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Opis wynalazku

przedmiotem wynalazku jest sposob uzyskiwania białka poliepitopowego oraz wektor DNA

do realizacji tego sposobu. UzyŚkiwane zgodnie zwynalazkiem białka mogą znaleŻĆ szereg zastoso-

wań, w szczególności być wykorzystane do wytwarzania ulepszonych szczepionek.

Shen, S_H P.N.A.Scl USA 81.46274Ó31 (1984) ujawnia sposob uzyskiwania multimerycznej

proinsuliny (do 7 kopii). Multimery uzyskano za pomocą sekwencyjnego łączenia odcinków DNA przy

zastosowaniu syntetyóznych fragmeńto* oNR, ciętych endonukleazą restrykcyjną klasy llS _ SfaNl,

alkalicznej fosfatazy, xinźzy polinukleotydowej i ligazy DNA. Metoda nie pozwalała jednak na łatwe

uzyskanie wielokrotnego pówielania odcinka otlR* jednej reakcji, poniewaz kaŻdorazowo mogła bYc

dodana tylko jedna, dodatkowa kopia monomeru,
Lennick i in, Gene 61:103-1 12 (1987) ujawnia multimeryczny gen kodujący 8 kopii hormonu

peptydowego _ przedsionkowego peptydu nairiuretycznego. W opisanej metodzie nie stosowano wek_

tora umożliwiającego powielanó kopii sekwencji kodującej peptyd, a otrzymany in_vitro gen multime_

ryczny został śrlono*any ostatecznie do ogólnie stosowanego wektora ekspresyjnego, Metoda row_

ńl", ńi" pozwala na łań uzyskanie wielotirotnego powielania odcinka DNA w jednej reakcji, Ponie-

ważkażdorazowo mogła byc dodana tylko jedna, dodatkowa kopia monomeru.

Kim, S. C. and Szybalski, w.,'oenó 71:1_.8 (1988) ujawnia sposob kierunkowego powielania

klonowanego fragmentu DNA za pomocą endonukleazy restrykcyjnej klasy llS _ BspMl, wektora DNA

psk3 oraz ligazy oNł. uzyskano 30 kopii monomeru w konkatamerze. Jednak stosowanie enzymu

BspMl jest w praktyce utrudnione, poniewaz nie trawi on w pełni substratu DNA. W efekcie uniemoŻli-

wia to zachowanie ciągłości otwartej Ramy odczytu translacji (oRF), a powielanie wprowadza dodat_

kowe sekwencje Dll,{do powielonógo kónkatameru. opisany sposob nie pozwala na powtorzenie

cyklu powielania co istotnie ogranicza mozliwość osiągnięcia poządanej iloŚci koPii Powielonego seg-

mentu DNA. Ujawniony wektor nie był wektorem ekspresyjnym,

Lee, J. H. iin., 
'Genetic 

Analysis: Biomolecular Engineering 13139-145 (1996) ujawnia sPosob

kierunkowego powielania klonowańego fragmentu DNA za pomocą endonukleazy restrykcyjnej klasy

llS _ BspMl i Bbsl, wektora DNA pBBS1 ora. ligazy DNA. Metoda, oparta na autoligacji 4_nu_

kleotydowych (nt) kohezyjnych końców DNA uniemożliwia zachowanie ciągłoŚci oRF, stanowijednak

istotne usprawnienie opiśan"; wcześniej metody, gdyz pozwalała na powtórzenie cyklu powielania,

celem osiągnięcia pożądanej'ilości kopii powieionego segmentu DNA. Zastosowany wektor nie był

wektorem ekspresyjnym. Meiodę zastosowano dla powielenia krotkiego genu peptydu przeciwbakte_

ryjnego - mogaininy (108 kopii).
Lee, J. H. iin,, Protein'Expression and punfication 12:53-60 (1998) ujawnia kolejny wariant

sposobu opierającego się na wcześniej opisanym wektoze pBBs1. zastosowany w.ektor nie był wek_

torem ekspresyjnym. zastosowano enzym Bbsl do generowania 4_nt kohezyjnych końcow, powaznie

utrudniając tym samyń utrzymanie ciągiości oRF, opisano uzyskanie nie więcej niz 6 kopii monome_

ru DNA w powietonym odcinku. Metodę zastosowano dla powielenia genu peptydu przeciwbakteryj_

nego - mogaininy oraz buforyny ll.

Wang, y._Q and cai, j.y. Appl Biochem Biotechnot, 141,203-13 (2007) ujawnia kolejnY wariant

zastosowania multimeryzacji genów kodujących antybiotyki peptydowe przy zastosowaniu autoligacji

syntetycznych fragmenio* bŃn, zawieraląiich asymetryczne kohezyjne końce w obecności 2 adap_

terow DNA. Adaptery zawierały sekwencje rozpoznawane przez endonukleazy restrykcyjnych Sall

i EcoRl. Procedura ńe wyt<orzystuje wektora, powielanie jest trudne do kontroli, pracochłonne i wy-

maga dodawania podczaś reakqi kolejnych porcji syntetycznego monomeru DNA, W wyniku ujawnio_

nej metody składania polimerycznego genu,'opricowanej do celow produkcji peptydów przeciwbakte_

ryjnych, uŹyskano 8 kopii monomeru w polimerycznym białku,

Celem wynalazku jest dostarczenie sposobu pozwalającego na łatwe uzYskiwanie białka Poli-

epitopowego o dowolnej długości oraz wektora nadającego się do realizaĄi takiego sPosobu, UzYski-

wane białka poliepitopow" ńogą znależć szereg zastosowań, W szczegolnoŚci nadają się do wytwa-

rzania u lepszonych szczepionek o podwyzszonej skuteczności,
przedmiotem wynaiazku iesi wexior DNA zawierający sekwencję modułu powielającego obej-

mującą dwie konwergentnie skierowane sekwencje DNA rozpoznawane przez endonukleazę Sapl

i znajdującą się pomi[dzy nimi sekwencję DNA zawierającą miejsce słuzące do wklonowania inseńu

rozpoznawane przez Óna'onuxleazę Sma1,' przy czym korzystnie moduł powielającY Posiada sekwencję
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GCTCTTCACCCGGGCCCAGAAGAGC (Sekw. ld. Nr 11). Korzystnie wektor DNA według wynalazku
jestwektorem ekspresji białek, ktory zawiera dodatkowo origin replikacji, korzystnie pl5A, gen opor-
ności na antybiotyk, korzystnie chloramfenikol, promotor transkrypcji, korzystnie PR bakteriofaga
lambda, gen represora, kozystnie cl 857 ts, sygnał inicjacji translacji, ewentualnie sekwencję kodują-
cą 6-ciu reszt histydyny, oraz sekwencję kodującą sygnał stopu translacji. Korzystnie wektor DNA
według wynalazku zawiera sekwencję wybraną spośrod sekwencji 1-6 przedstawionych równiez na
Fig.2. Korzystnie wektor DNA według wynalazku posiada sekwencję 7 (pAMPl-HisA).

Kolejnym przedmiotem wynalazku jest sposób uzyskiwania białka poliepitopowego charaktery-
zulący się tym, ze:

a) posiadającą tępe końce sekwencję DNA kodującą epitop wklonowuje się do wektora DNA
określonego w zastrz. 14 w miejscu rozpoznawanym przez endonukleazę Smal,

b) uzyskany wektor namnaża się w gospodarzu bakteryjnym, izoluje się i trawi się endonukle-
azą restrykcyjną pod-Typu llS - Sapl, a następnie izoluje się fragment zawierający sekwen-
cję DNA kodującą epitop, zmodyfikowaną w taki sposob, ze opatrzona jest ona jednonicio-
wymi kohezyjnymi końcami, warunkującymi kierunkową ligację inseńu do konkatameru,

c) prowadzi się autoligację wyizolowanego fragmentu,
d) produkt autoligacji wklonowuje się do wektora DNA określonego w zastrz. 1-4 w miejscu

rozpoznawanym przez endonukleazę restrykcyjną pod-Typu llS - Sapl i

e) uzyskanym wektorem transformuje się gospodarza bakteryjnego i prowadzi się ekspresję,
a następnie izolację białka poliepitopowego,

przy czym w celu zwiększenia wielkości białka poliepitopowego, przed przystąpieniem do realizacji
etapu e) poMarza się etapy od b) do d),

Poniższe przykłady zawieralą szczegółowy opis jednego z mozliwych wariantów realizacji spo-
sobu według wynalazku, Alternatywną metodą wklonowania insertu jest zastosowanie wektora prze-
ciętego Sapl z wypełnionymi kohezyjnymi końcami polimerazą DNA w obecności trójfosforanów de-
oksyrybonukleotydów. Postępując zgodnie z przedmiotowym wynalazkiem specjalista jest w stanie
zaproponowac kolejne warianty jego realizacji. Korzystnie, epitopem jest epitop HBV, zwłaszcza ko-
dowany przez syntetyczną sekwencję 9 (patrz rowniez Fig.3). Korzystnie, powielany odcinek mono-
meru moze zawierac różne epitopy, pochodzące z rożnych białek lub róznych rejonow tego samego
białka, kozystnie kodowane pzez syntetyczną sekwencję (porownaj schemat przedstawiony na Fig. 1).

Ujawniono sposób konstrukcji oraz zastosowanie nie istniejących w naturze sztucznych genow
za pomocą technologii inzynierii genetycznej oraz syntezy chemicznej, zawierających wielokrotne
kopie DNA kodującego powtarzające się segmenty, zawierające powielone jednostki monomeryczne
jednego lub więcej peptydow. Poddanie procedurze powielania genu, kodującego peptyd (epitop)
o określonej funkcji biologicznej lub chemicznej prowadzi do zwielokrotnienia pozĘdanego oddziały-
wania otrzymanego (poli)peptydu ze specyficznym ligandem. W szczególności tak otzymane poliepi-
topowe białka znajdą zastosowanie m.in. jako: (i) sztuczne antygeny - szczepionki nowej generacji
o zwielokrotnionym potencjale stymulacji układu immunologicznego; (ii) poliproteiny zawierające mo-
duły chelatujące jony metali rzadkich, celem ich pozyskiwania przemysłowego lub remediacji śro-
dowiska naturalnego; (iii) moduły wiązące kofaktory enzymów (m.in. kationy, aniony, molekuły orga-
niczne) m,in, proteinazdziałĄących w obrębie ran, celem zahamowania ich działania destrukcyjnego;
(iv) multiepitopowe białka osłonowe, zawierające zwielokrotnione,moduły peptydowe będące aktywa-
torami lub inhibitorami funkcji biologicznych celem leczenia chorób molekularnych, wirusowych i bak-
teryjnych; (v) multiepitopowe białka, zawierąących multimery hormonów peptydowych lub biologicznie
czynne fragmenty białek sygnałowych i stymulujących procesy regeneracji tkanek. Białka takie,
umieszczone w ranie, stopniowo uwalniałyby pod wpływem proteinaz biologicznie czynne peptydy,
stymulujące regenerację tkanek. W szczególności, zaprojektowano układ wektorowo-enzymatyczny,
słuzący do powielania segmentu DNA. Powielany segment DNA moze byc pochodzenia naturalnego
lub uzyskany na drodze syntezy chemicznej.

P rzy kła d 1. Ogólny schemat realizaĄi sposobu według wynalazku.
Ogólny schemat sposobu według wynalazku omówiony na przykładzie powielania antygenu

powierzchniowego wirusa HBV ilustruje Fig. '1. Przedstawia ona schemat ideowy wektora powielają-
cego oraz reakcji powielania epitopu (na rysunku: syntetycznego epitopu HBV),

Wektor powielający zawiera 2 konwergentnie skierowane sekwencje DNA rozpoznawane przez
endonukleazę restrykcyjną pod-Typu llS, preferencyjnie rozpoznĄącą względnie długą sekwencję
w DNA oraz przecinającą DNA generując 3-nt (lub wielokrotnośc 3 nt) kohezyjne końce. Zastosowano



PL228341 81

endonukleazę Sapl, ktorej cechą szczegolną jest to, że rozpoznaje ona relatywnie długą sekwencję
7-miu par zasad (zatem unikatową w wektorze i powielanym segmencie DNA) oraz przecina DNA
w odległości ,1 nt w łańcuchu gornym oraz 4 nt w łańcuchu dolnym, tym samym generując 3-nt kohe-
zyjne końce, czyli odpowiednik jednego kodonu. Miejsca Sapl sąsiadują w wektorze z sekwencją kla-
sycznej endonukleazy Typu ll, przeznaczonej do wklonowania powielanego inseńu DNA. Zastosowa-
no endonukleazę Smal, przecinającą DNA w obrębie sekwencji rozpoznawanej, generując tzw. ,,tępe"
końce. Do wektora przeciętego Smal mozna wklonowac dowolny segment DNA syntetycznego lub

naturalnego, mający ulec powieleniu. W korzystnej realizaĄi powielany segment DNA koduje antygen
lub sekwencję aminokwasową obejmującą kilka identycznych lub roznych antygenow, Jedynym ogra-
niczeniem jest długość fragmentu powielanego, podyktowana maksymalną długością insertu DNA
akceptowanego przez daną klasę wektorow DNA. Moduł powielający moze być przeniesiony drogą
klonowania do roznych klas wektorow.

P r z y kł a d 2. Seria 6-ciu zaprojektowanych wektorów pAMP1,
W pzykładowej realizaili zaprezentowanej na Fig. 2 zaprolektowano 1-szą serię wektorow

pAMP, opańych na szkielecie wektora, zawierającego origin replikacji pl5A. Spośród zaprojektowa-
nych wektorów skonstruowano wektor pAMPl-A (nie zawierający fuzyjnego znacznika His6) oraz
pAMPl-HisA (zawierający fuzyjny znaczn|k His6), Dodatkowo, w serię wektorów pAMP wbudowano
opcję wysokiej ekspresji białek pod kontrolą promotora bakteriofaga lambda PR oraz opcję fuzji ze
znacznikiem His6, pozwalającym na izolowanie poliepitopowego białka wydajną metodą chromatogra-
fii metalopowin owactwa.

Wektory zawierają origin replikacji pl54, gen oporności na antybiotyk chloramfenikol, silny pro-

motor transkrypcji PR bakteriofaga lambda, gen represora cl 857 ts, sygnały inicjacji translacji,
sekwencje 6-ciu reszt histydyny o powinowactwie do jonow niklu, układ miejsc restrykcyjnych do fuzji

z kodonem startu translacji ATG oraz moduły do kierunkowego powielania fragmentu DNA z zacho,
waniem ramy odczytu ORF. Warianty rożnią się między sobą mozliwościami manipulacji trzema
ramami odczytu (co może być istotne przy powielaniu naturalnych, niesyntetycznych odcinkow DNA)
oraz obecnością lub brakiem znacznlka His6, znakomicie ułatwiającego pożniĄszą izolację ekspry-
mowanego poliepitopowego białka, niezaleznie od jego ładunku, rozpuszczalności i innych parame-

trów biochemicznych. Wariant nr 4 został zastosowany do opisanego w ponizszym przykładzie powie-

lania epitopu antygenu powierzchniowego wirusa HBV.
Pełna sekwencja wektora pAMPl-HisA zastosowanego w przykładzie 3 została przedstawiona

jako sekwenĄa7. Ponadto, na Fig. 8 przedstawiono mapę restrykcyjną wektora pAMPl-HisA, a na

Fig. 9 mapę restrykcyjną wektora pAMPl-HisA z wklonowanym 13-merem peptydu antygenowego.
p rzy kł a d 3, Wytwarzanie poliepitopowego białka zawierającego modelowy 7,mio amino-

o*"=oiluJ5:Tr"?:f,T:l?fff:"lfr-:'riJJ':xi#3Xu 
oo*,u,zchniowego wirusa HBV poddany

reakcji powielania został przedstawiony na Fig, 3.

Syntetyczny odcinek DNA, kodujący epitop antygenu powierzchniowego wirusa HBV poddano

pilotowemu doświadczeniu powielania w wektorze pAMP'l-HisA. Uzyskano >60 kopii epitopu w konka-

tamerze DNA /n vitro oraz 13 kopiiw hybrydowym białku poliepitopowym, klonowanym in vivo.

Na Fig. 4 zoslały przedstawione wyniki reakcji powielania in vitro 7-mio aminokwasowego
epitopu modelowego białka otoczki wirusa HBV przy pomocy wektpra pAMPl-HisA, endonukleazy
Sapl oraz ligazy DNA.

Analizowano produkty reakcji powielania przy użyciu elektroforezy w źelu poliakrylamidowym,

Do plazmidu powielającego pAMPl-HisA wklonowano syntetyczny odcinek DNA długości 21 par za-
sad, kodujący 7-mio aminokwasowy epitop wirusa HBV. Plazmid zawierający monomer epitopu HBV
strawiono endonukleazą Sapl, wycinając zmodyfikowany gen epitop z konstruktu plazmidowego.

Modyfikacja polegała na dodaniu do niego 3-nt jednoniciowe kohezyjne S'-końce. Poza funkcją powie-

lania, końce te w polimerycznym hybrydowym białku odpowiedzialne są za dodanie reszty aminokwa-
su proliny (ang. ,,helicat breakef'), oddzielające monomery epitopów i ułatwiające niezależne zwijanie
epitopów do struktur 3-cio rzędowych, tym samym zachowując ich naturalną strukturę przestrzenną.

llosć dodanych ,,helical breakel'mozna dowolnie regulowac, poprzez inkorporowanie kodujących je

aminokwasów do końca syntetycznego epitopu (na poziomie kodującego DNA), Wycięte zmodyfiko-
wane DNA kodujące epitopy poddano autoligacji in vitro. Sciezki od 5 do 160 min ukazują kinetykę
autoligacji. Produkty reakcji analizowano elektroforetycznie, uzyskując w stosunku do kontrolnej reak-
cji bez ligazy DNA (K) szereg odcinków DNA o wzrastającej długości, stanowiące kierunkowe konka-
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tamery (polimery) genu epitopu. Tak uzyskane in vitro konkatamery zostały ponownie wklonowane do
wektora pAMPl-HisA, gdzie możnaje poddac kolejnemu cyklowi powielania lub ekspresji kodowane-
go multimeryczne9o białka.

Na Fig. 5 przedstawione zostały wyniki analizy klonow hybrydowych genów kodujących białka
poliepitopowe HBV, uzyskane w wyniku pierwszej rundy powielania.

Mieszaninę spolimeryzowanych in vitro syntetycznych genow epitopu HBV (Fig. 4, ściezka MlX)
za pomocą układu: wektor powielający pAMPl-HisĄendonukleaza Sapl/ligaza DNA klonowano
ponownie do wektora powielającego pAMP'l-HisA, celem utnłalenia wariantów poli-genow epitopu
HBV, ekspresji kodowanych białek poliepitopowych oraz powtórzenia cyklu powielania. W pienłszej
rundzie reakcji powielania uzyskano szereg klonów, zawierających od 2 do 13 kopii ePitopu (ściezki
1-13, analiza PCR, fragmenty DNA migrują coraz wolniej podczas elektroforezy ze względu na wzra-
stającą długosć, bezpośrednio odzwierciedlającą ilośc połączonych kopii epitopu). Analiza sekwencyj-
na DNA wykazała ciągłośc otwartej ramy odczytu (ORF)w uzyskanych konstruktach, zatem każdy taki
sztuczny poli-gen koduje inne białko poliepitopowe HBV, co jest istotne z punktu widzenia docelowej
roli tych sztucznych białek, gdyż rożne ich warianty, będą wywoływały rożne natężenie odpowiedzi
immunologicznej oraz będą rózniły się rozpuszczalnością. Po ponownym wycięciu Sapl, kazdy z wa-
riantow konkatamerycznych genów moze być w całości poddany kolejnej reakcji powielania, prowa-
dząc do uzyskania kolejnych poli-genów, składającego się z setek kopii genu epitopu HBV (przedzie-
lonych resztami proliny), w obrębie hybrydowego konstruktu, zachowującego ciągłość ORF w układzie
nad- ekspresyjnym bakterii Escherichia coli. Tym samym kazda kolejna runda powielania zwiększa
ilosć kopii monomeru w konkatamerze w postępie geometrycznym, prowadząc w krótkim czasie do
uzyskania planowanej ilości kopii w docelowym konstrukcie plazmidowym.

Na Fig. 6 zostały przedstawione wyniki drugiej rundy powielania pięciomerowego konkatameru
epitopu HBV.

Odcinek DNA wycięto endonukleazą Sapl z konstruktu pAMPl-HisA, zawierĄącego wklonowa-
ny konkatamer S-ciu kopiiepitopu, uzyskanego wwyniku 1-szej rundy powielania ipoddano ponownej
reakcji amplifikacji, Największy widoczny na granicy rozdzielczości zelu agarozowego konkatamer
zawierał 12 kopii S-cio meru, stanowiąc zatem 60-cio krotnie kierunkowo spolimeryzowany epitop
HBV. Ewidentnie widoczne są jednak większe konkatamery, jakkolwiek nierozdzielone do dyskretnych
prązkow. Uzyskane produkty drugiej rundy powielania zostały wklonowane ponownie do wektora
pAMP-HisA i mogą byc poddane trzeciej rundzie powielania, prowadząc docelowo do uzyskania setek
lub tysięcy kopii epitopu HBV, ułożonych w obrębie jednego długiego rekombinantowego polipeptydu
(białka), z zachowaniem ciągłości ORF.

Na Fig. 7 została przedstawiona analiza rezultatów ekspresji hybrydowego genu kodującego
białko poliepitopowe HBV, uzyskanej w wyniku modelowej, pierwszej rundy p'owielania (13-mer)
w wektorze pAMPl-HisA (Sekw. ld. Nr 7, Fig. 8). Wykonana została analiza elektroforetyczna eks-
prymowanego 13-meru poliepitopu HBV w żelu poliakrylamidowym w warunkach denaturujących,
banvionego Coomassie Blue. Nietypowe, czerwone zabarurienie prążka 13-meru, ktorego zawartośc
zwiększa się w miarę trwania czasu indukcji ekspresji w hodowli bakterii (kolejne ściezki), wynika
prawdopodobnie z uporządkowanego ułozenia barwnika na poMarzających się segmentach sekwen-
cji aminokwasowej. Eksperymentowi ekspresji (syntezy białka in uivo) poddano klon zawlerający
wariant 13-kopijnego konkatamerycznego genu, uzyskanego w wyniku powielania 7-aminokwasowego
epitopu wirusa HBV, gdzie kazdy epitop jest oddzielony resztą aminokwasu proliny (plazmid ekspre-
sylny patrz: Sekw. ld, Nr 8, Fig. 9). Technologia pozwala na zachowanie ciągłości ramy odczytu ORF.
Ekspreslę prowadzono w układzie bakterii Escherichia coli l promotor PR bakteriofaga lambda uzysku-
jąc nadprodukcję sztucznego białka poliepitopowego HBV, Uzyskane białko stanowi prototypową
szczepionkę przeciw HBV,
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Wykaz sekwencji

<110> B:oVentures lnstitute Sp. z o.o.
<120> Sposób uzyskiwania bia}ka poliepitopowego oraz wektcr DNA do

realizacji tego sposobu
< 13 0> PK/ 2Ą83 / Rvi

<160> 11
<1?0> PatenLln version 3.5
<210> 1

<211,> ąL
<2I2> DNA
<2I-j> art1l1C.Lat
<22a>
<223> pAMPl-A: modu]. powielaja,cy
<400> 1
atgcgctctt cacccgggcc cagaaqagict aagtaagtaa 9
<zta> 2
<23.7> Ą0
<2I2> DNA
<273> artificial
<22a>
<223> pAMPl-B: moduŁ powielający
<400> 2
atggc!cttc acccggqccc agaagagcta agtaaqitaag
<7Ia> 3
<211> Ą2
<272> DNA
<213> aItificial
<22a>
<223> pAMPl-C: nodul powielający
<400> 3
atgccactct tcacccaggc cc!ągaagagc taagLa"ągta a9
<210> ą
<211> 59
<212> D}JA
<213> artificial
<22a>
<223> p3,MPl-HisA; moduł powielaja_cy
<400> Ą

atgcaccacc accaccacca cagctcttCa Cccgggccca gaagagctaa gtaagtaag
<27a> 5
<211> 58
<2I2> DNA
<213> artificial
<?2a>
<2?3> pAMPl-HisBl modul powiela3a_cy
<400> 5
atgcaccacc accaccacca cactctŁcac ccgggcccag aagaqctaag taagtaag
<210> 6
<2II> 60 

t

<2L2> DNA
<21^3> artificj_al
<22a>
<223> pAMPl-Hisc: moduŁ powielalacv
<400> 6
aŁgcaccacc accaccacca cccactcttc acccgggccc agaagagcta agtaagtaag
<21a> 1
<.2I7> 3003
<2l2> DNA
<2I3> arl:aIl.caal
<22a>

4,I

40

59

58

60



<223> wektor pA}łiPl-HisA
<400> 7
catgcaccac caccaccacc acagctcttc
agctcgaccc ggtcaaattt gctttcaaat
ttcaggcqta qcaccaggcq tttaagggca
gccctgccac tcatcgcagŁ actgttgtaa
atcacagaca gcatgatgaa cctgaaŁcac
aLaatatctg cccatggtga aaac999ggc
atcaaaactg qtgaaactca cccagggaŁt
ccctttagqg aaataggicca ggttttcacc
tagaaactgc cggaaaŁcat caLgqtattc
ctcatgqaaa acggtgtaac aa999t9aac
cattgccata cagaattcca gatgagcatt
cggataaaac ttgtgcttat t,tLtctttac
aacagtct99 ttataggtac attgagcaac
atgccattgg gatatatcaa cggtggtata
cŁtagctcct gaaaaŁcŁcg ataactcaaa
atggtgaaag ttggaacctc ttacgtgcca
ccagggcttc ccggtatcaa ca999acacc
caLcacaggŁ atŁtattcag cacaaagtglc
gtgtatgatg gLgttttLga ggtgctccag
gttcaqctac Lgacggggtg gtgcgtaaca
ggagtgtata ctqgcttact atgttggcac
99ca99a9aa aaaaggctgc accagtgcat
gicttcctcac tcactgactc actacactcg
tacgaacagg gcggagattŁ cct99aagat
qggccgcgqc aaagccattt ttccatagqc
9acgctcaaa tcagtggtgg caaaacccga
ctggcagctc cetcatgcac tcLcctgtŁc
tgttatqgcc acgtttgtct cattccacgc
Lccaagctgg actgtatgca cgaacccccc
aactatcgtc ttgagtccaa cccagaaaga
99taaŁtgat tta9a99a9t tagtcttgaa
gacaagtttt ggtgactgcg cŁcctccaag
tcagagaacc ttcaaaaaac cgccctgcaa
tacacaicaqa ccaaaacgat ctcaagaaga
gatttcagtg ćaatttatct cttcaaaLgt
gttgtaattc tcatgtLtga cagcatgcca
ctatgcgccg accagaacac cttgccgatc
cgataacttt ccccacaac9 gaaćaactct
ttagtg9ttg taaaaacacc t9accgctaŁ
cacccccaag tctggctatg cagaaatcac
gaattaacat tccgtcagga aagcttggct
cŁtcaacctc aagccagaat gcagaatcac
ccgcatcacc ttt,ggtaaag gttctaagct
aaaaaaca99 gŁactcatac tcacttcŁaa
tctcgtagat ttctctggca attgaa9g9c
ttgcaagcaa tgcggcatta taagcatŁta
calccŁgiactg ccccaLcccc atcttgtctg
ttttcitttt ttcataaatŁ gctttaaqgc
atggtttctt ttLtgtgctc atacgttaaa
ccgtgcatgt tgactatttt acctctggca
9tt
<21a> 8
<211> 3348
<272> DNA
<2]_3> artificial
<220>
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acccgg9ccc
tŁctgccatt
!9ąąLąąLu9

tt cattaagc
cagcggcatc
9aa9aa9tt9
ggctgagaca
gtaacacqcc
actcca9taqc

catsca99cg9
9gtctttaaa
t9act9aaat
tccagtgatt
aaatacgccc
atcaacgt,ct
a9gatttatt
9tc999t9at
tg9cttct9t
gcaaaagcac
tgat9agg9t
cagcagaata
9tcatlcaac
gcca99aaga
tccgcccccc
caggactata
ctgcctttca
ctgacactca
gttcagtccg
catgcaaaag
gtcatgcacc
cca9ttacct
ggcagttLtt
tcatcttatt
a9caccc9aa
tcgatcacaa
agccaaacgt
catt9catqig
ccct9atca9
ct99ctcaac
t99a9cctqt
t99ctttttt
caggtgagaa
gtgacggctg
taaattcttc
atgcattgat
cgaca9attc
9acat9cgtc
tctatcaccg
gtgataatg9

agaa9a9cta
catccgctta
cct,taaaaaa
attctgccaa
agcacctŁgt
tccatatt99
aaaaacaLat
acatcttgcg
9at9aaaacg
atcaccagct
gcaa9aat9t
aaggccgtaa
gcctcaaaaL
tttttctcca
ggLa9t9atc
catttlcacc
taŁtct9cga
qctqccaact
ttctatca9c
cgccggacat
gtcagtgaag
t9t9ataca9
tgcagcga9c
tactŁaacag
tgacaa9cat
aagataccag
gŁttaccagt
9ttccg99ta
accact9cac
caccactggc
ggttaaggct
cg9ttcaaag
tcattttcag
aatcagataa
qtca9cccca
tcttgctcaa
ctctŁcaggc
9atcatt999
tttcŁtgaag
a9cct9ctca
tggtgcggtc
ggŁtgtgctt
catccctgcc
catactaacc
aacgctaact
gcca\taaat
ct99gataag
ctcaagctgc
caaggigataa
tt9cat9tac

a9taagtaag
ttatcacLta
attacacccc
caŁ99aagcc
caccttgcat
ccacqtŁcaa
tctcaataaa
aatataŁgtg'
ttŁca9ttt9
caccatcttt
9laataaag9c
tatccaqctg
gttctttaca
ttttagcŁtc
tŁatttćatt
aaaa9ttg9c
a9t9atcttc
tactgatlta
t9tccctcct
cagcgctagc
t9cttcat9t
9atatattcc
ggaaatggct:
ggaagŁ9aga
cacgaaaŁcŁ
gcgtŁtcccc
gtcattccgc
99cagtŁcac
cttatccagf
aqcagccact
aaactgaaag
agLtggtagc
a9caagagat
ddLdLLLULą

tac9atataa
ttgttatcag
cactgacteg
t,actg1,999Ł
gtaaactcat
999tcaacga
atg9aattac
acccatctct
tgaacatgag
gcŁtcataca
ttgagaattt
aaa9caccaa
ccaagttcat
tctt9tgtfa
atatctaaca
taa9qa99tt

60
t2a

2Ąa
300
360
Ą20
4B0
540
600
660
720
780
840
900
960

Ia2a
1080
1 140
12 00
126a
1?rf)
1380
1440
15 00
1560
1620
16B 0
1740
18 00
18 60
t92a
198 0
2040

2t6a

228a
23Ąo
2Ąoo
2460
252a
25B0
26Ąa
27 0o
21 6a
,Rrń
2880
29Ą0
3 000
3003

<223> wektor pAMPl-HisA*13-epiŁop
<400> 8

catgcaccac caccaccacc acagctcttc acccaccaaa ccgaccgacg gtaacaggcc 60



caccaaaccg accaacagta acgggcccac
accgaccqac ggtaacgggc ccaccaaacc
cgacggtaac 9g9cccacca aaccgaccga
taaCgggccc accaaaccga ccgacagtaa
gcccaccaaa ccgaccgacg gLaacaggćc
caaaccgacc aaCgglaacg ggcccagaag
aa!ttgcŁlt caaattŁctg ccattcatcc
a99cgtttaa g99caccaąt aactgcct!a
gcagtact9Ł tgtaattcat taagcattct
atgaacctga atcqccagcg gcatcagcac
ggŁgaaaacg ggglgcgaaga agLtqtćcat
actcacccag ggattggct9 agacgaaaaa
ggcca99ttt tcaccgtaac acgccacaic
atcal-cat-gg tactcactcc agagcgatga
gtaacaaggg tgaacactal- cccatatcac
ttccggatqa gcattcatca ggcgqgcaag
ctLatttttć ttLacggtct ttaaaaaggc
ggt,acattga gcaactgact gaaatgcctc
atcaaca9t9 gtatatcoag tgattttttt
tcEcaataac lcaaaaaatsa cgcccagta9
acctcltacg tgccgatcaa cgLctcattt
atcaacaqgg aćaccaggat ttatttatlc
ttcagcacaa a9tgcatcag gtgatgćtgc
ttt9aggtgc !ccagtggct tctgt!tcta
cJgqtgqLgcg taacggcaaa agcaccaccg
ttactatgtŁ ggcact'gatg agggtgtcag
gct9caccgg tgcgtcagca gaatatgtga
gactcgcŁac actcaqtcat tcgactgcgg
gatttćctgg aa9at9ccag 9aa9atactt
caŁttttcca taggctccać cćccctgaća
99t99cgaaa cccgaca99a ctataaagat
tgcgclctcc tgttcctgcc tttcggLt,ta
tqtctcattc cacgcctgac actcagttcc
at9cacgaac cccccgtŁca gtccgaccac
tccaacccgg aaagacatgc aaaagcacca
99a9ttagtc tt9aagtcat gcaccqgtta
ctgcactcct ccaagccagŁ tacctcggtt
aaaaccgccc tgcaaggcgq ttLtttcgtt
acgatctcaa gaagatcatc ttattaatca
tatctctŁća aaLgta9ćac ctgaagtcag
ttŁgacagca t9ccatcaat cgcgatcttg
aacaccttgc cgatcagcca aacgtctctŁ
caacggaaca actctcattg catgggatca
acacctgacc gctatccctg atcagtttct
ctalgcagaa atcacctggc lcaacagcct

cćtgtt99tg
ttŁttggtt9
9agaacat,cc
99ct9catac
tcttcaacac
ttgatgccat
oat tcctgqq
gcgtcctcaa
caccqcaag9
aaŁ99ttgca

caqgaaagct tggctt:gga9
agaatgcaga atcactggct
taaa99ttct aagctcaggt
caLactcact tctaagtgac
tgqcaatt9a a9g9ctaaat
cattataa9c atttaat,gca
tccccatctŁ 9tctgcgaca
aaattgcttt aaggcaacaŁ
tgc!catacg !taaatctat
attltacctc tggcggtgat
<2I0> 9

<2Lt> 2L
<2l2> DNA
<2l-3> artificia1
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caaaccgacc gacggtaaC9 ggcccaccaa
gaccgacggt aacgggccca ccaaaccgac
cggtaacg99 cccaccaaac cgaccaacag
cgggcccacc aaaccgaccg acagtaacag
caccaaaccg accgacggta acgqqcccac
a9Ctaagtaa gtaagagctc gacccagtcg
gcttattalc acttattcag 9cgtagcacc
aaaaaacEac gccccgccct gccactcatc
gccaacatgg aagccatcac agacagcatg
ctLglcgcct tgcqtataat atttgcccat
aLtgqccaca tttaaatcaa aactggtgaa
catatictca ataaaccctt tagggaaata
ttgcaaaĘat atgtgtagaa actgccagaa
aaacqtttca gtttgctcat ggaaaac99t
cagctcacc9 tctttcattg ccatacgqaa
aatgtgaata aaggccggat aaaacttqtg
cgtaatatcc agctgaacgg tctggttata
aaaatgttct ttacaatgcc att999atat
ctccatttta gcltcctta9 CLcctgaaaa
tgatcttatt tcattatggt gaaagttgga
tcaccaaaag ttggcccagg 9cttcccagt
tgcgaagtga tcttccatca caggtattta
ćaacttactgl atttagtgta t9atggt9tt
tcagclgtcc cicctgtLca gctactqacg
gacatcagca ctagcggagt gtatactgqc
tgaagtgclt catgtggca9 gagaaaaaag
tacaggatat attccacŁtc ctcgctcact
cgagcggaaa tggcttacaa acq99gc99a
aacagggaa9 tga9a999cc 9c99caaagc
agcatcacga aatctgacgc Łcaaatca9t
acca99c9tE !ccccctggc ggctccctc9
ccggt9tcat tccaclgtta tggccacgtt
ggqtagqca9 ttcqctccaa 9ctggactqt
tgcgccttat ccagtaacta tcatcttga9l
ctggcagcag ccactggtaa ttgatttaga
aggctaaact gaaa99acaa gtttt99tga
caaagagtt9 gtagctcaga gaacc!tcga
ttcagagcaa qagattacgc gca9accaaa
gataaaatat ttctagattt cagtgcaatt
cćcćatacga tataagttgt aattctcatg
Ctcaattgtt atcagctat9 c9ccgacca9
caggccact9 actagcgata acf!tcccca
ttgggtact9 tg99tttagt ggtt9taaaa
tqaaggtaaa cLcatcaccc ccaagtctgg
gctcagggtc aacaagaatŁ aacatlccgt
cagtcaŁgqa attaccLLca acctcaagcc
tgcttąccca tcŁctccgca tcaccttt99
ctgcctgaac atgagaaaąa acagggtact
taaccacttc atacatcLcg tagatttctc
Łaacttt9a9 aatltttqca a9caat9cg9
t,aaataaagc accaacgcct gacEgcccca
ataagccaag ttcatttttc tttttttcat
gctgctcttg tgttaatggt ttctttttt9
gataaatatc taacaccat9 cgtgttgact
t'gtactaagg aggttgtt

L20
1B0
2ąo
?nn
360

480

600
660
120
780
B40
900
960

1 020
108 0
1l40
I200
1260
132 0
1380

1500
1560
l62a
16B0
l7 40
].8 00
1B60
l92a
1980
2040
2100
2L6o
222o

23Ą0
2400
2460

25B0
26Ąo
27 00
27 60
282o
2880
294o
3000
306O
312 0
3I8 0
32ąo
3300
3348

<22a>
<223> sekwecja koduja_ca epiEop HBV
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<22C>
<221> CDS
<222> (1).. (21)
<400> 9

acc aaa ccq acc gac ggt aac
Thr Lys Pro Thr Asp Gly Asn

<2l0> 10
<2l7> 1

<2I2> PRT
<213> arLiIicial
<220>
<223> Synthetic Construct
<400> 10
Thr Lys Pro Thr Asp Gly Asn

<2I0> 11
<2ll> 25
<2I2> DNA
<213> artificial
<220>
<223> moduł powie-Iający
<400> 11
gctcttcacc cgqgcccaga a9a9c

2I

25

Zastrzeżen ia patentowe

1, Wektor DNA zawierający sekwencję modułu powielającego obejmującą dwie konwergentnie
skierowane sekwencje DNA rozpoznawane przez Sapl i znajdującą się pomiędzy nimi
sekwencję DNA zawierającą miejsce słuzące do wklonowania insertu rozpoznawane przez
Smal, przy czym kozystnie moduł powielający posiada sekwencję GCTCTTCAC-
CCGGGCCCAGAAGAGC.

2, Wektor DNA według zastrz. 1, znamienny tym, że jest on wektorem ekspresji białek, zawie-
ra dodatkowo origin replikacji, korzystnie pl5A, gen opornościna antybiotyk, korzystnie chlo-
ramfenikol, promotor transkrypcji, korzystnie PR bakteriofaga lambda, gen represora,
korzystnie cl 857 ts, sygnał inicjacji trans|acji, ewentualnie sekwencję kodującą 6-ciu reszt
histydyny, oraz sekwencję kodującą sygnał stopu translacji.

3. Wektor DNA według zaslrz. 1, znamienny tym, że zawiera sekwencję wybraną spośród se-
kwencji 1-6.

4, Wektor DNAwedług zastrz.1, znamienny tym, ze posiada sekwencję 7.

5. Sposob uzyskiwania białka poliepitopowego, znamienny tym, ze:
a) posiadającą tępe końce sekwencję DNA kodującą epitop wklonowuje się do wektora DNA

określonego w zastrz.1-4 w miejscu rozpoznawanym przez Smal,
b) uzyskany wektor namnaża się w gospodarzu bakteryjnym, izoluje się i trawi się Sapl, a na-

stępnie izoluje się fragment zawierający sekwencję DNA kodującą epitop, zmodyfikowaną
w taki sposob, że opatrzona jest ona jednoniciowymi kohezyjnymi końcami, warunkującymi
kierunkową ligację inseńu do konkatameru,

c) prowadzi się autoligację wyizolowanego fragmentu,
d) produkt autoligacji wklonowuje się do wektora DNA określonego w zastrz. 14 w miejscu

rozpoznawanym przez Sapl i

e) uzyskanym wektorem transformuje się gospodarza bakteryjnego i prowadzi się ekspresję,
a następnie izolację białka poliepitopowego,

przy czym w celu zwiększenia wielkości białka poliepitopowego, przed przystąpieniem do
realizaĄi etapu e) powtarza się etapy od b) do d).
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Sposob według zaslrz.5, znamienny tym, że epitopem jest epitop HBV, korzystnie kodo_

wany przez syntetyczną sekwencję 9, l _ _l^:__
Spośob według zaslrz.5, znamienny tym, ze powielany odcinek monomeru zawlera rozne

epitopy, pochodzące 
-z 

riznych oiałer iuu roznych rejonow tego samego białka, korzystnie

kodowane przez sekwencję syntetyczną,

Rysunki

PrOrn6tO,r

b.

7.

i.ffi§§§,ffi§§§,ffi
IO'*"'* REazą ll§
v

I

I nutoligacla kielunkowa
t

I tigacp Oo

{ 
wektora powielajątego

,ffit*,*ffis*}"ffi-
l

I 
nutoligacja kierunkowa

*

I ugacia ao

{ 
wektora powielającego

r,*włttw,,_1,1l*§ffi ii,{.Jfi#ffi,,f,f,ffi fł§ffi;.ffri§§i'$*,&ffi ffi ffiqffi §-§§ffi ffi',i$,fi
Gęn kgduią{y rekonrbinanto*ve b iłlkł pol*epitopowe

t -sra rund*
powidania

ccc sss

Prgmot*r

i-ga rundc
powi*ła*ia

Promotor

Fig. 1



Slekt*r 1: pAMF1*: CRf A {w fazie
S,apl §m*i

PL 228 34,1 91

od*.:rytu miejsc* ciecia .§mat}
§gpl §TStr {3 ORF}

11

GCTCTTC ACCC!GGG CCC AGAAGAGC TAAGTAAGTAAG-ę-
§ §,_ę"{ śer Pro

Wektłr 2;pAMPf €;CRF § {l*aa -1 p.e]

§.xpj §nęJ §_ą*t $T§P § ORr}
ATG GCTCTTC ACC C ł G GG C CC AGAAGAGC TAAGTAAGTAAG
Mgt Aja Leu-His

\&ektor 3: pAfifrP'l{: §RF § {iaza +1

§^*pt §m*l

Wektor 4: p*MPlłlisA: **F A lznacznik N- Hi*e {w faei* odceytu mi*jsr* dęcia §m*JJlli*e §_*gi §m*i §g*J §TOP {3 x *§r}
ATG cAc 9_Ąc.9A§ ęA_q .cAc_.c, A-c. AscIg]3c AccclGGG ccc,Ą9AAGĄQC TAAGTAAGTAAG
Met His Hj.s Fli* Hię Hię Hlę §ęr §ęr §er Pro \

Wekiłr §: pAMPt-ŁłłsB: *RF B {faza -1 B.g} / macznik lti- Łiise
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monomer ę.p.,r}ppu. HBV {21 p_z^ + 3-nt kohezyjne kańce DNA}

Fig. 4

monomel flllt9i§ HBV {powi*lony mon§mer + sekwencje ot&.?ające wektora analirowana PiR}
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12-mer jtp_n&*1ąl,ł:_r|u §jf,p_ig;151§.H.ego z l-sz*j rundy porruielanła ęp"i§g"p, ł-iBV
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