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betreffend das europaische Patent EP 1 831 250
(DE 60 2005 046 529)

hat der 3. Senat (Nichtigkeitssenat) des Bundespatentgerichts auf Grund der
mundlichen Verhandlung vom 25. Juni 2019 durch den Vorsitzenden Richter
Schramm sowie die Richterin Dipl.-Chem. Dr. Minzberg und die Richter Hermann,
Dipl.-Chem. Dr. Wismeth und Dipl.-Chem. Dr. Freudenreich

fur Recht erkannt:

Die Klage wird abgewiesen.

Il.  Die Klagerin tragt die Kosten des Rechtsstreits.

lll. Das Urteil ist gegen Sicherheitsleistung in H6he von 120 %

des zu vollstreckenden Betrages vorlaufig vollstreckbar.

Tatbestand

Die Beklagte ist eingetragene Inhaberin des am 28. Dezember 2005 als PCT-An-
meldung PCT/JP2005/024280 (WO 2006/070944) angemeldeten, die japanischen
Prioritdten 2004378604 und 2004378615, jeweils vom 28. Dezember 2004, sowie
die japanische Prioritdt 2005262087 vom 09. September 2005 in Anspruch neh-
menden und mit Wirkung fur die Bundesrepublik Deutschland in der regionalen
Phase erteilten Patents EP 1 831 250, dessen Erteilung am 6. Mai 2015 veroffent-
licht worden ist. Vom Deutschen Patent- und Markenamt wird es unter der Num-
mer DE 60 2005 046 529 gefuhrt. Das erteilte Patent betrifft ,L-Glutamic acid-
producing microorganism and a method for producing L-Glutamic aicd“ (,L-Gluta-
minsaure produzierender Mikroorganismus sowie Verfahren zur Produktion von L-
Glutaminsaure®) und umfasst 12 Patentanspriiche. Die erteilten Patentanspriiche

lauten in der Verfahrenssprache Englisch wie folgt:



10.

11.

12.

A yggB gene encoding any one of SEQ |D NO: 6, 62, 68, 84 or 85 having a threonine at position 100, and/or having
a valine or threonine at position 111 (mutant-type yggB gene).

The mutant-type yggB gene according to claim 1, wherein said yggB gene encodes any one of SEQ ID NO: 6, 62,
68, 84 or 85, having a threonine at amino acid position 100.

The mutant-type yggB gene according to claim 2, encoding the amino acid sequence of SEQ ID NO: 22.

The mutant-type yggB gene according to claim 1, wherein said yggB gene encodes any one of SEQ ID NO: 6, 62,
68, 84 or 85, having a threonine or valine at amino acid position 111.

The mutant-type yggB gene according to claim 4, encoding the amino acid sequence of SEQ ID NO: 24 or 64.

A coryneform bacterium having L-glutamic acid-producing ability, comprising the mutant-type yggB gene according
to any one of claims 1 to 5.

The coryneform bacterium according to claim &, wherein said coryneform bacterium is further modified to inactivate
a symA gene comprising nucleotides 585 to 1121 of SEQ ID No: 86.

The coryneform bacterium according to claim 6 or 7, wherein said coryneform bacterium is further modified to
decrease a-ketoglutarate dehydrogenase activity.

The corynefarm bacterium according to any one of claims 6 to 8, wherein said coryneform bacterium belongs to the
genus Corynebacterium or the genus Brevibacterium.

The coryneform bacterium according to claim 9, wherein said coryneform bacterium is Corynebacterium glutamicum.
A method for producing L-glutamic acid comprising culturing the coryneform bacterium according to any one of
claims 6to 10in a medium so to cause accumulation of L-glutamic acid in the medium or the bacterium, and collecting

L-glutamic acid from the medium or the bacterium.

A method for producing a seasoning, comprising producing L-glutamic acid according to the method of claim 11.

Die Klagerin greift das Patent im Umfang der Patentanspriche 1 bis 6 und 8 bis 12

an.

Als Nichtigkeitsgrund macht die Klagerin mangelnde erfinderische Tatigkeit

geltend. Zur Stiutze ihres Vorbringens verweist die Klagerin im Wesentlichen auf

folgende Dokumente:

NK1
NK9
NK10

NK11

NK12

NK13
NK14

EP 1 831 250 B1 (= Streitpatent)

R. Kelle et al., Biotechnology and Bioengineering, (1996) 40 bis 50

S. Morbach et al., Applied and Environmental Microbiology, (1996)
4345 bis 4351

D.J. Reinscheid et al., Applied and Environmental Microbiology, (1994)
126 bis 132

P. Lapujade et al., Metabolic Engineering, (1999) 255 bis 261

D. Nottebrock et al., FEMS Microbiology Letters, (2003) 305 bis 309

S. Ruffert et al., European Journal of Biochemistry, (1997) 572 bis 580



NK15 S. Miller et al., The EMBO Journal, (2003) 36 bis 46

NK16 R.B. Bass et al., Science, (2002) 1582 bis 1587

NK17 M. Sotomayor und K. Schulten, Biophysical Journal, (2004), 3050 bis
3065

NK21 DE 695 22 690 T2

NK34 M.D. Edwards et al., Current Opinion in Microbiology (2004), 163 bis
167

NK35 Dissertation von S... an der Mathematisch-Naturwissen-
schaftlichen Fakultat der Universitat Kéln, Februar 2004, insb. Seiten 1
bis 9

NK36 E. Perozo und D.C. Rees, Current Opinion in Structural Biology, (2003)
432 bis 442

NK37 R. Kramer, FEMS Microbiology Reviews, (1994) 75 bis 94

NK38 K. Yoshimura et al., Biophysical Journal, (1999) 1960 bis 1972

NK40 C.D. Pivetti et al., Microbiology and Molecular Biology Reviews, (2003)
66 bis 85

NK48 F. Duperray et al., Biochimica et Biophysica Acta, (1992) 250 bis 258

NK54 Kommentiertes Alignment aus NB10 (Seite 8), Anlage zum Protokoll

der mindlichen Verhandlung vom 25. Juni 2019

Die Klagerin setzt als bekannt voraus, dass coryneforme Bakterien, wie Coryne-
bacterium glutamicum, in der fermentativen Herstellung von Glutaminsaure bzw.
Glutamat seit Jahrzehnten eingesetzt werden. Als bekannt kénne aus ihrer Sicht
ferner vorausgesetzt werden, dass dabei der Transport der Aminosaure aus den
Zellen heraus der fur die Produktion limitierende Faktor sei, wie sich aus NK12
ergebe. Auf dieser Grundlage sei von den Autoren der NK13 festgestellt worden,
dass Corynebacterium glutamicum die zwei mechanosensitiven Kanale MscL und
MscS/YggB besitze, die homolog zu den entsprechenden Kanélen in E. coli seien.
Erganzend dazu offenbare die Druckschrift NK14, dass der Ausstrom von Gluta-
mat im Corynebacterium glutamicum durch einen mechanosensitiven Kanal be-
schrankt sei und dieser Kanal dem MscS/YggB-Kanal von E. coli &hnle. Das Wis-
sen uUber den MscS/YggB-Kanal in E. coli sei sehr umfangreich. So sei aus NK15,



NK16 und NK17 bekannt, dass mit sogenannten ,Gain-of-Function (GOF)“-Mutati-
onen in der kanalbildenden Transmembranhelix TM3 des MscS/YggB-Kanals eine
Offnung des Kanals bzw. eine Erniedrigung dessen Kanaloffnungsschwelle er-
reicht werden kdnne. In Kenntnis dessen suche der Fachmann nach Ansicht der
Klagerin zur Verbesserung der Glutamat-Herstellung nicht nach einem unbe-
kannten Glutamat-Carrier, sondern nach geeigneten Mutanten des MscS/YggB-
Proteins in coryneformen Bakterien. Aus der Sicht der Klagerin seien die mit der
vorliegenden Nichtigkeitsklage angegriffenen Gegenstande des Streitpatents aus-
gehend von NK12 unter gleichzeitiger Berticksichtigung der NK14 sowie jeder der
in den Dokumenten NK15, NK16 und NK17 offenbarten Lehre daher naheliegend.

Alternativ dazu komme aus der Sicht der Klagerin als néchstliegender Stand der
Technik die Druckschrift NK34 in Frage, in der Glutamat als eines der in bakt-
eriellen Zellen akkumulierten geldsten Molekile benannt werde, welches im Falle
der Offnung eines mechanosensitiven Kanals wie MscS/YggB aus der Zelle aus-
geschleust werde. Erganzend dazu weise die NK36 auf ,Gain-of-Function“-Mutati-
onen sowohl im MscS/YggB- als auch im MscL-Kanal von E. coli und anderen
Prokaryonten hin. Der Schwerpunkt der Druckschrift NK38 liege schlief3lich auf
einer speziellen GOF-Mutante in der Transmembranhelix TM1 des MscL-Kanals
von E. coli. Der Fachmann muisse das Wissen uber das E. coli MscL-Protein da-
her nur mittels eines routinemafigen Sequenzvergleichs, wie in NK54 gezeigt, auf
das MscS/YggB-Protein von Corynebacterium glutamicum Ubertragen, was durch
den in NK36 aufgezeigten Vergleich von MscL und MscS/YggB sowie die in der
Druckschrift NK34 hergestellte Verbindung zwischen MscS/YggB und einer Glu-
tamat-Ausschleusung auf der Hand liege. Eine Kombination der Druckschrift NK34
und/oder NK36 mit der Druckschrift NK38 fuhre daher ebenfalls auf naheliegende
Weise zu den Gegenstanden des Streitpatents. Zu den patentgemaf3en Gegen-
standen gelange der Fachmann nach Ansicht der Klagerin auch dann, wenn er die
Druckschrift NK12 bzw. NK14 mit den Druckschriften NK36 und NK38 kombiniere.

Dabei sei ferner zu berlcksichtigen, dass der genaue Mechanismus des Gluta-

mat-Exports aus den Zellen von Corynebakterien in der Fachwelt nicht bekannt



sei, so dass fur den Fachmann die Herstellung eines Zusammenhangs zwischen
dem Glutamat-Export bei Corynebakterien und den gut untersuchten mechano-
sensitiven Kanalen in E. coli naheliege. Dies folge insbesondere aus der Druck-
schrift NB5, in der ein Vergleich des vermeintlichen Glutamat-Carriers mit den me-
chanosensitiven Kandlen von E. coli gezogen werde. Dadurch erhalte der Fach-
mann nach Ansicht der Klagerin eine Veranlassung dafiir, sich mit den mechano-
sensitiven Kanalen von E. coli, wie sie z.B. in NK15 bis NK17, NK34, NK36 oder
NK38 beschrieben wirden, auch im Zusammenhang mit dem Glutamat-Ausstol3

bei Corynebakterien zu beschéftigen.

Die Klagerin beantragt,

das europdische Patent 1 831 250 im Umfang der Patentanspru-
che 1 bis 6 und 8 bis 12 mit der Wirkung fiir das Hoheitsgebiet der

Bundesrepublik Deutschland fir nichtig zu erklaren.

Die Beklagte beantragt,

die Klage abzuweisen, hilfsweise die Klage mit der MalRgabe ab-
zuweisen, dass das Streitpatent im angegriffenen Umfang die
Fassung des Hilfsantrags 1 gemal3 Schriftsatz vom 10. April 2019
(in der Verfahrenssprache) erhalt.

Die Beklagte widerspricht dem Vorbringen der Klagerin vollumfanglich. Zur Stitze

ihres Vorbringens reicht die Beklagte u.a. folgende Dokumente ein:

NB1 C. Hoischen und R. Kramer, Archives of Microbiology, (1989) 342 bis 347

NB2 M. Gutmann et al., Biochimica et Biophysica Acta, (1992) 115 bis 123

NB5 C. Lambert et al., Applied and Environmental Microbiology, (1995) 4334
bis 4342



NB7 P. Gourdon et al., Journal of Biotechnology, (2003), 77 bis 85
NB15 Sicherheitsdatenblatt der Firma Sigma-Aldrich zur Substanz Tetracain,
Version 5.0, Uberarbeitet am 13.11.2012

Nach Auffassung der Beklagten suche der Fachmann nach einem verbesserten
Herstellungsverfahren fur Glutamat und bericksichtige daher Kenntnisse Uber die
Notfallreaktionen von Zellen bei hypoosmotischem Schock nicht. Denn samtliche
in der Fachwelt bekannten Aminosaure-Exporter seien der Klasse der Carrier zu-
zuordnen, wie sich u. a. aus NB1 und NB2 ergebe. Dies stelle die NK12 nicht in
Frage und liefere daher auch keine Anregung, sich osmoregulatorischen Kanéalen
zuzuwenden. Ausgehend von NK12 sei eine Berlcksichtigung von Stand der
Technik, der sich mit den durch einen hypoosmotischen Schock aktivierten Not-
fallventilen befasse, daher fernliegend. Dies erklare sich auch damit, dass der
plotzliche und nur kurz auftretende Ausstrom von Zellinhaltsstoffen in Folge einer
Notfallreaktion auf einen hypoosmotischen Schock einerseits, sowie die kontinu-
ierliche Freisetzung von Glutamat wahrend der Fermentation unter hyperosmoti-
schen Bedingungen andererseits, unterschiedlich und demzufolge nicht miteinan-
der vereinbar seien. NK14 sei infolgedessen kein geeigneter Ausgangspunkt,
denn der Fachmann suche nach verbesserten Verfahren fur die Glutamat-Her-
stellung, bei denen der hypoosmotische Schock definitiv nicht angewendet werde.
Dass sich NK14 mit der Glutamat-Herstellung in keiner Weise befasse, ergebe
sich zudem aus der Tatsache, dass Glutamat darin lediglich als Kontrollsubstanz
verwendet werde. Im Ubrigen bestéatige NK14 im Einklang mit NB1 und NB2 die
Lehren zum Glutamat-Export-Carrier, der unter Einsatz von Energie Glutamat se-
lektiv und selbst gegen einen Konzentrationsgradienten aktiv aus der Zelle trans-
portiere. Hierzu seien osmoregulatorische Kanéle, wie sie in NK14 untersucht
wuirden, jedoch nicht in der Lage. Zu beachten sei ferner, dass — wie in NB5
festgestellt — hypoosmotische Bedingungen allein nicht zu einer Freisetzung von
Glutamat fihren wirden. Auch andere Dokumente, wie NK13, lieferten keinen
Hinweis darauf, welches Export-System fiur den Glutamat-Ausstrom unter fer-

mentativen Bedingungen verantwortlich sei.



Selbst wenn der Fachmann dem Austritt von Glutamat unter hypoosmotischen
Bedingungen fir die Glutamat-Herstellung eine Bedeutung beimessen wirde, er-
schlieBe sich ihm nach Ansicht der Beklagten aus dem Stand der Technik, wie er
vorliegend u.a. durch die Druckschriften NK15, NK16 und N17 reprasentiert
werde, nicht, wie er einen osmoregulatorischen Kanal zur Verbesserung der fer-
mentativen Glutamat-Herstellung in coryneformen Bakterien verandern musse.
Denn diejenigen Informationen, die die Fachwelt in einem véllig anderen Zusam-
menhang uber die mechanosensitiven Kanal-Proteine MscS/YggB und MscL in E.
coli in Erfahrung gebracht habe, kénnten nicht auf das MscS/YggB-Protein in
Corynebakterien Ubertragen werden. Hiergegen spreche, dass die Proteine in den
verschiedenen Bakterien zwar homolog aber nicht identisch seien, was der Se-
quenzvergleich in NK54 deutlich mache, und es sich andererseits bei MscL und
MscS um zwei Proteinfamilien handle, deren Proteine sich in Gr6f3e und Organi-

sation deutlich voneinander unterschieden.

Auch die im Stand der Technik beschriebenen ,Gain of Function“-Mutanten im
MscS/YggB-Kanal oder MscL-Kanal von E. coli vermittelten dem Fachmann keine
Anregung, die in Richtung der patentgemaf3en LOsung weise, da die Bakterien

dadurch so stark geschadigt wirden, dass sie kaum tberlebensfahig seien.

Mit ihrem Hilfsantrag vom 10. April 2019 begehrt die Beklagte vorsorglich aus-

schlie3lich Schutz fur ein Verfahren zur Herstellung von Glutaminsaure.
Entscheidungsgriinde

Die auf den Nichtigkeitsgrund der mangelnden Patentfahigkeit (Art. Il 8 6 Abs. 1

Nr. 1 IntPatUG i. V. m. Art. 138 Abs. 1 lit. a) EPU und Art. 56 EPU) gestiitzte

Klage ist zulassig, aber unbegriindet und deshalb abzuweisen.



Das Streitpatent betrifft die Glutaminséure- bzw. Glutamat-Herstellung unter Ein-
satz von coryneformen Bakterien (vgl. NK1, Abs.[0001] i. V. m. Patentanspri-
chen 1, 6, 11 und 12).

1. In seiner Beschreibung berichtet das Streitpatent einleitend davon, dass
Glutaminsaure ein gangiger Stoff in der Lebensmittelindustrie und u. a. die
Grundlage bei der Herstellung vieler Wirzmischungen ist. Im industriellen Maf3-
stab wird Glutaminsaure mittels fermentativer Techniken unter Einsatz von cory-
neformen Bakterien hergestellt, die die Fahigkeit besitzen, Glutaminsaure zu pro-
duzieren. Zu diesen Bakterien gehdren Bakterien des Genus Brevibacterium oder
Corynebacterium. Die Wildtyp-Stamme der Corynebakterien produzieren aller-
dings keine Glutaminséure, wenn in deren Umgebung Biotin (= Vitamin B7) im
Uberschuss vorhanden ist. Dementsprechend wird Glutaminsaure in Corynebakte-
rien typischerweise unter Biotin-limitierten Bedingungen hergestellt oder dem Kul-
turmedium entweder ein Tensid oder Penicillin zugegeben. Eine weitere Alterna-
tive sieht den Einsatz von mutierten Corynebakterien vor, die in Gegenwart eines
Uberschusses von Biotin kultiviert werden kénnen. Dazu gehoren neben einem
Tensid-Temperatur-empfindlichen Bakterienstamm auch ein Penicillin-empfindli-
cher sowie ein Lysozym-empfindlicher Stamm. Nachteilig an diesen Bakterien-
stammen ist jedoch, dass diese eine Abnahme der Fettsaure- oder Zellwandbio-
synthese zeigen, was letztendlich den Einsatz derartiger Bakterienstamme zur
Herstellung von Glutaminsaure erschwert, da sie hierflir kein ausreichendes
Wachstum zeigen. Auch Bakterienstdmme, bei denen das fir die a-Ketoglutar-
saure Dehydrogenase (kurz a-KGDH) kodierende Gen inaktiviert wurde, werden
zur Herstellung von Glutaminsaure in Gegenwart eines Uberschusses von Biotin
eingesetzt. Allerdings zeigen auch die a-KGDH-negativen Bakterienstamme fir

die Glutaminsaure-Produktion ein zu langsames Wachstum.

Bekannt ist den Angaben im Streitpatent zufolge ferner, dass das yggB Gen in

coryneformen Bakterien ein Homolog zum yggB-Gen im Bakterium Escherichia
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coli (kurz E. coli) darstellt und es sich dabei um eine Art mechanosensitiven Kanal
handelt. Uber dessen Bedeutung fiir die Glutaminsaure-Produktion wurde bisher
allerdings nichts berichtet. Das Streitpatent fuhrt ferner aus, dass an anderen
Stellen in der Literatur das vollstandige Genom des coryneformen Bakteriums
Corynebacterium glutamicum (ATCC 13032) beschrieben oder die mechanosensi-
tiven Kanéle im Corynebacterium glutamicum aus molekularer und biochemischer
Sicht charakterisiert werden (vgl. NK1, Abs. [0002 bis 0006]).

2. Vor diesem Hintergrund liegt dem Streitpatent die technische Aufgabe zu-
grunde, eine neue Methode zur verbesserten Herstellung von Glutaminsdure in

coryneformen Bakterien bereitzustellen (vgl. NK1, Abs. [0007]).

3. Diese Aufgabe wird u.a. durch das mutierte yggB-Gen des geltenden Pa-
tentanspruchs 1 nach Hauptantrag geldst, welches folgende Merkmale aufweist:

- Das mutierte yggB-Gen, das eine der aus einem coryneformenBakterium
stammenden SEQ ID NO: 6, 62, 68, 84 oder 85 kodiert,
- weist ein Threonin an der Position 100 und/oder

- ein Valin oder Threonin an der Position 111 auf.

4. Zustéandiger Fachmann ist ein Biologe, Biochemiker oder Biotechnologe,
der einschlagige Berufserfahrung auf dem Gebiet der fermentativen Herstellung

von Aminoséauren besitzt.

Die Gegenstande der mit der Klage angegriffenen Patentanspriche beruhen auf

erfinderischer Tatigkeit.

1. Der Gegenstand des erteilten und geltenden Patentanspruchs 1 nach

Hauptantrag war unter Berucksichtigung der vorliegend zitierten Dokumente fir
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den hier angesprochenen Fachmann zum Prioritatszeitpunkt des Streitpatents
entgegen der Rechtsauffassung der Klagerin nicht nahegelegt.

1.1 Druckschrift NK12 als Ausgangspunkt

Zur Losung der Aufgabe, die Herstellung von Glutaminsaure in coryneformen
Bakterien zu verbessern, orientiert sich der Fachmann im Stand der Technik an
Druckschriften, die sich mit der Ausschleusung von Glutaminsaure aus Cory-
nebakterien befassen, da Glutaminsdure grof3technisch stets aus dem Kulturme-
dium gewonnen wird. Eine solche Druckschrift ist die vorliegend als NK12 be-
zeichnete Veroffentlichung von Lapujade et al., die aus dem Jahr 1999 stammt
und damit weit vor dem Prioritatsdatum des Streitpatents (2004) vero6ffentlicht

wurde.

Lapujade et al. beschreiben in der NK12 die Ergebnisse ihrer Studie zur Glutamat-
Exkretion im Corynebakterien-Stamm Corynebacterium glutamicum 2262 unter
verschiedenen thermischen Bedingungen (vgl. NK12, S.255, Titel i.V.m.
Abstract, erster Satz und re. Sp., dritter Abs., erster Satz). Dies ist fur den Fach-
mann ein interessanter Ansatz, da eine Temperaturverdnderung technisch einfach
zu realisieren ist, keinen Zusatz weiterer stofflicher Komponenten zum Kulturme-
dium oder eine gentechnische Veranderung der Bakterienzellen erfordert und da-

mit nicht nur relativ kostengunstig sondern auch zeitsparend ist.

Den Angaben der NK12 zurfolge haben Lapujade et al. mit ihrer Studie heraus-
gefunden, dass die schnellste Glutamat-Exkretion im Corynebacterium glutami-
cum bei einer Temperatur von 40°C stattfindet. Den damit verbundenen 6-fachen
Anstieg des Glutamat-AusstoRRes erklaren die Autoren der NK12 mit einem spezi-
fischen Effekt der Temperatur auf die intrinsische Kapazitat des Glutamat-Export-
systems, wobei die thermische Aktivierung der daran beteiligten Enzyme als ein
Teilaspekt gesehen wird (vgl. NK12, S. 260, re. Sp., erster Abs., erster vollstandi-
ger Satz). Dieses Ergebnis erachtet der Fachmann als vielversprechend.
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Allerdings stol3t der Fachmann beim Studium der NK12 zugleich auf die von
Lapujade et al. gedulRerte Annahme, dass das Exportsystem bei der Ausschleu-
sung von Glutamat der ausschlaggebende limitierende Faktor sein kénnte. Diese
Annahme spiegelt sich nicht nur im Titel der Druckschrift wider, sondern wird von
Lapujade et al. auch in der Formulierung ,,...the glutamate export system which
appears as the major kinetic bottleneck for the glutamate production flux* deutlich
zum Ausdruck gebracht (vgl. NK12, S. 255, Abstract, vorletzter Satz). Zu dieser
Schlussfolgerung gelangen die Autoren der NK12 aufgrund ihrer Beobachtung,
dass sich Glutamat selbst unter den Bedingungen fir den schnellsten Glutamat-
Ausstrom innerhalb der Zelle weiterhin anreichert und dadurch den Biosynthese-
weg fur Glutamat unterdrickt (vgl. NK12, S. 255, Abstract, letzter Satz i. V. m. Fi-
gur 5). Diese Form der ,Ruckkopplungshemmung” oder ,feedback inhibition* spre-
chen die Autoren der NK12 unter dem Abschnitt ,Discussion® erneut ausfuhrlich
an, wodurch sie diesem Aspekt ihrer Forschungsergebnisse eine beachtliche Be-
deutung beimessen, so dass auch der Fachmann dieser Information Aufmerksam-
keit schenkt (vgl. NK12, S. 259/260, Ubergreifender Abs. und S. 260, li. Sp. zweiter
Abs. erster Satz). Lapujade et al. weisen im Abschnitt ,Discussion® darauf hin,
dass bereits in friilheren Studien zur fermentativen Herstellung von Aminosauren —
wie Lysin, Isoleucin und Threonin — der Ausstrom dieser Aminosauren im Coryne-
bacterium glutamicum als limitierender Faktor fur die Aminoséureproduktion ver-
mutet wurde (vgl. NK12, S. 260, re. Sp., letzter Abs., erster und zweiter Satz). Um
dieser Limitierung bei der Glutamat-Exkretion begegnen zu kdnnen, regen
Lapujade et al. an, die Kapazitat der Aminosaure-Ausschleusung aus der Zelle zu
erhéhen und damit gleichzeitig die interne Glutamat-Anreicherung zu reduzieren.
Sie weisen in diesem Zusammenhang auf den Artikel von Gutmann et al. aus dem
Jahre 1992 hin, der vorliegend als NB2 bezeichnet wird. In diesem wird das fur
den Ausstrom von Glutamat aus dem Corynebacterium glutamicum verantwortli-
che Transportsystem als ein Carrier-System beschrieben (vgl. NB2, Titel). In An-
betracht dessen motivieren die Autoren der NK12 den Fachmann dazu, die Menge
an Glutamat-Carrier in der Zelle zu erh6hen oder die mit der Membran verbunde-
nen Faktoren zu verandern, um auf diese Weise das Glutamat-Exportsystem zu

aktivieren (vgl. NK12, S. 260, re. Sp., letzter Abs. Séatze eins und zwei von unten).
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Der Klagerin ist daher insoweit zuzustimmen, als der Fachmann ausgehend von
NK12 eine Anregung dafir erhalt, sich zur Verbesserung des Glutamat-Ausstol3es
auf das Glutamat-Exportsystem von Corynebakterien zu konzentrieren und sich
nicht mit der in der NK12 angegebenen Temperaturerhéhung zufrieden zu geben.
Auf eine solche Temperaturerhbhung lasst sich der mit der fermentativen Gluta-
mat-Herstellung befasste Fachmann ohnehin nicht ein, da der schnellste Gluta-
mat-Ausstrom in NK12 eine Temperatur von 40°C erfordert, bei der jedoch das
Zellwachstum zum Stillstand kommt (vgl. NK12, S. 259, re. Sp., letzter Abs., erster
Satz) und sich der in NK12 angegebene Glutamat-Ausstol3 von 85 g/L im Ver-
gleich zu dem aus dem Stand der Technik bekannten, mit dem Bakterium Coryne-
bacterium glutamicum erreichbare Ausstol3 von 100g/L eher als nachteilig erweist
(vgl. NK12, S. 255, re. Sp., dritter Abs., zweiter Satz im Vergleich zu NB7, S. 78,

re. Sp., vierter Satz).

In Kenntnis der NK12 sieht sich der Fachmann daher veranlasst, bei seiner Suche
nach einer Losung fir die patentgemal3e Aufgabe weitere Druckschriften in Be-
tracht zu ziehen und zwar solche, die sich mit dem Exportsystem von Corynebak-

terien befassen.

1.2  Druckschrift NK14

Mit exakt diesem Thema beschéftigt sich die Druckschrift NK14. Deren Lehre ist
auf den Ausstrom von Substanzen geringer Molekilmasse aus dem Corynebac-
terium glutamicum via osmoregulatorischer Kanale gerichtet (vgl. NK14, Titel und
Abstract, Z. 1). Obwohl die wissenschaftlichen Untersuchungen der NK14 somit
nicht direkt auf den Ausstrom von Glutamat konzentriert sind, befasst sich der
Fachmann dennoch naher mit diesem Dokument, da Ruffert et al. bei ihren Unter-
suchungen nicht nur die Menge an ausstrémenden Substanzen wie Betain (= Gly-
cin-Derivat) und Prolin bestimmen, sondern dabei auch die Glutamat-Menge er-
fassen (vgl. NK14, S. 575, Tabelle 1, linke Sp. i. V. m. S. 575, re. Sp., erster voll-
standiger Abs., erster bis dritter Satz). Der Blick des Fachmanns richtet sich daher
vorrangig auf die in der Tabelle 1 zusammengestellten Mengen, in denen die je-

weiligen Molekule bei zunehmender Verdinnung des Kulturmediums das Bakte-
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rium verlassen. Tabelle 1 macht deutlich, dass Glutamat mit steigendem osmoti-
schen Druck nur in sehr geringem Mal3 aus den Bakterienzellen ausgeschleust
wird. Selbst unter den Bedingungen eines hypoosmotischen Schocks verbleibt
Glutamat nach wie vor zu 80% in der Zelle. Starker als Glutamat wird unter den
Bedingungen eines hypoosmotischen Schocks gemalf’ Tabelle 1 mit 99% nur noch
ATP zuruckgehalten (vgl. NK14, S. 575, Tabelle 1, re. Sp., Zeilen 3 und 5 von un-
ten i. V.m. S. 572, Abstract, dritter bis fUinfter Satz). Wie in NK14 ausgefihrt,
ergibt sich daraus, dass ein osmotisch ausgeléster Ausstrom von Substanzen aus
dem Corynebacterium glutamicum eine deutliche Praferenz fir bestimmte Mole-
kile zeigt, wobei Glutamat eindeutig nicht zu den bevorzugten Molekulen gehort
(vgl. NK14, S. 575, re. Sp. zweiter Abs., finfter Satz).

In Kenntnis dessen liegt fir den Fachmann der Schluss nahe, dass die Aktivierung
osmotisch regulierter Kandale fur die Steigerung des Glutamat-Ausstroms bei der

fermentativen Herstellung von Glutamat in Corynebakterien nicht geeignet ist.

Hierfur spricht nicht nur die in NK14 berichtete, starke Zurtickhaltung von Glutamat
selbst unter hypoosmotischen Bedingungen. Gegen eine Aktivierung osmoregu-
lierter Kanale zur Steigerung des Glutamat-Aussto3es spricht auf3erdem, dass
hierfir die Einstellung von hypoosmotischen Bedingungen in der Zellkultur erfor-
derlich ist, was eine extreme Verdinnung des Kulturmediums bedeutet. Dies wie-
derum ist mit viel Aufwand und hohen Kosten verbunden. Hinzu kommt, dass das
Auftreten eines hypoosmotischen Schocks bei der fermentativen Herstellung von
Glutamat unter allen Umstanden vermieden werden muss, da es sich hierbei fur
die Zellen — wenn schon nicht um eine letale — so aber in jedem Fall um eine Not-
fallsituation handelt, in der die Zellen ihre gesamte Energie fir den Lebenserhalt
aufwenden mussen und daher nicht mehr zu einer Gberdurchschnittlichen Gluta-

mat-Produktion in der Lage sind.

Dies geht aus der Druckschrift NK14 sogar eindeutig hervor:
Ausgangspunkt der in Tabelle 1 gezeigten Versuchsreihe sind hyperosmotische

Bedingungen, unter denen die Zellen in einer Zellkultur normalerweise kultiviert
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werden. Erst bei einer Verdinnung des Kulturmediums bis zu 540 mOsm tritt der
hypoosmotische Schock ein (vgl. NK14, S. 575, Text zu Tabelle 1). Figur 1 ver-
deutlicht, dass auf dem Weg zum hypoosmotischen Schock das Volumen des
Cytoplasmas der Zelle durch die Diffusion von Wasser in das Zellinnere stetig an-
steigt, bis die Zelle unter hypoosmotischen Bedingungen schlief3lich zu platzen
droht (vgl. NK14, S. 573, re. Sp., Fig. 1). Um einen solchen Notfall zu verhindern,
besitzt das Corynebacterium glutamicum die in NK14 angesprochenen osmoregu-
latorischen Kandle, Uber die das Bakterium in Wasser geldste Molekule in kir-
zester Zeit — in der NK14 wird hierfur eine Zeit von 10 Sekunden angegeben —
ausschleust (vgl. NK14, S. 573, li. Sp., erster Abs. i. V. m. S. 574, re. Sp., letzter
Abs., erster und zweiter Satz). Die Daten in Tabelle 1 belegen jedoch, dass das
Corynebacterium glutamicum — wie bereits zuvor angesprochen — diese Kandle
selbst bei einem Notfall, wie dem hypoosmotischen Schock, nicht fir den Ausstol}

der Aminosaure Glutamat nutzt.

1.2.1 Einbeziehung von Fachwissen aus NK37 und NB5

An dieser Stelle mag sich der Fachmann daran erinnern, in der Fachliteratur, wie
z. B. NK37, gelesen zu haben, dass das Corynebacterium glutamicum auf einen
hypoosmotischen Schock mit dem Ausstrom von Glutamat reagiert (vgl. NK37,
S. 75, Abstract, letzter Satz, S. 77, re. Sp., erster Abs., Satz nach der Ref. [21, 22]
und S. 83, re. Sp., letzter Abs., erster und zweiter Satz). In der NK37 werden zum
Ausmald des Glutamat-Ausstroms allerdings keinerlei Angaben gemacht, so dass
der Fachmann in Kenntnis der zeitlich jingeren NK14 davon ausgehen muss,
dass dieser Ausstrom in einem Umfang erfolgt, der allenfalls zur Reduzierung des
hypoosmotischen Schocks einen Beitrag leistet, aber fur die fermentative Produk-
tion von Glutamat keinesfalls von Interesse ist. Eine solche Beurteilung des in
NK37 angesprochenen Glutamat-Ausstroms unterstitzt die in NK37 ebenfalls ent-
haltene Aussage, dass fur eine effektive Glutamat-Produktion in der Zelle zwei
Voraussetzungen geschaffen werden mussen: Demnach muss erstens ein sog.
,Uberfluss-Metabolismus* erzeugt werden und zweitens muss die Plasma-Memb-
ran derart verandert werden, dass dadurch der ,Glutamat-Sekretions-Carrier* akii-

viert wird, ohne zugleich eine generelle Membranpermeabilitdt zu erzeugen (vgl.
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NK37, S. 88, re. Sp., erster vollstandiger Abs.). Da ein hypoosmotischer Schock
jedoch eine generelle Membrandffnung bewirkt, schliel3t die NK37 dessen Einsatz

zur gezielten Glutamat-Freisetzung mit dieser AuRerung folglich aus.

Bekraftigt wird die Einschétzung, dass ein hypoosmotischer Schock fur das Aus-
schleusen gréRRerer Glutamat-Mengen, wie sie bei der fermentativen Glutamat-
Produktion beabsichtigt sind, nicht ausreicht, ferner durch die Angaben der NB5,
einer weiteren Druckschrift, die ebenfalls das Grundlagenwissen des einschlagig
tagigen Fachmanns wiedergibt. Lambert et al. berichten in der NB5 Uber ihre Er-
kenntnis, dass der Ausstrom von Glutamat aus dem Bakterienstamm Corynebac-
terium glutamicum erhéht werden kann, indem die Zellen nicht nur osmotischem
Stress, sondern zugleich dem Lokalandsthetikum Tetracain ausgesetzt werden, da
eine derartige Kombination die Zellmembran fir Glutamat durchlassiger macht
(vgl. NB5, S. 4334, Titel i. V. m. Abstract, erster Satz, S. 4340, re. Sp., dritter Abs.,
Z. 13 bis 20 und S. 4341, li. Sp., Zeilen 1 bis 11 von unten). Die Autoren der NB5
setzen fur eine verbesserte Glutamat-Exkretion im Corynebacterium glutamicum
auf eine solche Kombination, da auch sie davon ausgehen, dass im Gegensatz zu
Bakterien wie E. coli bei Bakterien vom Typ Corynebacterium glutamicum ein hy-
poosmotischer Schock alleine nicht zu einem schnelleren Ausstrom von Glutamat
fuhrt (vgl. NB5, S. 4340, re. Sp., Z. 21 bis 18 von unten). Infolgedessen findet der
Fachmann in der Druckschrift NB5 eine weitere Bestatigung daftir, dass osmoti-
scher Stress zur Steigerung des Glutamat-Ausstroms aus dem Corynebacterium

glutamicum nicht geeignet ist.

Selbst den in der NB5 beschriebenen Ansatz, osmotischen Stress mit einem Lo-
kalanasthetikum, wie Tetracain, zu kombinieren, verfolgt der einschlagig tatige
Fachmann nicht weiter, da es sich dem Sicherheitsdatenblatt fir Tetracain zufolge
bei diesem Lokalanasthetikum um eine Uberaus toxische Substanz handelt, deren
Einsatz bei der Herstellung eines fir die Lebensmittelindustrie geeigneten Zu-
satzmittels, wie Glutamat, von vornherein ausgeschlossen ist (vgl. NB15, Seite 1,
Punkte 2 bis 2.2).
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1.2.2 Osmoregulatorischer Kanal versus Carrier-System
Der in NK14 untersuchte Ausstrom von kleinen geldsten Molektlen, einschlie3lich
Glutamat, aus dem Corynebacterium glutamicum unter den Bedingungen eines
hypoosmotischen Schocks, liefert dem Fachmann demzufolge keine Anregung
daflr, dass durch die Aktivierung von osmoregulatorischen Kanélen in corynefor-
men Bakterien der Glutamat-Ausstol3 verbessert werden kann.

Zweifel am Erfolg eines solchen Vorgehens hegt der Fachmann auch deshalb,
weil in der Fachliteratur die Meinung vorherrscht, dass die Ausschleusung von
Glutamat aus coryneformen Bakterien durch einen sog. Carrier vermittelt wird, der
— anders als ein Kanal — Substanzen unter Einsatz von Energie auch entgegen
eines Konzentrationsgradienten nach auf3en schleusen kann, wahrend Substan-
zen Uber einen Kanal aus dem Zellinneren nur dann nach auf3en gelangen, wenn
deren Konzentration in dem die Zelle umgebenden Medium geringer ist als im
Zellinneren. Diese in der Fachwelt etablierte Meinung findet sich in einer Vielzahl
der bereits zitierten Dokumente (vgl. z. B. NB1, NB2, jeweils Titel; NB5, S. 4341,
li. Sp., letzter Abs., Z. 8 bis 11 von unten und NK37, S. 88, re. Sp., erster vollstan-
diger Abs., letzter Satz). Hiervon weichen auch die Autoren der NK14 nicht ab.
Dies wird vor allem am Ende ihrer wissenschaftlichen Publikation deutlich, indem
sie ausfuhren, dass der Glutamat-Efflux im Corynebacterium glutamicum unter
den fUr eine kontinuierliche Glutamat-Produktion vorherrschenden Bedingungen
zwar auf osmotische Verdnderung im Zellkulturmedium reagiert, dieser aber den-
noch durch ein energieabhéngiges, spezifisches Carrier-System vermittelt wird,
wie es z. B. Gutmann et al. in NB2 ansprechen (vgl. NK14, S. 579, li. Sp., zweiter
vollstandiger Abs.).

Da der Fachmann wissenschaftliche Publikationen, wie die NK14, in aller Regel
nicht nur stichpunktartig studiert, sondern deren gesamten Inhalt zur Kenntnis
nimmt, kann der Klagerin zugestimmt werden, dass der Fachmann in NK14 er-
ganzend zu den bereits zuvor zitierten Stellen auch diejenigen Stellen beachtet, in
denen Ruffert et al. auf das allgemeine Efflux-System des Corynebacteriums glu-

tamicum naher eingehen.
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Die sicherlich markanteste Stelle befindet sich in diesem Zusammenhang auf der
Seite 578, an der Ruffert et al. die Meinung aul3ern, dass der unter hypoosmoti-
schem Schock fur den Efflux kleiner gel6ster Molekiile zustandige Kanal im Cory-
nebacterium glutamicum dem MscS (= mechanosensitive channel of small
conductance)-Kanal von E. coli — der in der Fachliteratur auch als YggB-Kanal be-
zeichnet wird — dhneln kénnte (vgl. NK14, S. 578, li. Sp., dritter Abs., dritter Satz
und re. Sp., dritter Abs., letzter Satz).

Ruffert et al. ziehen dieses Fazit allerdings, obwohl ihnen bewusst ist, dass ihre
Studien einen deutlichen Unterschied zwischen den Kanalen in E.coli und im
Corynebacterium glutamicum zeigen. So geben sie selbst an, dass E. coli unter
einem schweren hypoosmotischen Schock nahezu alle Molekiile geringer Mole-
kilmasse ausschleust, wahrend das Corynebacterium glutamicum unter diesen
Bedingungen Moleklle nach wie vor selektiv freisetzt (vgl. NK14, S. 578, re. Sp.,
zweiter Abs., Satze eins bis funf). Sie gestehen daher zu, dass sich der Efflux-Ka-
nal von Corynebacterium glutamicum vom E. coli Efflux-System unterscheiden
muss und postulieren in Anbetracht dessen das Vorliegen einer Vielzahl von Ka-
nalen im Corynebacterium glutamicum mit unterschiedlichen Spezifitaten, da
ihnen die molekulare Identitat des bei einem hypoosmotischen Schock im Coryne-
bacterium glutamicum genutzten Efflux-Kanals unbekannt ist (vgl. NK14, S. 578,

re. Sp., zweiter Abs., sechster und siebter Satz).

Konkrete, fachlich Uberzeugende Argumente dafir, dass der Glutamat-Ausstrom
im Corynebacterium glutamicum unter den bei der fermentativen Herstellung von
Glutamat dblichen Produktionsbedingungen uber einen Kanal verbessert werden
kann, der dem MscS/YggB-Kanal von E. coli &hnelt, liefert die NK14 somit nicht.

Daran andert auch die AuBerung in der Druckschrift NK14 nichts, dass es keinen

Anhaltspunkt daftir gibt, dass ein ,Efflux-Carrier-System“ im Corynebacterium

glutamicum unter den Bedingungen eines hypoosmotischen Schocks fir den
schnellen Ausstrom kleiner geloster Molekiile eine entscheidende Rolle spielt (vgl.

NK14, S. 578, re. Sp., erster Abs., letzter Satz). Denn die Bedingungen eines hy-
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poosmotischen Schocks unterscheiden sich nach wie vor nicht nur hinsichtlich des
osmotischen Drucks in den Zellen, sondern auch in zeitlicher Hinsicht grundlegend
von der Uber mehrere Stunden, unter hyperosmotischen Bedingungen erfolgenden
fermentativen Herstellung von Glutamat. Auf3erdem basieren die in NK14 prasen-
tierten Ergebnisse auf einer Vielzahl von Annahmen, was den Fachmann dazu
veranlasst, die von Ruffert et al. aufgestellten Theorien zum Efflux von Glutamat
aus dem Corynebacterium glutamicum Uber einen Kanal, der dem MscS/YggB-
Kanal aus E. coli ahnelt, nicht ungeprift zu tbernehmen, sondern weiter zu hin-
terfragen. Dies gebietet schon allein die Tatsache, dass sowohl die vorliegend als
Ausgangsunkt gewdahlte Druckschrift NK12, ebenso wie die bereits zitierten Do-
kumente NB1, NB2, NB5 und NK37, als auch die Druckschriften NK9, NK10 und

NK11 im Zusammenhang mit dem Efflux von Aminosauren, wie

- L-Lysin (vgl. NK9, S. 40, Abstract),

- L-Isoleucin (vgl. NK10, S. 4350, li. Sp., zweiter Abs., Z. 1 bis 9)
und

- Threonin (vgl. NK11, S. 131, li. Sp., erster Abs., letzter Satz),

davon ausgehen, dass der Ausstrom dieser Aminoséuren — einschlief3lich Gluta-
minséure — unter den ublichen Kulturbedingungen aus dem Corynebacterium glu-
tamicum nach wie vor Uber ein aktives, energieabhéngiges Carrier-System erfolgt.
Aufgrund dessen sind die in der NK14 geaul3erten Vermutungen betreffend einen
.Kanal-basierten* Glutamat-Efflux im Corynebacterium glutamicum wahrend eines
hypoosmotischen Schocks nicht geeignet, den Fachmann von seiner Suche nach
einem Carrier-basierten System fur den Glutamat-Ausstrom aus dem Corynebac-
terium glutamicum unter den fur eine fermentative Glutamat-Produktion erforderli-

chen Bedingungen abzubringen.

Der Argumentation der Klagerin, dass der Fachmann fir die beabsichtigte Steige-
rung der fermentativen Glutamat-Herstellung mangels Kenntnis des Glutamat-Car-
riers keine andere Wahl gehabt habe, als sich intensiv mit dem in NK14 angespro-

chenen mechanosensitiven MscS/YggB-Kanal von E. coli zu beschéftigen, kann
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nicht gefolgt werden. Denn aus dem Stand der Technik ist ersichtlich, dass die
Fachwelt bis zu dem fir das Streitpatent relevanten Zeitrang im Zusammenhang
mit einer Steigerung der fermentativen Glutamat-Produktion bereits diverse an-
dere Optionen getestet hat, wie z. B. die gentechnische Veranderung corynefor-
mer Bakterien (vgl. NK21, Anspruch 1) oder die Stimulierung der Glutamat-Exkre-
tion mittels bestimmter Zuséatze im Kulturmedium (vgl. NK48, S. 250, Titel i. V. m.
Abstract, erster und zweiter Satz). Es kann somit keine Rede davon sein, dass der
Fachmann in Unkenntnis des Glutamat-Carriers keine andere Mdoglichkeit gese-

hen hat, als sich mit dem MscS/YggB-Kanal von E. coli zu beschaftigen.

Zutreffend ist allenfalls, dass dem Fachmann die Homologie von mechanosensiti-
ven Kandalen in E. coli und im Corynebacterium glutamicum bekannt ist (vgl. NK1,
Abs. [0005] mit Referenz auf Dokument NK13). Nachdem jedoch Uber den in der
NK14 berichteten Kanal im Corynebacterium glutamicum, der dem MscS/YggB-
Kanal in E. coli ahneln soll, selbst unter hypoosmotischem Schock nur 20% des
Glutamats die Zelle verlassen, verbindet der Fachmann — entgegen der von der
Klagerin vertretenen Auffassung — mit diesem Kanal nicht die Erwartung, dass
sich mit dessen Hilfe der Glutamat-Ausstrom im Corynebacterium glutamicum

unter den Bedingungen einer fermentativen Glutamat-Produktion erhéhen lasst.

1.3 Mechanosensitive Kanéle im Corynebacterium glutamicum und in
E. coli
Aber selbst unter der Annahme, dass sich der Fachmann in einer quasi ,ausweg-
losen* Situation befindet, die ihn dazu veranlasst, seine Suche nach dem unter
Kulturbedingungen fir den Ausstrom von Glutamat in coryneformen Bakterien
verantwortlichen Carrier zuriickzustellen und sich Dokumenten, wie NK13, NK15
bis NK17, NK34, NK36 und/oder NK38, zuzuwenden, die sich nicht mit dem pro-
duktiven Glutamat-Ausstrom beschéaftigen sondern ausschlief3lich mit mechano-
sensitiven Kandalen, erhélt er dadurch keinen Hinweis, der ein von coryneformen
Bakterien stammendes yggB-Gen nahelegt, welches die im geltenden Patentan-

spruch 1 gemalR Hauptantrag beschriebene Mutation aufweist.
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Uber die mechanosensitiven Kanale im Corynebacterium glutamicum wei? der
Fachmann, dass an der Ausschleusung von kleinen gelosten Molekullen - sog. in-
ternen Soluten — unter hypoosmotischen Bedingungen mindestens drei mechano-
sensitive Kanale beteiligt sein missen. Von diesen sind ihm allerdings nur zwei
Kanale bekannt, welche der MscL- bzw. MscS/YggB-Proteinfamilie angehdren,
die beide erstmalig in E. coli beschrieben wurden. Die ldentitat des dritten Kanals
ist dagegen noch ungeklart (vgl. NK35, S. 3, dritter Abs. Z. 1 bis 13 und S. 5,
Abb. 1). Demzufolge konzentriert sich der Fachmann bei seinen weiteren Recher-
chen ausschlieBlich auf die beiden bekannten mechanosensitiven Kanéle
MscS/YggB und MscL.

1.3.1 Druckschrift NK13

Die Druckschrift NK13 stutzt diese Kenntnis, indem sie beschreibt, dass die Ka-
nale MscL und MscS/YggB im Corynebacterium glutamicum auf genetischer
Ebene Ahnlichkeiten zu den mechanosensitiven Kanalen MscL und MscS/YggB in
E. coli aufweisen (vgl. NK13, S. 305, Abstract, erster Satz i. V. m. S. 306, li. Sp.,
erster Abs., letzter Satz und S. 307, Abschnitt 2.6 und Punkt 3., Satze 1 bis 3 so-
wie S. 308/309, seitenlibergreifender Satz). In funktioneller Hinsicht spricht fir die
Autoren der NK13 jedoch einiges dafiir, dass sich die beiden Kanale in E. coli an-
ders verhalten als im Corynebacterium glutamicum. Die Autoren beabsichtigen
daher anhand von weiteren Untersuchungen herauszufinden, ob das Corynebac-
terium glutamicum einen zusatzlichen mechanosensitiven Kanal besitzt, der méog-
licherweise sogar einer bisher unbekannten Familie von mechanosensitiven Ka-
nalen angehort (vgl. NK13, S. 309, li. Sp., erster Abs., Z. 1 bis 14 von unten).

Zur physiologischen Rolle der beiden Kanale im Zusammenhang mit dem Gluta-
mat-Efflux im Corynebacterium glutamicum unter fermentativen Produktionsbedin-
gungen erfahrt der Fachmann in NK13 allerdings nichts, da die Autoren dieses
Dokuments nur den durch hypoosmotischen Schock ausgeldsten Betain (= Glycin-
Derivat)-Efflux naher untersuchen (vgl. NK13, S. 305, Abstract, dritter Satz und
S. 308, Fig. 1 i. V. m. Text zu Fig. 1). Infolgedessen geht die Lehre der Druck-

schrift NK13 nicht Giber das zuvor beschriebene allgemeine Fachwissen hinaus.
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1.3.2 Druckschriften NK15 bis NK17
Weitere Details zum MscS/YggB mechanosensitiven Kanal in E.coli halten die Do-
kumente NK15 bis NK17 parat.

Ihnen entnimmt der Fachmann Angaben zum strukturellen Aufbau dieses Kanals.
Dazu gehort u. a., dass es sich bei MscS/YggB um ein aus sieben Struktureinhei-
ten bestehendes, die Zellmembran durchspannendes Protein handelt, wobei jede
Einheit drei Transmembran-Helices (TM1, TM2 und TM3) aufweist, von denen je-
weils die Transmembranhelix TM3 die Pore bildet (vgl. NK15, S. 37, Fig. 1D und
NK16, S. 1582, Abstract). Erganzend dazu bringen die genannten Dokumente
sog. ,,Gain-of-Function” (kurz GOF)-Mutanten im MscS/YggB-Kanal von E. coli ins
Spiel. Mit den GOF-Mutanten beschreibt die Fachwelt diverse einzelne Mutatio-
nen, die in den MscS/YggB-Kanal von E. coli eingefiihrt werden und zu einer Off-
nung des Kanals oder zumindest zu einer Verringerung dessen Kanal6ffnungs-

schwelle fuhren.

NK15 hebt unter den MscS/YggB-Mutanten diejenigen Mutanten hervor, bei denen
die Aminosaure Threonin in der Position 93 gegen die Aminoséaure Arginin (T93R),
das Alanin in der Position 102 gegen Prolin (A102P) oder das Leucin in der Posi-
tion 109 gegen Serin (L109S) ausgetauscht wird, da diese Mutanten einen starken
GOF-Phanotyp, d. h. in diesem Fall eine ausgepragte Kanaltffnung, ausbilden
(vgl. NK15, S. 36, Abstract). Die genannten Mutationen liegen im Bereich der peri-
plasmatischen Schleife (= loop) sowie der Transmembranhelix TM3 und damit in
einem Bereich, der den Angaben in der Druckschrift NK15 zufolge von den Ami-
nosauren in den Positionen 94 bis 117 kodiert wird (vgl. NK15, S. 37, Figur 1D).
Anregungen oder Hinweise, dass entsprechende Mutanten auch im homologen
MscS/YggB-Kanal des Corynebacteriums glutamicum vorkommen, oder derartige
GOF-Mutanten einen erhdhten Glutamat-Ausstrom fordern, finden sich in der
NK15 jedoch nicht.

Sofern sich der Fachmann aufgrund des Fehlens solcher Hinweise den weiteren

Informationen der NK15 Uberhaupt noch zuwendet, erkennt er darin allenfalls,
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dass die Porené6ffnung bei der Mutante L109S zum massivsten Ausstrom von Ka-
liumionen aus E. coli fuhrt (vgl. NK15, S. 42, Fig. 5C i. V. m. Text zu Fig. 5C). Aus
dieser Tatsache sowie dem schwachen, fir die L109S-Mutante nachgewiesenen
Zellwachstum leitet die Klagerin die Anregung ab, dass derartige GOF-Mutanten
fur das Zellwachstum nicht schadlich seien und ohne die Bedingungen eines hy-
poosmotischen Schocks zu einer Offnung von Efflux-Kanélen fiihrten, so dass das
Auffinden &hnlicher Mutanten im Corynebacterium glutamicum, die fur einen er-

hohten Glutamat-Ausstrom eingesetzt werden kénnten, naheliegend sei.

Dem kann nicht gefolgt werden. Einerseits beschreibt die NK15 Ergebnisse aus
der Grundlagenforschung betreffend den MscS/YggB-Kanal in E. coli und stellt
daher weder einen Bezug zu einem anderen Bakterium wie dem Corynebacterium
glutamicum her, noch zu den Bedingungen einer fermentativen Aminoséure-Pro-
duktion. Andererseits vermittelt die L109S-Mutante keine Erfolgsaussichten, da
deren in der Figur 5D gezeigtes Zellwachstum nur sehr schwach ausgepragt ist
(vgl. NK15, S. 42, Figur 5D, geschlossene Symbole). Darliber hinaus ist die in
NK15 angesprochene L109S-Mutante nicht in der Lage, eine Mutation im
MscS/YggB-Protein des Corynebacteriums glutamicum nahezulegen, bei der ein
Alanin-Rest in der Position 100 bzw. 111 gegen einen Threonin- bzw. Valin-Rest,
wie im geltenden Patentanspruch 1 nach Hauptantrag vorgesehen, ausgetauscht
wird. Anhaltspunkte, die in Richtung der patentgemafl3en Mutanten weisen, liefert
auch die weitere in NK15 genannte, einen extremen GOF-Phanotyp kodierende
A102P-Mutante nicht, da diese Mutante aufgrund ihrer extremen Porendéffnung
kaum lebensfahig ist (vgl. NK15, S. 41, li. Sp., zweiter Abs., erster und letzter
Satz).

Entgegen der Auffassung der Klagerin finden sich auch in der Druckschrift NK16
keine Angaben, die in die patentgemaflle Richtung weisen. lhr entnimmt der
Fachmann aul3er der Wiederholung, dass die Transmembranhelix TM3 die Pore
des MscS/YggB-Kanals bildet, lediglich die zusatzliche Information, dass der Ka-
nal ein konserviertes Motiv aus Glycin- und Alanin-Resten enthalt, welches sich in

einer Verbindungsstelle zwischen den porenbildenden TM3-Helices befindet und
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beim Ubergang zwischen dem geschlossenen und offenen Zustand des Kanals
eine Rolle spielt (vgl. NK16, S. 586, mittlere Sp., dritter Abs., ab Z. 7 bis re. Sp.,
erster Abs.). Angaben zum Glutamat-Efflux Gber die TM3-Pore oder die Bedeu-
tung der genannten Glycin- und Alanin-Reste fur den Glutamat-Ausstrom im Cory-

nebacterium glutamicum finden sich in dem wissenschaftlichen Artikel NK16 nicht.

Ahnliche Informationen wie den Druckschriften NK15 und NK16 entnimmt der
Fachmann auch der Druckschrift NK17. In ihr wird lediglich erneut zusammen-ge-
fasst, dass sich die Mutationen T93R, L109S und A102P in der porenbildenden
Transmembranhelix TM3 als starke GOF-Mutanten erweisen (vgl. NK17, S. 3051,
re. Sp., erster vollstandiger Abs. i. V. m. S. 3055, Fig. 6A). Uber die konservierte
Glycin-Sequenz der Transmembranhelix TM3 berichten die Autoren der NK17,

191 ynd Gly**® definiert wird und insgesamt

dass diese durch die Gycin-Reste Gly
vier konservierte Glycin-Reste umfasst (vgl. NK17, S. 3055, li. Sp., zweiter Abs.).
Sotomayor et al. erwdhnen auflerdem, dass an der SchlieBung der Pore die
Alanin-Reste Ala*®? und Ala'® beteiligt sind (vgl. NK17, S. 3055, re. Sp., Fig. 6A

I. V. m. Text zu Fig. 6A).

Das aus diesen Informationen von der Klagerin abgeleitete Argument, in Kenntnis
dessen habe es fur den Fachmann nahegelegen Alanin-Reste in der Transmemb-
ranhelix TM3 des Corynebacteriums glutamicum durch Helix-destabilisierende
Reste, wie Threonin oder Valin, auszutauschen, um den Ausstrom von Glutamat
zu erhohen, ist nicht durchgreifend. Ein Grund hierfir ist, dass Sotomayor et al. an
keiner Stelle ihrer Veroffentlichung einen konkreten Analogieschluss zwischen ih-
ren Beobachtungen zum MscS/YggB-Kanal in E. coli und dem dazu homologen
MscS/YggB-Kanal in coryneformen Bakterien ziehen. Ein weiterer Grund daftr,
dass das zuvor genannte Argument der Klagerin nicht zu Uberzeugen vermag,
besteht darin, dass in der NK17 weder der Austausch der Alanin-Reste Ala'® und
Ala'® noch beliebiger anderer Alanin-Reste in der Transmembranhelix TM3 ange-
regt wird. Solche Anregungen fehlen in der NK17, weil Sotomayor et al. fir das
Offnen des MscS/YggB-Kanals in E. coli die Bildung einer Salzbriicke zwischen

dem aus dem zytoplasmatischen Abschnitt stammenden Asp®? (Asparaginsaure in
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der Position 62) und dem im Transmembran-Abschnitt liegenden Arg*?®

(Arginin in
der Position 128) als wesentlich erachten und daher eine patentgeméalfe Mutation
von Alanin-Resten in der Transmembranhelix TM3 fir eine Kanal6ffnung nicht in
Betracht ziehen. Schlussendlich wird der Glutamat-Ausstrom in der Druckschrift
NK17 mit keiner Silbe erwahnt, sondern lediglich die Menge an Kalium- und Chlo-
ridionen im und um den MscS/YggB-Kanal herum naher untersucht (vgl. NK17,

S. 3050, Abstract, letzter und vorletzter Satz).

1.3.3. Druckschrift NK34

Die Lehre der Druckschrift NK34 unterscheidet sich vom Inhalt der zuvor genann-
ten Dokumente nicht wesentlich. Unter der Pramisse, dass mechanosensitive Ka-
nale eine wesentliche Rolle beim Schutz von Bakterien vor einem hypoosmoti-
schen Schock spielen, widmen sich die Autoren der NK34 dem MscS/YggB-Kanal,
um anhand dieser zweiten Klasse von mechanosensitiven Kanéalen einen besse-
ren Einblick in die Wirkungsweise dieser Kandale zu erlangen (vgl. NK34, S. 163,
Abstract). Edwards et al. konzentrieren sich dabei zwar nicht ausschlie3lich auf
den MscS/YggB-Kanal von E. coli, sondern berticksichtigen auch Homologe in
anderen Mikroorganismen, wie Archaebakterien oder einigen Hefen (vgl. NK34,
S. 163, re. Sp., erster vollstandiger Abs., erster und zweiter Satz und S. 164, Ta-
belle 1, rechte Sp.). Dem homologen MscS/YggB-Kanal in Corynebacterium glu-

tamicum schenken die Autoren der NK34 aber keine Beachtung.

Auch der Glutamat-Ausstrom ist fur die Autoren der NK34 nicht von Interesse. Sie
erwahnen lediglich, dass Solute — wie Kaliumionen, Glutamat, Trehalose, Betain
und Prolin — Wasser in das Zellinnere ziehen, was unter den Bedingungen eines
hypoosmotischen Schocks dazu fuhrt, dass in kiirzester Zeit Wasser schnell in die
Zelle einstromt und so den Druck der Flussigkeit im Zellinneren auf die Zellwand
drastisch ansteigen lasst. Um die Lyse der Zelle wahrend eines hypoosmotischen
Schocks zu vermeiden, missen die Solute folglich zusammen mit der Flussigkeit
die Zelle Gber mechanosensitive Kanéle spontan wieder verlassen, um so den
Druck auf die Zellwand schnellstens abzubauen (vgl. NK34, S. 163, li. Sp., letzter

Abs.). Damit erlautern Edwards et al. aber allenfalls das Prinzip des hypoosmoti-
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schen Schocks. Informationen, die das gezielte Ausschleusen von Glutamat unter
fermentativen Bedingungen betreffen, enthalten diese Ausfliihrungen nicht.

Bezug nehmend auf die Druckschriften NK15 und NK16 berichten Edwards et al.
in NK34 aufl’erdem von den bekannten GOF-Mutanten in der TM3 des
MscS/YggB-Kanals bzw. in der Schleife (= loop) zwischen TM2 und TM3 (vgl.
NK34, S. 163, re. Sp., letzter Abs., zweiter und dritter Satz i. V. m. Ref. [8] und
[9]). Wie schon zuvor in NK15 und NK16 erfolgt auch in der NK34 dieser Hinweis
jedoch ohne jeglichen Bezug zum Glutamat-Efflux. Dies gilt auch fur das in der
NK34 genannte konservierte Motiv aus Glycin- und Alanin-Resten in der TM3 des
MscS/YggB-Kanals, dem eine gewisse Bedeutung beim Ubergang des Kanals
vom offenen in den geschlossenen Zustand zugeschrieben wird (vgl. NK34,
S. 166, li. Sp., mittlerer Abs., Z. 8 bis 19).

Infolgedessen erweist sich die Druckschrift NK34 weder als ein im Vergleich zur
Druckschrift NK12 besserer Ausgangspunkt, noch enthalt sie Angaben, die die im
Patentanspruch 1 nach Hauptantrag beschriebene patentgeméafRe Losung in das
Blickfeld des Fachmanns riicken.

1.3.4 Druckschrift NK36
Das Vorliegen einer erfinderischen Téatigkeit im Zusammenhang mit der Bereit-
stellung der im geltenden Patentanspruch 1 gemald Hauptantrag beschriebenen
yggB-Mutante bestreitet die Klagerin ferner gegeniber einer Zusammenschau von
NK12 bzw. NK34 mit NK36.

Der Inhalt der NK36 ist jedoch nicht geeignet, die in NK12 bzw. NK34 fehlenden
Hinweise auf die patentgemal3en yggB-Mutanten vom Typ A100T und/oder A111T
bzw. A111V in coryneformen Bakterien zur Erhéhung des Glutamat-Ausstroms zu

erganzen.

Zutreffend ist, dass die Druckschrift NK36 das im Jahr 2003 bekannte Wissen

Uber die Struktur und die Funktionsweise von mechanosensitiven Kanélen in Pro-
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karyonten zusammenfasst und dabei sowohl den MscS/YggB- als auch den MscL-
Kanal anspricht (vgl. NK36, Titel i. V. m. S. 432, re. Sp., dritter Abs., erster Satz
und S. 434, Fig. 2). Es wird herausgestellt, dass die Transmembranhelix TM1 bzw.
die Transmembranhelix TM3 jeweils das porenbildende Protein von MscL (TM1)
bzw. MscS/YggB (TM3) darstellt und in jedem dieser Kanéle ein konserviertes Se-
guenzmotiv aus Glycin- und Alanin-Resten zu finden ist, welches fir die Funktion
der Kandle als bedeutsam erachtet wird (vgl. NK36, S. 435, re. Sp., zweiter Abs.,
erster Satz und dritter Abs., Satze eins bis drei). Erganzend dazu entnimmt der
Fachmann der NK36, dass durch Zufallsmutagenese von MscL und MscS/YggB
sog. ,Gain-of-function(GOF)“-Mutanten und ,Loss-of-function(LOF)“-Mutanten er-
mittelt wurden (vgl. NK36, S. 436, re. Sp., dritter Abs.). Neben LOF-Mutanten, die
eine Kanal6ffnung verhindern und daher fir den Fachmann nicht von Interesse
sind, erkennt er in der Figur 3b der NK36 die ihm bereits aus NK15 und NK17 be-
kannten GOF-Mutanten in der Transmembranhelix TM3 vom Typ T93, A102 und
L109 (vgl. NK36, S. 437, Fig. 3).

Somit besteht zwar kein Zweifel daran, dass dem Fachmann die molekulare Basis
fur eine Offnung mechanosensitiver Kanale, wie MscS/YggB, in Prokaryonten — zu
denen auch die coryneformen Bakterien zahlen — durch eine gezielte Mutagenese
im Bereich der die Pore des Kanals bildenden Transmembranhelix TM3 bekannt
ist. Unbestritten ist ferner, dass den einschlagig tatigen Fachkreisen die fur den
Erhalt solcher GOF-Mutanten erforderlichen Techniken gelaufig sind.

Trotz dieser Kenntnis findet sich in der NK36 aber keine Anregung dafir, in der
TM3 des MscS/YggB-Kanals von coryneformen Bakterien nach entsprechenden
GOF-Mutanten zu suchen, um auf diese Weise den Glutamat-Ausstrom zu erh6-
hen. Die Angabe in NK36, dass GOF-Mutanten wéahrend ihrer Expression dazu
neigen, das Bakterienwachstum zu verlangsamen oder gar zu stoppen, fihrt eher
dazu, dass der Fachmann bei der fermentativen Herstellung von Glutamat in cory-
neformen Bakterien auf solche Mutanten verzichtet, da eine fermentative Gluta-
mat-Produktion stets ein ausreichendes Zellwachstum voraussetzt (vgl. NK36,

S. 436, re. Sp., dritter Abs., letzter Satz). Das Fehlen einer Anregung, die die pa-
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tentgemalde yggB-Mutante nahelegt, erklart sich — wie auch schon bei den zuvor
erorterten Druckschriften NK15 bis NK17 — ferner damit, dass die NK36 die darin
beschriebenen GOF-Mutanten weder mit einem Glutamat-Ausstrom in Verbindung
bringt, noch eine erhéhte Aminosaureproduktion zum Thema hat. Dies verwundert
im Ubrigen nicht weiter, da mechanosensitiven Kanalen, wie MscL und
MscS/YggB, im Stand der Technik ausschliel3lich eine wesentliche Rolle zum
Schutz der Bakterien vor einem hypoosmotischen Schock und damit eine Art
Schutzfunktion zugeschrieben wird, aber keine Rolle als Aminosaure-Exporter
(vgl. NK34, S. 163, Abstract).

1.3.5 Druckschrift NK38
Aus diesem Grund fuhrt auch eine zusatzliche Beriicksichtigung der Druckschrift

NK38 zu keinem anderen Ergebnis.

Denn auch in der NK38 geht es darum, Bakterien nach einem hypoosmotischen
Schock vor der Lyse zu schitzen, indem die Kanal6ffnungsschwelle eines mecha-
nosensitiven Efflux-Kanals in E. coli gesenkt wird. Der einzige Unterschied zur
Lehre der NK36 besteht darin, dass die Autoren der NK38 ihr Augenmerk nicht auf
den MscS/YggB-Kanal sondern auf den mechanosensitiven MscL-Kanal in E. coli
richten. Die Autoren der NK38 berichten davon, dass sie eine Substitution des in
der Transmembranhelix TM1 von MscL in E. coli lokalisierten Glycins in der Posi-
tion 22 durch 19 Ubliche Aminosauren durchgefuhrt und dabei sowohl das Zell-
wachstum als auch das Kanal6ffnungsverhalten untersucht haben (vgl. NK38,
S. 1961, li. Sp., erster Abs., Satze eins bis drei von unten i. V. m. S. 1968, li. Sp.,
zweiter Abs., erster und zweiter Satz). Dabei hat sich gezeigt, dass bei einem
Austausch des Glycins in der Position 22 durch hydrophile Reste wie Threonin
(G22T) ein im Vergleich zum Wildtyp-MscL niedrigerer Druck zum Offnen des Ka-
nals notwendig ist, der mit dem zum Offnen des MscS/YggB-Kanals erforderlichen
Druck vergleichbar ist. Diejenige Mutante, bei der das Glycin in der Position 22
durch Lysin (G22K) substituiert wird, 6ffnet den MscL-Kanal sogar noch vor dem
MscS-Kanal (vgl. NK38, S. 1962, re. Sp., letzter Satz und S. 1964, li. Sp., erster
Abs.).
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In diesen Ergebnissen der NK38 sieht die Klagerin einen starken Anreiz dafir, im
MscS/YggB-Kanal von Corynebacterium glutamicum diejenige Aminosaure, die
dem Glycin® in TM1 von MscL in E. coli entspreche, durch hydrophilere Amino-
sauren wie Threonin zu ersetzen, um so eine schnellere Kanal6ffnung ohne hy-
poosmotischen Schock und damit verbunden einen erhéhten Glutamat-Ausstol3 zu
erreichen. Die zu Glycin®® korrespondierende Aminosaure im Corynebacterium
glutamicum ermittle der Fachmann dem klagerseitigen Vortrag zufolge durch ei-
nen routinemafigen Sequenzvergleich (= Alignment), bei dem die Sequenz der
Transmembranhelix TM1 im MscL-Kanal von E. coli mit der entsprechenden, po-
renbildenden Transmembranhelix TM3 im MscS/YggB-Kanal von Corynebac-
terium glutamicum verglichen werde. Somit gelange der Fachmann in naheliegen-
der Weise zu der Erkenntnis, dass das Glycin®? im MscL-Kanal von E. coli dem
Alanin in der Position 100 des MscS/YggB-Kanals von Corynebacterium glutami-

cum entspreche.

Dieser Auffassung kann sich der Senat nicht anschlie3en. Die Durchfiihrung eines
solchen Sequenzvergleichs ist fur den vorliegend definierten Fachmann (siehe
Punkt I.4) zweifelsohne moglich. Allerdings fehlt es in der NK38 an der Anregung,
ein solches Alignement durchzufiihren. Auch sonst enthalt die Druckschrift NK38
keine Anregungen, Anst63e oder Hinweise, die das Naheliegen der patentgema-
Ren yggB-Mutante belegen kénnten. Dies liegt darin begrindet, dass die NK38
weder einen Querverweis zu coryneformen Bakterien enthalt, noch die Offnung
eines Kanals zum Zwecke der Ausschleusung spezieller Aminosauren wie Gluta-

minsaure beschreibt.

1.4 Alignments der NK54

Selbst unter der hypothetischen Annahme, dass der Fachmann Sequenzab-
schnitte aus E. coli betreffend die Transmembranhelix TM3 des MscS/YggB-Ka-
nals oder die Transmembranhelix TM1 des MscL-Kanals mit dem Sequenzab-
schnitt aus der Transmembranhelix TM3 im MscS/YggB-Kanal von Corynebac-
terium glutamicum vergleicht, fuhrt ein solcher Sequenzvergleich vorliegend nicht

zum Gegenstand des geltenden Patentanspruchs 1 gemald Hauptantrag.
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Die Klagerin hat mit dem Dokument NK54 das Ergebnis eines solchen Vergleichs
vorgelegt, welcher nachfolgend wiedergegeben ist:

E coli MaclL TM1 NVVD e ] 0]
C. glutamicum YggB TM3 : § -4 -iF TAS GAQS D G
E. coll MscS TM3 [LRAGLY -

Daraus ergibt sich auf den ersten Blick, dass das Bakterium E. coli weder im
MscL-Kanal noch im MscS/YggB-Kanal an der Aminoséaureposition 100 — an der
sich im Corynebacterium glutamicum das patentgemald mutierte Alanin befindet —
ein Alanin enthalt. In E. coli befindet sich an dieser Stelle in der TM1 des MscL-
Kanals ein Leucin (L) und in der TM3 des MscS/YggB-Kanals ist an dieser Stelle
ein Isoleucin (1) zu finden. Eine direkte Ubertragbarkeit der im Bakterium E. coli
identifizierten GOF-Mutanten auf das Bakterium Corynebacterium glutamicum er-
weist sich mangels ausreichender Sequenzhomologie damit als fragwirdig. Ein
weiterer Aspekt, der gegen eine einfache Ubertragung von GOF-Mutanten in
E. coli auf das Corynebacterium glutamicum spricht, ist die Tatsache, dass das
Corynebacterium glutamicum im Bereich vor der TM3 des MscS/YggB-Kanals zu-
satzliche Aminosauren in Form des Motivs ,GFSLA" enthélt, die — jedenfalls dem
Alignment NK54 zufolge — sowohl vor der TM1 des MscL-Kanals als auch vor der
TM3 des MscS/YggB-Kanals von E. coli fehlen. Dies macht deutlich, dass die
exakte Bestimmung desjenigen Aminosaureabschnitts, der die TM3-Pore im
MscS/YggB-Kanal der verschiedenen Bakterien definiert, eine exakte Analyse der

Proteinstruktur der Pore voraussetzt.
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Diese Problematik spiegelt sich auch im Stand der Technik wider: Den Angaben in
der NK15 zufolge wird der Bereich der porenbildenden Transmembranhelix TM3
von E. coli durch die Aminosduren 94 bis 117 bestimmt (vgl. NK15, S. 37,
Fig. 1D). In NK17 werden hierfir die Aminoséurereste 96 bis 113 angegeben (vgl.
NK17, S. 3059, li. Sp., zweiter Abs., letzter Satz) und in NK34 definierten die Ami-
noséauren in den Positionen 90 bis 112 die TM3-Pore des MscS/yggB-Kanals von
E. coli (vgl. NK34, S. 164, Figur 1c mit Text).

Ein Alignment kann ungeachtet dessen, wie in NK54 gezeigt, erstellt werden, um
die Positionen bekannter GOF-Mutanten in der TM1 und/oder TM3 von E. coli mit
den entsprechenden Positionen in der TM3 des MscS/YggB-Kanals von Coryne-
bacterium glutamicum zu vergleichen, zumal ein solches Vorgehen, wie die
Druckschrift NK40 belegt, zum allgemeinen Kénnen und Wissen des Fachmanns
gehort (vgl. NK40, S. 66, Titel i. V. m. Inhaltsverzeichnis und S. 83, Fig. 11). Frag-

lich ist jedoch, wieviel Aussagekraft ein solches Alignment besitzt.

Im vorliegenden Fall fuhrt das Alignment NK54 u. a. zu dem Ergebnis, dass das
Corynebacterium glutamicum keine entsprechende Aminosaure fur das aus NK38
bekannte Glycin® in der TM1 des MscL-Kanals von E. coli enthalt. Die Klagerin
argumentiert, dass sich der Fachmann in einem Fall wie diesem an den Resten
von Corynebacterium glutamicum orientiere und die Positionen links und rechts
von der Aminosaureliicke fur eine entsprechende Mutation im Corynebacterium
glutamicum auswahle, was unausweichlich zu den Resten Alanin'® und Threo-

nin'* fihre.

Diese Argumentation vermag aus zweierlei Grinden nicht zu greifen:

Gegen ein solches Vorgehen spricht zum einen, dass in der Druckschrift NK38
eine Ubertragung der darin gelehrten GOF-Mutante an der Position des Glycins®?
in E. coli auf ein anderes Bakterium nicht vorgesehen ist. Zum anderen setzt die
von der Klagerin vorgeschlagene Vorgehensweise voraus, dass der Fachmann die
Verlagerung der GOF-Mutante Glycin® in der TM1 des MscL-Kanals von E. coli

auf die Position Alanin'® bzw. Threonin*®*in der TM3 des MscS/YggB-Kanals von
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Corynebacterium glutamicum mit der Erfolgserwartung verbindet, auf diese Weise
die Durchlassigkeit des MscS/YggB-Kanals im Corynebacterium glutamicum er-
hoéhen und so die Glutamatproduktion verbessern zu konnen. Eine solche Er-
folgserwartung vermittelt der vorliegend erdrterte Stand der Technik aus den be-

reits zuvor genannten Griinden allerdings an keiner Stelle.

Die Ubrigen, im zitierten Stand der Technik genannten GOF-Mutanten, wie die
Mutanten T93R, A102P, A106 und L109S (vgl. NK15, NK17 und NK36), liegen im
Bereich oder nahe der Transmembranhelix TM3 des MscS/YggB-Kanals von E.
coli. Der diesbeziigliche, in NK54 ebenfalls dargestellte Sequenzvergleich betref-
fend die TM3 von E. coli mit der TM3 des Corynebacteriums glutamicum macht
allerdings deutlich, dass von den im Bakterium E. coli nachgewiesenen Mutanten
keine in einer Position liegt, die der Position 100 bzw. 111 im Corynebacterium
glutamicum entspricht. Auch die im Patentanspruch 1 nach Hauptantrag vorgese-
hene Art der Mutation, wonach Alanin durch ein Threonin bzw. Valin ausgetauscht
wird, ruckt das Alignment nicht in das Blickfeld des Fachmanns. In Anbetracht
dessen liefert ein Alignment im vorliegenden Fall keine Informationen, die in die

patentgemaélie Richtung weisen.

2. Der gemal Hauptantrag verteidigte erteilte Patentanspruch 1 hat somit Be-
stand. Mit ihm haben auch die darauf riickbezogenen, vorteilhafte Ausfihrungs-
formen des Patentanspruchs 1 betreffenden Patentanspriiche 2 bis 5 Bestand.

Mit der vorliegenden Nichtigkeitsklage wird ferner das im nebengeordneten Pa-
tentanspruch 6 beschriebene coryneforme Bakterium, sowie die in den beiden ne-
bengeordneten Patentansprichen 11 und 12 beschriebenen Verfahren angegrif-
fen, bei denen es sich im Falle des erteilten Patentanspruchs 11 um ein Verfahren
zur Herstellung von Glutaminsaure in coryneformen Bakterien und im Falle des
erteilten Patentanspruchs 12 um ein Verfahren zur Herstellung eines Wirzmittels
handelt. Nachdem allerdings sowohl das coryneforme Bakterium als auch die pa-
tentgemal3en Verfahren ausschliel3lich durch das im erteilten Patentanspruch 1

beschriebene mutierte yggB-Gen gekennzeichnet werden, gelten die vorangegan-
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genen Ausfuhrungen zum erteilten Patentanspruch 1 fir die nebengeordneten
Patentanspriiche 6, 11 und 12 hier entsprechend, so dass auch die Gegenstande

dieser Patentanspriiche auf einer erfinderischen Tatigkeit beruhen.

Mit dem Patentanspruch 6 haben auch die darauf riickbezogenen, mit der vorlie-
genden Nichtigkeitsklage gleichfalls angegriffenen und vorteilhafte Ausfihrungs-

formen des Patentanspruchs 6 betreffenden Patentanspriiche 8 bis 10 Bestand.

Die Kostenentscheidung beruht auf § 84 Abs. 2 PatG i. V. m. 8 91 Abs. 1 ZPO.

Die Entscheidung uber die vorlaufige Vollstreckbarkeit folgt aus 8§ 99 Abs. 1 PatG
I. V. m. § 709 Satz 1 und Satz 2 ZPO.

V.

Gegen dieses Urteil ist das Rechtsmittel der Berufung gegeben.

Die Berufungsschrift muss von einer in der Bundesrepublik Deutschland zugelas-
senen Rechtsanwaéltin oder Patentanwaéltin oder von einem in der Bundesrepublik
Deutschland zugelassenen Rechtsanwalt oder Patentanwalt unterzeichnet und
innerhalb eines Monats beim Bundesgerichtshof, Herrenstralle 45a,
76133 Karlsruhe eingereicht werden. Die Berufungsfrist beginnt mit der Zustellung
des in vollstdndiger Form abgefassten Urteils, spatestens aber mit dem Ablauf von

funf Monaten nach der Verkindung.
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Die Berufungsschrift muss die Bezeichnung des Urteils, gegen das die Berufung
gerichtet wird, sowie die Erklarung enthalten, dass gegen dieses Urteil Berufung

eingelegt werde.

Schramm Dr. Mlnzberg Hermann Dr. Wismeth Dr. Freudenreich
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