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- Yo, ALICIA LLOREDA RICAURTE, mayor, vecina de esta éiudad, abogada titulada e
identificada con la cédula de ciudadania nlUmero 39.690.713 de Usaqueén,
Representante Legal en Bogota, para todos los asuntos relacionados con la Propiedad
Industrial de la sociedad GLAXOSMITHKLINE BIOLOGICALS S.A.- organizada vy
existente de conformidad con las leyes de Bélgica, domiciliada en Rixensart, Bélgica,
atentamente manifiesto a usted que interpongo RECURSO DE REPOSICION contra
la Resolucion Numero 59708, dictada por el sefior Superintendente de Industria y
Comercio el 29 de Octubre de 2010 y notificada por Edicto fijado el 10 de Noviembre
del mismo afio, en cuanto hace a la negacion del privilegio de patente de invencidn
para las reivindicaciones 3 a 23 de la solicitud en referencia.

I. FUNDAMENTO MI RECURSO EN LOS SIGUIENTES HECHOS Y ARGUMENTOS

TECNICOS Y JURIDICOS

(1) Por medio de la Resolucion NUmero 59708 se ha negado el privilegio de
patente solicitado para la invencién de la referencia, con base en una supuesta falta

de Nivel Inventivo de la solicitud teniendo en cuenta |a existencia del documento
WO001/09350 (D1).

(2) De la lectura de la referida Resolucién Numero 59708 es evidente e
andlisis erréneo que hace ese Despacho del arte previo citado y la falta de
consideracién con respecto tanto del aporte que brinda la presente invencion, asi
como de las caracteristicas particulares que esta posee, en particular con respecto a
la materia reclamada en las reivindicaciones 3 a 23,

(3) Asi mismo, de la lectura de la Resolucion impugnada, es también claro que
ese Despacho no repara en los argumentos esgrimidos en mi memorial de 20 de

Mayo de 2010, los cuales establecieron de forma incontrovertible el nivel inventivo
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gue conlleva la solicitud denegada frente al estado del arte mas préximo, y por lo
tanto ese Despacho afirma que “con Ja informacidn divulgada en DI un experto
medianamente versado en la materia puede realizar la invencién tal como es
reivindicada en la solicitud estudiada”.

Sobre este particular, me permito dirigir la atencion de ese Despacho a los
siguientes argumentos técnicos, por medio de los cuales se puede afirmar sin lugar a
dudas que la materia revelada en la invencién denegada y que es reclamada en las
reivindicaciones 3 a 23, es merecedora del privilegio de patente solicitado ya que,
contrario a la posicion de esa Oficina, dicha materia si cumple con el requisito de nivel
inventivo tal como es exigido en el Articulo 18 de la Decisidén 486 de 2000, como me
permito demostrar a continuacion, siendo también dichos argumentos prueba de la
violacién del mencionado Articulo por parte de la SIC al negar el privilegio de patente
solicitado.

(4) La solicitud denegada, en sus reivipdjcaciones 3 a 23 brinda un

aporte significativo al estado de la técnica que no es evidente a partir del
arte previo.

En primera instancia, me permito resaltar que la solicitud denegada en una de
sus realizaciones preferidas proporciona una preparacion de vesiculas de Neisseria las
cuales han sido obtenidas de una cepa en la que la proteina de membrana externa
FrpB ha sido regulada a niveles mas bajos de expresion y preferiblemente suprimida,

tal como lo reclama la reivindicacion 3 actualmente presentada.

Esta regulacion ha mostrado ser beneficiosa, toda vez que potencia el efecte de
antigenos de proteccién cruzada particularmente en preparaciones de vesiculas que
han sido obtenidas a partir de cepas de Neisseria desarrolladas en condiciones

limitantes de hierro (pagina S, descripcion de la presente solicitud),

Dicho efecto sorprendente es evidente a partir del ejemplo 10 de la pagina 40
de la descripcion de la solicitud denegada, donde se comprueba que la supresion de

FrpB mejora la cobertura de la vacuna de vesiculas producida.

Asi mismo las reivindicaciones 4 y 5 se refieren a la preparacion de vesiculas de
la reivindicacién 3 y a la cepa de Neisseria a partir de la cual se producen estas
vesiculas (dado que el presente Recurso pretende demostrar la patentabilidad de las

reivindicaciones 3 a 23, se entiende que la reivindicacion 5 depende uUnicamente de la
reivindicacion 3). '

De otra parte, las reivindicaciones 6 a 23 se refieren a una preparacién de

vesiculas de membrana externa de una cepa Gram-negativa y a las composiciones
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inmunogénicas o de vacuna que comprenden dicha preparacién, en la cual dentro de

la vesicula se integra una proteina de membrana externa conjugada a LOS.

Dichas vesiculas de la invencién son ventajosas tal como se demuestra en el
ejemplo 7 de la pagina 35 de la descripcién de la solicitud, cuyos resultados revelan
como entre mayor sea el entrecruzamiento con LOS de las vesiculas, es menor la
reactogenicidad de estas (lo que hace vacunas mdas seguras), aun cuando la

antigenicidad de las vesiculas se mantiene.

De forma similar, el ejemplo 8 de la pagina 37 muestra que [a inmunogenicidad
de las vesiculas entrecruzadas se mejora sobre aquellas que no han sido

entrecruzadas.

En este sentido me permito resaltar que este comportamiento de las
preparaciones de vesiculas de la presente invencién no podria de ninguna manera ser
deducido a partir de las ensefianzas del arte previo, y por lo tanto la solicitud

denegada no es evidente con respecto al estado del arte mas cercano.

(5) El documento D1 no revela especificamente ni la requlacién_ ni la

conjugacién empleadas _en las vesiculas gue son objeto de Jas

reivindicaciones 3 a 23 actualmente presentadas.

De otra parte, a pesar del hecho que el documento D1 revela vacunas inmuno-
protectivas no toxicas de vesiculas de bacterias Gram-negativas que son adecuadas
para uso pediatrico, provenientes entre otras de N, meningitidis, M. catarrhalis y H.
influenzae dicho documento no hace referencia especifica a una preparacion de
vesiculas de Neisseria proveniente de una cepa FrpB(-) ni a una con conjugacién

intravesicula, como las que son objeto de las reivindicaciones 3 a 23 de |a invencién,

Asi, el citado documento D1 revela de forma general procedimientos para la
extraccion de dichas vesiculas y modificaciones genéticas sobre los cromosomas
bacterianos tendientes a la regulacién tanto a mayores como a menores niveles de

expresion de antigenos y a la detoxificacién de la mitad de Lipido A de los LPS.

Ahora bien, adn cuando respecto a N. meningitidis D1 resalta la
regulaciéon a bajos niveles de expresién de proteinas de membrana externa
como PorA, PorB, Opa, Opc, PIlC, este documento no hace referencia
particular a la regulacién de la proteina FrpB, ni a una posible utilidad de
dicha regulacion,

De esta forma, el ejemplo 3 de la pagina 48 de D1 se refiere especificamente a

suprimir el polisacdrido capsular y una mutacién PorA (-), mientras que el ejemplo 4
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de la pagina 49 muestra una regulaciéon a niveles superiores de NspA, revelando
cepas [Cps(-) PorA(-)] y [Cps(-) PorA(-) NspA (+)].

Asi mismo, el ejemplo 14 de la padgina 68 de D1 muestra una cepa [Cops(-)
PorA(-) D15/0mp85(+}], mientras que en los ensayos biologicos de proteccion
(ejempio 19, pagina 74) y de inmunogenicidad (ejemplo 20, pagina 75) se emplean
cepas; [Cbs(-) PorA(+)],[Cps(-) PorA(-)].{Cps(-) PorA(-) NspA (+)],[Cps(-) PorA(-)
Omp85 (+)]y [Cps(-) PorA(-) Hsf (+)].

Es asi como el documento D1 solo hace referencia de forma general a la
proteina FrpB, por ejemplo sefialando que dentro del estado del arte esta es una de
las proteinas incluidas dentro de las formulaciones de vacunas de vesiculas, pero que

su papel dentro de la respuesta inmunoldgica no es aun claro:

"Muchos componentes de membrana externa estan presentes en estas vacunas,
como PorA, PorB, Rmp, Opc, Opa, FrpB y la contribucion de estos componentes a la
proteccidn observada todavia necesita una definicion adicional”. (Pagina 4, lineas 24 a
26, D1).

Por otro lado, el documento D1 sefiala de manera particular la

preferencia de reqular el gen FrpB a altos niveles de expresion:

"Uno o més de los siguientes genes (que codifican antigenos protectivos) se
prefieren a mayores niveles de expresion por medio de un proceso b) y/o i)
cuando se lleva a cabo en una cepa Neisserial, incluyendo gonococcus y
meningococcus, (particularmente N. meningitidis B): NspA (WO 96/29412), similar a
Hsf (W099/31132) ... FrpB (W096/31618) ..” (Pagina 30, lineas 1 a 7, D1,
resaltado fuera de texto)

Ese pertinente resaltar que el documento WOS96/31618 citado en esta seccion
de D1 hace referencia especifica a la importancia de tener el antigeno FrpB dentro de
una vacuna, es decir, que de ninguna manera estaria sefialando la supresioén de el
gen que codifica este antigeno.

Asi mismo, la reivindicacién 15 del documento D1 claramente hace referencia a

que el gen FrpB es uno de los genes que se prefiere regulado a mayores niveles de
expresion:

"15. La preparacion de vesiculas de la reivindicacion 14, obtenible mediante el
empleo de al menos ef proceso b) y/o i), donde uno o mas genes son regulados a
mayores niveles de expresion de una lista que comprende: NspA, similar a Hsf,
Hap, PorA, PorB, OMP85, PilQ, PIdA, FrpB, TbpA, TbpB, FrpA, FrpC, LbpA, Lbp8,
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FhaB, HasR, lipo02, Thp2 (lipo28), MitA (lipo30) y ctrA.” (Pagina 103, lineas 12 a 15,
D1, resaltado fuera de texto).

En vista de lo anterior, partiendo de las ensefanzas de D1 la persona
versada en la materia no tendria ninguna motivacién para obtener
preparaciones de vesiculas a partir de una cepa especificamente regulada a
n.‘_iveles bajos de expresion y en preferencia suprimida, de FrpB, maxime
cuando D1 al contrario sefiala la importancia de tener dicho antigeno
regulado a niveles mayores de expresion.

Asi mismo, a partir de D1 no podria de ninguna manera predecirse la mejorada
respuesta inmunologica que se produce por vesiculas obtenidas de cepas FrpB{-), la
cual permite un mayor cubrimiento de la vacuna de vesiculas obtenida como es
demostrado en el ejemplo 10 de Ia pagina 40 de la solicitud denegada, toda vez que
dicho documento ni si quiera considera Util Ia posibilidad de suprimir este gen, sino
que al contrario, claramente ensefia que es preferible regulario a mayores niveles de
expresion,

De forma similar, el documento D1 no sugiere de ninguna manera una
preparacién de vesiculas la cual tenga al menos una proteina de membrana
externa conjugada a LOS, como la que es objeto de las reivindicaciones 6 a 22 de
la invencién denegada, por lo que la persona versada en la materia partiendo de las
ensenfanzas de este documento no encontraria ninguna motivacion para producir

especificamente vesiculas conjugadas intravesiculas.

Sobre este particular la Resolucién ndmerc 59708 sefiala que "ya que la
soficitud plantea hacer preparaciones de vesiculas a partir de cepas bacterianas gram-
negativas (Neisseria, Moraxella catarrhalis, Haemophilus influenzae no tipificable)
(Reivindicacién 6) y debido a que dichas cepas carecen de polisacaridos capsulares,
éstas no requieren las modificaciones en la expresion de los mismos y, por ello, la
preparacion de vesiculas derivadas de estas cepas tambien se encuentra cubierta por
la informacién divuigada en D1”,

En relacidn con el anterior sefialamiento me permito resaltar que este constituye
una prueba fehaciente de la mala interpretacién que realiza ese Despacho del estado
del arte y de la invencién denegada.

En primer lugar, para la persona versada en la materia seria un hecho conocido
que las cepas empleadas tanto en D1 como en la solicitud en estudio si poseen
polisacaridos capsulares (Neisseria y Haemophilus influenzae);
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"Las capsulas consisten generalmente de polisacaridos acidicos. La biosintesis y
expresion superficial ha sido estudiada con los polisacdridos de E. coli, Neisseria

meningitidies y Haemophilous influenzae."

Asi mismo, dentro del campo técnico de la invencidn seria evidente que la
reivindicacion 6 de manera especifica se refiere a la conjugacién intravesicula de

LOS y no a la modificacion en la expresion de los polisacaridos capsulares, la cual de
ninguna manera esta revelada en D1.

Es pertinente resaltar que para dicha persona versada en la materia seria

iguaimente claro que los polisacdridos capsulares son entidades diferentes a los
lipooligosacaridos:

Structure of the cell wall
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Consecuentemente, la presente solicitud reclama una modificacion superficial en
las vesiculas por la conjugacion de LOS a las proteinas de membrana externa

presentes en las mismas vesiculas:

“Asi, un aspecto adicional de la invencion es una preparacién de vesiculas de
una cepa bacterial Gram-negativa en la membrana externa la cual es integrada a una
proteina de membrana externa conjugada a LOS. Aungue LOS puede ser adicionado a
una preparacion de vesicula para su conjugacion, se prefiere que el LOS esté
naturalmente presente en la superficie de la preparaciéon de vesicula.” (Pagina

13, descripcion de la solicitud, resaltado fuera de texto).

"De este modo los inventores han encontrado que una composicion que
comprende vesiculas en la que LOS presente en las vesiculas se ha conjugado
con una forma intra- vesicula a las proteinas de membrana externa también
presentes en la vesicula puede formar la base de una vacuna para el tratamiento o

prevencion de enfermedades ocasionadas por el organismo a partir del cual se han

! tengeler, Joseph Editor "Biology of the Prokaryotes” Thieme, Germany, 1999, pagina 564.
2 hitp://www.chori. org/Principai_Investigators/Moe_Gregory_R/moe_research.htmi
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derivado las vesiculas, siendo dicha vacuna sustancialmente no tdxica y es capaz de
inducir una respuesta bactericida T dependiente contra LOS en su ambiente nativa, ”

(Pagina 14, descripcion de la solicitud, resaltado fuera de texto).

De esta forma, las revelaciones de D1 de ninguna manera indican o
sugieren las vesiculas que son objeto de las reivindicaciones 6 a 23 de la
solicitud denegada.

A este respecto la Resolucién impugnada también afirma que “especificamente,
en D1 también se menciona la preparacién de vesiculas que integran proteinas de
membrana externa conjugada a LOS derivados de bacterias Gram-negativas (Pag.25
proceso fyh).”

Dicha afirmacién es nuevamente prueba de la incorrecta interpretacion que
realiza ese Despacho del arte previo. En primer lugar, como se expuso anteriormente,
la invencion denegada proporciona vesiculas en las cuales los LOS se han conjugado
con las proteinas de membrana externa presentes en la misma vesicula. Para este fin,
se emplean reactivos como el EDAC/NHS (Clorhidrate de 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)carbodiimida), como se ensefia en el ejemplo 4 de la pagina 32 de
la descripcion de la solicitud.

Contrario a esto, el proceso descrito dentro de la pagina 25 de D1, revela la

detoxificacion de LOS por el anclaje de péptido ciclico externo, la polimixina B:

"Proceso f) - _Anclaje de proteinas homdlogas y heterdlogas a vesiculas de

membrana externa mientras se reduce la toxicidad de LPS.

Un aspecto adicional de esta invencion cubre el uso de secuencias genéticas
que codifican péptidos de polimixina B (o andlogos de los mismos), como medio
para dirigir proteinas de fusion a fa membrana externa. Polimixina B es un péptido
ciclico compuesto por aminodcidos no codificados por tRNA (producido por
organismos actinomicetales Gram-negativos) que se une fuertemente a la
parte del lipido A de los LPS presentes en la membrana externa” (Pagina 25,
lineas 11 a 17, D1, resaltado fuera de texto).

Por lo tanto, es evidente que el proceso revelado en D1 es totalmente distinto
al gue se emplea en la presente solicitud para la conjugacién de LOS en las vesiculas

que hacen parte de las preparaciones reclamadas en las reivindicaciones 6 a 23.

Consecuentemente, dado que D1 es completamente silencioso con respecto al
entrecruzamiento de LOS intravesicula, empleando reactivos de entrecruzamiento

como el EDAC, a partir de estas revelaciones la persona versada en la materia no
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podria de ninguna manera suponer que esta conjugacién particular proporcionaria
composiciones con menor reactogenicidad y una inmunogenicidad adecuada, tal como
ha sido comprobado por el solicitante y se revela dentro de la descripcion de la

solicitud.

En vista de todo lo anterior, es evidente que las ensefianzas de D1 de ninguna
manera conducirian a la persona versada en la materia a las preparaciones de

vesiculas que son objeto de las reivindicaciones 3 a 23 de la solicitud denegada.

(6) Dado que D1 no dirige de forma evidente a |la persona versada en
la_ materia a obtener la materia reclamada por las reivindicaciones 3 a 23 de
la_invenciéon denegada, estas reivindicaciones se ajustan totalmente a lo
preceptuado por el Articulo 18 de la Decisién Andina 486 de 2000.

En virtud de los hechos discutidos anteriormente, se ha establecido que la
persona versada en la materia partiendo de las ensefianzas de D1, no podria de
ninguna manera obtener especificamente una preparacion de vesiculas de Neisseria
provenientes de una cepa FrpB(-}, ni una preparaciéon de vesiculas de una bacteria
Gram-negativa con una conjugacion de LOS intravesicula como las que son
reclamadas por las reivindicaciones 3 a 23 de la solicitud denegada.

Dentro de este contexto me permito referirme al sefialamiento que hace el
Tribunal de Justicia de la Comunidad Andina con respecto a las definiciones de “obvio”

y "evidente” en la evaluacion del Nivel Inventivo de una solicitud de patente®:

“"Resulta pertinente, a los efectos del articulo 4 de la Decisién 344, definir qué se

entiende por "obvio” y por “evidente” a fin de determinar qué se debe entender por

nivel inventivo.

Lo obvio es aquello que salta a la vista de manera clara y directa; lo "que se
encuentra o pone delante de los ojos, muy claro o0 que no tiene dificuitad”. Mientras
que lo evidente consiste en la "certeza clara y manifiesta de la que no se puede
dudar; cierto, claro, patente y sin la menor duda”. De forma que algo que resuite

obvio no es necesariamente evidente; empero lo que es evidente, es también obvio.

En este orden de ideas, se puede concluir que una invencion goza de nivel
inventivo cuando a los ojos de un experto medio en el asunto de que se trate, se
necesita algo mas que la simple aplicacién de los conocimientos técnicos en /a
materia para lfegar a ella, es decir, gue de conformidad con el estado de la técnica el
invento no sea consecuencia clara y directa de dicho estado.”

3 Tribunal de Justicia de la Comunidad Andina, PROCESQO 192-1P-2005
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De este sefialamiento es claro que para la legislacion Andina, para que exista
afectaciéon del requisito de nivel inventivo de una solicitud de patente es necesario
que ia invencidn alli revelada sea derivable de forma clara y directa del arte previo, y
que las ensefanzas de este arte previo sin lugar a dudas conduzcan a dicha
invencién,

Ahora bien, para el caso que nos compete se ha demostrado que a partir de las
ensefianzas de D1, no “salta a la vista de manera clara y directa” realizar una
regulacion a menores niveles de expresion, preferiblemente suprimir, la expresién del
gen FrpB, ni realizar una conjugacion de una proteina de membrana externa con LOS.
Asi mismo se ha establecido de las revelaciones de este documento de ninguna
manera se tiene “certeza clara y manifiesta” de que preparaciones de vesiculas
obtenidas en estas condiciones proporcionarian vacunas que elicitarian respuestas
inmunes ventajosas con respecto a las existentes en el arte previo,

En vista de lo anterior, es claro que las reivindicaciones 3 a 23 de 1a solicitud
denegada se ajustan totalmente a los lineamientos establecidos por el Articulo 18 de
la Decision Andina 486 de 2000, y por lo tanto la Resolucién Numero 59708 incurriria
en una contravencion a dicho Articulo al negar el privilegio de patente a

reivindicaciones de una solicitud que si conllevan Nivel Inventivo.

En conexion con este hecho me permito muy respetuosamente sefialar que en
su anaiisis de Nivel Inventivo de las mencionadas reivindicaciones 3 a 23 ese
Despacho incurre en lo que dentro del dmbito de las patentes se conoce como
“hindsight”, o analisis "Ex post facto”, toda vez que conociendo de antemano la
invencién se estan seleccionado y combinando partes especificas de las ensefianzas
contenidas dentro del documento citado de manera que permitan construir la materia
reclamada por la presente solicitud, en sus reivindicaciones 3 a 23, lo cual de
ninguna manera seria evidente para la persona versada en la materia en el momento
en el cual se desarrolld la invencidn,

. En este sentido vale la pena resaltar que al tener conocimiento de la invencion
es de esperarse que dicha seleccidon y combinacidn particular de las ensefianzas de
D1 parezca obvia, toda vez que ya se sabe de antemano que efectivamente estos
elementos en combinacién resuelven el problema planteado; sin embargo, esta
informacion no era conocida por el inventor en el momento de desarrollar la
invencion, por lo que no podria tener certeza de la utilidad de realizar estos pasos.

En vista de lo anterior, dado que la Unica motivacién que tendria la persona
versada en la materia de reunir estas caracteristicas particulares ensefiadas en D1
seria la misma invencién como ha sido revelada, es evidente el Nivel Inventivo que
conlleva dicha solicitud.
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II. CONCLUSION

Por udltimo, me permito sefialar a ese Despacho que los hechos discutidos
anteriormente en este escrito han establecido de forma incontrovertible que las
reivindicaciones 3 a 23 de la presente solicitud si cumplen con el requisito Nivel
Inventivo de acuerdo con lo establecido por el Articulo 18 de la Decision Andina 486,
dado que a partir de las ensefianzas del citado documento D1 no seria posible obtener
de manera evidente las caracteristicas particulares que distinguen las preparaciones
de vesiculas objeto de las mencionadas reivindicaciones 3 a 23 de la solicitud
denegada.

De esta forma, se demostrd que el documento D1 al contrario alejaria del objeto
de las reivindicaciones 3 a 5, toda vez que no se refiere de ninguna manera a
vesiculas obtenidas a partir de una cepa FrpB(-), sino que muestra como el gen de
esta proteina de membrana externa se prefiere reqgulado a niveles altos de expresién.

Asi mismo, se establecié que el documento D1 es totalmente silencioso con
respecto a preparaciones de vesiculas con una conjugacién de una proteina de
membrana externa con LOS, como las reclamadas por las reivindicaciones 6 a 23 de

la solicitud denegada, por lo que la persona versada en la materia no encontraria
ninguna motivacién para realizar dicha conjugacion.

En vista de estos hechos, se ha comprobado claramente el Nivel Inventivo que

conlievan las reivindicaciones 3 a 23 de |a solicitud denegada frente al estado del
arte mas praximo.

III. SOLICITUD

En vista de todo lo anterior, ruego a usted proceder a estudiar nuevamente la
solicitud a la luz de las argumentaciones presentadas y revocar la Resolucién
impugnada para conceder el privilegio de patente solicitado para las
reivindicaciones 3 a 23 actualmente presentadas.

IV. PODER

En este punto me permito mencionar ante este Despacho que el documento que
acredita mi calidad de Representante Legal en Bogota para asuntos relativos a la
Propiedad Industrial de |la sociedad peticionaria fue presentado junto con la solicitud
original No. 05-007.268 el 28 de Enero de 20065.

V. ANEXO
Anexo me permito presentar copia de la portada y la pagina 564 del documento

Lengeler, Joseph Editor “Biology of the Prokaryotes” Thieme, Germany, 1999,
referenciado en el texto.
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Vi Cell Growth and Differentiation

of Gle and GalNAc from their UDP-activared forms.,
There is no linkage region between the peptidoglycan
and the teichuronic acid chain.

Bacilli have the capacity to produce either teichoic
acids or teichuronic acids. The pathways leading to one

or the other of these surface components are regulated
by the phosphate content of the growth medium:
teichoic acid is favored at a high phosphate can-
centration and teichuronic acid at a low phosphate
concentration.

23.5 The Capsules Surrounding Many Gram-positive and Gram-
ne?ative Bacteria as a Protective Layer Consist of Acidic
Po

ysaccharides

Many Cram-positive and Cram-negative bacteria are
encapsulated (Figs. 2.6a.b}. The capsules protect the
bacteria against adverse influences of the surroundings.
Capsules are important virulence factors of pathagenic
bacteria because they counteract the host defense
mechanisms. In particular, capsules prevent the lytic
andsor opsonic action of the complement system, and
they protect the bacteria against phagotytosis. It has
octasionally been observed that capsules mediate
adhesion of bacteria to surfaces in vive and in vitro.
Although capsular material, like all the other bactenal
surface compenents, is in part released into the
medium, capsules should not be confused with bacterial
slime, which is not anchored to the cefl surface.

The capsules consist generally of acidic polysac-
charides, Biosynthesis and surface cexpression have
been studied with the capsular potysaccharides of E.
coli, Neisseric meningitidis, Haemophilus influenzae,
Klebsiella, and group A Streptococcus. The capsular
polysaccharides of E coli are divided into group |
{(Klebsiella-like) and group 1l {Neisseria- and Haemophi-
lus-like).

E. cofi {group 1) and Kilebsiclla capsular polysaccha-
rides arc synthesized by enzymes encoded in genes that
correspond to the rfb genes of LPS biosynthesis. Their
polymerization may or may not incfude the intermedi-
ary formation of undecaprenol diphosphate-bound
otigosaccharides, The final acceptor of some group I
capsular polysaccharides in E. coli, H. influeazae. and N.
meningitidis is phosphatidic acid. This substituent
presumably mediates surface assoriation of the cap-
sules through hydrophobic interactions. In E. coli {group
{i} and in N. meningitidis, substitution of the polysac-
charide with phosphatidic acid is coupled with its
translocation across the cytoplasmic membrane. The
export sites of the capsular polysaccharides of Gram-
necgative bacteria are membrane adhesion sites.

23.5.1 Synthesis and Surface Translotation of Capsular
Polysaccharides

The synthesis of E. cofi group 11, N. meningitidis, and H.
influenzae capsular polysaccharides is directed from the

comparable gene clusters kps (£, coli), cps (H. influenzae),
and ctr {N. meningitidis). The kps gene cluster is
organized into three regions. A central gene region,
which directs the polymerzation of the capsular
polysaccharide, ts type-specific. It is flanked by two
conserved gene regions that direct the surface expres-
sion of the capsular polysaccharides. The cps and ¢Ir loci
are similarly organized. These capsular polysaccharides
are polymerized at the inner side of the cytoplasmic
membrane. The translocation of the synthesized poly-
saccharide is mediated by an ABC-2 transiocater in a
reaction comparabie to that shown in Figure 23.6 for
LPS. Thus, the transiocation of the O-specific polysac-
charide to core-lipid A and that of group I1 capsular
polysaccharide to phosphatidyl-KDO seem to be com-
parable reactions.

Group A Streptococcus produces a capsuole consist-

ing of hyaluronic acid, a glycosaminoglycan with the

structure [3)}-£-GlcA{1,3)-f-CGlcNAc-{1],.. Synthesis and
export of hyaluronic acid are combined processes. The
polymerization proceeds by alternating transfer of
glucuronic acid (GlcA} and GicNAc from the UDP-
activated sugars without the participation of undeca-
prenol phosphate as cofactor.

Since the Gram-positive streptococct have no outer
membrane, the surface translocation of the capsular
hyaluronic acid is a simpler process. It is assumed that
the polysaccharide grows at the reducing end and is
pushed out of the cell during the elongation process. A
membrane-bound complex of hyaluronate synthetase
(i.e.. a protein with transferase activities for both GlcA
and GicNAC) and UDPGIc dehydrogenase synthesizes
hyaluronic acid and concomitantly translocates it to the
cell surface.

23.5.2 Regulation of Capsule Synthesls

The biosynthesis of E. coli {group 1} and Klebsielia
capsules is controlled by a two-component regulatory
system (Chapter 20.4). rcs for regulation of capsule
synthesis), which was first described for the synthesis of
the slime or mucus (M) polysaccharide of E. coli. This



