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Patentkrav 

 

1. Rekombinant gram-negativ bakteriecelle som omfatter:  5 

a. et mutert Tsp-gen, hvori det muterte Tsp-genet koder for et Tsp-protein som har  

50 % eller mindre av proteaseaktiviteten til en ikke-mutert Tsp av villtype eller er et 

knockoutmutert Tsp-gen; 

hvori cellen er isogen til en E. coli-celle W3110, bortsett fra det muterte Tsp-genet og 

eventuelt en polynukleotidsekvens som koder for et protein av interesse. 10 

   

2. Celle ifølge krav 1, hvori det knockoutmuterte Tsp-genet omfatter en mutasjon til 

genstartkodonet og/eller ett eller flere stoppkodoner posisjonert nedstrøms for 

genstartkodonet og oppstrøms for genstoppkodonet. 

   15 

3. Celle ifølge kravene 1 eller 2, hvori cellen omfatter et knockoutmutert Tsp-gen.  

   

4. Celle ifølge et hvilket som helst av krav 1 til 3, hvori cellen er stamme MXE001 avsatt 

ved National Collection of Type Cultures, HPA, UK med aksesjonsnummer NCTC13444. 

   20 

5. Rekombinant gram-negativ bakteriecelle som omfatter:  

a. et mutert Tsp-gen, hvori det muterte Tsp-genet koder for et Tsp-protein som har  

50 % eller mindre av proteaseaktiviteten til en ikke-mutert Tsp av villtype eller er et 

knockoutmutert Tsp-gen; og 

b. et mutert DegP-gen som koder for et DegP-protein som har chaperonaktivitet, men 25 

ikke proteaseaktivitet, 

hvori cellen er isogen til en E. coli-celle W3110, bortsett fra de muterte Tsp- og DegP-

genene og eventuelt en polynukleotidsekvens som koder for et protein av interesse. 

   

6. Celle ifølge krav 5, hvori cellen er stamme MXE005 avsatt ved National Collection of 30 

Type Cultures, HPA, UK med aksesjonsnummer NCTC13448. 

   

7. Rekombinant gram-negativ bakteriecelle som omfatter:  

a. et mutert Tsp-gen, hvori det muterte Tsp-genet koder for et Tsp-protein som har  

50 % eller mindre av proteaseaktiviteten til en ikke-mutert Tsp av villtype eller er et 35 

knockoutmutert Tsp-gen; og 

b. et knockout-mutert ptr-gen,   
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hvori cellen er isogen til en E. coli-celle W3110, bortsett fra de muterte Tsp- og ptr-

genene og eventuelt en polynukleotidsekvens som koder for et protein av interesse. 

   

8. Celle ifølge krav 7, hvori cellen er stamme MXE004 avsatt ved National Collection of 

Type Cultures, HPA, UK aksesjonsnummer NCTC13447. 5 

   

9. Celle ifølge et hvilket som helst foregående krav, hvori det muterte DegP-genet, det 

muterte ptr-genet og/eller det muterte Tsp-genet muteres for å omfatte ett eller flere 

restriksjonsmarkørsteder. 

   10 

10. Celle ifølge krav 9, hvori det knockoutmuterte ptr-genet og/eller det 

knockoutmuterte Tsp-genet muteres for å omfatte et restriksjonsmarkørsted som 

omfatter et in-frame-stoppkodon. 

   

11. Celle ifølge krav 9, hvori restriksjonsmarkørstedet er et Ase I -restriksjonssted. 15 

   

12. Celle ifølge et hvilket som helst av krav 9 til 11, hvori det knockoutmuterte ptr-genet 

og/eller det knockoutmuterte Tsp-genet omfatter et restriksjonsmarkørsted opprettet av 

en missense-mutasjon til genstartkodonet og eventuelt en eller flere ytterligere 

punktmutasjoner. 20 

   

13. Celle ifølge krav 12, hvori restriksjonsmarkørstedet er et Eco I -markørsted. 

   

14. Celle ifølge et hvilket som helst av kravene 7 eller 9 til 13, hvori det 

knockoutmuterte ptr-genet omfatter SEQ ID NO:6. 25 

   

15. Celle ifølge et hvilket som helst av de foregående kravene, hvori det 

knockoutmuterte Tsp-genet omfatter SEQ ID NO:3. 

   

16. Celle ifølge et hvilket som helst av kravene 5, 6 eller 9 til 15, hvori det muterte 30 

DegP-genet omfatter mutasjonen S210A. 

   

17. Celle ifølge krav 16, hvori det muterte DegP-genet omfatter SEQ ID NO:9. 

   

18. Celle ifølge et hvilket som helst foregående krav, hvori cellen videre omfatter en 35 

polynukleotidsekvens som koder for et protein av interesse.       
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19. Celle ifølge krav 18, hvori polynukleotidsekvensen som koder for proteinet av 

interesse, er eksogen. 

   

20. Celle ifølge krav 19, hvori cellen omfatter en ekspresjonskassett eller en vektor som 

omfatter polynukleotidsekvensen som koder for proteinet av interesse. 5 

   

21. Celle ifølge et hvilket som helst av krav 18 til 20, hvori proteinet av interesse er et 

antistoff eller et antigenbindende fragment derav.  

   

22. Celle ifølge krav 21, hvori antistoffet eller det antigenbindende fragmentet derav er 10 

spesifikt for TNF. 

   

23. Fremgangsmåte for fremstilling av et rekombinant protein av interesse som omfatter 

å uttrykke det rekombinante proteinet av interesse i en rekombinant gram-negativ 

bakteriecelle som definert i et hvilket som helst av krav 1 til 22.   15 
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