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BESCHREIBUNG:

Die Erfindung betrifft die Gewinnung und den topischen Einsatz
von Préparaten, wie Homogenaten, Exirakten und Bestandieilen daraus
(z.B. Enzyme, Llipide, niedermolekulare Anteile) aus Puppen von
Dipteren, insbesondere aus Puppen von Fliegen (z.B. der Gattungen
Sarcophaga, Musca, Lucilia, Phormia, Calliphora) zur Behandiung von
offenen oder schlecht heilenden Wunden jeglichen Ursprungs.

Bei der Wundheilung von Mensch und Tier spielen eine Vielzahl
von Faktoren in einer Kaskade von Prozessen eine entscheidende Rolle,
Der unmittelbare Verlauf ldasst sich unabhéngig vom Typ der Wunden
(chronisch/akut) in drei unterschiedlich lange Hauptphasen
untergliedern. Es beginnt mit der sogenannfen exsudativen Phase, die
von der proliferativen und schlieBlich von der Reparationsphase gefolgt

wird.

In der exsudativen Phase, die klinisch durch ein Wundoedem und
Wwundschmerz charakterisiert ist, stehen Reaktionen mit
vasokonstriktorischen und hédmostaseologischen Effekien im

Vordergrund, Enfstandene GefdRdefekte werden durch Thrombozyten
verschlossen. Die dabei ablaufenden Prozesse locken Makrophagen,
neutrophile Granulozyten und Lymphozyten an, wodurch Phagozytose —
Prozesse initilert werden, die letztlich das Gewebedebridement
einleiten.

Nach der Beseitigung von Zelltrtmmern wird mit der
Einwanderung von Fibroblasten und GefdBendothelzellen die
proliferative Phase der Wundheilung begonnen. Neben dem auf
Einwanderung begrindeten Anwachsen der Zelimasse erfolgt die
verstarkte Freisetzung von Zytokinen und auch Wachstumsfakforen, was
wiederum die Zellproliferation und auch weitere GefdBneubildungen
fordert.  Wahrend gleichzeitigem  Matrixumbau  in dieser Phase
(Umwandlung von Kollagen | in Typ F) entsteht letzilich ein gut
kapillarisiertes  Granulationsgewebe, das zahireiche Makrophagen,
Fibroblasten und auch Mastzellen einschlieBt. Auf diese Phase folgt
dann die Epithelisierungs- und Reparationsphase. Diese st

gekennzeichnet durch eine Einwanderung von peripheren Keratinozyten
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in die Wunde und deren Wundkontraktion. Wdahrend jetzt die
Kapillarendichte reduziert wird, nimmt der Kollagengehalt noch weiter
zu, was fur die Festigkeit der Narbe von groBer Bedeutung ist.

Kommt es aber zu Stdérungen im Ablauf der komplexen Prozesse
dieser drei Wundheilungsphasen, kann eine z.T. betrdchiliche
Verzégerung der Wundheilung die Folge sein. Wird dieser Vorgang auf
46-8 Wochen ausgedehnt, so gilt dies als eine chronische
Wundheilungsstorung. Derartiges tritt hdufig als Folge unterschiedlicher
Erkrankungen auf (z.B als Folge von Immundepression und Diabetes
mellitus, als Ergebnis einer Varikose oder bestimmien Superinfektionen
etc.). MaBnahmen zur Verbesserung der Wundheilung zielen dann auf
die Beschleunigung der Abldufe in den drei erwdhnten Phasen der
Wundheilung. So muB insbesondere eine der Hauptursachen der
verzdgerten Wundhellung -  die mangelnde Bildung von
Granulationsgewebe -  beseitigt werden, die eniweder auf
vermindertem endogenen Wunddebridement oder aber auf der
Ubermdssigen Bildung von Zelldetritus beruht,

Als MaBnahmen zur Reinigung nekrotisch oder fibrinds belegter
akuter oder chronischer Wunden eignen sich chirurgische Verfahren, wie
eine Klretage oder die Wundexzision. Allerdings werden durch diese
Verfohreh erneut Traumata gesefzt, die, ganz besohders bei
chronischen Wunden, zu einer erneuten Verzégerung der Wundheilung
fihren kdnnen. Bei infizierten Wunden sind diese MaBnahmen nicht oder
nur unter einer Antibiotikaprophylaxe einsetzbar. Ein weiteres Problem
stellt die Schmerzhaftigkeit des Eingriffs, dar, der nur unter einer
Lokalandsthesie oder unter einer Vollnarkose durchgeflihrt werden kann.
Bei gréBeren debridierenden  chirurgischen MaBnahmen ist eine
postoperative Immobilisierung erforderlich, Diese ist ganz besonders bei
alteren Patienten, die unter zahlreichen weiteren Erkrankungen leiden,
h&ufig unerwinscht. Ein semlchirurgisches Verfahien, das ein gewisses
technisches Verstdndnis auch seitens der Patienten voraussetzt, ist die
Vakuumversiegelung. Hierbei werden unter permanentem Sog die
Wunden okklusiv abgedeckt und die Beldge kontinuierlich durch den
Unterdruck abgetragen. Dieses Verfahren ist sehr effekiiv, aber erfordert

in der Regel auch eine Immobilisierung. Rein pharmakologische
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Verfahren basieren auf dem Einsatz von proteolytischen Enzymen. Bei
den meisten auf dem Markt befindlichen Substanzen handelt es sich
entweder um Enzyme aus Einzellern oder diese Produkie sind bovinen
Ursprungs. Eine Wirksamkeit in der Praxis findet sich hdufig nur gering.
da eniweder die Konzentration zu niedrig gewdhlt ist oder die
Halbwertszeit der Produkte zu kurz ist oder aber die Zielsubstanzen dem
Wirtsspekirum der Enzyme nicht enfsprechen, Es ist zu erwdhnen, dass
aufgrund getringer Wirksamkeit oder einem fehlenden
Wirksamkeitsnachweis eine Reihe kommerziell erhdltlicher Produkte nicht
mehr auf dem Markt angeboten werden.

Als weitere MaBnahme zur Verbesserung der Wundheilung ist auch
der Einsatz von lebenden Fliegenmaden der Art Lucilia sericata
bekannt. ‘

Diese Art der Therapie, bei der duBerlich gereinigte Maden auf
die Wunden verbracht werden, ist aus der Volksmedizin seit
Jahrhunderten bekannt, Die Maden (Larven) der Fliegen emdhren sich
von nekrotischemn Gewebe, nicht aber von gesundem Gewebe, und
dringen auch nicht in tiefere Schichten ein. Die Lucilia sericata - Larven
beiRen oder nagen das nekrotische Gewebe nicht ab, sondern lysieren
es offenbar durch per os ausgeschiedene Substanzen und saugen dann
den Zellbrel auf, Sle besitzen ndmlich keine Mundwerkzeuge, denn die
beiden Mundhaken dienen lediglich zur Verankerung in der Haut und
konnen dabel Schmerzen hervorrufen,

Die Probleme beim routinemdaBigen Einsatz dieser lebenden
Maden in toto bei der Wundheilung liegen in drei Bereichen. Das erste
Problem und sicherlich nicht das unwichtigste Ist ein ethisches. So ekeln
sich nicht wenige Menschen vor den krabbelnden Maden, die zudem
noch beim Festhalten in der Wunde mit ihren Mundhaken durchaus
beachtliche Schmerzen bereiten. Dann ist es auch schwierig, lebende
Fliegenmaden frel von potentiellen Krankheitserregern wie Bakterien
oder Pilzen zu zUchten, um mikrobielle Infektionen zu vermeiden. Auch
beim Transport vom Labor zum Patienten missen die Fliegenmaden
keimfrei gehalten werden. Ein ebenso bedeutsames Problem ergibt sich
aber auch aus der Logistik. Fliegenmaden kdnnen auf diesem Stadium

nicht ,arretiert" werden, sondern wachsen weiter und verpuppen sich
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nach einiger Zeit. Daher ist es nur sehr schwer maglich, entsprechende
Llarven von geeignefer GréBe bei Ankunft eines entsprechenden
Patienten in der Klinik einsatzf&hig zu haben und fur jede neue
Applikation bereitzuhalten.

Im Bemihen, neue und besser wirksame Medikamente zur
Behandlung von chronischen und akuten Wunden bel Mensch und Tier
zu entwickeln, wurde nun Uberraschenderweise  gefunden, dass die
erfindungsgemdBen Praparate, die Inhalisstoffe von Puppen der
Dipteren (insbesondere der Puppen von Fliegen der Gatfungen
Sarcophaga, Musca, Calliphora, Lucilia, Phormia) enthalten, die
genannten Nachtelle der gegenwdrfigen TherapiemaBnahmen bei der
Wwundheilung beheben kénnen.

Aus den DE 10149153 A1, DE 10138303 Al sowie DE 19901134 Al
war weiterhin die Verwendung von Extrakten aus Fliegenlarven bzw.
Fliegenmaden bekannt, Es war jedoch nicht zu erwarten, dass
Puppenextrakie die gleiche Wirkung wie Madenexirakie besitzen, da
Puppen nicht mehr fressen, also eigentlich keine lysierenden Enzyme
bendtigen. Es ist daher Uberraschend, dass der aus Puppen gewonnene
Extrakt Uberhaupt wirkt, Weiterhin besitfzen die Puppenextrakie auch
zahlreiche Vorteile gegenlber Fllegenmadenextrakten. So kann der
Inhalt der Puppen volllg sauber gewonnen werden, well die Puppenhllie
nach auBen dicht ist und die Oberflache der Puppen sterilisiert werden
kann. Weiterhin ldsst sich das Puppenstadium durch Lagerung in der
Kalte far Wochen oder gar Monate problemlos halten, was eine extreme
Erleichterung gegeniber der Verwendung von lebenden Maden
darstellt, da sich deren Entwicklung nicht mehr stoppen lasst. Weitere
Vorteile der Verwendung von Puppen gegenlber Fliegenmaden sind in
der Beschreibung erwdhnt. So fihrt die Anwendung von Fliegenmaden
bei den Patienten zu Schmerzen und Kot der Fliegenmaden kann die
Wunden verschmuizen und fihrt zu Ublem Geruch. Fliegenmaden
flhren auRerdem zu Ekel bei den Patienten und besitzen somit eine
sehr geringe Patienten-Compliance.

Die erfindungsgemd&Ben Extrakte aus Dipterenpuppen stellen
somit eine signifikante Verbesserung der gegenwdriigen praktizierten

Therapie mit lebenden Maden von Fliegen oder der Verwendung von
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Extrakten daraus dar. Durch Einsatz der Inhaltsstoffe von Puppen ist es
ndmlich moglich, deren Oberfldche intensivst zu sdubern und zu
sterilisieren, die gewonnenen lIsolate aufzureinigen, steril zu filtrieren, zu
lyophilisieren, zu lagem und erst bei Bedarf — dann zudem exakt dosiert
- auf sle zurlickzugreifen. Als derartiges Fertigpréparat bieten diese so
préparierten Inhaltsstoffe kontinuierliche Eingreifmdglichkeiten, die nicht
vom jeweiligen Entwicklungszustand lebender Maden abhdngen.

Die Erfindung betiifft daher Praparate mit wundheilender Wirkung,
die aus dem Inhalt von Dipteren und insbesondere dem Inneren von
Fliegenpuppen gewonnen werden kdénnen,

Ein weiterer Aspeki betiifft Inhaltsstfoffe mit wundheilender
Wirkung, die aus Puppen insbesondere von Veriretern der Gattungen
Sarcophaga, Lucilia, Calliphora, Musca, Phormia bzw, aus einem
Gemisch aus diesen Arten gewonnen werden konnen.

Geeignete Arten aus der Gattung Sarcophaga sind z.B. 3.
carnaria, aus der Gattung Lucilia: L. sericata, aus Musca: M,
domestica, Phormia: P. regina, sowie aus der Gattung Calliphora: C.
erythrocephala. Diese Arten, die im Freiland weit vetbreitet sind und
zudem weltweit in vielen wissenschaftlichen Institutionen gehaifen
werden, kodnnen somit als definiertes Material leicht und in groBer
Menge fir entsprechende Extraktionsprozesse herangezlichtet werden.

Die Erfindung betrifft insbesondere Exirakte mit wundheilender
Wirkung, die aus dem Inneren von Puppen gewonnen werden, sobald
deren Kokon ausgebildet ist.

Die Erfindung betrifft auch ein Verfahren zur Herstellung
geeigneter Exitrakte mit wundheilender Wirkung, das dadurch
gekennzeichnet ist, dass die Puppenhllle zundchst GuBerlich gereinigt
und von potentiellen Erregern befreit worden ist. Die Erfindung betrifft
sodann auch ein weiteres Verfahren zur Gewinnung von Extrakten mit
wundheilender Wirkung, das dadurch gekennzeichnet Ist, dass das
Puppeninnere entnommen wird, wobel das gewonnen Homogenisat in
eine wasserldsliche und eine nicht — [&sliche Fraktion aufgetrennt
werden kann. Die 16slichen Anteile werden aufbewahrt,

Die Homogenisierung kann durch Zusatz von Chemikalien, durch

mechanische Homogenisierung oder durch Anwendung von Uliraschall
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erfolgen. Die Trennung von l&slichen und ungeldsten Anteilen kann z.B.
durch Filtration und/oder Zentrifugation durchgefuhrt werden. Das
gesamte Verfahren wird zur besseren Konservierung von Wirksubstanzen
im lIsolat unter KUhlung durchgefihrt, AnschlieBend erfolgt die
Aufbewahrung der geldsten Homogenisationsbestandteile durch
Einfrieren oder durch Gefriertrocknung. Ferner kdbnnen weitere bekannte
Substanzen (z.B. Puffer, Salze, Antioxidationsmittel oder microbizide
Substanzen etfc.) zur Stabilisierung der Prédparatbestandteile (z.B.
Proteine, Enzyme, Proenzyme, Llipide, niedermolekulare Anteile etc.)
zugesetzt werden.

Die Herstellung der erfindungsgemdBen Praparate erfolgt
dadurch, dass Larven der erwdhnten Dipteren auf geeigneten
Substraten (z.B. Pferdefleisch) herangezlichtet werden und dann auf
Holzspdne gegeben, wo sich die Maden verpuppen konnen. Die
Fliegenpuppen werden gesammelt, duBerlich gereinigt und verwendet,

Die erfindungsgemdBen Prédparate schlieBen im allgemeinen
jegliche aus Dipteren-Puppen erhdliliche Préparate, einschlieBlich
Homogenate, Extrakie oder  Bestandteile daraus, die  zur
Wundbehandlung geeignet sind, ein,

Die gewonnenen insbesondere wdassrigen Exirakie oder lIsolate
werden vor der Aufarbeitung in geeigneten Tradgermedien, 2z.B.
physiologische Salzlbésungen, sterile Elekirolytldsungen,
Albuminldsungen, Olen, Fetten etfc., aufbewahrt,

Die Erfindung betrifft auch die erfindungsgemd&Ben Préparate zur
Verwendung als Arzneimittel, bzw. Arzneimittel, die aus den
erfindungsgemdBen Praparaten erhdltlich sind oder aus ihnen
bestehen.

Die  Erfindung betrifft weiterhin die Verwendung der
erfindungsgemdaBen Praparate zur Herstellung eines Arzneimittels zur
Wundbehandlung, insbesondere zur topischen Anwendung.

Die Erfindung betrifft auch Arzneimittel, gekennzeichnet durch
einen wirksamen Gehalt an den erfindungsgemdBen Extrakten oder
Bestandteilen daraus mit wundheilender Wirkung zusammen mit einem
pharmazeutisch geeigneten physiologisch vertraglichen Tragerstoff,

Zusatzstoff und/oder anderen  Wirk- und Hilfsstoffen, Wegen der
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pharmakologischen Eigenschaften eignen sich die erfindungsgemalen
Praparate  bzw. Arzneimittel insbesondere zur Therapie von
oberfladchlichen oder fiefen chronischen wie akuten Wunden jeglicher
Genese.

Unter dem Begriff ,chronische und akute Wunden jeglicher
Genese" werden beispielsweise Wunden verstanden wie
Operationswunden, die gezielt oder ungewollt sekunddr heilen sollen,
Schnitt-, Stich-, Schurf-, BiB-, oder Schussverletzungen sowie andere
Wunden, die nicht primd&r mittels chirurgischer Naht oder einem
primdaren WundverschluB behandelt werden kénnen. Ferner sind mit
dem Begriff der akuten Wunden auch alle Wunden gemeint, die durch
ein mikrobielle Infektion nicht primdr abheilen kénnen und alle Wunden,
deren Manifestation 4 Wochen und weniger betrdgt, Chronische
Wwunden sind alle Verletzungen, die mit der Aufhebung der Integritat
des Epithels einhergehen und ldnger als 4 Wochen manifest sind.
Insbesondere sind hiermit schlecht hellende Wunden auf der Basis eines
Diabetes mellitus, einer Varlkose oder einer Venenthrombose, eines
rheumatischen Leidens, einer Vaskulitls, einer arteriellen
Verschlusskrankheit, eines Leidens der LymphgefdBe, hdmatologischer
Erkrankungen und wdhrend oder nach Infektionen der Wunden gemeint.

Die Erfindung betrifft auch ein Verfahren zur Herstellung eines
Arzneimittels, das dadurch gekennzeichnet ist, dass die
erfindungsgemaien Extrakte oder Bestandteile daraus mit
wundheilender Wirkung mit einem pharmazeutisch geeigneten und
physiologisch veriraglichen Tréger und gegebenenfalls weiteren
geeigneten Wirk-, Zusatz- oder Hilfsstoffen in eine geeignete
Darreichungsform gebracht werden.

Die Applikation der erfindungsgemdBen Arzneimittel erfolgt in der
Regel topisch. Geeignete pharmazeutische Zusammensetzungen flr die
topische Anwendung auf der Haut liegen vorzugsweise als Salbe,
Lésung, Suspension, Creme, Puder, liposomalen oder olesomalen
Formulierungen, Gel, Lotion, Paste, Spray, Aerosol oder Ol vor, Als
Trager kénnen Vaseline, Lanolin, Polyethylenglykole, Alkohole und
Kombinationen von zwel oder mehreren dieser Substanzen verwendet

werden. Die erfindungsgemdBen Pr&parate, insbesondere in der Form



10

15

20

25

30

35

WO 2006/066619 PCT/EP2004/053624

von Extrakten oder Enzymisolaten sind im aligemeinen in einer
Konzentration von 0.1 Gew.-% bis 100 Gew.-% der galenischen
Zusammensetzung vorhanden, vorzugsweise von 1,0 Gew.-% bis 60
Gew.-%.

Auch eine transdermale Verabreichung der erfindungsgemdaBen
Praparate bzw. Arzneimittel ist méglich. Geeignete pharmazeutische
Zusammensetzungen fur transdermale  Anwendungen kdnnen als
einzelne Pflaster vorliegen, die fr einen langzeitigen engen Kontakt mit
der Epldermis des Patienten geeignet sind. Solche Pflaster enthalten
geeigneterweise die erfindungsgemdBen Prdparate, insbesondere
Extrakte oder lsolate in einer gegebenenfalls gepufferten wdssrigen
Losung, geldst und/oder dispergiert in einem Haftmittel oder dispergiert
in einem Polymer. Eine geeignete Wirkstoff-Konzentration betrdgt von
etwa 0,1 % Gew.-% bis 75 Gew.-%, vorzugsweise von 1% Gew.-% bis 70
Gew.-%. Als eine besondere Moglichkeit kann der Wirkstoff, wie
beisplelswelse In Pharmaceutical Research, 2: 318 (1986) beschrieben,
durch Elektrotransport oder lontophorese freigesetzt werden.

Die erfindungsgemdaRen Préparate, insbesondere Extrakte oder
Enzyme oder Enzymisolate aus diesen Exfrakten konnen ferner auch auf
die Wunde appliziert werden durch Wundauflagen aus Gaze, aus
Alginaten, aus hydrokolloidalen Materialien, Schaumstoffen und
Silikonaufiagen, die mit diesen Exirakien, Enzymen oder Enzymisolaten
beschichtet, getrénkt oder behandelt wurden und deshalb in der Lage
sind, die Wirkstoffe in oder auf die Wunde oder WundoberflGche
abzugeben,

Geeignete feste oder galenische Zubereitungsformen sind
beispielsweise Granulate, Pulver, Dragees, Tabletten, (Mikro-) Kapseln,
Suppositorien, Sirupe, Sdfte, Losungen, Suspensionen, Emulsionen,
Tropfen oder injizierbare Ldsungen sowie Prdparate mit protfrahierter
Wirkstoff-Freigabe, bei deren Herstellung Ubliche Hilfsmittel oder
Tragerstoffe, wie Spreng-, Binde-, Uberzugs-, Quellungs-, Gleit- oder
Schmiermittel, Geschmackstoffe, SUBungsmitiel und Lésungsvermittler,
Verwendung finden. Als hdufig verwendete Hilfsstoffe seien
Magnesiumcarbonat, Titandioxid, Laktose, Mannit und andere Zucker,

‘Talkum, Milcheiwei, Gelatine, Starke, Cellulose und ihre Derivate,
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tierische und pflanziiche Ole wie Lebertran, Sonnenbiumen-, ErnuB-,
oder Sesamdl, Polyethylenglykol und Lésungsmittel wie etwa steriles
Wasser und ein- oder mehrwertige Alkohole wie Glycerin genannt.

Ferner konnen die erfindungsgemdBen Prdparate, insbesondere
Extrakte, auch in galenischen Zubereitungen eingesetzt werden, die die
Wirkstoffe, z.B. Enzyme, in inaktiver Form enfhalten und die dann in oder
auf die Wunde aufgetragen werden und durch Zugabe von spezifischen
Substanzen aktiviert werden,

Ein besonders bevorzugtes erfindungsgemdRes Praparat wird
durch Herstellen eines wdssrigen Extraktes und anschlieBender
Lyophilisatlon des wdssrigen Extrakfes, insbesondere des von unldslichen
Anteilen befreiten Uberstands des Extraktes erhalten. Auf diese Weise
wird ein haltbares und dosierbares Praparat erhalten.

Beispiele sind die Verwendung eines Pulvers oder von
Lyophilisaten, die mit physiologischen Losungen (z.B. 0,9%-iger
wassriger NaCl) aufgeldst werden. Bei ausreichender Stabilitat kann die
galenische Zubereitung auch eine Losung sein.

Die Applikation der geeigneten pharmazeutischen Praparate
erfolgt  nach mechanischer Wundreinigung, Die mechanische
Wundreinigung erfolgt beispielsweise durch ein Bad oder eine Spulung
der Wunde mit Ringerlaktat. Die Wunde wird wahlweise nach Applikation
oder erfindungsgemdBen Extrakie oder Isolaten mittels hydrokolioidaler
Wunddressings oder mittels selbstklebender Operations-Folie bedeckt,
Verbandswechsel mit jeweils neuer Gabe der erfindungsgemdadBen

Extrakie oder Isolate erfolgen taglich.



10

15

20

25

30

35

WO 2006/066619 PCT/EP2004/053624
10

Beispiel A: Herstellung erfindungsgemdaBer Extrakie

Larven der Arten Musca domestica, Calliphora erythrocephala,
Lucilia sericata, Phormia regina und/oder Sarcophaga carnaria werden
von frischem, oberflachlich abgeflammten, und nicht kontaminiertem
Pferdefleisch geerntet und in geeigneten Behdltern zur Verpuppung
gelagert. Die dann gesammelten Puppen werden in mehreren
Waschschritten in sterilisierter, isoosmotischer Salzldsung duBerlich
gestiubert. Danach werden die Puppen zerdrickt, und der Inhalf wird in
einem Tradgermedium auf Eis gesammelt, Das Trdgermedium kann
entweder wdassriger oder hydrophober Natur sein. Danach werden die
Inhaltsstoffe homogenisiert. Dies geschieht in mehreren Schritten mittels
Ultraschall oder mechanischer Homogenisatoren oder durch Zusafz von
Lésungsmitteln. Auf eine standige Kuhlung bei etwa 4° C Celsius wird
geachtet, Nach Erhalt einer homogenen Flussigkeit wird der Extrakt
durch einen sterilen Filter mit 0,2 um Porenweite steril filtrierf, Im letzten
Bearbeitungsschritt wird der Extrakt aliquotiert und in flussigem Stickstoff
eingefroren. Die dauerhafte Lagerung erfolgt bel etwa - 18° C bis -80°
C.

Anwendungsbeispiel A: Wundbehandiung bei Patienten

Ein 83-jahriger Patient mit einem PTS entwickelte ein chronisches
Ulcus cruris an typischer Lokalisation. Trotz intensiver Behandlung Uber
mehr als 12 Wochen, einschlieBlich enzymatischer Wundtherapeutika,
antientzindlicher, desinfizierender MaBnahmen und einer suffizienten
Kompressionstherapie gelang es nicht, das Ulcus in Abheilung zu
bringen. Die Wunde zeigte auch nach 12 Wochen deutliche Belage, die
fibrindsen teils entzindlichen Ursprungs waren. Die lsolate wurden
einmal pro Tag in wdassriger Form und als Lyophilisat auf die Wunde
aufgetragen. Danach wurde die Wunde mit einer wirkstofffreien
Fettgaze bedeckt und mittels zweler Kompressionsbinden gewickelt,
Innerhalb von 7 Tagen zeigte sich ein stark ausgeprégtes
Granulationsgewebe, ohne Reste eines fibrindsen Belages. Die
Applikation der Isolate erfolgte weiterhin tdglich einmal. innerhalb von
35 Tagen kam es zu einer mehr als 60%igen Reduktion der Wundfidche

und nach 59 Tagen war das Ulcus komplett abgeheilt.
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Beispiel B: Extrakt aus einer Fliegenpuppenari

1500 Fliegenpuppen der Art Lucilia sericata wurden nach und nach aus
den Produktionskafigen entnommen und im Kuhlschrank gesammelt, bis
die Anzahl erreicht wurde. Dann wurden sie mechanisch homogenisiert .
und zundchst mit der Kiihizentrifuge fr 2 Stunden zentrifugiert. Der
Uberstand wurde dann noch fur 12 Stunden mit einer Beckmann
Ultrazentrifuge zentrifugiert. Der Uberstand wurde dann sterilisiert und in
Portionen von 1 ml bei -80°C tiefgefroren. Zum Einsatz kamen nach

dem Auftauen Portionen von 1 ml.

Der gewonnene Extrakt wurde zudem standardgemaB lyophilisiert und
kann dann in praxisgemdagen (zum direkten Einsatz) Aliguots bei +4° C

oder tieferen Temperaturen im Kihischrank gelagert werden.

Beispiel C: Exirakt aus zwei Fliegenpuppenarten

Je 750 Puppen der Fliegenarten Lucilla sericata und Sareophaga
carnaria wurden Kihischrank gesammelf. Danach wurde mit jeder
Gruppe einzeln so verfahren wie oben in Belsplel A beschrieben.

Die Lagerung des Exiraktes erfolgte fur jede Art einzeln. Zur Behandlung
wurden dann je 0,5 ml der Exirakte beider Puppenarten aufgetaut und

vermischt, dann kraftig durchgeschuttelt und auf die Wunde verbracht.

Die gewonnenen Extrakte wurden zudem standardgemal lyophilisiert
und kénnen dann in praxisgemdaBen (zum direkten Einsatz) Aliquots bei

+4° C oder tieferen Temperaturen im KUhlschrank gelagert werden,

Anwendungsbeispiel B: Produkt aus Puppen einer Fliegenart

Es stellte sich eine 76-j&hrige Patientin mit einem seit Jahren
rezidivierenden Ulcus cruris bei schwerer chronisch vendser Insuffizienz
vor. Das vorhandene Ulcus bestand seit mehreren Monaten und war mit
konventionellen MaRnahmen der feuchten Wundbehandlung

vorbehandelt. Klinisch présentierte sich ein fibrinds und gering
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nekrotisch belegtes Ulkus. Im Rahmen eines Heilversuches wurden
Extrakte aus Puppen der Gattung Lucilia sericata (1 ml/2 cm?) auf die
Wunde aufgetragen und mit einer wirkstofffreien Fettgaze sowie
trockenen Kompressen und einer Kompressionsbinde abgedeckt. Die
Anwendung erfolgte initial taglich. Nach 14 Tagen konnte eine fast
vollstdndige Beseitigung der Fibrinbelédge und die Induktion eines
Granulationsgewebes beobachtet werden. Im AnschluB an diese Phase
der Behandiung erf‘olgfe die Therapie alle 2 Tage. Jetzt wurde das Ulkus
zusatzlich zur Applikation mit Extrakten aus Lucilia sericata-Puppen mit
feuchten Kompressen oder aber hydrokolloidhaltigen Wunddressings
abgedecki. Nach weiteren vier Wochen beobachteten wir eine initiale
Epithelisierung. Nach insgesamt 94 Tagen der Wundbehandlung zeigte
sich ein komplett abgeheiltes Ulkus. Der Therapieerfolg I&sst sich
eindeutig der Wirkung der Extrakte aus Lucilia sericata-Puppen
zuordnen, da die Ubrigen MaBnahmen in der Vorgeschichte nicht zu

einem Therapieerfolg gefuhrt haben.
Anwendungsbeispiel C: Produkt aus Puppen zweier Fliegengaitungen

Eine 64-j&hrige Patlentin litt seit Monaten unter einer chronischen
Wunde im Bereich des linken Unterschenkels auf Grund einer
rezidivierenden Vaskulitis. Die Therapie mit Glukokortikosteroiden
systemisch hatte die Aktivitat der GefdBentzindung gebremst, konnte
aber nicht zu einer effektiven Induktion von Granulationsgewebe fUhren.
Tagliches chirurgisches Debridement war far die Patientin sehr
schmerzhaft und zeigte regelhaft erneutes Auftreten von Fibrinbeldgen.
Erst unter der t&glichen Applikation von Extrakten (60% zu 50%
Volumenanteil) aus Puppen der Fliegengattungen Lucilia sericata und
Sarcophaga carnaria kam es innerhalb von 10 Tagen zu einer
kompletten Beseitigung des nekrotischen und fibrindsen Materials, das
die Wunde bedeckt hatte und einer beginnenden Epithelisierung. Somit
ist dieser Extrakt aus zwei Gattungen von Fliegen ebenso wirksam, Dies

eréffnet EinsparmaBnahmen.
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PRAPARAT AUS DIPTEREN-PUPPEN ZUR BEHANDLUNG VON WUNDEN

PATENTANSPRUCHE:

1.

Praparat, erhdltlich aus Dipteren-Puppen.

Praparat gemdaB Anspruch 1, erhdlilich aus Puppen der
Fliegengattungen Musca, Calliphora, Phormia, Sarcophaga oder

Lucilia oder Anteilen von zwei oder mehreren Arten,

Praparat gemdl Anspruch 1 oder 2 dadurch gekennzeichnet,
dass es aus den Arten Musca domestica, Calliphora
erythrocephala, Sarcophaga carnaria, Phormia regina, Lucilia
sericdfo und/oder Lucilia caesar stammt,

Praparat gemd® einem oder mehretren der Anspruche 1 bis 3,
dadurch gekennzeichnet, dass es aus verpuppten Fliegenstadien

stammt,

Préaparat gemdal einem oder mehreren der Anspriche 1 und 4,
dadurch gekennzelchnet, dass ganze Puppen oder Bestandteile
der Puppen der Gattungen Musca, Calliphora, Phormia,
Sarcophaga und/oder Lucilla mechanisch, durch Zusatz von

Chemikalien und/oder durch Ultraschall homogenisiert werden.

Praparat gemdaB der Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, dass
die Homogenate aufgereinigt werden, z.B. von nicht geldsten
Bestandtellen befreit werden, und |dsliche Bestandieile konserviert

werden.

Praparat gemdB einem oder mehreren der Anspriche 1 bis 6,
dadurch gekennzeichnet, dass die Trennung von unldslichen
Bestandteilen durch Zentrifugation, Ultrazentrifugation,
Phasentrennung oder Filtration erfolglt und ausschlieBlich der

Uberstand verwendet wird.
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Praparat gemdaB einem oder mehreren der Anspriiche 1 bis 7,
dadurch gekennzeichnet, dass eine Sterilfiliration mit einem Filter
mit einem Porendurchmesser von 0,1 um bis 0,4 um erfolgt.

Préparat gemdR einem oder mehreren der Anspriiche 1 bis 8,
dadurch gekennzeichnet, dass Mittel zur Konservierung, z.B.
microbizide oder antioxidative Stoffe, zugesetzt werden.

Praparat gemdaB einem oder mehreren der Anspriiche 1 bis 9,
gekennzeichnet durch einen Zusatz von pharmazeutisch

geeigneten und physiologisch verirédglichen Hilfsstoffen,
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WEITERE ANGABEN PCTASA/ 210

Fortsetzung von Feld 1II.2

Anspriiche Nr.: 1

Der Patentanspruch 1 bezieht sich auf eine unverhdltnismédssig grosse
Zah1 moéglicher Praparate, von denen sich nur ein kleiner Anteil im Sinne
von Artikel 6 PCT auf die Beschreibung stiitzen und/oder als im Sinne von
Artikel 5 PCT in der Patentanmeldung offenbart gelten kann. Im
vorliegenden Fall fehlt den Patentanspriichen die entsprechende Stiitze
und fehlt der Patentanmeldung die ndétige Offenbarung in einem solchen
Masse, dass eine sinnvolle Recherche iiber den gesamten erstrebten
Schutzbereich unméglich erscheint. Die Ordnung der Dipteren
(Zweifliigler) umfasst mehr als 80 000 Arten

Daher wurde die Recherche auf die Teile der Patentanspriiche gerichtet,
welche im o.a. Sinne als gestitzt und offenbart erscheinen, niamlich die
Teile betreffend Praparate, erhaltiich aus Puppen der Fliegengattungen
Musca, Calliphora, Phormia, Sarcophaga oder Lucilia.

Der Anmelder wird darauf hingewiesen, dass Patentanspriiche auf
Erfindungen, fir die kein internationaler Recherchenbericht erstelit
wurde, normalerweise nicht Gegenstand einer internationalen vorlaufigen
Prifung sein kdnnen (Regel 66.1(e) PCT).In seiner Eigenschaft als mit,
der internationalen vorlaufigen Priifung beauftragte Behorde wird das EPA
also in der Regel keine vorlaufige Prifung fiir Gegenstande durchfiihren,
zu denen keine Recherche vorliegt.Dies gilt auch fir den Fall, dass die.
Patentanspriiche nach Erhalt des internationalen Recherchenberichtes
gedndert wurden (Art. 19 PCT), oder fiir den Fall, dass der Anmelder im
Zuge des Verfahrens gemdss Kapitel II PCT neue Patentanpriiche
vorlegt.Nach Eintritt in die regionale Phase vor dem EPA kann jedoch im
Zuge der Priifung eine weitere Recherche durchgefiihrt werden (Vgl.
EPA-Richtlinien C-VI, 8.5), sollten die Mangel behoben sein, die zu der
Erklarung gemdss Art. 17 (2) PCT gefilihrt haben.
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Feld Il Bemerkungen zu den Anspriichen, die sich als nicht recherchierbar erwiesen haben (Fortsetzung von Punkt 2 auf Blatt 1

Gemaf Artikel 17(2)a) wurde aus folgenden Griinden fur bestimmte Anspriiche kein Recherchenbericht erstelit:

1. D Anspriiche Nr.
well sie sich auf Gegensténde beziehen, zu deren Recherche die Behdrde nicht verpflichtet ist, namlich

2. m Anspriiche Nr. 1
well sie sich auf Telle der intermnationalen Anmeldung beziehen, die den vorgeschriebenen Anforderungen so wenig entsprechen,
daB eine sinnvolle internationale Recherche nicht durchgefiihrt werden kann, namlich

siehe BEIBLATT PCT/ISA/210

3. D Ansprliche Nr.
weil es sich dabei um abhangige Anspriche handelt, die nicht entsprechend Satz 2 und 3 der Regel 6.4 a) abgefaBt sind.

Feld Il Bemerkungen bei mangelnder Einheitlichkeit der Erfindung (Fortsetzung von Punkt 3 auf Blatt 1)

Die internationale Recherchenbehérde hat festgestellt, daB diese internationale Anmeldung mehrere Erfindungen enthalt:

—

Da der Anmelder alle erforderlichen zusatzlichen Recherchengeblihren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich dieser
internationale Recherchenbericht auf alle recherchierbaren Anspriche.

. [:I Da fiir alle recherchierbaren Anspriiche die Recherche ohne einen Arbeitsaufwand durchgefiihrt werden konnte, der eine
zusétzliche RecherchengebUhr gerechtfertigt héatte, hat die Behérde nicht zur Zahlung einer solchen Geblihr aufgefordert.

n

3. D Da der Anmelder nur einige der erforderlichen zusétzlichen Recherchengebithren rechizeitig entrichtet hat, erstreckt sich dieser
internationale Recherchenbericht nur auf die Anspriiche, fUr die Gebthren entrichtet worden sind, namlich auf die
Anspriiche Nr.

4. l:l Der Anmelder hat die erfordetlichen zusétzlichen Recherchengebtihren nicht rechtzeitig entrichtet. Der internationale Recher—
chenbericht beschrénkt sich daher auf die in den Anspriichen zuerst erwéhnte Erfindung; diese ist in folgenden Anspriichen er—
faBt:

Bemerkungen hinsichtlich eines Widerspruchs I—__] Die zusétzlichen Geblhren wurden vom Anmelder unter Widerspruch gezahlt.

l::l Die Zahlung zusétzlicher Recherchengeblihren erfolgte chne Widerspruch.
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