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System zur automatischen Isolierung von lebenden Zellen aus tierischen Geweben
Beschreibung

Die Erfindung betrifft ein System, welches die vollautomatische und standardisierte
Dissoziierung von tierischen Geweben und die anschliessende Isolierung von lebenden
Zellen ermoglicht. Anwendungsgebiete der Erfindung sind die biomedizinische Forschung
und Entwicklung,

Aus tierischen Geweben isolierte Zellen spielen eine wichtige Rolle in der
biomedizinischen Forschung und bei der Entwicklung von Arzneimitteln und
theraupeutischen Methoden. Sie dienen zur Anlage primérer Zellkulturen, die fiir
Funktionsuntersuchungen, Wirksamkeitstests oder andere priklinische Experimente
eingesetzt werden (Animal Cell Culture Techniques, M. Clynes (Hrsg.), 1998, Springer; In
Vitro Models, D. Anderson, 1990, Drug Safety 5: 27-39), zur Entwicklung von
Ersatzgewebe aus Stammzellen und zur Gewinnung von biologischem Material wie DNS,
RNS oder Proteinen. Der Aufreinigung von spezifischen Zellen aus Geweben kommt mit
der rasanten Entwicklung der funktionellen Genomforschung zunehmende Bedeutung zu.
Beispielsweise konnen bestimmte Genmanipulationen in transgenen Tieren embryonal
lethal wirken, so daB mogliche Funktionen des untersuchten Proteins, die erst im
postnatalen Tier eintreten, nicht in vivo untersucht werden kénnen. Die Isolierung und
anschliessende Kultivierung von Zellen aus embryonalem Gewebe erlaubt Untersuchungen
dieser Funktionen in vitro. Eine weitere Aufgabe der funktionellen Genomforschung
besteht in der Analyse von Expressionsmustern von Proteinen in bestimmten Zellen,
beispielsweise ein Vergleich der Proteinmuster in verschiedenen Entwicklungsabschnitten
oder zwischen krankem und gesundem Gewebe (z. B. Tumorcharakterisierung). Hier
besteht das Problem, dal jedes Gewebe eine Vielzahl von verschiedenen Zelltypen enthlt
und daB3 Verénderungen im Expressionsmuster in bestimmten Zellen, die nur in kleiner
Anzahl vorhanden sind, nicht detektiert werden kénnen aufgrund der niedrigen Menge an
Protein oder Boten-RNS. Dieses Problem kann dadurch geldst werden, daB das biologische
Material nicht aus dem gesamten Gewebe isoliert wird, sondern aus einer durch vorherige
Dissoziation und Aufreinigung gewonnenen, homogenen Population des fiir die
spezifische Fragestellung relevanten Zelltyps.

Gegenwirtig gibt es eine Reihe von Methoden fiir die Isolierung von Zellen aus
tierischen Geweben (Culture of Animal Cells, 3. Aufl., RI. Freshney, 1994, Wiley;
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Animal Cell Culture Techniques, M. Clynes (Hrsg.), 1998, Springer; Cell and Tissue
Culture. Laboratory Procedures in Biotechnology, A. Doyle & J.B. Griffiths (Hrsg.), 1998,
Wiley/VCH; Cells. A Laboratory Manual: Vol 1: Culture and Biochemical Analysis of
Cells, Spector et al. (Hrsg.), 1998, Cold Spring Harbor Press). Prinzipiell wird das Gewebe
zunichst dem Tier entnommen, dann der Zellverband mechanisch und/oder enzymatisch
aufgelost und der gewiinschte Zelltyp anschliessend durch geeignete Selektionsverfahren
isoliert.

Die bisherigen Préparations- und Isolationsverfahren sind aber mit einer Reihe von
Nachteilen behaftet: Sie sind allgemein kostenintensiv, da sie von entsprechend
ausgebildeten und erfahrenen Fachkriften unter grossem Zeit- und Materialaufwand
manuell durchgefiihrt werden, die Ausbeute an verwendbaren Zellen erheblich schwanken
kann und die Verfahren von Labor zu Labor unterschiedlich durchgefiihrt werden. Bisher
gibt es keine Moglichkeit, die Isolierung von Zellen aus tierischem Gewebe zu
automatisieren und zu standardisieren und damit die Kosten zu senken und die
Zuverldssigkeit und Vergleichbarkeit der Zell-Priparationen zu erhéhen.

Der Erfindung liegt daher die Aufgabe zugrunde, eine vollautomatisierte und
standardisierte Priparation von lebenden Zellen mit maximaler Ausbeute zu ermdglichen.
Es soll ein modular aufgebautes System entwickelt werden, welches an verschiedene
Anwendungen angepasst werden kann, von der reinen Gewebedissoziation bis hin zur
Aufreinigung von bestimmten Zelltypen, welche selektierbare Merkmale enthalten.
Weiterhin soll es die verlustfreie Verarbeitung von Gewebeproben, die nur in kleinen
Mengen zur Verfiigung stehen (z.B. Biopsiematerial), die sichere Handhabung von
Risikomaterial (z. B. von infiziertem Gewebe), die Gewinnung beliebig grosser Mengen an
Zellen durch Dauerbetrieb und die mogliche Kombination mit weiteren Anwendungen,
wie beispielsweise der anschliessenden Transfektion der isolierten Zellen mittels
geeigneter Gerite, erlauben.

Diese Aufgabe wird gemif den in den Patentanspriichen dargelegten Mafnahmen
realisiert, sie wird nachfolgend néher beschrieben:

Aufbau und Funktionsprinzip
Das System besteht aus dem in Abbildung 1 und 2 dargestellten Hohlraum-Verbund.

Dieser setzt sich aus verschiedenen Abschnitten zusammen, welche je nach Anwendung
kombiniert werden kénnen, Zun#chst wird im Dissoziierungsabschnitt der Gewebeverband



10

15

20

25

30

35

WO 02/066598 PCT/DE02/00590

enzymatisch und mechanisch aufgelést und eine Zellsuspension gewonnen. In einem
nachfolgenden Reinigungsschritt werden unerwiinschte Zellbruchstiicke und beschédigte
Zellen im Subtraktionsabschnitt aus der Suspension entfernt. Schliesslich koénnen
gewtiinschte Zellen durch eine entsprechende Kombination von Subtraktions- und/oder
Selektionsschritten isoliert werden. Die Subtraktion und Selektion von Zellen und
Zellbruchstiicken erfolgt durch Erkennungsmolekiile (Antikorper, Lektine, Peptide 0.4.),
welche spezifisch an Molekiille auf Zellen oder Zellbruchstiicken binden. Diese
Erkennunsmolekiile kénnen beispielsweise an magnetische Partikel gekoppelt werden. Die
mit magnetischen Partikeln beladenen Zellen werden dann durch entsprechend starke
Magnetfelder im Subtraktions- oder Selektionsabschnitt immobilisiert. Alternativ kénnen
die Erkennungsmolekiile durch Bindung an vorbereitete Oberflachen reversibel
immobilisiert werden. Das System wird in einem Versorgungsbehilter untergebracht, der
die Steuerungselektronik, Vorratsbehdlter sowie Pumpen, Ventile und Schlduche fiir die
Versorgung mit den notwendigen Losungen enthilt. Jene Teile, welche mit biologischem
Material oder Priparationslosungen in Berithrung stehen, bestehen aus inertem, nicht-
toxischem und hitzebestindigem Material. Das System sollte mit Sensoren fiir die
Temperatur, pH-Wert, Sauerstoff-Partialdruck und Turbiditdt ausgestattet sein. Das
System kann auch so ausgefiihrt werden, dass die mit Zellen in Kontakt tretenden Teile in
einem Bauteil zusammengefasst werden und somit nach einer gewissen Nutzungssdauer
ausgetauscht werden kénnen.

Ablauf

Ausgangsmaterial fiir die Préparation sind Gewebestiicke oder -schnitte. Diese
werden in die Aufnahmekammer (1) eingebracht. Die Kammer wird tiber einen Verschluss
(1a) geschlossen, und das Gewebe durch einen Fliissigkeitsstrom aus Zulauf (1b) tiber den
Ablauf (1¢) in eine drehbar gelagerte Trommel (2) in der Inkubationskammer gespiilt (3).
Abbildung 3 zeigt eine mogliche Ausfilhrung der Inkubationskammer in Frontansicht. Die
Drehbewegung des Zylinders wiahrend der Inkubation wird durch wechselnde
Magnetfelder angetrieben, welche durch ausserhalb der Inkubationskammer (3)
angebrachte Elekiromagneten (3c) erzeugt werden und auf an der Aussenseite des
Zylinders (2) befindliche Daunermagneten (2a) einwirken. Der Zylinder enthélt nach innen
gerichtete Einkerbungen (2b), welche das darauf liegende Gewebe in Bewegung halten.
Der Zylinder ist ausserdem mit wasserdurchldssige Poren (2c) versehen, welche einen
Austausch der Priparationslosungen erlauben, das Gewebe aber zuriickhalten. Schliesslich
tragt der Zylinder aussen Erhebungen (2d), welche die Durchmischung der Enzymldsung
verbessern. Fiir die Enzymbehandlung wird die Préparationslosung in der
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Inkubationskammer {iber den Zulauf (3a) und den Ablauf (3b) durch Enzymldsung
ausgetauscht. Das Gewebe wird dann in der Enzymldsung inkubiert. Dabei wird der
Zylinder (2) langsam gedreht, damit stindig die Enzymlosung durchmischt und das
Gewebe bewegt werden. Alternativ kann die Inkubationskammer aus einem Schlauch
bestehen, dessen Enden miteinander verbunden sind. Die im Schlauch befindliche
Fliissigkeit mit dem Gewebe wird dann wéhrend der Inkubation durch aussen angebrachte
Schlauchpumpen in Bewegung gehalten.

Wihrend der Inkubation sollten der Sauerstoffpartialdruck und die Temperatur tiber
entsprechende Sensoren und Regelkreise konstant gehalten werden. Die Temperierung und
Begasung der Inkubationslésung kann bereits im Vorratsbehilter erfolgen oder direkt in
der Inkubationskammer. Nach einer vom Gewebe abhéngigen Inkubationszeit wird die
Enzymbehandlung gestoppt, indem die Enzymlosung tiber den Zulauf (3a) und den Ablauf
(3b) durch Enzyminhibitor-Losung ausgetauscht wird.

Nach der Enzymbehandlung werden die Gewebestlicke durch einen
Flissigkeitsstrom aus Zulauf (1b) tber die Ubergangskammer (4) in die
Dissoziationskammer (5) gebracht (Abb. 1). Die Dissoziationskammer wird anschliessend
iiber den Zulauf (4a) vollstdndig mit Losung gefiillt. In der Dissoziationskammer wird der
Gewebeverband mechanisch aufgelost, indem die Gewebestiicke wiederholt
Dissoziationselemente (6) passieren, welche an mindestens einer Stelle in der
Dissoziationskammer angebracht sind (Abb. 4 - 6). Diese Dissoziationselemente {iben
Scherkriifte auf das Gewebe aus, welche bei wiederholten Passagen sukzessive verstérkt
werden konnen und so die allméhliche Auslosung von Einzelzellen aus dem
Gewebeverband erméglichen. Der Durchmesser der Dissoziationskammer ist um die
Dissoziationselemente  herum  verringert, so da die Gewebestiicke die
Dissoziationselemente mit erhdhtem Druck passieren. Die Dissoziationskammer kann in
zwei Ausfilhrungen konstruiert werden, welche die wiederholte Passage der Gewebestiicke
durch die Dissoziationselemente ermdglichen. Beide Ausfithrungen sind in Abbildung 4
dargestellt. In Ausfithrung 1 besteht die Dissoziationskammer aus einer ringférmigen,
geschlossenen Rohre, welche zumindest teilweise aus Schlauchmaterial bestehen kann.
Die Losung mit den Gewebestiicken kommt iiber den Zulauf (5a) in die Kammer und wird
durch Propeller (5b) oder aussen angebrachte Schlauchpumpen in zirkulierende Bewegung
gebracht, so dal die Gewebestiicke wiederholt die Dissoziationselemente (6) passieren.
Die Propellerbewegung wird durch ein Magnetfeld angetrieben, welches durch einen
aussen angebrachten Elektromagneten (5c¢) erzeugt wird. In Ausfithrung 2 besteht die
Dissoziationskammer aus einem Zylinder, welcher an den Enden durch bewegliche Kolben
oder Membranen (5e) wasserdicht abgeschlossen ist. Die Losung mit den Gewebestiicken



10

15

20

25

30

35

WO 02/066598 PCT/DE02/00590

kommt tiber Zulauf (5f) in die Kammer und wird durch die synchrone Bewegung der
beiden Kolben oder Membranen im Zylinder hin- und her bewegt, so daB} die
Gewebestiicke wiederholt die in der Mitte angebrachten Dissoziationselemente (6)
passieren. Hierbei ist wichtig, daB der durch einen Kolben oder eine Membran realisierte
Abschluss der unteren Kammer auf seiner Innenfldche mit einem Propeller (5g) oder einer
dhnlichen Vorrichtung versehen ist, welche von einem ausserhalb der Kammer
angebrachten Elektromagneten (5h) in Bewegung gebracht wird. Der Propeller sorgt vor
jeder Aufwirtsbewegung des Kolbens fiir die Aufwirbelung der Gewebestiicke. Damit
wird sichergestellt, daf} alle Gewebestiicke die Dissoziationselemente passieren und nicht
auf der Kolbenfliche liegen bleiben.

Die Dissoziationselemente, welche verdnderbare Scherkrifte auf das Gewebe ausiiben
sollen, kénnen in verschiedenen Ausfiihrungen konstruiert werden. In Ausfithrung 1 (Abb.
5) bestehen die Dissoziationselemente aus einer Reihe von drehbar gelagerten Messern
oder Drihten (6a). Im ersten Durchgang stehen die Messer alle in einer Reihe und
zerschneiden das Gewebe grob (Stellung 1; Abb. 5). Fiir die néchsten Durchgéinge werden
die Messerzwischenriume, welche die Gewebeteile passieren miissen, immer kleiner
(Stellung 2-3; Abb. 5), so daBl die auf das Gewebe einwirkende Scherkraft sukzessive
erhoht wird. Die Arretierung der Messer in den verschiedenen Positionen erfolgt
magnetisch iiber aussen entsprechend positionierte Elektromagneten (6b). In Ausfithrung 2
(Abb. 6) bestehen die Dissoziationselemente aus Gittern oder Lochblenden (6¢) und in
Ausfithrung 3 (Abb. 6) aus einer einfachen Verengung der Dissoziationskammer (6d).
Diese Dissoziationselemente werden in verschiedenen Varianten realisiert (Abb. 6),
welche sich im Gitterabstand, Loch- oder Verengungsdurchmesser unterscheiden. Um die
fiir die Gewebedissoziation erforderliche sukzessive Erhohung der Scherkraft zu erreichen,
werden nacheinander Element-Varianten mit immer kleineren Verengungen in die
Dissoziationskammer eingebracht. Dazu wird ein geeigneter Satz an Element-Varianten in
einem Magazin untergebracht, welches in Ausfithrung 1 Kassetten-formig (6e, Abb. 7)
oder in Ausfilhrung 2 zylinderformig realisiert wird (6f; Abb. 8). Die linear oder
kreisformige Bewegung der Magazine fithrt zum Austausch der Elementvarienten in der
Dissoziationskammer. Alternativ konnen die verschiedenen Elementvarianten in
verschiedenen Dissoziationskammern untergebracht sein, welche das Gewebe dann
nacheinander passieren muss. Die Verengungs-Durchmesser der bei jeder Préparation
verwendeten Elementvarianten miissen der Art des Gewebes angepasst werden. Dabei gilt,
daB der Verengungsdurchmesser der Elemente desto kleiner sein muss, je zdher das
Gewebe ist.
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Fiir die Gewinnung von lebensfihigen Zellen ist es essentiell, da die Dissoziation
regelmaéssig unterbrochen wird und jene Zellen, welche bereits aus dem Gewebe losgeldst
wurden, aus der Dissoziationskammer abgefiihrt werden, damit sie durch weitere
Dissoziationsschritte nicht beschddigt werden. Dazu enthalten die Dissoziationskammern
mindestens einen verschliessbaren Ablauf (5d, 5i; Abb. 4), welcher mit einem Sieb
versehen ist. Dieses Sieb ldsst nur einzelne Zellen durch (Porendurchmesser abhingig von
Zellgrosse, ca. 10 bis 50 Mikrometer). Der Ablauf ist so angebracht, dal nur aus dem
Gewebeverband ausgeloste Zellen, welche in der Losung schweben, abfliessen. Zur
Abfithrung losgeloster Zellen wird der Ablauf (5d, 5i) mit einer gewissen Verzogerung
nach Unterbrechung der Dissoziation gedffnet. In dieser Zeit kdnnen undissoziierte
Gewebestlicke auf den Boden der Dissoziationskammer sedimentieren. Dazu muss die
Dissoziationskammer ldngs des Gravitationsfeldes ausgerichtet sein. Die losgel6sten
Zellen gelangen dann iiber eine Ubergangskammer (7; Abb. 1) in die mittlere
Mischungskammer (8; Abb. 9), welche aus einer ringférmigen, geschlossenen Réhre
besteht. Das aus der Dissoziationskammer ausgetretene Losungsvolumen wird durch
frische Losung ersetzt.

Nachdem die gewiinschte Zahl an Zellen durch eine entsprechende Anzahl an
Dissoziations-Durchgéingen erreicht worden ist, wird die in der mittleren
Mischungskammer (8) befindliche Zellsuspension iiber den Zulauf (8a; Abb. 1) mit
magnetischen Partikeln versetzt. Diese Partikel tragen auf ihrer Oberfliche Molekiile,
welche spezifische Erkennungsmolekiile auf Zellbruchstiicken und toten Zellen binden.
Die Mischungskammer wird vollstdndig mit Losung aufgefiillt und die Zellsuspension
wahrend der Inkubationsphase durch Propeller (8b) oder durch aussen angebrachte
Schlauchpumpen in Bewegung gehalten. Die Suspension wird dann durch einen an Zulauf
(8a) angelegten Uberdruck tiber die Sammelkammer (9) in die rohrenférmige
Subtraktionskammer (10) gebracht. Diese Kammer weist auf einer Seite eine
magnetisierbare Oberfléche auf, welche zur effizienten Abreicherung von unerwiinschtem
Zellmaterial vergrossert ist. Zur Immobilisierung des mit magnetischen Partikeln
beladenen Zellmaterials in der Kammer wird ein entsprechend grosses Magnetfeld durch
aussen angebrachte Elektromagneten (10b) erzeugt. Alternativ kann das Magnetfeld auch
durch Dauermagneten erzeugt werden, deren Abstand zur Subtraktionskammer verindert
werden kann. Der Durchmesser der Subtraktionskammer ist in der senkrecht zur
aufgefalteten Seite stehenden Richtung verringert, so daB die Zellen moglichst nahe an die
magnetisierte Seite herangefiihrt und so Partikel-behaftete Zellen effizient abgefangen
werden. Nach einer gewissen Inkubationszeit werden intakte, nichthaftende Zellen durch
Anlegen eines Uberdruckes im Zulauf (10c) iiber die Verteilungskammer (11) in eine der
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seitlichen ~Mischungskammern (12a, 12b; Abb. 9) gepresst. Das in der
Subtraktionskammer immobilisierte Zellmaterial wird dann nach Abschalten des
Magnetfeldes durch einen Fliissigkeitsstrom aus dem Zulauf (10c) iiber den Ablauf (10d)
ausgewaschen. Die  Subtraktionskammer  steht damit fiir  nachfolgende
Abreicherungsschritte wieder zur Verfiigung, :

In den seitlichen Mischungskammern (12a, 12b) werden die Zellen wieder mit
magnetischen Partikeln versetzt. Diese konnen entweder ungewiinschte Zellen binden,
welche dann {iber die Subtraktionskammer der Suspension entzogen werden, oder
gewiinschte Zellen erkennen, welche in der Selektionskammer (13; Abb. 11, 12)
zuriickgehalten werden. Fiir die Selektion wird die Zellsuspension {iber die
Sammelkammer (9) und den Zulauf (13a) in die Selektionskammer (13) gebracht. Diese
Kammer ist 4hnlich gebaut wie die Mischungskammern. In ihr wird die mit magnetischen
Partikeln versetzte Zellsuspension durch Propeller (13b) in zirkulierende Bewegung
versetzt, Sie enthdlt an mindestens einer Stelle eine magnetisierbare Immobilisierungszone
(14; Abb. 11, 12), welche die zirkulierenden Zellen wiederholt passieren. Hier konnen die
gewiinschten, Partikel-tragenden Zellen nach und nach festgehalten und der Suspension
entzogen werden. Die Immobilisierungszone ist zur Abfithrung der selektierten Zellen vom
Rest der Kammer durch steuerbare Klappen (14a) abtrennbar und enthélt einen Zu- (14b)
und Ablauf (14c). Zur effizienten Entfernung der gewiinschten Zellen enthdlt die Zone
eine stark vergrosserte Oberfliche, welche durch einen aussen angebrachten
Elektromagneten (14d) magnetisiert werden kann. Diese Oberfliche kann in zwei
Ausfithrungen realisiert werden. In Ausfithrung 1 (Abb. 11) besteht sie aus einem stark
verzweigten, magnetisierbaren Fangarm (14e), der in die Selektionskammer eingelagert
ist. In Ausfithrung 2 (Abb. 12) besteht sie aus einer starken Auffaltung des entsprechenden
Abschnitts der Selektionskammerwand (14f) und einem aussen angebrachten
Elektromagneten (14g). Ahnlich wie bei der Subtraktionskammer ist der Durchmesser der
Immobilisierungszone in dieser Ausfilhrung in der senkrecht zur aufgefalteten Seite
stehenden Richtung stark verkleinert, so daBl Zellen moglichst nahe an die magnetisierte
Seite herangefiihrt werden.

Sobald eine ausreichende Anzahl an Zellen immobilisiert worden ist, wird der
Fliissigkeitsstrom gestoppt und die Immobilisierungszone vom Rest der Selektionskammer
abgetrennt. Hier ist wichtig, daB das Volumen der Zone die Endkonzentration der Zellen
bestimmt und daher entsprechend klein gehalten werden muss. Zur Gewinnung der Zellen
wird das Magnetfeld abgeschaltet und die Zellen werden durch einen Fliissigkeitsstrom aus
dem Zulauf (14b) iber den Ablauf (l4c) in einen Ausgang (15) gespiilt, welcher
standardisierte Gefdsse, wie beispielsweise Zentrifugenréhrchen, aufnehmen kann.
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Alternativ zu den magnetischen Partikeln kann die Immobilisierung von Zellen und
Zellbruchstiicken in der Subtraktions- und Selektionskammer iiber spezielle Oberflichen
in den Kammern erfolgen, welche eine reversible Bindung von Erkennungsmolekiilen
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Bezugszeichenliste

1 Aufnahmekammer

la Verschluss

1b Zulauf

lc Ablauf

2 Trommel

2a Dauermagneten

2b Einkerbungen

2c wasserdurchlissige Poren
2d Erhebungen

3 Inkubationskammer
3a Zulauf

3b Ablauf

3c Elektromagneten

4 Ubergangskammer

4a Zulauf

5 Dissoziationskammer
Sa Zulauf

5b Propeller

5¢ Elektromagnete

5d Ablauf

5e Kolben oder Membran
5f Zulauf

5g Propeller

5h Elektromagnet

5i Ablauf

6 Dissoziationselemete
6a drehbar gelagerte Messer oder Dréhte
6b Elektromagnete

6¢ Gitter oder Lochblenden
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Verengung der Dissoziationskammer
Kassettenformiges Magazin
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Mittlere Mischungskammer
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Propeller
Sammelkammer
Subtraktionskammer
Auffaltungen
Elektromagnete
Zulauf

Ablauf
Verteilungskammer

Seitliche Mischungskammern

Selektionskammer
Zulauf

Propeller
Immobilisierungszone
Steuerbare Klappen
Zulauf

Ablauf
Elektromagneten
Magnetisierbarer Fangarm
Selektionskammerwand
Elektromagnenten
Ausgang
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Patentanspriiche

1. System zur automatischen Isolierung von lebenden Zellen aus tierischen Geweben,
welches aus einem Verbund aus Hohlrdumen besteht, welcher zur Gewebe-Dissoziierung
dient.

2. System nach Anspruch 1 dadurch gekennzeichnet, daB zusdtzlich zum
Dissoziierungsabschnitt weitere Verbiinde aus Hohlrdumen angeschlossen sind, welche zur
Mischung, zur Zell-Subtraktion und zur Zell-Selektion dienen.

3. System nach Anspruch 1 und 2, dadurch gekennzeichnet, daf jene Teile, welche mit
biologischem Material oder Priparationsldsungen in Beriihrung kommen, aus chemisch
inertem und nicht-toxischem Material bestehen.

4. System nach Anspruch 1 und 2, dadurch gekennzeichnet, daB sémtliche Offnungen nach
aussen sowie alle Uberginge zwischen Kammern durch magnetisch, pneumatisch,
hydraulisch oder elektrisch betriebene Klappen oder Schleusen wasserdicht verschlossen
werden konnen.

5. System nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dal der Abschnitt zur
Gewebedissoziierung aus den nacheinander angeordneten Elementen einer
Aufnahmekammer (1), einer Inkubationskammer (3), einer Ubergangskammer (4) und
einer Dissoziationskammer (5) besteht, wobei die Aufnahmekammer oder die
Ubergangskammer jeweils mit den nachfolgenden Kammern zusammengefasst werden
koénnen.

6. System nach Anspruch 1 und 5, dadurch gekennzeichnet, dafl die Aufnahmekammer
mindestens einen Zugang (1a) zur Aufnahme von Gewebematerial, einen Zulauf (1b) zur
Ausspiilung des Gewebes und einen Ablauf (Ic) enthdlt, welcher die Verbindung zur
nachfolgenden Inkubationskammer herstellt.

7. System nach Anspruch 1 und 5, dadurch gekennzeichnet, dass die Inkubationskammer
in Ausfiithrung 1 als Hohlraum realisiert wird, in dem sich eine drehbar gelagerte Trommel
(2) befindet.

8. System nach Anspruch 1 und 5, dadurch gekennzeichnet, daB3 die Inkubationskammer in
Ausfithrung 2 durch einen Hohlzylinder realisiert wird, der selbst dreh- oder kippbar
gelagert ist und durch aussen angebrachte Vorrichtungen bewegt werden kann.

9. System nach Anspruch 1 und 5, dadurch gekennzeichnet, dafl die Inkubationskammer in
Ausfiihrung 3 mindestens teilweise durch einen Schlauch realisiert wird, welcher durch
eine aussen angebrachte Vorrichtung, wie beispielsweise eine Schlauchpumpe, bewegt
werden kann.
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10. System nach Anspruch 1 und 7, dadurch gekennzeichnet, daB die Trommel (2) in
Ausfithrung 1 der Inkubationskammer Magneten trégt, und dafl an den entsprechenden
Stellen an der Aussenseite der Inkubationskammer Elektromagneten angebracht sind,
welche die Bewegung der Trommel antreiben.

11. System nach Anspruch 1 und 7, dadurch gekennzeichnet, dafl das Innere der Trommel
(2) in Ausfiihrung 1 der Inkubationskammer direkt mit dem Inneren der vor- und
nachgeschalteten Kammern, aber nicht mit dem Raum zwischen Inkubationskammer und
Trommel verbunden ist.

12. System nach Anspruch 1 und 7, dadurch gekennzeichnet, daB die Trommel (2) in
Ausfiihrung 1 der Inkubationskammer nach innen und aussen gerichtete Einkerbungen (2b)
beziehungsweise Erhebungen (2d) trdgt, welche eine Durchmischung einer Fliissigkeit
erméglichen.

13. System nach Anspruch 1 und 7, dadurch gekennzeichnet, dafl die Trommel (2) in
Ausfithrung 1 der Inkubationskammer Poren enthélt (2¢), welche Gewebematerial von
Fliissigkeiten abtrennen.

14, System nach Anspruch 1, 5, 8 und 9, dadurch gekennzeichnet, da3 die Ausfithrungen 2
und 3 der Inkubationskammer jeweils mindestens einen Ablauf enthalten, welcher mit
einem Sieb versehen ist, welches Gewebematerial von Fliissigkeiten abtrennt.

15. System nach Anspruch 1 und 5, dadurch gekennzeichnet, daf die Dissoziationskammer
nach Ausfithrung 1 durch eine ringformige, geschlossene Rohre oder nach Ausfithrung 2
durch einen Hohlzylinder realisiert wird.

16. System nach Anspruch 1 und 15, dadurch gekennzeichnet, dal die Ausfilhrung 1 der
Dissoziationskammer zur Bewegung einer darin befindlichen Fliissigkeit im Inneren
mindestens einen durch aussen angebrachte Elektromagneten angetriebenen Propeller (5b)
enthilt oder zumindest teilweise aus Schlauchmaterial besteht, welches durch eine an der
Aussenseite angebrachte Vorrichtung, beispielweise eine Schlauchpumpe, bewegt werden
kann.

17. System nach Anspruch 1 und 15, dadurch gekennzeichnet, dafl die Ausfiihrung 2 der
Dissoziationskammer an beiden Seiten durch bewegbare Kolben oder Membranen (5e)
wasserdicht abgeschlossen wird, welche eine darin befindliche Flissigkeit bewegen.

18. System nach Anspruch 1 und 17, dadurch gekennzeichnet, dafl die Ausfiihrung 2 der
Dissoziationskammer auf einer Seite des durch einen Kolben oder eine Membran
realisierten Abschlusses einen durch aussen angebrachte Elektromagneten angetriebenen
Propeller (5g) trigt, welcher fiir die Aufwirbelung der Gewebeteile sorgt.

19. System nach Anspruch 1 und 15, dadurch gekennzeichnet, dafl die

Dissoziationskammer an mindestens einer Stelle Dissoziationselemente enthélt, welche bei
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jeder Passage Scherkrifte auf Gewebestiicke ausiiben und so die mechanische Auslosung
von einzelnen Zellen aus dem Gewebeverband ermoglichen.

20. System nach Anspruch 1 und 19, dadurch gekennzeichnet, dafl die
Dissoziationselemente in Ausfithrung 1 durch eine Reihe von drehbar gelagerten, dicht
aufeinander folgenden Messern oder Dréhten realisiert werden (6a), welche durch aussen
angebrachte Magneten gegeneinander verstellt werden kénnen, so daf die Zwischenrdume
zwischen den Messern oder Drihten und damit die auf das Gewebe einwirkenden
Scherkrifte verdndert werden konnen.

21. System nach Anspruch 1 und 19, dadurch gekennzeichnet, daf} die
Dissoziationselemente in Ausfiihrung 2 durch Gitter oder Lochblenden (6¢) oder in
Ausfiihrung 3 durch einfache Verengungen des Hohlraumdurchmessers (6d) realisiert
werden.

22. System nach Anspruch 1 und 21, dadurch gekennzeichnet, daf3 die Ausfithrungen 2 und
3 der Dissoziationselemente in Element-Varianten mit unterschiedlichen Gitterabstinden,
Loch- oder Verengungsdurchmesser realisiert werden, so daB die auf das Gewebe
einwirkenden Scherkrifte verédndert werden konnen.

23. System nach Anspruch 1 und 22, dadurch gekennzeichnet, dafl in Ausfithrung a) die
Element-Varianten der Dissoziationselemente der Ausfithrung 2 und 3 in einem Kassetten-
(6e) oder Zylinder-féormigen Magazin (6f) untergebracht sind, welches den Austausch der
Elementvarianten in der Dissoziationskammer ermdglicht.

24, System nach Anspruch 1 und 22, dadurch gekennzeichnet, dass in Ausfithrung b) die
Element-Varianten der Dissoziationselemente der Ausfithrung 2 und 3 in jeweils
verschiedenen Dissoziationskammern eingebaut werden, welche das Gewebe nacheinander
passieren muss.

25. System nach Anspruch 1 und 15, dadurch gekennzeichnet, dafl die
Dissoziationskammer mindestens einen Ablauf (5d, 5i) enthélt, welcher mit einem Sieb
versehen ist, welches einzelne Zellen von Gewebestiicken abtrennt,

26. System nach Anspruch 1 und 25, dadurch gekennzeichnet, daf3 der Ablauf (5d, 5i) der
Dissoziationskammer an einer Stelle der Kammer angebracht sind, welche die Abfithrung
von aus dem Gewebeverband ausgeldsten, nicht sedimentierten Zellen erlaubt.

27. System nach Anspruch 1 und 2, dadurch gekennzeichnet, dafl der Mischungsabschnitt
aus mindestens einer Mischungskammer (8) besteht, welche in eine Sammelkammer (9)
miindet.

28. System nach Anspruch 1, 2 und 27, dadurch gekennzeichnet, daf die
Mischungskammer (8) tiber die Ubergangskammer (7) mit der Dissoziationskammer

verbunden ist.
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29. System nach Anspruch 1, 2 und 27, dadurch gekennzeichnet, da Mischungskammern
zusétzlich zu den Verbindungen zu den vor- und nachgeschalteten Kammern jeweils
mindestens einen separaten Zulauf besitzen.

30. System nach Anspruch 1 und 2, dadurch gekennzeichnet, dall der Subtraktionsabschnitt
aus einer Subtraktionskammer (10) besteht, welche tiber die Sammelkammer (9) mit den
Mischungskammern verbunden ist.

31. System nach Anspruch 1, 2 und 30, dadurch gekennzeichnet, daf} die
Subtraktionskammer innen mindestens eine Immobilisierungszone enthalt.

32. System nach Anspruch 1, 2 und 30, dadurch gekennzeichnet, dafl ein Ausgang der
Subtraktionskammer in eine Verteilungskammer (11) miindet, welche Verbindungen zu
den Mischungskammern enthélt.

33. System nach Anspruch 1, 2, 5, 27 und 30, dadurch gekennzeichnet, daf die
Inkubationskammer (3), die Ubergangskammern (4 und 7), die Sammelkammer (9) und
die Subktrationskammer (10) zus#tzlich zu den Verbindungen zu den vor- und
nachgeschalteten Kammern jeweils mindestens einen Zulauf und einen Ablauf haben.

34. System nach Anspruch 1 und 2, dadurch gekennzeichnet, daf der Selektionsabschnitt
aus einer Selektionskammer (13) besteht, welche iiber die Sammelkammer (9) mit den
Mischungskammern verbunden ist.

35. System nach Anspruch 1, 2 und 34, dadurch gekennzeichnet, daBl die
Selektionskammer innen mindestens eine Immobilisierungszone (14) enthélt, welche durch
Klappen (14a) oder andere Vorrichtungen vom Rest der Selektionskammer abtrennbar ist
und welche mindestens einen separaten Zulauf (14b) und einen Ablauf (14c) aufweist.

36. System nach Anspruch 1, 2 und 35, dadurch gekennzeichnet, dal der Ablauf der
Immobilisierungszone (14c) in einen Ausgang (15) miindet, welcher standardisierte
Gefisse aufnehmen kann.

37. System nach Anspruch 1, 2, 31 und 35 dadurch gekennzeichnet, daf} die
Immobilisierungszone eine stark vergrosserte Oberfliche aufweist (10a, 14f), welche
entweder durch Auffaltung der inneren Kammerwand oder durch Einbringung eines
Materials mit entsprechender Oberflichenstruktur realisiert werden kann.

38. System nach Anspruch 1, 2 und 37, dadurch gekennzeichnet, dafl die
Immobilisierungszone in Ausfithrung 1 aussen Magneten (10b) tréagt, welche im Inneren
befindliche magnetische Partikel, welche an Zellen gebunden sind, immobilisieren, oder in
Ausfithrung 2 auf der Kammerwand oder iiber das eingebrachte Material eine spezielle
Oberfliche aufweist, welche die reversible Bindung von Molekiilen wie Antikérpern oder
Lektinen erlaubt, welche wiederum spezifisch an Molekille auf Zellen oder
Zellbruchstiicken binden.
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39. System nach Anspruch 1, 2 und 38, dadurch gekennzeichnet, dass die in Ausfithrung 1
der Immobilisierungszone aussen angebrachten Magneten entweder als Dauermagneten
realisiert werden, deren Abstand zur Kammer verdndert werden kann, oder als
Elektromagneten, deren Magnetfeld an- und abgeschaltet werden kann.

40. System nach Anspruch 1, 2 und 37 dadurch gekennzeichnet, daf} in der
Immobilisierungszone  der = Kammerdurchmesser in  der senkrecht  zur
oberflichenvergrosserten Seite stehenden Richtung stark verkleinert ist, so daB der
rdumliche Abstand von in der Suspension befindlichen Zellen zu dieser Seite minimiert
wird.

41, System‘ nach Anspruch 1, 2, 27, 30 und 34, dadurch gekennzeichnet, dafl die
Mischungs-, Subtraktions- und Selektionskammern als ringformige, geschlossene Réhren
realisiert werden, welche zur Bewegung darin befindlicher Flissigkeiten in ihrem Inneren
jeweils mindestens einen durch aussen angebrachte Elektromagneten angetriebenen
Propeller enthalten oder zumindest teilweise aus flexiblem Schlauchmaterial bestehen,
welches durch eine an der Aussenseite angebrachte Vorrichtung, beispielweise eine
Schlauchpumpe, bewegt werden kann.

42. System nach Anspruch 1, 2, 5, 27, 30 und 34, dadurch gekennzeichnet, dass jene Teile,
welche mit biologischem Material in Kontakt kommen, in einer Ausfithrungsvariante zu
einem Bauteil zusammengefasst werden, welches nach einer gewissen Nutzungssdauer
ausgetauscht werden kann.

43, System nach Anspruch 1, 2 und 42, dadurch gekennzeichnet, dass das austauschbare
Bauteil der Ausfithrungsvariante in verschiedenen Varianten realisiert werden kann,
welche sich in Figenschaften wie Innenraum-Volumen oder Beschichtungsmaterial
unterscheiden und somit die Verarbeitung unterschiedlicher Gewebemengen und -typen
erlauben.

44. System nach Anspruch 1, 2, 5, 37 und 38, dass die Inkubationskammer und die
Dissoziationskammer in einer Ausfithrungsvariante jeweils ebenfalls mindestens eine
Immobilisierungszone enthalten, welche direkt oder indirekt die Immobilisierung von
Molekiilen wie beispielsweise Enzymen ermoglichen, welche fiir die Verarbeitung des
Gewebes verwendet werden.
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Abb. 2 Aufsicht (ohne Selektionskammer)
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Abb. 3 Inkubationskammer (3)
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Abb. 4 Dissoziationskammer (5)
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Abb. 5 Dissoziationselemente (6), Ausfiihrung 1
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Abb. 6 Dissoziationselemente (6), Ausfiihrung 2, 3
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Abb. 7 Dissoziationselemente (6, Ausf. 2, 3)
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Abb. 8 Dissoziationselemente (6, Ausf. 2, 3)
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Abb. 9 Mischungskammern
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Abb. 10 Subtraktions-Kammer (10)
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Abb. 11 Selektionskammer (13), Ausfiihrung 1
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Abb. 12 Selektionskammer (13), Ausfiihrung 2

MaRstab 3:1

Aufsicht

/

\

1 C

14f

14dﬁ

Querschnitt

M
)




INTERNATIONAL SEARCH REPORT

| nal Application No

rui7UE 02/00590

?.P(():LA;SIFICATION OF SUBJECT MATTER

C12M3/00

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

B. FIELDS SEARCHED

IPC 7 Cla2Mm

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

EPO-Internal

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

C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Category ©

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

30 July 1991 (1991-07-30)
abstract

figures 2,4

column 8

DICKINSON CO (US))

17 February 1994 (1994-02-17)
abstract

page 13, paragraph 2

X EP O 446 450 A (UNIV JEFFERSON
DICKINSON CO (US))

18 September 1991 (1991-09-18)
abstract

X US 5 035 708 A (WILLIAMS STUART K ET AL)

X WO 94 03645 A (UNIV JEFFERSON ;BECTON

1,2

1,2

;BECTON 1

=

Further documents are listed in the continuation of box C.

Patent family members are listed in 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)

*0" 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 relovance; the claimed invention
cannot be considered novel or cannot be considered 1o
involve an inventive step when the document is taken alone

*Y' document of particular relevance; the claimed invention
cannot be considered o Involve an inventive step when the
document is combined with one or more other such docu-
m%r]ns, such combination being obvious to a person skilled
in the art.

*&" document member of the same patent family

Date of the actual completion of the international search

16 July 2002

Date of mailing of the international search report

23/07/2002

Name and mailing address of the ISA
European Patent Office, P.B. 5818 Patentlaan 2
NL - 2280 HV Rijswijk
Tel. (+:31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl,
Fax: (+31-70) 340~-3016

Authorized officer

Weijland, A

Form PCT/ISA/210 {second sheet) (July 1992)

Relevant to claim No.




INTERNATIONAL SEARCH REPORT

»nal Application No

rC1/DE 02/00590

C.{Continuation) DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Category ©

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

Relevant to claim No.

A

US 5 786 207 A (KATZ ADAM J ET AL)
28 July 1998 (1998-07-28)

the whole document

US 5 409 833 A (HU CAN B ET AL)

25 April 1995 (1995-04-25)

the whole document

1-44

1-44

Form PCT/ISA/210 (continuation of second shest) (July 1892)




INTERNATIONAL SEARCH REPORT

Information on patent family members

Ir

1al Application No

FvizuE 02/00590

Patent document Publication Patent family Publication

cited in search report date member(s) date

US 5035708 A 30-07-1991 US 4820626 A 11-04-1989
AT 87811 T 15-04-1993
AU 637100 B2 20-05-1993
AU 5578290 A 29-11-1990
BR 9002433 A 06-08-1991
CA 2017346 Al 24-11-1990
DE 69001275 D1 13-05-1993
DE 69001275 12 21-10-1993
DK 399340 T3 24-05-1993
EP 0399340 Al 28-11-1990
ES 2039990 T3 01-10-1993
IL 94431 A 28-11-1994
JP 3136640 A 11-06-1991
MX 163811 B 22-06-1992
Us 5441539 A 15-08-1995
us 5372945 A 13-12-1994
us 5312380 A 17-05-1994
ZA 9003826 A 27-03-1991
us 5230693 A 27-07-1993
us 5628781 A 13-05-1997
AT 113850 T 15-11-1994
AU 590573 B2 09-11-1989
AU 5830586 A 11-12-1986
BR 8602659 A 03-02-1987
CA 1293700 Al 31-12-1991
DE 3650134 D1 15-12-1994
DE 3650134 T2 22—-06-1995
DE 206025 T1 15-10-1987
EP 0206025 A2 30-12-1986
EP 0518389 A2 16-12-1992
ES 555739 DO 01-03-1989
ES 8900149 Al 01-05-1989
IL 78950 A 15-12-1991
JP 2686930 B2 08-12-1997
JP 62049857 A 04-03-1987
MX 165125 B 28-10-1992
Us 5194373 A 16-03-1993
ZA 8603958 A 28-01-1987

WO 9403645 A 17-02-1994  US 5372945 A 13-12-1994
AU 4796293 A 03-03-1994
CA 2141573 Al 17-02-1994
EP 0652976 Al 17-05-1995
JP 7509369 T 19-10-1995
Wo 9403645 Al 17-02-1994

EP 0446450 A 18-09-1991 AT 120355 T 15-04-1995
AU 648768 B2 05-05-1994
AU 6868091 A 15-08-1991
BR 9100022 A 22-10-1991
CA 2033927 Al 10-08-1991
DE 69018246 D1 04-05-1995
DE 69018246 T2 02-11-1995
EP 0446450 Al 18-09-1991
ES 2071733 T3 01-07-1995
IL 96675 A 31-08-1995
JP 4218146 A 07-08-1992
us 5372945 A 13-12-1994

Form PCT/ISA/210 (patent family annex) (July 1992)




INTERNATIONAL SEARCH REPORT

'information on patent family members

nal Application No

PCT/DE 02/00590

Patent document Publication Patent family Publication

cited in search report date member(s) date

EP 0446450 A ZA 9100020 A 30-09-1992

US 5786207 A 28-07-1998 AU 7700598 A 30-12-1998
WO 9854295 Al 03-12-1998

US 5409833 A 25-04-1995 DE 69423760 D1 04-05-2000
DE 69423760 T2 23-11-2000
EP 0706561 Al 17-04-1996
EP 0984060 A2 08-03-2000
JP 8511955 T 17-12-1996
WO 9501419 Al 12-01-1995

Form PCT/ISA/210 (patent family annex) (July 1992}




INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT

In >nales Aktenzeichen

FC1/DE 02/00590

A. KLASSIFIZIERUNG DES ANMELDUNGSGEGENSTANDES
IPK 7 C12M3/00

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

B. RECHERCHIERTE GEBIETE

Recherchierter Mindestprifstoff (Klassifikationssystem und Klassifikationssymbole )

IPK 7 Cl2M

Recherchierte aber nicht zum Mindestpriifstoff geh6rende Verdffentlichungen, soweit diese unier die recherchierten Gebiete fallen

Wahrend der internationalen Recherche konsultierte elekironische Datenbank (Name der Datenbank und evtl. verwendete Suchbegriffe)

EPO-Internal

C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN

Kategorie® | Bezeichnung der Verdffentlichung, soweit erforderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile Betr. Anspruch Nr.
X US 5 035 708 A (WILLIAMS STUART K ET AL) 1,2

30. Juli 1991 (1991-07-30)

Zusammenfassung

Abbildungen 2,4

Spalte 8
X WO 94 03645 A (UNIV JEFFERSON ;BECTON 1,2

DICKINSON CO (US))

17. Februar 1994 (1994-02-17)
Zusammenfassung

Seite 13, Absatz 2

X EP 0 446 450 A (UNIV JEFFERSON ;BECTON 1
DICKINSON CO (US))
18. September 1991 (1991-09-18)

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

° Besondere Kategorien von angegebenen Verdffentlichungen  : b Spéailege Veﬁiﬁeqy{cgu?g, die q%ch tdl’em intel('imatiqnaler:i An{nézldedatum
*A* Versffentlichung, die den allgemeinen Stand der Technik definiert, oder dem Priorilatsdatum verofientlicht worden ist und mit der

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

N . . . Erfindung zugrundellegenden Prinzips oder der ihr zugrundeliegenden
*E* &lteres Dokument, das jedoch erst am oder nach dem internationalen Theorie angegeben ist

Anmeldedatum verSffentlicht worden ist *X* Verbffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung
'L* Verbffentlichung, die geeignet ist, einen Prioritatsanspruch zweifelhaft er— kann allein auigrund dieser Verbffentlichung nicht als neu oder auf

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

anderen im Recherchenbericht genannten Veréffentlichung belegt werden

soll oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben st (wie Y* Verdffenilichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchie Erfindung

kann nicht als auf erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet

ausgefiihrt) . o werden, wenn die Verdifentlichung mit einer oder mehreren andaren
*0* Verdffentiichung, die sich auf eine miindliche Offenbarung, Verfentiichungen dieser Kategorie in Verbindung gebracht wird und
P veineff Bﬁ?uhzung Sine A%SSle"Utng O?GF a{'der?\ MaBISagntlen bggleht N diese Verbindung fir einen Fachmann naheliegend ist
*P* Veroffentlichung, die vor dem internationalen Anmeldedatum, aber nac rox ~ . A PR

dem beanspruchten Prioritatsdatum verdifentlicht worden ist &" Verdffentiichung, die Milglied derselben Patentfamilic ist
Datum des Abschlusses der internationalen Recherche Absendedatum des internationalen Recherchenberichts

16. Juli 2002 23/07/2002

Name und Postanschrit der internationalen Recherchenbehorde Bevollméchtigter Bediensteter

Europaéisches Patentamt, P.B. 5818 Patentlaan 2
NL - 2280 HV Rijswijk T I

Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl, . .

Fax: (+31~70) 340-3016 Weijland, A

Formblatt PCT/ISA/210 (Blatt 2) (Juli 1992)



INTERNATIONAILFR RECHERCHENBERICHT

I ionales Aktenzeichen

PCT/DE 02/00590

C.(Forisetzung) ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN

25. April 1995 (1995-04-25)
das ganze Dokument

Kategorie® | Bezeichnung der Verdffentlichung, soweit erforderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Teite Betr. Anspruch Nr.
A US 5 786 207 A (KATZ ADAM J ET AL) 1-44
28. Juli 1998 (1998-07-28)
das ganze Dokument
A US 5 409 833 A (HU CAN B ET AL) 1-44

Formblatt PCT/ISA/210 (Fortsetzung von Blatt 2) (Juli 1992)




INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT

Angaben zu Veroifentli

_ . die zur selben Patentfamilie gehdren

Int

>nales Aklenzeichen

Pvi/DE 02/00590

Im Recherchenbericht
angefiihrtes Patentdokument

Datum der
Veréffentlichung

Mitglied(er) der
Patentfamilie

Datum der
Verdifentiichung

Us 5035708 A 30-07-1991 US 4820626 A 11-04-1989
AT 87811 T 15-04-1993
AU 637100 B2 20-05-1993
AU 5578290 A 29-11-1990
BR 9002433 A 06-08-1991
CA 2017346 Al 24-11-1990
DE 69001275 D1 13-05-1993
DE 69001275 T2 21-10-1993
DK 399340 T3 24-05-1993
EP 0399340 Al 28-11-1990
ES 2039990 T3 01-10-1993
IL 94431 A 28-11-1994
JP 3136640 A 11-06-1991
MX 163811 B 22-06-1992
us 5441539 A 15-08-1995
us 5372945 A 13-12-1994
us 5312380 A 17-05-1994
ZA 9003826 A 27-03-1991
us 5230693 A 27-07-1993
us 5628781 A 13-05-1997
AT 113850 T 15-11-1994
AU 590573 B2 09-11-1989
AU 5830586 A 11-12-1986
BR 8602659 A 03-02-1987
CA 1293700 Al 31-12-1991
DE 3650134 D1 15-12-1994
DE 3650134 T2 22-06-1995
DE 206025 T1 15-10-1987
EP 0206025 A2 30-12-1986
EP 0518389 A2 16-12-1992
ES 555739 DO 01-03-1989
ES 8900149 Al 01-05-1989
IL 78950 A 15-12-1991
JP 2686930 B2 08-12-1997
JP 62049857 A 04-03-1987
MX 165125 B 28-10-1992
us 5194373 A 16-03-1993
ZA 8603958 A 28-01-1987

WO 9403645 A 17-02-1994 US 5372945 A 13-12-1994
AU 4796293 A 03-03-1994
CA 2141573 Al 17-02-1994
EP 0652976 Al 17-05-1995
JP 7509369 T 19-10-1995
Wo 9403645 Al 17-02-1994

EP 0446450 A 18-09~1991 AT 120355 T 15-04-1995
AU 648768 B2 05-05-1994
AU 6868091 A 15-08-1991
BR 9100022 A 22-10-1991
CA 2033927 Al 10-08-1991
DE 69018246 D1 04-05-1995
DE 69018246 T2 02-11-1995
EP 0446450 Al 18-09-1991
ES 2071733 T3 01-07-1995
IL 96675 A 31-08-1995
JP 4218146 A 07-08-1992
US 5372945 A 13-12-1994

Fommblatt PCT/ISA/210 (Anhang Patentfamilie)(Juli 1992)




INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT

Angaben zu Verdffentli

io zur selben Patentfamilie gehdren

-
I

onales Akienzeichen

PC1/DE 02/00590

Im Recherchenbericht Datum der Mitglied(er) der Datum der
angefihrtes Patentdokument Veréffentlichung Patentfamilie Verdffentlichung
EP 0446450 A ZA 9100020 A 30-09-1992
US 5786207 A 28-07-1998 AU 7700598 A 30-12-1998
WO 9854295 Al 03-12-1998
US 5409833 A 25-04-1995  DE 69423760 D1 04-05-2000
DE 69423760 T2 23-11-2000
EP 0706561 Al 17-04-1996
EP 0984060 A2 08-03-2000
JP 8511955 T 17-12-1996
WO 9501419 Al 12-01-1995

Formblatt PCT/ISA/210 (Anhang Patentfamilie)(Juli 1992)




	Abstract
	Bibliographic
	Description
	Claims
	Drawings
	Search_Report

