BESCHWERDEKAMMERN BOARDS OF APPEAL OF CHAMBRES DE RECOURS
DES EUROPAISCHEN THE EUROPEAN PATENT DE L'OFFICE EUROPEEN
PATENTAMTS OFFICE DES BREVETS

Interner Verteilerschliissel:

(A) [ -1 Veroffentlichung im ABI.
(B) [ -1 An Vorsitzende und Mitglieder
(C) [ -] An Vorsitzende
(D) [ X ] Keine Verteilung
Datenblatt zur Entscheidung

vom 8. Marz 2016
Beschwerde-Aktenzeichen: T 0069/13 - 3.3.08
Anmeldenummer: 06121090.2
Verdffentlichungsnummer: 1903105
IPC: Cl2N1/20
Verfahrenssprache: DE

Bezeichnung der Erfindung:

Verfahren zur fermentativen Herstellung von Proteinen

Patentinhaberin:
Wacker Chemie AG

Einsprechende:
Lonza AG

Stichwort:
Herstellung von Proteinen/WACKER CHEMIE

Relevante Rechtsnormen:

EPU Art. 56, 114 (2)
VOBK Art. 13

Schlagwort:
Erfinderische Tatigkeit - (ja)

Dieses Datenblatt ist nicht Teil der Entscheidung.

EPA Form 3030 Es kann jederzeit und ohne Bekanntmachung gedndert werden.



Zitierte Entscheidungen:

Orientierungssatz:

Dieses Datenblatt ist nicht Teil der Entscheidung.

EPA Form 3030 Es kann jederzeit und ohne Bekanntmachung gedndert werden.



Fatentamt
0 Eurppean Boards Of Appeal
’ Fatent Office

Beschwerde-Aktenzeichen: T 0069/13 - 3.3.08

ENTSCHETIDUNG
der Technischen Beschwerdekammer 3.3.08

vom 8. Marz 2016

Beschwerdefiithrerin: Lonza AG

(Einsprechende)
CH-4002 Basel (CH)

Vertreter: Schollhorn, Andreas

Latscha Schollhorn Partner AG

Austrasse 24
4051 Basel (CH)

Beschwerdegegnerin: Wacker Chemie AG
Hanns-Seidel-Platz 4

(Patentinhaberin)
81737 Munchen (DE)

Vertreter: Potten, Holger
Wacker Chemie AG

Zentralbereich Patente,

Hanns-Seidel-Platz 4
81737 Minchen (DE)

Angefochtene Entscheidung: Entscheidung der Einspruchsabteilung des

P——— Beschwerdekammern

Qifice suropéen Chambres de recours

Minchensteinerstrasse 38

Marken und Lizenzen

European Patent
Office

D-80298 MUNICH
GERMANY

Tel. +49 (0) 89 2399-0
Fax +49 (0) 89
2399-4465

Europdischen Patentamts, die am 8. November
2012 zur Post gegeben wurde und mit der der
Einspruch gegen das europdische Patent Nr.

1903105 aufgrund des Artikels 101 (2) EPU
zurickgewiesen worden ist.

Zusammensetzung der Kammer:

Vorsitzende M. R. Vega Laso
Mitglieder: B. Stolz
C. Heath



-1 - T 0069/13

Sachverhalt und Antrage

I. Die Beschwerde richtet sich gegen die Entscheidung der
Einspruchsabteilung vom 8. November 2012, den Einspruch
gegen das europadische Patent No. 1903105 (Anmeldenummer
06121090.2) mit der Bezeichnung "Verfahren zur

fermentativen Herstellung von Proteinen" zurickzuweisen.

IT. Mit der Beschwerdebegriindung reichte die
Beschwerdefiithrerin (Einsprechende) neue

Vergleichsversuche (Entgegenhaltung 018) ein.

IIT. Die Beschwerdegegnerin (Patentinhaberin) reichte mit
ihrer Erwiderung die neuen Entgegenhaltungen 019 bis 021

ein.

Iv. In der Anlage zur Ladung fir die mindliche Verhandlung
teilte die Kammer den Beteiligten ihre vorlaufige
Meinung zu dem Einwand der mangelnden erfinderischen

Tatigkeit mit.

V. Die mindliche Verhandlung fand am 8. Marz 2016 statt.

VI. Anspruch 1 des erteilten Patents lautet wie folgt:

"l. Verfahren zur Produktion eines heterologen Proteins
mittels eines E. coli-Stammes, welcher eine Mutation im
lpp-Gen oder im Promotorbereich des lpp-Gens aufweist
und ein Gen kodierend fiir ein heterologes Protein,
welches mit einer Signalsequenz kodierend fiur ein
Signalpeptid funktionell verknipft ist, enthalt, in
einem Fermenter mit einem Volumen von mehr als 5 1,
dadurch gekennzeichnet, dass die Mutation im lpp—Gen
eine Substitution, eine Deletion oder eine Insertion
eines oder mehrerer Nukleotide im lpp-Gen oder im

Promotorbereich des lpp—Gens ist, welche dazu fihrt,



VII.

-2 - T 0069/13

dass das lpp-Gen nicht mehr oder nur noch vermindert
exprimiert wird, so dass in den Zellen nur noch maximal
80 % der Lpp-Proteinmenge im Vergleich zu Zellen des
Wildtyp-Stammes W3110 (ATTC:27325) nachgewiesen werden
kann oder die zu einer veranderten Aminosdauresequenz des
Lpp-Proteines fihrt, welche mit einer Verminderung der
Funktionalitat des Lpp-Proteins einhergeht, worunter zu
verstehen ist, dass die Resistenz der Zellen gegeniliber
Globomycin um mindestens den Faktor 2 im Vergleich zu
dem lpp-Wildtypstamm W3110 erhoht ist, oder dass die
Mutation im lpp-Gen einen Austausch des Arginin—Rests an
Position 77 von SEQ ID No. 2 gegen einen Cystein-Rest
bewirkt oder einen Austausch des Glycin-Rests an
Position 14 von SEQ ID No. 2 gegen einen Asparaginsaure-
Rest bewirkt und in einem Fermentationsmedium enthaltend
Ca’"-Ionen in einer Konzentration von 10 mg/1l bis

5000 mg/1 und Mg2+—Ionen in einer Konzentration grober
48 mg/1l bis 5000 mg/l fermentiert wird, wobei der

E. coli-Stamm das heterologe Protein in das
Fermentationsmedium ausscheidet und das Protein vom

Fermentationsmedium abgetrennt wird."

Die abhadngigen Anspriche 2 bis 11 definieren spezielle

Ausfuhrungsformen des Verfahrens nach Anspruch 1.

Folgende Entgegenhaltungen werden in dieser Entscheidung

zitiert:
Ol: Kanamori T. et al., 1988, Gene, Vol. 66, 295-300;

02: Leonhartsberger S., April 2006, BioProcess

International, 2-4;

03: Yem D.W. and Wu H.C., 1978, Journal of Bacteriology,
Vol. 133(3), 1419-142¢;
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O4: Suzuki H. et al., 1978, Molec. Gen. Genet.,
Vol. 167, 1-9;

0O6: Lee S. Y., 1996, Tibtech, Vol. 14, 98-105;

08: Sonntag I. et al., 1978, Journal of Bacteriology,
Vol. 136(1), 280-285;

0l4: Riesenberg et al., 1991, Journal of Biotechnology,
20, 17-28;

0l5: Paalme T. et al., 1990, Biotechnol. Bioeng.,
Vol. 35, 312-319;

0l17: Cutayar J.M. and Poillon D., 1989, Biotechnol.
Lett., Vol. 11 (3), 155-160;

018: "Comparison of FM4 medium (Wacker) with medium 015

(Paalme et al.)"

020: Lee J.-H. et al., 1989, Biotechnol. Lett., Vol. II
(10), 695-698;

021: Shokri A. et al., 2003, Appl. Microbiol.
Biotechnol., 60, 654-664.

Die Argumente der Beschwerdefihrerin, soweit sie fur die
vorliegende Entscheidung von Bedeutung sind, lauten wie
folgt:

Zulassung der Entgegenhaltung 018

Entgegenhaltung 018 beschreibe von der
Beschwerdefihrerin durchgefihrte Vergleichsversuche. Sie
sei mit der Beschwerdebegriindung eingereicht worden, um

das Argument der Einspruchsabteilung, der Fachmann habe
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keine Veranlassung gehabt, Entgegenhaltung 015 zur
Losung des technischen Problems heranzuziehen, zu
widerlegen. Sie sei zum frihestmdglichen Zeitpunkt

eingereicht worden.

Die von der Beschwerdegegnerin eingereichte

Entgegenhaltung 020 solle zugelassen werden.

Beriicksichtigung eines neuen Einwands (Artikel 114(2) EPU
i.V.m. Artikel 13 VOBK)

Die Entgegenhaltung 020 sei hoch relevant fir die
Beurteilung der erfinderischen Tatigkeit, weil sie ein
Kulturverfahren in einem Medium beschreibe, welches dem
in Anspruch 1 definierten entspreche. Der einzige
Unterschied zum beanspruchten Verfahren liege in der
Verwendung eines Fermenters mit einem kleineren Volumen.
Die in der miindlichen Verhandlung eingereichten
Berechnungen der Cca’"- und Mg2+— Konzentrationen seien
nicht komplex und leicht nachvollziehbar. Da iber die
Zulassung der Entgegenhaltung 020 erst am Tag der
mundlichen Verhandlung entschieden worden sei, habe

dieser Einwand nicht friher vorgebracht werden kénnen.
Erfinderische Tadtigkeit

In der angefochtenen Entscheidung habe die
Einspruchabteilung die Entgegenhaltung Ol als
nachstliegenden Stand der Technik angesehen. In dieser
werde die Verwendung der aus Entgegenhaltung 04
bekannten E. coli-Lipoproteinmutante JE5505 zur
Herstellung eines heterologen Proteins beschrieben. Aus
Entgegenhaltung 04 sei dem Fachmann bekannt, dass
Lipoproteinmutanten von E. coli sehr empfindlich auf die
Zugabe von EDTA reagieren. Bei Wachstum in Minimalmedium

bildeten diese Mutanten Blaschen ("blebs") und verloren
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einen Teil der Enzyme aus dem periplasmatischen Raum an
das Kulturmedium. Die Ausbildung von Blaschen
unterbleibe jedoch in Medien mit einer Mg?'-
Ionenkonzentration von 2 mM oder mehr. Das in
Entgegenhaltung 0l verwendete Kulturmedium enthalte eine
im Vergleich zum in Entgegenhaltung 04 verwendeten
Kulturmedium um den Faktor 2 erhohte Konzentration der
Ca’’-Ionen. Der Fachmann habe aus Entgegenhaltung Ol
unter Einbezug der in Entgegenhaltung Ol ausdriicklich
erwahnten Entgegenhaltung 04 geschlossen, dass eine
Erhohung der Konzentration der zweiwertigen Ionen im
Kulturmedium zu einer Stabilisierung der Zellmembran
fihre und diese die Sekretion heterologer Proteine nicht

behindere.

Aus Entgegenhaltung 03 sei dem Fachmann bekannt, dass
vor allem Mg2+—Ionen, moglicherweise aber auch ca’’-
Ionen einen stabilisierenden Einfluss auf die
Zellmembran haben. Sowohl der Chelatbildner EDTA als
auch der bevorzugt Ca’t-Ionen bindende Chelatbildner
EGTA beeinflussten das Wachstum von Lipoproteinmutanten
von E. coli negativ. Der Fachmann habe daraus
geschlossen, dass zur Stabilisierung der Zellmembran
sowohl Ca’'- als auch Mg2+—Ionen notwendig seien. Die
Verwendung von Kulturmedien mit erhdéhten Konzentrationen
der beiden Ionen werde dem Fachmann deshalb durch die
Kombination der Lehren der Entgegenhaltungen Ol und O3
nahegelegt. Zum Gegenstand des Anspruchs 1 gelange der
Fachmann, ausgehend von Entgegenhaltung 01, auch durch

Heranziehen der Lehre der Entgegenhaltung 08.

Das im Streitpatent beschriebene Verfahren fiithre in
einer kurzen Fermentationszeit zu &hnlich hohen
Zelldichten wie in Verfahren mit Stammen ohne lpp-
Mutation (vgl. Absatz [0059] des Patents). Dem Fachmann

sei bekannt, dass Fermentationsverfahren mit hohen
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Zelldichten in groBtechnischem MaBstab vorteilhaft
seien. Deshalb komme er auch unter Heranziehen der
Entgegenhaltungen 015 oder 017, welche
Fermentationsverfahren mit hohen Zelldichten unter
Verwendung von Kulturmedien mit anspruchsgeméler
Zusammensetzung beschrieben, in naheliegender Weise zur
beanspruchten Erfindung. Die in Entgegenhaltung 018

beschriebenen Versuche bestdtigten dies.

Entgegenhaltung 020 beschreibe ein
Fermentationsverfahren, bei dem von einem E. coli-Stamm
hergestelltes Interferon in das Kulturmedium
ausgeschieden werde. Wahrend des Kulturverfahrens werde
die Casaminosauren-Konzentration im Kulturmedium
sukzessive erhdht. Aus Figur 2 und weiteren Angaben in
dieser Entgegenhaltung lasse sich errechnen, dass sich
die Cca’’- und die Mg2+—Ionenkonzentrationen zum
Zeitpunkt der Induktion der Expression von Interferon im
Bereich der in Anspruch 1 genannten Konzentrationen
befanden. Figur 3 zeige zudem, dass groRe Mengen von
Interferon produziert wirden und einiges davon ins
Medium ausgeschieden werde. Daher werde das beanspruchte
Verfahren auch durch die Entgegenhaltung Ol in
Verbindung mit Entgegenhaltung 020 nahegelegt.

Zum beanspruchten Verfahren gelange der Fachmann auch
ausgehend von Entgegenhaltung 02, welche die
groBtechnische Kultivierung eines Stammes von E. coli
mit einem "leaky" Phanotyp beschreibe. Da die Anzahl der
bekannten "leaky"-Mutanten beschréankt sei, miisse der
verwendete Stamm entweder ein omp  oder ein Ipp —-Stamm
sein. Das in dieser Entgegenhaltung beschriebene "rich
medium" sei beispielsweise ein LB Medium mit einer Cca?t-

Konzentration von 11 mg/l und einer Mg2+—Ionen
Konzentration von 5 mg/l. Aus den Entgegenhaltungen 03

oder 04 seil dem Fachmann die stabilisierende Wirkung
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erhdhter Mg2+—Ionenkonzentrationen bekannt. Die
Verwendung eines Mediums mit anspruchsgeméfBen Mg2+— und

Ca’t-Tonen Konzentrationen werde deshalb durch die Lehre
der Entgegenhaltung 02 in Verbindung mit den Lehren der

Entgegenhaltungen 03 oder 04 nahegelegt. Da dem Fachmann
auBerdem die Vorteile groltechnischer
Fermentationsverfahren bekannt seien, gelange er auch
unter Verwendung der in den Entgegenhaltungen 015 oder
017 beschriebenen Kulturmedien in naheliegender Weise

zur beanspruchten LOsung.

IX. Die Argumente der Beschwerdegegnerin, soweit sie fir die
vorliegende Entscheidung von Bedeutung sind, lauten wie
folgt:

Zulassung der Entgegenhaltungen 018 bis 021

Entgegenhaltung 018 enthalte nur Informationen, die auch
den bereits im Verfahren befindlichen Entgegenhaltungen
entnommen werden kénnten. Werde Entgegenhaltung 018 im
Verfahren zugelassen, so mussten auch die als Erwiderung
auf deren Vorbringen eingereichten Entgegenhaltungen 019

bis 021 zugelassen werden.

Beriicksichtigung eines neuen Einwands (Artikel 114(2) EPU
i.V.m. Artikel 13 VOBK)

Der auf Entgegenhaltung 020 gestiitzte Einwand mangelnder
erfinderischer Tatigkeit sei erstmalig am Tag der
mundlichen Verhandlung erhoben worden, obwohl diese
Entgegenhaltung bereits im Juli 2013 eingereicht worden
sei. Der Einwand hatte wesentlich friher erhoben werden
missen, um der Beschwerdegegnerin ausreichend Zeit zur
Erwiderung zu geben. Der Einwand solle deshalb als

verspatetes Vorbringen nicht zugelassen werden. Werde er
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dennoch zugelassen, so musse das Beschwerdeverfahren

schriftlich fortgesetzt werden.

Erfinderische Tadtigkeit

Entgegenhaltung 04 beschdftige sich iUberhaupt nicht mit
der sekretorischen Herstellung heterologer Proteine.
Weder schlugen die Entgegenhaltungen 03 und 08 vor noch
legten sie es sonstwie nahe, in einem Verfahren zur
sekretorischen Herstellung heterologer Proteine
gleichzeitig die Mg2+— und die Ca’’-Ionenkonzentrationen
auf die im Anspruch angegebenen Werte zu erhdhen. Der
von Entgegenhaltung Ol ausgehende Fachmann gelange daher
durch Heranziehen der Lehren einer der Entgegenhaltungen
O3 oder 08 nicht in naheliegender Weise zur
beanspruchten Erfindung. Der Fachmann strebe auch gar
kein Fermentationsverfahren mit einer hohen Zelldichte
an. Bei Hochzelldichteverfahren sei die Vitalitat der
Zellen wichtig, um iUberhaupt eine hohe Zelldichte zu
erreichen. Beil der sekretorischen Fermentation sei die
Vitalitat der Zellen hingegen weniger wichtig, solange
die Zellen das Produkt in das Kulturmedium ausscheiden.
Abgesehen davon, dass der Fachmann deshalb keine
Veranlassung gehabt habe, die Entgegenhaltungen 015 oder
017 heranzuziehen, lasse sich diesen auch nicht

entnehmen, welche ca’"- und Mg2+—Ionenkonzentrationen

die darin beschriebenen Fermentationsmedien enthielten.

Der Figur 3 von Entgegenhaltung 020 lieRe sich nicht
entnehmen, welche Mengen an heterologem Protein in das
Kulturmedium ausgeschieden werden. Das auf
Entgegenhaltung 020 gestiitzte Argument des
Beschwerdefiihrers sei deshalb spekulativ. Der Fachmann
habe keine Veranlassung, Entgegenhaltung 020

heranzuziehen.
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Entgegenhaltung 02 beschreibe die Verwendung eines
"leaky" Stammes von E. coli in einem hocheffizienten
Fermentationsverfahren. Dem Fachmann seien aber, wie in
Entgegenhaltung 021 beschrieben, etliche Gene bekannt,
die nach Mutation einen "leaky" Phanotyp hervorrufen
konnen. Er kdénne deshalb nicht davon ausgehen, dass der

in Entgegenhaltung 02 beschriebene Stamm ein Ipp -Stamm
sei. Ausgehend von Entgegenhaltung 02 habe der Fachmann

deshalb keine Veranlassung, gleichzeitig einen Ipp -
Stamm von E. coli und ein gegeniber Entgegenhaltung 02
verandertes, wie in Anspruch 1 definiertes Kulturmedium
zUu beniitzen. Zudem legten die Entgegenhaltungen 03 und
04 aus den bereits genannten Grinden die Verwendung
eines solchen Mediums auch nicht nahe. Ebenso ziehe der
Fachmann die Lehren der Entgegenhaltungen 015 und 017
nicht heran, da hohe Zelldichten fiir ein sekretorisches
Fermentationsverfahren gar nicht nétig seien. Hatte der
Fachmann dennoch ein solches Verfahren in Betracht
gezogen, so hatte er nicht notwendigerweise eines der in
diesen Entgegenhaltungen beschriebenen Kulturmedien

verwendet.

Die Beschwerdefilhrerin beantragte, die angefochtene

Entscheidung aufzuheben und das Patent zu widerrufen.

Die Beschwerdegegnerin beantragte, die Beschwerde

zurickzuweisen.

Entscheidungsgriunde

Artikel 100 b) und c) EPU

Zu den Einspruchsgriinden nach Artikel 100 b) und c) EPU

fihrte die Beschwerdefiihrerin in ihrer schriftlichen
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Beschwerdebegrindung aus, dass sie die im
Einspruchsschriftsatz erhobenen Einwande aufrecht halte
(siehe Punkte III. und IV. der Beschwerdebegrindung) .
Sie begrindete jedoch nicht, weshalb sie die
Feststellungen der Einspruchsabteilung beziglich dieser
Einspruchsgrinde (siehe Punkte I und II der

angefochtenen Entscheidung) fir falsch hielt.

2. In der mindlichen Verhandlung vor der Beschwerdekammer
erklarte die Beschwerdefilhrerin, dass sie diese

Einspruchsgrinde nicht weiterverfolge.

3. Die vorliegende Entscheidung ist daher auf die
Uberprifung der Feststellungen der Einspruchsabteilung
zum Einspruchsgrund nach Artikel 100 a) EPU in
Verbindung mit Artikel 56 EPU beschrankt.

Zulassung der Entgegenhaltungen 018 bis 021

4. Entgegenhaltung 018 wurde mit der Beschwerdebegrindung
eingereicht, um darzulegen, weshalb die Feststellungen
der Einspruchsabteilung in Punkt 29 der angefochtenen
Entscheidung fehlerhaft seien. Da diese Entgegenhaltung
so frih wie moglich eingereicht wurde, entscheidet die
Kammer, sie ebenso wie die zur Erwiderung von der
Beschwerdegegnerin eingereichten Entgegenhaltungen 020
und 021 zuzulassen. Die Entgegenhaltung 019 befand sich

bereits als 014 im Verfahren.

Beriicksichtigung eines neuen Einwands (Artikel 114(2) EPU
i.V.m. Artikel 13 VOBK)

5. Im mindlichen Verfahren vor der Beschwerdekammer
argumentierte die Beschwerdefihrerin erstmalig, dass die

beanspruchte Erfindung im Lichte der Entgegenhaltung 020
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als nachstliegender Stand der Technik nicht erfinderisch

sei.

Die Beschwerdefihrerin stitzte ihr Vorbringen nicht nur
auf die der Entgegenhaltung 020 direkt zu entnehmenden
Daten und Aussagen, sondern auch auf eine von ihr selbst
erstellte Tabelle mit Berechnungen, welche auf den Daten
dieser Entgegenhaltung beruhen. Auf Grund dieser Daten
kam sie zum Schluss, dass das in Entgegenhaltung 020
beschriebene Verfahren, abgesehen vom Volumen des
Fermenters, alle Merkmale des Verfahrens gemal

Anspruch 1 aufweise.

Gemalh Artikel 13(1l) VOBK steht es im Ermessen der
Kammer, Anderungen des Vorbringens eines Beteiligten
nach Einreichung seiner Beschwerdebegrindung zuzulassen
und zu berlcksichtigen. Bei der Ausibung dieses
Ermessens werden insbesondere die Komplexitadt des neuen
Vorbringens, der Stand des Verfahrens und die gebotene
Verfahrensokonomie beriicksichtigt. GemaB Artikel 13(3)
VOBK werden Anderungen des Vorbringens nach Anberaumung
der mindlichen Verhandlung nicht zugelassen, wenn sie
Fragen aufwerfen, deren Behandlung der Kammer oder dem
anderen Beteiligten ohne Verlegung der mindlichen

Verhandlung nicht zuzumuten ist.

Da sich die Entgegenhaltung 020 seit Juli 2013 bei den
Akten befand, hatte ein darauf gestiitzter Einwand der
mangelnden erfinderischen Tatigkeit vor der mindlichen
Verhandlung erhoben werden missen. Die Prufung dieses
Einwands erfordert nicht nur die numerische Uberpriifung
der vorgelegten Berechnungen, sondern auch die
Uberpriifung der diesen Berechnungen zu Grunde gelegten
Annahmen und der Schlussfolgerungen. In der miindlichen
Verhandlung ist die Beschwerdegegnerin in ihren

Mbéglichkeiten, auf diesen Einwand angemessen zu
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antworten, eingeschrankt, da sie, jedenfalls in der zur
Verfliigung stehenden Zeit, nicht auf die ihr
iblicherweise zur Verfligung stehenden Hilfsmittel
zugreifen kann. Die Behandlung dieses Einwands ist der
Beschwerdegegnerin deshalb ohne Verlegung der mindlichen

Verhandlung nicht zuzumuten.

9. Die Kammer entscheidet daher, in Ausibung des ihr nach
Artikel 114 (2) EPU in Verbindung mit Artikel 13 VOBK
zustehenden Ermessens, den auf Entgegenhaltung 020 als
nachstliegendem Stand der Technik gestitzten Einwand

nicht zuzulassen.
Erfinderische Tadtigkeit

10. Die Beschwerdefihrerin begriindete ihren Einwand der
mangelnden erfinderischen Tatigkeit einmal ausgehend von
der Entgegenhaltung Ol und, unabhangig davon, ausgehend
von der Entgegenhaltung 02 als nachstliegendem Stand der
Technik.

Entgegenhaltung 0Ol als ndchstliegender Stand der Technik

11. Die Entgegenhaltung Ol beschreibt die Produktion eines
heterologen, 56 Aminosduren langen Peptids (PSTI) in
einer E. coli-Mutante mit der Bezeichnung JE5505. Diese
Mutante enthdlt eine Deletion im Ipp-Gen (siehe Absatz
[0019] der Patentschrift) und scheidet betrachtliche
Mengen ihrer periplasmatischen Enzyme in das
Kulturmedium aus (siehe Entgegenhaltung 01, Seite 298,
linke Spalte, welche die Mutante als Ipo  bezeichnet).
Als Kulturmedium wurde MI9CA verwendet. Die Parteien und
die Einspruchsabteilung waren sich einig, dass dieses
Medium ca. 49 mg/l Mg2+— und 4 mg/1 Ca’"-TIonen enthilt
(siehe Punkt 7.1 der Einspruchsbegrindung wvom

21. Januar 2011 und Punkt 22 der angefochtenen



12.

13.

14.

15.

16.

17.

- 13 - T 0069/13

Entscheidung) . Die Konzentration des korrekt
prozessierten Peptids im Kulturiberstand wird mit 50
mg/ 1 angegeben (siehe Zusammenfassung der
Entgegenhaltung 01). Entgegenhaltung Ol beschreibt den
Stamm JE5505 unter Verweis auf Entgegenhaltung 04, die

sich ebenfalls in diesem Verfahren befindet.

Ausgehend von Entgegenhaltung Ol bestand die zu ldsende
technische Aufgabe in der Bereitstellung eines

verbesserten Verfahrens zur Produktion eines

sekretierten heterologen Proteins in einem Ipp -Stamm
von E. coli.

Als Losung dieser Aufgabe schlagt das Patent das

Verfahren gemal Anspruch 1 vor.

Die Beispiele 4, 5 und 6 des Patents zeigen, dass mit
dem Verfahren gemal Anspruch 1 verbesserte Ausbeuten von
3 g/1 (Beispiele 4 und 5) bzw. 500 mg/l (Beispiel 6)
erzielt werden. Die wahrend des Prifungsverfahrens mit
Schreiben vom 26. Juni 2009 eingereichten
Versuchsergebnisse (siehe Beispiele 14 und 15) zeigen
ebenfalls, dass durch die Verwendung anspruchsgemaler
Medien anstelle des in Entgegenhaltung Ol verwendeten
Mediums - bei ansonsten identischer Versuchsanordnung -

hohere Ausbeuten erzielt werden.

Die zu Grunde liegende technische Aufgabe wird daher

durch das Verfahren gemall Anspruch 1 gelost.

Es bleibt zu prifen, ob die beanspruchte Losung auf

einer erfinderischen Tatigkeit beruht.

Die Beschwerdefilhrerin argumentierte, dass die
beanspruchte Losung ausgehend von Entgegenhaltung 01,

unter Bericksichtigung der Offenbarung von
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Entgegenhaltung 04, in Verbindung mit den
Entgegenhaltungen 03, 08, 015, 017 oder 020 naheliegend

sei.

In Entgegenhaltung 03 wurden die physiologischen
Auswirkungen einer Mutation im Ipp-Gen eines E. coli
Stammes untersucht. Dabei wurden i) eine erhdhte
Sensitivitat gegeniiber EDTA und EGTA, ii) ein
Ausscheiden von periplasmatischer Ribonuklease in das
Kulturmedium, iii) eine geschwachte Verbindung zwischen
auBerer Zellmembran und der festen Membranhille und iv)
ein verringertes Zellwachstum in Medien mit verringerter
Tonenstarke festgestellt (vgl. Zusammenfassung). In
Bezug auf die erhohte Empfindlichkeit gegeniiber
Chelatbildnern stellten die Autoren fest, dass EDTA
effektiver als EGTA war, was fir konsistent mit der
Hypothese gehalten wurde, dass Mg2+ flir die strukturelle
Unversehrtheit der Zellhiille von Bedeutung war. Die
destabilisierende Wirkung von EDTA konnte durch Zugabe
von MgSO4 (8 mM), CaCl, (7 mM), Putrescin (10 mM),
Spermidin (10 mM), Saccharose (5% gew./gew.) oder
erhohte Konzentrationen von TRIS Puffer (200 mM, pH 8)
verhindert werden (vgl. Seite 1422, linke Spalte,

1. Absatz). Die Autoren schlugen vor, weitere Versuche
mit anderen Chelatbildnern mit groReren Unterschieden in
der Affinitat =zu Mg2+— und Ca’'-Ionen durchzufihren, um
die an der Stabilisierung beteiligten Kationen zu
identifizieren (vgl. Seite 1425, rechte Spalte,

2. Absatz).

Entgegenhaltung 03 enthalt jedoch keine Aussage und
schlagt auch nicht auf andere Weise vor, zur
Membranstabilisierung gleichzeitig Mg2+— und Ca®*-Ionen
in den in Anspruch 1 genannten Konzentrationen zu
verwenden. Aulerdem enthdlt Entgegenhaltung 03 keinerlei

Angaben in Bezug auf mogliche Effekte der Zugabe dieser
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Ionen auf die Sekretion heterologer Proteine. Der von
Entgegenhaltung 0Ol ausgehende Fachmann konnte daher auch
nicht erwarten, dass Ipp -Mutanten durch Kultivierung in
einem Fermentationsmedium wie in Anspruch 1 definiert so
stabilisiert werden, dass eine erhdhte Ausbeute
gegeniber dem Verfahren aus Entgegenhaltung Ol erzielt
wird. Die Kombination der Lehren aus den
Entgegenhaltungen Ol und O3 legt die beanspruchte Ldsung
deshalb nicht nahe.

Entgegenhaltung 08 beschreibt ebenfalls einen
stabilisierenden und damit wachstumsfordernden Effekt
von entweder Mg2+— oder Ca’"-Ionen auf lpp ompA -
Doppelmutanten von E. coli (vgl. Seite 282, linke
Spalte). Wie Entgegenhaltung 03 schlagt aber auch
Entgegenhaltung 08 keine gleichzeitige Erhdhung der
Konzentrationen der Mg2+— und Ca’"-Ionen vor und enthilt
in Bezug auf mdégliche Effekte der Zugabe dieser Ionen
auf die Sekretion heterologer Proteine keine Angaben.
Daher ware der von Entgegenhaltung 0Ol ausgehende
Fachmann auch durch Einbeziehen der Lehre der
Entgegenhaltung 08 nicht in naheliegender Weise zur

beanspruchten Losung gelangt.

Entgegenhaltung 020 beschreibt Methoden zur Steuerung
der spezifischen Wachstumsrate des auch in
Entgegenhaltung Ol benttzten E. coli Stammes JE5505. Um
die bei zunehmender Zelldichte wahrend der Fermentation
von Glukose erfolgende Anhaufung des
Stoffwechselprodukts Acetat und die damit einhergehende
Verringerung der Wachstumsrate zu verhindern, wurden
Casaminosauren als wachstumslimitierender Nahrstoff
verwendet und die Zufuhr von Glukose limitiert. Aus
Figur 2 geht hervor, dass die Zuflussrate der "feeding
solution” wahrend der ersten 40 Stunden des

Fermentationsverfahrens stufenweise erhdht wird.
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Zusatzlich zur "feeding solution" werden intermittierend
Phosphat- und Magnesiumsalze zugegeben (siehe Seite 696,
zwelter Absatz). Nach Ansicht der Beschwerdefihrerin
liegt die Konzentration der Mg2+—Ionen im Startmedium
zwar unterhalb der in Anspruch 1 als Untergrenze
genannten 48 mg/l, durch die nachfolgende,
intermittierende Zugabe von Magnesiumsalzen sei sie aber
nach 40 Stunden Kultivierung hoher als die genannte
Untergrenze. Aus Figur 3 ist ersichtlich, dass die
Interferonbiosynthese nach 40 Stunden eingeleitet und
Interferon in signifikanten Mengen produziert wird.
Weiter wurde anhand der spezifischen Aktivitaten der
einzelnen Fraktionen bestimmt, dass nur ein geringer
Prozentsatz des gebildeten Interferons extrazelluléar,
d.h. im Fermentationsmedium, gefunden wird, das meiste

jedoch im periplasmatischen Raum verbleibt.

Unabhédngig davon, ob die Mg2+—Ionenkonzentration zum
Zeitpunkt der Induktion der Interferonbiosynthese

tatsdchlich hoéher als 48 mg/l ist, kommt die Kammer zum
Schluss, dass der Fachmann, ausgehend von
Entgegenhaltung 0Ol, nicht in naheliegender Weise zur
beanspruchten Erfindung gekommen ware. Entgegenhaltung
020 gibt dem Fachmann keinen Anlass zur Vermutung, dass
durch das darin beschriebene Fermentationsverfahren eine
verbesserte Ausbeute an sekretiertem Protein erzielt
werden kénnte. Auch wenn Figur 3 keinen Schluss iUber die
tatsachliche Ausbeute zuladsst, ist der Figur doch
eindeutig zu entnehmen, dass nur eine geringe Menge

Interferon in das Kulturmedium ausgeschieden wird.

Der Fachmann hatte deshalb keine Veranlassung, zur
Verbesserung des in Entgegenhaltung Ol beschriebenen
Verfahrens die Entgegenhaltung 020 heranzuziehen. Und
selbst wenn er es aus irgendeinem Grund doch getan

hatte, hatte er keine ausreichende Erfolgserwartung
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gehabt, da das Dokument in Bezug auf die Ausbeute im

Fermentationsmedium nicht gentigend Information enthédlt.

Die Beschwerdefilhrerin argumentierte auRerdem, dass die
beanspruchte Losung von der Entgegenhaltung Ol in
Verbindung mit der Lehre einer der Entgegenhaltungen 015
oder 017, welche Verfahren mit hoher Zelldichte
beschrieben, nahegelegt werde. Diese Kombination habe
fir den Fachmann nahegelegen, da ihm zum Beispiel aus
Entgegenhaltung 06 bekannt war, dass auch mit dem in
Entgegenhaltung 0l verwendeten Stamm JE5505 hohe

Zelldichten erreicht werden konnen.

Entgegenhaltung 015 beschreibt ein
Fermentationsverfahren, das auf die Erzeugung hoher
Zelldichten abzielt. Dies wurde durch die limitierte
Zugabe von Glukose erreicht, so dass die Akkumulation
von wachstumshemmenden Stoffwechselprodukten wie Acetat
im Kulturmedium verhindert wurde. Tabelle 1 beschreibt
ein zu Beginn des Fermentationsverfahrens eingesetztes
Startmedium A welches 4 g/1 MgSOQO4-7H;0 aber kein CaCly
enthielt. Das zur Steuerung der Glukosezufuhr

limitierend zugefiihrte Nahrmedium A enthielt kein MgSOQy,

jedoch 2 g/l CaCly 2Hy0. Die Beschwerdefiihrerin
argumentierte, dass die Konzentrationen der Mg2+— und
Ca’t-Ionen im anspruchsgemédlen Bereich la&gen. Die
Beschwerdegegnerin bestritt dies. Threr Meinung nach
enthalt die Entgegenhaltung keine Angaben zum
Startvolumen der Kultur. Daher sei es unmdglich, diese

Konzentrationen zu berechnen.

Entgegenhaltung 017 beschreibt ebenfalls ein
Kulturverfahren zur Erzielung hoher Zelldichten von
E. coli. Die Akkumulation inhibierender
Stoffwechselprodukte wurde ebenfalls durch die
kontrollierte Zufuhr glukosehaltiger Nahrstoffldsung
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verhindert. GemaR Tabelle 1 enthielten das Startmedium
und das zur Nahrstoffzufuhr beniitzte Produktionsmedium
15.4 mg/1l MgSO4°7H,0 und 120 mg/1l CaCl, 2H,O0. Auch in
Bezug auf Entgegenhaltung 017 argumentierte die
Beschwerdegegnerin, dass ohne Angabe eines Startvolumens
keine Berechnung der Ionen-Konzentrationen im

verwendeten Kulturmedium moéglich sei.

Die Kammer kann dem Argument der Beschwerdefilthrerin
nicht folgen. Weder Entgegenhaltung 015 noch
Entgegenhaltung 017 enthalten Informationen in Bezug auf
die Sekretion heterologer Proteine. Der Fachmann hatte
deshalb keinen Grund, anzunehmen, dass er durch
Heranziehen der Lehre eines dieser Dokumente das in der
Entgegenhaltung Ol beschriebene Verfahren in Bezug auf
die Ausbeute des in das Fermentationsmedium sekretierten
Proteins verbessern kdnnte. Das Argument, dass er dies
getan hatte, weil mit dem beanspruchten Verfahren hohe
Zzelldichten erzielt werden, beruht auf einer
rickschauenden Betrachtungsweise, die Kenntnis des
beanspruchten Verfahrens voraussetzt. Zudem waren im
Stand der Technik weitere Medien zur Kultivierung von E.
coli mit hoher Zelldichte bekannt, welche ca’"- und Mg2+
-Ionen Konzentrationen auBerhalb der in Anspruch 1
genannten Bereiche enthalten (vgl. dazu Entgegenhaltung
014, Tabelle 1). Weil die Verwendung von "leaky"-Stammen
von E. coli zur groRtechnischen Produktion von Proteinen
als schwierig galt, wadre zudem ein gezielter Hinweis
oder eine andere Form der Motivation in einer der
Entgegenhaltungen 01, 015 oder 017 ndétig gewesen, der
die Anwendung eines Verfahrens mit hoher Zelldichte fir
die Produktion eines heterologen Proteins mit einem Ipp~
-Stamm von E. coli nahelegt. Einen solchen Hinweis gab

es jedoch nicht.
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Das beanspruchte Verfahren wird deshalb, ausgehend von
der Lehre der Entgegenhaltung 01, durch keine der
Entgegenhaltungen 03, 08, 015, 017 oder 020 nahegelegt.

Entgegenhaltung 02 als ndchstliegender Stand der Technik

29.

30.

31.

Die Entgegenhaltung 02 beschreibt einen E. coli-Stamm,
WCM105, dessen auBere Membran modifiziert ist. Auch wenn
die Art der Modifikation nicht beschrieben wird, handelt
es sich doch um einen "leaky" Stamm, der im Gegensatz zu
anderen bekannten "leaky"-Stammen fir die Fermentation
im groBen Mablstab geeignet sein soll. Abkdmmlinge von
WCM105 enthalten zusatzliche Deletionen in Protease-
Genen (siehe Seite 3, mittlere Spalte, unten). Um die
Proteinexpression und -sekretion weiter zu verbessern,
wurden Vektoren mit speziellen Signalpeptiden
entwickelt, deren Struktur ebenfalls nicht beschrieben
ist. Die Kombination des Stamms WCM105 mit einem
optimierten Expressionsplasmid ergab Ausbeuten von bis
zu 7 g Protein pro Liter "rich medium" (Seite 4,

mittlere Spalte, oben).

In Bezug auf Entgegenhaltung 02 als nachstliegendem
Stand der Technik argumentierte die Beschwerdefihrerin,
dass sich das beanspruchte Verfahren von dem darin
beschriebenen Verfahren lediglich durch die Verwendung
eines Kulturmediums mit einer erh&hten Mg?'-
Konzentration unterscheide. Gegenitber den in
Entgegenhaltung 02 offenbarten Ausbeuten von 7 g/l
bedeuteten die in den Beispielen des angefochtenen
Patents offenbarten Ausbeuten von 3 g/1l, bzw. 500 mg/l

(siehe Punkt 14, oben) keine Verbesserung.

Ausgehend von der Lehre der Entgegenhaltung 02, bestand
die zu losende technische Aufgabe in der Bereitstellung

eines alternativen Verfahrens zur Produktion eines
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sekretierten heterologen Proteins in einem "leaky" Stamm

von E. coli.

Es ist unstrittig, dass dieses Problem durch das

beanspruchte Verfahren geldst wird.

Es bleibt zu prifen, ob das beanspruchte Verfahren,
ausgehend von der Lehre der Entgegenhaltung 02 auf einer

erfinderischen Tatigkeit beruht.

Die Beschwerdefilhrerin argumentierte, dass das
beanspruchte Verfahren dem von Entgegenhaltung 02
ausgehenden Fachmann zum einen durch die Offenbarung der
Entgegenhaltungen 03 oder 04, zum andern durch die
Offenbarung der Entgegenhaltungen 015 oder 017

nahegelegt worden sei.

Wie in Punkt 29 (supra) ausgefihrt, beschreibt
Entgegenhaltung 02 die groRtechnische Herstellung
heterologer Proteine in einer "leaky" Mutante von

E. coli. Dem Fachmann sind jedoch Mutationen in mehreren
Genen des Genoms von E. coli bekannt, die einen "leaky"
Phénotyp hervorrufen koénnen (vgl. Entgegenhaltung 021,
Seite 657, rechte Spalte). Der Entgegenhaltung 02 kann
der Fachmann nicht entnehmen, ob der Stamm WCM105 ein
modifiziertes Ipp-Gen enthalt. Der Stamm kdnnte auch
anderweitig modifiziert sein. Ebenso wenig lasst sich
der Entgegenhaltung 02 entnehmen in welchem Medium die
Zellen kultiviert wurden, um eine Ausbeute von 7 g/l zu
erzielen. Als Kulturmedium wird lediglich "rich medium"

angegeben.

Um zum Gegenstand des Anspruchs 1 zu kommen, hatte der
von Entgegenhaltung 02 ausgehende Fachmann deshalb
zunachst die Entscheidung treffen missen, den in dieser

Entgegenhaltung beschriebenen Stamm WCM105 durch den in
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den Entgegenhaltungen 03 und 04 beschriebenen Ipp -Stamm
von E. coli (siehe Punkte 18 und 19, supra) zu ersetzen.

Angesichts der Tatsache, dass der Stamm WCM105 bereits
fir die Herstellung heterologer Proteine optimiert war
und solche Proteine mit Ausbeuten von 7 g/l herstellen
konnte, hatte der Fachmann dazu jedoch keine
Veranlassung gehabt. AuBRerdem schlagen weder die
Entgegenhaltung O3 noch die Entgegenhaltung 04 ein
Zellkulturmedium mit Ionenkonzentrationen in den in
Anspruch 1 definierten Bereichen vor (siehe Punkt 19,
supra) . Selbst wenn er diese Entgegenhaltungen zu Rate
gezogen héatte, ware der Fachmann deshalb nicht in
naheliegender Weise zur in Anspruch 1 beanspruchten

Losung gelangt.

Die Entgegenhaltungen 015 und 017 beschreiben
Fermentationssysteme zur Kultivierung von E. coli mit
hoher Zelldichte. Die beschriebenen Kulturmedien
enthalten Mg2+— und Ca2+—Ionenkonzentrationen, die nach
Ansicht der Beschwerdefihrerin in die in Anspruch 1

genannten Bereiche fallen. In den Entgegenhaltungen 015

und 017 werden Ipp -Stamme von E. coli nicht erwahnt.

Um unter Einbeziehung der Lehre der Entgegenhaltungen
015 oder 017 zum beanspruchten Erfindungsgegenstand zu
kommen, hatte der von Entgegenhaltung 02 ausgehende
Fachmann neben der gezielten Auswahl eines Ipp —-Stammes
zusatzlich die Entscheidung treffen miissen, zur
Herstellung eines heterologen Proteins ein Verfahren mit
hoher Zelldichte durchzufiihren. Da mit dem in
Entgegenhaltung 02 beschriebenen Stamm bereits hohe
Ausbeuten erzielt wurden, hatte er dafir wiederum keine
Veranlassung. AuBerdem waren dem Fachmann, wie in Punkt
27 (supra) erlautert, weitere Verfahren zur Erzielung
hoher Zelldichten bekannt, die ohne die Verwendung von

Kulturmedien mit den im Anspruch 1 definierten
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Ionenkonzentrationen durchgefihrt werden. Mangels eines
expliziten Hinweises in den Entgegenhaltungen 02, 03
oder 04, hatte der Fachmann keine Veranlassung,
ausgerechnet die Entgegenhaltungen 015 und 017 zur

Losung des technischen Problems heranzuziehen.

Nach Auffassung der Kammer beruht die Argumentation der
Beschwerdefihrerin auf einer rickschauenden

Betrachtungsweise in Kenntnis der Erfindung.

Die beanspruchte Losung des technischen Problems wird
deshalb, ausgehend von der Lehre der Entgegenhaltung 02,
durch keine der Entgegenhaltungen 03, 04, 015 oder 017
nahegelegt.

Der vorliegende Anspruchssatz erfillt daher die
Erfordernisse des Artikels 56 EPU.
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42.

Entscheidungsformel

Aus diesen Grinden wird entschieden:
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