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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest sposob uzyskiwania biatka poliepitopowego oraz wektor DNA
do realizacji tego sposobu. Uzyskiwane zgodnie z wynalazkiem biatka moga znalez¢ szereg zastoso-
wan, w szczegolnosci by¢ wykorzystane do wytwarzania ulepszonych szczepionek.

Shen, S-H P.N.A.Sci USA 81:4627-4631 (1984) ujawnia sposob uzyskiwania multimeryczne;
proinsuliny (do 7 kopii). Multimery uzyskano za pomocg sekwencyjnego tgczenia odcinkow DNA przy
zastosowaniu syntetycznych fragmentow DNA, cietych endonukleazg restrykcyjng klasy IS — SfaNl,
alkalicznej fosfatazy, kinazy polinukleotydowej i ligazy DNA. Metoda nie pozwalata jednak na fatwe
uzyskanie wielokrotnego powielania odcinka DNA w jednej reakcji, poniewaz kazdorazowe mogta byc
dodana tylko jedna, dodatkowa kopia monomeru.

Lennick i in. Gene 61:103-112 (1987) ujawnia multimeryczny gen kodujacy 8 kopii hormonu
peptydowego — przedsionkowego peptydu natriuretycznego. W opisanej metodzie nie stosowano wek-
tora umozliwiajgcego powielanie kopii sekwencji kodujgcej peptyd, a otrzymany in-vitro gen multime-
ryczny zostat sklonowany ostatecznie do ogolnie stosowanego wektora ekspresyjnego. Metoda row-
niez nie pozwala na tatwe uzyskanie wielokrotnego powielania odcinka DNA w jednej reakcji, ponie-
waz kazdorazowo mogta by¢ dodana tylko jedna, dodatkowa kopia monomeru.

Kim, S. C. and Szybalski, W., Gene 71:1-8 (1988) ujawnia sposob kierunkowego powielania
klonowanego fragmentu DNA za pomocg endonukleazy restrykcyjnej klasy 1S — BspMI, wektora DNA
pSK3 oraz ligazy DNA. Uzyskano 30 kopii monomeru w konkatamerze. Jednak stosowanie enzymu
BspMI jest w praktyce utrudnione, poniewaz nie trawi on w petni substratu DNA. W efekcie uniemozli-
wia to zachowanie ciggtosci Otwartej Ramy Odczytu translacji (ORF), a powielanie wprowadza dodat-
kowe sekwencje DNA do powielonego konkatameru. Opisany sposob nie pozwala na powtérzenie
cyklu powielania co istotnie ogranicza mozliwos¢ osiagniecia pozadanej ilosci kopii powielonego seg-
mentu DNA. Ujawniony wektor nie byt wektorem ekspresyjnym.

Lee, J. H. iin., Genetic Analysis: Biomolecular Engineering 13:139-145 (1996) ujawnia sposob
kierunkowego powielania klonowanego fragmentu DNA za pomocg endonukleazy restrykcyjnej klasy
IS — BspMI i Bbsl, wektora DNA pBBS1 oraz ligazy DNA. Metoda, oparta na autoligacji 4-nu-
kleotydowych (nt) kohezyjnych koricow DNA uniemozliwia zachowanie ciggtosci ORF, stanowi jednak
istotne usprawnienie opisanej wczesniej metody, gdyz pozwalata na powtorzenie cyklu powielania,
celem osiagniecia pozgdanej ilosci kopii powielonego segmentu DNA. Zastosowany wektor nie byt
wektorem ekspresyjnym. Metode zastosowano dla powielenia krotkiego genu peptydu przeciwbakte-
ryjnego — mogaininy (108 kopii).

Lee, J. H. i in., Protein Expression and punfication 12:53-60 (1998) ujawnia kolejny wariant
sposobu opierajgcego sie na wczesniej opisanym wektorze pBBS1. Zastosowany wekfor nie byt wek-
torem ekspresyjnym. Zastosowano enzym Bbsl do generowania 4-nt kohezyjnych koncow, powaznie
utrudniajac tym samym utrzymanie ciggtosci ORF. Opisano uzyskanie nie wigcej niz 6 kopii monome-
ru DNA w powielonym odcinku. Metode zastosowano dla powielenia genu peptydu przeciwbakteryj-
nego — mogaininy oraz buforyny Il.

Wang, Y.-Q and Cai, J.Y. Appl Biochem Biotechnol. 141:203—13 (2007) ujawnia kolejny wariant
zastosowania multimeryzacji genow kodujgcych antybiotyki peptydowe przy zastosowaniu autoligacji
syntetycznych fragmentow DNA, zawierajgcych asymetryczne kohezyjne korice w obecnosci 2 adap-
terow DNA. Adaptery zawieraly sekwencje rozpoznawane przez endonukleazy restrykcyjnych Sall
i EcoRl. Procedura nie wykorzystuje wektora, powielanie jest trudne do kontroli, pracochtonne i wy-
maga dodawania podczas reakcji kolejnych porcji syntetycznego monomeru DNA. W wyniku ujawnio-
nej metody skiadania polimerycznego genu, opracowanej do celéw produkcji peptydow przeciwbakte-
ryjnych, uzyskano 8 kopii monomeru w polimerycznym biatku.

Celem wynalazku jest dostarczenie sposobu pozwalajgcego na tatwe uzyskiwanie biatka poli-
epitopowego o dowolnej diugosci oraz wektora nadajgcego sie do realizacji takiego sposobu. Uzyski-
wane biatka poliepitopowe mogg znalez¢ szereg zastosowan, w szczegolnosci nadajg sig do wytwa-
rzania ulepszonych szczepionek o podwyzszonej skutecznosci.

Przedmiotem wynalazku jest wektor DNA zawierajgcy sekwencje modutu powielajacego obej-
mujacg dwie konwergentnie skierowane sekwencje DNA rozpoznawane przez endonukleaze Sapl
i znajdujaca sie pomiedzy nimi sekwencje DNA zawierajaca miejsce stuzace do wklonowania insertu
rozpoznawane przez endonukleaze Smal, przy czym korzystnie modut powielajgcy posiada sekwencje
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GCTCTTCACCCGGGCCCAGAAGAGC (Sekw. Id. Nr 11). Korzystnie wektor DNA wedtug wynalazku
jest wektorem ekspresiji biatek, ktéry zawiera dodatkowo origin replikacji, korzystnie p15A, gen opor-
nosci na antybiotyk, korzystnie chloramfenikol, promotor transkrypcji, korzystnie PR bakteriofaga
lambda, gen represora, korzystnie cl 857 ts, sygnat inicjacji translacji, ewentualnie sekwencje koduja-
cg 6-ciu reszt histydyny, oraz sekwencje kodujacg sygnat stopu translacji. Korzystnie wektor DNA
wedtug wynalazku zawiera sekwencje wybrang sposrod sekwencji 1-6 przedstawionych réwniez na
Fig. 2. Korzystnie wektor DNA wedtug wynalazku posiada sekwencje 7 (pAMP1-HisA).

Kolejnym przedmiotem wynalazku jest sposob uzyskiwania biatka poliepitopowego charaktery-
zujgcy sie tym, ze:

a) posiadajgca tepe konce sekwencje DNA kodujacg epitop wklonowuje sie do wektora DNA

okreslonego w zastrz. 1-4 w miejscu rozpoznawanym przez endonukleaze Smal,

b) uzyskany wektor namnaza sie w gospodarzu bakteryjnym, izoluje sie i trawi sie endonukle-
azg restrykcyjng pod-Typu IIS — Sapl, a nastepnie izoluje sie fragment zawierajgcy sekwen-
cje DNA kodujgca epitop, zmodyfikowang w taki sposéb, ze opatrzona jest ona jednonicio-
wymi kohezyjnymi koricami, warunkujgcymi kierunkowg ligacje insertu do konkatameru,

c) prowadzi sie autoligacje wyizolowanego fragmentu,

d) produkt autoligacji wklonowuje sie do wektora DNA okreslonego w zastrz. 1-4 w miegjscu
rozpoznawanym przez endonukleaze restrykcyjng pod-Typu IIS — Sapl i

e) uzyskanym wektorem transformuje sie gospodarza bakteryjnego i prowadzi sie ekspresje,
a nastepnie izolacje biatka poliepitopowego,

przy czym w celu zwiekszenia wielkosci biatka poliepitopowego, przed przystgpieniem do reahzacp
etapu e) powtarza sie etapy od b) do d).

Ponizsze przyktady zawierajg szczegotowy opis jednego z mozliwych wariantow realizacji spo-
sobu wedtug wynalazku. Alternatywng metoda wklonowania insertu jest zastosowanie wektora prze-
cietego Sapl z wypetnionymi kohezyjnymi kofncami polimerazg DNA w obecnoéci tréjfosforanéw de-
oksyrybonukleotydow. Postepujgc zgodnie z przedmiotowym wynalazkiem specjalista jest w stanie
zaproponowac kolejne warianty jego realizacji. Korzystnie, epitopem jest epitop HBV, zwitaszcza ko-
dowany przez syntetyczng sekwencje 9 (patrz rowniez Fig. 3). Korzystnie, powielany odcinek mono-
meru moze zawierac¢ rézne epitopy, pochodzace z réznych biatek lub réznych rejonéw tego samego
biatka, korzystnie kodowane przez syntetyczng sekwencje (poroéwnaj schemat przedstawiony na Fig. 1).

Ujawniono sposéb konstrukcji oraz zastosowanie nie istniejacych w naturze sztucznych genow
za pomocy technologii inzynierii genetycznej oraz syntezy chemicznej, zawierajacych wielokrotne
kopie DNA kodujgcego powtarzajace sie segmenty, zawierajgce powielone jednostki monomeryczne
jednego lub wiecej peptydéw. Poddanie procedurze powielania genu, kodujgcego peptyd (epitop)
o okreslonej funkcji biologicznej lub chemicznej prowadzi do zwielokrotnienia pozgdanego oddziaty-
wania otrzymanego (poli)peptydu ze specyficznym ligandem. W szczegélnosci tak otrzymane poliepi-
topowe biatka znajdg zastosowanie m.in. jako: (i) sztuczne antygeny — szczepionki nowej generacji
o zwielokrotnionym potencjale stymulacji uktadu immunologicznego; (ii) poliproteiny zawierajgce mo-
duly chelatujgce jony metali rzadkich, celem ich pozyskiwania przemystowego lub remediacji sro-
dowiska naturalnego; (iii) moduty wigzace kofaktory enzymow (m.in. kationy, aniony, molekuty orga-
niczne) m.in. proteinaz dziatajgcych w obrebie ran, celem zahamowania ich dziatania destrukcyjnego;
(iv) multiepitopowe biatka ostonowe, zawierajgce zwielokrotnione ,moduty peptydowe bedgce aktywa-
torami lub inhibitorami funkcji biologicznych celem leczenia choréb molekularnych, wirusowych i bak-
teryjnych; (v) multiepitopowe biatka, zawierajgcych multimery hormondw peptydowych lub biologicznie
czynne fragmenty biatek sygnatowych i stymulujgcych procesy regeneracji tkanek. Biatka takie,
umieszczone w ranie, stopniowo uwalnialyby pod wptywem proteinaz biologicznie czynne peptydy,
stymulujgce regeneracje tkanek. W szczegolnosci, zaprojektowano ukiad wektorowo-enzymatyczny,
stuzacy do powielania segmentu DNA. Powielany segment DNA moze by¢ pochodzenia naturalnego
lub uzyskany na drodze syntezy chemicznej.

Przyktad 1. Ogolny schemat realizacji sposobu wedtug wynalazku.

Ogolny schemat sposobu wedtug wynalazku omowiony na przykiadzie powielania antygenu
powierzchniowego wirusa HBV ilustruje Fig. 1. Przedstawia ona schemat ideowy wektora powielaja-
cego oraz reakcji powielania epitopu (na rysunku: syntetycznego epitopu HBV).

Wektor powielajgcy zawiera 2 konwergentnie skierowane sekwencje DNA rozpoznawane przez
endonukleaze restrykcyjng pod-Typu IIS, preferencyjnie rozpoznajgcg wzglednie diugg sekwencje
w DNA oraz przecinajgcg DNA generujac 3-nt (lub wielokrotnosc 3 nt) kohezyjne konce. Zastosowano
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endonukleaze Sapl, ktérej cechg szczegolng jest to, ze rozpoznaje ona relatywnie dtugg sekwencije
7-miu par zasad (zatem unikatowg w wektorze i powielanym segmencie DNA) oraz przecina DNA
w odlegtosci 1 nt w taricuchu gornym oraz 4 nt w tancuchu dolnym, tym samym generujgc 3-nt kohe-
zyjne konce, czyli odpowiednik jednego kodonu. Miejsca Sapl sgsiadujg w wektorze z sekwencjg kla-
sycznej endonukleazy Typu Il, przeznaczonej do wklonowania powielanego insertu DNA. Zastosowa-
no endonukleaze Smal, przecinajacg DNA w obrebie sekwencji rozpoznawanej, generujgc tzw. ,tepe’
korice. Do wektora przecietego Smal mozna wklonowac dowolny segment DNA syntetycznego lub
naturalnego, majacy ulec powieleniu. W korzystnej realizacji powielany segment DNA koduje antygen
lub sekwencje aminokwasowg obejmujaca kilka identycznych lub réznych antygenow. Jedynym ogra-
niczeniem jest diugos$¢ fragmentu powielanego, podyktowana maksymalng diugoscig insertu DNA
akceptowanego przez dang klase wektorow DNA. Modut powielajgcy moze byc przeniesiony droga
klonowania do roznych klas wektorow.

Przyktad 2. Seria 6-ciu zaprojektowanych wektorow pAMP1.

W przyktadowej realizacji zaprezentowanej na Fig. 2 zaprojektowano 1-szg serie wektoréw
PAMP, opartych na szkielecie wektora, zawierajgcego origin replikacji p15A. Spoéréd zaprojektowa-
nych wektoréw skonstruowano wektor pAMP1-A (nie zawierajgcy fuzyjnego znacznika His6) oraz
pAMP1-HisA (zawierajgcy fuzyjny znacznik His6). Dodatkowo, w serig wektorow pAMP wbudowano
opcje wysokiej ekspresji biatek pod kontrolg promotora bakteriofaga lambda PR oraz opcje fuzji ze
znacznikiem His6, pozwalajgcym na izolowanie poliepitopowego biatka wydajng metodg chromatogra-
fii metalopowinowactwa.

Wektory zawierajg origin replikacji p15A, gen opornoéci na antybiotyk chloramfenikol, silny pro-
motor transkrypcji PR bakteriofaga lambda, gen represora cl 857 ts, sygnaly inicjacji translacji,
sekwencje 6-ciu reszt histydyny o powinowactwie do jonéw niklu, uktad miejsc restrykcyjnych do fuzji
z kodonem startu translacji ATG oraz moduty do kierunkowego powielania fragmentu DNA z zacho-
waniem ramy odczytu ORF. Warianty roznig sig miedzy sobg mozliwosciami manipulacji trzema
ramami odczytu (co moze by¢ istotne przy powielaniu naturalnych, niesyntetycznych odcinkow DNA)
oraz obecnoécig lub brakiem znacznika His6, znakomicie utatwiajgcego pozniejszg izolacje ekspry-
mowanego poliepitopowego biatka, niezaleznie od jego tadunku, rozpuszczalnosci i innych parame-
trow biochemicznych. Wariant nr 4 zostat zastosowany do opisanego w ponizszym przyktadzie powie-
lania epitopu antygenu powierzchniowego wirusa HBV.

Petna sekwencja wektora pAMP1-HisA zastosowanego w przyktadzie 3 zostata przedstawiona
jako sekwencja 7. Ponadto, na Fig. 8 przedstawiono mape restrykcyjng wektora pAMP1-HisA, a na
Fig. 9 mape restrykcyjng wektora pAMP1-HisA z wklonowanym 13-merem peptydu antygenowego.

Przyktad 3. Wytwarzanie poliepitopowego biatka zawierajgcego modelowy 7-mio amino-
kwasowy epitop antygenu powierzchniowego wirusa HBV.

Modelowy 7-mio aminokwasowy epitop antygenu powierzchniowego wirusa HBV poddany
reakcji powielania zostat przedstawiony na Fig. 3.

Syntetyczny odcinek DNA, kodujgcy epitop antygenu powierzchniowego wirusa HBV poddano
pilotowemu do$wiadczeniu powielania w wektorze pAMP1-HisA. Uzyskano >60 kopii epitopu w konka-
tamerze DNA in vitro oraz 13 kopii w hybrydowym biatku poliepitopowym, klonowanym in vivo.

Na Fig. 4 zostaly przedstawione wyniki reakcji powielania in vitro 7-mio aminokwasowego
epitopu modelowego biatka otoczki wirusa HBV przy pomocy wektpra pAMP1-HisA, endonukleazy
Sapl oraz ligazy DNA.

Analizowano produkty reakcji powielania przy uzyciu elektroforezy w zelu poliakrylamidowym.
Do plazmidu powielajagcego pAMP1-HisA wklonowano syntetyczny odcinek DNA dtugosci 21 par za-
sad, kodujacy 7-mio aminokwasowy epitop wirusa HBV. Plazmid zawierajacy monomer epitopu HBV
strawiono endonukleazg Sapl, wycinajagc zmodyfikowany gen epitop z konstruktu plazmidowego.
Modyfikacja polegata na dodaniu do niego 3-nt jednoniciowe kohezyjne 5-konce. Poza funkcjg powie-
lania, konice te w polimerycznym hybrydowym biatku odpowiedzialne sg za dodanie reszty aminokwa-
su proliny (ang. ,helical breaker”), oddzielajace monomery epitopow i utatwiajgce niezalezne zwijanie
epitopéw do struktur 3-cio rzedowych, tym samym zachowujgc ich naturalng strukture przestrzenna.
llos¢ dodanych ,helical breaker’ mozna dowolnie regulowac, poprzez inkorporowanie kodujgcych je
aminokwasow do konca syntetycznego epitopu (na poziomie kodujgcego DNA). Wyciete zmodyfiko-
wane DNA kodujgce epitopy poddano autoligacji in vitro. Sciezki od 5 do 160 min ukazujg kinetyke
autoligaciji. Produkty reakcji analizowano elektroforetycznie, uzyskujgc w stosunku do kontrolnej reak-
cji bez ligazy DNA (K) szereg odcinkow DNA o wzrastajgce] diugosci, stanowigce kierunkowe konka-
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tamery (polimery) genu epitopu. Tak uzyskane in vitro konkatamery zostaty ponownie wklonowane do
wektora pAMP1-HisA, gdzie mozna je poddac kolejnemu cyklowi powielania lub ekspresji kodowane-
go multimerycznego biatka.

Na Fig. 5 przedstawione zostaty wyniki analizy klonéw hybrydowych genéw kodujgcych biatka
poliepitopowe HBV, uzyskane w wyniku pierwszej rundy powielania.

Mieszanine spolimeryzowanych in vitro syntetycznych genéw epitopu HBV (Fig. 4, $ciezka MIX)
za pomocg ukfadu: wektor powielajgcy pAMP1-HisA/endonukleaza Sapl/ligaza DNA klonowano
ponownie do wektora powielajgcego pAMP1-HisA, celem utrwalenia wariantow poli-genow epitopu
HBV, ekspresji kodowanych biatek poliepitopowych oraz powtérzenia cyklu powielania. W pierwszej
rundzie reakcji powielania uzyskano szereg klonéw, zawierajacych od 2 do 13 kopii epitopu (Sciezki
1-13, analiza PCR, fragmenty DNA migrujg coraz wolniej podczas elektroforezy ze wzgledu na wzra-
stajgcg dtugose, bezposrednio odzwierciedlajgca ilos¢ potgczonych kopii epitopu). Analiza sekwencyj-
na DNA wykazata ciggtosc¢ otwartej ramy odczytu (ORF) w uzyskanych konstruktach, zatem kazdy taki
sztuczny poli-gen koduje inne biatko poliepitopowe HBV, co jest istotne z punktu widzenia docelowej
roli tych sztucznych biatek, gdyz rézne ich warianty, bedg wywotywaly rézne natezenie odpowiedzi
immunologicznej oraz beda roznity sie rozpuszczalnoscig. Po ponownym wycieciu Sapl, kazdy z wa-
riantow konkatamerycznych genéw moze by¢ w catosci poddany kolejnej reakcji powielania, prowa-
dzac do uzyskania kolejnych poli-genéw, skiadajgcego sie z setek kopii genu epitopu HBV (przedzie-
lonych resztami proliny), w obrebie hybrydowego konstruktu, zachowujgcego ciggtos¢ ORF w uktadzie
nad- ekspresyjnym bakterii Escherichia coli. Tym samym kazda kolejna runda powielania zwieksza
ilos¢ kopii monomeru w konkatamerze w postepie geometrycznym, prowadzgc w krotkim czaS|e do
uzyskania planowanej ilosci kopii w docelowym konstrukcie plazmidowym.

Na Fig. 6 zostaly przedstawione wyniki drugiej rundy powielania pieciomerowego konkatameru
epitopu HBV.

Odcinek DNA wycieto endonukleazg Sapl z konstruktu pAMP1-HisA, zawierajacego wklonowa-
ny konkatamer 5-ciu kopii epitopu, uzyskanego w wyniku 1-szej rundy powielania i poddano ponowne;j
reakcji amplifikacji. Najwiekszy widoczny na granicy rozdzielczosci zelu agarozowego konkatamer
zawierat 12 Kkopii 5-cio meru, stanowigc zatem 60-cio krotnie kierunkowo spolimeryzowany epitop
HBV. Ewidentnie widoczne s3 jednak wieksze konkatamery, jakkolwiek nierozdzielone do dyskretnych
prazkéw. Uzyskane produkty drugiej rundy powielania zostaly wklonowane ponownie do wektora
PAMP-HisA i moga by¢ poddane trzeciej rundzie powielania, prowadzac docelowo do uzyskania setek
lub tysiecy kopii epitopu HBV, utozonych w obrebie jednego diugiego rekombinantowego polipeptydu
(biatka), z zachowaniem ciggtosci ORF.

Na Fig. 7 zostata przedstawiona analiza rezultatéw ekspresji hybrydowego genu kodujgcego
biatko poliepitopowe HBV, uzyskanej w wyniku modelowej, pierwszej rundy powielania (13-mer)
w wektorze pAMP1-HisA (Sekw. Id. Nr 7, Fig. 8). Wykonana zostata analiza elektroforetyczna eks-
prymowanego 13-meru poliepitopu HBV w zelu poliakrylamidowym w warunkach denaturujgcych,
barwionego Coomassie Blue. Nietypowe, czerwone zabarwienie prazka 13-meru, ktérego zawartosé
zwieksza sie w miare trwania czasu indukcji ekspresji w hodowli bakterii (kolejne $ciezki), wynika
prawdopodobnie z uporzgdkowanego ufozenia barwnika na powtarzajgcych sie segmentach sekwen-
cji aminokwasowej. Eksperymentowi ekspresji (syntezy biatka in vivo) poddano klon zawierajgcy
wariant 13-kopijnego konkatamerycznego genu, uzyskanego w wyniku powielania 7-aminokwasowego
epitopu wirusa HBV, gdzie kazdy epitop jest oddzielony resztg aminokwasu proliny (plazmid ekspre-
syjny patrz: Sekw. Id. Nr 8, Fig. 9). Technologia pozwala na zachowanie ciggtosci ramy odczytu ORF.
Ekspresje prowadzono w uktadzie bakterii Escherichia coli / promotor PR bakteriofaga lambda uzysku-
jac nadprodukcje sztucznego biatka poliepitopowego HBV. Uzyskane biatko stanowi prototypows
szczepionke przeciw HBV.
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Wykaz sekwengciji

<110> BioVentures Institute Sp. z ©.0.

<120> Sposéb uzyskiwania bialka peliepitopowego oraz wektor DNA do
realizacji tego sposobu

<13C0> PK/2483/RW

<160> 11

<170> PatentlIn version 3.5

<210> 1

<211> 41

<212> DNA

<213> artificial ! '

<220>

<223> pAMPIl-A: modul powielajacy

<400> 1

atgcgctctt cacccgggcc cagaagagcet aagtaagtaa g 41
<210> 2

<211> 40

<212> DNA

<213> artificial

220>

<223> pAMP1-B: modul powielajacy

<400> 2

atggctctte acccgggecc agaagagcta agtaagtaag 40
<210> 3

<211> 42

<212> DNA

<213> artificial

<220>

<223> pAMP1-C: modul powielajacy

<400> 3

atgccgcectct tcacccggge ccagaadagce taagtaagta ag 42
<210> 4

<211> 39

<212> DNA

£9138% artifieisal

<220>

<223> pAMPl-HisA: modul powlelajacy

<400> 4

atgcaccacc accaccacca cagctcttea ccocgggocca daagagctaa gtaagtaag 58
<210> 5 =

<211> 58

<212> DNA

<213> artificial

<220>

<223> pAMPl-HisB: modul powielajacy

<400> 5

atgcaccacc accaccacca cgctecttecac cecgggceccadg aagagctaag taagtaag 58
<210> 6

<211> €0

<212> DNA !

<213> artificial

<220>

<223> pAMP1-HisC: modul powielajacy

<400> 6

atgcaccacc accaccacca cccgctcecttc acccgggecc agaagagcta agtaagtaag 60
<210> 7

211> 3003

<212> DNA

€213> argificial
<220>



<223>
<400> 7
catgcaccac
agctcgaccc
ttcaggegta
geecctgedac
atcacagacg
ataatatttg
atcaaaactg
ecctttagag
tagaaactgc
ctcatggaaa
cattgccata
cggataaaac
aacggtctgg
atgccattgg
cttagctceccect
atggtgaaag
ceocagggettc
cgtcacaggt
gtgtatgatg
gttcagctac
ggagtgtata
ggcaggagaa
gcttectcge
tacgaacggg
gggccgeggce
dgacgctcaaa
ctggecgygcte
tgttatggcee
tccaagectgg
aactatcgte
ggtaattgat
gacaagtttt
tcagagaacce
tacgcgeaga
gatttcagtg
gttgtaattc
ctatgcgceceg
cgataacttt
ttagtggttyg
cacccccaag
gaattaacat
ctteaaccte
ccgcecatcace
aaaaaacagg
tctecgtagat
ttgcaagcaa
cgcctgactg
ttiteetict
atggtttett
ccgtgegtgt
gtt

<210> 8
<211> 3348
<212> DNA
<213> arti
<220>
<223>
<400> 8

caccaccacc
ggtcgaattt
gcaccaggcg
tcatcgcagt
gcatgatgaa
cccatggtga
gtgaaactca
aaataggcca
cggaaatcgt
acggtgtaac
cggaattccg
ttgtgcttat
ttataggtac
gatatatcaa
gaaaatctcg
ttggaaccte
ccggtatcaa
atttattecgg
gtgtttttga
tgacggggty
ctggettact
aaaaggctgce
tcactgactc
gcggagattt
aaagccgttt
tcagtggtygg
cectegtgege
gegtttgtet
actgtatgca
ttgagtccaa
ttagaggagt
ggtgactgcg
ttcgaaaaac
ccaaaacgat
caatttatct
tcatgtttga
accagaacac
ccccacaacg
taaaaacacc
tctggctatg
tcecgtcagga
aagccagaat
tttggtaaag
gtactcatac
trtetaetgycy
tgcggcegtta
cececcateccee
ttcataaatt
ttttgtgetce
tgactatttt

ficdal
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wektor pAMPl-HisA

acagctcttce
gctttegaat
tttaagggca
actgttgtaa
cctgaatcge
aaacgggggc
cccagggatt
ggttttcacc
cgtggtattce
aagggtgaac
gatgagcatt
ttttctttac
attgagcaac
cggtggtata
ataactcaaa
ttacgtgecey
cagggacacc
cgcaaadtgce
ggtgctccag
gtgcgtaacy
atgttggcac
accggtgegt
gctacgcectcg
cctggaagat
ttccatagge
cgaaacccga
teteetgtte
cattccacgce
cgaacccecece
cccggdaaaga
tagtcttgaa
ctectecaag
cgcectgcaa
ctcaagaaga
cttcaaatgt
cagcatgcca
cttgeccgate
gaacaactct
tgaccgctat
cagaaatcac
aagcttggcet
gcagaatcac
gttctaagcet
tcacttctaa
attgaagggc
taagcattta
atecttgtetyg
gctttaaggce
atacgttaaa
acctctggeg

acccgggecce
ttectgecatt
ctaataacty
tteattaage
cagcggcatc
gaagaagttg
ggctgagacg
gtaacacgcc
actececagage
actateccat
catcaggcgyg
ggtctttaaa
tgactgaaat
tccagtgatt
aaatacgccc
atcasggtet
aggatttatt
gtcgggtgat
tggcttctgt
gcaaaagcac
tgatgagggt
cagcagaata
gtcgttcgac
gccaggaaga
tecygcececcee
caggactata
ctgeccttteg
ctgacactca
gttcagtccg
catgcaaaag
gtcatgcgcc
ccagttacct
ggcggttttt
teatcettatt
agcacctgaa
tcgatcgcga
agccaaacgt
cattgcatgg
ccctgatcag
ctggctcaac
tggagcctgt
ol o o o ol v ol ity e
caggtgagaa
gtgacggctyg
tasattetic
atgcattgat
cgacagattc
gacgtgcgtce
tetatcaccyg
gtgataatgg

wektor pAMPl-HisA-13-epitop

agaagagcta
catcecgetta
ccttaaaaaa
attctgeccga
agoaccitgt
tccatattyg
aaaaacatat
acatcttgeg
gatgaaaacg
atcaccagct
gcaagaatgt
aaggccgtaa
gcctcaaaat
tttttcteca
ggtagtgatc
cattttegee
tattctgcga
gctgccaact
ttetatcage
cgecggacat
gtcagtgaag
tgtgatacag
tgcggegage
tacttaacag
tgacaagcat
aagataccag
gtttaccggt
gttcecgggta
accgctgege
caccactggc
ggttaaggct
cggttcaaag
tcgtttteag
aatcagataa
gtcagccecccea
tcttgecteaa
gtetteagyc
gatcattggg
tttcttgaag
agcctgctcea
tggtgecggte
ggttgtgett
catcectygee
catactaacc
ascgectaact
gccattaaat
ctgggataag
ctcaagctgce
caagggataa
ttgcatgtac

agtaagtaag
ttatcactta
attacgocec
catggaagcec
cgecttgegt
ccacgtttaa
tctcaataaa

aatatatgtg’

tttcagtttyg
caccgtetbtt
gaataaaggce
tatccagetg
gttctttaeg
ttttagekte
ttattteatt
aaaagttggc
agtgatctte
tactgattta
tgtcectect
cagcgctage
tgettcatat
gatatattcc
ggaaatggct
ggaagtgaga
cacgaaatct
geégtttcecee
gteocattecge
ggcagttcge
cttatceggt
agcagccact
aaactgaaag
agttggtagce
agcaadagat
aatatttcta
tacgatataa
ttgttatcag
cactgactag
tactgtgggt
gtaaactcat
gggtcaacga
atggaattac
accecatetet
tgaacatgag
gcttcataca
ttgagaattt
aaagcaccaa
ccaagttcat
tcttgtgtta
atatctaaca
taaggaggtt

catgcaccac caccaccacc acagctcttc acccaccaaa ccgaccgacyg gtaacgggcec

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
19820
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3003

60



caccaaaccg
accgaccgac
cgacggtaac
taacgggccc
gcccaccaaa
caaaccgace
aabitgettt
aggcgtttaa
gcagtactgt
atgaacctga
ggtgaaaacg
actcacccag
ggccaggttt
ategtegtgg
gtaacaaggg
ttecggalga
ctiatitiilic
ggtacattga
atcaacggtg
tctcgataac
acctcttacg
atcaacaggg
ttecggegeaa
tttgaggtygce
gggtggtygcy
ttactatgtt
gctgcaccgg
gactcgctac
gatttcctgg
cgtttiteea
ggtggcgaaa
tgcgectctece
tgtctcattc
atgcacgaac
tccaacccgg
ggagttagte
ctgcgctcet
aaaaccgccce
acgatctcaa
tatctettea
tttgacagca
aacaccttgce
caacggaaca
acacctgacc
ctatgcagaa
caggaaagct
agaatgcaga
taaaggttct
catactcact
tggcgattga
cgttataagce
troccatett
aaattgcttt
tgctcatacg
attttaccte
210> 9
<211> 21
<212> DNA
<213>
<220>
<223>

accgacggta
ggtaacgggc
gggcccacca
accaaaccga
ccgaccgacg
gacggtaacyg
cgaatttctg
gggcaccaat
tgtaattcat
atcgccagceg
ggggcgaaga
ggattggcetg
tcaccgtaac
tattcactcc
tgaacactat
gcattcatca
tttacggtcet
gcaactgact
gtatatccag
tcaaaaaata
tgccgatcaa
acaccaggat
agtgegtegg
tccagtggcet
taacggcaaa
ggcactgatg
tgcgtcagca
gctcggtegt
aagatgccag
taggctcecgce
cccgacagga
tgttcctgcece
cacgcctgac
cccecegttea
aaagacatgc
ttgaagtcat
ccaagccagt
tgcaagycygy
gaagatcatc
aatgtagcac
tgccatcgat
cgatcagcca
actctcattg
gctatccctg
atcacctggce
tggcttggag
atcactggcet
aagctcaggt
tctaagtgac
agggctaaat
atttaatgca
gtctgcgaca
aaggcgacgt
ttaaatctat
tggcggtgat

artificial

acgggcccac
ccaccaaacc
aaccgaccga
ccgacggtaa
gtaacgggcc
ggcccagaag
ccattcatcc
aactgcctta
taagcattct
gcatcagcac
agttgtccat
agacgaaaaa
acgccacatc
agagcgatga
cccatatcac
ggcgggeaag
ttaaaaadgc
gaaatgcctc
tgatttrttt
cgcecggtag
egtbecteattt
ttatttattc
gtgatgcetge
tctgttteta
agcaccgccg
agggtgtcag
gaatatgtga
tcgactgegg
gaagatactt
ccccctgaca
ctataaagat
tttcggttta
actcagttec
gtccgaccgce
aaaagcacca
gcgeccggtta
tacctcggtt
tthtttegtt
ttattaatea
ctgaagtcag
cgcgatcttg
aacgtctctt
catgggatca
atcagtttet
tcaacagcect
cetgttggtyg
tttttggttg
gagaacatcc
ggctgcatac
tcttcaacgc
ttgatgccat
gattcectggg
gcgtcectcaa
caccgcaagg
aatggttgca
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caaaccgacc
gaccgacggt
cggtaacggyg
cgggccceace
caccaaaccg
agctaagtaa
gcttattatc
aaaaaattac
gccgacatgg
cttgtcgect
attggccacyg
catattctca
ttgcgaatat
aaacgtttca
cagctcaccg
aatgtgaata
cgtaatatce
aaaatgttct
ctccatttta
tgatcttatt
tcgccaaaag
tgcgaagtga
caacttactyg
tcagetgtcece
gacatcagcg
tgaagtgcectt
tacaggatat
cgagcggaaa
aacagggaag
agcatcacga
accaggcgtt
ccggtgtcat
gggtaggcag
tgcgecttat
ctggcagcag
aggctaaact
caaagagttg
ttcagagcaa
gataaaatat
ccccatacga
ctcaattgtt
caggccactg
ttgggtactyg
tgaaggtaaa
gctcagggte
cggtcatgga
tgcttaccca
ctgcctgaac
taaccgcttce
taactttgag
taaataaagc
ataagccaag
gctgctettyg
gataaatatc
tgtactaagg

sekwecja kodujaca epitop HBV

gacggtaacg
aacgggccca
cccaccaaac
aaaccgaccg
accgacggta
gtaagagcte
acttattcag
gccecegeect
aagccatcac
tgcgtataat
tttaaatcaa
ataaaccctt
atgtgtagaa
gtttgctcat
tctttcattg
aaggccggat
agctgaacdg
ttacgatgcce
gectteecttag
tcattatggt
ttggcceccagg
tetteccgtca
atttagtgta
ctcctgttceca
ctagcggagt
catgtggcag
attcecgcttce
tggcttacga
tgagagggcce
aatctgacgc
tecececctygge
tcegetgtta
ttegetccaa
ccggtaacta
ccactggtaa
gaaaggacaa
gtagctcaga
gagattacgc
ttctagattt
tataagttgt
atcagctatg
actagcgata
tgggtttagt
ctcatcaccc
aacgagaatt
attaccttea
tctctcececgea
atgagaaaaa
atacatctcg
aatttttgca
accaacgact
ttocatttto
tgttaatggt
taacaccgtg
aggttgtt

ggcccaccaa
ccaaaccgac
cgaccgacygg
acggtaacgg
acgggcccac
gacccggtcyg
gcgtageacce
gccactcatc
agacggcatg
atttgcccat
aactggtgaa
tagggaaata
actgccggaa
ggaaaacggt
ccatacggaa
aaaacttgtg
tctggttata
attgggatat
ctcctgaaaa
gaaagttgga
gcttececggt
caggtattta
tgatggtgtt
gctactgacg
gtatactggc
gagaaaaaag
ctcgctcact
acggggcgga
gcggcaaage
tcamatcagt
ggctcecteg
tggccgegtt
gctggactgt
tegtettgag
ttgatttaga
gttttggtga
gaaccttcga
gcagaccaaa
cagtgcaatt
aattctcatg
cgccgaccag
actttcccca
ggttgtaaaa
ccaagtctgg
aacattccgt
acctcaagcc
tcacctttgyg
acagggtact
tagatttctc
agcaatgcgg
gactgcccca
ttbtetteat
thcttbttty
cgtgttgact

120

180
240

300

360

420

480

540

600
, 660
720
780

840

300

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3348
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<220>

«221» CDS

€222%> (1. +(21)

<400> 9

acc aaa ccg acc gac ggt aac 21
Thr Lys Pro Thr Asp Gly Asn

1 5

<210> 10

<2ld»  F y R
<212> PRT

<213> artificial

<220>

<223> 'Synthetie Construet

<400> 10

Thr Lys Pro Thr Asp Gly Asn

1 8

<22.0> 11

<211> 25

<212> DNA

<213> artificial

<220>

<223> modul powielajacy

<400> 11

gctcttcacc cgggcccaga agagc 25

Zastrzezenia patentowe

Wektor DNA zawierajgcy sekwencje modutu powielajgcego obejmujaca dwie konwergentnie

skierowane sekwencje DNA rozpoznawane przez Sapl i znajdujgcg sie pomiedzy nimi

sekwencje DNA zawierajgcg miejsce stuzgce do wklonowania insertu rozpoznawane przez

Smal, przy czym korzystnie modut powielajgcy posiada sekwencje GCTCTTCAC-

CCGGGCCCAGAAGAGC.

Wektor DNA wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze jest on wektorem ekspres;ji biatek, zawie-

ra dodatkowo origin replikacji, korzystnie p15A, gen opornosci na antybiotyk, korzystnie chlo-

ramfenikol, promotor transkrypcji, korzystnie PR bakteriofaga lambda, gen represora,

korzystnie cl 857 ts, sygnat inicjacji translacji, ewentualnie sekwencje kodujgcg 6-ciu reszt

histydyny, oraz sekwencje kodujgcg sygnat stopu translaciji.

Wektor DNA wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze zawiera sekwencje wybrang sposrod se-

kwencji 1-6.

Wektor DNA wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze posi§da sekwencje 7.

Sposoéb uzyskiwania biatka poliepitopowego, znamienny tym, ze:

a) posiadajacyg tepe konce sekwencje DNA kodujgca epitop wklonowuje sie do wektora DNA
okreslonego w zastrz. 1-4 w miejscu rozpoznawanym przez Smal,

b) uzyskany wektor namnaza sie w gospodarzu bakteryjnym, izoluje sie i trawi sie Sapl, a na-
stepnie izoluje sie fragment zawierajgcy sekwencje DNA kodujacg epitop, zmodyfikowang
w taki sposob, ze opatrzona jest ona jednoniciowymi kohezyjnymi koncami, warunkujgcymi
kierunkowg ligacje insertu do konkatameru,

c) prowadzi sie autoligacje wyizolowanego fragmentu,

d) produkt autoligacji wklonowuje sie do wektora DNA okreslonego w zastrz. 1-4 w migjscu
rozpoznawanym przez Sapl i

e) uzyskanym wektorem transformuje sie gospodarza bakteryjnego i prowadzi sie ekspresje,
a nastepnie izolacje biatka poliepitopowego,

przy czym w celu zwiekszenia wielkosci biatka poliepitopowego, przed przystapieniem do
realizacji etapu e) powtarza sie etapy od b) do d).
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6. Sposob wediug zastrz. 5, znamienny tym, ze epitopem jest epitop HBV, korzystnie kodo-
wany przez syntetyczng sekwencje 9.

7. Sposob wedtug zastrz. 5, znamienny tym, ze powielany odcinek monomeru zawiera rozne
epitopy, pochodzgce z roznych biatek lub roznych rejonéw tego samego biatka, korzystnie
kodowane przez sekwencje syntetyczna.

Rysunki

wektor Promotor e

elai A
powielajacy cce

GGG

1-sza runda
powielania

AL

GGG

| Ligacja do
Promotor wektora powielajacego

2-ga runda
powielania

{ ( cCcC
Ligacja do

Promotor wektora powielajacego

Gen kodujacy rekombinantowe biatko polepitopowe

Fig. 1
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Wektor 1: pAMP1-A: ORF A (w fazie odczytu miejsce ciecia Smal)

Sap! Smal Sapl  STOP (3 ORF)
ATG C GCTCTTC ACCC|GGE CCC AGAAGAGC TAAGTAAGTAAG
Met Arg Ser Ser Pro

VWektor 2: pAMP1-B: ORF B (faza -1 pz)

Sap! Smal Sap! STOP (3 ORF) v
ATG GCTCTTC ACCC|GBGCCCAGAAGAGC TAAGTAAGTAAG
Met Ala L,ga;?%is

Wektor 3: pAMP1-C: ORF C (faza +1 pz)

Sapl Smal Sapl STOP (3 ORF)
ATG CC GCTCTT.C ACCC|GGG CCC AGAAGAGC TAAGTAAGTAAG
Met Pro LeuPHe Thr :

Wektor 4: pAMP1-HisA: ORF A /znacznik N- Hiss (w fazie odczytu miejsce cigcia Smal)

Hisg Sapt Smal Sapl STOP (3 x ORF)
ATG CAC CAC CAC CAC CAC CAC AGCTCTICACCC|GGG CCC AgAAGAGC TAAGTAAGTAAG
Met His His His His His His Ser Ser Ser Pro

Wektor 5: pAMP1-HisB: ORF B (faza -1 pz}/znacznik N- Hiss
Hise Sapl Sapl STOP (3 x ORF)
ATG CAC CAC CAC CAC CAC CAC GCTCTICACCC|GGGECCC AGAAGAGC TAAGTAAGTAAG

Met His His His His His His Ala Ley™His

Wektor 6: pAMP1-HisC: ORF C ({faza +1 pz) / znacznik N- Hiss

Hisg Sapl Sapl STOP (3 x ORF)
ATG CAC CAC CAC CAC CAC CAC CC GCTCTTCACCC|GGGCCCAGAAGAGC TAAGTAAGTAAG
Met His His His His His His Pro Leu PHe Thr

Fig. 2

§ g 12 15 18 |
Gkl Snbund. PO N ) Zodeond POR IR ) PO § PRI |

WAUC AAA OCG ACC GAC GGT AT

Sa -~ i R R s M W
Thr Ivs Pro Thr asp Gly dsn

Fig. 3
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monomer epitopu HBV (21 pz + 3-nt kohezyjne korice DNA)

4 x epitop
3 x epitop
2x epitop
Fig. 4
monomer epitopu HBY {powielony monomer + sekwencje otaczajace wektora analizowane PCR)

™M M KI K2merij2 3 4 5 6 7 8 10 13
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12-mer konkatameru pieciomerowego z 1-szej rundy powielania epitopu HBV

{plus 3-nt kohezyjne korice DNA}

1500 pz

1000 pz

500 pz

100 pz

St
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Sacl (54)

(2855) PshAI PHFL-Tth1111 (59)
(2853) BmgBI | ‘Banl (147)

_Scal (200)
(2735) Nsil_ :
(2720) Aanl - Psil_

_ Mscl (350)

\ . AdI (528)
{2421) HindII..__ /f

. EcoRI (613)
BSpEL (617)

et

(2314) Bl |

pAMP1_HisA
3003 bp

£ i e R

(2148) Mfel

(2137) Nrul*

(2135} Pwul

{2131) Bsphi* - Clal¥ /
(2127} Sphl

(20373 Xbal™
{2015) Asel

T BsaAl (924)

- Afel (1194)
~"Nhel (1195}

Bmtl {1199)
Accl (1207)
. BStZ17T (1208}
‘Xmnl {1251}
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