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(57) Abstract

A process for producing a high-purity, non-infectious antihaemophilia factor (AHF or factor VIII) from blood plasma by
treating a fraction enriched with factor VIII with biocompatible organic solvents/detergents followed by further cleaning steps is
characterized in that the fraction enriched with factor VIII is obtained by a chromatographic process. After removal of viruses,
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(57) Zusammenfassung

Es wird ein Verfahren beschrieben zur Herstellung eines hochreinen, nicht infektitsen Antihdmophiliefaktors (AHF oder
Faktor VIII) aus Blutplasma durch Behandlung einer an Faktor VIII angereicherten Fraktion mit biokompatiblen organischen
Losungsmitteln/Detergenzien und anschlie8ende weitere Reinigungsschritte. Das Verfahren ist dadurch gekennzeichnet, da die
an Faktor VIII angereicherte Fraktion durch ein chromatographisches Verfahren gewonnen wird. Die an Faktor VIII angerei-
cherte Fraktion wird nach der Virusbefreiung in vorteilhafter Weise einer weiteren Gelpermeationschromatographie mit lonen-

austauschermaterialien unterworfen.
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Verfahren zur Herstellung eines hochreinen, nicht in-
fektidsen Antihdmophiliefaktors mittels Chromatographie

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung
eines hochreinen, nicht infektiésen Antihdmophiliefak-
tors (AHF oder Faktor VIII) aus Blutplasma durch Be-
handlung einer an Faktor VIII angereicherten Fraktion
mit biokompatiblen organischen Lésungsmitteln/Deter-
genzien und anschlieBende weitere Reinigungsschritte.

In der EP-A-0 238 701 wird ein Verfahren zur Herstel-
lung eines hochreinen, nicht infektiésen Antih&mophi-
liefaktors beschrieben, wobei die vorbehandelten Frak-
tionen ein Kryoprédzipitat sind, die mittels Ethanol-
fédllung von Fibrinogen, Globulinen, Albuminen und ande-
ren stérenden Bestandteilen befreit werden. Die Anrei-
cherung aus dem Kryoprédzipitat ist notwendig, da Faktor
VIII nur in &uBerst geringen Mengen in dem Material
enthalten ist. Dieser Anreicherungsschritt beeintrich-
tigt jedoch den Gehalt an AHF im Endprodukt. Die bisher
bekannten Verfahren zur Herstellung von Faktor VIII
ergeben nur geringe Mengen an wirksamer Substanz. Bei
der Applikation des auf herkémmlichem Wege hergestell=-
ten Faktors VIII belastet man den Patienten daher mit
grofen Mengen antigener Substanzen. Diese Verfahrens-
weise ist nicht unbedenklich. Es hat daher nicht an
Versuchen gefehlt, den Faktor VIII durch Trennungsope-
rationen weiter anzureichern. So wurde versucht, mit-
tels Affinitdtschromatographie mit gegen Faktor VIII
gerichteten tierischen Antikérpern Produkte mit héherer
spezifischer Aktivitdt zu erhalten. Diese Technik ist
jedoch sehr aufwendig und kostenintensiv. Zum anderen
ist sie auch deshalb nicht unbedenklich, da stets eine
gewisse Menge tierischen Eiweifes bei jeder chromato-
graphischen Trennung aus der S&ule gewaschen wird.
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In der Europdischen Patentanmeldung 88 108 458.6 wird
vorgeschlagen, nach der Virusinaktivierung der Kryopra-
zipitation, eine chromatographische Trennung mit Ionen-
austauschern durchzufithren. Dies fithrt zwar zu einer
Ausbeutestelgerung bei der Herstellung von Faktor VIIiI,
beinhaltet jedoch die Kryoprézipitation. Der Verfahrens-
sschritt der Kryoprazipitation ist nachteilig, weil
eine quantitative Fallung des im Blutplasma vorhandenen
Faktors VIII nicht erreicht wird, so daB hohe Ausbeu-
teverluste in Kauf genommen werden miissen.

Die der Erfindung zugrunde liegende Aufgabe besteht in
der Bereitstellung eines Verfahrens zur Herstellung
elnes hochreinen, durch Behandlung mit biokompatiblen
organischen Losungsmltteln/Detergenz1en nicht infektisé-
sen Antlhamcphll;efaktors (AHF oder Faktor VIII) aus
Blutplasma in héherer Ausbeute und mit héherer biologi~
scher Aktivitdt pro Gewichtseinheit Protein. Eine wei-
tere Aufgabe besteht darin, die Kryoprédzipitation 2u
vermeiden.

Diese Aufgabe kann in iiberraschend einfacher Weise da-

~durch gelést werden, daB die an Faktor VIII angereichte

Fraktion durch ein chromatographisches Verfahren gewon-
nen wird.

In einer vorteilhaften Ausgestaltung des erfindungsge-
mdBen Verfahrens wird eine héher Ausbeute an Faktor
VIII erzielt, indem man anstelle der Kryoprazipitation
nach dem Stand der Technik eine.Gelpermeationschroma-
tographie mit Ionenaustauschermaterialien durchfithrt.
Dabei wird gefrorenes Plasma in einem Wasserbad auf-
getaut. Sobald eine gewisse Temperatur, die vorzugs-~
weise 25°C betrdgt, erreicht ist, wird das Plasma, vor-~
Zugsweise mit 50 vol.-% Wasser, verdinnt und filtriert.
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Danach wird das so behandelte Plasma einei Gelpermea-
tionschromatographie auf Ionenaustauscherbasis, wie
FractogelR-DEAE-Harzen unterworfen. FractogelR ist ein
hydrophiles Chromatographiematerial auf Basis von Co-
polymerisaten aus Oligoethylenglycolen, Glycidylmetha-
crylaten und Pentaerythroldimethacrylaten. Das Trenn-
material in der S&dule wird vorher mit einem Glycin Nat-
riumcitrat, Natriumchlorid und Heparin enthaltenden
Puffer &Aquilibriert. Vorzugsweise hat der Puffer die
folgende Zusammensetzung: 10 - 50 mM Natriumchlorid, 2
- 18 mM Natriumcitrat, 30 - 210 mM Glycin und 20 - 180
U/L Heparin. Die mit diesem Puffer erzielten Ionenstir-
kebedingungen fithren dazu, daB der Faktor VIII an dem
Sdulenmaterial adsorbiert wird. Andere Blutplasmabe-
standteile werden getrennt, indem mit einigen S&aulen-
volumina des Auftragspuffers bei einem pH-Wert zwischen
6,5 und 6,9 gewaschen wird.

Danach &ndert man die Pufferbedingungen durch Erhdéhung
der Salzkonzentration, vorzugsweise der Kochsalzkonzen-
tration. Dies kann kontinuierlich oder auch diskontinu-
ierlich gescheheﬁ. Vorzugsweise erhéht man die Natrium-
chloridkonzentration in dem oben angegebenen beispiel-
haften Puffersystem in drei Schritten uUber 20 - 80 mM,
30 - 180 mM und 40 - 360 mM. Das S&ulenmaterial wird
mehrfach mit den Puffern hdéherer Salzkonzentration ge-
waschen, wobei Verunreinigungen entfernt werden. Der
Faktor VIII eluiert dann bei hohen Ionenstérken.

Die Faktor VIII enthaltende Fraktion wird aufgefangen
und durch Hinzufigen von humanem Albumin stabilisiert.
Vorzugsweise betrégﬁ die Konzentration an humanem Se-
rumalbumin (HSA) 1 mg/ml. Danach kann die Lésung mit

Aluminiumhydroxid behandelt werden, um Restmengen von
Prothrombinkomplex-Faktoren zu beseitigen. Danach wird
filtriert.
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Die Virusinaktivierung erfolgt gemd® der Methode, die
in der EP-A 131 740 beschrieben wird, durch Behandlung
mit biokompatiblen organischen Lésungsmitteln/De-
tergenzien, vorzugsweise Tween/TNBP (Tri-n-Butylphos-
phat). Gute Ergebnissé werden auch mit Natriumcholat
TNBP erzielt.

In einer weiteren vorteilhaften Ausgestaltung der Er-
findung wird eine hdéhere Ausbeute an Faktor VIII mit
héherer spezifischer Aktivitadt erzielt, indem nach der
Entfernung der Viren die Probe einer Gelpermeations-
chromatographie an Ionenaustauschermaterialien unter-
worfen wird.

Nach der Virusinaktivierung kann die Rohfraktion ver-
dinnt und filtriert werden.

Woods, K. und Orme, Th. beschreiben in der EP-A-0 239
859, daB es von Vorteil ist, nach der Virusentfernung
oder -inaktivierung und vor der chromatographischen

Trennung die Probe mit Olen zu extrahieren, vorzugswei-

se mit Sojadl, Rizindél und/oder Baumwollsamendl.

Fir den Fall, daB als Ausgangsmaterial nicht aufgetau-
tes oder frischés Blutplasma verwendet wird, sondern
handelsilibliches Kryoprédzipitat, wird vorzugsweise wie
folgt vorgegangen: handelsiibliches Kryoprazipitat wird
bei Raumtemperatur innerhalb ven 3 bis 4 Stunden aufge-
taut und in Stiicke von ca. 1 bis 2 cm zerteilt. Diese
Stiicke werden bei Temperaturen zwischen 10 und 25°C
durch Rihren suspendiert in etwa dem doppelten Volumen
Wasser, welches 1 bis 3 U/ml Heparin-Natrium enthidlt.
Die Suspension wird mit 0,1 M Essigsdure auf einen pH-
Wert von mindestens 7,0 bis 8, vorzugsweise 7,0 bis 7,1
eingestellt. Es wird 15 bis 60 Minuten, vorzugsweise 30
Minuten bei Raumtemperatur gerithrt. Daraufhin werden

>
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etwa 108 g 2% Aluminiumhydroxid-Suspension pro kg Kryo-
prédzipitat hinzugefiigt und 1 bis 10 Minuten, vorzugs-

weise 5 Minuten bei Raumtemperatur gerihrt. Mit Séaure,
vorzugsweise 0,1 M Essigsdure, wird der Sduregehalt auf
pH 6,0 bis 7,0, vorzugsweise 6,5 bis 6,6 eingestellt.

Die Probe wird auf 10 bis 18°C, vorzugsweise 14 bis

16°C gekiihlt. Man zentrifugiert bei dieser Temperatur,
beispielsweise in einer Sharples AS-16 (Cepa 61)-Zen-
trifuge mit einer Rate von 1,0 L/min. Danach schlieft
sich eine Filtration des Uberstandes, beispielsweise

durch ein Pall AB-1 U010ZP-Filter an. Vorzugsweise nach
dem Abzentrifugieren und Filtrieren erfolgt eine Virus-
inaktivierung. Besonders bewahrt hat sich die Virusin-
aktivierung mit Hilfe von Tween/TNBP (Tri-n-Butylphos-
phat). Gute Ergebnisse werden auch mit Natriumcholat/
TNBP erzielt. Das Tween/TNBP bzw. Natriumcholat/TNBP-
Gemisch kann beispielsweise durch Olextraktion wieder

entfernt werden.

Nach der Virusinaktivierung gibt man die Probe auf eine
Chromatographiesdule, die ein Gelpermeationsmaterial
mit Ionenaustauscheraktivitadt aufweist, wie beispiels-
weise FractogelR-DEAE;.Die Sdulenkapazitdt soll vor-
zugsweise so beschaffen sein, daB 0,5 kg des Sidulen-
materials pro kg Kryoprdzipitat sich in der Siule be-
finden. Die S&dule wird mit der Probe beschickt und mit
Puffern gewaschen. Nach Elution der Probe mit einenm
Puffer hoéherer Ionenstdrke wird das erhaltene Produkt
mit einem Puffer mit niedrigem Salzgehalt verdiinnt und,
falls nétig, auf pH 6,5 bis 7,5, vorzugsweise 6,9 bis
7,1 eingestellt. Danach wird erneut filtriert, vorzugs-
weise an Nitrocellulosefiltern, worauf sich eine Ste-
rilfiltration anschliesBt.
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Durch die erfindungsgemdfen Mafnahmen ist es erstmals
mdéglich, in hohen Ausbeuten einen hochreinen Antihimo-
philiefaktor herzustellen, der eine bisher nicht er-
reichte spezifische Aktivitat aufweist. Die bisherigen
Ergebnisse deuten darauf hin, daB durch die bisher iib-
liche Ethanolfdllung oder Kryoprdzipitation ein be-
trdchtlicher Anteil des Faktors VIII irreversibel zer-
stért wird.

Das Verfahren wird anhand der folgenden Beispiele nidher
erlautert.

Beispiel 1

Frisches oder tiefgefrorenes humanes Plasma wird, gege-
benenfalls in einem Wasserbad, temperiert, bis die Mi-
schung eine Temperétur von 20°C erreicht. Das Plasma
wird mit 50 vol.~-% Wasser verdinnt und danach fil-
triert. Das Plasmafiltrat wird in eine Ionenaustau-
schersdule mit FractogelR-DEAE4Harz aufgetragen. Die
Sdule wurde zuvor mit einem Puffer'folgender Zusammen-

setzung dquilibriert:

50 mM Natriumchlorid

10 mM Natriumcitrat

120 mM Glycin

100 U/L Heparin pH 6,5 bis 6,9

Nach dem Auftragen der Probe wird das Ionenaustauscher-
harz mit dem Waschpuffer mehrere Male gewaschen. Danach
wird schrittweise die Konzentration an Kochsalz erhéht,
indem zunichst mit einem Puffer gewaschen wird, der 100
mM'Natriumchlorid, danach 160 mM Natriumchlorid gefolgt
von 200 mM Natriumchlorid enthidlt. Die Faktor VIII ent-

haltenen Fraktionen werden gesammelt und durch Zugabe

b4
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von 1,0 mg/ml humanem Serumalbumin stabilisiert. Die

weitere Bearbeitung erfolgt analog den folgenden Bei-
spielen, nur daf anstelle des dort verwendeten handels-
Ublichen Kryoprédzipitats, die Faktor VIII enthaltenden
Sdulenfraktionen eingésetzt werden.

Anfeicherung des Faktor VIII

Handelslibliches Kryoprdzipitat wird bei Raumtemperatur
innerhalb von 3 bis 4 Stunden aufgetaut und in Stiicke
von ca. 1 bis 2 cm zerteilt. Diese Stilicke werden bei 20
bis 25°C durch Rilhren éuspendiert und in etwa dem dop-
pelten Volumen Wasser, welches 2 U/ml Heparin-Natrium
enthdlt, suspendiert. Die Suspension wird mit 0,1 M
Essigsdure auf einen pH-Wert von 7,0 bis 7,1 einge-
stellt. Man ridhrt 30 Minuten bei 20 bis 25°C. 108 g 2%
Aluminiumhydroxid-Suspension pro kg Kryoprdzipitat wer-
den hinzugefiigt und weitere 5 Minuten bei Raumtempera-
tur gerithrt. Danach stellt man den pH-Wert mit 0,1 M
Essigsdure auf pH 6,5 bis 6,6 ein. Danach kithlt man die
Probe auf 14 bis 16°C ab, zentrifugiert in einer Sharp-
les AS-16 (Cepa 61)-Zentrifuge mit einer Rate von
1,0 L/min. Der Uberstand wird durch ein Pall AB-1
U010ZP~-Filter filtriert.

Beispiel 3

Vorbereitung der Chromatographiesdule fiir die Chromato-
graphie nach der Befreiung der Rohfraktion von Viren.

Zur Trennung des extrahierten Kryoprédzipitats wird eine
Séule mit mindestens 0,5 1 FractogelR-DEAE Harz pro kg
Kryoprézipitat verwendet. Die S&ulenhdhe soll < Durch-
messer sein. Nach dem Beschicken der S&ule mit Harz

PCT/EP89/01247
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wird die Chromatographiesfule mit 5 Volumina 0,1 M Na-
triumchloridlésung gewaschen. Danach wischt man mit
einem Puffer A, der wie folgt zusammengesetzt ist:

110 mM'Natriumchlérid, 10 mM Natriumcitrat-SHzo,
120 mM Glycin, 1 mM Calciumchlorid-ZHzo, pH-Wert
6,9 bis 7,0, mit 1 M HCl einzustellen.

Sémtliche Puffer miissen virusfrei sein, da die folgen-
den Operationen mit virusfreien Extrakten des Kryopri-

zipitats durchgefithrt werden.

Beispiel 4

Die Probe wird auf die S&dule aufgetragen und die Ab-
sorption des Durchflusses bei einer Wellenldnge von
280 nm beobachtet. Das Filtrat wird aufgenommen und auf
Faktor VIII-Aktivitdt untersucht, ebenso wie das Pro-
dukt vor der Sdulentrennung. Danach wird die Saule nit
dem Puffer A gewaschen, bis die Absorption wieder ihren
Ausgangswert erreicht. Danach wird die Siule mit Puf=~
fer B gewaschen. Dies geschieht so lange, bis die Ab-
sorption wieder die Grundlinie erreicht hat.

Der Puffer B hat folgende Zusammensetzung:

160 mM Natriuméhlorid, 10 mM Natriumcitrat-SHzo,
120 mM Glycin, 1 mM Calciumchlorid-szo, PH-Wert
6,9 bis " 7,0.

Die Elution des Produkts erfolgt mit dem Puffer C. Die
nach Zugabe des Puffers C erscheinende Proteinfraktion
wird gesammelt. Puffer C weist folgende Zusammensetzung
auf:

250 mM Natriumchlorid, 20 mM Natriumcitrat—SHzo, 80
mM Glycin, 16 mM Lysin, 2,5 mM Calciumchlorid—ZHzo,
pH-Wert 6,9 bis 7,0. :
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Nach Elution der gewlnschten Fraktion wird die S&ule
anschlieBend mit 5 Volumina des Puffers D, welcher 1 M
Natriumchloridldésung enthdlt, gewaschen.

Die Regenerierung der Saule erfolgt durch Waschen mit
0,1 N NaOH (3 Sdulenvolumina), gefolgt durch Waschen
der Siule mit 0,1 N Salzsdure (3 Siulenvolumina) und
Waschen der Sdule mit 5 Saulenvolumina 25% Alkohol in

Wasser.

Beispiel 5

Die gesammelten Fraktionen werden mit Puffer E, beste-

hend aus

20 mM Natriumcitrat, 80 mM Glycin, 16 mM Lysin,
2,5 mM Calciumchlorid-ZHzo, pH-Wert 6,9 bis 7,1,

so lange verdinnt, bis sie eine Aktivitidt von 26
oder 35 U/ml aufweisen. Danach wird der pH-Wert,
falls nétig, auf 6,9 bis 7,1 eingestellt, worauf
sich eine Filtration des Produkts durch 0,45 um
Sealklean-Filter anschlieBt. Abschliefiend wird eine
weitere Sterilfiltration durchgefiithrt.
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Patentanspriche

Verfahren zur Herstellung eines hochreinen, nicht
infektiésen Antihdmophiliefaktors (AHF oder Faktor

. VIIT) aus Blutplasma durch Behandlung einer an Fak-

tor VIII angereicherten Fraktion mit biokompatiblen
organischen Lésungsmitteln/Detergenzien und an-
schlieBende weitere Reinigungsschritte, dadurch
gekennzeichnet, daB die an Faktor VIII angereicher-’
te Frakfion durch ein chromatographisches Verfahren
gewonnen wird. '

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet,
daB das chromatographische Verfahren ein gelpermea~
tionschromatographisches Verfahren auf Basis von

Ionenaustauschern ist..

Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet,
daB das Ionenaustauschmaterial ein Anionenaustau-
scherharz ist, wie DEAE-modifiziertes Material.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch
gekennzeichnet, daB die Faktor VIII enthaltende

"Fraktion mit einer Aluminiumhydroxid-Suspension ver-

setzt und nach Abkiihlung von 10 bis 18°C, pH < 7
zentrifugiert oder filtriert wird.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch
gekennzeichnet, da8 die Aufarbeitung der Faktor
VIII enthaltenden Fraktion durch ein chromatogra-
phisches Verfahren erfolgt.
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Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet,
daB das chromatographische Verfahren ein gelpermea-
tionschromatographisches Verfahren auf Basis von

Ionenaustauschern ist.

Verfahren nach Anspruch 5 oder 6, dadurch gekenn=-
zeichnet, daB das Chromatographiematerial ein An-
ionenaustauschermaterial, wie DEAE-modifiziertes

Material, ist.

Faktor VIII enthaltende Rohfraktion, die durch
Trennung von Blutplasma mittels chromatographischer
Verfahren hergestellt worden ist.

Faktor VIII enthaltende Rohfraktion nach Anspruch
8, dadurch gekennzeichnet, da8 das chromatographi-
sche Verfahren ein gelpermeationschromatographi-

sches Verfahren auf Ionenaustauscherbasis ist.

Verwendung von Materialien fiir die Gelpermeations-
Chromatographie auf Ionenaustauscherbasis, wie
DEAE-modifizierten Materialien, zur Herstellung
Faktor VIII enthaltender Fraktionen aus Blutplasma.
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22 January 1990 (22.01.90) 27 February 1990 (27.02.90)
internanonal Searcning Autnority Signature of Autnorized Officer

European Patent Office

Form PCT/ISAI210 tsecona sheet) (Jsnuary 1885



imernations! Assiication No. PCT /EP89/01247

it. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT (CONTINUED FROM THE SECOND SHEET)

"7 October 1987;
see page 12, example 10;
cited in the application

Category® | Craton of DOCLIMEN. With INCICRNON, WHENe SRCIODNETS, Of e FEISVENt Sesseges | Welovant to Cisim No
X EP, A, 0245875 (GREEN CROSS CORP.) 1-3,5~-10
19 November 1987; see pages 3-6
A EP, A, 0238701 (LECARSA) 30 September 1987 1-10
see page 5, claims
cited in the application
A EP, A, 0239859 (NEW YORK BLOOD CENTER) 1-10

Form PCTISAI0 (extra sheet) (sanuery 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.
The members are as contained in the European Patent Office EDP file on 19/02/90
The European Patent Office is in no way liable for these particulars which are merely given for the purpose of information.

Patent document Publicatien Patent family Publication
cited in search repert date member(s) date
EP-A~ 0343275 _ 29-11-89 None
EP-A- 0144957 19-06-85 Us-A- 4508709 02-04-85

AU-B- 569129 21-01-88
AU-A- 3598284 13-06-85
CA-A- 1248449 10-01-89
JP-A- 60136518 20-07-85

DE-A- 2635894 16-02-78 None
EP-A- 0173242 05-03-86 DE-A- 3432083 06-03-86
- JP-A- 61060614 28-03-86

US-A- 4478825 23-10-84 None
EP-A- 0245875 19-11-87 JP-A- 63108000 12-05-88
Us-A- 4822872 18-04-89

EP-A- 0238701 30-09-87 None
EP-A- 0239859 07-10-87 US-A- 4789545 06-12-88

JP-A- 62240623 21-10-87
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INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT

Internationaies Aktenzeichen

PCT/EP 89/01247

I. KLASSIFIKATION DES ANMELDUNGSGEGENSTANDS (bei mehreren Klassitikationssymboien sind alie anzugeben)6

Nach der Internationalen Patentklassifikation (IPC) oder nach der nationalen Kiassifikation und der 1PC

int.c1> C 07 K 3/22, A 61 K 35/16

1. RECHERCHIERTE SACHGEBIETE

Recherchierter Mindestprufstoff?

Kiassifikationssystem

Klassifikationssymbole

5

Int.Cl. A 61 K

Recherchierte nicht zum Mindestprufstoff gehorende Veroffentlichungen, soweit diese
unter die recherchisrten Sachgebiete falien

1L EINSCHLAGIGE VEROFFENTLICHUNGENS

Art* Kennzeichnung der Verétfentlichung!l,soweit erforderlich unter Angabe der mafgeblichen Teile12 Betr. Anspruch Nr, 13
E EP, A, 0343275 (CENTRE REGIONAL DE TRANSFUSION 1-10
SANGUINE DE LILLE) 29. November 1989
siehe das ganze Dokument
in der Anmeldung erwihnt
X EP, A, 0144957 (ARMOUR PHARMACEUTICAL Co.) 1-3,5-10
19. Juni 1985
siehe Seiten 8-11; Beispiel 1; Seiten 15-1s,
Anspriiche :
X DE, A, 2635894 (BIOTEST-SERUM-INSTITUT) 1-3,5-10
16. Februar 1978
siehe Seite 13, Beispiel 2
X - EP, A, 0173242 (BEHRINGWERKE) 1-3,5-10
5. Mdrz 1986
siehe Seiten 9-11, Beispiel
Y 4
- . / .

* Besondere Kategorien von angegebenen Veréffentlichu ngenw:
“A" Verdffentlichung, die den aligemeinen Stand der Technik
definiert, aber nicht als besonders bedeutsam anzusehen ist

“E" diteres Dokument, das jedoch erst am oder nach dem interna-
tionalen Anmeidedatum verdffentlicht worden ist

““L" Verdffentlichung, die geeignet ist, einen Prioritatsanspruch
zweifelhaft erscheinen zu lassen, oder durch die das Verof-
fentlichungsdatum einer anderen im Recherchenbericht ge-
namten \erdffentlichung belegt werden sol oder die aus einem
anderen besonderen Grund angegeben ist (wie ausgefiihrt)

0" Veroffentiichung, die sich auf eine miindiiche Offenbarung,
eine Benutzung, eine Austeliung oder andere MaBnahmen
bezieht

wpn Verdffentlichung, die vor dem internationaien Anmeldeda-
tum, aber nach dem besnspruchten Prioritatsdatum veroffent.
licht worden ist

“T" Spétere Veroffentlichung, die nach dem internationalen An-
meidedatum oder dem Prioritatsdatum veroffentlicht worden
ist und mit der Anmeidung nicht kollidiert, sondern nur zum
Verstindnis des der Erfindung Zugrundeliegenden Prinzips
oder der ihr zugrundsliegenden Theorie angegeben ist

*X" Veroffentiichung von besonderer Bedeutung; die beanspruch-
te Erfindung kann nicht als neu oder auf erfinderischer Tatig-
keit beruhend betrachtst werden

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

"&" Verdffentlichung, die Mitglied derselben Patentfamilie ist

IV. BESCHEINIGUNG

Datum des Abschlusses der internazionalen Recherche

22. Januar 1990

Absendedatum des internationalen Recnerchenberichts

27.009

internationale Recherchenbehorde

Europdisches Patentamt

Unterschrift des bevolimachti

T.K. WILLIS

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




Internationales Akenzeichen PCT/EP 89/01247 )
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ILLEINSCHLAGIGE VEROFFENTLICHUNGEN (Fortsetzung von Biatt 2)

7. Oktober 1987
siehe Seite 12, Beispiel 10
in der Anmeldung erwihnt

Art* Kennzeichnung der Veréffentiichung, soweit erforderiich unter Angabe der maBigebfichen Teile Betr. Anspruch Nr.
Y Us, A, 4478825 (JAMES W. BLOOM) 4

23. Oktober 1984

siehe Spalten 5-6, Beispiel 1
X EP, A, 0245875 (GREEN CROSS CORP.) 1-3,5-10

19. November 1987

siehe Seiten 3-6
A “EP, A, 0238701 (LECARSA) 1-10

- 30. September 1987
siehe Seite 5, Anspriiche
in der Anmeldung erwihnt

A EP, A, 0239859 (NEW YORK BLOOD CENTER) 1-10

Formblatt PCT/ISA/210 (Zusarzbogen) {Januar 1985)
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ANHANG ZUM INTERNATIONALEN RECHERCHENBERICHT
UBER DIE INTERNATIONALE PATENTANMELDUNG NR. EP 8901247

SA 32365

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 19/02/90

Diese Angaben dienen nur zur Unterrichtung und erfolgen ohne Gewiihr.

Im Recherchenbericht Datum der Mitglied(er) der Datum der
angefiihrtes Patentdokument Veréffentlichung Patentfamilie Veréffentlichung
EP-A- 0343275 29-11-89 Keine
EP-A- 0144957 19-06-85 US-A- 4508709 02-04-85
AU-B- 569129 21-01-88

AU-A- 3598284 13-06-85
CA-A- 1248449 10-01-89
JP-A- 60136518 20-07-85

DE-A- 2635894 16-02-78 Keine
EP-A- 0173242 05-03-86 DE-A- 3432083 06-03-86
: : JP-A- 61060614 28-03-86

US-A- 4478825 23-10-84 Keine
EP-A- 0245875 19-11-87 JP-A- 63108000 12-05-88
USs-A- 4822872 18-04-89

EP-A- 0238701 30-09-87 Keine
EP-A- 0239859 07-10-87 US-A- 4789545 06-12-88

JP-A- 62240623 21-10-87

Fiir niihere Einzelheiten zu diesem Anhang : siche Amtshiatt des Europiiischen Patentamts, Nr.12/82
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