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REVENDICATIONS

1. Procédé de préparation d’'un bioconjugué d’‘un
polysaccharide antigéne 0Oy d’'E. coli 1ié de maniére
covalente & une protéine porteuse, le procédé comprenant
les étapes consistant a

(i) fournir une cellule héte procaryote recombinante
comprenant

a. une séquence nucléotidique d’‘un groupe de
génes rfb pour le polysaccharide antigéne Oy ;

b. une séquence nucléotidique codant pour la
protéine porteuse comprenant au moins un site de
glycosylation comprenant une séquence consensus de
glycosylation Asn-X-Ser (Thr), ou X est n’importe quel
acide aminé sauf Pro (SEQ ID NO : 1), de préférence
une séquence consensus de glycosylation Asp(Glu)-X-
Agsn-Z-Ser(Thr), ou X et Z sont indépendamment choisis
parmi n’importe quel acide aminé sauf Pro (SEQ ID NO
2) ; et

c. une séquence nucléotidique codant pour une
oligosaccharyltransférase PglB, ; et
(ii) mettre en culture 1la cellule h&te procaryote

recombinante dans des conditions de production du
bioconjugué,

dans lequel

lorsqgque 1’antigéne Oy est le polysaccharide
antigéne OlA, la PglB, comprend les mutations d’acides
aminés N311V, K482R, D483H et A669V ;

lorsque 1’antigéne Oy est le polysaccharide
antigéne 04 glucosylé, la PglB, comprend la mutation
d’acide aminé N311V ou les mutations d’acides aminés
Y77H et N311V, et la cellule héte recombinante
comprend en outre une séquence codant pour une
glucosyltransférase GtrS ayant une identité d’au moins
80 % avec la SEQ ID NO : 4 et étant capable de
modifier un polysaccharide antigéne 04 d’'E. coli par

ajout de glucose pour produire le polysaccharide
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antigéne 04 glucosylé d’'E. coli, et des séquences
nucléotidiques codant pour une translocase GtrA et une
glycosyltransférase GtrB ayant une identité de
séquence d’au moins 80 % avec les SEQ ID NO : 7 et 8
respectivement, oU la translocase est capable de
translogquer le glucose 1ié au bactoprénol et la
glycosyltransférase est capable de glucosyler Ile
bactoprénol ;

lorsque 1l’antigéne Oy est le polysaccharide
antigéne O6A, la PglB, comprend les mutations d’acides
aminés N311V, K482R, D483H et A669V ;

lorsque 1l’antigéne Oy est le polysaccharide
antigéne 08, 1la PglB, ne comprend aucune mutation
d’acide aminé aux positions 77, 80, 287, 289, 311,
482, 483 et 669 ;

lorsque 1’antigéne Oy est le polysaccharide
antigéne 015, la PglB, comprend les mutations d’acides
aminés N311V, K482R, D483H et A669V ;

lorsque 1’antigéne Oy est le polysaccharide
antigéne 016, la PglB, comprend les mutations d’acides
aminés Y77H, S80R, Q287P, K289R et N311V ;

lorsque 1’antigéne Oy est le polysaccharide
antigéne 01827, la PglB, ne comprend aucune mutation
d’acide aminé aux positions 77, 80, 287, 289, 311,
482, 483 et 669 ; et

lorsque 1’antigéne Oy est le polysaccharide
antigéne 075, 1la PglB, comprend la mutation d’acide
aminé N311V,

dans lequel, dans chaque cas, les mutations
d’acides aminés sont relatives & la PglB de type
sauvage ayant la séquence d’acides aminés de la SEQ ID
NO : 6, et

dans lequel les polysaccharides antigénes OlA, 04
glucosylé, O0O6A, 08, 015, O01l6, O018A et 075 ont les

structures de formules (01A)
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[3)-a-L-Rhap-(1—3)-0-L-Rhap-(1—3)-B-L-Rhap-(1—4)-p-D-GlcpNAc-(1—],
2
!
1
p-D-ManpNAc

(0O4-Gle+):
a-D-Glep
1
¥
3
[—2)-a-L-Rhap-(1—6)-0-D-Glcp-(1—3)-a-L-FucpNAc-(1—3)-3-D-GlcpNAc-(1->],
(O6A):
[—4)-a-D-GalpNAc-(1—3)-p-D-Manp-(1->4)-p-D-Manp-(1—3)-a-D-GlcpNAc-(1—],
2
1
1
8-D-Glep
(O8):

o-D-Manp3Me-(1—[3)-p-D-Manp-(1—+2)-a-D-Manp-(1—2)-a-D-Manp-(1—],

(015):

[-2)-B-D-Galp-(1-3)-0o-L-FucpNAc-(1-3)-p-D-GlcpNAc-(1-]

¥

(O16):
[—2)-B-D-Galf-(1—6)-a-D-Glcp-(1—3)-a-L-Rhap-(1—3)-a-D-GlcpNAc-(1-],
2

1
Ac
(O18A):
[-2)-a-L-Rhap-(1-6)-a-D-Glcp-(1->4)-a-D-Galp-(1—>3)-a-D-GlcpNAc-(1—],
3

1

1
B-D-GlcpNAC et
(075)

B-D-Manp
1
l
4
[-3)-a-D-Galp-(1-4)-a-L-Rhap-(1-53)-B-D-GlcpNAc-(1-]

.3
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respectivement, et chaque n est indépendamment un nombre
entier allant de 1 & 100, de préférence de 3 & 50, par
exemple de 5 3 40, par exemple de 7 & 25, par exemple de 10
a 20.

2. Procédé de la revendication 1, dans lequel
l’antigéne Ox est un polysaccharide antigéne 04 glucosylé,
et la PglB, comprend la mutation d’acide aminé N311V ou les
mutations d’acides aminés Y77H et N311V par rapport a la
PglB de type sauvage ayant la séquence d’acides aminés de
la SEQ ID NO : 6.

3. Procédé de la revendication 2, dans lequel la
cellule hbéte procaryote recombinante comprend en outre une
séquence codant pour une GtrS ayant la séquence d’acides
aminés de la SEQ ID NO : 4, et des séquences nucléotidiques
codant pour une GtrA et une GtrB ayant les séquences
d’acides aminés des SEQ ID NO : 7 et 8, respectivement.

4. Procédé de ©préparation d’un bioconjugué d’un
polysaccharide antigéne 0Oy d’'E. coli 1ié de maniére
covalente & une protéine porteuse, le procédé comprenant
les étapes consistant a

(i) fournir une cellule héte procaryote recombinante
comprenant

a. une séquence nucléotidique d’un groupe de
génes rfb pour le polysaccharide antigéne Oy ;

b. une séquence nucléotidique codant pour la
protéine porteuse comprenant au moins un site de
glycosylation comprenant une séquence consensus de
glycosylation Asn-X-Ser (Thr), ou X est n’importe quel
acide aminé sauf Pro (SEQ ID NO : 1), de préférence
une séquence consensus de glycosylation Asp(Glu)-X-
Agsn-Z-Ser(Thr), ou X et Z sont indépendamment choisis
parmi n’importe quel acide aminé sauf Pro (SEQ ID NO
2) ; et

c. une séquence nucléotidique codant pour une
oligosaccharyltransférase PglB, , et

(ii) mettre en culture la cellule héte procaryote
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recombinante dans des conditions de production du

bioconjugué,

dans lequel la PglB, comprend la mutation d’acide
aminé N311V par rapport & la PglB de type sauvage
ayant la séquence d’acides aminés de la SEQ ID NO : 6,

dans lequel 1l’antigéne Oy est un polysaccharide
antigéne OlA, un polysaccharide antigéne 04 glucosylé,
un polysaccharide antigéne O06A, un polysaccharide
antigéne 015, un polysaccharide antigéne 016 ou un
polysaccharide antigéne 075,

et lorsque 1l’antigéne 04 est le polysaccharide
antigéne 04 glucosylé, 1la cellule hOte procaryote
recombinante comprend en outre une séquence codant
pour une glucosyltransférase GtrS ayant une identité
d’au moins 80 % avec la SEQ ID NO : 4 et étant capable
de modifier un polysaccharide antigéne 04 d’'E. coli
par ajout de glucose pour produlre le polysaccharide
antigéne 04 glucosylé d’'E. coli, et des séquences
nucléotidiques codant pour une translocase GtrA et une
glycosyltransférase GtrB ayant une identité de
séquence d’au moins 80 % avec les SEQ ID NO : 7 et 8
respectivement, oG la translocase est capable de
translogquer le glucose 1ié au bactoprénol et la
glycosyltransférase est capable de glucosyler Ile
bactoprénol, et

dans lequel les polysaccharides antigénes OlA, 04
glucosylé, 06A, 015, 0l6 et 075 ont les structures de
formules (0O1A)
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[—3)-a-L-Rhap-(1—3)-a-L-Rhap-(1->3)-p-L-Rhap-(1->4)-p-D-GlcpNAc-(1—],,
2

1
B-D-ManpNAc
(O4-Glc+):

a-D-Glep
1

¥
3

[2)-0-L-Rhap-(1 —6)-a-D-Glep-(1->3)-a-L-FucpNAc-(1->3)-p-D-GlepNAc-(1-],

(O6A):
[—=4)-a-D-GalpNAc-(1—3)-p-D-Manp-(1—4)-3-D-Manp-(1—3)-a-D-GlcpNAc-(1-],
2

!
1

B-D-Glep
(O15):
[—2)-B-D-Galp-(1—-3)-a-L-FucpNAc-(1-3)-B-D-GlcpNAc-(1-]

(016):
[->2)-p-D-Galf-(1—6)-0-D-Glcp-(1—3)-a-L-Rhap-(1->3)-a-D-GlepNAc-(1—],
2

1
Ac

(O75):

B-b-Manp
1
2

4
[—3)-0-D-Galp-(1—4)-a-L-Rhap-(1—3)-B-D-GlcpNAc-(1-],

¥

regpectivement, et chaque n est indépendamment un nombre
entier allant de 1 & 100, de préférence de 3 a 50, par
exemple de 5 & 40, par exemple de 7 a 25, par exemple de 10
5 a 20.
5. Procédé de l'une qguelconque des revendications 1 a
4, comprenant en outre 1’étape consistant a isoler le
bioconjugué de la cellule hbéte procaryote recombinante.

6. Procédé de l'une quelconque des revendications 1 a
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5, dans lequel la protéine porteuse est choisie dans le

groupe consistant en 1’ exotoxine A détoxifiée de

P. aeruginosa (EPA) , la flagelline d’E. coli (FlicC),
CRM197, la protéine de liaison au maltose (MBP) ,
1’anatoxine diphtérique, 1’anatoxine tétanique,
1’hémolysine A détoxifiée de S. aureus, le facteur
d’agglutination A, le facteur d’agglutination B,
1’entérotoxine thermolabile d’E. coli, les variants

détoxifiés de 1’entérotoxine thermolabile d’'E. coli, la
sous-unité B de 1la toxine cholérique (CTB), 1la toxine
cholérique, les variants détoxifiés de la toxine
cholérique, la protéine Sat d’'E. coli, le domaine passager
de la protéine Sat d’'E. coli, la pneumolysine de
Streptococcus pneumoniae, 1'hémocyanine de patelle (KLH),
PcrV de P. aeruginosa, la protéine de membrane externe de
Neisseria meningitidis (OMPC), et la protéine D provenant
de Haemophilus influenzae non typable.

7. Procédé de l’'une quelconque des revendications 1 a
6, dans lequel la protéine porteuse est 1'exotoxine A
détoxifiée de Pseudomonas aeruginosa (EPA), de préférence
dans lequel la protéine porteuse d’'EPA comprend 1 & 10, de
préférence 2 a 4, plus préférablement 4, des sites de
glycosylation, de préférence dans lequel chagque site de
glycosylation comprend une séquence consensus de
glycosylation ayant la SEQ ID NO : 2, de préférence dans
lequel la protéine porteuse d'EPA comprend la SEQ ID NO
3.

8. Procédé de l’'une quelconque des revendications 1 a
7, dans lequel la protéine porteuse est 1’exotoxine A
détoxifiée de Pseudomonas aeruginosa (EPA), dans lequel la
protéine porteuse d’'EPA comprend 2 a 4 sites de
glycosylation, dans lequel chaque site de glycosylation
comprend une séguence consensus de glycosylation ayant la
SEQ ID NO : 2.

9. Procédé de 1l’une quelconque des revendications 1 a

8, dans lequel la cellule hdte procaryote recombinante est
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une cellule E. coli, par exemple une souche E. coli K-12,
telle que la souche W3110.

10. Cellule héte procaryote recombinante pour préparer
un bioconjugué d’'un polysaccharide antigéne Oy d’E. coli
lié de maniére covalente & une protéine porteuse, la
cellule héte procaryote recombinante comprenant

a. une séquence nucléotidique d’'un groupe de génes rfb
pour le polysaccharide antigéne Oy ;

b. une séguence nucléotidique codant pour la protéine
porteuse comprenant au moins un site de glycosylation
comprenant une séquence consensus de glycosylation Asn-X-
Ser (Thr), ou X peut étre n’'importe quel acide aminé sauf
Pro (SEQ ID NO : 1), de préférence une séquence consensus
de glycosylation Asp(Glu)-X-Asn-Z-Ser(Thr), ou X et Z sont
indépendamment choisis parmi n’importe gquel acide aminé
sauf Pro (SEQ ID NO : 2) ; et

C. une séguence nucléotidique codant pour une
oligosaccharyltransférase PglB, ol

lorsque 1’antigéne Oy est le polysaccharide
antigéne Ol1A, la PglB, comprend les mutations d’acides
aminés N311V, K482R, D483H et A669V,

lorsque 1’antigéne Oy est le polysaccharide
antigéne 04 glucosylé, la PglBy comprend la mutation
d’acide aminé N311V ou les mutations d’acides aminés

Y77H et N311v, et 1la cellule héte recombinante

comprend en outre une séquence codant pour une

glucosyltransférase GtrS ayant une identité d’au moins

80 % avec la SEQ ID NO : 4 et étant capable de

modifier un polysaccharide antigéne 04 d’'E. coli par

ajout de glucose pour produire le polysaccharide
antigéne 04 glucosylé d’'E. coli, et des séquences
nucléotidiques codant pour une translocase GtrA et une
glycosyltransférase GtrB ayant une identité de

séguence d’au moins 80 % avec les SEQ ID NO : 7 et 8

respectivement, ou la translocase est capable de

transloquer le glucose 1ié au bactoprénol et la
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glycosyltransférase est capable de glucosyler Ile
bactoprénol,

lorsque 1l’antigéne Oy est le polysaccharide
antigéne O6A, la PglB, comprend les mutations d’acides
aminés N311V, K482R, D483H et A669V ;

lorsque 1’antigéne Oy est le polysaccharide
antigéne 08, 1la PglB, ne comprend aucune mutation
d’acide aminé aux positions 77, 80, 287, 289, 311,
482, 483 et 669 ;

lorsque 1’antigéne Oy est le polysaccharide
antigéne 015, la PglB, comprend les mutations d’acides
aminés N311V, K482R, D483H et A669V ;

lorsque 1l’antigéne Oy est le polysaccharide
antigéne 016, la PglB, comprend les mutations d’acides
aminés Y77H, S80R, Q287P, K289R et N311V ;

lorsque 1’antigéne Oy est le polysaccharide
antigéne 01827, la PglB, ne comprend aucune mutation
d’acide aminé aux positions 77, 80, 287, 289, 311,
482, 483 et 669 ; et

lorsque 1’antigéne Oy est le polysaccharide
antigéne 075, 1la PglB, comprend la mutation d’acide
aminé N311V,

dans laquelle, dans chagque cas, les mutations
d’acides aminés sont relatives & la PglB de type
sauvage ayant la séquence d’acides aminés de la SEQ ID
NO : 6, et

dans laguelle les polysaccharides antigénes O1A,
04 glucosylé, O6A, 08, 015, 0l6, 018A et 075 ont les

structures de formules (0O1lA)

[-3)-a-L-Rhap-(1—3)-a-L-Rhap-(1—3)-B-L.-Rhap-(1->4)-8-D-GlcpNAc-(1—],
2

i
1
p-D-ManpNAC
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(O4-Gle+):
o-D-Glcp
1
¢
3
[~»2)-a-L-Rhap-(1-+6)-a-D-Glcp-(1-23)-a-L-FucpNAc-(1->3)-3-D-GlcpNAc-(1-],
(O6A):
[—4)-0-D-GalpNAc-(1—+3)-8-D-Manp-(1—4)-g-D-Manp-(1—>3)-a-D-GlcpNAc-(1-],
2
1
1
B-D-Glep
(O8):

o-D-Manp3Me-(1—[3)-p-D-Manp-(1—2)-a-D-Manp-(1->2)-a-D-Manp-(1-=],

E}

(O15):
[->2)-B-D-Galp-(1->3)-a-L-FucpNAc-(1->3)-B-D-GlcpNAc-(1-3]

*

(016):
[—2)-B-D-Galf-(1—6)-a-D-Glcp-(1—»3)-a-L-Rhap-(1—+3)-a-D-GlcpNAc-(1—],
2
1
Ac ,
(O18A):
[—2)-a-L-Rhap-(1-6)-a-D-Glcp-(1—+4)-a-D-Galp-(1-3)-a-D-GlcpNAc-(1-],
3
1
1
B-D-GlcpNAC et
(O75):
B-D-Manp
1
1
4

[-3)-a-0-Galp-(1-—4)-a-L-Rhap-(1-3)-p-D-GlcpNAc-(1-]

regpectivement, et chaque n est indépendamment un nombre
entier allant de 1 & 100, de préférence de 3 a 50, par

5 exemple de 5 & 40, par exemple de 7 a 25, par exemple de 10
a 20.
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11. Cellule héte procaryote recombinante de la
revendication 10, dans laquelle 1’antigéne Oy est le
polysaccharide antigéne 04 glucosylé, et la PglB, comprend
la mutation d’acide aminé N311V ou les mutations d’acides
aminés Y77H et N311V par rapport a la PglB de type sauvage
ayant la séquence d’acides aminés de la SEQ ID NO : 6.

12. Cellule hbéte recombinante de la revendication 11,
ol la cellule hbéte procaryote recombinante comprend en
outre une séguence codant pour une GtrS ayant la séquence
d’acides aminés de la SEQ ID NO : 4, et des séquences
nucléotidiques codant pour une GtrA et une GtrB ayant les
séguences d‘acides aminés des SEQ ID NO : 7 et 8,
respectivement.

13. Cellule hbéte procaryote recombinante de 1'une
quelconque des revendications 10 & 12, dans laquelle 1la
protéine porteuse est choisie dans le groupe consistant en
l’exotoxine A détoxifiée de P. aeruginosa (EPA), la
flagelline d'E. coli (FliC), CRM197, la protéine de liaison
au maltose (MBP), 1l’anatoxine diphtérique, 1’anatoxine
tétanique, 1’'hémolysine A détoxifiée de S. aureus, le
facteur d’agglutination A, le facteur d’agglutination B,
1’entérotoxine thermolabile d’E. coli, des variants
détoxifiés d’entérotoxine thermolabile d’'E. coli, la sous-
unité B de la toxine cholérique (CTB), la toxine
cholérique, des variants détoxifiés de la toxine
cholérique, la protéine Sat d’E. coli, le domaine passager
de la protéine Sat d’'E. coli, la pneumolysine de
Streptococcus pneumoniae, l1'hémocyanine de patelle (KLH),
PcrV de P. aeruginosa, la protéine de membrane externe de
Neisseria meningitidis (OMPC), et la protéine D provenant
de Haemophilus influenzae non typable.

14. Cellule hbéte procaryote recombinante de 1’une
quelconque des revendications 10 & 13, dans laquelle la
protéine porteuse est l'exotoxine A détoxifiée de
Pseudomonas aeruginosa (EPA), de préférence dans laquelle

la protéine porteuse d’'EPA comprend 1 a 10, de préférence 2



MA

10

15

55365B1

12 20718990.3

~

a 4, plus préférablement 4, des sites de glycosylation, de
préférence dans laquelle chaque site de glycosylation
comprend une séquence consensus de glycosylation ayant la
SEQ ID NO : 2, de préférence dans laquelle la protéine
porteuse d'EPA comprend la SEQ ID NO : 3.

15. Cellule héte procaryote recombinante de 1'une
quelconque des revendications 10 & 14, dans laquelle 1la
protéine porteuse est 1l’exotoxine A détoxifiée de
Pseudomonas aeruginosa (EPA), dans laquelle la protéine
porteuse d'EPA comprend 2 & 4 sites de glycosylation, dans
laguelle chaque site de glycosylation comprend une séquence
consensus de glycosylation ayant la SEQ ID NO : 2.

16. Cellule hbéte procaryote recombinante de 1'une
quelconque des revendications 10 a 15, ou la cellule héte
procaryote recombinante est une cellule E. coli, par

exemple une souche E. coli K-12, telle que la souche W3110.
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