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OZET

E. COLI’DE ENZIMATIK KONJUGASYONLA
REKOMBINANT ASI URETIMIi

Burada, in vivo glikokonjugatlar uretmede uzman prokaryotik
huicreler ve ayrica bu hucrelert iretme yontemler: ve bu hiicrelerin,
glikokonjugatlar tretmek i¢in kullanilmalarina yonelik yontemler
sunulur. Adi gegen glikokonjugatlarin kompozisyonlart ve ayrica

bunlarin farkl: kullanimlart da dall edilmistir.



10

15

20

25

66

ISTEMLER

1. Bir polisakaridin Uretilmesi igin degistirilmis bir Gram-negatif
bakteri; burada Gram-negatif bakteri, (a) S. pneumoniae kapsuler
polisakarid gen kiimesi CPS1, CPS2, CPS3, CPS4, CPS5, CPS6 (A ve
B), CPS7 (A,B,C), CPS8, CPS9 (A,L,N,V), CPS10 (A,B,C,F), CPS11
(A,B,C,D)F), CPS12 (A,B,F), CPS13, CPS14, CPSIS (A,B,C,F),
CPS16 (AF), CPS17 (AF), CPSI8 (A,B,C,F), CPS19 (A,B,C,F),
CPS20, CPS21, CPS22 (AF), CPS23 (A,B,I"), CPS24 (A,B,I), CPS25
(A,F), CPS26, CPS27, CPS28 (A,F), CPS29, CPS31, CPS32 (A,F),
CPS33 (A,B,C,D,F), CPS34, CPS35 (A.B.C,D.F), CPS36, CPS37,
CPS38, CPS39, CPS40, CPS41 (AF), CPS42, (CPS43, CPS44,
CPS45, CPS46, CPS47 (AF), veya CPS48’in bir regitlator geni wzg,
wzh, wzd veya wze’yi sifreleyen bir nilkleik asit; veya (b)
Staphylococcus aureus kapsiler polisakarid gen kiimesi CPS5 veya
CPS8’in bir regilator geni capA, capB veya capC’yi sifreleyen bir
nukleik asit; veya (c¢) Streptococcus agalactiae (grup B, GBS)
kapsuler polisakarid gen kumesi CPSla, CPSIb, CPSII, CPSIII,
CPS1v, CPSV, CPSVI, CPSVII veya CPSVIII'in bir regilatdr geni
CpsA, CpsB, CpsC veya CpsD’yi sifreleyen bir nikleik asit igerir;
burada Gram-negatif bakteri ayrica Gram-negatif bakteri igin

heterolog olan bir oligosakaril transferaz da igerir.

2.Istem 1’e ait Gram-negatif bakteri olup, burada Gram-negatif
bakteri, kapsiiler polisakarid gen kiimesinin agik okuma ¢ergevelerinin

en az %25, %50, %75, %85, %90 veya en az %95’ ni igerir.
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3.Istem 1’e ait Gram-negatif bakteri olup, burada adi gecen Gram-
negatif bakteri, Escherichia turleri, E. coli, Shigella tirleri, Klebsiella
turleri, Salmonella tirleri, Yersinia tirleri, Neisseria turleri, Vibrio

tiurler: ve Psecudomonas tirlerinin olusturdugu gruptan segilir.

4. Onceki 1stemlerden herhangi birine ait Gram-negatif bakteri olup,
burada adi1 gegen regulator gen, istege gore S. pneumoniae Tip 1 veya
S. pneumoniae Tip 4’ten olmak iizere bir S. pneumoniae regilator

genidir,

5. Onceki istemlerden herhangi birine ait Gram-negatif bakteri olup,
burada adi gecen reglilatdr gen, bir Staphylococcus aureus regilator

genidir.

6. Onceki istemlerden herhangi birine ait Gram-negatif bakteri olup,
burada adi gegen regiilator gen, Streptococcus agalactiae regilator

genidir.

7. Onceki 1stemlerden herhangi birine ait Gram-negatif bakteri olup,
burada Gram-negatif bakteri i¢in fitri olan bir veya daha fazla gen

delete edilmis veya eylemsizlestirilmistir.

8. Istem 8’¢ ait Gram negatif bakteri olup burada waaL geni delete

edilmastir.

9. Onceki istemlerden herhangi birine ait Gram-negatif bakteri olup,
burada ad1 gecen regiilator gen, S. pneumoniae kapsitler gen kiimesi

CPSI1, CPS2, CPS3, CPS4, CPS5, CPS6 (A ve B), CPS7 (A,B,C),
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CPS8, CPS9 (A,L\N,V), CPS10 (A,B.C,F), CPSI1 (A,B,C,D,F),
CPS12 (A,BF), CPS13, CPS14, CPS15 (A,B,C.F), CPS16 (A,F),
CPS17 (AF), CPSI8 (A,B,C,F), CPS19 (A,B,C,F), CPS20, CPS21,
CPS22 (A,F), CPS23 (A,B,F), CPS24 (A,B.F), CPS25 (A.F), CPS26,
CPS27, CPS28 (AF), CPS29, CPS31, CPS32 (AF), CPS33
(A,B,C,.D,F), CPS34, CPS35 (A.B.C.D,F), CPS36, CPS37, CPS38,
CPS39, CPS40, CPS41 (AF), CPS42, CPS43, (CPS44, CPS45,
CPS46, CPS47 (AF) veya CPS48’e ait wzg, wzh, wzd, wze; veya
Staphylococcus aureus kapsiiler polisakarid gen kiimesi CPS5 veva

CPS8’¢ ait capA, capB veya capC’dir.

10. Onceki istemlerden herhangi birine gore Gram-negatif bakter
olup, ayrica glikosilasyon icin bir konsensiis sekansi iceren bir tasiyici
proteini sifreleyen bir nukleik asit de icermektedir, sozkonusu nitkleik
asit istege gore P. aeruginosa’dan detoksifive eksotoksin A, S.
aureus’a ait CRM197, Difteri toksoidi, tetanos toksoidi, detoksifiye
hemolisin A, kiimelenme faktori A, kuimelenme faktorii B, E. coli
FimH, E. coli FimHC, E. coli 1siyla degisken enterotoksini, E. coli
1styla degisken enterotoksininin detoksifiye varyantlari, Kolera toksini
B alt birimi(CTB), kolera toksini, kolera toksininin detoksifiye
varyantlari, E. coli sat proteini, E. coli sat proteininin yolcu alani, C.
jejuni  AcrA, C. jejumi dogal glikoproteinleri, S. pneumoniae
pnomolisini, S. pneumoniae NOX, S. pneumoniae PspA, S.
pneumoniae PcpA, S. pneumoniae PhtD, S. pneumoniae PhtE, S.

pneumoniae Ply veya S. pneumoniae LytB dir,

11. Bir rekombinant glikoprotein iretilmesine yonelik yontem olup,

istem 1-10°dan herhangi birine ait Gram-negatif bakterinin,
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rekombinant ghkoprotemn uretimi i¢in uygun kosullar altinda
kultorlenmesini  kapsar; burada rekombinant glikoprotein, S.
pneumoniae CPS1, CPS2, CPS3, CPS4, CPSS5, CPS6 (A ve B), CPS7
(A,B,C), CPS8, CPS9 (A,LN,V), CPS10 (AB,CJF), CPSII
(A,B,C,D,F), CPS12 (A,B,F), CPS13, CPS14, CPSI5 (A.B.CJF),
CPS16 (AF), CPS17 (AF), CPSI8 (A,B,C,F), CPS19 (A,B.CF),
CPS20, CPS21, CPS22 (AF), CPS23 (A,B,F), CPS24 (A, B,F), CPS25
(AF), CPS26, CPS27, CPS28 (AF), CPS29, CPS31, CPS32 (AF),
CPS33 (A,B,C,D,F), CPS34, CPS35 (A.B,C.D,I), CPS36, CPS37,
CPS38, CPS39, CPS40, CPS41 (AF), CPS42, CPS43, CPS44,
CPS45, CPS46, CPS47 (AF) veya CPS48; veya Staphylococcus
aureus CPS5 veya CPSS; veya Streptococcus agalactiae (grup B,
GBS) CPSIa, CPSIb, CPSII, CPSIII, CPSIV, CPSV, CPSVI, CPSVII

veya CPSVIII arasindan secilen bir kapsile polisakarid igerir.

12. Istem 11°e gore bir rekombinant glikoprotein tiretilmesine yonelik
yontem olup ayrica rekombinant glikoprotemin saflastirilmasim da

kapsar.

13. Istem 11 veya istem 12’ye ait bir rekombinant glikoprotein
iiretilmesine yonelik yontem olup, burada rekombinant glikoprotein,
S. pneumoniae CPS1, CPS4 ve CPS14 arasmdan secilen bir kapstiler

polisakarid icerir.

14. Pnomokok polisakaridler igeren bir glikokonjugat as1 Uretilmesine
yonelik yontem olup, istem 1-4 veya 7-10°dan herhangi birine ait
Gram-negatif bakterinin, rekombinant glikoproteinlerin tiretimi igin

uygun kosullar altinda kultiirlenmesiyle rekombinant glikoproteinler
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uretilmesim1  kapsar; burada rekombinant glikoproteinler, S.
pneumoniae CPS1, CPS2, CPS3, CPS4, CPS5, CPS6 (A ve B), CPS7
(A,B,C), CPS8, CPS9 (A,LNV), CPS10 (AB,CF), CPSlI
(A,B,C,D,)F), CPS12 (A,B)F), CPS13, CPS14, CPSI5 (A.B.CF),
CPSl16 (AF), CPS17 (AF), CPSI8 (AB,CF), CPS19 (A,B.CF),
CPS20, CPS21, CPS22 (AF), CPS23 (A.B.F), CP524 (A,B.F), CPS25
(AF), CPS26, CPS27, CPS28 (AF), CPS29, CPS31, CPS32 (AF),
CPS33 (A,B,C,D.F), CPS34, CPS35 (A.B,C.D,F), CPS36, CPS37,
CPS38, CPS39, CPS40, CPS41 (AF), CPS42, CPS43, CPS44,
CPS45, CPS46, CPS47 (ALF) veya CPS48 arasindan segilen kapsille

polisakaridler igerir.

15. Istem 14°e gore bir glikokonjugat asi iiretilmesine yonelik yontem

olup ayrica rekombinant glikoproteinlerin saflastirilmasmi da kapsar.

16. Istem 14 veya istem 15°e ait bir glikokonjugat asi firetilmesine
yonelik yontem olup, burada rekombinant glikoproteinler, S.
pneumoniae CPS1, CPS4 ve CPSI4 arasmdan segilen kapsuler

polisakaridler igerir.
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TARIFNAME

E. COLI’DE ENZIMATIK KONJUGASYONLA
REKOMBINANT ASI URETIMI

1- GIRIS

Burada, in vivo glikokonjugatlar tiretmede uzman prokaryotik hiicreler
ve ayrica bu hilereleri retme ydntemleri ve bu hiuicrelerin,
glikokonjugatlar tretmek i¢in kullanilmalarna yonelik yontemler
sunulur. Adr gecen glikokonjugatlanin kompozisyonlart ve ayrica

bunlarn farkl kullanimlar da dahil edilmaistir.

2- ALT YAPI

Glikosilasyon,  karbohidrat  molekilllerimin =~ veya  sekerlerin
(monosakaridler, disakaridler, oligosakaridler veya polisakaridler), bir
protein veya polipeptit igerisindeki farkli amino asit tortularmin yan
zincirlerine eklenmesiyle bir glikoprotein uretilmesini saglayan bir

prosestir.

Glikoproteinler, hiicresel etkilesim ve hiicre sinyallemesi gibi birkag
proseste yer alir; bunlar, sekretuar ve membran proteinlerinin protein
katlanmasi, oligomerizasyonu, stabilitesi, kalite kontrolil, siralanmas1

ve taginmasina istirak ederler. Protein glikosilasyonu, bir proteinin
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antijenikligi, stabilites1 ve yar1 omrii Gizerinde carpict sekilde uygun

bir etkiye sahiptir.

Protein tasiyici igerisinde karbohidrat molekulleri ile amino asit
tortusu arasindaki baglantimin tipine bagli olarak farkli glikoprotein

turler1 vardir.

N baglantili protein glikosilasyonu -karbohidrat molekiillerinin, hedef
proteinin polipeptit zincirindeki bir asparagin tortusuna eklenmesi-,
okaryotik organizmalarim endoplazmik retikulumunda meydana gelen
translasyon sonrast modifikasyonun en vyaygm tipidir. Proses,
Endoplazmik retikulumda konzerve sekans Asn-X-Ser/Thr (buradaki
X, prolin dismnda herhangi bir amino asittir) igerisinde onceden
birlestirilmis bir oligosakaridin bir lipit tagiyicidan (dolikol fosfat) bir
nasent proteinin bir asparagin tortusuna tagsinmasindan sorumlu
enzimatik  oligosakariltransferaz  kompleksi  (OST) tarafindan
gerceklestirilir. Sakarid zinciri daha sonra Golgl aparatinda bagka
modifikasyonlara tabi olur. N baglantili glikosilasyon prosesi,
okaryotlarda ve yaygin sekilde arkelerde ve ¢ok nadir olarak da

bakterilerde meydana gelir (asag1 bakiniz).

O baglantili glikosilasyon, oOkaryotlarda, arkelerde ve bakterilerde
meydana gelen bir glikosilasyon formudur. Bu, protein hedefi
igerisindeki bir amino asit tortusunda bir seker molekulliniin bir

oksijen atomuna eklenmesini kapsar.

Bir bakterinin, yani gida kaynakli patojen Campylobacter jejuni’nin

de kendi proteinlerini N-glikosile edebilecegi (Wacker ve arkadaslari,



10

15

20

25

Science. 2002; 298(5599):1790-3),  kend: glikosilasyon
mekanizmasina sahip oldugu gercegi sayesinde gosterilmistir. Bu
reaksiyondan sorumlu mekanizma, pgl (protein glikosilasyonu igin)

adiyla bilinen bir kiime tarafindan sifrelenir.

C. jejuni glikosilasyon mekanizmasi, E. coli’ye aktarilarak E. coli
hucreler1 tarafindan eksprese edilmis rekombinant proteinlerin
glikosile olmasi saglanabilir. Onceki ¢alismalar, N-glikosilasyon
vapabilen E. coli suslarmin nasil iretilecegini gostermistir (bakiniz
orn., Wacker ve arkadaslari, Science. 2002; 298 (5599): 1790-3; Nita-
Lazar ve arkadaslan, Glycobiology. 2005; 15(4):361-7; Feldman ve
arkadaslar1, Proc Natl Acad Sci ABD 2005; 102(8):3016-21; Kowarik
ve arkadaslari, EMBO J. 2006; 25(9):1957-66; Wacker ve arkadaglar,
Proc Natl Acad Sci ABD 2006; 103(18):7088-93; Uluslararas1 Patent
Basvurusu Yayimlari No. W02003/074687, WQO2006/119987, WO
2009/104074 ve WO/2011/06261 ve WO2011/138361).

Bakteriler, siklikla kapsuler polisakaridlerin ¢evreledigi tek yada ¢ift
kilifli hicre membranma sahip olmalaria bagh olarak Gram-pozitif
ve Gram-negatif olmak Uizere iki gruba ayrilabilir. Bu tir bakterilerin
ornekleri arasinda Streptococcus ssp., Pseudomonas ssp., Neisseria
ssp., Salmonella ssp., Escherichia ssp., Staphylococcus ssp.,
Campylobacter ssp., vb. ver alir. Tibbi ve ticari agidan en alakah
enfeksiydoz ajanlardan  biri, bir Gram-pozitif patojen olan

Streptococcus pneumoniae’dir,

S. pneumoniae, dinva g¢apinda hem hafif hem de siddetli

enfeksiyonlarin baslica sebebidir. Pndmokok enfeksiyonlari ile iliskili
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birimcil klinik sendromlar, pndomoni, menenjit, kan dolagim
enfeksiyonlann ve akut otitis media’dir; bunlarin, morbidite ve
mortalite bakimindan en 6nemli olami, pnomonidir. S. pneumoniae’nin
neden oldugu enfeksiyonlar, ozellikle ¢ok geng ve yaslilardaki ciddi
hastalik yukiinden sorumludur (Isaacman DJ, M. E., Reinert RR.
2010. Burden of imvasive pneumococcal disease and serotype
distribution among Streptococcus pneumoniae isolates in young
children in Europe: impact of the 7-valent pneumococcal conjugate
vaccine and considerations for future conjugate vaccines. Int J Infect

Dis. 14:197-209).

Pnomokoklar, kimyasal ve serolojjk ag¢idan farkli kapsiller
polisakaridleri bazinda birgok serotip (~93) halinde gruplandirilir.
Baz1 serotipler, digerlerinden daha bol miktardadir, klinik olarak
gorinur enfeksiyonlar ile iligkilidir, ciddi envazif enfeksiyonlara
neden olur ve bir veya daha fazla antibakteriyel ajan simifina karg:
diren.¢ kazanir (Rueda, A. M. M., MSc; Serpa, José A. MD; Matloobi,
Mahsa MD; Mushtaq, Mahwish MD; Musher, Daniel M. MD. 2010,
The spectrum of invasive pneumococcal disease at an adult tertiary
care hospital in the early 21st century. Medicine (Baltimore) 89:331-
336). Polisakarid kapsulu igerisindeki yapisal farkhiliklara dayanarak
farkli S. pneumoniae serotipleri tanimlanmistir. Onceki analizlere gore
yaklasik olarak 10 veya 11 serotip, dunyadaki tim bolgelerde envazif
pediatrik enfeksiyonlarin %70°ten fazlasinin sebebidir (Hausdorff
WP, Bryant J, Paradiso PR, Siber GR: Which pneumococcal
serogroups cause the most invasive disease: implications for conjugate
vaccine formulation and use, part 1. Clinical infectious diseases: an

official publication of the Infectious Diseases Society of America
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2000, 30(1):100-121). Hastaliga neden olan serotiplerin dagilimm,
yasa, hastalik sendromuna, hastah@in siddetine, cografi bolgeye ve
fazla g¢alismaya bagh olarak degiskenlik gosterir. Penisilin,
eritromisin, ko-trimoksazol veya ¢oklu ilaglara direngli pnomokoklar,
birgok bolgede vaygindir (Evolving trends 1in Streptococcus
pneumoniae resistance: implications for therapy of community-
acquired bacterial pneumonia. Jones RN, Jacobs MR, Sader HS. Int J
Antimicrob Agents. Eylul 2010;36(3):197-204).

Pnomokok kapsiilil, temel bakteriyel viriilans faktorlerden biridir ve
cesitll asilarda antijen olarak basarnli sekilde kullanilmaktadir.
Kapsiiler polisakaride kars1 antikorlarm, pnomokok enfeksiyonuna
kars1 koruyucu oldugu gosterilmistir (Musher DM PH, Watson DA,
Baughn RE: Antibody to capsular polysaccharide of Streptococcus
pneumoniae at the time of hospital admission for Pneumococcal
pneumonia. J Infect Dis 2000, 182(1):158-167, Isaacman DJ ME,
Reinert RR: Burden of mvasive pneumococcal disease and serotype
distribution among Streptococcus pneumoniae isolates 1 young
children 1 Europe: impact of the 7-valent pneumococcal conjugate
vaccine and considerations for future conjugate vaccines. Int J Infect

Dis 2010, 14(3):197-209)

Pnomokok kapsiiler polisakaridlerin (CPS) sentez yolaklari, serotipe
(~ 93) bagli olarak farklilik gosterir. Sintaz yolagiyla sentezlenen tip 3
ve 37 haricinde (Bentley SD, Aanensen DM, Mavroidi A, Saunders D,
Rabbinowitsch E, Collins M, Donohoe K, Harris D, Murphy L, Quail
MA ve arkadaslan: Genetic analysis of the capsular biosynthetic locus

from all 90 pneumococcal serotypes. PLoS genetics 2006, 2(3):e31)
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pnomokok CPSler genellikle O-Antijen-Flippaz (Wzx)/Polimeraza
(Wzy) bagh yolakla sentezlenir (SEKIL 1).

CPSler, ortak onculerden (orn. nikleotitle  aktiflestirilen
monosakaridler) tasiyict lipitler tizerinde asamali bir yaklasimla
birlestirilir. Ik once tekrar birimi, tasiyic1 fizerinde membranin
sitoplazmik tarafinda farkl glikosiltransterazlar tarafindan birlestirilir.
Daha sonra lipit baglantili oligosakaride hafifge wvurularak bu,
membranin, tekrar birimlerinin polimerize edildigi dis tarafina
yonlendirilir. CPS’nin tamami, tasiyict lipitten sahmir ve ylzeye

gonderilir.

Bakteriyel polisakaridler, insanlarda, T hiicre epitoplan ihtiva eden bir
protein tasryiciya baglanmalart durumunda uzun siire kalict immun
tepkisi ortaya ¢ikarabilirler. Bu konsept, hemen hemen 100 yil dnce
detaylandirildi (Avery, O. T. ve W. F. Goebel, 1929. Chemo-
immunological  studies on conjugated carbohydrate-proteins.
Immunological specificity of synthetic sugar-proteins. J. Exp. Med.
50:521-533) ve sonra protein tasiyicr diftert toksinine baglanmis
Haemophilus influenza tip B (HIB) polisakaridi i¢in kamtland:
(Anderson, P. 1983. Antibody responses to Haemophilus influenzae
type b and diphtheria toxin induced by conjugates of oligosaccharides
of the type b capsule with the nontoxic protein CRMI197. Infect
Immun 39:233-8; Schneerson, R., O. Barrera, A. Sutton ve J. B.
Robbins. 1980. Preparation, characterization, and immunogenicity of
Haemophilus influenzae type b polysaccharide-protein conjugates. J
Exp Med 152:361-76). Bu glikokonjugat ayrica 1987 yilinda ABD’de

lisans alan ilk konjuge as1 oldu ve kisa siire sonra Birlesik Devletlerin
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bebek 1mminizasyon programma dahil edildi. HIB’nin yani sira
kapsile edilmis insan patojenleri Neisseria meningitidis ve S.
pneumoniae’ye karsi konjuge asilar da basarili sekilde gelistirilmistir,
Asilarin  rutin  kullanimi, nazofarenjival kolonizasyon ve ayrica
enfeksiyonda azalmava neden olmustur. Halen global as1 piyasasinin

~%25’1, konjuge asilar1 kapsar.

Kojugat asilar, bakteriyel enfeksiyonlara karsit koruma saglamak igin
basaril sekilde kullanilmaktadir. Bir antijenik polisakaridin bir protein
tasiyiclya konjugasyonu, koruyucu hafiza tepkisi i¢in gereklidir,
¢unki  polisakaridler, T hiicresinden bagimsiz antijenlerdir,
Polisakaridler, protein tasiyicilara, farkli kimyasal yontemlerle,
polisakarid ve ayrica protein tasiyici igerisindeki aktiflesmeyle reaktif
gruplar kullamlarak konjuge edilmistir (Pawlowski, A., G. Kallenius
ve S. B. Svenson. 2000. Preparation of pneumococcal capsular
polysaccharide-protein  conjugates  vaccines  utilizing  new
fragmentation and conjugation technologies. Vaccine 18:1873-1885;
Robbins, J. B., J. Kubler-Kielb, E. Vinogradov, C. Mocca, V.
Pozsgay, J. Shiloach ve R. Schneerson. 2009. Synthesis,
characterization, and immunogenicity in mice of Shigella sonnei O-
specific oligosaccharide-core-protein conjugates. Proc Natl Acad Sci

ABD 106:7974-7978).

Konjugat asilar, ¢ocuklara, onlar1 bakteriyel enfeksiyonlara karsi
korumak i¢in uygulanabilir ve yetiskinler i¢in uzun stire kalici bir
immiin tepkisi saglayabilir. Bulusa ait yapilar, hayvanlarda bir 1gG
tepkisi urettigi bulunmustur. Polisakaridin (yani seker tortusunun),

sekere Ozel kisa streli bir immiin tepkisi tetikledigine inamlir.
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Gergekten msan 1mmilin sistemi, bakterilerin spesifik polisakarid
yluzey yapilarina, orn., O-antijenlere ve kapsiiler polisakaridlere kars
gliclil bir tepki Giretir, Bununla birlikte polisakaridlere yonelik immiin
tepkisi, IgM’ye baghh oldugundan immin sistemi, hi¢ hafiza
gelistirmez. Bununla birlikte polisakaridi tasiyan protein tasiyici, T
hiicresine bagli olan ve immin sistem hafiza gelistirdigimden uzun
stire kalic1 koruma saglayan bir IgG tepkisini tetikler. Bu nedenle bir
asinin, bir protein tasiyici-polisakarid konjugati seklinde gelistirilmesi

avantajlidir.

Saf pnomokok polisakarid asilanimin kiigilk ¢ocuklarda oneml
serotipler 1¢in koruyucu bir immiin tepkisi inditkleyememesi, bunlarm

bebek immiizasyonunda degerlendirilmesini engeller.

Bugiine kadar pnomokok hastaligina karsi asilar, iyice oturmus bir
kimyasal konjugasyon tcknolojisiyle in vitro sentezlenmistir.
Antijenik  kapsuler polisakaridler, patojenik  organizmalardan
ozumlenir, saflastinlir, kimyasal olarak aktiflestirilir ve uygun bir
protein tagiyiciya konjuge edilir. Halen glikokonjugatlar Giretmek igin
farkli protein tasiyicilar, orn., CRM197 (difteri toksoidi), tetanos

toksoidi ve Hemophilus influenzae protein D kullanilmaktadir.

Birka¢ yil once 7 valansli bir pnomokok konjugat asisina (PCV7)
lisans verilmis ve bunun, WHO’nun Stratejik Uzman Danisman
Grubu (SAGE) tarafindan hastalik yiikiiniin yuksek oldugu gelismekte
olan ulkelerde kullanilmasi tavsiye edilmistir (Vaccine 6 Temmuz
2012;30(32):4717-8. Epub 20 Mayis 2012. Pneumococcal vaccines
WHO position paper - 2012 - recommendations. WHO Publication).
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Cesith ulkelerde 10 valansh (PCV10) ve 13 valansh (PCV13) bir
konjugat asiya da lisans verilmistir. Farkh gelistirme evrelerinde olan
ilave konjugat asilar da vardir (Jiang SM, Wang L ve Reeves PR:
Molecular characterization of Streptococcus pneumoniae type 4, 6B,

8, and 18C capsular polysaccharide gene clusters. Infect Immun 2001,

69(3):1244-1255).

Kimyasal konjugat asilarin Giretimi baglaminda bir takim problemler
tanimlanmistir. Polisakaridlerin konjugasyon i¢in kimyasal igleme tabi
tutulmasimin,  polisakaridin  dogal konformasyonunu bozarak
antijenlerin  kalitesmi etkiledigi, sonug¢ itibariyle son Grimin
antijenikligini ve immimojenikligmi etkiledigir gosterilmistir {(Impact
of the conjugation method on the immunogenicity of Streptococcus
pneumoniae serotype 19F polysaccharide in conjugate vaccines
(Poolman J, Frasch C, Nurkka A, Kayhty H, Biemans R, Schuerman
L.Clin Vaccine Immunol. Subat 2011;18(2):327-36. Epub 1 Aralik
2010).

3- BULUSUN OZETI

Bu bulus, pndomokok hilcrelerinden polisakaridler ihtiva eden
glikokonjugat asilar iretmeye yonelik yeni bir yontemi tarif eder. Bu
yenilikgl pnomokok asisi, bir Gram-pozitif bakterinin oligo- veya
polisakarid biyosentezinde yer alan regiillator genlerin, bir Gram-
negatif konak¢r susu igerisinde oligo- ve polisakaridlerin verimli
sekilde sentezlenmesi ig¢in kullanilabilecegi ve bu yolla uretilen oligo-
veya polisakaridin, Gram-negatif konak¢r hilcrelerinde  bir

glikokonjugat as1 yapmak i¢in kullanilabilecegi kesfine dayanir.
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Bulusun diger yeni ve beklenmedik ozellikleri, sinirlama olmaksizin,

asagida verilen diizenekleri icerir.

Sunulan bulus, pnomokok polisakaridi bazli konjugat asilarin
tretimine yonelik orijinal bir prosediirl tarif eder. Prosedur, ¢esith

adimlara dayanir:

1) Pnomokok polisakaridlerin, polisakaridlerin tiretim verimliligini
arttiran regulator genler kullamilarak E. coli’de undekaprenil-
pirofostat (Und-PP) baglantih O antijen benzeri polisakaridler

seklinde rekombinant tiretimi.

11} Polisakarid Grretimini daha verimli hale getirmek i¢in baslangictaki
sustan spesifik fonksiyonlarn delete etmek suretiyle uygun bir Gretim

susu gelistirilmesi.

111) Pndomokok polisakaridlerim E. coli i¢inde verimli, rekombinant

sentezine olanak taniyan uygun DNA yapilan tasarlanmasi.

iv) Polisakaridlerin bir oligosakariltransferaz tarafindan bir akseptor

proteine verimli in vivo konjugasyonu i¢in bir yontem.

4- SEKILLERIN KISA TARIFi

SEKIL 1, S. pneumoniae’nin Kapsiller Polisakarid Biyosentetik
Yolagmin  genetik  organizasyonunu  gosterir.  Streptococcus

pneumoniae suslarinin, in vivo konjugasyon igin kullamilan kapsiiler
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polisakarid biyosentetik yolaginin genel genetik organizasyonunun
sematik diyagrami.

SEKIL 2, CPS 1 biyosentezi ile ilgili genetik organizasyonu gosterir.
CPS1 genetik organizasyonu, wzg ila rmlD, kapsuler polisakaridin
biyosentezinde yer alan genlerdir.

SEKIL 3, bir CPS 1 alt birimini gosterir. Bir CPS1 alt biriminin
sematik diyagramu.

SEKIL 4, S. sonnei ve P. shigelloides’ten bir O antijen alt birimini
gosterir. S. sonnei ve P. shigelloides tekrar biriminin sematik
diyagramai.

SEKIL 5, P. shigelloides 017 antijen grubunu gosterir. Plesiomonas
shigelloides 017 0 antijen grubu.

SEKIL 6, S. pneumoniae CPS 1 polisakaridinin E. coli’de iiretimini
gosterir. S, pneumoniae CPS1 polisakaridinin E. coli’de Uretimi. Tam
CPS1 biyosentetik genleri wzg-ugd’yi ihtiva eden, plazmid pGVX767
ile transforme edilmis farkli E. coli suslarindan proteinaz K ile isleme
tabi tutulmus buitiin hiicre ozutlerinin Westen-blot analizi. Serit 1,
protein markeri; sent 2, E. coli GVX2174 (W3110 Awaal
AwecAwzzECA  ArfbO16::rfbP. shigelloidesO17-clmR); serit 3,
pGVX767 ile transforme edilmis E. coli GVX2174 (CPS tip 1 bir
promoteri, bir RBS’yi ve wzg-ugd’yi sifreleyen pLAFR); serit 4 ve 5,
pGVX767 ile transforme edilmis E. coli GVX3329 (=GVX2174
wbgW::clmR=W3110 AwaalL AwecAwzzECA
ArfbO16::(rfbP.shigelloidesO17 AwbgW::clmR)). Ornekler, 200V’de
35 dakika sureyle MES’li %12 Bis-Tris jel (invitrogen) lizerinde
yurutuld ve sonra iBlot’ta blotland1 ve primer antikor olarak anti-CP]

antikoru (1:250) tarafindan gelistirildi. clmR, kloramfenikol (clm)
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direnci kazandiran bir DNA segmentini, yani bir clm direng kasetini
isaret eder.

FIG. 7, E. coli’de uretilen CPS1 polisakaridinin asitle islemeye
duyarliligini gosterir. pGVX767 plazmidi (tam CPS1 biyosentetik
genler, wzg-ugd’yi ihtiva eden) ile transforme edilmis E. coli
GVX3329’un E. coli Western-blot analizi. Serit 1, 3, iki farkh
koloninin bitin hiicre dzutlerinin proteinaz K ile isleme tabi tutulmus
hali; serit 2 ve 4, ilgili 6zutlerin TFA ile isleme tutulmus hali; serit 5,
protein markeri. Ornekler, 200V’de 35 dakika stireyle MES tamponlu
%12’lik bir Bis-Tris Page jel (invitrogen) Uizerinde ylriitldil ve sonra
elektroblotland1 ve primer antikor olarak anti-CPl antikoru (1:250)
tarafindan gelistirildi.

SEKIL 8, S. pneumoniae CPS1’de tasiyic1 genlerin delesyonlarinm
etkisini gosterir, Kapsuiler polisakarid tasiyic1 genler wzg, wzh, wzd ve
wze’nin delesyonunun, E. coli’de S. pneumoniae CPSI polisakaridinin
biyosentezi lizerindeki etkisi. Plazmid pGVX808 (=pGVX767 Awzg-
wze::clmR), serit 2-5 ve pGVX767 (tam CPS1 grubu), serit 6 ile
transforme edilmis dort farkli E. coli GVX3329 kolonisinin biitun
hiicre dzutlermin (protemaz K ile dijest edilmis) Western-blot analiz.
Ornekler, 200V’°de 35 dakika streyle MES’li %12 Bis-Tris jel
(invitrogen) Uizerinde yiiriitilldil ve sonra iBlot’ta blotland1 ve primer
antikor olarak anti- CP1 antikoru (1:250) tarafindan gelistirildi.
SEKIL 9, N-glikosile edilmis EPA’nin, degistirilmis E. coli’den S.
pneumoniae CPS tip 1 ile His-Trap saflastirma adimlari. N-glikosile
edilmis EPA’nin, degistirilmis E. coli’den S. pneumoniae kapsuler
polisakarid grup 1 ile HisTrap saflagtirma adimlari. Panel A ve B, ayn
ayrt anti-His ve anti-CP1 ile gelistirilmis EPA-CP1 konjugatlarinin

saflagtirma adimlarindan gelen protein drneklerinin western-blot’unu
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gosterir. Protein ormeklerini ayristirmak icin %4-12 Bis-Tris PAGE-jel
kullamlir. pGVX767, pGVX114 ve pGVX150 ile transforme edilmis
E. coli susu GVX3329 (=GVX2174 wbgW::cImR= W3110 Awaal.
AwecAwzzECA  ArfbO16::(rtbP shigelloidesO17  AwbgW::clmR)),
kullanilda.

SEKIL 10, Bir CPS4 alt biriminin sematik diyagram.

SEKIL 11, CPS4’tn genetik organizasyonu, CPS4 genetik
organizasyonu, wzg ila fnlC, kapsiiler polisakaridin biyosenteznde yer
alan genlerdir.

SEKIL 12, E. coli’de S. pneumoniae CPS4 polisakaridinin firetimini
gosterir. Farkli E. coli suglarindan proteinaz K ile isleme tabi tutulmus
biitin hiicre dzutlerinin Western-blot analizi. Serit 1, protein markerr;
serit 2-4, pGVX803 (CPS4 grubunun tamamimi eksprese eden) ve
pGVX238 (23206, epimeraz) ile transforme edilmis E. coli W3110
Awaal; serit 5-7, pGVX803 ve pGVX207 (galE, epimeraz) ile
transforme edilmis E. coli W3110 Awaal,; serit 8-10, pGVX753
(kismu CPS4 grubu, weij-fnle, regillator genler ve weil olmadan) ve
pGVX238 ile transforme edilmis E. coli W3110 Awaal E. coli.
Inditkleme igin kullamldig1 gibi %0.1 Arabinoz. Kiiltirlenmis biyo-
kutlenin 0.1 OD’sine muadiller, 200V’de 35 dakika streyle MES’li
%12 Bis-Tris jel (invitrogen) uUzerinde yuriitildn ve sonra iBlot’ta
blotland1 ve primer antikor olarak anti- CPS4 antikoru (1:100)
tarafindan gelistirildi.

SEKIL 13, E. coli SCM6°da firetilen S. pneumoniae CPS4°{in analiz
sonuglari  gosterir. E. coli’de uretilen S. pneumoniae CPS4’in
analizi. LLO, E. coli SCM6’dan 6ziimlendi (Schwarz F, Huang W, Li
C, Schulz BL, Lizak C, Palumbo A, Numao S, Neri D, Aebi M, Wang

LX: A combined method for producing homogeneous glycoproteins
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with eukaryotic N-glycosylation. Nat Chem Biol 2010) ve daha once
tarif edildigi gibi 2AB ile etiketlendi (US 2011/0274720 Al). Panel A;
pGVX803 (pLAFR’den gelen CPS4 grubunun tamamini eksprese
eden) ve galE epimeraz (pGVX207, pMLBAD omurgas:) ile
transforme edilmis E. coli SCM6’dan oziimlenmis 2AB etiketli
LLO’nun kromatogrami, kesikli ¢izgiler; bos vektorler pLAFR ve
pMLBAD 1le transforme edilmis arka plandaki E. coli susu ile
karsilastirma, stirekli ¢izgi. Panel B, CPS4 pikinin, 53.9uncu dakikada
cliite olan tek tekrar biriminin MS/MS analizi, (panel A).

SEKIL 14, E. coli SCM3 igerisinde tiretilen S. pneumoniae CPS4’{in
analiz sonuglarimi gosterir(Faridmoayer A, Fentabil MA, Mills DC,
Klassen JS, Feldman MF: Functional characterization of bacterial
oligosaccharyltransterases involved in O-linked protein glycosylation.
JOURNAL OF BACTERIOLOGY 2007, 189(22):8088-8098). E.
coli’de uretilen S. pneumoniae CPS4’Gn analizi. LLO, E. coli
SCM3’ten (S¢874, Awaal) 6ztiimlendi ve tarif edilen sckilde 2AB ile
etiketlendi (US 2011/0274720 Al). pGVX771 (bir promoter, RBS,
73206 geni ve CPS14 grubundan wecil-fnlc ihtiva eden, regulator
genler igermeyen pLAFR) ile transforme edilmis E. coli SCM3’ten
oziimlenmis 2AB etiketli LLO’nun HPLC kromatogrami, yekpare
¢izgl; bos vektor pGV X725 (sadece promotor ve RBS’li pLAFR) ile
transforme edilmis arka plandakiE. coli SCM3 susu ile karsilagtirma,
kesikli ¢izgi. 50.8, 53.6 ve 56.2nci dakikada eliite olan piklerin MS
analizi, piruvat (Pyr) iceren yada icermeyen tek bir CPS4 tekrar birimi
(RU) ile uyumluydu.

SEKIL 15, CPS4-LLO kullanilan in vitro N-glikosilasyonun CPS4
lipit baglantili oligosakarid kullanilan in vitro N-glikosilasyonun

analiz sonuglarin1  gosterir. LLO, pGVX771 (onceki sckilde
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aciklanmistir) ve pGV X725 (bos vektor) ile transforme edilmis E. coli
SCM3’ten (S¢874 Awaal) odzimlendi. In vitro reaksiyon,
saflagtirillmig C. jejuni PglB, floresanla etiketlenmis bir peptit
akseptorll (Tamra-DANYTK) ve LLO ozutinun bir reaksiyon
tamponu i¢inde bir gece siireyle karistirilmasi suretiyle tamamlandi.
Peptit, reaksiyon kansimindan organik faz ayirma islemiyle ayrildi ve
UPLC’nin ardindan MS analizine tabi tutuldu. Panel A ve B, peptidin,
pGVX725 ihtiva eden SCM3’ten, (negatif kontrol) ve pGVX771
thtiva  eden  SCM3°ten  ozimlenmis  LLO  kullanilarak
glikosilasyonundan sonraki UPLC kromatogramlari. Panel C ve D,
peptit Gizerinde birlestirilmis bir ve iki tam CPS4 alt birimine karsilik
gelen, 1543 ve 17.62nc1 dakikada elute olmus glikopeptitlern
MS/MS analizi.

FIG. 16 S. pneumoniae CPS4 ile N-glikosile edilmis EPA’nin
HisTRap saflastirma adimlar1 Degistirilmis E. coli’den S. pneumoniae
CPS4 ile N-glikosile edilmis EPA’nin HisTrap saflastirma adimlar:.
pGVX539, pGVX114, pGVX207 ve pGVXE03 ile transforme edilmis
ve TB ortamunda buyQitilmiis E. colicoli W3110AwaaL. Panel A, B ve
C, ayn ayn anti-His ve anti-CPS4 ile gelistinilmis EPA-CPS4
konjugatlarinin saflastirma adimlarmndan gelen protein orneklerinin
coomassie boyali ve western-blot durumunu gosterir. Protein
orneklerini ayristirmak igin %4-12% Bis-Tris SDS-jel  kullanilir.
pGVXS539, EPA tasiyict protein ekspresyonu i¢in igerisinde EPA’nin
detoksifiye edildigi ve iki N glikosilasyon konsensils sekansi ihtiva
eden bir ekspresyon plazmididir.

SEKIL 17, CSP4-EPA glikokonjugatlanmm HPLC RP analiziyle
PMP tirrevlendirme analizini gosterir. E. coli’de uretilen CPS4-EPA

glikokonjugatlarinin HPLC EP analizine gdore PMP turevlendirme
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analizi. Yekpare ¢izgi: glikokonjugatin hidrolizinden ve analizinden
elde edilen eser, kesikli cizgi: CPS4 kapsiiler polisakaridinden 6zdes
bicimde hazirlanmis eser.

SEKIL 18, CPS4-EPA konjugatlar: ile immiinize edilmis tavsanlarin
serumlarmin Nokta-benek analizini gosterir. CPS4-EPA konjugatlar:
ile immunize edilmis tavsanlarm serumlarmin Dot-blot analizi. S.
pneumoniae grup 4’ten izole edilmis CPS4 kapsiiler polisakaridinden
50 ng, her bir benek tizerine blotland:. ikinci enjeksiyondan sonra elde
edilen serumlar, 1 ila 100 seyreltmeli analiz igin kullanildi. Serit 1, bu
calismada kullanilan tavsanlarm immiln dncesi serumlarinin oldugu
havuz; serit 2-7, EPA-CPS4 enjekte edilmis farkli tavsanlarin
serumlar1; serit 8-9, ayr ayr1 Alaminyum hidroksid ve Freund’un tam
adjuvanlarini ihtiva eden tampon enjekte edilmis kontrol tavsanlarinm
serumlart; Serit 10-11, Prevenar-13 enjekte edilmis pozitif kontrol
tavsanlarinin serumlari; Serit 12-13, 1:100 ve 1:200°luk seyreltmelerle
Statens serum enstitiisinden gelen bir primer antikor seklinde
pnomokok antiserumlar: tip 4 ayr1 ayri kullanildi.

SEKIL 19, CPS’nin biyosentezinde yer alan genlerin CPS14 genetik
organizasyonunu agiklar CPS14 genetik organizasyonu, wzg ila wciy,
kapsuler polisakaridin bivosenteznde yer alan genlerdir.

SEKIL 20, Bir CPS14 alt biriminin sematik diyagramu.

SEKIL 21, E. coli’de CPS14 LLO ekspresyonu. CPS14 grubundan
wchA 1la weiY genleri, 016 O antijen grubu (rfbO16) promoten ihtiva
eden gen degistirme vektorit pDOC-C (pGVX615) icerisine klonland:
ve E. coli GVX1128’¢ (W3110Awaal.) transforme edildi. Panel A,
pGVX615Wwzy,, (tek bir alt birim tireten CPS14 polimeraz mutanti)
ile transforme edilmis E. coli GVX1128’den 6ziimlenmis 2AB etiketli

LLO’nun kromatogrami, yekpare ¢izgi; arka plandaki sustan
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oziamlenmis LLO 1le karsilastirma, kesikli ¢izgi; kiigiuk ek, primer
antikor olarak anti-CPS14 antikoruyla problanmis pGVX615 ile
transforme edilmig, proteinaz K ile dijest edilmis E. coli GVX1128’in
western-blot’udur. Panel B, 57nci dakikada elute olmus tek CPS14 alt
biriminin MS/MS analizi {(panel A’da okla isaret edilir).

SEKIL 22. Kolanik asidin (CA) CPS14 grubu ile degistirildigi E. coli
suslarinda CPS14 polisakaridinin ekspresyonu. Anti-CPS 14 ile
problanmug farkli entegre E. coli suslarindan proteinaz K ile dijest
edilmis hiicrelerin Western-blot’u gosterilir. Entegre suslarin tamami;
GVX6126 (GVXI1052 CA:CPS14; serit 1 ve 2), GVX6129
(GVX1128 CA::CPS14; serit 3 ve 4) ve GVX6300 (GVX1716; serit 5
ve 6), RcsA’y1 eksprese ederek pGVX688 ile transforme edildigi
durumda CPS14 uretimine karsilik gelen merdiven benzeri bir sablon
gosterdi.

SEKIL 23, CPS14 tastyict genlerinin, E. coli suslart GVX6126 (E.
coli W3110 CA::CPS14)’te S. pneumoniac CPS14 polisakaridinin
uretimi Uzerindeki etkisini gosterir. Farkli E. coli hucrelerinden
proteinaz K ile 1sleme tabi tutulmus bitiin hitcre 6zutlerinin Western-
blot analizi gosterilir. Serit 1, protein markeri; serit 2, pGV X688
(rcsA) ve pGVX72 (bos vektor) ile transforme edilmis E. coli
GVX6126; serit 3, pGVX688 (rcsA) ve pGVXI1497 (pGVX72
igerisine klonlanms CPS14 wzg-wze) ile transtforme edilmis E. coli
GVX6126. 0.4 OD Kkultirlenmis biyokiitle muadilleri, 200V’de 35
dakika sureyle MES’li %12 Bis-Tris jel (Invitrogen) uzerinde
yurutuldu ve sonra iBlot’ta blotland: ve bir primer antikor olarak anti-
CPS4 antikoru (1:100) tarafindan gelistirildi.

SEKIL 24, pGVXN688 (RcsA’yr eksprese eden) ile transforme
edilmis E. coli GVX6129°dan (W31 [0Awaal CA::CPS14)
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ozimlenmis 2AB etiketh LLO’nun ve bolum 0079 ve 0080°de tanf
edildigi gibi 2-AB etiketleme ve MS/MS analiziyle analiz edilmis
glikolipitlerin bir kromatogramini gosterir. MS/MS analizi, CPS14°Un,
ayri ayrl 95.9 ve 115.3Unct dakikada cliite olmus 2 ve 3 alt birimini

tanimladi (oklarla gosterilir).

5- BULUSUN DETAYLI TARIFi

Pnomokok kapsuler polisakaridler, tasiyict lipitler iizerinde tipik
olarak S. pneumoniae hiicrelerinin CPS grubunda sifrelenen bir dizi
enzimin isbirligiyle sentezlenir (Whitfield C, Roberts IS: Structure,
assembly and regulation of expression of capsules in Escherichia coli.
Mol Microbiol 1999, 31(5):1307-1319). wzy’ye baghh CPS’nin
sentezi, membranin sitoplazmik tarafinda undekaprenilfosfata (Und-P)
bir monosakarid-fosfat ilave edilmesi ile baglar. Kisa bir oligosakarid,
farkli  glikosiltransferazlar  tarafindan  aktiflestirilmis  seker
nikleotitlerinden sirayla monosakaridler ilave edilerek uzatilir ve lipit
baglantili polisakarid, bir filippaz tarafindan hafifge vurularak
membrandan gegirilir. Antijen-tekrar birimi (RU), wzy proteininin
gergeklestirdigi  bir  enzimatik reaksiyonla polimerize edilir.
Polisakarid daha sonra son akseptor yapisina aktarilir. Polimerizasyon
ve hiicre ylizeyine tasimanin, CPS kiimelerinin 5' ucunda yer alan 3 ila

4 enzimlik bir setle kontrol edildigine mamlir.

Glikosiltransferazlar, polimeraz wzy, flippaz wzx ve monosakarid-
fosfat transferazlar, ¢ogu durumda, dexB ila aliA grubu igerisinde
sifrelenirken nikleotitle aktiflestirilmis monosakarid biyosentetik

volaklari, genel temizlik aktiviteleri durumunda genom igerisinde
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herhangi bir yerde ve monosakaridlerin CPS’ye 6zel oldugu durumda
spesifik olarak CPS grubu i¢erisinde sifrelenir (Bentley SD, Aanensen
DM, Mavroidi A, Saunders D, Rabbinowitsch E, Collins M, Donohoe
K, Harris D, Murphy L, Quail MA ve arkadaslari; Genetic analysis of
the capsular biosynthetic locus from all 90 pncumococcal serotypes.

PLoS genetics 2006, 2(3):e31).

CPS Dbiyosentezinde boy kontroliniin, regulasyon 1¢in bir
fosforilasyon olaylar1 donglisiinti kapsadigina inanihir (Morona JK,
Miller DC, Morona R, Paton JC. The effect that mutations in the
conserved capsular polysaccharide biosynthesis genes have on
virulence of Streptococcus pneumoniae. ] Infect Dis. 15 Mayis
2004;189(10):1905-13.Epub 27 Nisan 2004. PubMed PMID:
15122528). CPS ureten ¢oZgu biyosentetik yolak, substratlar olarak
nikleotit difosfatla (NDP) aktiflestirilmis monosakaridleri kullanir,
yani bu, UDP-Glc ve UDP-GlcNAc’dir. Bu NDP sekerleri, temizlik¢i
genler tarafindan Gram-negatif ve Gram-pozitif konakg¢ilar i¢cinde
tedarik edilir ve bu ylizden de spesifik sckerlerin sentez igin baslangig
materyalleri olarak ¢lde edilebilir. Spesifik NDP sekerlerinin sentezi
igin biyosentetik genler veva diger modifikasyonlar hemen her zaman

CPS kiumeler1 i¢inde sifrelenir.

O antijen sentez ve CPS sentez, biyosentezin son adiminda farklihik
gosterir. O antijeni, Lipit A gobegine ligaz WaaL tarafindan eklenir ve
ayrica dis membrana kadar tasmirken CPS, hiicreler Uzerinde bir
kapsiler yapi halinde bulunur. Ortalama olarak son O antijen

sekerinin boyu, CPS’den ¢ok daha kisadur.
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S. pneumoniae CPS, sentezine yol acan spesifik biyokimyasal
yolaklardan oturi grup 1 CPS olarak smiflandirlir. Gram-negatif
bakteriler ayrica dig membrana tasimadan sorumlu ilave membrana
tasiyict protein genlerinin  var olmasiyla pnomokok grup I
kuimelerinden farklilik gosteren grup I CPS yolaklar1 da ihtiva eder.
Ornegin bunlar, kolanik asit (CA) biyosentetik mekanizma gen
kiimeler1 wca, (Stevenson G, Andrianopoulos K, Hobbs M, Reeves
PR: Organization of the Escherichia coli K-12 gene cluster
responsible for production of the extracellular polysaccharide colanic
acid. J Bacteriol 1996, 178(16):4885-4893) ve K30 CPS kiimesidir
(Whitfield C: Biosynthesis and assembly of capsular polysaccharides
in Escherichia coli. Annu Rev Biochem 2006, 75:39-68).

Bununla birlikte bazi Gram-negatif ve pozitif kapsuler polisakarid
kiimelerinin, fonksiyonel elementler bakimindan benzer oldugu
gergegine ragmen E. coli’de fonksiyonel olarak eksprese edilen tam
bir pnomokok CPS kiimesi asla olmadi. Genellikle farkl hiicre kilifi
yapisinin, bir dis membrandan gegilmesi gereken durumda farkli olan
spesifik polisakarid Gretim mekanizmas: gerektirdigi kabul edilir. Bu
yuzden burada, pnomokok kapsuler polisakaridlerinin, 1) bir Gram-
negatif organizma igerisinde LPS ve kapsiiler polisakarid yolaklarinmn
yonler1 ve 11) Gram-negatif konak¢i hiicreler igerisinde kombinasyon
halinde Gram-pozitif kapsiller biyosentez regillasyon ve tasima
yolaklarmin yonleri kullamlan gelismis iretim yontemleri agiklanir.
Bu tur polisakaridler, Gram-negatif konak¢i i¢erisinde LPS yolag:
mekanizmalartyla Uretilir; bu tir polisakaridlerin  yapisi, LPS
polisakaridleri ile aynidir. Mevcut bulusa ait Gram-negatif sistemlerde

iiretilen bu tir polisakaridler, boylelikle, bu basvurunun amaglar
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cercevesinde "modifiye edilmis kapsuler polisakaridler” veya "LPS
kapsuller1" seklinde karakterize edilebilir. Ayrica LPS ve kapsiiler
biyosentetik yolaklar1 birlestiren bu yeni sentezlenmis ekspresyon
sistemi ve biyosentetik yolak, bu bagvurunun amaclart ¢ergevesinde
bir "modifiye edilmis LPS biyosentetik yolagi" olarak karakterize
edilebilir. Boylece mevcut bulus, bir polisakaridin tiretilmesi i¢in
degistirilmis bir Gram-negatif bakteri saglar; buradaki Gram-negatif
bakteri, (a) S. pneumoniae kapsiller polisakarid gen kiimesi CPS1,
CPS2, CPS3, CPS4, CPSS5, CPS6 (A ve B), CPS7 (A.B.C), CPSS8,
CPS9 (A,LN,V), CPSI10 (A.B,CF), CPS11 (A,B,C,D,F), CPSI12
(A,B.F), CPS13, CPS14, CPSI15 (A,B,C,F), CPS16 (A,F), CPS17
(AF), CPS18 (A,B,C,F), CPS19 (A,B,C,F), CPS20, CPS21, CPS22
(AF), CPS823 (A,B,F), CPS24 (A,B,F), CPS25 (A,F), CPS26, CPS27,
CPS28 (AF), CPS29, CPS31, CPS32 (AF), CPS33 (A,B,C,D,F),
CPS34, CPS35 (A,B,C.D,F), CPS36, CPS37, CPS38, CPS39, CPS40,
CPS41 (AF), CPS42, CPS43, CPS44, CPS45, CPS46, CPS47 (ALF),
veya CPS48’1n bir regiilator geni wzg, wzh, wzd veya wze’vi sifreleyen
bir niikleik asit; veya (b) Staphylococcus aureus kapsiler polisakarid
gen kiimesi CPSS veya CPS8’in bir regulator geni capA, capB veya
capC’yi sifreleyen bir nukleik asit; veya (c) Streptococcus agalactiae
(grup B, GBS) kapsiler polisakarid gen kiimesi CPSla, CPSIb, CPSII,
CPSIIL, CPSIV, CPSV, CPSVI, CPSVII veya CPSVIII'in bir regulator
geni CpsA, CpsB, CpsC veya CpsD’yi sifreleyen bir nitkleik asit
icerir; burada Gram-negatif bakteri ayrica Gram-negatif bakteri i¢cin

heterolog bir oligosakaril transferaz da igerir.

Buna gore ilave bir dizenck, modifiye edilmis bir kapsiiler polisakarid

veya LPS kapsilli Uretilmesini kapsayan, modifiye edilnug bir LPS
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yolagr kullamlan bir glikosilasyon sistemiyle vyapilan bir S.

pneumoniae asgisii kapsar.

Bulusun bir baska spesifik duzenegi, pnomokok CPS’nin optimum
duzeyde ckspresyonu i¢in gram negatif E. coli konak¢r hiicre
genomunun optimize edilmesini kapsar. E. coli W3110, gtr adiyla
bilinen bir profaj gen kiimesini sifreler. Gtr enzimler1 GtrA, B ve S,
periplazmik boglukta bliyilyen O antijen zincirine dallanan glukoz
tortular1 cklemek suretivle O antijenlerini modifiye eden bir
mekanizmay1 sifreler (Lehane AM, Korres H, Verma NK:
Bacteriophage-encoded glucosyltransferase Gtrll of Shigella flexneri:
membrane topology and identification of critical residues. The
Biochemical journal 2005, 389(Pt 1): 137-143). Yolak, hiicre
membranimin sitoplazmik yuziu Uzerinde undekaprenilfosfata (Und-P,
Und-PP degil) bagli glukoz uretilmesini, periplazmaya dogru hafifce
vurulmasim ve arkasindan Und-P baglantili glukozun bityliyen O

antijen polisakaridine aktarilmasin kapsar.

Bazi diizencklerde gtrABS genleri kismen veya tamamen fonskiyonel
acidan eylemsizlestirilir veya Gram-negatif konakg¢1 hiicreden delete
edilir, orn., gtrABS, bir E. coli konakg1 hilcresi igerisinde delete edilir.
Teoriye bagh kalmaksizin bu tir bir delesyon, tim CPS biyosentetik
aktivitesini glikolasyona erisilebilir Und-PP yolagmma yonlendirir ve
boylelikle glikoprotein  firetimini  arttirir.  Bircok  pnomokok
polisakarid, baglatici monosakaridin glukoz olmasiyla tekrar birimi
(RU) polimerleri olarak sentezlenir. Boylece bu tur tekrar birimleri,
Und-P tizerinde birlestiklerinden proteinlerin  glikosilasyonuna

miidahale edebilir.
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Bir baska spesifik diizenek, UDP-glukoz:undekaprenil fosfat glukoz-
fosfat transferaz aktivitesini ekspresyonunu ve aktivitesini arttirmak
suretiyle Und-PP baglantili CPS turetiminin arttirlmasidir ki bu,
huicreler igerisindeki Und-PP-Glc miktarlarinn arttirir ve boylece CPS
tekrar birimi (RU) ve polisakaridlerin iretim verimliliginin artmasina
vol acar. Bu tur UDP-glukoz:undekaprenil fosfat glukoz-fosfat
transferazlarinm ornekleri, S. pneumoniae‘ye ait WchA (yam baslatic
fonksiyon saglayan dogal enzim) veya E. coli W3110 kolanik asit wca
operonu igerisinde sifrelenen Wcal’dir. Bulusun spesifik bir dizenegi,
glikolipit firetim performansmin optimum diizeye getirilmes: igin
dogal S. pneumoniae wchA geni fonksiyonu yerine wcal gem

icerisinde sifrelenen E. coli fonksiyonunun konulmasidir.

Bulusun bir baska diizenegi, E. coli W3110 wca operon’un yerine
stabil ve yluksek verimli glikolipit Uretimi i¢in ve glikosilasyon
aktivitesinin artmast i¢in reckombinant CPS kiimesinin genomik

entegrasyonudur.

Regulator Genler

Gram-pozitif bakterilerin kapstler polisakarid gen kiimelerindeki
cesitll regulator genler, mevcut bulusa ait yontemler ve konakei
hiicrelerle birlikte kullanilabilir. Spesifik diizeneklerde regiilator gen,
S. pneumoniae’nin bir kapsiiler polisakarid gen kiimesinden wzg, wzh,
wzd ve wze veya S. aureus’un bir kapsiler polisakarid gen
kiimesinden capA, capB veya capC veya Streptococcus agalactiae’nin
(B grubu Streptokok veya GBS) bir kapsuler polisakarid gen
kiitmesinden CpsA, CpsB, CpsC veya CpsD’dir. Bazi diizeneklerde
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regiilator gen, asagida "Kapsuler Polisakaridler" Bolumunde siralanan

kapstler polisakarid gen kiimesinden bir regiilator gendir.

Kapsiiler Polisakaridler

Baz1 duzeneklerde mevcut bulusa ait yontemler ve konaker hitcreler,
S. pneumoniae’nin kapsuler polisakaridlerini tretmek i¢in kullamlir.
Bu kapsiiler polisakaridler arasinda S. pneumoniae CPS1, CPS2,
CPS3, CPS4, CPS5, CPS6 (A ve B), CPS7 (A,B, C), CPS8, CPS9 (A,
LN, V), CPS10 (A,B,C,F), CPS11 (A, B,C,D,F), CPSI2(A,B.F),
CPS13, CPS14 CPSI5(A.B,C.F), CPSI6(AF), CPSI17(AF),
CPS18(A,B,C.F), CPSI9(A,B.C,F), CPS20,CPS21, CPS22(A,F),
CPS23(A.B.F), CPS24(A,B,F), CPS825(AF), CPS26, CPS27,
CPS28(AF), CPS29, CPS31, CPS32(AF), CPS33(A,B,C,DF),
CPS34, CPS35(A,B,C.D.F), CPS36, CPS37, CPS38, CPS39, CPS40,
CPS41(AF), CPS42, CPS43, CPS44, CPS45, CPS46, CPS47(ALF),
CPS48 ve (Bentley SD, Aanensen DM, Mavroidi A, Saunders D,
Rabbinowitsch E, Collins M, Donohoe K, Harris D, Murphy L, Quail
MA ve arkadaglan: Genetic analysis of the capsular biosynthetic locus
from all 90 pneumococcal serotypes. PLoS genetics 2006,
2(3):e31)’de belirtilen bitin ilave kapsuller ver alir. Spesifik olarak
bu kapsiiler polisakaridler arasinda S. pneumoniae CPS1, CPS4 ve

CPS14 yer alir.

Diger diuzeneklerde diger Gram-pozitif bakterilerin  kapsiler
polisakaridleri, mevcut bulusa ait yontemler ve konakci hicreler
kullanilarak tretilebilir. Diger Gram-pozitif bakteriler arasinda

Staphylococcus aureus ve Streptococcus agalactiae (GBS) yer alir,
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Bu tur kapsuler polisakaridlerin ornekler1 arasinda S. aureus CPSS,
CPS8, S. agalactiae (grup B, GBS) CPSla, CPSlb, CPSII, CPSIII,
CPSIV, CPSV, CPSVI, CPSVII, CPSVIII yer alir.

Baz1 duzencklerde glikosiltransferazlar, burada tedarik edilen konakgi
huicreler icerisine, konake¢ir hitcre igerisinde arzu edilen bir kapsiuler
polisakarid sentezlenecek sekilde dahil edilir. Bakimz, om,,
Uluslararasi Patent Bagvurusu Bagvuru No. WO 2011/138361.

Biyokonjugatlar

Mevcut bulusun belirli  dizeneklerinde konak¢ir hiicre, bir
biyokonjugat, yani konakg1 hilcre icerisinde Uiretilmis kapsuler protein
ile glikosile edilen bir tasiyict protein Uretecek sekilde de modifiye
edilir. Kapsuler polisakaridin tasryict protein izerine aktarilmasini, bir
oligosakariltransferaz  katalize eder. Belirli diizeneklerde bir
oligosakariltransferaz, konak¢1 hiicre igerisinde rekombinant sekilde
cksprese edilir. Belirli diizeneklerde bir oligosakariltransferaz,
prokaryotik konakg¢t igerisine dahil edilir. Oligosakariltransferazlar
arasinda heterolog oligosakariltransferazlar, yani prokaryotik konakg1
hiicreden farkli bir organizmadan tlretilen oligosakariltransferazlar
(orn., farkli bir bakteri turiinden tiiretilen oligosakariltransterazlar) yer
alir. Spesifik bir diizenckte oligosakariltransferaz, bir Campylobacter

turiinden, 6rmn.,C. jejuni’dendir.

Tasiyic1 protein, bir rekombinant protein olabilir. Belirli duzeneklerde
tasiyic1 protein, dogal olarak bir veya daha fazla N-glikosilasyon

konsensiis sekansi igeren bir proteindir. Diger duzencklerde bir veya
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daha fazla N-glikosilasyon konsensiis sekansi, tasiyict protem
icerisine rekombinant sekilde dahil edilmistir. Burada konjugat
astlarm uretiminde kullanima uygun herhangi bir tagiyici protein
kullanilabilir. Tasiyic1 proteinlerin ornekleri arasinda, sirlama
olmaksizin, P. aeruginosa’ya ait Eksotoksin A (EPA), S. aurcus’a ait
CRM197, Dafter1 toksoidi, tetanos toksoidi, detoksifiye hemolisin A,
S. aureus’a ait kuiimelenme faktorit A, S. aureus’a ait kiimelenme
faktorii B, E. coli FimH, E. coli FimHC, E. coli 1siyla degisken
enterotoksini, E. coli 1siyla degisken enterotoksininin detoksifiye
varyantlari, Kolera toksini B alt birimi (CTB), kolera toksini, kolera
toksininin detoksifiye varyantlari, E. coli Sat proteini, E. coli Sat
proteminin yolcu alam, C. jejum AcrA ve C. jejuni dogal
glikoproteinleri, S. pneumoniae pnomolisini ve ilave S. pneumoniae
protein antijenleri, om., S. pneumoniae NOX, S. pneumoniae PspA, S.
pneumoniae PcpA, S. pneumoniae PhtD, S. pneumoniae PhtE, S.

pneumonia¢ Ply ve S. pneumoniae LytB yer alir.

Belirli diizencklerde, burada tarif edilen konjugatlarin tretiminde
kullamlan tasiyicit proteinler modifiye edilir, orn., protein daha az
toksik ve glikosilasyona daha vyatkin, vb. olacak sekilde modifiye
edilir. Spesifik bir diizenekte, burada tarif edilen konjgat asilarm
uretiminde kullanilan tasiyici proteinler, tasiyici proteinler igerisindeki
glikosilasyon sahalarinin sayisiin, daha disitk konsantrasyonlarda
protein uygulanmasina izin verecek sekilde maksimum dizeye
¢ikarilmast i¢in Orn., bir immiunojenik kompozisyon igerisinde,
biyokonjugat formunda modifive edilir. Buna gore belirli
duizencklerde, burada tarif edilen tasiyici proteinler, normal olarak

tastyict protein ile iliskili oldugundakinden (orn., fitri/dogal, orn.,
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"vahsi tip" halinde tasryici protein 1le iligkili ghkosilasyon sahalarimm
sayisina gore) 1,2, 3, 4,5, 6,7, 8,9, 10 veya daha fazla glikosilasyon
sahas1 igerecek sekilde modifiye edilir. Spesifik diizeneklerde
glikosilasyon sahasmin dahil edilmesi islemi, proteinin primer yapisi
igerisinde herhangi bir yere glikosilasyon konsensts sekanslarinm
sokulmasiyla gerceklestirilir. Bu tir glikosilasyon sahalarinin dahil
edilmesi islemi, Orn., proteinin primer yapisina yeni amino asitler
eklenmesi (yani glikosilasyon sahalar1 tamamen veya kismen eklenir)
veya glikosilasyon sahalar1 Uiretmek ig¢in protein igerisinde mevcut
amino asitlerin mutasyona ugratilmasi (yani amino asitler, proteine
eklenmez ancak proteinin segilen amino asitleri, glikosilasyon sahalan
olusturmak 1¢in mutasyona ugratilir) suretiyle gerceklestirilebilir. Bu
konuda uzman kisiler, bir proteinin amino asit sekansimn, bu konuda
bilinen yaklagimlar, orn., proteini sifreleyen nitkleik asit sekansinin
modifikasyonunu kapsayan rekombinant yaklasimlar kullanilarak
kolayca modifiye edilebilecegini fark edecektir. Spesifik diizeneklerde
glikosilasyon konsensiis sekanslar, tasiyici  proteinin - spesifik
bolgelerine, om., proteinin yuzey vyapilarina, proteinin N veya C
terminallerine ve/veya proteinin tabaninda distilfid koprileriyle
stabilize edilen halkalar i¢cine dahil edilir. Belirli diizeneklerde klasik 5
amino asith glikosilasyon konsensiis sekansi, daha verimli bir
glikosilasyon i¢in lisin tortulariyla uzatilabilir ve boylece sokulan
konsensiis sekansi, sokulmas1 gereken veya akseptor protein amino

asitlerinin yerini alan 5, 6 veya 7 amino asidi sifreleyebilir.

Belirli diizeneklerde, burada tarif edilen konjugat asilarin iretiminde
kullanilan tasiyic1 proteinler, bir "taki1", yani tasiyici proteinin izole

edilmesine ve/veya tanimlanmasina izin veren bir amino asit sckansi
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icerir. Ornegm burada tarif edilen bir tasiyict proteine bir tak
eklenmesi, o proteinin saflastimlmasinda ve boylece takili tasiyici
protein igeren konjugat asilarin saflagtinlmasinda faydali olabilir.
Burada kullamilabilen ornek takilar arasinda, smirlama olmaksizin,
histidin (HIS) takilar1 (0rn., heksa histidin takis1 veya 6XHis-Takis1),
FLAG-TAKISI ve HA takilar1 ver alir. Belirli duzeneklerde burada
kullamlan takilar ¢ikarilabilir, orn., artik ihtiya¢ kalmamasi tizerine,
orn., protein saflastirildiktan sonra kimyasal ajanlar tarafindan veya

enzimatik vasitalarla ¢ikarilir.

Belirli diizeneklerde burada tarif edilen bakteriyel konak¢1 huicreler ve
burada tarif edilen bu tur bakteriler konak¢i hicrelerin urettig:
konjugatlar, avantajli  Ozelliklere  sahiptir.  Ornegin  belirh
diizeneklerde, Gram-pozitif bakterilerden turetilmis regilator genler
iceren, burada adi gegen regiilator genlerin, oligo- veya polisakarid
biyosentezinde yer aldigi burada tarif edilen bakteriyel konakgi
hiicreler, ad1 gecen regilator genlerin var olmasi sonucunda boyu
uzamis seker antijenleri, om., oligo- ve/veya polisakaridler uretebilir,
Ek olarak burada tarif edilen bakteriyel konake¢:r hucreler, Gram-
pozitif bakterilerden turetilmis regiilator genlerin olmadigi Gram-
negatif bakteriyel konakgr hiicreler ile kiyaslandiginda artms
miktarlarda seker antijenleri, om., oligo- ve/veya polisakaridler
tretebilir. Bu karakteristiklerin her biri, bakter1 hiicrelerinin lirettigi
konjugatlarin, daha yitksek bir seker antijeni-protein oramina sahip
olmasindan dolay1 ve bakteri hicreleri, daha fazla sayida konjugat

urettigi i¢in avantajlidir.

Belirli diizeneklerde, burada tarif edilen bir bakteriyel konaker hiicre,
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aym Ozellikler1 tagiyan ancak Gram pozitif bakterilerden, oligo- veya
polisakarid biyosentezinde yer alan bir regiilator gen icermeyen bir
bakteriyel konakg¢1 hiicreden yaklasik %5, %10, %15, %20, yaklagik
%25, yaklasik %30, yaklasik %40, vaklasik %50 veya %350°nin
tizerinde daha fazla konjgat tiretir. Belirli dizeneklerde, burada tarif
edilen bir bakteriyel konak¢i hucre, aym ozellikleri tasiyan ancak
Gram pozitif bakterilerden, olifo- veya polisakarid biyosentezinde yer
alan bir regilator gen icermeyen bir bakteriyel konak¢1 huicreden %5
ila %10, %10 1la %20, %20 ila %30, %30 ila %40 veya %40 ila %50

daha fazla konjugat Uretir.

Belirli dizeneklerde, burada tarif edilen bir bakteriyel konake¢i hiicre,
ayni Ozellikleri tasiyan ancak Gram pozitif bakterilerden, oligo- veya
polisakarid biyosentezinde yer alan bir regilator gen igermeyen bir
bakteriyel konakg¢1 hiicreden yaklasik %5, %10, %15, %20, yaklasik
%25, yaklasik %30, yaklasik %40, vaklasik %50 veya %50°nin
Uzerinde daha fazla seker antijeni, orn., oligo- ve/veya polisakarid
uretir. Belirli duzeneklerde, burada tarif edilen bir bakteriyel konakg¢:
hiicre, aym 0zellikleri tagiyan ancak Gram pozitif bakterilerden, oligo-
veya polisakarid biyosentezinde yer alan bir regiilator gen i¢ermeyen
bir bakteriyel konakgt hiicreden yaklasik %5 ila %10, %10 ila %20,
%20 1la %30, %30 ila %40 veya %40 ila %50 daha fazla seker

antijeni, orn., oligo- ve/veya polisakarid Uretir.

Belirli dizeneklerde, burada tarif edilen bir bakteriyel konakg¢t hiicre,
ayni ozellikleri tasiyan ancak Gram pozitif bakterilerden, oligo- veya
polisakarid bivosentezinde yer alan bir regiilator gen igermeyen bir

bakteriyel konakg¢r hilcrenin uirettigi seker antijenlerinden, drn., oligo



10

15

20

25

30

ve/veya polisakaridlerden yaklagik %5, %10, %15, %20, yaklasik
%25, yaklasik %30, yaklasik %40, yaklasik %50 veya %50’nin
iizerinde daha wuzun seker antijenleri, ©orn., oligo- ve/veya
polisakaridler uretir. Belirli duizencklerde, burada tarif edilen bir
bakteriyel konakgt hiicre, aym ozellikleri tasiyan ancak Gram pozitif
bakterilerden, oligo- ve/veya polisakarid biyosentezinde yer alan bir
regiilator gen icermeyen bir bakteriyel konaker hiicrenin tirettigi seker
antijenlerinden, orn., oligo ve/veya polisakaridlerden %35 ila %10,
%10 ila %20, %20 ila %30, %30 ila %40 veya %40 ila %50 daha

uzun seker antijenleri, orn., oligo ve/veya polisakaridler uretir.

Burada tarif edilen konjugatlar karakterize etmek igcin, 6m., tasiyic
proteini, eklenmis seker antijen(ler)ini (om., oligo ve/veya
polisakarid) veya her ikisini de karakterize etmek i¢in ¢esitli deneyler,
ornegin yuksek performanshi biyuklik dislama kromatografisi,
izoelektrik odaklanma, SDS-PAGE ve Western Blot, MS’ye gore
molekiller agirlik tespiti, N terminal sekanslama, amino asit analizi,
ters fazli sivi kromatografisi, elektrosprey kitle spektroskopisi, ardisik
kuitle spektrometrisi (MS/MS) ve triptik dijesyon sonras1 kitle

spektroskopisine gore peptit haritalandirma kullamilabilir.

DUZENEKLER

Bir duzenekte, burada bir polisakarid Uretimi i¢in degistirilmis bir
Gram-negatif bakteri saglanir; buradaki Gram-negatif bakteri, bir
Gram-pozitif bakterinin bir kapsuler polisakarid gen kiimesinden bir
regilator gen igerir. Belirli diizeneklerde Gram-negatif bakteri,

kapsiiler polisakarid gen kilmesinin agik okuma ¢ergevelerinden en az
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%25, %50, %75, %85, %90 veya en az %95’im1 igerir. Belirh
duzeneklerde Gram-negatif bakteri, bir tam kapsuler polisakarid gen
kiimesi igerir. Belirli diizeneklerde polisakarid, kapsuler polisakaridin

bir ¢cpitopunu igerir.

Belirli duzeneklerde, oOnceki paragraftaki Gram-negatif bakteri,
Escherichia tirleri, E. coli, Shigella turleri, Klebsiella tirlert,
Salmonella turleri, Yersima tiirleri, Neisseria tuirleri, Vibrio turleri ve
Pseudomonas turlerinin olugturdugu gruptan secgilir. Spesifik bir

diizenekte Gram-negatif bakteri, E. coli’dir.

Belirli dizeneklerde, donceki paragraflardan herhangi birindeki Gram-
negatif bakteri halinde degistirilen bir Gram-pozitif bakterinin bir
kapsuler polisakarid gen kiimesinden regiilator gen, bir Streptococcus
pneumoniae regilator genidir. Spesifik bir diizenekte S. pneumoniae
regilatdor geni, S. pneumoniae Tip 1’dendir. Spesifik bir diizenekte S.

pneumoniae regilator geni, S. pneumoniae Tip 4’ tendir.

Belirli dizeneklerde, onceki paragraflardan herhangi birindeki Gram-
negatif bakteri halinde degistirilen bir Gram-pozitif bakterinin bir
kapsiiler polisakarid gen kiimesinden regulatdr gen, bir
Staphylococcus aureus regulator genidir. Spesifik bir diizenekte

regulator gen, bir Staphylococcus agalactiae regiilator genidir.,

Belirli diizeneklerde, onceki paragraflarin herhangi birindeki Gram-
negatif bakteri, bir oligosakaril transferaz igerir. Spesifik bir
dizenckte oligosakaril transferaz, Gram-negatif bakteri igin

heterologtur.
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Belirli diizeneklerde, onceki paragraflarm herhangi birindeki Gram-
negatif bakteri, en az bir heterolog glikosiltransferaz icerir. Spesifik
bir duzenekte heterolog glikosiltransferaz, bir prokaryotik
glikosiltransferazdir.  Spesifik  bir  duzenckte glikosiltransferaz,

regulator gen ile ayni Gram-pozitif bakteriden elde edilir.

Belirli duzeneklerde, onceki paragraflarin herhangi birindeki Gram-
negatif bakteri, Gram-negatif bakteri i¢in fitri bir veya daha fazla
genin delesyonunu veya eylemsizlestirilmesini igerir. Spesifik bir
diizenekte bir veya daha fazla delete edilmis gen, waal genini igerir.
Spesifik bir dizenekte bir veya daha fazla delete edilmis gen, Gram-
negatif bakteri i¢erisinde O antijen biyosentez ile iliskili olan biltin

genleri icerir.

Belirli diizeneklerde, onceki paragraflardan herhangi birindeki Gram-
ncgatif bakteri halinde degistirilmis regiilator gen, wzg, wzh, wzd, wze,

capA, capB veya capC’dir.

Belirli duzencklerde onceki paragraflarm herhangi birindeki Gram-
negatif bakteri, glikosilasyon i¢in bir konsensiis sekansi igeren bir
tastyict proteini sifreleyen bir nukleik asit igerir. Spesifik bir
duzenekte tasiyict proteini sifreleyen nukleik asit, Gram-negatif
bakteri i¢in heterologtur. Spesifik bir diizenckte tasiyic1 protein, P.
auruginosa’dan detoksifiye eksotoksin A, S. aureus’a ait CRMI197,
Difteri toksoidi tetanos toksoidi, detoksifiye hemolisin A, kiimelenme
faktoru A, kimelenme faktorii B, E. coli FimH, E. coli FimHC, E. coli
1styla degisken enterotoksini, E. coli 1siyla degisken enterotoksininin

detoksifiye varyantlari, Kolera toksini B alt birimi (CTB), kolera
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toksini, kolera toksininin detoksifiye varyantlari, E. coli sat protemn,
E. coli sat proteininin yolcu alam, C. jejumi AcrA, C. jejuni dogal
glikoproteinler1 ve S. pneumoniae pnomolisinidir. Spesifik bir
duzenekte tasiyict protein, bir S. pneumoniac¢ proteini, orn., S.
pneumoniae pnomolisini, S. pneumoniac NOX, S. pncumoniae PspA,
S. pneumoniae PcpA, S. pneumoniae PhtD, S. pneumoniae PhtE, S.
pneumoniae Ply veya S. pneumomae LytB’dir. Spesifik bir duizenekte
tasiyiclt protein, polisakaride, bir oligosakaril transferaz tarafindan

konjuge edilir.

Belirli diizeneklerde, onceki paragraflarin herhangi birindeki -negatif
bakter1 halinde degistirnlmis regilator gen, asagidaki kapsiler
polisakarid gen kumelerinden birine karsilik gelen bir regulator
gendir; S. pneumomiae CPS1, CPS2, CPS3, CPS4, CPS5, CPS6 (A ve
B), CPS7 (A.B, C), CPS8, CPS9 (A, LN, V), CPS10 (A,B.,C,F),
CpPS11 (A, B,C.D,)), CPS12(AB,F), CPS13, C(CPSl4
CPSI5(A.B,C.F), CPSI6(AF), CPS17(AF), CPS18(AB,CF),
CPS19(A,B,C,F), CPS20,CPS21, CPS22(AF), CPS23(A,B,F),
CPS24(A,B,F), CPS25(AF), CPS26, CPS27,CPS28(A,F), CPS29,
CPS31, CPS32(A,F), CPS33(A,B,C.D.F), CPS34, CPS35(A.B,C.D,F),
CPS36, CPS37, CPS38, CPS39, CPS40, CPS41(A,F), CPS42, CPS43,
CPS44, CPS45, CPS46, CPS47(AF) veya (CPS48; veya
Staphylococcus aurcus CPS5 veya CPS8; Streptococcus agalactiac
(grup B, GBS) CPSIa, CPSIb, CPSII, CPSIII, CPSIV, CPSV, CPSVI,
CPSVII veya CPSVIII.

Bir duizenekte, burada bir Gram-negatif bakteride replikasyon

yapabilen bir vektor saglanir; burada adi gegen vektor, bir Gram-
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pozitif bakteri icerisinde kapsuler polisakarid biyosentezi 1le 1liskili bir

regulator gen icerir.

Belirli duzeneklerde, UDP-glukoz:undekaprenil fosfat glukoz-fosfat
transferaz aktivitesinin ekspresyonu ve aktivitesi, onceki paragraflarin

herhangi birindeki Gram-negatif bakteride artar.

Belirli diizeneklerde, onceki paragraflarin herhangi birindeki Gram-
negatif bakteri, entero-ortak-bakterilerinin (6rn., E. coli W3110)
kolanik asit wca operonu tarafindan sifrelenmis Wcal’yi eksprese

eder.

Belirli diizeneklerde, burada bir polisakarid uretimi icin degistirilmis
bir Gram-negatif bakteri, dmegin onceki paragraflardan herhangi
birindeki bir Gram-negatif bakteri saglanir; burada Gram-negatif
bakterinin bir Gtr enzimini sifreleyen bir gen islevsel olarak
evlemsizlestirilir. Spesifik bir dizenekte, bir Gtr enzimini sifreleyen
genin islevsel olarak eylemsizlestirilmesi, Und-P baglantili glukozun
ortadan kalkmasiyla sonuglanir. Spesifik bir diazenekte, Gram-negatif
bakterinin bir Gtr enzimini sifreleyen gen delete edilir. Spesifik bir
dizenekte, GtrA, GtrB ve/veya GtrS’yi sifreleyen genler islevsel
olarak eylemsizlestirilir. Spesifik bir duzenekte, GtrA, GtrB ve/veya
GtrS’yi1 sifreleyen genler delete edilir. Spesifik bir diizenckte Gram-
negatif bakteri, Escherichia tirleri, E. coli, Shigella tirleri, Klebsiella
turleri, Salmonella turleri, Yersinia tirleri ve Pseudomonas tiirlerinin

olusturdugu gruptan secilir.

Spesifik bir diizenekte, dnceki paragraftaki Gram-negatif bakteri, bir
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oligosakari] transferaz igerir. Spesifik bir diizenekte oligosakaril

transferaz, Gram-negatif bakteri icin heterologtur.

Spesifik bir duzenekte, onceki paragraflardaki Gram-negatif bakteri,
Gram-negatif bakteri i¢in heterolog olan en az bir glikosiltransferaz
igerir. Spesifik bir duzenekte glikosiltransferaz, bir prokaryotik

glikosiltransferazdir.

Spesifik bir diizenekte, dnceki paragraflardaki Gram-negatif bakteri,
glikosilasyon i¢in bir konsensiis sekansi igeren bir tasiyict proteini
sifreleyen bir nukleik asit igerir. Spesifik bir diuzenekte tasiyic
protemni sifreleyen nilkleik asit, Gram-negatif bakteri i¢in heterologtur.
Spesifik bir diizenekte tasiyici protein, P. auruginosa’dan detoksifiye
eksotoksin A, S. aureus’a ait CRMI197, Difteri toksoidi tetanos
toksoidi, detoksifive hemolisin A, kiimelenme faktorii A, kimelenme
faktori B, E. coli FimH, E. coli FimHC, E. coli 1sivla degisken
enterotoksini, E. coli 1siyla degisken enterotoksininin detoksifiye
varyantlari, Kolera toksini B alt birimi (CTB), kolera toksini, kolera
toksininin detoksifiye varyantlar, E. coli sat proteini, E. coli sat
proteininin yolcu alam, C. jejuni AcrA ve C. jejuni dogal
glikoproteinleridir.  Spesifik  bir  duzenekte tasiyic1  protein,

polisakaride, oligosakaril transferaz tarafindan konjuge edilir.
Spesifik  bir duzenekte, Onceki paragraflardaki Gram-negatif
bakterinin polisakaridi, Streptococcus pneumonia’ye ait bir kapsuler

polisakariddir.

Spesifik  bir duzenckte, Onceki paragraflardaki Gram-negatif
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bakterinin polisakaridi, E. coli’ye ait bir O antijen (O1, O2, O3, 04,
05, 06, 07, 08, 09, 010, O11, 012, 013, 014, 015, 016, 017, 018,
019, 020,021, 022, 023, 024, 025, 026, 027, 028, 029, 030, 032,
033, 034, 035, 036, 037, 038, 039, 040, 041, 042, 043, 044,
045, 046, 048, 049, 050, 051, 052, 053, 054, 055, 056, 057,
058, 059, 060, 061, 062, 063, 064, 065, 066, 068, 069, O70, 071,
073, O74, O75, O76, O77, 078, 079, 080, 081, 082, 083, 084,
085, 086, 087, 088, 089, 090, 091, 092, 093, 095, 096, 097,
098, 099, 0100, 0101, 0102, 0103, 0104, 0105, 0106, 0107, 0108,
0109, O110, O111, 0112, O113, O114, O115, Ol16, O117, O118,
0119, 0120, 0121, 0123, 0124, 0125, 0126, 0127, 0128, 0129,
0130, 0131, 0132, 0133, 0134, 0135, 0136, 0137, 0138, (139, (140,
0141, 0142, 0143, 0144,0145, 0146, 0147, 0148, 0149, 0150, 0151,
0152, 0153, 0154, 0155, 0156, 0157, 0158, 0159, 0160, 0161, 0162,
0163, (164, 0165, 0166, 0167, 0168, 0169, 0170, 0171, 0172, 0173,
0174, 0175, 0176, 0177, 0178, 0179, 0180, 0181, 0182, 0183, 0184,
0185, 0186, 0187), Salmonella sp (S. enterica subsp. Enterica, S.
enterica subsp. Salamae, S. enterica subsp. arizonae, S. enterica
subsp. Diarizonae, S. enterica subsp. Houtenae, S. bongori ve S.
enterica subsp. Indica, ve O tipleri 1-67, Pseudomonas sp (P.
aeruginosa O serotipleri 1-20), Klebsiella sp. (dzellikle K. pneumonia
serotipleri O1, O2 (ve alt serotipleri), O3, O4, O5, 06, O7, 08, 09,
010, 011, 012), Acinetobacter O antijenleri (0zellikle A. baumannii O
antijenleri), Chlamydia trachomatis O antijenleri (serotip A, B, C, D,
E,F,G,H,1]J,K, L1, L2, L3), Vibrio cholera O antijenleri O1 ila 155,
Listeria sp., ozellikle L. monocytogenes tip 1, 2, 3, 4 ve bunlarm alt
serotipleri, Legionella pneumophila serotip 1 ila 15 O antijenleri,

Bordetella parapertussis O antijenleri, Burkholderia mallei ve
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pseudomaller O antijenleri, Francisella tularensis, Campylobacter sp.
(C. jejuni); Clostridium difficile’ye ait kapsiler polisakaridler (serotip
A, G, H, K, S1, S4, D, Cd-5 ve C. perfringens serotip A, B, C, D ve
E), Staphylococcus aurcus tip 5 ve 8, Streptococcus pyrogenes (grup
B streptokok kapsiiler serotipi polisakaridleri), E. coli, Streptococcus
agalacticae (grup A streptokok kapsiiler polisakaridleri), Neisseria
meningitidis (serotip A, B, C, W, Y, X), Candida albicans,
Haemophilus influenza, Enterococcus faecalis kapsiler polisakaridleri
tip [-V; ve diger yiizey polisakarid yapilari, 6rn., Borrelia burgdorferi
glikolipitleri), Neisseria  meningitidis pilin O glikan ve
lipooligosakaridi (LOS), Haemophilus influenza LOS, Laysmani
major lipofosfoglikan, timorle baglantili karbohidrat antijenleri, sitma
glikosil fosfatidilinositilia veya mikobakteri tiuberkilloz

arabinomannanmdir,

Spesifik dizeneklerde, burada onceki paragraflardan herhangi
birindeki  Gram-negatif  bakterinin  Urettifi  bir rekombinant

glikoprotein saglanir,

Spesifik duizeneklerde, burada bir rekombinant glikoprotein Giretmeye
yonelik olup, onceki paragraflardan herhangi birindeki Gram-negatif
bakterinin, proteinlerin  {iretimi  i¢in - uygun kosullar altinda
kiltirlenmesini kapsayan bir yontem sunulur. Spesifik bir duzenekte

yontem ayrica rekombinant glikoproteinin saflastirilmasim da igerir.

Spesifik bir diizenekte, burada bir Plesiomonas shigelloides O antijen

gen kiimesi igeren degistirilmis bir E. colihiicresi sunulur; burada O
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antijen gen kiimesinin wbgW geni eylemsizlestirilir ve burada E. coli

hiicresi, Und-PP-D-FucNAc4N retir.

Spesifik bir duzenekte, burada bir Shigella sonner veya Plesiomonas
shigelloides O17 O antijen gen kiimesi i¢eren degistirilmis bir E. coli
hiicrest sunulur; burada O antijen gen kumesmin wbgW geni
eylemsizlestirilir ve burada E. coli hiicresi, Und-PP-D-FucNAc4N

Uretir.

6- ORNEKLER

Ornek 1: E. coli’de CPS1 konjugatlarinin sentezi:

Bulusun bir duzeneginin bir amaci, E. coli’de CPS tip 1 antijenik
polisakaridleri Uiretmektir. Yukarida milzakere edildigi gibi biz, yeni
bir yolda, E. coli’nin, S. pneumoniae CPS kiimesinin biyosentetik

mekanizmasin eksprese etme kabiliyetinden faydalandik.

CPS kiime DNA’s1t (dexB ile aliA arasmndaki DNA sckansiyla
tamimlandi1g1 gibi), SEKIL 2’de gosterilir ve S. pneumoniae Tip 1’in
tekrar birimi yapilar;, SEKIL 3°te gosterilir. Tekrar birimi, bir D-
FucNAc4N ile baslar, ardindan alfa 1-3 glikosidik baglantilar1 halinde
(-4-a-D-GalA-1,3-a-D-GalA-1,3-a-D-FucNAc4N-) baglanmis iki D-
GalA tortusu gelir. Ek olarak RU, steokiometrik olmayan bigimde O-
asetile edilir (Bentley SD, Aanensen DM, Mavroidi A, Saunders D,
Rabbinowitsch E, Collins M, Donohoe K, Harris D, Murphy L, Quail
MA ve arkadaslar1: Genetic analysis of the capsular biosynthetic locus

from all 90 pneumococcal serotypes. PLoS genetics 2006, 2(3):e31).
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DNA sekansi, sunlara yonelik protemleri sifreleyen farazi genler

ihtiva eder:
1) tasima/regiilasyon (Wzg, Wzh, Wzd, Wze),
i1} sonug¢lanmig formda homoloji arastirmalar: olarak, ¢ok buyik
olasilikla 1ki GalA tortusunun transferinden sorumlu 1ki
glikosiltransferaz (WchBD)
111) bir farazi asetiltransferaz WchC,
iv) sitoplazik membramin dis yaprak¢idi Uzerindeki tekrar
birimlerinin polimerizasyonu i¢in bir polimeraz wzy
v) tekli tekrar birimlerine, sitoplazmik membranin ig¢
yaprak¢igindan dis yaprak¢igina dogru hafifce vurmas: igin bir
flippaz wzx
vi) nitkleotitle aktiflestirilmis D-GalA nin sentezinden sorumlu iki
protein, yani Gla ve Ugd. Temizlik¢i UDP-Glc’den Gla ve Ugd
yoluyla UDP-D-GalA sentezi gosterildi (Munoz R, Lopez R, de
Frutos M, Garcia E: First molecular characterization of a uridine
diphosphate galacturonate 4-epimerase: an enzyme required for
capsular biosynthesis in Streptococcus pneumoniae type 1. Mol
Microbiol 1999, 31(2):703-713)
vii) TDP-L-Ramnoz yaptig1 bilinen doért protein RmIACBD. Bu

genler kriptiktir ve belki CPS firetimi i¢in dispense edilebilir.

Birlikte alindiginda bu, asagidakiler haricinde bir tip 1 CPS yapmak
icin gerekli tim genlerin kiime icerisinde sifrelenmesi anlamina gelir:
a) baslatic1 seker UDP-D-FucNAc4N’nin sentezi igin proteinleri
sifreleyen biyosentetik genler;
b) fosfo-D-FucNAc4N’nin lipit tasiyict Und-P’ye eklenmesi igin

bir fosfor-seker transferazi sifreleyen bir gen. CPS tip 1’1, modifiye
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edilmis bir LPS biyosentetik yolagiyla sentezlemek 1¢in bir E. coli
konak¢r susunda a) ve b)nin, CPS tip 1 kiimesi ilavesiyle
pnomokok LPS kapsulil sentezlenebilecek sekilde tedarik edilmesi
gerekir. E. coli suglart genellikle bu tir enzimleri sifrelemez.
Belirgin sekilde FucNAc4N’y1 sentezledigi ve bunu bir polisakarid
icerisine dahil ettigi bilinen sadece bir avu¢ mikroorganizma
vardir; S, pneumoniae CP1 suslari, Shigella sonnei, Plesiomonas

shigelloides 017 ve Bacterioides fragilis.

Bu nedenle biz, adi1 gegen isglevsellikleri saglavan bir gen kiimesi
bulunmasi gerekliligini kamitlamaya ¢alistik. Biz buna, Shigella sonnei
veya Pseudomonas shigelloides 017 O antijeninin sentezi i¢cin genetik
biyosentetik mekanizma elementlerini  kullanarak ulastik. Bu
organizmalarin her ikisi de, 6zdes yapida bir O antijeni sentezler. Bu
O antijen, bir disakarid tekrar birimi -4-a-L-AltNAcA-1,3-a-D-
FucNAc4N-1-"den mitesekkil bir lineer polimerden miutesekkil
gercek bir gram negatif O antijendir, (SEKIL 4) (Batta G, Liptak A,
Schneerson R, Pozsgay V: Conformational stabilization of the
altruronic acid residue in the O-specific polysaccharide of Shigella
sonnei/Plesiomonas shigelloides. Carbohydr Res 1997, 305(1):93-99).
Baglatict sekerin, D-FucNAc4N oldugu gosterildi (Kubler-Kielb J,
Vinogradov E, Ben-Menachem G, Pozsgay V, Robbins B,
Schneerson R: Saccharide/protein conjugate vaccines for Bordetella
species: preparation of saccharide, development of new conjugation
procedures, and physico-chemical and immunological characterization
of the conjugates. Vaccine 2008, 26(29-30):3587-3593). Biyosentez
igin gerekli gen kiimesi (SEKIL 5), P. shigelloides’in genomu

igerisinde ve S. sonnei‘de bir virilans plazmid tizerinde sifrelenir
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(Kopecko DJ, Washington O, Formal SB: Genetic and physical
evidence for plasmid control of Shigella sonnei form I cell surface
antigen. Infection and immunity 1980, 29(1):207-214). Gen
fonksiyonlari, homoloji analiziyle farazi olarak bilinir (Xu DQ, Cisar
JO, Ambulos Jr N, Jr., Burr DH, Kopecko DJ: Molecular cloning and
characterization of genes for Shigella sonnei form I O polysaccharide:
proposed biosynthetic pathway and stable expression m a live
salmonella vaccine vector. Infect Immun 2002, 70(8):4414-4423).

Bu nedenle E. coli’de CPS tip 1 Giretimi i¢in biyosentetik mekanizma
kurma stratejisi, su sekildeydi:

[Ik once biz, Und-PP-D-FucNAc4N fiiretim yolagim yeniden
bicimlendirmeyi amacladik. Buna ulagmak i¢in biz, P. shigelloides O
antijen kiimesini E. coli’de rekombinant sekilde eksprese ettik.

ikinci olarak biz, P. shigelloides 017 kiimesinden L-AltNAcA
glikosiltransferazi delete ederck sonugta bir Und-PP-D-FucNAc4N
kesik lipit oncusi elde ettik.

Ucuincii olarak biz, bir plazmid tizerine CPS tip 1 kiimesini ilave ettik.
Bu plazmid igerisinde sifrelenen enzimlerin, P. shigelloides sistemiyle
yapilmis Und-PP-D-FucNAc4N oncustinil uzatarak CPS tip 1 RU’yu
tamamladigina ve RUlar1 polimerize ederek modifiye edilimis bir LPS

yaptigina imaniliyordu.

Teknik olarak bu, su sekilde yapildi:

Birinci bir adimda biz, P. shigelloides O antijen gen kumesini
(rfbP.shigelloidesO17) donor plazmid pDOC-C igerisine klonladik (,
Lee DIJ, Bingle LE, Heurlier K, Pallen MJ, Penn CW, Busby SJ,

Hobman JL: Gene doctoring: a method for recombineering in
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laboratory and pathogenic Escherichia coli strains. BMC Microbiol
2009, 9:252). Bu dondr plazmidini ve bir rekombinazi ve bir
endoniikleaz1 sifreleyen bir yardimcir plazmid kullanarak (Kuhlman
TE, Cox EC: Site-specific chromosomal integration of large synthetic
constructs. Nucleic acids research 2010, 38(6):¢92) biz, bir W3110
AwecAwzzZECA Awaal E. coli susunun rfb kiimesini, homolog
rekombinasyon yoluyla plazmidden gelen P. shigelloideskiimesi (wzz
ila wbgZ, SEKIL 5)ile degis tokus ettik. Bakimiz drn., Uluslararas:
Basvuru No. PCT/EP2013/071328. Sonugta elde edilen kromozom
anlaminda entegre edilmig sus, western blotlamada anti S. sonnei

tipleme serumlariyla reaktif rekombinant O antijeni yapar.

Bu entegre edilmis P. shigelloides kiimesi ig¢erisinde sifrelenen whgW
geni, Datsenko ve Wanner’in yontemine gore homolog
rekombinasyon yoluyla kromozomdan delete edildi (Datsenko KA,
Wanner BL: One-step inactivation of chromosomal genes in
Escherichia coli K-12 using PCR products. Proc Natl Acad Sci ABD
2000, 97(12):6640-6645). Sonucta elde edilen sus, bluyuk olasilikla
susun tam bir disakarid tekrar birimi yapamamasindan dolay1 bir daha

hig anti S. sonnei’ye dzel lipit baglantili polisakarid tiretmedi.

Sonra CPS 1 kiimesi wzg ila ugd (SEKIL 2), bir suni promoter
(J23103, http://partsregistry.org/Part:BBa J23103) ve E. coli’de aktif

bir optimal ribozomal baglanma sahasinin arkasina klonlandi.

Tarif edilen genetik sistemin, lipit baglantili  oligosakarid
biyosentezinin analizi i¢in bir ¢alkalama sisesi kiultiriinde

ekspresyonu, bir anti CPS tip 1’e dzel antiserum kullanilarak western
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blotlamada merdiven benzeri bir bant sablonu tretti (SEKIL 6). Bu,
modifiye edilmis LPS biyosentez yolagimin, S. pneumoniae’nin tip 1

CPS’sinin rekombinant ekspresyonuna istirak ettigini gosterir.

Uretilen reaktif, proteaz diren¢li materyalin gercekten undekaprenil
pirofostata bagli CPS tip 1 olduguna dair daha fazla kanit saglamak
igin SEKIL 6’dan gelen dmeklere bir asit duyarhlik testi uygulandi,
TFA ile hafif asit islemi, anti CPS tip 1 sinyalini ortadan kaldird: ki
bu, polisakarid ile undekaprenili baglayan pirofosfat bagmin var
oldugunun gostergesidir (SEKIL 7). Biz, tasiyic1 genler wzg-wzd
varlhiginda modifiye edilmis bir O antijen yapmanm miimkin
oldugunu bulduk. Bu genlermm dogrudan bir etkiye sahip olup
olmadigimi ¢ek etmek i¢in biz, CPS tip 1 plazmidinden dort tasiyici
geni homolog rekombinasyon yoluyla delete ettik (Bloor AE,
Cranenburgh RM: An efficient method of selectable marker gene
excision by Xer recombination for gene replacement in bacterial
chromosomes. Applied and environmental microbiology 2006,
72(4):2520-2525). Modifiye edilmis plazmidin birlikte ekspresyonu
sasirtict sckilde anti CPS tip 1 sinyalinin kaybolmasimma yol agar
(SEKIL 8). Bu, modifiye edilmis O antijenin verimli sekilde

iiretilmesi igin tagiyici genlere gerek oldugunu isaret eder.

Rekombinant CPS tip 1’in, proteinlerin glikosilasyonu ve bodylece
protein-karbohidrat konjugatlarinin olusturulmasi i¢cin
kullanilabilecegini gostermek i¢in biz, bakteriyel protein glikosilasyon
mekanizmasim (Wacker M, Linton D, Hitchen PG, Nita-Lazar M,
Haslam SM, North SJ, Panico M, Morris HR, Dell A, Wren BW ve
arkadaslar: N-linked glycosylation in Campylobacter jejuni and its
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functional transfer into E. coli. Science 2002, 298(5599): 1790-1793)
uygun rekombinant E. coli suslaninda konjugat uretme kabiliyeti

bakimindan test ettik.

Bir deney, (Feldman MF, Wacker M, Hernandez M, Hitchen PG,
Marolda CL, Kowarik M, Morris HR, Dell A, Valvano MA, Aebi M:
Engineering N-linked protein glycosylation with diverse O antigen
lipopolysaccharide structures in Escherichia coli. Proc Natl Acad Sci
ABD 2005, 102(8):3016-3021; Kowarik M, Young NM, Numao S,
Schulz BL, Hug 1, Callewaert N, Mills DC, Watson DC, Hernandez
M, Kelly JF ve arkadaslari: Definition of the bacterial N-glycosylation
site consensus sequence. The EMBO journal 2006, 25(9):1957-1966;
Wacker M, Linton D, Hitchen PG, Nita-Lazar M, Haslam SM, North
SJ, Panico M, Morris HR, Dell A, Wren BW ve arkadaslari: N-linked
glycosylation in Campylobacter jejuni and its functional transfer into
E. coli. Science 2002, 298(5599):1790-1793; lhssen J, Kowarik M,
Dilettoso S, Tanner C, Wacker M, Thony-Meyer L: Production of
glycoprotein vaccines in Escherichia coli. Microbial cell factories
2010, 9:61)’de belgelenen N-glikosilasyon sistemi  kullamlarak
yvapildt.  CPS tip 1 lipit baglantili oligosakaridi eksprese eden
rekombinant E. coli, iki inditklenebilir plazmid ile transforme edild:.
Bir plazmid, genellikle akseptor proteinleri (-D/E-x-N-x-S/T- tipi bir
konsensiis amino asit sekansini sifreleyen; burada x, prolin olamaz) N
glikosile ettigi tekrar tekrar gosterilen PglB enzimini sifreledi. Ikinci
plazmidde, iki sokulmus N glikosilasyon konsensils sekansi ve Ni-
afinite kromatografisiyle saflastirma i¢in bir His takisi ihtiva eden
tasiyict protein EPA sifrelendi. Glikosilasyon deneyinden sonra EPA

proteini saflastirild1 ve anti his takisi antiserumlar (SEKIL 9, panel A)
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ve anti CPS tip 1 antiserumlar1 (SEKIL 9, panel B) ile probland: ve
elisyon fraksiyonlarmda acikca saptandi. Bu, rekombinant CPS tip 1
ekspresyon sistemi ile birlikte PgIB sisteminin, anti-pndomokok as1
adaylar olarak kullanilabilen protein konjugatlarinin verimli sekilde

uretilmesine 1zin verdigini kanitlar.

Ornek 2: E. coli’de CPS4 konjugatlarinin sentezi:

Ayrica aktif konjugat asilar uretmek i¢in protein glikosilasyonu
kullanilabilecegini gbstermek i¢in biz, CPS1 i¢in oldugu gibi tasiyict
genler varliginda bir CPS tip 4 konjugat Giretmeyi amagladik.

CPS4, indirgeyici ucunda bir GalNAc bulunan bir tekrar birimi
yapisma sahiptir (SEKIL 10). Tam yap: soyledir: -1,4-(2,3 S pyr)-a-D-
Gal-1,3-a-D-ManNAc-1,3-a-L-FucNAc-1,3-a-D-GalNAc

CPS1 gen kimesinin aksine S. pneumoniae’sen CPS tip 4’1 sifreleyen
kuime, bir CPS4’0 sentezlemek i¢in gerekli tim enzimler sifreler
(SEKIL 11). UDP-D-FucNAc ve UDP-D-ManNAc, MnaA, FnlA, B
ve C proteinleriyle yapilir. Farkli glikosiltransferazlarin fonksiyonlari,
spesifiteleri bilinen diger glikosiltransferazlar ile homolojilerine
dayanarak tahmin edilir. Wcil, tahmin edilen bir glikosil-fosfat
transferazdir ve bu yiizden Und-PP-D-GalNAc sentezinden
sorumludur; WcilJ, K ve L, D-ManNAc, L-FucNAc ve D-Gal
transferazlardir ve WciM, piruvat transferazlarin bir homologudur
(Jiang SM, Wang L, Reeves PR: Molecular characterization of
Streptococcus pneumoniac type 4, 6B, 8, and 18C capsular

polysaccharide gene clusters. Infect Immun 2001, 69(3):1244-1255)
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E. coli’de bir CPS4 modifiye edilmis yolagini yeniden yapilandirmak
icin biz ilk dnce CPS4 gen kiimesini (aliA ile dexBarasindaki genler),
E. coli’de eksprese edilmesi i¢cin bir plazid igerisinde klonlayarak
sonugta pGVXNS03 elde ettik. Ikinei bir kurulumda biz, wzg, wzh,
wzd ve wze’ nin ctkilerini ve ayrica wcil delesyonunun etkisini agik bir
bicimde analiz etmek i¢cin sadece tasiyicit genlerden asagi yvondeki
genlert (pGVXN753%e neden olan), yani weill-fnlC’y1 dahil ettik.
Wcil, biyo-enformatik analizine gore bir fosfor-seker transferaz
homologudur. E. coli’de, spesifik olarak enterobakteriyel ortak antijen
(ECA) kiimesi igerisinde sifrelenen wecA geni gibi benzer aktiviteler
mevcuttur. pGVXN753’te biz, sokulan genlerin transkripsiyonunu
garanti altma almak i¢in birgok klonlama sahasmda yukan yonde suni

bir promoter sekans dahil ettik.

E. coli’de ekspresyon uzerine yukarida adi gecen plazmidlerin
etkilerini analiz etmek i¢in biz, W3110 Awaal hiicrelerini
pGVXN7T53 ve pGVXNEO3 ile transforme ettik. W3110 Awaal, Und-
PP-D-GIcNAc nin  sentezinden sorumlu olan ancak Und-PP-D-
GalNAc’yi sentezleyemeyen WecA proteinini sifreler. Ikinci lipit
baglantili monosakarid, CPS4 RU’yu tamamlamas1 gereken CPS4
kiimesi enzimleri igin beklenen substrattir. Bu yiizden bir, bir CPS4
kiimesi plazmidine ek olarak 1ki farkli D-GlIcNAc i1la D-GalNAc
epimerazi, Z3206 (Rush JS, Alaimo C, Robbiani R, Wacker M,
Waechter CJ: A novel epimerase that converts GlcNAc-P-P-
undecaprenyl to GalINAc-P-P-undecaprenyl in Escherichia coli 0157. ]
Biol Chem 2010, 285(3):1671-1680) ve GalE (Linton D, Dorrell N,
Hitchen PG, Amber S, Karlyshev AV, Morris HR, Dell A, Valvano
MA, Aebi M, Wren BW: Functional analysis of the Campylobacter
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jequni N-linked protein glycosylation pathway. Mol Microbiol 2005,
55(6):1695-1703) tedarik ettik. Her iki gen de, ilki, lipit baglantili D-
GleNAc’nin (Und-PP-D-GlcNAc<-> Und-PP-D-GalNAc) epimerize
edilmesiyle ve ikincisi, substrat olarak nitkleotitle aktiflestirilmis seker
(UDP-D-GIcNAc<>UDP-D-GalNAc) kullanmak suretiyle olmak

uzere D-GalNAc’ nin in vivo sentezine 1zin veren proteinleri sifreler.

SEKIL 12, analiz sonuglarmi gdsterir. Hilcreler buyutaldi ve
epimeraz ekspresyonu indiklendi ve proteaz direngli biokitle, SDS-
PAGE yoluyla ayrildi ve ghkolipitlerin nitroselitloz membrana
aktarilmasindan sonra immuno-saptama yoluyla analiz edildi.
Sonuglar, pGVXN803’tun hicreler icerisinde mevcut oldugu her
zaman anti CPS4 antiserumu tarafindan merdiven benzeri bir sinyal
saptandigim gosterir. pGVXNT7353 de, tasiyict genleri ve weil’1 ihtiva
eden vyapilardan ¢ok daha zayif olsa da bir sinyal indikledi.
Epimerazin indiklemesi ve dogasi, sinyal mukavemetini marjinal
sekilde etkiledi. En guglu reaktivite, pGVXNS03 ve niikleotitle
aktiflestirilmis sekere 0zel epimeraz ile elde edildi ki bu, Weil'nin bir
D-GalNAc-fosfat transferaz oldugunu isaret eder. Bu yuzden CPS1
igin oldugu gibi sasirtic1 sekilde tasiyict genler, E. coli’de CPS4’le
modifiyve edilmis LPS'nin verimli sekilde uiretilmesi i¢in onemlidir.
weil’ya karst tasiyict  genlerin  etkisini  incelemek i¢in wcil’in
pGVX753 varhiginda birlikte ckspresyonu kullanilabilir. Cok
muhteme] sekilde tek basma wcil, CPS4 ekspresyonunu, tasiyici
genler varhigimda gozlemlenen seviyeye (yani pGVX803 ihtiva eden

W3110 Awaal’deki) ¢ikaramaz.

E. coli’de fretilen CPS4°11 daha fazla karakterize ctmek ig¢in biz,
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pGVXNE03’i1 E. coli SCM6°da eksprese ettik (Schwarz F, Huang W,
Li C, Schulz BL, Lizak C, Palumbo A, Numao S, Neri D, Aebi M,
Wang LX: A combined method for producing homogeneous
glycoproteins with eukaryotic N-glycosylation. Nat Chem Biol 2010;
SCM6, wecA, ECA, waal’da delete edilir) ve glikolipatleri, 2-AB
etiketleme ve MS/MS analiziyle analiz ettik. 2-AB etiketleme, poli- ve
oligosakaridleri 1zole etmek, hidrolize etmek, modifiye etmek ve
bunlart HPLC ve MS/MS yoluyla analiz etmek i¢in gelistirilmis olan
bir yontemdir. Hucreler, bir gece siireyle buiyituldii ve kurulu bir

prosediire gore hazirlandi ve iglendi (US2011/0274720).

Kisacasi glikolipitler, biokitleden organik solventlerle
(Kloroform:Metanol:Su  10:10:3) o6zimlendi ve C18 kartuslan
uzerinden saflastinlds; eliatlar, su/izopropanol i¢inde TFA ile isleme
tabi tutularak pirofosfat  baglar1 hidrolize edildi ve Und-PP-
glikanlardan glikan kismu salindi. Sonugta elde edilen ¢ozelti, bir
baska C18 kartusu tizerinden gecirilerek lipitler ¢ikarildi. Devridaim
kurutuldu ve glikanlar, indirgeyici ugta 2 aminobenzamid ile
ctiketlendi. Sonugta elde edilen etiketli glikanlar, bir gylcosepN
normal fazda kolonu kullanilarak HPLC yoluyla ayrildi ve floresanla

saptandi1 (US2011/0274720 Al).

Sonugta elde edilen kromatogramlar, SEKIL 13’te gosterilmektedir
(panel A). pGVXNS03 ihtiva eden veya etmeyen SCM6 hiicrelerinden
elde edilen bir kromatogram kargilastirmasi, ilkinde var olan ancak
ikincide olmayan bir takim pikler gosterir. Bunlardan bazilari, glikan
kimliginin ve sekansinin tanimlanmasi i¢in MS/MS ile analiz edild:.

Bir takim pikler i¢in beklenen CPS4 RU ve polimer yapilar ile tutarh
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olan MS/MS sablonlarimm tanmimlanmasi mumkin oldu (oklarla
gosterilmistir). SEKIL 13’teki Panel B, 53.8 dakikada eliite olan
pikten MALDI-MS/MS spektrumunu gosterir. Fragmantasyon iyon
serisi, indirgeyici olmayan heksozda piruvat ile modifiye edilmis

CPS4 RU 1ile tutarhdir.

Biz, piruvatin stoikiometrik olmayan varhigindan dolay: heterojenlik
gozlemledik ki bu, piruvatlh CPS4 tekrar birimlerinin kantitatif
olmayan modifikasyonunun vyada ©ornek preparasyonu sirasindaki
hidrolizin gostergesidir. Biz verilerden, Und-PP fzerinde CPS4
glikanlarn treten modifiye edilmis bir LPS biyosentetik yolag

uretebilecegimiz sonucuna vardik.

CSP4 glikolipitlerini daha fazla analiz etmek i¢in biz, E. coli SCM3
susundan (Faridmoayer A, Fentabil MA, Mills DC, Klassen IS,
Feldman = MF:  Functional  characterization  of  bacterial
oligosaccharyltransferases involved in O-linked protein glycosylation.
JOURNAL OF BACTERIOLOGY 2007, 189(22):8088-8098),
CSP4°1 cksprese eden glikolipitleri 6zimledik ve bunlari, yukar tarif
edildigi gibi (SEKIL 14) analiz ettik veya glikolipitleri in vitro
glikosilasyon igin direkt olarak kullandik. Bu deneyde glikolipitler, N
glikosilasyon konsensuis sekansi ihtiva eden bir akseptor peptit ve
oligosakariltransferaz  PglB  igeren  saflastinlmis  preparasyon
kanistirilir (Jervis AJ, Butler JA, Lawson AJ, Langdon R, Wren BW,
Linton D: Characterization of the structurally diverse N-linked
glycans of Campylobacter species. JOURNAL OF BACTERIOLOGY
2012, 194(9):2355-2362). Olusan glikopeptitler, bir HILIC
kromatografisini (SEKIL 15, panel A ve B) takiben glikan
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sekanslamasi icin ESI-MS/MS 1le analiz edilebilir. Bu tiir bir
deneyden gelen uUrunlerin analiz edildigi durumda sadece peptitlere
eklenen piruvile edilmis glikanlar tanimland1 (SEKIL 15, panel C ve
D). Buna gore SEKIL 13 ve 14’te gdzlemlenen stoikiometrik olmayan
piruvilasyon ¢ok muhtemel sckilde piruvatin, CPS4 EU’nun kantitatif
olmayan dekorasyonundan ¢ok Ormek preparasyonu sirasinda
glikandan hidrolize olmasindan kaynaklandi. Bu yuzden biz, modifiye
edilmis LPS biyosentez volagivla, kimyasal konjugasyona kiyasla
aktif ve muhtemelen daha iy1 bir konjugatin sentezine 1zin veren dogal
kosullar altinda bir CPS fretmenin miimkin oldugu isteminde

bulunuyoruz.

Bu hipotezi test etmek icin biz, glikokonjugati on klinik deneylerde
test etmeyi amagladik. Birinci bir adimda biz, Pseudomonas
aeruginosa’nin genetik ag¢idan detoksifiye Eksotoksini A (EPA,
US2011/0274720 Al) olan bir genetik tasiyici proteine konjuge
edilmis CPS4 uretmek i¢cin mikrobiyal fermantasyon kullandik. E. coli
W3110 AwaaL, clmR kaseti yerine bir kanamisin direng kaseti (kanR)
konulmus olan pACT3 (GenBank: U51556.1) igerisine klonlanmis
pGVXN539 (2 N glikosilasyon konsensiis sekanslarini sifreleyen EPA
tastyict proteini eksprese eden (US2011/0274720 Al ve dyx);
pGVXNI114 (induklenebilir PglB ekspresyonu, US2011/0274720 Al),
pGVXN207 (induklenebilir GalE e¢kspresyonu (Rush IS, Alaimo C,
Robbiani R, Wacker M, Waechter CJ: A novel epimerase that
converts GIcNAc-P-P-undecaprenyl to GalNAc-P-P-undecaprenyl in
Escherichia coli 0157. J Biol Chem 2010, 285(3):1671-1680) ve
pGVXNE03 (CPS4 kimesini sifreleyen) ile transforme edildi.
Hiicreler, TB ortaminda buyutuldd ve uygun ODlerde indiiklendi ve
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uretim, bir gece sureyle yapildi. His takili EPA, hizozim kullanilarak
periplazmik 6zimleme ve ardindan IMAC ile hazirlannms periplazmik
ozutlerden saflastinldi. Elusyon fraksiyonlarimin analitik deneyleri,
SEKIL 16°da gosterilmistir. SDS-PAGE ve Coomassie boyamasi, 70
ve 70 tzenn kDa’da glikosile edilmemis ve edilmis EPA gosterir;
ikincisi, RUlardan mitesekkil bir (modifive edilmig) O antijen
gostergesi olarak merdiven benzeri bir sablon halinde mevcuttur
(SEKIL 16, panel A). Anti His (SEKIL 16, panel B) ve anti CPS4
(SEKIL 16, panel C) ile immiino-saptama, aymi fraksiyonlarin
nitroselitloz membranlarma elektrotransferinden sonra, materyal

igerisinde CPS4 ve EPA varligimi dogruladi.

Glikokonjugatlar, glikosile edilmemis ve edilmis EPA’min ayrilmas:
icin anyon degistirme kromatografisiyle de saflastirildi; glikoprotein
daha sonra buyuklik dislama kromatografisiyle de saflastirildi.
Sonugta elde edilen glikoprotein preparasyonu, 1-fenil-3-metil-5-
pirazolon ile turevlendirme kullanmilarak monosakarid kompozisyonu
bakimindan analiz edildi (PMP, Lv L, Yang X, Zhao Y, Ruan Y,
Yang Y, Wang Z: Scparation and quantification of component
monosaccharides of the tea polysaccharides from Gynostemma
pentaphyllum by HPLC with indirect UV detection. Food Chemistry
2009, 112:742-746) ki bu, rekombinant glikokonjugatin glikan
kompozisyonunun, S. pneumoniae’den izole edilmis CPS4’¢ ozdes

oldugunu ortaya koydu (SEKIL 17).

Glikokonjugatlarin as1 aktivitesini test etmek i¢in imminizasyon
calismalar1 ve opsonofagositoz deneyleri (OPA) yapildi. OPA,

antikorlarin, S. pneumoniae hilcrelerini ortadan kaldirma islevselligini



10

15

20

25

52

irdelemek 1¢in genel olarak kabul edilen bir deneydir ve bir koruma
vekilidir. Biz, tavsanlari, farkli dozlarda EPA-CPS4 konjugati ile
immimize ettik,. Bir kontrol olarak biz, pediatrik pndomokok
hastaliginin engellenmesi i¢in yaygin sekilde kullanilan lisanshi ve
satis1 yapilan bir Grin olan Prevenar 13’11 kullandik. Sonucta elde
edilen antiserumlar, nokta lekeyle immimnojeniklik bakimindan
(SEKIL 18) ve OPA ile islevsellik bakimindan standardize edilmis bir
protokole gore analize tabi tutuldu(Romero-Steiner S, Frasch CE,
Carlone G, Fleck RA, Goldblatt D, Nahm MH: Use of
opsonophagocytosis for serological evaluation of pneumococcal

vaccines. Clin Vaccine Immunol 2006, 13(2):165-169).

Tablo 1, elde edilen ilgili opsonik titerleri gosterir. Sonuclar, E.
coli’de rekombinant sekilde yapilmis olan glikokonjugatlarin,
opsonofagositotik deneyde antiserum aktifini yikseltme kabiliyeti
bakimindan lisansli as1 karsilig ile esit diizeyde 1yi oldugunu ve hatta

bazi durumlarda ondan daha stiin nitelikli oldugunu gosterir.

Ornek 3: E. coli’de CPS14 konjugatlarinin sentezi:

E. coli’'nin CPS konjugatlari iretiminde kullanilabilecegini gostermek
icin biz, CPS14 konjugatlann tretmeylr de amagladik. CPSI14
polisakaridi, CPS1 ve CPS4 ile benzer bir yapida CPS14 kiimesi
(SEKIL 19) tarafindan sifrelenir. CPS14, asagidaki yapiya sahip
polimerize edilmis RU’lardan olusur (SEKIL 20): -1,6-(b-D-Gal-1,4)-
b-D-GlcNAc-1,3-b-D-Gal-1,4-b-D-Gle-.

CPS14’un biyosentezi, WchA nin aktivitesiyle undekaprenil fosfata



10

15

20

25

53

(Und-P) fosfo-D-Glc ilavesi ile baslar. WchA’nin, kolanik asit
kuimesindeki bir genin sifreledigi E. coli Wcal proteini ile dzdes
aktiviteye sahip bir fosfo-glikoz transferaz oldugu biyokimyasal
olarak gosterildi. D-Glc’nin daha da uzamasi, kiime igerisinde mevcut
diger glikosiltransferazlarin enzimatik etkileriyle saglamir (Kolkman
MA, van der Zeijt BA, Nuijten PJ: Functional analysis of
glycosyltransferases encoded by the capsular polysaccharide
biosynthesis locus of Streptococcus pneumoniae serotype 14. J Biol
Chem 1997, 272(31):19502-19508). CPS14 kiimesi igerisindeki farkls
ORFlerin detayli fonksiyonlar, wzg, wzh, wzd, wze (regiilator ve 3
tasimayla baglantili gen), WchJK (D-Gal transferaz), WchL (D-
GlcNAc transferaz), WchM (D-Gal transferaz), Wzy (polimeraz),
Wzx (flippaz) i¢cin ongorulur. WeiY, CPS14 olugmasi i¢in dispense
edilebilirken wchN delesyonu, CPS14 verimlerini olumsuz yonde
etkiler (Kolkman MA, Wakarchuk W, Nuijten PJ, van der Zeijst BA:
Capsular polysaccharide synthesis in Streptococcus pneumoniae
serotype 14: molecular analysis of the complete cps locus and
identification of genes encoding glycosyltransferases required for the
biosynthesis of the tetrasaccharide subunit. Mol Microbiol 1997,
26(1):197-208). CPS14 kiimesi, CPS14 biyosentez i¢in minimum
diizeyde gerekenden daha fazla fonksiyonun sifrelenmesi anlaminda
ozeldir. Cok muhtemel sekilde fonksiyonlar tahsis edilmemis
proteinlerden bazilari, kapsillim biyosentezini destekleyen yardimci

enzimlerdir.

E. coli’de CPS 14 polisakaridi Uretimini test etmek i¢cin wchA’dan
wciY’ye kadar olan diziden olugsan CPS 14 gen kiimesi, CPS14°tn 016

antijen kiimesi (pGVXNG6135) igerisine entegrasyonu igin belirlenmis
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pDOC dondr plazmidi igerisme klonlandi (Lee DJ, Bingle LE,
Heurlier K, Pallen MJ, Penn CW, Busby SJ, Hobman JL: Gene
doctoring: a method for recombineering in laboratory and pathogenic
Escherichia coli strains. BMC Microbiol 2009, 9:252) ve E. coli strain
GVXNI1128 (W3110 Awaal) halinde transforme edildi. pGVXN61571
barindiran protenaz K ile dijest edilmis E. coli hicrelerinin
immiinoblot analizi, merdiven benzeri bir sablon gosterdi ki bu, klinik
CPS14 izolatlarmin kapsuler serotiplemesi i¢in kullanilan CPS14
antiserumu il saptand1 (SEKIL 21, panel A’daki kiigiik ek). Ayrica tek
bir tekrar birimi biriktirmek igin CPS14 kiimesi polimerazi, wzy,
pGVXN615’te transpozon mutajenezi yoluyla delete edilerek sonugta
pGVXN643 elde edildi. Glikolipitler, pGVXN643 ile transforme
edilmis E. coli hiicrelerinden 6ziimlendi ve yukarida tarif edildigi gibi
hidroliz ve floresan etiketleme sonrasinda NP-HPLC ile analiz edildi.
GlycosepN kolonundan 57.4uncti dakikada spesifik bir pik eliite oldu
(SEKIL 21, panel A). Bu pikin MS ve MS/MS analizi, CPS14’iin tek
bir tekrar biriminin beklenen kutlesi ve fragmantasyon sablonu ile
uyumluydu (SEKIL 21, panel B). Bu, kismi bir CPS14 gen kiimesinin,
bir O antijen promoterinin kontrolil altinda ekspresyonunun, genel bir
E. coli konak¢1 hiicresi igerisinde bir rekombinant LPS biyosentetik

CPS14 oligosakarid liretimine yol agabilecegini dogrular.

E. coli’de CPS14 polisakaridinin biyosentezim gelistirmek ve stabilize
etmek i¢cin CPS14 kumesinin, wchA’da wciY’ye kadar olan diziyi
ihtiva eden bolumi, CPS14’in E. coli kolanik asit kumesi
(pGVXNT710) igerisine entegrasyonu i¢in belirlenmis pDOC-C ikame
plazmidi igerisine klonlandi (Lee DJ, Bingle LE, Heurlier K, Pallen
MlJ, Penn CW, Busby SJ, Hobman JL: Gene doctoring: a method for
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recombineering in laboratory and pathogenic Escherichia coli strains.
BMC Microbiol 2009, 9:252). CPS14 entegrasyonu, yukarida tarif
edildigi gibi GVXNI1052 (W3110), GVXNI1128 (W3110 Awaal) ve
GVXNI716 (W3110 AwaalAwecA-wzzE) dahil olmak tuzere bir
takim E.coli suslarinda tamamlandi. Kolanik asit genlerinin, normal
kosullar altinda E. coli’de eksprese edilmedigi ve bunlarin
ekspresyonunun, kompleks bir regulator agiyla kontrol edildig
gosterilmistir. Kolanik asit transkripsiyonunun, pozitit bir regulator
olan RcsA gerektirdigi tamimland: (Ebel W, Trempy JE. J Bacteriol.
1999;181(2):577-84). Kolanik asit kiimesi yerine RcsA ekspresyonu
icin bir plazmid (pGVX688) barindiran CPS14 kiimesinin konuldugu
proteinaz K ile dijest edilmis E. coli suslarinin immumoblot analizi,
CSP14 antiserumuyla saptanan merdiven benzeri bir sablon gosterdi
ki bu, klinik CPS14 izolatlarin1 serotiplemede kullanildi; bu sablon,
RcsA yokken saptanamadi (bakimiz SEKIL 22). Bu sonug, kolanik
asidin, polisakarid biyosentetik yolaklarimi entegre etmek igin uygun
bir hedef yeri oldugunu ve heterolog polisakarid ekspresyonunun, E.
coli ResA proteini tarafindan siki kontrol altinda oldugunu ortaya

koymaktadir.

E. coli’de fretilen CPS14°0 daha fazla karakterize etmek i¢in
GVX6129 (W3110Awaall CA::CPS14), pGVXN68E (rcsA) ile
birlikte E. coli’'ye transforme edildi. Glikolipitler, yukarida tarif
edildigi gibi 2-AB etiketleme ve MS/MS analiziyle analiz edildi.
MS/MS analizi, CPS14°in, ayr1 ayr1 95.9 ve 115.30ncl1 dakikada eliite
olan 2 ve 3 alt birimini tanmimladi (bakimz SEKIL 24).

Tastyic1 genlerin ekspresyonunun, E. coli’de CPS14 polisakaridinin
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uretimi Uzerindeki etkisimi test etmek i¢mm S. pneumoniae CPSI14
kimesinden, tasiyici genleri ihtiva eden wzg ila wze, IPTG ile
indiklenebilir promoter (pGVX 72) ile kopya sayis1 dusiik bir plazmid
igerisine klonlanarak pGVX1497 olusturuldu. Plazmid, E. coli susu
GVXe6126°va (E. coli W3110 CA::CPS14) transforme edildi ki
buradan, CPS14 kiimesmin wchA 1la weiY boliimi, kolamk asit E. coli
icerisine entegre edilmisti, 0.01 mM IPTG kullanilarak tasiyict gen
ekspresyonunun  indiklenmesiyle GVX6126, pGVX72 veya
pGVX1497 ile transforme edildi ve kiltirlendi. E. coli hiicreler, bir
gece stireyle inkiibe edildikten sonra toplandi ve proteinaz K ile dijest
edildi ve proteaz direngli bir biokiitle, SDS-PAGE yoluyla aynldi ve
glikolipitlerin nitroseliloz membrana aktarilmasmdan sonra immimo-
saptama yoluyla analiz edildi. Sonuglar, pGVXN1497 (wzg-wzh-wzd-
wze’yl eksprese eden) varliginda anti CPS14 antiserumu tarafindan
molekiller agirlign yiksek merdiven benzeri bir sinyal saptandigini
(bakiiz SEKIL 23. Serit 3) ve pGVXNI1497°nin bos bir vektor
(pGVX72) 1le degistirildigi durumda merdiven ebadinin anlamh
sekilde kiigilldiigiinii (bakmmiz SEKIL 23. Serit 2) gosterir, Bu, tasiyici

genlerin CPS Gretimi 1¢in bir destek gerektirdiini ortaya koyar.

gtrABS operon, CPS14 (wchA tarafindan sentezlenir) i¢in dogal
baslatic1 adimi, Und-PP’ye ¢ok benzer hiicresel bir bilesik olan Und-P
tizerindeki glukoz sentezinde yer alir. gtrABS operon, sitoplazma
icerisinde Und-P  Uzerindeki glukoz kurulumunda, glikolipite
periplazma igerisine dogru hafifge vurulmasinda ve glukoz tortusunu
E. coli W3110°daki 016 alt biriminin indirgeyici ucu GlcNAc Uzerine
aktarmak i¢in bir dondr olarak Und-P-glukoz kullanan bir

glukosiltransferazda yer alan enzimleri sifreleyen genleri thtiva eder.
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D-Gle’li 1kt lipit oncitsii iiretilmesinden kaginmak ve sadece Und-P-
CPS14 degil Und-PP-CPS14 uretmek icin baslatici glukoz olarak
sadece Und-PP-glukoz yapan bir enzim kullanilabilir, Ek olarak Und-
P-glukoz tiretim yolagi da delete edilebilir. Bu yolla CPS’nin tamamu,
Und’a bir pirofosfat baglantisiyla baglamir  ve  boylelikle

glikosilasyona hazir olur.

E. coli’de CPS14’0n biyosentetik yolagini daha da aydinlatmak ve
optimize etmek igin CPS 14 yolagimin baglatici glukosiltransferaz
aktivites1 arttirillabilir. Bu, wchA ve wcal™nin delesyonuyla ve
bunlarin, aym genler kullamlarak plazmid kaynakli asirt ekspresyon
stratejileriyle tamamlanmas: ve glikolipit Uretimi tizerindeki etkilerm

analiz edilmesiyle aciga cikti.

wcal genini ihtiva eden bir plazmid, CPS14 ihtiva eden ancak WchA
ve Wcal (0rn. W3110 Awaal ArfbO16::CPS14-clmR AwchA
AgtrABS) 1cermeyen E. coli suslarma 1y1 bir sekilde transforme
edilebilir, Kurulu yontemler kullanilarak seker iiretimi, bu suslarda
analiz edilebilir. Bu sonuglara dayanarak maksimum miktarda Und-
PP’ye baghh CPSI4 fUretimi ig¢in optimum gen kombinasyonu
belirlenebilir ve E. coli’yi transforme ederek optimal firetim susu
tiretmek i¢in kullamilabilir. Kesinlikle tistiin nitelikli seker tiretimine
sahip bu yeni E. coli susu, hem N hem de O glikosile edilmis olmak
uzere glikosile edilmis proteinlerin iretimini zenginlestirmek i¢in
ideal olabilir. Ayrica bu yeni degistirilmis sus, ek olarak indirgeyici
ucunda Glc bulunan herhangi bir glikokonjugatin tiretim susuna gesitli
protein tasiyicilar dahil edilmesi durumunda farkli glikokonjugatlar

firetmek i¢in de kullanilabilir.
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Tablo 1: '"Yem Zelanda Beyaz' tavsanlari, Omnc1 giin, 21linci gin ve
42nci gunde belirtilen glikokonjugat agilart (not, pg cinsinden
belirtilen miktar, enjeksiyon basina polisakarid miktarina karsilik
gelir) ile subkittan yoldan immiinize edildi. Glikokonjugat asilari, ya
fic imminizasyonun tamamu i¢in %0.12 AI’" ile yada prime
imminizasyon (gin 0) i¢in Freund’'un Ram Adjuvani (FCA) ve 1iki
boost immimizasyon (gin 21 ve gun 42) i¢in Freund un Tam olmayan
Adjpuvam (FIA) ile adjuvane edildi. Ureticilerin talimatlarina gore
Prevnar-13 kullanild: ve immiinizasyon basina bir insan dozu (2.2 ug
CPS4 polisakaridine karsihk gelir) enjekte edildi. Hayvanlar, 56nci
gun itlaf edildi ve elde edilen serum, bir opsonofagositoz Oldiirme
deneyinde (OPK) ndtralize edici aktivite bakimindan analiz edildi.
'Opsonik Endeks', bakterilerin (pnomokok serotip 4) %50’sini 6lduren

serum seyreltmesi olarak tammmlanir.

Tavsanmn Tedavi Opsonik Endeks

Kimligi immiun immiin
oncesi sonrasi

SZ 3415 2 pg CPS4-EPA / Alum <8 2719

SZ 3416 <8 777

SZ 3417 10 pg CPS4-EPA / Alum <8 1111

SZ 3418 <8 2215

SZ 3419 <8 29068

SZ 3420 10 pg CPS4-EPA / FCA- | <8 187543

FIA

SZ 3421 Sadece FCA-FIA <8 <8

SZ 3422 <8 <8

SZ 3423 Prevnar-13 <8 2753

SZ 3424 <8 169
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SEKILLERDEKI YAZILARIN ANLAMLARI

SEKIL 1

A = CPS regulator genleri

B = Baslangigtaki glikosiltransferazlar
C = Glikosil transferazlar

D = Polimeraz

E = Fippaz

F = Seker biyosentezi

SEKIL 3
G = 2-Asetamido-4-amino-2,4,6-trideoksigalaktoz
H = D-Galakturonik asit

SEKIL 4

[ =Altruronik asit

SEKIL 9

J=Yik

K = Devridaim

L = Yikama

M = Eliisyon fraksiyonlar

SEKIL 10

N = N-asetil-D-galaktosamin
O = N-asetil-L-fukosamin

P = N-asetil-D-mannozamin

R = D-Galaktoz
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S =2,3 S Piruvat

SEKIL 12
T = Kultiar dncesi

U = Indiikleme

SEKIL 13A
V =CPS4 1RU fragmani
Y = Dakika

Z = Tutma Zamani

SEKIL 15A
Al = Peptit
B1 =Zaman

C1 = Aralik

SEKIL 20
D1 = Glikoz
E1 = N-asetilglukozamin

F1 = Galaktoz

SEKIL 23
G1 = Tasiyicilar (trans olarak)
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