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Patentkrav

1. En forbedret fremgangsmate for produksjon av CRMi97 med hgyt utbytte ved bruk av
konstruert Corynebacterium diphtheriae stamme som har gkt kopiantall av CRM197 gen,
hvori fremgangsmaten omfatter dyrking av stammen i et ikke-utsatt
fermenteringsmedium som omfatter mer enn 10 aminosyrer andre enn tyrosin og
asparagin og er fri for animalske komponenter, hvori ingen maltose brukes som en
karbonkilde.

2. Fremgangsmaten ifglge krav 1, hvori fremgangsmaten omfatter 8 supplere mediet
med naeringsstoffer.

3. Fremgangsmaten ifslge krav 2, hvori tilskuddet med naeringsstoffer er basert pa
metabolsk fluksmodell.

4. Fremgangsmaten ifglge krav 1, hvori aminosyrene er valgt fra alanin, arginin,
asparaginsyre, cystein, glutaminsyre, glutamin, glysin, histidin, isoleucin, leucin, lysin,
metionin, fenylalanin, prolin, serin, treonin, Tryptofan, Valin og dets salter.

5. Fremgangsmate ifglge krav 4, hvori hver aminosyre anvendes i en mengde p& 0,05 til
2 g/l.

6. Fremgangsmaten ifglge krav 1, hvori fermenteringsmediet inneholder en kombinasjon
av fenylalanin, arginin og andre aminosyrer hvor mengden fenylalanin og arginin er
mindre enn 1 g/I.

7. Fremgangsmaten ifslge krav 2, hvori naeringsstoffene er valgt fra vitaminer slik som
nikotinsyre, tiamin, pantotensyre, biotin, riboflavin, folsyre; pimelinsyre; fosfat, en
nitrogenkilde og spormetaller.

8. Fremgangsmaten ifglge hvilket som helst av de foregdende kravene, hvori
fermenteringsmediet er fullstendig fritt for animalske komponenter.

9. Fremgangsmaten ifglge hvilket som helst av de foregdende kravene, hvori
fermenteringsmediet omfatter basisfermenteringsmedier omfattende gjeerekstrakt,
veg.pepton, kaliumdihydrogenfosfat (KH2POa4), Tryptofan, Glukose, YC Sporsaltlgsning.

10. Fremgangsmaten ifglge hvilket som helst av de foregdende kravene, hvori
fremgangsmaten omfatter a8 supplere mediet med glukose under hele
fermenteringsprosessen.

11. En forbedret fremgangsmate for produksjon av CRM1s7 hvori fremgangsmaten
omfatter:

i) & dyrke den konstruerte Corynebacterium diphtheriae stammen som har gkt
kopiantall av CRM1g7 gen i et ikke-utsatt fermenteringsmedium som er fritt for
animalske komponenter og omfatter basismedier og mer enn 10 aminosyrer valgt
fra alanin, arginin, asparaginsyre, cystein, glutaminsyre, glutamin, glysin, histidin,
isoleucin, leucin, lysin, metionin, fenylalanin, prolin, serin, treonin, tryptofan, valin
og dets salter og

ii) @ supplere mediet med glukose og naeringsstoffer basert pa metabolsk
fluksmodell, der ingen maltose brukes som karbonkilde.

12. En forbedret fremgangsmate for produksjon av CRMig7, hvilken fremgangsmate
omfatter dyrking av den konstruerte Corynebacterium diphtheriae stamme som har gkt
kopiantall av CRM197 genet i et ikke-utsatt fermenteringsmedium som er fritt for
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animalske komponenter og omfatter mer enn 10 andre aminosyrer enn tyrosin og
asparagin og supplerer mediet med naeringsstoffer basert p& metabolsk fluksmodell, der
hver aminosyre brukes i en mengde pa 0,05 til 2 g/I, hvori ingen maltose brukes som
karbonkilde.

13. Fremgangsmaten ifglge hvilket som helst av de foregdende kravene, hvori
fermenteringen utfgres ved en temperatur mellom 30 og 40 °C og ved en pH i omradet
7,0 til 8,0. fortrinnsvis 7,4 til 7,6

14. Fremgangsmaten ifglge hvilket som helst av de foregdende kravene, hvori utbyttet
av CRM1s7 oppnadd er mer enn 150 mg/L, 200 mg/L, 300 mg/L, 500 mg/L.

15. En fremgangsmate for fremstilling av konjugatvaksine som omfatter konjugering av
polysakkarider fra Salmonella typhi, Streptococcus pneumoniae, Haemophilus
influenzae med CRM197. fremstilt ifglge hvilket som helst av de foregaende kravene.
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