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Patentkrav

1. Fremgangsmate for fremstilling av et heterologt polypeptid i en rekombinant
bakteriell vertscelle,

hvori en rekombinant bakteriell vertscelle blir anvendt, hvis katabolisme av
karbonkilder er under kontroll av karbonkatabolitt represjon og
fosfoenolpyruvat: karbohydrat-fosfotransferasesystem, og som er genetisk
endret slik at det er ute av stand til & deaktivere det transkripsjonelle
regulatorproteinet som er spesifikt for en promotor som er induserbar ved en
sekundaert karbonkilde i fraveer av den induserende sekundaere karbonkilden, og
som omfatter en vektor med en heterolog nukleinsyresekvens som koder et
polypeptid som er operativt bundet til en promotor, som er induserbar ved den
sekundare karbonkilden og blir regulert av det transkripsjonelle
regulatorproteinet,

der fremgangsmaten omfatter trinnene 3 dyrke den bakterielle vertscellen i et
cellekulturmedium, som ikke inkluderer den induserende sekundeaere
karbonkilden, men en primaer karbonkilde, indusere ekspresjonen av
polypeptidet ved den primaere karbonkilden pa et tidspunkt nar konsentrasjonen
av den primaere karbonkilden minker under et niva som er ngdvendig for
karbonkatabolitt represjon,

hvori den primaere karbonkilden tilsettes i kulturen i en mengde som er
tilstrekkelig til & opprettholde en forhandsbestemt vekstrate for den bakterielle
vertscellen uten induksjon av karbonkatabolitt represjon,

og utvinning av polypeptidet fra cellene eller fra cellekulturen.

2. Fremgangsmate ifglge krav 1,
hvori en bakteriell vertscelle anvendes der, ved genetisk endring, deaktivering
av det transkripsjonelle regulatorproteinet ved fosforylering ved enzym EII, som

er spesifikt for det transkripsjonelle regulatorproteinet, forhindres.

3. Fremgangsmate ifglge krav 2,

hvori i) i den bakterielle vertscellens genom, slettes genet som koder for
fosforylgruppen som overfgrer enzym EII som er spesifikt for det
transkripsjonelle regulatorproteinet, eller

hvori ii) i den bakterielle vertscellens genom, endres genet som koder for det
transkripsjonelle regulatorproteinet genetisk, slik at det transkripsjonelle

regulatorproteinet som uttrykkes av genet er ute av stand til 8 binde en
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fosforylgruppe som er overfgrt fra enzym EII.

4. Fremgangsmate ifglge krav 3,

hvori i tilfelle i) inn i vektoren integreres genet som koder for det
transkripsjonelle regulatorproteinet som kontrollerer vektorens promotor; eller
hvori i tilfelle ii) inn i vektoren integreres det genetisk manipulerte genet for den
bakterielle vertscellen som koder for det transkripsjonelle regulatorproteinet som
er ute av stand til & binde en fosforylgruppe som er overfgrt fra det tilsvarende

enzym EI.

5. Fremgangsmate ifglge hvilke som helst av kravene 1 til 4,

hvori den bakterielle vertscellen er valgt fra Bacilli, Chlostridia og Escherichia.

6. Fremgangsmate ifglge hvilke som helst av kravene 1 og 5,

hvori kulturmediet omfatter casaminosyrer.

7. Fremgangsmate ifglge hvilke som helst av kravene 1 til 6,
hvori den karbonkildeinduserbare promotoren er en promotor av

mannoseoperonet, og hvori den induserende karbonkilden er mannose.

8. Fremgangsmate ifglge krav 7,

hvori promotoren er Pyanp- €ller Phanr-promotoren av mannoseoperonet.

9. Fremgangsmate ifglge krav 8,

hvori i) i den bakterielle vertscellens genom, slettes genet som koder for manP,
eller

hvori ii) i den bakterielle vertscellens genom, endres genet som koder for det
transkripsjonelle regulatorproteinet ManR genetisk, slik at det transkripsjonelle
regulatorproteinet som uttrykkes av genet er ute av stand til & binde en

fosforylgruppe som er overfgrt fra det spesifikke enzym EII.

10. Rekombinant bakteriell vertscelle hvis katabolisme av karbonkilder er under
kontroll av karbonkatabolitt represjon og fosfoenolpyruvat: karbohydrat-
fosfotransferasesystem, og som er genetisk endret slik at det er ute av stand til
& deaktivere det transkripsjonelle regulatorproteinet som er spesifikt for en
promotor som er induserbar ved en sekundaert karbonkilde i fraveer av den

induserende sekundaere karbonkilden ved sletting av, i den bakterielle
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vertscellens genom, genet som koder for en fosforylgruppe som overfgrer enzym
EII som er spesifikt for det transkripsjonelle regulatorproteinet, og som omfatter
en vektor med en heterolog nukleinsyresekvens som koder et polypeptid som er
operativt bundet til en promotor, som reguleres av det transkripsjonelle
regulatorproteinet som den bakterielle vertscellen er genetisk endret for & vaere
ute av stand til deaktivering, og hvori inn i vektoren integreres genet som koder

for det spesifikke transkripsjonelle regulatorproteinet.

11. Rekombinant bakteriell vertscelle hvis katabolisme av karbonkilder er under
kontroll av karbonkatabolitt represjon og fosfoenolpyruvat: karbohydrat-
fosfotransferasesystem, og som er genetisk endret slik at det er ute av stand til
& deaktivere det transkripsjonelle regulatorproteinet som er spesifikt for en
promotor som er induserbar ved en sekundaert karbonkilde i fraveer av den
induserende sekundzere karbonkilden ved genetisk endring av, i den bakterielle
vertscellens genom, genet som koder for det transkripsjonelle
regulatorproteinet, slik at det transkripsjonelle regulatorproteinet som uttrykkes
av genet er ute av stand til 8 binde en fosforylgruppe som er overfgrt av enzym
EII som er spesifikt for det transkripsjonelle regulatorproteinet, og som omfatter
en vektor med en heterolog nukleinsyresekvens som koder et polypeptid som er
operativt bundet til en promotor som reguleres av det transkripsjonelle
regulatorproteinet som den bakterielle vertscellen er genetisk endret for for &
vaere ute av stand til deaktivering, og hvori inn i vektoren er ytterligere integrert
det manipulerte genet som koder for det transkripsjonelle regulatorproteinet
som er ute av stand til & binde en fosforylgruppe som er overfgrt av det

tilsvarende enzym EII.



