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Patentkrav

1. Rekombinant gram-negativ bakteriecelle som omfatter:

a. et mutant spr-gen som koder for et spr-protein som har en mutasjon i en eller flere
aminosyrer valgt fra D133, H145, H157, N31, R62, 170, Q73, C94, S95, V98, Q99, R100,
L108, Y115, V135, L136, G140, R144 og G147, og

b. en ekspresjonsvektor som omfatter et gen som uttrykker eller overuttrykker ett eller
flere proteiner som er i stand til & tilrettelegge for proteinfolding valgt fra FkpA, Skp eller
en kombinasjon av FkpA og Skp,

hvori cellen har redusert Tsp-proteinaktivitet sammenlignet med en villtypecelle og hvori
cellen ikke omfatter et rekombinant polynukleotid som koder for DsbC og hvori
bakteriecellen er isogen med en villtype E. coli-celle, bortsett fra det muterte spr-genet
og modifikasjonen som kreves for @ redusere Tsp-proteinaktivitet sammenlignet med en

villtypecelle.

2. Celle ifglge krav 1, hvori det mutante spr-genet koder for et spr-protein som har en
eller flere mutasjoner valgt fra D133A, H145A, H157A, N31Y, R62C, I70T, Q73R, C94A,
S95F, V98E, Q99P, R100G, L108S, Y115F, V135D, V135G, L136P, G140C, R144C og
G147cC.

3. Celle ifglge krav 1, hvori det mutante spr-genet koder for et spr-protein som har

mutasjonene C94 og H145A.

4. Celle ifglge krav 1, hvori det mutante spr-genet koder for et spr-protein som har en
mutasjon valgt fra D133A, H145A og H157A.

5. Celle ifglge krav 1, hvori det mutante spr-genet koder for et spr-protein som har en

mutasjon valgt fra C94A.

6. Celle ifglge et hvilket som helst foregdende krav, hvori det mutante spr-genet er

integrert i genomet av cellen.

7. Celle ifglge et hvilket som helst foregdende krav, hvori et gen som koder for et protein

som er i stand til & lette proteinfolding transientvis transfekteres inn i cellen.

8. Celle ifglge et hvilket som helst foregdende krav, hvori proteinet som er i stand til &

lette proteinfolding er FkpA.
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9. Celle ifglge et hvilket som helst foregaende krav, hvori cellen videre omfatter ett eller
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 knockoutmutert 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.

10. Celle ifglge et hvilket som helst foregdende krav, hvori cellen omfatter et mutert Tsp-
gen som koder for et Tsp-protein som har redusert proteaseaktivitet eller er et

knockoutmutert Tsp-gen.

11. Celle ifglge et hvilket som helst foregdende krav, hvori cellen har et knockoutmutert
Tsp-gen som omfatter en mutasjon til genstartkodonet og/eller ett eller flere
stoppkodoner posisjonert nedstrgms for genstartkodonet og oppstrems for
genstoppkodonet.

12. Celle ifglge krav 11, hvori det knockoutmuterte Tsp-genet omfatter et
restriksjonsmarkgrsted opprettet av en missense-mutasjon til genstartkodonet og
eventuelt en eller flere ytterligere punktmutasjoner.

13. Celle ifglge krav 12, hvori det knockoutmuterte Tsp-genet omfatter SEQ ID NO:3.
14. Celle ifglge ett foregdende krav, hvori cellen er E. coli.

15. Celle ifglge krav 14, hvori E. colien er stamme K12 eller W3110.

16. Celle ifglge et hvilket som helst foregdende krav, hvori cellen videre omfatter en
polynukleotidsekvens som koder for et protein av interesse valgt fra et antistoff eller et

antigenbindende fragment derav.

17. Celle ifglge krav 16, hvori antistoffet eller det antigenbindende fragmentet derav er
spesifikt for FcRn.

18. Fremgangsmate for fremstilling av et protein av interesse som omfatter 8 dyrke en
rekombinant gramnegativ bakteriecelle som definert i et hvilket som helst av kravene 1

til 17 i et kulturmedium under forhold som er effektive for @ uttrykke det rekombinante
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proteinet av interesse og utvinne det rekombinante proteinet av interesse fra
periplasmaet til den rekombinante gram-negative bakteriecellen og/eller

dyrkningsmediet.

19. Fremgangsmate ifglge krav 18, hvori fremgangsmaten videre omfatter gjenvinning

av proteinet av interesse fra cellen.

20. Fremgangsmate ifglge krav 19, hvori proteinet av interesse gjenvinnes fra

periplasmaet og/eller supernatanten.
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