfaces coated with a thermostable, chemically resistant polypeptide
layer and applications thereof”). El implante de titanio se reviste con una capa delgada de oro. Sobre esta capa de
oro pueden inmovilizarse proteinas de fusién mediante tio-funcionalizacion.

Ademas de las posibilidades mencionadas anteriormente se usan también sustancias propias del organismo tales
como acido hialurénico, quitosano y otras en el revestimiento de implantes dentales. Las peliculas de quitosano
compuestas de quitosano y polimeros biolégicamente degradables en combinacién con una sustancia bioactiva por
ejemplo antibiéticos, hormonas, proteinas y BMP se usan para la mejor adherencia celular (documento EP1308177
(“Method for the production of chitosan-based films with enhanced cell adhering capacity, resulting product and
applications”)). Sin embargo, quitosano se usa también para el fomento de la integracion 6sea como Unico
revestimiento (documento DE69733840 (“Implantierbarer kulInstlicher Zahn beschichtet mit Chitosan”)). Ademas se
usan las sustancias propias del organismo en conexion con hidoxiapatita también como material de carga para
defectos de huesos o como coadyuvantes para la cubricion de éstos (documento DE2756256 (“Hilfsmittel zum
Bedecken und/oder Ausfullllen von Knochendefekten und Verfahren zur Herstellung desselben”)). Otro biomaterial
compuesto de sustancias propias del organismo, que se usa como sustituto de huesos, se describe en el documento
EP1142595 (“Biomaterials for bone replacement’). En este caso se usa acido hialurénico y/o sus derivados junto con
material 6seo granular como material sustituto de huesos para defectos. Algunas divulgaciones se refieren a mejorar
la compatibilidad con el tejido de implantes (documento DE10223310 (“Verfahren zum Beschichten von Implantaten
mit einer Polysaccharid-Lage”)).

No sélo se usan sustancias propias del organismo para aumentar la compatibilidad con el tejido. También se usan
polimeros sintéticos o una combinacion de polimeros sintéticos y bioldgicos, tal como se divulga en el documento
DE4444445 (“Verfahren zur Herstellung gewebevertraglicher Substrate, gewebevertragliches Substrat und seine
Verwendung”). De acuerdo con esto se modifica un implante mediante un sustrato polimérico con un polimero
hidrofilo de base sintética y/o bioldgica por medio de anclaje quimico.

Por consiguiente, hasta ahora se le ha hecho sélo comparativamente poco caso a la importancia del fomento de la
integracion del implante en la encia en el desarrollo del implante y por consiguiente hasta ahora se soluciona soélo de
manera muy insuficiente.

El raspado o la estructuracion mencionados anteriormente de la superficie del implante repercute pues
positivamente en el crecimiento del tejido 6seo. Sin embargo en el tejido conjuntivo o la encia actda una superficie
rugosa mas bien de manera perturbadora, dado que los fibroblastos prefieren superficies lisas. Debido a la
inactividad de superficies de TiOx (normalmente usadas) no se produce ninguna interaccidon quimica entre el
implante y el tejido.

Tampoco los revestimientos de membrana conocidos por el estado de la técnica de los implantes (véanse por
ejemplo los documentos citados anteriormente DE19948787, DE19748688 y US,0020133232) son 6ptimos para la
integracion en el tejido de la encia, sino que a lo sumo estan adaptados a una integracion en el tejido éseo.
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Lo mismo se aplica para la mineralizacion ya mencionada de los implantes.

El uso ya mencionado de biopolimeros propios del organismo tales como colageno o GAG, sobre todo los acidos
hialurénicos, tal como se describe en los documentos EP0470305A1 (“Osteoprosthetic implant”), EP0404792 (“A
method of treating conditions of teeth and their supporting tissue”), DE10223310 (“Verfahren zum Beschichten von
Implantaten mit einer Polysaccharid-Lage”) o DE69733840 (“Implantierbarer kulInstlicher Zahn beschichtet mit
quitosano”), crea un entorno que presenta componentes de la matriz extracelular y simula asi el entorno natural de
los fibroblastos de la encia. Mediante esto debe mejorarse el crecimiento celular. Los polimeros biolégicos tales
como por ejemplo colageno y acido hialuronico son componentes importantes de la EZM, sin embargo tienen
funciones que proporcionan estructura (colageno) o confieren a la matriz una resistencia a la presién y almacenan
importantes sustancias de sefial (GAG como acido hialurénico). Sin la existencia de otros componentes de la matriz
extracelular no es posible que estos biopolimeros fomenten un crecimiento celular, tal como se permite solamente
de modo natural mediante los factores de crecimiento y proteinas de adhesion.

En caso de los factores de crecimiento extracelulares y moléculas de adhesién pasan a primer plano sobre todo
miembros de las familias de las proteinas morfogénicas 6seas (BMP), de FGF vy fibronectina, o sus secciones
secuenciales.

El uso de BMP, tal como se divulga en los documentos US6214049 (“Method and apparatus for augmentating
osteointegration of prosthetic implant devices”), WO04010887A1 (“Arrangement for using osteoinductive or bioactive
material to induce bone and/or increase the stability of implants in the jaw bone, and an implant intended for this
purpose”) o EP1308177 (“Method for the production of chitosan-based films with enhanced cell adhering capacity,
resulting product and applications”) sirve para la estimulacién del crecimiento de huesos y con ello para la
integracion del implante en los huesos maxilares, lo que a su vez no tiene influencia sobre el crecimiento de los
fibroblastos de la encia y por consiguiente no protege frente a la penetracion de gérmenes patégenos en la cavidad
de la herida y la periimplantitis generada posiblemente con ello.

Los FGF tienen una influencia directa sobre la proliferacion de este tipo de célula (documento EP0726741 (“Implant
assembly”)). FGF es una proteina de sefial importante que influye en la proliferacion de fibroblastos. Sin embargo
influyen sélo poco en la propia adhesion a superficies de implante. Adicionalmente se parte de la base de que
fibroblastos, a los que se simula su entorno extracelular mediante correspondientes moléculas de adhesion de
manera suficientemente buena, independientemente comienzan a sintetizar una EZM e inician su propia
proliferacion. La etapa decisiva es por consiguiente la adhesion de estas células mediante moléculas de adhesion.

En el documento DE000003627316 (“Collagenimplantate, Verfahren zu ihrer Herstellung und Verwendung”) se usan
fibras de colageno. Adicionalmente se consideran otras sustancias que fomentan la adhesion (tal como fibronectina).
La fibronectina en su entorno natural tiene accién adhesiva celular fuerte, tanto en caso de osteoblastos como
también en caso de fibroblastos. La condicion previa para la actividad bioldgica es sin embargo la existencia de la
proteina en conformacion nativa. En caso de union inespecifica sobre superficies metalicas o incorporacién en otras
superficies es alto el riesgo de que se modifique la conformacion, lo que puede conducir a una pérdida de la
actividad. Sin embargo es sumamente cuestionable si estas moléculas pueden adoptar dentro de la capa polimérica
generalmente su conformacion natural y con ello mantener su funciéon. Tampoco se usan otros componentes de la
EZM para aumentar la medida de la biocompatibilidad.

El revestimiento de implantes, descrito en el documento WO07050130 (“Gold surfaces coated with a thermostable,
chemically resistant polypeptide layer and applications thereof’), apunta igualmente a la mejora de la adhesion de
fibroblastos. Sin embargo se usan sélo las secuencias de reconocimiento RGD y ninguna proteina completa. Esto es
desventajoso dado que fibronectina dispone de una multiplicidad de interacciones intramoleculares (por ejemplo
interaccion entre tipo 3 de dominios 9 y 10), que aumenta adicionalmente la afinidad de unién de la proteina.
Adicionalmente, la capa de cubierta de oro aplicada sobre la capa de titanio suprime todas las propiedades positivas
bioinertes de un implante de titanio.

Tal como se ha mencionado ya, la implantacion tiene de por si el riesgo de infeccion.

Favorecido mediante un nimero fuertemente ascendente de implantaciones en odontologia se aplica esto cada vez
mas también para el area dental. En este caso, la aparicién de periimplantitis representa ahora como antes un
problema significativo (véase por ejemplo Lang, H. y Borgert, S. (2008) “Periimplantitis - eine therapeutische
Herausforderung” Deutsche Zahnarztliche Zeitschrift 63: 158-159). Si bien existen distintos planteamientos para la
terapia de la periimplantitis (tratamiento por medio de antibidticos unido con una eliminaciéon mecanica de la placa),
sin embargo los resultados no son a menudo satisfactorios, representado también una carga para los pacientes. Un
problema especial es que la aparicion de una periimplantitis ahora como antes conduce frecuentemente a una
pérdida del implante (Roos-Jansaker AM (2007) “Long time follow up of implant therapy and treatment of peri-
implantitis” Swed. Dent. J. 188: 7-66).

Generalmente es ventajoso cuando un posible revestimiento del nicleo del implante se pega de la manera mas fija
posible. Esto es por lo tanto ventajoso, dado que mediante esto se reduce el riesgo de que el revestimiento durante
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el uso del implante, por ejemplo mediante solicitacion de cizallamiento o mediante otros deterioros, se retire, se
desenrolle o similar.

También es generalmente ventajoso cuando un posible revestimiento de la zona de superficie del nucleo presenta
una alta compatibilidad con el tejido.

Una adherencia insatisfactoria de otros revestimientos o una compatibilidad con el tejido insuficiente ha resultado
hasta ahora con frecuencia problematica.

Un objetivo de la invencién es facilitar implantes que presenten ventajas en comparaciéon con los implantes del
estado de la técnica.

Los implantes deben reducir en lo posible el riesgo de aparicion de una inflamacion en el sitio de la implantacion.

En particular era un objetivo de la presente invencion facilitar un implante cuyas propiedades sean adecuadas para
reducir el riesgo de aparicion de una periimplantitis en el sitio de la implantacion en el area dental.

Este objetivo se soluciona mediante el objeto de las reivindicaciones.

La presente invencion facilita un implante médico que comprende un ntcleo, al menos un ligador L4, al menos un
componente de biotina B+, al menos un componente de union a biotina, al menos un componente de biotina B, y al
menos una biomolécula, donde el ligador Ly comprende un extremo proximal y un extremo distal, con el extremo
proximal esta unido covalentemente al ndcleo y con el extremo distal esta unido covalentemente al componente de
biotina B1, donde entre la unién del ligador L1 al nacleo y la unién del ligador L4 al componente de biotina B1 existen
uniones covalentes de manera continua; el componente de biotina B; esta unido covalentemente a la biomolécula; y
el componente de unién a biotina presenta al menos un sitio de unién S1 para el componente de biotina B4, al que el
componente de biotina B esta unido no covalentemente, y presenta al menos un sitio de unién S; para el
componente de biotina By, al que el componente de biotina B, esta unido no covalentemente; donde la biomolécula
se selecciona del grupo que esta constituido por biopolimeros, péptidos, proteinas y sacaridos.

Sorprendentemente se encontré que la estructura de un implante de este tipo es especialmente adecuada para
obtener la estructura nativa de la biomolécula. Mediante la obtenciéon de la estructura nativa se favorece la
interaccion con el tejido en el sitio de la implantacion, que por consiguiente facilita la incorporacion.

Es especialmente importante la existencia de la estructura nativa por ejemplo en el caso de la fibronectina. Esta
proteina contiene distintas secuencias peptidicas cortas que son responsables de la interaccién con las integrinas.
En moléculas de fibronectina que no se encuentran en una conformacién nativa, no se garantiza una orientacion
6ptima de estas secuencias peptidicas.

El uso de componentes de biotina garantiza una unién fija e inmediatamente flexible de la biomolécula al nicleo.

La figura 1 muestra una representacion esquematica y simplificada de una forma de realizacion preferente del
implante de acuerdo con la invencion. Al nicleo (1) esta unido covalentemente el extremo proximal (2) del ligador L.
Al extremo distal (3) del ligador L4 esta unido covalentemente el componente de biotina B1. Entre la union covalente
del ligador L4 al nicleo (1) en el extremo proximal (2) y la union covalente del ligador L1 al componente de biotina B4
en el extremo distal (3) existen uniones covalentes de manera continua. A la biomolécula (5) esta unido
covalentemente el componente de biotina B,. El componente de unién a biotina (4) presenta dos sitios de union Sy y
dos sitios de unién S,. A uno de los dos sitios de unién S¢ esta unido no covalentemente el componente de biotina
B+. A uno de los dos sitios de unién S; esta unido no covalentemente el componente de biotina B,.

La figura 2 muestra una representacion esquematica y simplificada de una forma de realizacion preferente del
implante de acuerdo con la invencion. Este presenta dos ligadores adyacentes L+, que respectivamente estan unidos
covalentemente a través de su extremo proximal (2) al nucleo (1) y a través de su extremo distal (3) a
respectivamente un componente de biotina B1. Los dos componentes de biotina B1 de los dos ligadores adyacentes
L1 estan unidos respectivamente no covalentemente a un sitio de unién Sy del grupo de unién a biotina (4).

La figura 3 muestra una representacion esquematica y simplificada de este tipo de una forma de realizacion
preferente de este tipo del implante de acuerdo con la invencion. Este presenta cuatro ligadores adyacentes L1 que
respectivamente estan unidos covalentemente a través de su extremo proximal al ndcleo y a través de su extremo
distal respectivamente a un componente de biotina B4. Los componentes de biotina B¢ de tres ligadores L estan
unidos respectivamente no covalentemente a un sitio de unién S1 de dos distintos grupos de unién a biotina. El
componente de biotina B4 del cuarto ligador esta libre. La biomolécula estd unida covalentemente a dos
componentes de biotina B, que por su parte estan unidos no covalentemente a dos sitios de unién S, de dos
distintos componentes de unién a biotina.
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La figura 4-A representa el nucleo (1), al que esta unido el ligador L1 con su extremo proximal (2). Al extremo distal
(3) del ligador L1 se une el componente de biotina B1. EI componente de biotina B4 esta representado de manera
aumentada.

La figura 4-B representa tanto los ligadores L1’ que no estan unidos a componentes de biotina B1, como los ligadores
L1” que estan unidos covalentemente a componentes de biotina B1. Los ligadores L1” se unen al espaciador (1) del
componente de biotina B4, que esta unido al grupo principal (2) del componente de biotina B.

La figura 5: derivado de acido hialuronico adecuado para su uso en un implante de acuerdo con la invencion,
preferentemente en el ligador L, del implante polimérico.

La figura 6: derivado de quitina adecuado para su uso en un implante de acuerdo con la invencion, preferentemente
en el ligador Lp del implante polimérico.

La figura 7: derivado de alginato adecuado para su uso en un implante de acuerdo con la invencion, preferentemente
en el ligador Lp del implante polimérico.

La figura 8: derivado de dextrano adecuado para su uso en un implante de acuerdo con la invencion,
preferentemente en el ligador Lp del implante polimérico.

La figura 9 muestra cinéticas de adsorcion de fibronectina en distintas superficies de titanio.

El término “implante médico” o “implante” en el sentido de la presente invencién caracteriza materiales y dispositivos
que en el curso de una intervencion quirurgica se introducen al menos parcialmente en el tejido humano o animal.
Estos implantes pueden estar en contacto con el hueso y otros elementos del aparato de apoyo y movimiento asi
como también en contacto con sangre o tejido conjuntivo.

El término comprende por ejemplo endoprotesis vasculares, endoprotesis intraluminales, endoprotesis, endoproétesis
coronarias, endoprotesis periféricas, implantes quirdrgicos u ortopédicos para fines temporales tales como tornillos,
placas, clavos y otros medios de fijacién, implantes permanentes quirurgicos u ortopédicos tales como protesis de
hueso o articulacion, por ejemplo articulaciones coxales o de rodilla artificiales, piezas insertadas de cotilo, tornillos,
placas, clavos, medios auxiliares de fijacion ortopédicos implantables, medios sustitutivos de las vertebras, asi como
corazones artificiales y partes de los mismos, valvulas cardiacas artificiales, carcasa de marcapasos cardiaco,
electrodos, implantes subcutaneos y/o que pueden colocarse intramuscularmente, depdsitos de principios activos y
microchips y similares. En una forma de realizacion preferente se trata de catéteres que preferentemente se
seleccionan de catéteres de baldn, catéteres biliares y catéteres cardiacos. Los catéteres de este tipo pueden
usarse en particular para fines diagnoésticos y en intervenciones minimamente invasivas.

Dependiendo del uso pueden modificarse el tipo y la propiedad de la biomolécula o de la mezcla de distintas
biomoléculas. Un experto reconoce que determinados implantes como consecuencia de su entorno plantea
determinados requerimientos. Si el implante debe permanecer de manera duradera en el organismo y se expone alli
a acciones mecanicas, entonces es favorable con frecuencia cuando el tejido circundante se incorpora en el
implante o al menos se adhiere.

Dependiendo del uso, sin embargo, puede ser también ventajoso cuando se evita precisamente un crecimiento
celular en la superficie del implante.

En realizaciones especiales puede ser posible incluso que determinadas zonas de superficie del implante presenten
propiedades que favorecen la adhesion de células, mientras que otras zonas de superficie de un y el mismo implante
presenten propiedades que impiden la adhesion de células. Esto puede ser el caso por ejemplo en implantes
dentales, en los que una zona de superficie deberia cicatrizar segun la posibilidad con la mandibula, otra zona de
superficie deberia cicatrizar con la encia y otra zona de superficie no deberia cubrirse en absoluto.

Se prefieren en el sentido de la presente invencién implantes que en el momento de la implantacién estén previstos
para una implantacion lo mas duradera posible en el tejido, cuya eliminacion no esta proyectada, por tanto, desde el
principio como parte de un tratamiento terapéutico constituido sea como sea.

El término “tejido” en el sentido de la presente invencidon comprende cualquier tejido de un organismo,
preferentemente de un ser humano. Este comprende por ejemplo tejido epitelial, tejido conjuntivo y tejido de sostén,
tejido muscular, tejido nervioso y tejido 6seo. Preferentemente éste comprende tejido conjuntivo y tejido de sostén.
El término comprende, en tanto exista alli, el correspondiente tejido en cualquier 6rgano y/o zona parcial del
organismo. Preferentemente, éste comprende el tejido, preferentemente el tejido conjuntivo y tejido de sostén, en el
area dental, preferentemente del ser humano.

En el sentido de la presente invencion, el término “implante médico” o “implante” comprende en particular implantes
para la implantacion en el area dental animal o, preferentemente, en el area dental humana (a continuacion
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denominado también “implante dental”). En esto se encuentran por ejemplo raices artificiales que sirven para la
fijacion de coronas, puentes o prétesis, implantes completos, sin embargo también cualquier otra forma de implantes
dentales.

Los implantes pueden fabricarse de una multiplicidad de materiales o pueden comprender cualquier material. A esto
pertenecen por ejemplo plastico amorfo y/o (parcialmente) cristalino, material de carbono completo, carbono poroso,
grafito, materiales compuestos de plastico, fibras de carbono, compuestos ceramicos tales como por ejemplo
zeolitas, silicatos, 6xidos de aluminio, silicatos de aluminio, carburo de silicio, nitruro de silicio; carburos metalicos,
oxidos metalicos, nitruros metalicos, carbonitruros metalicos, oxicarburos metalicos, oxinitruros metalicos y
oxicarbonitruros metalicos de los metales de transicion tales como titanio, zirconio, hafnio, vanadio, niobio, tantalo,
cromo, molibdeno, wolframio, manganeso, renio, hierro, cobalto, niquel; metales y aleaciones metalicas, en
particular de los metales nobles oro, plata, rutenio, rodio, paladio, osmio, iridio, platino; metales y aleaciones
metdlicas de titanio, zircon, hafnio, vanadio, niobio, tantalo, cromo, molibdeno, wolframio, manganeso, renio, hierro,
cobalto, niquel, cobre; acero, en particular acero inoxidable, aleaciones de memoria de forma tales como nitinol,
aleacion de niquel y titanio, vidrio, piedra, fibras de vidrio, minerales, sustancia de hueso natural o sintética,
imitaciones de hueso a base de carbonatos de metal alcalinotérreo tales como carbonato de calcio, carbonato de
magnesio, carbonato de estroncio, asi como combinaciones adecuadas de los materiales mencionados en
respectivamente una o varias fases.

En particular debido a los requerimientos especificos en el area dental, tal como por ejemplo una alta resistencia a la
presién y una estabilidad quimica lo mas alta posible en las condiciones del area dental, se prefieren especialmente
algunos materiales para su uso en el area dental.

A los materiales preferentes para su uso en implantes dentales pertenecen por ejemplo metales tales como oro,
platino y titanio o compuestos y/o aleaciones que contienen estos metales, prefiriéndose especialmente titanio como
metal o sus oxidos. Ademas, a los materiales preferentes pertenecen también compuestos ceramicos que
comprenden Al;O3 o compuestos ceramicos que comprenden o6xidos de zirconio. Todos estos materiales pueden
combinarse entre si respectivamente también de manera adecuada y pueden encontrarse en respectivamente una o
varias fases.

En particular, el implante puede comprender en su interior otros de estos materiales y/u otros materiales distintos de
capas que se encuentran mas hacia fuera.

En caso del ligador L1 puede tratarse de una molécula lineal. Puede tratarse también de una molécula ramificada.
Ademas del extremo proximal pueden estar unidos también aun otros extremos al nicleo. En una forma de
realizacion esta unido al menos uno de estos extremos libres, al menos uno, igualmente de manera covalente al
nucleo.

La invencion comprende implantes que comprenden ligadores Li que estan unidos en el extremo distal
covalentemente al componente de biotina B1. Estos ligadores L, se designan también como ligadores L{". Ademas
del extremo distal pueden estar unidos también aun otros extremos a los componentes de biotina B1. En una forma
de realizacion esta unido al menos uno de estos extremos libres, al menos uno, igualmente de manera covalente a
los componentes de biotina Bs.

Los ligadores L1 que no estan unidos a un componente de biotina B4 se designan también como ligadores L1'.

En una forma de realizacién preferente, la biomolécula esta unida de manera directamente covalente al componente
de biotina By, donde el componente de biotina B, puede subdividirse de manera analoga al componente de biotina
B4 igualmente en el grupo principal y el espaciador.

En otra forma de realizacion preferente, la biomolécula esta unida a través de un ligador L; al componente de biotina
B,. El ligador L, presenta un extremo proximal y un extremo distal. En caso del ligador L, puede tratarse de una
molécula lineal. Puede tratarse también de una molécula ramificada. Todos los extremos del ligador L, tanto pueden
estar unidos covalentemente a los componentes de biotina B4 o0 a la biomolécula como pueden encontrarse también
libres. Ademas del extremo proximal pueden estar unidos también auln otros extremos a los componentes de biotina
B1. En una forma de realizacion esta unido al menos uno de estos extremos libres, al menos uno, igualmente de
manera covalente a los componentes de biotina B1. Ademas del extremo distal pueden estar unidos también aun
otros extremos a la biomolécula. En una forma de realizacién esta unido al menos uno de estos extremos libres, al
menos uno, igualmente de manera covalente a la biomolécula.

El término “proximal” o “extremo proximal” o similar en el sentido de la presente invencién designa el extremo de una
molécula que en el implante de acuerdo con la invencién, en comparacién con el extremo distal de la molécula, esta
dirigido hacia el nucleo.

El término “distal” o “extremo distal” o similar en el sentido de la presente invenciéon designa el extremo de una
molécula que en el implante de acuerdo con la invencién, en comparacién con el extremo proximal, esta opuesto al
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nucleo.

El término “covalentemente de manera continua” en el sentido de la presente invencion significa que entre las
moléculas unidas puede encontrarse una cadena, al menos supuestamente lineal, de atomos con un extremo
proximal y un extremo distal, en el que los respectivos atomos estan unidos con el atomo que se encuentra
respectivamente de manera proximal y el atomo que se encuentra de manera distal mediante una union covalente.

En una forma de realizacion preferente existen exclusivamente uniones covalentes entre el atomo que se encuentra
de manera proximal y el atomo que se encuentra de manera distal.

El componente de biotina en el sentido de la presente invencion comprende un grupo principal.

El término “grupo principal” comprende tetrahidro-1H-tieno[3,4-d]imidazol-2(3H)-ona aS| como todas las variantes,
derivados y S|m|Iares que se unen con una constante de aSOCIaCIOﬂ de al menos 10® M, mas preferentemente al
menos 10° M, atin mas preferentemente al menos 10" M de manera especialmente preferente al menos 102 M°
, de manera muy especialmente preferente al menos 10™ M a una o varias de las moléculas avidina (nUmeros de
reglstro NM_205320.1 / GI:45384353), neutravidina o estreptavidina (niUmeros de registro CAA00084.1 / GI1:14606).

Adicionalmente, el componente de biotina comprende un espaciador. El extremo distal del espaciador esta unido con
la estructura de anillo de la biotina.

En el implante de acuerdo con la invencién esta unido el extremo proximal del espaciador del componente de biotina
B4 de manera directamente covalente con el extremo distal del ligador L.

En una forma de realizacion especial, el implante esta caracterizado, por tanto, por que el componente de biotina
comprende un espaciador que esta unido covalentemente al extremo distal del ligador L.

El término “espaciador” comprende una molécula organica.

Un espaciador preferente es una subestructura molecular de acuerdo con la férmula general 1
X-(CR2),-CO-[NR-(CR2)4-CO),-L

X designa el grupo principal del componente de biotina.

L designa el ligador.

p=1,2,3,4,5,6, 7 u 8, preferentemente 4.

q=1,2,3,4,5,6, 7 u 8, preferentemente 5.

z=0,106 2, preferentemente 0 6 1, de manera especialmente preferente 1.

R = cada resto R es independiente entre si. Preferentemente, cada resto R se selecciona independientemente entre
si del grupo que esta constituido por H y moléculas organicas.

De manera especialmente preferente cada resto R se selecciona independientemente entre si del grupo que esta
constituido por H; alquilo, preferentemente alquilo C1-Cs, de manera especialmente preferente seleccionado del
grupo que esta constituido por CHs, CzHs, i-CsHy, i-C4Hg, n-CsHg, sec-CsHg, terc-C4Ho; alquenilo seleccionado del
grupo que esta constituido por CzHs, i-CsHs, n-CsHs, n-CsHy7, i-C4H7, sec-C4Hy7; donde los grupos alquilo y alquenilo
pueden portar uno o varios sustituyentes del grupo que esta constituido por F, Cl, Br, I, CF3, anillos saturados,
insaturados o aromaticos de 3 a 7 miembros, opcionalmente con uno o varios heteroatomos seleccionados del grupo
que esta constituido por N, S, O. Cuando se encuentran varios heteroatomos en un anillo, éstos pueden ser iguales
o distintos. Igualmente en una forma de realizacién especialmente preferente, dos restos R cualesquiera son parte
de un anillo, donde este anillo puede ser saturado o insaturado y puede portar de 3 a 5 atomos de C y
opcionalmente uno o varios heteroatomos seleccionados del grupo que esta constituido por N, S y O. Cuando se
encuentran varios heteroatomos en un anillo de este tipo, éstos pueden ser iguales o distintos.

De manera muy especialmente preferente es R = H.

En una forma de realizacion del implante de acuerdo con la invencion, la distancia entre el grupo principal de biotina
y la superficie del nucleo asciende a de 0,8 a 2 nm.

En una forma de realizacion especial esta unido también el grupo principal del componente de biotina B, con un
espaciador de acuerdo con la invencion.
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En una forma de realizacion preferente, el implante de acuerdo con la invencién esta caracterizado por que el
componente de biotina B¢ esta unido al sitio de union S4 del componente de unién a biotina y/o el componente de
biotina B, esta unido al sitio de unién S, del comgonente de unién a biotina a través de una interaccién no covalente
con una constante de asociacién de al menos 10

En formas de realizacion especialmente preferentes, el componente de biotina B+ esta unido al sitio de unién S1 del
componente de uniodn a biotina y/o el componente de biotina B esta unido al sitio de union S, del componente de
union a biotina a través de una |nterac0|on no covalente con una constante de asociacion de aI menos 10° M™,

mas preferentemente al menos 10" M de manera especialmente preferente al menos 10" M, de manera muy
especialmente preferente al menos 10" M

El implante de acuerdo con la invencién presenta por consiguiente, de manera condicionada por las constantes de
asociacioén de la interaccion no covalente, una alta estabilidad. Mediante la estructura de capa a modo de “sistema
modular” presenta ademas una alta flexibilidad.

El experto conoce componentes de unién a biotina adecuados y/o éstos pueden identificarse mediante ensayos de
union sencillos, conocidos por el experto.

Una combinacion especialmente adecuada es la combinacién entre un componente de biotina y un componente de
avidina o componentes de neutravidina o componente de estreptavidina.

En una forma de realizacion preferente se selecciona por consiguiente el componente de union a biotina del grupo
que esta constituido por componentes de avidina, neutravidina y estreptavidina.

El término “componente de avidina” en el sentido de la presente invencion se refiere a la proteina avidina de Gallus
gallus (nimeros de registro NM_205320.1 / GI:45384353). El término comprende adicionalmente todos los ortégolos
de esta proteina. También estan comprendidos homdlogos de esta proteina o el respectivo ortégolo de esta proteina
con un grado de homologia al menos del 70 por ciento, preferentemente al menos del 80 por ciento, ain mas
preferentemente al menos del 90 por ciento, de manera especialmente preferente al menos del 95 por ciento, de
manera muy espemalmente preferente al menos del 98 por ciento, que se unen con una constante de asomamon de
al menos 10®° M, mas preferentemente al menos 10° M, adin mas preferentemente al menos 10" M de manera
especialmente preferente al menos 10'> M, de manera muy especialmente preferente al menos 10" M aunao
varias moléculas de biotina de manera correspondiente al ndmero PubChem 171548. Igualmente estan
comprendidos fragmentos que se unen con al menos las constantes de asociacion mencionadas a biotina de
manera correspondiente al nimero PubChem 171548. Igualmente estan comprendidas variantes quimicamente
modificadas de estas proteinas o fragmentos que se unen con al menos las constantes de asociacion mencionadas
a biotina de manera correspondiente al nimero PubChem 171548. Las variantes quimicamente modificadas pueden
distinguirse por ejemplo por el grado y/o tipo de glicosilacion. Estan comprendidos los fragmentos que estan
expuestos en Hiller et al. (1991) Biochem J. 278: 573-85.

También estan comprendidas las variantes completamente desglicosiladas de estas proteinas y fragmentos, en
particular neutravidina.

El término “componente de estreptavidina” en el sentido de la presente invencién se refiere a la proteina
estreptavidina de Streptomyces avidinii (nimeros de registro CAA00084.1 / GIl:14606). Adicionalmente estan
comprendidos todos los ortélogos, homologos, fragmentos y variantes quimicamente modificadas de manera
analoga a la definicion del término “avidina”.

Estreptavidina es una proteina tetramérica de aproximadamente 53.000 Da de tamafio, de la actinobacteria
Streptomyces avidinii. Sus dimensiones ascienden a aproximadamente: 4,6 nm * 4,2 nm * 4,2 nm. Actda como
antibiodtico natural que retira del entorno la vitamina H esencial para la supervivencia de microorganismos.

El uso de un componente de estreptavidina, preferentemente estreptavidina, como componentes de unién a biotina
puede ser ventajoso, por consiguiente, con respecto a la prevencion de una inflamacion, en particular de una
periimplantitis en el sitio de la implantacion.

La estreptavidina esta compuesta por cuatro subunidades idénticas. Cada una tiene un sitio de union para la
molécula biotina (vitamina H). Esta se une por estreptavidina de manera sumamente especifica a través de la
interaccion mas intensa, no covalente que existe en la naturaleza (Kd = 10 15)

El experto conoce otros ejemplos especificos de componentes de avidina o componentes de estreptavidina o
componentes de neutravidina.

Ciertos ejemplos estan expuestos entre otros en el banco de datos de proteinas del National Center for
Biotechnology Information, Centro Nacional para Informacion de Biotecnologia (www.ncbi.nim.nih.gov). Otros
ejemplos son los mutantes de avidina descritos en el documento WO05047317A1 (“Avidinmutants”), las proteinas de
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tipo avidina descritas en el documento WO06045891A1 (“Avidin-like proteins from symbiotic bacteria’), la avidina
recombinante descrita en el documento WO0198349A2 (“Recombinant avidin and its use in biotin binding”), los
derivados de avidina descritos en el documento WO0027814A (“Avidin derivatives and uses thereof’), las
composiciones de avidina descritas en el documento WO971743A1 (“Stable avidin composition and methods using
same”), los mondémeros de estreptavidina descritos en el documento WO06084388A1 (“Monomeric streptavidin
muteins”), los dimeros de estreptavidina modificados descritos en el documento WO06058226A2 (“Modified dimeric
streptavidins and uses thereof’), las proteinas de unién a biotina descritas en el documento WO04018509A1
(“improved mutants of biotin binding protein”), la estreptavidina dimérica descrita en el documento WO0196530A2
(“Dimeric streptavidins”), los mutantes de estreptavidina descritos en el documento WO0011152A1 (“Streptavidin
mutants having secondary functional domains”), la “estreptavidina multivariedad” descrita en el documento
WO09840396A1 (“MULTIFLAVOR STREPTAVIDIN”), las moléculas de avidina y estreptavidina modificadas descritas
en el documento WO9700329A2 (“Modified avidin and streptavidin molecules and use thereof’), la avidina y
estreptavidina modificadas descritas en el documento WO9640761A1 (“Modified avidin and streptavidin and methods
of use thereof”), los mutantes de estreptavidina descritos en el documento WO9711183A1 (“Streptavidin mutants”),
la estreptavidina con afinidad modificada descrita en el documento WO9624606A1 (“Modified-affinity streptavidin”) y
la estreptavidina de nucleo recombinante descrita en el documento WO9309144A1 (“Recombinant core-
streptavidin”). También éstos son componentes de avidina o componentes de estreptavidina o componentes de
neutravidina en el sentido de la presente invencion.

Se comercializan también distintas variantes. Ciertos ejemplos de esto son ExtrAvidin (Sigma-Aldrich), NeutrAvidin
(Thermo Scientific), NeutrAvidin (Invitrogen) y NeutraLite (Belovo). También éstas son componentes de avidina o
componentes de estreptavidina o componentes de neutravidina en el sentido de la presente invencion.

Ademas de la fuerza, la unidn de biotina y estreptavidina tiene ain otras propiedades que se hacen interesantes
para la bionanotecnologia. Asi se une Unicamente la estructura de imidazol de la biotina, sin embargo no el grupo
carboxilo. Este estd a disposicion para otras modificaciones. Pueden acoplarse a estreptavidina moléculas o
proteinas cualesquiera que dispongan de una madificacion con biotina. Los cuatro sitios de unién se encuentran
adicionalmente de forma tetraédrica en la proteina. Esto hace que una estreptavidina pueda unirse a hasta cuatro
biotinas o puede unir moléculas modificadas con biotina. Asi pueden generarse arquitecturas biolégicas a
nanoescala. La estreptavidina puede inmovilizarse de esta manera también a través de una molécula de biotina con
correspondiente grupo de anclaje sobre superficies metalicas. En caso de titanio serian adecuados grupos fosfato y
silano. (J. Spinke: Spezifische Proteinbindung an funktionalisierte, selbstorganisierte Adsorptionsschichten. Tesis
doctoral, Universidad Johannes Gutenberg de Mainz; 1992; S. Busse: Untersuchung molekularer
Erkennungsreaktionen mit einem integriert-optischem Mach-Zehnderiterferometer. Tesis doctoral, Universidad
Johannes Gutenberg de Mainz; 2000).

La figura 1 muestra una representacion esquematica y simplificada de este tipo de una forma de realizacion
preferente del implante de acuerdo con la invenciéon. Al nucleo (1) esta unido covalentemente el extremo proximal (2)
del ligador L. Al extremo distal (3) del ligador L, esta unido covalentemente el componente de biotina B1. Entre la
union covalente del ligador L1 al ndcleo (1) en el extremo proximal (2) y la union covalente del ligador L4 al
componente de biotina B1 en el extremo distal (3) existen uniones covalentes de manera continua. A la biomolécula
(5) esta unido covalentemente el componente de biotina B,. EI componente de unién a biotina (4) presenta dos sitios
de unién Sy y dos sitios de unién S;. En uno de los dos sitios de unidon S estd unido no covalentemente el
componente de biotina B4. En uno de los dos sitios de uniéon S, esta unido no covalentemente el componente de
biotina Ba.

En una forma de realizacion, los sitios de unién Sy y S, son idénticos. Sin embargo también pueden ser distintos.

Se encontr6 en el contexto de la presente invenciéon que es ventajoso cuando un componente de union a biotina
puede unirse respectivamente al mismo tiempo a al menos dos componentes de biotina B1.

En particular es, por tanto, ventajoso el uso de componentes de unién a biotina que disponen en total de al menos
tres, preferentemente cuatro sitios de unién para componentes de biotina.

En una forma de realizaciéon preferente, el implante de acuerdo con la invencién esta caracterizado, por tanto, por
que dos componentes de biotina B¢ estan unidos a dos sitios de unién S1 de un componente de unién a biotina
individual.

La figura 2 muestra una representacion esquematica y simplificada de este tipo de una forma de realizacion
preferente de este tipo del implante de acuerdo con la invencién. Este presenta dos ligadores adyacentes L1 que
respectivamente estan unidos covalentemente a través de su extremo proximal (2) al nucleo (1) y a través de su
extremo distal (3) a respectivamente un componente de biotina B1. Los dos componentes de biotina B¢ de los dos
ligadores adyacentes L1 estan unidos respectivamente no covalentemente a un sitio de union S1 del grupo de union
a biotina (4).

10



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2427515713

Un implante estructurado de esta manera ofrece entre otras cosas una alta flexibilidad, sin embargo es también
especialmente estable.

En particular es ventajoso el uso de los tetrameros de los componentes de avidina, neutravidina o estreptavidina en
el implante de acuerdo con la invencion.

En un tetramero de este tipo pueden unirse al mismo tiempo los dos sitios de unién S a componentes de biotina B4
como también los dos sitios de union S; a componentes de biotina B,, de manera que se garantiza una alta
estabilidad del implante de acuerdo con la invencion.

Es ventajoso también cuando la biomolécula esta unida a los componentes de unién a biotina a través de varias
interacciones no covalentes con una constante de asociacion de al menos 108 M'1, mas preferentemente al menos
10° M'1, aun mas preferentemente al menos 10" M'1, de manera especialmente preferente al menos 10" M'1, de
manera muy especialmente preferente al menos 10" M™.

En una forma de realizacion preferente, el implante de acuerdo con la invenciéon esta caracterizado, por
consiguiente, por que la biomolécula comprende dos componentes de biotina Bz unidos covalentemente que estan
unidos respectivamente no covalentemente a componentes de union a biotina.

También esto sirve para el aumento de la estabilidad.

En una forma de realizacion, los dos componentes de biotina B, estan unidos respectivamente a la misma molécula
de componente de unién a biotina. En otra forma de realizacién, los dos componentes de biotina B, estan unidos
respectivamente a distintas moléculas de unién a biotina.

La figura 3 muestra una representacion esquematica y simplificada de este tipo de una forma de realizacion
preferente de este tipo del implante de acuerdo con la invencion. Este presenta cuatro ligadores adyacentes L1 que
respectivamente estan unidos covalentemente a través de su extremo proximal al ndcleo y a través de su extremo
distal respectivamente a un componente de biotina B4. Los componentes de biotina B¢ de tres ligadores L estan
unidos respectivamente no covalentemente a un sitio de unién S1 de dos distintos grupos de unién a biotina. El
componente de biotina B4 del cuarto ligador esta libre. La biomolécula estd unida covalentemente a dos
componentes de biotina B, covalentemente, que por su parte estan unidos no covalentemente a dos sitios de unién
S, de dos distintos componentes de unién a biotina.

En una forma de realizacién preferente, el implante esta caracterizado por que comprende una multiplicidad de
componentes de biotina B1 y una multiplicidad de componentes de unién a biotina con sitios de unién Sty Sy, donde
los componentes de biotina B¢ estan unidos respectivamente a través del ligador Ly covalentemente al nucleo y al
menos una proporcién de los componentes de biotina B¢ esta unida no covalentemente a sitios de uniéon S; de
componentes de unién a biotina iguales o distintos.

Puede variar la dimension y la distribucion de la zona de superficie a la que esta unido covalentemente el ligador L4
de acuerdo con la invencion. Pueden estar unidos covalentemente ligadores L4 tanto a toda la superficie como so6lo a
partes de la superficie.

En una forma de realizacion esta unido covalentemente el ligador L1 esencialmente sdlo a la parte de la superficie
que esta prevista para el anclaje en el tejido, preferentemente el tejido de la encia.

También este caso puede diferenciarse la densidad de los componentes de biotina B1 en distintas zonas del
implante.

Por ejemplo, la zona del implante que no esta prevista para un contacto con tejido, puede estar esencialmente libre
del componente de biotina B1.

Otras zonas del implante pueden presentar distintas funcionalizaciones con distintas biomoléculas, por ejemplo
dependiendo de para qué tejido (encia, tejido 6seo o similares) estan previstas o si se desea la acciéon adhesiva de
células o accion anti-adhesiva de células (por ejemplo puede ser absolutamente indeseado un crecimiento de la
encia en determinadas zonas del implante).

Por ejemplo pueden preverse implantes dentales tanto para el contacto con tejido 6seo como con tejido de encia. En
una forma de realizacién preferente, el implante de acuerdo con la invencion esta caracterizado por que comprende
al menos una zona en la que la concentracién de superficie promedio de la totalidad de todos los componentes de
biotina B1 se encuentra en el intervalo de 1 - 10, preferentemente de 1 - 8, aun mas preferentemente de 1- 4, de
manera espezgialmente preferente de 1 - 2, de manera muy especialmente preferente de 2 componentes de biotina
B4 por 24 nm~.
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Preferentemente se trata en caso de esta zona de una superficie de al menos 1,0 mmz, aun mas preferentemente de
una superficie de al menos 2,0 mmz, aun mas preferentemente de una superficie de al menos 30 mmz, de manera
muy especialmente preferente de una superficie de al menos 5,0 mm?Z.

De acuerdo con la invenciéon puede variarse la proporcién molar de componentes de biotina B1 con respecto a
componentes de unién a biotina unidos.

En una forma de realizaciéon especial, el implante de acuerdo con la invenciéon esta caracterizado por que la
proporciéon molar relativa de componentes de unién a biotina con respecto a componentes de biotina B+ se encuentra
en el intervalo de 1 : 2 a 1 : 20, preferentemente en el intervalo de 1 : 2 a 1 : 10, de manera especialmente
preferente en el intervalo de 1: 2 a 1 : 8, de manera muy especialmente preferente en el intervalode 1:2a 1: 4.

El experto conoce procedimientos correspondientes para la determinacion de estas proporciones molares.

Un procedimiento de medicién adecuado es la espectroscopia SPR con configuracion de Kretschmann. Con un
componente de biotina B1 con un espaciador con los valores p =4 y q = 5 se determina el aumento de espesor de
capa en agua destilada. Se acepta para este componente de biotina un indice de refraccion n = 1,5. Tras la medicion
se determina el espesor de capa mediante un ajuste de Fresnel. Este deberia encontrarse a 0,1 nm - 0,4 nm, de
manera especialmente preferente a 0,1 - 0,2 nm. Con otro componente de biotina B1 con un espaciador de formula
general 1 con p =4,q=5yz=2 semide en etanol y tras el ajuste de Fresnel deberia ascender el espesor de capa
a 0,1 nm - 0,7 nm, de manera especialmente preferente a 0,1 nm - 0,3 nm.

Una proporcion de 1 : 2 significa en este caso que todos los componentes de biotina B1 se unen a un componente de
union a biotina que contiene dos sitios de unién S1.

También la proporcién de biomoléculas con respecto a componentes de unién a biotina puede variarse.

Debido a ello puede variarse la densidad de las biomoléculas en el implante de acuerdo con la invencién y por
consiguiente puede adaptarse por ejemplo a determinados tejidos.

En una forma de realizacion especial, el implante de acuerdo con la invencién esta caracterizado, por tanto, por que
comprende distintas zonas de superficie con una superficie minima de respectivamente 1,0 mm?, a la que estan
unidas distintas biomoléculas o distintas mezclas de diferentes biomoléculas.

El experto sabe qué mezcla de biomoléculas es especialmente adecuada para qué zonas de superficie (por ejemplo
zonas de superficie que estan previstas para el contacto con tejido 6seo o tejido de encia).

En una forma de realizacién especial, el espesor de capa de estreptavidina medido promedio asciende a al menos 3
nm - 4,4 nm, de manera especialmente preferente a 3,8 nm - 4,2 nm, de manera muy especialmente preferente a 4
nm. La medicién del “espesor de capa” se realiza, a este respecto, preferentemente mediante espectroscopia SPR
(Surface Plasmon Resonance Spectroscopy) y ajuste de Fresnel posterior. El indice de refraccion aceptado para
estreptavidina asciende segun esto a n = 1,45. Se mide en PBS, NaCl o disoluciones comparables. Para la
biomolécula, preferentemente para fibronectina, el espesor de capa medido promedio se encuentra preferentemente
entre 1,5 - 7 nm, de manera especialmente preferente 3 - 6 nm, de manera muy especialmente preferente 4,5 nm. El
indice de refraccion aceptado para fibronectina asciende a n = 1,4. Se mide en PBS, NaCl o una disoluciéon
comparable.

Se ha mostrado que un aspecto importante para la unién del componente de unién a biotina al componente de
biotina B+ es la accesibilidad del componente de biotina B1.

Adicionalmente se ha mostrado en el contexto de la invencién que es esencial para la accesibilidad del componente
de biotina B1 que exista una cierta distancia entre el componente de biotina B+ y otras moléculas.

En una forma de realizacion especial, el implante de acuerdo con la invencion esta caracterizado, por consiguiente,
por que contiene ligadores L1’ que no estan unidos a componentes de biotina B+, y contiene ligadores L1" que estan
unidos covalentemente a componentes de biotina B+, donde la distancia promedio (longitud tedrica) de los extremos
distales de los ligadores L4” al atomo de azufre de los componentes de biotina B asciende preferentemente a entre
0,5 y 5,0 nm, de manera especialmente preferente entre 0,9 y 4 nm, ain mas preferentemente entre 1,4 y 2,7 nm,
aun mas preferentemente entre 1,4 y 2,0 nm, de manera muy especialmente preferente a 1,6 nm.

El término “atomo de azufre de los componentes de biotina” en el sentido de la presente invencién se refiere al
atomo de azufre en la estructura de anillo del grupo principal de biotina.

La figura 4 ilustra una representacion esquematica y simplificada de este tipo de una forma de realizacion preferente
de este tipo del implante de acuerdo con la invencién.
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La figura 4-A representa el nucleo (1) al que esta unido con su extremo proximal (2) el ligador Ls. Al extremo distal
(3) del ligador L1 se une el componente de biotina B1. EI componente de biotina B4 esta representado de manera
aumentada.

La figura 4-B representa tanto los ligadores L1’ que no estan unidos a componentes de biotina Bs como los ligadores
L+1” que estan unidos covalentemente a componentes de biotina B1. Los ligadores L1” se unen al espaciador (1) del
componente de biotina B4, que esta unido al grupo principal (2) del componente de biotina B.

El extremo proximal del ligador Ly puede unirse de manera y modo distintos covalentemente al nucleo.

En una forma de realizacion preferente, el extremo proximal del ligador L1 esta acoplado al nucleo a través de al
menos un atomo de Sio P.

El atomo de Si o P puede ser parte de un grupo funcional. Ciertos grupos funcionales especialmente preferentes son
silanos, siloxanos, fosfatenos, fosfonatos y fosforanos.

Por consiguiente, una forma de realizacion preferente del implante de acuerdo con la invencion esta caracterizada
por que el atomo de Si o P es parte de un grupo funcional seleccionado de silanos, siloxanos, fosfatos, fosfonatos y
fosforanos.

En una forma de realizacion preferente, estos grupos funcionales estan funcionalizados en el extremo terminal.

La funcionalizacién puede realizarse por ejemplo tal como se describe a continuacion:

El revestimiento de la capa de dioxido de titanio puede realizarse mediante adsorcion quimica. La union covalente y
la activaciéon de la capa de titanio para la modificacion adicional se realiza mediante silanos funcionalizados en el
extremo terminal o fosfonatos funcionalizados en el extremo terminal. La funcionalizacién puede realizarse mediante
grupos amino, hidroxilo, carboxilo, epdxido, vinilo o un grupo iniciador de radicales tal como un derivado del peréxido
de benzoilo o del 2,2’-azo-bis-isobutironitrilo.

Segun esto se usan preferentemente las siguientes estructuras moleculares de la férmula general 2:

X-[{(CRz2)p-NR}q-(CR2)o]-NH,

conp=1,23,4,5,6,7,8,906 10, preferentemente 2, 3 6 4, de manera especialmente preferente 3;
=0, 1 6 2; preferentemente 1;
=1,2,3,4,5,6,7,8,9,10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, preferentemente 3, 4, 5, 6, 7,

8, 9 6 10, de manera especialmente preferente 5, 6, 7, de manera muy especialmente preferente 6.

X designa el grupo de anclaje, mediante el cual se establece la unién covalente a la superficie de titanio y se
selecciona preferentemente del grupo que esta constituido por silanos, siloxanos, fosfatenos, fosfonatos y
fosforanos.

R = cada resto R es independiente entre si. Preferentemente, cada resto R se selecciona independientemente entre
si del grupo que esta constituido por H y moléculas organicas.

De manera especialmente preferente cada resto R se selecciona independientemente entre si del grupo que esta
constituido por H; alquilo, preferentemente alquilo C1-Cs, de manera especialmente preferente seleccionado del
grupo que esta constituido por CHs, CzHs, i-CsHz, i-C4Hg, n-CsHg, sec-CsHg, terc-C4Ho; alquenilo seleccionado del
grupo que esta constituido por CzHs, i-CsHs, n-CsHs, n-CsHy7, i-C4H7, sec-C4H7; donde los grupos alquilo y alquenilo
pueden portar uno o varios sustituyentes del grupo que esta constituido por F, Cl, Br, I, CF3, anillos saturados,
insaturados o aromaticos de 3 a 7 miembros, opcionalmente con uno o varios heteroatomos seleccionados del grupo
que esta constituido por N, S, O. Cuando se encuentran varios heteroatomos en un anillo, éstos pueden ser iguales
o distintos. Igualmente en una forma de realizacién especialmente preferente, dos restos R cualesquiera son parte
de un anillo, donde este anillo puede ser saturado o insaturado y puede portar de 3 a 5 atomos de C y
opcionalmente uno o varios heteroatomos seleccionados del grupo que esta constituido por N, S y O. Cuando se
encuentran varios heteroatomos en un anillo de este tipo, éstos pueden ser iguales o distintos.

De manera muy especialmente preferente es R = H.

En una forma de realizacion del implante de acuerdo con la invencion, el ligador Ly comprende una estructura
molecular de formula general 2. En una forma de realizacion preferente del implante de acuerdo con la invencion, el
ligador L4 esta constituido por una estructura molecular de férmula general 4.

Ademas, la presente invencién facilita un implante médico que comprende un nucleo, un ligador Lp y una
biomolécula, donde el nucleo comprende una zona de superficie compuesta de un material inorganico; el ligador Lp
presenta un extremo proximal que se forma por un polimero que esta en contacto con la zona de superficie; y la
biomolécula se selecciona del grupo que esta constituido por biopolimeros, péptidos, proteinas y sacaridos.
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En el contexto de la presente solicitud se designa un implante de este tipo como “implante polimérico”. Un implante
polimérico de este tipo es un implante médico en el sentido de la presente invencion.

El término “polimérico” en el sentido de la presente invencion comprende polimeros que se producen tanto de
manera sintética como de manera biolégica. Por ejemplo, el polimero puede comprender sacaridos.

En una forma de realizaciéon preferente se selecciona el polimero del grupo que esta constituido por sacaridos,
preferentemente acido hialurénico, alginato, dextrano, quitosano, quitina, heparina, sulfato de heparano, sulfato de
dermatano, sulfato de condroitina y/o sus derivados, de manera especialmente preferente acido hialurénico, alginato,
dextrano, quitosano, quitina, heparina, sulfato de heparano, y polimeros sintéticos, usandose preferentemente
poli(lactido-co-glicdlido), polilactido, poliglicélido, poli(B-hidroxibutirato), poli(p-dioxanona), poliéster, poliesteramida,
poli(alcohol vinilico), policaprolactona. Como polimeros no degradables se usan preferentemente polietileno,
polietilenglicol, polipropileno, poli(tereftalato de etileno), polietilenglicol, poli(metacrilato de metilo), poli(6xido de
fenileno), polisulfona, policarbonato, poli(metacrilato de 2-hidroxietilo), poliuretano, polivinil-N-pirrolidona, polisiloxano
o poliacrilamida.

El peso molecular de los polisacaridos se encuentra preferentemente entre 250000 - 1000000 g/mol.
Ciertos ejemplos de derivados de acido hialurénico adecuados estan representados en la figura 4.
Ciertos ejemplos de derivados de quitina adecuados estan representados en la figura 6.

Ciertos ejemplos de derivados de alginato adecuados estan representados en la figura 7.

Ciertos ejemplos de derivados de dextrano adecuados estan representados en la figura 8.

El término “esta en contacto” en el sentido de la presente invencion describe al menos una interacciéon del extremo
proximal del polimero con la zona de superficie del nucleo.

En una forma de realizacién preferente, en caso de esta al menos una interaccion se trata de una interaccioén directa.

Una “interaccion directa” en el sentido de la presente invencion significa que entre el polimero no se encuentra
ninguna otra molécula.

Esta interaccion directa comprende cualquier tipo de interaccién quimica, por ejemplo de unién i6nica, de uniones
metdlicas, de unién atémica, de unién de complejos, de interaccién dipolo-dipolo (por ejemplo enlaces por puente de
hidrégeno), de interaccion dipolo-ion, de interacciones de Van-der-Waals.

En una forma de realizacion preferente, en caso de la interaccion directa se trata sin embargo exclusivamente de
interacciones no covalentes.

En una multiplicidad de usos es ventajoso obtener una capa polimérica a ser posible insoluble en agua e insensible
a la hidrolisis.

En una forma de realizacién especial, el implante polimérico esta caracterizado, por tanto, por que el implante
comprende varios ligadores L, que estan reticulados entre si.

Para la preparacion de una capa polimérica insoluble en agua e insensible a la hidrdlisis pueden reticularse los
polimeros con una multiplicidad de reacciones quimicas.

Para la reticulacion pueden usarse distintas moléculas, por ejemplo diisocianato de hexametileno, compuestos de
dialdehido tales como glutaraldehido, divinilsulfona, compuestos de diepoxi tales como etilenglicoldiglicidiléter,
epiclorhidrina, dihidrazidas tales como octanodihidrazida, carbodiimidas, anhidrido del acido metacrilico, acido
mercaptopropioénico.

Las moléculas de este tipo se designan como moléculas reticulantes.

El experto conoce otras moléculas reticulantes adecuadas. El experto también puede determinarse mediante
ensayos sencillos otras moléculas reticulantes adecuadas.

También en el implante polimérico de acuerdo con la invencidn puede variar la dimension y la distribucion de la zona
de superficie que se encuentra en contacto con el ligador L,, asi como la densidad del acoplamiento.

En una forma de realizacion, el ligador Lp se encuentra en contacto esencialmente solo con la parte de la superficie
que esta prevista para el anclaje en el tejido, preferentemente el tejido de encia.
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También puede variar la densidad de los ligadores L, que estan en contacto con la superficie.

De acuerdo con la invencion, en el implante polimérico puede estar unida la biomolécula de manera y modo
distintos.

En una forma de realizacion, el implante polimérico esta caracterizado por que entre la biomolécula y el extremo
proximal del ligador Lp existen uniones covalentes de manera continua.

En otra forma de realizacion, el implante polimérico esta caracterizado por que entre la biomolécula y el extremo
proximal del ligador Lp existe al menos una unién no covalente con una constante de asociaciéon de al menos 108 M
1, mas preferentemente al menos 10° M'1, aun mas preferentemente al menos 10" M'1, de manera especialmente
preferente al menos 10" M™.

En una forma de realizacion preferente de esto, el implante polimérico esta caracterizado por que la al menos una
union no covalente se forma (respectivamente) por un componente de biotina y un componente de unién a biotina.

En una forma de realizacién de esta forma de realizacién preferente, un componente de biotina esta unido
covalentemente al extremo distal del ligador L,. Este componente de biotina esta unido no covalentemente a un
componente de union a biotina. Este componente de unién esta unido ademas no covalentemente a un componente
de biotina que esta unido covalentemente a la biomolécula.

En otra forma de realizacion de esta forma de realizacion preferente, un componente de unién a biotina esta unido
covalentemente al ligador Lp. Este componente de union a biotina esta unido no covalentemente a un componente
de biotina que esta unido covalentemente a la biomolécula.

El implante de acuerdo con la invencién comprende un nucleo.

El término “nucleo” en el sentido de la presente invencién es la parte interna del implante que contiene al menos en
su zona de superficie una zona cerrada esencialmente hacia fuera, es decir que esencialmente no se abre camino
desde el interior hacia fuera. El nucleo presenta una cierta medida de dureza.

Preferentemente éste presenta una dureza de al menos 6, preferentemente al menos 7, de manera especialmente
preferente al menos 8, de manera muy especialmente preferente al menos 9 grados de dureza en la escala Mohs.

En formas de realizacion determinadas, el nlcleo es de una fase, por tanto es una pieza moldeada de una masa
esencialmente homogénea.

En otras formas de realizacion éste es de varias fases. Puede estar constituido por varias capas. También es posible
que dentro del nucleo se encuentren distintos gradientes de concentracién de componentes del nucleo.

El término “zona de superficie” en el sentido de la presente invencion es la zona que delimita con el nlcleo hacia el
exterior. Con nucleos de una sola fase, la zona de superficie no puede delimitarse esencialmente mediante su
composicion de zonas del nucleo que se encuentran mas en el interior.

En caso de nucleos de varias fases, por ejemplo en caso de nucleos con una estructura a modo de capa, puede
delimitarse la zona de superficie mediante su morfologia de zonas de otras capas que se encuentran mas en el
interior.

El espesor de capa de la zona de superficie asciende preferentemente a al menos 1 um, de manera especialmente
preferente a al menos 2 um, de manera muy especialmente preferente a al menos 10 pm.

El término “superficie” en el sentido de la presente invencion designa la superficie dirigida hacia el exterior de la zona
de superficie.

El término “material inorganico” en el sentido de la invencién comprende cualquier material que sea adecuado y
eventualmente esté autorizado para la zona de superficie de implantes tal como se usan en medicina. El experto
conoce materiales inorganicos de este tipo. A esto pertenecen por ejemplo compuestos ceramicos y metales o
compuestos metalicos. Como compuestos ceramicos se tienen en consideracion por ejemplo compuestos ceramicos
de 6xido de zirconio, compuestos ceramicos de 6xido de aluminio. Como metales se usan por ejemplo oro, platino y
titanio o compuestos y/o aleaciones que contienen estos metales o sus compuestos.

En una forma de realizacion preferente, la zona de superficie del implante comprende titanio y/o un 6xido de titanio.

Como oOxidos de titanio se tienen en consideracion éxido de titanio, dioxido de titanio u otros 6xidos de titanio de
férmula general TiOx, donde x se encuentra en el intervalo de 0 a 2.
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De manera preferente, la zona de superficie del implante que comprende titanio y/o un 6xido de titanio esta
esencialmente libre de oro o iones oro.

El implante de acuerdo con la invencién comprende una biomolécula.

Preferentemente, el implante de acuerdo con la invencién comprende varias biomoléculas distintas. Las
biomoléculas pueden unirse de manera cuidadosa covalentemente a componentes de biotina By, si que se modifique
la estructura eventualmente nativa de las biomoléculas en las condiciones de reaccién necesarias para ello. Pueden
obtenerse comercialmente numerosas biomoléculas enlazadas con biotina. De acuerdo con la invencion pueden
unirse combinaciones o mezclas de distintas biomoléculas al mismo tiempo y no covalentemente al implante de
acuerdo con la invencién, de manera que puede crearse una superficie que se aproxima a un entorno natural que
superficies que estan cubiertas Unicamente con un tipo individual de biomoléculas. La deposicion de las
biomoléculas en la superficie del implante se realiza a través del componente de biotina B, y por consiguiente es
altamente selectiva, estable y especialmente cuidadosa.

El término “biomolécula” en el sentido de la presente invencién comprende cualquier molécula organica que sea
favorable para la incorporacion del implante en el tejido.

Las biomoléculas en el sentido de la invencién son biocompatibles, es decir son muy compatibles con sistemas
biolégicos. Con frecuencia son sustancias biocompatibles de origen biologico.

En una forma de realizaciéon preferente, el término “biomolécula” comprende biomoléculas que favorecen
esencialmente la adhesioén celular, es decir la biomolécula o las biomoléculas son favorables para la incorporacion o
crecimiento del tejido inmediato en el implante. En otra forma de realizacion preferente, el término "biomolécula”
comprende biomoléculas que impiden esencialmente la adhesién celular. El experto conoce representantes
adecuados de los dos grupos de biomoléculas.

El experto puede determinarse mediante procedimientos de prueba conocidos en ensayos sencillos si una molécula
es favorable para la incorporacion del tejido en el implante.

En una forma de realizacion preferente, la densidad de la biomolécula en la superficie del implante o una superficie
parcial del implante asciende a al menos 10 fmol/cm?, mas preferentemente al menos 100 fmol/cm?, aun mas
preferentemente al menos 1 pmol/cmz, lo mas preferentemente al menos 10 pmol/cm2 y en particular al menos 100
pmoI/cmZ. La densidad de la biomolécula puede encontrarse claramente mas alta dependiendo del tipo y uso, por
ejemplo puede ascender a 20 nmol/cm?.

Preferentemente, la biomolécula se selecciona del grupo que esta constituido por biopolimeros, péptidos, proteinas y
sacaridos.

El término “biopolimeros” en el sentido de la presente invencion comprende todas las moléculas que contienen una
estructura base de proteina. Esta estructura base de proteina esta construida preferentemente por los 20
aminoacidos que se producen en la naturaleza. En caso de la estructura base de proteinas puede tratarse de
proteinas o fragmentos de las mismas que se producen en la naturaleza. Tales fragmentos de una proteina pueden
ser de distinta longitud, por ejemplo al menos de 20 aminoacidos o al menos de 30 aminoacidos (en tanto que la
proteina correspondiente sea al menos asi de larga) o al menos de 40 aminoacidos (en tanto que la correspondiente
proteina sea al menos asi de larga) o al menos de 50 aminoacidos (en tanto que la correspondiente proteina sea al
menos asi de larga) o al menos de 60 aminoacidos (en tanto que la correspondiente proteina sea al menos asi de
larga).

Los fragmentos que sean mas cortos de 20 aminoacidos se designan en el sentido de la presente invencion como
péptidos.

Puede tratarse también de proteinas que presentan una homologia de al menos el 70 por ciento, preferentemente al
menos el 80 por ciento, ain mas preferentemente al menos el 90 por ciento, de manera especialmente preferente al
menos el 95 por ciento, de manera muy especialmente preferente al menos el 98 por ciento con respecto a una
proteina que se produce naturalmente o a un fragmento de una proteina que se produce naturalmente de este tipo.

Ademas de esta estructura base de proteinas, la biomolécula puede contener distintas cadenas laterales. Por
ejemplo puede glicosilarse, acetilarse, alquilarse, biotinilarse, formilarse, carboxilarse, glutaminilarse, hidroxilarse,
prenilarse, farnesilarse, miristoilarse, palmitoilarse, pegilarse, fosforilarse o puede acoplarse por ejemplo con
nucledtidos, fosfatidilinositol.

En caso de estas cadenas laterales puede tratarse de cadenas laterales que se producen en proteinas naturales o

también de otras cadenas laterales. También puede contener la molécula ademas de la estructura base de proteinas
mencionada otras cadenas que contienen aminoacidos.
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El experto puede determinar, en base a distintos procedimientos de prueba conocidos mediante ensayos sencillos
cual de estas moléculas son adecuadas para su uso en el implante de acuerdo con la invencion.

Preferentemente se trata en caso del biopolimero de un biopolimero que es un componente de la matriz extracelular
del tejido en el sentido de la presente invencion o un homdlogo, fragmento o variante de un componente de este
tipo.

La grado de homologia del homélogo o del fragmento o de la variante asciende a preferentemente al menos el 70
por ciento, preferentemente al menos el 80 por ciento, ain mas preferentemente al menos el 90 por ciento, de
manera especialmente preferente al menos el 95 por ciento, de manera muy especialmente preferente al menos el
98 por ciento.

De manera especialmente preferente, el biopolimero se selecciona del grupo que esta constituido por proteinas de
adhesion, preferentemente fibronectina, vitronectiona, fibrindgeno, tenascina o trombospondina; factores de
crecimiento, preferentemente de la familia de las proteinas morfogénicas 6seas, Bone Morphogenic Proteins, o
factor de crecimiento de fibroblastos, Fibroblast Growth Factor, proteinas de matriz, preferentemente colageno.

Se prefiere muy especialmente fibronectina o una mezcla que contiene al menos otra biomolécula de fibronectina.

En una forma de realizacion especial, el implante de acuerdo con la invencién esta caracterizado, por tanto, por que
la biomolécula se selecciona del grupo que esta constituido por proteinas de adhesion, preferentemente fibronectina,
vitronectiona, fibrindgeno, tenascina o trombospondina; factores de crecimiento, preferentemente proteina
morfogénica dsea o factor de crecimiento de fibroblastos; proteinas de matriz, preferentemente colageno.

Las moléculas de adhesion tales como fibronectina se conocen por su accién multiple en el organismo. Mediante la
interaccion con integrinas y otras moléculas receptoras producen las mas distintas reacciones en las células unidas
tales como diferenciacion, adhesion, proliferacion y otros mecanismos celulares. Es posible el uso para la accion
dirigida sobre distintos tipos celulares tales como osteoblastos, condrocitos o fibroblastos. La fibronectina es una
glicoproteina dimérica de aproximadamente 520.000 Da de tamafo. Sin embargo pueden obtenerse por ejemplo
comercialmente también variantes de fibronectiona que comprenden otro peso molecular, por ejemplo de
aproximadamente 440 kDa. Las dos subunidades de la proteina tienen una estructura casi idéntica. Como
componente del tejido conjuntivo, ésta tiene sobre todo un papel central como proteina ligadora entre la EZM vy las
células introducidas aqui, favoreciendo asi la adhesién celular. Esto se realiza a través de un enlace entre las
fibrillas de colageno de la matriz, en las que estan incorporadas las moléculas de fibronectina, y las integrinas que
estan localizadas en superficies celulares. La fibronectina se forma en el espacio extracelular de fibroblastos, que
inician su adhesion por consiguiente de manera independiente. La proteina esta constituida por tres tipos modulares
que se repiten (tipo modular 1 - 3), donde el tipo modular 3 con 15 - 17 repeticiones por subunidad es el médulo que
se produce con mas frecuencia en fibronectina. Adicionalmente es el médulo mas grande con aproximadamente 90
aminoacidos y al mismo tiempo mas importante. Contiene una seccién de secuencia corta que esta constituida por
los tres aminoacidos: arginina, glicina y acido aspartico (secuencia RGD). Esta secuencia ciclica se une a una
secuencia sefial de las integrinas unidas a la membrana y provoca asi el anclaje de los fibroblastos en la EZM. El
tripéptido RGD se descubrié en 1984 por Pierschbacher y Ruoslahti como secuencia de adhesién celular esencial
minima en fibronectina y se identificdé como epitopo de unién para integrinas. Pudo mostrarse que los péptidos RGD
inmovilizados provocaban, de manera similar a proteinas de ECM, una adhesion celular mediada por integrina,
mientras que los péptidos RGD solubles despegaban las células adheridas de manera antagonista a la ECM.

El colageno como componente de la EZM se pone en contacto igualmente tal como se ha mencionado
anteriormente, con estas moléculas de adhesion y se encarga de una unién y presentacion para la interacciéon con
receptores unidos a membrana. El colageno es un biopolimero reticulado que aparece en muchas variaciones en el
organismo y por tanto es muy adecuado por tanto como base de revestimiento. El colageno es absolutamente la
proteina mas frecuente en el organismo. Esta constituido por tres cadenas peptidicas de colageno individuales
enrolladas una alrededor de la otra. Esta triple hélice con un diametro de 1,5 nm se une para dar fibrillas de
colageno mas gruesas con un diametro de 10 - 300 nm, dependiendo del tipo. A partir de esto se forman a su vez
fibras de colageno con un espesor de 0,5 - 3 um. El colageno determina la resistencia a la traccion y el caracter del
tejido conjuntivo. Esto se produce por un lado mediante la concentracion de las fibras de colageno y por otro lado
mediante su disposicion.

Otros componentes adecuados de la matriz extracelular son por ejemplo las lamininas.
Todos estos biopolimeros pueden combinarse de distinta manera entre si y con otras biomoléculas.

El término “péptido” en el sentido de la presente invencién comprende moléculas que comprenden una cadena de
aminoacidos de hasta 19 aminoacidos.

También los péptidos pueden modificarse, de manera analoga a los biopolimeros, con cadenas laterales.

17



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2427515713

En particular comprende el término secuencias peptidicas que interaccionan con las integrinas existentes en el
tejido, preferentemente las integrinas asp+. Ciertos ejemplos de tales secuencias peptidicas son RGD-, RGDS-,
GRGD-, GRGDS-, GRGDY-, YRGDG-, GRGDSP-, GRGDSY-, GRGDSPK-, CGRGDSY-, RGDSPASSKP- y
ciclo(RGDfK).

En una forma de realizacion especial, el implante de acuerdo con la invencién esta caracterizado, por tanto, por que
la biomolécula es un péptido que se selecciona del grupo que esta constituido por RGD-, RGDS-, GRGD-, GRGDS-,
GRGDY-, YRGDG-, GRGDSP-, GRGDSY-, GRGDSPK-, CGRGDSY-, RGDSPASSKP- y ciclo(RGDfK).

En una forma de realizacién preferente, la densidad asciende a 10 fmol de péptido/cm2 - 20,5 nmol/cm?.
Todos estos péptidos pueden combinarse de distinta manera entre si y con otras biomoléculas.

Para que las secuencias peptidicas cumplan 6ptimamente su fin, es ventajoso inmovilizar los péptidos a una cierta
distancia con respecto a la superficie. Esto puede garantizarse mediante el uso de moléculas “espaciadoras”. La
longitud de la molécula “espaciadora” se encuentra preferentemente entre 11-46 A. Como molécula “espaciadora”
pueden usarse tanto cadenas hidrofilas como hidréfobas. Por ejemplo pueden usarse unidades de acido
aminohexanoico, de glicina que se repiten u oligo(etilenglicoles).

Ademas de las cadenas lineales de molécula “espaciadora” y Unicamente un péptido acoplado, existe la posibilidad
de usar una cadena de molécula “espaciadora” ramificada con varios péptidos acoplados. O una cadena de
molécula “espaciadora” ramificada con también Unicamente un péptido acoplado.

El término “sacarido” en el sentido de la presente invencidon comprende tanto monosacaridos como disacaridos como
polisacaridos.

En una forma de realizacion preferente, el sacarido se selecciona del grupo que esta constituido por acido
hialurénico, heparina, sulfato de heparina, sulfato de dermatano, sulfato de condroitina, alginato, dextrano, quitosano
y quitina.

En una forma de realizacion especial, el implante de acuerdo con la invencién esta caracterizado, por tanto, por que
el sacarido se selecciona del grupo que esta constituido por acido hialurénico, heparina, sulfato de heparina, sulfato
de dermatano, sulfato de condroitina, alginato, dextrano, quitosano y quitina.

Otro componente de la EZM son los glicosaminoglicanos (GAG). Los GAG son polisacaridos acidos, lineales,
construidos por disacaridos que se repiten. Tienen la capacidad de almacenar agua y garantizan que el tejido
presente una cierta resistencia a la presion. A los GAG pertenecen acido hialurénico, heparina, sulfato de heparina,
sulfato de dermatano y sulfato de condroitina. Estos son biocompatibles y biodegradables y ademas de la
estabilizacion y organizacion del tejido regulan la adhesion celular, la proliferacion celular y la diferenciacion. Por
consiguiente, el acido hialurénico (HA) y sus derivados encuentran un amplio campo de aplicacion en el sector
médico.

El acido hialurénico es un GAG sencillo de la EZM y se produce como unico GAG no como proteoglicano. Se
sintetiza en la superficie de los fibroblastos y puede obtenerse ademas también de manera biotecnoldgica. El acido
hialurénico es un compuesto de alto peso molecular con un peso molecular entre 50000 y varios millones de Dalton.
El componente basico es un aminodisacarido constituido por acido D-glucurénico y N-acetil-D-glucosamina en
enlace B-1,3-glicosidico, que esta unido entre si de manera (3-1,4-glicosidica. El acido hialurénico se produce en
articulaciones, el cuerpo vitreo del ojo, en la piel, por tanto es un producto propio del organismo e interacciona con
receptores de superficie celular. Los mas conocidos de los receptores son el receptor CD44 y Rhamm (Receptor
hyaluronic acid mediated motility). Ademas se encontré aun un gran numero de otras proteinas de unién, cuya
funcién se conoce sin embargo soélo parcialmente. Los receptores celulares que se unen a acido hialurénico
conducen informacion a través de las distintas vias de transduccion de sefial, que incluyen la regulacion de
proteinas cinasas y GTPasas, hacia el citoesqueleto e influyen asi en el crecimiento de las células. La molécula de
acido hialurénico presenta distintos grupos funcionales que pueden modificarse mediante reacciones quimicas.
Estos son los grupos carboxilo, los grupos hidroxilo, los grupos amino secundario y tras desacetilacién también los
grupos amino primario, que son accesibles para la derivatizacion quimica. Otra posibilidad consiste en la escision de
los anillos de azucar por ejemplo mediante agentes oxidantes. En la bibliografia se encuentran muchas posibilidades
de modificacion (Bulpitt P., J. Biomed. Mater Res 47(2), 1999, 152-69; Luo Y, J ControlRelease, 69(1), 2000, 169-84;
Vercruysse KP, Bioconjug. Chem., 8(5), 1997, 686-94; T. Segura, Biomaterials 26, 2005,359-371). La escision del
acido hialurénico se realiza mediante hialuronidasas segun un mecanismo de hidrdlisis y mediante las
hialuronatoliasas segun un mecanismo de eliminacion. Para impedir o ralentizar la degradacion probablemente
demasiado rapida en la superficie de implante modificada pueden estabilizarse el acido hialurénico y sus derivados
mediante reticulacion transversal frente a la enzima de degradaciéon. Para ello se remite a los procedimientos
descritos de manera numerosa en la bibliografia. Las reacciones de reticulaciéon son objeto de muchas patentes y se
describen entre otras en las patentes US5510121, WO09802204 y EP161887.

18



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2427515713

Todos estos sacaridos pueden combinarse de distinta manera entre si y con otras biomoléculas.

El experto sabe que la composicion exacta de la matriz extracelular puede diferenciarse en tejidos individuales.
Ciertos patrones de expresidon de componentes de la matriz extracelular estan descritos en bancos de datos
pertinentes y en la bibliografia técnica.

De manera correspondiente a esto, el experto puede adaptar, eventualmente, el espectro de las biomoléculas en
una forma de realizaciéon dada del implante de acuerdo con la invencién de modo que éste puede incorporarse a ser
posible rapidamente en el correspondiente tejido, lo que puede contribuir a que se reduzca el riesgo de una infeccion
en el sitio de la implantacion.

Preferentemente, el implante de acuerdo con la invencién comprende una zona de superficie, a la que esta unida
una mezcla de biomoléculas, preferentemente fibronectina y al menos otra biomolécula. En una forma de realizacion
preferente, la otra biomolécula se selecciona de la familia de las BMP (Bone Morphogenic Proteins). En este caso, la
respectiva superficie es especialmente muy adecuada para el crecimiento de osteoblastos. En otra forma de
realizacion preferente, la otra biomolécula se selecciona de la familia de los FGS (Fibroblast Growth Factors). En
este caso, la respectiva superficie es especialmente muy adecuada para el crecimiento de fibroblastos.

En una forma de realizaciéon preferente, el implante de acuerdo con la invencion combina zonas de superficie que
son especialmente muy adecuadas para el crecimiento de fibroblastos con zonas de superficie que son
especialmente muy adecuadas para el crecimiento de osteoblastos. La idoneidad especial de las respectivas zonas
de superficie para el respectivo fin puede conseguirse mediante eleccion de biomoléculas adecuadas o sus mezclas
que con ayuda de la invencion pueden unirse de manera especialmente sencilla y cuidadosa a la superficie del
implante.

El experto conoce procedimientos adecuados, con los que se garantiza que estén cubiertas determinadas zonas de
superficie con determinadas biomoléculas o sus mezclas, y otras no. En este contexto puede remitirse por ejemplo a
técnicas de enmascaramiento, por ejemplo técnicas litograficas. Sin embargo es posible también que los
componentes individuales se revistan en primer lugar separadamente de manera distinta y solamente después de
esto se unan para obtener el propio implante.

Esta forma de realizacién es adecuada en medida especial para implantes dentales. Estos implantes dentales
comprende habitualmente una zona inferior, por ejemplo una rosca que esta prevista para el anclaje del implante en
la mandibula, una zona media, por ejemplo una estructura a modo de anillo en el extremo superior de la zona inferior
que se encuentra en contacto con la encia y una zona superior, por ejemplo una corona dental artificial o un
adaptador sobre el cual puede colocarse una corona dental de este tipo. En una forma de realizacion preferente, la
superficie de la zona media de un implante dental de este tipo es especialmente muy adecuada para el crecimiento
de fibroblastos, lo que puede conseguirse por ejemplo mediante biomoléculas seleccionadas de fibronectina y FGS o
sus mezclas. En otra forma de realizaciéon preferente, la superficie de una zona inferior de un implante dental de este
tipo es especialmente muy adecuada para el crecimiento de osteoblastos, lo que puede conseguirse por ejemplo
mediante biomoléculas seleccionadas de fibronectina y BMP o sus mezclas. En una forma de realizacion
especialmente preferente estan dispuestas tanto la zona inferior como la zona media de manera correspondiente.

También puede ser eventualmente ventajoso adaptar la biomolécula o el espectro de las biomoléculas usadas en un
implante de manera especifica a la situacion en un determinado paciente. Motivos para esto pueden ser por ejemplo
determinadas alergias de un paciente o un patrén de expresion individual de las moléculas de EZM en el sitio de la
implantacion.

Un revestimiento apropiado de un precursor del implante de acuerdo con la invencién es facilmente posible debido al
sistema de capa de acuerdo con la invencion.

Adicionalmente pueden usarse como biomoléculas, por ejemplo, anticuerpos o partes de anticuerpos frente a
componentes de la matriz extracelular.

Como componente formador de estructura puede unirse colageno biotinilado, en el que pueden incorporarse de
manera inespecifica las proteinas de adhesioén y/o los factores de crecimiento mencionados.

La estructura favorece el plegamiento nativo de las biomoléculas, lo que favorece la funcién. La distancia entre la
superficie y la biomolécula puede variarse. Mediante el uso de sustancias propias del organismo, tales como
colageno y acido hialurénico, asi como sustancias compatibles con el organismo, tales como estreptavidina, la
estructura del sistema de capas satisface en alta medida el requerimiento de la biocompatibilidad.

En determinadas circunstancias no sélo es deseable la adhesion de células en superficies de implante y con ello la

incorporacion del implante en el tejido, sino precisamente lo contrario, concretamente un impedimento del
crecimiento del tejido en el implante.
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Por ejemplo debe impedirse que endoprétesis colocadas nuevamente se cierren de nuevo por tejido que crece y se
llegue asi a una restenosis vascular. Ademas se reduce la vida util de catéteres usados en el organismo humano
cuando se produce en éstos un sobrecrecimiento del tejido. Tales catéteres deben sustituirse mediante operacion, lo
que representa una fuerte carga para los pacientes.

Han de mencionarse también en el presente documento, no en ultimo termino, implantes dentales. Si bien debe
fomentarse en éstos en determinadas zonas del implante el crecimiento del tejido (sobre todo del tejido blando), sin
embargo no en todos los puntos del implante con la misma intensidad. Si crece, por ejemplo, la encia durante el
proceso de cicatrizacion en los huesos, esto provoca en la mayoria de los casos un aflojamiento del implante en el
hueso maxilar y por consiguiente una vida util acortada del implante colocado.

Esto son sélo algunos puntos que muestran que el impedimento del crecimiento de tejido en implantes igualmente
representa un aspecto muy importante de la implantologia. Al crecimiento de tejido le precede siempre una adhesion
de células. A esto a su vez le precede la unién de proteinas que favorecen la adhesion celular o sobre todo la
permite.

Por consiguiente, el impedimento de la unién de proteinas que favorecen la adhesion representa la diana principal
para el impedimento de la adhesion de tejido. Esto puede conseguirse tal como sigue:

Se conoce estreptavidina por su unién a biotina, que se describe también como la interaccion mas fuerte no
covalente en la naturaleza con una constante de descomposicién de KON = 10'°. Debido a esta fuerte interaccion se
usa también para el revestimiento de superficies para inmovilizar especificamente moléculas (bioldgicas) en una
superficie a través de la interaccién descrita anteriormente.

Esta funcion como “agente adherente” resulta mediante la disposicion de los sitios de unién a biotina en la proteina.
En este caso se encuentran opuestos respectivamente dos, de manera que pueden usarse dos, para unirse a
superficies modificadas previamente con biotina, y los dos que quedan para inmovilizar especificamente a
continuacion otras proteinas biotiniladas en la monocapa de estreptavidina.

Se determiné ahora sorprendentemente que estd monocapa tiene otra propiedad interesante: impide la union
inespecifica de proteinas no biotiniladas a superficies.

Esta propiedad es especialmente interesante con respecto a una inhibicién de la unién de proteinas que favorecen la
adhesién, especificamente fibronectina, la proteina mas importante en el area de la unién celular. Esta interacciona
con las integrinas en membranas celulares y une células asi in vivo a la matriz extracelular (EZM).

Pudo demostrarse mediante mediciones por SPR que fibronectina se adsorbe de manera espontanea y sin otras
influencias exteriores inespecificamente en superficies de TiO; (espesor de capa 6ptico promedio de 5,8 nm). Si bien
las proteinas inmovilizadas ya no tienen la misma actividad que tenian en caso de una inmovilizacion especifica, sin
embargo es suficiente esta actividad ya para favorecer una adhesion celular y por consiguiente la primera etapa de
una adhesion de tejido en implantes de titanio.

La fibronectina forma, incluso en superficies de titanio activadas con amino, capas con una densidad comparable (6
nm). La unién de fibronectina es muy fuerte y ya no puede soltarse tampoco mediante lavado intenso. Sin embargo
si se aplica una monocapa de estreptavidina sobre una superficie de titanio o sobre una superficie de titanio activada
con amino, entonces practicamente ya no se adsorbe fibronectina en esta superficie y las proteinas unidas pueden
eliminarse de nuevo tras el ciclo de lavado casi completamente (espesor de capa 6ptico promedio de 0,4 nm). En la
figura 9 se representa una correspondiente comparacion de las cinéticas de adsorcion de fibronectina (se lavo
respectivamente tras 200 minutos).

Por consiguiente se abre la posibilidad de impedir completamente una unién de proteinas que favorecen la adhesion
a superficies de implante de titanio (u otros materiales). Con ello esta impedida igualmente la unién de células de
tejido conjuntivo y con ello igualmente el crecimiento de tejido en tales superficies.

Ademas, la presente invencién facilita un procedimiento para la fabricacién de un implante de acuerdo con la
invencion. El procedimiento de acuerdo con la invencién esta caracterizado por que se acopla el nucleo con la
biomolécula.

En funcién de la forma de realizacién especifica del implante de acuerdo con la invenciéon puede diferenciarse el
procedimiento.

A modo de ejemplo estan expuestas etapas de procedimiento en la presente solicitud. El experto puede

complementar éstas mediante otras etapas necesarias o adaptar éstas con respecto a la fabricacion de formas de
realizacién especificas.
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Los distintos implantes de acuerdo con la invencién pueden usarse en una multiplicidad de tejidos para una
multiplicidad de aplicaciones terapéuticas.

El experto conoce estas aplicaciones de las distintas formas de realizacion.

Por consiguiente, la presente invencion comprende el uso de una biomolécula en el sentido de la presente invencion
para la fabricacion de un implante de acuerdo con la invencion.

En una forma de realizacién preferente del implante de acuerdo con la invencién se trata de implantes dentales.
Estos se usan para el tratamiento de una multiplicidad de dafios, lesiones etc. de la zona dental. En particular se
usan para el tratamiento de dafios dentales.

El término “dafios dentales” en el sentido de la presente invencién comprende la pérdida de uno o varios dientes,
preferentemente que se encuentran uno junto a otro, o también otros dafos de los dientes tales como una rotura de
partes individuales, la rotura del diente, la eliminacion de partes del diente.

Bajo esto se encuentran, por ejemplo, raices artificiales que sirven para la fijacion de coronas, puentes o protesis,
implantes completos, sin embargo también cualquier otra forma de implantes dentales.

Por consiguiente, la presente invencion comprende el uso de una biomolécula para la fabricacion de un implante de
acuerdo con la invencién para el tratamiento de dafios dentales.

Los siguientes ejemplos ilustran la invencion, sin que deban limitar éstos a la misma.
Ejemplos

1. Fabricacion de un_implante con ligador unido covalentemente y fibronectina unida por medio de
interaccion de estreptavidina-biotina

Procedimiento |

El sustrato de titanio se activa durante aproximadamente 60 minutos en un N-(6-aminohexil)aminopropil-trimetox-
aminosilano 0,5 mM, disuelto en metanol. A continuacién se extrae el sustrato, se purifica en profundidad con
metanol y etanol y se incuba durante aproximadamente 220 minutos en una disoluciéon 0,25 mM del derivado de
succinimida sulfo-NHS-LCLC-biotina, disuelto en etanol. A continuacién se extrae el sustrato, se lava en profundidad
con el disolvente y tampén PBS y se incuba en una disolucion de estreptavidina 0,5 mM, disuelta en tampén PBS,
durante aproximadamente una hora. El sustrato se purifica a continuacion en profundidad con tampén PBS y se
incuba durante 200 minutos con el mantenimiento del disolvente en una disolucién 25 nM de fibronectina biotinilada.
Finalmente se purifica en profundidad el sustrato ain con mucho tampén PBS.

Procedimiento I

El sustrato de titanio se activa durante aproximadamente 60 minutos en un N-(6-aminohexil)aminopropil-trimetox-
aminosilano 0,5 mM, disuelto en metanol. A continuacién se extrae el sustrato, se purifica en profundidad con
metanol y tampon PBS y se incuba durante aproximadamente 120 minutos en una disolucion 0,5 mM del derivado
de succinimida sulfo-NHS-LC-biotina, disuelto en H,O destilada. A continuacion se extrae el sustrato, se lava en
profundidad con tampoén PBS y se incuba en una disoluciéon de estreptavidina 0,5 mM, disuelta en tampon PBS,
durante aproximadamente una hora. El sustrato se purifica a continuacion en profundidad con tampén PBS y se
incuba durante 200 minutos con el mantenimiento del disolvente en una disolucién 25 nM de fibronectina biotinilada.
Finalmente se purifica en profundidad el sustrato ain con mucho tampén PBS.

Biotinilacion: se disuelve fibronectina humana en agua altamente pura en una concentracion final de 1 mg/ml.
Igualmente se disuelven sulfo-NHS-biotina, sulfo-NHS-LC-biotina o sulfo-NHS-LC-LC-biotina brevemente antes de la
reaccion en agua altamente pura en concentraciones de como maximo 0,5 mg/ml. Se afiaden conjuntamente
fibronectina y reactivo de biotinilacion en la proporcion de 1:100 y se ajustan a una concentracion final de 25 nM con
PBS (pH 7,4). Se deja reaccionar la mezcla a 4°C durante 2 horas y a continuacioén se purifica.

2. Fabricacion de implantes con un ligador que comprende un polimero (implante polimérico)

A) Inmovilizacion de acido hialurénico con péptido RGD sobre titanio

Pretratamiento:
Antes de la modificacion con el correspondiente polimero se desengrasa la capa de dioxido de titanio con un

disolvente organico (acetona, etanol), a continuacioén se lava con agua y se seca con un flujo de nitrégeno. El
revestimiento se realiza por medio de revestimiento por centrifugacion o por inmersiéon. La capa debe tener un

21



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2427515713

espesor entre 1 um y 500 pm.

Reticulacién AH con un diepdxido

Se suspende &cido hialurénico (HA) (PM 1x10%) con una concentracion de 10 mg/ml en una disolucion de NaOH al
0,5%. Después de que se haya disuelto completamente el polimero se afade 1,4-butanodiol-diglicidiléter (BDDE).
Por 1 mg de HA se afiaden 0,5 pl de BDDE. El proceso de reaccion dura 16 h y eventualmente puede repetirse. El
BDDE que no ha reaccionado se elimina por medio de diafiltracion frente a agua. La muestra puede concentrarse
entonces hasta la concentracion deseada y se liofiliza a -20°C.

Bioactivacion de HA con péptido (acido aminohexanoico)3-ciclo(RGDfK)

El péptido que esta constituido por cinco aminoacidos y una subestructura molecular de acido aminohexanoico que
se repite tres veces se prepara segun la sintesis de péptidos en fase soélida convencional segun Merrifield. El péptido
se une covalentemente a los grupos aldehidos reactivos preparados anteriormente del HA. El HA ya reticulado (2
mg) se hidrata en una disolucién de acetato de sodio 100 mM (pH=5,6). A esto se afiaden una disolucion de
peryodato de sodio 500 mM, el péptido (20 mg/ml en tampdn acetato de sodio) y una disolucién de cianoborohidruro
de sodio 50 mM. EIl volumen de reaccion asciende a 2 ml en 2 mg de HA reticulado. La reaccion transcurre durante 4
h a TA. A continuacion se lava 5 veces con una disolucion salina con un valor de pH bajo (acido acético al 1% / NaCl
1 M) para disolver el péptido unido idbnicamente. Después se lava con agua destilada y se liofiliza.

B) Inmovilizacién de acido hialurénico biotinilado con fibronectina sobre estreptavidina

Pretratamiento:

Antes de la modificacion con el correspondiente polimero se desengrasa la capa de dioxido de titanio con un
disolvente organico (acetona, etanol), a continuacion se lava con agua y se seca con un flujo de nitrégeno. El
revestimiento se realiza por medio de revestimiento por centrifugacion o por inmersiéon. La capa debe tener un
espesor entre 1 pm y 500 pm.

Biotinilacion de acido hialurénico

Se disuelve hialuronato de sodio (500 mg, 1,25 mmol) en agua (50 ml). Se afiaden EDC (1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)carbodiimida) (74,3 mg, 0,623 mmol) y sulfo-NHS (N-hidroxisulfosuccinimida) (134 mg, 0,623
mmol) como sdlido a la disolucion de HA y se disuelven. Sélo después de esto se afiade AAD (dihidrazida del acido
adipico) (6,5 g, 37,5 mmol). La reaccion transcurre durante 16 h con agitacién a TA. Tras la finalizacién de la
reaccion se purifica HA-AAD por medio de didlisis (frente a NaCl 150 mM). Entonces se liofiliza el producto. Se
incluye biotina en forma de sulfo-NHS-LC-biotina (hexanoato de sulfosuccinimidil-6-(biotinamido)) en el HA-AAD. Se
afiaden 100 mg de sulfo-NHS-LC-biotina a una disolucion de HAAAD (300 mg, 3 mg/ml en tampén PBS). La
reaccion transcurre durante 16 h con agitacion a TA. A continuacion se purifica por medio de dialisis frente a agua
durante 24 h. El producto purificado se liofiliza y se almacena a 4°C.

Reticulacién del HA biotinilado

Se afiade y se agita 1,4-butanodiol-diglicidiléter (BDDE) (enlace teéricamente al 100%: 2 mol de BDDE por 1 mol de
HA) a HA-biotina (3% p/v en NaOH 0,1 N). La reaccién se termina tras 45 min a una temperatura de 60°C. Después
se neutraliza con acido acético (70 pl). El gel puede verterse a continuacion sobre un disco y puede secarse durante
2-3 dias.

Inmovilizacion en estreptavidina del gel de HA biotinilado

El HA biotinilado seco se hidrata en una disolucion de estreptavidina (1 mM en tampdén PBS) durante
aproximadamente 1 h. A continuacion se lava el gel tres veces con tampdn PBS para eliminar estreptavidina unida
de manera inespecifica. El almacenamiento se realiza de manera hidratada en tampén PBS a 4°C.

Inmovilizacion en fibronectina del gel de estreptavidina-HA

El gel de estreptavidina-HA hidratado se calienta hasta TA y el tampon de PBS que sobrenada se retira con una
jeringa. Se aplica una disolucion de fibronectina 510 molar (ya biotinilada; grado de biotinilacion = 10) en un
tampon PBS. La disolucién (2 ml) se afiade al gel de estreptavidina-HA. El tiempo de incubacion no debe quedar por
debajo de 200 minutos. Tras la incubacion se lava tres veces con tampén PBS. El almacenamiento se realiza de
manera hidratada en tampoén PBS a 4°C.
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C) Inmovilizacion de un gel de HA-colageno reticulado sobre titanio

Pretratamiento:

Antes de la modificacion con el correspondiente polimero se desengrasa la capa de dioxido de titanio con un
disolvente organico (acetona, etanol), a continuacién se lava con agua y se seca con un flujo de nitrégeno. El
revestimiento se realiza por medio de revestimiento por centrifugacion o por inmersiéon. La capa debe tener un
espesor entre 1 um y 500 pm.

Sintesis de un gel de HA-colageno reticulado

Se afiade y se agita 1,4-butanodiol-diglicidiléter (BDDE) (enlace teéricamente al 100%: 2 mol de BDDE por 1 mol de
HA) a HA (3% p/v en NaOH 0,1 N). Después se neutraliza con &cido acético (70 ul). A continuacién se afiade y se
mezcla colageno en una concentracion de 1 mg/ml. A continuacion se seca el HA reticulado modificado durante 2-3
dias a temperatura ambiente.
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REIVINDICACIONES

1. Implante médico que comprende un nucleo, al menos un ligador L4, al menos un componente de biotina B+, al
menos un componente de unidén a biotina, al menos un componente de biotina B, y al menos una biomolécula,
donde

- el ligador Ly comprende un extremo proximal y un extremo distal, con el extremo proximal esta unido
covalentemente al nucleo y con el extremo distal esta unido covalentemente al componente de biotina By,
donde entre la unién del ligador L1 al nacleo y la unién del ligador L1 al componente de biotina B4 existen
uniones covalentes de manera continua;

- el componente de biotina B, esta unido covalentemente con la biomolécula; y

- el componente de unidn a biotina presenta al menos un sitio de unién S¢ para el componente de biotina B+, al
que esta unido el componente de biotina B1 no covalentemente, y presenta al menos un sitio de union S; para
el componente de biotina B», al que esta unido el componente de biotina B, no covalentemente;

donde la biomolécula se selecciona del grupo que esta constituido por biopolimeros, péptidos y sacaridos.

2. Implante segun la reivindicacion 1, caracterizado por que el componente de biotina By esta unido al sitio de
union Sy del componente de unién a biotina y/o el componente de biotina B, estd unido al sitio de uniéon S, del
componer18te c1ie unién a biotina a través de una interaccidon no covalente con una constante de asociacion de al
menos 10" M.

3. Implante segun la reivindicacion 1 o 2, caracterizado por que el componente de union a biotina se selecciona del
grupo que esta constituido por componentes de avidina, neutravidina y estreptavidina.

4. Implante segun una de las reivindicaciones anteriores, caracterizado por que dos componentes de biotina B+
estan unidos a dos sitios de unién S de un componente de unién a biotina individual.

5. Implante segun una de las reivindicaciones anteriores, caracterizado por que la biomolécula comprende dos
componentes de biotina B, respectivamente unidos covalentemente, que estan unidos respectivamente no
covalentemente a componentes de unién a biotina.

6. Implante segun una de las reivindicaciones anteriores, caracterizado por que comprende una multiplicidad de
componentes de biotina B1 y una multiplicidad de componentes de unién a biotina con sitios de unién Sty Sy, donde
los componentes de biotina B¢ estan unidos respectivamente a través del ligador Ly covalentemente al nucleo y al
menos una proporcién de los componentes de biotina B¢ esta unida no covalentemente a sitios de unién S; de
componentes de unién a biotina iguales o distintos.

7. Implante segun la reivindicacion 6, caracterizado por que comprende al menos una zona, en la que la
concentracion de superficie de la totalidad de todos los componentes de biotina B1 se encuentra en el intervalo de 1 -
2 componentes de biotina B1 por 24 nm?.

8. Implante segun la reivindicacion 6 o 7, caracterizado por que la proporcion molar relativa de componentes de
unién a biotina con respecto a componentes de biotina B+ se encuentra en el intervalode 1:2a 1 : 4.

9. Implante segun una de las reivindicaciones anteriores, caracterizado por que el componente de biotina
comprende un espaciador, que esta unido covalentemente al extremo distal del ligador L.

10. Implante segun la reivindicacion 9, caracterizado por que éste

- contiene ligadores L del tipo L1’ que no estan unidos a componentes de biotina B1 y

- contiene ligadores L4 del tipo Li" que estan unidos covalentemente a componentes de biotina B4, donde la
distancia promedio de los extremos distales de los ligadores L{” al atomo de azufre de los componentes de
biotina B4 asciende a 1,6 nm.

11. Implante segun una de las reivindicaciones anteriores, caracterizado por que comprende distintas zonas de
superficie con una superficie minima de respectivamente 1,0 mm?, en la que estan unidas distintas biomoléculas o
distintas mezclas de distintas biomoléculas.

12. Implante segun una de las reivindicaciones anteriores, caracterizado por que el extremo proximal del ligador L4
esta unido al nucleo a través al menos de un atomo de Sio P.

13. Implante segun la reivindicacion 12, caracterizado por que el atomo de Si o P es parte de un grupo funcional
seleccionado de silanos, siloxanos, fosfatos, fosfonatos y fosforanos.
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14. Uso de una biomolécula para la fabricacion de un implante segin una de las reivindicaciones 1 a 13 para el
tratamiento de dafios dentales.
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Figura 1

Figura 2
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Figura 3
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Figura 4-A

Figura 4-B
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Figura 5
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Figura 6
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Figura7
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Figura 8
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Figura 9
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