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Patentkrav

1. Fremgangsmate for & fremstille et rekombinant protein av interesse som omfatter &
dyrke en rekombinant gramnegativ bakteriecelle i et kulturmedium under forhold som er
effektive for & uttrykke det rekombinante proteinet av interesse og utvinne det
rekombinante proteinet av interesse fra periplasmaet til den rekombinante gram-
negative bakteriecellen og/eller dyrkningsmediet, karakterisert ved at den
rekombinante gramnegative bakteriecellen omfatter

(a) et mutert spr-gen som koder for et mutert spr-protein som er i stand til 3
undertrykke fenotypen til en celle omfattende et mutert Tsp-gen, hvori det muterte
spr-genet koder for et spr-protein som har en mutasjon ved aminosyre H145 i henhold til
aminosyresekvensen til SEQ ID NO: 21, og

(b) et ikke-rekombinant kromosomalt Tsp-gen av villtypen,

hvori cellen er isogen til en E. coli-celle av villtypen bortsett fra det muterte spr-genet.

2. Fremgangsmaten ifglge krav 1, hvori det muterte spr-genet koder for et spr-protein

som har mutasjonen H145A, i samsvar med aminosyresekvensen ifglge SEQ ID NO: 21.

3. Fremgangsmaten ifglge et hvilket som helst av kravene 1 eller 2, hvori cellen videre

omfatter et rekombinant polynukleotid som koder for DsbC.

4. Fremgangsmaten ifglge et hvilket som helst av kravene 1 til 3, hvori cellen videre
omfatter ett av flere av de fglgende muterte genene:

a) et mutert DegP-gen som koder for et DegP-protein som har chaperonaktivitet og
redusert proteaseaktivitet;

b) et mutert ptr-gen, hvori det muterte ptr-genet koder for et Protease-III-protein som
har redusert proteaseaktivitet eller er et knockout-mutert ptr-gen; og

c. et mutert OmpT-gen, hvori det muterte OmpT-genet koder for et OmpT-protein som

har redusert proteaseaktivitet eller er et knockoutmutert OmpT-gen.

5. Fremgangsmaten ifglge et hvilket som helst av kravene 1 til 4, hvori cellen omfatter
en vektor omfattende det rekombinante polynukleotidet som koder for DsbC og

polynukleotidsekvensen som koder for et protein av interesse.

6. Fremgangsmaten ifglge krav 5, hvori vektoren omfatter en promotor som kontrollerer
ekspresjonen av det rekombinante polynukleotidet som koder for DsbC og

polynukleotidsekvensen som koder for et protein av interesse.
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7. Fremgangsmaten ifslge krav 5 eller 6, hvori proteinet av interesse er et antistoff eller

et antigenbindende fragment derav.

8. Fremgangsmaten ifglge krav 7, hvori antistoffet eller antigenbindingsfragmentet derav
er spesifikt for TNF.

9. Fremgangsmate ifglge et hvilket som helst av kravene 1 til 8, hvori det rekombinante

proteinet av interesse utvinnes fra periplasmaet og/eller supernatanten.

10. Fremgangsmaten ifglge krav 9, som omfatter det ytterligere nedstrgms

prosesseringstrinnet for PEGylering av proteinet av interesse.

11. Fremgangsmaten ifglge et hvilket som helst foregdende krav, hvori E. coli-cellen er
W3110.

12. Rekombinant gram-negativ bakteriecelle som omfatter:

(@) et mutert spr-gen som koder for et mutert spr-protein som er i stand til 3
undertrykke fenotypen til en celle omfattende et mutert Tsp-gen, hvori det muterte spr-
genet koder for et spr-protein som har en mutasjon ved aminosyre H145 i henhold til
aminosyresekvensen til SEQ ID NO: 21, og

(b) et ikke-rekombinant kromosomalt Tsp-gen av villtypen,

hvori cellen er isogen til en E. coli-celle av villtypen bortsett fra det muterte spr-genet.

13. Rekombinant E. coli W3110-celle omfattende:

(a) et mutert spr-gen som koder for et mutert spr-protein som er i stand til &
undertrykke fenotypen til en celle omfattende et mutert Tsp-gen, hvori det muterte spr-
genet koder for et spr-protein som har en mutasjon ved aminosyre H145 i henhold til
aminosyresekvensen til SEQ ID NO: 21, og

(b) et ikke-rekombinant kromosomalt Tsp-gen av villtypen,
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