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Beschreibung
Gebiet der Erfindung
[0001] Die Erfindung betrifft therapeutische Verwendungen von Glucan.
Hintergrund und der Erfindung

[0002] Glucan ist ein Sammelbegriff, der ein Oligo- oder Polysaccharid bezeichnet, das vorwiegend oder
ganzlich aus dem Monosaccharid D-Glukose aufgebaut ist. Glucane sind in der Natur in vielen tausend For-
men, die als ein Ergebnis der hochgradig unterschiedlichen Art und Weise, auf die die einzelnen Glukoseein-
heiten verbunden sein kénnen (glykosidische Verknupfungen), und auch der sterischen Gesamtstruktur des
Stammmolekils moéglich sind, weit verbreitet.

[0003] Das in dieser Erfindung genannte Glucan ist typischerweise eine lineare Kette mittlerer Glukopyrano-
seeinheiten mit einer variablen Anzahl an Seitenzweigen relativ kurzer Lange. Die glykosidischen Verknupfun-
gen sind vorwiegend (nicht weniger als 90%) vom (-1,3-Typ mit einer geringeren Anzahl (nicht mehr als 10%)
an Verknlpfungen vom B-1,6-Typ; die B-1,3-Verknlpfungen bilden den Hauptanteil der Kette des Molekilils,
wahrend die 3-1,6-Vernupfungen vorwiegend in den Seitenzweigen auftreten. Der chemische Name dieser
Form von Glucan ist Poly-(1,3)-B-D-Glukopyranosyl-(1,6)-B-D-Glukopyranose. Glucan ist ein gut beschriebe-
nen Molekdl.

[0004] Diese Form von Glucan wird hauptsachlich in der Zellwand der meisten Pilze (einschlieRlich Hefen und
Schimmelpilzen) und in einigen Bakterien gefunden. Glucan ist, in Kombination mit anderen Polysacchariden
wie Mannan und Chitin, fir die Form und die mechanische Festigkeit der Zellwand verantwortlich. Das Glucan
macht typischerweise annahernd 40 Gew.-% bis 50 Gew.-% der Zellwande in diesen Zellen aus.

[0005] Die chemische Struktur des Glucans der Pilzzellwande ist detailliert untersucht worden, wobei die fol-
genden Verdffentlichungen (,sentinel articles") erschienen sind: Bacon et al (1969); Manners et al (1973).
[0006] Glucane der Pilzzellwande sind lange Zeit in der Industrie, insbesondere in der Nahrungsmittelindus-
trie, gewohnlicherweise in einer halb gereinigten Form, verwendet worden: |hre Verwendungen haben die Ver-
wendung als Stabilisatoren, Bindemittel, Verdickungsmittel und oberflachenaktive Materialien eingeschlossen.
[0007] Esistauch seit mehr als 40 Jahren bekannt gewesen, dass Glucane der Pilzzellwande biologisch aktiv
sind, wobei sie eine Vielzahl an Wirkungen auf die reticuloendothelialen Systeme und Immunsysteme von Tie-
ren auslben. Die herausragende biologische Wirkung ist in dieser Hinsicht ihre Fahigkeit, die Aktivitat der kor-
pereigenen primaren Abwehrzellen — der Makrophage und der neutrophile Leukozyt — nicht spezifisch zu sti-
mulieren. Man glaubt, dass dies an den Rezeptoren fir $-1,3-Glucan liegt, die auf der Oberflache dieser Zellen
auftreten (Czop und Austen, 1985). Die Wechselwirkung zwischen Glucan und dessen Rezeptor erzeugt der-
artige stimulierende Wirkungen, wie verstarkte Phagozytose (Riggi und Di Luzio, 1961), erhdhte ZellgroRe
(Patchen und Lotzova, 1980), verstarkte Zellproliferation (Deimann und Fahimi, 1979), verstarktes Anhaften
und verstarkte chemotaktische Aktivitat (Niskanen et al., 1978) und Herstellung einer grofen Auswahl an Cy-
tokinen und Leukotrienen (Sherwood et al., 1986, 1987).

[0008] Es ist berichtet worden, dass die zuvor erwahnten biologischen Reaktionen des Glucans der Pilzzell-
wande zu einer Vielzahl klinischer Wirkungen fuhren, die verstarkte Widerstandsfahigkeit gegen Infektionen
mit Pilzen (Williams et al., 1978), Bakterien (William et al., 1983), Viren (Williams und Di Luzio, 1985), Proto-
zoen (Cook et al., 1979) in Folge systemischer Applikation; verstarkte Antitumoraktivitat in Folge systemischer
Applikation (William et al., 1985) oder intralesionaler Applikation (Mansell et al., 1975); und verstarkte Immun-
empfindlichkeit (,Immune Responsiveness") in Folge systemischer Applikation (Maeda und Chihara, 1973) be-
inhalten. Es ist leicht zu erkennen, dass diese klinischen Wirkungen hochgradig heilsam und bedeutsam sind
sowie eine Mdglichkeit darstellen, Pharmazeutika auf Basis von Glucanen der Pilzzellwande, wie zum Beispiel
Pharmazeutika mit méglicherweise weitreichender Anwendung sowohl in der Veterindrmedizin als auch in der
Humanmedizin, zu entwickeln.

[0009] Von den verschiedenen getesteten Glucanen der Pilzzellwande hat sich das der Hefe Saccharomyces
cerivisiae hinsichtlich der Wirksamkeit und Sicherheit als ein Immunstimulans bei Tieren und Menschen als an-
nehmbar erwiesen. Nachfolgend wird dieses als Saccharomyces cerivisiae-(,Sc")-Glucan bezeichnet. Vorwie-
gend oder vollstandig B-1,3-Glucane anderer Pilze, Bakterien oder Pflanzen aus der Familie Gaminaceae ha-
ben sich als immunstimulierend bei Tieren erwiesen. Aber verglichen zu Sc-Glucan sind sie entweder nicht so
wirksam oder, wenn sie vergleichbare oder grofere Wirksamkeit aufweisen, dann ist diese gewdhnlicherweise
mit einem hdheren Grad an unerwiinschten Nebenwirkungen verbunden.

[0010] Sc-Glucan hat sich als ein Immunstimulans bei Tieren in unterschiedlichen Formen biologisch aktiv er-
wiesen. Diese beinhalten (a) eine hochmolekuargewichtige (typischerweise groRer als 3 x 10° d), wasserun-
I6sliche, in Mikropartikeln vorliegende Form oder (b) Formen mit kleinerem Molekulargewicht (typischerweise
niedriger als 500.000 d), die in Wasser dispergierbar oder |16slich sind. Es ist beschrieben, dass Wasserldslich-
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keit entweder durch Spaltung der in groften Mikropartikeln vorliegenden Glucanform in kleinere Molekdle unter
Verwendung von Verfahren wie enzymatische Digestion oder Einstellen drastischer pH-Werte oder durch Kom-
plexieren an Salze wie Amine, Sulfate und Phosphate erzielt wird. Der Hauptvorteil der kleineren, wasserlos-
lichen Form gegentber der grofReren, als Mikropartikel vorliegenden Form ist, dass sie sicherer ist, wenn sie
durch parenterale Wege der Verabreichung, wie z. B. intravends, gegeben wird. Es ist ebenso wahrscheinlich,
dass die kleiner dimensionierten Molekule auf einer molekularen Basis besser bioverflugbar sind.

[0011] Bis heute ist es weder technisch mdglich noch wirtschaftlich durchfiihrbar gewesen, Glucan auf kom-
merzieller Basis zu synthetisieren. Somit macht es die Herstellung kommerzieller Mengen von $3-1,3-Glucan
fur therapeutische Verwendungen erforderlich, dass es aus Pilzen, Bakterien, Algen oder Samenkdrnern von
Getreidepflanzen extrahiert wird.

[0012] Wie nachfolgend beschreiben, befasst sich diese Erfindung mit therapeutischen Verwendungen von
Glucan.

[0013] Das Dokument WO 87/01037 beschreibt Glucane, die aus Saccharomyces cerivisiae erhalten worden
sind, fir die Verwendung in einer pharmazeutischen Zusammensetzung zur Pravention oder Behandlung von
Infektionen bei Tieren und Menschen, insbesondere zur Verwendung in der Behandlung von malignen, neo-
plastischen Erkrankungen und zur Stimulierung von Makrophagen-Zellen in vivo zur Erzeugung und Sekretion
eines ldslichen cytotoxischen/cytostatischen Faktors.

[0014] Das Dokument US-5,397,773 beschreibt eine Zusammensetzung und ein Verfahren zum Schiitzen
der Haut vor der Schadigung durch UV-Strahlung oder Sonnenstrahlung, die topische Applikation einer Zu-
sammensetzung, die einen Extrakt aus Hefezellwanden, der Glucane beinhaltet hat, enthalt, auf die Haut um-
fasst.

Zusammenfassung der Erfindung

[0015] Diese Erfindung ist auf die Verwendung von Glucan zur Herstellung eines Medikaments zur Behand-
lung von Hautulzeration oder Knochenbruch oder zur Verstarkung der Fixierung implantierter, orthopadischer
Hilfsmittel gerichtet.

[0016] Unter einem weiteren Gesichtspunkt beschaftigt sich diese Erfindung mit einem Verfahren zur Be-
handlung von Hautulzeration oder Knochenbruch oder zur Verstarkung der Fixierung implantierter, orthopadi-
scher Hilfsmittel, das das Verabreichen von Glucan in Verbindung mit einem oder mehreren pharmazeutisch
oder veterinar annehmbaren Tragern oder Exzipientien an ein Subjekt umfasst.

[0017] Unter einem anderen Gesichtspunkt beschaftigt sich diese Erfindung mit einem Mittel zur Behandlung
von Hautulzeration oder Knochenbruch oder zur Verstarkung der Fixierung implantierter, orthopadischer Hilfs-
mittel, das Glucan gegebenenfalls in Verbindung mit einem oder mehreren pharmazeutisch annehmbaren Tra-
gern oder Exzipientien umfasst.

Detaillierte Beschreibung der Erfindung

[0018] Unter einem weiteren Gesichtspunkt ist diese Erfindung auf die Verwendung von Glucan zur Herstel-
lung eines Medikaments zur Behandlung von Hautulzeration oder Knochenbruch oder der Implantation/Fixie-
rung von orthopadischen Hilfsmitteln gerichtet.

[0019] Unter einem weiteren Gesichtspunkt beschaftigt sich diese Erfindung mit dem Verfahren zur Behand-
lung von Hautulzeration oder Knochenbruch oder der Implantation/Fixierung orthopadischer Hilfsmittel, das
das Verabreichen von Glucan in Verbindung mit einem oder mehreren pharmazeutisch oder veterinar annehm-
baren Tragern oder Exzipientien umfasst.

[0020] Unter einem immer noch weiteren Gesichtspunkt dieser Erfindung wird ein Mittel zur Behandlung der-
maler Hautulzeration, zur Verstarkung der Wiederherstellung von Knochen- und Bindegewebe, oder zur Imp-
lantation/Fixierung orthopadischer Hilfsmittel, wobei das Mittel Glucan in Verbindung mit einem oder mehreren
pharmazeutisch oder veterindr annehmbaren Tragern oder Exzipientien umfasst, bereitgestellt.

[0021] Beidiesen therapeutischen Verwendungen von Glucan kommt eine wirksame Menge Glucan zum Ein-
satz. Was eine wirksame Menge ausmacht, wird von den besonderen, zu behandelnden Beschwerden sowie
von An und Form der Verabreichung abhangen. Im Allgemeinen wird eine Zusammensetzung oder ein Medi-
kament Glucan in einer Menge von 0,05% (g/g) bis 30% (g/g), wie bspw. 0,1 bis 5% (g/g), spezieller von 0,3%
bis 1% (g/g) und sogar noch spezieller von 0,25 bis 0,5% (g/g) enthalten.

[0022] Eine besonders vorteilhafte therapeutische Applikation fir Glucan (wie als Mikropartikel vorliegende,
I6sliche oder gelartige Formen, die auf eine der zuvor erwahnten Methoden hergestellt worden sind oder durch
Methoden aus dem Stand der Technik hergestellt worden sind) gemaf der vorliegenden Erfindung liegt in der
Behandlung dermaler Ulzeration. Es ist bekannt, dass 3-1,3-Glucan die Heilung bei durchgehenden, durch
Operation erzeugten Hautwunden bei Tieren und Menschen ohne dysfunktionale Heilung férdert. Topisch oder
parenteral appliziertes Glucan ist namlich in der Lage, die Heilungsreaktion bei Hautwunden mit normalen Hei-
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lungsmechanismen zu beschleunigen. Im Allgemeinen nimmt man an, dass Glucan dies durch Aktivierung von
Wundmakrophagen erzielt. Makrophagen sind kritische Zellen im Heilungsprozess, die eine Reihe von Cyto-
kinen und Wachstumsfaktoren erzeugen, die verschiedene Komponeten der Heilungskaskade initiieren — nam-
lich Fibroplasie, Collagenerzeugung, Angiogenese, Epithelialisierung und Collagenvernetzung. In diesem Pro-
zess spielt der Makrophage eine Schlisselrolle beim Regulieren, wobei er das Verfahren sowohl initiiert als
auch hilft, sicherzustellen, dass das Verfahren in einer koordinierten und integrierten An und Weise voran-
schreitet. Es wird angenommen, dass es eine primare Wirkung des Glucans ist, eine temporale Beschleuni-
gung der Heilungskaskade zu erzeugen.

[0023] Dermale Geschwiire sind typischerweise chronische Wunden, die einen ziemlich unterschiedlichen
Satz an physiologischen Eigenschaften, innerhalb der Wunde zu wirken, im Vergleich zu akuten Operations-
wunden, aufweisen. Wohingegen die Physiologie des Heilungsprozesses fiir akute Operationswunden gut be-
schrieben ist, ist sie fur chronische Geschwiire schlecht bestimmt. Geschwiire zeigen typischerweise entweder
wegen konstanter Reizung oder konstantem Druck (wie Dekubitus oder Wundliegen) oder wegen einge-
schrankter Blutversorgung (wie in Individuen mit arterieller Ischamie oder vendser Thrombose) oder Infektion
(wie ,Tropen"-Geschwiure) oder Nervenschaden (,neurotrophe" Ulzerationen) oder Diabetes schlechte bis ver-
nachlassigbare Heilung. Geschwiire besitzen verschiedene pathologische Befunde, und die zugrundeliegen-
den Ursachen kdnnen, wo sie bekannt sind, ziemlich verschieden sein. Verschiedene Arten von Geschwduren,
die gemal dieser Erfindung behandelt werden kénnen, enthalten diejenigen, die mit physischer Verletzung
(Strahlung, thermische Verbrennungen, Dekubitus, Insektenbisse), beeintrachtigter Durchblutung (arteriell, ve-
nds), Infektion (Knochen, pyrogenenes, synergistisches Gangran, Syphilis, Tuberkulose, Tropenerkrankun-
gen, Pilzerkrankungen), Neoplasie (primarer Hauttumor, Metastasen, Leukdmie) und neurotrophen Lasionen
(Rickenmarklasionen, periphare Neuropathien) verbunden sind.

[0024] Geschwire, die mit dysfunktioneller Heilung verbunden sind, variieren stark hinsichtlich der Schwere:
von Hautwunden, die sich in die Dermis erstrecken und eine Oberflache von 1-2 cm? besitzen, bis zu Wunden,
die sich durch die Dermis, das subkutane Gewebe und Muskeln erstrecken und Vertiefungen und Hohlrdume
mit Volumina von annéhernd 500 cm?® bilden. Insbesondere die gréReren Geschwiire kdnnen entkraftend und
einschrankend sein und eine intensive und teure Therapie zur Behandlung erfordern. Kontrolle von Wundsep-
sis, regelmafige Wundreinigung, regelmafige Verbande, hypostatische Ableitung und Korrekturoperation sind
nur einige der gegenwartigen Standardtherapien. Jedoch sind gegenwartig zugangliche, am besten gebrauch-
liche Wundbehandlungstherapien nicht gleichmaRig erfolgreich, bendtigen betrachtliche Zeitspannen, um
glinstige Ergebnisse zu erzielen, sind mit schlechten Anteilen der Einhaltung durch den Patienten verbunden,
sind im Allgemeinen teurer und sind mit einer hohen Haufigkeit des Widerauftretens von Geschwiren verbun-
den. Es ist von Margolis (J. Dermatological Surgery (1995) 21(2) 145-148) angemerkt worden, dass ,ein Man-
gel an Daten besteht, der die Wirksamkeit eines topischen Mittels zur Behandlung von Druckgeschwiiren ad-
aquat behandelt".

[0025] Es kann daher erkannt werden, dass in Anbetracht der hohen Haufigkeit von Geschwiiren in der Ge-
sellschaft und die Behandlungskosten fiur die Gesellschaft ein dringender Bedarf besteht, verbesserte Thera-
pien zu entwickeln. Idealerweise sollte eine derartige Therapie eine hohe Erfolgsrate aufweisen, komfortabel
zu verwenden sein und schnell eine klinische Reaktion erzeugen, um die Einhaltung durch den Patienten zu
ermoglichen sowie vorzugsweise preiswert sein.

[0026] Eine besondere Schwierigkeit bei der Entwicklung einer einheitlich erfolgreichen Behandlung, die eine
Verbesserung gegenuber gegenwartigen Behandlungsmodalitaten sein kann, ist die Uneinheitlichkeit der ver-
schiedenen Arten von Geschwiiren, bei denen sowohl die zugrundeliegenden, ursachlichen Krankheitsverlau-
fe als auch die Pathophysiologie innerhalb der Wunden eine betrachtliche Abweichung zeigen. Diese verwir-
rende Variabilitat ist das allgemein schlechte Verstéandnis davon, welche der verschiedenen Komponenten der
Heilungsreaktion dysfuntionell ist und daher zur primaren Pathologie der dysfunktionellen Heilungsreaktion
beitragt. Damit kann ein erfolgreicher Antagonismus der Dysfunktion eines besonderen Teils der Heilungskas-
kade bei einer Art von Geschwdr nicht notwendigerweise bei einer anderen An von Geschwir erfolgreich sein.
Insbesondere gibt es keinen Beweis daflr, dass Immunsuppression lokaler Wunden oder Makrophagendys-
funktion pathologische Schliisselmerkmale sind, oder dass die Verstarkung lokaler Immunmechanismen inner-
halb derartiger Geschwire zu verstarkten Heilungsreaktionen flihren wiirde, wie es bei unkomplizierten, ope-
rativen Hautwunden ohne dysfunktionelle Heilungsreaktionen beobachtet wird.

[0027] Daher war es vollig unerwartet zu finden, dass topische Applikation von Glucan bei Dekubitus, vendser
Statis und artiellen, ischamischen Geschwuren schnelle und wirksame Heilungsreaktionen an diesen Wunden
induziert. Dies war unerwartet, (a) weil der primare, ursachliche Faktor diese Arten von Geschwiliren beein-
trachtigte Blutversorgung ist und es kein Anzeichen daflir gibt, vorzuschlagen, dass dies eine Reaktion auf den
Antagonismus durch ein Immunstimulans ware, und (b) weil es erwartet werden kdnnte, dass, sogar wo es
mdglich sein kdnnte, die Heilungsreaktion zu férdern, das beeintrachtigte Gefallsystem an der Wunde die Hei-
lungsreaktion behindert, wie es bei gegenwartigen Behandlungsmodalitaten beobachtet wird. Die heilende
Wirkung von Glucan bei diesen Arten von Geschwiren ist es sogar noch bemerkenswerter, wenn man be-
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denkt, dass eine vollstandige Heilungsreaktion in der Abwesenheit anderer unterstiitzender Therapien wie
Sepsiskontrolle, hypostatische Ableitung und Korrektur der primaren Ursache erzielt werden kann.

[0028] Die Behandlung von Dekubitusgeschwiiren und Venostasegeschwiren sind gemaR dieser Erfindung
besonders bevorzugt, obwohl die Erfindung nicht auf die Behandlung dieser Geschwirformen beschrankt ist.
[0029] Dekubitusgeschwiire entstehen durch mehrere Mechanismen. Sie sind eine unheilvolle Komplikation
der Immobilisierung. Sie kénnen von Scherkraften auf der Haut, einer Schlagverletzung auf der Haut, Drogen
und verlangertem Druck, der dem Gewebe die Blutversorgung entzieht, stammen. Reizende oder verunreinig-
te Injektionen und verlangerter Kontakt mit Feuchtigkeit, Urin und Fakalien spielt ebenso eine bedeutende Rol-
le. Verringerte Durchblutung der Haut ist ebenfalls ein erheblicher Risikofaktor. Die Geschwiire variieren hin-
sichtlich der Tiefe und erstrecken sich oft von der Haut bis an einen Knochendruckpunkt. Die Behandlung ist
schwierig und gewdhnlich langwierig. Chirurgische Techniken sind gegenwartig die bedeutsamsten Mittel, um
eine optimale Heilung zu erzielen.

[0030] Annahernd die Halfte der vendsen Geschwiire sind mit unsachgemalem Perforieren von Venen im
Bereich des Knéchels verbunden und stellen ein langfristiges Problem bei vielen immobilen Patienten dar. UI-
zeration ist selten ein Symptom primarer Krampfadern, steht aber praktisch immer in Verbindung mit Insuffizi-
enz der poplitelaen Venenklappe. Venostasegeschwiire sind duerst haufig nur proximal oder distal zum
Schienbeinknéchel (ossales Sprunggelenk, bony ankle joint) und entwickeln sich haufig an Stellen geringflgi-
ger Verletzung oder von Hautinfektionen. Narbenbildung und sekundare Infektion beeintrachtigen jeweils die
Heilung und machen erneutes Auftreten Ublich, wenn Heilung auftritt. Die naturliche Geschichte venéser Ulze-
ration ist zyklisches Heilen und erneutes Auftreten.

[0031] Im Fall von Dekubitusgeschwiren wird das Glucan vorzugsweise in der Form eines Puders (als Mikro-
partikel vorliegendes Glucan) oder in einer Creme- oder Salbenbasis (als Mikropartikel vorliegende, l16sliche
oder gelartige Formen von Glucan) appliziert. Die Applikation ist im Allgemeinen taglich und kann eine Zeit-
spanne andauern, die daftir ausreichend ist, die Geschwire zu heilen, wie z. B. 7 bis 28 Tage. Man beobachtet,
dass die Reaktion auf die Glucantherapie innerhalb von 2 bis 3 Tagen mit Anzeichen frischer Granulation und
Epithelwachstum sichtbar wird. Die erforderliche Zeitdauer, um Geschwdre zu heilen, wird gemaf einer Anzahl
an Faktoren wie GeschwiirgroRe, Grad der Wundsepsis und Erndhrungszustand des Wirts schwanken. Typi-
scherweise wird das Wundvolumen innerhalb von 2 bis 3 Wochen um 50% reduziert, wobei vollstandiges oder
beinahe vollstandiges VerschlieRen der Wunde in 4-6 Wochen nach Beginn der Glucantherapie bewirkt wird.
Es ist bemerkenswert, dass die meisten der Dekubitusgeschwidre, in denen Glucan eine Heilungsreaktion be-
wirkt, gegen die Standardtherapie, einschlieRlich einer breiten Spanne topischer Praparate und Wundverban-
den, fur Zeitrdume von bis zu 7 Jahren refraktar gewesen sind.

[0032] Aufeine ahnliche Weise fordert die Applikation als Mikropartikel vorliegender, I6slicher oder gelartiger
Formen von Glucan bei Venostasegeschwuren und materiellen ischdmischen Geschwiren die Heilung der Ge-
schwiire. Wie bei Dekubitusgeschwiren fihrt die Behandlung dieser Geschwiire mit Glucan innerhalb von 2-3
Tagen nach dem Beginn der Glucantherapie zu einer klinischen Reaktion in der Wunde mit derartigen Hei-
lungsanzeichen wie dem Auftreten von frischem Granulationsgewebe und weniger Trimmern, die zu einem
saubereren Erscheinungsbild in der Wunde fiihren. Glucan in der Form eines Puders, einer Creme, einer Lo-
tion, einer Salbe oder eines Gels kann taglich auf die Stelle des Geschwiirs topisch appliziert werden, bis Hei-
lung eintritt. Die chronische Natur der zugrundeliegenden vaskularen Erkrankung bedeutet in diesen Fallen,
dass die Veranlagung zur Bildung derartiger Geschwiire bei dem Patienten verbleibt. Es kann daher notwendig
werden, die Glucantherapie auf langfristiger Basis fortzusetzen, um das erneute Auftreten zu verhindern.
[0033] Es istdaher ersichtlich, dass es eine vollig unerwartete Beobachtung ist, dass Glucan dazu in der Lage
ist, die Heilungsprozesse bei Hautgeschwiiren zu férdern, wenn die individuellen Komponenten des Heilungs-
prozesses im Wesentlichen normal sind, aber nicht dazu in der Lage sind, die dysfunktionelle Ursache, wie
unzureichende Blutzufuhr, unzureichende vendse Ableitung, UbermaRiges Gewebeddem, Infektion, konstan-
ter Druck oder verschiedene andere Ursachen, zu bekampfen.

[0034] Man beobachtet, dass die Applikation von Glucan auf Geschwiure, wie oben beschrieben, eine hohe
Geschwindigkeit der therapeutischen Reaktion erzeugt. Hautgeschwire, die entweder unempfanglich oder
schwach empfanglich fir herkémmliche Wundbehandlungspraxis sind, reagieren typischerweise innerhalb
mehrerer Tage auf die Behandlung mit Glucan, die in einem grof3en Teil der Falle zu einer vollstandigen Hei-
lung innerhalb mehrerer Wochen der Behandlung fiihrt. Man findet, dass Glucan in der Behandlung von Ge-
schwiren wirksam ist, wenn es lokal auf die Wunde in verschienenen Formen, wie z. B. ein Puder, ein Gel,
eine Creme oder ein Verband, wie eine Mullbinde, oder ein gallertartiges Material oder irgendeine andere Zu-
sammensetzung, die Fachleuten auf dem Gebiet der pharmazeutischen Formulierung allgemein bekannt sind,
appliziert wird.

[0035] Unter einem verwandten Gesichtspunkt kann die Behandlung von Geschwiiren, die auf herkbmmliche
Therapien (wie normale Verbande oder Salben) ansprechen, durch Verabreichung von Glucan beschleunigt
werden.

[0036] Eine andere unvorhergesehene therapeutische Anwendung fir Glucan (wie z. B. als Mikropartikel vor-
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liegende, 16sliche oder gelartige Formen, die auf eine der zuvor erwahnten Methoden oder andere, im Stand
der Technik bekannte Verfahren hergestellt worden sind) gemaR der vorliegenden Erfindung liegt in der Be-
handlung von Knochenbruch. Die Wiederherstellung eines gebrochenen Knochens kommt charakteristischer-
weise durch ein Wiederherstellungsverfahren zustande, das grundsatzlich analog bei Weichgewebe wie Haut
zu beobachten ist, sich aber hinsichtlich einiger bedeutender Gesichtspunkte unterscheidet. Bei einem Kno-
chen ist ein bedeutender, friiher Schritt im Wiederherstellungsverfahren die Bildung einer faserigen, als Callus
bekannte Struktur, die die gebrochene Stelle verbriickt, wobei sie ein Gerust flir den Wiederherstellungspro-
zess bildet und ein Maf} an Immobilisierung der gebrochenen Stelle gewahrleistet. Zu gegebener Zeit wird der
Callus mineralisiert, was fir Kontinuitat mit dem verletzten Knochen sorgt, und erfahrt ein Mal an Umbildung
zu annahernd der urspruinglichen Form des Knochens. Unter diesem Gesichtspunkt der Erfindung verstarkt die
Applikation von Glucan auf die Stelle der Verletzung die Geschwindigkeit der Wiederherstellung des verletzten
Knochens, was somit die Behandlung des Bruches vereinfacht.

[0037] Man beobachtet, dass die Wirkung einer derartigen Behandlung eine friihere Einleitung der Callusbil-
dung und eine frihere Organisation des Bindegewebes innerhalb dieses Callus ist, was fir eine feste, faserige
Matrix sorgt. Das Ergebnis davon ist der Aufbau eines immobilisierenden Callus zu einer friiheren Zeit mit der
wichtigen klinischen Wirkung der Verringerung der Gefahr der Trennung der gebrochenen Kanten des Kno-
chens. Dies ist eine hochgradig wiinschenswerte Wirkung sowohl bei Tieren als auch bei Menschen, weil jeg-
liche Spaltung der Bruchstelle die Ursache flr eine verzogerte Heilung sein kann. Spaltung an der Bruchstelle
bleibt ein Problem, sogar wenn Methoden physikalischer Immobilisierung durch mechanische Mittel wie starre
Schienen (wie z. B. Gipsverbande oder Bandagen) oder Implantate (wie Nagel oder Schrauben) verwendet
werden. Wahrend man findet, dass der Prozess der Mineralisierung durch die Glucanbehandlung nicht merk-
lich verstarkt wird, findet man, dass die Wirkung von Glucan bei der Beschleunigung der Callus-Phase die Wir-
kung der Verringerung der Gesamtzeit bis zur Vervollstandigung der Mineralisierung hat.

[0038] Das Glucan wird vorzugsweise direkt auf die Stelle der Knochenverletzung in einer Form aufgetragen,
die die Retention des Glucans an der Stelle des Bruchs maximiert. Formulierungen zur langsamen Freisetzung
sind im Stand der Technik wohlbekannt und werden in diesen Anwendungen vorzugsweise verwendet. Man
findet, dass das viskose Gel, dass durch die in dieser Erfindung beschriebene Ausfiihrungsform gebildet wor-
den ist, wobei eine hochgradig alkalische Lésung von Iéslichem Glucan in einer Konzentration von ber 15
mg/ml (von 15 mg/ml bis 500 mg/ml, bevorzugter von 15 mg/ml bis 30 mg/ml) auf pH 7,5 eingestellt wird (Bei-
spiel 4), eine bevorzugte Form ist. Diese Form ist ausreichend viskos und mit Blut und Gewebeflissigkeiten
nicht mischbar, um an der Stelle der Auftragung fiir Zeitspannen von bis zu 48 Stunden zu verbleiben. Ein zu-
satzlicher Vorteil dieser gelartigen Form ist es, dass sie ausreichend bearbeitbar ist, um durch feine Kanulen
injiziert werden zu kénnen. In dieser Form kann das Glucan durch Injektion in die Bruchstelle verabreicht wer-
den, wo der Bruch ohne das Erfordernis operativer Freisetzung des Knochens repositioniert wird. Alternativ
kann das Gel auf die Bruchstelle wahrend der offenen, operativen Repositionierung von Briichen verabreicht
werden.

[0039] Die mogliche Nutzlichkeit der Glucanbehandlung fir Knochenbriiche bei Menschen ist von den Erfin-
dern in einem Tierversuch gezeigt worden. Die Ratte ist ein Standardmodell, das in der experimentiellen Me-
dizin fur die Erforschung von Knochenbriichen verwendet wird, und wird allgemein als direkt voraussagend fur
die Therapie bei Menschen betrachtet (Bak et al. 1992). Bei diesem Tierversuch haben die Erfinder festgestellt,
dass die Injektion von 2 ml I6slichen Glucans in einer Konzentration von 15 mg/ml in einer gelartigen Form an
der Stelle eines gebrochenen Oberschenkelknochens zu einer beschleunigten Heilung im Vergleich zu nicht
behandelten Briichen fihrte, wie es durch erhéhte Zugfestigkeit der teilweise verheilten Knochen nach 12 Ta-
gen bewiesen wurde (Beispiel 10).

[0040] Es kann daher leicht vorausgesehen werden, dass Glucan, das nicht toxisch und physiologisch an-
nehmbar ist, weitreichende Anwendung in der Behandlung von Briichen in der Human- und Tiermedizin finden
kann. Beispielsweise wird eine einzelne Bolusinjektion oder -applikation von Glucan an der Stelle des Bruches
die Heilung férdern und die Zugfestigkeit des verheilten Knochens erhéhen.

[0041] Ein weiterer, unerwarteter, therapeutischer Nutzen ist es, dass Glucan die Fixierung von Vorrichtungen
wie Nadeln, Schrauben, kiinstlichen Gelenken und Prothesen, die in oder auf den Knochen fixiert oder implan-
tiert worden sind, verstarkt. Man beobachtet, dass die Applikation von Glucan (wie durch lokale Auftragung ei-
nes Puders oder Gels oder durch Injektion) an die Stelle der Fixierung der Vorrichtung den lokalen Entzin-
dungsprozess signifikant verstarkt, der als Reaktion auf den Kontakt der Vorrichtung mit dem Knochen auftritt
und im Allgemeinen ein integraler Bestandteil der Festigkeit der Bindung zwischen dem Knochen und der Vor-
richtung ist.

[0042] Eine besondere therapeutische Indikation fur Glucan (entweder als Mikropartikel vorliegende oder I8s-
liche Formen, die nach einer der zuvor erwdhnten Methoden oder nach Methoden des Standes der Technik
hergestellt worden sind) gemaR der vorliegenden Erfindung liegt in der Behandlung von verletztem Bindege-
webe wie Sehnen und Bandern, was bislang nicht beschrieben oder vorgeschlagen worden ist. Derartige Ge-
webe sind typischerweise dicht faserig, weil sie relativ hohen Spannungsbelastungen unterworfen sind. Diese
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Verletzungen beinhalten zum Beispiel (a) akute oder chronische Entziindung in Verbindung mit Uberbeanspru-
chung, Dehnung oder Verletzung, derartige Zustande, die typischerweise mit Sportverletzungen oder dem als
RSI-Syndrom (Repetitive Strain Injury) bekannten Syndrom oder Gibermafliger oder ungewdhnlicher Belastung
in Verbindung stehen, und (b) Operation, insbesondere wenn das Gewebe durchtrennt oder durchschnitten
wird, sind aber nicht darauf beschrankt. Es ist bekannt, dass Verletzungen dieser An in derartigen Geweben
typischerweise langsamer heilen, teilweise aufgrund der relativen Schwierigkeit der vollstandigen Ruhigstel-
lung des verletzten Gewebes wegen ihrer Spannungen hervorrufenden Funktionen, aber grofitenteils wegen
des charakteristischerweise niedrigeren Grads an Aktivitdt sdmtlicher Gesichtspunkte der Gewebeheilungs-
kaskade im Vergleich zu der, die in Weichgeweben beobachtet wird. Eine bedeutsame Ursache dieses ver-
gleichsweise niedrigen Grads an Gewebewiederherstellungsaktivitat in Sehnen und Bandern ist eine einge-
schranktere Blutversorgung im Vergleich zu den meisten Weichgeweben. Man findet, dass die Applikation von
Glucan auf die verletzte Sehne oder das verletzte Band entweder zum Zeitpunkt der akuten Verletzung, wie z.
B. die folgende Operation oder eine dulRere Verletzung, oder bei chronischer Verletzung wie chronischer Ent-
zundung sowohl die Geschwindigkeit des Ansatzes als auch den Grad der Heilungsreaktion in diesen Gewe-
ben férdern wird, was im Fall der Operation zur friheren Rickkehr der normalen Festigkeit und Funktion und
im Fall der Entziindung zur friheren Auflésung des Entziindungsprozesses fihrt. Das Glucan kann direkt in
die verletzte Sehne oder das verletzte Band injiziert werden. Obwohl es beschrieben worden ist, dass Glucan
ein wirksamer Verstarker der Wundheilung im Hautgewebe bei gesunden Geweben ist, ist es aus dieser Kennt-
nis nicht offensichtlich, dass Glucan die Fahigkeit besitzt, eine verstarkte Auflosung chronischer Entziindungs-
prozesse zu bewirken oder Heilungsprozesse in Geweben mit beschrankter Blutzufuhr oder in Geweben, von
denen es bekannt ist, dass normale Heilungsgeschwindigkeiten relativ niedrig sind, zu verstarken.

[0043] Es sollte selbstverstandlich sein, dass die neuartigen, therapeutischen, hierin beschriebenen Verwen-
dungen fur Glucan nicht auf Glucan beschrankt sind, das durch die hierin beschriebenen Verfahren hergestellt
worden ist, obwohl dieses Material bevorzugt ist. Samtliche friiheren Glucanmaterialien, wie die durch Hassid
et al, Di Luzio et al, Manners et al und Jamas et al (US Patent No. 5028703, 5250436, 5082936 und 4992540),
kénnen verwendet werden. Vorzugsweise ist das Glucan Sc-Glucan.

[0044] Diese Erfindung wird nun in Bezug auf die folgenden, nicht einschrankenden Beispiele beschrieben,
die verschiedene Ausfuhrungsformen der Erfindung veranschaulichen.

Referenzbeispiel 1

[0045] Als Mikropartikel vorliegendes Glucan wird wie folgt hergestellt:

[0046] Eine 400 g-Probe von kommerziellen Saccharomyces cerivisiae in trockener Form wird zu vier Litern
4%iger (g/v) Natriumhydroxidlésung gegeben und eine Stunde lang unter starkem Rihren auf 100°C erhitzt.
Man lasst die Suspension auf eine Temperatur zwischen 45°C und 50°C abkiihlen, bevor die lysierten Hefe-
zellen aus dem alkalischen Hydrolysat durch zehnminutige Zentrifugierung bei 800 g abgetrennt werden. Die
lysierten Hefezellen werden in einer frischen Charge von drei Litern 3%iger (g/v) Natriumhydroxydlésung er-
neut suspendiert und 15 Minuten lang gekocht. Nach der Abtrennung durch Zentrifugierung werden die lysier-
ten Zellen in einer frischen Charge von 2 Litern 3%iger (g/v) Natriumhydroxidlésung erneut suspendiert, 15 Mi-
nuten lang gekocht und nachfolgend 16 Stunden lang bei 70°C stehen gelassen. Nach der Abtrennung durch
Zentrifugierung werden die lysierten Hefezellen in Wasser erneut suspendiert und 10 Minuten lang gekocht.
Der letzte Schritt wird einmal wiederholt. Nach der Zentrifugierung werden die lysierten Zellen in einer frischen
Probe von zwei Litern Wasser suspendiert, wobei der pH-Wert auf 4,5 durch Zugabe von Phosphorsaure ein-
gestellt worden ist, und die Suspension wird daraufhin 30 Minuten lang gekocht. 500 ml Chloroform werden
nachfolgend zugegeben, die Suspension wird 10 Minuten lang einem kraftigen Schutteln unterzogen und
nachfolgend lasst man die Suspension 10 Minuten lang in einem Scheidetrichter absetzen. Die Suspension
trennt sich in drei eindeutige Phasen auf, eine untere organische Phase, eine obere wassrige Phase und eine
zwischen diesen beiden Phasen liegende Zwischenphase, die grau gefarbt ist. Die untere Chloroformphase
und eine grauliche Zwischenphase werden verworfen, was eine wassrige Phase zurlicklasst, die gesammelt
wird und wie zuvor mit einer frischen Charge von 500 ml Chloroform in Kontakt gebracht wird. Die letzte wass-
rige Phase wird gesammelt, 10 Minuten lang gekocht, um samtliches verbliebenes Chloroform zu entfernen,
und nachfolgend unter Verwendung eines Spriihtrockners getrocknet.

[0047] Eine Analyse der wassrigen Phase zeigte, dass sie nur verzweigtes 3-(1,3)(1,6)-Glucan im Verhaltnis
von 95 bis 98% B-1,3 : 2 bis 5% B-1,6-Verknipfungen enthielt. Die organische Phase ist leicht opak und enthalt
Lipide, aber kein Glucan. Die dazwischen liegende Phase (Zwischenphase) enthalt unverzweigtes 3-(1,3)-Glu-
can (98 bis 100% B-1,3 : 0 bis 2% B-1,6) in Verbindung mit Chitin-, Protein- und anderen nicht-Glucan-Verun-
reinigungen. Biologische Tests zeigten, dass das verzweigte Glucan biologisch signifikant aktiver als unver-
zweigtes B-(1,3)-Glucan in einem Wundheilungstest war.

[0048] Die chemische Zusammensetzung des hergestellten Glucans ist in Tabelle 7 dargelegt.
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Tabelle 7
Chemische Zusammensetzung des durch das Verfahren hergestellten Sc-Glucans

Gew.-%
Glukose' >98
Mannan' <0,2
Protein® <0,5
Glykogen® <0,5
Chitin' <0,3
Lipid* nicht bestimmbar
glykosidische Verkniipfung
B-1,3 96-97
B-1,6 3-4

Analysemethoden:

HPLC

Lowry-Methode

GC-MS

NMR

[0049] Aus dieser Analyse wird ersichtlich, dass das Endprodukt ein verzweigtes 3-(1,3)(1,6)-Glucan ist, das
im Wesentlichen rein ist, nur Spuren von Verunreinigungen enthalt und 2 bis 3% B-1,6-Verknipfungen enthalt.

Referenzbeispiel 2

[0050] Als Mikropartikel vorliegendes Sc-Glucan wird wie folgt hergestellt:

[0051] Eine 400 g-Probe von kommerziellen Saccharomyces cerivisiae in trockener Form wird zu vier Litern
4%iger (g/g) Natriumhydroxidlésung gegeben und eine Stunde lang unter starkem Rihren auf 100°C erhitzt.
Man lasst die Suspension auf eine Temperatur zwischen 45°C und 50°C abkiihlen, bevor die lysierten Hefe-
zellen aus dem alkalischen Hydrolysat durch zehnminutige Zentrifugierung bei 800 g abgetrennt werden. Die
lysierten Hefezellen werden in einer frischen Charge von 3 Litern 3%iger (g/v) Natriumhydroxidlésung erneut
suspendiert und 15 Minuten lang gekocht. Nach der Abtrennung durch Zentrifugierung werden die lysierten
Hefezellen in einer frischen Charge von zwei Litern 3%iger (g/v) Natriumhydroxidldsung erneut suspendiert,
15 Minuten lang gekocht und nachfolgend I&dsst man sie 16 Stunden lang bei 70°C stehen. Nach der Abtren-
nung zur Zentrifugierung werden die lysierten Hefezellen in Wasser erneut suspendiert und 10 Minuten lang
gekocht. Der letzte Schritt wird einmal wiederholt. Nach der Zentrifugierung werden die lysierten Hefezellen in
einer frischen Probe von 2 Litern Wasser, wobei der pH-Wert durch Zugabe von Salzsaure auf 4,5 eingestellt
worden ist, erneut suspendiert und die Suspension wird nachfolgend 10 Minuten lang gekocht. 500 ml Chloro-
form werden daraufhin zugegeben, die Suspension wird 10 Minuten lang einem kraftigen Schitteln unterzogen
und nachfolgend I&sst man die Suspension 10 Minuten lang in einen Scheidetrichter absetzen. Die untere
Chloroformphase und eine grauliche Zwischenphase werden verworfen, was eine wassrige Phase zurticklasst,
die gesammelt wird und wie zuvor mit einer frischen Charge von 500 ml Chloroform in Kontakt gebracht wird.
Die letztendliche wéassrige Phase wird gesammelt und 10 Minuten lang gekocht, um samtliches zurtickbleiben-
des Chloroform zu entfernen, und nachfolgend unter Verwendung eines Sprihtrockners getrocknet.

[0052] Die chemische Zusammensetzung des hergestellten Glucans ist in Tabelle 8 dargelegt.
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Tabelle 8
Chemische Zusammensetzung des durch dieses Verfahren hergestellten Sc-Glucans

Gew.-%
Glukose' >98
Mannan' <0,2
Protein® <0,5
Glykogen® <0,5
Chitin' <0,3
Lipid* nicht bestimmbar
glykosidische Verkniipfung
B-1,3 98-99
B-1,6 1-2

[0053] Es ist ersichtlich, dass im Vergleich zu dem in Referenzbeispiel 1 erhaltenen Endproduktmaterial die-
ses Material einen ahnlichen Reinheitsgrad aufweist, aber geringfiigig weniger B-1,6-Glucan-Verknipfungen
besitzt, was einen geringeren Grad an Seitenverzweigungen anzeigt.

Referenzbeispiel 3

[0054] Ein Protokoll zur Herstellung von minimal polymerisiertem, I6slichen Sc-Glucan ist wie folgt:

[0055] Als Mikropartikel vorliegendes Sc-Glucan wird, wie in Referenzbeispiel 2 genau beschrieben, herge-
stellt. 10 g dieses Materials werden in 100 ml steriler, 5%iger NaOH-L&sung suspendiert und zwei Stunden
lang bei 5°C schwach gerihrt (was einen pH-Wert um pH 13 ergibt). Die Suspension wird dann in einem Ver-
haltnis von 1 : 1 mit sterilem, destilliertem Wasser verdinnt und dann durch eine 1u-Membran filtriert, um die
ungeldsten Feststoffe zu entfernen. Der pH-Wert der filtrierten Lésung wird daraufhin durch Zugabe der 5 M
HCI auf 10 eingestellt und dann gegen zwei Liter destilliertes Wasser (pH 10) in einem Pelicon-System unter
Verwendung einer auf 10.000 D beschrankenden Membran dialysiert. Die Losung kann via Durchlauf durch
eine 0,45 p-Membran steril gemacht werden und der pH-Wert der L6sung kann wie gewilnscht eingestellt wer-
den. Das so hergestellte I6sliche Glucan ist als ein pharmazeutisches Produkt nitzlich.

[0056] Gelpermeationschromatographie (Waters Styragel HR 5E®-Saule; effektive Molekulargewichtsspanne
von 10 x 10* bis 4,0 x 10° Dalton) des léslichen Glucans zeigte, dass das Material im Wesentlichen homogen
mit einer sehr engen Streubreite des Molekulargewichts war, wobei es ein durchschnittliches Molekulargewicht
von 140.000 Dalton und einen Polydispersitatsindex von 2,564 besal3. Bei dieser Bestimmung ist das Ldsungs-
mittel DMSO und die Saulenflussrate 1 ml/min.

Referenzbeispiel 4

[0057] Ein Protokoll zur Herstellung von polymerisiertem, 16slichen Glucan gemaf der vorliegenden Erfin-
dung ist wie folgt.

[0058] Als Mikropartikel vorliegendes Sc-Glucan wird, wie in Referenzbeispiel 2 genau beschrieben, herge-
stellt. 15 g dieses Materials werden in 100 ml steriler, 5%iger NaOH-Ldsung suspendiert und zwei Stunden
lang bei 5°C schwach geriihrt. Die Suspension wird daraufhin bei 1000 g zentrifugiert, um die ungelésten Fest-
stoffe zu entfernen. Der pH-Wert der L6sung wird dann durch Zugabe von 5 M HCI auf 10 eingestellt und dann
gegen 2 L destilliertes Wasser (pH 10) in einem Pelicon-System unter Verwendung einer auf 10.000 D be-
schrankenden Membran dialysiert. Daraufhin wird der pH-Wert durch die weitere Zugabe von Salzsaure auf
7,5 eingestellt, was ein viskoses Gel erzeugt, das als ein pharmazeutisches Produkt nitzlich ist.

[0059] Gelpermeationschromatographie zeigte, dass das Material im Wesentlichen homogen mit einer sehr
engen Streubreite des Molekulargewichts war, wobei es ein durchschnittliches Molekulargewicht von 320.000

9/14



DE 696 30 779 T2 2004.09.23

Dalton und einen Polydispersitatsindex von 2,2 hatte.
Beispiel 5

[0060] Ein Modell der verzdgerten Wundheilung wurde an Ratten entwickelt, um die Fahigkeit des als Mikro-
partikel vorliegenden Sc-Glucans zu testen, die Wundheilung in dysfunktionellen Wunden zu férdern. Die
Bruchfestigkeit von sieben Tage alten Hautwunden bei jungen, ausgewachsenen Laborinzuchtratten wird, wie
vorher kurz dargestellt, bestimmt. Die Ratten werden in diesem Fall jedoch mit Wirkstoffen behandelt, die die
Heilungsreaktion unterdriicken sollen. Dies wird durch tagliche Behandlung ab dem Zeitpunkt der Verwundung
mit einer Kombination von Prednison (1 mg/kg), Cyclosporin A (5 mg/kg) und Azothioprin (2 mg/kg) erzielt. Die-
se dreifache Wirkstofftherapie sorgt flr eine Auswahl unterdriickender Wirkungen auf Makrophagen, Lympho-
zyten und vaskulares Endothelium.

[0061] Tabelle 9 fasst die Ergebnisse der Verwendung von Sc-Glucan in diesem Modell zusammen. Die Wir-
kung der dreifachen Wirkstofftherapie war die erhebliche Verringerung (p < 0,01) der Bruchfestigkeit der Wun-
de nach sieben Tagen. Eine einzelne Applikation von 1 mg als Mikropartikel vorliegendem Sc-Glucan (pro 5
cm linearer Lange der Hautwunde), das durch das erfindungsgemafe Verfahren hergestellt worden war, be-
kampfte die unterdriickende Wirkung der dreifachen Wirkstofftherapie erfolgreich, wobei die Bruchfestigkeit
der Wunde auf die der bei normalen immunkompetenten Ratten beobachteten zurtickkehrte.

Tabelle 9

[0062] Wirkung der topischen Sc-Glucan-Therapie auf die Bruchfestigkeit von Hautwunden bei Ratten mit
und ohne durch Wirkstoffinduktion unterdriickter Wundheilung.

Gruppe | Wirkstoffbehandlung | Glucanbehandlung | Bruchfestigkeit der Wunde (g) (Mittelwert)
1 keine keine ‘ 422
2 ja keine 275
3 ja ja 442
Beispiel 6

Glucanformulierung

[0063] Topische Praparate fiir humane und veterinare Applikationen wurden aus den folgenden Komponen-
ten hergestellt:

Topische Creme
B-1,3-Glucan (als Mikropartikel vorliegend) BP 1 m/g
Zinkstearat BP 3 mg/g
Cetomacrogol® 1000 BP 20 mg/g
Cetostearylalkohol BP 80 mg/g
Phenoxyethanol BPC 1973 5ul/g
Glycerin BP 60 mg/g
Erdnussol BP 40 mg/g
gereinigtes Wasser BP bislg

[0064] Diese Formulierung kann als Formulierung #1 bezeichnet werden.
[0065] Ein Puder zur topischen Applikation wurde aus den folgenden Komponenten hergestellt:
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Topischer Puder

B-1,3-Glucan (als Mikropartikel vorliegend) 100 mg/g

Maiskornmehl BP 900 mg/g

[0066] Diese Formulierung kann als Formulierung #2 bezeichnet werden.
[0067] Eine topische Creme wurde durch Vermischen der folgenden Komponenten hergestellt:

Topische Creme
Paraffinol 80 ml
Olivensl 60 ml
wasserfreies Lanolincetomacrogel® 1000 60 g
Stearinsdure Cetostearylalkohol 58¢g
Glycerylmonostearat Phenoxyethanol 60 g
Olstureglycerylester 25 ml
Wasser 1200 ml
Triethanolamin 27 ml
18sliches Glucan aus Referenzbeispiel 3 20 ml

[0068] Diese Formulierung kann als Formulierung #3 bezeichnet werden und sorgt fur eine Creme, die 5 mg
I6sliches Glucan pro g enthalt.

[0069] Formulierungen #1 bis #3 werden durch Einarbeiten von Glucan in der Form eines Gels variiert. Diese
kdnnen als Formulierungen #1A bis #3A bezeichnet werden.

Beispiel 7

[0070] Ein Dekubitusgeschwur wurde erfolgreich an einem menschlichen Patienten unter Verwendung der
Formulierung #1 behandelt.

[0071] Der Patient war ein 90 Jahre altes mannliches Schlaganfallopfer, das 10 Jahre lang im Krankenhaus
gewesen war und im Wesentlichen bettlagerig war. Ein Dekubitusgeschwir hatte sich 1986 an der rechten Ge-
sélbacke entwickelt und bestand trotz reguldrer medizinischer und pflegender Beachtung fort. Bis 1988 war
das Geschwdir auf einen Durchmesser von 8 cm und eine Tiefe von 4 cm angewachsen. Herkdmmliche Be-
handlungen, die aus reguldrer Sduberung der Wunde, Anbringung von Schutzverbanden und Kdrperpositio-
nierung zur Minimierung des Drucks auf das Geschwur bestanden, waren darin fehlgeschlagen, die fortschrei-
tende Verschlimmerung des Geschwirs anzuhalten.

[0072] Die Behandlung des Sc-Glucan wurde begonnen und beruhte auf der topischen Applikation unter Ver-
wendung der Formulierung #1. Tagliche topische Behandlungen wurden eine Woche lang durchgefihrt und
nachfolgend beendet. Zwei Wochen nach der Behandlung war das Geschwir vollstandig geheilt; die Epitheli-
alisierung war vollstandig und es gab keine sichtbare Narbenbildung.

Beispiel 8
[0073] Ein Patient (Hr. G. W), der unter andauernden Beingeschwduren litt, wurde mit Glucan behandelt (For-

mulierung #1).
[0074] Der Patient war ein 53 Jahre alter Mann, der eine Sportverletzung erlitt, die einen gebrochenen Kné-
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chel einschloss. In Folge dieser Verletzung wurde der Kndchel zweimal wiederhergestellt. Nach der zweiten
Wiederherstellung heilte die Wunde nicht und vier Venostasegeschwiire entwickelten sich trotz der Verwen-
dung systemischer und topischer Bakterizide und Antibiotika.

[0075] Nach funf aufeinanderfolgenden taglichen Applikationen des Glucans, das die Wundheilungscreme
aus Beispiel 5 der Formulierung 1 enthielt, auf drei der Geschwiire verheilte eines, das urspriinglich 3,8 cm x
1,9 cm mal, innerhalb von 10 Tagen vollstandig, eines, das 10,2 x 3,8 cm mal}, wurde auf 6,3 cm % 1,3 cm
wahrend der zehntagigen Behandlungsdauer reduziert und ein weiteres Geschwdr, das 3,8 cm x 1,9 cm mal,
wurde auf 2,5 cm x 1,2 cm reduziert. Die Behandlung wurde am zehnten Tag wieder begonnen und nach zwei
weiteren Behandlungszyklen, die sieben Tage lang Applikation der Creme und sieben Tage lang keine Behand-
lung umfassen, heilten die letzteren beiden Geschwure nach vier Wochen vollstandig. Die Behandlung des
vierten Geschwirs (10 cm x 9 cm), das zwei offene Bander und tibermaflige Gewebenekrose umfasste, wurde
kurz danach begonnen. Nach zehn Tagen taglicher Behandlung gab es klare Anzeichen von erneutem epithe-
lialem Wachstum und von Granulierungsgewebe, was zur Bedeckung der offenen Sehnen durch Granulie-
rungsgewebe und einer Gesamtverringerung der Wundgrof3e auf 8 cm x 7 cm flihrte.

[0076] Der Patient hatte nie derart positive Ergebnisse aus irgendeiner vorherigen Behandlung beobachtet.

Beispiel 9

[0077] Die hintere Seite des vorderen Unterschenkels eines sechs Jahre alten Vollbluthengstes wurde bei ei-
nem Kampf mit einem anderen Hengst schwer verletzt, was einen tiefen Hohlraum mit einem &uferlichen Loch
mit einer Flache von ungeféahr 40 cm x 20 cm erzeugte. Anfangliche Behandlung war die Spulung mit Desin-
fektionsmittel und antibiotischen Lésungen, aber nach mehreren Tagen wurde die Schwere der Verletzung
deutlicher und schien sich zu verschlechtern. Es bestand eine ibermafige und tiefe Verschorfung, die mit einer
Nekrose des tief gelegenen Gewebes einschlie3lich Band und Sehnen und verbundenen Muskelmassen auf-
trat — einige Banderreste waren als ungesund aussehende Stréange vorhanden und das Tier konnte kein Ge-
wicht tragen. Der betroffene Bereich wurde zu dieser Zeit durch topische Applikation der Formulierung #1 aus
Beispiel 5 behandelt.

[0078] Es gab eine sofortige und tiefgreifende Reaktion auf die Glucanbehandlung.

[0079] Die Folge der klinischen Reaktion auf die Behandlung war wie folgt:

24 Stunden nach der Behandlung: abgeschwachte Nekrose mit Verringerung der Vereiterung

36 Stunden nach der Behandlung: merkliche Verbesserung im Erscheinungsbild der Wunde mit Gewebe, das
Vitalitat zeigte

72 Stunden nach der Behandlung: die gesamte Flache flllte sich schnell, wobei Band und Sehnenreste in neu-
es Gewebe eingeschlossen wurden.

96 Stunden nach der Behandlung: Allgemeines Erscheinungsbild einer guten, schnellen und gesunden Hei-
lung mit sichtbarer peripharer Epithelialisierung.

[0080] SchlieBlich schloss sich die Wunde nach 12 Tagen der Behandlung vollstdndig und mit minimaler Nar-
benbildung.

[0081] Zu dieser Zeit trug das Tier Gewicht auf allen Beinen.

Beispiel 10

[0082] Vier erwachsenen Ratten (méannlich, Wistar, Inzucht-erzeugt) wurde der linke Unterschenkel unter Be-
taubung unter Verwendung von aufen angelegter Krafte gebrochen. Die Bruchstelle wurde durch duf3eres Be-
tasten bestimmt. Eine 21-Gauge-Kanile wurde dann durch die Haut Uber die Bruchstelle eingefiihrt und zwi-
schen die gebrochenen Enden des Oberschenkelknochens positioniert. Der Bruch wurde daraufhin auf dem
Standardweg durch Einsetzen eines intramedullaren Nagels durch das Kniegelenk immobilisiert, um durch den
Oberschenkelkopf herauszukommen. Bei zwei Ratten wurden 2 ml kolloidales Glucan, hergestellt nach Refe-
renzbeispiel 4, an die Bruchstelle mittels der vorher positionierten Kandle injiziert. Bei den anderen beiden Rat-
ten wurden 2 ml Kochsalzlésung anstelle des Glucans injiziert.

[0083] Die Kanile wurde daraufhin entfernt und man lief3 sich die Ratten aus der Betaubung erholen. Zwolf
Tage spater wurden die Ratten getétet, die intramedullaren Nagel wurden entfernt und die gebrochenen Ober-
schenkel wurden zur Visualisierung der Bruchstelle und zur Bestimmung der Starke der Heilungsreaktion iso-
liert. Bei den beiden Kontrollratten (Kochsalzlésung) war die Bruchstelle innerhalb eines ansatzweisen Callus
eingeschlossen und konnte leicht durch Verdrehung des oberen und unteren Femorschaftes verschoben wer-
den. Bei den beiden mit Glucan behandelten Ratten war der Callus weiter fortgeschritten, wobei eine bestan-
digere und betrachtlich gréRere Kraft erforderlich war, um die gebrochenen Enden des Oberschenkelknochens
zu verschieben. Es wurde geschlossen, dass die Wirkung des Glucans fiir die Beschleunigung der Callusbil-
dung verantwortlich gewesen war, was zu einer verstarkten Bindung der Bruchstelle 12 Tage nach dem Bruch
geflhrt hatte.
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Patentanspriiche

1. Verwendung von Glucan zur Herstellung eines Mittels zur Behandlung von Hautulceration, Knochen-
bruch oder zur Verstarkung der Fixierung implantierter, orthopadischer Hilfsmittel.

2. Verwendung nach Anspruch 1, worin die genannte Hautulceration Ulceration in Verbindung mit Reizung
der Haut oder Druck, eingeschrankter Blutversorgung oder vermindertem Blutfluss, physischer Verletzung, In-
fektion, Neoplasie oder Nervenschaden ist.

3. Verwendung nach Anspruch 2, worin die physische Verletzung strahlungs-, thermische Verbrennungen,
Decubitus- oder Insektenbissverletzung der Haut ist.
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4. Verwendung nach Anspruch 2, worin die Infektion Knochen-, pyrogenes, synergistisches Gangran, Sy-
philis, Tuberkulose, Tropen- oder Pilzinfektion ist.

5. Verwendung nach Anspruch 2, worin die Neoplasie ein primarer Hauttumor, Metastasen oder Leukamie
ist.

6. Verwendung nach Anspruch 2, worin der Nervenschaden eine Rickenmarksverletzung oder eine peri-
phere Neuropathie ist.

7. Verwendung nach Anspruch 2, worin die genannte Hautulceration ausgewahlt ist aus Decubitus, vené-
ser Stasis und arteriellen, ischemischen Geschwuren.

8. Verwendung nach Anspruch 1, worin Glucan die Callus-Bildung und den Aufbau von Verknipfungsge-
webe bei Knochenbriichen beschleunigt.

9. Verwendung nach Anspruch 8, worin das Glucan in Form einer Formulierung zur langsamen Freisetzung
vorliegt.

10. Verwendung nach Anspruch 1, worin ein implantiertes, orthopadisches Hilfsmittel ein Nagel, eine
Schraube, ein kinstliches Gelenk oder eine befestigte oder in den Knochen implantierte Prothese ist.

11. Verwendung nach Anspruch 1, worin das Glucan in Form von Mikropartikeln, in |6slicher Form oder in
Form eines Gels aus Glucan vorliegt.

Es folgt kein Blatt Zeichnungen
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