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OZET

MODIFIiYE MENINGOKOKAL FHBP POLIPEPTIDLERI

Bulus sahipleri, meningokokal fHbp varyant 2 ve varyant 3 i¢inde, bu

varyantlarin  Ozelliklerini  gelistirmek  maksadiyla

edilebilecek olan artiklar belirleyip tanimlamiglardir.

modifiye
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ISTEMLER

SEKANS KOD NO.: 5 ile en az %80 oraninda sekans
0zdesligine sahip olan  bir amino asit sekansi igeren bir
polipeptid olup, burada (a) amino asit sckanst SEKANS KOD
NO.: 5'ten SEKANS KOD NO.: 5'teki 123 ve 240 numaral
artiklar bakimindan farklidir; (b) polipeptid, bir insana
uygulama yapildiktan sonra, SEKANS KOD NO.: 4'ten olusan
bir polipeptidi algilayip tamiyabilen antikorlar ortaya ¢ikmasini
saglayabilir; (c) polipeptid, SEKANS KOD NO.: 4'ten olusan
bir polipeptidden daha yuksek bir stabiliteye sahiptir; ve (d)
polipeptid, SEKANS KOD NO.: 4'ten olusan bir polipeptide

kiyasla insan fH'sine yonelik daha diisiik bir afiniteye sahiptir.

Istem 1'e uygun polipeptid olup, burada amino asit sekansi
SEKANS KOD NO.: 5'ten SEKANS KOD NO.: 5'teki 32
numarall artik bakimindan da farkhdir, 6rnegin SEKANS KOD
NO.: 47 amino asit sckansim igerir, tercihen SEKANS KOD
NO.: 5S'ten farklh olarak S32V, LI23R ve E240A
substitisyonlarina sahiptir, ormegin SEKANS KOD NO.: 50

sekansim igerir..

SEKANS KOD NO.: 17 ile en az %80 oranmda sekans
O0zdesligine sahip olan bir amino asit sekansi igceren bir
polipeptid olup, burada (a) amino asit sekanst SEKANS KOD
NO.: 17'den SEKANS KOD NO.: 17'deki 126 ve 243 numarali
artiklar bakimindan farklidir; (b) polipeptid, bir insana
uygulama yapildiktan sonra, SEKANS KOD NO.: 40'tan olusan
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bir polipeptidi algilayip tamiyabilen antikorlarm ortaya
cikmasim saglayabilir; (c) polipeptid, SEKANS KOD NO.:
40'tan olusan bir polipeptidden daha vitksek bir stabiliteye
sahiptir; ve (d) polipeptid, SEKANS KOD NO.: 40'tan olusan
bir polipeptide kiyasla insan fH'sine yonelik daha dusuk bir

afiniteye sahiptir.

Istem 3'e uygun polipeptid olup, burada amino asit sekansi
SEKANS KOD NO.: 17'den SEKANS KOD NO.: 17'deki 32
numaralt artik bakimmdan da farkhdir, drnegin SEKANS KOD

NO.: 48 amino asit sekansini igerir.

Istem 3 veya istem 4'e uygun polipeptid olup, SEKANS KOD
NO.: 17'den farkli olarak S32V, LI26R ve E243A
substitiisyonlarina sahiptir, ornegin SEKANS KOD NO.: 51

sekansini igerir.

Asagida belirtilenlert igeren bir polipeptid: SEKANS KOD
NO.: 47 ile en az %90 oraminda sckans ozdesligine sahip olan
bir amino asit sekansi, burada SEKANS KOD NO.: 47'e kiyasla
123 numarali artik, 16sin degildir ve 240 numaral artik,
glutamat degildir; ve burada (1) SEKANS KOD NO.: 4'e kiyasla
polipeptid daha yuksek stabiliteye ve fH'yve yonclik daha dusuk
afiniteye sahiptir; ve (i1) polipeptid, bir insana uygulandiginda,
bir v2 fHbp eksprese eden bir meningokoka karsi bakterisidal
olan bir antikor cevabinin ortaya ¢ikmasini saglayabilir,

veya:
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S'e varan sayida tek amino asit substitiisyonu ile modifiye
edilmis SEKANS KOD NO.: 47 amino asit sekansi, ancak su
sartla ki, (1) 123 numarah artik, 1osin degildir, (ii) 240 numaral
artik, glutamat degildir, (1) yabani tip sekansa, Ornegin
SEKANS KOD NO.: 4'¢ kwyasla polipeptid daha yiiksek
stabiliteye sahiptir ve fH'ye yonelik daha dustk afiniteye
sahiptir, (1v) polipeptid, bir insana uygulandiginda, bir v2 tHbp
eksprese eden bir meningokoka karsi bakterisidal olan bir

antikor cevabinin ortaya ¢ikmasini saglayabilir.

Istem 6'ya uygun polipeptid olup, burada SEKANS KOD NO.:
47'ye kiyasla 32 numaral artik, serin degildir.

Asagida belirtilenleri iceren bir polipeptid: SEKANS KOD
NO.: 48 ile en az %90 oraninda sekans 6zdesligine sahip olan
bir amino asit sekansi, burada SEKANS KOD NO.: 48'e kiyasla
126 numarali artik, losin degildir ve 243 numarali artik,
glutamat degildir; ve burada (1) SEKANS KOD NO.: 40'a
kiyasla polipeptid daha yuksek stabiliteye ve fH'ye yonelik daha
diosuk afimiteye sahiptir; ve (i1) polipeptid, bir insana
uygulandiginda, bir v3 fHbp eksprese eden bir meningokoka
kargi bakterisidal olan bir antikor cevabinin ortaya ¢ikmasini
saglayabilir,

veya:

S'e varan sayida tek amino asit substitiisyonu ile modifiye
edilmis SEKANS KOD NO.: 48 amino asit sekansi, ancak su
sartla ki, (1) 126 numarali artik, 16sin degildir, (ii) 243 numarali
artik, glutamat degildir, (iii) yabani tip sekansa, Ornegin

SEKANS KOD NO.: 40'a kiyasla polipeptid daha yuksek



10

15

20

25

10.

11,

223

stabiliteye sahiptir ve fH'yve yonelik daha diosik afiniteye
sahiptir, (iv) polipeptid, bir insana uygulandiginda, bir v3 fHbp
eksprese eden bir meningokoka karsi bakterisidal olan bir

antikor cevabinin ortaya gikmasini saglayabilir.

Istem 8'e uygun polipeptid olup, burada SEKANS KOD NO.:

48'e kiyasla 32 numarali artik, serin degildir.

Asagida belirtilenleri igeren bir flizyon polipeptidi; (i) istemler
1, 2, 6 ve 7'den herhangi birinde tamimlandig1 gibi olan bir
polipeptid; ve (1) istemler 3, 4, 5, 8§ ve 9'dan herhangi birinde
tammlandig gibi olan bir polipeptid.

(a) Bir insana uygulandiginda, hem bir v2 fHbp eksprese eden
bir meningokoka hem de bir v3 fHbp eksprese eden bir
meningokoka karsi bakterisidal olan bir antikor cevabinin
ortaya ¢ikmasim saglayabilecek olan; (b) SEKANS KOD NO.:
4'ten olusan bir polipeptide kiyasla daha yuksek stabiliteye ve
msan fH'sine yonelik daha diustk afiniteye sahip olan; (c)
SEKANS KOD NO.: 40'tan olusan bir polipeptide kivasla daha
yiksek stabiliteye ve msan fH'sine yonelik daha diisiik afiniteye
sahip olan bir fiizyon polipeptidi olup, burada polipeptid sunlari
icerir: (I} asagida belirtilenler arasindan secgilen bir birinci
amino asit sekansi: (a) SEKANS KOD NO.: 5 ile en az %80
oraninda sekans 0zdesligine sahip olan ve/veya SEKANS KOD
NO.: 5'in bir fragmanim igeren bir amino asit sekansi; burada
amino asit sekansi SEKANS KOD NO.: 5'ten SEKANS KOD
NO.: 5'teki L123 ve E240 (ve 1stege bagh olarak S32) artiklar:
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bakimindan farklidir; (b) SEKANS KOD NO.: 47 ile en az %90
oraninda sekans 0zdesligine sahip olan bir amino asit sekansi,
burada SEKANS KOD NO.: 47'ye kiyasla (1) 123 numarali artik
l1osin degildir, (i1) 240 numaral artik, glutamat degildir, (iii)
istege bagli olarak 32 numarali artik, serin degildir; ve istege
bagli olarak 5'e varan sayida tek amino asit degisikligi (vani 1,
2, 3, 4 veya 5 adet tek amimo asit substitusyonu, delesyonu
ve/veya insersiyonu) ile modifiye edilmis olan SEKANS KOD
NO.: 47 veya SEKANS KOD NO.: 50 amino asit sckansi,
burada (1) istege bagl olarak 32 numaral artik, serin degildir,
(11) 123 numarah artik, 10sin degildir ve (111) 240 numarali artik,
glutamat degildir; ve (Il} asagida belirtilenler arasindan secilen
bir ikinci amino asit sekansi: (a) SEKANS KOD NO.: 17 ile en
az %80 oraninda sekans Ozdesligine sahip olan ve/veya
SEKANS KOD NO.: 17'nin bir fragmanini igeren bir amino asit
sekansi; burada (b) amino asit sekansi SEKANS KOD NO.:
17'den SEKANS KOD NO.: 17'deki L126 ve E243 (ve istege
bagh olarak S32) artiklart bakimindan farkhidir; (b) SEKANS
KOD NO.: 48 ile en az %90 oraninda sckans 0zdesligine sahip
olan bir amino asit sekansi, burada (1) 126 numaral artik, 16sin
degildir, (1) 243 numarali artik, glutamat degildir, (ii1) istege
bagli olarak 32 numaral artik, serin degildir; veya istege bagh
olarak 5'e¢ varan sayida tek amino asit degisikligi (vani 1, 2, 3, 4
veya 5 adet tek amino asit substitisyonu, delesyonu ve/veya
insersiyonu) ile modifiye edilmis olan SEKANS KOD NO.; 48
veya SEKANS KOD NO.: 51 amino asit sekansi, burada (i) 32

numarali artik, herhangi bir amino asittir, istege bagli olarak



10

15

20

25

12,

13.

14.

225

serin degildir, (11) 126 numaral artik, 16sin degildir ve (i11) 243

numarah artik, glutamat degildir.

Istem 11'e uygun fiizyon polipeptidi olup, burada ya (A) birinci
amino asit sekans1t SEKANS KOD NO.: 47 (dmegin SEKANS
KOD NO.: 50)'dir ve ikinci amino asit sekansi SEKANS KOD
NO.: 48 (ornegin SEKANS KOD NO.: 51)'dir ya da (B) birinci
amino asit sekanst SEKANS KOD NO.: 31 (6rnegin SEKANS
KOD NO.: 45)'dir ve ikinci amino asit sekanst SEKANS KOD
NO.: 32 (d6rnegin SEKANS KOD NO.: 44)'diir.

Istemler 11 ila 13'ten herhangi birine uygun fiizyon polipeptidi
olup, bir vl tHbp sekansi da icerir, burada polipeptid, bir insana
uygulandiginda, bir vl fHbp eksprese eden bir meningokoka,
bir v2 fHbp eksprese eden bir meningokoka ve bir v3 fHbp
cksprese eden bir meningokoka karsi bakterisidal olan bir
antikor cevabinin ortaya ¢ikmasini saglavabilir ve burada istege
bagh olarak, vl fHbp sekansi SEKANS KOD NO.: 48'den
olugan bir meningokok polipeptidine kiyasla kendisini insan
fH'sine yonelik daha dustk bir afiniteye sahip kilan bir
mutasyon ig¢erir, drnegin burada vl fHbp sekansi SEKANS
KOD NO.: 49 veya 52 amino asit sekansma sahiptir, burada
fiizyon polipeptidi tercihen SEKANS KOD NO.: 27, SEKANS
KOD NO.: 28, SEKANS KOD NO.: 29 veya SEKANS KOD

NO.: 30 amino asit sekansini igerir,

Istemler 1-9'a uygun polipeptidler ve istemler 10-13'e uygun

fuzyon polipeptidleri arasindan segilen bir polipeptid ve bir
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farmasotik agidan kabul edilebilir tasiyici igeren, tercihen ayrica

bir adjuvan da iceren bir immino jenik bilesim.

Istem 14'e uygun immiinojenik bilesim olup, bir insanda bir

antikor cevabi ortaya ¢ikarmak maksatli kullanim i¢indir.
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TARIFNAME

MODIFIiYE MENINGOKOKAL FHBP POLIPEPTIDLERI

TEKNIK ALAN

Bu bulus, protein muhendisligi alan1 hakkindadir ve 6zel olarak ilgili
oldugu unsur, faydali bir ag1 immiinojeni olarak bilinen meningokokal

faktor H baglanma protemidir (fHbp).

ARKA PLAN

Neisseria meningitidis, insan popillasyonunun yaklasik %10unda st
solunum yolunu kolonize eden bir Gram-negatif kapsulla bakteridir.
A, C, W135 ve Y scrogruplarma yonelik konjugat asilart mevcuttur;
bununla birlikte, B serogrubuna kars1 genel olarak koruma saglamak
icin istifade edilebilecek tek asi, 2013 senesinde onay almis olan
BEXSERO™ qriinidiir.

BEXSERO™ furiiniinde yer alan koruyucu immiinojenlerden biri,
protein 741" (1 numaral referansta SEKANS KOD NO.: 2536; burada
SEKANS KOD NO.: 1), 'NMBI870", 'GNAI1&70" [2-4], 'P2086',
'"LP2086' veya 'ORF2086" [5-7] adiyla da bilinen fHbp'dir. Bu
proteinin ¢ boyutlu yapist bilinmekte olup [8, 9], proteinde kisa bir
baglayict1 ile bagh iki p-figt bulunmaktadir. Bu proteinin

meningokokal asilardaki koruyucu etkinligi bir¢ok vayinda rapor
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edilmistir, drmegin bkz: 10-14 numarali referanslar. FHbp lipoproteini
butin serogruplar genelinde muhtelif suslarda eksprese olur, fHbp
sekanslar Ui¢ varyanta ayrilmuslardir [2] (burada v1, v2 ve v3 olarak
anilmaktadirlar) ve bu varyantlardan belirli birine karsi olusturulan
scrumun genel olarak o varyanti eksprese eden bitin suslara karsi
bakterisidal oldugu, fakat diger iki varyanttan birini eksprese eden
suslara kars1 aktif olmadig, baska bir deyisle varyant-i¢i ¢apraz-
korumanin s6z konusu oldugu, ancak varyantlar-arasi ¢apraz-
korumanin s6z konusu olmadigi (baz1 v2 ve v3 capraz-reaktivite

durumlar1 diginda) tespit edilmistir.

Familyalar-aras: ¢apraz-reaktiviteyi artirmak i¢in, fHbp sekans: bahsi
gecen U¢ varyantin hepsine karsi ayr spesifisiteye sahip olacak
sekilde degistirilmistir [15]. FHbp'nin sideroforlarla [16] ve insan
faktori H [17-25] ile etkilesimini ortadan kaldirmak i¢in de protein
mithendisligine basvurulmustur. Bahsi gegen {i¢ varyant igin de fH'nin
etkilesiminin bozuldugu rapor edilmistir ve bunun daha tistin bir ag
immumnojeni ¢lde etmeyi saglayacag varsayilmaktadir [22, 26]. Fakat
23 ve 24 numarali referanslarda v2 polipeptidlerine 1stinaden, fH-
baglanimi bozulmus olan mutantlarda da gorulen bir i¢kin instabilite
rapor edilmektedir. Bu instabilitenin N-terminal [(3-fig1 domaininden
kaynaklandigr diistiniilmekte olup, 23 numarali referansta bu figida
yapilacak her tirlit substitiisyonun instabilitey1 artirabilecegine dair
uyarida bulunulmaktadir. 27 numarali referansta, soz konusu v2
sekanslarimin  stabilitesini  kuvvetlendirme amaglhh  mutasyonlar

aciklanmaktadir.
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Bu bulusun hedeflerinden biri, gelistirilmis ozelliklere sahip olan

fHbp v2 ve v3 mutantlan ortaya koymaktir.

BULUSUN OZETI

Bu bulus, bir 6zelligine gore, SEKANS KOD NO.: 5 ile en az %80
oranmda sekans Ozdesligine sahip olan bir amino asit sekansi igeren
bir polipeptid ortaya koymakta olup, burada bahsi gegen amino asit
sekanst SEKANS KOD NO.: S'ten SEKANS KOD NO.: 5'teki 123 ve
240 numaral artiklar bakimindan farkhdir ve polipeptid, bir msana
uygulama yapildiktan sonra, SEKANS KOD NO.: 4'ten olusan bir
polipeptidi  algilaylp tamiyabilen antikorlar ortaya ¢ikmasim

saglayabilir.

Bulusun bir diger 6zelligi, SEKANS KOD NO.: 5 ile en az %80
oraninda sekans 6zdeslifine sahip olan bir amino asit sekansi igeren
bir polipeptid 1le 1lgili olup, burada bahsi gecen amino asit sekansi
SEKANS KOD NO.: 5'ten SEKANS KOD NO.: 5'teki 32, 123 ve 240
numarali artiklar bakimmdan farkhdir ve polipeptid, bir insana
uygulama yapildiktan sonra, SEKANS KOD NO.: 4'ten olusan bir
polipeptidi  algilayip taniyabilen antikorlar ortaya ¢ikmasini

saglayabilir.

Bulusun bir diger ozelligi, SEKANS KOD NO.: 17 ile en az %80
oraninda sekans 0zdesligine sahip olan bir amino asit sekansi igeren
bir polipeptid ile ilgili olup, burada bahsi ge¢en amino asit sekansi
SEKANS KOD NO.: 17'den SEKANS KOD NO.: 17'deki 126 ve 243

numarali artiklar bakimimdan farkhdir ve polipeptid, bir insana
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uygulama yapildiktan sonra, SEKANS KOD NO.: 40'tan olusan bir
polipeptidi  algilayip tamiyabilen antikorlar ortaya ¢ikmasim

saglayabilir.

Bulusun bir diger 6zelligi, SEKANS KOD NO.: 17 ile en az %80
oraninda sekans dzdesligine sahip olan bir amino asit sekansi igeren
bir polipeptid ile ilgili olup, burada bahsi gegen amino asit sekansi
SEKANS KOD NO.: 17'den SEKANS KOD NO.: 17'deki 13, 126 ve
243 numarali artiklar bakimindan farklidir ve polipeptid, bir insana
uygulama yapildiktan sonra, SEKANS KOD NO.: 40'tan olusan bir
polipeptidi  algilayip tamiyabilen antikorlar ortaya ¢ikmasim

saglayabilir.

Bulusun bir diger 6zelligi, SEKANS KOD NO.: 47 ile en az %90
oranmda sekans 0zdesligine sahip olan bir amino asit sekansi igeren
bir polipeptid ile ilgili olup, burada SEKANS KOD NO.: 47'den farkl:
olarak 123 numaral artik 16sin degildir ve 240 numaral artik glutamat
degildir ve burada bir insana uygulama yapildiginda polipeptid bir v2
fHbp cksprese eden bir meningokoka karsi bakterisidal bir antikor

cevabi ortaya ¢ikmasinm saglayabilir.

Bulusun bir diger ozelligi, SEKANS KOD NO.: 47 ile en az %90
oraninda sckans 0zdesligine sahip olan bir amino asit sekansi igeren
bir polipeptid 1ile ilgili olup, burada SEKANS KOD NO.: 47'den farkli
olarak 32 numarah artik serin degildir, 123 numaral artik 16sin
degildir ve 240 numaral artik glutamat degildir ve burada bir insana

uyvgulama yapildiginda polipeptid bir v2 fHbp eksprese eden bir
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meningokoka kars: bakterisidal bir antikor cevabi ortaya ¢ikmasim

saglayabilir.

Bulusun bir diger ozelligi, SEKANS KOD NO.: 48 ile en az %90
oraninda sckans 6zdesligine sahip olan bir amino asit sckansi igeren
bir polipeptid 1le 1lgili olup, burada SEKANS KOD NO.: 48'den farkl
olarak 126 numaral artik 10sin degildir ve 243 numarah artik glutamat
degildir ve burada bir insana uygulama yapildiginda polipeptid bir v3
fHbp eksprese eden bir meningokoka karsi bakterisidal bir antikor

cevabi ortaya ¢itkmasini saglayabilir.

Bulusun bir diger ozelligi, SEKANS KOD NO.: 48 ile en az %90
oraninda sekans Ozdesligine sahip olan bir amino asit sekansi iceren
bir polipeptid 1le ilgili olup, burada SEKANS KOD NO.: 48'den farkl
olarak 32 numarali artik serin degildir, 126 numaralh artik 10sin
degildir ve 243 numarali artik glutamat degildir ve burada bir insana
uygulama yapildiginda polipeptid bir v3 fHbp eksprese eden bir
meningokoka karst bakterisidal bir antikor cevabi ortaya ¢ikmasini

saglayabilir.

Bulusun bir diger 6zelligi, bir insana uygulandiklarinda hem bir v2
fHbp eksprese eden bir meningokoka hem de bir v3 fHbp eksprese
eden bir meningokoka karsi bakterisidal olan bir antikor cevabi ortaya

cikmasini saglayabilen fuzyon polipeptidleri ile ilgilidir.

Bulusun bir diger dzelligi, bulusa uygun bir polipeptid veya fuzyon
polipeptidi ve yani sira bir farmasotik agidan kabul edilebilir tagiyici

igeren bir imminojenik bilesim ile ilgilidir.
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Bulusun bir diger o6zelligi, bir msanda bir antikor cevabi ortaya
cikarmak i¢cin olan ve s6z konusu insana bulusa uygun bir

imminojenik bilesimin uygulanmasini igeren bir yontem ile ilgilidir.

SEKILLERE DAIR KISA ACIKLAMALAR

Sekil 1'de, immobilize fH'ye baglanan yabani tip v2 tHbp (Ust ¢izgi),
v2 E266 mutant1 (alt ¢izgl) ve v2 S58V/L149R mutantina (orta ¢izgi)
iliskin SPR cevaplar1 gosterilmektedir. Y-cekseninde bagil birimler, x-
ekseninde ise zaman (saniye cinsinden; 0, numune enjeksiyonunun

yapildig1 zaman noktasim temsil etmektedir).

Sekil 2'de, yabani tip ve S58V/L149R mutanti v2 fHbp'ye iliskin elde
edilen DSC sonuglann  gosterilmektedir., C-terminal domain
mutasyondan etkilenmemistir, fakat N-terminal domainin Tm'si >
20°C  kadar artmustir (okla isaretlenmistir). Y-ekseninde Cp

(kcal/mol/°C), x-ekseninde 1se sicaklik (°C) gosterilmektedir.

Sekil 3'te, yabani tip ve E266A mutant1 v2 fHbp'ye iligkin ¢lde edilen
DSC sonuglart gosterilmektedir. N-terminal ge¢is mutantta ortadan

kaybolmus, fakat C-terminal domainin Tm'si > 16°C kadar artmigstir.

Sekil 4'te, 'vabami tip' (st ¢izgi, kesikli) ve 'SNB' mutant1 (alt ¢izgi,
diz) v2-v3-vl fHbp fuzyon polipeptidlerinin SPR cevaplan

gosterilmektedir,

Sekil S'te, {A) 'vabani tip' ve (B) 'SNB mutanti' v2-v3-v1 fHbp fizyon
polipeptidlerine iliskin elde edilen DSC sonuglar: gdsterilmektedir.
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Sekil 6'da, yabani tip (ust) olan veya cesitli mutasyonlar barmdiran v3

fHbp'nin SPR cevabi gosterilmektedir.

Sekil 7'de, S58 ve L149 mutasyonlariyla fHbp stabilize edildikten
sonra faktor Hnin yoklugunda X-151m1 kristalografisi ile belirlenen v2

(Sekil 7a) ve v3 (Sekil 7b) tHbp yapilar1 gosterilmektedir.

Sekil 8'de, Western blot ile problanan E. coli ekstraktlarinda 'yabani
tip' fuzyon (SEKANS KOD NO.: 18) ile stabilize edilmis
baglanmayan fluzyonun (SEKANS KOD NO.: 27) stabiliteler:
karsilastirilmaktadir. Sekil 8a'da, stabilize edilmis baglanmayan
fuzyonun kesik formlarmin daha az yaygin olduklar1 gosterilmektedir.
Sekil 8b'de, stabilize edilmis baglanmayan fuzyonun ‘yabani tip'
fuzyona kiyasla kimotripsin ile yarilmaya daha az yatkin oldugu

gosterilmektedir.

Sekil 9'da, 231 SNB fuizyonunun bir sematigi sunulmaktadir.

AYRINTILI ACIKILAMA

V2'de sus 2996'nin tam-boy fHbp'si asagida gosterilen amino asit
sekansina (SEKANS KOD NO.: 2) sahiptir:

MNRETAETCLSLTAALL LTATSZCOSGVAADI CALLADALTAR LUHE DRE LS LT OIS VEELIE
FLELAA GAER TYSEG DG LN TS LEN DL RED P IR LEVEGOL I TLES SEFQ T Y KQOHSAYY
ALUIEN LNKELEIDELINGRS P Ly EGLGGENTAFN S LELOXAE Y HEERE SSHDAGTELTYT LD
FRAYUCHGE [EHLET PEQHVE LAAAE LY ADERSHAY ILESLTRY SSERRGTYHLALEGLEAQE]
AGSATVE [TEFVHRIGLAGKD
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Matur lipoprotein, SEKANS KOD NO.: 2'nin ilk 19 amino asidinm
(altt ¢izili olan kisim; Cys-20 ile baslayan SEKANS KOD NO.: 4)
icermez. N-terminal kisim 26 numaral artiga kadar kesilip (yani poli-
glisin gerilmesi ¢ikarilip, sekansin Val-27 ile baslamas: saglanarak)
SEKANS KOD NO.: 5 sekansi1 temin edilerek elde edilen fHbp'nin bir

'AG' formunu trettigi de bilinmektedir.

V3'te sus M1239'un tam-boy fHbp'si asagida gosterilen amino asit
sckansina (SEKANS KOD NO.: 3) sahiptir:

MEETAET T LS LTTALT LTAT S SGGGRS G VAADT G TG LADALTAPLIHEEGLYS L TLELS
IPYNGT LT LS AQCAR R T EKACDE DN SLHT S LEN DK I SREDEQE TEVRGUT I TLASGEFRIY
EONHGAV VAL ITNHP OKTOS L IO RS E LY SCLOGEHT AR KOLEGCFAEYHOKAFESDIEN
GELEY S IOFIHEQGY SRIERLETLEQUYVE LAARE LKATEN SHAV I LGDTRYGSEERGTYHLAL
FRDRAGELASEATVEIGERVHEBIG IAGYED

Matir lipoprotein, SEKANS KOD NO.: 3"in ilk 19 amino asidini (alt1
¢izili olan kisim; SEKANS KOD NO.: 40 elde edilir) icermez ve
SEKANS KOD NO.: 3un AG formu, ilk 31 amino asidi i¢ermez
(SEKANS KOD NO.: 17).

Bulus sahipleri, v2 ve v3'e 1ki farkli mutasyon tipi uUzerine
calismiglardir, Birincisi, SEKANS KOD NO.: 2 ve SEKANS KOD
NO.: 3 igerisinde yer alan ve polipeptidin stabilitesini artirmak
maksadiyla modifiye edilebilecek olan artiklari  belirleyip
tammlamiglardir. ikincisi, insan faktorii H'ye (fH) baglanimu azaltan
artiklann belirleyip tamimlamiglardir. Bu bulus, bahsi gegen her iki
mutasyon ¢esidini de iceren ve bu sayede gelistirilmis Ozelliklere
sahip olan fHbp polipeptidlerini teskil eden mutant fHbp polipeptidleri

ile ilgilidir. Daha somut ifade etmek gerekirse, faktor H've
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baglanmayan fakat immunojenisitey1 muhafaza eden fHbp mutantlan,
bunlarla elde edilen antikor cevaplannm fH-baglanma vyerinde veya
onun yakminda yer alan epitoplart hedef almalarindan dolayr
faydalidirlar. Yabani tip tHbp asi antijenleri kullanmilarak yapilan
asilamadan sonra, soz konusu epitoplar faktor H baglanimindan dturt

golgelenebilirler.

Bu bakimdan en ¢ok ilgi duyulan amino asitler, tam-boy sekanslara
(SEKANS KOD NO.: 1 & 3) ve ayrica AG sckanslarina (SEKANS
KOD NO.: 5 & 17) gore numaralandirilmis olan asagidaki amino

asitlerdir:
Stabilite** fH baglanim

SEKANS KOD NO.: 1 Ser-58 | Leu-149 Glu-266

v SEKANS KOD NO.: 5 Ser-32 | Leu-123 Glu-240
SEKANS KOD NO.; 3 Ser-63 | Leu-157 Glu-274

v SEKANS KOD NO.: 17 Ser-32 | Leu-126 Glu-243

** Bu artiklardan yalnizca biri mutasyona ugratilacaksa, o artigin 10sin olmasi

tercih edilir.

Mutant v2 fHbp

Dolayisiyla bu bulus, birinci ozelligine gore, bir mutant fHbp v2
amino asit sckansi igeren bir polipeptid ortaya koymakta olup, burada:
(a) amino asit sekanst SEKANS KOD NO.: § ile en az %k oraninda
sekans Ozdeshigine sahiptir ve/veya SEKANS KOD NO.: S'in bir
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fragmanim igerir; bununla birlikte (b) amino asit sekanst SEKANS
KOD NO.: 5'ten L123 ve E240 numarah artiklar (ve istege bagh
olarak S32 numarali artik) (amino asitlerin numaralandirmasi

SEKANS KOD NO.: 5'¢ gore yapilmuistir) bakimindan farklidir.

Yukarida acgiklanan (a) ozelliginin bir fragman ile ilgili oldugu
durumda, bu fragman (b)'de listelenen iki (veya istege bagh olarak iig)
artifn igcerecektir, fakat bu artiklar SEKANS KOD NO.: 5'teki
mitekabil pozisyonlara kiyasla farkl: olacaklardir. Bir mutant fHbp v2
amino asit sekansimin SEKANS KOD NO.: 5 ile en az %k oraninda
sekans 0zdesligine sahip olmas: ve SEKANS KOD NO.: 5'in bir dizi
fragmanim igermesi mumkiin olup, burada s6z konusu fragmanlardan
her biri en az 7 amino asit uzunlugundadir. Bu fragmanlar, normalde
SEKANS KOD NO.: 5'ten en az bir adet epitopu icereceklerdir,
FHbp'ye istinaden epitop tanima ve haritalama ¢alismalar1 yapilmigtir

[11;28-32].

Yukanida bahsi gegen k degen, 80, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93,
94, 95, 96, 97, 98, 99 ve daha yuksck degerler arasindan segilebilir,
Tercihen 90 (yanmi mutant fHbp v2 amino asit sekansinin SEKANS
KOD NO.: 5 ile en az %90 oraninda dzdeslige sahip olmasi) ve daha
¢ok tercihen 95'tir.

Polipeptid, uygun bir konak¢1 hayvana (dmegin bir fare veya insan)
uygulama yapildiktan sonra, SEKANS KOD NO.: 4'ten olusan bir
yabani tip meningokokal polipeptidi algilayip tamyabilen antikorlar
ortaya ¢ikmasini saglayabilir. Bu antikorlar arasinda, bir vl veya v3

polipeptidini  algilayip tanimayan (drnegin SEKANS KOD NO.:
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46'dan olusan bir yabani tip meningokokal polipeptidi ve SEKANS
KOD NO.: 40'tan olusan bir yabani tip meningokokal polipeptidi
algilayip tamimayacak olan) bazi antikorlar bulunacaktir, fakat
bunlarla birlikte sd6z konusu antikorlar arasinda vl ve/veya v3
polipeptidler1 1le c¢apraz-reaksiyona giren bazi antikorlar da
bulunabilir. ideal duruma gore, bu antikorlar, bir v2 fHbp eksprese
eden bir meningokokal susa karsi, ormegin M2091 susuna kars:

bakterisidal olan antikorlar: teskil ederler (asagiya bakiniz).

Polipeptid, ayn1 deneysel kosullar altinda, (b)deki sekans
farkliliklarimin soz konusu olmadig1 ayni polipeptidden daha yiiksek
bir stabiliteye, dmegin SEKANS KOD NO.: 4'ten olusan bir yabani
tip meningokokal polipeptidden daha yuksek bir stabiliteye sahiptir.
Stabilitede saglanan artig, 0rnegin 33 & 34 numarali referanslarda
tartisildigr gibi diferansiyel tarama kalorimetrisi (DSC) kullanilarak
degerlendirilebilir. DSC daha ©onceden v2 fHbp'nin stabilitesini
degerlendirmek i¢cin  kullamilmustir  [24]. DSC ile stabilite
degerlendirmesi i¢in uygun kosullar olarak, 100-200 mM NaCl
(ornegin 150 mM) bulunan ve pH seviyesi 6-8 (ornegin 7-7,5)
araliinda olan bir tamponlu ¢ozeltide (drnegin 25 mM Tris) 20 uM

polipeptidin kullanilmasi gosterilebilir.

Stabilitedeki artisin en az 5°C, drmegin en az 10°C, 15°C, 20°C, 25°C,
30°C, 35°C veya daha fazla olmasi1 idealdir. Bu sicakliklar, termal
gecis orta noktasinda (Tm) DSC ile yapilan degerlendirmeye gore
meydana gelen artisa atif yaparlar. Yabani-tip fHbp a¢ilma sirasinda
iki DSC piki (biri N-terminal domaine ve diger C-terminal domaine

iliskindir) gostermektedir ve bu bulusa konu olan bir polipeptidde bu
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domainlerden her 1kisi de wvarsa, artis, N-terminal domainin
stabilitesine iliskindir ve yabani tip v2 sekanslanyla 40°C'nin altinda
olmasi dahi miumkiindiir [24] (diger yandan C-terminal domainler
80°C veya daha yuksek bir Tm sergileyebilirler). Dolayisiyla bulusa
konu olan mutant fHbp v2 amino asit sekansinin Tm'si en az 45°C,
ormegin > 50°C, > 55°C, > 60°C, = 65°C, = 70°C, = 75°C ve hatta >

80°C olan bir N-terminal domaine sahip olmasi tercih edilir.

Polipeptid, bu stabilite artisimin yani sira, ayni deneysel kosullar
altinda, (b)deki sekans farkliliklarinin sdz konusu olmadigi aym
polipeptide kiyasla insan fH'sine yonelik daha diistk bir afiniteye,
omegin SEKANS KOD NO.: 4'ten olusan bir yabani tip
meningokokal polipeptide kiyasla daha dusiuk bir afiniteye sahiptir.
Afinite bozulmasi, immobilize insan fH'si ile, érnegin 18 ve 21-24
numarali referanslarda agiklandigi gibi yiizey plazmon rezonansi
(SPR) kullanilarak kantitatif olarak degerlendirilebilir. En az 10 kat ve
1deal olani en az 100 kat dl¢ustinde bir afinite ditstisii (vani ayrisma

sabiti Kp'de artis) saglanmas: tercih edilir.

Bulusun bazi yapilarinda, polipeptid, SEKANS KOD NO.: 5 kesilerek
elde edilebilir. SEKANS KOD NO.: 5'te yabani tip matiir sekansa
kiyasla N-terminal kisimdaki poli-glisin sekansma kadar olan ve onu
da i¢ine alan bodlge zaten kesiktir (SEKANS KOD NO.: 4 ile 51
karsilastirmiz), fakat SEKANS KOD NO.: 5 buna ek olarak C-
terminal kisimdan da kesilebilir ve/veya N-terminal kisimdan biraz

daha kesilebilir.
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Mutant v3 fHbp

Bu bulus, ikinci ozelliine gore, bir mutant fHbp v3 amino asit
sekans1 igeren bir polipeptid ortaya koymakta olup, burada: (a) amino
asit sckansi SEKANS KOD NO.: 17 ile en az %) oraninda sckans
ozdesligine sahiptir ve/veya SEKANS KOD NO.: 17min bir
fragmamim igerir; bununla birlikte (b) amino asit sekanst SEKANS
KOD NO.: 17'den L126 ve E243 numarali artiklar (ve istege baglh
olarak S32 numarali artik) (amino asitlerin numaralandirmasi

SEKANS KOD NO.: 17've gore yapilmistir) bakimindan farklidir.

Yukarida acgiklanan (a) ozelliginmm bir fragman ile 1lgili oldugu
durumda, bu fragman (b)'de listelenen iki (veya istege bagh olarak ti¢)
artifn icerecektir, fakat bu artiklar SEKANS KOD NO.: 17'deki
miltekabil pozisyonlara kiyasla farkli olacaklardir. Bir mutant fHbp v3
amino asit sekansinin SEKANS KOD NO.: 17 ile en az %j oraninda
sekans 0zdesligine sahip olmas1 ve SEKANS KOD NO.: 17nin bir
dizi fragmanm igermesi mumkiin olup, burada s6z konusu
fragmanlardan her birt en az 7 amino asit uzunlugundadir. Bu
fragmanlar, normalde SEKANS KOD NO.: 17'den en az bir adet
epitopu igereceklerdir. FHbp'ye istinaden epitop tanima ve haritalama

calismalart yapilmustir [11; 28-32].

Yukarida bahsi gecen k degeri, 80, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93,
94, 95, 96, 97, 98, 99 ve daha yuksek degerler arasindan segilebilir,
Tercihen 90 (yani mutant fHbp v3 amino asit sekansinin SEKANS
KOD NO.: 17 ile en az %90 oraninda dzdeslige sahip olmasi) ve daha
¢ok tercihen 95'tir.
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Polipeptid, uygun bir konak¢r hayvana (drmegin bir fare veya insan)
uygulama yapildiktan sonra, SEKANS KOD NO.: 40'tan olusan bir
yabani tip meningokokal polipeptidi algilayip taniyabilen antikorlar
ortaya ¢cikmasimi saglayabilir. Bu antikorlar arasinda, bir vl veya v2
polipeptidini  algilayip tanimayan (6rnegin SEKANS KOD NO.:
46'dan olusan bir yabam tip meningokokal polipeptidi ve SEKANS
KOD NO.: 4'ten olusan bir yabani tip meningokokal polipeptidi
algilaylp tanimayacak olan) bazi antikorlar bulunacaktir, fakat
bunlarla birlikte so6z konusu antikorlar arasinda vl ve/veya v2
polipeptidler1 ile c¢apraz-reaksiyona giren bazi antikorlar da
bulunabilir. ideal duruma gore, bu antikorlar, bir v3 fHbp eksprese
eden bir meningokokal susa karsi, drmegin M01-240355 susuna kars:

bakterisidal olan antikorlan teskil ederler (asagiya bakimz).

Polipeptid, aymi deneysel kosullar altinda, (b)'deki sekans
farkliliklarinin s6z konusu olmadigi ayni polipeptidden daha yiiksek
bir stabiliteye, ornegin SEKANS KOD NO.: 40'tan olusan bir yabani
tip meningokokal polipeptidden daha yuksek bir stabiliteye sahiptir,
stabilitede saglanan artis, ornegin 33 & 34 numarali referanslarda
tartisildigr gibi diferansiyel tarama kalorimetrisi (DSC) kullanilarak
degerlendirilebilir. DSC daha onceden v3 fHbp'nin stabilitesini
degerlendirmek i¢in  kullamlmugtir  [23]. DSC ile stabilite
degerlendirmesi i¢in uygun kosullar olarak, 100-200 mM NaCl
(0megin 150 mM) bulunan ve pH seviyesi 6-8 (0megin 7-7.5)
araliginda olan bir tamponlu ¢ozeltide (6rmegin 25 mM Tris) 20 uM

polipeptidin kullanilmasi gosterilebilir.
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Stabilitedeki artisin en az 5°C, dmegin en az 10°C, 15°C, 20°C, 25°C,
30°C, 35°C veya daha fazla olmasi idealdir. Bu sicakliklar, termal
gecis orta noktasinda (Tm) DSC ile yapilan degerlendirmeye gore
meydana gelen artisa atif yaparlar. Yabani-tip fHbp acilma sirasinda
iki DSC piki (biri N-terminal domaine ve diger C-terminal domaine
iliskindir) gostermektedir ve bu bulusa konu olan bir polipeptidde bu
domainlerden her ikisi de wvarsa, artis, N-terminal domainin
stabilitesine iliskindir ve yabani tip v3 sekanslanyla 60°C civarinda
veya daha az olmasi mumkindir [24] (diger vandan C-terminal
domainler 80°C veya daha yiiksek bir Tm sergileyebilirler).
Dolayisiyla bulusa konu olan mutant fHbp v3 amino asit sekansimin
Tm's1 en az 65°C, dmegin > 70°C, > 75°C ve hatta > 80°C olan bir N-

terminal domaine sahip olmas tercih edilir.

Polipeptid, bu stabilite artisimin yani sira, ayni deneysel kosullar
altinda, (b)deki sekans farkliliklarinin s6z konusu olmadigi aym
polipeptide kivasla insan fH'sine yonelik daha dusik bir afimiteye,
ormnegm SEKANS KOD NO.: 40tan olusan bir yabani tip
meningokokal polipeptide kiyasla daha dusuk bir afiniteye sahiptir.
Afinite bozulmasi, immobilize insan tH'si ile, ornegin 18 ve 21-24
numarali referanslarda agiklandigr gibi yiizey plazmon rezonansi
(SPR) kullanmilarak kantitatif olarak degerlendirilebilir. En az 10 kat ve
1deal olani en az 100 kat dlgiisiinde bir afinite dilsust (yani ayrisma

sabiti Kp'de artis) saglanmasi tercih edilir.

Bulusun bazi yapilarinda, polipeptid, SEKANS KOD NO.: 17
kesilerek elde edilebilir, SEKANS KOD NO.: 17'de yabani tip matir

sekansa kiyasla N-terminal kisimdaki poli-glisin sekansina kadar olan
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ve onu da i¢ine alan bolge zaten kesiktir (SEKANS KOD NO.: 40 ile
17'vi karsilagtinmz), fakat SEKANS KOD NO.: 17 buna ek olarak C-
terminal kisimdan da kesilebilir ve/veya N-terminal kisimdan biraz

daha kesilebilir.

SEKANS KOD NO.: 5'¢ iliskin mutasyonlar

Bulusun birinci dzelligi ile ilgili polipeptidler, SEKANS KOD NO.: 5
ile en az %k oraninda o6zdeslige sahip olan bir amino asit sckansi
igerirler ve/veya SEKANS KOD NO.: 5'in bir fragmanimi igerirler.
Bununla birlikte, soz konusu amino asit sekansi, SEKANS KOD NO.:
S'ten farkli olarak en azindan LI123 ve E240 numarali amino asit
artiklarinda (ve istege baglh olarak ayrica S32 numaral artikta) bir
modifikasyona sahiptir. Bu artiklar SEKANS KOD NO.: S'e gore
numaralandirilmis olup, nasent yabani tip sekans (SEKANS KOD
NO.: 2) ile eslestirilmeleri istendiginde ilgili numaralara 26
eklenmelidir (vani SEKANS KOD NO.: 5'in Ser-32 artign SEKANS
KOD NO.: 2'nin Ser-58 artigidir) ve matir yabani tip sckans
(SEKANS KOD NO.: 4) ile eslestirilmeleri istendiginde 1lgili
numaralara 7 eklenmelidir (bu uygulama aym zamanda 25 numaral

referans ile karsilastirma yapmay kolaylagtirir).

Belirtilen {i¢ artik silinebilir, fakat bu artiklar tercihen farkli bir amino
asit ile substitile edilirler. Ormek vermek gerekirse, Leu-123, diger 19
dogada kendiliginden olusan artiktan herhangi biri ile substitie
edilebilir. Bir substitiisyon s6z konusu ise, bulusun baz1 yapilarinda
meveut amino asidin yerine getirilen amino asit glisin veya alanin gibi

basit bir amino asit olabilir. Bagka hallerde ise, mevcut artifin yerine
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getirilen amino asit bir konservatif substitisyonu teskil edebilir,
omegin asagida sayilan dort grup icerisinde yapilir: (1) asidik, yani
aspartat, glutamat; (2) bazik, yani lizin, arjinin, histidin; (3) polar
olmayan, yani alanin, valin, 10sin, 1zoldsin, prolin, fenilalanin,
metionin, triptofan; ve (4) yuksuz polar, yani glisin, asparajn,
glutamin, sistein, serin, treonin, tirozin. Bulusun bagka yapilarinda,

substitusyon konservatif degildir.

Belirtilen artiklar i¢in tercih edilen substitiisyonlar sunlardir: S32V;
L123R ve E240A.

Stabilitey1 artirma ve polipeptidin fH'ye baglanma kabiliyetini bozma
amaci tasiyan yukarida bahsi gegen mutasyon(larym yani sira, bir
polipeptidde, drnegin polipeptidin sideroforlar ile etkilesimini bozma
amagh bir veya daha fazla sayida ek mutasyon da bulunabilir.
Sideroforlar ile etkilesime giren artiklar, ornegin burada sunulan
SEKANS KOD NO.: 5§ ile 16 numarah referanstaki SEKANS KOD
NO.: 4% hizalayip sideroforlar 1le, ©Omegin  katekolatlar,
hidroksamatlar veya karboksilatlar ile etkilesime girebilen artiklar
belirleyip tamimlamak suretiyle, 16 ve 35 numarali referanslarda

verilen bilgiler 1s1gimda mutasyona ugratilabilirler,

24 numaral referansta, v2'deki belirli substitiisyonlarin fH'ye yonelik
afiniteyi artirabilecekleri ve dolayisiyla bu substitiisyonlardan genelde
kacimilmasmin gerekli oldugu rapor edilmekte olup, bunlarin bir
ormnegi SEKANS KOD NO.: 5'teki E85'tir (24 numarali referansta 157

numarali artik).
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Polipeptidin yabani tip sekansa (dmegin SEKANS KOD NO.: 4)
kiyasla daha yuksek stabiliteye sahip olmasim, tH'ye yonelik daha
dusuk afiniteye sahip olmasini ve uygun bir memeliye uygulandiginda
meningokoka karsi bakterisidal olan bir antikor cevabi ortaya
¢ikarmasimi saglayan baska artiklara yonclik baska mutasyonlar da

yapilabilir.

Bulusun birinci ozelligi ile ilgili polipeptid, SEKANS KOD NO.:
47'vi igerebilir. SEKANS KOD NO.: 47'de, 32 numarali artik
herhangi bir amino asittir, 123 numaral artik losin degildir ve 240
numarali artik glutamat degildir. Bir diger secgenek, 32 numarah
artigin serin olmadigi, 123 numarah artigin losin olmadig ve 240
numarali artigm glutamat olmadigi SEKANS KOD NO.: 39'dur.
SEKANS KOD NO.: 47'ye iliskin tercih edilen bir bulus yapisinda, 32
numaral1 artik valindir, 123 numarali artik arjinindir ve 240 numarali
artik alanindir (yani SEKANS KOD NO.: 50). SEKANS KOD NO.:
47'ye iliskin bir diger tercih edilen bulus yapisinda, 32 numarah artik
serindir, 123 numaral artik arjinindir ve 240 numarah artik alanindir

(yan1 SEKANS KOD NO.: 53).

Bulusun birinci dzelligi ile ilgili polipeptid, SEKANS KOD NO.: 31"
igerebilir. SEKANS KOD NO.. 31'de, 32 numarali artik herhangi bir
amino asittir ve 123 numarali artik 16sin degildir. Bir diger segenck,
32 numarali artigm serin olmadigi ve 123 numarali artigm losin
olmadigr SEKANS KOD NO.: 37'dir., SEKANS KOD NO.: 31'e
iliskin tercih edilen bir bulus yapisinda, 32 numarali artik valindir ve
123 numarali artik arjinindir (yani SEKANS KOD NO.: 45).
SEKANS KOD NO.: 31'¢ iligkin bir diger tercih edilen bulus



10

15

20

25

19

yapisinda, 32 numarali artik serindir ve 123 numarah artik arjinindir

(yani SEKANS KOD NO.: 54).

Bir v2 sckansinda mutasyon igin isarct edilen amino asit artiklari, sus
2996'va  ait olan SEKANS KOD NO.. S¢ gore
numaralandiriliglardir. Baska herhangi bir susa ait olan bir v2
fHbp'deki miitekabil amino asit artiklar, sekans hizalama oluyla
kolaylikla belirlenip ayirt edilebilirler, ornegin bir ikili hizalama
algoritmasi1 (ornegin asagida ayrintilari verilen Needleman-Wunsch
global hizalama algoritmasi) kullanilarak SEKANS KOD NO.: 5 ile
hizalama yapildiginda burada bahsi gegen amino asit ile aymi hizaya
gelen bir amino asit olarak tanmimlanabilirler. Mutekabil amino asit
genelde SEKANS KOD NO.: 5'te goriilenle ayn1 olacaktir (6rnegin 32
numaralr artik serin olacaktir), fakat eger artiklar aymi degilse yapilan

hizalama bunu kolayca belirleyecektir.

SEKANS KOD NO.: 17'ye iliskin mutasyonlar

Bulusun ikinci dzelhigi ile 1lgili polipeptidler, SEKANS KOD NO.: 17
ile en az %) oraninda ozdeslige sahip olan bir amino asit sekansi
igerirler ve/veya SEKANS KOD NO.: 17'nin bir fragmanini igerirler.
Bununla birlikte, s0z konusu amino asit sekansi, SEKANS KOD NO.:
17'den farkli olarak en azindan L126 ve E243 numarali amino asit
artiklarinda (ve istege bagli olarak ayrica S32 numarali artikta) bir
modifikasyona sahiptir. Bu artiklar SEKANS KOD NO.: 17'ye gore
numaralandirilmis olup, nasent yabani tip sekans (SEKANS KOD
NO.: 3) ile eslestirilmeleri istendiginde ilgili numaralara 31
cklenmelidir (yani SEKANS KOD NO.: 17in Ser-32 artigit SEKANS
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KOD NO.: 2min Ser-63 artifidir) ve matir yabami tip sekans
(SEKANS KOD NO.: 40) ile eslestirilmeleri istendiginde ilgili

numaralara 12 eklenmelidir.

Belirtilen ika (veya ui¢) artik silinebilir, fakat bu artiklar tercihen farkh
bir amino asit ile substitile edilirler. Ornek vermek gerekirse, Leu-126,
diger 19 dogada kendiliginden olusan artiktan herhangi bmi ile
substitiie edilebilir. Bir substifisyon s0z konusu ise, bulusun bazi
vapilarinda mevcut amino asidin yerine getirilen amino asit glisin
veya alanin gibi basit bir amino asit olabilir. Bulusun bagka
yapilarinda ise, mevcut artigm yerine getirilen amino asit bir
konservatif substitiisyonu teskil edebilir, ornegin asagida sayilan dort
grup icerisinde yapilir: (1) asidik, yani aspartat, glutamat; (2) bazik,
yani lizin, arjinin, histidin; (3) polar olmayan, yani alanin, valin, 10sin,
izolosin, prolin, fenilalanin, metionin, triptofan; ve (4) yiksiiz polar,
yani glisin, asparajin, glutamin, sistein, serin, treonin, tirozin. Bulusun

baska yapilarinda, substitusyon konservatif degildir.

Belirtilen artiklar igin tercih edilen substitisyonlar sunlardir; S32V;
L126R ve E243A.

Stabilitey1 artirma ve polipeptidin fH'ye baglanma kabiliyetini bozma
amaci tasityan yukarida bahsi gegen mutasyon(laryin yanm sira, bir
polipeptidde, drnegin polipeptidin sideroforlar ile etkilesimini bozma
amach bir veya daha fazla sayida ek mutasyon da bulunabilir,
Sideroforlar ile etkilesime giren artiklar, drmegin burada sunulan
SEKANS KOD NO.: 17 ile 16 numaral referanstaki SEKANS KOD

NO.: 4% hizalayip sideroforlar 1ile, ©ornegin katekolatlar,
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hidroksamatlar veya karboksilatlar ile etkilesime girebilen artiklan
belirleyip tanimlamak suretiyle, 16 ve 35 numarali referanslarda

verilen bilgiler 1s1¢1inda mutasyona ugratilabilirler.

24 numaral referansta, v3'teki belirli substitusyonlarin fH'ye yonelik
afiniteyi artirabilecekler1 ve dolayisiyla bu substitiisyonlardan genelde
kaginilmasimin gerekli oldugu rapor edilmekte olup, bunlarin bir
ornegi SEKANS KOD NO.: 17'deki P44'tir (24 numarali referansta
106 numaralt artik).

Polipeptidin yabani tip sekansa (0rnegin SEKANS KOD NO.: 40)
kiyasla daha yiksek stabiliteye sahip olmasim, fH'ye yoOnelik daha
dusik afiniteye sahip olmasim ve uygun bir memelive uygulandiginda
meningokoka karsi bakterisidal olan bir antikor cevabi ortaya
¢ikarmasini saglayan baska artiklara yonelik bagka mutasyonlar da

vapilabilir.

Bulusun ikinci 0zelligi ile ilgili polipeptid, SEKANS KOD NO.: 481
igerebilir. SEKANS KOD NO.: 48'de, 32 numarali artik herhangi bir
amino asittir, 126 numaral artik 10sin degildir ve 243 numarali artik
glutamat degildir. Bir diger segenek, 32 numarali artigin serin
olmadigi, 126 numarali artigin 16sin olmadig1 ve 243 numarah artigin
glutamat olmadigi SEKANS KOD NO.: 57'dir. SEKANS KOD NO.:
48'e 1liskin tercth edilen bir bulus yapisinda, 32 numarali artik
valindir, 126 numaral artik arjinindir ve 243 numaral artik alanindir
(vani SEKANS KOD NO.: 51). SEKANS KOD NO.: 48'e iligkin bir

diger tercih edilen bulus yapisinda, 32 numarali artik serindir, 126
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numaralr artitk arjinmmdir ve 243 numarali artik alanindir (yam

SEKANS KOD NO.: 55).

Bulusun ikinei 0zelligi ile ilgili polipeptid, SEKANS KOD NO.: 32'vi
igerebilir. SEKANS KOD NO.. 32'de, 32 numaral1 artik herhangi bir
amino asittir ve 126 numarali artik 16sin degildir. Bir diger secenek,
32 numarali artigm serin olmadigi ve 126 numarali artifin 10sin
olmadigi SEKANS KOD NO.: 38'dir. SEKANS KOD NO.: 32've
iligkin tercih edilen bir bulus yapisinda, 32 numaralt artik valindir ve
126 numarali artik arjinindir (yani SEKANS KOD NO.: 44)
SEKANS KOD NO.: 32'ye iliskin bir diger tercih edilen bulus
yapisimda, 32 numarali artik serindir ve 126 numarali artik arjinindir

(yani SEKANS KOD NO.: 56).

Bir v3 sekansinda mutasyon i¢in isaret edilen amino asit artiklari, sus
M1239'a ait olan SEKANS KOD NO.: 17ve gore
numaralandirlmiglardir. Baska herhangi bir susa ait olan bir v3
fHbp'deki miitekabil amino asit artiklari, sekans hizalama oluyla
kolaylikla belirlenip ayirt edilebilirler, ornegin bir 1kili hizalama
algoritmasi (ornegin asagida ayrintilari verilen Needleman-Wunsch
global hizalama algoritmasi) kullamlarak SEKANS KOD NO.: 17 ile
hizalama yapildiginda burada bahsi gegen amino asit ile aymi hizaya
gelen bir amino asit olarak tamimlanabilirler. Miutckabil amino asit
genelde SEKANS KOD NO.: 17'de gorulenle aym olacaktir (ornegin
32 numarali artik serin olacaktir), fakat eger artiklar aymi degilse

yapilan hizalama bunu kolayca belirleyecektir.
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Bulusa konu olan mutant sekanslar

Yukarida belirtildigi gibi, bulusun birinci ozelligi ile ilgili polipeptid
SEKANS KOD NO.: 47 veya SEKANS KOD NO.: 37'y1 igerebilir ve
bulusun ikinci dzeligi ile ilgili polipeptid SEKANS KOD NO.: 48
veya SEKANS KOD NO.: 57'vi icerebilir.

Bulusun birinci 6zelligi ile drtiigen bulusun iiciincti 6zelligine gore bu
bulus, SEKANS KOD NO.: 47 ile en az %v oraminda seckans
0zdesligine sahip olan bir amino asit sekansi igeren bir polipeptid
ortaya koyar; ancak su sartla ki, (1) 32 numarali artik herhangi bir
amino asittir, fakat bulusun baz1 yapilarmda serm degildir, (1) 123
numarali artik 16sin degildir, (ii1) 240 numaral artik glutamat degildir,
(1v) vabani tip sekansa, omegin SEKANS KOD NO.: 4'¢ kiyasla
polipeptid daha ylksek stabiliteye ve fH've yonelik daha dusuk
afiniteye sahiptir ve (v) uygun bir memeliye uygulandifinda, bir v2
fHbp eksprese eden bir meningokoka karsi bakterisidal olan bir
antikor cevabi ortaya ¢ikmasini saglayabilir, Yukandaki (1) 1la (111)'te

gegen artik numaralarr, SEKANS KOD NO.: 47'ye dayanmaktadir.

Yukarida bahsi gegen v degeri, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99
ve daha yuksek degerler arasindan segilebilir. Tercihen 90 (yam
mutant fHbp v2 amino asit sekansimin SEKANS KOD NO.: 47 ile en

az %90 oraninda dzdeslige sahip olmas1) ve daha ¢ok tercihen 95'tir.

Bulusun ikinci ozelligi ile ortiisen bulusun dordinct 6zelliine gore
bu bulus, SEKANS KOD NO.: 48 ile en az %w oraminda sekans

0zdesligine sahip olan bir amino asit sekansi igeren bir polipeptid
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ortaya koyar; ancak su sartla ki, (1} 32 numaral artik herhangi bir
amino asittir, fakat bulusun baz1 yapilarinda serin degildir, (ii) 126
numaralr artik 16sin degildir, (111) 243 numaralh artik glutamat degildir,
(1v) yabani tip sekansa, ornegin SEKANS KOD NO.: 40a kiyasla
polipeptid daha yiksck stabiliteye ve fH've vonelik daha diisiik
afiniteye sahiptir ve (v) uygun bir memeliye uygulandiginda, bir v3
fHbp eksprese eden bir meningokoka karsi bakterisidal olan bir
antikor cevabi ortaya ¢ikmasini saglayabilir. Yukarnidaki (1) ila (ii1)'te

gegen artik numaralari, SEKANS KOD NO.: 48'e dayanmaktadir.

Yukarida bahsi gegen w degeri, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99
ve daha ylksek degerler arasindan secilebilir. Tercihen 90 (yani
mutant fHbp v3 amino asit sekansimin SEKANS KOD NO.: 48 ile en

az %90 oraninda 6zdeslige sahip olmasi) ve daha ¢ok tercihen 95'tir.

Bulusun besinci ozelligine gore bu bulus, 5'¢ varan sayida tek amino
asit degisikligi (yami I, 2, 3, 4 veya 5 adet tek amino asit
substitiisyonu, delesyonu ve/veya insersiyonu) ile modifiye edilmis
amino asit sckanst SEKANS KOD NO.: 47'v1 igeren bir polipeptid
ortaya koyar; ancak su sartla ki, (1) 32 numaral artik herhangi bir
amino asittir, fakat bulusun baz1 yapilarinda serin degildir, (11) 123
numarali artik 1osin degildir, (111) 240 numarah artik glutamat degildir,
(1v) yabani tip sekansa, omegin SEKANS KOD NO.: 4'¢ kiyasla
polipeptid daha yuksek stabiliteye ve fH've yonelik daha dusuk
afiniteye sahiptir ve (v) uygun bir memeliye uygulandiginda, bir v2
fHbp eksprese eden bir meningokoka karsi bakterisidal olan bir

antikor cevabi ortaya ¢ikmasini saglayabilir.
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Bulusun altinc1 6zelligine gore bu bulus, S'e varan sayida tek amino
asit degisikligi (yami 1, 2, 3, 4 veya 5 adet tek amino asit
substitisyonu, delesyonu ve/veya insersiyonu) ile modifiye edilmis
amino asit sekansi SEKANS KOD NO.: 481 igeren bir polipeptid
ortaya koyar; ancak su sartla ki, (1) 32 numarali artik herhangi bir
amino asittir, fakat bulusun bazi1 vapilarmda serm degildir, (11) 126
numaral artik 16sin degildir, (111) 243 numarah artik glutamat degildir,
(1v) yabani tip sekansa, ornegin SEKANS KOD NO.: 40'a kiyasla
polipeptid daha yiksek stabiliteye ve fH'ye yonelik daha distuk
afiniteye sahiptir ve (v) uygun bir memeliye uygulandiginda, bir v3
fHbp eksprese eden bir meningokoka kars: bakterisidal olan bir
antikor cevabi ortaya ¢ikmasini saglayabilir. Yukandaki (1) 11a (i11)'te

gecen artik numaralar;, SEKANS KOD NO.: 48'e dayanmaktadir.

Bu muhtelif v2 ve v3 polipeptidleri kombine edilerek fuzyon
polipeptidleri olusturulabilir ve boylelikle tek bir polipeptid ile her iki
varyanta karsi immin cevap elde edilmesi saglanabilir. Buna bagh
olarak, bulusun yedinci 6zelligine gore bu bulus, (1) bulusun birinci,
uclncl veya besinci ozelligine gore tammlandigi gibi olan bir
polipeptid ile (i1) bulusun ikinci, dordiincti veya altincit 6zelligine gore
tamimlandig1r gibi olan bir polipeptidin bir fizyonunu igeren bir
polipeptid ortaya koyar. Bu tarz fuzyon polipeptidlerinin avantaj,
uygun bir memeliye uygulandiklarinda hem bir v2 fHbp eksprese eden
bir meningokoka hem de bir v3 fHbp eksprese eden bir meningokoka
karsi1 bakterisidal olan bir antikor cevabi ortaya ¢ikmasim

saglayabilecek olmalaridir.
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bulusun yedmci odzelligine konu olan fuzyon

polipeptidinde asagida belirtilenler bulunur:

(I) asagida belirtilenler arasindan seg¢ilen bir birinci amino asit

sekansi:

bir mutant fHbp v2 amino asit sekansi, burada: (a) amino
asit sekans1 SEKANS KOD NO.: 5 ile en az %k oraninda
sckans dzdesligine sahiptir ve/veya SEKANS KOD NO.:
5'in bir fragmanini igerir; bununla birlikte (b) amino asit
sekans1 SEKANS KOD NO.: S'ten L123 ve E240
numarali artiklar (ve istege bagh olarak S32 numaral
artik) bakimindan farklidir;

SEKANS KOD NO.: 47 ile en az %v oraninda sekans
0zdesligine sahip olan bir amino asit sekansi; ancak su
sartla ki, (1) 32 numaral artik herhangi bir amino asittir,
fakat bulusun bazi1 yapilarinda serin degildir, (1) 123
numaralt artik 10sin degildir ve (ii1) 240 numarali artik
glutamat degildir; veya

istege bagli olarak 5'e varan sayida tek amino asit
degisikligi (yani 1, 2, 3, 4 veya 5 adet tek amino asit
substitisyonu, delesyonu ve/veya insersiyonu) ile
modifiye edilmis olan SEKANS KOD NO.: 47 veya
SEKANS KOD NO.: 50 amino asit sekansi; ancak su
sartla ki, (1) 32 numaral artik herhangi bir amino asittir,
fakat bulusun bazi yapilarinda serin degildir, (11} 123
numaralt artik 16sin degildir ve (iii) 240 numarali artik

glutamat degildir;
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ve (I1) asagida belirtilenler arasindan segilen bir ikinci amino

asit sekansi:

« bir mutant fHbp v3 amino asit sckansi, burada: (a) amino
asit sckanst SEKANS KOD NO.: 17 ile en az %j
oraninda sekans ozdesligine sahiptir ve/veya SEKANS
KOD NO.: 17min bir fragmanim igerir; bununla birlikte
(b) amino asit sekansi1 SEKANS KOD NO.: 17'den L126
ve E243 numarali artiklar (ve istege bagli olarak S32
numaralt artik) bakimindan farkhdir;

e SEKANS KOD NO.: 48 ile en az %w oraninda sekans
0zdeslhigine sahip olan bir amino asit sekansi; ancak su
sartla ki, (1) 32 numaral artik herhangi bir amino asittir,
fakat bulusun baz1 yapilarinda serin degildir, (ii) 126
numaralt artik 10sin degildir ve (iii) 243 numarah artik
glutamat degildir; veya

o istege bagh olarak S'e varan sayida tek amino asit
degisikligi (yani 1, 2, 3, 4 veya 5 adet tek amino asit
substitisyonu, delesyonu ve/veya insersiyonu) ile
modifiye edilmis olan SEKANS KOD NO.: 48 veya
SEKANS KOD NO.: 51 amino asit sekansi; ancak su
sartla ki, (1) 32 numarali artik herhangi bir amino asittir,
fakat bulusun bazi yapilarinda serin degildir, (11) 126
numarali artik 16sin degildir ve (i11) 243 numarah artik

glutamat degildir;

burada fuzyon polipeptidleri, (a) wuygun bir memeliye

uygulandiklarinda, hem bir v2 fHbp eksprese eden bir meningokoka
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kars1 hem de bir v3 fHbp eksprese eden bir meningokoka kars
bakterisidal olan bir antikor cevabi ortaya ¢ikmasim saglayabilirler;
(b) SEKANS KOD NO.: 4'ten olugan bir yabani tip meningokokal
tHbp've kiyasla daha yuksek stabiliteye ve tH'ye yonelik daha dusuk
afiniteye sahiptirler; (¢) SEKANS KOD NO.: 40'tan olusan bir yabani
tip meningokokal fHbp'ye kiyasla daha yiksek stabiliteye ve tH've
yonelik daha diisuik afiniteye sahiptirler.

Stabilite artisginin yukarida tartisildigr gibi en az 5°C, drnegin en az
10°C, 15°C, 20°C, 25°C, 30°C, 35°C veya daha fazla olmasi idealdir.
Afinitenin yukarida tartisildigr gibi en az 10 kat diisik olmasi tercih

edilir ve ideal olan1 en az 100 kat disitk olmasidir.

Bulusun yedinci 6zelliginin bir yapisinda, bu bulus, bir birinci amino
asit sekansi ve bir ikinci amino asit sekansi igeren bir polipeptid
ortaya koymakta olup, burada birinci amino asit seckanst SEKANS
KOD NO.: 47 veya SEKANS KOD NO.: 39'dur ve 1ikinci amino asit
sekans1t SEKANS KOD NO.: 48 veya SEKANS KOD NO.: 57'dir.

Birinci ve ikinei amino asit sekanslarindan her ikisi de N-terminalden
C-terminale dogru yonde ilk sirada gelebilir, fakat birinci sekansm

ikinci sekanstan Once gelmesi tercih edilir.

Birinci ve ikinci amino asit sekanslari bir baglayict sekans ile
birlestirilebilirler. Bu baglayici sekans(lar) normalde kisa olacaktir
(0rnegin 20 veya daha az sayida amino asit, yani 19, 18, 17, 16, 15,
14, 13,12, 11, 10, 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3, 2, 1 adet amino asitten meydana
gelecektir). Ornek olarak, klonlamay: kolaylastiran kisa peptid
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sekanslari, poli-glisin baglayicilan (yani Gly,, buradan =2, 3, 4, 5, 6,
7, 8, 9, 10 veya daha yuksek (SEKANS KOD NO.: 58)) ve histidin
taglar1 (yani His,, buradan=3,4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 veya daha yuksek
(SEKANS KOD NO.: 59)) gosterilebilir. Diger uygun baglayici amino
asit sckanslar1 sektorde bilgi ve beceri sahibi uzmanlar rahatlikla
anlasilacaklardir. Kullantma uygun baglayicilardan biri, bir BamHI
restriksiyon yerinden olusturulmus olan ve dolaywsiyla klonlama ve
manipilasyonda yardimct olan Gly-Ser dipeptidi  esligindeki
GSGGGG'dir (SEKANS KOD NO.: 20). Faydali bir diger baglayici,
istege baglh olarak dncesinde bir Gly-Ser dipeptidi (SEKANS KOD
NO.: 22, BamHI kaynakh) veya bir Gly-Lys dipeptidi (SEKANS
KOD NO.: 23 HindIIl kaynaklr) gelen SEKANS KOD NO.: 21'dir,

Flizyon polipeptidinde bir vl fHbp sekansi da bulunabilecek olup,
boyle bir durumda tek bir polipeptidle ii¢ fHbp varyantinn iiciine de
karst immiin cevap elde edilmesi saglanmis olur, baska bir deyisle
polipeptid uygun bir memeliye uygulandiginda, bir vl fHbp eksprese
¢den bir meningokoka, bir v2 fHbp eksprese eden bir meningokoka ve
bir v3 fHbp ¢ksprese eden bir meningokoka karsi bakterisidal olan bir
antikor cevabr ortaya c¢ikmasmi saglayabilir. Dolayisiyla, bulusun
vedinei 0zelligine uygun bir polipeptidde, (1) SEKANS KOD NO.: 16
lle en az %1 oraninda sekans Ozdesligine sahip olan ve/veya (i1)
SEKANS KOD NO.: 16'nm bir fragmanini igeren bir amino asit
sekans1 da bulunabilir. Yukarida bahsi gecen 1 degeri, 80, 85, 86, 87,
88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99 ve daha yuksek degerler
arasmdan segilebilir. Tercihen 90 (yani amino asit sekansmm
SEKANS KOD NO.: 16 ile en az %90 oranminda ozdeslige sahip

olmasi) ve daha ¢ok tercihen 95'tir. Yukarida (ii) maddesinde bahsi
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gecen fragman, genelde SEKANS KOD NO.: 16 amino asitleri
arasindan en az 7 amino asit, ornegin 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24,
26, 28, 30, 32, 24, 26, 28, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80 veya daha
fazla sayida bitisik amino asit uzunlugunda olacaktir. Fragman
normalde SEKANS KOD NO.: 16'dan ¢n az bir adet epitop ihtiva
edecektir. SEKANS KOD NO.: 16 ile paylastigi en az 30 bitisik
amino asidin bulunmasi1 yaygmn karsilagilan durumu tegkil eder ve
genelde bir vl fHbp amino asit sekansi, SEKANS KOD NQO.: 16'dan
bir dizi (ornegin 2, 3, 4, 5 veya daha fazla sayida) fragman ihtiva
edecektir. Genel itibarryla, bulusun yedinci 6zelligine uygun olarak
kullamlan bir vl fHbp sekansi, SEKANS KOD NO.: 16 ile en az %1
oranmda sekans 0zdesligine sahip olabilir ve onun bir dizi fragmanim

icerebilir.

V1 fHbp sekansinmn (b)'deki sekans farkliliklarinin soz konusu
olmadiZ aym polipeptide kiyasla insan fH'sine yonelik daha diisiik bir
afinite (yukanda tartisildigy gibi), ornegin SEKANS KOD NO.: 46'dan
olusan bir yabani tip meningokokal polipeptidden daha diisiik afinite
saglayan bir mutasyon igermesi faydahdir. Ornegin, SEKANS KOD
NO.: 16'daki Arg-34 amino asit artig1 (SEKANS KOD NO.: 1'deki
Arg-60 artift ve SEKANS KOD NO.: 46'daki Arg-41 artigi)
mutasyona ugratithlp Ser'e donusturillerek fHbp/fH etkilesimu
bozulabilir [19, 21]. Dolayisiyla, bu bulusta kullamilmasi tercih edilen
vl fHbp sekanslarmdan biri, 34 numarali artigin arjinin olmadig
SEKANS KOD NO.: 49'dur (0rnegin 34 numaral artigin serin oldugu
SEKANS KOD NO.: 52).
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Eger bir polipeptidde hem bir v1 sekansi, hem bir v2 sekansi, hem de
bir v3 sekans1 bulunuyorsa, bu sekanslar N-terminalden C-terminale
dogru yonde herhangi bir sirayla, vani v1-v2-v3, v1-v3-v2, v2-v1-v3,
v2-v3-vl, v3-vl-v2 veya v3-v2-vl scklinde dizili olabilirler. En ¢ok

tercih edilen siralama v2-v3-v1'dir.

Genel itibariyla, bu bulusa uygun tercih edilen bir fHbp flzyon
polipeptidinde, asagida gosterilen formille sahip olan bir amino asit

sekansi bulunur;

NH;-A-[-X-L-];-B-COOH

burada her X, burada tamimlandig1 gibi olan farkli bir varyant {Hbp
sekansidir; L, istege bagh kullamilan bir baglayict amino asit
sekansidir; A, istege bagli kullanilan bir N-terminal amino asit
sekansidir; ve B, istege bagli kullanilan bir C-terminal amino asit

sekansidir.

Formilde gegen Ui X moietesi, yukarida tartisildig gibi v1, v2 ve v3
sekanslaridir;  dolayisiyla, polipeptid uygun bir memelive
uygulandiginda, bir vl fHbp eksprese eden bir meningokoka karsi, bir
v2 fHbp eksprese eden bir meningokoka karsi ve bir v3 fHbp eksprese
eden bir meningokoka karsi bakterisidal olan bir antikor cevabi ortaya
cikmasmi saglayabilir. Yukarida belirtildigi gibi, bu ¢ varyant N-
terminalden C-terminale dogru yonde tercihen v2-v3-vl sirasiyla

dizili olurlar.
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Her [-X-L-] i¢in digerlerinden bagimsiz olarak, baglayict amino asit

sekans1 -L- bulunabilir de bulunmayabilir de. Uygun baglayici

sekanslar yukarida tartigilmaktadir,

A- bir istege bagli N-terminal amino asit sekansidir. Normalde
kisa olacaktir (omegin 40 veya daha az sayida anmino asit,
yani 39, 38, 37, 36, 35, 34, 33,32, 31, 30, 29, 2§, 27, 26, 25, 24,
23,22,21,20,19,18,17,16, 15,14, 13,12, 11, 10,9,8,7, 6, 5,
4, 3, 2, 1 adet amino asit uzunlugunda). Ornekler arasinda,
protein trafigini yonlendiren lider sekanslar bulunur. Eger X;'in
N-terminal kismuinda metionin artigi bulunmuyorsa, translate
polipeptidde -A- bir metionin artig1 temin edebilir (drmegin -A-,
bir tek Met artigim teskil edebilir). Met, SEKANS KOD NO.:
21 gibi bir baglayic1 sekansin N-terminal ucunda (yani
SEKANS KOD NO.: 24) va da bir kisa sekansm N-terminal
ucunda (ornegin SEKANS KOD NO.: 25) bulunabilir.

B-, bir 1stege bagli C-terminal amino asit sckansidir. Normalde
kisa olacaktir (ornegin 40 veya daha az sayida amino asit,
yvani 39, 38, 37, 36, 35, 34, 33, 32, 31, 30, 29, 28, 27, 26, 25, 24,
23,22,21,20,19, 18,17, 16,15, 14,13, 12,11, 10,9, 8,7, 6, 5,
4, 3, 2, 1 adet amino asit uzunlugunda). Ornekler arasinda,
protein trafigini  yonlendiren sckanslar, klonlama veya
saflastirmay1 kolaylastiran kisa peptid sekanslar1 (omegin,
histidin taglari, yani His, icerenler, buradan=3,4,5,6,7, 8, 9,
10 veya daha yuksek (SEKANS KOD NO.: 359})) veya
polipeptid stabilitesini artiranlar sayilabilir. Diger uygun C-

terminal amino asit sekanslari, sektorde bilgi ve becer: sahibi
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uzmanlar tarafindan rahathkla anlagilacaklardir. Uygun -B-

moietelerinden biri, histidin tagindan 6nce kaynagi bir Xhol

restriksiyon yeri olan Leu-Glu'nun geldigi SEKANS KOD NO.:

26'dir.

Dolayisiyla, bulusun bir yapisinda, bu bulus, SEKANS KOD NO.: 28

amino asit sekansini igeren bir polipeptid ortaya koyar. Bu sekans, N-

terminalden C-terminale dogru yonde asagida belirtilen SEKANS
KOD NUMARALARINA sahip amino asit sckanslarindan olusur:

X

L

Xz

Lz

X3

L3 B

50

20

51

20

52

Bu bulus, bahsi gegen sekansa N-terminal

SEKANS KOD NO.: 24'%Gn dahil

edilmesi

-A- moietest olarak

yoluyla elde edilen,

SEKANS KOD NO.: 27 amino asit sckansini i¢eren bir polipeptid de

ortaya koyar.

Bulusun bir diger yapisinda, bu bulus, SEKANS KOD NO.: 30 amino

asit sckansim igeren bir polipeptid ortaya koyar. Bu sekans, N-

terminalden C-terminale dogru yonde asagida belirtilen SEKANS
KOD NUMARALARINA sahip amino asit sekanslarindan olusur:

A

Xy

L

X7

L,

X3

L B

45

20

44

20

52
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Bu bulus, bahsi gecen sekansa N-terminal -A- moietesi olarak
SEKANS KOD NO.: 24'in dahil edilmesi yoluyla elde edilen,
SEKANS KOD NO.: 29 amino asit sekansmi igeren bir polipeptid de

ortaya koyar.

Polipeptidler

Bulusa konu olan polipeptidler g¢esitli yollarla, ornegin kimyasal
sentez vyoluyla (en azmdan kismen), proteazlar kullanilarak uzun
polipeptidlerin parg¢alanmasi yoluyla, RNA'dan translasyon yoluyla,
hiuicre kulturimden (ornegin rekombinan ekspresyondan ya da N.
meningitidis kultirinden) saflagtirma yoluyla veya benzeri baska bir
yolla hazirlanabilirler. Bir E. coli konakg¢isinda heterolog ekspresyon

tercih edilen ekspresyon yollarmdan biridir.

Bulusa konu olan polipeptidlerin en az 100 amino asit uzunlugunda,
ornegin 150 amino asit, 175 amino asit, 200 amino asit, 225 amino
asit uzunlugunda veya daha uzun olmalan idealdir. Bir mutant fHbp
v2 ve/veya v3 amino asit seckansi igerirler ve bu mutant fHbp v2 veya
v3 amino asit sekansi da benzer sekilde en az 100 amino asit
uzunlugunda, 6rnegin 150 amino asit, 175 amino asit, 200 amino asit,

225 amino asit uzunlugunda veya daha uzun olmalidir.

FHbp dogada N. meningitidis'te bulunan bir lipoproteindir. Nativ lider
sekansiyla veya heterolog lider sekanslarla birlikte E. coli'de eksprese
edildiginde lipide oldugu da saptanmustir. Bulusa konu olan
polipeptidler, lipide edilebilecek olan, 6rnegin bir palmitoil grubu

igeren ve genelde tripalmitoil-S-gliseril-sisteini olusturan bir N-
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terminal sisten artig1 ihtiva edebilirler. Bulusun baska yapilarinda,

polipeptidler lipide edilmezler.

Polipeptidler tercihen buiyuk ol¢ude saf veya buyuk ol¢ude izole
formda (yani diger Neisseria veya konakg¢r huicre polipeptidlerini
esasen pek icermeyen bir formda) hazirlanirlar. Polipeptidler genelde
bir dogada kendiliginden olusmayan ortamda temin edilirler, 6rnegin
dogada kendiliginden olusan ortamlarindan ayrilirlar. Bulusun belirli
yapilarinda, polipeptid, bir baslangic maddesine kiyasla polipeptid
agisindan zengin bir bilesimde bulunur. Dolayisiyla saflastirilimisg
polipeptid temin edilmekte olup, burada gegen saflastirilmis tabiri,
polipeptidin diger eksprese olan polipeptidleri esasen hi¢ icermeyen
bir bilesimde yer aldig1 anlamina gelir ve burada gecen esasen pek
icermeyen tabiri, bilesimdeki toplam polipeptid i¢eriginin %50'sinden
fazlasinin (ornegin > %75, > %80, > %90, > %95 veya > %99) bulusa

uygun bir polipeptid oldugu anlamina gelir.

Polipeptidler c¢esitli formlarda (0megin nativ, fuzyonlar, glikozile,

glikozile olmayan, lipide, disulfur kopriler1 ve benzeri) bulunabilirler,

SEKANS KOD NQO.: 4, 5, 17 ve 40, bir N-terminal metionin artifi
thtiva etmezler. Bulusa konu olan bir polipeptid bir biyolojik
konakgida translasyon yapilarak lretiliyorsa, o halde bir¢ok konakeida
bir N-terminal metionin artig1 saglayacak olan bir baslangic kodonu
gereklidir. Dolayisiyla bulusa uygun bir polipeptid, en azindan bir
nasent asamada, bahsi gecen SEKANS KOD NUMARASINA sahip

sckanstan once gelen bir metionin artig1 igerecektir.
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Nasent sekanslarin yarilmasi, mutant fHbp v2 veya v3 amino asit
sekansinin  kendisinin  polipeptidin =~ N-terminal kismum  tegkil
edebilecegi anlamina gelir. Bununla birlikte bulusun bagka
vapilarinda, bulusa konu olan bir polipeptid, mutant fHbp v2 veya v3
amino asit sckansmdan once gelen bir N-terminal sekans igerebilir.
Bulusun bazi yapilarinda, polipeptidde, mutant fHbp v2 veya v3
amino asit sekansmdan hemen oOnce N-terminal kisimda bir tek
metinonin artigt bulunur; bulusun baska yapilarinda ise, dnce gelen
tarafta daha uzun bir sekans kullanilabilir. Bahsi gecen sekans kisa
olabilir (drnegin 40 veva daha az sayida amino asit, yani 39, 38, 37,
36, 35, 34, 33, 32, 31, 30, 29, 28, 27, 26, 25, 24, 23,22, 21, 20, 19, 18,
17, 16, 15, 14, 13, 12, 11, 10, 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3, 2, 1 amino asit
uzunlugunda). Buna verilebilecek Ornekler arasinda, protein trafigini
yonlendiren lider sekanslar veya klonlama veya saflastirmay:
kolaylastiran kisa peptid sekanslar1 (0rnegin bir histidin tagi, yani
His,, buradan=4, 5, 6, 7, §, 9, 10 veya daha yuksek (SEKANS KOD
NO.: 60)) sayilabilir. Diger uygun N-terminal amino asit sekanslar,
sektorde bilgi ve beceri sahibi uzmanlar tarafindan rahatlikla
anlasilacaklardir; ornek olarak SEKANS KOD NO.: 2'de veya
SEKANS KOD NO.: 3'te bulunan nativ upstream sekanslan

gosterilebilir.

Bulusa konu olan bir polipeptidde, mutant fHbp v2 veya v3 amino asit
sekansmmin son amino asidinden sonra gelen amino asitler de
bulunabilir. Bu tarz C-terminal uzatmalar kisa olabilirler (0rnegin 40
veya daha az sayida amino asit, yani 39, 38, 37, 36, 35, 34, 33, 32, 31,
30, 29, 28, 27, 26, 25, 24,23, 22,21, 20, 19, 18, 17, 16, 15, 14, 13, 12,
11, 10, 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3, 2, 1 amino asit uzunlugunda). Buna
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verilebilecek ©Omekler arasinda, protemn trafigini  yonlendiren
sekanslar, klonlama veya saflastirmayr kolaylastiran kisa peptid
sekanslar (ornegin bir histidin tagi, vani His, igerenler, burada n = 4,
5,6,7, 8,9, 10 veya daha yuksck (SEKANS KOD NO.: 60)) veva
polipeptid stabilitesini artiran sekanslar sayilabilir. Diger uygun C-
terminal amino asit sekanslari, sektdorde bilgi ve beceri sahibi

uzmanlar tarafindan rahathkla anlasilacaklardir.

"Polipeptid" terimi, uzunlugu fark etmeksizin her boydan amino asit
polimerine atif vapar. Polimer, lineer va da dallanmig olabilir,
modifiye amino asitler igeriyor olabilir ve amino asit olmayan
birimlerle kesilebilir. Bu terim, aym zamanda, dogal yollarla
modifikasyona ugramis olan ya da disulfur bag formasyonu,
glikozilasyon, lipidasyon, asetilasyon, fosforilasyon veya bir
etiketleme bileseni ile konjugasyon gibi bagka herhangi bir
manipiilasyon veva modifikasyon yontemiyle miidahale edilerck
modifikasyona ugratilmis olan amino asit polimerlerini de i¢ine alan
bir anlam tasir, Bir amino asidin (6megin dogal olmayan amino asitler
ve benzerleri de dahil) bir veya daha fazla sayida analogunu igeren ve
sektorde bilinen baska tir modifikasyonlara ugramis veya ugratilmis
olan polipeptidler de bu terimin kapsami i¢erisinde yer alir.
Polipeptidler tek zincir formunda olabilecekleri gibi birbirleriyle

baglantili zincirlerden olusan bir formda da olabilirler.

Bulusa konu olan polipeptidler bir kati destege tutturulabilir veya

immobilize edilebilirler.
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Bulusa konu olan polipeptidler, bir tespit edilebilir etiket, drmegin bir
radyoaktif etiket, bir floresan etiket veya bir biyotin etiketi
icerebilirler, Etiket bulunmast 6zellikle immiinoesey tekniklerinde

fayda saglar.

162 numarali referansta acgiklandigr gibi, tHbp, A, B ve C olarak
anilan U¢ domaine bolunebilirr, SEKANS KOD NO.: | tizerinden
tanimlamak gerekirse, bu Ui¢ domain (A) 1-119, (B) 120-183 ve (C)
184-274't0r:

MUETAFCCT STTTALT T TAS S 2GH50YARDTCARTALALTART DHE IR (1 080 TT RS VRENF
FLELAADGAEF TY SIS DS LN TG LEN DKV SRFODFIF I EVEGCLITLES GEFDIVY Kﬂﬂ]ﬂ'
AFQTRQIQDSRHSGKMVAKRQPRI GDIAGEHT SFDKLPEGGRATYRGTAPGSDDAQG! . TY ' 1
DFAAEJGNGE [EHLE SFELNVULARAD KECGRERHAV I SR3VLY NOREE 35 Y5 LG L EHRRADE
WAGEMEVETVIG LREIGLARK Y

N-terminal kisimdaki Cys-20'den Lys-119'a kadar olan 'A’ domaininin

matir formuna 'A,., denmektedir.

Birden ¢ok fHbp sekansi bilinmekte olup, bunlar standart yontemler
kullanilarak rahatlikla hizalanabilirler. Sektorde bilgi ve beceri sahibi
uzmanlar bu hizalamalar sayesinde, (a) MCS58 sekansidaki
koordmatlar 1le kiyaslamak suretiyle belirli herhangi bir fHbp
sekansindaki 'A' (ve 'Ang), ‘B ve 'C' domainlerini ve (b) 0rnegin
substitiisyonlar1 belirlemek maksadiyla birden ¢ok fHbp sekansindaki
tek artiklart belirleyip tanimlayabilirler. Bununla birlikte, s6z konusu
domainler referans almabilecek tanimlar sunmak amaciyla asagida

tanmimlanmaktadirlar;
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Belirli bir fHbp sekansindaki 'A domaini', o sekans bir ikili
hizalama algoritmasi kullamlarak SEKANS KOD NO.: 1 ile
hizalandiginda SEKANS KOD NO.: 1'deki Met-1'e hizah
amino asit ile baslavan ve SEKANS KOD NO.: 1'deki Lys-
119'a hizali amino asit ile sonlanan sekans fragmanini teskil

eder.

Belirli bir {Hbp sekansindaki 'A,.u' domaini, o sekans bir ikili
hizalama algoritmasi kullanilarak SEKANS KOD NO.: 1 ile
hizalandigimda SEKANS KOD NO.: 1'deki Cys-20'ye hizah
amino asit 1le baslayan ve SEKANS KOD NO.: 1'deki Lys-
119'a hizalr amino asit ile sonlanan sekans fragmanmm teskil

eder.

Belirli bir fHbp sekansindaki 'B' domaini, o sekans bir ikili
hizalama algoritmasi kullanilarak SEKANS KOD NO.: 1 ile
hizalandiginda SEKANS KOD NO.: I'deki GlIn-120'yve hizah
amino asit ile baglayan ve SEKANS KOD NO.: I'deki Gly-
183'¢ hizali amino asit ile sonlanan sekans fragmanim teskil

eder.

Belirli bir fHbp sekansindaki 'C' domaini, o sekans bir ikihi
hizalama algoritmas:1 kullanilarak SEKANS KOD NO.: 1 ile
hizalandigimda SEKANS KOD NO.: 1'deki Lys-184'e hizah
amino asit ile baslayan ve SEKANS KOD NO.: I'deki GIn-
274'e hizali amino asit ile sonlanan sekans fragmanim teskil

eder.
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Tercih edilen 1kili hizalama algoritmasi, varsayilan parametreler ile
(omegin EBLOSUM®62 skorlama matrisi ¢ercevesinde bosluk acma
bedeli = 10,0 ve bosluk uzatma bedeli = 0,5 ile) kullamilan
Needleman-Wunsch global hizalama algoritmasidir [156]. Bu
algoritma, EMBOSS paketinde yer alan needle araci aracilifiyla

rahatlikla uygulanabilir [157].

Bulusun bazi yapilarinda, bulusa uygun bir mutant fHbp v2 veya v3
amino asit sckansi, A domainini ¢ikarmak amaciyla kesilir. Fakat
bununla birlikte genelde, mutant tHbp v2 veya v3 amino asit
sekansimn hem bir N-terminal B-fi¢i hem de bir C-terminal B-figa

igermesi tercih edilir.

Bulusun bazi yapilarinda, bir polipeptid, N-terminal kisimdaki 10'a
varan sayida amino asidin (yani 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 veya 10 adet)
ve/veya C-terminal kisimdaki 10'a varan sayida amino asidin (vani 1,
2, 3,4,5,6, 7, 8 9 veya 10 adet) silinmesi disinda yukarida

tamimlandigr gibi olan bir amino asit sekansi igerir,

Nukleik asitler

Bu bulus, yukarida tanimlandigi gibi olan bulusa uygun bir polipeptidi

kodlayan nuikleik asitler ortaya koyar.

Bulusa uygun nukleik asitler, birgok yolla, drmegin kismen veya
tamamen kimyasal sentez (0rnegin fosforamidit DNA sentezi)
yoluyla, nitkleazlar (6rnegin restriksiyon enzimleri1) kullanilarak uzun

nitkleik asitlerin pargalanmasi yoluyla, kisa nukleik asitlerin veya
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nitkleotidlerin  (0rmegin  ligazlar veya polimerazlar kullanilarak)
birlestirilmesi yoluyla, genomik veya cDNA kiutiphanelerinden veya

benzeri baska bir yolla hazirlanabilirler.

Bulusa uygun nitkleik asitler, ¢esitli formlarda, 6rnegin tek-iplikeikli,
cift-iplikeikli, vektorler, primerler, problar, etiketler, etiketsiz veya

benzeri baska bir formda bulunabilirler,

Bulusa konu olan niikleik asitler tercihen izole veya biiyiik 6l¢uide

1zole formda bulunurlar.

Burada kullamilan "nukleik asit" terimi, DNA ve RNA'y1 ve ayrica
onlarin analoglarimi, ormegin modifiye omurgalar iceren analoglarim
ve ayrica peptid niikleik asitleri (PNA) ve benzerlerini i¢ine alan bir

anlam tasimaktadir.

Bulusa uygun niikleik asit, ornegin bir radyoaktif veya floresan etiket

ile etiketlenebilir,

Bu bulus, bulusa konu olan nitkleotid sekanslarin igeren vektorler
(0rnegin plazmidler) (ormegin klonlama veya ekspresyon vektorleri,
ornegin nitkleik asit immiinizasyonu i¢in uygun olan vektorler) ve bu

vektorler 1le transforme edilen konakgr hitcreler de ortaya koyar.

Bakterisidal cevaplar

Bu bulusa uygun tercih edilen polipeptidler, meningokoklara karsi

bakterisidal olan antikor cevaplari ortaya ¢ikmasii saglayabilirler.
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Bakterisidal antikor cevaplar farelerde rahathikla dlgilebilirler ve as:
etkinligine dair standart gostergelerden biri kabul edilirler (6rmegin
bkz: 36 numaral referansta 14 numarali son not; ayrica 37 numaral
referans). Dolayisiyla antikorlar, uygun bir serum bakterisidal

escyinde (SBA) bir test susuna kars1 bakterisidal olacaklardir.

Bulusun birinci 6zelligi ile ilgili polipeptidler, tercihen, omegin bir
farede, bir v2 fHbp sekansi eksprese eden bir N. meningitidis susuna,
ornegin 961-5945, 2996, 96217, 312294, 11327, a22, gb013 (=MO1-
240013), €32, m1090, m4287, 860800, 599, 95N477, 90-18311, cll,
m986, m2671, 1000, m1096, m3279, bz232, dk353, m3697, ngh38
ve/veya L93/4286 suslarindan birine veya birden fazlasina kars:
bakterisidal olan bir antikor cevab1 ortaya ¢ikarabilirler. Bakterisidal
cevaplar, oOrnegin var2 susu M2091'e (ATCC 13091) kars1

degerlendirilebilirler.

Bulusun birinci 6zelligi 1le 1lgili tercih edilen polipeptidler, bir farede
yurutiulen bir serum bakterisidal eseyinde M2091 susuna kars:

bakterisidal olan antikorlar ortaya ¢ikarabilirler.

Bulusun ikinci ¢zelligi ile ilgili polipeptidler, tercihen, drnegin bir
farede, bir v3 fHbp sekansi1 eksprese eden bir N. meningitidis susuna,
omegin M1239, 16889, gb355 (=MO01-240355), m3369, m3813,
ngpl65 suslarindan birine veya birden fazlasina karsi bakterisidal olan
bir antikor cevabi ortaya ¢ikarabilirler. Bakterisidal cevaplar, tam ve
eksiksiz sekanslanmis (bkz: EMBL ID CP002422 [39]) bir Neisseria
MLST referans susu (38 numarali referansta tanima kod numarasi

19265) olan var3 susu M01-240355'¢ kars1 degerlendirilebilirler.
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Bulusun 1kinci 6zelligi ile ilgili tercih edilen polipeptidler, bir farede
yurutilen bir serum bakterisidal eseyinde M(1-240355 susuna kars

bakterisidal olan antikorlar ortaya ¢ikarabilirler.

Bu polipeptidleri igeren bir immimojenik bilesim, ornegin, insan
komplemamyla Goldschneider eseyi gerceklestirildiginde > 1:4
diuzeyinde bir serum bakterisidal titresi [40-42] ve yavru tavsan
komplemani kullanildiginda > 1:128 diizeyinde bir serum bakterisidal

titresi saglayabilir.

Immiinizasyon

Bulusa konu olan polipeptidler, immimojenik bilesimlerde etkin
bilesen olarak kullanilabilirler; dolayisiyla bu bulus, bulusa uygun bir
polipeptid i¢eren bir immunojenik bilesim (Ornegin bir as1) ortaya

koyar.

Bu bulus, bir memelide, Ornegin bir fare veya bir insan bir antikor
cevabi ortaya g¢ikarmak ig¢in olan ve o memeliye bulusa uygun bir
immiinojenik bilesim ile uygulama yapilmasini igeren bir yontem de
ortaya koyar. Bu antikor cevabinin bir koruyucu ve/veya bakterisidal
antikor cevabl olmasi tercih edilir. Bu bulug, aym zamanda, bu tir

yontemlerde kullanim i¢in bulusa uygun polipeptidler de ortaya koyar.

Bu bulus, bir memeliyi, érnegin bir fare veya bir insan bir Neisseria
(0rnegin meningokok) enfeksiyonuna karsi korumak ic¢in olan ve o
memeliye bulusa uygun bir immimojenik bilesim ile uygulama

yapilmasini igeren bir yontem de ortaya koyar.
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Bu bulus, ilaglar olarak (6rmegm immunojenik bilesimler olarak veya
asilar olarak) veya diagnostik reaktifler olarak kullamim i¢in bulusa
uygun polipeptidler ortaya koyar. Bununla birlikte, bulusa uygun
nuikleik asit veya polipeptidin bir memelide, drnegin bir fare veya bir
insanda Neisseria (0rnegin meningokok) enfeksiyonuna kars1 koruma

saglamaya yonelik bir 1lacin tiretiminde kullaminu ile de ilgilidir.

Bahsi gegen memelinin bir insan olmasi tercih edilir. Bu insan bir
yetigskin veya tercihen bir ¢ocuk olabilir. Asi profilaktik kullanim
amagh 1se, insanmn bir ¢ocuk (6rnegin bir kiigiik ¢ocuk veya bebek)
olmas1 tercih edilir; as1 terapotik kullanim amacgh ise, imsamin bir
yetigkin olmasi tercih edilir. Cocuklarda kullanilmas1 hedeflenen bir
as1, Omegin glhvenilirlik, dozaj, immimojenisite ve benzeri

parametreleri degerlendirmek amaciyla yetiskinlere de uygulanabilir.

Bahsi gegen kullamimlar ve vyontemler, sadece bunlarla simrl
kalmaksizin ve fakat menenjit (spesifik olarak bakteriyel olan tiirleri,
ornegin - meningokokal menenjit) ve baktereminin  aralarinda
bulundugu hastaliklarn  onlemek/tedavi  etmek 1¢in  bilhassa
faydalidirlar. Ornegin, N. meningitidis'in (0rnegin serogrup B've
mensup olan bir susun) sebep oldugu invazit meningokokal hastaliga

kars1 bireylerin aktif immiinizasyonunu saglamak i¢in uygundurlar.

Terapotik tedavinin etkinligi, bulusa konu olan bilesim uygulandiktan
sonra Neisseria enfeksiyonu izlenerek test edilebilir. Profilaktik
tedavinin etkinligi, bilesim uygulamas: yapildiktan sonra fHbp'ye
kars1 gelisen immiin cevaplar izlenerek test edilebilir. Bulusa konu

olan bilesimlerin immiunojenisitesi, bu bilesimler test dencklerine
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(ormegin 12-16 ayhk ¢ocuklar veya hayvan modellert) uygulanip daha
sonra serum bakterisidal antikorlan (SBA) ve ELISA titrelerinin
(GMT) aralarinda bulundugu standart parametrelere dair tayin
vapilarak belirlenebilir. Bu i1mmiun cevaplar genelde bilesim
uygulamas: yapildiktan yaklasik 4 hafta sonra belirlenecck ve bilesim
uygulanmadan once belirlenen degerler 1le karsilastirilacaktirlar. En az
4 kat veya 8§ kat diizeyinde bir SBA artis1 olmasi tercih edilir. Bilesim
birden fazla sayida dozla uygulanacaksa, birden fazla sayida

uygulama sonrasi tayini vapilabilir.

Bulusa uygun olan bilesimlerden tercih edilenleri, bir hastada, msan
deneklerin kabul edilebilir bir yiizdesi i¢in her antijenik bilesene
iliskin serokoruma kriterinden daha Gistiin bir antikor titresi olusmasin
saglayabilen bilesimlerdir. Uygulama yapilan konakg¢ida antijene kars:
serokonversiyon gergeklesmis oldugu yoniinde bir degerlendirmede
bulunulmasini saglayan asgari antikor titreleri iyi bilinirler ve bu titre
degerler1 WHO gibi kurum ve orgutler tarafindan yayimlanirlar.
Istatistiksel agidan anlamli bir denek orneklem grubunun tercihen
%80'inden fazlasi, daha cok tercihen %90'indan fazlasi, daha da ¢ok
tercthen %93'inden fazlasi ve en ¢ok tercihen %96 ila %100

serokonverte olur.

Bu bulus, sistemik ve/veya mukozal immimite ortaya g¢ikmasim

saglamak amaciyla kullanilabilir.

Bulusa konu olan bilesimler bir hastaya genelde dogrudan
uygulanacaklardir. Dogrudan uygulama, parenteral enjeksiyon

(ornegin subkitan, intraperitoneal, intravenoz, intramiiskuler ya da bir
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dokunun mterstisyel alanina dogru) ya da rektal, oral, vajinal, topikal,
transdermal, intranazal, okiller, aural, pilmoner veya bagka bir yolla
gergeklestirilen mukozal uygulama ile yapilabilir. Uyluk veya ust kola
dogru vapilan intramuskiller uygulama tercih edilir. Enjeksiyon bir
igne (ormegin bir hipodermik i1gne) araciligiyla gerceklestirilebilir,
fakat bununla birlikte alternatif olarak bir ignesiz enjeksiyon da
gergeklestirilebilir. Tipik bir intramuskiler doz yaklasik 0,5 ml'dir
(6rnegin BEXSERO™ firiiniinde oldugu gibi).

Dozaj bir tek doz programma ya da bir ¢oklu doz programina
dayanabilir.  Primer 1mmumzasyon programinda da rapel
immimizasyon programinda da birden c¢ok doz kullamlabilir. Bir
primer doz programim takiben bir rapel doz program uygulanabilir.
Primer dozlar arasinda (0rnegin 4-16 hafta arasi) ve primer dozlar ile
rapel dozlar1 arasinda birakilacak olan siire rutin ve standart yollarla
belirlenebilir.  Ornek  vermek  gerekirse, BEXSERO™  iirlinii,
uygulama yapilacak denege (Ornegin bebekler veya bagkalar) bagh
olarak, aralarinda 1 aydan veya 2 aydan kisa bir suire birakilan iki veya

i¢c doz halinde uygulanir,

Bulusa konu olan imminojenik bilesim genelde bir farmasodtik agidan
kabul edilebilir tasiyici igerecektir ve bu tasiyici, bilesimi alan hasta
icin zararh antikorlarin olusmasina sebep olmayan ve denckte yersiz
ve gereksiz bir toksisiteye yol ac¢ilmadan uygulanabilecek olan
herhangi bir madde olabilir, Farmasotik ag¢idan kabul edilebilir
tasiyicilar arasinda, su, salin, gliserol ve etanol gibi sivilar sayilabilir.
Bu ftir vehikillerde, islatict veya emulsiyife edici ajanlar, pH

tamponlayict maddeler ve benzerlerinin orek gosterilebilecegi
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yardimc1 maddeler de bulunabilir. 43 numarali referansta, yygun
tasiyicilara dair kapsamh ve genis bir tartisma mevcuttur. Ornegin
BEXSERO™ {iriinii, sodyum klorlir, histidin, sukroz, aliminyum

hidroksit ve enjeksiyonluk su igerir.

Neisseria enfeksivonlarn viicudun cesitli bolgelermi etkilerler ve
bundan dolay: bulusa konu olan bilesimler ¢esith farkli formlarda
hazirlanabilirler. Ornek vermek gerekirse, bilesimler, sivi ¢ozelti veya
stispansiyon formunda olan enjektabllar olarak hazirlanabilirler.
Enjeksiyon yapilmadan once sivi vehikiiller igerisinde ¢ozelti veya
stispansiyon formuna getirilerek kullanilabilecek olan uygun kati
formlar da hazirlanabilir. Parenteral enjeksiyon (0rnegin kasa dogru

yapilan enjeksiyonlar) i¢cin uygun bilesimler en ¢ok tercih edilenlerdir.

Bilesimin steril olmasi tercih edilir. Tercihen pirojen igermez.
Tercihen, ornegin pH 6 ve pH 8 arasi bir diizeyde ve genelde pH 7
civari bir dizeyde tamponlanir. Bir bilesimde bir aliminyum hidroksit
tuzu bulunuyorsa, bir histidin tamponunun kullanilmasi tercih edilir

[44]. Bulusa konu olan bilesimler, insanlar i¢in izotonik olabilirler.

Immiinojenik bilesimlerde, immunolojik agidan etkili bir miktarda
immimojen ve onun yam sira, belirtilen diger bilesenlerden gereken
varsa 0 veya onlar yer alir. Tmmimolojik a¢idan etkili miktar' tabiri,
bir bireye tek dozla ya da bir dizi dozun bir pargasi olarak uygulanan
miktarin terapotik veya Onleyici amaglar karsilayacak etkinlikte
oldugu anlamma gelir. Bu miktar; tedavi edilecek bireyin genel saglik
durumu ve fiziksel durumu, yasi, mensup oldugu taksonomik grup

(ornegin insan olmayan primat, primat ve benzeri), sahip oldugu
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immin sistemin antikor sentezleme kapasitesi, 1stenen koruma
derecesi, kullamlan as1 formiillasyonu, tedaviyi yuriiten doktorun tibbi
duruma dair yaptigi degerlendirme ve ilgili bagka faktorlere bagh
olarak degisir. Bu miktarin rutin deney ve denemeler aracilifiyla
belirlenebilecek nispeten genis bir aralik dahilinde yer almasi
beklenir. Dozaj tedavisi bir tek doz programma veya bir ¢oklu doz
programina (Ornegin rapel dozlar1 dahil) dayal olabilir. Bilesim, baska

immiunoregiule edici ajanlar ile birlikte uygulanabilir.

Bulusa konu olan bilesimlerde kullanilabilecek olan adjuvanlar
arasinda, sadece bunlarla simirli kalmaksizin, ¢oziinmez metal tuzlari,
suda-yag emulsiyonlarn (0megin her ikisi de skualen iceren MF59
veya ASO03), saponinler, toksik olmayan LPS derivatlar1 (6rmegin
monofosforil lipid A veya 3-O-deasile MPL), immunostimule edici
oligoniikleotidler, detoksifiye bakteriyel ADP-ribozilasyonu yapan
toksinler, mikropartikiiller, lipozomlar, imidazokinolonlar ve bunlarin
karisimlart  sayilabilir. 45 numarali referansin 7. bolumunde,
immunostimile edict ajan 1slevi gorebilecek olan baska maddeler de

agiklanmaktadir,

Bir aliminyum hidroksit ve/veya aliminyum fosfat adjuvaninin
kullanilmas1 6zellikle tercih edilir ve polipeptidler genelde bu tuzlara
adsorbe edilirler. Bu tuzlar arasinda oksihidroksitler ve
hidroksifosfatlar bulunur (6rmegin bkz: 45 numarali referansin 8 & 9.
bolumleri). Bu tuzlar, uygun herhangi bir formda (6érnegin jel,
kristalin, amorf ve benzeri) bulunabilirler. AI"™™, < 1 mg/doz

dizeyinde bulunmalidir.
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En ¢ok tercth edilen adjuvan, BEXSERO™ friniinde de kullanilan
aliminyum  hidroksittir.  Bu  bulusa uygun bir bilesimdeki
polipeptidler, BEXSERO™ f{iriiniinde oldugu gibi bu adjuvana
adsorbe edilebilirler. Bilesime yaklasik 1 mg/ml Al (yani 0,5 ml

doz basina 0,5 mg) seviyesinde katilabilir.

Ek antijenik bilegenler

Bulusa konu olan bilesimler mutant v2 ve/veya v3 fHbp sckansi
igerirler. Bilesimin antijenleri kompleks veya tamimli olmayan
karisimlar halinde icermemesi daha faydahdir, drnegin bilesimde dis
membran vezikillleri bulunmamas: tercih edilir. Bulusa konu olan
polipeptidler, tercihen bir heterolog konakg¢ida rekombinan olarak

eksprese edilir ve daha sonra saflastinlirlar,

Bulusa konu olan bir bilesim, bir fHbp polipeptidinin yani sira, bakteri
basina birden fazla sayida immimojeni hedef alan bir as1 kacis
mutantlarim segmis olma ihtimalini azaltacag i¢in bir veya birden
fazla sayida ¢k neisserial immimojen de igerebilir. Dolayisiyla bir
bilesimde, uygun bir memeliye uygulandiginda meningokoka karsi
bakterisidal bir antikor cevabi ortaya ¢ikmasii saglayan bir ikinci
polipeptid de yer alabilir. Bu ikinci polipeptid bir menigokokal fHbp
olabilir, fakat genelde bir fHbp olmayacaktir, 6rmegin bir NHBA

sekansi, bir NadA sekansi veya benzeri baska bir unsur olabilir.

Bulusa konu olan bir bilesim bir NHBA antijeni ihtiva edebilir.
NHBA antijeni, meningokokal serogrup B susu MCS58  igin
yvayimlannus genom sekansma [46] NMB2132 geni (GenBank erisim
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numaras1 Gl: 7227388; burada SEKANS KOD NO.: 6) olarak dahil
edilmistir. O zamandan beri bircok sus icin NHBA antijeni sekanslan
yayimlanmgtir. Ornegin, 47 numaral referanstaki Sekiller 5 ve 15'te
ve 1 numarali referanstaki ornek 13 ve sekil 21'de (o yayindaki
SEKANS KOD NO.: 3179 ila 3184) NHBA'min allelik formlar
gorilebilit. NHBA antijenmin c¢esitli immimojenik fragmanlar1 da
rapor edilmistir. Bu bulusta kullanilmasi tercih edilen 287 antijenleri,
(a) SEKANS KOD NO.: 6 ile %50 veya daha yiuksek oranda
ozdeslige (ornegin %60, %65, %70, %75, %80, %85, %90, %91,
%92, %93, %94, %95, %96, %97, %98, %99, %99,5 veya daha
yuksek oranda) sahip olan ve/veya (b) 'n'min 7 veya daha yiiksek
(omegin 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 60, 70, 80, 90,
100, 150, 200, 250 veya daha yuksek) bir degere karsilik geldigi
SEKANS KOD NO.: 6'nin en az 'n' adet ardisik dizili amino asidinden
olusan bir fragmanim i¢eren bir amino asit sekansi ihtiva ederler.
Tercih edilen (b) fragmanlari SEKANS KOD NO.: 6'dan bir epitop
icerirler. Bulusa uygun en faydali NHBA antijenleri, bir denege
uygulama yapildiktan sonra SEKANS KOD NO.: 6 amino asit
sckansindan olusan bir menigokok polipeptidine baglanabilen
antikorlar ortaya ¢ikmasimi saglayabilecek olan antijenlerdir. Bu
bulusta kullanilmas: fayda saglayacak olan NHBA antijenleri, bir
denege uygulandiktan sonra bakterisidal anti-meningokokal antikorlar

ortaya ¢ikmasim saglayabilecek olan antijenlerdir.

Bulusa konu olan bir bilesim bir NadA antijeni ihtiva edebilir, NadA
antijeni, meningokokal serogrup B susu MC58 icin yayimlanmis
genom sekansina [46] NMB1994 geni (GenBank erisim numarasi GI:
7227256; burada SEKANS KOD NO.: 7) olarak dahil edilmistir. O
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zamandan ber1 bircok sus i¢gin  NadA antijen1 sekanslar
yayimlanmistir ve proteinin bir Neisseria adezini olarak ortaya
koydugu aktivite belgelenmistir. NadA ¢esitli  immiinojenik
fragmanlar: da rapor edilmistir. Bu bulusta kullanilmas: tercih edilen
NadA antijenleri, (a) SEKANS KOD NO.: 7 ile %50 veya daha
yviuksek oranda ozdeslige (omegin %60, %65, %70, %75, %80, %85,
%90, %91, %92, %93, %94, %95, %96, %97, %98, %99, %99.5 veya
daha yuksek oranda) sahip olan ve/veya (b) 'n'nin 7 veya daha yitksek
(ormegin 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 60, 70, 80, 90,
100, 150, 200, 250 veva daha yitksek) bir degere karsilik geldigi
SEKANS KOD NO.: 7'nin en az 'n' adet ardisik dizili amino asidinden
olusan bir fragmanim iceren bir amino asit sekansi ihtiva ederler.
Tercih edilen (b) fragmanlan SEKANS KOD NO.: 7'den bir epitop
icerirler. Bulusa uygun en faydali NadA antijenleri, bir denege
uygulama yapildiktan sonra SEKANS KOD NO.: 7 amino asit
sckansindan olusan bir menigokok polipeptidine baglanabilen
antikorlar ortaya c¢ikmasim saglayabilecek olan antijenlerdir. Bu
bulusta kullamlmas1 fayda saglayacak olan NadA antijenleri, bir
denege uygulandiktan sonra bakterisidal anti-meningokokal antikorlar
ortaya ¢ikmasini saglayabilecek olan antijenlerdir. SEKANS KOD
NO.: 15, bu fragmanlardan biridir.

Bulusa konu olan bir bilesim bir NspA antijeni ihtiva edebilir. NspA
antijeni, meningokokal serogrup B susu MC58 i¢in yayumlanmis
genom sekansina [46] NMB0663 geni (GenBank erisim numaras: GI:
7225888; burada SEKANS KOD NO.: 8) olarak dahil edilmistir. Bu
antijen, daha donceden 48 & 49 numaral retferanslarda verilen bilgiler

fizerinden bilinmekteydi. O zamandan beri birgok sus igin NspA
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antijen1 sekanslar1 yayimlanmstir.  NspA'min ¢esithh  immiumnojenik
fragmanlar1 da rapor edilmistir. Bu bulusta kullanilmas: tercih edilen
NspA antijenleri, (a) SEKANS KOD NO.: 8 ile %50 veya daha
vuksek oranda ozdeslige (ornegin %60, %65, %70, %75, %80, %85,
%90, %91, %92, %93, %94, %95, %96, %97, %98, %99, %99.5 veya
daha yiiksek oranda) sahip olan ve/veya (b) 'n'nin 7 veya daha yitksek
(omegin 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 60, 70, 80, 90,
100, 150, 200, 250 veya daha yuksek) bir degere karsilik geldigi
SEKANS KOD NO.: 8'in en az 'n' adet ardisik dizili amino asidinden
olugan bir fragmanim igeren bir amino asit sekansi ihtiva ederler.
Tercih edilen (b) fragmanlart SEKANS KOD NO.: 8'den bir epitop
icerirler. Bulusa uygun en faydali NspA antijenleri, bir denege
uygulama yapildiktan sonra SEKANS KOD NO.: 8 amino asit
sekansindan olusan bir menigokok polipeptidine baglanabilen
antikorlar ortaya ¢ikmasini saglayabilecek olan antijenlerdir. Bu
bulusta kullanilmas: fayda saglayacak olan NspA antijenleri, bir
denege uygulandiktan sonra bakterisidal anti-meningokokal antikorlar

ortaya ¢itkmasin saglayabilecek olan antijenlerdir.

Bulusa konu olan bilesimler bir meningokokal HmbR antijeni ihtiva
edebilir. Tam-boy HmbR antijeni, meningokokal serogrup B susu
MC58 i¢cin yayimlanms genom sekansina [46] NMBI1668 geni
(burada SEKANS KOD NO.: 9) olarak dahil edilmistir. Bu bulusta bir
tam-boy HmbR sekansi igeren bir polipeptid kullamilabilir, ancak
genelde bir kismi HmbR sekansi i¢eren bir polipeptid kullanilacaktir,
Dolayisiyla bulusun bazi vapilarinda, bu bulusa gore kullanilan bir
HmbR sekansi, SEKANS KOD NO.: 9 ile en az %i oraninda sckans

Ozdesligine sahip olan bir amino asit sekansi igerebilecek olup, burada
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1 deger1, 50, 60, 70, 80, 90, 95, 99 veya daha yuksek bir degere
karsilik gelir. Bulusun baska yapilarinda, bulusa gore kullamlan bir
HmbR sekansi, SEKANS KOD NQO.: 9'un amino asitleri arasindan en
az j adet ardisik amino asitten meydana gelen bir fragman igerebilecek
olup, burada j degeri 7, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 60,
70, 80, 90, 100, 150, 200, 250 veya daha yuksek bir degere karsilik
gelir. Bulusun baska yapilarinda, bulusa gore kullanilan bir HmbR
sekansi, (1) SEKANS KOD NO.: 9 ile en az %i oraninda sekans
ozdesligine sahip olan ve/veya (i1) SEKANS KOD NO.: 9'un amino
asitleri arasindan en az j adet ardisik amino asitten meydana gelen bir
fragman igeren bir amino asit sekansi ihtiva edebilir. J adet amino
asitten meydana gelen tercih edilen fragmanlar, SEKANS KOD NO.:
9'dan bir epitop igerirler. Bu gibi epitoplar, genelde, HmbR'nin yiizeyi
uzerinde yer alan amino asitler ihtiva edeceklerdir. Faydali epitoplar
arasinda HmbR'nin hemoglobine baglanmasinda rol oynayan amino
asitlerin yer aldig1 epitoplar bulunur, zira bu epitoplara baglanan
antikorlar bir bakterinin konak¢1 hemoglobinine baglanma kabiliyetini
bloke edebilirler. HmbR'nin topolojisi ve onun kritik fonksiyonel
artiklari, 50 numarah referans kapsaminda incelenmislerdir. Bulusa
uygun en faydali HmbR antijenleri, bir denege uygulama yapildiktan
sontra SEKANS KOD NO.: 9 amino asit sekansmdan olusan bir
menigokok polipeptidine baglanabilen antikorlar ortaya g¢ikmasim
saglayabilecek olan antijenlerdir. Bu bulusta kullanilmas: fayda
saglayacak olan HmbR antijenleri, bir denege uygulandiktan sonra
bakterisidal  anti-meningokokal  antikorlar  ortaya  ¢ikmasim

saglayabilecek olan antijenlerdir.
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Bulusa konu olan bir bilesim bir NhhA antijeni thtiva edebilir. NhhA
antijeni, meningokokal serogrup B susu MCS58 i¢in yayimlanmis
genom sekansina [46] NMB0992 geni (GenBank erisim numaras: GI:
7226232; burada SEKANS KOD NO.: 10) olarak dahil edilmistir. O
zamandan Dberi bircok sus 1¢cin  NhhA antijeni  sckanslan
vayimlanmstir, bunun i¢in omegin 47 & 51 numarali referanslara
bakilabilir ve NhhA'min ¢esitli imminojenik fragmanlart da rapor
edilmistir. Hst adiyla da bilinmektedir. Bu bulusta kullanilmasi tercih
edilen NhhA antijenleri, (a) SEKANS KOD NO.: 10 ile %50 veya
daha yiiksek oranda dzdeslige (ornegin %60, %65, %70, %75, %80,
%835, %90, %91, %92, %93, %94, %95, %96, %97, %98, 999, %699.5
veya daha yuksek oranda) sahip olan ve/veya (b) n'nin 7 veya daha
yuksek (ornegin 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 60, 70,
80, 90, 100, 150, 200, 250 veya daha yuksek) bir degere karsilik
geldigi SEKANS KOD NO.: 10'un en az 'n' adet ardisik dizili amino
asidinden olugan bir fragmanini igeren bir amino asit sekansi ihtiva
ederler. Tercih edilen (b) fragmanlar1 SEKANS KOD NO.: 10'dan bir
epitop igerirler. Bulusa uygun en faydali NhhA antijenleri, bir denege
uygulama yapildiktan sonra SEKANS KOD NO.: 10 amino asit
sekansindan olusan bir menigokok polipeptidine baglanabilen
antikorlar ortaya ¢ikmasini saglayabilecek olan antijenlerdir. Bu
bulusta kullanilmasi1 fayda saglayacak olan NhhA antijenleri, bir
denege uygulandiktan sonra bakterisidal anti-meningokokal antikorlar

ortaya cikmasim saglayabilecek olan antijenlerdir.

Bulusa konu olan bir bilesim bir App antijeni ihtiva edebilir. App
antijeni, meningokokal serogrup B susu MCS58 igin yayimlanmis

genom sekansima [46] NMB1985 geni (GenBank erisim numaras: Gl:
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7227246; burada SEKANS KOD NO.: 11) olarak dahil edilmistir. O
zamandan beri bircok sus icin App antijeni sekanslar1 yayimlanmustir.
App'nin ¢esitli imminojenik fragmanlar1 da rapor edilmistir. Bu
bulusta kullanilmasi tercih edilen App antijenleri, (a) SEKANS KOD
NO.: 11 ile %50 veya daha viksek oranda dzdeslige (6rnegin %60,
%65, %70, %75, %80, %8S, %90, %91, %92, %93, %94, %95, %96,
%97, %98, %99, %99,5 veya daha yluksek oranda) sahip olan ve/veya
(b) 'n'nin 7 veya daha yuksek (6rnegin 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 25, 30,
35, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 150, 200, 250 veya daha yuksek) bir
degere karsilik geldigi SEKANS KOD NO.: 11'in en az 'n' adet ardisik
dizili amino asidinden olusan bir fragmanim igeren bir amino asit
sekansi 1htiva ederler. Tercih edilen (b) fragmanlart SEKANS KOD
NO.: 1l1'den bir epitop igerirler. Bulusa uygun en faydali App
antijenleri, bir denege uygulama yapildiktan sonra SEKANS KOD
NO.: 11 amino asit sekansimdan olusan bir menigokok polipeptidine
baglanabilen antikorlar ortaya ¢ikmasim saglayabilecek olan
antijenlerdir. Bu bulusta kullanilmasi fayda saglayacak olan App
antijenleri, bir dencge uygulandiktan sonra bakterisidal anti-
meningokokal antikorlar ortaya ¢ikmasmi  saglayabilecek olan

antijenlerdir.

Bulusa konu olan bir bilesim bir Omp85 antijeni ihtiva edebilir.
Omp85 antijemi, meningokokal serogrup B susu MCS58 i¢in
yayimlanmis genom sekansina [46] NMBO0182 geni {GenBank erisim
numarast GI; 7225401; burada SEKANS KOD NO.: 12) olarak dahil
edilmistir. O zamandan beri birgok sus icin Omp85 antijeni sekanslar:
vayimlanmustir. 52 ve 53 numarali referanslardan Omp8&85 hakkinda

daha fazla bilgi edinilebilir. Omp'nin ¢esitli immiinojenik fragmanlar
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da rapor edilmistir. Bu bulusta kullamilmasi tercih edilen Omp8&5
antijenleri, (a) SEKANS KOD NO.: 12 ile %50 veya daha yiiksek
oranda 0zdeglige (ormegin %60, %65, %70, %75, %80, %85, %90,
%91, %92, %93, %94, %95, %96, %97, %98, %99, %99,5 veya daha
viksek oranda) sahip olan ve/veya (b) 'n'min 7 veya daha yiiksek
(omegin 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 60, 70, 80, 90,
100, 150, 200, 250 veya daha yuksek) bir degere karsilik geldigi
SEKANS KOD NO.: 12'nin en az m' adet ardisik dizili amino
asidinden olusan bir fragmanini igeren bir amino asit sekans: ihtiva
ederler. Tercih edilen (b) fragmanlari SEKANS KOD NO.: 12'den bir
epitop icerirler. Bulusa uygun en faydali Omp85 antijenleri, bir
denege uygulama yapildiktan sonra SEKANS KOD NO.: 12 amino
asit sekansmdan olusan bir menigokok polipeptidine baglanabilen
antikorlar ortaya ¢ikmasimi saglayabilecek olan antijenlerdir. Bu
bulugta kullanilmasi fayda saglayacak olan Omp85 antijenleri, bir
denege uygulandiktan sonra bakterisidal anti-meningokokal antikorlar

ortaya ¢cikmasini saglayabilecek olan antijenlerdir.

Bulusa konu olan bir bilesim bir 936 antijeni ihtiva edebilir. 936
antijeni, meningokokal serogrup B susu MCS58 igin yayimlanmis
genom sekansina [46] NMB2091 geni (burada SEKANS KOD NO.:
13) olarak dahil edilmistir. Bu bulusta kullamilmasi tercih edilen 936
antijenleri, (a) SEKANS KOD NO.: 13 ile %50 veya daha yiiksek
oranda Ozdeslige (dmegin %60, %65, %70, %75, %80, %85, %90,
%91, %92, %93, %94, %935, %96, %97, %98, %99, %99,5 veya daha
yiksek oranda) sahip olan ve/veya (b) m'nin 7 veya daha viiksek
(ornegin 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 60, 70, 80, 90,
100, 150, 200, 250 veya daha ylksek) bir degere karsilik geldigi
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SEKANS KOD NO.: 130Un en az 'm' adet ardistk dizili amino
asidinden olusan bir fragmanim igeren bir amino asit sekansi ihtiva
ederler. Tercih edilen (b) fragmanlari SEKANS KOD NO.: 13'ten bir
epitop igerirler. Bulusa uygun en faydali 936 antijenleri, bir denege
uygulama vapildiktan sonra SEKANS KOD NO.: 13 amino asit
sekansindan olusan bir menigokok polipeptidine baglanabilen
antikorlar ortaya ¢ikmasimi saglayabilecek olan antijenlerdir. 936
antijeni, fHbp i¢in 1yi bir fizyon partneridir (6rnegin bkz: 54 & 55

numarali referanslar.

Bir bilesim sunlan igerebilir: SEKANS KOD NO.: 14 igeren bir
polipeptpdi; SEKANS KOD NO.: 151 igeren bir polipeptid; ve bir
mutant fHbp v2 amino asit sekansimi ve SEKANS KOD NO.: 13'1
iceren bulusa uygun bir polipeptid (karsilastirmiz: 54 & 55 numaral

referanslar).

Bir bilesim sunlar igerebilir: SEKANS KOD NO.: 14 igeren bir
polipeptpdi; SEKANS KOD NO.: 151 igeren bir polipeptid; ve bir
mutant fHbp v3 amino asit sckansimi ve SEKANS KOD NO.: 13'a
iceren bulusa uygun bir polipeptid (karsilastirmz: 54 & 55 numarali

referanslar).

Bulusun bazi1 yapilarinda, bulusa konu olan bir polipeptid, bir ek
meningokokal fHbp sekansi ile kombine edilir. Somutlagtirmak
gerekirse, bir v2 polipeptidi, sus kapsama spektrumunu artirmak
amaciyla bir vl ve/veya v3 polipeptidi ile kombine edilebilir [160].
Dolayisiyla bir bilesim sunlar: igerebilir: (i) bir mutant fHbp v2 amino

asit sekansi igeren bulusa uygun bir polipeptid; ve (i1) bir vl fHbp
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polipeptidi  ve/veya bir v3 fHbp polipeptidi. Bulusun baska
yapilarinda, bulusa uygun bir polipeptid, (i) bir mutant fHbp v2 amino
asit sekansi ve (11) bir vl fHbp amino asit sekansi ve/veya bir v3 fHbp
amino asit sekansi igerebilir. Dolayisiyla v1 ve/veya v3 sekanslar bir
bilesimde (veya yukarida tartisildig: gibi bir fuizyon polipeptidi i¢inde)

ayr1 entiteler olarak mutant v2 sekansi 1le kombine edilebilirler.

Benzer sekilde, bir v3 polipeptidi, sus kapsama spektrumunu artirmak
amaciyla bir v1 ve/veya bir v2 polipeptidi ile kombine edilebilir [160].
Dolayisiyla bir bilesim sunlari igerebilir: (1) bir mutant fHbp v3 amino
asit sekansi i¢eren bulusa uygun bir polipeptid; ve (i1) bir vl fHbp
polipeptidi  ve/veya bir v2 fHbp polipeptidi. Bulusun bagka
yapilarinda, bulusa uygun bir polipeptid, (i) bir mutant fHbp v3 amino
asit sekansi ve (i1) bir vl fHbp amino asit sekans1 ve/veya bir v2 fHbp
amino asit sekansi i¢erebilir. Dolayisiyla vl ve/veya v2 sekanslar bir
bilesimde {veya yukarida tartisildigi gibi bir fiizyon polipeptidi i¢inde)

ayr1 entiteler olarak mutant v3 sekansi 1le kombine edilebilirler.

Ayrica, sus kapsanmini artirmak igin mutant v2 ve v3 polipeptidleri de
birbirler1 ile kombine edilebilirler. Dolayisiyla bir bilesim sunlar
igerebilir (1) bir mutant fHbp v2 amino asit sekansi igeren bulusa
uygun bir polipeptid; (11) bir mutant fHbp v3 amino asit sekansi igeren
bulusa uygun bir polipeptid; ve (i11) bir fHbp v1 polipeptidi. Bulusun
baska yapilarinda, bulusa uygun bir polipeptid, (i) bir mutant fHbp v2
amino asit sekansi; (i1) bir mutant v3 fHbp amino asit sekans: ve (ii1)
bir fHbp v1 amino asit sekansi icerebilir. Dolayisiyla mutant v2 ve v3
sckanslar1 bir bilesimde (veya yukarida tartisildigr gibi bir fizyon

polipeptidi i¢inde) ayr entiteler olarak bir v1 sekansi ile kombine
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edilebilirler. V1 sekansi bir yabani tip sekans1 veya bir mutant sekans

olabilir.

Bir vl tHbp, (a) SEKANS KOD NO.: 16 ile en az %k oraninda
0zdeslige sahip olan bir amino asit sekansi ve/veya (b) SEKANS
KOD NO.: 16" bir fragmanim igerebilir. Bahsi gecen 'k' deger1 ve
fragmanlar hakkinda yukarida bilgi verilmektedir, Fragman, genelde
SEKANS KOD NO.: 16'dan en az bir epitop igerecektir ve vl fHbp
polipeptidi, bulusa uygun v2 veya v3 amino asit sekansinda
bulunmayan en az bir epitop ihtiva edecektir, dyle ki v1 fHbp'nin
ortaya ¢ikardigl antikorlar v1 suslarim algilayip tamyabileceklerdir.
Ideal olan, v1 fHbp'nin v1 suslarma karsi, dmegin ('BAA-335" olarak
ATCC'den edinilebilecek olan) MC58 susuna karsi bakterisidal olan
antikorlar ortaya ¢ikmasimi saglayabilecek olmasidir. V1 fHbp, fH'ye

baglanma kabiliyetini bozan bir amino asit mutasyonu ihtiva edebilir.

Bir v2 fHbp, (a) SEKANS KOD NO.: 5 ile en az %k oramnda
ozdeslige sahip olan bir amino asit sckans1 ve/veya (b) SEKANS
KOD NO.: 5'm bir fragmanmi igerebilir. Bahsi gegen 'k' degeri ve
fragmanlar hakkinda yukarida bilgi verilmektedir. Fragman, genelde
SEKANS KOD NO.: 5'ten en az bir epitop igerecektir ve v2 fHbp
polipeptidi, bulusa uygun v3 amino asit sekansinda bulunmayan en az
bir epitop ihtiva edecektir, dyle ki v2 fHbpmnin ortaya cikardig
antikorlar v2 suslarini algilayrp taniyabileceklerdir. Ideal olan, v2
fHbp'nin v2 suslarina karsi, ornegin M2091 susuna (ATCC 13091)
kars1 bakterisidal olan antikorlar ortaya ¢ikmasini saglayabilecek
olmasidir. V2 fHbp, bulusun birinci 6zelligine uygun bir polipeptid

olabilir.
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Bir v3 fHbp, (a) SEKANS KOD NO.: 17 ile en az %k oraninda
ozdeslige sahip olan bir amino asit sekansi1 ve/veya (b) SEKANS
KOD NO.: 17in bir fragmanim igerebilir. Bahsi gecen 'k' degeri ve
fragmanlar hakkinda yukarida bilgi verilmektedir. Fragman, genelde
SEKANS KOD NO.: 17'den en az bir epitop igerccektir ve v3 fHbp
polipeptidi, bulusa uygun v2 amino asit sekansinda bulunmayan en az
bir epitop ihtiva edecektir, oyle ki v3 fHbpmin ortaya g¢ikardig
antikorlar v3 suslarim algilayip taniyabileceklerdir. Ideal olan, v3
fHbp'min v3 suslarina karsi, ornegin MO1-240355 susuna karsi
bakterisidal olan antikorlar ortaya ¢ikmasmi saglayabilecek olmasidir.

V3 tHbp, bulusun ikinci 6zelligine uygun bir polipeptid olabilir.

Bilesimde, Neisseria polipeptid antijenlerinin yam sira, baska
hastaliklar veya enfeksiyonlara karst imminizasyon saglamak
amaciyla bilesime katilan antijenler bulunabilir. Ornegin, bilesim

asagida sayilan ek antijenlerden birini veya birden fazlasini igerebilir;

N. meningitidis A, C, WI135 ve/veya Y serogrubundan bir

sakkarit antijeni, ornegin 56 numarali referansta agiklanan

(ayrica bkz: 57 numarali referans) ve C serogrubundan olan

veya 58 numarali referansta agiklanan sakkarit;

¢ Streptococcus pneumoniae kaynakli bir sakkarit antijeni
[0ornegin 59, 60, 61];

o hepatit A virisit kaynakli bir antijen, drmegin inaktive virils
[0ornegin 62, 63];

o hepatit B virisit kaynakli bir antijen, ornegin ylizey ve/veya

¢ekirdek antijenleri [ornegin 63, 64];
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o bir difter1 antijeni, 6regin diftert toksoidi [6rnegin 65 numarals
referansin 3 numarali bolimil], ornegin CRM;y; mutant
[Oornegin 66];

« bir tetanos antijeni, dOrnegin bir tetanos toksoidi (ornegin 65
numarali referansin 4 numarali boliimil);

o Bordetella pertussis kaynakli bir antijen, dmegin istege bagl
olarak pertaktin ve/veya aglitinojenler 2 ve 3 ile kombinasyon
halinde olmak uzere B. pertussis kaynakli filamentoz
hemaglitinin (FHA) ve bogmaca holotoksini (PT) (ornegin 67
& 68 numarali referanslar);

¢ Haemophilus influenzae B kaynakli bir sakkarit antijeni
[ormegin 57];

e polio antijen(ler)1 [6rnegin, 69, 70], drnegin IPV;

e kizamik, kabakulak ve/veya kizamik¢ik antijenleri (drnegin 65
numarali referansin 9, 10 & 11 numarali bolumleri);

o influenza antijen(ler)i (6rnegin 65 numarali reteransmn 19
numarali bolumil), ornegin hemaglitinin ve/veya noraminidaz
yuzey proteinleri;

e Moraxclla catarrhalis kaynakli bir antijen [ornegin 71];

e Streptococcus agalactiae (B grubu streptokok) kaynakli bir
protein antijeni [érnegin 72, 73];

¢ Streptococcus agalactiae (B grubu streptokok) kaynakli bir
sakkarit antijeni;

o Streptococcus pyogenes (A grubu streptokok) kaynakli bir
antijen [0rnegin 73, 74, 75]; ve

» Staphylococcus aureus kaynakli bir antijen [ornedin 76].

Bilesim, bu ek antijenlerden birini veya birden fazlasini igerebilir.
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Toksik protein antijenleri gerekirse ve gerektiginde detoksifiye
edilebilirler (Omegin, kimyasal ve/veya genetik yollarla bogmaca

toksininin detoksifikasyonu [68]).

Bilesime bir difteri antijeni katildiysa, bilesimin tetanos antijenini ve
bogmaca antijenlerini de icermesi tercih edilir. Benzer sekilde, bir
tetanos antijeni katildiysa, bilesimin aynica difteri ve bogmaca
antijenlerini de igermezi tercih edilir. Benzer sekilde, bir bogmaca
antijeni katildiysa, bilesimin difteri ve tetanos antijenlerini de igermesi

tercih edilir. Dolayisiyla DTP kombinasyonlari tercih edilirler.

Sakkarit antijenleri tercithen konjugat formunda kullanmlirlar.
Konjugatlar icin kullamlabilecek uygun tasiyict proteinler asagida

daha ayrintili olarak tartisilmaktadirlar.

Bilesimde ver alan antijenlerin her biri normalde en az 1 pg/ml
konsantrasyonunda bulunacaktir. Genel olarak, belirli herhangi bir
antijenin konsantrasyonu, o antijen¢ karsi bir immun cevap ortaya

¢ikmasini saglamaya yetecek diizeyde olacaktir,

Bulusa konu olan imminojenik bilesimler, terapotik (yani bir meveut
enfeksiyonu tedavi etmek amaciyla) veya profilaktik (yani ileride
meydana gelmesi olast  enfeksiyonu oOnlemek amaciyla) olarak

kullanilabilirler.

Bulusa konu olan imminojenik bilesimlerde protein antijenlerinin

kullanilmasina alternatif olarak, antijeni kodlayan nikleik asit (bu
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nitkleik asit RNA, dmegin bir kendi kendine replike olan RNA ya da
DNA, ornegin bir plazmid olabilir) de kullanilabilir.

Bulusun bazi yapilarinda, bulusa uygun bir bilesim, tHbp sekansinin
yan1 sira, meningokok serogruplart A, C, W135 ve Ynin 1'1, 2's1, 37
veya 4'iinden konjuge kapsuler sakkarit antijenler1 de icerir. Bulusun
baska yapilarinda, bulusa uygun bir bilesim, fHbp sekansinin yam
sira, en az bir adet konjuge pnomokokal kapsuler sakkarit antijeni

igerir.

Meningokok serogruplan Y, W135. Cve A

Mevcut C  serogrubu asilar (MENJUGATE™  [56, 77],
MENINGITEC™ ve NEISVAC-C™) arasinda konjuge sakkaritler
bulunur. Menjugate™ ve Meningitec™ tasiyict olarak kullamlan
CRM,4;'ye konjuge oligosakkarit antijenleri igerirken, NEISVAC-C™
uriiniinde tasiyici olarak kullanilan bir tetanos toksoidine konjuge tam
polisakkarit (de-O-asetile) kullamlmaktadir. MENACTRA™ agis1 ise,
Y, WI135, C ve A serogruplarinin her birinden konjuge kapsiler

sakkarit antijenleri igermektedir.

Bu bulusa konu olan bilesimler, meningokok serogruplar Y, W135, C
ve A'dan bir1 veya birden fazlasina mensup kapsiler sakkarit
antijenleri icerebilecek olup, burada antijenler tasiyici protein(ler)e
konjuge edilirler ve/veya oligosakkarittirler. Omegin bilesimde, C
serogrubu; A ve C serogruplari; A, C ve W135 serogruplari; A, C ve
Y scrogruplary; C, W135 ve Y serogruplart ya da A, C, W135ve Y
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serogruplarinm  dordunden de bir kapsiler sakkarit antijem

bulunabilir.

Her menigokokal sakkarit antijeni icin doz basina tipik miktar,
(sakkarit olarak eksprese olan) | pg ile 20 pg arast bir seviyededir,
omegin vaklasik 1 pg, yaklasik 2.5, vaklasik 4 pg, yaklasik 5 pg ya da
yaklagik 10 pg'dir.

Bir karisgimda A ve C serogruplarimin her ikisinden de kapsiiler
sakkaritler varsa, MenA sakkariti:MenC sakkariti oran1 (a/a) 1'den
buyik (ormmegin 2:1, 3:1, 4:1, 5:1, 10:1 veya daha yuksek) olabilir. Bir
kangimda Y serogrubundan ve C ve W135 serogruplarmim birinden
veya her ikisinden de kapsiler sakkaritler varsa, MenY
sakkariti:MenW 135 sakkariti oran1 (a/) 1'den blyuik (6rnegin 2:1, 3:1,
4:1, 5:1, 10:1 veya daha yiksek) olabilir ve/veya MenY
sakkariti:MenC sakkariti orani (a/a) 1'den kuigiik (drnegin 1:2, 1:3, 1:4,
1:5 veya daha dusiuk) olabilir. A:C:WI135:Y serogruplarmdan olan
sakkaritler i¢in tercih edilen oranlar (a/a) sunlardir; 1:1:1:1; 1:1:1:2;
2:1:1:0; 4:2:1:1; 8:4:2:1; 4:2:1:2; 8:4:1:2; 4:2:2:1; 2:2:1:1; 4:4:2:1;
2:2:1:2; 4:4:1:2; ve 2:2:2:1. C:WI35Y serogruplarindan olan
sakkaritler i¢in tercih edilen oranlar (a/a) sunlardir; 1:1:1; 1:1:2; 1:1:1;
2:1:1; 4:2:1; 2:1:2; 4:1:2; 2:2:1; ve 2:1:1. Her sakkaritin blyiik dl¢tuide
esit bir kiitlede kullanilmasi tercih edilir.

Kapsiler sakkaritler, oligosakkarit formunda kullanilabilirler. Bunlar,
saflastirllnus  kapsiler polisakkaritin  (6rnegin  hidroliz  yoluyla)

fragmanlarina ayrilmasi ve genelde bunu takiben gergeklestirilen,
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istenen buyuklukteki fragmanlarin saflagtirilmas1 yoluyla rahathikla

olusturulabilirler.

Polisakkaritlerin fragmentasyonu, tercihen, oligosakkaritteki nihai
ortalama polimerizasyon derecesinin (DP) 30'dan dusik (6rnegin 10
ve 20 arasi, tercthen A serogrubu i¢cin vaklasik 10; WI35 ve Y
serogruplar i¢in 15 ve 25 arasi, tercihen yaklasik 15-20; C serogrubu
igin 12 ve 22 arasi; ve benzeri) olmasmi saglayacak olgiide
gergeklestirilir, DP, ivon degistirme kromatografisi va da kolorimetrik

esevlerle rahatlikla dlgtilebilir [78].

Hidroliz gerceklestirilecekse, kisa uzunluktaki oligosakkaritler:
uzaklastirmak amaciyla genelde hidrolizat buyuklige gore
siniflandirmaya tabi tutulacaktir [57]. Ultrafiltrasyon ve akabinde iyon
degistirme kromatografisi gerceklestirmeye dayali uygulamanimn drnek
gosterilebilecegi ¢esitli yollarla bu saglanabilir. A serogrubuna
istinaden, polimerizasyon derecesi yaklasik 6'va esit veya ondan
dusik olan oligosakkaritlerin uzaklastinilmas1 ve WI135 ile Y
serogruplarina istinaden, polimerizasyon derecesi yaklasik 4'ten dusik

olan oligosakkaritlerin vzaklagtirilmasi tercih edilir.

Tercih edilen MenC sakkarit antijenleri, 77 numarali referansta

MENJUGATE™ {irunune istinaden agiklanmaktadirlar.

Sakkarit antijeni kimyasal olarak modifiye edilebilir. Bu tarz bir
uygulama ozellikle A serogrubuna istinaden hidrolizi azaltmak ig¢in

faydalidir [79]. Meningokokal sakkaritler de-O-asetilasyona tabi
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tutulabilirler. Oligosakkaritler modifikasyona depolimerizasyondan

once veya sonra tabi tutulabilirler.

Bulusa konu olan bir bilesimde bir MenA sakkarit antijeni varsa, bu
antijenin natrv sakkarit izerindeki hidroksil gruplarimmdan biri veya
birden fazlasinin bir bloke edici grup ile degistirilmis oldugu bir
modifiye sakkarit olmasi tercih edilir [79]. Bu modifikasyon, hidrolize

direnci artirir.

Kovalent konjugasyon

Bu bulusa konu olan bilesimlerde yer alan kapsuler sakkaritler
genelde tasiyic1 protein(ler) konjuge edilmis olacaklardir. Genel
olarak ifade etmek gerekirse, konjugasyon, sakkaritlerin T-bagimsiz
antijenlerden T-bagimli antijenlere doniismelerini ve buna bagli olarak
immiiolojik hafizanin ¢alismasini saglamasi sayesinde sakkaritlerin
immiino jenisitesini artirir. Konjugasyon bilhassa pediatrik asilar i¢cin

taydalidir ve 1yi bilinen bir tekniktir,

Tipik tastyici proteinler, difteri veya tetanos toksinleri ya da onlarin
toksoidleri veya mutantlarinin drnek gosterilebilecegi bakteriyel
toksinlerdir., CRMqo; difteri toksimi mutanti [80] faydalidir ve
PREVNAR™ f{riiniinde kullamilan tasiyicidir. Diger uygun tasiyici
proteinler arasinda, N. meningitidis dis membran proteini kompleksi
[81], sentetik peptidler [82, 83], 1s1 sok proteinleri [84, 85], bogmaca
proteinleri [86, 87], sitokinler, [88], lenfokinler [88], hormonlar [88],
buylime faktorleri [88], ¢esitli farkli patojen kaynakli antijenlere ait

birden ¢ok insan CD4" T hiicresi epitopunun yer aldigi artifisyel
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proteinler [89], dmegin N19 [90], H. influenzae kaynakl protein D
[91-93] veya onun toksik olmayan derivatlar [95], pnomokokal yiizey
proteini PspA [96], demir alim proteinleri [97], C. difficile kaynakl
toksin A veya B [98], rekombinan P. aeruginosa cksoproteini A

(rEPA) [99] ve benzerleri sayilabilir,

Gerekirse ve gerektiginde uygun herhangi bir baglayici esliginde,

uygun herhangi bir konjugasyon reaksiyonu kullanilabilir.

Sakkarit normalde konjugasyon gergeklestirilmeden once aktive
edilecek veya islevsel hale getirilecektir. Aktivasyon i¢in Ornegin
CDAP (omegin |-siyano-4-dimetilamino piridinyum tetraflorobotrat
[101, 101 ve benzeri]) gibi sinanilleyici reaktifler kullanilabilir. Baska
uygun tekniklere gore, karbodiimidler, hidrazitler, aktif esterler,
norboranlar, p-nitrobenzoik asit, N-hidroksisitksinimid, S-NHS, EDC,

TSTU veya benzeri unsurlar kullanilabilir.

Bir baglayict grup araciligiyla baglanti kurmak i¢in, bilinen uygun
herhangi bir prosedir, ornegin 102 ve 103 numarali referanslarda
anlatilan prosediirler kullanilabilir. Bir tip linkajda, polisakkarit
indirgen aminasyona tabi tutulur, olusan amino grubu bir adipik asit
baglayici grubunun bir ucuna kenetlenir ve daha sonra bir protein
adipik asit baglayict grubunun diger ucuna kenetlenir [104, 105].
Diger baglayicilar arasinda, B-propionamido [106], nitrofenil-etilamin
[107], haloasil halitler [108], glikozidik linkajlar [109], 6-
aminokaproik asit [110], ADH [111], C, ila C,; moieteleri [112] ve
benzerleri sayilabilir. Bir baglayicimin kullanilmasina alternatit olarak,

dogrudan linkaja bagvurulabilir. Proteine dogrudan linkaj, drnegin 113
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ve 114 numaral referanslarda anlatildigr gibi, polisakkaritin okside
edilmesi ve ardmdan proteinin indirgen aminasyona tabi tutulmasi

yoluyla ger¢eklestirilebilir,

Sakkarite (o6rnegin terminal =0 gruplan yerine -NH, getirilerek)
amino gruplarimin sokuldugu, ardindan sakkaritin bir adipik disester
(0megin adipik asit N-hidroksisiiksinimido diester) ile derive edildig
ve son olarak sakkaritin tasiyici protein ile reaksiyona sokuldugu bir
proses tercih edilir. Bir diger tercih edilen reaksiyonda, drnegin MenA
veya MenC i¢in bir tasiyict protein D ile CDAP aktivasyonu
gergeklestirilir.

Dis membran vezikulleri (OMV'ler)

Bulusa konu olan bilesimlerin OMV'lerin tipik karakteristikleri olan
antijen kompleksleri veya tanimlanmamus antijen karisimlar:
icermemeleri tercih edilir. Bununla birlikte, fHbpmmin OMV'lerin
etkinligini [4] artirdig1 tespit edilmis oldugu i¢in, bulus OMV'ler ile
birlikte kullanilabilir ve bu, bulusa konu olan polipeptidler OMYV
preparati i¢in kullanilan suslarda basitce karistirilmasi veya asiri

eksprese edilmesi yoluyla saglanir.

Bu yaklasim, genel olarak, N.meningitidis B  serogrubu
mikrovezikilller1 [115], mativ OMV'ler' [116], kabarciklar veya dis
membran vezikillerinin (6rmegin 117 1la 123 numarah referanslar ve

benzeri) preparatlarini gelistirmek amaciyla kullamlabilir.
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Tipik dis membran vezikiiller1 bakterilerden artifisyel olarak
hazirlanirlar ve deterjan uygulamast yapilarak (oregin deoksikolatla)
veya deterjan kullanilmayan yollarla hazirlanabilirler (0rnegin bkz:
127 numarali referans). OMV'ler olusturmak icin izlenen tekniklerde,
bakterilere deterjanin presipite olmasmma neden olmayacak kadar
vuksek bir pH'de bir safra asit tuzu deterjam (6rnegin litokolik asit,
kenodeoksikolik asit, ursodeoksikolik asit, deoksikolik asit, kolik asit,
ursokolik asit ve benzerleri; Neisseria tedavisi igin tercih edilen
sodyum deoksikolattir [124 & 125]) uygulanir [126]. Diger teknikler,
ormegin  sonikasyon, homojenlestirme,  mikroakiskanlastirma,
kavitasyon, osmotik sok, 0Ogutme, French press, harmanlama ve
benzer1 teknikler kullamilarak hemen hemen hi¢ deterjan olmadan
[127, 128] gerceklestirilebilirler. Deterjanin kullanilmadigi ya da
disik seviyede kullanildigi yontemler, NspA ve fHbp gibi kullamish
antijenlerin korunmasim saglayabilirler. Dolayisiyla, bu bulusta
kullanilacak olan OMV'ler, deoksikolat igcerigi yaklasik %0,5 va da
daha dustk olan, ornegin yaklasik %0.,2, yaklasik %0,1, < %0,05 ya
da sifir olan bir OMYV ckstraksiyon tamponu kullamlarak

hazirlanabilirler.

MV'ler (membran vezikillleri) ve NOMV'ler (nativ dis membran
vezikilller1) olarak bilinen vezikuller, bakteriyel ¢ogalma sirasmda
spontan olusan dogada kendiliginden olusan vezikillerdir ve kiiltar
vasati icine salmirlar. MV'ler, sivi besiyer1 killtir vasati i¢inde
Neisseria'min killtirlenmesi, sivi besiyeri kultir vasati iginde bulunan
tam hucrelerin daha kiigik MVlerden (6rnegin filtrasyonla ya da daha
kiigiik vezikilleri degil de, yalmizca hiicreleri peletlemek igin duisiik

hizda santrifijleme yoluyla) ayrilmas: ve ardindan, hicrelerin
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uzaklastinlmis  oldugu wvasattan MV'lerin (dmegin, filtrasyonla,
MV'lerin diferansiyel presipitasyonu veya agregasyonu yoluyla,
MV'leri peletlemek i¢in yuksek hizda santrifiijleme yoluyla)
toplanmasi suretiyle elde edilebilirler. MV'lerin tretiminde kullanima
vonelik suslar, genelde, kulturde furetilen MV miktar1 temelinde
secilebilirler; ornegin 135 & 136 numarali referanslarda, yuksek

miktarda MV turetimi temelinde Neisseria anlatilmaktadir.

Vezikiiller, ornegin imminojenisiteyl artirmak maksadiyla (ornegin
hiper-ekspresyon immiinojenleri), toksisiteyi dilsiirmek maksadiyla,
kapsuler polisakkarit sentezini inhibe etmek maksadiyla, PorA
ekspresyonunu asagi regiile etmek maksadiyla ya da benzeri baska bir
maksatla genetik olarak manipiille edilmis olan bakterilerden [129-
132] hazirlanabilirler. Hiperkabarciklanan suslardan hazirlanabilirler
[133-136]. Farkli simmif I dis membran proteini alt-tiplerinin séz konusu
oldugu bakteri vezikiilleri kullanilabilir, drnegin her biri Gi¢ alt-tip
sergileyen 1ki farkhh genetigl degistirilmis vezikill populasyonu
kullanilarak elde edilen alti farkli alt-tip [137, 138] veya her biri uig
alt-tip sergileyen ¢ farkl genetigi degistirilmis vezikul populasyonu
kullanilarak elde edilen dokuz farkli alt-tip veya benzeri bir durum soz
konusu olabilir. Faydali alt-tipler arasinda sunlar bulunur: P1.7,16;
P1.5-1,2-2; P1.19,15-1; P1.5-2,10;, P1.12-1,13; P1.7-2,4; P1.22,14;
P1.7-1,1; P1.18-1,3,6. Bununla birlikte genelde, bu bulusta OMV'lerin

bir yabani tip meningokok susundan hazirlanmasi tercih edilir.

Dolayisiyla bu bulusta kullamilacak olan vezikilller herhangi bir
yabani tip meningokok susundan hazirlanabilirler. Vezikiller genelde

bir B serogrubu susundan hazirlanacaklardir, fakat vezikilleri B
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digindaki serogruplardan (A serogrubuna iliskin bir proses 1¢m
omegin 126 numarah referansa bakimz), 6rmegin A, C, W135 veya
Y'den hazirlamak da mimkindir. Sug herhangi bir serotipe (6rnegin
1, 2a, 2b, 4, 14, 15, 16 ve benzeri), herhangi bir seroalttipe (ornegin
P1.4) ve herhangi bir imminotipe (ornegin L1; L2; L3; L.3,7; L3,7,9;
L10; ve benzeri) mensup olabilir. Meningokoklar, hiperinvazif ve
hiperviriilan seriler dahil uygun herhangi bir seriden, drmegin asagida
belirtilen yedi hiperviriilan serinin herhangi birinden olabilirler: alt-
grup I; alt-grup I1I; alt-grup IV-1; ET-5 kompleksi; ET-37 kompleksi;
A4 kiimesi; ser1 3. En ¢ok tercih edilen, OMV'lerin NZ98/254
susundan ya da P1.4 PorA seroalttipine mensup herhangi bir sustan
hazirlanmalaridir.  Bu  bulusta, BEXSERO™ ve MENZB™
uriinlerinde kullanilan ve NZ98/254 susundan hazirlanan OMV'ler

kullamilmasi fayda saglar.

Vezikiiller genelde menigokokal lipooligosakkaritler  (LPS,
lipopolisakkarit olarak da bilinen LOS) icereceklerdir, fakat LOS'un
OMV'erdeki pirojenik etkisi ayni miktarda saflastirilmis LOS'la
gorulenden ¢ok daha dusuktur ve OMV'lerin aluminyum hidroksite
adsorpsivonu  pirojenisiteyl daha da duosuriir. LOS seviyeleri,
endotoksin Uluslararast Birimler: (IU) cinsinden ifade edilirler ve
LAL eseyi (limulus amebosit lizat) ile test edilebilirler. LOS'un OMV
proteininin pg'si basina 2000 IU'dan az miktarda bulunmasi tercih

edilir.

Bir vezikillde LOS ver aliyorsa, vezikili LOS ve protein
bilesenlerinin birbirlerine baglanmasini saglayacak bir islemden

gegirmek miimkiindiir ("kabarcik i¢1" konjugasyon [139]).



10

15

20

25

72

140 numarah referansta kullanima uygun bir OMV saflastirma proses:
anlatilmakta olup, bu proseste yuksek hizhi santrifiij yerine ham
OMV'lerde  ultrafiltrasyon  uygulanmaktadir. Bu  proses,
ultrafiltrasyondan sonra gerceklestirilen bir ultrasantrifij basamaga
igercbilir.  Proses, ultrafiltrasyondan sonra gergeklestirilen  bir
ultrasantrifiiy basamagy i¢cerebilir. OMV'ler, 152 numaral referansta
anlatilan i1ki asamali buyuklik filtrasyon prosesi kullamilarak da

saflastirilabilirler.

OMV'lerin hazirlandiktan sonra bir sukroz ¢ozeltisinde sispanse

edilmeleri faydah olabalir.

Konakg¢r huicreler

Bu bulus, bulusa konu olan bir polipeptidi eksprese eden bir bakteri
ortaya koyar. Bu bakteri bir meningokok veya bir E. coli olabilir.
Bakter1 polipeptidi konstitiitif olarak eksprese ediyor olabilir, fakat
bulusun bazi yapilarmda ekspresyon bir induklenebilir promotorin
kontrolui altinda gergeklesir. Bakter: polipeptidi hiper-cksprese ediyor
olabilir (karsilastirimz: 141 numaral referans). Ideal olan, polipeptid

ekspresyonunun faz-degisken olmamasidir.

Bu bulus, bulusa uygun bir bakteriden (o0zellikle de bir
meningokoktan) hazirlanan dis membran vezikillleri de ortaya koyar.
Bulusa uygun bir bakteriden vezikuller iretmek i¢in olan bir proses de
ortaya kovar. Bu suslardan hazirlanan vezikilller tercihen bulusa
uygun polipeptidi igerirler ve bu polipeptid vezikillerde

immilnoerisilebilir formda bulunmalidir, baska bir deyigle bulusa
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uygun saflastinnlmis polipeptide baglanabilen bir antikor vezikillerde

bulunan polipeptide de baglanabilmelidir.

Bu bulusa uygun bakteriler, bulusa konu olan bir polipeptidi
kodlamanin yam sira, bir veya daha fazla sayida ¢k modifikasyon
thtiva edebilirler. Ornegin bu bakterilerde bir modifiye fur geni
bulunabilir [142]. NspA ekspresyonu, porA ve cps knockout'u ile
yukari regiile edilebilir. OMYV uretmek i¢in istifade edilebilecek ek N.
meningitidis knockout mutantlari 6rnegin 139 numarali referansta
agiklanmaktadirlar. 143 numaral referansta, alti farkli PorA alt-tipini
eksprese etmelerini saglayacak modifikasyonlardan gecirilmis olan
suglardan vezikill yapim anlatilmakta ve ag¢iklanmaktadir. LPS
biyosentezinde rol oynayan enzimlerin knockout edilmesi yoluyla elde
edilen dusiik endotoksin seviyelerine sahip mutant Neisseria da
kullanilabilir [144, 145]. Bu bulusta, LPS'in lipid A kisminm
toksiklestirilmesinde rol oynayan en az bir adet genin, ozellikle de
Ipxll  geninin  ekspresyonunun azalmasim veya sona ermesini
saglayacak degisikliklere tabi tutulmus olan mutant Neisscria
kullanilabilir [146]. Benzer sekilde, bu bulusta, kapsiiler polisakkarit
sentezi veya ihracinda rol oynayan en az bir adet genin, ozellikle de
synX ve/veya ctrA genlerinin ekspresyonunun azalmasini veya sona
ermesini saglayacak degisikliklere tabi tutulmus olan mutant Neisseria
kullanilabilir. Bu veya baska mutantlarm hepsi bu bulusta

kullanilabilir.

Bulusun bazi yapilarinda, bir sus PorA ekspresyonu yoninden asagi
regille edilmis olabilir, drnegin vyabani tip seviyelerine (6rnegin

H44/76 susunda seviyelere) kiyasla PorA miktari en az %20 (drnegin
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> %30, = %40, = %50, = %60, > %70, = %80, = %90, > %95 ve

benzeri) oraninda dugiirilmiis ve hatta knockout edilmis olabilir.

Bulusun bazi vapilarinda, bir sus belirli proteinleri hiper-cksprese
ediyor olabilir (mitekabil yabani tip susa kiyasla). Ornegin, suslar,
NspA, protein 287 [117], fHbp [141] (bulusa konu olan fHbp dahil),
TbpA ve/veya TbpB [147], Cu,Zn-superoksit dismutaz, HmbR veya

benzeri proteinleri hiper-eksprese edivor olabilirler.

Bulusa konu olan bir polipeptidi kodlayan bir gen bakteriyel
kromozoma entegre edilmis olabilir ya da ornegin bir plazmid i¢inde

epizomal formda bulunuyor olabilir.

Vezikill turetimi i¢in fayda saglayacak bir yaklasima gore, bir
meningokok, polipeptid ekspresyonunun fazdan faza defismemesini
saglayacak olan bir genetik  degisiklie tabi  tutulabilir.
Meningokoklarda gen ekspresyonunun faz degiskenligini azaltmak
veya sona erdirmek i¢in kullamlabilecek yontemler 148 numarali
referansta agiklanmaktadir. Omek vermek gerckirse, gen bir
konstitiitif veya indiiklenebilir promotoriin kontroliine birakilabilir ya
da tfaz degiskenliginden sorumlu olan DNA motifi ¢ikarilabilir veya

degistirilebilir.

Bulusun bazi yapilarinda, bir sus, 122, 129, 133 ve 139 numarali
referanslarda  agiklanan  knockout ve/veya  hiper-ekspresyon
mutantlarindan birini veya birden fazlasini igerebilir. Ornek vermek
gerekirse, bu dort vayinda sunulan rehber ve nomenklatir

gergevesinde asagi-regiilasyon ve/veya knockout igin uygun genler
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arasmda sunlar sayilabilir: (a) Cps, CtrA, CturB, CtrC, CuD, FrpB,
GalE, HtrB/MsbB, LbpA, LbpB, LpxK, Opa, Opc, PilC, PorB, SiaA,
SiaB, SiaC, SiaD, TbpA ve/veya TbpB; (b) CtrA, CtrB, CtrC, CtrD,
FrpB, GalE, HtrB/MsbB, LbpA, LbpB, LpxK, Opa, Opc, PhoP, PilC,
PmrE, PmrF, SiaA, SiaB, SiaC, SiaD, TbpA ve/veya TbpB ; (¢) ExbB,
ExbD, rmpM, CtrA, CtrB, CtrD, GalE, LbpA, LpbB, Opa, Opc, PilC,
PorB, SiaA, SiaB, SiaC, SiaD, TbpA ve/veya TbpB; veya (d) CtrA,
CtrB, CtrD, FrpB, OpA, OpC, PilC, PorB, SiaD, SynA, SynB, SynX
ve/veya SynC.

Bir mutant sus kullamlacaksa, bulusun baz1 yapilarinda bu sus asagida
belirtilen karakteristiklerden birine veya birden fazlasma ya da
hepsine sahip olabilir: (i) meningokokal LOS'u kesmek i¢in asagi-
regile edilmis veya knockout edilmis LgtB ve/veya GalE; (ii) yukan
regille edilmis TbpA; (iii) yukar1 regille edilmis NhhA; (iv) yukar:
regille edilmis Omp&35; (v) yukar: regiile edilmis LbpA; (vi) yukari
regiile edilmis NspA: (vii) knockout edilmig PorA; (vii) asagi regil
edilmis veya knockout edilmis FrpB; (ix) asagi regile edilmis veya
knockout edilmis Opa; (x) asagr regul edilmis veya knockout edilmis
Opc; (11) silinmis cps gen kompleksi. Bir kesik LOS; bir sialil-lakto-
N-neotetraoz epitopu igermeyen bir LOS olabilir, drnegin galaktoz

bulunmayan bir LOS olabilir. LOS'ta bir a zincir bulunmayabilir.

Vezikillleri hazirlamak i¢in kullamlan menimgokok susuna bagl
olarak, veziklllerde susun nativ fHbp antijeni bulunabilir de

bulunmayabilir de [149].
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Bulusun tercih edilen bir yapisinda, bir meningokok bir fonksiyonel
MItA proteini eksprese etmez. 150 & 151 numarah referanslarda
tartisildigr gibi, meningokoklarda MItA'min (GNA33 adiyla da bilinen
membrana bagl litik transglikozilaz) knockout edilmesi, kultir
vasatinin i¢ine bilyllk miktarlarda membran vezikulini spontan bir
duzende serbest birakan bakteriler saglar ve bu vezikiller kultir
vasatindan kolayca saflastirilabilirler. Ornegin, vezikuller, 152
numarali referansta anlatilan ve asagida belirtilen basamaklar igeren
iki asamali bliylkliik filtrasyon prosesi kullanilarak saflastirilabilirler:
(1) vezikillerin filtrata gegmek suretiyle sahip olduklar farkl
buyuikliikler temelinde bakterilerden ayrildiklart bir birinei filtrasyon
basamag; ve (11) vezikillerin retentatta korunduklan bir ikinel
filtrasyon basamagi. MItA mutasyonu (asagi-regiillasyon veya
knockout), 'GMMA' asilarinda kullanilmustir [153] ve LPSnin lipid A
kismin toksiklestirilmesinde rol oynayan en az bir adet gene,
ozellikle de Ipxll'e ve/veya kapsiler polisakkarit sentezi veya
thracinda rol oynayan en az bir adet gene, ozellikle de synX ve/veya
ctrA genlerine yonelik ek asagi-regiilasyon veya knockout uygulamasi

1le rahatlikla kombine edilebilir.

Bu yaklasimm kullamldigi bir 'GMMA' (Membran Antijenleri i¢in
Jeneralize Modill) asis1 i¢in tercih edilen meningokok suslarimdan biri,
bulusun birinci, ugiincll veya besinel Ozelligine uygun bir mutant v2
fHbp ve/veya bulusun ikinci, dordinct veya altinc1 dzelligine uygun
bir mutant v3 fHbp ecksprese eder ve bu ekspresyon kuvvetli
promotorler ile yonlendirilebilir. Bu susun serbest biraktigi vezikuller
arasinda, immiinojenik formdaki mutant v2 ve/veya v3 {Hbp

proteinleri bulunur ve bu vezikiiller ile yapilan uygulama, 153
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numarali referansta tartigildigi gibi  bakterisidal antikor cevab
saglayabilir. Sus, bir vl fHbp de eksprese edebilir ya da bunun yerine,
¢ozimur formdaki ayrn bir rekombinan protein olarak bir vl fHbp
sunulabilir (ve vl fHbp, Ornegin vyukarida tartisildigi gibi tH'ye
baglanma kabiliyetini bozmak maksadiyla mutasyona ugratilnus olan
bir yabani tip veya bir mutant sekans olabilir). Bu bulus bu tir suslar
ortaya koyar ve ayrica bu suslarin omegin suslar ¢ogaltildiktan sonra
kulthr vasatindan saflastirilnis olarak saldiklan vezikulleri ortaya
koyar. Bu suslarda eksprese edilmesi tercih edilen v2 mutantlarindan
biri, burada tartigildigi gibi L123 ve E240'ta (ve istege bagh olarak
S32'de) bir mutasyona sahiptir ve bu suslarda eksprese edilmesi tercih
edilen v3 mutantlarindan biri, burada tartisildig: gib1 L126 ve E243'te
(ve istege bagh olarak S32'de) bir mutasyona sahiptir. Dolayisiyla, bu
v2 ve v3 mutant fHbp sekanslarini eksprese eden meningokoklardan
hazirlanan vezikiiller, bulusa konu olan asilarda kullanilmasi bilhassa
tercih edilen immimojenleri teskil ederler. Bu tarz bir mutagenez igin
faydali bir yabani tip v2 sekansi, (SEKANS KOD NO.: 347n AG
formunu igeren) SEKANS KOD NO.: 33 veya SEKANS KOD NO.:
35" igerir ve bu tarz bir mutagenez i¢in faydali bir yabani tip v3

sekansi, SEKANS KOD NO.: 36'y1 igertir.

Bu tur suslarda kullamlmasi fayda saglayacak olan promotorler
arasinda, 154 ve 155 numarah referanslarda agiklanan promotorler
bulunur. Ornegin, promotor, (a) bir porin geninde, tercihen porA veya
porB'den, ozellikle de N. meningitidis'ten gelen bir promotor olabilir
veya (b) bilhassa N. meningitidis'ten olmak Uzere bir rRNA gen
promotorl (6rnegin bir 16S rRNA geni) olabilir. Bir meningokokal

porin promotdril kullanilacaksa, bu promotdriin kaynagi tercthen
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porA'dir ve hatta daha da somutlastirmak gerekirse, bir meningokokal
porA gen promotorunin bir -10 bolgesi ve/veya bir meningokokal
porA gen promotOriniin bir -35 bolgesidir (tercih edilen, burada bahsi
gegen -10 bolgesi ile -35 bolgesinin 12-20 nitkleotid uzunlugundaki
bir ara sckans ile ayrilmis olmalar1 ve burada bahsi gegen ara scansin
va hi¢c poli-G- sekansi icermemesi ya da en fazla sekiz adet ardisik
dizili G niukleotidine sahip olan bir poli-G- sekansi igermesidir). Bir
rRNA gen promotoril kullanilacaksa, bu promotor, somut olarak (i) bir
meningokokal rRNA gen promotoriintin bir -10 bodlgesini ve/veya (i)
bir rRNA gen promotoriiniin bir -35 bdlgesini igerebilir. Yukanda
aciklanan (a) ile (b)nin bir hibridini kullanmak, ornegin bir porA
promotorinden bir -10 bdlgesi ile bir rRNA promotorinden (bir
konsensiis -35 bolgesi olabilecek olan) bir -35 bolgesini birlikte
kullanmak da mumkindur. Dolayisiyla, ya (1) bir (ozellikle
meningokokal) rRNA geninden bir -10 bolgesi ve bir (ozellikle
meningokokal) porA geninden bir -35 bolgesi ya da (i) bir (0zellikle
meningokokal) porA geninden bir -10 bolgest ve bir (Ozellikle
meningokokal) rRNA geninden bir -35 bolgesi igeren bir promotor

faydali bir promotor olabilir.

Genel

"Iceren" terimi, hem "kapsayan" terimini hem de "olusan" terimini
icine alan bir anlam tasir; omek vermek gerekirse, X "iceren" bir
bilesim, yalnizca X'ten olusuyor olabilecegi gibi, onun yan sira baska
bir seyi daha kapsiyor olabilir, drnegin X + Y igeriyor olabilir.

"Iceren"e (veya "igerir" ve benzeri) yapilan atiflar, istege bagli olarak
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"olusan"a (veya ‘"olusur" veya benzer1) vapilan atiflar ile

degistirilebilirler.

Bir x sayisal degerine atfen kullanilan "yaklagik™ terimi istege bagh

kullanilan bir terimdir ve 6megin x = %10 anlamini tagir.

"Buyuk ol¢ude" ya da "hemen hemen tamamen" tabiri, "tamamen"
anlamim dislayan bir anlam tasimaz, ornegin "hemen hemen hi¢" Y
igermedigi sdylenen bir bilesimde kelimenin gergek anlamiyla hig Y
bulunmuyor olabilir. Gerekiyorsa ve gerektifinde, "bliyiik dlgiide" va

da "hemen hemen" tabiri bulusun tanimindan ¢ikartilabilir.

"Sekans oOzdegligi", tercihen, varsayilan parametreler ile (Ornegin
EBLOSUM®62 skorlama matrisi ¢er¢evesinde bosluk agma bedeli =
10,0 ve bosluk uzatma bedeli = 0,5 ile) kullanilan Needleman-Wunsch
global hizalama algoritmasi [156] ile belirlenir. Bu algoritma,
EMBOSS paketinde yer alan needle araci araciligiyla rahathikla
uygulanabilir [157]. Bulusu bagvurusunda belirli bir SEKANS KOD
NUMARASINA sahip bir sckans 1le sckans oOzdesligine anf
yapiliyorsa, bu 6zdesligin o SEKANS KOD NUMARASINA sahip
olan sekansin tam uzunlugu boyunca hesaplanmasimin gerektigi

anlasilmahdir.

Meningokok smiflandirmasinda serogruptan sonra serotip, seroalttip
ve son olarak immunotip yer alir ve serogrup, serotip, seroalttip ve
immiinotipin her biri standart nomenklatoriide ayr1 bir kolonda,
ornegin B:4:P1.15:L3,7.9 seklinde gosterilir. B serogrubu igcinde yer

alan bazi seriler hastalia daha sik neden olurlar (hiperinvazif), bazi
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seriler digerlerine kiyasla hastaligim daha siddetli formlarmna neden
olurlar (hipervirulan) ve digerleri hastalifa nadiren neden olurlar.
Taminan ve bilinen yedi hipervirilan seri vardir ve bunlarin adlarn
serogruplar I, III, IV-1, ET-5 kompleksi, ET-37 kompleksi, A4 kiimesi
ve seri 3'tir. Bunlar ¢oklu-lokus enzim elektroforezi (MLEE) ile
tanimlanmislardir, fakat meningokoklar1 simiflandirmak i¢in ¢oklu-
lokus sekans tiplendirme (MLST) kullamildig1 da olmustur. Dort temel
hiperviritlan kiime sunlardir: ST32, ST44, ST8 ve ST11 kompleksleri.

Bu bulus, genel itibaniyla, 2, 3, 5, 6, 7, 158, 159, 160, 161, 162, 163,
164 ve 165 numarali referanslarda ozel olarak agiklanan muhtelit

fHbp sekanslarmi kapsamaz.

ORNEKLER

Ornek 1; fH baglanimina yonelik mutagenez

Yabani tip v2 proteini (SEKANS KOD NO.: 2), immobilize msan
fH'st  kullamlarak  yiizey plazmon rezonanst (SPR) ile
degerlendirildiginde fH'ye yonelik kuvvetli baglanma gostermektedir
(Sekil 1, ust ¢izgi). FHbpmin fH've baglanimini bozmak ig¢in, v2'de
Glu-266 (SEKANS KOD NO.: 5'te E240; 19 & 25 numarah
referanslardaki E248'e tekabill etmektedir) ve v3'te Glu-274
(SEKANS KOD NO.: 17'de E243) mutasyona ugratilarak Ala'ya
donisturilldi. V2'deki E266A mutasyonu, fH baglammmimi kuvvethi
olcude dusiirdu (Sekil 1, alt ¢izgi).
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Benzer sekilde, vl fHbp'de bilinen 'R41S'" mutasyonu yapildi
(SEKANS KOD NO.:52).

Ornek 2: Stabilize artirma amach mutagenez

V2 ve v3 fHbp'lerin her ikisi de, 6zellikle N-terminal domainleri
bakimindan vIl'den anlamli olgiide daha az stabildir ve v2, bu ¢
varyantin en az stabil olanidir. V2'de stabiliteyi artirmak i¢in iki artik
mutasyona ugratildi: SEKANS KOD NO.: 2'de Ser-58 (SEKANS
KOD NO.: 5'te §32) ve SEKANS KOD NO.: 2'de Leu-149 (SEKANS
KOD NO.: 5'te L123) mutasyona ugratilarak sirasiyla Val ve Arg'ye
donustirilldii. Mutant v2 protein1 (SEKANS KOD NO.: 19) DSC ile
analiz edilip yabani tip sekans olan SEKANS KOD NO.: 2 ile
karsilastinldt  ve C-terminal domainin T,'sinin mutasyondan
etkilenmedigi goérualdi.  N-terminal domainin T,'si > 20°C daha
yiksektir (Sekil 2, ok ile isaret edilen artis). V3'te de bunlarin muadili
mutasyonlar yapildi (SEKANS KOD NO.: 44).

SS58V ve LI149R mutasyonlariim yapilma amaci stabiliteyi artirmak
olmasina ragmen ve bu mutasyonlar sayesinde bu amaca ulasilmis
olmakla birlikte, Sekil 1'de gorilebilecegi lizere (orta ¢izgi) mutant
polipeptid (SEKANS KOD NO.: 19) (E266A mutasyonu olmasa dahi)
sasirtict bir sckilde ¢ok daha azalmis fH baglamimi da sergiledi.
Ayrica, bir serum bakterisidal eseyinde bu v2 mutantinin SEKANS
KOD NO.: 18'e¢ kars1 Uretilmis olan insan antikorlarina baglanma

konusunda rekabete girebilecegi kaydedildi:
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rSBA Sus: Var 2.19 Sus: Var 2.16
Tavsan 20-1 Tavsan 20-1
Rakip
741(2-3-1) 741(2-3-1)
Yok 2048 4096
741 V2 SS8/L149R <16 <16

V2'de vapilan S58V/LI49R stabilize edici mutasyonun fH
baglanimina yonelik sasirtict bir etkisi vardi ve bundan dolayi
E266A'min stabiliteye etkisi de arastirildi. Bu mutasyon, potansiyel bir
beta figc1 stabilizasyonuna isaret eden bir etkiye neden olarak,
beklenmedik bir sekilde N-terminal domainin stabilitesini azaltti, fakat
C-terminal domainin stabilitesini yabani tipe kiyasla > 15°C
diuzeyinde artird1 (Sekil 3'te gosterildigi gibi 83°C'den 99°C'ye varan
olgude).

V3'te, SS8V ve L149R mutasyonlarmin fH baglanmasina etkiler1 ayn
ayrt cahisildi. Bunun icin, SEKANS KOD NO.: 17've uygun
numaralandirtlmig S32V veya L126R mutasyonu v3 sekansma dahil
edildi. Bu iki mutant, iki farkli yabani tip v3 sekansiyla ve ayrica v3'te
fH baglanimini  bozdugu bilmen 'E313A" mutanti [23] ile
karsilastirildi.

Sekil 6'da  gosterildigr gibi, her iki yabani tip v3 de fH'ye
baglanmaktadir (st iki ¢izgi). Stabiliteyi artirmak maksadiyla
tasarlanmis olan S58V mutasyonu SPR pikini yaklagik 2 kat distirdil.

En sasirticisy, (yine stabiliteyi artirmak maksadiyla tasarlanms olan)
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L149R mutasyonu fH afinitesini bilinen E313A mutant: ile benzer bir

seviyeye indirgedi (alt iki ¢izgi).

V3'teki S58V L149R mutasyonlart DSC ile de incelendiler ve bu
mutasyonlarin N-terminal T, 'vi 5,5°C (S58V) veya 6,7°C (L149R)
artirdiklar1 tespit edildi. Bu mutantlarin her ikisinin de T,'s1, v2
S58V/L149R ikili mutantinda goriilenden yuksekti. L149R v3 mutant
da C-terminal domainine istinaden daha vyuksek bir T, degeri

gosterirken, S58V v3 mutantinda hemen hemen hi¢ kayma yoktu.

Ornek 3: Fuzyon polipeptidleri

Stabilite ve fHbp baglanimma yoOnelik mutasyonlar, v2 (SEKANS
KOD NO.: 3) ve v3Tun (SEKANS KOD NO.: 51) mutant formlarinda
kombine edildiler. Bu mutantlar v2-v3-vl sirasiyla mutant vl
sckansiyla (SEKANS KOD NO.: 52) fuzyonlanip baglayicilarla
birlestirilerek SEKANS KOD NO.: 27 ('SNB') elde edildi.
Dolayisiyla, soz konusu ii¢ yabani tip sekansma kiyasla bu fuzyon
polipeptidinde toplamda 7 nokta mutasyonu vardir (Sckil 9). SNB
fuzyonu, bu noktas mutasyonlarinin bulunmadigi bir 'yvabani tip'
fuzyon polipeptidi (SEKANS KOD NO.: 18; 163 numarali referansta
SEKANS KOD NO.: 36) ile kiyaslandi. Proteinin her iki formunu da
eksprese eden E. coli ekstraktlarn Western blot ile problandi ve
proteinin degradasyon formlarimin fizyonun (SEKANS KOD NO.:
27) stabilize edilmis baglanmayan formlar1 kullanilarak ¢ok daha az

goriintir olduklar1 saptandi (Sekil 8).
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SNB fuzyonunun fH'ye baglammu SPR ile mncelendi ve 'yabam tip'
fuzyon ile karsilastinldi. Sekil 4'te, 'vabanmi tip' fluzyonun fH've
kuvvetle dizeyde baglandigr (st ¢izgi), SNB mutantinin ise fH ile

anlamli bir etkilesim kurmadigi (alt ¢izgi) gosterilmektedir.

Bahsi gecen 1ki fuzyon polipeptidinin stabilites1 DSC kullanilarak
incelend1 (Sekil 5). 'Yabam tip' fuzyona iliskin termogramda (Sekil
5A) v3 ile iliskilendirilebilir herhangi bir N-terminal gegis yoktu ve
buna bagh olarak soz konusu domainin dogru katlanmamis oldugu
anlagildi. Diger yandan, 'SNB' mutantina iligkin termogramda 6
domainin (N- ve C-terminallere iliskin 3'er domain) hepsinde gegisler
goruldii ve dolayisiyla butin domainlerin dogru katlannms oldugu

anlasildi (Sekil 5B).

Ote yandan, v2 (SEKANS KOD NO.: 45) ve v3 (SEKANS KOD NO.:
44) stabilite mutasyonlar1 v2-v3-v1 sirasiyla 'R41S' mutant v1 sckansi
(SEKANS KOD NO.: 52) ile fuzyonlanmip baglayicilar kullamlarak
birlestirilerck SEKANS KOD NO.: 29 elde edildi. Dolayisiyla, soz
konusu fUi¢ yabani tip sekansina kiyasla bu fizyon polipeptidinde

toplamda 5 nokta mutasyonu vardir.

FHbp'nin fH'ye baglanmayan formlarmi SBA titreleri ortaya ¢ikarma

kabiliyeti transgenik (Tg) farelerde test edildi:
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Prototipik suslara kars: elde edilen
Antijen
rSBA titreleri
Var 1.1 | Var 2.16 Var 342
fHbp fuzyonu SEKANS
1024% | 4096 8192
KOD NO.: 18
fHbp fuzyonu SEKANS
16384 | 32768 > 32768
KOD NO.: 27

Bu veriler, fHbp'nin baglanmayan formlarinin daha immiunojenik

olabileceklerini gdstermektedir.

Ornek 4: 3D yapilar

Daha onceden fHbp var3 vapisi yalmizca fH ile komplekste
ayristirlmistir. Daha Onceki ¢alismalarda v2 fHbp-fH kompleksinden

fHbp'nin yalmzca C-terminal domaini tespit edilebilmistir.

V2 ve V3 fHbp mutantlarimin kristalleri asagida tarif anlatildigr gibi
hazirlandilar: Kristalizasyon deneyleri, bir Gryphon Kristalizasyon
robotu (Art Robbins Instruments) kullanilarak gergeklestirildiler. X-
1511 difraksiyon verileri, bir Pilatus 2M dedektdrde Isvigre Isik
Kaynagi (Paul Scherrer Institute, Villigen, Isvigre) 151k demeti
X06DA'da ya da Avrupa Senkrotron Radyasyon Tesisi (ESRF),
Grenoble, Fransa'min 1s1ik demeti hatti BM30A'da toplandilar. Butin
difraksiyon verileri, iMosflm ile 1glenip Aimless ile dlgeklendiler ve

kristalografik manipiilasyonlar, CCP4 paketi ile gergeklestirildiler.
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fHbp Yapisi Kristaller |Yapi (A)
fHbp v2.1 S58V/L149R EVET EVET (1.7)
fHbp v3.1 S58V/LI149R EVET EVET (3.3)

Stabilize edici mutasyonlar, var.2 N-terminalinin yapr tayinini
kuvvetlendirmektedir ve fHbp var.3 S58V'nin X-ismi1 yapisi, fH
olmadan ¢ozulmustur. FHbp var.2 ve var.3, var.l'e kiyasla daha az
stabil bir katlanma ile karakterizedirler. Bundan dolayi, fHbp var2 ve
var3'iin tam boy yapilarm belirlemekte zorlanilmistir. Proteinin
stabilize edilmesi, hem yapi1 hem de fonksiyonalitenin korunmasini,
bununla birlikte (mikro)ortam ile daha iy1 bir termodinamik dengenin
kurulmasinm saglar. Sonug olarak, protein stabilizasyonu genelde yapi
tayini igin uygun kristallerin elde edilmesini saglar. S58V ve L149R
stabilize substitisyonlari, tam fHbp wvar.3 kristal yapisinin tayin
edilmesine ve fHbp var.2'nin 81-254 segmentinin ayristirilmasina
olanak sagladi. Stabilize edici mutasyonlar yapilarak, N-terminalin

yapisinin hemen hemen tamanmu fH olmadan elde edilmistir (Sekil 7).

Ornek 5: Yuzey Plazmon Rezonansi (SPR) analizi

SPR, 231 kimerik protemlerinin fH proteinlerine baglanimini analiz
etmek 1¢in kullamldi. Butin SPR deneyler, 25°C sicakhikta bir
Biacore T200 cihazi1 (GE Healthcare) kullamlarak gerceklestirildiler.
Kisaca deginmek gerekirse, bir karboksimetillenmis dekstran sensor
¢ipinde (CM-5; GE Healthcare) amin kenetleme yoluyla benzer
yogunluklardaki ((~400-500 cevap birimi (RU)) 231 proteinler:

immobilize edildi. Immobilize edilen proteinler sunlardi:



10

15

20

25

87

o Alkis hiicresi 2'de immobilize edilen 231 yabani tip (SEKANS
KOD NO.: 18) saflastirma MenB 547 (0,26 mg/ml)

o+ Hem v2 hem de v3 i¢in R41S, S58V ve L149 mutasyonlarim
igeren ve Akis hiicresi 3'te immobilize edilen 231 S (SEKANS
KOD NO.: 29) saflastirma MenB 532 (0,68 mg/ml)

e Hem v2 hem de v3 i¢cin R41S, S58V ve L149 mutasyonlarmi ve
E252A ve E255A mutasyonlarim igeren ve Akis hiicresi 4'te
immobilize edilen 231 SNB (SEKANS KOD NO.: 27)
saflagtirma MenB 512 (0,78 mg/ml)

Bu proteinler Asetat pH 5,5'te 5 pg/ml konsantrasyonuna varana dek
seyreltildiler ve bir standart amin kenetleme protokolil takip edilerek
hedef yogunluga ulasildi. Diger akis hucreleriyle aym sekilde fakat
herhangi bir protein kullamilmadan Akis hiicresi 1 hazirlandi. Daha
sonra Akis hiicresi 1 referans hiicre olarak kullanildi ve elde edilen
sinyal diger akis hucrelerinden elde edilen sinyalden ¢ikartildi.
Yuriitme tamponunda 10 mM Hepes, 150 mM NacCl, 960,05 (h/h) P20
vuzey aktif maddesi, pH 7.4 (HBS-P- GE-Healthcare) vardi. Daha
sonra fH proteinleri, baglanma deneylerini gergeklestirmek amaciyla,
2 kat seyreltmelerle elde edilen artan analit konsantrasyonuna sahip
bes enjeksiyon (62,5 nM 1la 1 M) halinde enjekte edildiler. Asagida
belirtilen fH yapilar test edildi: faktor H tam boy (Calbiochem) ve C.
Tang'in sagladig1 yalnizca 6-7 numarali domainleri igeren faktor H

(Schneider et al., Nature 458, 890-893).

Her enjeksiyondan sonra yiizeyler 20 saniye boyunca uygulanan bir
10 mM glisin pH 1,7 enjeksiyonu ile rejenere edildiler. Yalnmizca

tampon bulunan bir blank enjeksiyon her egriden ¢ikartildi ve referans
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sensorgramlar1  deneysel sensorgramlardan c¢ikartilarak  spesifik
baglanmay1 temsil eden egriler elde edildi. Gosterilen veriler, iki
bagimsiz deneyden elde edilen sonuglart temsil etmektedir. SPR

verilerl, Biacore T200 Degerlendirme vyazilimi (GE Healthcare)

S5 kullanilarak analiz edildiler. Elde edilen sensorgramlar potansiyel
kutle transferine karsilik bir parametrenin de yer aldigi 1:1 Langmuir
baglanma modeliyle birbirler ile bagdastirilarak, ayri ayr1 kon ve koft
kinetik sabitleri elde edildi; daha sonra bu ayr1 degerler birlestirilerek,
raporlanan ortalama KD degerleri (KD = koff/kon) elde edildi. PH

10 7.4'te termodinamik ayrigsma sabitlerini (KD) bulmak i¢in kararl
durum analizine de basvuruldu. 6-7 numarali fH domainlerinin
enjeksiyonlaniyla  yapilan titrasyonun sonuglar asagida
gosterilmektedir:

Fuazyon fH K., Kor 1:1 Kararh Yabani tip/x Kp oram
proteini| (1/Ms) | (1/s) |bagdastirm durum (artik baglanma)
adan elde | analizinden
edilen clde edilen
Kp (M) Kp (M)

231 WT |[fH67 |[6,4 E+5(0,008 |1,24 E-§ 2,1 E-8 | (yabani tip/yabani tip)

2318 |fH67 |7,1B+5|0.11  [1,58E-7 [2,8 B-7 0,076 (yabani tip/S)

231 SNB [fH67 (2,8 E+5 (0,29 1,05 E-6 2,0E-6 0,011 (yabani tip/SNB)

15

20

Baglanma testlerinde, fH'ye baglanimda 231 yabani tipe kiyasla 231 S
proteini i¢in en az %90 oraninda ve 231 yabani tipe kiyasla 231 SNB

proteini igin en az %98 oraninda kuvvetli bir azalma gozlemlendi.
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FH tam boy 1le yapilan titrasyonun sonuglar asagida sunulmaktadir:

Fuzyon |[fH prot.| K., (1/Ms) | Kg(1/s) 1:1 Yabani tip/x Kp oram
bagdastirmadan (artik baglanma)
elde edilen
Kp (M)
231 WT |fHf.1l. |1,1 E+4 0,003 3,1 E-7 1 (yabani tip/yabani tip)
2318 fHf.l. |2,]1 E+4 0,064 3,1 E-6 0,1 (vabani tip/S)
231 SNB |fHf.1. |2,7 E+3 0,06 2,1 E-5 0,015 (yabani tip/SNB)

10

15

20

Her iki baglanma testinde de, fH've baglamimda 231 yabani tipe

kiyasla 231 S proteini i¢in en az %90 oraninda ve 231 yabani tipe

kiyasla 231 SNB proteini igin %98 oraninda kuvvetli bir azalma

gozlemledik.
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SEKANS LISTESI

>SEKANS KOD NO.: 1 [MC38, v1]

MHRTRPCCLELTTAL T LT ACTCLGAGVARDT SN ATALTAPTLLHRE DG TO5 L TLLQEVERNE
BLELAAYGAERTYGH GO LNTOE LVNEFVSRFDE (RQIEY OOQLI TLES CRFQVY QS HSA LT
AP B IQDFERSSEEVAYROYRIGLIAGEH VG FDY LPEGSEATTRSTARGSDUASGELTYTL
CEAMKGGHGH IERLES PELNVILAAALL KEDSERHAV I S0V LYNCAEF ZEYS LG IFGSEAQE
VAGSREVHTWVIIGIREL SLAAFD

>SEKANS KOD NO.: 2 [2996, v2]

MURTAPCCLELTAALT LTRSS SGGAVARDTGAG LN DALTAPLOHE S LOETTLOGS VRENE
LK LAA D AR TYCHG DS LN TS LV MDY SEFDFI RS IEVIGOL I TLESSEF I YO LHIANVY
ALQIEE THNEDR T DGLINGRESE LVIGLG SEHTAPNGLEDIEARY HORAFLSHCAGGELTYT ID
FAMR QGHGH TERLETPEQNVE LAAARLFADEK SHAV | LGOTRYGEEERGTYHLALFGLORACE ]
ASUATVHIGEEYHELGT AGHKG

>SEKANS KOD NO.: 3 [M1239, v3]

MURTARFCOLALTTALILTACAEGSGRANGIGVARDTETGLADALTAFLOKDEGLESLTLEDS
IEONGTL I LEAG AAFKTFEAGDE DN LN TSGR LEKHDE LSRF DR IEVIGOTITLASGER LY
EONHEAVYALS LEY INUE LET DS LIRSS FLY SQLASERTAFUOL E 35X AEYHGE AR SS DD
SRILIHYE I BFTHRECGYGR I EHLKTLEQHVE LAAARLKADEKSEAY T LEDTRYGEEEKGTYRLAL
FRURRLE [ AGSATVE I GERVHE TG TRAGHQ

>SEKANS KOD NO.: 4 [2996 mafiir]

S ALY RATT GAGT A DAL TAPT. THETLE SLOST TT.DSVRENEK LY LANGAEETYMGDET,
NOCELENDEVCREDETRGIEVDGLITLESCER L Y HQDHSAVVALGIERINNEDEIDELIND
FSELVWSGLGGEHTAFRCLEOGSFARYHGFAFSSDRAGOHLTY TI DFAAK I GHIK [ ERLE T PEL
VELARMELEKADEYSHAV I LSO TRYGSEEY STYHLALFZORAQEIAGSATYE LI SEFVHE IGIAG
e

>SEKANS KOD NO.: 5 [2996 AG]

VARDTGRGLADALTAPLDREDF S TOELTLOUS Y RENEX LE LA JGAERT Y G DS THTGELIN
CRVGRPLFIRDIEVEG LI TLRSGR D IY KO DHS AN AL IERKIMNPLE I DELINQREFLVEG
LOCERTRFNGLPLOYAEYH I KAF S DDASOELTY T I DRARE OGHGY TEHLETPEONVELARAE
LEADEKEHA Y ILGDTRYGSEERGTYHLALPGDRAQE LAGSAT VI IGEYVHEL S LAGKD

>SEKANS KOD NO.: 6 [INHBA]

MERRIV TAMAC T FAL SRS AN S POV AT T LR EARE VNV IERETEAREDAP G S T N
PSR OGS IMAAY SEERT SN 2 SAVTADN PENE DEVA SN IMEOHARGT IS ST PHHT FDENMLACH
MENDATDAGE : SUPAR P IHMANAARDCMOT D FEATGUHAT NTAASTANQAGHNGAAG S RDE IR
RONFAPANGLEHEGRY DLANGVYLIDGPEQUI T LTHCV ZDSCSGNNEFLEEBNOLESEFER LS LA
DELSMYRE DGRNI PSS LVADS Y OMKG THY DL ETEFEFT S FARERREARSERGLENEMFLIE
WHADT LI VI GEAYV LT SRS SR L FAPEGEYRY LT Y GAEK LI PGS YALR Y GEPAF SEMIATGAR
VINGEVLATHTELGRP Y PTRGAFAAEVIDPGEH OV IGLIDSCODLHEMGTOY EVAALLGNGERCT
RUENGEGLYEGEEYSPAGES VAR T EVE2TUARRGGECVE AGREED O
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>SEKANS KOD NO.: 7 [NadA]

MoMEHPPCREVLT TAI LA TR SCALEAT S RUDYFEAATVATVARY MNGOE THGFRAGETIYR TG
EDGT I TOM DR TAADY EAD D FRGLALFKV TH L TET  NENK oWV DIAKVHAARSIETEFLTTHLAD
TOAALACT DR ALLETTHA LN K LGENTITTFAEERTHTHIVKI DEVLERVAD TV DR HAEAFRTTAD
SLDETHTHAL AV TANEAK CTAEETH QN VDAY ¥ AAE TAAGRAERAALGTANTAACY AEANVAL
T IFADTATHNALIAKHSARI GELDENVANLREETRQGIAR AR LECLEPYNVGREANVTA
A AGYEEE SR VA IGTOERFTEN T RAEAGVAVGT S SGEEAMYHVSVHTER

>SEKANS KOD NO.: 8 [NspA]

MEFEETATLTALAL PAAALAE GRS GFYVOATEREAF ASSRTGEREGFSPRISASTRTHLIRELY
CYTRYELYKAPSTDRY. LY SICASAIYDFITOQSPUVEDY LCARLSLNRASV CLGSSDSFSOTS 16
LV LTGVEYRVTRNY DL DAY RYNY IGEVIITVENVRE ZELSAGVEVEY

>SEKANS KOD NO.: 9 [HmbR]

HEFPLGMLP T RALYGE T POHAV AR DEAATET T PV R AR TEAVRVE GORNAPAAYER THLNRTI K,
EMIBUNEDLVEY ST LVGLS DS CRUEQKCEAVROGY EGNRVUN S IDGVHI P DS EENSLYARY CHEN
CRRLEICPELVERNIEIVEGALGFNTGAGALGGLWVHY ST RODLLLODRO FGVMPIKNGY 3TRY
BER N TLGEG Y SLUDRY OAALLY S ORRCHETESAGHRITAVECEGIGAN I RGSARG LFLSSKHY
SHHEALGH TAY QO IHNCRHE L SASLRGOUGAIY TWEL STNLTASSWREALDVNERRNANLE TERM
PLSHy L Ly A D DY TR AR NN G E T PM Y STRTRNY N DL DE T YRGS MOTRFERFT IR
LOSEPLOLGEGRAERLEFRT BV SREDFELR LNBE DY v S ZRVYETT 22 10 YR DTN G EFS LS DY
ISRNDVESSRAGIRY T HTFMTPOELNARCRAC TET FEAANT YR GWIGFVELAADQLNGARNRYGY
CLTSGYRVPEASEY Y BT YN S SHW P PULMAE RS TTHT LE LOGRSERGMLEAN LY QU Y B
FLOEECKLTTAGTPGUTEENAYY S ICSOPYRE LYAGHMEN I OMARTRGI ELTGRLENVERE VAL
NEEGWE L PG LY A SKLS GONS LLETOP LY [ASI DYESFERKWEY FIRLTY LGAKEVEDAD
SOV TRNE GSWOTELORE Y R Y ER LRE Sy VUMY GE Y PABHLTLEAGV Y HLFNREY T TRDE LR
SLYSYSTTHAY DROGHGLERY RAPGRNYAYE LEWKE

>SEKANS KOD NO.: 10 [NhhA]

MUE YR T TRN GALAR S SELTREATERAZAT T ETAVIATLLFATVOASAIMEECEEDLY LD
PR TR LTV S DR RS T P PPV RN ONA Y FHE R VI TRARF T TLEAS TR TN STNET
YELEMDLTDLTSWGTERELS S5 AN GHM YN I TE DTESLNE AKETASTNG DT TWHING IGSTLTDT
LINTGATTHWTHEAN T SO MHAAS TEOVLEA AN MY PLTT AS IV IFVRT YT W ERL 38
CTET TIVHVEZKLHGKETEVE IGAK TSV IFEK DGRV TOE DKGENGRE T SEGESLVTAREV ID
AVNEARGHEMKE T TTANZ TG AT FF TV TSCTHTRAS ZEFT TATVIRRDQGNH I TVHY TV GD
ALNVROLUNCGNRL LS EANV AZS S GEV T ECHVE PSEGEMOE TVH I HAGHN I ETTRHGKR L OLAT
EMT R LF e Ve LGAGAPLPT LIV DAL IGI WY THERVRT THY R FLVERGEVTR AT EGVL D
HLNNRIDHVLGHARAGIACATATACLVOAYLPSKSMMA I CEOTYRGEAGY AT SYSE I 5 OGN
ILEGCTASGUERGEFGASASW YW

>SEKANS KOD NO.: 11 [Appl]
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HET TR T TETHREAPET GRI RS FAYLATC L ARG T LA AWM GHTY PO TNY Y YREFAENECH
FAVGAREDIEVYHKY SELVGYEMTE A PMI DES VWS RN AR T VLDRY TVEVAHN GG YHNVYDRC,
ESRNPDQHPFTYKIVKRNNYHASTKGHPYGG:THWFRMHFFVTJ“EHMEHTGYuﬁﬁkFYID“U
KUPDEVE LGAGRYWRSDE DEPNNBR RS EYHTASA T SW LW EGHN T FAQNIGSSG G N LGSR LHH
SEYGFPLETGEIFGDE S PUF LY RAK MWL INGV LT SHEY T GRENGF LY EEMAFY EIFAG
OTHSVEYEPRQUGKY SN ORN S TGH INAKHEHNS LERRLK TR IVOQLE WV SLEETAREPVI HA
AFCVHSYRPRLINNGERLGE LLESHGELISTENINGGAGC LY PQGUF TV PEIIETWOGACYH L
SBELGTVTWEWHIGYANERLEE L R ST oHVOARGENGGS T GVCDLTY T LUUUADEYGRKOAEGE]
JLUSGPBTVQLNADWUFNPDFLYFGFPGGRLDLNSHSLSFHFIDMTD&GAHIUNHWUDFE“““
CITGNECTATT AN S LS ME [AYNGREGEX DT TETHGR LMLV QPEAL R TLLLSGETH L
GHITQTNGKLFFSGRPT?HAYNHLNDHWSQKEGlPRGEI?WDN?WIHETFKAENP:Ih?@.&f
VERHNVAKVEGIWELGKHADAYE SVAFHCHT [ CTRELWTO LTHOVERT I TRV TASLTHTRI
SSNVOLADEAALKLT G AT LRGN LEANGDTRY TV SHNATONGNLE LVGHAGA TENOAT LHLNT
q&v«nﬂﬂ?NL DEAYONGALT LS THAR KT T HE A NN S ALK AV THF RS ARFT RS T S{OOED
ALHLEDCERTLESGTELGNINLDHAT ITLN S AY RHDAA AL T :EATDAPRERSRARSARELLE
JTFET NESRFPNTLTVHGELN G GT FRFMSE LE G Y RSO LELAESSEGTY TLAVHNT GHER AT
LEQL TWWERE BNFRPLEENT NETLONSH Y DAGANRY L L REDGEPRLENPYREQE LS DY 1K AR
ARKQREF DNA DS LDALIAAGROAVEF TR VARPARGAZCENV G IHOARELRKE RV OADK ITA LA
FORFAFTRPATTAFPRARRARROLPOLOPQ PGP RO ISRY ANSGLOIRFLATLINS Y E AVSD
FLORVEAEDRENAVWTSSI ROTHHYRSQOFBAY R ZT DLR D IGMDKNLGSSEV ST ZFEHHRTE
WURDODC LG ARLARGAVE SOYN SIDRPY LG ILAGAGE ST ILEOGIGLE (RERY LHT G T ARY

RACESGECTEPEIGCATRY PVOFALYRYENVN TATPCLAENRYRACTFADYSFF PAQHISITRY
LSS Y TDAR S G RTRYVNTAY LAQL FGK TR AEWGY NAE L KOFTLALEAAMAKGFULEAGHS A

ST¥LOTRE
>SEKANS KOD NO.: 12 [Omp85]

ME LG TR AL ML T R PLALADFT TG TR VEGLGRTEFSTVENYLPVEVALTYHITHSGSAT TR
SLYATGCEE DL VRVETADGL LLLTVIERFT ICa LN I T ARMN L OWOAR I KFHLES FGLACSQYET]
ATLNOAVAGLEKERY LOGRGELNICITPENVTHLARNEY DIDI TILEGE SAK I TDIEFEGROVISD
RELMBEOMELTEGGINTALT RINCENEOE f AU CMER Y TOEY QNNGYFOFRILD DI UTHEDRTE
STIKTTVHEGGREFRWGEY S TETLTNEV P AR LEN LLTMEFCKWYER QOMTAYLCETONRMIS
SYARYEEIEVLPLENARTRETWORVLH IEFZRE DY VHE LA ITGHRUE TR VY RRE LRGMMES A D
”uFL‘PC&EPuLLLuY TN FDAVPLAGTE DKV U LRME L TERS TGS LUL SASW G DTS LIMHE
AV SR LFGT G SARA L RASREFTT L HGE LEFTORPY FTALCVELGY WY SFAFDFRFASTS TH
TR TTASAG LR PV TE T ORVE PG LV AEH LT YN T TREAFEHYADF L EYGKTDSTDELERE
R LY EGTYGSWORNET CSA LA FTRAY LTOVHAE CALPGEH LY YSATHNTWE F P LS TETLMLG
GENGIAGEYERTREI PFFENEY 4G LGEVREBYESSTI ZPEVYDF Y BEK I SYGSNEFANVEAFL
LEPMPOAE DARTYRLGOEA DACS VI DGETY D CHE G5 ATUL RN TYCRGHTHES T e THELRY S
A FRVIVWLGPLGPARE S AT LRV PERE IURECEFULSTTE

>SEKANS KOD NO.: 13 [NMB2091]

MY AV IGEARY AR S A DRRT T AU TDL W MALRIETTARSY LR MM TEGY TPC I5WVEY DR
HLLLLGOVATEGEKGF VGG LARSEGARESVINY ITVASLERTAGD IAGD TWH T SKANRPATLLG ]
SEATRARNELVTYGHTY Y MEILTPRAEA I TR ST v EVOR V ITLY QHY WO K

>SEKANS KOD NO.: 14 [NHBA fuzyonu]|
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MASFOVESAL TLAY PANR Y SEFETEAKE DARPIAS S Gt AR S ADGGIDMAAY SEENT NI A
AATOE PEHELE GARN DMPUN AL TDE LTPHH T PAS KNP A S HMEN AP DA GESEB AN POMAN
TADGMGDDPEAGGERAGH T ARG ETMOAEHNGTAGEONPAS ETHFCATHESGEFGRTNVENGY
I DGRPSON I TLTEC G ST SONNFLOFEVOLESEFPE L DANY I SHYKE DGR IGENERFYCL
AL MY T Y T T Y Y P E TSP AR PR SRS RES LA MEL T P UMOA DTL I WDGEAVSTTG
HS NI FPAPEGHYRYLTYSAEY L e aY A LRV EPSESEMLAGTAVY NN EY LHFETENGRES
SRCRFRAYVIFGSE SV G I TS SDCTHM S TON FERANT DONCPE S TRTENSSGLWSSEFY SRR
FEVEGEYSYRPTLARYGGF SWFAGKFRIIGEGAGIATTEYIEYHANARFAI DHFNTS TNV EGF
YALTBSVEFUANREGEI L (T IAVANLOIGIUHFTDH LIS AL I POAAQY PLI HEVSTHENFNG
FELVEVDGSHLTMEGK TAPYE LKAEKFNCY I PMAYTEVCHEDFSTT I DRTKENGY DY LVNVENT
SVRIDIGIEAAKD

>SEKANS KOD NO.: 15 [NadA fragmani|

ATHOODVE R AR TVA I ARA Y HNIOGE INGTEACET IV DT DECG T I TEY SATAADVEADDFF{LOL

KRV THLTE TV N L AR VE AR S ETER LT TR LA TOAR LA T ORAL TATTHALNK LGE

ITTPAEETHTHIVREI DER L EAVALTVDEAAEAFN DI ADSLOETNTHAEAWK TENENITAEE

TRONVDRLYEAAETAAGKAL AMS T ANTEALKAEA Y AAFY T D IKAD T RTHEDH T AFEARSAINY

NTREESCSEF YR G LNAT TEF L TS LASAE K ST ADH TR LNGLOE TS CLERETROG LAEDA
5 ALGLLEYPY WY G

>SEKANS KOD NO.: 16 [MCS8, 4G]
VAADTGRGLADALTARLDHELE S LS LT DS WVRNES LE LA GARE TYSH DS THT ZELEN
DENGRPUFIRQIEYEGELI T LESTEPOVIKQE HSALTARYTEG IQUIEHI S ARRQFRICD
TACFHTSFDRLPRGGRATYROTAFCADDAGOKLTYT T DFARKGGH K IEHLES PRI HVILARA
DIVPDGERHAY ISGEVIYN ZAEKSSYS LS L FOGKACE VAISAEVET VNG L RHIGLAAKD

10 >SEKANS KOD NO.: 17 [M1239, AG]

VARDIGTOLADALTAELDEFDECLESLTLED: IBNGT LT LEAQGAERTEFACLHONSLNTGK

LENDRIZEFLEVON IR GO T ITLASGES QI Y KNS AVVALOIEX INHEDK IO LIRS EL
MR GGEATAFNGLE SR ARYHGYAFRS G DDPNGRLEY S IDF TRV JGYGRTEHLETLEQHVELA
AAELEADERGHAVILGUTRYGSERERGTYHLALYGURAGEIACEATVE (GEKVHEIGIAGED

15 >SEKANS KOD NO.: 18 ['vabani tip' fuzyon]

MAFDEDRLOGERYAAL TGATLALALTAPLDH DK S LGS LT LOQSVEKNEY LEL AN ATHTY
KGDS LN TGE LENEY SRECF LR IEVOGUL I TLESSER I YKUDHSAVYVALY I ER I HNPTH 10
SLINGRE FLVAGLOGENTAFNGLPDGEAE YHGKAR S8 DUACCKLTYT I BFAAKQGHGK TEH LR
TEEUMYELAARFLFATEN SHAY L LEDTRYCESEFSTYHIAT FUOREUE TAGEATVE I GEHUHE
I3IAGKOGSGPDEDRLGORRVAAL T STGLADALTARL TP K GLES LTLEDS TPONGT LTI 52
COREKTFRAGUR NS LNTGELENDE ISR DEYOE TEVOGET [ TLASCE FO LY ¥ONHER VALY
IEK IHMNFDETDSLINORSFLVS SLGGEHTAFNQLPGSKAEYHGRAF 33 LDPMGRLIY S LTFTK
EORYBRIEHLATLEGKYE LARAELEADELSHAY ] LALTRYGIEEH AT HLALEGDRADE [RGS
ATVE IGREVHE I GIAGKQGS3E6EVAAL IGAGLATAL TAF LOHKIKGLOS L TLIQSVRENEFL
FLAASCRERT YGRGESLNT SHLERDE Y SR FOFTRGLEVDIOL LT LEAGEFYV Y KOSHERLTAT
UTE DS EHE KM AKR G FR 50 L AGEHTE FIX LPESGRATYPSTAFGE DDAGGKLTYTINE
FAKOGHGK I EALFSFPELNY D LAAAD IKF DGKRHAY [ § 35V LYNJAERGS Y SL3I FGGFAQEVA
GEREVETVHGIRELGLAAKS

20
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>SEKANS KOD NO.: 19 |S58V/L.149R mutant v2]|

MHRTRAFCCLS L TARLT UTACSSHZOT VAR DIGASLADALTAPLDHEDE SLOSLT L DCNVRENE
FLELAAQGAERTYGHGLELN DG LENOE Y SREDE IR I EYLGEL ITLEZGEFG L Y EDLHIAYY
ALOIEFN THHF DR I DE L TN RS FRVEGLGGERATAFNQLPCGKAETHGEAFSSOCAZEELTYTID
EARFUGHIKT EHLE T PRONYELARAE RS JEKF SHAY ILGCTRISIEEK ST YHLA ZESDRAQDE ]
AOSATVEIGEXVHEIGIAGKO

>SEKANS KOD NO.: 20 [baglayici]
GSGGGG

>SEKANS KOD NO.: 21 [baglayici]
GPDSDRLQQRR

>SEKANS KOD NO.: 22 [baglayic1]
GSGPDSDRLQQRR

>SEKANS KOD NO.: 23 [baglayici]
GKGPDSDRLQQRR

>SEKANS KOD NO.: 24 [N-terminal sekans]
MGPDSDRLQQRR

>SEKANS KOD NOQO.: 25 [N-terminal sekans]
MAS

>SEKANS KOD NO.: 26 [baglayici]
LEHHHHHH

>SEKANS KOD NO.: 27 [mutant 2-3-1 sekansi, A]
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MR DR ORLGRRVARD I CAGLADALTAPLDHN DE S LS LT L R VVRENEV LE L AR SSAEKTY S
REDE LN TR BRSO R P LR TR QI BN DG L ITLES GRFQI YV DHEAY AL I EK INNDPDRE I D
SLINOFIFRVGCLCCEHTAFK QLF OGRAETHO AR DA SGKLTY TIDFAAY COH AN IEHLE
TPEONVELAAAFLKADEF SHAVI LGUTRY S SEEVCTYHILALFSTRAQETAGSATVK T CEFVER
L TAGROGS L LVAAL TG SLADELTAPLOHM DE G RSL P LEDY T PN L ML3ADSARKMT &
KASDEDISLNTGHLEHNCK I GRECEVOR IEV G OT ITLASSEFC LYK OHESAVVALGLER INNE
CETDSLINCREFRECALASEHTAFULT PR aEYHCERFS IDDFHCRIKYS I DR TREDL Y LR
EHLHTLEQWVE LARAELEADERGHAVI LGDTRY SGERRGTYHLALEFGORADE IASGATVEIGE
EVHAL S LAGKOUGEGLGOYAAL L sAGLA DA LTAF L DHKDKG LS L TLO SV EKINEK LE LAALDUS

EXTY CNGDELHTAY LEHDEVERFOE CROIEV DGOL I T LESGEFQV YK SHEGALTARGTEQIGD
LR CEM A R TR IGDIAGER T SFDFE LFEGGRAT YRGTAF GEDDAGOY LIV T I DERAYCGNT
KICHLESPECRYVILAMLD IX P DGR RHAY T EGEY LY HOAERGSYEL I PGGHADE VAGSAETET
SHAIRHIGLAAEG

5 >SEKANS KOD NO.: 28 [lider olmadan mutant 2-3-1

sekansi, A]

WARDTGROLADALTAP L DHY DR S LA LT LIV RENEFN LE LAA GGAEK TY NGRS THT CRELEN
DENSEFLF IRQIEYVLGULIT LESCEFQIYRQIHEAY VAL EX I NNPDK I LELLNQREERY S
LGGEHTAFIGLPLGYAEY H KA S S DDAGCH LT YT L D AARDGHGE ZEOBLET PECKNVE LAAAE
LMALEE YAV I LGDTRY SSEEX STYHLALFUDRAQE STV TCFEVHAT ST ALV S5 G00
ARADTGTGLADALTAFLLHE DK CLF S LTLE DV I PON T LT LEAQGAEE TFRAGDFDNG LNTG
MLKNDE ISRE DFYOF TN DO T I TLASGE FR I HNHS A AL S TEF IHNEDXTDSLI NGRS E
BV S CLGGENTAFN QL PSS AEYH OV APZS DD PRGRLHY S 1 DF TEEOCYCRIEHLY TLEQWYEL
PAAETEARER THAY T LG T RY GEGFFFGTYHIALPSDRAQE TAGEATVE TGER W HA TG T MGHQG
GGV AADIGASLALAL T AP LOHE DR G LI LT LGS VS RNEY LE LALD GAE KT Y SHG DS LNT
SRLENDEN SRR THQIEV OO L LT LRSS P Y RCSHER LTATDTFQ I QAR RS GEMYARRY
FRIGOIAGEATSEDELEEG GRATYRGTATGE IDAGGE LTI TIDFAAKQGHGY. IEHLKSPELHY
DLAARDTE PLGEREAY LSSV LY HQAERGGY S LG T ERGHAGE VARTARVE TV UG TRHE L LAAK

e
o

10 >SEKANS KOD NO.: 29 [mutant 2-3-1 sekansi, B]

SEOIDRLGGERVAALT CAS LACALTAPLDHM DES LGS LT LOQVURKHEY LEL AN G AERTY G
KoaDs LH TG LEHOE Y CRE D LR L EVD G LI T LESGEEQIYE QOHEAVY AL ZEV CZHREPDK 2D
SLINCREPRVZGLGGENTAFN LPDGKAEYHGEAE SSODDACCHLTY TI DEAAKQGHGEIEH LK
TEEUNVELAASELVACEN SHAM I LEOTRYGEREYSTYHL AL FLOREUE TAGE ATV H I GEHVHE
S IACGK S COCGYAA DT T L LADA L TP LOH Y TG LES LT LEIW T ROQNGTL T LS ASGARKTE
I CDEDRELUT Y LYK ORI SRECE YK [EVDGOT ITLASSE P DY B OtIHS AV A LG ER INNY
CRTLDELINQRIFRVSGLEGEHTAFR L PG AEYHGKAFSSDDPHGRLEYSIDFTF R Y 2R 1
FHLETLEQMHV= LAARE LEADEESHAVIL SDTRYGSEEXGTYHLALFGBRAQE IAGSATVE LGE
FOVHE LG LAGHOGIGHOGAARL I ZAGLACALTAPL CHE DR E L0 LTLIQS Y SENEN LK LAACGR
ERTYGHGUELNTORLYHLEV IR LPIRDIEY QLI TLESGEF VY ROQEHZA LT A ST ED T 2D
SEHSGHMVAE R O FRIGOIAGEHT S FIFLPECGRAT YRETAFCEDDACCGHLTY T I DEAAY.OTHG
RLERLEEPELUVELAAALLEEDSERRAAVIGGE Y LT HOAERCEYSLO I FGORAUL Y AGEAETHT
VHLIBHIGLARKO
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>SEKANS KOD NO.: 30 [lider olmadan mutant 2-3-1

sekansi, B]

VAATTGASLA DAL TAPLDHELE S LOS LT L OV RENEN LELARMCAEE TY NG LS INTOR LKN
CEVERFLFIROIEVDGOLITLES CEFQIYKGDHSAVVALDIEKIKNEFDKIDSLINORS FRVEG
LGGEHTAFNG LPDGHAEY HEKAFS S DDAGG KL YT I DFAAKFSHEK IFHLF T PECHVE LARAE
LEADTYSHAV T L TRYGSEEMGTYR UL ™ DRADE [ AGSATVR LGERVHE T G & S OGEECED
GVAALIGTGLADALTAFLDEKDK SLEALT LE VT PG T LT LS ARGAEK TFRKASOEDRSLETS
PLEELY L SREDEVE IEY DOUTL TLAS GE S L T KRS AV VALG IEX INHEDETOS LINUESF
RVSGLGGEHTARN L LPGGEAEY HSHAF S S DLENSRLHY S LLETHEDGY GRIEHLE TLEQNVEL
ARLELFAZEKSHAVILGDTRY GSEEKSTYHLALPCDRAQEIASSATVE IGEKVHE IS AGEQG
EGRGUVAADL DANLADALTAFLUHK URGLESLTLDDE v HEKLE LAAIGAER T Y SO UELET
AR LN DR S REDP IR R L3l LT LA GEF VY KOS HEAL TAFSTED LOLS RH SRR MVAKED
FRIGDIASEHTSFOKLPEGSPATYECTAFISDOASCELTYTI DFAAESGHSY IEHLY SPELUY
DLARAD FEDEHAY ISGS VLY HQARKEESYSLII FEREAQE VASSAE VE TV LRH [GLAAK

i
-

>SEKANS KOD NO.: 31 [Xaa 32'nin herhangi bir amino asit
oldugu, Xaa 123'un L olmadig1 mutant v2|

VEADTCASLACALTARLUHE DY STOSLTL DN RENEETE L AR JGATRT Y GHG DS THTSELYY
CEVZRFDEFTEQIEVDGOLITLESGEFQ I Y RO DH AV AL (ERTMNP DR DELINDRGFXVEG
LGOERTAFWNOLPLCGKARY HOKAF S DDAGUK _TY T I DFARKMQCHEY LTEH_ KT EEONVELALAE
LEADEY SHAY L LGUTRYGCEERGTYHLALP G DRACE JAGE ATV IGEX Y HE L G LAGKD

>SEKANS KOD NO.: 32 [Xaa 32'nin herhangi bir amino asit
oldugu, Xaa 126'min L. olmadigr mutant v3|

VARDTGTGLADALTARL RO S LESLTLEDX T BN GT LT L E A GAER T FRA DR ONS LHTCK
LENDE ICAFDF YR I EV DG T ITLASGRFQIYEOHHSANVVALD TR IHNPLE T DS LI NORS X
VS G LGCEHTAFNCLPUGYAEYH G KAF B S DD FNGRLHY S IDF TEK QUYCR IEHLKT ZEQNVE LA
AAELKADEKEHAVI LGOI Ry SSEEK GTYHLALPG CRAQEIAGEATVEKIGEY VHE LS LASKD

>SEKANS KOD NO.: 33 [v2, 8047 susu, yabani tip]

MHRTARECCLELTTALT LT IS A0 aVAR T TIOARLA DA LTAFL OHE T SLOS T TLOLSVRFNE
ELELAAYGAERTYGHG OO LN TR LENDRVEGREFLFIRGIEVOGUL I TLESSEFQ L YEGDHIAVY
RLQIEETHHP ORI BELINGRIELYSOLLBGENTAPH S LPDOEARYRDFAFSSHEAGBELTYT ID
FAAK QCHGK I BLETPEQHVE LARASLEADEH GHAY I LOLTRYLEEEMGIYHLALFGDRAQE ]
ASGATVE IGERVEEIGTAGED
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>SEKANS KOD NO.: 34 |v2, 8047 susu, AG]

FARDIGARRLADALTAPLCEFDESLOSLTLIOS W RENES LE LA DGATET Y SH LS THTGELEN
GEVSRFDFIGQIEVESILI T LESGEFQI YR DHS AV AL TEK I HNPRK I DS LI NGRS FLVSG
L EHTAFNGLPDCYAEY HGKAFS S DDANGE LTY T I D AAK ZGHGE TEALKT PECNVELARAE
LEADEKSHAY I LGDTRYGSEERG TYHLAL PG LFAQE LAGSAT YK L SEXVHE L3 L AGKD

>SEKANS KOD NO.: 35 [mutagenez icin, 0rnegin GMMA
yaklagimu icin yabani tip v2]

VARDTLRALADALTAPLDREDY STQELTLEQSWRENES LE LR QGATY T Y GH DS THTSE TN
CREVGRPDEFIRQIBYEGQLI TLESGE FYL v KUCHIA VL AL ERIANSER I DSLINGRSFLVIG
Lo ER TR L P DY ARY H KA S DDA CE L TY T I LR AAR QUHGY TREHLETFEQNVELARLE
LY ADEKEHA Y I LGDTRYGSEERCTYHLALPSDRAQE LAGSAT VY IGEYVHEL S LAGKY

>SEKANS KOD NO.: 36 |[mutagenez i¢in, 0rnegin GMMA
yaklagimu i¢cin yabani tip v3]

VALDICHRGLADARLTARLDREDE S LS LT L DS W RENEN LE AR G GARE TY SN DS THT ZHTEN
CEVGRPDFIRIEVEGHLI TLEG R FOVY QS HSALTALLTENV QDSE DS KMV AN ROFRIGD
TATERTEF DK LPYCGEATYROTAFCEDDAGOKLTY T T 2FAARGHOGETIEHLESPELHVELAT A
ELMALEKCHAY I LGLTRY G EENCTYHLALFGLRACEIAZSATVHIPEKVHE LG LAGKD

>SEKANS KOD NO.:37 [32 numarah arigin S olmadig, 126
numarah artigin L olmadig1 N. meningitidis kaynakh varyant

fHbp v3]

VAADIGTGLA CA&LTAPLOHE OMUGLEGSLTLL DXIPQUOGTLT LSARDUGAEXTE KAGDKDNG LN
TEFLFHLYIE REOFQEIEY DOOTTITIASC FEQIYEOWHE AVVRICTERT WIPDETDSIT
WORAEWVEGL GLEHTAFNQL PCORARTHGY, AR SSULFRGE LHYS]OFTRE QOHTORIBHLE
TLEQNVELEE AELFADENSH AVILILTRYS SEEXGTYHLE LECSDRAQEIA GISATVXEIGEK
VHEIGIAGED

>SEKANS KOD NO.:38 [32 numarah artigin S olmadigi, 123
numaral artigin L olmadigh, 240 numarah artigin E olmadigh
N. meningitidis kaynakh fHbp v3|

€l

120
130
240
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VAADIGAGLA LRLTAPLIHE DMSLOSLTLD UNVREREKLE LABRDRUAEXTY GHLDSLITSE €O
LENDFVSPFD FIRZTIEVILZ LITLESGEFD TYKQDHSAVY ALQIERTINNE DEIDSLINCE 120
SEXVAGLGLE HTAEHQLFYDS BAETHGEMNES SOOAGERLTY TIDFAMAQUH GEIEHLKTEE 130
THVELAAAEL VACDEMEHAND LOGDTRYGSEER KMGTYHLALFG CDRAQEIAGIA TVEIGERVHX 240
1S5LAGKS

>SEKANS KOD NO.: 39 [32 numaral artigin S olmadigi, 123
numarah arigin L olmadigi, 240 numarah artiZzin E olmadig

5 fHbp varyant v2]

CHEGGGHESG GUVAANTSTG LATALTRFLD RXTEGIKSLT LEREISONUT LTLYR0GAEY &0
TERAGDEING LNTGELENGE ISRFOFVOKT EVIGOTITLA SGERXTYRON ESAVVRLZIT 120
KINNPDRTDS LINQESFLVS GLAIEHTAFL CLPGREMLYH GRAFSSDUVH GELHYSILET 140

FEOGYGEIRH LETLEQIVEL AARELFATEK SHAVILODTR YGSEERITYH LALFGIRADK 241
IAGRATVELG EXVHEIGIAG K

10 >SEKANS KOD NO.: 40 [M1239, matur]

COSLGLLEGGGAVARTT AT S TADALTAPLIHY DR SLESITLEDS T PRIGT LT LO R QGRERTTE
ASOFDNE LUTGE LENLE L SREDPVORIEVEGYT I TLASCEN Y IYFYNHIAVALQIEK [N D
ETOS L IMNOREFLYSGLGSERTAFNOLPGSFARTHSEARF SR OO PNGRLHY S T DETHROGYRRIE
HLE T LEQWYELAAABLKACER CHAY [LGCTRYGOEEN STV HLALFGCRAGELASSATVE IGEE
VHE IGIASHD

>SEKANS KOD NO.: 41 [M1239, E243A, 4G]

15

VAADTGTSLADALTAPLDHEDESLEELTLEDS TENGT LT LS R GAEN T FEAS DR OHS TNTGE
LENDE IERFLFVORTIEY DG G T ITLASGEFG IY FCHHEA AL B THHP LET L LI NQREFL
VALLGCEATAFNOLE GORAEYHOFAFPSE DD BPHGROHY S IDE TEEQGYGR I ENL YT LECKHVE LA
AAELKADEREHAV I LG0T R SSEENSTYHLALEGORACETAGEATVEIGEXVHRL G LASKT

>SEKANS KOD NO.: 42 [M1239, S32 V+E243A, AG]

VAATTGT STATRL TR PLOREOREGLE ST TLETN T FORGTLT L e A Z AER TR AGDE NS LHTGE

LEMDE T AREDe vl TEY R T I T LASGE P T Y RONEGRYYALZTFE INMNELE TRSLIKJIREFL

VEGLGGEHTAS N L PLGEAEYHGEAF S DDOPHGRLEY S I CFTERDGYCR T EHLE T LEQNVE LA
20 AAELMALEKSHAVILGLTRY SSEEVGTYHLALFSDRAQELAGSATVE IGENVERIGLAGEG
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>SEKANS KOD NO.: 43 [M1239, S32V+L126R+E243A, AG|

VAADTCT SLA DAL TR P LR DK S LEE L TLEIWNT BN ST L TLEALSAEFR TEEAG TN NS TN TR
LENDE I SREPLDEVOF IEV DGO T I TLASGEF I I YKCHHSAVVALD T EY INNFDTDOLINORGEFR
VR GLGAERTA T L PO SEAE Y RO RS EOUPHNSRUHY S IOFTEF S Y SR TEHLETLERNVE LA
AALLKALEKSHAV I LGOTRYGSEEKGTY HLALEGDRADR IAGTATY I CEFVHRAI G LAGKS

5 >SEKANS KOD NO.: 44 [M1239, S32V + L126R, 4G]

VAADTIGT LA DAL T AP LORY DK GLEE LT LEIWT PN TLTLSALGAEETFVAGDE TS LNT R
LENDE T SRFDEV O TR DGO T ITLACGEFITYKCHHS AVVALQTEE INNPDETDILINORGEFR
VOGLOGEHTATNG LFGGEAEYHGRAFSSDERFNGRLHY S IOFTREQGYGRIEHLETLEGNVE LA
AARELEALEKSHAY I LG TRYGHEEKGTYHLALPGDRACE I AGSATVEL CEFVHE G LAGES

>SEKANS KOD NO.: 45 [v2 MUTANT #3, AG]
10

VRADIGASLACALTAFLOHEDES LOSLTL QW RENEN LE LAAQGAEET Y SHA DG LHTSELEN
CEVERFLFIRQTEVDGOLITLESGEFQIYKODHEAVVAL D TERTNIP DK I DELINORE FRVEG
LOREBTAENQLPDSKAETHOREAPES HAGSE LTY TLDFARKQLHGY IRHLETEEQNVE LAARE
LEADEVSHAY ILGDTRY SCEEMGTYHLALFGDRAQE IAGE ATV LGEXVHEL ZLAGED

>SEKANS KOD NO.: 46 [MC58, v1, matiir|

COEGGLGYAADTIGAGLATR LI TARFLIEY DRGLESTTIIOEVREFHER LELAROGAES TY SHGTEL

WTGELEN oKV SRFOF IRQLIEVDSQLITLESGEFQY YRS HSALTAT JIEYI QLS EHS CKMVALK

ROFRIGEIASEH TSN LPE S SRATYRATARGSDDAGHELTY TI D ARKIGHGE [ FHLESPEL

WVDLAAA LR PDGERHAY LS55V LY MKAEESSYSLOLIFGSEALEVAGSIAEVETVRIIRHIGLA
15 A

>SEKANS KOD NO.: 47 [Xaa 32'nin herhangi bir amino asit
oldugu, 123" un L olmadigi, 240'1n E olmadigi mutant v2]

VAADICASLACS I TARLGHEDE S LS LTLOX TRENEE LK D RADGATY TY SN DS THTOHLEN

CEVEZRFLDFIRQIEVDGOLITLRESGEFQ IY KO DHGAV VAL (ERTMNPLE I DS LINDRSFXVEG

LGGERTAFHOLP DGKAEYHUOK AP s DDAGGK U TY TIDFARKQGHGK LEH_ KT FEQUVE LARAE
20 LEADEVSHAY I LGUTRYGEEERCTYHLALPGDRACE IAGERT VY IGEX Y HE LG L AGK D
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>SEKANS KOD NO.: 48 [Xaa 32'nin herhangi bir amino asit
oldugu, 126'min L olmadig, 243'un E olmadigr mutant v3]

VAADTICTOLADALTARLDERCE S LKL TLEDX T BNGT LT L AL GARE T FRASTHCHS LNTLK
LENDE IGRFOF VORI EV G T ITLASGEFQIVECHHSAVVALD IEK THNPLET DS LTHORGE Y
VoG LGGRATAFNCLPUGG AR Y HGKAFB S DDENGRLAY S IDFTHVQGYCRIERLKT LECNVE LA
AAELFADEKSHAVILGOTRY GSEEK STYHLALPGORACETAGEATVRIGEEVH LG LASKD

>SEKANS KOD NO.: 49 [Xaa 34'iin R olmadigr mutant v1]

UALDTGAGLADAL TAP. RO LOa LT L L EVNENER TE LA ALCARF TYSH 3 DS INTOETEN
CEYSRFLF IR EVDSOLI [ LESGEFOVYEQS HSALTAFDTES I OD3EHSGEMUARRCFRIGD

CATERTG PR LPECORATY RO TAFCEDDAGCKLTY T T DFAAKONORTIEHLES PEINVILAAA

o

DLV PDCKREAY I 565V LY NIAELSS YS L L FGGKACEVASSAEVETVHG L PHI GLAAKS
10 >SEKANS KOD NO.: 50 [mutant v2]

VARDTGRCLADALTAPLDEEDESLOSLT UL RENEX LE LA R GATY T Y GHG OS THTGHLEN
GEVBRFLFIRQIEVEGZLI TLESGREFQ IVEKO LHSA AL IEKTMNP LK I DELINDRSFRVEG
LG CERTAFMGLPLCAEY H KA E DDAGGE LTY T L DERARGGHCK IEH L KT FEONVELARAE
LEADEKCHAY ILGDTRYGSEERGTYHLALPGDEAQE LAGSAT VI IGEX Y HAL SLAGKD

>SEKANS KOD NOQO.: 51 [mutant v3]
15

FALDIGLTOLADALTAPLDREFELES LS LTLEDY T FONGT LT Lo A GARK TERA DK CHI THT LK
LENDE IGRFOF QR T EVTIGUTITLAEGRFDIVECHHGAVVALD IEM IHNPLET DS LI NQREGFR
VA LGCEATAFHNOQLE GO AEYHORAFRE 2D PNARLAY R IDF THR G Y CRIEHLET LECKVE LA
MAELFADERZHAVILGITRY GO EEK S TYHLAL PG CRACEIAGIATVEKIGEYVHAL S LASKHD

>SEKANS KOD NO.: 52 [R41S mutant v1]

Ty

CARDTCRSLADALTARPLDEE L S Lo LT DS WS NES LE AR G GARE TYSHN S DS THT ZHLEN

CRVGRFLFIRDIEVEG LI TLESGEF W EFQSHSALTARCTEG I G DSEBSSEMVAYROFRIGD

CACERTEF DM LPEGHGRATY RTANGEDDAGGELTYT L OFAAKQUNGKIENLE SPELNYV ILAAA
20 CINPDCKEHAY LG YN GAEKCEY LG LEGLEACEVASSAEVEHT VNG L RH I GLAAKD
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>SEKANS KOD NOQO.: 53 [mutant v2|

VALDICHRGLADALTARLEEFDESLOSLT LSV RENES LE LAAIGATET TGN DS THTGELEN
CENVGRFDFIRDIEYVDG LI TLESGEFO I Y RO DHESA AL IERKINNPLEI DELINDRGFRVEG
L ER TR L PEGYAEYH G KAF S ODAGGELTY T I DFAARGHGY TEHLET PEONVELARAE
LEADEKEHA Y ILGDTRYGSEERCTYHLALY G LEAQE LAGS ATV I GEXVHALZLAGKD

>SEKANS KOD NO.: 54 [mutant v2]

VAADTOAGLACAL TAFLECHEDESLOAL T LI SVRENER LE D AR JGATET Y GHIDS THTGELEN
GENVGRFDEFTRQIEV DGOLITLESGEFQIYKO DHSANVV AL IEKIMNPLEI DELINDRSFREVEG
LGGEHTAFNQLPIGKAETHCKAF - S DDA L TYTIDFAAKDQGHGK I EHL KT FEQINVELALAE
LEADEYSHAY I LG RYGCEERC TYHLAL PG DRACE IAGE ATV IGEEYHE L ZLAGKD

>SEKANS KOD NO.: 55 [mutant v3]

VRADTGT ILAIA LT RPLTHELE G LE S TLECS TRONGTLT L AT RER TFFAGDEDNS LUTGK
LENMDE I SREDe VK TEVDOG TITLASGE PG T Y FOHRCAVYALSTER INIPLET DI LINQRIFER
NAGLOGERTAFNO L POGEAEYHGR AT 2 DOPHNGRLEY S T LETEROCYCRTEHLET LEQHVELA
AARLKMALCEKSHAVILGLTRY SSEEVCTYH AL SORAQELAGSATVE I GEXVHAIGLAGEKQ

>SEKANS KOD NO.: 56 [mutant v3]

WEADIGT LA DAL T AR L RELRGLEE L TLERDS TRONGTLT LS ARE RER TFRAGDEDN S LHNTGK
LENDK I SRELEVOF TEYVDG, TITLAS FE P I Y KONHE A AL EK INHNPLHT DS LINQRES FR
WO GLGUGERTAFNILPUGEAE T HAV AN SEDOPHGRLEY S L DE TR OYCR L ENLK TLEIIVELA
AAELEACEKSHAVILGLTRY GSEENGTYELALF DRAQELAGSAT VR ISERNVEE LG LAGKQ

>SEKANS KOD NO.: 57 [32 numarah artigin S disindaki
herhangi bir amino asit oldugu, 126 numarah artigin L

olmadig1, 243 numaraha rtigin E olmadig1, mutant v3]

VARTTGTSLYE DALTARLDEE TFGLEILTLE DXRIPONGTLT LSA0SRERTE KRAGULEDNSIH
TCELENDEIGS RECPVORIEY DGRTITLASG EFCIYFQMHS NWALDIEKI MWWPLRTLSLI
MIRSFXWIGL JGEHTAFNGL PGIEAECHSE AFISDOPHSR LHYSIDFTEK QGYGRIEHLE
ILEQUVELAY AELKAUERSH EVILSUIREG SEREGCTYHLLA _EGIRAQEIA GEATWXIGEK
VHXIGIASED -&nb
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Gly

Leu

63

Ser

fhe

Gly

Lys
143

Asn

™hr

Gly

Lys

Leou

Ile

Glu

Thr
130

Arg

Als

Lau

i

Gln

Leau

Arg

Phe

1135

Glu

Gln

Thr

Cys

20

Ala

Ser

Ala

Thr

Gln

100

Gln

3ln

Phe

Ser

Asp

Ala

aly

Ile

Val

Ils

Phe

Sor

Ala

Gln
T0

Lys

Glu

Ty

Gln

Ile
150

Cys

Gly

Lou

val

Lys

Asp

135

Gly

Cys

Gly

Thr
40

Asp

hla

Lys

Asp

Gln

120

Ser

Asp

Lau

Gly

25

Ala

Gln

Glu

Aan

Gly

105

Ser

Glu

Ile

110

Ser

10

Gly

Pro

Ser

Lys

Asp

Gln

His

Ris

Ala

val

Lau

val

Thr

75

Lys

Serx

Ber

Gly
158

Ala

Asp

Val

Ile

Ala

140

Glu

T™hr

Ala

His

435

Lys

Bly

Ser

Thr

12%

Lys

Hie

Alas

Asp

a0

Lys

Asn

Asn

Arg

Lau

110

Mat

Thr

Leu
15

Tle

Asp

Glu

Gly

Phe

95

Glu

Ala

Val

Sear

Ile

Cly

Lys

Lys

Asp

80

Asp

Ser

Phe

Ala

Phe
160
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Gly

Amn

Ala

22%

Tye

Lys

Lys

Lys

Val

210

val

Seor

Glu

Gln

<210>2
<211> 273
<212> PRT

Lau

Asp

Gln

195

Ile

Leu

Val

Pro

Asp

180

Gly

Ser

Gly

Lys
260

Glu

165

Ala

Asn

Ala

Gly

Ile

243

Thr

Gly Gly Arg Ala

Gly Gly Lys Leu
1B%

Gly Lys Ile Glu
200

Ala Ala Asp Ile
215

Ser Val leu Tyr
230

Phe Gly Gly Lys

Val Asn Gly Ile
265

<213> Neisseria meningitidis

<400> 2

[

Ser

Asn

Thr

Gly

Arg

Ala

Leu

Thr

Cya

20

Ala

Sar

Ala

Thr

Sor

Asp

Lau

Gly
85

Phe Cys Cys Lau

Ser Gly Gly GCly
2%

Ala Leu Thr Ala

Thr Lau Asp Gln
55

Gln Gly Ala Glu
74Q

Lys Leu Lys Asn

111

Thr

170

His

Lys=

Aan

Ala
230

Sar

10

Cly

Pro

Ber

Lys

Asp
90

Tyr AtgQ
Tyr Thr
Leu Lys
Pro Asp

220

Gln Ala
218

Gla Glu

His Ile

Lau Thr
Val Ala
Lau Asp
val Arg

60
The Tyr
7%

Lys Val

Gly

lle

205

Gly

Glu

Val

Gly

Ala

Ala

His

Lys

Gly

Seor

Thr

Asp

190

Pro

Lys

Lys

Ala

Leu
270

Ala

Asp

b 1)

Lys

Asn

Asn

Arg

Ala
175

Phe

Glu

Gly

Qly

233

Ala

Lau
15

Tle

hsp

Glua

Gly

Phe

Phe

Ala

Leu

His

Ser

240

Sor

Ala

Ile

GCly

Lys

Lys



Phe

Gly

Gln

145

Asn

Lys

val

val

228

fas

Thr

Ile

Gly

Ile
130

Aeg

aln

Gln

Glu

210

Ile

Val

<210>3
<211> 281
<212>PRT

Arg

Phe

11%

Glu

Seor

Leu

Gly
195

Lau

Lys

Gln
100

Gln

Lysa

Pro

Ala

180

His

Ala

Gly

Leav

lle
260

Ile

Ile

Ile

Asp

163

Gly

qQly

Ala

Asp

Phe

245

Cly

Glu Vval

Tyr Lys

Aan Asn
135

Val 3Jer

150

GQly Lys

Gly Lys

Lys Ile

Ala Glu
215

230

Gly Asp

Glu Lys

<213> Neisseria meningitidis

<400> 3

Asp

Gln

120

Fro

Gly

Lau

Glu

200

Lau

Tyr

Val

Gly
105

Asp

Glu

Thr

185

His

Lys

Qly

Ala

His
2658

112

Gln

His

Lys

Gly

Tyr

170

Tyr

Lau

Ala

Ser

Gln

250

Glu

Ser

Ile

Gly

1%8%

His

The

Lys

Asp

Glu

238

Glu

Ile

Ile

Ala

Asp

140

Glu

Gy

Ile

Glu

220

3lu

Ile

Gly

Thr

Val

12%

Sar

Kis

Lys

Pro

205

Lys

Lys

Ala

fle

Leau
110

Val

Thr

Alas

Phe

190

Glu

Sar

Gly

Gly

Als
270

Glu

Ala

Ile

Ala

Pha

1718

Ala

Gln

Hia

Thr

Sar

255

Gly

Ser

Asn

Phe

140

Ser

Ala

Asn

Ala

Tyr
240

Ala

Lys
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Met Asn Arg Thr Ala Phe Cys Cys Lau Ser Lau Thr Thr Ala Leu Ile
1 5 1Q 13

Leu Thr Ala Cya Ser Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly val
20 2% 30

Ala Ala Asp Tle Gly T™hr Gly Leu Als Asp Ala leu Thr Ala Pro Leu



Phe

Asn

Gly

Asn

Asp

148

Glu

His

Nis

Lys

225

Gly

Als

Mis

His

30

Gln

Lys

Asp

Gln

Mis

130

Lys

Gly

Tyr

fyr

Leu

210

Ala

Ser

Gln

Gla

35

Lys

Asn

Lys

Thr

11%

Ser

Thr

Gly

Ris

Sar

19%

Lys

Asp

Glu

Slu

Ile
27%

Asp

Qly

Gly

Ile

100

Ile

Ala
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Glu

203

Mat

Tyr

Lys

Val

Val

]3]

Lys

Ala

Azg

1%

TIp

val

270

Lys

T™hr

Ala

Thr

ASN

350

Arg

Leu

val

Arg

Lys

17%

Lys

Lau

Glu

lle

Ile

255

Ser

Ala

val
338

Glu

@ln

Gln

Asn
160

Ilw

Thr

Lys

leu

240

Lys

1le

val

Ser

320

Asp

1ls

Glu

Axg

Phe
400



Asp

Sor

val

™he
465

Asp

Pha

Pro

545

hr

Gly

hr

Tyr

Phe
625

Ala

Gln

Phe

430

Thr

Gly

Lys

Gly

aly

530

Lys

Gly

Ser

610

Thr

Thr

Val

Thr

Asp

438

Gly

Leu

Val

Ala

Ils

513

His

Gly

Asn

val

593

Ala

Lys

Pro

Glu

420

The

Aan

Ser

Ser

500

Arg

Val

Ser

Lys

s00

Aan

Glu

Leu

408

Gly

Gly

Gly

Leu

(1.1

The

Mat

Ala

Ala

Phe

365

Thr

Ala

His

Laa

Ile

Ala

Ser

Lys

Ser

470

Gly

Ser

Sar

Glu

350

Lys

Glu

Asn

Gly

620

Pro

Gly

Thr

val

Ser

433

Tye

Ile

val

His

535

Fha

Gly

fle

Gln

61%

Gly

Phe

Gly

440

Ala

Asp

Lys

Pro

520

Ile

Trp

Ala

Ala

600

Thr

Gla

Pha

138

Pro Asp Lys

Seor

423

Ser

Ala

Phe

Val

Gln

303

Val

Thr

Lys

lau

Iau
585

Trp

val

Glu

410

Ala

Leu

The

Tyr

490

Tyr

Thr

Val

Lys

Tyr

570

Trp

Bro

Gly

Asn

Asp

Gly

Arg

Asp

415

Gly

1ys

Glu

Aan

535

Lys

Pro

Gly

Fhe

Ile

635

Phe

Val

Lev

val

Al

460

£ 1]

Lys

Thr

Tyr

Thr

540

Gly

Gly

Thr

S5ar

Pro

620

Ala

Tyr

Asp

Seor

Ser

445

Ser

Als

The

Asp

528

Tyr

Lys

Thr

Lys
603

Gly

Gly

Als
430

Gln

Phe

Phe

510

Asn

val

Gly

590

Gly

Gly

Asn
413

Gly

Thr

498

Ala

Val

Lys

Gly

57%

Tyr

Gln

Lys

Tyx

Gly

Tcp

lys

Ala

480

Pro

Gly

Asn

Ala

Gly

560

Tep

Tyr

Thr

Gly
640



Val

705

Pro

Glu
785

Sar

Glu

Ser

690

val

Thr

Ile

val

Tyr

675

Ala

Arg

Tyr

aArg Tyr

Mot
770

Ila

755

Lys

Gln

<210>13
<211> 180
<212>PRT

Arg

660

Gly

Glu

Lea

Asp

Gly

740

Ser

Phe

Arg

648

Gly

Glu

Lau

Ser

Asp

25

Ala

Ala

Pha

Tyr

Lys

Lau

no

Asn

Gly

Gly

Tye

Ggln
750

Glu

Ile

Pho

635

Phe

Ser

Gly

Ala
778

FPha

<213> Neisseria meningitidis

<400> 13

Ser

Ser

8o

Pro

Ala

Sar

Thr

Ala
760

Tyr

Gle

Gly
665
Tyr

Mat

Ser

Rig

743

Vval

Pro

139

650

Thr

Gly

Pro

Ala

Ala

730

Lys

Thr

Leu

Gly

Lau

Gly

Gly

Gly

s

Thr

Ser

Trp

Lys

Thr
785

Gly

Aan

Ala

700

Ser

Gly

The

Lau

Lye

780

Thr

PFro

Lys

11:1.)

Lys

val

Gly

Phe

HSar
765

Lys

Phe

Lys

670

Lys

Asp

Trp

Thr
750

Pro

Peo

655

val

Ales

Ala

Vval
735

Agn

Glu

Tyr

Asn

Arg

Gly

720

Gln

Glu

Gly

Asp
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Mat Val Ser

Val Asp Arg

The

Gly

Ile

T™hr

Vval
145

val

Arg Ile

Lys
LY}

Gln

Thr

Trp

Thr

130

Sar

Vval

Gly

Ile

Val

Asn

118

Arg

Gly

Thr

<210> 14
<211> 644
<212>PRT

Ala

Arg

a0

Gluo

Tyr

Leu

Ala

Ala

10¢

Thr

Ala

Ile

Thr

Arg
180

val

Thr

Thr

Thr

Gly

seor

Sar

Lau

Val
169

Ile

™Mmr

Pro

Gln
70

Ser

Leu

Lys

Yal

150

Gly

Gly

Ala

Gln

vVal

Glu

Pro

Val

Lys

133

Fro

val

<213> Neisseria meningitidis

<400> 14

Sar

Ala

Ile

Ala

Gln

Acg

120

Ile

Glu

Gla

Ala

Gln

25

Ser

Thr

Ala

The

108

Als

Val

Glu

Lys

140

Ala
10

Thr

Tyr

Val

Glu

Ala

90

Ala

The

The

Gln

Val
170

val

Asp

Lou

Val

Gly
1%

Glu

Cly

Tyr

Ala
15%

Ile

Gly

Asp

Gly
&0

Glu

Gly

Gly
140

Gln

Ala Lys

Asn Val

Gln Asn
45

Tyr Asp

Lys Gln

Val Tyr

Ile Ala
110

Gly Ile

128

Asn Val

Ile Thr

Leu Tyr

Sar

15

Mat

Asn

Arg

Phe

Asn

95

Cly

Ser

The

Gln

Gln
173

Ala

Ala

Gln

Rig

val
80

Tyr

Asp

Pro

Tye

Lys

160

Asn



Gln

Asp

Ala

63

Pro

Ala

Pro

Ala

Mot

50

Thr

Gln

Ser

val

Gly

3%

Als

Asn

Pro

val

20

Ser

Ala

Lys

Ala

Mat
100

Ser

Gln

Val

Pro

Ala

85

Pro

val

Glu

Gly

Seox

Lys

70

Asp

lys

Lys

Gln

Glu

23

Agn

Thr

Gly

141

Sar

Glu

Gly

40

Glu

Glu

Ala

Thr

25

Als

Asn

Asp

Sar

Mat
105

Glu

Pro

The

Glu

Leu

90

Glu

Thr

Ala

Ser

Gly

Cly

73

Thr

ASn

Ala

Asn

60

Ala

Pro

Sar

Glu

Glin

45

Gly

Gln

Asn

Ala

Lys Pro Ala
15

Asp Ala Pro
30

Gly Gly Gln

Gly Ala Ala

Agn ASp Mat

His Thr Pro

93

Pro Asp Ala
110



Gly

Asp

Asnn

143

Gly

Gly

Gly

Glu

223

Lys

val

Pro

Ile
305

Pha

Gly

Glu

Gly

130

™s

Sar

Gly

Pro

Gly

210

lye

Asn

Gln

Thr

Pro

290

Val

Ala

o

Glu

Ser

113

Nat

Als

Gln

Ser
193

Asn

Mot

Ser

275

Ala

Asp

Pro

Gly

Het
3ss

Glu

Gln

Als

ABNn

180

Gln

Asn

Gly

lys

260

Phe

Glu

Gly

Glu

Qly

340

lau

Gln

Gy

Gln

Pro

1658

Gly

Aan

Phe

Lys

2458

Gly

Ala

Mat

Glu

Gly

Jas

Ser

Ala

Pro

Asp

Cly

130

Ala

Arg

Ile

Leu

Ala

230

Asn

Ile

Acg

Pro

Ala

310

Asn

Tyr

Gly

Ala

Aap
135

™e

Asp
25

Asp

Asn

a9

val

Tyr

Als

142

Asn
120

Asn

Asn

Lys

Lys

Gin

Arg

280

Ile

Arg

Leu

Als
360

Gln

Sar

Gln

Thr

val

185

Thr

Glu

Ile

TYr
265

Pro

TYrC

3¢5

val

Pro

Ala

Als

Asn

170

Gly

His

Val

Ser

Val

250

Ile

Serx

Val

™

Lau

330

Val

Tyr

Asp

Gly

Glu

153

Fro

Gln

Asn

235

Gly

Ile

Ala

Gly

s

Thr

Qln

Asn

Mat

140

Asn

Sar

Ser

lya

lau

2290

lsa

Fhe

Gln
300

His

Ay

Gly

Ala

128

Glu

Asn

Ala

val

Gly

205%

Lys

Lys

val

TYr

Ser

288

Ala

Sar

Glu

Glu
k1 3]

AAn

Gln

val

1%

Asp

Ser

Lys

Ala

Lys

270

Asp

Gly

Pzo
350

val

Ala

The

Asn

175

1le

Ser

Glu

255

Pro

Arg

Thr

Asn

Glu

335

Ser

Leu

Ala

Gly

Ala

160

Asp

Cys

Pha

Gly

240

Ser

Lys

Ser

Ils
320

Lys

Lys

Kis



Phe

Als

s

Gly

cly

Gly

e85

Val

Thr

Phe

Ala
545

Thr

Pha

Asp

Ris
370

Lye

hsn

Gly

Tyr

430

lys

Bar

Asn

%30

lys

Asn

Fhe

T™hr

val

Gly

Gly

Lys

435

Avg

Lys

Glu

T™hr

515

Ile

Cys
595

Glu

Asp

Phe

420

Phe

Pro

Glw

Asn

Ala

Gln

Fhe

Aan

Mis
500

Asn

Phe

His

40%

Lys

Tyt

The

3ln

Hig

485

Val

Lys

Sar

Asmp

Phe

265

Sly

Gln

Thr

143

Gly Arg Pro

Gly

aso

Met

Gly

Gly

470

Ala

Gly

Gly

Ala

550

Lys

Sear

73

Seor

Gly

™e

Pro

Ala

458

Aan

g1y

Asp

Ser

533

Ala

Gly

Pro

Lys

Trp
Ala

440

Glo

Als

Pha

Gly

520

Gln

Gln

Lys

Ala

Mac
600

Sear

Gln

™r

425

Gly

Llys

Gly

Arg

TYr

Lys

Kis

Tyr

Lys

Pro

Ala

1le Asp Arg Thr

Pro

Vel

Lys

410

Glu

Glu

Gly

Gly

Pha

490

Gly

Ile

Pro

570

val

Lys

Lys

Ser

Asp

393

Phe

Asn

Glu

Gly

Gy

473

Ala

Lau

Asp
555

val

Lys

Trp

Arg

ago

Gly

Lys

Gly

Val

460

Gly

Ils

Thr

Ile

Asp
540

Ile

Sar

Glu

Gly

Gly Arg Phe

lle

Ala

Gly

Ala

445

Gly

Ala

Asp

aly

325

Mis

val

val
60

tle

Ala

Gly

430

Gy

Val

Hig

510

Ile

Phe

Asp

Ala

5940

Cys

Asp

lle

4153

hap

Lys

Phe

Tyr

Phe

495

Pro

Lys

val

Gly

378

Glu

Gly

Val Asp Tyr

Ala

Seor

400

Val

Tyr

Ala

Ly#®

480

Apn

Glu

val

Sar

Sar

560

Asn

Lys

Gly



144

610 615 620

Val Asn Vval Gly Met Thr Lys Ser Val Arg Ile Asp Ile Glo Ile Glu

10

15

20

25

6258 630

Ala Ala Lys Gln

<210> 15
<211>327
<212>PRT

<213> Neisseria meningitidis

<400> 15

638

640



Thr

Lys
&5

val

Leu
145

Val

Thr

Ala

Ile

Ala

50

Val

Lys

Phe

130

Glu

Ile

Lys

Asn

Tyr

Tyr

35

Val

Leou

Ala

115

Als

Ala

Ala

Thr

Amp

Asn

20

Asp

Asp

Thr

Lys

Ala

100

Thr

Glu

val

Asp

Ala
180

Asp

AsSn

Ile

val

Asn

Yal

85

Asp

Thr

Glu

Ala

Ser

165

AsSn

Asp

Qly

Glu

Asn

Asp
150

Glu

val

Gln

Glu

Ala

a8

Ala

Asp

Ala

Lys
138

Ala

Lys

@lu

Asp

40

Lys

Ala

Ala

120

The

Val

Glu

Lys

Lys

Ile

25

Gly

Asp

Glu

Als

105

Asn

Asn

Asp

Thr

Gln
185

145

Ala

Asn

Thr

Phe

Val

Ser

0

Leu

Lya

lle

Lys

Aan

170

The

Gly

Ile

Lys

Asn

75

Glu

Val

His
155

Thr

Phe

Gly

60

Glu

Ile

Asp

Gly

lys

140

Ala

Lys

alu

val

Lys

Lys
45

Glu

T™hr

Glu

125

Ile

Glu

Ala

Glu

Ala

Ala

30

Lys

Gly

Lys

Lys

Asp

110

Asn

Asp

Ala

Asp

Thr
190

Ile
1%

Gly

Asp

Gin

Leu

95

Ala

Ile

Glu

Phe

Glu

175

Lys

Ala

Glu

Alas

Lys

Asn

80

Thr

Ala

Thr

Lys

Asn

160

Ala

Gln
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Asn Val Asp Ala Lys Val Lys
195

Glu Ala Ala Ala Gly Thr Ala
210 21%

Val Ala Ala Lys Val Thr Aap
225 230

Asp Asn Ile Ala Lys Lys Ala
245

Glu Ser Asp Ser Lys Phe Val
260

Glu Lys Leu Asp Thr Arg Leu
275

Ris Asp Thr Arqg Lev Asn Gly
230 29%

Lys Glu Thr Arg Giln Gly Lsu
305 310

FPha Gln Pro Tyr Asn val Gly
325

<210> 16

<211> 248

<212> PRT

<213> Neisseria meningitidis

<400> 16

Ala
200

Asn

Ile

Ala
280

Leu

Ala

Ala

Thr

Lys

Sear

Ile

265

Sar

hep

Glu

146

Glu

Ala

Ala

Ala

250

Asp

Ala

Lys

Gln

Thr

Als

Asp

233

Asp

Gly

Glu

The

Ala
315

Ala

Asp

220

Ile

val

Leu

Lys

Val

300

Ala

val Ala Ala Asp Ile Gly Ala Gly Lau Ala Asp Ala

1 5

10

Leu Asp Mis Lys Asp Lys Gly Leu Gln Ser Lau Thr

a0

Val Arg Lys Asn Qlu Lys Leu
kL)

Thr Tyr Gly Asn Gly Asp Ser
50 L))

Lys Val Ser Arg Phe Asp Phe
68 70

25

Lys Leu Ala Ala Gln

40

Leu Asn Thr GQly Lys
&0

Ile Arg Gln Ile Glu

1%

Ala
20%
Lys

Ala

TYC

Ser
285

Sec

Leu

Leu

Gly
4%

Leu

val

Gly Lys

Als Clu

Thr Asn

Thr Arg
255

Ala Thr
270

Ile Ala

Ser Gly

Thr Ala
15

Asp Gln

k1

Ala Qlu

Lys Asn

Asp Gly

Ala

Ala

Lys

240

Qlu

Thr

Asp

Arg

Leu
320

Pro

Sar

Lys

Asp

Gln
80
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Leu

Gly
Tyr

145

Tyr

Pro

Gln

Gln

225

His

Ile Thr

Ala leu

Gly Lys
11%

Glu His
130

Arg Gly

™mr Ile

Lys Ser

Asp Gly
19%

Ala Glu
210

Glu val

Ile Gly

<210> 17
<211>250
<212> PRT
<213> Neisseria meningitidis

<400> 17

1

Thr

100

Thr

Thr

Pxo
180

Lye

Lys

Ala

Glu

Ala

val

Ser

Ala

Phe

165

Glu

Arg

Gly

Gly

Ala
245

Ser

Phe

Ala

Phe

Fbhe

150

Ala

Leu

Ris

Ser

Ser

230

Ala

Gly

Gln

1lys

Asp

135

Gly

Ala

Aan

Als

213

Ala

1iys

Val Ala Ala Asp Ile Gly Thr
5

Leu Asp His Lys Asp Lys Gly
20

Ile Pro Gln Asn Gly Thr Leu

as

Glu

Arg

120

Lys

Ser

Lya

Val

Val

200

Ser

Glu

Gln

Gly

Leu

147

Phe Gln
30

Glu Gln

105

Gln Phe

lsu Pro

Asp Asp

Gla Gly

170

Asp Leu

Ile Ser

Leu Gly

val Lys

val

Ile

Arg

Glu

Ala

155

Asn

Ala

Gly

Ile

Thr
235

Tyc

Gln

Ile

Gly

140

Gly

Gly

Ala

Ser

Fhe

220

Val

Lau Ala Asp Ala

10

Lya Ser Leu Thr

25

The Leu Ser Ala Gln

40

Lys Gln Ser
95

Asp Ser Glu
110

Gly Asp lle
12%

Gly Arg Ala

Gly Lys Leu

Lyvs Ile Glu
175

Ala Asp Ile
190

Val Leu Tyr
208

Gly Gly Lys

Asn Gly Ile

leu Thr Ala

Leu Glu Asp
30

Gly Ala Glu
a8

His

His

Ala

Thr

Thr

160

His

Lys

Asn

Als

Arg
240

Pro

Sar

1ys
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Thr

Lys
(1)

Gln

Pro

Glu

Tyr

Arg
225

val

%

Asn

Gly

leu

130

Glu

Hism

Nie

Gly
210

Ala

Hie

Lys

Gln

His

Lys

115

Gly

Tyr

Leu

Ala

195

Ser

Gla

Glu

<210> 18
<211=>776
<212> PRT
<213> Artifisyel Sekans

<220>
<221> kaynak
<223> /not="Artifisyel Sekansm Tanum: Sentetik polipeptid”

<400> 18

Ala

Lys

Thr

S5ear

10¢

Thr

Gly

Hasn

sBar

Lyas

180

Asp

Glu

Glu

Ile

Gly

Ile

Ile

85

Ala

Asp

Glu

Gly

Ile

165

™he

Glu

Qdlu

Ile

aiy
248

Asp

Ser

10

Vval

Ser

His

Lys

150

Asp

Lys

Lys

Ala
230

Ile

Lys
55

Acy

Val

11%

Fha

Glu

Sar

Gly

215

Gly

Ala

Asp Aso

Phe

Ala

Ala

Ile

120

Ala

Fhe

Thr

Gln

Hisg

200

Thr

Sar

Gly

Ser

105

Asn

Phe

Ser

Lys

Asn

185

Ala

Tyr

Ala

Lys

148

Sar

Phe

Gly

Gln

Gln

Asn

Bar

Lys

170

Val

Val

His

Thr

Gln
2%0

val
73

Glu

Ila

Glan

Asp

155

Gln

Glu

Ile

Leu

val
235

Aan

Gln

Pha

Glu

Ser

Lau

140

Asp

Gly

Leu

Lau

Ala

220

Lys

Thr

Lys

tiln

Lys

Phe

125

Pro

Pro

TYC

Ala

Gly

208

Leu

Ila

Gly

lle

Ile

Ile

110

Gly

Gly

Ala

190

Asp

Phe

Gly

Lys

Glu

Tyr

95

Asn

val

Gly

Arg

175

Ala

Thr

Gly

Glu

Lau

Val

80

Lys

Asn

Ser

Lys

Azg

160

Ile

Glu

Asp

Lys
240
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Ila

Glu

Gly

€5

Phe

Glu

Ile

Ala

145

Gln

Hie

Thr

225

Ser

Gly

Gly

lys

Lys

50

Asp

Ser

130

Ser

Ala

Ala
210

Tyr

Ala

Pro

Ala

Seor

lmsu

Seor

Phe

Gly

Gln

113

Gln

Asn

Ser

lys

Val

Val

Ais

Thr

Asp Ser Asp Arg lLeu
]

Gly

a0

Leu

Lys

Leu

Ille

Glu

1¢0

Ile

Gln

Gln
1%0

Glu

Ila

val

Gln

ASn

Phe

Glu

Ser

lau

Asp

168

Gly

Lau

1ys
245

Ala

Seor

Thr

70

Gla

Gln

Lys

Phe

Pro

150

Ala

His

Ala

Gly

Leu

230

Ile

Aap Ala

ala

Gly

Ile

Ila

Lle

13s

Asp

Gly

Gy

Ala

Asp

215

Phe

Gly

Ths

40

Gln

Lys

Glu

TYr

Asn

120

val

Gly

Gly

Lys

Ala

200

Thr

Gly

Glu

Gln

Gly

Val
Lys

105

Amn

Lys

Lys

Ile

195

Glu

Asp

Lys

149

Gln
10

Thr

Ala

Lys

Asp

90

Gln

Pro

Gly

Ala

Leu

170

Glu

Leu

TyYr

Arg

val
2%0

Arg

Ala

Gln

Glu

Glu

155

Thr

His

Lys

Gly

Ale

235

His

Arg

Pro

Lys

&0

Gln

His

Lys

Gly

140

2124

Tyr

Leau

Ala

Sar

220

Gln

Glu

Val

Val

Thr

Lys

Sar

Ila

12%

Gly

His

Thr

Lys

208

Glu
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20 28 30

1la Pro Gln Asn Gly Thr Lsu Thr Leu Ser Ala Gln Gly Ala Glu Lys
a3 40 45



10

™hr

Lys
65

Gln

Pro

Gly

145

Glu

Tyr

225

Val

%

Asn

Gly

Leu
130

Him

Hie

Gly
210

Nis

Lye

Gla

His

Lys

115

Gly

TYr

TYE

Leu

Ala

195

Sar

Gla

Glu

<210>33
<211>273
<212> PRT
<213> Neisseria meningitidis

<400> 33

1

Ala

Lys

Thr

Sar

100

Thr

Qly

His

sar

Lys

180

Asp

Glu

Glu

Ile

Gly

Ile

Ila

85

Ala

Asp

Glu

Gly

1le

165

The

Glu

dlu

Ile

Gly
243

Asp

Ser

70

val

Ser

Ris

Lys

150

Asp

Lys

Lys

Ala

230

Ile

Lys Asp

55

Arg

Phe

Leu Ala

Val Ala

1313

Fha

Glu

Ser

Gly

215

Gly

Ala

Ile

120

Ala

Phe

Thr

Gln

His

200

Thr

Sar

Gly

Asn

Sar

Lau

105

Asn

Phe

Ser

Lys

Asn

185

Ala

Tyr

Lys

174

Sar

Phe

Gly

90

Gln

Gln

Asn

Ser

Lys

170

Val

Val

His

Thr

Gln
250

10

Val
75

Glu

Ile

Gln

Asp

155

Gln

Glu

Ila

Leu

val
235

Asn

Gln

Phe

Glu

Ser

Lav

140

Asp

Gly

Leu

Lau

Ala

220

Lys

Thr

Lys

Gln

Lys

Phe

128

Pro

Pro

Ala

Ile

Gly

Ile

Ile

lle

110

Xaa

Gly

Als

190

Asp

Pha

Gly

Lys

Glu

Tyr

95

Asn

val

Gly

Arg

175

Als

Thr

Gly

Gla

15

Lav

Val

B0

Lys

Asn

Ser

Lys

Arg

160

Ile

Glu

Arg

Asp

Ly®
240

Met Asn Arg Thr Ala Phe Cys Cys Leu Ser Leu Thr Thr Ala Leu Ile
)



Ala

Seox

Lau

Pha

Gly

Gln

Gln

143

Asn

Lys

Val

Val

225

fAis

Thr

2]

Lyw

Leu

Ile

Glu

Ile

130

Gln

aln

Glu

210

Ile

val

Ala
Laua

as

Gln

Asn

Arg

Pha
115

Glu

lasu

Gly

185

laua

Llys

Cys
20

Ala

Sor

Thr

Gln

100

Gln

Lys

Pha

Pro

Ala

180

Hie

Ala

Gly

leu

Ile
260

Ser

Asp

Ala

Gly

85

Ile

Ila

Ile

lau

Asp

165

Gly

Gly

Ala

Asp

Phe

245

Gly

Ser

Ala

Ths

Gln

70

Lys

Glu

Tyr

Asn

val

130

Gly

Gly

Lys

Ala

Thr

230

Gly

Glu

Gly

val

Lys

Aan

13%

Lys

Lys

Ila

Glu

21%

Asp

Gly

Thr

40

Ala

Lys

Asp

Gln

120

Pro

Gly

Ala

Leg

Glu

200

Lag

Tyr

Arg

val

Gly

25

Ala

Gln

Glu

Asn

Gly

10%

Asp

Glu

T™hr

148

His

Lys

Gly

Ala

His
263

175

Gly

Pro

Lys

Asp

50

Gln

His

Lys

Gly

32 4

170

Tyr

Leu

Ala

Ser

Gln

250

Glu

Val

Val
Thr

73

Lys

Ser

lla

Gly

13%

His

Thr

Lys

Glu
235

Glu

Ile

Ala

Asp

val

Ile

Ala

140

Glu

Gly

Ile

o

220

Glu

Ile

Gly

Ala

His

45

Lys

Gly

Sor

Thr

Val

125

sSer

His

Lys

¥Fro

205

Lys

Lys

Als

Ile

Asp
30

Lya

Aan

110

Val

Ala
Phe
1940
Glu
Ser
Gly

Gly

Ala
2

Ile

Asp

Glu

Gly

Phe

95

Glu

Ala

Ile

Ala

Phe

175

Ala

Gin

Hia

Thr

Seor

255

Gly

Gly

Lys

Lys

Anp

Asp

Asn

160

Ala

Asn

Ala

Tyr
240

Als

Lys
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15

20

25

<210> 34
<211> 247
<212> PRT

<213> Neisseria meningitidis

<400> 34

176



val Ala Ala

Lou Asp His

val Arg Lys

35

Thr Tyr Gly

Lys

68

Ser

Ila

Gly

Ris
145

Glu

Glu
225

Ile

50

val

Ile

Ala

Glu

130

Gly

Ile

Thr

Glu

Glu
210

Ile

Cly

Ser

val

Sar

115

Ris

Lys

Pro

Lys
195

Lys

Ala

Ile

Asp

Lys

20

Asn

Asn

Arg

Leu

val

100

Leu

Thr

Als

Phe

Glu

18¢

Ser

Gly

Gly

Ile

Asp

Glu

Gly

Phe

Glu

83

Ala

Ile

Alas

Phe

Ala

165

Gln

Ris

Thr

Sear

Gly
245

Gly

Lys

Lys

Asp

Asp

Lau

Asn

Phe

Ser

150

Ala

Asn

Ala

Tyr

Ala
230

lys

Ala

33

Phe

Gly

Gln

ASn

133

Ser

Lys

val

val

Bis
215

The

Gln

Leu

Lys

40

Ile

Glu

Ile

120

Gln

Asp

Gln

Glu

Ile
200

Val

Gln

2%

lLau

Asn

Azg

Glu
105

Sar

Asp

Gly

Leu
185

Lys

177

Ala

19

Ser

Ala

Thr

Gln

Gln

90

Lys

Phe

Pro

Ala

His

170

Ala

Gly

lau

Ile

Asp Ala leu Thr

Ala

Gly

Ile

15

Ile

Ile

Asp

Gly

158

Gly

Ala

Aap

Phe

Gly
23%

Lys
60

Glu

Tyr

Asn

val

Gly

140

Gly

Lys

Ala

™he

Gly
230

Glu

30

Gly Ala
45

Lau Lys

val Asp

Lys Gln

Aspn Pro

110

Sar Gly

12%

Lys Als

Lys Leu

Ila Glu

Glu Leu
190

Arg Tyr
208

Asp Arg

Lys Val

Ala

1%

Glin

Glua

Asn

Gly

hsp

95

Asp

Leu

Glu

Thr

His

175

Lys

Gly

Ala

His

Pro

Ser

Lys

Gln

BO

Ris

Lys

Gly

Tyr

Tyr

160

Lsu

Ala

Seor

Gln

Glu
240



<210>35
<211>247
<212> PRT

<213> Neisseria meningitidis

<400> 35

val

val

Lys
(1]

Ser

Ile

fis
145

Ala

Tyx

50

Val

Ile

Ala

Asp

Glu

130

Gly

Ile

Thr

Ala

Ris

Lys

35

Gly

Seor

Val

Ser

115

His

Lys

hsp

Pro

Asp

Ly#

20

Asn

Asn

Arg

Lau

Val

100

Leu

Thr

Ala

Phe

Glua

Ile

Asp

Glu

Gly

Phe

dlu

as

Als

Ile

Ala

Phe

Ala

163

Gln

Gly

Lys

1ys

Asp

Asp

T0

Ser

Lsu

ASD

Pha

Sor

130

Ala

Asn

Ala

Ser

55

Phe

Gly

Gln

Gln

ASD

135

Sor

Lys

val

Arg

Leu

Lys

1le

Glu

Ile

120

Gla

Glu

Gln

23

Lau

Asn

Arg

Phe

Glu

10%

Laua

Asp

Gly

178

Ala
10

Sor

Ala

Gln

Glin

90

Lys

Phe

Pro

Ala

Ris
170

Asp

Ala

Gly

Ile

78

Ile

Ile

Asp

Gly

13%

Gly

Ala

Ala

Gln
lys

60

Glu

Asn

val

Gly

140

Gly

Lys

Ala

Leu

Gly

Val

Lys

AsSn

12%

Lys

Lys

Ile

Glu

Thr

Asp

30

Ala

Lye

Asp

Eln

Pro

110

Gly

Ala

Leu

@lu

Ala

15

Cln

Glu

Asn

Gly

Asp

95

Asp

Leu

Glua

The

His

173%

Lya

Pro

Lys

Asp

Gln

80

His

Lys

Gly

Tyr

Tyr

160

Ala



179

18¢ 188 1%

Asp Glu Lys Ser Bis Ala Val Ile Leu Gly Asp Thr Arg Tyr Gly Saer
198 200 20%

Glu Glu Lys Gly Thr Tyr His Leu Ala Leu Phe Gly Asp Arg Ala Gln
210 21% 220

Glu Ile Ala Gly Ser Ala Thr Val Lys Ile Gly Glu Lys Val His Glu
22% 230 23% 240

Ile Gly Ile Ala Gly Lys Gln
243

<210> 36
<211>248
<212>PRT

<213> Neisseria meningitidis

<400> 36



Vval

Val

Lys
65

Ser

Sor

Tyr
148

Tyr

Ala

Gly

Gln
22%

Als

Tyr

50

Vval

Ile

Ala

Gly

Glu
130

Thr

Lye

Glu
210

Glu

Ile

Als

Lyn
35

Gly

Thr

Leu

Lys

115

Hiam

Gly

Ile

Ser

Glu

19§

Gla

Ils

Gly

Asp

Lys

20

Asn

Asn

Arg

Lesu

Thr

100

Het

Thr

Thr

Asp

Pro

180

Lys

Lys

Ala

Ile

Ile

Asp

Glu

Oly

Phe

Glu

85

Ala

Val

Ser

Ala

Phe

165

Glu

Ser

Gly

Gly

Ala
24%

Gly

Lys

Asp

Asp

70

Ser

Ala

Phe

Phe
150

Ala

Leu

His

Seor
230

Gly

Ala

Gly

Ser

L]

Phe

Gly

Gln

Lys

Asp

135

Gly

Ala

Agn

Tyr
215

Ala

1ys

Gly

Lys

40

Ile

Glu

Thr

Arg
120

Lys

Ser

Lys

val

val

200

His

Thr

Gln

Gln

2%

Asn

Arg

Phe

Glu

105

Gln

Leu

Asp

Gln

Glu

18%

Ile

Val

180

Ala

10

Ser

Ala

The

Gln

Gln

90

Gln

Phe

Pro

Asp

Gly

170

Lau

Ala

Lys

Asp

Lavu

Ala

Gly

Ile

75

Val

val

ArgQ

Lys

Ala
155

Hie

Ala

Gly

Ile
233

Ala

Gln

Lys

60

Glu

Tyr

Gln

Ile

Gly

140

Gly

Gly

™Thr

Asp

Phe

230

Acg

Lev

Gly

45

Leu

Val

Lys

Asp

Gly

12%

Gly

Gly

Lys

Ala

™r

208

Gly

Glu

Thr

Asp

30

Ala

Lys

Asp

Gln

Ser
110

Asp

Ser

Lys

Ile

Gly

190

Arg

Asp

Lys

Ala

13

Gln

Glu

Asn

Gly

Ser

95

Glu

Tle

Ala

Leu

Glu

175

Leu

Tyr

Arg

val

Peo

Ser

Lys

Asp

Lys

80

Hig

Ala

Thr

160

Hias

Lys

Gly

Ala

Ris
240



10

15

20

<210> 37

<211>250

<212> PRT

<213> Artifisyel Sekans

<220>
<221> kaynak

181

<223> /not="Artifisyel Sekansin Tanimi: Sentetik polipeptid"

<220>
<221> MOD_RES
<222>(32) .. (32)

<223> Ser disindaki herhangi bir amino asit

<220>
<221>MOD_RES
222> (126) .. (126)

<223> Leu disindaki herhangi bir amino asit

<400> 37

val Ala Ala Asp Ile Gly Thr Gly Lau
1 5

Leu Asp His Lyas Asp Lys Gly Lau Lys
20 25

Ile Pro Gln Asn Gly Thr Leu Thr Lau
35 40

Thr Phe Lys Ala Gly Asp Lys Asp Asn
50 58

Ala Asp Ala lLeu Thr Ala Pro
10 15

Ser Lau Thr Leu Glu Asp Xaa
30

Ser Ala Gln Gly Ala Glu Lys
45

Ser Leu Aan Thr Gly Lys Leu
60



182

Lys Asn Asp Lys Ile Ser Arg Phe Asp Phe Val Gln Lys lle Glu Val
65 70 75 80

Asp Gly Gln Thr Ile Thr Leu Als Ser Gly Glu Phe Gln Ile Tyr Lys
23 90 95

Gln Asn His Ser Ala Val Val Ala leau Gln Ile Glu Lys Ila Asn Asn
100 105 110

Pro Asp Lye Thr Asp Ser Leu Ile Asn Gln Arg Ser Phe Xaa Val Ser
118 120 12%

Gly Leu GCly Cly Clu Ris Thr Ala Phe Asn Cln leu Pro Gly Gly Lys
130 138 140

Ala Glu Tyr His Gly Lys Ala Pha Sar Ser Asp Asp Fro Asn Gly Arg
145 150 15% 160

Lau His Tyr S5er Ile Asp Fhae Thr Lys Lys Gln Gly Tyr Gly Arg Ile
165 170 175

Glu His Lau Lys Thr Lau Glu Gln Asn Val Glu Lau Ala Ala Ala Glu
180 188 190

Leu Lys Ala Asp Glu Lys Ser His Ala Val Ils lau Gly Asp Thr Arg
195 200 205

Tyr Gly Ser Glu Glu Lys Gly Thr Tyr His Lau Ala leu Pha Gly Asp
210 215 220

Arg Ala Glo Glu Ile Ala Gly Ser Ala Thr Val Lys Ile Gly Glu Lye
223 230 23% 240

Val His Glu Ile Gly Ile Ala Gly Lys Gln
248 250

<210> 38

<211> 247

<212> PRT

<213> Artifisyel Sekans

<220>
<221> kaynak
<223> /not="Artifisyel Sekansm Tanimi: Sentetik polipeptid”

<220>

<221>MOD_RES

<222>(32) .. (32)

<223> Ser disindaki herhangi bir amino asit



10

183

<220>
<221>MOD RES
<222>(123) .. (123)

<223> Leu disindaki herhangi bir amino asit

220>
<221>MOD_RES
<222> (240) .. (240)

<223> Glu disindaki herhangi bir amino asit

<400> 38



Val

Val

Lys

68

Ser

Ila

Gly

His
145

Asp

Glu

Glu
228

Ile

Ala

Arg

Tyr

50

vVal

Ile

Ala

Glu

130

aly

Ile

Thr

Glu

Glu
210

Ile

Cly

Ala

Lys
35
Gly

Ser

val

Sar

115

Ris

Lys

Pro

Lys
195

Lys

Ala

Ile

Asp

Lys

20

Asn

Asn

Arg

Leu

val

100

Thr

Ala

Phe

Glu

18¢

Ser

Gly

Gly

Ile

Asp

Glu

Gly

Phe

Glu

83

Ala

Ile

Alas

Pha

Ala

165

Gln

1% )

Thr

Ser

Gly
245

Gly

Lys

Asp

Lau

Aan

Phe

Sar

150

Ala

Asn

Ala

Tyr

Aa
230

lys

Ala

Ser

55

Phe

Gly

ASn
135

Ser

Lys

val

Val

Bis
215

The

Gln

Gly

Leu

Lys

lle

Glu

Ile

120

Gln

Asp

Gln

Glu

Ile
200

Val

Lav

Gln

25

Leu

Asn

Arg

Glu

105

Bar

Lewv

Asp

Gly

Lau

185

Lev

Lys

184

Ala

10

Ser

Ala

Thr

Gln

Gln

90

Lys

Phe

Pro

Ala

His

170

Ala

Gly

lau

Ile

Asp

Ala

Gly

Ile

15

Ile

Ile

Asp

Gly

158

Gly

Ala

Asp

Phe

Gly
23s

Ala

Gln

Lys

Glu

Tyr

Asn

Val

Gly

140

Qly

Lys

Ala

Levw

Gly

45

val

Lys

Sear

12%

Lys

Lys

Ila

Glu

208

Asp

30

Ala

Lys

Asp

Bln

Pro

110

Gly

Als

Lau

Glu

Leu
190

Gly Asp Arg

230

Glu Lys Val

Ala

15

Gln

Glu

Asn

Gly

hsp

95

Asp

Lau

Glu

Thr

His

175

Lya

Gly

Ala

His

Pro

Xaa

Lys

Gln

BO

Ris

Lys

Gly

Tyr

Tyr

160

Lsu

Ala

Sar

Gln

Xaa
240
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15

20

25

<210> 39
<211>262
<212>PRT
<213> Artifisyel Sekans

<220>

<221> kaynak
<223> /not="Artifisyel Sekansm Tanimi: Sentetik polipeptid"

<220>

<221>MOD_RES

<222>(32)..(32)

185

<223> Ser disindaki herhangi bir amino asit

<220>

<221>MOD_RES
<222>(123) .. (123)
<223> Leu disindaki herhangi bir amino asit

<220>

<221>MOD_RES
<222>(240) .. (240)
<223> Glu digindaki herhangi bir amino asit

<400> 39

Cys Ser

1

Ile Gly

ASp Lys

Gly Thr
50

Gly Asp

Ile Ser

Ser

Thr

Gly

35

Lau

Lya

Arg

Gly

Gly

20

Leu

Thr

Asp

Phe

Gly Gly Gly
S

Leu Ala Asp

Lys Ser Leu

Lauy Ser Ala
55

Asn Ser Leu
T0

Asp Phe Val
85

Sar

Ala

Thr

40

Gln

Asn

Gln

Gly Gly Gly
10

Leu Thr Ala
2%

Lau Glu Asp
Gly Ala Glu

Thr Gly Lys
75

Lys Ile Glu
%0

Gly

Pro

Ser

Lys
60

val

val

Ile

45

Thr

Lys

Asp

Ala

Asp

30

Pro

Pha

Asn

Gly

Ala Asp
13

His Xaa

Gln Asn

Lys Ala

Asp Lys

80

@ln Thr
95



10

Ile

Ala

Glu
145

Gly

Ile

Glu
225

Ile

Gly

Thr

val

Ser

130

Hig

Lys

Lys

210

Lye

Ala

Ile

Leav

Val

118

Lev

Thr

Phe

Glu

195

Ser

Gly

Gly

<210> 40
<211> 262
<212>PRT
<213> Neisseria meningitidis

<400> 40

1

Ala

100

Ala

Tle

Ala

Phe

Thr

180

Gln

His

Thr

Sear

Gly
260

Ser

Agn

Phe

Ser
165

lys

Asn

Ala

Tyz

Ala
245

Lys

Gly

Gln

Gln

Asn

150

Ser

Lya

Yal

val

His

230

Gln

Glu

Tle

Arg

138

Gln

Gln

Glu

Ile

215

Val

Pha

Glu

120

Ser

Asp

Gly

200

Ala

Lys

Ile Gly Thr Gly Leu Ala Aap Ala
20

Asp Lys Gly Lau Lys Ser Lau
as

Gln

105

Lye

Phe

Pro

Pro

Tyr

185

Ala

Gly

Lev

Ile

Cys Sar Sar Gly Gly Gly Gly 8er Gly G
5 1

25

186

Ile

Tle

Gly

Asn

170

Gly

Ala

Asp

Phe

Gly
250

Tyr lys

Xaa Asn

val Ser
140

Gly Lys

155

Gly Arg

Arg Ile

Ala Glu

T™hr Arg

Gly Asp

23%

Glu Lys

Gln

Pro

12%

Gly

Ala

Glu

205

Tyr

val

Asn
110

hsp

Leu

Glu

His

His

190

Lys

Gly

Ala

His

1y Gly Gly val Ala Ala
0

Hias

Lys

Gly

Tyr

Ty

175

Leu

Ala

Ser

ain

Glua
255

15

Ser

Thr

Gly

His

160

Ser

Lysa

Glu

240

Ile

Asp

Lau Thr Ala Pro Leu Asp His Lys
30

Thr Leu Glu Asp Ser Ile Pro Gln Asn

45



Gly

Gly

63

Ila

Ile

Glu
145

Gly

Ile

Glu
22%

Ila

Gly

Thr

50

Sar

Thr

Val

130

His

Lys

Lys

210

Lys

Ala

Ile

Lav

Lys

Arg

Leu

val

115

Lau

Thr

Als

Phe

Glua

195

Ser

Gly

Gly

Ala

<210> 41
<211> 250
<212>PRT
<213> Artifisyel Sekans

<220>

Thr

Asp

Pha

Als

100

Ala

1le

Ala

Phe

Thr

180

Gln

His

Thr

ser

Gly
260

Sor

Lau

Aan

Phe

Ser

163

Lys

Asn

Ala

Tyr

Ala

245

Lys

Ser

Sor

70

Phe

Gly

Gln

Asn

150

Ser

Lys

val

Val

His

230

Gln

Ala

55

Leu

Val

Glu

Ile

13%

Gln

Glo

Asn

Phe

Glu
120

Sar

Gly

Thr

Lys

Gln

103

Lys

Phe

Pro

Asp Asp Pro

Glu

Ile
215

Vval

Ala

Lys

ky 24

185

Ala

Gly

lau

Ile

187

Ala

Gly

Ile

90

Ile

Ile

Gly

Asn

170

Gly

Ala

Asp

Phe

Gly
250

Glu

Lys

75

Glu

YL

Asn

val

Gly

155

Gly

Ala

lys

60

Leu

Val

ys

Asn

Ser
140

Lys

Arg

Ile

Glu

Thr Arg

Gly
23%

Glu

Asp

Lys

Thr

Lys

Gln

Pro
12%

Gly

Ala

Glu

20%

Val

Phe

Agn

Gly

Asn
110

Asp

Glu

His

His

190

Lys

Gly

Ala

His

Lys

Asp

Gln

95

His

Lys

Gly

Tyr

Tyr

175

Lau

Ala

Gln

Glu
258

Ala

Lys

80

Thr

Sor

Thr

Gly

His

160

Lys

Glu

Glu
240

Ile
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<221> kaynak
<223> /not="Artifisyel Sekansin Tanum; Sentetik polipeptid"

<400> 41



Val

lla

Lys

63

Gln

Pro

Gly

Ala
145

228

Ala

Fro

Phe

Asn

Gly

Asn

Asp

130

Glu

Bim

i

Lys

Gly

210

Ala

Ala

His

Gln

35

Lyse

Asp

Glm

Hie

Lys

115

Gly

TYr

Tyr

Leu

Ala

195

Sar

Gla

Asp

Lys

20

Asn

Ala

Lys

Thr

Ser

100

Thr

Gly

His

Sar

Ly®

180

hep

Glua

Glu

lle

Asp

Gly

Gly

Ile

lle

Ala

Asp

Glu

Gly

lle

165

The

Glu

Glu

Ile

Gly

1ys

thr

Asp

Ser

70

Val

Ser

Bis

1ys
150

A=p

Lys

Lys

Ala
230

Thr

Gly

Lys
58

Val

138

Ala

Pha

Glu

Ser

Gly

215

Gly

Gly

Leu

Thr

40

Pha

Ala

Ala

Ile

120

Ala

Phe

Thr

Gln

His

200

Thr

Seor

Lys

25

Asn

Asp

Sear

108

Asn

Phe

Lys

188

Ala

Tyr

Ala

189

Ala

10

Serx

Sar

Ser

Phe

Gly

Gln

Gln

Asn

Ser

Lys

170

Val

Val

Hia

Thr

Asp

Lau

Ala

Val

75

Glu

Ile

Arg

Gln

Asp

155

Gln

Glu

Ile

Val
238

Ala

Thr

Gln

Asn

Gln

Pha

Glu

Ser

Leu

140

Asp

Gly

Lev

Lau

Ala
220

Lys

Gly
45

Lys

Fha

135

Pro

Pro

Tyr

Ala

205

Ile

Thr

Qlu

30

Ala

Gly

Ile

lla

Ile

110

Leu

Gly

Bly

Ala

190

hsp

BPhe

Gly

Val His Ala Ile Gly Ile Ala Gly Lys Gln
245

250

Ala
18

Asp

Glua

Lys

Qlu

Tyr

5

Asn

val

Gly

Gly

175

Als

Thr

Gly

Glu

Pro

Ser

Lys

Val
8o

Lys

Asn

Lys

Arg

160

Ile

Qlu

Arg

Asp

Lys
240



10

<210> 42
<211>250
<212> PRT

<213> Artifisyel Sekans

<220>

<221> kaynak

190

<223> /not="Artifisyel Sekansin Tanimi: Sentetik polipeptid"

<400> 42

val

Ile

Lys
&5

Pro

Ala
145

Ala

Asp

Pro

Phe

50

Gly

Leu
130

Glu

His

Ala

His

Gln

Lys

Asp

Gln

His

Ly»

115

Gly

Tyr

Tyr

Leu

Asp

Lys

20

Asn

Ala

Lys

Thr

$er

100

Thr

Gly

His

Ser

Lys
180

Ile

Asp

Gly

Gly

Ile

Ile

B3

Alas

Asp

Qlu

Gly

lle

165

T™he

Gly

Lya

Thr

Asp

Ser

70

Yal

Ser

His

Lys
150

Asp

Thr

Gly

Lys
ss

Val

113

Ala

Ehe

Glu

Gly

Thr
40

Pha

Ala

Ile

120

Als

Phe

Thr

Gln

Lys
25

Asp

Ser

Leu
105

Phve

Lys

1858

Ala
10

Ser

Ser

Phe

Gly

90

Gln

Gln

Asn

ser

Lya

170

Val

Asp

Lau

Ala

Val
75

Glu

Ile

Gln

Asp

155

Gln

Glu

Ala

Thre

Gln

Aan

é0

Gln

Phe

Glu

Ser

Leéu

140

Asp

Gly

Leu

Gly

435

Lys

Gln

Phe

125

Pro

Pro

Tyr

Ala

Thr

Glu

30

Ala

Gly

Ile

1le

Ile

110

Gly

Gly

Ala
1920

Ala
15

Asp

Glu

Lys

Glu

Tyr

9%

Asn

Val

Gly

Gly

Aryg

175

Ala

Pro

val

Lys

Lesa

val

Lys

Asn

Ser

Lys

Arg

160

Ile

Glu



10

15

Leu Lye Ala

195

Tyr Gly Ser

210

Arg Ala Gln

225

Val His Ala

<210> 43

<211>250
<212>PRT
<213> Artifisyel Sekans

<220>
<221> kaynak
<223> /not="Artifisyel Sekansm Tammi: Sentetik polipeptid”

<400> 43

val Ala Ala

1

Leu

Ile

Lys
65

Gln

Pro

Asp

Pro

#he

50

Gly

Asn

Asp

130

Hie

Gln

Lys

Gla

His

Lys

115§

Gly

191

Asp Glu Lys Ser His Als Val Ile Lau Gly Asp Thr Arg

200

205

Glu Glu Lys Gly Thr Tyr Hia Leu Ala Leu Phe Gly Asp

215

220

Glu Ile Ala Gly Ser Ala Thr Val Lys 1le Gly Glu Lys

230

Ile Gly Ile Ala Gly Lys Gln

Asp

Lys

20

Asn

Ala

Lya

Thr

Ser

100

Thr

Gly

245

1le

Asp

Oly

Gly

Ile

Ile

B3

Ala

Asp

dlu

Gly

Lys

Asp

Ser
70

Val

thr

Gly

Lys
55

Val

135

Gly

Leu

Thr

Pha

Ala

Ile
120

Ala

Lau

Lys

2%

Lau

Asn

Asp

Ser

Leu

103

Aan

Phe

250

Ala

10

Ser

Ser

Ser

Pha

Gly

30

Gln

Gln

Aan

235

Asp

Ala

Lau

val

75

Glu

Ile

aln

Ala

Gln

Asn

60

Gln

Phe

Glu

140

Leu

Gly

45

Thr

Lys

Gln

Lys

Phe

12%

Pro

Thr

Glu

0

Ala

Gly

Ile

Ile

Ile

110

Arg

Gly

Ala
13

Asp

Glu

Lys

Glua

Tyr

95

Asn

val

Gly

240

Val

Lys

Lou

val

BO

Asn

Ser

Lys



10

Ala Glu
145

Leu Ris

Glu Rie

Leu Lys

210

Arg Ala
225

Vval His

Tyr

Leu

Ala

193

Ser

Gln

Ala

<210> 44
<211> 250
<212>PRT
<213> Artifisyel Sekans

<220>

Hia Gly

Ser Tle
165

Lys The

180

Asp Glu

Glu Glu

Glu Ile

Ile Gly
245

<221> kaynak
<223> /not="Artifisyel Sekansin Tanumi: Sentetik polipeptid”

<400> 44

val Ala Ala Asp

Leu Asp His Lys

Ile Pro Gln Asn

Thr Fha Lys Ala

50

Lys Asn Asp Lya

63

Asp Gly Gla Thr

5

20

a5

Lys
150

Asp

Lys

Ala
230

Ile

70

Ala

Phe

Glu

Seor

Gly

215

Gly

Ehea

™he

Gln

His

200

Thr

Ser

Ile Gly Thr Gly
]
Asp Lys Gly Leu

Gly T™hr Leu Thr

40

Gly Asp Lys Asp
35
Ile Ser Arg Phe

Ile T™hr leu Ala

Sar

Lys

Asn

188

Als

Ty

Ala

Lys

Leu

Lys

25

Lau

Asn

Asp

Ser

192

Sar Aasp
155

Lys Gln
170

Val Glu

Val Ile

His Leu

Thr Val
233

Gln
250

Ala Asp
10

Ser Lavu

Ser Ala

Ber Lau

Phe Val

78

Gly Glu
90

Aasp

Cly

Leu

Leu

Ala

220

Lys

Ala

T™he

Gln

Asn

60

Gln

Pro

Tye

Ala

Gly

203

Lau

Ile

Gly

45

Thr

Lys

Gln

Asn

Cly

Ala

190

Asp

Phe

Gly

Glu

a0

Ala

Gly

1le

Ile

Gly
Acg
178
Als
Thr

Gly

Glu

Ala
13

Asp
Glu
Lys

Glua

Tyr
95

Arg
160

Ile

Glo

Azrg

Asp

Lys
240

Pro

vVal

Lys

Lau

val

80

L1ys



10

Gln

Pro

Ala
148

Glu

225

val

Asn

Asp

130

Glu

Ris

Gly
210

Ala

Mis

Him

Lys

115

Gly

Tyr

Tyr

Leu

Ala

195

Seor

Gln

Glu

<210> 45
<211>247
<212>PRT
<213> Artifisyel Sekans

<220>
<221> kaynak
<223> /not="Artifisyel Sekansm Tanumi: Sentetik polipeptid”

<400> 45

Ser

100

Thx

Gly

Kia

Sar

Lys

180

Asp

Glu

Glu

Ile

Ala

Asp

Glu

Gly

Ile

165

The

Glu

Clu

Ile

Gly
245

val

Ser

His

iys

150

Asp

Lys

lys

Ala

230

Ile

val

135

Ala

Phe

Glu

Ser

Gly

218

Gly

Ala

Ala

Ile

120

Ala

Phe

Thr

Gln

His

200

T™hr

Ser

Gly

105

Asn

Pha

Ser

Lys

183

Ala

Tyr

Ala

Lys

193

Gln

Gln

Asn

Ser

Lys

170

Val

Val

Hig

Thr

Gln
2%0

lle

Azg

Gln

Asp

158%

Gln

Glu

1le

Val
235

Glu

sSer

Lau

140

Asp

Gly

Leu

Leu

Ala
220

Lys

lye

Phe

123

Pro

Pro

Tyr

Ala

Gly

205

Ile

lle

110

Gly

Asn

Gly

Ala
190

Asp

Phe

Gly

Asn

val

Gly

Gly

Arg

175

Ala

Thr

Gly

Qlu

Asn

Lys

160

Ils

GQlu

Asp

Lys
240

val Ala Ala Asp Ile Gly Ala Gly Leu Ala Asp Ala Leu Thr Ala Pro

1

5

10

15

Leu Asp His Lys Asp Lys 3er Leu Gln Ser Leu Thr Leu Asp Gln Val
20

23

30

Val Arg Lys Asn Glu Lys Leu Lys Lau Ala Ala Gln Gly Ala Glu lys

as

45



10

™hr

Lys

63

Ile

Gly

145

Thr

aep

Glu

Glu

225

Ile

Tyr

50

val

Ile

Ala

Asp

Glu

130

Gly

Ile

Thr

Glu

Glu

210

Ile

Gly

Gly

Serx

Thr

Val

Sar

118

Hig

Lys

Pro

Lys

195

Lys

Ala

Ile

<210> 46
<211> 255
<212>PRT
<213> Neisseria meningitidis

<400> 46

1

Asn

Arg

Leu

Val

100

Leau

Thr

Ala

Pha

Glu

180

Ser

Gly

Gly

Ala

Gly

Pha

Glu

a5

Ala

Ile

Als

Phe

Ala

165

Gln

His

Thr

Ser

Gly
245

Asp

Asp
T0

Phe

150

Ala

Ala
230

Lys

Ser
55

Phe

Gly

Gln

Asn

1313

Ser

Lys

Val

val

His

215

Thr

Gln

Lau

Ile

Glu

Ile

120

Gln

Asp

Glo

Glu

Ils

200

Val

Ann

Arg

Phe

Glu
105

Asp

Gly

Lewv

185

Lau

Ala

Lye

194

The

Gln

Glin

90

Lys

Phe

Pro

Ala

Hias

170

Ala

Gly

Lsu

lle

10

Gly

Ile

75

Ile

Ile

Asp

Gly

155

Gly

Ala

Asp

Pha

Gly
235

lys
60

[rSR1)

Asn

Val

Gly

140

Gly

Lys

Ala

Gly
2320

Glu

val

Lys

Ser

125

Lys

Lys

Ile

Glu

20%

Lys

Asp

Gln

Pro

110

Gly

Ala

Leau

Glu

Leu
190

Tyr

Asp Arg

Lys

val

Asn

Gly

Asp

95

Asp

Lau

Glu

Thr

Hia

175

Lys

Gly

Ala

Hia

Qln

80

His

Lys

Gly

Tye

TYyr

160

Ala

Ser

Gln

Glu
240

Cys Ser Ser Gly Gly Gly Gly Val Ala Ala Asp Ile Gly Ala Gly Lsu
5 15



5

Ala Asp Ala

Seor

Gln

Gln

Gln

Pha

148

Asp

Gly

Ser

Gly
22%

Lev

Ala

Gly

Ile

Val

Ila

Ala

T™hr

Thr

35

Gln

Lys

Glu

Tyr

Gln

1%

Ile

Gly

Gly

Gly

Ala

193

Ser

Phe

vVal

<210>47
<211> 247

Leu

20

Leu

Gly

Lea

Val

Lys

10¢

Asp

Qly

Gly

Gly

Lys

18¢

Ala

val

Gly

Asn

Thr

Asp

Ala

Llys

Asp

85

Gln

Ser

Asp

Azg

Lys

163

Ile

Aep

Leu

Gly

Gly
248

Ala

Gln

Glu

Asn

T0

Cly

Ser

Glu

Ila

Ala

130

Leu

Glu

Ile

Tyzr

Lys

230

Ile

Pro

Sor

Lys

55

Gln

His

His

Ala
135

His

Asn
215

Ala

Val

Thr

Lys

Leu

Sar

Sar

120

Gly

Tyr

Tyr

Pro
200

Gln

Ris

Asp

5

Arg

Tyr

Val

Ile

Ala

105

Gly

Glu

Thz

Lys

18%

Ala

Glu

Ile

195

Hie

Lys

Gly

™r

90

Lya

His

Gly

Ile

170

Sar

Gly

Glu

val

Gly
250

Lys

ASn

Asn

Arg

75

Thr

The

The

138

Asp

Pro

Lys

Lys

Ala

235

Leu

Aap

Glu

Gly

Phe

Glu

Ala

Val

Ser

140

Ala

Phe

Glu

aly
2320

Gly

Ala

lye

Lys

45

Asp

Ser

Pha

Ala

128

Pha

Phe

Ala

Hie

208

Ala

Gly

3o

Levw

Ser

Phe

Gly

110

Lys

Asp

Gly

Ala

190

Ala

Tyr

Ala

Lys

Leu

Lye

Lau

Ile

Glu

95

Thr

Arg

Lys

Ser

Lys

173

val

Val

Sar

Glu

@ln
253

Gln

Leu

Asn

Arg

BO

Phe

Glua

Gln

Leau

Asp

160

Gin

Asp

Ile

Laa

val
240
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196

<212>PRT
<213> Artifisyel Sekans

<220>
<221> kaynak
<223> not="Artifisyel Sekansm Tanumi; Sentetik polipeptid"

<220>
<221>MOD RES
<222>(32)..(32)

<223> Herhangi bir amino asit

<220>
<221>MOD_RES
<222> (123) .. (123)

<223> Leu disindaki herhangi bir amino asit

<220>

<221>MOD_RES

<222>(240) .. (240)

<223> Glu digindaki herhangi bir amino asit

<400> 47



val

val

lys

65

Leu

Ser

Ile

Uis
145

Ihr

Asp

Glu

Glu

22%

Ile

Ala

Tyr

50

val

Ile

Ala

Glu
130

Gly

Ile

Thr

Glu

Glu

210

Ile

Gly

Ala

His

Lys

35

Gly

Ser

Val

Ser

118%

Hiam

Lya

Pro

Lys

19§

Lys

Ala

Ile

Asp

Lys

20

ARn

Asn

Arg

Leu

val

100

Leu

Thr

Ala

Phe

Glu

180

Ser

Gly

Gly

Ala

Ile

Asp

Gluo

Gly

Phe

Glu

83

Ala

Ile

Ala

Phe

Ala

165

Gln

His

Thr

Seor

Gly
24%

Gly

Lys

Asp

Asp

70

Ser

Asn

Phe

Ser
150

Ala

Ala

Tyr

Ala
230

Lys

Ala

Sor

Ser

L1 ]

Phe

Gly

Gln

Gln

Aan

135

Ser

val

val

Bis

215

The

Gln

Gly

Leu

Lys

40

Ile

Glu

1lle

120

Gln

Asp

Gln

Glu

Ile

200

Val

Lav

Gln
25

Asn

Arg

Glu
105

Leu

Asp

Gly

Leu
185

Ala

Lys

197

Ala
10

Ser

Ala

Gln

Gln

90

Lys

Phe

Pro

Ala

His
170

Ala

Gly

Ile

Asp

Ala

Gly

Ile

75

Ile

lle

Xas

Asp

Gly
155

Gly

Ala

Asp

Phe

Cly
233

Ala

Lys

60

Glu

Tyc

Asn

Val

Gly

140

Gly

Lys

Ala

Gly
220

Glu

val

Lys

Asn

Ser

129

Lys

Lys

Ile

Glu

208

Asp

Lys

Asp

30

Ala

Lye

Asp

@ln

Pro

110

Gly

Als

Glu

Leu

190

Tyr

Arg

vVal

Ala

15

Gln

Glua

ABn

Gly

Asp

93

Asp

Glu

His

175

Lys

Gly

Ala

Ris

Pro

Xaa

Lys

Gln

80

Ais

Lys

Gly

Tyr

Tyt
160

Ala

Ser

Gln

Xaa
240
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<210> 48

<211>250

<212> PRT

<213> Artifisyel Sekans

<220>
<221> kaynak
<223> /not="Artifisyel Sekansin Tanimi: Sentetik polipeptid"

<220>
<221> MOD_RES
<222>(32) .. (32)

<223> Herhangi bir amino asit

<220>
<221>MOD_RES
222> (126) .. (126)

<223> Leu disindaki herhangi bir amino asit

<220>
<221>MOD_RES
<222>(243) .. (243)

<223> Glu disindaki herhangi bir amino asit
<400> 48

Val Ala Ala Asp Ile Gly Thr Gly Lau Ala Asp Ala Leu Thr Ala Pro
1 5 10 15

Leu Asp Hisa Lys Asp Lys Gly Leu Lys Ser Leu Thr Leu Glu Asp Xaa
20 25 30

Ile Pro Gln Asn Gly Thr Leu Thr Lau Ser Ala Gln Gly Ala Glu Lys
as 40 48



10

™hr

Lys
1)

Gln

Pro

Gly

145

Glu

%

Gly

Asp

Leu
130

Hie

Gly
210

Lye

Asp

Gla

His

Lys

115

Gly

TYr

TYyr

Leu

Ala

195

Ser

Arg Ala Glo

225

Val

Nis

Xan

<210> 49
<211> 248
<212>PRT
<213> Artifisyel Sekans

<220>
<221> kaynak
<223> /not="Artifisyel Sekansm Tanimi: Sentetik polipeptid”

<220>

Ala

Lys

Thr

Sar

100

Thr

Qly

His

Sar

Lys

180

Asp

Glu

Glu

Ile

Gly

Ile

Ila

85

Ala

Asp

Glu

Gly

Ile

165

The

Glu

Glu

Ile

Gly
243

Asp

Ser

70

val

Ser

Ris

Lys

150

Asp

Lys

Lys

Ala

230

Ile

Lys Asp Asn

55

Arg

Phe

Asp

Leu Ala Sar

Val Ala

Leu

1313

Pha

Glu

Ser

Gly

215

Gly

Ala

Ile

120

Ala

Phe

Thr

Gln

His

200

Thr

Sar

Gly

105

Asn

Phe

Ser

Lys

Asn

185

Ala

Tyr

Ala

Lys

199

Sar

Phe

Gly

90

Gln

Gln

Asn

Ser

Lya

170

Val

Val

His

Thr

Gln
250

val
75

Glu

Ile

Gln

Asp

155

Gln

Glu

Ila

val
235

Asn

Gln

Phe

Glu

Lav

140

Asp

Gly

Leu

Lau

Ala

220

Lys

Thr

Lys

Gln

Lys

Phe

128

Pro

Pro

Ala

208

Ile

Gly

Ile

Ile

lle

110

Gly

Gly

Als

190

Asp

Pha

Gly

Lys

@lu

Tyr

95

Asn

val

Gly

Arg

175

Als

Thr

Gly

Gla

Lav

Val

B0

Lys

Asn

Sar

Lys

Arg

160

Ile

Glu

Arg

Asp

Ly®
240



<221>MOD_RES
<222> (34)..(34)

200

<223> Arg disindaki herhangi bir amino asit

<400> 49

val

Val

lys

65

Ser

Ser

Yt
1458

TYyr

Pro

Gln

Ala

Xaa

Tyr

50

Val

Ile

Ala

Gly

Glu

130

Thr

Lywe

Asp

Ala
210

Ala

Hias

Lys

35

Gly

Sar

Thx

Leu

Lys

115

His

Gly

Ile

Ser

Gly

195

Glu

Asp

Lys

20

Amn

Asn

Arg

Leu

Thr

10¢

Mat

Thr

Thr

Asp

Pro

180

Lys

Lya

Ile

Asp

Glu

Gly

Phe

Glu

83

Ala

Val

Ser

Ma

Phe

165

Glu

Arg

Gly

Gly

Lys

Lys

Asp

Pha

Ala

Phe

Phe

150

Ala

His

Ser

Ala

Gly

Ser

33

Ehe

Gly

Gln

135

Gly

Ala

Ala

Tyr
21%

Gly

Lau

Lys

40

Leu

1le

Glu

Thr

120

Lys

Ser

Lys

Val

Val

200

Ser

Lau

Gln

23

Asn

Arg

Phe

Glu

105

Gln

Asp

Gln

Asp

185

Ile

Leu

Ala

19

Ser

Ala

Thr

Gln

Gln

90

Gln

Phe

Pro

Asp

Gly

170

Ser

Gly

Asp

Lou

Ala

Gly

1lle

15

Yal

Ile

Glu

Ala

158

Asn

Ala

Gly

Ile

Ala

Gln

lys
60

Glu

Tys

Gln

Ile

140

Gly

Gly

Ala

Ser

Phe
220

Gly

45

Val

Lys

Asp

Gly

128

Gly

Gly

Lys

Ala

Val

205

Gly

Thr

Asp

30

Ala

Lys

Asp

Gln

Ser
110

Asp

Arg

Lye

Ile

Asp
190

Leu

Gly

Ala

13

Gin

Glua

Asn

Gly

Ser

95

Glu

Ile

Ala

Lea

Glu

175

1le

Tyr

Lys

Pro

Ser

Lys

Asp

Gln

80

His

His

Ala

Thr

160

His

Lys

Asn

Ala
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201

Gln Glu Val Ala Gly Ser Ala Glu Val Lys Thr val Asn Gly 1lle Arg

235

230

His lle Gly Leu Ala Ala Lys Gln

<210> 50
<211>247
<212>PRT
<213> Artifisyel Sekans

<220>
<221> kaynak
<223> /not="Artifisyel Sekansm Tanum: Sentetik polipeptid”

<400> 50

val Ala Ala

1

Leu

val

Thr

Lys

65

Ser

Ile

Gly

His
145

YK

50

Val

Ile

Ala

Asp

Glu

130

Gly

Ile

Ris

Lys

k1)

Gly

Ser

Thr

Val

Ser

118

His

Lys

Asp

Asp

Lyas

20

Asn

Asn

Lev

Val

100

Leu

Thr

Ala

Phe

243

Ile

Asp

Glu

Gly

Phe

Glu

85

Ala

Ile

Ala

Pha

Als
165

Gly

Lys

Lys

Asp

Asn

Phe

150

Ala

Ala

Sor

Leu

Ser

55

Phe

Gly

Gln

Gln

Aan

135

Lys

Gly

Leu

Lys

a0

Ile

Glu

Ile

120

Gln

Gln

lau

Gln

23

Levu

Asn

Arg

Glu
105

Gly

Ala

19

Sec

Ala

Thr

Gln

Gln

90

Lya

Phe

Pro

His
170

235

Asp

Ala

Gly

Ile

15

Ile

Ile

Asp

Gly
155

Gly

Ala

Gln

Lys

&0

Glu

Tyr

Aan

val

Ay

140

Gly

Lys

Leu

Gly

48

val

Lys

Asn

12%

Lys

Lys

ille

Thr

hsp

30

Ala

Lys

Asp

Gln

Pro

110

Gly

Ala

Glu

Ala

15

Gln

Glu

Asn

Gly

Asp

95

Asp

Leu

Glu

Thr

His
178

240

Pro

val

Lys

Gln

BO

His

Lys

Gly

Tyr

TyT
160



10

Lys Thr Pro

Asp Glu Lys

195

Glu Glu Lya

210

Glu Tle Als

22%

Ile Gly Ile

<210> 51

<211> 250
<212> PRT
<213> Artifisyel Sekans

<220>
<221> kaynak
<223> fnot="Artifisyel Sekansm Tamm: Sentetik polipeptid”

<400> 51

val Ala Ala

1

Leu

Ile

Ihr

Lys

63

Asp

Gln

Pro

Asp

Pro

Phe

aly

Asp

His

Gln

35

Lys

hsp

Gln

His

Lya
115

Glu

180

Ser

Gly

Gly

Ala

Asp

Lys

20

Asn

Ala

Lys

Thr

Sear

100

Thr

Gln Aan

His Ala

Thr Tyr

Ser Ala
230

Gly lys
248

Ile Gly

Asp Lys

Gly T™hr

Gly Aap

Ile Ser
T0

Ile Thr
a3

Ala val

Asp Ser

val

val

His

21%

T™hr

Gln

Thr

Gly

Lys
55

Arg

val

Leu

202

Glu Leau Ala Ala Ala Glu lau Lys Ala

185

150

1le Leu Gly Asp Thr Arg Tyr Gly Ser

200

205

Leu Rla Leu Phe Gly Asp Arg Ala Gin

220

Val Lys Ile Gly Glu Lys Val His Ala

Gly

Lau

Thr
40

Asp

Phe

Ala

Ala

Ile
120

Leu

Lys

25

Leu

Aan

Asp

Sar

105

Asn

238

Ala Asp
10

Ser Leu

Ser Ala

Ser Leu

Phe Val

75

Gly Glu
90

Gln lle

Gin Arg

Ala

Gln

Aan

aln

Pha

Glu

for

Gly

45

Thr

Lys

Gln

Lys

Pho
123

Thr

Glu

Ala

Gly

Ile

Ile

Ile

110

Arg

Ala
15

Asp

Glu

Lyas

Glu

Tyr
95

Asn

Val

240

Val

Lys

Lau

Val
80

Lys

Aan



10

Gly Gly

130

Ala
145

Glu Tyr

His

Glu Mip Leu

Alas
19%

Gly Ser

210

Tyr

Arg Ala Gln

225

Val Hie Als

<210> 52
<211> 248
<212>PRT

Gly Glu

His Gly

Ser Ile

165

Lya Thr

180

Asp Glu

Glu Glu

Glu Ile

Tle Gly
245

His

Lys

150

Asp

Lys

Lys

Ala
230

Ile

<213> Artifisyel Sekans

<220>

<221> kaynak
<223> /not="Artifisyel Sekansm Tammi: Sentetik polipeptid”

<400> 52

val Ala Ala
1

Lau Asp His

Val Ser Lys
kL)

The Tyr Gly
0

Lys Val Ser
65

Thr

13%

Ala

Pha

Glu

Ser

Gly

215

Gly

Als

Asp Ile Gly Ala

5

Lya Asp Lys Gly

20

Asn Glu Lys Leu

Asn Gly Asp Ser

23

Arg Phe Asp Phe
70

Ala

Phe

Thr

Gln

Hie

200

Thr

Sar

Gly

Gly

Lau

Lys

40

Leu

Ile

Phe

Sor

Lys

Asn

185

Als

Tyr

Ala

Lys

203

Amn

Ser

Lya

170

Val

Val

His

Thr

Gln
2%0

Gln

Asp

153

Gln

Glu

Ile

Leu

val
238

Lau

140

Asp

Gly

Leu

Lau

Ala

220

Lys

Lau Ala Asp Ala

10

Gln Ser Lau Thr

25

Leu Ala Ala Gln

Asn Thr Gly lys
60

Arg Gln Ile Glu

78

Pro

Pro

Tyr

Ala

Gly

209

Ile

Leu

Gly
45

Leu

Val

Gly Gly Lys

Asn Gly Arg

160

Gly Arg Ils

175

Ala
190

Ala Glu

™hr Arg

Phe Gly Asp

Gly Glu Lys

240

Thr Ala Pro
15

Asp Gln Ser
30
Als Glu Lys

Lys Asn Asp

Asp Gly Gln
B8O
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Leu Ile

Ser Cly

Gly Glu
130

Tyr Arg
145

Tyr Thr

Leu Lys

Pro Asp

Gln Ala
210

Gln Glu
225

His Ile

™mr

Lys

11%

Him

Gly

Ile

Ser

Gly

19%

Glu

val

Gly

<210> 53
<211> 247
<212> PRT
<213> Artifisyel Sekans

<220>

Thr

100

Thr

Thr

Pxo
180

Lye

Lys

Ala

<221> kaynak
<223> /not="Artifisyel Sekansm Tanimi: Sentetik polipeptid”

<400> 53

Glu

Ala

val

Ser

Ala

Phe

165

Glu

Arg

Gly

Gly

Ala
245

Ser

Phe

Ala

Phe

Fbhe

150

Ala

Leu

Ris

Ser

Ser

230

Ala

Gly

Gln

1lys

Asp

135

Gly

Ala

Aan

Als

213

Ala

1iys

Glu

Arg

120

Lys

Ser

Lya

Val

Val

200

Ser

Glu

Gln

204

Phe Gln
30

Glu Gln

105

Gln Phe

lsu Pro

Asp Asp

Gla Gly

170

Asp Leu

Ile Ser

Leu Gly

val Lys

val

Ile

Arg

Glu

Ala

155

Asn

Ala

Gly

Ile

Thr
235

Tyc

Gln

Ile

Gly

140

Gly

Gly

Ala

Ser

Fhe

220

Val

Lyes Gln

Asp Ser
110

Gly Asp
123

Gly Arg

Gly Lys

Lyvs Ile

Ala Asp
190

Val Leu
208

Gly Gly

Asn Gly

Ser

95

Glu

Ile

Ala

Glu
175

Ile

Tyr

Lys

Ila

His

His

Ala

Thr

Thr

160

His

Lys

Asn

Als

Arg
240

Val Ala Ala Asp Ile Gly Ala Gly Leu Ala Asp Ala leu Thr Ala Pro

1

5

10

15

Lau Asp His Lys Asp Lys Ser Leu Gln Ser Leu Thr Leu Asp Gln Ser

20

2%

30



val

Lys

65

Ser

Ile

Nis
143

Lys

Asp

Glu

Glu

223

Ila

Tyr
50

Val

Ile

Glu

130

Gly

Il

Thr

Glu

Glu

210

Ile

Gly

Lym
35

Gly

Val

Sar

1135

His

Lys

Pro

Lys

195

Lya

Ala

lle

<210> 54
<211>247
<212> PRT
<213> Artifisyel Sekans

<220>

Asn

Asn

Arg

Leu

val

100

Leu

Thr

Ala

Phea

Glu

180

sSer

Gly

Gly

Ala

Glu

Gly

Pha

Glv

23

Ala

1le

Ala

Phe

Ala

165

Gln

HBis

Thr

Sar

Gly
24%

Asp

70

Sox

Lesu

Asn

Pha

Seor

130

Asn

Ala

Ala
230

Lys

Lau

Seor

55

Pha

Gly

Gln

Asn

135

Sor

Lys

val

vVal

Mis

215

Gln

Lys

40

Leu

Ila

Glu

Ile

120

Gln

Glu

Ile
200

Val

205

Lau Ala

Asn The

Arg Gln

Phe Gln

20

Glu Lys
105

Sar Phe

Lau Pro

Asp Ala

Gly His

170

Leu Ala

185

Leu Gly

Ala Lasu

Lya Ile

Ala

Gly

lle

75

Ile

Ile

Asp

Gly

153

Gly

Ala

Asp

Phe

Gly
233

Gln

Lys
60

Glu

Tys

Asn

val

Gly

140

Gly

Lys

Ala

Gly
220

Glu

Gly

45

Val

Lys

Ser

12%

Lys

Lys

Ile

Glu

205

Asp

Lys

Als

Lye

Asp

@ln

Pro

110

Gly

Ala

Leu

Glu

190

Tyr

Arg

Val

Glu

Asn

Gly

hsp

9

Asp

| #1111

Glu

The

His

175

Lys

Gly

Ala

His

Lys

Asp

Gln

80

Ris

Lys

Gly

Tyr

Tyt

160

Lau

Ala

Ser

Gln

Ala
240
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15

20

25

206

<221> kaynak
<223> /not="Artifisyel Sekansm Tammi: Sentetik polipeptid”

<400> 54



Val

val

Lys

1)

Ser

Ile

Gly

His
145

Glu

Glu
228

Ala

Tyr

50

Val

Ila

Ala

Asp

Glu

130

Gly

Ila

The

Glu

Glu

210

Ile

Ala

His

Lya

35

Gly

Ser

Thr

Val

Ser

115

His

Lys

Pro

Lys
195

Lys

Ala

Asp

Lys

20

Asn

Asn

Arg

Lau

Val

100

Leu

Thr

Ala

Phe

Glu

180

Ser

Gly

Gly

Ile

Asp

Glu

Gly

Pha

Gla

85

Ala

Ile

Ala

Pha

Ala

165

Gln

His

Thr

Ile Gly Ile Ala Gly Lys Gln

Gly

Lys

Lys

Asp

Asp

70

Asn

Phe

150

Asn

Tyr

Ala
230

Ala

Ser

L)

Phe

Gly

Gln

Gln

135

Lys

Val

Val

His
215

Gly

Leu

Lys

40

Ile

Glu

Ile

120

Gln

Asp

Glu

Ile
200

val

207

Lav

Gln

25

Asn

Arg

Phe

Glua
105

Asp

Gly

Leu
188

Ala

Lys

245

Ala
10

Ser

Ala

Gln

Gln
90

Lya

Phe

Pro

Ala

His

170

Ala

Gly

Lau

Ile

Asp

Ala

Gly

Ile

75

1le

Ile

Azg

Asp

Gly

155

Gly

Ala

Asp

Phe

Gly
238%

Ala

Gln

Lys
60

Glu

Tyr

Aan

Val

Gly

140

Gy

Lys

Ala

Gly
220

Glu

Gly

45

Leu

Val

Lys

Asn

Ser

125

Lys

Lys

Ile

Glu

205

Asp

Lys

Als

Lys

Asp

Gln

Pro

110

Gly

Ala

Leu

Glu

Lou
190

Tyr

Arg

vVal

Ala

1%

ain

Glua

Asn

Gly

95

Asp

Leu

Glu

Thr

Hias

175

Lys

Gly

Ala

Ris

Pro

Ser

Lys

Gln

80

His

Lys

Gly

Tyr

Tyr

160

Leu

Ala

Ser

Gln

Glu
240
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<210> 55
<211>250
<212> PRT

<213> Artifisyel Sekans

<220>

<221> kaynak

208

<223> /not="Artifisyel Sekansin Tanimi: Sentetik polipeptid"

<400> 55

val

Ile

Lys
&5

Pro

Ala
145

Ala

Asp

Pro

Phe

50

Gly

Leu
130

Glu

His

Ala

His

Gln

Lys

Asp

Gln

His

Ly»

115

Gly

Tyr

Tyr

Leu

Asp

Lys

20

Asn

Ala

Lys

Thr

$er

100

Thr

Gly

His

Ser

Lys
180

Ile

Asp

Gly

Gly

Ile

Ile

B3

Alas

Asp

Qlu

Gly

lle

165

T™he

Gly

Lya

Thr

Asp

Ser

70

Yal

Ser

His

Lys
150

Asp

Thr

Gly

Lys
ss

Val

113

Ala

Ehe

Glu

Gly

Thr
40

Pha

Ala

Ile

120

Als

Phe

Thr

Gln

Lys
25

Asp

Ser

Leu
105

Phve

Lys

1858

Ala
10

Ser

Ser

Phe

Gly

90

Gln

Gln

Asn

ser

Lya

170

Val

Asp

Lau

Ala

Val
75

Glu

Ile

Gln

Asp

155

Gln

Glu

Ala

Thre

Gln

Aan

é0

Gln

Phe

Glu

Ser

Leéu

140

Asp

Gly

Leu

Gly

435

Lys

Gln

Phe

125

Pro

Pro

Tyr

Ala

Thr

Glu

30

Ala

Gly

Ile

1le

Ile

110

Gly

Gly

Ala
1920

Ala
15

Asp

Glu

Lys

Glu

Tyr

9%

Asn

Val

Gly

Gly

Aryg

175

Ala

Pro

Lys

Lesa

val

Lys

Asn

Ser

Lys

Arg

160

Ile

Glu
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Leu Lye Ala

195

Tyr Gly Ser

210

Arg Ala Gln

225

Val His Ala

<210> 56

<211>250
<212>PRT
<213> Artifisyel Sekans

<220>
<221> kaynak
<223> /not="Artifisyel Sekansm Tammi: Sentetik polipeptid”

<400> 56

val Ala Ala

1

Leu

Ile

Lys
65

Gln

Pro

Asp

Pro

#he

50

Gly

Asn

Asp

130

Hie

Gln

Lys

Gla

His

Lys

115§

Gly

209

Asp Glu Lys Ser His Als Val Ile Lau Gly Asp Thr Arg

200

205

Glu Glu Lys Gly Thr Tyr Hia Leu Ala Leu Phe Gly Asp

215

220

Glu Ile Ala Gly Ser Ala Thr Val Lys 1le Gly Glu Lys

230

Ile Gly Ile Ala Gly Lys Gln

Asp

Lys

20

Asn

Ala

Lya

Thr

Ser

100

Thr

Gly

245

1le

Asp

Oly

Gly

Ile

Ile

B3

Ala

Asp

dlu

Gly

Lys

Asp

Ser
70

Val

thr

Gly

Lys
55

Val

135

Gly

Leu

Thr

Pha

Ala

Ile
120

Ala

Lau

Lys

2%

Lau

Asn

Asp

Ser

Leu

103

Aan

Phe

250

Ala

10

Ser

Ser

Ser

Pha

Gly

30

Gln

Gln

Aan

235

Asp

Ala

Lau

val

75

Glu

Ile

aln

Ala

Gln

Asn

60

Gln

Phe

Glu

140

Leu

Gly

45

Thr

Lys

Gln

Lys

Phe

12%

Pro

Thr

Glu

0

Ala

Gly

Ile

Ile

Ile

110

Arg

Gly

Ala
13

Asp

Glu

Lys

Glua

Tyr

95

Asn

val

Gly

240

Seor

Lys

Lou

val

BO

Asn

Ser

Lys
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15

20

25

30

Ala Glu
145

Leu Ris

Gluy Hias

Leu Lys

Tyr Gly
210

Arg Ala
228

Val His

<210> 357
<211>25

Tyr

Tyr

Leu

Als

193

Ser

Gln

Glu

0

<212>PRT
<213> Artifisyel Sekans

<220>

Mia Gly Lys
150

Ser Ile Asp
168

Lys The Leu
180

Asp Glu Lys

Glu Glu Lys

Glu Tle Ala
230

Ile Gly Ille
245

<221> kaynak
<223> /mot="Artifisyel Sekansin Tammi: Sentetik polipeptid"”

<220>

<221>MOD_RES
<222>(32)..(32)
<223> Ser digindaki herhangi bir amino asit

<220>

<221>MOD RES
<222>(126)..(126)
<223> Leu disindaki herhangi bir amino asit

220>

<221>MOD_RES
<222>(243)..(243)
<223> Glu disindaki herhangi bir amino asit

<400> 57

Val Ala Als Asp Ile Gly Thr Gly Leu Ala Asp Ala Leu Thr Ala Pro

1

Leu Asp His Lys Asp Lys Gly Leu Lys Ser Leu The Leu Glu Asp Xaa

5

20

Ala

Phe

Glu

Ser

Gly

218

Gly

Ala

Pha

Gln

RBis

200

Thr

Ser

Gly

Sar

Lys

Asn

18%

Ala

Lys

2%

210

Sar

Lys

170

Val

Val

His

Thr

Gln
250

Asp Asp Pro Asn
155

Gln Gly Tyr Gly

Glu Leu Ala Ala
190

Gly

Arg
178

Als

Arg
160

Ile

Glu

Ile Leu Gly Asp Thr Arg

205

1eu Ala lLeu Fhe
220

Val Lys Tle Gly
p i)

10

Gly

Glu

30

Asp

Lys
240

15



10

Ile

Lys

65

Asp

Gln

Pro

Ala
14%

Glu

Val

Pro

Phe

50

Gly

Asn

130

Glu

Him

Mis

Lys

Gly

210

Mis

Gln
35

Lys

Gln

Nis

Lys

115

Gly

Tyr

Tyr

Leu

Ala

195

Ser

Gln

<210> 58
<211>10
<212> PRT
<213> Artifisyel Sekans

<220>

Asn

Ala

Lys

The

Sar

100

Thr

Gly

His

Sar

Lya

180

Asp

Glu

Glu

lle

Gly

Gly

lle

Ile

83

Ala

Asp

Glu

Gly

Ile

165

Glu

Glu

Ile

Gly
24%

Thr

Asp

Sar

70

™s

val

Sar

Bis

Lys
150

Asp

Lys

Lys

Ala

230

Ile

iys

55

Leu

val

Thr

135

Ala

Fha

Glu

Ser

Gly

215

Gly

Ala

Thr

40

Asp

BPha

Ala

Ala

Ila

120

Ala

Phe

Thr

Gln

His

200

Thr

Ser

Gly

211

Asn Ser

Asp Phs

§eor Gly
90

Lau Gln
105

Asn Gln

Phe Asn

Ser Ser

Lys Lys

170

Aan Val

185

Ala Val

Tyr Mia

Ala Thr

Lys Gln
230

Ala

Lsu

Val

75

Glu

lle

Gln

Asp

153

Gln

Glu

Ile

Val
233

Gln

Asn

Gln

Phe

Glu

Serx

Lau

140

Asp

Gly

Leu

Lau

Ala

220

Lys

Gly
45

Lys

Lys

Pha
12%

Pro

Pro

Ala

205

Ile

Ala

Aly

1le

lle

Ile

110

Gly

Ala
190

Phe

Gly

Glu

Lys

Glu

Tyr

95

Asn

Val

Gly

Gly

Arg

175

Ala

Thr

Gly

Glu

Lys

Lev

Val

a0

Lys

Asn

Lys

Arg

160

Ile

Glu

Arg

Asp

Lys
240
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15

20

25

30

212

<221> kaynak
<223> /mot="Artifisyel Sekansm Tammi: Sentetik peptid"

<220>

<221> VARYANT
<222> (3).(10)
<223> /degistir=""

<220>

<221> muhtelif _dzellikler

<222>(1)..(10)

<223> /not="Sekansta gosterilen varyant artiklar i¢in, varyant pozisyonlara dair
sunulan agiklama ve notlarda belirtilen amino asitler arasindan ozellikle tercih

edilen herhangi bir amino asit yoktur"

<400> 58
Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly
1 5 10
<210> 59
<211>10
<212>PRT

<213> Artifisyel Sekans

<220>
<221> kaynak

<223> mot="Artifisyel Sekansm Tammi: Sentetik peptid”

<220>
<221> VARYANT
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<222> (3)..(10)
<223> /degistir=""

<220>

<221> muhtelif dzellikler

<222> (1)..(10)

<223> /not="Sekansta gosterilen varyant artiklar igin, varyant pozisyonlara dair
sunulan aciklama ve notlarda belirtilen amino asitler arasindan ozellikle tercih

edilen herhangi bir amino asit yoktur™

<400> 59
His His His His His His His His His His
1 5 10
<210> 60
<211>10
<212>PRT

<213> Artifisyel Sekans

<220>
<221> kaynak
<223> /not="Artifisyel Sekansm Tanimi: Sentetik peptid”

<220>
<221> VARYANT
<222> (4)..(10)

<223> /degigtir=""
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<220>

<221> muhtelif dzellikler

<222> (1).(10)

<223> /not="Sekansta gosterilen varyant artiklar igin, varyant pozisyonlara dair
sunulan agiklama ve notlarda belirtilen amino asitler arasindan dzellikle tercih

edilen herhangi bir amino asit yoktur"

<400> 60

His His His His His His His His His His
1 5 10
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SEKILLERDEKI YAZILARIN ANLAMLARI

SEKIL 6
A = Yabani tip

SEKIL 8b

B = Kimotripsin

SEKIL 9
C = Stabilize edici mutasyonlar

D = fH'ye baglanma kabiliyetini bozucu mutasyonlar
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