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Patentkrav

1. En rekombinant gram-negativ bakteriecelle som omfatter et mutert spr-gen som
koder for et spr protein UniprotKB/Swiss-Prot POAFV4, som har en mutasjon ved en
eller flere aminosyrer valgt fra N31Y, R62C, 70T, Q73R, C94A, S95F, VISE, Q99P,
R100G, L108S, Y115F, D133A, V135D, V135G, L136P, G140C, R144C, H145A,
G147C og HI57A, og hvor cellen har redusert Tsp, Tail-spesifikk protease, protein-
aktivitet sammenlignet med en vill-type celle.

2. Celle ifelge krav 1, hvor det muterte spr-genet koder for et spr- protein som har
mutasjonene S95F og Y115F.

3. Celle ifolge krav 1 eller 2, hvor cellen videre omfatter ett eller flere av de felgende
muterte gener:

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

b) et mutert ptr-gen, hvor det muterte ptr-genet koder for et protease IlI-protein
med redusert proteaseaktivitet eller et knockout-mutert ptr-gen; og

¢) et mutert OmpT-gen, hvor det muterte OmpT-genet koder for et OmpT-protein
som har redusert proteaseaktivitet eller er et knockout-mutert OmpT-gen.

4. Celle ifolge krav 1, 2 eller 3, hvor cellen omfatter en mutert Tsp, Tail-spesifikk
protease, gen som koder for et Tsp-protein som har redusert proteaseaktivitet eller er et
knockout-mutert Tsp-gen.

5. Celle ifolge krav 4, hvor cellens genom er isogen til en vill-type bakteriecelle med
unntak av det muterte spr-genet og det muterte Tsp-genet.

6. Celle ifolge hvilket som helst av kravene 1 til 5, hvor cellen har et knockout-mutert
Tsp-gen som omfatter en mutasjon i1 gen-startkodonet og/eller ett eller flere
stoppkodoner plassert nedstrems for gen-startkodonet og oppstrems for gen-
stoppkodonet.

7. Celle ifolge krav 6, hvor det knockout-muterte Tsp-genet omfatter et restriksjons-
marker-omréde dannet av en mis-sense-mutasjon i gen-startkodonet og eventuelt én
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eller flere ytterligere punktmutasjoner.
8. Celle ifolge krav 7, hvor det knockout-muterte Tsp-genet omfatter SEQ ID NO: 3.
9. Celle ifolge hvilket som helst av kravene 1 til 8, hvor cellen er E. coli.

10. Celle ifolge hvilket som helst av de foregdende krav, hvor cellen omfatter en
polynukleotid-sekvens som koder for et protein av interesse.

11. Celle ifolge krav 10, hvor proteinet av interesse er et antistoff eller et
antigenbindende fragment derav.

12. Celle ifolge krav 11, hvor antistoffet eller det antigenbindende fragment derav er
spesifikt for TNF.

13. Fremgangsmate for fremstilling av et protein av interesse omfattende dyrking av
en rekombinant gram-negative bakteriecelle som definert i et hvilket som helst av
kravene 1 til 12, 1 et dyrkningsmedium under betingelser som er effektive for &
uttrykke det rekombinante protein av interesse og a utvinne det rekombinante protein
av interesse fra periplasma av den rekombinante gram-negative bakteriecellen og/eller
dyrkningsmediet.

14. Fremgangsmate ifolge krav 13, hvor fremgangsméten videre omfatter gjenvinning
av proteinet av interesse fra cellen.

15. Fremgangsmate ifolge krav 14, hvor proteinet av interesse blir gjenvunnet fra
periplasma og/eller supernatanten.



