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Eliminierung von aktivierten Lymphozyten

Beschreibung

' Wesentliche Elemente des Immunsystems bei Saugetieren sind

die T- und B-Lymphozyten. Wahrend deren Entwicklung bilden
diese spezifische Rezeptoren fiir Antigene, so dag jeder der-
artige Lymphozyt fir den Rest seiner Lebensdauer fir ein
einziges Antigen Spezifitdt erlangt. Die ruhenden Lymphozyten
(kleine Lymphozyten) einschlieflich der Gediachtniszellen
zirkulieren durch die Kérpergewebe und Lymphorgane sowie die
Korperflissigkeiten und tberwachen daher den Kérper hinsicht-
lich des Auftretens ihrer Antigene. Tritt das spezifische
Antigen auf, so erfolgt eineé antigeninduzierte Lymphozyten-
Proliferation unter Ausbildung der aktivierten grofen Lympho-
zyten. Diese Proliferation 1&Bt sich auch in vitro durch
Kultivierung der Lymphoidzellen mit speziellen Antigenen
darstellen. Mit dem gleichen System 148t sich auch zeigen,
daf mitogene Lectine, also Proteine, welche spezifische Zell-
oberflachen-Determinanten, die aus Kohlehydraten bestehen,
binden und vernetzen, Lymphoidzellen ebenfalls stimulieren.
Eine Lymphozyten=-Aktivierung durch entweder Antigene oder
Mitogene fihrt schlieflich zur Reifung des Lymphozyten zu
einem Lymphoblasten. Experimentell kann die mitogene Stimula-
tion von Lymphozyten beispielsweise durch Phytohadmagglutinin
(PHA) und Concavalin A (Con A) im Falle von T-Zellen, sowohl
humanen als auch tierischen Ursprungs, durch Lipopolysaccha-
ride (LPS) im Falle von B-Zellen ausgeldst werden.

Die primdre Immunantwort ist daher das Resultat einer Stimu-
lierung der jeweils fiir das Antigen oder Mitogen spezifischen
Lymphozyten, so daf diese aus dem ruhenden Zustand in den
aktivierten Zustand tbergehen, zu grogen Lyﬁphozyten werden,
welche proliferieren und sich zu Effektorzellen (beispiels-
weise T-Zellen mit zytotoxischen oder anderen Funktionen oder
Antikdrper-bildenden Plasmazellen, die aus reifen B-Zellen
gebildet werden) oder Gedachtniszellen differenzieren. Durch
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die Aktivierung der ruhenden Geddchtniszellen wird dann die
sekundare Immunantwort ausgeldst, die wiederum Effektorzellen

und Gedachtniszellen hervorruft.

Durch die primdre oder sekundare Immunantwort werden nun
erwunschte wie auch unerwinschte Folgeerscheinuhgen bewirkt.
Zu den in den meisten Fallen unerwunschten Folgéerscheinungen
gehdéren beispielsweise Transplantatabstofungen, allgergische
Reaktionen und dgl.. Generell lassen sie sich als erworbene,
durch externe Antigene verursachte immunologische Krankheiten

oder Erscheinungen bezeichnen.

Wenn es gelingen wiirde, selektiv die aktivierten Lymphozyten
zu eliminieren, ohne die Eigenschaften der ruhenden'Lymphozy-
ten nachteilig zu verdndern, so kénnte man hierdurch'génerell
erworbene immunologische Krankheiten, die durch externe Anti-
gene verursacht werden, unterbinden. Auf diese Weise kénnten
z.B. sowohl allergische_Reaktionen als auch Tranéplantatab—

' stoBungeh unterbunden werden.

Aufgabe der Erfindung ist es daher, ein Mittel zur Verfigung
zu stellen, welches spezifisch aktivierte_LymphoZyten zu
eliminieren vermag, ohne ruhende Lymphozyten zu beeintrdchti-
gen, insbesondere ohne ruhende Lymphozyten in bezug auf ihre
Stimulierbarkeit durch Antigene oder Mitogene nachteilig zu

beeinflussen.

Geldst wird diese Aufgabe durch die Verwendung von 2-Methyl-
1-0ctadecylg1ycero—(3)—phbéphocholin, im folgendeh als
ET180CH; bezeichnet, zur Eliminierung von Antigen- oder Mito-
gen-aktivierten Lymphozyten bei SAugern bzw. durch die Ver-
wendung von ET180CH; zur Herstellung eines Arzneimittels fir
die Eliminierung von Antigen- oder Mitogen-aktivierten Lym-
phozyten.
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ET180CH; und seine Herstellung ist bekannt. Weiter ist be-
kannt, daf ET180CH; als Mittel gegen Tumoren (DE-Al 2619686)
und gegen Multiple Sklerose (DE-Al 3530767) verwendet werden
kann. Eine spezifische Eliminierung aktivierter Lymphozyten,
wie sie durch die Erfindung gezeigt wird, konnte daraus nicht
hergeleitet werden. Die Erfindung beruht auf der Erkenntnis,
daf ET180CH; selektiv durch Antigen oder Mitogen aktivierte
Lymphozyten eliminiert. Selbst eine ladngere Einwirkung von
ET180CH; beeinfluft jedoch die ruhenden Lymphozyten nicht
negativ und erlaubt deren nachtrdgliche antigene oder mitoge-
ne Stimulation. Insbesondere wurde gefunden, daf auch lédngere
Applikation von ET180CH; keinerlei negative Effekte auf die
Immunreaktion in vivo ausibt und zwar sowohl fir B- wie auch
fir T-Zell-Reaktionen.

Die erfindungsgeméfe neue Indikation gestattet es daher,
selektiv aktivierte grofe Lymphozyten zu eliminieren und
damit die durch diese Lymphozyten ausgeldste Immunreaktion zu
unterbinden. Da gleichzeitig die ruhenden Lymphozyten nicht
negativ beeinfluft werden, wird durch das erfindungsgemage
Mittel die Wirksamkeit des Immunsystems an sich nicht beein-
trachtigt. Dies stellt einen wesentlichen Vorteil gegeniiber '
bisher bekannten immunsuppressiven Mitteln dar, die stets das
gesamte Immunsystem beeinfluft haben und damit den Organismus
in seiner Abwehrfdhigkeit gegeniiber anderen Antigenen und
Mitogenen entscheidend geschwicht haben.

Die wirksame Dosis von ET180CH; hingt von der Art der Verab-
reichung ab. Im allgemeinen werden bei der Humanapplikation
Dosen zwischen 10 und 1000 mg/Person/Tag bei oraler Verabrei-
chung angewendet. Bei dieser Applikationsweise, die bei-
spielsweise durch Aufldsen der Wirksubstanz in einem geeigne-
ten Trdger wie Milch durchfithrbar ist, werden vorzugweise 30
bis 300 mg/Person/Tag eingesetzt. Bei Verabreichung durch
Infusion koénnen diese Dosen noch deutlich heraufgesetzt wer-
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den.

Bei topischer Applikation kommen die tiblicherweise ange-

wendeten Wirkstoffkonzentrationen auch hier in Betracht.

Die folgenden Beispiele erldutern die Erfindung in Verbindung

mit der Zeichnung. In der Zeichnung stellen dar:

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

I A den Einbau von 3H-Thymidin als Mag fir die Lymphozy-
tenaktivitat bei Zusatz von Zellaktivatoren

I B den 3H-Thymidineinbau durch Lymphozyten unter dem
Einfluf von Zellaktivatoren bei Zusatz von ET180CH;

am ersten Tag

I C eine Darstellung analog I B bei ET180CH;-Zugabe am

zweiten Tag

II A den Einbau von 3H-Thymidin in stimulierten Lympho-
zyten :

. IT B eine Darstellung analog Abb. II A, jedoch bei Zu-

satz von ET180CH; bei Zellstimulation erst nach.
ET180CH; -Verabreichung

II C die Kontrollergebnisse ohne Stimulation und
ET180CH;z ~Zusatz

III A zeigt den Einflup von ET180CH; auf die Entstehung
von spezifischen Antikérper produzierenden Zellen

III B zeigt den Thymidin-Einbau durch T-Lymphozyten mit
-und ohne Vorbehandlung durch ET180CH;

III C zeigt analoge Ergebnisse wie in Abb. 3B bei B-
Lymphozyten.
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Beispiel 1

Aus Milzzellen von Balb C Miausen wurden die T-Lymphozyten
durch Passage durch Nylonwolle isoliert. Diese wurden an- )
schliefend in Kultur mit den polyklonalen T-Zellaktivatoren
Con A oder Anti-CD3-Antikérpern oder zur Kontrolle mit dem B-
Zellaktivator LPS aktiviert. Jeweils der Halfte der Kulturen
wurde nach 1 oder 2 Tagen ET180CH; (10 ug/ml) zugesetzt. Die
andere Halfte diente als Kontrolle. Am 3. Kulturtag wurde zu
allen Kulturen 3H_Thymidin zugesetzt und dessen Einbau wurde
am 4. Tag gemessen. '

Abb. I A zeigt die zu erwartende Stimulation der Zellen in
Form von erhéhtem 3H-Thymidineinbau nach polyklonaler Akti-
vierung mit Con A oder Anti-CD3-Antikérpern. Die geringgradi-
ge Steigerung nach Zugabe des B~Zellmitogens LPS .bedeutet,
dag noch restliche B-Lymphozyten in den Kulturen vorhanden
waren. Alle diese Aktivierungsresultate wurden durch die
Zugabe zu den Kulturen von ET180CH; am 1. Tag (siehe Abb. 1
B) vollkommen unterdruckt, durch Zugabe am 2. Tag (Abb. 1C)
fast noch ebenso vollstéandig.

Daraus ergibt sich, daf ET180CH; in vitro die Proliferation
von T- und B-Lymphozyten der Maus praktisch vollstdndig ver-
hindert. Die benutzten Aktivatoren filhren nach etwa 24 Stun-
den zur ersten Zellteilung, so daf ET180CH; zu diesem Zeit~-
punkt zugegeben auch das Eintreten der Zellen in erste S-
Phase verhindern kann. Da jedoch auch die Zugabe von
ET180CH; nach 48 Stunden noch eine fast vollkommene Hemmung
bewirkt, beweist dies, dapf auch bereits proliferierende Zel-
len gegenuber ET180CH; hochempfindlich sind.
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Um festzustellen, ob ET180CH; in geeigneten Konzentrationen
dazu beniitzt werden kann, aus einer Popuiation von Lymphozy-
ten nur die aktivierten und proliferierenden Zellen spezi-
fisch zu eliminieren, die ruhenden dagegen auszusparen,
wurden folgende Versuche dqrchgefﬁhrt:

Durch Nylonwolle gereinigte T-Lymphozyten von Balb C Mausen
(H-29) wurden mit Milzzellen von C57B16 Mausen (H-2b) im
Sinne einer "mixed lymphocyte reaction" cokultiviert. Der
Hilfte der Kulturen wurde am 3. Tag ET180CH; (10 ug/ml) zuge-
setzt, die andere Hilfte diente als Kontrolle. Eine weitere
Kontrollkultur bestand aus Balb C T-Lymphozyten alleine und
ohne ET180CH; . Nach 7 Tagén Kultur wurden alle Zellen zur
Entfernung der ET180CH; gewaschen und erneut in Kultur mit
Zellen von C57B16 Mausen bzw. mit Zellen Von CBA Mausen (H-
2k), mit den polyklonalen T-Zellaktivatoren Con A oder Anti
CD3 Antikérpern oder mit dem B-Zellmitogen LPS stimuliert.
Nach drei Tagen wurde dann 3H-Thymidin zugesetzt und dessen
Einbau nach einem weiteren Tag bestimmt.

Abb., II Arzeigt die Resultate mit den Kontrollen ohne
ET180CH; . Dabei ist zu bemerken, daf auch die Kulturen ohne
weitere Zusdtze bereits einen relativ hohen background-Einbau
von Thymidin zeigten, der eine weitere Zunahme nach Stimula-
tion maskierte. Als einziges ergab Con A hier eine signifi-
kante Erhéhung des Einbaus.

In Abb. II B sind die Ergebnisse der Kultur mit ET180CH;-
Zusatz gezeigt. Der unspezifische background Wert ist hier
vollig verschwunden, da unspezifisch proliferierende Zellen
eliminiert waren. Auch die mit C57B16 Zellen restimulierten
Kulturen zeigten'keinen 3H—Thymidineinbau mehr. Bemerkenswert
ist jedoch die Reaktion auf die neue allogene Stimulation mit
"CBA Zellen und vor allem die sehr gute Reaktion auf Con A und
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Anti CD3 Antikérper. LPS ergab keine Stimulation, da die B-
Lymphozyten im Laufe der Kultur abgestorben waren.

Abb. II C zeigt die Ergebnisse mit den ganz unstimulierten
Kontrollen und ohne ET180CH; . Das Fehlen signifikanter Stimu-
lationserfolge auch mit Con A ist dadurch zu erklaren, dag
unstimulierte Mduse-Lymphozyten eine 9-tagige Kulturperiode
nur schlecht uberstehen.

Diese Ergebnisse zeigen, dap diejenigen T-Lymphozyten, die
spezifisch durch ein Allo—Antigen,'hier H-2° von C57B16 Mau-
sen zur Proliferation aktiviert worden waren, in Anwesenheit
von ET-18 vollsténdig eliminiert wurden. Im Gegensatz dazu
blieben jedoch T-Lymphozyten anderer Antigen-Spezifitaten,
die deshalb im Ruhezustand verharrten, nicht nur erhalten,
sondern waren auch nachtrdglich noch sehr gut zur'Prolifera-
tion aktivierbar. Dies wurde durch die Reaktioh auf CBA, Con
A und Anti CD3 Antikérper nachgewiesen. DaB ganz unstimulier-
te Lymphozyten (Abb. II C) auch ohne ET180CH; nicht mehr
stimulierbar waren, zeigt, dag ET180CH; ruhende Zellen iber-
haupt nicht schadigt.

Dieser Versuch zeigt also, daf mittels ET180CH; Antigen-spe-
zifisch aktivierte T-Zellklone selektiv eliminiert werden
konnen, dap jedoch T-Zellen anderer Antigen-Spezifitdten
davon nicht betroffen werden und durchaus reaktiv bleiben.

Beispiel 3

C57bl6 Mause wurden mit je 100 pg des klasgischen Trager-
Hapten-Antigens TNP-KLH (Trinitrophenyl keyhole limpet hemo-
cyanine) immunisiert. Nach 8 Wochen erhielten die Tiere eine
Booster-Injektion von je 30 ug TNP-KLH. Gleichzeitig damit
und dann taglich fir insgesamt 5 ‘Tage erhielt ein Teil der
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Tiere 1 mg ET180CH; pro Tier und Tag in Milch mittels
Schlundsonde, der andere Teil Milch ohne ET180CH; . Eine Woche
nach Boost bzw. nach der ersten ET180CH;-Gabe wurden die
Milzen der Tiere entnommen. Die Milzen von nicht immunisier-

ten Tieren mit und ohne ET180CH; dienten als Kontrolle.

Mit einem Teil der Milzzellen wurden direkte und indirekte
h&molytische Plaquetests zum Nachweis von B-Lymphozyten
durchgefithrt, die Anti-TNP-spezifische Antikérper der Klasse
IgM oder IgG produzieren.

Abb: IIT A zeigt, daf die Entstehung von spezifischen Anti-
korper produzierenden Zellen durch ET180CH; in vivo nicht
beeinfluft wurde. Die Spezifitdt der Daten ist durch die
geringe Zahl von Antikérper produzierenden Zellen bei den
nicht-immunisierten Tieren, die backgroﬁnd Werten entspricht,

gezeigt.

Dieses Ergebnis zeigt, dap ET180CH; keinerlei hemmende Wir-
kung in vivo auf die primire oder sekunddre humorale Immun-

- reaktion, gemessen durch die Entstehung von spezifischen
Antikorper pro-duzierenden B-Lymphozyten nach Antigengaben,
ausubt.

Ein weiterer Teil der obén.genaﬁnen Milzzellen wurde in vitro
kultiviert und mit KLH (Restimulation von T4Lymphozyten) bzw.
Concanavalin A (allgemeines T-Zellmitogen) oder mit TNP-KLH
(Restimulation von B-Lymphozyten) bzw. SRBC (Schaferythrozy-
ten zur primdren Stimulation von B-Lymphozyten in vitro)
versetzt.

Die T-Zellreaktionen wurden im Proliferationstest durch 3H-
Thymidineinbau, die B-Zellreaktionen im hé&molytischen Plaque-
test bestimmt.
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Abb. III B zeigt den Thymidineinbau von KLH restimulierten
und von Con A aktivierten T-Lymphozyten, links von Tieren
' ohne, rechts mit ET180CH; -Vorbehandlung in vivo. Dies zeigt,
dap die Restimulation mit KIH dosisabhdngig und spezifisch
ist. Die in vivo Vorbehandlung der Tiere mit ET180CH; hat
keinerlei negativen Effekt auf die T-Zell-Restimulation bzw.
mitogene Stimulation.

Abb. III C zeigt die Ergebnisse mit B-Lymphozyten. Die Resti-
mulation mit TNP-KIH ist spezifisch, wie auch die Primarsti-
mulation mit SRBC. Auch hier reagieren die Zellen aus
ET180CH; vorbehandelten Tieren mindestens so gut wie die aus
Kontrblltieren. Sowohl ruhende T- als auch ruhende B-Zellen
behalten daher ihre Stimulierbarkeit auch nach Verabreichung
von ET180CH; bei.
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Patentanspriche

1. Verwendung von72—Methyl—l-0ctadecylglycero—(3)-phospho—
cholin zur Eliminierung von Antigen- oder Mitogen-akti-
vierten Lymphozyten bei Sdugern. '

2. Verwendung von ETiBOCH3 zur Herstellung eines Arzneimit-
tels fir die Eliminierung von Antigen- oder Mitogen-
aktivierten Lymphozyten.
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other means me‘rr\‘ts, snuch combination being obvious to a person skilied
in the a

“P" document published prior to the international filing date but
fater than the priority date claimed “&" document member of the same patent tamily

IV. CERTIFICATION

Date of the Actual Completion of the International Search - Date of Mailing of this international Search Report
8 March 1991 (08.03.91) 11 April 1991 (11.04.91)
International Searching Authority Signature of Authorized Officer
European Patent Office

Form PCT/ISA/210 (second sheet) (January 1985)
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FURTHER INFORMATION CONTINUED FROM THE SECOND SHEET

E | WO, A, 9014829 (MAX-PLANCK-GESELLSCHAFT ZUR 1-2
FORDERUNG DER WISSENSCHAFTEN) 13 December 1990
see pages 1-5; examples 1-5; pages 9-13;
figures 1-6

V.D OBSERVATIONS WHERE CERTA!IK CLAIMS WERE FOUND UNSEARCHABLE *

This International search report has not been established in respect of certain claims under Acticle 17(2) (2) for the foliowing reasons:

1.D Ciaim numbers _______.___ , because they relate to subject matter not required to be searched. by this Authority, namely:

z[X] Claim numbers 1—_2. because they relate to parts of the international application that do not comply with the prescribed require-
ments to such an extent that no meunianul international search can be carried out, specifically:

It is not clear which specific therapeutic application is claimed by
“Elimination of antigen or mitogen activated lymphocytes" (Claims 1,2).
See PCT Art. 6; 6R 01/83, EPO Official Journal 1985, volume 8,

pages 60-63

3D Ciaim numbers.......... , bacauss they are dependent ciaims and are not drafted in accordance with the second and third sentences of
PCT Rule 6.4{s).

VI.D OBSERVATIONS WHERE UNITY OF INVENTION IS LACKING ?

This International Searching Authority found multiple inventions in this international application as foliows:

I.D As all required additional search fses were timely pald by the applicant, this international search report covers ali searchable claims
of the international application. : -

2.D As only some of the required additional search fees were timely paid by the applicant, this international ssarch report covers only
those claims of the international application for which fees were paid, specifically claims:

&D No required additional search fees were timely paid by the applicant. Consequentiy, this inter
the Invention first mentioned In the claims; it is covered by claim numbers:

| search report is restricted to

4.[] As all searchable claims couid be searched without effort justifying an additional fes, the International Searching Authority did not
invite payment of any additionai fee. e

Remark on Protest

D The addilional search fees were nled by applicant's protest.
D No protest accompanied the payment of additional search fees.

Form PCT/ISA 210 (supplemental sheet (2)) (January 1985)
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This annex lists the patent family members relating to the patent documents cited in the above-mentioned international search report.
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The European Patent Office is in no way liable for these particulars which are merely given for the purpose of information.

Patent document A Publication Patent family Publication
cited in search report date member(s) date
W0-A- 9014829 13-12-90 DE-A- 3918082 24-01-91
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For more details about this annex : see Official Journal of the Furopean Patent Office, No. 12/82
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INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT

Internationales Aktenzeichen

PCT/EP 90/02233

1. KLASSIFIKATION DES ANMELDUNGSGEGENSTANDS (bei mehreren Klassifikationssymbolien sind alie anzugeben)®

Int.Cl° A 61 K 31/685

Nach der Internationalen Patentkiassifikation {{PC) oder nach der nationalen Klassifikation und der I1PC

1I. RECHERCHIERTE SACHGEBIETE

Recherchierter Mindestpriifstoff’

Klassifikationssystem *

Klassifikationssymbole

Int.Cl.> A 61K

Recherchierte nicht zum Mindestprufstoff gehorende Veroffentlichungen, soweit diese
unter die recherchierten Sachgebiete fallen8

1. EINSCHLAGIGE VEROFFENTLICHUNGEN®

Art* Kennzeichnung der Verdffentlichung'?,soweit erfordertich unter Angabe der maRgeblichen Teile'2 ! Betr. Anspruch Nr,13

498-508

Chemists' Society,

Spalte, Zeilen 33-41

siehe das ganze Dokument

W.E. Berdel et al.: "Clinical phase I
pilot study of the alkyl lysophospholipid
derivative ET-18-OCHjln

siehe Zusammenfassung; Seite 968, rechte

X Immunobiol, Band 156, Nr. 4/5, 1979, 1-2
R. Andreesen et al.: "Alkyl-lysophospho-
lipid induced suppression of human
-lymphocyte response to mitogens and )
selective killing of lymphoblasts",-  Seiten

X Lipids, Band 22, Nr. 11, 1987, American 0il 1-2

, Seiten 967-999°

./

* Besondere Kategorien von angegebenen Verfn“fentlichungen1 0:

“A" Veroffentlichung, die den allgemeinen Stand der Technik
definiert, aber nicht als besonders bedeutsam anzusehen ist

""E" alteres Dokument, das jedoch erst am oder nach dem interna-
tionalen Anmeldedatum verdffentlicht worden ist

"L Veroffentlichung, die geeignet ist, einen Prioritatsanspruch
2weifelhaft erscheinen zu lassen, oder durch die das Verdf-
fentlichungsdatum einer anderen im Recherchenbericht ge-
nannten \eroffentlichung belegt werden soll oder die aus einem
anderen besonderen Grund angegeben ist (wie ausgefiihrt)

"0" Veréffentlichung, die sich auf eine miindliche Offenbarung,
eine Benutzung, eine Aussteliung oder andere Malnahmen
bezieht

“P* Veroffentlichung, die vor dem internationalen Anmeldeda-
turn, aber nach dem beanspruchten Prioritatsdatum verdffent-
licht worden ist

“T*" Spéatere Veroffentlichung, die nach dem internationalen An-
meidedatum oder dem Prioritdtsdatum verdffentlicht worden
ist und mit der Anmeldung nicht kollidiert, sondern nur zum
Verstandnis des der Erfindung zugrundeliegenden Prinzips
oder der ihr zugrundeliegenden Theorie angegeben ist

"X" Verdifentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruch-
te Erfindung kann nicht als neu oder auf erfinderischer Tatig-
keit beruhend betrachtet werden .

“Y* Vertffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruch-
te Erfindung kann nicht als auf erfinderischer Tatigkeit be-
ruhend betrachtet werden, wenn die Veroffentiichung mit
einer oder mehreren anderen Verdffentlichungen dieser Kate-
gorie in Verbindung gebracht wird und diese Verbindung fiir
einen Fachmann naheliegend ist

“&" Veroffentlichung, die Mitglied derselben Patentfamitie ist

IV. BESCHEINIGUNG

Datum des Abschlusses der internationalen Recherche

8. Midrz 1991 g

Absendedatum des internationaien Recherchenberichts

1,09

Internationale Recherchenbehdrde

Europédisches Patentamt

Formblatt PCT/ISA/210 (Blatt 2} {Januar 1985)




internationales Aktenzei. n

PCT/EP 90/02233 =2-

WEITERE ANGABEN ZU BLATT 2

A Blood, Band 64, Nr. 6, Dezember 1984, ' 1-2
Grune & Stratton, Inc., Plc.,

L. Glasser et al.: "Purging murine leukemic
marrow with alkyl-lysophospholipids",
Seiten 1288-1291

siehe Zusammenfassung : .

E WO, A, 9014829 (MAX-PLANCK-GESELLSCHAFT ZUR 1-2
FORDERUNG DER WISSENSCHAFTEN)

13. Dezember 1990

siehe Seiten 1-5; Beispiele 1-5; Seiten 9-13;
Figuren 1-6

X3

V. ¥ BEMERKUNGEN ZU DEN ANSPRUCHEN, DIE SICH ALS NICHT RECHERCHIERBAR ERWIESEN HABEN'

GemaR Artikel 17 Absatz 2 Buchstabe a sind bestimmte Anspriiche aus folgenden Griinden nicht Gegenstand der internationalen
Recherche gewesen: .

1. [.—_] Anspriiche Nr. ... ...... , weil sie sich auf Gegenstinde beziehen, die zu recherchieren die Behdrde nicht verpflichtet ist, namlich

2. @ Anspriiche Nr. . 1~=2. ..., weil sie sich auf Teile der internationalen Anmeidung beiiehen, die den vorgeschriebenen Anforderungen)
so wenig entsprechen, dal eine sinnvolle internationale Recherche nicht durchgefiihrt werden kann, namlich
Es ist nicht klar, welche spezifische therapeutische Anwendung durch "die
Eliminierung von Antigen - oder Mitogenaktivierten Lymphozyten" (Anspriiche

1,2) beansprucht wird. Siehe PCT Art. 6; 6R 01/83, Amtsblatt EPA 1985, Vol.S8,
Seiten 60-63
.

Anspriche Nr. ......... . weil sie abhéngige Anspriiche und nicht entsprechend Satz 2 und 3 der Regel 6.4 a} PCT abgefalt sind.

Vl.f—l BEMERKUNGEN BEI MANGELNDER EINHEITLICHKEIT DER ERFINDUNG2
Die internationale Recherchenbehdrde hat festgestellt, daR diese internationale Anmeldung mehrere Erfindungen enthilt:

1. D Da der Anmelder alle erforderlichen zusitzlichen Recherchengebiihren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich der internationale
Recherchenbericht auf alle recherchierbaren Anspriiche der internationalen Anmeldung.

2. Da der Anmelder nur einige der erforderlichen zusdtzlichen Recherchengebiihren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich der interna-
tionale Recherchenbericht nur auf die Anspriiche der internationalen Anmeldung, firr die Gebiihren gezahit worden sind, ndmlich

3. D Der Anmelder hat die erforderlichen zusétztichen Recherchengebiihren nicht rechtzeitig entrichtet. Der internationale Recherchen-
bericht beschrinkt sich daher auf die in den Anspriichen zuerst erwdhnte Erfindung; sie ist in folgenden Anspriichen erfalt:

4. D Da fiir alle recherchierbaren Anspriiche eine Recherche ohne einen Arbeitsaufwand durchgefiihrt werden konnte, der eine 2u-
sduzliche Recherchengebiihr gerechtfertigt hatte, hat die Internationale Recherchenbehdrde eine soiche Gebiihr nicht veriangt,

Bemerkung hinsichtlich eines Widerspruchs

’ D Die zusitzlichen Gebiihren wurden vom Anmelder unter Widerspruch gezahit.
D Die Zahlung zusitzlicher Gebiihren erfoigte chne Widerspruch,

A

Formblat PCT/ISA/21d (Ergédnzungsbogen 2) (Januar 1985)
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ANHANG ZUM INTERNATIONALEN RECHERCHENBERICHT
UBER DIE INTERNATIONALE PATENTANMELDUNG NR. EP 9002233

SA 42480

In diesem Anhang sind die Mitglieder der Patentfamilien der im obengenannten internationalen Recherchenbericht angefiihrten
Patentdokumente angegeben.

Die Angaben iiber die Familienmitglieder entsprechen dem Stand der Datei des Europiischen Patentamts am 26/03/91

Diese Angaben dienen nur zur Unterrichtung und erfolgen ohne Gewihr.

Im Recherchenbericht Datum der Mitglied(er) der Datum der
angefiihrtes Patentdokument Veriffentlichung Patentfamilie Veriffentlichung
WO-A- 9014829 13-12-90 - DE-A~ 3918082 24-01-91
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Fiir nahere Einzelheiten zu diesem Anhang : siehe Amtshlatt des Europiischen Patentamts, Nr.12/82
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