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PATENTKRAV

1. E. coli-stamme, hvori:

1) stammen mangler aktiviteten til en tioredoksinreduktase som folge av genetisk
modifikasjon av #rxB;

i1) stammen mangler aktiviteten til et tioredoksin 1 som felge av genetisk modifikasjon
av trxA;

111) stammen mangler aktiviteten til en glutationreduktase som folge av genetisk
modifikasjon av gor;

iv) stammen uttrykker et mutert AhpC-protein, hvori det muterte AhpC-proteinet har
glutationreduktaseaktivitet, men mangler peroksyreduktaseaktivitet; og

v) stammen uttrykker en cytosolisk prokaryotisk disulfidisomerase.

2. E. coli-stammen ifolge krav 1, hvori

a) stammen videre omfatter et gen som koder for et protein av interesse,

b) den cytosoliske disulfidisomerasen er DsbC,

¢) E. coli uttrykker videre en rekombinant prolylisomerase og/eller en deaggregase,

d) ekspresjonen av det muterte AhpC-proteinet kontrolleres av en PcO-promotor,

e) ekspresjonen av den cytosoliske prokaryote disulfidisomerasen kontrolleres av en
MTL-promotor, eller

f) E. coli-stammen er en K-12-stamme.

3. E. coli-stammen ifelge krav 2 a), hvori proteinet av interesse er valgt fra gruppen som

bestdr av: et antistoff, et fragment derav eller en antistofflettkjede fra et IgG.

4. E. coli-stammen ifelge krav 2 a), hvori genet som koder for proteinet av interesse er

operativt koblet til en induserbar promotor,
5. E. coli-stammen ifelge krav 4, hvori den induserbare promotoren er en T7-promotor.
6. E. coli-stammen ifolge krav 2 ¢), hvori

prolylisomerasen er valgt fra gruppen som bestér av syklofilin, FKBP-er, parvulin, SlyD,

Tig, yCpr6; og
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deaggregasen er valgt fra gruppen som bestir av Skp, GroEL, GroES, DnaK, DnalJ og
GrpE.

7. Fremgangsmate for & uttrykke loselige, rekombinante proteiner av interesse i E. coli-
bakteriestammer omfattende trinnet:

a4 dyrke en E. coli-bakteriestamme omfattende et oksiderende cytosol og en
ekspresjonskassett for & uttrykke et protein av interesse under forhold som tillater ekspresjon av
proteinet av interesse som et lgselig protein, hvori stammen:

1) mangler tioredoksinreduktaseaktivitet som folge av genetisk modifikasjon av trxB;

i1) mangler tioredoksin-1-aktivitet som folge av genetisk modifikasjon av trxA4;

111) mangler aktiviteten til en glutationreduktase som folge av genetisk modifikasjon av
gor;

iv) uttrykker et ahpC-gen som er blitt mutert slik at et enzym uttrykt fra ahpC-genet har
glutationreduktaseaktivitet, men mangler peroksyreduktaseaktivitet; og

v) uttrykker et gen som koder for en cytosolisk prokaryotisk disulfidisomerase.

8. Fremgangsmaten ifelge krav 7, hvori

a) E. coli-stammen inneholder en nullmutasjon 1 trxC, trx B eller trxA,

b) proteinet av interesse er valgt fra gruppen som bestar av: et IgG, en lettkjede fra et IgG
eller en tungkjede fra et IgG,

¢) cytosolisk disulfidisomerase er DsbC eller gjarproteindisulfidisomerase (yPDI),

d) E. coli-stammen uttrykker videre en rekombinant prolylisomerase og/eller en
rekombinant deaggregase,

e) genet som koder for proteinet av interesse er operativt koblet til en induserbar
promotor, fortrinnsvis en T7-promotor,

f) E. coli-stammen uttrykker et GshA-protein kodet av gshA-genet, eller

g) E. coli-stammen uttrykker videre en T7-polymerase.

9. Fremgangsmaten ifelge krav 8 d), hvori

den rekombinante prolylisomerasen er valgt fra gruppen som bestar av syklofilin, FKBP-
er, parvulin, SlyD, Tig og yCpr6; og

deaggregasen er valgt fra gruppen som bestar av Skp, GroEL, GroES, DnaK, DnaJ og
GrpE.
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10.  Fremgangsmaten ifolge krav 8 b), hvori lettkjeden til antistoffet er en lettkjede av et anti-

HER2-antistoff.

11.  Fremgangsmaten ifolge krav 8 f), hvori gshA-genet settes inn i lokuset til 77xB.

12.  Fremgangsmaten ifelge krav 8 g), hvori T7-polymerasen er under kontroll av en

induserbar promotor.

13.  Fremgangsmaten ifolge krav 11, hvori den induserbare promotoren er en Pampap, lac,

lacUV5 phoA, tetA, xylAB, tac eller rhamnosepromotor.

14.  Sett omfattende E. coli ifelge et hvilket som helst av kravene 1-6, hvori settet videre

omfatter et vekstmedium.

15. Settet ifolge krav 14, hvori settet videre omfatter et plasmid som koder for et protein av

interesse.
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