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Entscheidung der Prifungsabteilung des
Europaischen Patentamts, die am 23. Marz 2007
zur Post gegeben wurde und mit der die
europaische Patentanmeldung Nr. 04739720.3
aufgrund des Artikels 97 (1) EPU 1973
zurilckgewiesen worden ist.
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Sachverhalt und Antrage

C1530.D

Die europaische Patentanmeldung Nr. 04 739 720.3
(Internationale Veroffentlichungsnummer WO 2004/113987
Al) wurde von der Priufungsabteilung zurickgewiesen.
Gegen diese Entscheidung hat die Anmelderin
(Beschwerdefuhrerin) Beschwerde eingelegt.

Die Zuruckweisung wurde von der Prufungsabteilung damit
begrindet, dass die 1hr vorliegende Fassung des
Anspruchs 1 zwar in sprachlicher Hinsicht klargestellt
worden sei, aber zuvor gerugte substantielle
Klarheitsmangel nicht ausgerdumt worden seien. Der
Gegenstand des unter Annahme einer erfolgten
Klarstellung interpretierten Anspruchs 1 beruhe, sofern
er Uberhaupt neu sei, jedenfalls nicht auf einer
erfinderischen Tatigkeit. Es wurde auf die folgende

Druckschriften verwiesen:

D1: EP-A-1 308 715

D2: XP-001117891 (R. Lansford et al, J. Biomedical
Optics, 6(3), 311-318, 2001)

D3: DE 199 15 137 A

In 1hrer Beschwerdebegrindung hat die Anmelderin
beantragt, ein Patent auf der Grundlage des der
angefochtenen Entscheidung zu Grunde liegenden
Anspruchs 1 zu erteilen. Die Argumentation der
Anmelderin lasst sich wie folgt zusammenfassen:

In D1 wirden nicht mehrere unterschiedliche stabile
Mischzustande eines einzelnen Fluoreszenzmarkers
herangezogen, um wie beansprucht in mehreren Kanalen

(*'Sonden™) z.B. Transportzustédnde in Zellen oder
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Zellgruppen erfassen zu konnen, indem besonders
vorteilhaft unterschiedliche Bereiche, Zellen oder
Zellgruppen unterschiedlich lange beleuchtet oder
konvertiert wirden, so dass sich ber Verwendung eines
einzelnen Markers unterschiedliche Farben einstellten,
deren zeitliches Verhalten untersucht werden konne.
Uberraschend sei bei der vorliegenden Erfindung nunmehr
die Zahl der "Sonden', also der detektierten (Bild-)
Kanale, die jeweils einer Farbe oder einem
Spektralbereich zugeordnet seien, hoher als die Zahl der

verwendeten Fluoreszenzmarker.

In D1 werde zwar ein Farbstoff beschrieben, der sein
Spektrum entsprechend der Umgebung (Ca-Konzentration)
verandere. Jedoch wirden bei der Entmischungsanalyse
Referenzspektren verwendet, die zwei Extremen der
lonenkonzentration entspréachen (freie Liganden und
gebundene Liganden). Somit kénnten Konzentrationen der
Liganden nur aus der Verrechnung der zweil Zustande
bestimmt werden (D1, Sp. 14, Z. 40-49). Es wirden also
Ratios gebildet und nicht die raumliche Zuordnung der
beiden Zustande in Bildkandlen vorgenommen. Somit werde
mit dem Farbstoff wiederum nur ein Bildkanal, der der
Konzentration des Ligands entspreche, erzeugt und
dargestellt.

D2 und D3 entsprachen dem angegebenen Stand der Technik,
wonach Spektren den jeweils zu entmischenden Farbstoffen
zugeordnet seien. Wenn In der Probe zur Markierung
unterschiedlicher Probenregionen bei einer Zelle
beispielsweise Kernfarbung, Zytoskelett- und
Mytochondrienfarbung mehrere Marker eingebracht werden
missten, wirden jeweils die Spektren der Farbstoffe iIn
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Reinform aufgezeichnet und zur Entmischungsanalyse
verwendet.

Auch D1 ziele darauf ab, fur jeden verwendeten Farbstoff
eine Referenzierung vorzunehmen, wobei die Anzahl der
Detektionskandle mindestens der Anzahl der verwendeten
Farbstoffe entspreche. In der vorliegenden Anmeldung
seien demgegenuber die Spektren, die sich beil den
Mischzustanden ergaben, als Referenzspektren fur eine
Entmischungsanalyse zu verwenden. Die Erzeugung der
Mischzustande in Farbstoffen erfolge:

- durch schon in der Probe vorhandene Mischzustande
- durch eine Bestrahlung von Regionen

- im Ergebnis eines in der Probe ablaufenden

biologischen Prozesses.

Als Ergebnis der Entmischungsanalyse liege ein
farbkodiertes Bild mit Einzelkanalen entsprechend der
Mischzustande vor. Es werde ausgenutzt, dass bestimmte
Farbstoffe oder Farbstoffkombinationen in stabilen
(Zwischen-) Mischzustanden bzgl. threr Emissionsspektren
verweilen konnten und somit als charakteristische
Farbstoffsignatur zur Markierung in biomedizinischen
Applikationen als Sonde eingesetzt werden konnten.

Der besondere (und Uberraschende) Vorteil liege darin,
dass bei Verwendung eilnes einzigen iIn seiner Farbe
veranderbaren Markers (durch Erzeugung von
Mischzustédnden) beispielsweise Transportprozesse in der
Zelle erfasst werden konnten. Es seil nicht mehr
erforderlich, mehrere spezielle Farbstoffe (Marker), die
sich beispielsweise zur spezifischen Farbung des Kerns,
des Zytoskeletts und der Mytochondrien eigneten,
einzusetzen, sondern es genuge, den einzigen Farbstoff
In unterschiedlichen Probenregionen unterschiedlich

(beispielsweise durch die Bestrahlungsdauer) einzufarben
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und dann die Transportprozesse aufzuzeichnen und anhand
der vorher gemessenen Referenzspektren, die
unterschiedlichen Farbmischverhaltnissen entsprachen, im
Bild zu entmischen. Bisher sei die Anzahl der Sonden
(Marker) gleich der Anzahl der Farbstoffe gewesen. Nun
kénnten i1n Farbstoffen Mischzustdnde erzeugt werden, die
als Sonden bzw. Marker nutzbar seien. Vorteilhaft
markiere dieser Farbstoff das Objekt unspezifisch. Durch
die Erzeugung von Mischzustanden (ein Mischzustand
entspreche einer Sonde) im Farbstoff kdonnten so
spezifisch bestimmte Bereiche in der Probe markiert und
beispielsweise deren Interaktion untereinander studiert
werden. Durch diese Verfahrensweise reduziere sich der
Praparationsaufwand, da beispielsweise zur Erzeugung von
N Sonden lediglich ein Farbstoff in die Probe gebracht
werden misse und nicht wie nach dem Stand der Technik N
Farbstoffe.

In einer Anlage zur Ladung der von der Anmelderin
hilfsweise beantragten mundlichen Verhandlung erfolgte
eine vorlaufige Mitteilung durch die Kammer, in der sie

Folgendes ausgefihrt hat:

a) Die Kammer schlielle sich der Prufungsabteilung in
ithrem Befund an, dass der Gegenstand des Anspruchs 1
gegenuber dem durch das Dokument D1 offenbarten Stand
der Technik nicht neu sei. Das in D1, Abschnitt 0031
und 0032 beschriebene Verfahren lasse sich
hinsichtlich zweler Zustande eines i1onensensitiven
Farbstoffs, eines freien Farbstoffs und eines
gebundenen Farbstoffs, ohne Weiteres mit dem Wortlaut
des Anspruchs i1dentifizieren, wonach ""bei einem die
Farbe beir 1n der Probe ablaufenden Vorgangen

(Interaktion mit Liganden) wechselnden
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Fluoreszenzmarker Referenzspektren fur
unterschiedliche zeitabhangige Farbezustande (frei
und gebunden) aufgezeichnet werden und die
Referenzspektren zur Bildauswertung herangezogen
werden." Der von der Beschwerdefihrerin in ihrer
Beschwerdebegrindung geltend gemachte Unterschied
hinsichtlich der Extremzustande der
lonenkonzentration und der Anzahl der Bildkanale pro
Farbstoff sei fur die Kammer in der Definition des

Anspruchs nicht erkennbar.

Was die Zahl der Kanale pro Farbstoff anbelange, so
halte es die Kammer fir sachdienlich, das in der
vorliegenden Anmeldung, Seite 7, genannte Dokument in

das Verfahren einzufihren:

D4: XP-002961250 (R. Ando et al, PNAS 99720,
12651-12656, 2002)

D4, siehe Abstract sowie Seite 12656, linke Spalte,
den letzten Absatz und rechte Spalte, den ersten
Absatz, befasse sich mit einem Farbstoff (Kaede) zur
Markierung biologischer Materialien mit moglicher
Anwendung bei der Laser-Scanning-Mikroskopie, der
eine Fluoreszenz Im Roten und eine Im Grinen aufweise.
Angesichts der in der zitierten Stelle genannten
Vorteile der roten und grinen Fluoreszenz
hinsichtlich Stabilitat, Helligkeit, Trennbarkeit und
Anregung mit Wellenlangen, die keine Photokonversion
erzeugen, habe es sich angeboten und seir somit fiur
den Fachmann naheliegend gewesen, zur Verringerung
des apparativen Aufwands einen derartigen Farbstoff
als Marker in dem aus D1 bekannten Verfahren zu
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verwenden und beide Fluoreszenzen als Kanale im Sinne

der vorliegenden Anmeldung zu nutzen.

c) Bei dieser Sachlage sei mit der Zuriuckweisung der
Beschwerde zu rechnen. Die mundliche Verhandlung
werde der Beschwerdefuhrerin jedoch Gelegenheit geben,

zu den obigen Ausfuhrungen Stellung zu nehmen.

V. Mit ihrem Schreiben vom 10.07.2009 hat die
Beschwerdefihrerin mitgeteilt, dass sie an der
mindlichen Verhandlung nicht teilnehmen werde. Am Ende
der mindlichen Verhandlung, die ohne die
Beschwerdefiuhrerin stattfand, wurde die Entscheidung

verkindet.

VI. Der Anspruch 1 in der giltigen Fassung, die auch der
angefochtenen Entscheidung zugrunde liegt, ist der

einzige unabhédngige Anspruch und lautet folgendermalien:

"1. Verfahren zur Fluoreszenzmikroskopie mit einem
Laser-Scanning-Mikroskop, wobeil eine zumindest teilweise
spektral aufgeltdste Detektion des Fluoreszenzspektrums
erfolgt, Farbstoffe zur Markierung von Zellen,
Zellteilen oder Geweben oder Materialien eingesetzt
werden und von den Farbstoffen Referenzspektren gebildet
und zur spektralen Entmischung herangezogen werden,
dadurch gekennzeichnet, dass

bei einem die Farbe beir unterschiedlicher
Beleuchtungsdauer oder bel von einer Strahlungsanregung
erzeugten Prozessen oder bei 1In der Probe ablaufenden,
vorzugsweise intrazellularen Vorgangen wechselnden
Fluoreszenzmarker Referenzspektren fur unterschiedliche

zeitabhangige Farbezustande aufgezeichnet werden und die

C1530.D
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Referenzspektren zur Bildauswertung herangezogen

werden."

Entscheidungsgrinde

1.

C1530.D

In der o. g. Anlage zur Ladung hat die Kammer unter
Hinweis auf die Dokumente D1 und D4 begrindet
festgestellt, dass nach threr vorlaufigen Meinung das iIm
Anspruch 1 definierte Verfahren nicht neu ist bzw. nicht
auf einer erfinderischen Tatigkeit beruht.

Die Beschwerdefihrerin hat sich zu dieser Feststellung
der Kammer nicht mehr sachlich geduert und auch an der
mundlichen Verhandlung, zu der sie ordnungsgemdll geladen

worden war, nicht teilgenommen.

Die Kammer hat daher keine Veranlassung, von ihrer
vorlaufigen negativen Meinung hinsichtlich des
Anmeldungsgegenstands abzugehen und kommt zu dem
endgultigen Schluss, dass die Anmeldung mangels der
Neuheit bzw. der erforderlichen erfinderischen Tatigkeit
die Erfordernisse des EPU 1973, Artikel 52(1) i. V. m.
Artikel 54(1) und (2) sowie 56 nicht erfullt.
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Entscheidungsftormel

Aus diesen Grunden wird entschieden:

Die Beschwerde wird zurickgewiesen.

Die Geschaftsstellenbeamtin: Der Vorsitzende:

M. Kiehl A. G. Klein

C1530.D



