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Patentkrav 5 

1. Rekombinant gram-negativ bakteriecelle, omfattende:

a) en ekspresjonsvektor omfattende et rekombinant polynukleotid som koder

DsbC; og 

b) ett eller flere polynukleotider som koder et antistoff eller et antigen-bindende10 

fragment derav som spesifikt binder til CD154; 

c) et mutert Tsp-gen som koder et Tsp-protein som har 50% eller mindre av

proteaseaktiviteten til et villtype umutert Tsp-protein som vist i SEKV. ID NR.: 26; og 

d) et mutert spr-gen som koder et spr-protein hvis villtype-sekvens er vist i

SEKV. ID NR.: 24, omfattende en mutasjon som påvirker aminosyren C94; og 15 

hvor den gram-negative bakteriecellen er valgt fra E. coli-stammene K12 og 

W3110, og hvor bakteriecellen er isogen til nevnte stammer bortsett fra det 

rekombinante polynukleotidet som koder DsbC, det ene eller de flere polynukleotidene 

som koder et antistoff eller et antigen-bindende fragment derav som spesifikt binder til 

CD154, og det muterte Tsp-genet og det muterte spr-genet. 20 

2. Gram-negativ bakteriecelle ifølge krav 1, hvor DsbC omfatter et histidin-merke

ved N-terminus eller C-terminus. 

3. Gram-negativ bakteriecelle ifølge krav 1 eller 2, hvor ekspresjonsvektoren25 

omfatter et polynukleotid som har sekvensen gitt i SEKV. ID NR.:45 eller SEKV. ID 

NR.:51. 

4. Gram-negativ bakteriecelle ifølge et hvilket som helst av kravene 1 til 3, hvor

antistoffet eller det antigen-bindende fragmentet derav omfatter en variabelt 30 

tungkjededomene omfattende tre CDR'er som har sekvensen gitt i SEKV. ID NR.: 1 

for CDRH1, SEKV. ID NR.: 2, for CDRH2 og SEKV. ID NR.: 3 for CDRH3, og et 
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variabelt lettkjededomene omfattende tre CDR'er som har sekvensen gitt i SEKV. ID 

NR.: 4 for CDRL1, SEKV. ID NR.: 5 for CDRL2 og SEKV. ID NR.: 6 for CDRL3. 

5. Gram-negativ bakteriecelle ifølge krav 4, hvor det ene eller de flere

polynukleotidene koder et antistoff omfattende den variable lettkjedeområde-5 

sekvensen gitt i SEKV. ID NR.:8 og det variable tungkjedeområdet gitt i SEKV. ID 

NR.:10. 

6. Gram-negativ bakteriecelle ifølge ethvert av kravene 1 til 5, hvor antistoffet er

et Fab- eller Fab'-fragment. 10 

7. Gram-negativ bakteriecelle ifølge krav 6, hvor Fab- eller Fab'-fragmentet

omfatter en lett kjede som har sekvensen gitt i SEKV. ID NR.:12 og en tung kjede som 

har sekvensen gitt i SEKV. ID NR.:14 eller 16. 

15 

8. Gram-negativ bakteriecelle ifølge et hvilket som helst av kravene 1 til 7, hvor

den gram-negative bakteriecellen omfatter en første ekspresjonsvektor omfattende et 

rekombinant polynukleotid som koder DsbC, og en andre ekspresjonsvektor 

omfattende ett eller flere polynukleotider som koder et antistoff eller et antigen-

bindende fragment derav som spesifikt binder til CD154. 20 

9. Gram-negativ bakteriecelle ifølge et hvilket som helst av kravene 1 til 7, hvor

ekspresjonsvektoren omfattende et rekombinant polynukleotid som koder DsbC i 

tillegg omfatter ett eller flere polynukleotider som koder et antistoff eller et antigen-

bindende fragment derav som spesifikt binder til CD154. 25 

10. Gram-negativ bakteriecelle ifølge ethvert foregående krav, hvor mutasjonen i

spr-genet som koder et spr-protein resulterer i en endring av aminosyren cystein til 

alanin i posisjon 94 (C94A). 

30 
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11.  Gram-negativ bakteriecelle ifølge ethvert av kravene 1 til 10, som omfatter en 

ekspresjonsvektor omfattende et rekombinant polynukleotid som koder DsbC og en 

dicistronisk melding for å frembringe et antistoff eller antigen-bindende fragment 

derav som spesifikt binder til CD154, hvor oppstrøms-cistronet inneholder DNA som 

koder for antistoffets lette kjede og nedstrøms-cistronet inneholder DNA som koder 5 

for den tilsvarende tunge kjeden, karakterisert ved at den dicistroniske meldingen 

omfatter en sekvens valgt fra IGS1 (SEKV. ID NR.: 33), IGS2 (SEKV. ID NR.: 34), 

IGS3 (SEKV. ID NR.: 35) og IGS4 (SEKV. ID NR.: 36). 

  

12.  Fremgangsmåte for fremstilling av et antistoff eller et antigen-bindende 10 

fragment derav som spesifikt binder til CD154, omfattende å:  

 a) dyrke en rekombinant gram-negativ bakteriecelle ifølge ethvert av kravene 1 

til 11 i et dyrkingsmedium under betingelser i stand til å uttrykke antistoffet eller det 

antigen-bindende fragmentet derav som spesifikt binder til CD154 og det 

rekombinante polynukleotidet som koder DsbC; og 15 

 b) utvinne antistoffet eller et antigen-bindende fragment derav som spesifikt 

binder til CD154 fra periplasmaet til den rekombinante gram-negative bakteriecellen 

og/eller dyrkingsmediet. 

  

13.  Fremgangsmåte ifølge kravene 12, hvor fremgangsmåten videre omfatter et 20 

trinn med å tilknytte et effektormolekyl til en aminosyre ved eller mot C-

terminalenden av den tunge kjeden og/eller den lette kjeden til antistoffet. 

  

14.  Fremgangsmåte ifølge krav 13, hvor effektormolekylet omfatter 

poly(etylenglykol) eller metoksypoly(etylenglykol). 25 

  

15.  Fremgangsmåte ifølge krav 14, hvor fremgangsmåten omfatter å tilknytte en 

lysyl-maleimid-gruppe til én av cysteinrestene ved C-terminalenden av den tunge 

kjeden, hvor hver aminogruppe i lysylresten har kovalent bundet til seg en 

metoksypoly(etylenglykol)rest med en molekylvekt på omtrent 20.000 Da. 30 
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