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FEUCHTIGKEITSINDIKATOR

Die vorliegende Erfindung betfft ein Lyophilisat, welches mindestens eine feuchtigkeits-
indizierende Verbindung aufweist. Weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung is
die Verwendung von mindestens einer Verbindung, ausgewdhit aus der Gruppe, beste-
hend aus Poly(acrylséure-co-maleinséiure), Polyacrylsure und/oder einem Salz davon,
zur Feuchtigkeitsindikation sowie ein Verfahren zur Ubemwachung des Feuchtigkeifsge-

halts von einem Lyophilisat.

Die Gefriertrocknung, auch als Lyophilisation oder Sublimationstrocknung bezeichnet, ist
ein Verfahren zur schonenden Herstellung hochwertiger Produkte. Bei der Gefrierfrock-
nung verdampfen die Eiskristalle direkt ohne den Ubergang in den flussigen Zustand.

Das Endprodukt der Gefriertrocknung wird als Lyophilisat bezeichnet.

In der Biotechnologie und Pharmaindustrie dient die Gefrierfrocknung der Stabilisierung
und Haltbarmachung von fliissigen Reagenzienformulierungen, wie Pharmaka und En-
zymidsungen. Mit dieser Methode ist es beispielsweise moglich, die Akdivitat von emp-
findlichen Enzymen beil Raumtemperatur fUr lange Zeit aufrecht zu erhalten. Um den
Inhalt der getrockneten Probe einzusetzen (als Pharmakum oder fUr biologische Reakti-
onen, wie beispielsWeise der PCR (Polymerase Chain Reaction (PCR, Polymerase Ketten-
reaktion))) wird das Lyophilisat mit einem addquaten Losungsmiftel, bei welchem es sich
in der Regel um Wasser handelt, versetzt. Dies fuhrt zu einer soforfigen Ruckidsung der
getrockneten Inhaltsstoffe, welche dann in Lésung wieder ihre urspringliche Wirkung

entfalten,

Die Handhabung von Lyophilisaten wird durch die Gegenwart von Feuchtigkeifsindikato-
ren efleichtert, welche den Gehalt an Féuch’rigkei‘r in dem Lyophilisat angeben. Die auf
dem Markt erhdliichen Feuchtigkeitsindikatoren beruhen im Wesentlichen auf einer
Farbreaktion getrockneter Saize beim Rickfeuchten des Lyophilisats. Das Indikaforsys-
tem kann dabei direkt auf ein Trocknungsmittel oder auf ein Trégematerial, beispiels-
weise Papier, aufgetragen sein. Im Aligemeinen schliet sich an dieses Auffragen eine
Trocknung des resultierenden Indikatorsystems an, so dass dieses in einem farblichen
Ausgangszustand L frocken® vorliegt. Kommt das Indikatorsystem anschiieBend  mit

Feuchtigkeit in Berlhrung, veréndert das System seine Farbe. Durch die Auswahl geeig-
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neter Systeme ist dadurch die genaue Luftfeuchte bzw. die Materialfeuchie der Tra-

germaterialien bestimmibar.

Ublicherweise verwendete Trocknungsmittel sind Silikagele, Tonerde oder Molekularsie-
be.

Ein Beispiel, nach welchem ein Feuchtigkeitsindikator mit Farbumschiag hergestellt wer-
den kann, offenbart das US-Patent US 6,655,315, In diesem US-Patent wird ein Feuchtig-
keitsindikator beschrieben, welcher einen mit Kupferchiorid oder mit einem oder mehre-
ren, zur Freisetzung von Cu®'-lonen fahigen Salzen geférbt ist. Zusdfzlich umfasst der
Feuchtigkeitsindikator ein oder mehrere Metalichloride. Nachteilig an diesem Indlikati-
onssystem ist im Wesentlichen, dass es ein Verbundstoff aus mehreren Komponenten ist,
die vor der Verwendung des Feuchtigkeitsindikators erst in speziellen Verhdltnissen ge-
mischt werden mussen. DarlUber hinous ist es bei”einigen biclogischen Proben uner-
wiinscht, wenn farbige Feuchtigkeitsindikatoren verwendet werden, da durch die Farbe
des Indikators bzw. den aufiretenden Farbumschiag eine optische Beeinfrachtigung der
Probe auffreten kann. Hinzu kommt noch, dass der in US 6,655,315 beschriebene
Feuchtigkeitsindikator schon deshalo keiner biologischen Reakfion zugesetzt werden
wirde, weil er auch im Wesentlichen aus Tragermaterial und meist zweiwertigen Salzen
(Co**, Mg?*, Cr** etc.) besteht. Letztere sind offmals stark inhibiforisch auf Enzymreakiio-
nen, wie eine PCR. Darliber hinaus wird in dem US-Patent US 6,665,315 die Verwendung

von Feuchfigkeitsindikatoren in Lyophilisafen Uberhaupt nicht erwdhnt.

Die WO 92/02804 A offenbart einen Feuchtigkeitsindikator, der Kobalfthiocyanat als Indi-
katormaterial und ein hygroskopisches Salz umfasst. Das hygroskopische Salz wird aus-
gewdhlt aus der Gruppe, bestehend aus Kupferchlorid, Nafriumchlorid und Kaliumchlo-
rid. Dieses Indikatorsystem eignet sich aufgrund der verwendeten Komponenten nicht
zur Verwendung in empfindlichen biologischen Lyophilisaten. Zusatzich wird in der WO
92/02804 A nicht erwdhnt, dass sich der Feuchtigkeitsindikator Uberhaupt fUr die An-

wendung in Lyophilisaten eignet.

Demgemd@R stelit sich die vorliegende Erfindung die Aufgabe, ein Indikatorsystem fur
Feuchtigkeit in Lyophilisaten bereitzustellen, welches insbesondere die zuvor beschrie-

benen Nachteile nicht aufweist,
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Insbesondere stellt sich die vorliegende Erfindung die Aufgabe, einen Feuchtigkeitsindi-
kator bereitzustellen, der in Kombination mit Lyophilisaten von biclogischen Proben ver-
wendet werden kann. Unter diesem Gesichtspunkt wird dabei jedoch nicht verstanden,
dass die biologische Probe unmittelbar zusammen mif dem Feuchtigkeifsindikator auf-
bewahrt wird, sondem insbesondere, dass der Feuchtigkeitsindikator raumlich getrennt
von der biologischen Probe aufoewahrt wird, jedoch sich in der gleichen Afmosphdre
wie die biologische Probe befindet. Solife es in solch einer Anordnung, umfassend -
raumlich voneinander getrennt, jedoch in der gleichen Aimosphdre — mindestens eine
biologische Probe und mindestens einen Feuchtigkeifsindikator zu einer Feuchtigkeits-
aufnahme kommen, soll dieses von dem getrennt vorliegenden Feuchtigkeitsindikator
angezeigt werden. Dabei solite sich der Feuchtigkeitsindikator vorzugsweise leicht her-

stellen lassen.

Im Rohmen der vorliegenden Erfindung wurden Unfersuchungen an unterschiedlichen
Indika‘rorsys‘remen zur Anwendung bel Lyophilisaten durchgefihrt und es wurde festge-
stellt, dass sich im Allgemeinen Verbindungen als Indikatorsystem in Lyophilisaten eig-
nen, welche eine Volumenreduktion im Vergleich zur im Wesentlichen Abwesenheif von
Wasser von mindestens 30 %, weiter bevorzugt 60 %, besonders bevorzugt 90 %, in
Gegenwart einer definierten relativen Luftfeuchte der umgebenden Luft von mindestens
70 %, bevorzugter 50 %, noch bevorzugter 30 %, besonders bevorzugt 10 %, aufwel-

sen.

I Rahmen der vorliegenden Erfindung wird unter einer im Wesentichen Abwesenheit

von Wasser eine relative Luftfeuchtigkeit von 0 % verstanden.,

Gelést wird die der vorliegenden Erfindung zugrunde liegende Aufgabe daher zundchst
durch die Verwendung von einem Feuchtigkeitsindikator in Kombination mit einem Ly-
ophilisat, welcher eine Volumenreduktion im Vergleich zur im Wesentlichen Abwesenheit
von Wasser von mindestens 30 %, weiter bevorzugt 60 %, besonders bevorzugt 90 %, in

Gegenwart einer definierten relativen Luftfeuchte der umgetbenden Luft von mindestens

70 %, bevorzugter 50 %, noch bevorzugter 30 %, besonders bevorzugt 10 %, aufweist,

Dabei ist es insbesondere bevorzugt, wenn der Feuchtigkeitsindikator selbst ein Lyophili-
sat ist. Dadurch kann die Herstellung von Anordnungen, umfassend mindesfens eine

biologische Probe und mindestens einen Feuchtigkeitsindikator, erheblich vereinfacht
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werden, da es beispielsweise méglich ist, die mindestens eine biologische Probe und

den Feuchtigkeitsindikator zeitgleich zu lyophilisieren.

Dartber hinaus bendtigh die erfindungsgemdRe Losung des zugrundeliegenden Prob-
lems nicht die Verwendung von einem Tragemnaterial, auf welchem das die Feuchtig-
keit indizierende System (Verbindung, Komplex, Verbundmaterial etc.) aufgebracht ist,

da es selbst als eigensténdiges Lyophilisat vorliegt.

Der erfindungsgemdBe Feuchtigkeitsindikator ist also selbst ein Lyophilisat und damit
inherent dozu geeignet, den Feuchtigkeitszustand von lyophilisierten Proben, die bei-

spielsweise in benachbarten Kavitéten vorliegen, zu Uberwachen.

In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung 10st sich
der Feuchtigkeitsindikator nach Aufnahme einer definierfen Menge von mindesfens 60
Gew.-% Wasser, bezogen auf das Ausgangsgewicht des trockenen Feuchtigkeitsindika-

tors, vollsténdig auf.

Gelost wird die der vorliegenden Erfindung zugrunde liegende Aufgabe ferer durch die
Verwendung von einem Feuchtigkeitsindikator, ausgewahlt aus der Gruppe, bestehend
aus Poly(acrylsdure-co-maleinsdure), Polyacrylsdure und/oder einem Salz davon, in el

nem Lyophilisat.

DemgemdB betrifft die vorliegende Erfindung zundchst ein Lyophilisat, umfassend min-
destens einen Feuchtigkeitsindikator, welcher eine Volumenreduktion im Vergleich zur im
Wesentlichen Abwesenheit von Wasser von mindestens 30 %, weifer bevorzugt 60 %,
besonders bevorzugt 90 %, in Gegenwart einer definierfen relativen Luftfeuchte der
umgebenden Luft von mindestens 70 %, bevorzugter 50 %, noch bevorzugter 30 %,

besonders bevorzugt 10 %, aufweist.

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung wird unter einem Feuchtigkeitsindikator eine
einzelne Verbindung, jedoch auch eine Zusammensetzung mehrerer einzelner Veroin-

dungen verstanden.
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Insbesondere betrifft die vorliegende Erfindung ein Lyophilisat, umfassend mindestens
einen Feuchtigkeitsindikator, ausgewdhit aus der Gruppe, bestehend aus Po-

ly(acrylséure-co-maleinsdure), Polyacrylséiure und/oder einem Salz davon.

Bei der erfindungsgemdaB vorgesehenen Verbindung Poly(acrylsdure-co-maleinsaure)
(CAS-Nummer 52255-49-9) handelt es sich vorzugsweise um ein Copolymer mit einem
durchschnitfichen Molekulargewicht von ungefdéhr 50000; ferner ist das molare Verhdlt-

nis von Acrylséiure- und Maleinsdure-Monomeren vorzugsweise ungefahr 1:1.

Insbesondere eignet sich im Rahmen der vorliegenden Erfindung die Verwendung des

Natriumsalzes der Poly(acrylsGure-co-maleinsaure).

Da der erfindungsgemdaBe Feuchtigkeitsindikator selost vorzugsweise ein Lyophilisat
darstellt, betragt der Gehalt an feuchtigkeitsindizierender Verbindung, jewells bezogen
auf das Lyophilisat, vorzugsweise 30 bis 100 Gew.-%, bevorzugt 40 bis 100 Gew.-%,
besonders bevorzugt 50 bis 100 Gew.-%.

Der erfindungsgemaB vorgesehene Feuchtigkeitsindikator wird vorzugsweise als Lyophili-
sat in Kombination mit zusdiziich mindestens einem weiteren biologisch akfiven Be-
standteil verwendet, wobei der Feuchtigkeitsindikator und der mindestens eine biolo-
gisch akiive Bestandteil réumlich voneinander getrennt vorliegen, jedoch gieichzeitig

sich in der gleichen Atmosphdre befinden.

Dieser weitere biologisch aktive Bestandteil kann beispielsweise ausgewahit werden aus
der Gruppe, bestehend aus Blut, dessen Bestandteile; Proteine, insbesondere Enzyme;
Viren: Bakferien; Hormone; Antibiotika; FettsGiuren; Lipide; Kohlenhydrate mit beliebiger
Kettenlange; Impfstoffe; niedermolekulare chemische Verbindungen, deren Salze und

Organika.

Die feuchtigkeitsindizierende Verbindung und/oder der mindestens eine biologisch akfi-
ve Bestandteil kann beispielsweise in einer Kavitdt auf einem PCR-Streifen eingebracht
sein oder in einer Kavitét auf einer Mikrotiterplatte, einem (ggf. nicht) standardisierien
ReagiergefdB, in Reaktionsrdumen, in mikrofluidischen Umgebungen oder Verbrauchs-

materiaiien vorliegen.
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Das Lyophilisat der feuchtigkeitsindizierenden Verbindung kann im Allgemeinen ausge-
hend von zumindest einer wassrigen Losung der feuchtigkeifsindizierenden Verbindung
erhalten werden. Die wdssrige Losung kann dabei eine Konzentration an feuchtigkeifsin-
dizierender Verbindung, jeweils bezogen auf die wdssrige Losung, von 0,01 bis 20 Gew -
%, bevorzugt 0,1 bis 5 Gew.-%, besonders bevorzugt 0,25 bis 2,5 Gew.-%, aufweisen.
Die wéisstige Losung kann ferner zumindest einen weiteren biologisch akfiven Bestandteil

gemdR der oben sfehenden Definition umfassen.

Das érﬁndungsgemdBe Lyophilisat kann beispielsweise gemdB folgender Verfanrens-

weise hergestellt werden:

(i) Herstellen einer wdsstigen Losung, umfassend mindestens eine erfindungs-
gemdRe feuchtigkeitfsindizierende Verbindung;:

(i) Einbringen bzw. Auforingen der hergesteliten Mischung in eine Kavitat bzw.
sonstige Oberfldche;

(iii) Einfrieren und Inkubieren der aus Verfahrensschritt (i) resultierenden Mi-
schung; und

{iv) Trocknen der aus Verfahrensschritt (i) resultierenden Mischung in einem
geeigneten Vakuum, wobei die Trocknungsphase eine Haupftrocknung

und eine Nachirocknung bei geeigneten Unterdricken umfassen kann.

Wdhrend der Hauptirocknung wird das Wasser sublimiert, in dem das zu frocknende
Produkt gelést ist, Dies geschieht bei einem Vakuum, das dem Dampfaruck des Wassers
bel der Temperatur entspricht, bei der die Trocknung durchflhren méchte (Bsp.: das
Produkt muss mindestens -40 °C kalt sein, damit es seine Strukiur wahrend der Trocknung
nicht verandert, also lyophilisiert man wéhrend der Hauptirocknung mit 0.12 mibar. Dies
ist der Dampfdruck des Wassers bei -40 °C. Dadurch wird die Temperatur zu frocknende
Produkis solange bei -40 °C liegen, wie noch Wasser vorhanden ist). Die Nachfrocknung
dient dozu, die Wassermolekile zu entfernen, die direkt an das zu trocknende Produkt

gebunden sind. Dazu muss ein Hochvakuum von bsp. 0.001Tmbar angelegt werden.

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung wird unter einer Inkubation die Zeit verstanden,
in der die zu frocknende Mischung eingefroren wird, wobei die Ldnge der Inkubation bei

einer gegebenen Einfriertemperatur einen Einfluss auf die Eigenschaften des Lyophilisats
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(speziell auf Aussehen und Struktur des Gefriertrocknungskuchens) aufweist und von dem

Fachmann geeignet angepasst werden kann,

Das im Verfahrensschrift (i) vorgesehene Einfrieren kann bei einer Temperatur von -10 bis
-200 °C, bevorzugt -20 bis -80 °C, besonders bevorzugt -30 bis -50 °C, erfolgen. Die
Dauer des Einfrierens kann 0,5 bis 24 Stunden, bevorzugt 0,5 bis 8 Stunden, besonders

bevorzugt 1 bis 3 Stunden, betragen.

Wahrend dieses Trocknungsschritts kann die Temperatur bis auf Raumtemperatur erhoht
werden. Ein Nachtrocknen erfolgt vorzugsweise bei mindestens 20°C und einem Vaku-
um von 0.1 bis 0.00001 mbar, weiter bevorzugt 0.01 bis 0.0001 mbar, besonders be-
vorzugt 0.01 bis 0.001 mbar, fr einen Zeitraum von vorzugsweise 0 bis 72 Stunden, wei-

ter bevorzugt 1 bis 24 Stunden, besonders bevorzugt 3 bis 10 Stunden.,

Das erfindungsgemadBe Lyophilisat wird vorzugsweise in einem PCR-GefdB, insbesonde-

re einem PCR-Rohrchen, bereitgestellt,

In einer weiteren Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung wird der zu lyophilisieren-
den Indikatoridsung hygroskopische Substanzen zugesetzt. Dies funhrt dazu, dass das
Lyophilisat sein Volumen bereits bei geringeren Lufffeuchten verdndert ,als dies ohne

Zusatz der Fall ware,

FUr die Wasseraufnahme und damit Gewichtszunahme ist im Wesentlichen die obsoluw‘e
Menge an feuchtigkeitsindizierender Verbindung in dem Lyophilisat entscheidend. Far
die Volumenreduktion ist jedoch insbesondere die Prozentualitdt an feuchtigkeitsindizie-
render Verbindung in der Ursprungslésung (d.h. vor dem Lyophilisieren) von entschei-
dender Bedeutung: Das heit, je hoher die Ausgangskonzentration in der Losung vor
dem Trocknen, desto héher muss die Luftffeuchte sein, damit das Lyophilisat seine Ges-

talt verandert,

Darlber hinous betifft die vorliegende Erfindung die Verwendung von einer feuchtig-
keitsindizierenden Verbindung. welche eine Volumenredukiion im Vergleich zur im We-
sentlichen Abwesenheit von Wasser von mindestens 30 %, weiter bevorzugt 60 %, be-

sonders bevorzugt 90 %, in Gegenwart einer definierfen relativen Lufifeuchte der um-
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gebenden Luft von mindestens 70 %, bevorzugter 50 %, noch bevorzugter 30 %, be-

sonders bevorzugt 10 % aufweist, zur Feuchtigkeitsindikation.

Weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist die Verwendung von einer feuchtig-
keitsindizierenden Verbindung, ousgewdhl’r aus der Gruppe, bestehend aus Po-
ly(acrylséiure-co-maleinsdure), Polyacrylséure und/oder einem Salz davon, in einem Ly-

ophilisat, zur Feuchtigkeitsindikation.

GemdR den vorstehenden Eriéuterungen erfolgt die Feuchtigkeitsindikation in einem

Lyophilisat.

Weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Verfahren zur Uberwachung des

Feuchfigkeitsgehalts von einem Lyophilisat, dadurch gekennzeichnet, dass

(i) ein Lyophilisat, umfassend mindestens eine erfindungsgemaie feuchtig-
keitsindizierende Verbindung bereitgestellt wird; und

(ii) das Volumen der feuchtigkeitsindizierenden Verbindung beobachtet wird,

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung kann das Volumen der feuchtigkeitsindizieren-
den Verbindung visuell Uberwacht werden, wobei es des Weiteren vorgesehen sein
kann, dass das Beobachten des Volumens der feuchtigkeitsindizierenden Verbindung

durch Vergleichsbeobachtung mit einer dquivalenten Blindprobe erfolgt.
Die vorliegende Erfindung wird anhand der nachfolgenden Beispiele ndher erdutert,

Begriffe und AbkUrzungen, die im Folgenden benutzt werden:
LoC = Lab-on-a-Chip

PAMA = Poly(actylsGiure-co-maieinsdure), Na Salz

PEG = Polyethylenglykol

Lyophilisation = Synonym fur Gefrierfrocknung

MTP = Mikrotiterplatte

rel. LF = relatfive Lufffeuchte
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Versuch 1:  Verdnderung der Gestalt von gefriergetrocknetem PAMA durch Feuch-

teeinwirkung

Fine PAMA-L&sung bildet beim Gefriertrocknen ein dichtes Netzwerk an PAMA als Fest-
stoff. Dies ist zu daran zu erkennen, dass PAMA-Lyophilisate einen weilen Korper besit-
zen, den der Fachmann als ,Kuchen' bezeichnet. Dies ist an sich nichts Ungewohnli-
ches. Uberaschend hingegen war die Beobachiung, dass dieser Kuchen bei Einwir-

kung von feuchter Luff verschwindet, wie folgender Versuch zeigt.

50 pl einer 0,5%- bzw. 5%-PAMA-LOsung wurde in PCR-Streifen geflllt und gefrierge-
trocknet (Einfrieren bei -80 °C, 2 h Inkubation bei -50 °C, Trocknung im Vakuum (0.2
mbar) bel steigenden Temperaturen (-40 °C bis 20 °C), Nachtrocknung bei 20 °C und
0.002 mbar). In den Deckel der Lyophilisat-bestickten PCR-Tubes wurden 10 ul Wasser
pipettiert und das Tube mit dem passenden Deckel verschiossen. Im Falle des-0,5%-
PAMA-Lyophilisats begann der Kuchen nach 2 — 4 min ,dahinzuschmelzen'. Er veringer-
te sein Volumen und die Oberfldche sah zunehmend glasig aus (Figur 1). Das 5%-
PAMA-Lyophilisat hingegen zeigte auch nach 15 min Inkubation keine VerGnderung sei-

ner Morphologie (Figur 2).

Die Ergebnisse des Versuches 1 sind in den Figuren 1a und 1b dargestellf. Dabel umfas-

sen die rechten vier Tubes die entsprechenden Lyophilisate, zweimal ausgehend von
der 0,5 % PAMA-Ldsung (1. und 2. Tube von links) und zweimal ausgehend von der 5 %
PAMA-L&sung (8 und 4. Tubes von links). In den Figuren 1a und 1o enthdlf Tube 2 (von
links) auf beiden Bildem mit der Aufschrift ,0.5" das Lyophilisat, welches ausgehend von
der 0,5%-PAMA-L&sung erhalten wurde (Links (Figur 1a): vor Feuchte-Inkubation, Rechts
(Figur 1b): Feucht-Inkubation far 15 min). Man erkennt, dass sich das Lyophilisat in Tube
2 {von links) nach der Feucht-Inkubation aufgelst hat, wahrend das Lyophilisat, welches
ausgehend von der 5%-PAMA-Lsung erhalfen wurde, sich nach der gleichen Feucht-
Inkubation noch nicht aufgelést hat (auf dem rechten Bild (Figur 1b) befinden sich die

Lyophilisate im Deckel der Tubes 3 und 4),

Ein Vergleich der Figuren 2a und 2b (gleiche Anordnung der Tubes wie in Figuren 1a
und b) zeigt, wie bereifs erwdhnt, dass das 5%-PAMA-Lyophilisat auch nach 15 min In-

kubation keine Verdnderung seiner Morphologie zeigt.
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Versuch 2:

Im Folgenden ist ein Experiment gezeigt, bei dem 0,5% / 1% / 5% / 10%-PAMA-
Lésungen gefriergetrocknet und anschlieBend relativen Luftfeuchten von 43 - 59 %
ausgesetzt wurden. Die verschiedenen PAMA-Kuchen wurden wie oben beschrieben in
PCR-Tubes hergestellt. Dann wurden die PCR-Tubes in einem Exsikkator in Gegenwart
einer CaCl,-Lésung inkubiert (offen, ohne Deckel) und in Infervallen fotodokumentiert.
Die relative Luftfeuchte in dem Exsikkator betrug dadurch 43 % (zu Beginn) bis 59 % (am
Ende des Experiments). Abbildung 3 zeigt, dass der 0,5%-PAMA-Kuchen nach weniger
als 2 h bereits s’rqu geschrumpft ist. FUr den gleichen Effekt brauchte der 1 %-Ansatz ca.
3 h, der 5%-Ansatz mehr als 5 h. Der 10%-Ansaiz zeigte erst bei der finalen Fofodoku-
mentation nach 10 Tagen ein vollstéindig geschrumpftes Lyophilisat. Allgemein war die
fincle GroRe des feuchtgewordenen PAMA-Kuchens proportional zur vorhandenen
PAMA-Menge.

Die Ergebnisse sind in der Figur 3 dargestellt, welche eine Zeitreine des Feuchtwerdens

von PAMA-Lyophilisafen (O Stunden bis 10 Tage) zeigt.
Versuch 3:

Die folgenden beiden Experimente zeigen mit einfachsten Mitteln, wie man den Effekt

des ,Zusammenschmelzens' von PAMA fUr einen Feuchtigkeitsindikator nutzen kann.

Ein Parafim wurde von unten mit dem englischen Wort ,humid® beschriebeh. Danach
wurde auf die Oberseite des Parafilms eine 0,5%-PAMA-LOsung aufgebracht und wie im

Versuch 1 beschrieben gefriergefrocknet.

Der so vorbereitete PAMA-Kuchen auf Parafilm wurde in ein halboffenes Plastikkastchen
gelegt, in dem sich 4 ml Wasser befanden. Die Verdnderungen des PAMA-Kuchens
wurden Uber die ndchsten 1,5 h fotografisch dokumentiert (Abb. 4). Man sieht deutlich,
wie der PAMA-Kuchen quasi unsichtbar wird und den darunterliegenden Schriffzug .hu-

mid" also feucht" erkennen I1&sst,
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Figur 4a zeigt links den gefriergetrockneten PAMA-Kuchen vor dem Feuchtwerden, Figur
4b zeigt den PAMA-Kuchen nach 45min an feuchter Luft und Figur 4c zeigt den PAMA-

Kuchen nach 1h 45min an feuchter Luft,

Versuch 4.

Die MTP-Vertiefungen wurden von auBen mit rotfem Permanentmarker oeschrieben, so-
dass sich eine rofte Flache ergab. Je 2 MTP-Vertiefungen wurden mit je 200 ul 0,1% /
0,5% / 2% | 5% PAMA inkl. je 2 pl Malachitgriniésung befullt. Danach wurde die befllite

MTP wie im Versuch 1 beschrieben gefriergetrocknet,

Die so préparerte MTP wurde nacheinander 14 d auf der Laborbank (20 °C, 35 % rel.
LF), 10 d im Exsikkator (22 °C, 45 % rel. LF) sowie 2 d im Exsikkator (22 °C, 75 % rel. LF)
gelagert. Nach 2 Tagen auf der Laborbank war keine weitere Verdnderung der PAMA-
Kuchen bei 35 % rel. LF mehr zu erkennen (Figur 5a). Nach 10 Tagen bei 45 % rel. Lk
waren die 0,1%- und 0,5%-PAMA-Kuchen geschrumpft (Figur 5b). Nach 2 Tagen bei 75

% rel. LF waren schlieBlich alle PAMA-Kuchen zusammengeschrumpft (Figur 5¢).

Versuch 5:

Dieses Experiment zeigf, dass nicht jede Polymersubstanz eine Volumenredukiion bei
Feuchtwerden zeigt. Verglichen wurden Polyacrylséure (PAA, Molekulargewicht 250.000),
PEG3000, PEG8000 sowie PEG35000 (PEG = Polyethylenglykol). Je 100 pl dieser Sub-
stanzen wurden, wie bereits mehrfach beschrieben, in PCR-Tubes gefllit und gefrierge-

frocknet. Danach wurden die Lyophilisate steigenden Luftffeuchten ausgesetzt. Figur 6

zeigh, wie sich die Lyophilisat-Kuchen der einzelnen Chemikalien nach 8 Tagen Inkuba-

tion bei 75% rel. LF verdndert haben. Man sieht deuflich, dass sich das Volumen des
Kuchens aus Polyacrylsure stark reduziert hat, Die PAA verhdlf sich folglich vergleichbar
wie PAMA. Die drei PEG-Kuchen hingegen zeigen keinerlei Verdnderung und sind folg-
lich nicht als Substanzgrundiage flr einen Feuchtigkeitsindikator im Sinne der vorliegen-

den Erfindung geeignet.

In der Figur 6 sind die gefriergefrockneten Kuchen aus je 0,5%-Losungen von PAA,
PEG8000, PEG35000, PEG3000 in der angegebenen Reihenfolge von links nach rechts
dargestellt.
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Versuch 6: Quantifizierung der Wasseraufnahme durch das PAMA-Lyophilisaf

Um das Phdnomen der extremen Volumenreduktion des PAMA-Kuchens bei Feuchtwer-
den besser zu verstehen, wurde bestimmt, bei welchen Luftfeuchtegraden die Ande-

rung der Morphologie stattfindet und wie viel Wasser dobei aufgenommen wird.,

Es wurden Lésungen mif verschiedenen PAMA-Konzentfrationen (1 ~ 8 % w/v) sowie ver-
schiedene Volumen einer 10%-PAMA-Losung in PCR-Streifen pipettiert und wie im ersten
Experiment beschrieben gefriergetrocknet. Die PCR-Tube-Streifen wurden zerschnitten
und die einzelnen Tubes mit den Lyophilisaten gewogen. Diese wurden dann fur 4 Tage
einer relativen Luftfeuchte von ca. 60 % bei ca. 20 °C ausgesetzt. Nach Ablauf dieser
Inkubationszeit wurden die PCR-Tubes emeut gewogen und die Gewichisdifferenz be-
stimmt, Trégt man die aufgenommene Menge an Wasser (GbZUIesen an der Gewichs-
differenz zwischen frockenem und feuchten Zustand) gegen die Ausgangsmenge an
PAMA auf, sieht man eine ganz klare Proporfionalitét zwischen aufgenommener Was-
sermenge und urspringlich eingetrocknetem PAMA-Lésungsvolumen (Figur 7a) bzw. der
PAMA-Konzentration der eingetrockneten PAMA-Losung (Figur 70). Beide Beobachtun-
gen legen nahe, dass die Menge des aufgenommen Wossérs zwar von der initialen

PAMA-Menge abhéngig ist, nicht jedoch von der urspringlichen PAMA-Konzentration.
Versuch 7:

Mit diesern Experiment I&sst sich kiar belegen, daoss tafsdchlich lediglich die absoluf vor-
handene PAMA-Menge und nicht die Konzentration der Ursprungsiésung bestimmt, wie
viel Wasser von einem PAMA-Gefrierfrocknungskuchen aufgenommen wird.

Dazu wurden

Q) 20 - 100 pl 10% PAMA-LO6sungen und

b) je 80 w 1- 8 %-PAMA-LGsungen

in PCR-Tubestrips geflllt (als Triplikat) und wie eingangs beschrieben gefriergetrocknet.

Die Gewichte der trockenen PAMA-Kuchen wurden mit einer Feinwaage besfimmt. An-

schlieBend wurden die offenen Tubes steigenden Lufifeuchten (9%, 33%, 45%, 75%)
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ausgesetzt, wobei jeweils ca. 1 Woche bei einer bestimmiten Luftfeuchte inkubiert wur-
de. Vor jedem Wechsel zur ndchsthoheren LF wurde das Gewicht der PAMA-Kuchen
emeut bestimmt.

Aus den Figuren 8a und 8b sowie Tabellen 1 und 2 geht hervor, dass beide Ansaize,
sowohl @) als auch b), die dleiche Gewichtszunahme pro  Miligriamm  PA-

MA-Ausgangsgewicht aufweisen.

Tabelle 1: Gewichtszunahme von PAMA-Lyophilisaten (hergestellt nach Ansatz a)) bei

Inkubation an verschiedenen Luftfeuchten

mg PAMA | Mittlere HyO-Aufnahme [mg] Standardabweichung Gewichiszunahme [% PAMA-Gewichi]
H,O-Aufnahme [mg]
4d@35% 5d@45% 2d@75% 5d@45% 2d@75% 4d@35% 5d@45% 2d@75%
2 0,6 0,6 1.4 0,2 0.1 30 32 70
4 0.8 1.1 2,7 0,0 0,0 20 28 68
6 1,2 1.7 4,0 0.2 0.2 20 28 67
8 1.7 2,2 5,2 0.1 0.1 21 27 65
10 2,0 2,6 6,4 0.1 0.1 20 26 64
Mittlere Gewichtszunahme [Gew.-%]: 22 28 67

Tabelle 2: Gewichiszunahme von PAMA-Lyophilisaten (hergestellt nach Ansatz b)) bei

Inkubation an verschiedenen Lufffeuchten

mg PAMA | Miftlere H,O-Aufnahme [mg] Standardabweichung Gewichtszunahme [% PAMA-Gewicht]
H,O-Autnahme [mg]

40@35% 5d@45% 2d@75% 5d@45% 2d@75% 4d@35% 5d@45% 2d@75%
0,8 0.2 0.3 0.6 0.1 0.1 25 33 75
1,6 0.3 0.4 1.1 0.1 0.1 19 27 67
3.2 0,6 0.9 2,3 0.1 01 19 29 71
6,4 1,3 1.8 4,2 0,1 0.1 20 28 66
Mittlere Gewichtszunahme [Gew.-%)]: 21 29 70
Versuch 8:

In diesem Experiment wurde bestimmt, wie viel Wasser PEG-Lyophilisate (PEG = Poly-
ethylenglykol) im Vergleich zu PAMA-Lyophilisaten aufnehmen. Dazu wurden abermals je
4x 100u 5% PAMA- bzw. PEG8000-Losungen in PCR-Tubes gefriergetrocknet (Figur 9a: 4
Tubes links mit PAMA und 4 Tubes rechts mit PEG8000). Die Gewichte der frockenen

Substanzen wurden bestimmt. AnschlieBend wurden die Lyophilisate fur 4 Tage einer
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relativen Luftfeuchte von 75% ausgesetzi und ermeut gewogen. Figuren 9a und 9b zel-
gen Fofos der Ansaize vor und nach dem Feuchtwerden. Es ist deutlich zu erkennen,
dass die PEG8000-Lyophilisate (4 Tubes von rechts) keine Volumenreduktion aufwiesen,
wahrend die PAMA-Lyophilisate (4 Tubes von links) sehr stark zusammenschrumpften
(Figur 8b). Die Gewichtsbestimmung ergab, dass die PAMA-AnsGize beil gleichem Fest-
stoffgewicht mit 3,35 mg ca. dreimal mehr Wasser aufgenommen hatften als die
PEG8000-Ansaize (1,05 mg]'. PAMA nimmt somit etwa 67% seines Eigenfeststoffgewichts
an Wasser auf (Messwert durch mehrere Versuche bestatig), wahrend es bei PEG8000
nur 21% sind. Vermutlich ist diese hohe Wasseraufnahmekapazitat der Grund fur die

Lyophilisatveranderungen el PAMA,
Versuch 9:

Es wurden Lésungen mit verschiedenen PAMA-Konzentrationen (0,01 — 1 % w/v) in Dupli-
katen in PCR-Streifen pipettiert und wie im ersten Experiment beschrieten gefrierge-
trocknet. Das Ergebnis ist in Abbildung 10 zu sehen. Das Experiment zeigte, dass man
mindestens 0,25% PAMA in Ldsung haben muss, damit die Gefriertrocknung einen Ku-

chen von guter Qualitat erzeugt,

Figur 10 zeigt Gefrierfrocknungskuchen von Losungen mif steigenden PAMA-
Konzentrationen (von links oben nach rechts unten: (e 2x) 0,01% / 0,0256% / 0,05% /
0,1%/0,25% / 0,5% [ 1%).

Versuch 10:

Es wurden Lésungen mit verschiedenen PAMA- (0,5 bzw. 1 % w/v) und Cdasiumfluoria-
Konzentrationen (0/20/30/40mM bzw. 50/60/70/80 mM CsF) in PCR-Streifen pipetftiert und
wie im ersten Experiment beschrieben gefriergetrocknet (Figur 11a). AnschlieBend wur-
den die offenen Tubes nacheinander steigenden Luftfeuchten ausgesetzt (7 Tage 9%,
14 Tage 24%, 1 Tag 34%). Nach 1 Tag bei 34% rel. LF schrumpffen die meisten Ansatze
stark zusammen (Figur 11b). Man kann deutlich erkennen, dass das AusmaB der

Schrumpfung mit der Konzentration an CsF im Ansatz korreliert.
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Die Figuren 11a und 11b zeigen von links nach rechts Tubes mit folgenden CskF- & PA-
MA-Konzentrationen: OmM & 0,5%, 20mM & 0,5%, 30mM & 0,5%, 40mM & 0,5%,
50mM & 1%, 60mM & 1%, 70mM & 1%, 80mM & 1%.

Versuch 11:

Es wurden Lésungen mit verschiedenen Volumina (25 - 100 ul) von verschiedenen PA-
MA-Konzentrationen (0,25 - 5% w/v) wie im ersten Experiment beschrieben gefrierge-
trocknet, Figur 12a zeigt die Anséitze unmitteloar nach der Gefrierfrocknung: erste Relhe
von oben: je 2x je 25 ul 0,25%. 0,5%, 1%, 2,5% PAMA; zweite Reihe von oben: 2x je 25
ul 5% PAMA, je 2x je 50 ul 0,25%, 0,5%. 1% PAMA; drifte Reihe von oben: je 2x je 50ul
2,5%, 5% PAMA; je 2x je 100ul 0,25%, 0,5% PAMA; unterste Reihe: je 2x je 100ul 1%,
2,5%, 5% PAMA. ,

AnschlieBend wurden die offenen Tubes einer relativen Luftfeuchte von 45% ausgesetzt.
Bereits nach 3h schrumpften alle Lyophilisate mit 0,25% PAMA unabhdngig vom einge-
trockneten Ausgangsvolumen zusammen. Noch 1 Tag schlieBlich zeigten alle Ansatfze
mit kleiner gleich 1% PAMA unabhdngig vom Ausgangsvolumen eine sfarke Schrump-
fung. Alle 2,5% PAMA-AnsGize schrumpften — unabhdngig vom Ausgangsvolumen — nur
sehr wenig. Nur die 5% PAMA-Anséitze zeigten — wiederum unabhdngig vom Ausgangs-
volumen - keinerlei Schrumpfung. Figur 12b zeigt die selben Ansdize wie Figur 12a, je-

doch nach der eintgigen Inkubation bei 45% relativer Luftfeuchte.
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Patentanspriiche

Lyophilisat, umfassend mindestens einen Feuchtigkeitsindikator, welcher eine Vo-
lumenreduktion im Vergleich zur im Wesentlichen Abwesenheit von Wasser von
mindestens 30 % in Gegenwart einer definierten relativen Luftfeuchte der umge-

benden Luft von mindestens 10 % aufweist,

Lyophilisat, umfassend mindestens einen Feuchtigkeitsindikator, ausgewdhit aus
der Gruppe, bestehend aus Poly(acrylsdure-co-maleinsdure), Polyactylsure

und/oder einem Salz davon.,

Lyophilisat nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass Lyophilisat das No-

tfriumsalz der Poly(acrylsdure-co-maleinsdure) umfasst.

Lyophilisat nach einem der Anspriche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dass der
Gehalt an Feuchtigkeitsindikator, jeweils bezogen auf das Lyophilisat, 30 bis 100
Gew.-%, bevorzugt 40 bis 100 Gew.-%, besonders bevorzugt 50 bis 100 Gew.-%,
betrdgt.

Lyophilisat nach einem der Anspriche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, dass das

Lyophilisat gemdR folgender Verfahrensweise hergestelit wird:

(i) Herstellen einer wéssrigen Losung, umfassend mindestens eine feuchtig-
keitsindizierende Verbindung gemdal Anspruch 1 oder 2

(ii) Einbringen bzw. Aufbringen der hergestelliten Mischung in eine Kavitat bzw.
sonstige Oberfldche;

(i) Einfrieren und Inkubieren der aus Verfahrensschrift (i) resultierenden Mi-
schung; und

(iv) Trocknen der aus Verfahrensschritt (i) resultierenden Mischung in einem
geeigneten Vakuum, wobei die Trocknungéphase eine Haupttrocknung

und eine Nachtrocknung bei geeigneten Unterdricken umfassen kann.

Lyophilisat nach einem der Anspriiche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, dass das
Lyophilisat in einem PCR-GeféR, Insbesondere einem PCR-Rohrchen, bereifgestelit

wird,
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10.

11.

12.

13.

Anordnung, umfassend mindestens ein Lyophilisat nach einem der Anspruche 1
bis 6 und zusdtzlich mindestens einen biclogisch akfiven Bestandtell, dadurch ge-
kennzeichnet, dass das Lyophilisat und der mindestens eine biologisch aktive Be-
standteil raumlich voneinander getrennt vorliegen, jedoch in Kontakt mit der glei-

chen Atmosphdre stehen.

Anordnung nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, dass der mindestens eine
biologisch aktive Bestandteil ausgewdhlt ist aus der Gruppe, bestehend aus Blut,
dessen Bestandteile; Proteine, insbesondere Enzyme; Viren; Bakferien; Hormone;
Antibiotika: Fettsauren; Lipide; Kohlenhydrate mit beliebiger Kettenldnge: iImpfstof-

fe; niedermolekulare chemische Verbindungen, deren Salze und Organika,

Anordnung nach Anspruch 7 oder 8, dadurch gekennzeichnet, dass der Feuch-
tigkeitsindikator und/oder der mindestens eine biologisch aktive Bestandteil jeweils
getrennt voneinander in einer Kavitat auf einem PCR-Streifen eingelbracht ist oder
in einer Kavitat auf einer Mikrotiterplatte, einem gegebenenfalis nicht standardi-
sierten ReagiergefdRB, in Reakfionsrdumen, in mikrofluidischen Umgebungen oder

Verbrauchsmaterialien vorliegt.

Verwendung von mindestens einer feuchfigkeitsindizierenden Verbindung, welche
eine Volumenreduktion von mindestens 30 % in Gegenwart einer definierten rela-

tiven Luftfeuchte der umgebenden Luft von mindestens 10 % aufweist,

Verwendung von mindestens einer Verbindung, ausgewahlt aus der Gruppe be-
stehend aus Poly(acrylséure-co-maleinséure), Polyacrylséure und/oder einem Salz

davon, zur Feuchtigkeitsindikation.

Verwendung nach Anspruch 10 oder 11, dadurch gekennzeichnet, dass die

Feuchtigkeitsindikation in einem Lyophilisat erfolgt.

Verfahren zur Uberwachung des Feuchtigkeitsgehalts von einem  Lyophilisat,

dadurch gekennzeichnet, dass

(i) ein Lyophilisat, umfassend mindestens eine feuchtigkeitsindizierende Ver-
bindung gemdai einem der Anspruche 1 bis 6, bereitgestelit wird; und

(i) das Volumen der feuchtigkeitsindizierenden Verbindung beobachtet wird.
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14,

Verfahren nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, dass das Volumen der

feuchtigkeitsindizierenden Verbindung visuell Gberwacht wird.

Verfahren nach Anspruch 13 oder 14, dadurch gekennzeichnet, dass das Beo-
bachten des Volumens der feuchtigkeitsindizierenden Verbindung durch Ver-

gleichsbeocbachtung mit einer dguivalenten Blindprobe erfolgt.



WO 2012/062841 PCT/EP2011/069813
1/8

Abbildungen:

5  Figur 1q)

Figur 1b)
10

Figur 20

15
Figur 2b

20



WO 2012/062841 PCT/EP2011/069813

2/8
Figur 3
0 0,5 1,5 1755 2 2,25 3725 4,75 240 Zeit [0]
10%
5%
1%
0,5%

18.9 19.1 19.1 19.2 19.4 19.5 20.0 20.4 21.3 Temp °C

43 43 48 50 51 52 56 58 59 LFrel%
Figur 4a
5
Figur 4b
10

Figur 4¢c




10

15

20

WO 2012/062841

Figur 5a

Figur 5b

Figur 5¢

Figur 6

Figur 7a

3/8

Gewichtszunahme [mg]

20 40 60 80
Volumen der 10% PAMA-L.6sung [pl]

100

PCT/EP2011/069813



5

WO 2012/062841 PCT/EP2011/069813
4/8
Figur 7b
3
— 2.5
jo2]
E
g
g s
5 1
H
© 05
0 :
0 2 4 6 8
PAMA-Gehalt [%] bei konst. Volumen
Figur 8a
7
6 | <©4d @ 35%
'g:' 05d @ 45%
=57 02d @75%
£.4]
©
5
3° =
£ E - -
2 2 - . O
2 e
1 B - %./' - -<>
&7
O T T I I T
0 2 4 6 8 10 12
Ausgangsgewicht des PAMA [mg]




5

10

PCT/EP2011/069813

WO 2012/062841
5/8
Figur 8b
5

o 4d @ 35%
"g 4 1o5d @ 45%
0 02d@75%
£s]
©
=
=
0 o
E e 'gj
L
= e
@
o 1-

s
0 T T I T T
0 1 2 3 4 5 6 7
Ausgangsgewicht des PAMA [mg]
Figur 9a

Figur b




WO 2012/062841 PCT/EP2011/069813
6/8

Figur 10

Figur 11a

10 Figur 11b




WO 2012/062841 PCT/EP2011/069813
7/8

Figur 12a




WO 2012/062841 PCT/EP2011/069813

Figur 12b

A




INTERNATIONAL SEARCH REPORT

International application No

PCT/EP2011/069813

A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER

INV. GOIN19/10 GOIN25/62
ADD.

GOIN31/22

BO1D53/26

According to International Patent Classification (IPC) or to both national classification and IPC

B. FIELDS SEARCHED

BO1D GOIN

Minimum documentation searched (classification system followed by classification symbols)

Documentation searched other than minimum documentation to the extent that such documents are included in the fields searched

Electronic data base consulted during the international search (name of data base and, where practical, search terms used)

EPO-Internal, EMBASE, BIOSIS, FSTA, INSPEC, MEDLINE, WPI Data

C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Category™

Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages

Relevant to claim No.

X,P
CARE AG [DE])

paragraph [0048]
paragraph [0066]

claim 9
claims 9-11

EP 2 253 665 Al (SUWELACK SKIN & HEALTH

24 November 2010 (2010-11-24)
paragraphs [0041] - [0043]

paragraphs [0099] - [0107]

1,2,4,10

Further documents are listed in the continuation of Box C.

See patent family annex.

* Special categories of cited documents :

"A" document defining the general state of the art which is not
considered to be of particular relevance

"E" earlier document but published on or after the international
filing date

"L" document which may throw doubts on priority claim(s) or
which is cited to establish the publication date of another
citation or other special reason (as specified)

"O" document referring to an oral disclosure, use, exhibition or

other means

"P" document published prior to the international filing date but
later than the priority date claimed

"T" later document published after the international filing date

or priority date and not in conflict with the application but
cited to understand the principle or theory underlying the
invention

"X" document of particular relevance; the claimed invention

cannot be considered novel or cannot be considered to
involve an inventive step when the document is taken alone

"Y" document of particular relevance; the claimed invention

cannot be considered to involve an inventive step when the
document is combined with one or more other such docu-
ments, such combination being obvious to a person skilled
inthe art.

"&" document member of the same patent family

Date of the actual completion of the international search

6 February 2012

Date of mailing of the international search report

14/02/2012

Name and mailing address of the ISA/

European Patent Office, P.B. 5818 Patentlaan 2
NL - 2280 HV Rijswijk

Tel. (+31-70) 340-2040,

Fax: (+31-70) 340-3016

Authorized officer

Michalitsch, Richard

Form PCT/ISA/210 (second sheet) (April 2005)




INTERNATIONAL SEARCH REPORT

International application No

AL) 5 February 1991 (1991-02-05)
the whole document

PCT/EP2011/069813
C(Continuation). DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT
Category™ | Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages Relevant to claim No.
X DE 195 08 029 Al (SUEVERKRUEP RICHARD PROF 1-4,10
DR [DE]; GRUNTHAL SABINE [DE];
DIESTELHORST M)
12 September 1996 (1996-09-12)
A page 8 6-9,
page 17 11-15
page 19
pages 33,34
page 38
claim 18
X WO 2007/006682 Al (AGFA GEVAERT [BE]; 1,2,10
DEROOVER GEERT [BE]; JAUNKY WOJCIECH [BE];
GROENEND) 18 January 2007 (2007-01-18)
A paragraph [0144] 3-9,
11-15
X US 4 175 207 A (ELLIOTT STANLEY B [US]) 10,11
20 November 1979 (1979-11-20)
A page 3, lines 10-15 1-9,
page 6, lines 20-41 12-15
page 23, lines 20-47
A US 4 990 284 A (LAUTERBACH JOHN H [US] ET 1-15

Form PCT/ISA/210 (continuation of second sheet) (April 2005)




INTERNATIONAL SEARCH REPORT

Information on patent family members

International application No

PCT/EP2011/069813
Patent document Publication Patent family Publication

cited in search report date member(s) date

EP 2253665 Al 24-11-2010  BR PI1001930 A2 26-04-2011
CN 101889958 A 24-11-2010
EP 2253665 Al 24-11-2010
JP 2010254688 A 11-11-2010
US 2010272669 Al 28-10-2010

DE 19508029 Al 12-09-1996 AU 5103196 A 23-09-1996
CA 2211888 Al 12-09-1996
DE 19508029 Al 12-09-1996
DE 19549506 C2 30-07-1998
EP 0813399 Al 29-12-1997
us 6228381 Bl 08-05-2001
WO 9627350 Al 12-09-1996

WO 2007006682 Al 18-01-2007 AT 449822 T 15-12-2009
ES 2335358 T3 25-03-2010
JP 2009501254 A 15-01-2009
US 2008177016 Al 24-07-2008
WO 2007006682 Al 18-01-2007

US 4175207 A 20-11-1979  NONE

US 4990284 A 05-02-1991 AU 620265 B2 13-02-1992
AU 6451790 A 02-05-1991
BR 9005212 A 17-09-1991
CA 2027271 Al 12-04-1991
CH 680221 A5 15-07-1992
DE 4032025 Al 25-04-1991
EG 19161 A 29-09-1994
GB 2236758 A 17-04-1991
IL 95891 A 26-08-1994
TR 25757 A 01-09-1993
us 4990284 A 05-02-1991

Form PCT/ISA/210 (patent family annex) (April 2005)




INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT

Internationales Aktenzeichen

PCT/EP2011/069813

A. KLASSIFIZIERUNG DES ANMELDUNGSGEGENSTANDE!

S
INV. GOIN19/10 GOIN25/62 GOIN31/22 BO1D53/26
ADD.

Nach der Internationalen Patentklassifikation (IPC) oder nach der nationalen Klassifikation und der IPC

B. RECHERCHIERTE GEBIETE

Recherchierter Mindestprufstoff (Klassifikationssystem und Klassifikationssymbole )

BO1D GOIN

Recherchierte, aber nicht zum Mindestprifstoff gehérende Veréffentlichungen, soweit diese unter die recherchierten Gebiete fallen

Waéhrend der internationalen Recherche konsultierte elektronische Datenbank (Name der Datenbank und evtl. verwendete Suchbegriffe)

EPO-Internal, EMBASE, BIOSIS, FSTA, INSPEC, MEDLINE, WPI Data

C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN

Kategorie* | Bezeichnung der Veréffentlichung, soweit erforderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile Betr. Anspruch Nr.

X,P EP 2 253 665 Al (SUWELACK SKIN & HEALTH 1,2,4,10
CARE AG [DE])

24. November 2010 (2010-11-24)
Absdtze [0041] - [0043]

Absatz [0048]

Absatz [0066]

Absdatze [0099] - [0107]
Anspruch 9

Anspriiche 9-11

Weitere Verdffentlichungen sind der Fortsetzung von Feld C zu entnehmen Siehe Anhang Patentfamilie

* Besondere Kategorien von angegebenen Veréffentlichungen "T" Spétere Veréffept__lichung, die r_1_ach dem internationalen Anmeldedatum
"A" Veroffentlichung, die den allgemeinen Stand der Technik definiert, oder dem Prioritatsdatum veréffentlicht worden ist und mit der

aber nicht als besonders bedeutsam anzusehen ist Anmeldung nicht kollidiert, sondern nur zum Verstéandnis des der

] . . Erfindung zugrundeliegenden Prinzips oder der ihr zugrundeliegenden

"E" é&lteres Dokument, das jedoch erst am oder nach dem internationalen Theorie angegeben ist

Anmeldedatum versffentlicht worden ist "X" Veréffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung
"L" Veréffentlichung, die geeignet ist, einen Prioritatsanspruch zweifelhaft er- kann allein aufgrund dieser Veroéffentlichung nicht als neu oder auf

scheinen zu lassen, oder durch die das Veréffentlichungsdatum einer erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet werden

anderen im Recherchenbericht genannten Versffentlichung belegt werden myu Versffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung
soll oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie kann nicht als auf erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet

o~ ausgefuhri) o . o werden, wenn die Verdffentlichung mit einer oder mehreren anderen
O" Verbffentlichung, die sich auf eine mindliche Offenbarung, ) Versffentlichungen dieser Kategorie in Verbindung gebracht wird und
eine Benutzung, eine Ausstellung oder andere MaBnahmen bezieht diese Verbindung fiir einen Fachmann naheliegend ist

"P" Veréffentlichung, die vor dem internationalen Anmeldedatum, aber nach

dem beanspruchten Prioritatsdatum versffentlicht worden ist "&" Versffentlichung, die Mitglied derselben Patentfamilie ist

Datum des Abschlusses der internationalen Recherche Absendedatum des internationalen Recherchenberichts

6. Februar 2012 14/02/2012

Name und Postanschrift der Internationalen Recherchenbehérde Bevoliméchtigter Bediensteter

Europaisches Patentamt, P.B. 5818 Patentlaan 2
NL - 2280 HV Rijswijk

Fax: (+51.70) 540-5018 Michalitsch, Richard

Formblatt PCT/ISA/210 (Blatt 2) (April 2005)



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT

Internationales Aktenzeichen

AL) 5. Februar 1991 (1991-02-05)
das ganze Dokument

PCT/EP2011/069813
C. (Fortsetzung) ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN
Kategorie* | Bezeichnung der Veréffentlichung, soweit erforderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile Betr. Anspruch Nr.
X DE 195 08 029 Al (SUEVERKRUEP RICHARD PROF 1-4,10
DR [DE]; GRUNTHAL SABINE [DE];
DIESTELHORST M)
12. September 1996 (1996-09-12)
A Seite 8 6-9,
Seite 17 11-15
Seite 19
Seiten 33,34
Seite 38
Anspruch 18
X WO 2007/006682 Al (AGFA GEVAERT [BE]; 1,2,10
DEROOVER GEERT [BE]; JAUNKY WOJCIECH [BE];
GROENEND) 18. Januar 2007 (2007-01-18)
A Absatz [0144] 3-9,
11-15
X US 4 175 207 A (ELLIOTT STANLEY B [US]) 10,11
20. November 1979 (1979-11-20)
A Seite 3, Zeilen 10-15 1-9,
Seite 6, Zeilen 20-41 12-15
Seite 23, Zeilen 20-47
A US 4 990 284 A (LAUTERBACH JOHN H [US] ET 1-15

Formblatt PCT/ISA/210 (Fortsetzung von Blatt 2) (April 2005)




INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT

Angaben zu Veroffentlichungen, die zur selben Patentfamilie gehéren

Internationales Aktenzeichen

PCT/EP2011/069813

Datum der
Veroffentlichung

Im Recherchenbericht
angefihrtes Patentdokument

Mitglied(er) der
Patentfamilie

Datum der

Veroffentlichung

EP 2253665 Al 24-11-2010 BR

DE 19508029 Al 12-09-1996 AU

US 4990284 A 05-02-1991 AU

P11001930
101889958
2253665
2010254688
2010272669

5103196
2211888
19508029
19549506
0813399
6228381
9627350

449822
2335358
2009501254
2008177016
2007006682

620265
6451790
9005212
2027271

680221
4032025

19161
2236758
95891
25757
4990284

A2
Al

26-04-2011
24-11-2010
24-11-2010
11-11-2010
28-10-2010

23-09-1996
12-09-1996
12-09-1996
30-07-1998
29-12-1997
08-05-2001
12-09-1996

15-12-2009
25-03-2010
15-01-2009
24-07-2008
18-01-2007

13-02-1992
02-05-1991
17-09-1991
12-04-1991
15-07-1992
25-04-1991
29-09-1994
17-04-1991
26-08-1994
01-09-1993
05-02-1991

Formblatt PCT/ISA/210 (Anhang Patentfamilie) (April 2005)




	Page 1 - front-page
	Page 2 - description
	Page 3 - description
	Page 4 - description
	Page 5 - description
	Page 6 - description
	Page 7 - description
	Page 8 - description
	Page 9 - description
	Page 10 - description
	Page 11 - description
	Page 12 - description
	Page 13 - description
	Page 14 - description
	Page 15 - description
	Page 16 - description
	Page 17 - claims
	Page 18 - claims
	Page 19 - claims
	Page 20 - drawings
	Page 21 - drawings
	Page 22 - drawings
	Page 23 - drawings
	Page 24 - drawings
	Page 25 - drawings
	Page 26 - drawings
	Page 27 - drawings
	Page 28 - wo-search-report
	Page 29 - wo-search-report
	Page 30 - wo-search-report
	Page 31 - wo-search-report
	Page 32 - wo-search-report
	Page 33 - wo-search-report

