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(57) Abstract: The present invention relates
to a process for improving the photostability
and/or control of the fluorescence intensity of
a fluorescent dye wherein a fluorescent dye is
admixed with a redox buffer comprising at least
one reducing agent and/or at least one oxidizing
agent and/or at least one reducing-oxidizing
agent, and also to a fluorescent dye composition
comprising a fluorescent dye and a redox buffer
comprising at least one reducing agent and
at least one oxidizing agent or at least one
reducing-oxidizing agent.
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sowie Fluoreszenzfarbstoff-Zusammensetzung
enthaltend einen Fluoreszenzfarbstoff und
einen Redox-Puffer umfassend wenigstens
ein Reduktionsmittel und wenigstens ein
Oxidationsmittel oder  wenigstens ein
Reduktions-Oxidations-Mittel.
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because they relate to subject matter not required to be searched by this Authority, namely:
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because they relate to parts of the international application that do not comply with the prescribed requirements to such an
extent that no meaningful international search can be carried out, specifically:

See additional sheet PCT/ISA/210

3. D Claims Nos.:

because they are dependent claims and are not drafted in accordance with the second and third sentences of Rule 6.4(a).

Box No. III  Observations where unity of invention is lacking (Continuation of item 3 of first sheet)

This International Searching Authority found multiple inventions in this international application, as follows:

1. D As all required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report covers all searchable
claims.

2. D As all searchable claims could be searched without effort justifying additional fees, this Authority did not invite payment of
additional fees.

3. D As only some of the required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report covers
only those claims for which fees were paid, specifically claims Nos.:

4. D No required additional search fees were timely paid by the applicant. Consequently, this international search report is
restricted to the invention first mentioned in the claims; it is covered by claims Nos.:

Remark on Protest D The additional search fees were accompanied by the applicant’s protest and, where applicable, the
payment of a protest fee.

D The additional search fees were accompanied by the applicant’s protest but the applicable protest
fee was not paid within the time limit specified in the invitation.

D No protest accompanied the payment of additional search fees.

Form PCT/ISA/210 (continuation of first sheet (2)) (April 2005)



INTERNATIONAL SEARCH REPORT Tnternational application No.

PCT/EP2008/058287

Continuation of Box 11.2

Claims 1-15 (in part)

1. Independent claim 14

Claim 14 relates to an extremely large number of possible fluorescent dye compositions.
Support and disclosure (PCT Articles 6 and 5), however, can only be found for a very small
proportion of the claimed products, see the examples 1 to 4 on pages 4249. The reason is as
follows:

The definition in the independent claim 14 yields the following combinations of fluorescent dye
compositions:

a) fluorescent dye + reducing agent,

b) fluorescent dye + oxidizing agent,

c) fluorescent dye + reducing agent + oxidizing agent,

d) fluorescent dye + reducing-oxidizing agent,

e) fluorescent dye + reducing agent + reducing-oxidizing agent,

f) fluorescent dye + oxidizing agent + reducing-oxidizing agent,

g) fluorescent dye + reducing agent + oxidizing agent + reducing-oxidizing agent,

None of the components of the compositions a) to g) is defined in more detail in claim 14.
Accordingly, there is an extremely large number of possible fluorescent dye compositions. It
does not follow plausibly from the description that all these possible fluorescent dye
compositions can actually solve the underlying problem of this application, i.e. to provide
means for improving the photostability and/or the control of the fluorescence intensity (see
description, page 3, third paragraph).

Even if the definitions of the components were restricted in the way they were defined in the
method claims 3 (oxidizing agent), 4 (reducing agent) and 8 (fluorescent dyes), a very large
number of fluorescent dye compositions would still be claimed. Even in this case, it does not
follow plausibly from the description that the oxidizing agents, reducing agents and fluorescent
dyes, which are structurally very different from one another as defined in the claims 3, 4 and 8,
show such a behaviour that they solve the underlying problem. A person skilled in the art would
have to make an unreasonably big effort in order to determine in the entire claimed field which
of the fluorescent dye compositions could actually solve the underlying problem.

Form PCT/ISA/210 (extra sheet) (April 2005)
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In the examples 1-4, only fluorescent dye compositions of the types a), b) and c) were used.
Furthermore, only the oxidizing agent methyl viologen, the reducing agent Trolox and the
fluorescent dyes cyanin Cy5 or carborhodamine were used. It was proven using exclusively
these few compositions that the underlying problem was solved.

For these reasons, the failure to meet the relevant requirements is so serious that it was taken
into consideration in determining the scope of protection (PCT Guidelines 9.19 and 9.23).

The search with respect to claim 14 was restricted to those claimed fluorescent dye
compositions which are supported by the examples 1 to 4 of the description, and to a
generalization of their structural formulae, i.e. structurally similar reducing agents and oxidizing
agents. The precise subject matter of the search with respect to claim 14 was defined as follows:
The subject matter of claim 14 with the following restrictions:

Fluorescent dye composition containing a fluorescent dye and a redox buffer comprising at
least one reducing agent and/or at least one oxidizing agent, the oxidizing agent being selected
from the bipyridinium salts, the reducing agent being selected from
6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchromane-2-carboxylic acid (Trolox) and ascorbic acid and the
fluorescent dye being selected from the list defined in claim 8.

2. Independent claims 1 (method), 10 (use), 11 (use), 12 (product), 15 (product)

The subject matter of the search of these claims was also restricted due to the reasons
mentioned under point 1. The restriction was imposed in the same way as for claim 14 defined
under point 1.

3. Dependent claims

The restriction of the search of the dependent claims results necessarily from the restriction of
the search of the independent claims.

The applicant is advised that claims relating to inventions in respect of which no international
search report has been established cannot normally be the subject of an international
preliminary examination (PCT Rule 66.1(e)). In its capacity as International Preliminary
Examining Authority the EPO generally will not carry out a preliminary examination for subject
matter that has not been searched. This also applies in cases where the claims were amended
after receipt of the international search report (PCT Article 19) or where the applicant submits
new claims in the course of the procedure under PCT Chapter Il. However, after entry into the
regional phase before the EPO an additional search may be carried out in the course of the
examination (cf. EPO Guidelines, C-VI, 8.5) if the deficiencies that led to the declaration under
PCT Article 17(2) have been corrected.

Form PCT/ISA/210 (extra sheet) (April 2005)
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E]

2. IE Anspriiche Nr. 1-15 (Teile)

weil sie sich auf Teile der internationalen Anmeldung beziehen, die den vorgeschriebenen Anforderungen so wenlg entspre—
chen, dass eine sinnvolle internationale Recherche nicht durchgefiihrt werden kann, namlich

siehe BEIBLATT PCT/ISA/210

3. D Anspriiche Nr.
weil es sich dabei um abhangige Anspruche handelt, die nicht entsprechend Satz 2und 3 der Regel 6.4 a) abgefasst sind.
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internationale Recherchenbericht auf alle recherchierbaren Anspriiche.

2. D Da fur alle recherchierbaren Anspriiche die 'Re_cherche ohne einen Arbeitsaufwand durchgefiihrt werden konnte, der
: zusétzliche Recherchengebihr gerechtfertigt hatte, hat die Behérde nicht zur Zahlung soicher Gebiihren aufgefordert.
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D Die zusétzlichen Recherchengebiihren wurden vom Anmelder unter Widerspruch gezahit,
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| WEITERE ANGABEN | o PCTASA/ 210

Fortsetzung von Feld 1II.2
Anspriiche Nr.: 1-15 (Teile)

1. Unabhingiger Anspruch 14

Der Anspruch 14 bez1eht sich auf eine extrem groBe Anzahl von. mog11chen
Fluoreszenzfabstoff-Zusammensetzungen. Stiitzung und Offenbarung im
. Sinne von Artikel 6 und 5-PCT kann jedoch nur fiir einen sehr kleinen
~Teil der beanspruchten Produkte gefunden werden, siehe Beispiele 1-4 auf
den Seiten 42-49. Die,Begrﬁndung ist die folgende:

Die Definition im-unabhangigen Anspruch 14 1iBt fo]gende Komb1nat1onen
“von Fluoreszenzfarbstoff-Zusammensetzungen zu:

a) Fluoreszenzfarbstoff + Reduktionsmittel

b) Fluoreszenzfarbstoff + Oxidationsmittel

¢) Fluoreszenzfarbstoff + Reduktionsmittel + Oxidationsmittel

d) Fluoreszenzfarbstoff + Reduktions-Oxidationsmittel

e) Fluoreszenzfarbstoff + Reduktionsmittel + Reduktions-Oxidationsmittel
f) Fluoreszenzfarbstoff + Oxidationsmittel + Reduktions-Oxidationsmittel
g) Fluoreszenzfarbstoff + Redukt1onsm1tte1 + 0x1dat1onsm1tte1 +
Reduktions-Oxidationsmittel : :

Ke1ne der.Komponenten dieser Zusammensetzungen a) bis g) ist 1n Anspruch
14 genauer definiert. Ensprechend gibt es eine enorm grosse Anzahl von
moglichen Farbstoffzusammensetzungen. Es geht aus der Beschre1bung n1cht
glaubhaft hervor, daB all diese moglichen
F1uoreszenzfarbstoff—Zusammensetzungen das der Anmeldung
zugrundeliegende Problem, i.e. Mittel zur Verbesserung der
~Photostabilitat und/oder der Kontrolle der Fluoreszenzintensitit
(Beschreibung 3 (3. Absatz)), auch tatsach11ch 10sen konnen.

Selbst, wenn die Definition der Komponenten derart eingeschrankt werden
wie sie in den Verfahrensanspriichen 3 (Oxidationsmittel), 4
(Reduktionsmittel) und 8 (Fluoreszenzfarbstoffe) def1n1ert wurden wiirden
immer noch eine sehr grosse Anzahl von
Fluoreszenzfarbstoff-Zusammensetzungen beansprucht. Auch.in einer
solchen Situation geht aus der Beschreibung nicht glaubhaft hervor, daB
sich die in den Anspriichen 3, 4 und. 8 definierten strukturell sehr
unterschiedlichen 0x1dat1onsm1tte1 Reduktionsmittel und
Fluoreszenzfarbstoffe in Zusammensetzungen auch derart verhalten, daB
sie das zugrundeliegende Problem 10sen. Der Fachmann miiBte einen ‘
unzumutbar grossen Aufwand betreiben.um im gesamten beanspruchten
Bereich herauszufinden welche der Fluoreszenzfarbstoff-Zusammensetzung
das zugrundeliegende Problem tatsdchlich 10sen.

In den Beispielen 1-4 wurden 1ed1g11ch ‘ .
Fluoreszenzfarbstoff-Zusammensetzungen der Typen a), b) und c)
eingesetzt. Zudem wurde ausschlieBlich das 0x1dat1onsm1tte1
Methylviologen, das Reduktionsmittel Trolox und

die Fluoreszenzfarbstoffe Cyanin Cy5 oder Carborhodamin eingesetzt. Nur
mit diesen wenigen Zusammensetzungen wurde nachgewiesen, daB das
zugrunde liegende Problem tatsdchlich geldst wurde.
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‘Aus "diesen Griinden ist die Ver]etzung der einschlagigen Erfordernisse so
schwerwiegend, daB sie bei der Bestimmung des Recherchenumfangs
berucks1cht1gt wurde (PCT Richtlinien 9. 19 und 9.23).

Die Recherche von Anspruch 14 wurde auf jene beanspruchten
Fluoreszenzfarbstoff-Zusammensetzungen beschrankt, die durch die
Beispiele 1-4 der Beschre1bung gestutzt sind, und eine Verallgemeinerung
ihrer- strukturellen Formeln, i.e. strukture11 dhnliche Reduktionsmittel
und Oxidationsmittel. Der genaue Gegenstand der Recherche von Anspruch
.14 'wurde wie folgt definiert:
Gegenstand des Anspruchs 14 mit folgenden E1nschrankungen
‘Fluoreszenzfarbstoff-Zusammensetzung enthaltend einen
Fluorszenzfarbstoff und einen Redox-Puffer umfassend wenigstens ein
Reduktionsmittel und/oder wenigstens ein Oxidationsmittel, wobei
das Oxidationsmittel ausgewdhlt wird aus den B1py1r1d1n1um Salzen,
das Reduktionsmittel ausgewahlt wird aus -

"~ 6-Hydroxy-2,5,7,8- tetramethy]chroman -2- carbonsaure (Tro]ox) und
Ascorbinsaure und
‘der Fluoreszenzfarbstoff ausgewah1t wird aus der in Anspruch 8
definierten Liste. '

2. Unabhangige Anspruche 1 (Verfahren), 10 (Verwendung) 11
(Verwendung), .12 (Produkt) 15 (Produkt) ,

- Der Gegenstand der Recherche dieser ‘Anspriiche wurde aus den unter Punkt
1 genannten Griinden ebenfalls eingeschrankt. Die Einschrankung erfolgte
in der selben Weise w1e fiir den Anspruch 14 unter Punkt 1 definiert.

3. Abhangige Ansprﬁche

Die Einschrénkuhg'der Recherche der abhingigen Anspriiche ergibt sich
-~ zwingend aus der Einschrﬁnkung_der_Recherche der unabhingigen Anspriiche.

Der Anmelder wird darauf hingewiesen, dass Patentanspriiche auf

- Erfindungen, filir die kein internationaler Rechérchenbericht erstellt
wurde, normalerweise nicht Gegenstand einer internationalen vorldufigen
Prufung sein konnen (Regel 66.1(e) PCT).In seiner Eigenschaft als mit der
internationalen vorlaufigen Priifung beauftragte Behdrde wird das EPA also
in der Regel keine vorliufige Priifung fir Gegenstdnde durchfiihren, zu

- denen keine Recherche vorliegt.Dies gilt auch fiir den Fall, dass d1e '
Patentanspriiche nach Erhalt des internationalen Recherchenberichtes
geindert wurden (Art. 19 PCT), oder fiir den Fall, dass der Anmelder im -
Zuge des Verfahrens gemass Kap1te1 IT PCT neue Patentanspruche
vorlegt.Nach Eintritt in die regionale Phase vor dem EPA kann jedoch im
Zuge der Priifung eine weitere Recherche durchgefiihrt werden (Vgi.
EPA-Richtlinien C-VI, 8.2), sollten die Mangel behoben sein, die zu der
Erklérung gemass Art. 17 (2) PCT gefiihrt haben.
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