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Patentkrav

1. Fremgangsmate for produksjon av rensede kapsulaere polysakkarider fra et
Streptococcus pneumoniae-cellelysat, idet fremgangsmaten omfatter trinnene
med:

(a) tilveiebringelse av et gjeeringsmedium omfattende bakterielle celler som
produserer en valgt Streptococcus pneumoniae-serotype;

(b) lysering av de bakterielle cellene i trinn (a) med et lytisk middel, hvilket
produserer et cellelysat omfattende cellerester, lgselige proteiner, nukleinsyrer
og polysakkarider;

(c) klaring av cellelysatet i trinn (b) ved anvendelse av sentrifugering eller
filtrering for & fjerne cellerester, hvilket produserer et klaret cellelysat;

(d) ultrafiltering og diafiltering av det klarede cellelysatet i trinn (c) for & fjerne
urenheter med lav molekylvekt og gke polysakkaridkonsentrasjon, hvilket
produserer et retentat;

(e) senking av retentatets pH i trinn (d) til mindre enn 4,5 for a felle ut protein
og nukleinsyrer, hvilket danner en surgjort retentatlgsning;

(f) holding av den surgjorte retentatlgsningen dannet i trinn (e) tilstrekkelig
lenge til at presipitatet felles ut, etterfulgt av filtrering eller sentrifugering av den
surgjorte retentatlgsningen, hvilket produserer en klaret polysakkaridlgsning;
(g) filtrering av den klarede polysakkaridlgsningen i trinn (f) gjennom et
aktivkarbonfilter;

(h) ultrafiltering og diafiltering av den filtrerte Igsningen produsert i trinn (g),
hvilket produserer en konsentrert renset polysakkaridlgsning; og

(i) filtrering av den konsentrerte rensede polysakkaridlgsningen produsert i trinn
(h) ved anvendelse av et sterilt filter; hvorved rensede kapsulzere polysakkarider

i form av en Igsning produseres.

2. Fremgangsmaten ifglge krav 1, hvori den valgte Streptococcus pneumoniae-
serotypen er valgt fra gruppen bestdende av 1,4,5, 6A, 6B, 7F, 9V, 14, 18C,
19A, 19F, og 23F.

3. Fremgangsmaten ifglge krav 1 eller 2, hvori pH-en i trinn (e) senkes til ca.
3,5.
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4. Fremgangsmaten ifglge krav 1, 2 eller 3, hvori diafiltreringen av trinn (h)

omfatter en pH-justering til mellom ca. 5,5 og ca. 7,5.

5. Fremgangsmaten ifglge krav 1, 2 eller 3, hvori diafiltreringen i trinn (h)

omfatter en pH-justering til mellom ca. 7,0 og ca. 7,5.

6. Fremgangsmaten ifglge krav 1, 2 eller 3, hvori diafiltreringen i trinn (h)

omfatter en pH-justering til ca. 7,4.

7. Fremgangsmaten ifglge hvilke som helst av krav 1 til 6, hvori trinn (e) fijerner

minst 98 % av proteinet fra retentatet i trinn (d).

8. Fremgangsmaten ifglge hvilke som helst av krav 1 til 7, hvori trinn (g) fjerner

minst 90 % av proteinet fra den klarede polysakkaridlgsningen i trinn (f).

9. Fremgangsmaten ifglge hvilke som helst av krav 1 til 8, hvori

aktivkarbonfilteret i trinn (g) omfatter trebasert fosforsyre-aktivkarbon.

10. Fremgangsmaten ifslge hvilke som helst av krav 1 til 9, hvori trinn (f)
omfatter holding av den surgjorte retentatlgsningen dannet i trinn (e) i minst 2

timer.

11. Fremgangsmaten ifslge hvilke som helst av krav 1 til 10, hvori det lytiske

middelet i trinn (b) er deoksycholatnatrium.

12. Fremgangsmaten ifglge hvilke som helst av krav 1 til 10, hvori det lytiske

middelet i trinn (b) er et ikke-avledet lytisk middel.

13. Fremgangsmaten ifglge krav 12, hvori det ikke-avledede lytiske middelet er
valgt fra gruppen bestdende av: dekansvovelsyre, tert-
oktylfenoksypoly(oksyetylen)etanoler, oktylfenoletylenoksidkondensater, N-
laurylsarkosinnatrium (NLS), lauryliminodipropionat, natriumdodekylsulfat,
chenodeoksycholat, hyodeoksycholat, glykodeoksycholat, taurodeoksycholat,

taurochenodeoksycholat og cholat.
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14. Fremgangsmaten ifglge krav 12, hvori det ikke-avledede lytiske middelet er

N-laurylsarkosinnatrium.

15. Fremgangsmaten ifglge krav 1, idet fremgangsmaten omfatter trinnene
med:

(a) tilveiebringelse av et gjeeringsmedium omfattende bakterielle celler som
produserer Streptococcus pneumoniae-serotype 1,4,5, 6A, 6B, 7F, 9V, 14, 18C,
19F, eller 23F;

(b) lysering av de bakterielle cellene i trinn (a) med et lytisk middel, hvilket
produserer et cellelysat omfattende cellerester, lgselige proteiner, nukleinsyrer
og polysakkarider;

(c) klaring av cellelysatet i trinn (b) ved anvendelse av sentrifugering eller
filtrering for & fjerne cellerester, hvilket produserer et klaret cellelysat;

(d) ultrafiltering og diafiltering av det klarede cellelysatet i trinn (c¢) ved
romtemperatur ved ngytral pH i saltfritt medium for a fjerne urenheter med lav
molekylvekt og gke polysakkaridkonsentrasjonen, hvilket produserer et saltfritt
retentat;

(e) senking av pH-en for det saltfri retentatet i trinn (d) til mindre enn 4,5 for a
felle ut protein og nukleinsyrer, hvilket danner en surgjort retentatlgsning;

(f) holding av den surgjorte retentatlgsningen dannet i trinn (e) i minst 2 timer
ved romtemperatur slik at presipitatet kan felles ut, etterfulgt av filtrering eller
sentrifugering av den surgjorte retentatigsningen, hvilket produserer en klaret
polysakkaridlgsning;

(g) filtrering av den klarede polysakkaridlgsningen i trinn (f) gjennom et
aktivkarbonfilter;

(h) ultrafiltering og diafiltering av den filtrerte Igsningen produsert i trinn (g),
hvilket produserer en konsentrert renset polysakkaridlgsning; og

(i) filtrering av den konsentrerte rensede polysakkaridlgsningen produsert i trinn
(h) ved anvendelse av et sterilt filter; hvorved rensede kapsulaere polysakkarider
omfattende serotype 1,4,5, 6A, 6B, 7F, 9V, 14,18C, 19F, eller 23F i form av en

Igsning produseres.

16. Fremgangsmaten ifslge krav 15, hvori pH-en i trinn (e) senkes til ca. 3,5.
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17. Fremgangsmaten ifslge krav 15 eller 16, hvori diafiltreringen av trinn (h)

omfatter en pH-justering til mellom ca. 5,5 og ca. 7,5.

18. Fremgangsmaten ifslge krav 15 eller 16, hvori diafiltreringen av trinn (h)

omfatter en pH-justering til mellom ca. 7,0 og ca. 7,5.

19. Fremgangsmaten ifslge krav 15 eller 16, hvori diafiltreringen i trinn (h)

omfatter en pH-justering til ca. 7,4.

20. Fremgangsmaten ifglge hvilke som helst av krav 15 til 19, hvori trinn (e)

fjerner minst 98 % protein fra det saltfrie retentatet i trinn (d).

21. Fremgangsmaten ifglge hvilke som helst av krav 15 til 20, hvori trinn (g)

fjerner minst 90 % av proteinet fra den klarede polysakkaridlgsningen i trinn (f).

22. Fremgangsmaten ifglge hvilke som helst av krav 15 til 21, hvori

aktivkarbonfilter i trinn (g) omfatter trebasert fosforsyre-aktivkarbon.

23. Fremgangsmaten ifglge hvilke som helst av krav 15 til 22, hvori det lytiske

middelet i trinn (b) er deoksycholatnatrium.

24. Fremgangsmaten ifglge hvilke som helst av krav 15 til 22, hvori det lytiske
middelet i trinn (b) er et ikke-avledet lytisk middel.

25. Fremgangsmaten ifglge krav 24, hvori det ikke-avledede lytiske middelet er
valgt fra gruppen bestdende av: dekansvovelsyre, tert-
oktylfenoksypoly(oksyetylen)etanoler, oktylfenoletylenoksidkondensater, N-
TIaurylsarkosinnatrium (NLS), lauryliminodipropionat, natriumdodekylsulfat,
chenodeoksycholat, hyodeoksycholat, glykodeoksycholat, taurodeoksycholat,

taurochenodeoksycholat, og cholat.

26. Fremgangsmaten ifglge krav 24, hvori det ikke-avledede lytiske middelet er

N-laurylsarkosinnatrium.

27. Fremgangsmaten ifglge krav 1, idet fremgangsmaten omfatter trinnene

med:
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(a) tilveiebringelse av et gjeeringsmedium omfattende bakterielle celler som
produserer Streptococcus pneumoniae-serotype 19A;

(b) lysering av de bakterielle cellene i trinn (a) med et lytisk middel, hvilket
produserer et cellelysat omfattende cellerester, lgselige proteiner, nukleinsyrer
og polysakkarider;

(c) klaring av cellelysatet i trinn (b) ved anvendelse av sentrifugering eller
filtrering for & fjerne cellerester, hvilket produserer et klaret cellelysat;

(d) ultrafiltering og diafiltering av det klarede cellelysatet i trinn (c) ved ca. 4 °C
ved en pH pa ca. 6 i natriumfosfatbuffer for a fijerne urenheter med lav
molekylvekt og gke polysakkaridkonsentrasjonen, hvilket produserer et retentat;
(e) senking av retentatets pH i trinn (d) til mindre enn 4,5 for a felle ut protein
og nukleinsyrer, hvilket danner en surgjort retentatlgsning;

(f) holding av den surgjorte retentatlgsningen dannet i trinn (e) i minst 2 timer
ved ca. 4 °C slik at presipitatet felles ut, etterfulgt av filtrering eller
sentrifugering av den surgjorte retentatigsningen, hvilket produserer en klaret
polysakkaridlgsning;

(g) justering av pH-en for den klarede polysakkaridlgsningen i trinn (f) til ca. 6,
hvilket produserer en pH-justert klaret polysakkaridlgsning;

(h) filtrering av den pH-justerte klarede polysakkaridlgsningen i trinn (g)
gjennom et aktivkarbonfilter;

(i) ultrafiltering og diafiltering av den filtrerte Igsningen produsert i trinn (h),
hvilket produserer en konsentrert renset polysakkaridlgsning; og

(j) filtrering av den konsentrerte rensede polysakkaridlgsningen produsert i trinn
(i) ved anvendelse av et sterilt filter; hvorved rensede kapsulare polysakkarider

omfattende serotype 19A i form av en Igsning produseres.

28. Fremgangsmaten ifglge krav 27, hvori pH-en i trinn (e) senkes til ca. 3.5.

29. Fremgangsmaten ifglge krav 27 eller 28, hvori diafiltreringen av trinn (i)

omfatter en pH-justering til mellom ca. 5,5 til ca. 7,5.

30. Fremgangsmaten ifglge krav 27 eller 28, hvori diafiltreringen av trinn (i)

omfatter en pH-justering til mellom ca. 7,0 til ca. 7,5.
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31. Fremgangsmaten ifglge krav 27 eller 28, hvori diafiltreringen i trinn (i)

omfatter en pH-justering til ca. 7,4.

32. Fremgangsmaten ifglge hvilke som helst av krav 27 til 31, hvori trinn (e)

fjerner minst 98% av proteinet fra retentatet i trinn (d).

33. Fremgangsmaten ifglge hvilke som helst av krav 27 til 32, hvori trinn (h)
fjerner minst 90 % av proteinet fra den pH-justerte klarede

polysakkaridlgsningen i trinn (g).

34. Fremgangsmaten ifglge hvilke som helst av krav 27 til 33, hvori

aktivkarbonfilteret i trinn (h) omfatter trebasert fosforsyre-aktivkarbon.

35. Fremgangsmaten ifglge hvilke som helst av krav 27 til 34, hvori

natriumfosfatbufferet av trinn (d) er 25 mM natriumfosfat.

36. Fremgangsmaten ifglge hvilke som helst av krav 27 til 35, hvori det lytiske

middelet i trinn (b) er deoksycholatnatrium.

37. Fremgangsmaten ifglge hvilke som helst av krav 27 til 35, hvori det lytiske
middelet i trinn (b) er et ikke-avledet lytisk middel.

38. Fremgangsmaten ifglge krav 37, hvori det ikke-avledede lytiske middelet er
valgt fra gruppen bestdende av: dekanesvovelsyre, tert-
oktylfenoksypoly(oksyetylen)etanoler, oktylfenoletylenoksidkondensater, N-
laurylsarkosinnatrium (NLS), lauryliminodipropionat, natriumdodekylsulfat,
chenodeoksycholat, hyodeoksycholat, glykodeoksycholat, taurodeoksycholat,

taurochenodeoksycholat og cholat.

39. Fremgangsmaten ifglge krav 37, hvori det ikke-avledede lytiske middelet er

N-lauryl sarcosine natrium.

40. Fremgangsmate for produksjon av en pneumokokkvaksine, hvilket omfatter
produksjon av rensede kapsulzere polysakkarider fra et Streptococcus
pneumoniae-cellelysat ved en fremgangsmate ifglge hvilke som helst av krav 1

til 39 og ved anvendelse av de rensede kapsulaere polysakkaridene i
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produksjonen av en pneumokokkvaksine.

41. Fremgangsmaten ifglge krav 40, hvori vaksinen er en pneumokokkvaksine

inneholdende polysakkarid konjugert med en proteinbaerer.



