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OZET

PROTEIN EKSPRESYONU iCIN
REKOMBINANT BAKTERIYEL KONAKCI HUCRE

Bu bulus asafidakileri i¢eren bir rekombinant gram negatif bakteri hiicresine iliskindir:
a.) D133, H145, H157, N31, R62, 170, Q73, C94, 8§95, V98, 99, R100, L108, Y115, VI35,
L136, G140, R144 ve (G147 arasindan se¢ilen bir veya daha fazla amino asitte bir mutasyona
sahip bir spr proteinini kodlayan bir mutant spr geni ve b.) FkpA, Skp, SurA, PPiA ve PPiD
gibi, protein katlanmasini kolaylastirabilen bir veya daha fazla proteini eksprese veya asiri
eksprese edebilen bir gen, burada hiicrenin Tsp protein aktivitesi bir yabani tip hiicreye gore
azalmistir; hiicreleri kullanma usulleri, hiicrelerin proteinlerin, ézellikle anti-FcRn antikorlar1
gibi antikorlarm ekspresyonunda kullanimi ve burada agiklanan usullerle yapilan proteinler de

agiklanmaktadir.
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ISTEMLER
1. Asagidakileri igeren bir rekombinant gram negatif bakteri hiicresi:

a. D133, H145, H157, N31, R62, 170, Q73, C94, S95, V9§, Q99, R100, L108, Y115,
V135, L136, G140, R144 ve G147 arasindan segilen bir veya daha fazla amino asitte bir

mutasyona sahip bir spr proteinini kodlayan bir mutant spr geni ve

b. FkpA, Skp veya bir FkpA ve Skp kombinasyonu arasindan segilen, protein katlanmasini
kolaylastirabilen bir veya daha fazla proteini eksprese eden veya asin eksprese eden bir gen

ihtiva eden bir ekspresyon vektdrd,

burada hiicrenin Tsp protein aktivitesi yabani tip bir hiicreye gore azalmmstir ve burada hiicre
DsbC’yi kedlayan bir rekombinant poliniikleotit icermez ve burada bakteri hiicresi
mutasyondan gegmis spr geni ve yabani tip bir hiicreye gore Tsp protein aktivitesini azaltmak

i¢in gerekli modifikasyon disinda bir yabani tip E. coli hiicresine izojeniktir.

2. Istem 1’e gore bir hiicre olup, burada mutant spr geni D133A, H145A, HI57A, N31Y,
R62C, 170T, Q73R, C94A, S95F, VISE, Q99P, R100G, L108S, Y115F, V135D, V135G,
L136P, G140C, R144C ve G147C arasindan seg¢ilen bir veya daha fazla mutasyona sahip bir

spr proteinini kodlar.

3. Istem 1 e gdre bir hiicre olup, burada mutant spr geni C94 ve H145A mutasyonlarina sahip

bir spr proteinini kodlar.

4. Istem 1°e gore bir hiicre olup, burada mutant spr geni D133A, H145A ve H157A arasindan

secilen bir mutasyona sahip bir spr proteinini kodlar.

5. Istem 1°¢ gore bir hiicre olup, burada mutant spr geni C94A°dan segilen bir mutasyona

sahip bir spr proteinini kodlar.

6. Yukandaki istemlerin herhangi birine gore bir hiicre olup, burada mutant spr geni hiicrenin

genomu igine entegre edilir.

7. Yukaridaki istemlerin herhangi birine gére bir hiicre olup, burada protein katlanmasini

kolaylastirabilen bir proteini kodlayan bir gen hiicre i¢ine gegici olarak transfekte edilir.

8. Yukaridaki istemlerin herhangi birine gore bir hiicre olup, burada protein katlanmasini

kolaylasgtirabilen protein FkpA dir.

9. Yukandaki istemlerin herhangi birine gore bir hiicre olup, burada hiicre ayrica asagidaki

mutasyondan gegmis genlerin birini veya daha fazlasin igerir:
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a. saperon aktivitesine sahip ve proteaz aktivitesi azalmig bir DegP proteinini kodlayan

mutasyondan gegmis bir DegP geni;

b. mutasyondan gegmis bir ptr geni, burada mutasyondan ge¢mis ptr geni, proteaz aktivitesi
azalmus bir Proteaz Il proteinini kodlar veya islevi iptal edilmis mutasyondan ge¢mis bir

ptr genidir; ve

c. mutasyondan gegmis bir OmpT geni, burada mutasyondan gegmis OmpT geni proteaz
aktivitesi azalmig bir OmpT proteinini kodlar veya iglevi iptal edimis mutasyondan bir

gecmis OmpT gemidir.

10. Yukaridaki istemlerin herhangi birine gore bir hiicre olup, burada hiicre proteaz aktivitesi
azalmis bir Tsp proteinini kodlayan mutasyondan gegmis bir Tsp geni igerir veya islevi iptal

edilmis mutasyondan gegmis bir Tsp genidir.

11. Yukaridaki istemlerin herhangi birine gére bir hiicre olup, burada hiicre, gen baslatma
kodonunda ve/veya gen baslatma kodonunun akis asagisina ve gen durdurma kodonunun akis
yukarisina yerlestirilmis bir veya daha fazla durdurma kodonunda bir mutasyon iceren, islevi

iptal edilmis mutasyondan ge¢mis bir Tsp genine sahiptir.

12. Istem 11°e gore bir hiicre olup, burada islevi iptal edilmis mutasyondan gecmis Tsp geni,
gen baslatma kodonunda bir missens mutasyonla ve istege bagl olarak bir veya daha fazla

baska nokta mutasyonuyla yaratilan bir kisitlama markorii yeri igerir.

13. Istem 12’ye gore bir hiicre olup, burada islevi iptal edilmis mutasyondan ge¢mis Tsp geni
DIZI iD NO:3ii igerir.

14. Yukaridaki istemlerin herhangi birine gore bir hiicre olup, burada hiicre E. coli’dir.

15. Istem 14°e gore bir hiicre olup, burada E. coli K12 veya W3110 susudur.

16. Yukandaki istemlerin herhangi birine gore bir hiicre olup, burada hiicre bir antikor veya
bunun antijen baglayici bir fragmani arasindan se¢ilen ilgilenilen bir proteini kodlayan bir

poliniikleotit dizisi igerir.

17. istem 16’ya uygun bir hiicre olup, burada antikor veya bunun antijen baglayict fragmani

FcRn i¢in spesifiktir.

18. ilgilenilen bir proteini iiretmek icin bir usul olup, istem 1 ila 17 nin herhangi birinde
tanimlandig1 gibi bir rekombinant gram negatif bakteri hiicresinin, bir kiiltiir ortaminda,

ilgilenilen rekombinant proteini eksprese etmek icin etkili kosullar altinda kiiltiirlenmesini ve
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ilgilenilen rekombinant proteinin rekombinant gram negatif bakteri hiicresinin

periplazmasindan ve/veya kiiltiir ortamindan geri kazanilmasini igerir.

19. Istem 18°¢ gore bir usul olup, burada usul ayrica ilgilenilen proteinin hiicreden geri

kazanilmasini igerir.

20. Istem 19°a gdre bir usul olup, burada ilgilenilen protein periplazmadan ve/veya iist fazdan

geri kazanilir.
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TARIFNAME
PROTEIN EKSPRESYONU ICIN
REKOMBINANT BAKTERIYEL KONAKCI HUCRE

Aciklama

Bulus bir rekombinant bakterivel konakei susa, dzellikle E. coli’ye iliskindir. Bulus ayni

zamanda ilgilenilen bir proteini bdyle bir hiicrede iiretmek i¢in bir usule iliskindir.
Bulusa Dair Bilinen Hususlar

E. coli gibi bakteri hiicreleri rekombinant proteinler tiretmek igin yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir. Ozellikle, plazmitler vasitasiyla gen eklemeye (insersiyon) izin veren
konake1 hiicreler olarak bakteri hiicrelerinin ¢cok yénlii yapisi nedeniyle, rekombinant
proteinler iiretmek i¢in E. coli gibi bakteri hiicrelerini kullanmanin bir¢ok avantaji vardir. E.
coli beseri insiilin de dahil olmak iizere bir¢ok rekombinant proteini iiretmek igin

kullanilmustir.

Rekombinant proteinleri tiretmek igin bakteri hiicreleri kullanmanin bircok avantaji olmasina
ragmen, proteaza duyarl proteinler iiretme gii¢liigii de dahil olmak {izere hila énemli
sinirlamalar vardir. Proteazlar E. coli periplazmasinda ve sitoplazmasinda yasli, hasarli veya
yanlis katlanmis proteinlerle iliskili dnemli bir rol oynarlar. Bakteriyel proteazlar, ilgilenilen
rekombinant proteini ayristirma etkisi gosterirler, boylece genellikle aktif protein verimini

Onemli Ol¢ilide azaltirlar.

Bir dizi bakteriyel proteaz tespit edilmistir. E. coli’de Proteaz III (ptr), DegP, OmpT, Tsp,
priC, ptrA, ptrB, pepA-T, tsh, espc, eatA, clpP ve Ion da dihil olmak iizere proteazlar tespit

edilmigtir.

Tsp (Prc olarak da bilinir) 60kDa’lik bir periplazmik proteazdir. Bilinen ilk Tsp substrati
Penisilin baglayict protein-3°tii (PBP3) (Determination of the cleavage site involved in C-
terminal processing of penicillin-binding protein 3 of Escherichia coli; Nagasawa H,
Sakagami Y, Suzuki A, Suzuki H, Hara H, Hirota Y. J Bacteriol. 1989 Kasim; 171(11):5890-
3 ve Cloning, mapping and characterization of the Escherichia coli Tsp gene which 1s
involved in C-terminal processing of penicillin-binding protein 3; Hara H, Yamamoto Y,
Higashitani A, Suzuki H, Nishimura Y. J Bacteriol. 1991 Agustos;173 (15):4799-813) ama
daha sonra Tsp’nin faj kuyruk proteinlerini de yarabildigi kesfedildi ve adi1 Kuyruga Spesifik
Proteaz (Tsp) olarak degistirildi (Silber ve digerleri, Proc. Natl. Acad. Sci. ABD, 89: 295-299
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(1992)). Silber ve digerleri (Deletion of the prc(tsp) gene provides evidence for additional
tail-specific proteolytic activity in Escherichia coli K-12; Silber, K.R., Sauer, R.T.; Mol Gen
Genet 1994 242:237-240), mutasyonun prc geninin bir segmenti bir Kan" markorii igeren bir

tragmanla degistirilerek yaratildig: bir pre silinti (delesyon) susunu (KS1000} agiklamaktadir.

Tsp (pre) aktivitesindeik azalma, ilgilenilen proteinlerin proteolizini azaltmak igin istenir.
Ancak, proteaz pre’den yoksun olan hiicrelerin diigiik ozmolaritede 1s1ya duyarlt biiylime
gosterdigi tespit edildi. Hara ve digerleri ekstrajenik siipresor (spr) mutasyonlan igeren 1s1ya
dayanikli revertantlan (ters evrim gegirenler) izole ettiler (Hara ve digerler1, Microbial Drug
Resistance, 2: 63-72 (1996}). Spr 18kDa’lik membrana bagl bir periplazmik proteazdir ve spr
substratlar1 Tsp ve hiicre boliinmesi sirasinda hiicre cidar1 hidrolizinde rol oynayan dis
membrandaki peptidoglikanlardir. spr geni UniProtKB/Swiss-Prot POAFV4 (SPR_ECOLI)

olarak adlandirilmaktadir.

Bir mutant spr geni igeren, proteaz eksikligi olan gelistirilmis suslar agiklanmistir. Chen ve
digerleri, genin akis yukan ve akis asagi bolgeleri amplifiye edilerek ve bunlar se¢im
markorleri ve bir sprW174R mutasyonu iceren bir vektdr tlizerinde birbirine baglanarak
yaratilan, prc (Tsp) ve baska bir proteaz olan DegP’deki mutasyonlarin farkl
kombinasyonlarini tagiyan E. oli suglarinin olusturulmasini agiklamaktadirlar (High-level
accumulation of a recombinant antibody fragment in the periplasm of Escherichia coli
requires a triple-mutant (ADegP Aprc sprW174R} host strain (Chen C, Snedecor B, Nishihara
JC, Joly JC, McFarland N, Andersen DC, Battersby JE, Champion KM. Biotechnol Bioeng. 5
Mart 2004;85(5):463-74). ADegP, Aprc ve sprW174R mutasyonlan kombinasyonunun en
yiiksek seviyelerde antikor hafif zinciri, antikor agir zineiri ve F(ab")2-LZ temin cttigi
saptandi. EP1341899°da kromozomal DegP, ve DegP ve Prc proteazlarini kodlayan pre
eksikligi olan ve prc mutantlar1 barindiran suslar tarafindan gésterilen biiylime fenotiplerini

bastiran bir proteini kodlayan bir mutant spr geni barindiran bir E. coli susu agiklanmaktadir.

Hem Tsp hem spr’de mutasyonlar igeren baska gelistirilmis, proteaz eksikligi olan suslar

WO02011/086136°da ve WO 2012/013930°da agiklanmaktadir.

W002/48376’da agiklanan suglar lac”dir ve karbon kaynag olarak timidin, fukoz veya
maltozun kullamldig kiiltiirlerde lireyemez. Bu, ticari bir dlgekte kullamlmasi amaglanan
suslar i¢in 6nemli bir dezavantaj olabilir. Bu suslarla iligkili, alkalin fosfataz iiretiminin
olmamasi gibi baska dezavantajlar olabilir. Sonuncusu kiiltiir ortamlarindan fosfat

kullaniminda rol oynayan bir periplazmik proteindir.
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Bazi proteinler peptidil-prolil izomeraz ve/veya izomeraz aktivitesi ve/veya saperon aktivitesi
gosterirler ve reckombinant protein ekspresyonu i¢in kullanilan hiicre hatlarinda

kullanmildiklarinda avantajli 6zellikler sagladiklar tespit edilmistir.

Bu bulus hem Tsp hem spr mutasyonlari ve protein katlanmasini kolaylastirabilen bir proteini
veya proteinleri kodlayan en az bir gen tasiyan, rekombinant proteinler iretmek i¢in avantajh

bir arag temin eden yeni bakteriyel suslar sunmaktadir.
Bulusun Ozeti
Burada asagidakileri iceren bir rekombinant gram negatif bakteri hiicresi agiklanmaktadir:

a. D133, H145, H157, N31, R62, 170, 373, C94, S95, V98, Q99, R100, L108, Y115, V135,
1136, G140, R144 ve G147 den segilen bir veya daha fazla amino asitte bir mutasyona

sahip bir spr proteinini kodlayan bir mutant spr geni ve

b. FkpA, Skp, SurA, PPiA ve PPiD gibi, protein katlanmasini kolaylastirabilen bir veya

daha fazla proteini eksprese edebilen veya asin eksprese edebilen bir gen veya genler,
burada yabani tip bir hiicreyle karsilastirildiginda hiicrenin Tsp protein aktivitesi azalmistir.
Avyrica asagidakileri kodlayan bir rekombinant gram negatif bakteri hiicresi agiklanmaktadir:

a. D133, H145, H157, N31, R62, 170, Q73, C94, S95, V98, Q99, R100, L10%, Y115, V135,
L136, G140, R144 ve G147’ den secilen bir veya daha fazla amino asitte bir mutasyona

sahip bir spr proteinini kodlayan bir mutant spr geni,

b. FkpA, Skp, SurA, PPiA ve PPiD gibi, protein katlanmasini kolaylastirabilen bir veya

daha fazla proteini eksprese edebilen veya agin eksprese edebilen bir gen veya genler,

c. ilgilenilen bir proteini, 6rmegin bir antikoru veya bunun bir baglayier fragmanim eksprese

edebilen bir gen,

burada yabani tip bir hiicreyle karsilastinldiginda hiicrenin Tsp protein aktivitesi azalmigtir ve
hiicre genomik DNA’sinin geri kalani rekombinant hiicrenin elde edildigi yabani tip hiicreyle
izojeniktir.

Bir durumda, mutasyondan ge¢mis spr geni, yabani tip bir hiicreye kiyasla Tsp protein
aktivitesini azaltmak i¢in gerekli olan modifikasyon ve protein katlanmasini kolaylastirabilen
bir proteini eksprese eden gen veya genler hari¢ olmak {izere, hiicrenin genomu bir yabani tip

bakteri hiicresine izojeniktir.

Burada ayrica yabani tip bir hiicreyle karsilastirildiginda Tsp protein aktivitesi azalmig ve bir
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spr proteinin kodlayan bir mutant spr geni igeren bir rekombinant gram negatif bakteri hiicresi
aciklanmakta olup, burada hiicrenin genomu, bir yabani tip hiicreye kiyasla Tsp protein
aktivitesini azaltmak i¢in gerckli olan modifikasyon, protein katlanmasini kolaylastirabilen bir
proteini eksprese etmek icin dahil edilen gen veya genler disinda bir yabani tip bateriyel

hiicreye izojeniktir.
Agiklanan hiicreler avantajli biiylime ve protein tretimi fenotipleri géstermektedir.

Burada ayrica ilgilenilen bir proteini liretmek igin, ilgilenilen protinin yukarida tanimlandig:
gibi bir rekombinant gram negatif bakteri hiicresinde eksprese edilmesini iceren bir usul

aciklanmaktadir,
Cizimlerin Kisa Aciklamasi

Sekil 1°de konakg1 hiicreler ve “saperonun gesitli kombinasyonlariyla uygulanan 5L Slgekte
fermantasyonlarin sonuglar1 gosterilmektedir. W3 110 bir yabani tip E. coli susudur. Cesitli
kombinasyonlar sdyleydi: saperon olmadan yabani tip; FkpA ve Skp’syle birlikte yabani tip;
WO02011/086136°da yayimlandigi gibi MXE016 mutant spr ve A Tsp; MXE016 ve FkpA;
MXEO016 ve Skp; MXEO16 ve FkpA ve Skp; W0O2011/086136°da agiklanan MXEQ17;
MXEO017 ve FkpA ve Skp.

Sekil 2°de 5.4, 6.0 ve 7.0 g/saat uyarim sonrasi besleme hizlarinda, besleme hizi degistirme
deneylerinin sonuglar1 gosterilmektedir. MXEO16 i¢in yiiksek besleme hizlarinda yapilan ek
Fab"”mn ¢ogu ust tazda kayboldu.

Sekil 3A,B’de MXEO016 +/- FkpA icin hiicre yasayabilirligi (3A) ve Fab' titreleri (3B)

gosterilmektedir.
Sekil 4°te 20L pilot dlgekli Giretim igin biringil geri kazanim verileri gosterilmektedir,

Sekil 5’te 20L pilot dlgekli Giretimin indirgeyici olmayan kosullan altinda SDS-PAGE boyah
jel izerinde birincil geri kazanim gosterilmektedir. FkpA’yla iliskili bantlar disinda protein

profili iki susta ¢ok benzer gorinmektedir.

Sekil 6°’da 20L pilot 6lcekli bir 1slem i¢in indirgeyici olmayan kosullar altinda bir His etiketi
western blot’u gosterilmektedir. Tam uzunlukta FkpA saptandi ve ~30 kDa bandina karsilik

gelmekteydi ve beklendigi gibi tek bagima MXE016’da hi¢ sinyal saptanmadi.
Sekil 7A-C’de cesitli genlerdeki gesitli mutasyonlar gisterilmektedir.

Sekil 7D’de bir antikorun bir hafif zincirini (LC), bir antikorun bir agir zincirini (HC)
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kodlayan bir poliniikleotit dizisi, bir FkpA poliniikleotit dizisi ve/veya Skp poliniikleotit

igeren bir vektériin olusturulmasinin diyagramatik bir temsili gdsterilmektedir.
Sekil 8’de ¢esitli poliniikleotit ve amino asit dizileri gésterilmektedir,
Dizilerin Kisa Aciklamasi

DIZi ID NO: 1 baslatma kodonunun akis yukarisinda 6 niikleotit - ATGAAC - iceren yabani
tip Tsp geninin DNA dizisidir.

DIZI ID NO: 2 yabani tip Tsp proteininin amino asit dizisidir.

DIZI iD NO: 3 baslatma kodonunun akis yukarisinda 6 niikleotit - ATGAAT - igeren
mutasyondan gecmis islevi iptal edilmis (knock-out) bir Tsp geninin DNA dizisidir,

DIZI ID NO: 4 yabani tip Proteaz I1I geninin DNA dizisidir.

DIZI ID NO: 5 yabani tip Proteaz III proteininin amino asit dizisidir.

DIZI ID NO: 6 mutasyondan gegirilmis, islevsiz hale getirilmis Proteaz IIT geninin DNA
dizisidir.

DIiZi ID NO: 7 yabani tip DegP geninin DNA dizisidir.

DIZi ID NO: 8 yabani tip DegP proteininin amino asit dizisidir.

DIiZI ID NO: 9 mutasyondan gecirilmis bir DegP geninin DNA dizisidir.

DIZI ID NO: 10 mutasyondan gegirilmis bir DegP proteininin amino asit dizisidir.

DIZI ID NO: 11 mutasyondan gegirilmis DegP geninin Ase I kisitlama yerini igeren bdlgesi

i¢in 5' oligontikleotit primerinin dizisidir.

DIZI ID NO: 12 mutasyondan gegirilmig DegP geninin Ase I kisitlama yerini igeren bblgesi

i¢in 3' oligontiikleotit primerinin dizisidir.

DIZI ID NO: 13 mutasyondan gegirilmis Tsp geninin Ase I kisitlama yerini igeren bdlgesi

i¢in 5' oligontikleotit primerinin dizisidir.

DiZi iD NO: 14 mutasyondan gecirilmis Proteaz I1l geninin Ase I kisitlama yerini iceren

bélgesi icin 3' oligoniikleotit primerinin dizisidir.

DIZi iD NO: 15 mutasyondan gegirilmis Proteaz I1I geninin Ase I kisitlama yerini igeren

bolgesi icin 5' oligoniikleotit primerinin dizisidir.

DIZi ID NO: 16 mutasyondan gecirilmis Tsp geninin Ase I kisitlama yerini igeren bdlgesi
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i¢in 3' oligoniikleotit primerinin dizisidir.

DIZI ID NO: 17 yabani tip spr geninin DNA dizisidir.

DIZI ID NO: 18 ilk 26 amino asit kalintis1 olan sinyal dizisini igeren yabani tip spr geninin
dizisidir.

DIZi ID NO: 19 sinyal dizisi olmadan, mutasyondan gecirilmemis spr geninin dizisidir.
DIZi iD NO: 20 D210A ve H212A mutasyonlarini igeren mutasyondan gegirilmis bir OmpT
dizisinin niikleotit dizisidir.

DIZI ID NO: 21 D210A ve H212A mutasyonlarim iceren mutasyondan gegcirilmis bir OmpT
dizisinin amino asit dizisidir.

DIZi ID NO: 22 mutasyondan gegirilmis, islevsiz hale getirilmis OmpT dizisinin niikleotit
dizisidir.

DIZI ID NO: 23’te OmpA oligoniikleotit adaptériiniin dizisi gdsterilmektedir.

DIZI ID NO: 24°te E. coli Fab ekspresyonu igin interjenik dizi 1’i (IGS1) kodlayan

oligoniikleotit kaseti gosterilmektedir.

DIZi ID NO: 25°te E. coli Fab ekspresyonu icin interjenik dizi 2°yi (IGS2) kodlayan

oligoniikleotit kaseti gbsterilmektedir.

DIZI ID NO: 26°da E. coli Fab ekspresyonu igin interjenik dizi 3’{i (IGS3) kodlayan

oligoniikleotit kaseti gosterilmektedir.

DIZI ID NO: 27°de E. coli Fab ekspresyonu igin interjenik dizi 4’ii (IGS4) kodlayan

oligoniikleotit kaseti gosterilmektedir.

DIZI ID NO: 28 yabani tip FkpA geninin DNA dizisidir.
DIZI ID NO: 29 yabani tip FkpA geninin protein dizisidir.
DIZI ID NO: 30 FkpA his ctiketli geninin DNA dizisidir.
DIiZi iD NO: 31 FkpA his etiketli geninin protein dizisidir.
DIZI ID NO: 32 yabani tip skp geninin DNA dizisidir.
DIZi iD NO: 33 yabani tip skp geninin protein dizisidir.
DIZI ID NO: 34 skp his etiketli geninin DNA dizisidir.

DIZi ID NO: 35 skp his etiketli geninin protein dizisidir.
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DIZI ID NO: 36 ila 74’te bu bulusun hiicre hattinda ekspresyon icin uygun olan, FcRn
antikorlarnin veva bunlarin fragmanlarinin ¢esitli amino asit ve DNA dizileri
gbsterilmektedir. Ozellikle DIZI ID NO: 50 bir anti-FcRn antikoru hafif zinciri 1519gH20 nin
hafif zincir degisken bdlgesinin amino asit dizisidir ve DIZI ID NO:58 bir anti-FcRn antikoru

agir zinciri 1519gH20’nin agir zincir degisken bdlgesinin amino asit dizisidir.
Bulusun Tercih Edilen Diizenlemelerinin Ayrintih A¢iklamasi

Bulus sahipleri ilgilenilen bir rekombinant proteini eksprese etmek i¢in uygun gelistirilmis

rekombinant gram negatif bakteri hiicreleri temin ettiler.

Bir diizenlemede protein bir antikor veya bunun baglayici bir fragmam, 6zellikle bir terapotik

antikordur.

Ozellikle, bulus sahipleri protein katlanmasini kolaylagtirmak igin bir proteini kodlayan bir
veya daha fazla geni, mutasyondan gegmis bir Tsp geni ve mutasyandan gegmis bir spr geni
tasiyan gram negatif bakteri hiicrelerine dahil ederek ilgilenilen bir rekombinant proteini

eksprese etmek icin gelistirilmis rekombinant gram negatif bakteri hiicreleri temin ettiler.

Bir diizenlemede, protein katlanmasim kolaylastirmak igin proteini kodlayan gen veya genler,
Ornegin stabil bir hiicre hatt1 temin etmek i¢in hiicre genomu i¢ine entegre edilir. Bir
diizenlemede, ekspresyon i¢in bir rekombinant protein (terapStik bir protein gibi) istenen
rekombinant proteinin ekspresyonunu saglamak igin stabil bir hiicre hatt1 i¢ine transfekte

edilir.

Bir diizenlemede protein katlanmasim kolaylagtirmak i¢in bir proteini kodlayan gen veya
genler bir veya daha fazla plazmit iizerinde temin edilir, rnegin plazmitler bu bulusun bir

hiicre hattim temin etmek igin bir hiicre igine gegici olarak transfekte edilir.

Bir diizenlemede, protein katlanmasini kolaylastirmak igin bir proteini kodlayan gen veya
genler, aym1 zamanda ilgilenilen bir rekombinant protein i¢in kodlama dizisini i¢eren bir

plazmit iizerinde temin edilir.

Bir diizenlemede, protein katlanmasini kolaylastirmak igin bir proteini kodlayan gen veya
genler ilgilenilen bir rekombinant protein i¢in kodlama dizisimi icermeyen bir plazmit

uzerinde temin edilir.

Bir diizenlemede bulug yabani tip bakteri hiicreleriyle ve sadece mutasyondan gegmis bir Tsp
geni veya mutasyondan gegmis bir Tsp ve mutasyondan gegmis bir spr geni tagiyan hiicrelerle

karsilastinldiginda gelismis hiicre bliylimesi fenotipine sahip yeni suslar sunmaktadir.
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DIZI ID NO: 36 ila 74’te bu bulusun hiicre hattinda ekspresyon icin uygun olan, FcRn
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agir zinciri 1519gH20’nin agir zincir degisken bdlgesinin amino asit dizisidir.
Bulusun Tercih Edilen Diizenlemelerinin Ayrintih A¢iklamasi
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karsilastinldiginda gelismis hiicre bliylimesi fenotipine sahip yeni suslar sunmaktadir.
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Bu bulusun hiicrelerinin bir¢ok avantaji vardir. Bulug sahipleri bu bulusa uygun hiicrelerin
yabani tip bir hiicreye veya mutasyondan gegmis bir Tsp geni ve mutasyondan gegmis bir spr
geni igeren bir hiicreye kiyasla artmis hiicre yasayabilirligi gosterebildigini sagirtict bir gekilde

tespit ettiler.

Hiicre yasayabilirligi pratik agidan 6zellikle dnemlidir, ¢linkii yasayabilir olmayan hiicreler
kiiltiirde lize olma (erime, par¢calanma) ve DNA dokiintiisti yaratma egilimindedir. Bu DNA
dokiintlsii istenen proteini saflastirmanin gi¢liigiinii, maliyetini ve giderini arttirir.
Dolayisiyla lize olmus, yagsayabilir olmayan hiicrelerdeki DNA dékiintiisiiniin en aza
indirilmesi, verimli bir sekilde rekombinant proteinler imal etme agisindan énemli bir

meseledir, drnegin US 6,258,560’ye bakimz.

Hiicre yasayabilirligi ¢esitli rutin tekniklerin herhangi biriyle, 6rnegin bir floresan boya ve

FACS analizi veya benzeri kullanilarak olciilebilir.

Spesifik olarak, bulusa uygun hiicreler genellikle mutasyondan ge¢mis bir Tsp geni ve
mutasyondan ge¢mis bir spr geni tasiyan hiicrelerle karsilastirildiginda daha az hiicre lizisi

fenotipi gosterir.

Avyrica yeni suslar, mutasyondan gecmis bir Tsp geni ve mutasyondan gegmis spr geni tagiyan
hiicrelerle karsilastirildiginda, hiicrelerden protein sizintisimi azaltabilir ve daha uzun siire
periplazmik birikime izin verebilir. Ornegin hedef proteinin toplam ekspresyon seviyeleri
benzer oldugu ama daha fazla protein periplazma iginde biriktigi veya daha az protein {ist
fazda biriktigi durumda bu 6zellikle 6nemlidir, ¢iinkii bu daha az sizintih 6zelliklere sahip
hiicrelerden daha az sizintih olan sus protein geri kazammini kolaylastirdigi igin tesis dlgegine

iretim igin genellikle daha uygun olacaktir.

Ayrica bu bulusa uygun hiicreler, bir yabani tip bakteri hiicresiyle veya FkpA gibi bir proteini
kodlayan bir genin veya genlerin yoklugunda mutasyondan gegmis bir Tsp geni ve
mutasyondan ge¢mis bir spr geni i¢eren bir hiicreyle karsilastirildiginda ilgilenilen bir
proteinin verimini arttirabilmektedir. Artan protein verimi periplazmik protein verinm ve/veya
tist faz protein verimi artigt olabilir. Bir diizenlemede, bu bulusun hiicreleri, hiicreden
sizintinin azalmasi nedeniyle, mutasyondan ge¢cmis bir Tsp geni ve mutasyondan ge¢mis bir
spr geni tasiyan bir hiicreyle karsilastirnldiginda periplazmik protein veriminde artis

gostermektedir.

Rekombinant bakteri hiicreleri ilgilenilen bir proteini daha hizl iiretebilmektedir ve

dolayisiyla ayni miktarda ilgilenilen bir protein, bir yabani tip bakteri hiicresivle veya
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mutasyondan ge¢mis bir Tsp geni ve mutasyondan ge¢mis bir spr geni iceren bir hiicreyle
karsilastirildiginda daha kisa bir siirede {iretilebilir. Tlgilenilen bir proteinin daha hizli {iretimi,
hiicrenin bilyiimesinin ilk déneminde, émegin protein ekspresyonunun uyariimasimdan

sonraki ilk 5, 10, 20 veya 30 saatte zellikle 6nemli olabilir.

Bu bulusa uygun hiicrelerin periplazmada ve/veya ortamda maksimum ekspresyonu tercihen
1.0g/L, 1.5g/L, 1.8g/L, 2.0g/L, 2.4g/L, 2.5g/L, 3.0g/L, 3.5g/L veya 4.0g/L ilgilenilen bir

proteindir.

Katlanmay1 kolaylastiran bir proteinin veya proteinlerin ekspresyonu, dogru katlanmayla
temin edilen proteini maksimize ederek ekspresyonu daha da optimize eder. Bu alanda uzman
olanlar, uygun katlanmanin biyolojik islev igin elzem oldugunun ve dolayisiyla istenen
katlanmay1 haiz proteinin izole edilmesinin ¢ok énemli oldugunun farkindadirlar. Protein bir
gram negatif hiicrede eksprese oldugunda bu 6zellikle 6nemlidir, ¢linkii eksprese edilen
protein hiicre igin dogal olmayacaktir ve dolayisiyla hiicre uygun katlanmayi haiz proteini
otomatik olarak eksprese etmeyebilir. Uygun olmayan katlanma yigigimlarla veya baska
katiskilarla kendini g&sterebilir. Istenen proteinin izolasyonu kapsamli saflastirmayi
gerektirebilir ve bunun maliyetle iliskili sonuglart vardir ve ayrica istenen proteinin diisiik
verimiyle de sonuclanabilir. Eksprese edilen dogru katlanmis protein miktarinin maksimize
edilmesi, gerekli saflagtirma miktarim en aza indirir ve kullanilabilir verimi optimize edebilir

ve dolayisiyla avantajlidir.

Katlanmay1 kolaylastiran bir proteinin ekspresyonuyla iliskili avantajlar arasinda
asagidakilerin biri veya daha fazlasi yer alir: yiiksek titre (6megin yabani tipte 0.5 g/.’den
vaklasikk 1.05 g/1.°ve ¢ikar); toplamada daha fazla yasayabilirlik (6rnegin >%95); artan
besleme hiziyla birlikte artan titre (siire¢ gelistirme i¢in daha biiylik beklentiler); 20L Slgegi
gibi ticari tiretim 6leklerinde daha yiiksek titre ve toplamada daha yiiksek vasayabilirlik; ve

ozellikle 20L 6lcekte ekstraktin daha kolay berraklastirilmasi.

Bu bulusla sunulan hiicrelerde, Tsp proteaz aktivitesi bir yabani tip hiicreye kiyasla azalmstir,
bu ilgilenilen bir proteinin, ézellikle proteolitik olarak Tsp’ye duyarli olan ilgilenilen
proteinlerin proteolizini azaltabilir. Dolayisiyla, bu bulugla sunulan hiicreler, bir yabani tip
bakteri hiicresiyle kargilagtirildiginda, biitiin halde proteinlerin, tercihen ilgilenilen proteinin
daha yiiksek bir verimini saglayabilir ve proteinlerin, tercihen ilgilenilen proteinin proteolitik

fragmanlarinin daha diisiik bir verimini saglayabilir veya tercihen bunu hig saglamaz.

Burada, genomda, sadece bu bulusa uygun modifikasyonlari dahil etmek igin gerekli olan
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mutasyondan ge¢mis bir Tsp geni ve mutasyondan ge¢mis bir spr geni iceren bir hiicreyle
karsilastirildiginda daha kisa bir siirede {iretilebilir. Tlgilenilen bir proteinin daha hizli {iretimi,
hiicrenin bilyiimesinin ilk déneminde, émegin protein ekspresyonunun uyariimasimdan

sonraki ilk 5, 10, 20 veya 30 saatte zellikle 6nemli olabilir.

Bu bulusa uygun hiicrelerin periplazmada ve/veya ortamda maksimum ekspresyonu tercihen
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protein hiicre igin dogal olmayacaktir ve dolayisiyla hiicre uygun katlanmayi haiz proteini
otomatik olarak eksprese etmeyebilir. Uygun olmayan katlanma yigigimlarla veya baska
katiskilarla kendini g&sterebilir. Istenen proteinin izolasyonu kapsamli saflastirmayi
gerektirebilir ve bunun maliyetle iliskili sonuglart vardir ve ayrica istenen proteinin diisiik
verimiyle de sonuclanabilir. Eksprese edilen dogru katlanmis protein miktarinin maksimize
edilmesi, gerekli saflagtirma miktarim en aza indirir ve kullanilabilir verimi optimize edebilir

ve dolayisiyla avantajlidir.

Katlanmay1 kolaylastiran bir proteinin ekspresyonuyla iliskili avantajlar arasinda
asagidakilerin biri veya daha fazlasi yer alir: yiiksek titre (6megin yabani tipte 0.5 g/.’den
vaklasikk 1.05 g/1.°ve ¢ikar); toplamada daha fazla yasayabilirlik (6rnegin >%95); artan
besleme hiziyla birlikte artan titre (siire¢ gelistirme i¢in daha biiylik beklentiler); 20L Slgegi
gibi ticari tiretim 6leklerinde daha yiiksek titre ve toplamada daha yiiksek vasayabilirlik; ve

ozellikle 20L 6lcekte ekstraktin daha kolay berraklastirilmasi.

Bu bulusla sunulan hiicrelerde, Tsp proteaz aktivitesi bir yabani tip hiicreye kiyasla azalmstir,
bu ilgilenilen bir proteinin, ézellikle proteolitik olarak Tsp’ye duyarli olan ilgilenilen
proteinlerin proteolizini azaltabilir. Dolayisiyla, bu bulugla sunulan hiicreler, bir yabani tip
bakteri hiicresiyle kargilagtirildiginda, biitiin halde proteinlerin, tercihen ilgilenilen proteinin
daha yiiksek bir verimini saglayabilir ve proteinlerin, tercihen ilgilenilen proteinin proteolitik

fragmanlarinin daha diisiik bir verimini saglayabilir veya tercihen bunu hig saglamaz.

Burada, genomda, sadece bu bulusa uygun modifikasyonlari dahil etmek igin gerekli olan
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minimal mutasyonlan tagiyan hiicreler agiklanmaktadir. Bakteri hiicresi, bir yabani tip bakteri
hiicresinden sadece spr genindeki bir veya daha fazla mutasyonla ve bir yabani tip hiicreye
gdre Tsp protein aktivitesini azaltmak i¢in gerekli olan modifikasyonla farklilagabilir, ¢linkii
ornegin protein katlanmasini kolaylastirmak i¢in bir proteini kodlayan gen veya genler hiicre
igine, drnegin bir plazmit lizerine gegici olarak dahil edilebilir. Burada aciklanan hiicreler,
hiicrenin biiyimesi ve/veya ilgilenilen bir proteini eksprese etme kapasitesi tizerinde zararh

etkileri olabilen bagka mutasyonlar tasimaz.

Dolayisiyla, burada aciklanan rekombinant konake1 hiicrelerin biri veya daha fazlasi, genomik
dizide baska genetik olarak tasarlanmis mutasyonlar iceren hiicrelerle karsilagtirildiginda
artmis protein ekspresyonu ve/veya gelismis bliylime ozellikleri gosterebilir. Burada
agiklanan hiicreler ayrica, hiicre genomunda baska bozulmalar igeren hiicrelerle

karsilastirildiginda terapdtik proteinler iretmek iizere kullanim i¢in daha uygundur.

Bu alanda uzman olanlar, bir fermantasyon usulii, ELISA ve protein G HPLC dahil olmak
lizere bu alanda iyi bilinen usulleri kullanarak, ilgilenilen bir proteinin istenen verimine sahip
olup olmadigini gérmek i¢in bir aday hiicre klonunu kolayca test edebilecektir. Uygun
fermantasyon usulleri Humphreys D P. ve digerleri (1997), Formation of dimeric Fabs in E.
coli: effect of hinge size and isotype, presence of interchain disulphide bond, Fab' expression
levels, tail piece sequences and growth conditions. J. IMMUNOL. METH. 209: 193-

202; Backlund E. Reeks D. Markland K. Weir N. Bowering L. Larsson G. Fedbatch design
for periplasmic product retention in Escherichia coli, Dergi Makalesi. Research Support, Non-
U.S. Gov't Journal of Biotechnology. 135(4):358-65, 31 Temmuz 2008; Champion KM.
Nishihara JC. Joly JC. Amott D. Similarity of the Escherichia coli proteome upon completion
of different biopharmaceutical fermentation processes. [Dergi Makalesi] Proteomics.
1(9):1133-48, 2001 Eylil; ve Horn U. Strittmatter W. Krebber A. Knupfer U. Kujau M.
Wenderoth R. Muller K. Matzku S. Pluckthun A. Riesenberg D. High volumetric yields of
functional dimeric miniantibodies in Escherichia coli, using an optimized expression vector
and high-cell-density fermentation under non-limited growth conditions, Dergi Makalesi.
Research Support, Non-U.S. Gov't Applied Microbiology & Biotechnology. 46(5-6):524-32,
1996 Aralik’ta agiklanmaktadir. Bu alanda uzman olanlar ayrica, protein G HPLC, dairesel
dikroizm, NMR, X Isin1 kristalografisi ve epitop afinite dl¢iim usulleri gibi bu alanda iyi
bilinen usulleri kullanarak ,proteinin dogru katlanip katlanmadigini gérmek igin salgilanan

proteini kolayca test edebilecekler.
Bu bulus simdi daha ayrintili olarak agiklanacaktir.
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“Protein” ve “polipeptit” terimleri baglam aksini isaret etmedikge burada alternatifli olarak

kullanilmaktadir, “Peptit” 10 veya daha az amino asidi belirtmeye yoneliktir,

“Polinlikleotit” terimi, baglam aksini igsaret etmedikge bir gen, DNA, ¢cDNA, RNA, mRNA ve

benzerini kapsamaktadir.

Burada “azalmis aktivite” ifadesi, uygun bir tahlilde benzer kosullar altinda 6l¢iildiigiinde bir
yabani tip sustaki karsilik gelen enzimatik aktiviteye kiyasla Tsp enzimatik aktivitesi gibi
enzimatik ativitenin “daha diisiik seviyelerini™ belirtmek i¢in kullanmilmaktadir. Bir
diizenlemede, azalmis aktivite bir yabani tip kargilagtirma érneginin enzimatik aktivitesinin
%350’s1 veya daha az1, %401 veya daha az1, %30°u veya daha az1, %20’si veya daha azi,
%107u veya daha az1 veya 5°i veya daha azidir, Bir diizenlemede, enzimatik aktivite
seviyelerini belirlemek igin analiz, sonuglar dogrudan bir karsilagtirmada kullamlacagi zaman

es zamanl olarak yapilir.

Direkt karsilastirma, burada iki veya daha fazla sonucun sayisal degerinin, burada
tanimlandig1 gibi azalmis aktivite olup olmadigini degerlendirmek veya bir tahlilden elde
edilen aktivite sonuclarini siniflandirmak amaciyla karsilastirildig durumu belirtmek i¢in

kullanilmaktadir.

Burada “igerme” terimi bu tarifname gercevesinde kullanildifinda, “kapsama’ olarak

yorumlanmalidir.

Yabani tip hiicre terimi burada mutasyondan gegmenus hiicre veya kontrol hiicresiyle

alternatifli olarak kullanilmaktadir.

Bu bulus cergevesinde mutasyondan gegmemis hiicre veya kontrol hiicresi bulusun
rekombinant gram negatif hiicresiyle aym tipte bir hiicreyi belirtmekte olup, burada hiicre
yukaridaki azalmig Tsp protein aktivitesini tasimak ve mutant spr genini tasimak lizere
modifive edilmemistir. Ornegin, mutasyondan gegmemis bir hiicre bir yabani tip hiicre
olabilir ve mutasyonlar dahil etmeye yonelik modifikasyondan énce bulusun hiicreleriyle ayni

konakg1 hiicreler popiilasyonundan elde edilebilir.
“Hiicre”, “hiicre hatt1”, “hiicre kiiltiirii” ve “sus”™ ifadeleri alternatifli olarak kullanilmaktadir.

“Mutasyondan gecmis bir Tsp geni iceren bir hiicrenin fenotipi” ifadesi bu bulug
cergevesinde, bir mutant Tsp genine sahip bir hiicre tarafindan gésterilen fenotipi
belirtmektedir. Tipik olarak, bir mutant Tsp geni igeren hiicreler dzellikle yiiksek hiicre

yogunluklarinda lize olabilir. Bu hiicrelerin lizisi herhangi bir rekombinant proteinin iist faz
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icine sizmasina neden olur. Mutasyondan gegmis Tsp geni tasiyan hiicreler diistik
ozlomaritede 1s1ya duyarh biyiime de gosterebilir. Ornegin, 40°C veya daha {izeri gibi yiiksek
bir sicaklikta hipotonik ortamda hiicreler bilyiime gostermez veya diisiik bilyiime hiz1 gosterir

veya hiicreler oliir.

“Izojenik” terimi bu bulus ¢ercevesinde, bu bulusun hiicresinin genomunun, mutasyondan
gecmis bir spr geni ve bir yabani tip hiicreye kiyasla Tsp protein aktivitesini azaltmak igin
gerekli olan modifikasyon disinda hiicrenin elde edildigi yabani tip hiicreyle
karsilastirildiginda esas itibariyla ayni veya ayni genomik diziye sahip oldugu anlamima
gelmektedir. Bu diizenlemede hiicrenin genomu higbir bagka dogal olarak olugmayan veya
genetik olarak tasarlanmis mutasyon igermez. Bir diizenlemede, bu bulusa uygun hiicre,
olusabilecek dogal olarak olusan mutasyonlar dikkate alinarak, mutasyondan ge¢mis spr geni
ve bir yabani tip hiicreye kiyasla Tsp protein aktivitesini azaltmak i¢in gereken modifikasyon
haricinde yabani tip hiicreyle esas itibariyla ayni genomik diziye sahip olabilir. Bir
diizenlemede, bu bulusa uygun hiicre, mutasyondan ge¢mis spr geni ve bir yabani tip hiicreye
kiyasla Tsp protein aktivitesini azaltmak i¢in gerekli olan modifikasyon disinda yabani tip

hiicreyle tam ayni genomik diziye sahip olabilir.

“Yabani tip” terimi bu bulus gercevesinde dogada olusabildigi veya ¢evreden izole
edilebildigi haliyle, genetik olarak tasarlanmig mutasyonlar tasimayan bir gram negatif bakteri

sugu anlamindadir. Yabani tip bir E. coli susu W3110, dérmegin W3110 K-12 susudur.

Bu bulugun rekombinant hiicresini tiretmek igin ana hiicre olarak herhangi bir uygun gram
negatif bakteri kullamlabilir. Uygun gram negatif bakteriler arasinda Salmonella typhimurium,
Pseudomonas fluorescens, Erwinia carotovora, Shigella, Klebsiella pneumoniae, Legionella
pneumophila, Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii ve E. coli yer alir.
Tercihen ana hiicre E. coli’dir. Bu bulusta E. coli’nin herhangi bir uygun susu kullanilabilir,

ama tercihen bir yabani tip W3110 susu, oérnegin K-12 W3110 kullanilir.

Daha 6nce yaratilan ve rekombinant proteinleri eksprese etmek i¢in kullanilan proteaz
eksikligi olan bakteri suslariyla iligkili bir sakinca, drnegin E. coli suslarinda phoA, fhuA, lac,
rec, gal, ara, arg, thi ve pro gibi hiicre metabolizmasinda ve DNA replikasyonunda rol
oynayan genlerin ek mutasyonlarini igermeleridir. Bu mutasyonlarin hiicre biiylimesi,
stabilite, rekombinant protein ekspresyon verimi ve toksisite iizerindeki etkiler de dahil olmak
iizere konakg hiicre tizerinde birgok zararli etkisi olabilmektedir. Bu genomik mutasyonlarin
birine veya daha fazlasina sahip suslar, ézellikle ¢ok sayida bu tiir mutasyonlara sahip suslar,
bakteri ireme hizini sinai protein {iretimi i¢in uygun olmayan bir seviyeye diisiiren bir
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uygunluk kaybi gisterebilmektedir. Ayrica, yukaridaki genomik mutasyonlarin herhangi biri
Cis’te ve/veya trans’ta baska genleri éngoriilemeyen zararh sekillerde etkileyebilir, boylece
susun fenotipini, uygunlugunu ve protein profilini degistirebilir. Ayrica asin bir sekilde
mutasyondan ge¢mis hiicrelerin kullanilmasi, ticari kullanima yonelik proteinler, 6zellikle
terapdtik maddeler Giretmek igin genellikle uygun degildir, ¢iinkii bu suslar genellikle kusurlu
metabolik yollara sahiptir ve dolayisiyla minimal veya kimyasal olarak tanimli ortamlarda pek

tiremeyebilir veya hi¢ tireyemeyebilir.

Bir diizenlemede, bu bulusa uygun bir hiicre, mutasyondan gegmis spr geni ve bir yabani tip
hiicreye kiyasla Tsp protein aktivitesini azaltmak i¢in gerekli olan modifikasyon disinda bir
yabani tip bakteri hiicresine izojeniktir, Mutasyonlar1 dihil etmek i¢in hiicrenin genomunda
sadece minimal mutasyonlar yapilir. Hiicreler, hiicrenin iiremesi ve/veya ilgilenilen bir
proteini eksprese etme kabiliyeti lizerinde zararli etkileri olabilecek baska mutasyonlar
tasimaz. Dolayisiyla, bu bulusun rekombinant konakg1 hiicrelerinin biri veya daha fazlasi
genomik dizide genetik olarak tasarlanmis bagka mutasyonlar iceren hiicrelerle
karsilastirildiZinda artmis protein ekspresyonu ve/veya gelismis bliylime 6zellikleri
gosterebilmektedir. Bu bulusun sundugu hiicreler, hiicre genomunda baska bozulmalar igeren

hiicrelerle karsilastirildiginda terapétik proteinlerin iiretiminde kullanim igin daha uygundur.

Tercih edilen bir diizenlemede, hiicre, mutasyondan ge¢mis spr geni ve bir yabani tip hiicreyle
karsilastirildiginda Tsp protein aktivitesini azaltmak igin gerekli olan modifikasyon harig¢

olmak iizere bir yabani tip E. coli hiicresine, 6rnegin W3110 susuna izojeniktir.

Bu bulugun hiicresi ayrica ilgilenilen proteini kodlayan bir poliniikleotit igermesiyle bir
yabani tip hiicreden farklilasabilir. I1gilenilen proteini kodlayan poliniikleotit dizisi eksojen
veya endojen olabilir, Tlgilenilen proteini kodlayan poliniikleotit hiicreye transforme edilen
ve/veya konakgi hiicrenin genomu i¢ine entegre edilen uygun bir ekspresyon vektorii i¢inde
bulunabilir. Ilgilenilen proteini kodlayan poliniikleotidin konakg1 hiicrenin genomu igine
eklendigi diizenlemede, bu bulusun hiicresi ilgilenilen proteini kodlayan eklenmis
polintikleotit dizisiyle de bir yabani tip hiicreden farkl olacaktir. Tercihen poliniikleotit hiicre
icindeki bir ekspresyon vektorii icindedir, bdylece konake1 hiicrenin genomunda minimal

bozulmaya neden olur.,
spr proteini bir E. ¢oli membrana bagh periplazmik proteazidir,
spr proteininin yabani tip amino asit dizisi sinyal dizisi N-terminalde olmak iizere DIZI ID

NO:21°de ve 26 amino asitli sinyal dizisi olmadan DIZI ID NO:22’de gosterilmektedir
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(UniProt Erisim Numaras1 POAFV4 e gore). Bu bulusta spr protein dizisinin amino asit
numaralandirmasi sinyal dizisini igermektedir, Dolayisiyla, spr proteininin 1, amino asidi

DIZI ID NO: 21°de gésterilen ilk amino asittir (Met).
Mutasyondan gegmis spr geni hiicrenin kromozomal spr genidir.

Mutasyondan ge¢mis spr geni, ayrica mutasyondan gegmis bir Tsp geni i¢eren bir hiicrenin
fenotipini bastirabilen bir spr proteinini kodlar. Mutasyondan gegmis bir Tsp geni tasiyan
hiicreler iyi bir hiicre biiylimesi hizina sahip olabilir ama bu hiicrelerin bir dezavantaj
ozellikle yiiksek hiicre yogunluklarinda lize olma egilimleridir. Dolayisiyla, mutasyondan
geemis bir Tsp geni iceren bir hiicrenin fenotipi 6zellikle yiiksek hiicre yogunluklarinda lize
olma egilimidir. Mutasyondan ge¢mis bir Tsp geni tastyan hiicreler ayrica diisiik ozmolaritede
1stya duyarh biiyiime gosterir. Ancak, bu bulusun hiicreleri tarafindan uygulanan spr
mutasyonlari, Tsp aktivitesi azalmig bir hiicre igine dahil edildiklerinde, azalmis Tsp
fenotipini bastirir ve dolayisiyla hiicreler 6zellikle yiiksek bir hiicre yogunlugunda azalmis
lizis gosterir. Bir hiicrenin bliylime fenotipi bu alanda uzman olanlar tarafindan ¢alkalama
sisesi veya ylksek hiicre yogunluklu fermantasyon teknigi sirasinda kolayca dlgiilebilir.
Hiicre lizisi fenotipinin bastirilmasi, ézellikle periplazmada, spr mutanti tasiyan ve Tsp
aktivitesi Tsp mutant1 ve bir yabani tip spr tasiyan bir hiicreye gore azalmus bir hiicrenin

gosterdigi artan biiylime hizindan ve/veya rekombinant protein iiretiminden goriilebilir.

Bu buluga uygun hiicreler N31, R62. 170, Q73, C94, S95, V98, Q99, R100, L108, Y115,
D133, V135, L136, G140, R144, H145, G147 ve H157 arasindan segilen bir veya daha fazla
amino asitte bir mutasyona sahip, tercihen C94, S95, V98, Y115, D133, V135, H145, G147
ve H157 arasindan segilen bir veya daha fazla amino asitte bir mutasyona sahip bir spr
proteinini kodlayan bir mutant spr geni ig¢erir, Bu diizenlemede, spr proteini tercihen herhangi

bir bagska mutasyona sahip degildir.

Yukaridaki amino asitlerin birinin veya daha fazlasinin mutasyonu amino asidi kodlayan
niikleotitlerin birine, ikisine veya lg¢iine herhangi bir uygun missens mutasyon (yanlis anlamli
mutasyon) olabilir. Mutasyon amino asit kalintisini, mutasyondan gecmis bir Tsp geni igeren
bir hiicrenin fenotipini bastirabilen mutasyondan gecmis bir spr proteiniyle sonuglanan
herhangi bir uygun amino asitle degistirir. Missens mutasyon amino asidi, yabani tip amino
asitle karsilastirildifinda farkl bir biiyiikliige ve/veya farkli kimyasal 6zelliklere sahip bir

amino aside doniistiirebilir,

Bir diizenlemede, mutant spr geni C94A, S95F, VI8E, Y115F, DI33A, V135D veya G,
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mutasyonlari, Tsp aktivitesi azalmig bir hiicre igine dahil edildiklerinde, azalmis Tsp
fenotipini bastirir ve dolayisiyla hiicreler 6zellikle yiiksek bir hiicre yogunlugunda azalmis
lizis gosterir. Bir hiicrenin bliylime fenotipi bu alanda uzman olanlar tarafindan ¢alkalama
sisesi veya ylksek hiicre yogunluklu fermantasyon teknigi sirasinda kolayca dlgiilebilir.
Hiicre lizisi fenotipinin bastirilmasi, ézellikle periplazmada, spr mutanti tasiyan ve Tsp
aktivitesi Tsp mutant1 ve bir yabani tip spr tasiyan bir hiicreye gore azalmus bir hiicrenin

gosterdigi artan biiylime hizindan ve/veya rekombinant protein iiretiminden goriilebilir.

Bu buluga uygun hiicreler N31, R62. 170, Q73, C94, S95, V98, Q99, R100, L108, Y115,
D133, V135, L136, G140, R144, H145, G147 ve H157 arasindan segilen bir veya daha fazla
amino asitte bir mutasyona sahip, tercihen C94, S95, V98, Y115, D133, V135, H145, G147
ve H157 arasindan segilen bir veya daha fazla amino asitte bir mutasyona sahip bir spr
proteinini kodlayan bir mutant spr geni ig¢erir, Bu diizenlemede, spr proteini tercihen herhangi

bir bagska mutasyona sahip degildir.

Yukaridaki amino asitlerin birinin veya daha fazlasinin mutasyonu amino asidi kodlayan
niikleotitlerin birine, ikisine veya lg¢iine herhangi bir uygun missens mutasyon (yanlis anlamli
mutasyon) olabilir. Mutasyon amino asit kalintisini, mutasyondan gecmis bir Tsp geni igeren
bir hiicrenin fenotipini bastirabilen mutasyondan gecmis bir spr proteiniyle sonuglanan
herhangi bir uygun amino asitle degistirir. Missens mutasyon amino asidi, yabani tip amino
asitle karsilastirildifinda farkl bir biiyiikliige ve/veya farkli kimyasal 6zelliklere sahip bir

amino aside doniistiirebilir,

Bir diizenlemede, mutant spr geni C94A, S95F, VI8E, Y115F, DI33A, V135D veya G,
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H145A, G147C ve H157A arasindan segilen bir veya daha fazla mutasyona sahip bir spr

proteinini kodlar.

Bir diizenlemede mutasyon C94, H145 ve H157 amino asit kalintilar1 katalitik ti¢lisiiniin biri,
ikisi veya tiglindedir (Solution NMR Structure of the NlpC/P60 Domain of Lipoprotein Spr
from Escherichia coli Structural Evidence for a Novel Cysteine Peptidase Catalytic Triad,
Biochemistry, 2008, 47, 9715-9717).

Dolayisiyla mutasyondan ge¢mis spr geni C94’te bir mutasyon; veya H145 te bir mutasyon;
veya H157 de bir mutasyon; veya C94 ve H145 te bir mutasyon; veya C94 ve H157 de bir
mutasyon; veya H145 ve H157de bir mutasyon; veya C94, H145 ve H157 de bir mutasyon

icerebilir.
Bu diizenlemede, spr proteini tercihen herhangi bir bagka mutasyona sahip degildir.

C94, H145 ve H157 nin biri, ikisi veya {igii mutasyonla, mutasyondan ge¢mis bir Tsp geni
iceren bir hiicrenin fenotipini bastirabilen bir spr proteiniyle sonug¢lanan herhangi bir uygun
amino aside déniistiiriilebilir. Ornegin C94, H145 ve H157 nin biri, ikisi veya ii¢ii mutasyonla
Gly veya Ala gibi bir kii¢iik amino aside déniistliriilebilir. Dolayisiyla, spr proteini C94A,
H145A ve HI57A mutasyonlarinin birine, ikisine veya iigiine sahip olabilir. Bir diizenlemede,
spr geni, mutasyondan ge¢mis bir Tsp geni i¢eren bir hiicrenin fenotipini bastirabilen bir spr
proteini iirettigi tespit edilen missens mutasyon C94A’y1 icerir. Bagka bir diizenlemede, spr
geni, mutasyondan gegmis bir Tsp geni igeren bir hiicrenin fenotipini bastirabilen bir spr

proteini trettigi tespit edilen missens mutasyon H145Ay1 igerir.

Burada bir substitiisyon mutanti igin adlandirma, bir harf, ardindan bir say1, ardindan bir
harften olusur. {1k harf yabani tip proteindeki amino asidi belirtir, Say1 amino asit
siibstitisyonunun yapilmakta oldugu amino asit pozisyonunu belirtir ve ikinci harf yabani tip
amino asidin yerine kullanilan amino asidi belirtir
Bir diizenlemede mutant spr proteini N31, R62, 170, Q73, S95, V98, Q99, R100, L108, Y115,
D133, V135, L136, G140, R144 ve G147 arasindan segilen bir veya daha fazla amino asitte
bir mutasyon, tercihen S95, V98, Y115, D133, V135 ve (G147 arasindan segilen bir veya daha
fazla amino asitte bir mutasyon icerir. Bu diizenlemede spr proteini tercihen baska herhangi
bir mutasyon igermez. Dolayisiyla, mutasyondan geemis spr geni N31°de bir mutasyon; veya
R62’de bir mutasyon; veya 170’te bir mutasyon; veya Q73’te bir mutasyon; veya S95°de bir
mutasyon; veya V98’de bir mutasyon; veya Q99’da bir mutasyon; veya R100°de bir
mutasyon; veya L.108’de bir mutasyon; veya Y 115°te bir mutasyon; veya D133 te bir
mutasyon; veya V135’te bir mutasyon; veya L136’da bir mutasyon; veya G140°ta bir
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H145A, G147C ve H157A arasindan segilen bir veya daha fazla mutasyona sahip bir spr

proteinini kodlar.

Bir diizenlemede mutasyon C94, H145 ve H157 amino asit kalintilar1 katalitik ti¢lisiiniin biri,
ikisi veya tiglindedir (Solution NMR Structure of the NlpC/P60 Domain of Lipoprotein Spr
from Escherichia coli Structural Evidence for a Novel Cysteine Peptidase Catalytic Triad,
Biochemistry, 2008, 47, 9715-9717).

Dolayisiyla mutasyondan ge¢mis spr geni C94’te bir mutasyon; veya H145 te bir mutasyon;
veya H157 de bir mutasyon; veya C94 ve H145 te bir mutasyon; veya C94 ve H157 de bir
mutasyon; veya H145 ve H157de bir mutasyon; veya C94, H145 ve H157 de bir mutasyon

icerebilir.
Bu diizenlemede, spr proteini tercihen herhangi bir bagka mutasyona sahip degildir.

C94, H145 ve H157 nin biri, ikisi veya {igii mutasyonla, mutasyondan ge¢mis bir Tsp geni
iceren bir hiicrenin fenotipini bastirabilen bir spr proteiniyle sonug¢lanan herhangi bir uygun
amino aside déniistiiriilebilir. Ornegin C94, H145 ve H157 nin biri, ikisi veya ii¢ii mutasyonla
Gly veya Ala gibi bir kii¢iik amino aside déniistliriilebilir. Dolayisiyla, spr proteini C94A,
H145A ve HI57A mutasyonlarinin birine, ikisine veya iigiine sahip olabilir. Bir diizenlemede,
spr geni, mutasyondan ge¢mis bir Tsp geni i¢eren bir hiicrenin fenotipini bastirabilen bir spr
proteini iirettigi tespit edilen missens mutasyon C94A’y1 icerir. Bagka bir diizenlemede, spr
geni, mutasyondan gegmis bir Tsp geni igeren bir hiicrenin fenotipini bastirabilen bir spr

proteini trettigi tespit edilen missens mutasyon H145Ay1 igerir.

Burada bir substitiisyon mutanti igin adlandirma, bir harf, ardindan bir say1, ardindan bir
harften olusur. {1k harf yabani tip proteindeki amino asidi belirtir, Say1 amino asit
siibstitisyonunun yapilmakta oldugu amino asit pozisyonunu belirtir ve ikinci harf yabani tip
amino asidin yerine kullanilan amino asidi belirtir
Bir diizenlemede mutant spr proteini N31, R62, 170, Q73, S95, V98, Q99, R100, L108, Y115,
D133, V135, L136, G140, R144 ve G147 arasindan segilen bir veya daha fazla amino asitte
bir mutasyon, tercihen S95, V98, Y115, D133, V135 ve (G147 arasindan segilen bir veya daha
fazla amino asitte bir mutasyon icerir. Bu diizenlemede spr proteini tercihen baska herhangi
bir mutasyon igermez. Dolayisiyla, mutasyondan geemis spr geni N31°de bir mutasyon; veya
R62’de bir mutasyon; veya 170’te bir mutasyon; veya Q73’te bir mutasyon; veya S95°de bir
mutasyon; veya V98’de bir mutasyon; veya Q99’da bir mutasyon; veya R100°de bir
mutasyon; veya L.108’de bir mutasyon; veya Y 115°te bir mutasyon; veya D133 te bir
mutasyon; veya V135’te bir mutasyon; veya L136’da bir mutasyon; veya G140°ta bir
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mutasyon; veya R144°te bir mutasyon; veya (G147°de bir mutasyon igerir.

Bir diizenlemede mutant spr proteini, amino asitler 895 ve Y115; veya N31, Q73, R100 ve
G140; veya Q73, R100 ve G140, veya R100 ve G140, veya Q73 ve G140; veya Q73 ve R100;
veya R62, Q99 ve R144; veya Q99 ve R144’te birden fazla mutasyon igerir.

Amino asitler N31, R62,170, Q73, §95, V98, Q99, R100, L108, Y115, D133, V135, L136,
G140, R144 ve G147 nin biri veya daha fazlas1 mutasyondan gecirilerek, mutasyondan
gecmis bir Tsp geni iceren bir hiicrenin fenotipini bastirabilen bir spr proteiniyle sonug¢lanan
herhangi bir uygun amino aside doniistiiriilebilir. Ormegin N31, R62, 170, Q73, S95, V98,
Q99, R100, L108, Y115, D133, V135, L136, G140 ve R144’{in biri veya daha fazlasi

mutasyondan gecirilerek Gy veya Ala gibi bir kiigiik amino aside ddniistiiriilebilir.

Bir diizenlemede spr proteini asagidaki mutasyonlarin birini veya daha fazlasin igerir: N31Y,
R62C, I70T, Q73R, S95F, VO8E, Q99P, R100G, L108S, Y115F, DI33A, V135D veya
V135G, L136P, G140C, R144C ve G147C. Bir diizenlemede spr proteini agsagidaki
mutasyonlarin birini veya daha fazlasim igerir: S95F, VO8E, Y115F, D133A, V135D veya

V135G ve G147C. Bu diizenlemede, spr proteini tercihen baska mutasyonlar icermez.

Bir diizenlemede spr proteini N31Y, R62C, 170T, Q73R, S95F, VIO8E, Q99P, R100G, L108S,
Y115F, D133A, V135D veya V135G, L136P, G140C, R144C ve G147C arasindan segilen bir
mutasyona sahiptir. Bu diizenlemede, spr proteini tercihen herhangi bir bagka mutasyon
icermez.

Bagka bir diizenlemede spr proteini S95F ve Y115F; N31Y, Q73R, R100G ve G140C; Q73R,
R100G ve G140C; R100G ve G140C; Q73R ve G140C; Q73R ve R100G; R62C, Q99P ve
R144C; veya Q99P ve R144C arasindan segilen birden fazla mutasyon igerir,

Bir diizenlemede, mutasyondan gegmis spr geni bir C94A mutasyonuna sahip bir spr

proteinini kodlar.

Bir diizenlemede, mutasyondan gegmis spr geni bir V103E mutasyonuna sahip bir spr

proteinini kodlar.

Bir diizenlemede, mutasyondan ge¢mis spr geni bir D133 A mutasyonuna sahip bir spr

proteinini kodlar.

Bir diizenlemede, mutasyondan gegmis spr geni bir V135D mutasyonuna sahip bir spr

proteinini kodlar,

Bir diizenlemede, mutasyondan ge¢mis spr geni bir VI35A mutasyonuna sahip bir spr
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mutasyon; veya R144°te bir mutasyon; veya (G147°de bir mutasyon igerir.

Bir diizenlemede mutant spr proteini, amino asitler 895 ve Y115; veya N31, Q73, R100 ve
G140; veya Q73, R100 ve G140, veya R100 ve G140, veya Q73 ve G140; veya Q73 ve R100;
veya R62, Q99 ve R144; veya Q99 ve R144’te birden fazla mutasyon igerir.

Amino asitler N31, R62,170, Q73, §95, V98, Q99, R100, L108, Y115, D133, V135, L136,
G140, R144 ve G147 nin biri veya daha fazlas1 mutasyondan gecirilerek, mutasyondan
gecmis bir Tsp geni iceren bir hiicrenin fenotipini bastirabilen bir spr proteiniyle sonug¢lanan
herhangi bir uygun amino aside doniistiiriilebilir. Ormegin N31, R62, 170, Q73, S95, V98,
Q99, R100, L108, Y115, D133, V135, L136, G140 ve R144’{in biri veya daha fazlasi

mutasyondan gecirilerek Gy veya Ala gibi bir kiigiik amino aside ddniistiiriilebilir.

Bir diizenlemede spr proteini asagidaki mutasyonlarin birini veya daha fazlasin igerir: N31Y,
R62C, I70T, Q73R, S95F, VO8E, Q99P, R100G, L108S, Y115F, DI33A, V135D veya
V135G, L136P, G140C, R144C ve G147C. Bir diizenlemede spr proteini agsagidaki
mutasyonlarin birini veya daha fazlasim igerir: S95F, VO8E, Y115F, D133A, V135D veya

V135G ve G147C. Bu diizenlemede, spr proteini tercihen baska mutasyonlar icermez.

Bir diizenlemede spr proteini N31Y, R62C, 170T, Q73R, S95F, VIO8E, Q99P, R100G, L108S,
Y115F, D133A, V135D veya V135G, L136P, G140C, R144C ve G147C arasindan segilen bir
mutasyona sahiptir. Bu diizenlemede, spr proteini tercihen herhangi bir bagka mutasyon
icermez.

Bagka bir diizenlemede spr proteini S95F ve Y115F; N31Y, Q73R, R100G ve G140C; Q73R,
R100G ve G140C; R100G ve G140C; Q73R ve G140C; Q73R ve R100G; R62C, Q99P ve
R144C; veya Q99P ve R144C arasindan segilen birden fazla mutasyon igerir,

Bir diizenlemede, mutasyondan gegmis spr geni bir C94A mutasyonuna sahip bir spr

proteinini kodlar.

Bir diizenlemede, mutasyondan gegmis spr geni bir V103E mutasyonuna sahip bir spr

proteinini kodlar.

Bir diizenlemede, mutasyondan ge¢mis spr geni bir D133 A mutasyonuna sahip bir spr

proteinini kodlar.

Bir diizenlemede, mutasyondan gegmis spr geni bir V135D mutasyonuna sahip bir spr

proteinini kodlar,

Bir diizenlemede, mutasyondan ge¢mis spr geni bir VI35A mutasyonuna sahip bir spr
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proteinini kodlar.

Bir diizenlemede, mutasyondan gegmis spr geni bir HI45A mutasyonuna sahip bir spr

proteinini kodlar.

Bir diizenlemede, mutasyondan gecmis spr geni bir G147C mutasyonuna sahip bir spr

proteinini kodlar.

Bir diizenlemede, mutasyondan gegmis spr geni bir H1 57A mutasyonuna sahip bir spr

proteinini kodlar.

Bir diizenlemede, mutasyondan ge¢mis spr geni H145A, H157A ve D133 A arasindan segilen

bir mutasyona sahip bir spr proteinini kodlar,

Bu bulusun bir diizenlemesinde, spr geninde, mutasyondan ge¢mis bir Tsp geni i¢eren bir
hiicrenin fenotipini bastirabilen bir spr proteiniyle sonuglanan herhangi bir uygun mutasyon
veya mutasyonlar yapilabilir. Tercihen spr proteini asagidaki mutasyonlarin birini veya daha
fazlasini igerebilir: N31Y, R62C, 170T, Q73R, C94A, S95F, VOSE, Q99P, R100G, L108S,
Y115F, D133A, V135D, V135G, L136P, G140C, R144C, H145A, G147C, H157A ve
W174R. Bir diizenlemede spr proteini W174R mutasyonunu i¢ermez. Tercihen spr geni

yukaridaki mutasyonlarin birini veya daha fazlasini icerir.

Bu bulusa uygun hiicrelerde Tsp protein aktivitesi bir yabani tip hiicreye gore azalmstir. “Bir
yabani tip hiicreye gore azalmis Tsp protein aktivitesi” ifadesi, hiicrenin Tsp aktivitesinin bir
yabani tip hiicrenin Tsp aktivitesine kiyasla azaldigi anlamindadir. Tsp aktivitesini azaltmak

i¢in hiicre herhangi bir uygun yolla modifiye edilebilir.

Bir diizenlemede, azalmms Tsp aktivitest Tsp’yi kodlayan endojen poliniikleotidin ve/veya
iliskili regiilatér ekspresyon dizilerinin modifikasyonundan kaynaklanir, Modifikasyon Tsp
gen transkripsiyonunu ve translasyonunu azaltabilir veya durdurabilir veya proteaz aktivitesi

yabani tip Tsp proteinine gére azalmis olan eksprese edilmis bir Tsp proteini temin edebilir.

Bir diizenlemede, iligkili bir regiilator ekspresyon dizisi Tsp ekspresyonunu azaltmak i¢in
modifiye edilir. Ornegin Tsp geni i¢in promotdr, genin ekspresyonunu énlemek igin
mutasyondan gegirilebilir.

Tercih edilen bir diizenlemede, bu bulusa uygun hiicreler proteaz aktivitesi azalmis bir Tsp
proteinini kodlayan mutasyondan gegmis bir Tsp geni veya islevi iptal edilmis mutasyondan

geemis bir Tsp geni tasir.
Tercihen kromozomal Tsp geni mutasyondan gegmistir.
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proteinini kodlar.

Bir diizenlemede, mutasyondan gegmis spr geni bir HI45A mutasyonuna sahip bir spr

proteinini kodlar.

Bir diizenlemede, mutasyondan gecmis spr geni bir G147C mutasyonuna sahip bir spr

proteinini kodlar.

Bir diizenlemede, mutasyondan gegmis spr geni bir H1 57A mutasyonuna sahip bir spr

proteinini kodlar.

Bir diizenlemede, mutasyondan ge¢mis spr geni H145A, H157A ve D133 A arasindan segilen

bir mutasyona sahip bir spr proteinini kodlar,

Bu bulusun bir diizenlemesinde, spr geninde, mutasyondan ge¢mis bir Tsp geni i¢eren bir
hiicrenin fenotipini bastirabilen bir spr proteiniyle sonuglanan herhangi bir uygun mutasyon
veya mutasyonlar yapilabilir. Tercihen spr proteini asagidaki mutasyonlarin birini veya daha
fazlasini igerebilir: N31Y, R62C, 170T, Q73R, C94A, S95F, VOSE, Q99P, R100G, L108S,
Y115F, D133A, V135D, V135G, L136P, G140C, R144C, H145A, G147C, H157A ve
W174R. Bir diizenlemede spr proteini W174R mutasyonunu i¢ermez. Tercihen spr geni

yukaridaki mutasyonlarin birini veya daha fazlasini icerir.

Bu bulusa uygun hiicrelerde Tsp protein aktivitesi bir yabani tip hiicreye gore azalmstir. “Bir
yabani tip hiicreye gore azalmis Tsp protein aktivitesi” ifadesi, hiicrenin Tsp aktivitesinin bir
yabani tip hiicrenin Tsp aktivitesine kiyasla azaldigi anlamindadir. Tsp aktivitesini azaltmak

i¢in hiicre herhangi bir uygun yolla modifiye edilebilir.

Bir diizenlemede, azalmms Tsp aktivitest Tsp’yi kodlayan endojen poliniikleotidin ve/veya
iliskili regiilatér ekspresyon dizilerinin modifikasyonundan kaynaklanir, Modifikasyon Tsp
gen transkripsiyonunu ve translasyonunu azaltabilir veya durdurabilir veya proteaz aktivitesi

yabani tip Tsp proteinine gére azalmis olan eksprese edilmis bir Tsp proteini temin edebilir.

Bir diizenlemede, iligkili bir regiilator ekspresyon dizisi Tsp ekspresyonunu azaltmak i¢in
modifiye edilir. Ornegin Tsp geni i¢in promotdr, genin ekspresyonunu énlemek igin
mutasyondan gegirilebilir.

Tercih edilen bir diizenlemede, bu bulusa uygun hiicreler proteaz aktivitesi azalmis bir Tsp
proteinini kodlayan mutasyondan gegmis bir Tsp geni veya islevi iptal edilmis mutasyondan

geemis bir Tsp geni tasir.
Tercihen kromozomal Tsp geni mutasyondan gegmistir.
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Burada “Tsp geni” Penisilin baglayici protein 3 (PBP3) ve faj kuyruk proteinleri {izerinde etki
yapabilen bir periplazmik proteaz olan proteaz Tsp’yi (Prc olarak da bilinir) bir geni belirtmek
icin kullanilmaktadir. Yabani tip Tsp geninin dizisi DIZI ID NO: 1’de gdsterilmektedir ve
yabani tip Tsp proteininin dizisi DIZI ID NO: 2’de g&sterilmektedir.

Mutasyondan gegmis Tsp genine veya Tsp’vi kodlayan mutasyondan ge¢mis Tsp genine
referans, aksi belirtilmedikce, proteaz aktivitesi azaltilnug bir Tsp proteinini kodlayan
mutasyondan gegirilmis bir Tsp genine veya islevi iptal edilmis mutasyondan gegirilmis bir

Tsp genine referansta bulunmaktadir.

“Proteaz aktivitesi azaltilmus bir Tsp proteinini kodlayan mutasyondan gegmis Tsp geni”
ifadesi bu bulus ¢ercevesinde mutasyondan gegmis Tsp geninin yabani tip mutasyondan
ge¢memis Tsp geniyle karsilastinldiginda tam proteaz aktivitesine sahip olmadigini

belirtmektedir.

Tercihen mutasyondan ge¢cmis Tsp geni, mutasyondan gegmemis bir yabani tip Tsp
proteininin proteaz aktivitesinin %50’sine veya daha azina, %40’ 1na veya daha azina,
%30’una veya daha azina, %20’sine veya daha azina, %10 una veya daha azina veya %5’ine
veya daha azina sahip bir Tsp proteinini kodlar. Daha tercihen mutasyondan gecmis Tsp geni
hi¢ proteaz aktivitesine sahip olmayan bir Tsp proteinini kodlar. Bu diizenlemede, hiicrede
kromozomal Tsp eksikligi yoktur, yani Tsp gen dizisi, Tsp proteininin herhangi bir formunun

ekspresyonunu onlemek i¢in silinmemis veya mutasyondan gegirilmemistir.

Proteaz aktivitesi azalmig bir protein tiretmek igin Tsp genine herhangi bir uygun mutasyon
uygulanabilir. Bir gram negatif bakteriden eksprese edilen bir Tsp proteininin proteaz
aktivitesi bu alanda uzman olanlar tarafindan Keiler ve digerleri (Tsp’nin proteaz aktivitesinin
test edildigi Identification of Active Site Residues of the Tsp Protease®* THE JOURNAL OF
BIOLOGICAL CHEMISTRY Cilt 270, No. 48, 1 Aralik sayisi, sayfa 28864-28868, 1995
Kenneth C. Keiler and Robert T. Sauer) tarafindan agiklanan usul gibi, bu alanda bilinen

herhangi bir uygulla kolayca test edilebilir.

Keiler ve digerleri (yukarida) Tsp’nin S430, D441 ve K455 kalintilarmi igeren ve G375,
G376, E433 ve T452 kalintilarinin Tsp yapisini korumak icin énemli oldugu bir aktif yere
sahip oldugunu aciklamislardir, Keiler ve digerleri (yukarida) mutasyondan gegmis Tsp
genleri S430A, D441A, K455A, K455H, K455R, G375A, G376A, E433A ve T452A nin
higbir saptanabilir proteaz aktivitesine sahip olmadigi bulgusunu bildirmektedirler. Ayrica

mutasyondan gegmis Tsp geni S430C nin yaklasik %5-10 yabani aktivite gésterdigi
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Burada “Tsp geni” Penisilin baglayici protein 3 (PBP3) ve faj kuyruk proteinleri {izerinde etki
yapabilen bir periplazmik proteaz olan proteaz Tsp’yi (Prc olarak da bilinir) bir geni belirtmek
icin kullanilmaktadir. Yabani tip Tsp geninin dizisi DIZI ID NO: 1’de gdsterilmektedir ve
yabani tip Tsp proteininin dizisi DIZI ID NO: 2’de g&sterilmektedir.

Mutasyondan gegmis Tsp genine veya Tsp’vi kodlayan mutasyondan ge¢mis Tsp genine
referans, aksi belirtilmedikce, proteaz aktivitesi azaltilnug bir Tsp proteinini kodlayan
mutasyondan gegirilmis bir Tsp genine veya islevi iptal edilmis mutasyondan gegirilmis bir

Tsp genine referansta bulunmaktadir.

“Proteaz aktivitesi azaltilmus bir Tsp proteinini kodlayan mutasyondan gegmis Tsp geni”
ifadesi bu bulus ¢ercevesinde mutasyondan gegmis Tsp geninin yabani tip mutasyondan
ge¢memis Tsp geniyle karsilastinldiginda tam proteaz aktivitesine sahip olmadigini

belirtmektedir.

Tercihen mutasyondan ge¢cmis Tsp geni, mutasyondan gegmemis bir yabani tip Tsp
proteininin proteaz aktivitesinin %50’sine veya daha azina, %40’ 1na veya daha azina,
%30’una veya daha azina, %20’sine veya daha azina, %10 una veya daha azina veya %5’ine
veya daha azina sahip bir Tsp proteinini kodlar. Daha tercihen mutasyondan gecmis Tsp geni
hi¢ proteaz aktivitesine sahip olmayan bir Tsp proteinini kodlar. Bu diizenlemede, hiicrede
kromozomal Tsp eksikligi yoktur, yani Tsp gen dizisi, Tsp proteininin herhangi bir formunun

ekspresyonunu onlemek i¢in silinmemis veya mutasyondan gegirilmemistir.

Proteaz aktivitesi azalmig bir protein tiretmek igin Tsp genine herhangi bir uygun mutasyon
uygulanabilir. Bir gram negatif bakteriden eksprese edilen bir Tsp proteininin proteaz
aktivitesi bu alanda uzman olanlar tarafindan Keiler ve digerleri (Tsp’nin proteaz aktivitesinin
test edildigi Identification of Active Site Residues of the Tsp Protease®* THE JOURNAL OF
BIOLOGICAL CHEMISTRY Cilt 270, No. 48, 1 Aralik sayisi, sayfa 28864-28868, 1995
Kenneth C. Keiler and Robert T. Sauer) tarafindan agiklanan usul gibi, bu alanda bilinen

herhangi bir uygulla kolayca test edilebilir.

Keiler ve digerleri (yukarida) Tsp’nin S430, D441 ve K455 kalintilarmi igeren ve G375,
G376, E433 ve T452 kalintilarinin Tsp yapisini korumak icin énemli oldugu bir aktif yere
sahip oldugunu aciklamislardir, Keiler ve digerleri (yukarida) mutasyondan gegmis Tsp
genleri S430A, D441A, K455A, K455H, K455R, G375A, G376A, E433A ve T452A nin
higbir saptanabilir proteaz aktivitesine sahip olmadigi bulgusunu bildirmektedirler. Ayrica

mutasyondan gegmis Tsp geni S430C nin yaklasik %5-10 yabani aktivite gésterdigi
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bildirilmektedir. Dolayisiyla, proteaz aktivitesi azalms bir protein iiretmek i¢in Tsp
mutasyonu, $430, D441, K455, G375, G376, E433 ve T452 kalimtilarmin birinde veya daha
fazlasinda bir missens mutasyon gibi bir mutasyon i¢erebilir, Tercihen proteaz aktivitesi
azalmis bir protein iiretmek i¢in Tsp mutasyonu S430, D441 ve K455 aktif yer kalintilarinin

birinde, ikisinde veya ligiinde birden bir missens mutasyon gibi bir mutasyon i¢erebilir.

Dolayistyla mutasyondan ge¢gmis Tsp geni $S430°da bir mutasyon; veya D44 1°de bir
mutasyon; veya K455’te bir mutasyon; veya S430 ve D441°de bir mutasyon; veya S430 ve
K455’te bir mutasyon; veya D441 ve K455’te bir mutasyon; veya S430, D441 ve K455°te bir

mutasyon igerebilir,

S430, D441, K455, G375, G376, E433 ve T452’nin biri veya daha fazlas1 mutasyondan
gegirilerek, proteaz aktivitesi azalms bir proteinle sonuglanan herhangi bir amino aside
doniigtiirilebilir. Uygun mutasyonlarin drnekleri S430A, S430C, D441A, K455A, K455H,
K455R, G375A, G376A, E433A ve T452A dir. Mutasyondan gecmis Tsp geni aktif yer
kalintilarinda bir, iki veya li¢c mutasyon icerebilir, 6rnegin gen S430A ve S430C; ve/veya

D441A; ve/veya K455A veya K455H veya K455Ryi icerebilir.
Tercihen Tsp geni nokta mutasyonu S430A veya S430C’ye sahiptir.

“Islevi iptal edilmis mutasyondan gegirilmis Tsp geni” ifadesi bu bulus gergevesinde genin,
Tsp proteininin eksik oldugu bir hiicre temin etmek i¢in yabani tip gen tarafindan kodlanan
Tsp proteininin ekspresyonunu énleyen bir veya daha fazla mutasyon igerdigi anlamina
gelmektedir. Islevi iptal edilmis gen kismen veya tamamen transkribe edilebilir ama
kodlanmis protein igine translasyona tabi tutulmaz. islevi iptal edilmis mutasyondan
gegirilmig Tsp geni, genin hig cksprese olmamasi igin, herhangi bir uygun yolla, é6regin bir
veya daha fazla silinti, ekleme, nokta, missens, nonsens ve ¢ergeve kaymasi mutasyonuyla
mutasyona tabi tutulabilir. Ormegin gen kodlama dizisine bir antibiyotik diren¢ markéri gibi

yabanct bir DNA dizisi eklenerek genin islevi iptal edilebilir.

Tercih edilen bir diizenlemede, Tsp geni, gen kodlama dizisine bir antibiyotik direng markorii
gibi yabanci bir DNA dizisinin eklenmesiyle mutasyona tabi tutulmaz. Bu diizenlemede, Tsp
geni gen baslatma kodonunda ve/veya gen baglatma kodonunun akis asagisinda ve gen
durdurma kodonunun akig yukarisinda bulunan bir veya daha fazla durdurma kodonunda bir
mutasyon igerebilir, bdylece Tsp proteininin ekspresyonu dnlenir. Baglatma kodonundaki
mutasyon, baglatma kodonunun niikleotitlerinin birindeki, ikisindeki veya ti¢iindeki bir

missens mutasyon olabilir. Alternatif veya ek olarak, baslatma kodonu, bir ekleme veya silme
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bildirilmektedir. Dolayisiyla, proteaz aktivitesi azalms bir protein iiretmek i¢in Tsp
mutasyonu, $430, D441, K455, G375, G376, E433 ve T452 kalimtilarmin birinde veya daha
fazlasinda bir missens mutasyon gibi bir mutasyon i¢erebilir, Tercihen proteaz aktivitesi
azalmis bir protein iiretmek i¢in Tsp mutasyonu S430, D441 ve K455 aktif yer kalintilarinin

birinde, ikisinde veya ligiinde birden bir missens mutasyon gibi bir mutasyon i¢erebilir.

Dolayistyla mutasyondan ge¢gmis Tsp geni $S430°da bir mutasyon; veya D44 1°de bir
mutasyon; veya K455’te bir mutasyon; veya S430 ve D441°de bir mutasyon; veya S430 ve
K455’te bir mutasyon; veya D441 ve K455’te bir mutasyon; veya S430, D441 ve K455°te bir

mutasyon igerebilir,

S430, D441, K455, G375, G376, E433 ve T452’nin biri veya daha fazlas1 mutasyondan
gegirilerek, proteaz aktivitesi azalms bir proteinle sonuglanan herhangi bir amino aside
doniigtiirilebilir. Uygun mutasyonlarin drnekleri S430A, S430C, D441A, K455A, K455H,
K455R, G375A, G376A, E433A ve T452A dir. Mutasyondan gecmis Tsp geni 