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DESCRIPCION
Proteinas de fusién quiméricas y particulas similares a virus de VP2 de Birnavirus
Campo técnico

El campo de la invencién se refiere a particulas similares a virus (VLP) quiméricas derivadas de la proteina VP2
quimérica de birnavirus. En particular, la presente divulgacion se refiere a proteinas de fusién VP2 quiméricas que
incorporan inserciones y/o sustituciones con uno 0 mas péptidos particulares de interés mientras que mantienen la
capacidad de ensamblarse en forma de VLP. La invencién identifica sitios de insercion y/o sustitucién particulares
dentro de regiones de bucle P de VP2 y fuera de dichas regiones de bucle P. La invencion también incorpora
métodos para la identificacion de sitios de insercion y sustitucion preferidos dentro de VP2 para la incorporacion de
péptidos particulares de interés. Las VLP quiméricas resultantes son de interés en el disefio de vacunas terapéuticas
y profilacticas, ademas de en el disefio de sistemas de administracion de farmacos, vehiculos para ADN y ARN en
terapia génica, como agentes dirigidos, en el desarrollo de antitoxinas y como reactivos de diagnéstico.

Antecedentes de lainvencion

Las particulas similares a virus (VLP) son estructuras nanométricas resultantes del ensamblaje de proteinas virales
estructurales. Estas particulas se parecen al virus del que derivaron, pero carecen de acido nucleico viral y son, por
tanto, no infecciosas. Las particulas similares a virus (VLP) son formas preferidas en el disefio de vacunas y en otras
aplicaciones en salud humana y diagnosticos.

Las vacunas casi siempre incorporan VLP que derivan de los agentes causantes de la enfermedad como se
ejemplifica por VLP de la hepatitis B Util en la vacunacién contra la hepatitis. Sin embargo, las VLP pueden
prepararse para incorporar péptidos no relacionados/heterélogos relevantes para la enfermedad. Estas VLP
quiméricas ayudan en la presentacion de antigeno y en promover una respuesta inmunitaria en el sujeto receptor.
Siendo un ejemplo VLP formadas por el antigeno de nucleo y de superficie de la hepatitis B fusionado con el epitope
de la malaria o VHC, respectivamente [Grgacic E. et al. (2006) Methods 40(1):60-65]. EI mantenimiento de la
estructura de VLP es una caracteristica esencial en el disefio de estos agentes.

Las estructuras nanométricas tridimensionales de VLP no solo proporcionan los medios para incorporar antigenos
para su mejorada presentacion al sistema inmunitario, sino que también son utiles en el disefio de sistemas de
administracion de farmacos [Georgens C. et al. (2005) Current Pharmaceutical Biotech. 6(1):49-55], como vehiculos
para ADN en terapia génica [Ou WC. et al. (2001) J. Med. Virol., 64(3):366-373; y Krauzewicz N. et al (2000) Gene
Therapy 7(13):1094-1102], como agentes dirigidos [Gleiter S. y Lilie H. (2001) Protein Science 10(2):434-444], en el
desarrollo de antitoxinas [Manayani DJ. et al. (2007) PLoS Pathogens 3(10):1422-1431] y como reactivos de
diagnostico [Martinez-Torrecuadrada JL. et al. (2000) Clinical Diagnostic Lab. Immunol. 7(4):645-651]. Nuevamente,
el mantenimiento de la estructura de VLP es una caracteristica comun y esencial en el disefio de estos agentes.

Las VLP cominmente descritas incluyen aquellas derivadas de hepatitis B, papiloma, polioma y otros virus. Otras
VLP descritas incluyen aquellas derivadas del virus de la enfermedad de bursitis infecciosa (IBDV).

El IBDV pertenece a la familia Birnaviridae y es el agente causante de la enfermedad de Gomaboro en aves de
corral. Las particulas de IBDV no mutados son icosaédricas, con simetria T=13 y una Unica envuelta de proteina
formada por 260 trimeros en la proteina VP2 (37 kDa). El lado interno de la envuelta de VP2 parece estar soportado
por un armazoén formado por 200 trimeros de la proteina VP3 (29 kDa). Se ha sugerido que una tercera proteina,
VP4 (28 kDa), también puede desempefiar una funcion de armazén. En el ensamblaje de virus normal, los
componentes de proteina resultan del procesamiento proteolitico de un precursor pVP2-VP4-VP3 de polipéptido mas
grande (109 kDa). Este precursor experimenta auto-catalisis para liberar un precursor de VP2 de 512 aminoacidos
(pVP2), los polipéptidos VP4 y VP3. VP4 pertenece a la familia de proteasas Lon y es responsable de la escision
proteolitica, mientras que los polipéptidos pVP2 y VP3 son directamente responsables del ensamblaje de la capside.
Una escision final de pVP2 en su extremo C terminal da lugar a la forma de 441 aminoacidos madura de VP2
encontrada en el virion [Da Costa B. et al. (2002) J. Virology 76(5):2393-2402]. Se ha informado que las proteinas
VP2 encontradas en diferentes cepas de IBDV presentan una homologia de secuencias de proteina de mas del
80%. Las proteinas VP2 de otros Birnaviridae comparten homologias con IBDV del 40% para el Birnavirus acuatico y
del 30% para el Birnavirus de Drosophila [Coulibaly F. et al. (2005) Cell 25,120(6):761-772].

Se ha encontrado que la expresién en células eucariotas de la poliproteina pVP2-VP4-VP3 de IBDV da lugar a la
formacion de VLP icosaédricas T=13 que parecen morfolégicamente y bioquimicamente indistinguibles de las
capsides de IBDV y que este proceso no requiere la presencia del genoma viral u otras proteinas codificadas por el
genoma viral, tales como VP5 y VP1 [Martinez-Torrecuadrada JL. et al. (2001) J. Virology 75(22):10815-10828].

La capacidad de proteinas IBDV para generar T=13 proporciona un sistema versatil para la incorporacion de
péptidos extrafios de interés relevantes para la enfermedad humana en forma de una vacuna. Esto se ejemplifica
por Delmas B. et al. en el documento W0O02088339, en el que proteina verde fluorescente (GFP) se manipula como
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una fusién del extremo C terminal a la poliproteina de precursor pVP2-VP4-VP3-GFP para producir VLP T=13 en la
que GFP esta fusionada a VP3 y supuestamente localizada en las VLP. Similarmente, Rodriguez Aguirre JF. et al.
en el documento WO2005071069 describen proteinas de fusion pVP2-VP3-X donde un péptido de interés en la
vacunacion (X) esta fusionado con el extremo C terminal de VP3. Lo mas probablemente, las construcciones que
incorporan un péptido de interés fusionado con VP3 producen VLP icosaédricas donde el péptido de interés es
secuestrado dentro de la particula T=13.

Aln mas, se ha encontrado que la expresion de VP2 en células de insecto, en ausencia de otras proteinas de IDBV,
produce la formacion de VLP T=1 icosaédricas de tamafio mas pequefio [Martinez-Torrecuadrada JL. et al. (2003)
Vaccine 21(17-18):1952-1960]. Se ha informado que la expresién de fragmentos de VP2 de entre 441 y 466
aminoacidos conduce a la formacion de VLP icosaédricas, mientras que fragmentos de VP2 mas grandes de entre
466 y 501 aminoécidos tienden a formar particulas tubulares [Ruiz Caston J. et al. W02005105834; y Saugar |. et al.
(2005) Structure 13(7):1007-1117]. Esto ha sido explotado por Rodriguez Aguirre JF. et al. en el documento
W02007009673, que describe la incorporacién de péptidos de interés (X) en VLP T=1 producidas como proteinas de
fusion terminales VP2-X. Informes recientes, sin embargo, sugieren que los péptidos fusionados en el extremo C
terminal no estan expuestos sobre la superficie de VLP [Coulibaly F. et al. (2005) Cell 25,120(6):761-772; Lee CC. et
al. 2006 J. Struct Biol. 155(1):74-86; y Garriga D. et al. (2006) J. Virol. 80(14):6895-6905] y que procedimientos de
purificacion llevados a cabo en las fusiones del extremo C terminal de VP2 con restos de histidina con una columna
de afinidad por i6bn metélico estan lo mas probablemente mediadas por restos de histidina que existen de forma
natural dentro de VP2 [Doong et al., (2007) Anal. Chem. 79(20):7654-7656]. Por tanto, fusiones terminales de VP2
producen lo mas probablemente la incorporacién de péptidos de interés en una forma secuestrada dentro de VLP
T=1. Ademas, se encuentra alta variabilidad de secuencia en los bucles de los dominios P llamados BC (AA 219-
224), DE (AA 249-254), FG (AA 283-287) y HI (AA 315-324) que también parecen ser las dianas de los anticuerpos
neutralizantes y alojan mutaciones en mutantes de escape que indican que estas regiones son inmunogénicas [Lee
CC. et al. (2006) J. Struct Biology 155(1):74-86].

Por tanto, hasta la fecha, la incorporacion de péptidos de interés en VLP derivadas de IBDV, T=1 y T=13, se ha
centrado en fusiones terminales de VP2 y VP3 que lo mas probablemente producen el secuestro del péptido de
interés dentro de las VLP, como se refiere en Rodriguez-Aguirre JF. et al., documento W02005071069, y
presentacion inferior a la éptima a células, receptores de la superficie celular, factores solubles o reactivos de
diagnostico.

La incorporacion por medio de insercion o sustitucion del péptido de interés dentro de VP2 representa alternativas
mejoradas a las fusiones terminales. En particular, pueden resultar mejoras de la exposicion superficial de las
secuencias insertadas o el secuestro total o parcial dentro de la estructura de VLP de los péptidos insertados. Se
reconoce que aungue la exposicién superficial puede ser necesaria para direccionar contra otras entidades
bioldgicas tales como receptores de la superficie celular o factores solubles, el secuestro total o parcial puede ser
deseable para evitar la degradacion o protedlisis bioldégica o para provocar una respuesta inmunitaria celular. Por
tanto, las VLP quiméricas en las que se incorporan péptidos de interés segun su actividad biol6gica prevista podrian
representar candidatos a vacuna mejorados, vehiculos de ADN o ARN, agentes dirigidos, diagnéstico, obtencién de
imagenes, o reactivos terapéuticos. Sin embargo, el disefio de VLP basado en inserciones o sustituciones de VP2 de
IBDV esta restringido por el hecho de que VP2 es una proteina estructural importante de la capside viral de IBDV, e
inserciones o sustituciones con secuencias de péptidos extrafias particulares pueden producir la incapacidad de la
proteina quimérica resultante VP2 para auto-ensamblarse en forma de VLP. En realidad, esto se ejemplifica
claramente por estudios llevados a cabo en VLP de polioma alternativas [Shin YC. y Folk WR. (2003) J. of Virology
77(21):11491-11498] donde la insercion de péptidos frecuentemente produce la rotura de VLP.

Por tanto, la presente divulgacion se refiere a proteinas de fusion quiméricas de VP2 de Birnavirus, o fragmentos de
las mismas, que incorporan una 0 mas inserciones, o sustituciones parciales, con péptidos particulares de interés, y
que son capaces de ensamblarse en estructuras de VLP. Aln mas, la presente divulgacién se refiere a métodos de
identificacion y seleccion de sitios de insercion preferidos dentro de VP2 para la incorporacion de péptidos de interés
sin pérdida de estructura de VLP y con eficiente formacion de VLP.

Descripcion detallada de la invencién

Las particulas similares a virus (VLP) son de interés en el disefio de medicinas, vacunas terapéuticas y profilacticas,
ademas de en el disefio de sistemas de administracién de farmacos, vehiculos para acidos nucleicos en terapia
génica, como agentes elegidos como diana, agentes de obtencién de imagenes, en el desarrollo de antitoxinas y
como reactivos de diagnoéstico aplicables a la salud humana y veterinaria. La presente divulgacion se refiere a VLP
quiméricas de proteinas de fusién VP2 quiméricas, que incorporan inserciones y/o sustituciones con uno o mas
péptidos de interés y métodos para la identificacion y seleccién de dichas VLP quiméricas.

"Péptidos de interés" se define por este documento como secuencias de aminoacidos distintas de las secuencias
de IBDV, que incluyen componentes de vacuna, antigenos y epitopos, secuencias de direccionamiento, secuencias
de unién, dominios cataliticos, moduladores de farmacologia, inmunoestimuladores, toxinas y antitoxinas que son
relevantes para la salud humana o veterinaria.
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"ADN de interés" se refiere a secuencias de ADN que codifican péptidos de interés.

"VP2" se refiere a secuencias de VP2 del virus de la enfermedad de bursitis infecciosa (IBDV) y proteinas, que
incluye la proteina precursora VP2 de 512 aminoacidos (pVP2), la proteina VP2 de 441 madura, o un fragmento de
al menos 400 aminoacidos de la misma, capaz de formar VLP. VP2 incluye cualquier proteina VP2 encontrada en
las diferentes cepas de IBDV, con especial referencia aquellas con una homologia de secuencias de proteinas de al
menos el 80% entre ellas. Proteina VP2 también se refiere a otras proteinas VP2 de Birnaviridae con homologias de
secuencia de proteinas superiores al 30%, preferiblemente superiores al 40%, y mas preferiblemente superiores al
60% con aquellas de IBDV.

"Regiones de bucle P" se refieren a los cuatro bucles del dominio P de VP2 de IBDV llamados BC (Q219-G224), DE
(R249-G254), FG (T283-D2s7) y HI (S315-Qs24). Entre paréntesis el primer y Ultimo aminoacidos y la posicion
correspondiente dentro de la secuencia de VP2. Todas las otras localizaciones dentro de VP2 excluyendo el
aminoacido del extremo C y N terminal se denominan "fuera de las regiones de bucle P".

"Proteinas de fusién VP2 quiméricas" se refiere a proteinas VP2 quiméricas que incorporan una o mas inserciones
y/o sustituciones, en localizaciones distintas del extremo C y N terminal, con uno o mas péptidos de interés distintos
de secuencias de IBDV.

"Vectores de ADN" se refiere a secuencias de ADN que facilitan la clonacién y expresion de VP2 que incorporan
ADN de interés en los sitios de insercidon o sustitucion deseados. Las construcciones de ADN también incorporan
"vectores de expresion de ADN" que cuando se expresan en un hospedador apropiado tal como bacterias,
levadura, células de insecto, plantas, o células de mamifero, producen VP2, proteinas de fusién VP2 que incorporan
péptidos de interés, y otras proteinas de IBDV. En la descripcion de dichos vectores de ADN, la insercion o
sustitucion se define entre paréntesis () con flechas 1 que representan el punto de incorporacion del péptido
particular de interés X y posiciones flanqueantes de aminoacidos dentro de la secuencia de VP2 [por ejemplo:
pPESC-URANP2(Q219 1X1Y220)]. Las deleciones se representan con un tridngulo, seguido de elementos flanqueantes
de la secuencia de péptidos de VP2 delecionada [por ejemplo: pESC-URA/VP2/A Y220 - G 223]. En la definicion de
multiples sustituciones de lisina (K), cada una de las posiciones de aminoacidos sustituidas va seguida de una Ky
separada por un guion - [por ejemplo: pESC-URA/NVP2(Q221K - H 253K-G285K)].

"VLP de VP2 quimérica" se refieren a VLP T=1 y T=13 y otras nanoestructuras resultantes del ensamblaje de
proteinas de fusién VP2 quiméricas y que opcionalmente incorporan proteinas VP3 de IBDV o proteinas de fusion de
las mismas.

"Anticuerpos VP2-VLP" se refiere a anticuerpos anti-VP2 que son especificos para VP2 y proteinas de fusion VP2
ensambladas como VLP.

La "formacion de VLP" se determina con la expresiéon de construcciones de ADN que codifican proteinas de fusion
VP2 en el sistema de expresién apropiado y cuantificacion por medio de un inmunoensayo asociado a enzima de
VP2-VLP "ELISA de VLP" que hace uso de anticuerpos anti-VP2 capaces de reconocer VP2 solo cuando se
ensamblan como VLP. La "eficiencia de formaciéon de VLP" se calcula como un porcentaje de formacién de VLP
en comparacién con la de VP2 nativa de 452 aminoacidos. Generalmente, valores de ELISA de VLP inferiores al
20% se consideran ruido de fondo (BG), y se considera que proteinas de fusién VP2 quiméricas asociadas no estan
produciendo formacion de VLP eficiente. Aunque se considera que valores de eficiencia de la formacion de VLP del
20% o superiores son compatibles con la formacién de VLP, que es suficiente para la eficiente formacién de VLP, y
sitios de insercion de proteinas de fusion VP2 quiméricas asociadas pueden considerarse como sitios de insercién
preferidos, las eficiencias de formacién de VLP por encima del 50% y preferiblemente por encima del 70% son
reconocidas como una caracteristica deseable.

"Sitios de insercién y/o sustitucién preferidos" se refiere a localizaciones dentro de VP2 en las que la
incorporacion de péptidos de interés produce eficiencias de formacion de VLP mas altas.

La proteina VP2 de IBDV esta plegada naturalmente en un dominio de base (B) helicoidal, un dominio de envuelta
(S) y un dominio de proyeccion (P) y puede prepararse para ensamblarse espontdneamente en subunidades de
trimero para formar VLP icosaédricas T=1, o T=13 en presencia de VP3. En la presente invencion se ha observado
gue la insercion de un péptido de interés dentro de VP2 de IBDV frecuentemente produce la desestabilizacion de la
estructura de VLP. Ademas, se ha observado que para muchos posibles sitios de insercién o de sustitucion, la
eficiencia de formacion de VLP de las proteinas de fusion VP2 quiméricas resultantes depende de la secuencia del
péptido particular de interés insertada. La presente divulgacion se refiere a la identificacion de sitios preferidos
dentro de VP2 que son apropiados para la insercién o sustitucion con péptidos de interés, mientras que mantienen la
estructura de VLP, métodos para la identificacion de dichos sitios de insercién o sustitucién preferidos, y las VLP de
VP2 quiméricas resultantes.

Ademas, la presente divulgaciéon se refiere a VLP de VP2 quiméricas que incorporan una 0 mas inserciones o
sustituciones con péptidos de interés dentro de los cuatro bucles P de VP2, BC, DE, FG y HI, y/o localizaciones
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fuera de dichos bucles P.

La mayoria de las realizaciones particulares de la presente invencion han sido ejemplificadas (Ejemplos 1 a 15) con
cinco péptidos de ejemplo diferentes seleccionados con el fin de la presente invencién, concretamente TS (SEQ. ID.
NO: 1), Flag (SEQ ID NO 2), cMyc (SEQ SEQ ID NO 3), V5 (SEQ ID NO 4) y VSV-G (SEQ ID NO 5).

Proteinas de fusién VP2 quiméricas gue incorporan_inserciones y/o sustituciones dentro de regiones de
bucle P.

Los bucles BC, DE, FG y HI del dominio P de VP2 de IBDV representan posibles sitios de insercién para proteinas
de fusion que incorporan péptidos de interés. Esto es explotado en la presente invencion mediante la incorporacion
de cinco péptidos de interés de ejemplo diferentes, concretamente TS (SEQ. ID. NO: 1), Flag (SEQ. ID. NO: 2), cMyc
(SEQ. ID. NO: 3), V5 (SEQ. ID. NO: 4) y VSV-G (SEQ. ID. NO: 5), en todos los posibles puntos de insercion dentro
de los bucles P de VP2 como se muestra en el Ejemplo 1.

La incorporacién de la secuencia de treonina-serina (SEQ. ID. NO: 1) que codifica un sitio de restriccion Spel en
todos los posibles sitios de insercion dentro de las regiones de bucle P de BC, DE, FG y HI, y posiciones
estrechamente adyacentes, produjeron la identificacion de puntos de insercion preferidos. Muchos puntos de
insercidon dentro de las regiones de bucle P parecieron ser compatibles con la formacién de VLP. Como se
representa en la Figura 2, la incorporacion del sitio de restriccion Spel dentro de la secuencia de TS facilita la
posterior incorporacién de secuencias de ADN que codifican los otros péptidos de interés de ejemplo, concretamente
Flag (SEQ. ID. NO: 2), cMyc (SEQ. ID. NO: 3), V5 (SEQ. ID. NO: 4) y VSV-G (SEQ. ID. NO: 5). La insercion de estos
diferentes péptidos de interés modelo, en cada una de las posibles posiciones de regién de bucle P de VP2,
identificé sitios de insercién adecuados y demostré que sitios preferidos dentro de los bucles P de BC, DE, FG y HI
variaron segln el ADN de interés insertado. Generalmente, la incorporacion de péptidos de interés en regiones de
VP2 adyacentes a los bucles P de BC, DE, FG y HI no produce la significativa eficiencia de formacion de VLP y asi
no parece que sea compatible con la formacién de VLP.

Ademés, como se demuestra en el Ejemplo 2, VP2 de diferentes longitudes, ejemplificada por VP2 de IBDV de
diferentes longitudes en su extremo C terminal, concretamente VP2 con 452, 441 y 456 aminoacidos (VP2 452, VP2
441 y VP2 456), también permite la insercion de péptidos de interés de ejemplo, concretamente Flag (SEQ. ID. NO:
2) y cMyc (SEQ. ID. NO: 3), en regiones de bucle P con poca variacion de la eficiencia de formacioén de VLP.
Generalmente, la insercién en VP2 456 produjo una reduccion de la eficiencia de formaciéon de VLP en comparacion
con VP2 452 o0 VP2 441 con la misma insercion. VP2 452 y VP2 441 representan ambas longitudes preferidas para
la formacion de VLP que incorporan péptidos de interés. Se prevé que las proteinas VP2 de al menos 400
aminoécidos, distintos de 452, 441 y 456, también puedan ser capaces de formar eficazmente VLP y VLP de VP2
quiméricas.

Por tanto, la presente divulgacion incorpora proteinas de fusion VP2 quiméricas y VLP de VP2 quiméricas
resultantes donde los péptidos de interés se insertan en las regiones de bucle P de BC (Q219-G224), DE (R249-G2s4),
FG (T283-D2s7) y HI (S315-Q324) de la proteina VP2 y fragmentos de la misma. La presente divulgacion también
incorpora vectores de ADN y construcciones que permiten clonar ADN de interés en cada uno de los sitios
disponibles dentro de las regiones de bucle P de VP2 y vectores de expresion de ADN para la expresion de las
proteinas de fusién de la region de bucle P VP2 quiméricas resultantes.

Las regiones de bucle P de VP2 de IBDV no solo representan posibles sitios de insercion para péptidos de interés,
sino que también representan posibles sitios para la sustitucion de aminoacidos de VP2 por péptidos de interés.
Localizaciones y/o elementos estructurales de VP2 que se ha mostrado que son compatibles con una insercion
también pueden considerarse como posibles sitios para sustituciones con péptidos de interés. La sustitucion de uno
0 mas restos de aminoacidos adyacentes, 0 proximos, al sitio de insercién puede ser explorada o alternativamente
elementos estructurales completos, tales como un bucle de conexién, o partes de él, pueden estar sustituidos.
Sustituciones de regiones de bucle P de VP2 se ejemplifican en el Ejemplo 3, donde aminoacidos dentro de las
regiones de bucle P de VP2 de BC, DE, FG y HI estan sustituidos por péptidos de interés de ejemplo, concretamente
Flag (SEQ. ID. NO: 2) y cMyc (SEQ. ID. NO: 3), y construcciones resultantes evaluadas para su capacidad para
formar VLP de VP2. Parecié que la eliminacion de las regiones de bucle P, mientras que se mantiene el primer y
ultimo resto de las regiones de bucle P, era compatible con la formacién de VLP. Ademas, aunque con una menor
eficiencia, pero todavia igual o superior al 20%, para dos de los vectores de expresion y ADN de interés insertado, la
sustitucion de una region de bucle P completa también produjo la formacién de VLP dependiendo del sitio de
sustitucién. Por tanto, la incorporacién de péptidos de interés dentro de VP2 puede referirse a la sustitucion de las
regiones de bucle P completas, o preferiblemente solo partes de ellas. Ademas, los péptidos de interés introducidos
como sustituciones en las regiones de bucle P de VP2 de BC, DE, FG y HI pueden ser de la misma longitud o
diferente que las regiones de bucle P por las que han sido sustituidas.

La presente divulgacion, por tanto, incorpora proteinas de fusion VP2 quiméricas y VLP de VP2 quiméricas
resultantes de la sustitucion de regiones de bucle P de VP2, o fragmentos de las mismas, por péptidos particulares
de interés en una o mas localizaciones dentro de las regiones de bucle P. La presente divulgacion también incorpora
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los vectores de ADN y construcciones que permiten clonar ADN de interés en cada una de las posiciones de
sustitucion disponibles dentro de las regiones de bucle P de VP2, y vectores de expresion de ADN para la expresion
de las proteinas de fusion de bucle P VP2 quiméricas resultantes.

Un ejemplo de referencia de VLP resultante de proteinas de fusion VP2 es el Ejemplo 4 que describe la sustitucion
con restos de lisina (K) en diferentes puntos dentro de regiones de bucle P de VP2 de BC, DE, FG y Hl y la
conjugacion quimica del péptido de ejemplo cMyc (SEQ. ID. NO: 3). La incorporacion de restos K en regiones de
bucle P de VP2 permite la conjugacion quimica de las VLP resultantes con mltiples copias de entidades biolégicas
y quimicas que contienen, o preparadas para contener, restos de cisteina en los puntos de conjugacion deseados.
La incorporacioén de restos K puede implicar la insercién o sustitucion de restos de aminoacidos de VP2 por K, poli K,
0 péptidos ricos en K, en las regiones de bucle P de VP2 o fuera de dichos bucles P. Ademas, los puntos de
conjugacién deseados dentro de VP2 pueden estar sustituidos, o preparados para contener, secuencias de
aminoacidos, distintos de restos K, que facilitan la conjugaciéon quimica con entidades biologicas y quimicas por
otros medios de conjugacion o acoplamiento tales como, pero no se limitan a, cisteinas, tirosina, histidina, acido
glutdmico o acido aspartico. Sitios de sustitucion y/o de insercion preferidos para restos K u otros restos que
permiten la conjugacion incluyen aquellos que se encuentra que favorecen la mayor eficiencia de formacién de VLP.

La presente divulgacion, por tanto, incorpora VLP de VP2 quiméricas resultantes de la insercion o sustitucion de
restos de aminoacidos de VP2 por restos que facilitan la conjugacion quimica de entidades biologicas y quimicas
que pueden contribuir a las propiedades bioldgicas o farmacoldgicas deseadas de las VLP quiméricas. La presente
divulgacion también incorpora vectores de ADN y vectores de expresion de ADN para la expresion de VLP de VP2
quiméricas que incorporan restos de aminoacidos que facilitan la conjugacion quimica.

Proteinas de fusién VP2 quiméricas que incorporan inserciones y/o sustituciones de regiones de bucle P
exteriores.

La posible insercion de péptidos extrafios en los dominios de VP2 B, S o P fuera de las regiones de bucle P de BC
(AA 219-224), DE (AA 249-254), FG (AA 283-287) y HI (AA 315-324), lo méas probablemente produce la rotura de la
estructura de VLP, pero puede también representar un medio para modular la exposicion superficial de los péptidos
insertados de interés o su actividad biolégica. En la presente divulgacion, regiones fuera de las regiones de bucle P
de VP2 que permiten la incorporacion de péptidos particulares de interés por insercion o sustitucion sin pérdida de la
estructura de VLP se identifican por medio de mutagénesis por insercién de transposén usando transposones Tn5 y
Mu.

Como se muestra en el Ejemplo 5, un cribado al azar con Tn5 generd una biblioteca de clones de ADN con
inserciones de Tn5 junto con la secuencia de aminoacidos de VP2 452 completa. La evaluacion de la capacidad de
estas construcciones para producir VLP produjo la identificacion de varios sitios de insercion que producen proteinas
de fusion de insercion VP2 que retienen la estructura de VLP. Similarmente, como se muestra en el Ejemplo 6, un
cribado al azar con transpos6n Mu generé una biblioteca de clones de ADN con inserciones junto con la secuencia
de aminoéacidos de VP2 452 completa. La evaluaciéon de la capacidad de estas construcciones para producir VLP
viables conduce a la identificacion de varios posibles sitios de insercion que producen proteinas de fusion de
insercion VP2 que retienen la estructura de VLP.

Como se ejemplifica en los Ejemplos 5 y 6, las localizaciones de inserciéon identificadas con mutagénesis por
transposones Tn5 y Mu varian dependiendo de las secuencias de transposén usadas. También pueden usarse otros
transposones o medios para mutagénesis por insercion al azar para la identificacion de sitios adicionales dentro de
VP2 con posibilidades de insercién y/o sustitucion con péptidos de interés. La mutagénesis por insercion de
transposon permite la identificacion de localizaciones dentro de las VP2, o proteinas de fusién VP2 quiméricas, que
pueden acomodar inserciones y 0 sustituciones mientras que mantienen la capacidad de formacion de VLP. Se
prevé que por la exhaustiva evaluacion de bibliotecas de insercion al azar, y por medio de uso de diferentes
transposones, puedan identificarse todos los posibles sitios de insercion de VP2 compatibles con la formacion de
VLP. Como se describe previamente, aquellos sitios de insercion de VP2 identificados también pueden ser
considerados como posibles sitios para sustituciones con péptidos de interés. Los sitios de insercion de
transposones identificados representan posibles sitios de insercion para ADN de interés. Como se muestra en el
Ejemplo 7, la insercién de dicho ADN de interés puede llevarse a cabo en las secuencias de transposén insertadas,
o0 mediante la sustitucion de las secuencias de transposon insertadas. En dicho Ejemplo 7, la presencia de un sitio
de enzima de restriccién tal como Notl dentro de los transposones Tn5 y Mu insertados facilita la insercion del ADN
de interés de ejemplo, concretamente Flag (SEQ. ID. NO: 2) y cMyc (SEQ. ID. NO: 3), en las secuencias de
transposon insertadas. Sin embargo, esto produce inserciones que pueden contener secuencias no deseables
derivadas del transposon originalmente insertado. Alternativamente, la identificacion del sitio de insercion de
transposon permite la introduccion de un sitio de clonacion unico, tal como Spel, en la localizacion identificada en
VP2. Como se muestra en el Ejemplo 7, el sitio de clonacién Unico permite la insercion de ADN de interés y
generalmente produce elevadas eficiencias de formacion de VLP en comparacién con proteinas de fusion VP2
quiméricas que conservan las secuencias derivadas de transposon. Por tanto, en una realizacion preferida de la
presente divulgacion, un sitio de clonacién Unico se manipula en las localizaciones dentro de VP2, o proteinas de
fusién VP2 quiméricas, originalmente identificadas por mutagénesis por transposon u otros medios de insercion de
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ADN de interés al azar. Los vectores de insercion de VP2 resultantes pueden entonces usarse para la incorporacion
de ADN de interés en el punto de insercion deseado para su expresion en sistemas de expresion apropiados y
evaluacion de la capacidad de formacion de VLP. Si se desea, proteinas de fusiéon VP2 quiméricas que muestran las
mejores eficiencias de formacion o propiedades deseadas pueden ser adicionalmente optimizadas mediante la
eliminacion de las secuencias de TS resultantes del sitio de clonacion Gnico manipulado por técnicas de ingenieria
genética estandar. Se sabe que la incorporacion del ADN de interés también puede producir la sustitucién total o
parcial de aminoacidos de VP2 estrechamente adyacentes al sitio de localizacién identificado.

Por tanto, la presente divulgacién incorpora VLP de VP2 quiméricas resultantes del ensamblaje de proteinas de
fusion VP2 quiméricas que incorporan inserciones y/o sustituciones con péptidos de interés en localizaciones fuera
de las regiones de bucle P de VP2. Ademas, la presente divulgacion también incorpora vectores de ADN de VP2 y
vectores de expresion de ADN que incorporan una 0 mas inserciones y/o sustituciones con ADN de interés en
localizaciones fuera de las regiones de bucle P.

Proteinas de fusién VP2 quiméricas gue incorporan multiples inserciones y/o sustituciones.

La identificacién de sitios de insercién y/o sustitucién preferidos proporciona los medios para la insercion o
sustitucion con péptidos de interés en mas de un sitio dentro de VP2. Esto se ejemplifica en el Ejemplo 4, donde
restos de lisina (K) han sido insertados en 1, 2, 3 0 4 localizaciones simultdneamente mientras que se mantiene la
estructura de VLP global. La sustitucién con mdltiples restos de lisina facilita la conjugacion con multiples copias de
una entidad biolégica o quimica, tal como acidos nucleicos, péptidos, hidratos de carbono y moléculas pequefias,
gue pueden ser una caracteristica deseable para la purificacion, direccionamiento, carga de farmaco o en alterar la
guimica de superficie de VLP para farmacologia mejorada. Otro ejemplo de VLP de VP2 quiméricas resultante de la
incorporacion de péptidos de interés en mas de un punto dentro de VP2 se proporciona por el Ejemplo 8, en el que
péptidos de interés de ejemplo, cMyc (SEQ. ID. NO: 3) y Flag (SEQ. ID. NO: 2), se insertan en y/o sustituyen mas de
una localizacién dentro de VP2. La introduccién de péptidos de interés puede llevarse a cabo por la introduccion de
sitios de clonacién en los puntos de insercién y/o sustitucion deseados, clonando los fragmentos que contienen la
insercion, o siguiendo otros procedimientos de biologia molecular estandar. Por tanto, la presente divulgacion
incorpora proteinas de fusion VP2 quiméricas, y VLP de VP2 quiméricas resultantes, que incorporan mas de una
insercién y/o sustitucion y vectores de expresion de ADN para la expresion de dichas proteinas de fusion VP2
quiméricas.

Proteinas de fusién VP2 quiméricas gue incorporan inserciones y/o sustituciones y fusiones terminales.

Ademas, otro objeto de la presente divulgacion incorpora VLP en las que las proteinas de fusion de insercién o
sustitucion VP2 quiméricas estan ademas también fusionadas, en cualquiera de sus extremos carboxi (C) o amino
(N) terminal, con un péptido de interés que puede ser igual o diferente a los péptidos insertados de interés. Proteinas
de fusion de inserciéon o sustitucion VP2 quiméricas con fusiones terminales adicionales se ejemplifican en el
Ejemplo 9, donde péptidos de interés de ejemplo, Flag (SEQ. ID. NO: 2) y cMyc (SEQ. ID. NO: 3), se insertan en
diversos puntos dentro de regiones de bucle P de VP2 y ademas también se fusionan en el extremo C o N terminal
de VP2. Se encontré que la eficiencia de formacion de VLP dependia de tanto la localizacién de la insercion primaria
como del péptido insertado. Ademas, la incorporacién de la fusién terminal adicional generalmente produce
eficiencias de formacién de VLP reducidas, pero todavia iguales o superiores al 20%, en comparacion con proteinas
de fusién VP2 quiméricas de una Unica insercion. Como se muestra en el Ejemplo 9, para los péptidos de interés
particulares evaluados, algunas construcciones que incorporan tanto la inserciéon como la fusién terminal, parecieron
ser compatibles con la formacion de VLP.

La presente divulgacion, por tanto, incorpora VLP de VP2 quiméricas resultantes de fusiones de insercion o
sustitucion de VP2 con péptidos de interés y adicionalmente la fusién terminal de la insercién o sustitucion resultante
con los mismos péptidos de interés o diferentes. La identificacion de las construcciones de ADN preferidas que
incorporan inserciones y fusiones terminales puede llevarse a cabo siguiendo la identificacion inicial de los puntos de
insercion preferidos, seguido de una fusién del extremo C o N terminal, o alternativamente la proteina VP2 quimérica
terminalmente fusionada puede cribarse o evaluarse para puntos de insercién o sustitucion preferidos. Este cribado
puede llevarse a cabo contra sitios preseleccionados dentro de VP2, o al azar tras la mutagénesis por transposon u
otros enfoques de clonacion al azar.

La presente divulgacion también incorpora los vectores y construcciones de ADN que permiten clonar ADN de
interés en cada una de las posiciones de insercion o sustitucion disponibles dentro de una proteina VP2 que también
esta terminalmente fusionada, en cualquiera de sus extremos carboxi (C) o amino (N) terminal, con un péptido de
interés que puede ser el mismo, o diferente, a los péptidos de interés insertados o fusionados.

VLP quiméricas gue contiene proteinas de fusién VP2 guiméricas y otras proteinas derivadas de Birnavirus.

Ademas, como se ejemplifica en los Ejemplos 10 a 12, la proteina VP2 de fusién que incorpora la inserciéon o
sustitucion de uno o mas péptidos particulares de interés también puede expresarse simultaneamente con otros
IBDV o proteinas de Birnaviridae para favorecer la formacion de VLP T=13. La formaciéon de VLP T=13, en
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comparacion con VLP T=1, aumenta el nimero de copias de proteinas VP2 por VLP y puede producir estabilidad de
VLP mejorada y/o puede ser una forma preferida para presentacion o incorporacion de péptidos de interés. Pueden
generarse VLP T=13 recombinantes ya sea por la expresién de las poliproteinas pVP2-VP4-VP3, o por la co-
expresion del gen de pVP2 y VP3.

La expresion de la poliproteina pVP2-VP4-VP3 produce la generacion de las proteinas individuales pVP2, VP4 y
VP3 mediante la actividad proteolitica de VP4. La expresion de IBDV no mutado o poliproteinas de Birnaviridae
normalmente da lugar a estructuras tubulares que contienen pVP2. Sin embargo, la fusién de una secuencia
exdgena en el extremo C terminal de VP3, tal como GFP, o la delecion de restos de VP3 del extremo C terminal
promueve fuertemente el procesamiento de pVP2 y el auto-ensamblaje de VLP T=13. Como se ejemplifica en el
Ejemplo 10, VLP T=13 que incorporan una proteina de fusion de insercién de VP2 quiméricas pVP2(X)-VP4-VP3-Y
gue contiene el péptido de interés de ejemplo (X o0 Y), cMyc (SEQ. ID. NO: 3) o Flag (SEQ. ID. NO: 2), y también
VP3-Flag o VP3-cMyc, puede ser eficientemente formadas por la expresién en sistemas de expresion de
baculovirus. Ademas, el componente de VP3 de la poliproteina también puede prepararse para contener péptidos de
interés como se ejemplifica por la fusion terminal de los péptidos de interés de ejemplo, cMyc (SEQ. ID. NO: 3) y
Flag (SEQ. ID. NO: 2).

Alternativamente, la co-expresion de pVP2 y VP3 de construcciones de genes independientes también proporciona
los medios para la formacion de VLP T=13. Ademas, las expresiones de pVP2 y VP3 fusionadas en su extremo N
terminal a varios restos de histidina producen VLP T=13 que, a diferencia de los sistemas de expresién de
poliproteina, pueden prepararse para contener pVP2 no procesada. Como se muestra en el Ejemplo 11, la co-
expresion en levadura de proteinas de fusion VP2 quiméricas que incorporan Flag (SEQ. ID. NO: 2) y cMyc (SEQ.
ID. NO: 3) como inserciones de ejemplo en regiones de bucle P, y His-VP3 que incorporan Flag y cMyc como una
fusién terminal de ejemplo, produce la eficiente formacion de VLP T=13. Ademas, la incorporacion de multiples
restos de lisina (K) dentro de las regiones de bucle P de VP2 también produce la aceptable formacion de VLP T=13.
La incorporacion de dichos restos K pretende la conjugacion quimica con VLP T=13 de multiples copias de
entidades bioloégicas y quimicas de un modo similar al descrito en el presente documento para VLP T=1.
Similarmente, como se muestra en el Ejemplo 12, VLP T=13 que incorporan una proteina de fusion VP2 quimérica
que contiene como insercidn un péptido de interés de ejemplo cMyc (SEQ. ID. NO: 3) o Flag (SEQ. ID. NO: 2), y His-
VP3 que esta fusionada en el extremo C terminal con el mismo péptido de interés o diferente, también pueden ser
eficientemente formadas por la expresion en sistemas de expresiéon de baculovirus.

Por tanto, otro objeto de la presente divulgacion se refiere a VLP T=13 que resultan del ensamblaje de proteinas de
fusién VP2 quiméricas, resultantes de la insercion o sustitucion con uno o mas péptidos de interés particulares
dentro de VP2, y proteinas VP3 que pueden, o no pueden, incorporar los mismos péptidos de interés u otros. La
presente invencién también incorpora vectores de expresion y construcciones de ADN que incorporan poliproteina
pVP2(X)-VP4-VP3-Y, donde X e Y representan un ADN de interés particular, o alternativamente vectores de
expresion de ADN que permiten la expresion simultdnea de proteinas de fusion VP2 quiméricas que incorporan
péptidos de interés y proteinas VP3 o proteinas de fusion de las mismas.

Cribado de vectores de ADN de VP2 preseleccionados para sitios de insercidn y/o sustitucidon preferidos
para péptidos de interés particulares.

Sitios de insercion o sustitucion preferidos dentro de VP2, juzgados por la capacidad para formar VLP
eficientemente, pueden variar para diferentes péptidos de interés. Por tanto, otro objeto de la presente divulgacion
demostrado en los Ejemplos 13 y 14 incorpora métodos de cribado para identificar sitios de insercion preferidos para
péptidos de interés dados usando un panel preseleccionado de vectores de ADN de insercion y/o sustitucion de
VP2. Los métodos de cribado pueden ser generalmente realizados del siguiente modo:

1. Seleccién de vectores de VP2: Por la cual se prepara un panel de seleccién de vectores de insercion y/o
sustitucién de ADN de VP2 para incorporar en un sitio de clonacién, preferiblemente un sitio de clonacién multiple,
que favorece la clonacién direccional del ADN de interés.

2. Clonacién de ADN de interés: Por la cual el ADN de interés se clona siguiendo procedimientos de biologia
molecular estandar en el panel previamente seleccionado de vectores de insercion y/o sustitucion de VP2. Pueden
disponerse vectores de ADN como un array de vectores preseleccionados, un vector por pocillo como se muestra
en el Ejemplo 13, o en un formato de grupo, que contiene mas de un vector preseleccionado por reaccion de
clonaciéon como se muestra en el Ejemplo 14. El Gltimo produciendo bibliotecas de insercion y/o sustitucién de
VP2.

3. Transformacién y expresion: Las ligaciones resultantes o bibliotecas de insercién y/o sustitucion de VP2
obtenidas en la etapa previa se transforman en sistemas de expresién adecuados, bacterianos, de levadura, u
otros adecuados, para la evaluacion de la eficiencia de formacion de VLP de los clones individuales. Esto puede
llevarse a cabo en pocillos individuales para formatos de array, o puede llevarse a cabo como un grupo, seguido
de siembra y seleccion de colonias.
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4. Evaluacion de la capacidad de formacion de VLP: Para clones individuales resultantes del cribado en array, se
lisan y analizan células hospedadoras para la expresion de VLP en cada uno de los pocillos individuales o
aplicaciones por medio de un ELISA de VLP. Para transformaciones reunidas, las colonias sembradas resultantes
pueden evaluarse para la eficiencia de producciéon de VLP por medio de un ensayo de inmunotransferencia de
colonias usando anticuerpos especificos para VLP de VP2 contra filtros réplica hechos para contener muestras
para cada una de las colonias. Las proteinas de fusion VP2 quiméricas con las eficiencias de formacion de VLP
mas altas estan seleccionadas para la confirmacion e identificaciéon del sitio de insercion preferido. Mientras que
las eficiencias de formacién de VLP por encima del 20% son reconocidas como compatibles con la formacién de
VLP, la eficiencias de formacion de VLP por encima del 50%, y mas preferiblemente por encima del 70%, son
reconocidas como una caracteristica deseable para proteinas de fusion VP2 quiméricas resultantes.

5. Confirmacion o identificacién del sitio de insercién: Las técnicas de secuenciacién de ADN proporcionan los
medios para la confirmacién o, para transformaciones reunidas, la identificacion del sitio de insercién del ADN de
interés. Ademas, la formacion de VLP puede confirmarse por microscopia electronica (ME).

Estos métodos de cribado contra vectores de ADN de VP2 preseleccionados permiten la rapida seleccion de los
mejores sitios preseleccionados dentro de VP2 para la incorporacion, ya sea como inserciones o sustituciones, de
un péptido de interés particular que produce la produccion de VLP. Estos métodos de cribado pueden llevarse a
cabo ya sea en un formato de array o en un formato de grupo para generar bibliotecas que pueden entonces
cribarse para colonias que estan expresando proteinas de fusion VP2 quiméricas que producen la eficiente
formacion de VLP.

La presente divulgacién, por tanto, incorpora métodos de cribado que implican disposiciones de array de vectores de
ADN de VP2 para la insercion en puntos preseleccionados de un ADN de interés particular, y las proteinas de fusion
VP2 resultantes de la expresion de los vectores de expresion de ADN de fusion de VP2 quiméricas resultantes.
Ademas, la presente divulgacién también incorpora métodos de cribado que implican el uso de grupos de vectores
de ADN de VP2 para la insercion de ADN de interés en puntos preseleccionados, y la posterior seleccion de
vectores de expresion de proteina de fusién VP2 quimérica que producen la eficiente formacion de VLP. Dichos
métodos de cribado, ya sea en un formato de array o en un formato de grupo, pueden llevarse a cabo no solo contra
VP2 452, sino también contra VP2 de diferentes longitudes o previamente preparada para contener inserciones o
sustituciones con los mismos péptidos de interés o diferentes.

Cribado al azar para sitios de insercidn y/o sustitucidn preferidos para péptidos particulares de interés.

Sitios de insercién o sustitucién preferidos dentro de VP2, evaluados por la capacidad para formar VLP
eficientemente, pueden variar para diferentes péptidos de interés. Por tanto, otro objeto de la presente divulgacion
demostrado en el Ejemplo 15 incorpora métodos de cribado al azar para identificar sitios de insercion preferidos para
un péptido de interés dado usando una biblioteca de insercion y/o sustitucion de VP2 al azar para la incorporacion
de péptidos de interés. Los métodos de cribado al azar pueden ser generalmente realizados del siguiente modo:

1. Generacién de inserciones al azar: Por la que se prepara cualquier sitio de clonacién apropiado que contenga
transposon para insertarse al azar a través del gen de VP2 completo para producir una biblioteca de inserciéon de
transposones. La incorporacion de uno, o preferiblemente dos, sitios Unicos de enzimas de restriccion dentro de
las secuencias derivadas de transposon insertadas al azar facilita la clonacion direccional del ADN de interés
deseado.

2. Clonaciéon de ADN de interés: Por la cual el ADN de interés se clona en la biblioteca de insercién de
transposon previamente generada siguiendo procedimientos de biologia molecular estandar.

3. Transformacién y expresion: La biblioteca de ligacion resultante se transforma entonces en sistemas de
expresion adecuados, bacterianos, de levadura, u otros adecuados, para la evaluacién de la eficiencia de
formacion de VLP de las colonias individuales.

4. Evaluacion de la capacidad de formacién de VLP: Pueden evaluarse colonias para la eficiencia de produccion
de VLP por medio de un ensayo de inmunotransferencia de colonias usando anticuerpos especificos para VLP
de VP2 contra filtros réplica hechos para contener muestras para cada una de las colonias. Se seleccionan las
proteinas de fusion VP2 quiméricas con las eficiencias de formacion de VLP mas altas para la confirmacion e
identificacion del sitio de insercién preferido. Aunque las eficiencias de formaciéon de VLP por encima del 20%
son reconocidas como compatibles con la formacion de VLP, las eficiencias de formacién de VLP por encima del
50%, y mas preferiblemente por encima del 70%, son reconocidas como una caracteristica deseable para
proteinas de fusién VP2 quiméricas resultantes.

5. Confirmacién o identificacion del sitio de insercién: Técnicas de secuenciacion de ADN proporcionan los
medios para la identificacion del sitio de insercién del ADN de interés. Ademas, la formaciéon de VLP puede
confirmarse por microscopia electronica (ME).
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Estos métodos de cribado al azar permiten la rapida seleccién de los mejores sitios preseleccionados dentro de VP2
para la incorporacién de un péptido particular de interés que produce la produccion de VLP. La presente divulgacion,
por tanto, incorpora métodos de cribado al azar para la identificacion de sitios de insercion de VP2 preferidos para
un ADN de interés particular, y las proteinas de fusion VP2 quiméricas, y VLP de VP2 quiméricas, resultantes de la
expresion de los resultante vectores de expresion de ADN de proteina fusion de VP2 quimérica. Ademas, dichos
métodos de cribado pueden llevarse a cabo no solo contra VP2 452, sino también contra VP2 de diferentes
longitudes o ya preparada para contener inserciones o sustituciones con péptidos de interés.

Por tanto, en vista de lo anterior, un primer aspecto de la presente invencién se refiere a una proteina de fusion,
capaz de formar una particula similar a virus, que consiste en la incorporacion en localizaciones distintas del extremo
N o C terminal de una o mas secuencias de aminoacidos relevantes para la salud humana o veterinaria, distintas de
una secuencia del virus de la enfermedad de bursitis infecciosa, dentro de una proteina VP2 de virus Birnaviridae, en
la que preferiblemente la proteina VP2 es la proteina VP2 del virus de la enfermedad de bursitis infecciosa o una
VP2 que comparte al menos el 30% homologia de secuencias de aminoéacidos con la proteina VP2 del virus de la
enfermedad de bursitis infecciosa, y en la que las secuencias de aminoacidos relevantes para la salud humana o
veterinaria estan seleccionadas de la lista que consiste en: componentes de vacuna, antigenos y epitopos,
secuencias de direccionamiento, secuencias de unién, dominios cataliticos, moduladores de farmacologia,
inmunoestimuladores, toxinas y antitoxinas.

En una realizacion preferida, la proteina VP2 es una pVP2 de 512 aminoacidos de longitud completa, o fragmento de
456, 0 452 0 441 aminoacidos de la misma, o comprende al menos 400 aminoacidos de VP2.

En otra realizacion preferida, las secuencias de aminodcidos relevantes para la salud humana o veterinaria se
incorporan en uno o0 mas sitios dentro de la proteina VP2 dentro de las regiones de bucle P de VP2 BC (Q219-
G224), DE (R249-G254), FG (T283-D287) y HI (S315-Q324), y/o fuera de dichas regiones de bucle P de VP2, en la
que las secuencias de aminoacidos relevantes para la salud humana o veterinaria son iguales o diferentes para cada
incorporacion.

En otra realizacion preferida, la incorporacion de secuencias de amino&cidos relevantes para la salud humana o
veterinaria consiste en inserciones.

En otra realizacion preferida, la proteina de fusion esta terminalmente fusionada ya sea en su region del extremo
carboxi (C) o amino (N) terminal, con una segunda secuencia de aminoacidos relevante para la salud humana o
veterinaria que puede ser igual o diferente a las secuencias de aminoacidos relevantes para la salud humana o
veterinaria insertadas en la region de bucle P o fuera de dichas regiones de bucle P, en la que las secuencias de
aminoacidos relevantes para la salud humana o veterinaria estan seleccionadas de la lista que consiste en:
componentes de vacuna, antigenos y epitopos, secuencias de direccionamiento, secuencias de unién, dominios
cataliticos, moduladores de farmacologia, inmunoestimuladores, toxinas y antitoxinas.

Otro aspecto de la invencion se refiere a una particula similar a virus constituida por el ensamblaje de la proteina de
fusion como se ha definido anteriormente. En una realizacién preferida de este aspecto de la invencion, esta
particula similar a virus esta constituida por el ensamblaje de la proteina de fusibn como se ha definido
anteriormente y la proteina VP3, en la que la proteina VP3 esta terminalmente fusionada, ya sea en el extremo N o
C terminal, con una secuencia de amino4cidos relevante para la salud humana o veterinaria que puede ser igual o
diferente a aquella incorporada en VP2, en la que las secuencias de amino&cidos relevantes para la salud humana o
veterinaria estan seleccionadas de la lista que consiste en: componentes de vacuna, antigenos y epitopos,
secuencias de direccionamiento, secuencias de union, dominios cataliticos, moduladores de farmacologia,
inmunoestimuladores, toxinas y antitoxinas. En otra realizacién preferida, esta particula similar a virus se obtiene por
la co-expresion de pVP2 y VP3 de construcciones génicas independientes o por la expresion de construcciones que
comprenden la poliproteina pVP2-VP4-VP3.

Otro aspecto de la invencién se refiere a un acido nucleico que codifica las proteinas de fusion definidas
anteriormente. Otro aspecto de la invencién se refiere a una construccion génica que comprende este acido
nucleico. Otro aspecto de la invencion se refiere a un sistema de expresién que comprende esta construccion génica
operativamente unida a elementos de control de la transcripcion, y opcionalmente de la traduccion. Otro aspecto de
la invencion se refiere a una célula hospedadora que contiene este acido nucleico o esta construccién génica o este
sistema de expresion.

Otro aspecto de la invencion se refiere al uso in vitro de este sistema de expresion génica para producir particulas
similares a virus.

Otro aspecto de la invencion se refiere a las particulas similares a virus quiméricas definidas anteriormente para su
uso en medicina, administracion de farmacos, terapia génica, como agentes elegidos como diana, agentes de
obtencién de imagenes, en vacunacién, como antitoxinas, en diagndstico, o en técnicas de obtencion de imagenes
aplicables a salud humana o veterinaria.
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Otro aspecto de la invencién se refiere a un método de cribado para la localizaciéon de los sitios de insercién
preferidos dentro de proteinas VP2, o proteinas de fusiéon de las mismas, que se ensamblan eficientemente en
particulas similares a virus, que comprende:

a. Disponer, tanto individualmente como en conjuntos, un conjunto de cualquier combinacion de vectores de
biblioteca de ADN para la proteina VP2 de Birnaviridae, o proteinas de fusién de la misma, incorporar uno o mas
vectores con sitios de clonacién preseleccionados o vectores con sitios de insercién al azar para la incorporacién
de ADN de interés que conduce a cualquiera de las proteinas de fusion VP2 definidas anteriormente;

b. Poner en contacto el conjunto de vectores de ADN de a) con un ADN de interés que codifica una secuencia de
aminoacidos relevante para la salud humana o veterinaria, para la incorporaciéon de dicho ADN de interés, en el
gue la secuencia de aminoacidos relevante para la salud humana o veterinaria esta seleccionada de la lista que
consiste en: componentes de vacuna, antigenos y epitopos, secuencias de direccionamiento, secuencias de
unién, dominios cataliticos, moduladores de farmacologia, inmunoestimuladores, toxinas y antitoxinas;

c. Transfectar, transformar o infectar células hospedadoras con los vectores de expresién de ADN resultantes de
b) para la expresion de proteinas de fusiéon VP2 quiméricas;

d. Evaluar la eficiencia de formacion de VLP de células hospedadoras de c) y seleccionar clones que expresan
particulas similares a virus quiméricas con eficiencias mas altas;

e. Determinar o confirmar la localizacién de insercion preferida del ADN de interés.

Aunque la anterior invencién se ha descrito en algin detalle a modo de ilustraciéon y ejemplo para los fines de
claridad de entendimiento, sera rapidamente evidente para aquellos expertos habituales en la materia en vista de las
ensefianzas de la presente invencion que pueden hacerse ciertos cambios y modificaciones a la misma dentro del
alcance de las reivindicaciones adjuntas.
Descripcion de las figuras

Figura 1: Oligonucleétidos usados para construcciones de plasmido.

La Figura 1 describe las secuencias de nucleétidos usadas como cebadores para reacciones de PCR en la
construccion de vectores de ADN y vectores de expresion de ADN.

Figura 2: Construccién de vectores de insercidon de bucle Spel-VP2.

La Figura 2 representa la insercién de sitios de restriccion Spel por mutagénesis dirigida al sitio que generan
inserciones de serina-treonina (TS) en cada una de las posibles posiciones dentro de la region DE de bucle P
de VP2. La clonacién del ADN de interés en los sitios Spel condujo a la insercién de péptidos de interés
flanqueados por dipéptidos TS en ambos extremos.

Figura 3: Andlisis de microscopia electrénica de VLP de VP2 guiméricas purificadas.

La Figura 3 representa micrografias electrénicas (ME) de VLP quiméricas obtenidas tras la expresién del
vector de expresién de ADN en S. cerevisiae cepa 499, lisis y fraccionamiento de extractos solubles en
gradientes de sacarosa. Los paneles a-i muestran imagenes de microscopia electrénica (ME) de VLP de VP2
quiméricas purificadas teflidas con acetato de uranilo: (a) VP2(Hzs31FlagtGasa), (b) VP2(H2s31cMyctGasa), (C)
VP2(A321TFIagT G322), (d) VP2(A321TCMyCT G322), (E) VP2(V252TFIag TH253), (f) VP2(H253TFIagTG254)-FIag,
(g) VP2(H253TCMyCTG254)-CMyC, (h) VP2(A321TFIagT G322)- Flag Yy (I) VP2(Q221TKT-H253TKT-G285TKTH320TKT).
La barra mostrada en las imagenes de ME se corresponde con 200 nm.

Figura 4: Construccion de plasmidos de expresién de VP2 con multiples inserciones.

La Figura 4 representa construcciones de expresion de VP2 con dos inserciones Flag o cMyc en las regiones
DE y HI del bucle P de pESC-URA/VP2(X-X). Dobles inserciones resultan de la clonacion de fragmentos Rsrll
y Narl de pESC-URANP2(H2s531cMyc1Gass) Yy  PESC-URA/NP2(Hzs31Flag?Gass) en  pESC-
URANPZ(A321TCMVCTG322) Yy pESC-URA/VPZ(A253TFIagTngz).

Figura 5: Construcciéon de construcciones de insercién y sustitucion de VP2 con fusién del extremo N o
C terminal.

La Figura 5 representa la fusion del extremo C y extremo N terminal de péptidos de interés de ejemplo cMyc y
Flag con proteinas de fusion VP2 quiméricas previamente preparadas para contener cMyc, Flag o multiples
sustituciones de lisina. Se generaron construcciones del extremo C terminal pESC-URA/VP2(X)-X por
insercion de adaptadores de ADN que codifican péptidos Flag y cMyc en la direccion 3' de los genes de VP2
usando sitios de restriccion Notl y Hindlll. Se generaron construcciones del extremo N terminal pESC-URA/X-
VP2(X) por insercién en un sitio EcoRlI localizado en la direccién 5' del codén de iniciacion de VP2,
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Figura 6: Secuencia del gen pVP2 sintético.

La Figura 6 muestra la secuencia de nucledtidos del gen pVP2 sintéticamente producido de la cepa Soroa de
IBDV (NCIB N.° AAD30136) y la proteina correspondiente. Los sitios de restriccion de ADN usados para
clonar estan subrayados y nombrados. Los restos de aminoacidos de regiones de bucle P BC, DE, FG y HI
se muestran subrayados.

Figura 7: Secuencia del gen VP4 sintético.

La Figura 7 muestra la secuencia de nucleétidos del fragmento sintéticamente producido del segmento A de
la cepa Soroa de IBDV (NCIB N.° AAD30136), que contiene el extremo 3' del gen de pVP2, el gen de VP4 y
el extremo 5' del gen VP3. La secuencia de aminoacidos de VP4 esta numerada y subrayada y los sitios de
restriccion de ADN usados en la clonacion estan subrayados y nombrados.

Figura 8: Secuencia del gen VP3 sintético.

La Figura 8 muestra la secuencia de nucle6tidos del gen de VP3 sintéticamente producido de la cepa Soroa
de IBDV (NCIB N.° AAD30136) y la proteina correspondiente. Las mutaciones silenciosas han sido
introducidas en las posiciones 147 (A a T), 333 (C a T), 561 (T a C) y 600 (T a C) para mutar sitios de
enzimas de restriccion Mscl, Ncol, Hindlll y Ncol, respectivamente.

Figura 9: Construccién de vectores de expresiéon pVP2-VP4-VP3-pp pFastBacDual.

La Figura 9 muestra las etapas para la construccion de vectores de expresion pVP2-VP4-VP3-pp
pFastBacDual. Etapa 1: Clonacion del gen pVP2 en pFastBacDual™ (pFBD) en la direccién 3' del promotor
PH; Etapa 2: Insercion de genes de VP3-X, Flag y cMyc, en el sitio de restriccion Hindlll en la direccion 3' del
gen pVP2; Etapa 3: Sustitucion del fragmento pVP2 Rsrll-Ncol para generar las construcciones de insercién o
sustitucion de pVP2 pFBD/pVP2(X)-VP3-X-pp que contienen Flag, cMyc o mdltiples lisinas; Etapa 4: Insercion
del gen de VP4 en sitios de restriccién Pvull y Bsgl localizados en el extremo 3'y 5' del gen de pVP2 y VP3,
respectivamente, para generar pFBD/pVP2(X)-VP4-VP3-X-pp.

Figura 10: Construccién de vectores de expresion pESC-URA pVP2, VP3 dobles:

La Figura 10 muestra las etapas para la construccion de vectores de expresion pESC-URA pVP2, VP3
dobles. Etapa 1: Clonacion de His-VP3-X en pESC-URA™ en la direccion 3' del promotor G10 para generar
pESC-URA/His-VP3-X; Etapa 2: Insercion de genes de pVP2 en la direccién 3' del promotor G1 en un sitio
BamHI-Hindlll, generando vectores de expresion pVP2-VP3 dobles pESC-URA/pVP2-His-VP3-X; Etapa 3:
Sustitucion del fragmento Rsrll-Mscl de pVP2 para generar las construcciones de insercidon o sustitucion de
pVP2-VP3 pESC-URA/pVP2(X)-His-VP3-X.

Figura 11: Construccién de vectores de expresion pVP2, VP3 de FastBacDual.

La Figura 11 muestra las etapas para la construccion de vectores de expresiéon pVP2, VP3 FastBacDual.
Etapa 1: Clonacion de genes de His-VP3-X en pFastBacDual™ (pFBD) en la direcciéon 3' del promotor P10
para generar pFBD/His-VP3-X, Etapa 2: Insercion de genes de pVP2 en la direccion 3' del promotor PH en el
sitio BamHI-HindlIIl, generando vectores de expresion de pVP2-VP3 dobles pFBD/pVP2-His-VP3-X; Etapa 3:
Sustitucion del fragmento Rsrll-Ncol de pVP2 para generar construcciones de inserciéon o sustitucion de
pVP2-VP3 pFBD/pVP2(X)-His-VP3-X.

Figura 12: Analisis de microscopia electrénica (ME) de VLP T=13 quiméricas purificadas.

La Figura 12 muestra imagenes de microscopia electronica (ME) de muestras de VLP T=13 purificadas
tefiidas con acetato de uranilo tras la purificacién en gradiente de sacarosa. (1) pVP2(H2s31FlagtGasa)-His-
VP3-Flag y (2) pVP2-His-VP3-Flag. La barra mostrada en las imagenes de ME se corresponde con 200 nm.

Figura 13: Generacién de un sitio de clonacién multiple en posiciones de insercién de VP2.

La Figura 13 representa la inserciéon de un sitio de clonacion multiple (MCS) en un sitio Spel produciendo un
sitio de clonacién Notl/Spel que contiene varios codones de terminacion en marco. Los péptidos de interés se
introducen como inserciones Notl/Spel. Los codones de terminacion garantizan que la religacion de vectores
vacios durante la generacién de las bibliotecas de insercién genera versiones delecionadas de la proteina
VP2 que son incapaces de formar VLP.
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Ejemplos
Ejemplo 1. Insercion de péptidos de interés en regiones de bucle P de VP2 de IBDV.

Se generd una coleccion de plasmidos que incorporan un sitio Spel en cada una de las posibles posiciones dentro
de los bucles P de VP2, y posiciones inmediatamente adyacentes, por mutagénesis dirigida al sitio usando el
plasmido de expresion en levadura pESC-URA-VP2 452 (pESC-URA/VP2). Para la construccion de pESC-
URA/VP2, se amplifico el ADNc de VP2 usando los oligonuclettidos VP2-452EcoRI-fw (SEQ. ID. NO: 6) y VP2-
452Notl-rev (SEQ. ID. NO: 7) (Figura 1) y los moldes pESC-URA/pVP2-512 que contienen la insercién de VP2 512
de IBDV de longitud completa (cepa Soroa de IBDV, NCIB N.° AAD30136). La inserciéon VP2 452 se cloné en pESC-
URA digerido con EcoRI y Notl (Stratagene™) en el que se deleciond previamente el sitio Spel. La insercién del sitio
de restriccion Spel gener6 una insercion de serina-treonina (TS) en cada una de las posibles posiciones dentro de
las regiones de bucle P de VP2 como se muestra en la Tabla 1 y se ejemplifica para la region de bucle P de DE en
la Figura 2. Se linealizaron por separado vectores de insercidn de bucle Spel-VP2 purificados (vectores de insercion
de bucle VP2-TS o pESC-URA/VP2/Spe) por digestion con Spel y se ligaron a moléculas adaptadoras de ADN que
codifican una Unica copia del péptido de interés. Se usaron los plasmidos religados para transformar E. coli, y se
identificaron clones de insercién por analisis de restriccion y secuenciacion. Esto se llevé a cabo para cada uno de
los 4 péptidos de interés de ejemplo, concretamente Flag (SEQ. ID. NO: 2), cMyc (SEQ. ID. NO: 3), V5 (SEQ. ID.
NO: 4) y VSV G (SEQ. ID. NO: 5) generando un panel de construcciones de insercion de péptidos de VP2 con
secuencias de TS flanqueantes derivadas del sitio Spel manipulado. Se usaron vectores de insercion de bucle VP2-
TS purificados y construcciones de insercion de péptidos de VP2 para transformar la cepa Y449 de S. cerevisiae. Se
determiné cuantitativamente la capacidad para formar VLP para cada uno de los vectores de insercion de bucle de
VP2-TS [por ejemplo: pESC-URA/VP2(H2s531TS1G2s4)] y construcciones de insercion de bucle de VP2-péptido [por
ejemplo: pESC-URA/VP2(H2s31FlagtGa2sa)] por ELISA de VLP usando extractos de células de levadura totales
(véase la Tabla 1). El ensayo de ELISA de VLP hizo uso de un anticuerpo capaz de reconocer VP2 solo cuando se
ensambla en forma de una VLP. Brevemente, se recubrieron previamente placas de ELISA con anti-VP2 de conejo y
se afiadieron diluciones de muestras en serie y se incubaron durante 1 hora a TA. Después de lavar, la placa se
incuba con anti-VP2 de raton durante 1 hora a TA, seguido de desarrollo del ensayo de peroxidasa segun el
procedimiento convencional. La CEsg para una muestra dada se determina como la dilucién de muestra a la que el
ELISA de VLP da el 50% de la maxima sefial obtenida para esa muestra. La eficiencia de formacion de VLP se
expresa en todos los casos como el porcentaje del valor de CEso obtenido para una muestra dada en comparacion
con el control de VP2 452 nativo.

Con el fin de confirmar la formacién de VLP de VP2 quiméricas, se prepararon cultivos de levadura a gran escala, se
purificaron VLP por medio de centrifugacion en gradiente de sacarosa, y se verifico la presencia de VLP por
microscopia electrénica (ME) como se muestra en la Figura 3. Las eficiencias de formacion de VLP inferiores al 20%
de las de la VP2 452 nativa se consideraron ruido de fondo (BG) y se tomaron como una indicacién de que la
localizacién de la insercién no era compatible con la formacién de VLP para los péptidos probados. Los resultados
obtenidos sirvieron para identificar sitios de inserciéon especificamente favorecidos por los diferentes péptidos de
interés probados.

Como se demuestra en la Tabla 1, la eficiencia de formacion de VLP de insertos en los bucles BC, DE, FG y HI del
dominio P de VP2 depende de la secuencia del ADN de interés insertado y la localizacién de la insercién. Como un
ejemplo, localizaciones de inserciones, indicadas por una flecha, que produjeron alta eficiencia de formacién de VLP
para el dlpéptldo TS incluyeron las posiciones Gz54TL255, D287TN288, S315TK316, K315T8317, G322TD323 Yy D323TQ324,
mientras que los sitios preferidos para la insercion de Flag fueron Has31Goss, SaisTKais Y Gz181Ga1e, para la
insercion de cMyc Ds231Qs24, para la insercion de V5 Gz181Ga19 Y Q324TMazs, y para la insercion de VSV-G la
posici(')n G318TG319.

Tabla 1: Posiciones de inserciones en regiones de bucle P BC, DE, FG y HI.

(% de VLP: eficiencia de formacién de VLP; BG: expresion del ruido de fondo; NT: no probado).

REGION DE | POSICION DE INSERCION (secuencias de la region de | % de VLP

BUCLE P bucle P subrayadas) TS | Flag | cMyc | V5 | VSV-G
1S2180Q210Y 2200221 P 222G 203G 224 V225 22 BG | BG BG | BG
S21810219Y 2200221 P 222G 223G 224 V225 48 | 35 BG 25 | BG
S2189219 1Y 2200221P 222G 223G 224 V225 23 | BG | 36 80 | 84
S21809219Y 22010221 P 220G 223G 224 V225 47 34 61 33 | 82

B-C S$2189219Y 2200221 1P 220G 223G 224 V225 37 |31 BG BG | 20
S2180Q219Y 2200221 P 2221 G 223G 224 V225 65 | 46 34 71 | 75
S21809219Y 2200221 P 222G 223 1G 224 V225 BG | BG | 30 BG | BG
S21809219Y 2200221 P 222 G223 G224 1V 225 34 |23 BG BG | 25
S2180219Y 2200221 P 220G 223 G224 V2251 BG | BG | BG BG | BG
1F 248R249T 250S 251V 252H 253G 254 L 255 BG | NT NT NT | NT

D-E F248TR249T 250S 251V 252H 253 G 254 L 255 BG | NT | NT NT | NT
F248R2491 T 250S 251V 250 H 253G 254 L 255 BG | BG | BG BG | BG
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(% de VLP: eficiencia de formacién de VLP; BG: expresion del ruido de fondo; NT: no probado).
REGION DE | POSICION DE INSERCION (secuencias de la region de | % de VLP

F248R249 T 2501S 251 V252 H 253G 254 L 255 43 | 37 BG BG | 23
F248R249 T 250S 2511V 252 H 253G 254 L 255 38 BG | BG BG | BG
F248R249 T 250S 251V 252 1H 253G 254 L 255 26 | 66 BG 25 | 24
F248R249 T 250S 251V 252 H 2531 G 254 L 255 69 100 | 84 NT | 49
F248R249T 250S 251V 250 H253G 254 1L 255 100 | 28 BG BG | BG
F248R 2491 250S 251V 250 H 253G 254 L 255 1 35 | 25 22 BG | NT
1L 284T 283 T 284G 285 T 285 D 287N 288 25 BG | NT NT | NT
L2847 T 283 T 284G 285 T 285 D 287N 288 62 | 45 34 23 | BG
L2841 2831 T 284G 285 T 286 D287 N2ss 79 | 45 23 95 | 80
FG L2gaT283T 2841 G 285 T 286D 287 Nogs 81 |56 45 68 | 70
L28aT283T 284G 2851 T 286 D2g7 Nosgs 85 | 75 NT NT | NT
L 284 T 283T 284G 285 T 286 1 D287 N2ss 90 66 32 NT | 57
L 284 T 283 T 284G 285 T 286 D 2871 No2ss 97 | 62 NT NT | NT
L2841 283T 284G 285 T 286 D 287N 2881 44 | NT NT NT | NT

1T214S315K316S317G 318G 3100Q320A 321 G322 D 323Q 304M325 34 | NT NT NT | NT
T3141S315K 3165317 G318 G 3100 320A 321 G322 D 323Q 324 M325 71 | 58 65 NT | 83
T314S3151K 316 S317G 318 G 3100 320A 321 G 322D 3230 324 M 325 100 | 100 | NT 38 | 36
T314S315K 3161 S317G 318 G 3100 320A 321 G 322D 3230 324 M 325 100 | NT NT NT | NT
T314S315K 316 S3171G 318 G 3100 320A 321 G 322D 3230 324 M 325 59 |85 NT NT | NT
T3145315K316S5317G3181G 3100 320A 321 G322 D 3230Q 324 M325 56 100 | 36 97 | 100
H-1 T314S315K 316S317G 318G 31010 320A 321 G 322D 3230 324 M 325 83 NT NT 77 |79
T314S315K 316 S 317G 318G 310093201 A 321 G 322D 3230 324 M 325 91 | 66 81 NT | NT
T314S315K316S317G 318 G31Q320A 3211 G 322D 3230 324M325 73 | 62 67 34 | 33
T314S315K 316S317G 318 G310 320A 301 G322 1D 303Q 324 M325 100 | 60 NT 72 | 58
T314S315K 316 S 317G 318G 310Q 320A 321 G 320D 3231 Q324 M325 100 | 86 929 64 | NT
T314S315K 316 S 317G 318 G310 Q 320A 321 G 320D 323Q 304 1M 325 75 | 70 NT 95 | NT
T314S315K 316 S 317G 318 G310 Q320A 321 G 320D 3230 324 M325 7 BG | BG | NT NT | NT

Ejemplo 2. Insercion de péptidos de interés en regiones de bucle P de VP2 de diferentes longitudes.

Para probar si la longitud de las proteinas VP2 podria afectar la eficiencia de formacién de VLP, se compararon VP2
de IBDV de diferentes longitudes en su extremo C terminal, concretamente VP2 con 452, 441 y 456 aminoacidos
(VP2 452, VP2 441 y VP2 456), para su capacidad para incorporar inserciones de péptidos de interés,
concretamente cMyc (SEQ. ID. NO: 3) y Flag (SEQ. ID. NO: 2), en localizaciones dentro de las regiones de bucle P
DE y HI. Para la construccion de pESC-URA/VP2 456 y pESC-URA/VP2 441, se amplificé el ADNc de VP2 usando
oligonucledtidos VP2 452EcoRI-fw (SEQ. ID. NO: 6) y VP2 456-rev (SEQ. ID. NO: 8) o VP2 441-rev (SEQ. ID. NO: 9)
y el molde pESC-URA/pVP2 512 que contiene la insercion VP2 512 de longitud completa. Se clonaron fragmentos
de genes de VP2 456 y VP2 441 purificados en plasmidos pESC-URA/VP2 digeridos con 452EcoRI y Notl. Para este
fin, se digirieron plasmidos de insercion de bucle de VP2 [por ejemplo: pESC-URA/VP2 (H2s31Flag1Gassa), con
enzimas de restriccién Rsrll y Mscl, que se cortaron dentro del gen VP2 en la posicion de aminoacido G24-W 414, ¥
los fragmentos de genes de VP2 purificados se clonaron en plasmidos pESC-URA/VP2 441 y pESC-URA/VP2 456
digeridos con Rsrll y Mscl. Se identificaron clones correctos por andlisis de restriccion y secuenciacion y se
transformaron en la cepa Y449 de S. cerevisiae para evaluar la expresion de VP2 vy la eficiencia de formacion de
VLP por ELISA de VLP cuantitativa usando extractos de células de levadura totales.

Como se demuestra en la Tabla 2, la eficiencia de produccién de VLP varié segun el sitio de inserciéon dentro de
VP2, ademéas de con la longitud de VP2. Ademas, se observd que VP2 mas corta en algunos casos produjo
eficiencia de formacién de VLP mejorada.

Tabla 2: Formacion de VLP de construcciones de VP2 con insercion de péptidos de interés en regiones de
bucle de VP2 441 y VP2 456.

(Los péptidos de interés aparecen subrayados y flanqueados por secuencias conectoras de TS; BG: expresion

del ruido de fondo; % de VLP: eficiencia de formacion de VLP).

REGION DE | POSICION DE INSERCION (SECUENCIA DE PEPTIDOS | LONGITUD DE | % DE

BUCLE P INSERTADA) PROTEINA VP2 VLP
VP2 452 100

D-E H2s531Flag1G2s54(TSDYKDDDDKGSGGSSDYKDDDDKSTS) VP2 441 100
VP2 456 56
VP2 452 62

H-I Asz11Flagt Gs22(TSDYKDDDDKGSGGSSDYKDDDDKSTS) VP2 441 67
VP2 456 56
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(Los péptidos de interés aparecen subrayados y flanqueados por secuencias conectoras de TS; BG: expresion

del ruido de fondo; % de VLP: eficiencia de formacion de VLP).

REGION DE | POSICION DE INSERCION (SECUENCIA DE PEPTIDOS | LONGITUD DE | % DE

BUCLE P INSERTADA) PROTEINA VP2 VLP
VP2 452 BG

D-E S2511FlagtV2s2(TSDYKDDDDK GSGGSSDYKDDDDK STS) VP2 441 34
VP2 456 BG
VP2 452 84

D-E H2s31cMyct Gass (TSEQKLISEEDLSTS) VP2 441 83
VP2 456 54

Ejemplo 3: Sustitucion de regiones de bucle P para péptidos de interés.

Para facilitar la sustitucion de regiones de bucle P por péptidos de interés, se generaron vectores de clonacién en los
que los codones dentro de las regiones de bucle P se sustituyeron por una secuencia que codifica un conector corto
que contiene un sitio Notl de enzima de restriccién usando un plasmido pESC-URA/VP2 452 con una mutacién en el
sitio Notl en la direcciéon 3' del gen de VP2 452 (pESC-URA/VP2 452 [ANotl]). En una serie de mutantes, se
deleciond la regién de bucle P completa y en otra serie se delecionaron todos, excepto del primer y el Ultimo codén
de cada bucle P, como se muestra en la Tabla 3. Se clonaron péptidos de interés de ejemplo, concretamente Flag
(SEQ. ID. NO: 2) y cMyc (SEQ. ID. NO: 3), siguiendo los procedimientos convencionales como fragmentos de
ADNbc de Notl para el ADN de interés en vectores de clonacién linealizados con Notl [por ejemplo: pESC-
URANP2/AY 720-G223] generando inserciones en marco. Se usaron construcciones purificadas [por ejemplo: pESC-
URAA/P2/AY 220-G223/Q219TFlag1 G224 para transformar Y449 de S. cerevisiae y la eficiencia de produccion de VLP,
mostrada en la Tabla 3, se determind cuantitativamente por ELISA de VLP en extractos de células de levadura
totales. La Tabla 3 muestra la eficiencia de formacién de VLP cuando las secuencias de bucle de VP2 estan
sustituidas con péptidos de interés. Como se demuestra en la Tabla 3, la eficiencia de formacion de VLP fue
generalmente baja, pero todavia igual o superior al 20%, y varié segun el sitio de sustitucién dentro de VP2.
Ademas, se observé que la retenciéon del primer y ultimo resto de las regiones de bucle P mejoré la eficiencia de
formacion de VLP.

Tabla 3: Sustituciones de secuencias de bucle de VP2 con péptido de interés.

(Los péptidos de interés aparecen subrayados y flanqueados por secuencias conectoras de TS; BG:
expresion del ruido de fondo; % de VLP: eficiencia de formacién de VLP).
REGION POSICION DE | PEPTIDO INSERTADO (SECUENCIA) % de
DE BUCLE | SUSTITUCION VLP
P
Sis?...1Vaos Flag (GGSGRDYKDDDDKGSGGSSDYKDDDDKGGSGR) | BG
B-C cMyc (GGSGREQKLISEEDLGGSGR) BG
S101Q GV Flag (GGSGRDYKDDDDKGSGGSSDYKDDDDKGGSGR) | 24
218102107 16224V s o 0 GGSGREOKLISEEDL GGSGR) 33
FassT.MLass Flag (GGSGRDYKDDDDKGSGGSSDYKDDDDKGGSGR) | 25
D-E cMyc (GGSGREQKLISEEDLGGSGR) BG
FaR Goeal. Flag (GGSGRDYKDDDDKGSGGSSDYKDDDDKGGSGR) | 35
240R2097.-1Gasabass oy - (GGSGREOKLISEEDL GGSGR) 27
Loss?...TNoss Flag (GGSGRDYKDDDDKGSGGSSDYKDDDDKGGSGR) | BG
FG cMyc (GGSGREQKLISEEDLGGSGR) BG
LoneT DN Flag (GGSGRDYKDDDDKGSGGSSDYKDDDDKGGSGR) | 22
28T 2837 TD2s7Nass oy c (GGSGREQKLISEEDLGGSGR) 21
Tatal... 1Mazs Flag (GGSGRDYKDDDDKGSGGSSDYKDDDDKGGSGR) | BG
el cMyc (GGSGREQKLISEEDLGGSGR) 25
ToiS QureM Flag (GGSGRDYKDDDDKGSGGSSDYKDDDDKGGSGR) | 28
s145315 7. TQs2eMszs oy - (G GSGREOKLISEEDL GGSGR) 34

Ejemplo de referencia 4: Incorporacion de restos de lisina (K) en regiones de bucle y conjugaciéon quimica de
cMyc.

Para generar sitios de conjugacion adicionales dentro de VP2, se clonaron restos de lisina (K) como sustituciones de
restos de la region de bucle P. Brevemente, se generaron diferentes mutantes de lisina por mutagénesis dirigida al
sitio del plasmido pESC-URA/VP2 [por ejemplo: pESC-URA/VP2(Q221K-H253K-G2g5K); las mutaciones se expresan
como el aminoacido mutado seguido del resto K inducido]. Se transformaron construcciones purificadas en Y449 de
S. cerevisiae y se determiné la expresion de VP2 y la eficiencia de formacion de VLP por ELISA de VLP cuantitativa
en extractos de células de levadura totales. La Tabla 4 muestra la eficiencia de produccion de VLP de mutantes
expresada como el % de eficiencia de produccion de VLP en comparacion con VP2-VLP nativa.
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Como se muestra en la Tabla 4, se expresaron mutantes con 2, 3 y 4 restos de lisina adicionales a altos niveles y la
eficiencia de produccién de VLP T=1 fue comparable a la de VP2 452 nativa. Solo el mutante VP2(G2s5K-Q320K)
preparado para contener un resto de lisina en la sustitucion Gzgs y otro en la sustitucién de Qszo no formé VLP. El
andlisis de ME de las construcciones de sustitucién de K confirmé la presencia de VLP T=1. Para la conjugacién
guimica, se purificaron VLP por medio de centrifugacion en gradiente de sacarosa y se compararon la eficiencia de
conjugacion de péptidos de VLP mutantes de VP2 452, 3K y 4K. Se prepararon conjugados de VLP-péptido con 0,5-
2 mg de muestras de VLP de VP2 purificada. En una primera etapa, se incubaron VLP con éster N-succinimidilico de
acido 3-maleimidobenzoico a una relacién de 1:50 durante 30 minutos a 20 °C y posteriormente se dializaron para
eliminar MBS. El VLP-MBS resultante y el péptido de interés de ejemplo, concretamente un cMyc modificado (SEQ.
ID. NO: 3) preparado para contener un resto de cisteina (C) terminal, se mezclaron 1:50 (VLP-MBS: cMyc) y se
incubaron durante la noche a 4 °C, pH 7,0. Se dializé el producto de conjugacion final (VLP - cMyc), se liofilizé y la
cantidad de péptido conjugado se cuantificé por ELISA usando anticuerpos especificos para cMyc. Los resultados
mostraron claramente que la incorporacion de restos K adicionales por medio de sustituciones aumenté la eficiencia
de conjugacion para péptidos de interés.

Tabla 4: VLP de VP2 quiméricas que incorporan sustituciones de lisina en regiones de bucle P.

(% de VLP: eficiencia de formacion de VLP; BG: expresion del ruido de fondo; NT: no
probado).

NUMERO DE | B-C D-E F-G H-I % DE | MORFOLOGIA
RESTOS K | Q221K | HassK | GagsK | Qsz20K. | VLP DE VLP (ME)
INCORPORADOS

0 100 T=1

1 X NT NT

1 X NT NT

1 X NT NT

1 X X NT NT

2 X X BG T=1

2 X X 66 T=1

3 X X X 55 T=1

4 X X X X 45 T=1

Ejemplo 5. Identificacidon de sitios de insercidon de VP2 fuera de regiones de bucle P por mutagénesis por
transposoén al azar con Tnb5.

La insercién del transposén Tn5 produce la insercion de 57 nucleétidos que codifican 19 aminoéacidos. La
mutagénesis por insercion al azar de VP2 de IBDV con Tn5, usando el plasmido pESC-URA/VP2 452 (ASpel/Notl) y
el kit EZ-Tn5 In-Frame Linker Insertion (Epicentre™), generd una biblioteca de clones de ADN con inserciones junto
con la secuencia de aminoacidos de VP2 452 completa. Se llevé a cabo la transformacion de células competentes
usando Transformax EC100 Electrocompetent cells, obteniéndose >200.000 clones con resistencia a ampicilina
(proporcionada por el plasmido) y kanamicina (proporcionada por el transposén). Se aislaron y purificaron ADN de
plasmido de todos los clones para formar una primera biblioteca de Tn5. EI ADN de esta primera biblioteca de Tn5
se digiri6 con EcoRIl y Bglll para purificar la banda correspondiente a la secuencia codificante de VP2 con una
insercién Ez-Tn5. Esta banda se clon6 en el vector pESC-URA digerido con EcoRI y Bglll para generar una segunda
biblioteca, con inserciones al azar solo en el gen de VP2. La ligacion se transformé como antes y se obtuvieron
65.000 clones. Se aislé y purificd6 ADN de plasmido de todos los clones para formar una segunda biblioteca de Tn5.
El ADN de esta segunda biblioteca de Tn5 se digirié6 con Notl y se religd, para eliminar el gen de resistencia a
kanamicina de la insercién. El producto de religacién se transformé como antes para obtener 350.000 nuevos clones
que constituyeron la biblioteca de insercién de Tn5 al azar de 19 aminoacidos final. Se transformaron células de
levadura Y499 de S. cerevisiae con 10 ug de esta biblioteca de inserciéon de Tn5 al azar final y se sembré en placas
de YNB/CSM-URA + 2% de glucosa. Se obtuvieron 110.000 clones de levadura y se transfirieron a placas que
contienen galactosa. Las colonias cultivadas en presencia de galactosa se transfirieron a una membrana de PVDF
para analizar la expresion de VLP de VP2 por inmunotransferencia de colonias usando anticuerpos especificos de
VLP de VP2. Se cultivé individualmente un subconjunto de clones positivos en medio liquido de YNB/CSM-URA +
2% de galactosa y se analizé la expresion de VLP por ELISA de VLP. Se identificaron inserciones dentro de VP2 por
secuenciacion del producto de PCR obtenido de cada clon usando cebadores especificos de VP2 y Tn5. La
mutagénesis por Tn5 condujo a la insercion de péptidos de 19 aminoacidos que consisten en uno de los tres
posibles péptidos de ndcleo de 15 restos y 4 restos variables dependiendo del sitio de insercién. La evaluacion de la
capacidad de construcciones de Tn5 para producir VLP produjo la identificacion de varios sitios de insercién,
enumerados en la Tabla 5, compatibles con la formacion de VLP, y con posibilidades de generacion de VLP de VP2
quiméricas con insercion o sustituciones con péptidos de interés.

La identificacién de las locaciones de inserciones de Tn5 se llevé a cabo a partir del analisis limitado de 150 clones
de la biblioteca de insercion de Tn5 al azar final. También pueden estar contenidas otras localizaciones de
inserciones en dicha biblioteca de inserciéon y también representan posibles sitios de insercién o sustitucion para
péptidos de interés.
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Tabla 5. Sitios de insercion de VP2 identificados por mutagénesis de transposén Tn5 al azar.

(Los péptidos de nicleo derivados de TN5 de 15 restos de largo se muestran subrayados)
POSICION DE INSERCION PEPTIDO INSERTADO
E341Kss TVSCTHLAAARCVOETALE
E341Kss LSLVHILRPODVYKROTLE
E411Ta TVSCTHLAAARCVOETGSE
Tasa1Yas SVSCTHLAAARCVQETAST
Gss1lse LSLVHILRPODVYKRQGSG
Q751G7e AVSCTHLAAARCVOETALQ
G76IN77 LSLVHILRPODVYKROLQG
S1031R104 LSLVHILRPODVYKROLVS
S1031R104 RCLLYTSCGRKMCTRDRVS
T1077V 108 VCLLYTSCGRKMCTRDSTV
S1111T112 TVSCTHLAAARCVOETGSS
T127l 113 PVSCTHLAAARCVOQETAST
G1151Gus LSLVHILRPODVYKROLPG
GuetVir AVSCTHLAAARCVOQETAGG
A1191L 120 PVSCTHLAAARCVOETVYA
V1781Rare LSLVHILRPODVYKROGYV
Pis3lliga LSLVHILRPODVYKROQGDP
Aigs 1187 ICLLYTSCGRKMCTRDSPA
GissTliso PVSCTHLAAARCVOETAIG
Di9o1P1a1 PVSCTHLAAARCVQETGLD
C1971D1gs AVSCTHLAAARCVQETATC
D1951S 199 TVSCTHLAAARCVOQETACD
D2011R202 TVSCTHLAAARCVOQETGSD
Y2061 T 207 TCLLYTSCGRKMCTRDRVY
Saa0ll 2 PVSCTHLAAARCVOQETVTS
N33 1S 434 SVSCTHLAAARCVQETDLN
N33 1S 434 SCLLYTSCGRKMCTRDSLN
Ausollas ICLLYTSCGRKMCTRDSRA
Ras21 LSLVHILRPODVYKROQAIR

Ejemplo 6: Identificacion de sitios de insercion de VP2 fuera de bucles P por mutagénesis por transposon al
azar con Mu.

La insercion del transposén Mu produce la insercion de 15 nucleétidos que codifican un péptido de 5 aminoéacidos.
La secuencia de la insercién varié entre CGR, PRH o AAA, con dos restos flanqueantes al azar, dependiendo del
sitio de insercion y marco de lectura. La mutagénesis de insercién al azar de VP2 de IBDV gener6 una biblioteca de
clones de ADN con inserciones junto con la secuencia de VP2 452 completa. En particular, se us6 un plasmido de
expresion en levadura pESC-URA/VP2 para generar una biblioteca de insercion al azar usando el Entranceposon
Ml-CamR(Ml-Cam) Mutation Generation F-701 (MGS™). La reaccién se hizo segun instrucciones del fabricante y se
usaron 0,5-1 pl para transformar Transformax EC100 Electrocompetent cells, obteniéndose > 100.000 clones con
resistencia a ampicilina (proporcionada por el plasmido) y cloranfenicol (proporcionada por el transposén). EI ADN
de plasmido para todos los clones se purificd simultaneamente para formar una primera biblioteca de Mu. Esta
primera biblioteca de Mu se digirié con EcoRI y Bglll y se aisl6 la banda correspondiente a la secuencia codificante
de VP2 con una insercién de Mu. Esta banda se cloné en el vector pESC-URA digerido con EcoRI y Bglll para
generar una segunda biblioteca, con inserciones al azar solo en el gen de VP2. La ligacion se transformé en células
electrocompetentes y se obtuvieron > 80.000 clones. Se purific6 simultaneamente el ADN de plasmido para todos
los clones para formar una segunda biblioteca de Mu. El ADN de la segunda biblioteca de Mu se digirié con Notl y se
religd, para eliminar el gen de resistencia a cloranfenicol de la insercién. Este ADN se transformé como se ha
descrito anteriormente obteniéndose > 100.000 clones nuevos que constituyeron la biblioteca de insercion de Mu al
azar de 5 aminoacidos final. Se transformaron células de levadura Y449 de S. cerevisiae con 10 ug de biblioteca de
insercion de Mu al azar y se sembraron en placas de YNB/CSM-URA + 2% de glucosa. Se obtuvieron -110.000
clones de levadura y se transfirieron a placas que contenian galactosa. Las colonias cultivadas en presencia de
galactosa se transfirieron a una membrana de PVDF para analizar la expresion de VP2 por inmunotransferencia de
colonias. Se cultivaron individualmente un subconjunto de clones positivos en medio liquido de YNB/CSM-URA + 2%
de galactosa y se analiz6 la expresion de VLP por ELISA de VLP.

Se identificaron inserciones por secuenciacién del producto de PCR obtenido de cada clon usando cebadores

especificos de VP2 y Tn5. La mutagénesis de Mu condujo a la insercién de péptidos de 5 aminoacidos que
consistian en uno de los tres posibles péptidos de nucleo de 3 restos y 2 restos variables dependiendo del sitio de
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insercién. La evaluacién de la capacidad de las construcciones de Mu para producir VLP produjo la identificaciéon de
varios sitios de insercién, enumerados en la Tabla 6, compatibles con la formacion de VLP, y con posibilidades de
generacion de VLP de VP2 quiméricas que incorporan péptidos de interés por insercién o sustitucion.

La identificacion de las localizaciones de insercion de Mu se llevé a cabo a partir del analisis limitado de 200 clones
a partir de la biblioteca de insercion de Mu al azar final. También pueden estar contenidas otras localizaciones de
insercién en dicha biblioteca de insercién y también representar los posibles sitios de insercién o sustitucion para
péptidos de interés.

Tabla 6: Sitios de insercidon de VP2 identificados por mutagénesis por transposén Mu al azar.

(Los péptidos de nucleo derivados de Mu se muestran subrayados)
POSICION DE INSERCION PEPTIDO INSERTADO
M11T, MRPHM
Gs01Ds1 CGRMG
Y721T73 CGRNY
G161N77 AAAQG
S103TR104 CGRMS
V108 TR109 AAATV
L113TP114 RPHTL
Gi1161V17 CGRSG
G1221T123 CGRNG
l1841P1ss CGRTI
AigsTl1s7 AAAPA
A1gs 11187 CGRTA
G1ssTL 189 CGRIG
D1981S 109 AAACD
D2011TR202 MRPHD
L 370 TAz80 RPHEL
G393TA304 AAAPG
N3961Y 397 AAAMN
Maz71E 428 DAAAM
LazsTKazr AAAPL
Gaa0TAsa1 CGRNG
F4441Kass CGRSF
Russ1Asso VRPHR

Ejemplo 7: Clonacién de Flag o cMyc fuera de regiones de bucle P de VP2.

La eliminacion de transposones Tn5 o Mu insertados al azar en el genoma de VP2 produjo inserciones de 57 o 15
nucleétidos que codifican inserciones de 19 o 5 aminoacidos, respectivamente. Las inserciones resultantes
contuvieron un sitio de restriccion Notl que permitio la clonaciéon del ADN de interés. Los vectores resultantes [por
ejemplo: pESC-URA/VP2(G761Tn51N+7); la localizacion de insercion de Tn5 se indica por las flechas] se digirieron
con Notl y se ligaron a un ADN de interés, tal como Flag (SEQ. ID. NO: 2) o cMyc (SEQ. ID. NO: 3), con extremos
cohesivos de Notl. Las construcciones resultantes [por ejemplo: pESC-URA/NVP2(G761Tn5-FlagtN77)] se
transformaron en Y449 de S. cerevisiae y la capacidad para formar VLP, mostrada en la Tabla 7, se determind
cuantitativamente por ELISA de VLP en extractos de células de levadura totales.

Ademas, también se construyeron vectores de insercién por mutagénesis dirigida al sitio para generar sitios de
restriccion Spel en sitios de inserciéon de transposon previamente identificados. La insercion del sitio de restriccion
Spel genero6 la insercidon de serina-treonina (TS) en los puntos previamente identificados deseados dentro de VP2.
Para la insercién de ADN de interés, los vectores insercién resultantes [por ejemplo: pPESC-URA/NVP2(G761TS1TN77)]
se digirieron con Spel y se ligaron a un ADN de interés, tal como Flag o cMyc, extremos cohesivos de Spel. Las
construcciones resultantes [por ejemplo: pESC-URA/NVP2(G761TS-FlagtN77)] se transformaron en Y449 de S.
cerevisiae y la capacidad para formar VLP, mostrada en la Tabla 7, se determind cuantitativamente por ELISA de
VLP en extractos de células de levadura totales.

La insercion de péptidos de interés en las inserciones de Tn5 o Mu generalmente produjo eficiencia de formacién de
VLP reducida, pero todavia igual o superior al 20%, en comparacién con las construcciones que contienen Tn5 o
Mu. Sin embargo, los datos demostraron la viabilidad del enfoque en identificar posibles localizaciones de
inserciones o sustituciones de VP2 para péptidos de interés por medio de mutagénesis por transposon.

Tabla 7: Inserciones de VP2 en sitios fuera de las regiones de bucle P.
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(Los péptidos insertados de interés se muestran subrayados con los aminoacidos resultantes restantes del
transposén Tn5 o Mu insertado, o el sitio de TS manipulado; BG: expresion del ruido de fondo; % de VLP: eficiencia
de formacion de VLP).

POSICION [ Insercion | PEPTIDO INSERTADO % de VLP
Tnb LSLVHILRPQDVYKRQLQG 66
Tn5-cMyc | LSLVHILRPEQKLISEEDLSRPQDVYKRQLQG 45

Q7%1N77 | TS-cMyc | TSEQKLISEEDLTS 88
Tn5-Flag | LSLVHILRPDYKDDDDKGSGGSSDYKDDDDKRPQDVYKRQLQG 55
TS-Flag TSDYKDDDDKGSGGSSDYKDDDDKTS 77
Tnb PVSCTHLAAARCVQETAST 56
Tn5-cMyc | PVSCTHLAAEQKLISEEDLSPAARCVQETAST 22

Tuotlus | TScMyc | TSEQKLISEEDLTS 71
Tn5-Flag | PVSCTHLAATSDYKDDDDKGSGGSSDYKDDDDK TSSPAARCVQETAST | BG
TS-Flag TSDYKDDDDKGSGGSSDYKDDDDKTS 80
Tnb PVSCTHLAAARCVQETVYA 116
Tnb PVSCTHLAAEQKLISEEDLSPAARCVQETVYA 33

Aietlizo | Tn5-cMyc | TSEQKLISEEDLTS 100
TS-cMyc | PVSCTHLAATSDYKDDDDKGSGGSSDYKDDDDK TSSPAARCVQETVYA | 25
Tn5-Flag | TSDYKDDDDKGSGGSSDYKDDDDKTS 97
Tnb PVSCTHLAAARCVQETAIG 37
Tn5-cMyc | PVSCTHLAAEQKLISEEDLSPAARCVQETAIG BG

Giestlise | TS-cMyc | TSEQKLISEEDLTS 43
Tn5-Flag | PVSCTHLAATSDYKDDDDKGSGGSSDYKDDDDK TSSPAARCVQETAIG | 25
TS-Flag TSDYKDDDDKGSGGSSDYKDDDDKTS 43
Mu ICGRTIP 65
Mu-cMyc | ICGPTEQKLISEEDLSGRTIP 56

l1841P1ss | cMyc TSTEQKLISEEDLSTS 63
Mu-Flag ICGPDYKDDDDKGSGGSSDYKDDDDKSGRTIP 64
Flag TSDYKDDDDKGSGGSSDYKDDDDKTS 70
Mu LRPHELA 65
Mu-cMyc | LRPTEQKLISEEDLSRPHELA 56

LazetAsso | cMyC TSTEQKLISEEDLSTS 67
Mu-Flag LRPDYKDDDDKGSGGSSDYKDDDDKSRPHELA 56
Flag TSDYKDDDDKGSGGSSDYKDDDDKTS 63

Ejemplo 8: VLP de VP2 quiméricas que incorporan inserciones de VP2 multiples.

Con el fin de evaluar la capacidad de VLP de VP2 para incorporar inserciones de péptido en dos sitios diferentes, se
generaron una serie de construcciones como se muestra en la Figura 4. Se digirieron los plasmidos pESC-
URA/NP2(H2s531FlagtGass) Yy pESC-URA/NP2(H2s531cMyctG2ss) con enzimas de restriccion Rsrll y Narl. Se
purificaron y clonaron fragmentos de ADN que codifican la parte del extremo N terminal de VP2 que incluye las
inserciones en Hzs31Gass €n plasmidos pESC-URA/VP2(A3z211FlagtGsz) Yy pESC-URAA/P2(Az211cMyctGazz)
digeridos con Rsrll, Narl. Los plasmidos resultantes, concretamente, pESC-
URAA/P2(H2531Flag?GasalAs211FlagtGazz), PESC-URA/NP2(H2s31FlagtGasa/Asz1T cMyctGazz), PESC-URA/NP2
(H2s3tcMyc1Gasal  Asz211Flag?Gsaz2) Yy pESC-URA/NP2(H2s31  cMyctGasa/Aszz11cMyctGsze), Sse  usaron para
transformar la cepa Y449 de S. cerevisiae para evaluar la expresiéon de VP2 y la capacidad de formacion de VLP de
VP2 quiméricas por ELISA de VLP cuantitativa. Como se muestra en la Tabla 8, proteinas VP2 452 con dos
inserciones de region de bucle P son capaces de formar VLP. En general, se observé que la segunda insercion
redujo la eficiencia de formaciéon de VLP ligeramente, pero se formaron VLP en todos los casos con eficiencias
iguales o superiores al 20%, y la presencia de VLP se confirm6 por andlisis de ME.

Tabla 8: Capacidad de produccion de VLP de construcciones de VP2 con inserciones multiples.

(Los péptidos de nlicleo se muestran en negrita y subrayados; % de VLP: eficiencia de formacién de VLP).

POSICION DE INSERCION (SECUENCIA DE | POSICION DE INSERCION (SECUENCIA DE | % de
PEPTIDOS INSERTADA) PEPTIDOS INSERTADA) VLP
ninguna 100
H2s3 1FlagtGase(TSDYKDDDDKGSGGSSDYKD | Asz1 TFlagtGazo(TSDYKDDDDKGSGGSSDYKDDDDKTS |
DDDKTS) )
Asz217cMyc1Gspz (TSEQKLISEEDLTS) 45
ninguna 84
Hass 1cMyc1Gass (TSEQKLISEEDLTS) ,)AgzlTFIagTG322(TSDYKDDDDKGSGGSSDYKDDDDKTS 33
Asz217cMyc1Gapz (TSEQKLISEEDLTS) 82
ninguna As211Flag? G322 (TSDYKDDDDKGSGGSSDYKDDDDKTS | 62
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)

Az211cMyc1G3z2 (TSEQKLISEEDLTS) 67

Ejemplo 9: VLP de VP2 quiméricas resultantes de proteinas de fusién VP2 quiméricas que incorporan la
insercion o sustitucion con un péptido de interés, ademas de un péptido de interés terminalmente fusionado.

Para probar la posibilidad de combinar inserciones o sustituciones de VP2 con fusiones terminales, se prepararon
una serie de construcciones de insercion o sustitucion de VP2 con fusiones de péptidos del extremo N o C terminal
como se muestra en la Figura 5. Para la construccién de un sitio de fusion del extremo C terminal, se manipularon
genéticamente construcciones de ADN que incorporan la insercion de un ADN de interés, Flag o cMyc, dentro de
VP2 en el sitio Ha531G2s4 0 A3211G322 Y construcciones de ADN que codifican un mutante de sustitucion de 4K, que
contiene cuatro restos de lisina en regiones de bucle P, para contener sitios de restriccion Notl y Hindlll Gnicos en el
extremo C terminal del gen de VP2 [por ejemplo: pESC-URA/VP2(H2s31cMyct1Gass)-Not Hind; y pESC-
URA/VP2(Q221 K-H253K-G 285 K-H320K)-Not Hind]. La doble digestién de los vectores de insercion o sustitucion de VP2
con Notl - Hindlll y la religacion para incorporar un fragmento lineal de Notl - Hindlll que codifica cMyc o Flag produjo
la fusién del extremo C terminal del segundo ADN de interés, 0 mismo, o en la combinacion de la fusion del extremo
C terminal y sustituciones de 4K [por ejemplo: pESC-URA/VP2(Hzs31FlagtGass)-Flag; 0 pESC-URA/NVP2(Q221K-
H253K-Gogs K-H3z0 K)-CMyC].

Para la construccién de fusiones del extremo N terminal, construcciones de ADN que incorporan la insercién de un
ADN de interés, Flag (SEQ. ID. NO: 2) o cMyc (SEQ. ID. NO: 3), dentro de VP2 en el sitio H2531 G254 0 Az211G322,
H2537G2s4 y construcciones de ADN que codifican el mutante de sustitucion de 4K, se digirieron con EcoRlI, situada
inmediatamente en la direccion 5' del codon de iniciacion, y se ligaron a un fragmento de ADN que codifica Flag con
extremos cohesivos de EcoRI. La transformacion del producto de ligacién en E. coli supercompetentes condujo al
aislamiento de plasmidos que codifican mutantes con fusiones Flag del extremo N terminal en combinaciéon con
inserciones o sustituciones de VP2 [por ejemplo: pESC-URA/Flag-VP2(H2s31FlagtGass); 0 pESC-URA/Flag-
VP2(Q221K-H2s3K-G2ssK-H320K)]. La transformacion de todas las construcciones en Y449 de S. cerevisiae y el
aislamiento de colonias de levadura transformadas fue seguido de la evaluacién de la eficiencia de produccion de
VLP, como se muestra en la Tabla 11. En general, la fusién de un péptido de interés con el extremo C terminal
redujo la eficiencia de formaciéon de VLP, pero se formaron VLP en todos los casos con eficiencias iguales o
superiores al 20%, y la presencia de VLP se confirmé por microscopia electrénica (ME).

Tabla 9. Capacidad de produccién de VLP de construcciones de VP2 que incorporan lainsercién de un
péptido de interés y una fusion del extremo C o N terminal de un segundo péptido de interés.

(% de VLP: eficiencia de formacion de VLP; BG: expresion del ruido de fondo; NT: no probado)

POSICION DE INSERCION (SECUENCIA DE PEPTIDOS | POSICION DE FUSION TERMINAL | % de
INSERTADA) (SECUENCIA DE PEPTIDOS INSERTADA) | VLP
Ninguna 100
R4s21Flag(SSGDYKDDDDK) 23
Hazs31FlagtG254(TSDYKDDDDKGSGGSSDYKDDDDKSTS) Rz 1oMyc(SSGDYKDDDDK) 20
FlagtM1(MDYKDDDDKGNSEF) 45
Ninguna 62
R4s21Flag(SSGDYKDDDDK) 67
Az211Flag? G322 (TSDYKDDDDKGSGGSSDYKDDDDKSTS) R 121 cMyc(SSGDYKDDDDK) NT
FlagtM1(MDYKDDDDKGNSEF) 34
Ninguna 84
R4s21Flag(SSGDYKDDDDK) 55
EQKLISEEDLS
H2s3tcMyct Gass (TSEQKLISEEDLSTS) R4521cMyc(SSGDYKDDDDK) 30
FlagtM11(MDYKDDDDKGNSEF) 78
Ninguna 67
Ras21Flag(SSGDYKDDDDK 85
Az211cMyctGazz (TSEQKLISEEDLTSTS) Rjzjcl\ﬁsé(SSGDYKDDDD&) NT
FlagtM1(MDYKDDDDKGNSEF) 56
Ninguna 45
) ) ) Ras21Flag(SSGDYKDDDDK) 34
Q221K-H253K-G2g5K-HazoK (4K) Rus21cMyc(SSGDYKDDDDK) 40
FlagtM1(MDYKDDDDKGNSEF) 55

Ejemplo 10: Produccién en baculovirus de VLP T=13 que incorporan inserciones de VP2 y fusiones
terminales de VP3 por expresion de genes de poliproteina pVP2-VP4-VP3 quimérica.

Para la generacion de VLP T=13 de IBDV que incorporan inserciones de péptidos de interés dentro de VP2, se
construyeron plasmidos para la expresion de la poliproteina pVP2-VP4-VP3 de IBDV. Mas especificamente, se
usaron plasmidos de expresion de baculovirus, concretamente pFastBacDual (pFBD) de Invitrogen™, y genes
sintéticos de pVP2 (SEQ. ID. NO: 21), VP4 (SEQ. ID. NO: 23) y VP3 (SEQ. ID. NO: 25) de la cepa Soroa de IBDV en
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pUC57 (NCIB N.° AAD30136) clonados como se muestra en las Figuras 6, 7 y 8, para la construccion plasmidos de
pFBD/poliproteinas pVP2-VP4-VP3 [es decir: pFBD/pVP2-VP4-VP3-pp]. La construccion de plasmidos se expone
brevemente en la Figura 9 y del siguiente modo:

En una primera etapa, se cloné el gen que codifica pVP2 de 512 aminoécidos de longitud completa (SEQ. ID.
NO: 21) en el plasmido de pFBD en la direccion 3' del promotor de PH. El plasmido pUC57-pVP2 se digirié con
enzimas de restriccion Bg/ll y Hindlll y el fragmento de ADN se clon6 en el plasmido pFBD digerido con BamHI y
Hindlll generando pFBD/pVP2-pp.

En una segunda etapa, se clonaron los genes de proteinas de fusiéon VP3 en pFBD/VP2 en la direccién 3' del gen de
pVP2. Se obtuvieron por PCR fragmentos de ADN que codifican VP3-Flag y VP3-cMyc usando el gen de VP3
sintético (pUC57-VP3) mostrado en la Figura 8 como molde y cebadores de oligonucleétidos BV VP3 5' Hindlll
(SEQ. ID. NO: 10) y BV VP3-Flag 3'Hindlll (SEQ. ID. NO: 11), BV VP3-cMyc 3'Hindlll (SEQ. ID. NO: 12),
respectivamente, como se muestra en la Figura 9. Se digirieron fragmentos de ADN purificados con enzimas de
restriccion Hindlll y se clonaron en pFBD/pVP2-pp digerido con Hindlll generando pFBD/pVP2-VP3-Flag-pp y
pFBD/pVP2-VP3-cMyc-pp.

En una tercera etapa, se clonaron fragmentos de ADN que codifican las inserciones de VP2 en plasmidos
pFBD/pVP2-VP3(X)-pp. Para este fin, se digirieron plasmidos de insercion de bucle [por ejemplo:
pFBD/VP2(H253TFIagTG254); pFBD/VPZ(H253TCMyCTG254); (0] pFBD/VPZ(szlK-staK-stsK-HazoK)] con la enzima
de restriccion Rsrll y Ncol, que corta dentro del gen de VP2 en las posiciones de aminoacidos Gz4-Hsss y se clond el
fragmento de gen de VP2 purificado en plasmidos pFBD/pVP2-VP3-Flag-pp y pFBD/pVP2-VP3-cMyc-pp digeridos
con Rsrll y Ncol, generando los plasmidos pFBD/pVP2(H2s31Flag o MyctGass)-VP3-Flag-pp, pFBD/pVP2(H2s31Flag
0 MyctGass)-VP3-cMyc-pp, pFBD/pVP2(Az11Flag 0o MyctGazn)-VP3-Flag-pp, pFBD/pVP2(As211Flag 0o MyctGazn)-
VP3-cMyc-pp, pFBD/pVP2(Q221K-H253K-ngsK-ngoK)-VP3-FIag-pp Yy pFBD/pVPZ(Q221K-H253K-ngsK-ngo-K)-VP3-
cMyc-pp, como se muestra en la Figura 9.

En una etapa final de la construccion, se inserté el gen de VP4 entre los genes de pVP2 y VP3 para crear el marco
de lectura abierto de pVP2-VP4-VP3. Para llevar a cabo esto, se digirié el plasmido pUC57-VP4 con enzimas de
restriccion Pvull y Bsgl y el fragmento de ADN de pVP4 se cloné en plasmidos pFBD/pVP2(X)-VP3-X digeridos con
Pvull y Bsgl (por ejemplo pFBD/pVP2(H2s31Flag 0 MyctG2sa)-VP3-Flag-pp y pFBD/pVP2(Q221 K-H253K-G 285 K-H320-
K)-VP3-cMyc-pp)

Los plasmidos resultantes [por ejemplo: pFBD/pVP2(H2s31Flag o MyctGass)-VP4-VP3-Flag-pp y pFBD/pVP2(Q221 K-
H2s53K-G 285 K-H320-K)-VP4-VP3-cMyc-pp] se introdujeron en baculovirus recombinantes (rBV) que en el transcurso de
su ciclo de replicacién expresaron las poliproteinas pVP2(X)-VP4-VP3-X. Se llevé a cabo la producciéon de VLP en
células de insecto infectadas por rBV vy la purificacion de VLP T=13 siguiendo procedimientos convencionales.

Brevemente, se infectaron cultivos de células de insecto H5 (Invitrogen™) con rBV a una multiplicidad de infeccion
de 5 ufp/célula. 30 h después de la infeccién, las células se recogieron, se lisaron y la VLP se purificd por
centrifugacion en gradiente de sacarosa. Se evaludé la capacidad de formacion de VLP T13 para todas las
construcciones por ELISA de VLP y ME de muestras de VLP purificadas. Como se muestra en la Tabla 10, todas las
construcciones probadas produjeron VLP T=13, lo que indica que las proteinas de fusion VP2 quiméricas que
contienen inserciones son de hecho compatibles con la formacién de VLP T=13 y ademas que VLP T=13 puede
prepararse para incorporar la combinacion de péptidos de interés insertados en VP2 y fusionados con VP3.

Tabla 10: Capacidad de produccion de VLP de VLP T=13 que incorpora inserciones de VP2 y fusiones
terminales de VP3 y producidas por la expresién del gen de poli-proteina pVP2-VP4-VP3 en baculovirus.

(* % de eficiencia de formacién de VLP en comparacion con pVP2-HisVP3 generada por co-expresion de pVP2 y
VP3).

POSICION DE INSERCION (SECUENCIA DE | Fusién de | POSICION/SECUENCIAS | % de VLP*
PEPTIDOS INSERTADA) VP3 DE PEPTIDOS
VP3-Flag | E250/SSGDYKDDDDK 80
Hazss 1Flag1 G2s(TSDYKDDDDKGSGGSSDYKDDDDKTS) 5™ o oo EOKLISEEDL 9
VP3-Flag | E250/SSGDYKDDDDK 77
EQKLISEEDL
Hzss 1CMyc1Gass (TSEQKLISEEDLTS) VP3-CMyC | E2s0/EQKLISEEDL 55
VP3-Flag | E250/SSGDYKDDDDK 44
As211Flag] Gazz(TSDYKDDDDKGSGGSSDYKDDDDKTS) /52" oo/ EOKLISEEDL -
Asz211cMyc1Gaz2 VP3-Flag E250/SSGDYKDDDDK 82
(TSEQKLISEEDLTS) VP3-CMyc | E2s0/EQKLISEEDL 76
VP3-Flag | E250/SSGDYKDDDDK 66
Q221K-H253K-GasK-Haz0K (4K) VP3-cMyc | E2s0/EQKLISEEDL 45

Ejemplo 11: Produccién en S. cerevisiae de levadura de VLP T=13 que incorporan una insercion de VP2 y
VP3 terminalmente fusionada con el extremo Ny C terminal.
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Para la generacion de VLP T=13 que incorporan inserciones de péptidos de interés dentro de VP2, se construyeron
plasmidos para la co-expresion de VP2 y VP3 de genes separados. Se usaron plasmidos de expresion individuales,
concretamente pESC-URA de Stratagene™, que permitid la expresion en levadura. Se clonaron genes sintéticos
para pVP2-512 (SEQ. ID. NO: 21) y VP3 (SEQ. ID. NO: 25) de la cepa Soroa de IBDV en pUC57 (NCIB N.°
AAD30136) como se muestra en las Figuras 6 y 8, y se usaron para las construcciones de plasmido. La construccion
de plasmidos se expone brevemente en la Figura 10.

En una primera etapa, la construccién de plasmidos pESC-URA/pVP2-VP3, se clonaron genes de proteinas de
fusion VP3 en pESC-URA en la direccién 3' del promotor GAL10 (MSC1). Se obtuvieron fragmentos de ADN que
codifican His-VP3, His-VP3-Flag y His-VP3-cMyc por PCR usando el gen de VP3 sintético (pUC57-VP3) mostrado
en la Figura 8 como molde y cebadores de oligonucleétidos Y His-VP3 5'(SEQ. ID. NO: 13) y Y VP3 3'(SEQ. ID. NO:
14), Y VP3-Flag 3'(SEQ. ID. NO: 15), Y VP3-cMyc 3 (SEQ. ID. NO: 16), respectivamente, como se muestra en la
Figura 1. Los fragmentos de ADN purificados se digirieron con enzimas de restriccién Notl y Sacl y se clonaron en
PESC-URA digerido con Notl y Sacl generando los siguientes plasmidos de pESC-URA/ His-VP3(X), pESC-URA/
His-VP3, pESC-URA/ His-VP3-Flag y pESC-URA/ His-VP3-cMyc.

En una segunda etapa, se clon6 el gen que codifica pVP2 de 512 aminoacidos de longitud completa en plasmidos
PESC-URA/His-VP3-X, donde X es el ADN de interés de ejemplo, concretamente cMyc (SEQ. ID. NO: 3) o Flag
(SEQ. ID. NO: 2), en la direccién 3' del promotor GAL1 (MCS2). El plasmido pUC57-pVP2 se digirié con enzimas de
restriccion Bglll y Hindlll y el fragmento de ADN se cloné en plasmidos pESC-URA/His-VP3-X digeridos con BamHI y
Hindlll, generando los siguientes plasmidos de pESC-URA/pVP2-VP3-X, pESC-URA/pVP2-His-VP3, pESC-
URA/pVP2-His-VP3-Flag y pESC-URA/pVP2-His-VP3-cMyc.

En una tercera etapa, se clonaron fragmentos de ADN que codifican las inserciones de VP2 en plasmidos pESC-
URA/pVP2-His-VP3-X. Para este fin, se digirieron plasmidos de insercion de bucle [por ejemplo: pESC-
URA/NVP2(H2s31FlagtGass), 0 pESC-URA/NVP2(Q221K -H2s3K-G2gsK-H320K)] con las enzimas de restriccion Rsrll y
Mscl, que se cortaron dentro del gen de VP2 en las posiciones de aminoacidos G24-W 414 Yy se cloné el fragmento de
gen de VP2 purificado en plasmidos pESC-URA/pVP2-His-VP3-X digeridos con Rsrll y Mscl.

Se usaron los plasmidos resultantes, concretamente pESC-URA/pVP2(H2s31Flag o cMyctGasa)-His-VP3, pESC-
URA/pVP2(As211Flag 0 cMyc1Gazz)-His-VP3, pESC-URA/pVP2(Hzs3tFlag o cMyctGase)-His-VP3-Flag, pESC-
URA/pVP2(H2s31Flag o cMyc1Gasq)-His-VP3-cMyc, pESC-URA/pVP2(As211Flag o cMyctGaa;)-His-VP3-Flag, pESC-
URA/pVP2(As11Flag o cMyc1Gazz)-His-VP3-cMyc, pESC-URA/NP2(Q22K-H2s3K-G2gsK-H320K)-His-VP3, pESC-
URANP2(Q221K-H253K-ngsK-ngoK)-His-VP3-FIag Yy pESC-URA/VPZ(Q221K-H253K-6285K-H320K)-His-VP3-cMyc,
para transformar Y449 de S. cerevisiae para evaluar la expresién de VP2/VP3 y la capacidad de formacion de VLP
por ELISA de VLP cuantitativa usando extractos de células de levadura totales. Se confirmé la formacién de T=13
por ME de muestras de VLP purificadas y se compararon con la formacién de VLP de una construccion de pVP2-
His-VP3 que carece de inserciones de VP2. Como se muestra en la Tabla 11, todas las construcciones probadas
produjeron la formacion de VLP T=13 con grados de eficiencia variables por encima del 20% que indican que las
proteinas de fusion VP2 quiméricas que contienen inserciones son de hecho compatibles con la formacién de VLP
T=13 en levadura, y ademas que VLP T=13 puede prepararse para incorporar proteinas de fusion VP2 quiméricas y
VP3 quimérica.

Tabla 11. Capacidad de produccién de VLP de VLP T=13 que incorporan inserciones de VP2 y fusiones
terminales de VP3 generadas por expresion de pVP2 y VP3 en levadura.

(* % de eficiencia de formacién de VLP en comparaciéon con pVP2-HisVP3 generado por co-expresion de pVP2 y

VP3).

POSICION DE INSERCION (SECUENCIA | Fusionde VP3 | POSICION / SECUENCIAS DE | % de

DE PEPTIDOS INSERTADA) PEPTIDO VLP*
His-VP3 His-VP3:M;/HHHHHHSSG 44

g&;ITDFE')aE%%?(ST)SDYKDDDDKGSGGSS His-VP3-Flag | M1/HHHHHHSSG E 250/SSGDYKDDDDK | 23

_— His-VP3-cMyc | M1/HHHHHHSSG, E 250/EQKLISEEDL 12
His-VP3 His-VP3:M;/HHHHHHSSG 66

H2s37cMyctG2s4(TSEQKLISEEDLSTS) His-VP3-Flag | M1/HHHHHHSSG,E 250/SSGDYKDDDDK | 62
His-VP3-cMyc | M1/HHHHHHSSG, E »50/EQKLISEEDL 44
His-VP3 His-VP3:M;/HHHHHHSSG 53

gﬁg:[')aggﬁgﬁ(sT)SDYKDDDDKGSGGSS His-VP3-Flag | Mi/HHHHHHSSG,E 5/SSGDYKDDDDK | 42

_— His-VP3-cMyc | M1/HHHHHHSSG, E 250/EQKLISEEDL 66
His-VP3 His-VP3:M;/HHHHHHSSG 22

As217cMyct G322 (TSEQKLISEEDLSTS) His-VP3-Flag | M1/HHHHHHSSG,E 250/SSGDYKDDDDK | 12
His-VP3-cMyc | M1/HHHHHHSSG, E 250/EQKLISEEDL 59
His-VP3 His-VP3:M;/HHHHHHSSG 55

Q221K-H253K-G2g5K-H320K (4K) His-VP3-Flag M1/HHHHHHSSG,E»59/SSGDYKDDDDK | 33
His-VP3-cMyc | M1/HHHHHHSSG, E 250/EQKLISEEDL 56
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Ejemplo 12: Expresion de proteinas de fusion VP2 quiméricas y VP3 en baculovirus para la produccion de
VLP T=13 que incorporan inserciones de VP2 y fusiones terminales de VP3.

Para la generacion de VLP T=13 de IBDV que incorporan inserciones de péptidos de interés dentro de VP2, se
construyeron plasmidos para la co-expresion de VP2 de IBDV y VP3 de genes separados. Se usaron plasmidos de
expresion individuales, concretamente pFastBacDual (pFBD) de Invitrogen™, que permitié la expresion en células
de insecto. Se usaron genes sintéticos para pVP2 512 (SEQ. ID. NO: 21) y VP3 (SEQ. ID. NO: 25) de la cepa Soroa
de IBDV clonada en pUC57 (NCIB N.° AAD30136) como se muestra en las Figuras 6 y 8 para las construcciones de
plasmido (véase la Figura 11) del siguiente modo:

En una primera etapa en la construccion de plasmidos pFBD/pVP2-VP3, se clonaron genes de proteinas de
fusién VP3 en pFBD en la direccién 3' del promotor p10. Se obtuvieron fragmentos de ADN que codifican His-
VP3, His-VP3-Flag y His-VP3-cMyc por PCR usando el gen de VP3 sintético (pUC57-VP3) mostrado en la Figura
6 como molde y cebadores de oligonucleétidos BV His-VP3 5'(SEQ. ID. NO: 17) y BV VP3 3'(SEQ. ID. NO: 18),
BV VP3-Flag 3' (SEQ. ID. NO: 19), BV VP3-cMyc 3' (SEQ. ID. NO: 20), respectivamente, como se muestra en la
Figura 2.

Se digirieron fragmentos de ADN purificados con enzimas de restriccién Smal y Kpnl y se clonaron en pFBD digerido
con Smal y Kpnl generando plasmidos pFBD/His-VP3-X, donde X es ADN de interés, concretamente, Flag (SEQ. ID.
NO: 2) de cMyc (SEQ. ID. NO: 3).

En una segunda etapa, se clond el gen que codifica la VP2 de 512 aminoacidos de longitud completa en plasmidos
pFBD/ His-VP3-X en la direccion 3' del promotor PH. Se digirid plasmido pUC57-pVP2 con enzimas de restriccion
Bglll y Hindlll y el fragmento de ADN se clon6 en pldsmidos pFBD/VP3-X digeridos con BamHI y Hindlll generando
los siguientes plasmidos de pFBD/pVP2-His-VP3-X, pFBD/pVP2-His-VP3, pFBD/pVP2-His-VP3-Flag y pFBD/pVP2-
His-VP3-cMyc.

En una tercera etapa, se clonaron fragmentos de ADN que codifican las inserciones de VP2 en plasmidos de
pFBD/pVP2-VP3-X. Para este fin, se digirieron pldsmidos de insercion de bucle [por ejemplo: pESC-
URA/VP2(H2531FlagtGasa); pPESC-URA/NP2(H2s31cMyctGasa 0 pPESC-URA/NVP2/Q 221 K-H2s53K-G2g5K-H320K] con la
enzima de restriccion Rsrll y Ncol, que corta dentro del gen de VP2 en las posiciones de aminoacidos G24-Hsss y €l
fragmento de gen de VP2 purificado se cloné en plasmidos pFBD/pVP2-His-VP3-X digeridos con Rsrll y Ncol.

Los plasmidos resultantes, mostrados en la Figura 11, concretamente pFBD/pVP2(Hzs31Flag o cMyctGsa)-His-VP3,
pFBD/pVP2(H2s3tFlag o cMyctGasa)-His-VP3-Flag, pFBD/pVP2(HzsztFlag o MyctGoass)-His-VP3-cMyc,
pFBD/pVPZ(Q221K-H253K-stsK-H:gzoK)-HiS-VPS, pFBD/pVPZ(szlK-H253K-st5K-H320K)-VP3-F|ag Yy
pFBD/pVP2(Q221K-H253K-G 285 K-H320K)-His-VP3-cMyc, se introdujeron en baculovirus recombinantes (rBV) que en
el transcurso de su ciclo de replicacion expresaron ambas proteinas, fusiones de VP2 y fusiones de VP3,
simultaneamente. Se llevé a cabo el mismo procedimiento con inserciones de Flag y cMyc VP2 en la localizacién
A3211G322 cOomo se muestra en la Figura 11. Se llevd a cabo la produccion de VLP en células de insecto infectadas
por rBV vy la purificaciéon de VLP T=13 siguiendo los procedimientos convencionales. Brevemente, se infectaron
cultivos de células de insecto H5 (Invitrogen™) con rBV a una multiplicidad de infeccién de 5 ufp/célula. 30 h
después de la infeccion, las células se recogieron, se lisaron y se purificaron VLP por centrifugacion en gradiente de
sacarosa. Se evalu6 la capacidad de formacion de VLP T13 para todas las construcciones por ELISA y TEM de
muestras de VLP purificadas y se compar6 con la formacion de VLP de una construccion de pVP2-His-VP3 que
carece de inserciones de VP2 (véase la Figura 12). Como se muestra en la Tabla 12, todas las construcciones
probadas produjeron VLP T=13 con eficiencias de formacién superiores al 20%, lo que indica que las inserciones de
VP2 son de hecho compatibles con la formacion de VLP T=13 en células infectadas por baculovirus y ademas que
VLP T=13 puede prepararse para incorporar la combinacion de péptidos de interés insertada en V=P2 y fusionada
con VP3.

Tabla 12: Capacidad de produccion de VLP de VLP T=13 que incorporan inserciones de VP2 y fusiones
terminales de VP3 generadas por co-expresion de pVP2y VP3.

(* % de eficiencia de formacion de VLP en comparacién con pVP2-HisVP3 generado por co-expresion de pVP2 y VP3).

POSICION DE INSERCION (SECUENCIA DE | Fusién de VP3 | POSICION / SECUENCIAS DE | %

PEPTIDOS INSERTADA) PEPTIDOS VLP*
His-VP3 His-VP3:M:/HHHHHHSSG 66

BSE)TKF;QSTG254(TSDYKDDDDKGSGGSSDYKD His-VP3-Flag | M1/HHHHHHSSG,E »50/SSGDYKDDDDK | 45

DDDKSTS) His-VP3-cMyc | M1/HHHHHHSSG,E »50/EQKLISEEDL 35
His-VP3 His-VP3:M1/HHHHHHSSG 78

H 253 1cMyct G2sa(TSEQKLISEEDLSTS) His-VP3-Flag | M1/HHHHHHSSG,E50/SSGDYKDDDDK | 55
His-VP3-cMyc | M1/HHHHHHSSG,E 50/EQKLISEEDL 34
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(* % de eficiencia de formacién de VLP en comparacién con pVP2-HisVP3 generado por co-expresion de pVP2 y VP3).

POSICION DE INSERCION (SECUENCIA DE | Fusion de VP3 | POSICION /  SECUENCIAS  DE | %
PEPTIDOS INSERTADA) PEPTIDOS VLP*
His-VP3 His-VP3:M./HHHHHHSSG 78
[A)EZBT}E?ST)G”Z(TSDYKDDDDKGSGGSSDYKD His-VP3-Flag | Ma/HHHHHHSSG,E 250/SSGDYKDDDDK | 22
DDDKS His-VP3-cMyc | My/HHHHHHSSG, E 250/EQKLISEEDL 88
His-VP3 His-VP3:M1/HHHHHHSSG 33
Az 1cMyc1 Gz (TSEQKLISEEDLSTS) His-VP3-Flag | M:/HHHHHHSSG, E250/SSGDYKDDDDK | 56
His-VP3-cMyc | My/HHHHHHSSG, E »50/EQKLISEEDL 88
His-VP3 His-VP3:M1/HHHHHHSSG 55
Q221K-H253K-G285K-H320K (4K) His-VP3-Flag M1/HHHHHHSSG,E»59/SSGDYKDDDDK | 33
His-VP3-cMyc | My/HHHHHHSSG, E »50/EQKLISEEDL 56

Ejemplo 13: Cribado de array para inserciones contra una biblioteca que incorpora vectores de insercion de
VP2 previamente identificados.

Para limitar el nimero de aciertos positivos falsos durante los cribados, se prepar6 una segunda generacion de
vectores de insercidn de bucle de VP2 para contener un sitio de clonacién mdltiple (MCS) para la eficiente clonacion
direccional de un ADN de interés. Para este fin, se digirieron vectores que contienen un sitio Spel en cada una de las
posibles posiciones de insercién de VP2 con Spel y se religaron para incorporar una insercion de MCS que permitio
la clonacion direccional de ADN de interés usando sitios de restriccion Notl y Spel (véase la Figura 13). La insercion
de MCS contuvo varios codones de terminacion en marco para garantizar que la religacion de vectores que
contienen MSC codificaran una proteina VP2 delecionada incapaz de ensamblarse en forma de VLP.

Para el cribado de la prueba en array realizada, se sembraron una seleccion de 7 vectores de insercién de MCS de
VP2 en forma de un array, un vector por pocillo, como triplicados en placas de 96 pocillos. La seleccion de vectores
incluyd construcciones con sitios de insercion en las regiones de bucle P de VP2 o fuera de dichas regiones de bucle
P de VP2. Se digirieron simultdneamente vectores con Notl y Spel durante 2 h en condiciones de tampdn apropiado.
Tras la inactivacién por calor a 65 °C durante 30 minutos, se afiadié un fragmento de ADN purificado del péptido de
interés, concretamente Flag (SEQ. ID. NO: 2) y cMyc (SEQ. ID. NO: 3), con extremos cohesivos de Notl y Spel, y se
realizé ligacion con T4 ligasa a 16 °C durante 18 h. A cada uno de los pocillos se afiadieron 200 ol de Y449
supercompetentes de S. cerevisiae para transformacion, seguido después de 30 minutos de la adicién de 750 ul de
medio de cultivo selectivo. Después del cultivo a 30 °C durante 16 h, las células se lisaron por 3 ciclos de
congelacion-descongelacion y se probd la eficiencia de formacion de VLP por ELISA de VLP cuantitativo. La
eficiencia de expresién de VLP para cada uno de los clones varié para los diferentes vectores segun el sitio de
insercion como se muestra en la Tabla 13.

Se calculd la eficiencia de formacién de VLP para cada construccion como un valor promedio de los pocillos
triplicados. Los datos obtenidos para los vectores de insercion HzsztGosa, Faa9 TR2s0, T2s61D2s7, D3231Qs24 Y
GissTL1se concordaron bien con los datos de formacion de VLP previamente obtenidos para estos vectores (véase la
Tabla 1), lo que indica que el cribado de array puede predecir con exactitud el sitio de insercién 6ptimo para el
péptido de interés y que los cribados de array son de hecho una herramienta Gtil para la identificacién de sitio de
insercion preferido para un péptido de interés particular.

Tabla 13: La expresion de VLP tras lainsercion de un péptido de interés en vectores de insercion de VP2
dispuestos en un formato de array.

(% de VLP: eficiencia de formacion de VLP)
- DESCRIPCION DE % de VLP

POCILLO | POSICION || 5caLizacion / Péptido Flag | Péptido cMyc
1 H2s531G 254 Bucle P superficial DE | 88 85

2 F2491R2s50 Bucle P superficial DE | BG 25

3 T2861D 287 Bucle P superficial FG | 70 45

4 D3237Qs24 | Bucle P superficial HI 55 85

5 Q76TN77 Fuera del bucle P 77 54

6 S1111T112 Fuera del bucle P 55 67

7 GissLisy Fuera del bucle P 34 45

Ejemplo 14: Cribado de conjuntos para inserciones de Flag contra una biblioteca que incorpora la insercion
previamente identificada de vectores de VP2,

Para el cribado de conjuntos, se mezcl6 una seleccién equimolar de ADN de plasmido de 7 vectores de insercién de
VP2 previamente seleccionados que contienen un MCS, que incluye un sitio de clonacién Notl/Spel en el sitio de
insercién deseado. La seleccion de vectores incluyé sitios de clonacion de bucle P y fuera del bucle P como se
muestra en la Tabla 14. Los vectores reunidos se digirieron con Notl y Spel durante 2 h en condiciones de tampoén
apropiado, se incubaron a 65 °C durante 30 minutos y se purificaron por electroforesis en gel. Se mezcldé un
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fragmento lineal, con extremos cohesivos de Notl y Spel, del ADN de interés que codifica Flag (SEQ. ID. NO: 2)
como un péptido de interés de ejemplo, con el conjunto de vectores digeridos y se ligd con T4 ligasa a 16 °C durante
18 h. La transformaciéon de E. coli electrocompetente con 1 ul de mezcla de ligacién produjo una biblioteca de
insercién de VP2 para el péptido de interés que contiene insercién en las 10 localizaciones preseleccionadas
diferentes. Se purificé el plasmido de ADN reunido y se transformaron 10 pg en levadura Y449 de S. cerevisiae y se
sembraron en YNB/CSM-URA + 2% de glucosa. Los clones de levadura aislados se transfirieron a placas que
contenian galactosa y las colonias individuales resultantes se transfirieron a una membrana de PVDF para analizar
la produccién de VLP por inmunotransferencia de colonia contra anticuerpos especificos de VLP de VP2. Se
recogieron una seleccion de 50 clones positivos y se cultivaron individualmente en medio liquido selectivo
(YNB/CSM-URA + 2% de galactosa) y se llevo a cabo ELISA de VLP cuantitativo para confirmar la produccion de
VLP de clones positivos. Se secuenciaron veinte colonias con eficiencias de formacién de VLP por encima del 50%
para identificar el sitio de insercion dentro de VP2. Los clones positivos confirmados tuvieron inserciones en sitios
previamente identificados como preferidos para las inserciones [por ejemplo: Hs31G2s4, D3231Qz24, Q76TN77)]
mostradas en la Tabla 14. Por otra parte, no se identificaron clones con inserciones en un sitio de insercion menos
preferido [por ejemplo: F2491R250] en el cribado de conjuntos, lo que indica que el cribado de array podria predecir
con exactitud el sitio de insercién 6ptimo para un péptido de interés y que los cribados de conjuntos son de hecho
una herramienta (til para la identificacion de sitios de insercion preferidos para un péptido de interés particular.

Tabla 14: Sitios de insercidon de VLP de VP2 preferidos para Flag resultante de un cribado contra un conjunto
de 7 vectores de insercion de VP2 previamente identificados.

POSICION | DESCRIPCION DE | RESULTADO DEL CRIBADO DE CONJUNTOS / Nimero de clones

LOCALIZACION identificados con la eficiencia de formacion de VLP >50% de control

de VP2 452

H2s31Ggzs4 | Bucle P DE
F2497R2s0 Bucle P DE
T2867Dosr Bucle P FG
D3231Q3s24 | Bucle P HIi
Q76TN77 Fuera del bucle P
S1111Ta12 Fuera del bucle P
GissL1so Fuera del bucle P

RPW|~|O|IN|O|O

Ejemplo 15: Cribado de insercion de péptidos basados en transposon al azar.

Se dirigié una biblioteca de VP2 452 que contiene inserciones al azar del transposén Mu junto con VP2 452
completa con Notl en el sitio Unico proporcionado por el transposén Mu. El conjunto de plasmidos linealizados se
religd para incorporar tres adaptadores de ADN con extremos cohesivos de Notl que codifican el péptido Flag (SEQ.
ID. NO: 2) o cMyc (SEQ. ID. NO: 3) en cada uno de los tres posibles marcos de lectura. Se usaron 0,5-1 pl de la
mezcla de ligacién para transformar Transformax EC100 Electrocompetent E. coli para obtener un biblioteca de
insercién de Flag de VP2 al azar en E. coli. La biblioteca se expandié y el ADN de plasmido reunido se purificé y se
usaron 10 ug para transformar levadura Y449 de S. cerevisiae antes de sembrar en placas de YNB/CSM-URA + 2%
de glucosa. Se obtuvieron 10.000 clones de levadura y se transfirieron a placas de seleccion que contenian
galactosa. Las colonias cultivadas en presencia de galactosa se transfirieron a una membrana de PVDF para
analizar la expresion de VP2 y la formacién de VLP por inmunotransferencia de colonias. Se cultivaron
individualmente una seleccion de 180 clones positivos en medio liquido selectivo o (YNB/CSM-URA + 2% de
galactosa) y se llevéd a cabo ELISA de VLP cuantitativo para confirmar la producciéon de VLP de clones positivos. 16
muestras de los clones positivos seleccionados del cribado de Flag y cMyc mostraron eficiencias de formacion de
VLP por encima del 50% del control de VP2 452 y el gen de VP2 quimérica de estos clones se secuencié para
identificar el sitio de insercion. La Tabla 15 muestra la capacidad de produccién de VLP de inserciones de VP2 del
péptido Flag resultantes de un cribado de insercién de péptidos basados en transposoén al azar.

Como se muestra en la Tabla 15, algunos de los clones positivos confirmados contuvieron la insercion del péptido de
interés, Flag (SEQ. ID. NO: 2), en sitios preferidos previamente identificados tales como M11T2, l184TP1ss5, G1ssTL 189,
L43sTKas7, mientras que otros mostraron inserciones en localizaciones previamente no identificadas de las regiones
de bucle P. Dos clones en las posiciones de insercion ligatP1ss, La7oTAzgo mostraron la insercion de dos copias
indicando que éstas podrian ser el sitio de insercion preferido para grandes inserciones. Se encontraron tres clones
de insercién de Flag independientes en dos sitios de insercion previamente identificados (l1841P1ss, La3sTKas7)
sugiriendo que estos sitios constituyen un sitio de insercion preferido fuera de la regién de bucle P.

Tabla 15: Capacidad de produccion de VLP de las inserciones de VP2 de péptido Flag resultantes de un
cribado de insercion de péptidos basados en transposon.

(Se muestran péptidos insertados de interés subrayados con los restantes aminoacidos resultantes del transposoén
Mu insertado; % de VLP: eficiencia de formacion de VLP).

POSICION DE INSERCION | SECUENCIA INSERTADA % DE VLP
M11T> MMRPDYKDDDDKGSGGSSDYKDDDDKSRPHMT 77
Q91Qu0 QCGPDYKDDDDKGSGGSSDYKDDDDKSGRTQQ 79
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(Se muestran péptidos insertados de interés subrayados con los restantes aminoacidos resultantes del transposoén
Mu insertado; % de VLP: eficiencia de formacion de VLP).

POSICION DE INSERCION SECUENCIA INSERTADA % DE VLP
SCGPDYKDDDDKGSGGSSDYKDDDDKSGPDYKDDDDKGSGGSSDYKDDD 87
l1841P18s5
DKSGRTI
l1841P1ss ICGPDYKDDDDKGSGGSSDYKDDDDKSGRTIP 63
l1841P1ss ICGPDYKDDDDKGSGGSSDYKDDDDKSGRTIP 54
Giss L s GCGPDYKDDDDKGSGGSSDYKDDDDKSGRIGL 85
A2111D212 AAADYKDDDDKGSGGSSDYKDDDDKSPAAAAD 59
D2s71TN2ss DAADYKDDDDKGSGGSSDYKDDDDKSPAATDN 52
G3221D323 GAADYKDDDDKGSGGSSDYKDDDDKSGAAGD 33
LRPDYKDDDDKGSGGSSDYKDDDDKSRPDYKDDDDKGSGGSSDYKDDDDK | 39
L379TAss0
SRPHELA
L 436 T K437 LNAADYKDDDDKGSGGSSDYKDDDDKSRPHLK 67
L 436 T K437 LMRPDYKDDDDKGSGGSSDYKDDDDKSPHLK 77
L 436 TKas7 LNAADYKDDDDKGSGGSSDYKDDDDKSRPHLK 57
F4447Ka4s FCGPDYKDDDDKGSGGSSDYKDDDDKSSRSFK 70
D41 laar DAADYKDDDDKGSGGSSDYKDDDDKSAKDI 100
144771 448 IAADYKDDDDEGSGGSSDYKDDDDKSPAADII 88

LISTADO DE SECUENCIAS

<110> CHIMERA PHARMA, S.L.U
<120> Proteinas de fusion quiméricas y particulas similares a virus de VP2 de Birnavirus
<130> Referencia de la solicitud

<160> 26

<170> PatentIn version 3.3

<210>1

<211>2

<212> PRT
<213> Attificial
<220>

<223> péptido TS
<400> 1

<210>2

<211>23

<212> PRT

<213> Attificial
<220>

<223> péptido Flag
<400> 2

Thr Ser

Asp Tyr Lys Asp Asp Asp Asp Lys Gly Ser Gly Gly Ser Ser Asp Tyr

1

5 10 15

Lys Asp Asp Asp Asp Lys Ser

<210> 3

<211>11

<212> PRT

<213> Artificial
<220>

<223> péptido cMyc
<400> 3

<210>4
<211> 15
<212> PRT
<213> Artificial

20

Glu Gin Lys Leu lle Ser Glu Glu Asp Leu Ser
1 5 10
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<220>
<223> péptido V5
<400> 4
Gly Lys Pro Ile Pro Asn Pro Leu Leu Gly Leu Asp Ser Thr Ser

1 5 10 15
<210>5

<211>12
<212> PRT
<213> Artificial
<220>
<223> péptido VSV-G
<400> 5
Tyr Thr Asp Ile Glu Met Asn Arg Leu Gly Lys Ser

1 5 10

<210>6
<211> 34
<212> ADN
<213> Artificial
<220>
<223> oligonucleétido VP2-452EcoRI-fw
<400> 6
gcccgaattc atgacaaacc tgtcagatca aacc 34
<210>7
<211> 36
<212> ADN
<213> Artificial
<220>
<223> Oligonucledtido VP2-452Notl-rev
<400>7
gcecgeggcec gcettacctta tggeeccggat tatgtc 36
<210>8
<211> 39
<212> ADN
<213> Artificial
<220>
<223> Oligonucledtido VP2 456-rev
<400> 8
gcecgeggcec gettacacag ctatcctect tatggeeeg 39
<210>9
<211> 39
<212> ADN
<213> Artificial
<220>
<223> Oligonucledtido VP2 441-rev
<400>9
gcccgeggcc gcettatgete ctgcaatctt caggggaga 39
<210> 10
<211> 32
<212> ADN
<213> Artificial
<220>
<223> Oligonucledtido BV VP3 5’ Hindlll
<400> 10
ctgaaagctt tcactcaagg tcctcatcag ag 32
<210>11
<211> 65
<212> ADN
<213> Atrtificial
<220>
<223> Oligonucledtido BV VP3-Flag 3'Hindlll
<400> 11

ctgaaagctt tcatttatca tcatcatctt tataatcacc tgatgactca aggtcctcat

cagag
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<210> 12
<211> 62
<212> ADN
<213> Artificial
<220>
<223> Oligonucleétido BV VP3-c-Myc 3’ Hindlll
<400> 12
ctgaaagctt tcacaaatct tcttcggaaa tcaattittg ticcicaagg tcctcatcag

ag

<210> 13
<211>60
<212> ADN
<213> Attificial
<220>
<223> Oligonucleétido Y His-VP3 5’
<400> 13
atcgcggcecg catgcatcat catcatcatc acagcagegg cgctgcatca gagttcaaag 60
<210> 14
<211> 32
<212> ADN
<213> Artificial
<220>
<223> Oligonucledtido Y VP3 3’
<400> 14
ctgagagctc tcactcaagg tcctcatcag ag 32
<210>15
<211> 65
<212> ADN
<213> Artificial
<220>
<223> Oligonucleétido Y VP3-Flag 3’
<400> 15
ctgagagctc tcatttatca tcatcatctt tataatcacc tgatgactca aggtcctcat

cagag
<210> 16
<211> 62
<212> ADN
<213> Atrtificial
<220>
<223> Oligonucleétido Y VP3-cMyc 3’
<400> 16
ctgagagctc tcacaaatct tcticggaaa tcaatttttg ticctcaagg tcctcatcag

ag
<210> 17
<211>59
<212> ADN
<213> Artificial
<220>
<223> Oligonucleétido BV His-VP3 5’
<400> 17
atcgcccggg atgcatcatc atcatcatca cagcageggc getgcatcag agttcaaag 59
<210> 18
<211> 30
<212> ADN
<213> Artificial
<220>
<223> Oligonucledtido BV VP3 3’
<400> 18
ctgaggtacc tcactcaagg tcctcatcag 30
<210> 19

<211> 65
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<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Oligonucleétido BV VP3-Flag 3’
<400> 19

ctgaggtacc tcatttatca tcatcatctt tataatcacc tgatgactca aggtcctcat 60

cagag 65
<210> 20
<211>62
<212> ADN
<213> Artificial
<220>
<223> Oligonucleétido BV VP3-cMyc 3’
<400> 20

ctgaggtace tcacaaatct tcttcggaaa tcaatttttg ttcctcaagg tcctcatcag 60

ag 62
<210>21
<211> 1536
<212> ADN
<213> Artificial
<220>
<223> gen pVP2 sintético
<400> 21

29



<210> 22
<211>512
<212> PRT
<213> Artificial
<220>
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tgaagatcta tgacaaacct gtcagatcaa acccagcaga ttgttccgtt catacggage
cttctgatge caacaaccgg accggegtec attccggacg acaccetgga gaageacact
ctcaggtcag agacctcgac ctacaatttg actgtggggeg acacagggtc agggctaatt
gtetttttce ctggattcee tggeteaatt gtgggtgcte actacacact gcagggceaat
gggaactaca agttcgatca gatgetectg actgeccaga acctacegge cagttacaac
tactgcaggc tagtgagtcg gagtctcaca gtgaggtcaa geacacttee tggtggegtt
tatgcactaa acggcaccat aaacgecgtg accttccaag gaagectgag tgaactgaca
galgttagcet acaatgggtt gatgtctgea acagecaaca tcaacgacaa aattgggaac
gtectagtag gggaaggegt caccgicete agettaccca catcatatga tettgggtat
gtgaggcettg gtgaccecat tceegeaata gggcettgace caaaaatggt agecacatgt
gacagcagtg acaggeccag agtctacacc ataactgeag ccgatgatta ccaattctca
tcacagtacc aaccaggtgg ggtaacaatc acactgttct cagccaacat tgatgecatc
acaagcectca gegttggggg agagetegtg tttcgaacaa gegtecacgg cettgtactg
ggcgeeacca tetacctcat aggetttgat gggacaacgg taatcaccag ggetgtggee

gcaaacaatg ggetgacgac cggeaccgac aaccttatge cattcaatct tgtgatteca
acaaacgaga taacccagec aatcacatce atcaaactgg agatagtgac ctccaaaagt

ggtggtcagg caggggatca gatgtcatgg tcggeaagag ggagectage agtgacgate
catggtggca actatccagg ggeccteegt ceegtcacge tagtggecta cgaaagagtg
gcaacaggat ccgtegttac ggtegetggg gtgageaact tcgagetgat cecaaatccet
gaactagcaa agaacciggt tacagaatac ggccgatttg acccaggage catgaactac
acaaaattga tactgagtga gagggaccgt cttggeatca agaccgtctg gecaacaagg
gagtacactg actttcgtga atacttcatg gaggtggcceg acctcaactc teeectgaag
attgcaggag cattcggett caaagacata atcegggeca taaggaggat agetgtgeeg
gtggtcteea cattgttcee acetgeegcet ceectagece atgceaattgg ggaaggtgta
gactacctge tgggegatga ggeecaggee gettcaggaa ctgetegage cgegtcagga

aaagcaagag ctgcctcagg cegeataagg cagetgacte tegectaaaa getttcag

<223> proteina pVP2 sintética

<400> 22

30

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
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Met Thr Asn Leu Ser Asp GIn Thr GIn Gin [le Val Pro Phe lle Arg
1 S 10 15
Ser Leu Leu Met Pro Thr Thr Gly Pro Ala Ser Ile Pro Asp Asp Thr
20 25 30
Leu Glu Lys His Thr Leu Arg Ser Glu Thr Ser Thr Tyr Asn Leu Thr
35 40 45
Val Gly Asp Thr Gly Ser Gly Leu Ile Val Phe Phe Pro Gly Phe Pro
50 55 60
Gly Ser Ile Val Gly Ala His Tyr Thr Leu GIn Gly Asn Gly Asn Tyr
65 70 75 80
Lys Phe Asp Gln Met Leu Leu Thr Ala Gln Asn Leu Pro Ala Ser Tyr
85 90 95
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Asn Tyr Cys Arg Leu Val Ser Arg Ser Leu Thr Val Arg Ser Ser Thr
100 105 110
Leu Pro Gly Gly Val Tyr Ala Leu Asn Gly Thr Ile Asn Ala Val Thr
115 120 125
Phe Gln Gly Ser Leu Ser Glu Leu Thr Asp Val Ser Tyr Asn Gly Leu
130 135 140
Met Ser Ala Thr Ala Asn Ile Asn Asp Lys Ile Gly Asn Val Leu Val
145 150 155 160
Gly Glu Gly Val Thr Val Leu Ser Leu Pro Thr Ser Tyr Asp Leu Gly
165 170 175
Tyr Val Arg Leu Gly Asp Pro Ile Pro Ala Ile Gly Leu Asp Pro Lys
180 185 190
Met Val Ala Thr Cys Asp Ser Ser Asp Arg Pro Arg Val Tyr Thr Ile
195 200 205
Thr Ala Ala Asp Asp Tyr Gin Phe Ser Ser GIn Tyr Gln Pro Gly Gly
210 215 220
Val Thr Ile Thr Leu Phe Ser Ala Asn lle Asp Ala Ile Thr Ser Leu
225 230 235 240
Ser Val Gly Gly Glu Leu Val Phe Arg Thr Ser Val His Gly Leu Val
245 250 255
Leu Gly Ala Thr Ile Tyr Leu Ile Gly Phe Asp Gly Thr Thr Val lle
260 265 270
Thr Arg Ala Val Ala Ala Asn Asn Gly Leu Thr Thr Gly Thr Asp Asn
275 280 285
Leu Met Pro Phe Asn Leu Val Ile Pro Thr Asn Glu Ile Thr GIn Pro
290 295 300
Ile Thr Ser Ile Lys Leu Glu Ile Val Thr Ser Lys Ser Gly Gly Gln
305 310 315 320
Ala Gly Asp GIn Met Ser Trp Ser Ala Arg Gly Ser Leu Ala Val Thr
325 330 335
Ile His Gly Gly Asn Tyr Pro Gly Ala Leu Arg Pro Val Thr Leu Val
340 345 350
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Ala Tyr Glu Arg Val Ala Thr Gly Ser Val Val Thr Val Ala Gly Val
355 360 365
Ser Asn Phe Glu Leu Ile Pro Asn Pro Glu Leu Ala Lys Asn Leu Val
370 375 380
Thr Glu Tyr Gly Arg Phe Asp Pro Gly Ala Met Asn Tyr Thr Lys Leu
385 390 395 400
Ile Leu Ser Glu Arg Asp Arg Leu Gly Ile Lys Thr Val Trp Pro Thr
405 410 415
Arg Glu Tyr Thr Asp Phe Arg Glu Tyr Phe Met Glu Val Ala Asp Leu
420 425 430
Asn Ser Pro Leu Lys Ile Ala Gly Ala Phe Gly Phe Lys Asp Ile lle
435 440 445
Arg Ala Ile Arg Arg Ile Ala Val Pro Val Val Ser Thr Leu Phe Pro
450 455 460
Pro Ala Ala Pro Leu Ala His Ala Ile Gly Glu Gly Val Asp Tyr Leu
465 470 475 480
Leu Gly Asp Glu Ala GIn Ala Ala Ser Gly Thr Ala Arg Ala Ala Ser
485 490 495
Gly Lys Ala Arg Ala Ala Ser Gly Arg Ile Arg Gln Leu Thr Leu Ala

500 505 510
<210> 23
<211> 840
<212> ADN
<213> Artificial
<220>
<223> gen VP4 sintético
<400> 23
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<211> 280
<212> PRT
<213> Artificial
<220>
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aggcagcetga ctetcgecge cgacaagggg tacgaggtag tcgegaatet attccaggtg
ccccagaale cegtagtega cgggattctt gettcacctg gggtactceg cggtgeacac
aacctcgact gegtgttaag agagggtgcc acgctattee ctgtggttat tacgacagtg
gaagacgcca tgacacceaa ageattgaac agcaaaatgt ttgetgteat tgaaggegtg
cgagaagacc tccaacctcc atctcaaaga ggatccttca tacgaactct ctetggacac
agagtctatg gatatgctce agatggggta cttccactgg agactgggag agactacacc
gttgtcccaa tagatgatgt ctgggacgac ageattatge tgtccaaaga teccatacct
cctattgtgg gaaacagtgg aaatctagec atagettaca tggatgtgtt tcgacccaaa
gtcecaatee atgtggetat gacgggagec ctcaatgett gtggegagat tgagaaagta
agctttagaa gcaccaagct cgetactgeg caccgacttg gecttaggtt ggetggtece
ggagcattcg atgtaaacac cgggeccaac tgggceaacgt tcatcaaacg tttecctcac
aatccacgeg actgggacag getcecctac ctcaacctac cataccttee acccaatgea
ggacgcecagt accaccttge catggetgea tcagagtica aagagaccec cgaactcgag

agtgccgtea gagcaatgga agcageagee aacgtggacc cactattcea atctgeacte

<223> proteina VP4 sintética

<400> 24
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Arg Gln Leu Thr Leu Ala Ala Asp Lys Gly Tyr Glu Val Val Ala Asn
1 5 10 15
Leu Phe GlIn Val Pro GIn Asn Pro Val Val Asp Gly Ile Leu Ala Ser
20 25 30
Pro Gly Val Leu Arg Gly Ala His Asn Leu Asp Cys Val Leu Arg Glu
35 40 45
Gly Ala Thr Leu Phe Pro Val Val Ile Thr Thr Val Glu Asp Ala Met
50 55 60
Thr Pro Lys Ala Leu Asn Ser Lys Met Phe Ala Val Ile Glu Gly Val
65 70 f 80
Arg Glu Asp Leu Gln Pro Pro Ser Gln Arg Gly Ser Phe Ile Arg Thr
85 90 95
Leu Ser Gly His Arg Val Tyr Gly Tyr Ala Pro Asp Gly Val Leu Pro
100 105 110
Leu Glu Thr Gly Arg Asp Tyr Thr Val Val Pro Ile Asp Asp Val Trp
115 120 125
Asp Asp Ser Ile Met Leu Ser Lys Asp Pro Ile Pro Pro Ile Val Gly
130 135 140
Asn Ser Gly Asn Leu Ala Ile Ala Tyr Met Asp Val Phe Arg Pro Lys
145 150 155 160
Val Pro Ile His Val Ala Met Thr Gly Ala Leu Asn Ala Cys Gly Glu
165 170 175
Ile Glu Lys Val Ser Phe Arg Ser Thr Lys Leu Ala Thr Ala His Arg
180 185 190
Leu Gly Leu Arg Leu Ala Gly Pro Gly Ala Phe Asp Val Asn Thr Gly
195 200 205
Pro Asn Trp Ala Thr Phe Ile Lys Arg Phe Pro His Asn Pro Arg Asp
210 215 220
Trp Asp Arg Leu Pro Tyr Leu Asn Leu Pro Tyr Leu Pro Pro Asn Ala
225 230 235 240
Gly Arg Gln Tyr His Leu Ala Met Ala Ala Ser Glu Phe Lys Glu Thr
245 250 255
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Pro Glu Leu Glu Ser Ala Val Arg Ala Met Glu Ala Ala Ala Asn Val

260 265 270
Asp Pro Leu Phe Glin Ser Ala Leu
275 280

<210> 25

<211>780

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> gen VP3 sintético

<400> 25
atggctgceat cagagttcaa agagaccceec gaactcgaga gtgccgtcag ageaatggaa
gcagceageca acgtggacce actattccaa tetgeactea gigtgttcat gtggctggaa
gagaatggga ttgtgactga catggecaac ttcgeactca gegaccecgaa cgeecategg
atgcgaaatt ttcttgcaaa cgcaccacaa geaggceagea agtcgeaaag ggecaagtac
gggacageag getacggagt ggaggetegg ggecccacac cagaggaage acagagggaa
aaagacacac ggatctcaaa gaagatggag accatgggca tctactttge aacaccagaa
tgggtageac tcaatgggea ccgagggceca ageccaggec aggtaaagta ctggeagaac
aaacgagaaa taccggaccc aaacgaggac tatctagact acgtgcatge agagaagage
cggttggcat cagaagaaca aatcctaagg geagcetacgt cgatctacgg ggcetccagga
caggcagage caccccaagce tttcatagac gaagttgeca aagtctatga aatcaaccat
ggacgtggcc caaaccaaga acagatgaaa gatctgetct tgactgegat ggagatgaag
catcgcaatc ccaggegggc tetaccaaag cccaagecaa aacccaatge tccaacacag
agacccectg gtcggetggg cegetggate aggaccgtet ctgatgagga cettgagtga

<210> 26

<211> 259

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> proteina VP3 sintética

<400> 26
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Met Ala Ala Ser Glu Phe Lys Glu Thr Pro Glu Leu Glu Ser Ala Val

1 5 10 15

Arg Ala Met Glu Ala Ala Ala Asn Val Asp Pro Leu Phe GIn Ser Ala

20 25 30
Leu Ser Val Phe Met Trp Leu Glu Glu Asn Gly Ile Val Thr Asp Met
35 40 45
Ala Asn Phe Ala Leu Ser Asp Pro Asn Ala His Arg Met Arg Asn Phe
50 55 60

Leu Ala Asn Ala Pro GIn Ala Gly Ser Lys Ser GIn Arg Ala Lys Tyr

65 70 3 80

Gly Thr Ala Gly Tyr Gly Val Glu Ala Arg Gly Pro Thr Pro Glu Glu
85 90 95

Ala GIn Arg Glu Lys Asp Thr Arg lle Ser Lys Lys Met Glu Thr Met

100 105 110
Gly Ile Tyr Phe Ala Thr Pro Glu Trp Val Ala Leu Asn Gly His Arg
115 120 125
Gly Pro Ser Pro Gly Gln Val Lys Tyr Trp Gln Asn Lys Arg Glu [le
130 135 140

Pro Asp Pro Asn Glu Asp Tyr Leu Asp Tyr Val His Ala Glu Lys Ser

145 150 155 160

Arg Leu Ala Ser Glu Glu Gln Ile Leu Arg Ala Ala Thr Ser Ile Tyr
165 170 175

Gly Ala Pro Gly Gln Ala Glu Pro Pro Gln Ala Phe lle Asp Glu Val

180 185 190
Ala Lys Val Tyr Glu Ile Asn His Gly Arg Gly Pro Asn Gin Glu GIn
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195 200 205
Met Lys Asp Leu Leu Leu Thr Ala Met Glu Met Lys His Arg Asn Pro
210 215 220
Arg Arg Ala Leu Pro Lys Pro Lys Pro Lys Pro Asn Ala Pro Thr Gln
225 230 235 240

Arg Pro Pro Gly Arg Leu Gly Arg Trp Ile Arg Thr Val Ser Asp Glu

245 250 255
Asp Leu Glu
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REIVINDICACIONES

1. Una proteina de fusién, capaz de formar una particula similar a virus, que consiste en la incorporacién en
localizaciones distintas del extremo N o C terminal de una o mas secuencias de aminoacidos relevantes para la
salud humana o veterinaria, distintas de una secuencia del virus de la enfermedad de bursitis infecciosa, dentro de
una proteina VP2 de virus Birnaviridae, donde preferiblemente la proteina VP2 es la proteina VP2 del virus de la
enfermedad de bursitis infecciosa 0 una VP2 que comparte al menos el 30% de homologia de secuencia de
aminoacidos con la proteina VP2 del virus de la enfermedad de bursitis infecciosa, y donde las secuencias de
aminoacidos relevantes para la salud humana o veterinaria estan seleccionadas de la lista que consiste en:
componentes de vacuna, antigenos y epitopos, secuencias de direccionamiento, secuencias de unién, dominios
cataliticos, moduladores de farmacologia, inmunoestimuladores, toxinas y antitoxinas.

2. Una proteina de fusién segun la reivindicacion 1, donde la proteina VP2 es una pVP2 de longitud completa de 512
aminoacidos, o fragmento de la misma de 456, 0 452 o 441 aminoécidos, o comprende al menos 400 aminoacidos
de VP2.

3. Una proteina de fusion segun las reivindicaciones 1 a 2, donde las secuencias de aminoacidos relevantes para la
salud humana o veterinaria se incorporan en uno o mas sitios dentro de la proteina VP2 dentro de las regiones de
bucle P de VP2 BC (Q219-G224), DE (R249-G254), FG (T283-D287) y HI (S315-Q324), y/o fuera de dichas regiones
de bucle P de VP2, donde las secuencias de aminoéacidos relevantes para la salud humana o veterinaria son iguales
o diferentes para cada incorporacion.

4. Una proteina de fusion segun las reivindicaciones 1 a 3, donde la incorporacion de secuencias de aminoacidos
relevantes para la salud humana o veterinaria consiste en inserciones.

5. Una proteina de fusion segun las reivindicaciones 1 a 4 que esta terminalmente fusionada en su extremo carboxi
(C) o amino (N) terminal, con una segunda secuencia de aminoacidos relevante para la salud humana o veterinaria
que puede ser igual o diferente a las secuencias de aminoacidos relevantes para la salud humana o veterinaria
insertadas en la region de bucle P o fuera de dichas regiones de bucle P, donde las secuencias de amino4cidos
relevantes para la salud humana o veterinaria estan seleccionadas de la lista que consiste en: componentes de
vacuna, antigenos y epitopos, secuencias de direccionamiento, secuencias de unién, dominios cataliticos,
moduladores de farmacologia, inmunoestimuladores, toxinas y antitoxinas.

6. Una particula similar a virus constituida por el ensamblaje de cualquiera de las proteinas de fusion como se define
en cada una de las reivindicaciones 1 a 5.

7. Una particula similar a virus constituida por el ensamblaje de las proteinas de fusidn de la reivindicacién 6 y la
proteina VP3, donde la proteina VP3 esta terminalmente fusionada, ya sea en el extremo N o C terminal, con una
secuencia de aminoacidos relevante para la salud humana o veterinaria que puede ser igual o diferente a aquellas
incorporadas en VP2, donde las secuencias de aminoéacidos relevantes para la salud humana o veterinaria estan
seleccionadas de la lista que consiste en: componentes de vacuna, antigenos y epitopos, secuencias de
direccionamiento, secuencias de union, dominios cataliticos, moduladores de farmacologia, inmunoestimuladores,
toxinas y antitoxinas.

8. Una particula similar a virus segun las reivindicaciones 6 a 7 que se obtiene por la co-expresiéon de pVP2 y VP3
de construcciones génicas independientes o por la expresion de construcciones que comprenden la poliproteina
pVP2-VP4-VP3.

9. Un acido nucleico que codifica las proteinas de fusion definidas en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5.

10. Una construccion génica que comprende un acido nucleico segun la reivindicacion 9.

11. Un sistema de expresion que comprende una construccion génica segun la reivindicacién 10 operativamente
unida a elementos de control de la transcripcion, y opcionalmente de la traduccion.

12. Una célula hospedadora que contiene un acido nucleico segin la reivindicacién 9 o una construccion génica
segun la reivindicacion 10 o un sistema de expresién segun la reivindicacion 11.

13. El uso in vitro del sistema de expresién génica como se define en la reivindicacion 11 para producir particulas
similares a virus.

14. Las particulas similares a virus quiméricas de las reivindicaciones 6 a 8 para su uso en medicina, administracion
de farmacos, terapia génica, como agentes dirigidos, agentes de obtencién de imagenes, en vacunacién, como
antitoxinas, en diagndstico, o en técnicas de obtencion de imagenes aplicables a la salud humana o veterinaria.

15. Un método de cribado para la localizaciéon de los sitios de insercion preferidos dentro de las proteinas VP2, o
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proteinas de fusién de las mismas, que se ensamblan eficientemente en particulas similares a virus, que comprende:

a. Disponer, tanto individualmente como en conjuntos, un conjunto de cualquier combinacién de vectores de
biblioteca de ADN para la proteina VP2 de Birnaviridae, o proteinas de fusion de la misma, incorporar uno o
mas vectores con sitios de clonacion preseleccionados o vectores con sitios de insercion al azar para la
incorporacion de ADN de interés que conduce a cualquiera de las proteinas de fusion VP2 segln las
reivindicaciones 1 a 5;

b. Poner en contacto el conjunto de vectores de ADN de a) con un ADN de interés que codifica una secuencia
de aminoacidos relevante para la salud humana o veterinaria, para la incorporacién de dicho ADN de interés,
donde la secuencia de aminoacidos relevante para la salud humana o veterinaria esta seleccionada de la lista
gue consiste en: componentes de vacuna, antigenos y epitopos, secuencias de direccionamiento, secuencias
de unién, dominios cataliticos, moduladores de farmacologia, inmunoestimuladores, toxinas y antitoxinas;

c. Transfectar, transformar o infectar células hospedadoras con los vectores de expresién de ADN resultantes
de b) para la expresién de proteinas de fusiéon VP2 quiméricas;

d. Evaluar la eficiencia de formaciéon de VLP de las células hospedadoras de c) y seleccionar clones que
expresan particulas similares a virus quiméricas con eficiencias mas altas;

e. Determinar o confirmar la localizacién de insercion preferida del ADN de interés.
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FIG 1

Nombre de
oligonucledtido

Secuencia (5'-3")

Secuencia

VP2-452EcoRI-iw GCCCGAATTCATGACAAACCTGTCAGATCAAACC SEQIDNO6

VP2-452Notl-rev GCCCGCGGCCGCTTACCTTATGGCCCGGATTATGTC SEQIDNO7

VP2 456-rev GCCCGCOGCCGCTTACACAGCTATCCTCCTTATGGCCCG | SEQIDNG 8

VP2 441-rev GCCCGCGGCCGCTTATGCTCCTGCAATCTTCAGGGGAGA | SEQIDNO 9

BV VP3 §' Hindlll CTGAAAGCTTTCACTCAAGGTCCTCATCAGAG SEQIDNO 10
CTGAAAGCTTTCATTTATCATCATCATCTTTATAATCACCT | SEQID NO 11

BV VP3-Flag 3'Hindlll
GATGACTCAAGGTCCTCATCAGAG

BV VP3-cMyc 3 Hirdil CTGAAAGCTTTCACAAATCTTCTTCGGAAATCAATTTTTGT | SEQIDNO 12
TCCTCAAGGTCCTCATCAGAG

¥ His.VP3 5 ATCGCGGCCGCATGCATCATCATCATCATCACAGCAGCG |SEQIDNO13
GCGCTGCATCAGAGTTCAAAG

YVP33 CTGAGAGCTCTCACTCAAGGTCCTCATCAGAG SEQIDNO 14

Y VP3-Flag 3 CTGAGAGCTCTCATTTATCATCATCATCTTTATAATCACCT |SEQIDNO 15
GATGACTCAAGGTCCTCATCAGAG

Y VP3-cMyc 3 CTGAGAGCTCTCACAAATCTTCTTCGGAAATCAATTTTTGT | SEQID NO 16
TCCTCAAGGTCCTCATCAGAG

) . ATCGCCCGGGATGCATCATCATCATCATCACAGCAGCGG |SEQIDNO17

BYHis VP35 CGCTGCATCAGAGTTCAAAG

BVVP33 CTGAGGTACCTCACTCAAGGTCCTCATCAG SEQIDNO 18

BV VP3-Flag 3 CTGAGGTACCTCATTTATCATCATCATCTTTATAATCACCT | SEQID NO 19
GATGACTCAAGGTCCTCATCAGAG
CTGAGGTACCTCACAAATCTTCTTCGGAAATCAATTTTTGT | SEQID NO 20

BV VP3-cMyc 3’

TCCTCAAGGTCCTCATCAGAG
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FIG 2
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FIG 4

pESC-URA

[510> Promotor GAL10
BFlag B cMyc

x- Péptidos de interés

Nombre de construcciones

PESC-URA/VP2(X)

PESC-URANP2(H,531F13g1 Gys4)
PESC-URAVP2(H531CMyC1Gas4)

pESC-URANPZ{As2 i FiagiGaa)

PESC-URA/VP2(X-X)
PESC-URANP2(H,5, 1F1aQ1 Gagq Asy, 1F18G1Grz0)
PESC-URANP2(H 5, 1FIag1 G,ay A3y, 1CMYCT Gyyp)
PESC-URAVP2(H531CMYC1G y54 /Ay, TF12G1 Giy)
PESC-URA/NP2(Hy531CMYC 1G24 /A3211CMYCT G3p2)
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FIG S

G fvez 452l b B—

co{ THIHL D |

EcoRl

Giof[vp24s2 W P |
Gio>fvP24s2l] P |

Ciofvezasz B B

Nombre de construcciones

Nott  Hindll
EcoRl ~ f
VP2 452 PESC-URA

- 2{X)-Not Hi.
pPESC-URA/NP2(H,s31FlagtGasq)-NoOt Hind
PESC-URANP2(A,,,1Flagt G,y }-Not Hind
PESC-URANP2(H,531cMyC1Goss)-Not Hind
PESC-URANP2(A,,,1cMyct Gay,)-Not Hind
pESC-URA/VP2(4K)-Not Hind

PESC-URA/VP2(X}-X
pESC-URA/NP2{H3531FlagtGasq)-Flag
PESC-URANP2(H 5, 1F1ag1 G, )-cMyC
PESC-URA/VP2(A,,1Flag1G;,)-Flag
pESC-URA/NP2(A32,1Flag1Gsgz)-cMycC
PESC-URANVP2(H,5,1cMyC1 Gy, )-Flag
PESC-URANP2(H,5,1cMyC1Gag,)-cMyC
PESC-URANP2(A,z 1CMyctGsp,)-Flag
PESC-URA/NP2(A;,,1CMYCTGyy,)-cMyC
pESC-URA/VP2(4K)-Flag
pESC-URA/NVP2(4K)}-cMyc

PESC-URAX-VP2(X)
PESC-URAJFIag-VP2(H,s, 1FlagtGyss)
pESC-URAJFIag-VP2(Ax 1Fl1agtGaza)
PESC-URA/FIag-VP2(H,5,1CMYCTG5,)
pESC-URA/FIag-VP2(As,,1CMYCtGsz)
pESC-URA/Flag-VP2(4K)

{G10> Promotor GAL10

i Flag
B cmyc

X: Péptidos de interés

1K

resto de lisina
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FIG6
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Tactgcaggctagtgagtcggagtotcacagtgaggtcaagcacacttcctggtggegtt
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Tatgcactaaacggcaccataaacgccgtgaccticcaaggaagoecgagtgaactgaca
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gatgttagctacaatgggitgatgtctgcaacagesaacatcaacgacaaaattgggaac
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gagrtacactgacTttogtgaatactrcatggagygrggocgacosteaactereeectgaag

E ¥y T D F R E Y F M E WV A D L N S P L ¥ 437
atigcaggagcaticggoiicaaagacataaiccgyggyccataaggaggatagongtgecg

I A ¢ A F ¢ F K p I 1 R & I R R I A W P 457
gtggtctcocacattgrToctascTgeegeteocctagoscatgeaatiggggaaggrgra

vV v § T L F 2 2 2 A2 P L 2 H & I G E GG V 477
gactaccigotgggsgatgaggeocaggecgottcaggaactgotcgagecgegtecagga

D ¥ L L ¢& D E & Q A A 5 ¢ I A R & & 5 G457
aaagrcaagagcTgccrcaggccgeataaggcagotgactorcgoctaaaagettcag

K A R A » 8§ ¢ R I R QL T L A - HindIII 512
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FIG7

Pvull

aggcagectgactctcgcoccgeccgacaaggggtacgaggtagtcgcgaatctattccaggtg
R Q L T L A A D K G Y E V V A N L F @ V
ccccagaatcccgtagtcgacgggattocttgottcacctggggtactccgocggtgecacac
P 0 N P V VD 66 I L A § P 6V L R G A H
aacctcgactgcgtgttaagagagggtgccacgctattccctgtggttattacgacagtg
N L D ¢ VvV L R E G A T L F P V V I T T V
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E D A M T P K A 1L N § KM F A V I E G V
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R E D L O P P S§ 0 R G § F I R T L 5 G H
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FIG 8

atggcrtgcatcagagrtcaaagagaccoocgaactcgagagrgocgicagagcaatggaa
M A A 5 E F K £E T » E L E 5 A VvV R A M E 20
gcagcagccaacgTggacccactaticcaatctgecactecagtgtgricatgrggetggaa
LA 2 » N vV D 2P L F Q 5§ A L S V F M W L £ 40
gagaatgggattgtgactgacatggccaacitogoacicagegaccogaacgeccateygyg
E ¥ ¢ I v T D M A N F A2 L 5 D 2 N A& H R &0
atgcgaaattTtTcoTigcaaacgcaccacaagcaggcagcaagcgcaaagggecaagtac
M R N F L A ¥ B 2 Q & ¢ S K 5 Q R A K Y EO
gggacagcaggctacggagrggaggereggggococcacaccagaggaageacagagggaa
& T A ¢ ¥ ¢ ¥ E A R & # T 2 E E & Q@ R E 100
aaagacacacggatctcaaagaagartggagaccatgggcatctactttgcaacaccagaa
K D T R I 8§ K K M E T M ¢ I Y F A T P E 120
tgggtagcactcaatgggcaccgagggccaageccaggecaggraaagracrggecagaac
W vV AR L 8 € H R € 2 5§ 2 ¢ Q ¥V K Y W C ¥ 140
aaacgagaaataccggacccaaacgaggactatcragactacgigcatgecagagaagage
K R E I 2 D 2 N E D ¥ L D Y W H A E ¥ 5 1e0
cggTtTggcatcagaagaacaaacictaagggcagetacgogacotacggggetecagga
R L A 8 E E @ I L R A A T 8 I ¥ G & P G 180
caggcagagccaccocaagcoctttcatagacgaagrtgocaaagictatgaaatcaaccat
Q A E 2 2 Qg A F I D E VvV B K ¥V ¥ E I M H Z00O
ggacgtggcccaaaccaagaacagatgaaagateTgototigactgogatggagatgaag
G R ¢ 2 ¥ Q E @Q M K D L L L T &2 M £ MK X ZZ0
catcgcaatcccaggcgggetctaccaaageccaageccaaaacccaatgetecaacacag
H R ¥ » R R A L 2 K P K 2 K 2 N A P T ¢ 240
agaccccootggioggetgggccgotggatcaggaccgtctctgatgaggaccttgagtga
S D

R 7 » € R L G R W I R T V¥ E D L. E - 259
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FIG9
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Nombre de construcciones

Poliproteina pFBD/pVP2
pFBDIpVP2-pp

pFBD/pVP2.VP3-X-pp
pFBD/pVP2-VP3-Flag-pp
pFBD/pVP2-VP3-cMyc-pp

pEBDIpVP2(X)-VP3-X-pp
pFBDIpVP2(H,,,1Flag1G,,)-VP3-Flag-pp
pFBD/PVP2(H,,,1Flag1G,,,)-VP3-cMyc-pp
pFBD/PVP2(H,s51cMyc1G e, )-VP3-Flag-pp
pFBD/pVP2(H,.; i cMyciG e, )-VP3-cMyc-pp
pFBD/pVP2(A,;, 1FlagtGy,)-VP3-Flag-pp
pFBD/pVP2(A,,, 1Flag1Gy,)-VP3-cMyc-pp
pFBD/pVP2(A, 1eMyc1Gyp, ) VP3-Flag-pp
PFBD/PVP2(Ayz 1cMyc1G,y,,) VP 3-cMye-pp
pFBD/pVP2(4K)-VP3-Flag-pp
pFBD/pVP2(4K)-VP3-cMyc-pp

FBD/pVP2(X)-
pFBD/pVP2(H,=;1Flag1 G,s, ) VPA-VP3-Flag-pp
pFBD/pVP2(H,,, iFlagiG,,, ) VP4-VP3-cMyc-pp
PFBD/PVP2(Hys TcMyCTGs, )} VP4-VP3-Flag-pp
pFBD/pVP2(H,., 1cMyc1G,,,)-VP4-VP3-cMye-pp
pFBD/pVP2(A;,; 1Flagt Gy,,)-VP4-VP3-Flagpp
pFBD/pVP2(A,,, 1Flag1G,,,)-VP4-VPI-cMyc-pp
pFBD/pVP2(A,,, 1cMyct G;,, - VP4-VP3-Flag-pp
pFBD/PVP2(A,;, 1cMyc1G,,,VP4-VP3-cMyc-pp
pFBD/pVP2{4K)-VP4-VP3-Flag-pp
pFBD/pVP2{4K)-VP4-VP3-cMyc-pp

{PepyPromotor de poliedrina X Peéptido de interés

l Fiag 1 K; resto de lisina
E CMYC 4K; Q:uK‘H:&K‘G“sK'HmK
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Nombre de construcciones
Sacl - Nef ﬂa"'f"dll ESC-URA/is-VP3.X
i
__: pESC-URA pESC-URA/HIs-VP3
pESC-URA/His-VP3-Flag
H 4 ve3 BGuHcID pPESC-URA/Mis-VP3-cMyc
BamHl Hindll - o F §C_URA/PVP2-His-VP3.X
(d 72 Bz Kot ooz » - PESC-URA/pVP2-His-VP3
7 Do Lo S P PESC-URA/DVP2-His-VP3-Flag
Hd vrs BGoHG1 o pvrz » | PESC-URA/pVP2-His-VP3-cMyc
Rerl Mecl PESC-URA/pVP2(X)-His-VP3-X
T4 v BG Hot o e [P PESC-URA/DVP2(H,e,1FlagtGys,)-His-VP3

%
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e K RN GHEETZ IR I
—H VP PG Het > [T ]

[ 4 =2 BGEoHE [ pvP2

[d ves BGTHG [ pvP2 B T B

Hq Ve Bt X pvez B T b ]

EEENGHED: NI
—l4 P Boufs L TTIT 1T P -

R vP3 BSUHGIM T TI N | b +

PESC-URA/PYP2{H,e31FlagtG,s, - His-VP3-Flag
PESC-URA/PYP2(Hye31 FlagtGysy )-His-VP3-cMyc

PESC-URA/PVP2{H,31cMyC1G 4, )-His-VP3
PESC-URAIPVP2(H,.,1cMyc1G,¢, )-His-VP3-Flag
PESC-URA/PVP2({H,e5tcMyc1 G, )-His-VP3-cMyc

DESC'URAIDVPZ(A;:} .IFlag TG&;}'HiS'VF’a
PESC-URA/DPVP2(A,s, 1FIag Gy, - His-VP3-Flag
PESC-URA/PVP2(A,5, *FlagGay,)-His-VP3-cMyc

PESC-URAIPVP2(A,,, *eMyctG,,,)-His-VP3
PESC-URAIPVP2(A4,, *cMyct Gy, )-His-VP3-Flag
PESC-URAPVP2(A,,, "cMyc G, - His-VP3-cMyc

PESC-URA/PVP2({4K)-His-VP3
PESC-URA/PVP2{4K}-His-VP3-Flag
PESC-URA/pVP2{4K)-His-VP3-cMyc

Promotor GAL10 His
B>Promotor 6AL1 Il Flag
X: Péptido de interés ~ f cMyc

|K; resto de lisina

4K, QppiK-Hy53K-GppeK-Hyp0K
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FIG 11

Nombre de construcciones
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pFBD/pVP2(X)-His-VP3-X

—L 4 vFs BprtEadd | PPz | B pFBD/IpVP2(Hyza1Flagt Gorg)-His-VP3
@;F]-m:p [2%2 AT B | pFBDIpVP2(Hys,1Flagt Gae,)-His-VP3-Flag

—H 7 BEeutre P LT B pFBD/pVP2(H,s31Flagt Gasy)-His-VP3-cMyc
— & Bepubred o772 B | B+ pFBDIPYP2(Hzsat cMyc Gogs)-His-VP3
— o B e[ 3% BT B+ pFBDIpVP2(H,,,1cMycGyg,)-His-VP3-Flag

i € vPz BrCoulerdi{[ove2 B 1 B = pFBDIPVP2(Hqsa cMyc| Gosg)-His-VP3-cMyc
al;l-f&bﬂ ez W B pFBDIpVP2(A,,,1FlagiG,,,)-His-VP3
k@m pFBD/pVP2(As, 1 Flagi Gap,)-His-VP3-Flag
ckeeP{[ovez W | B~ pFBDIpVP2(A,,iFlagiGax)His-VP3-cMyc

— e Bbertrrillovez B T B pFBD/PVPZ(As,1cMycGap)-His-VP3
‘ Ppis }'PF‘ Mlove2  H T B - pFBD/IpVP2(Axn,icMyc1Gamn)-His-VP3-Flag

SoirEe[ove2_ B | B pFBDIpVP2{As,,7cMyc)Gann)-His-VP3-cMyc
T eI T B PFBDIRVP2(4K) His-VP3
wrm PFBD/pVP2(4K)-His-VP3-Flag
3 Z<cpirPE P T XA _T B pFBD/pVP2(4K)-His-VP3-cMyc
<fe10] Promotor P10 HIS | Ki resto de lisina
[EeE>Promotor de poliedrina | Flag

4K; QoniK-Hog3K-GoggK-HapgK

X: Péptido de interés B cMyc
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FIG 12
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FIG 13

Vectores de insercion de Spel-VP2
(Vectores de insercion de VP2-TS o pESC-URA/VP2/Spe)
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Etapa 1: Insercién de la molécula
adaptadora de Notl-Spel

Vectores de insercion de Notl/Spel-VP2

Etapa 2: Insercién de Notl-Spel del
ADN de interés
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