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DESCRIPCIÓN 
 
Proteínas de fusión quiméricas y partículas similares a virus de VP2 de Birnavirus  
 
Campo técnico 5 
 
El campo de la invención se refiere a partículas similares a virus (VLP) quiméricas derivadas de la proteína VP2 
quimérica de birnavirus. En particular, la presente divulgación se refiere a proteínas de fusión VP2 quiméricas que 
incorporan inserciones y/o sustituciones con uno o más péptidos particulares de interés mientras que mantienen la 
capacidad de ensamblarse en forma de VLP. La invención identifica sitios de inserción y/o sustitución particulares 10 
dentro de regiones de bucle P de VP2 y fuera de dichas regiones de bucle P. La invención también incorpora 
métodos para la identificación de sitios de inserción y sustitución preferidos dentro de VP2 para la incorporación de 
péptidos particulares de interés. Las VLP quiméricas resultantes son de interés en el diseño de vacunas terapéuticas 
y profilácticas, además de en el diseño de sistemas de administración de fármacos, vehículos para ADN y ARN en 
terapia génica, como agentes dirigidos, en el desarrollo de antitoxinas y como reactivos de diagnóstico. 15 
 
Antecedentes de la invención 
 
Las partículas similares a virus (VLP) son estructuras nanométricas resultantes del ensamblaje de proteínas virales 
estructurales. Estas partículas se parecen al virus del que derivaron, pero carecen de ácido nucleico viral y son, por 20 
tanto, no infecciosas. Las partículas similares a virus (VLP) son formas preferidas en el diseño de vacunas y en otras 
aplicaciones en salud humana y diagnósticos. 
 
Las vacunas casi siempre incorporan VLP que derivan de los agentes causantes de la enfermedad como se 
ejemplifica por VLP de la hepatitis B útil en la vacunación contra la hepatitis. Sin embargo, las VLP pueden 25 
prepararse para incorporar péptidos no relacionados/heterólogos relevantes para la enfermedad. Estas VLP 
quiméricas ayudan en la presentación de antígeno y en promover una respuesta inmunitaria en el sujeto receptor. 
Siendo un ejemplo VLP formadas por el antígeno de núcleo y de superficie de la hepatitis B fusionado con el epítope 
de la malaria o VHC, respectivamente [Grgacic E. et al. (2006) Methods 40(1):60-65]. El mantenimiento de la 
estructura de VLP es una característica esencial en el diseño de estos agentes. 30 
 
Las estructuras nanométricas tridimensionales de VLP no solo proporcionan los medios para incorporar antígenos 
para su mejorada presentación al sistema inmunitario, sino que también son útiles en el diseño de sistemas de 
administración de fármacos [Georgens C. et al. (2005) Current Pharmaceutical Biotech. 6(1):49-55], como vehículos 
para ADN en terapia génica [Ou WC. et al. (2001) J. Med. Virol., 64(3):366-373; y Krauzewicz N. et al (2000) Gene 35 
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 
diagnóstico [Martinez-Torrecuadrada JL. et al. (2000) Clinical Diagnostic Lab. Immunol. 7(4):645-651]. Nuevamente, 
el mantenimiento de la estructura de VLP es una característica común y esencial en el diseño de estos agentes. 
 40 
Las VLP comúnmente 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 partículas de IBDV no mutados son icosaédricas, con simetría T=13 y una única envuelta de proteína 45 
formada por 260 trímeros en la proteína VP2 (37 kDa). El lado interno de la envuelta de VP2 parece estar soportado 
por un armazón formado por 200 trímeros de la proteína VP3 (29 kDa). Se ha sugerido que una tercera proteína, 
VP4 (28 kDa), también puede desempeñar una función de armazón. En el ensamblaje de virus normal, los 
componentes de proteína resultan del procesamiento proteolítico de un precursor pVP2-VP4-VP3 de polipéptido más 
grande (109 kDa). Este precursor experimenta auto-catálisis para liberar un precursor de VP2 de 512 aminoácidos 50 
(pVP2), los polipéptidos VP4 y VP3. VP4 pertenece a la familia de proteasas Lon y es responsable de la escisión 
proteolítica, mientras que los polipéptidos pVP2 y VP3 son directamente responsables del ensamblaje de la cápside. 
Una escisión final de pVP2 en su extremo C terminal da lugar a la forma de 441 aminoácidos madura de VP2 
encontrada en el virión [Da Costa B. et al. (2002) J. Virology 76(5):2393-2402]. Se ha informado que las proteínas 
VP2 encontradas en diferentes cepas de IBDV presentan una homología de secuencias de proteína de más del 55 
80%. Las proteínas VP2 de otros Birnaviridae comparten homologías con IBDV del 40% para el Birnavirus acuático y 
del 30% para el Birnavirus de Drosophila [Coulibaly F. et al. (2005) Cell 25,120(6):761-772]. 
 
Se ha encontrado que la expresión en células eucariotas de la poliproteína pVP2-VP4-VP3 de IBDV da lugar a la 
formación de VLP icosaédricas T=13 que parecen morfológicamente y bioquímicamente indistinguibles de las 60 
cápsides de IBDV y que este proceso no requiere la presencia del genoma viral u otras proteínas 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 proteínas IBDV para generar T=13 proporciona un sistema versátil para la incorporación de 
péptidos extraños de interés relevantes para la enfermedad humana en forma de una vacuna. Esto se ejemplifica 65 
por Delmas B. et al. en el documento WO02088339, en el que proteína verde fluorescente (GFP) se manipula como 
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una fusión del extremo C terminal a la poliproteína de precursor pVP2-VP4-VP3-GFP para producir VLP T=13 en la 
que GFP está fusionada a VP3 y supuestamente localizada en las VLP. Similarmente, Rodriguez Aguirre JF. et al. 
en el documento WO2005071069 describen proteínas de fusión pVP2-VP3-X donde un péptido de interés en la 
vacunación (X) está fusionado con el extremo C terminal de VP3. Lo más probablemente, las construcciones que 
incorporan un péptido de interés fusionado con VP3 producen VLP icosaédricas donde el péptido de interés es 5 
secuestrado dentro de la partícula T=13. 
 
Aún más, se ha encontrado que la expresión de VP2 en células de insecto, en ausencia de otras proteínas de IDBV, 
produce la formación de VLP T=1 icosaédricas de tamaño más pequeño [Martinez-Torrecuadrada JL. et al. (2003) 
Vaccine 21(17-18):1952-1960]. Se ha informado que la expresión de fragmentos de VP2 de entre 441 y 466 10 
aminoácidos conduce a la formación de VLP icosaédricas, mientras que fragmentos de VP2 más grandes de entre 
466 y 501 aminoácidos tienden a formar partículas tubulares [Ruiz Caston J. et al. WO2005105834; y Saugar I. et al. 
(2005) Structure 13(7):1007-1117]. Esto ha sido explotado por Rodriguez Aguirre JF. et al. en el documento 
WO2007009673, que describe la incorporación de péptidos de interés (X) en VLP T=1 producidas como proteínas de 
fusión terminales VP2-X. Informes recientes, sin embargo, sugieren que los péptidos fusionados en el extremo C 15 
terminal no están 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 
purificación llevados a cabo en las fusiones del extremo C terminal de VP2 con restos de histidina con una columna 
de afinidad por ión metálico están lo más 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 20 
producen lo más probablemente la incorporación de péptidos de interés en una forma secuestrada dentro de VLP 
T=1. Además, 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]. 25 
 
Por tanto, hasta la fecha, la incorporación 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 más probablemente producen el secuestro del péptido de 
interés dentro de las VLP, como se refiere en Rodriguez-Aguirre JF. et al., documento WO2005071069, y 
presentación inferior a la óptima a células, receptores de la superficie celular, factores solubles o reactivos de 30 
diagnóstico. 
 
La incorporación por medio de inserción o sustitución del péptido de interés dentro de VP2 representa alternativas 
mejoradas a las fusiones terminales. En particular, pueden resultar mejoras de la exposición superficial de las 
secuencias insertadas o el secuestro total o parcial dentro de la estructura de VLP de los péptidos insertados. Se 35 
reconoce que aunque la exposición superficial puede ser necesaria para direccionar contra otras entidades 
biológicas tales como receptores de la superficie celular o factores solubles, el secuestro total o parcial puede ser 
deseable para evitar la degradación o proteólisis biológica o para provocar una respuesta inmunitaria celular. Por 
tanto, las VLP quiméricas en las que se incorporan péptidos de interés según su actividad biológica prevista podrían 
representar candidatos a vacuna mejorados, vehículos de ADN o ARN, agentes dirigidos, diagnóstico, obtención de 40 
imágenes, o reactivos terapéuticos. Sin embargo, el diseño de VLP basado en inserciones o sustituciones de VP2 de 
IBDV está restringido por el hecho de que VP2 es una proteína estructural importante de la cápside viral de IBDV, e 
inserciones o sustituciones con secuencias de péptidos extrañas particulares pueden producir la incapacidad de la 
proteína 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 45 
77(21):11491-11498] donde la inserción de péptidos frecuentemente produce la rotura de VLP. 
 
Por tanto, la presente divulgación se refiere a proteínas de fusión quiméricas de VP2 de Birnavirus, o fragmentos de 
las mismas, que incorporan una o más inserciones, o sustituciones parciales, con péptidos particulares de interés, y 
que son capaces de ensamblarse en estructuras de VLP. Aún más, la presente divulgación se refiere a métodos de 50 
identificación y selección de sitios de inserción preferidos dentro de VP2 para la incorporación de péptidos de interés 
sin pérdida de estructura de VLP y con eficiente formación de VLP. 
 
Descripción detallada de la invención 
 55 
Las partículas similares a virus (VLP) son de interés en el diseño de medicinas, vacunas terapéuticas y profilácticas, 
además de en el diseño de sistemas de administración de fármacos, vehículos para ácidos nucleicos en terapia 
génica, como agentes elegidos como diana, agentes de obtención de imágenes, en el desarrollo de antitoxinas y 
como reactivos de diagnóstico aplicables a la salud humana y veterinaria. La presente divulgación se refiere a VLP 
quiméricas de proteínas de fusión VP2 quiméricas, que incorporan inserciones y/o sustituciones con uno o más 60 
péptidos de interés y métodos para la identificación y selección de dichas VLP quiméricas. 
 
"Péptidos de interés" se define por este documento como secuencias de aminoácidos distintas de las secuencias 
de IBDV, que incluyen componentes de vacuna, antígenos y epítopos, secuencias de direccionamiento, secuencias 
de unión, dominios catalíticos, moduladores de farmacología, inmunoestimuladores, toxinas y antitoxinas que son 65 
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 proteínas, que 
incluye la proteína precursora VP2 de 512 aminoácidos (pVP2), la proteína VP2 de 441 madura, o un fragmento de 
al menos 400 aminoácidos de la misma, capaz de formar VLP. VP2 incluye cualquier proteína VP2 encontrada en 5 
las diferentes cepas de IBDV, con especial referencia aquellas con una homología de secuencias de proteínas de al 
menos el 80% entre ellas. Proteína VP2 también se refiere a otras proteínas VP2 de Birnaviridae con homologías de 
secuencia de proteínas superiores al 30%, preferiblemente superiores al 40%, y más preferiblemente superiores al 
60% con aquellas de IBDV. 
 10 
"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-D287) y HI (S315-Q324). Entre paréntesis el primer y último aminoácidos y la posición 
correspondiente dentro de la secuencia de VP2. Todas las otras localizaciones dentro de VP2 excluyendo el 
aminoácido del extremo C y N terminal se denominan "fuera de las regiones de bucle P". 
 15 
"Proteínas de fusión VP2 quiméricas" se refiere a proteínas VP2 quiméricas que incorporan una o más inserciones 
y/o sustituciones, en localizaciones distintas del extremo C y N terminal, con uno o más péptidos de interés distintos 
de secuencias de IBDV. 
 
"Vectores de ADN" se refiere a secuencias de ADN que facilitan la clonación y expresión de VP2 que incorporan 20 
ADN de interés en los sitios de inserción o sustitución deseados. Las construcciones de ADN también incorporan 
"vectores de expresión de ADN" que cuando se expresan en un hospedador apropiado tal como bacterias, 
levadura, células de insecto, plantas, o células de mamífero, producen VP2, proteínas de fusión VP2 que incorporan 
péptidos de interés, y otras proteínas de IBDV. En la descripción de dichos vectores de ADN, la inserción o 
sustitución se define entre paréntesis () con flechas ↑ que representan el punto de incorporación del péptido 25 
particular de interés X y posiciones flanqueantes de aminoácidos dentro de la secuencia de VP2 [por ejemplo: 
pESC-URANP2(Q219 ↑X↑Y220)]. Las deleciones se representan con un triángulo, seguido de elementos flanqueantes 
de la secuencia de péptidos de VP2 delecionada [por ejemplo: pESC-URA/VP2/Δ Y220 - G 223]. En la definición de 
múltiples sustituciones de lisina (K), cada una de las posiciones de aminoácidos sustituidas va seguida de una K y 
separada por un guión - [por ejemplo: pESC-URA/VP2(Q221K - H 253K-G285K)]. 30 
 
"VLP de VP2 quimérica" se refieren a VLP T=1 y T=13 y otras nanoestructuras resultantes del ensamblaje de 
proteínas de fusión VP2 quiméricas y que opcionalmente incorporan proteínas VP3 de IBDV o proteínas de fusión de 
las mismas. 
 35 
"Anticuerpos VP2-VLP" se refiere a anticuerpos anti-VP2 que son específicos para VP2 y proteínas de fusión VP2 
ensambladas como VLP. 
 
La "formación de VLP" se determina con la expresión de construcciones de ADN que codifican proteínas de fusión 
VP2 en el sistema de expresión apropiado y cuantificación por medio de un inmunoensayo asociado a enzima de 40 
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 formación de VLP" se calcula como un porcentaje de formación de VLP 
en comparación con la de VP2 nativa de 452 aminoácidos. Generalmente, valores de ELISA de VLP inferiores al 
20% se consideran ruido de fondo (BG), y se considera que proteínas de fusión VP2 quiméricas asociadas no están 
produciendo formación de VLP eficiente. Aunque se considera que valores de eficiencia de la formación de VLP del 45 
20% o superiores son compatibles con la formación de VLP, que es suficiente para la eficiente formación de VLP, y 
sitios de inserción de proteínas de fusión VP2 quiméricas asociadas pueden considerarse como sitios de inserción 
preferidos, las eficiencias de formación de VLP por encima del 50% y preferiblemente por encima del 70% son 
reconocidas como una característica deseable. 
 50 
"Sitios de inserción y/o sustitución preferidos" se refiere a localizaciones dentro de VP2 en las que la 
incorporación de péptidos de interés produce eficiencias de formación de VLP más altas. 
 
La proteína VP2 de IBDV está plegada naturalmente en un dominio de base (B) helicoidal, un dominio de envuelta 
(S) y un dominio de proyección (P) y puede prepararse para ensamblarse espontáneamente en subunidades de 55 
trímero para formar VLP icosaédricas T=1, o T=13 en presencia de VP3. En la presente invención se ha observado 
que la inserción de un péptido de interés dentro de VP2 de IBDV frecuentemente produce la desestabilización de la 
estructura de VLP. Además, se ha observado que para muchos posibles sitios de inserción o de sustitución, la 
eficiencia de formación de VLP de las proteínas de fusión VP2 quiméricas resultantes depende de la secuencia del 
péptido particular de interés insertada. La presente divulgación se refiere a la identificación de sitios preferidos 60 
dentro de VP2 que son apropiados para la inserción o sustitución con péptidos de interés, mientras que mantienen la 
estructura de VLP, métodos para la identificación de dichos sitios de inserción o sustitución preferidos, y las VLP de 
VP2 quiméricas resultantes. 
 
Además, la presente divulgación se refiere a VLP de VP2 quiméricas que incorporan una o más inserciones o 65 
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 mayoría de las realizaciones particulares de la presente invención han sido ejemplificadas (Ejemplos 1 a 15) con 
cinco péptidos de ejemplo diferentes seleccionados con el fin de la presente invención, 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). 5 
 
Proteínas de fusión VP2 quiméricas que 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 inserción para proteínas 10 
de fusión que incorporan péptidos de interés. Esto es explotado en la presente invención mediante la incorporación 
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 inserción dentro 
de los bucles P de VP2 como se muestra en el Ejemplo 1. 
 15 
La incorporación de la secuencia de treonina-serina (SEQ. ID. NO: 1) que codifica un sitio de restricción SpeI en 
todos los posibles sitios de inserción dentro de las regiones de bucle P de BC, DE, FG y HI, y posiciones 
estrechamente adyacentes, produjeron la identificación de puntos de inserción preferidos. Muchos puntos de 
inserción dentro de las regiones de bucle P parecieron ser compatibles con la formación de VLP. Como se 
representa en la Figura 2, la incorporación del sitio de restricción SpeI dentro de la secuencia de TS facilita la 20 
posterior incorporación 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 inserción de estos 
diferentes péptidos de interés modelo, en cada una de las posibles posiciones de región de bucle P de VP2, 
identificó sitios de inserción adecuados y demostró que sitios preferidos dentro de los bucles P de BC, DE, FG y HI 
variaron según el ADN de interés insertado. Generalmente, la incorporación de péptidos de interés en regiones de 25 
VP2 adyacentes a los bucles P de BC, DE, FG y HI no produce la significativa eficiencia de formación de VLP y así 
no parece que sea compatible con la formación de VLP. 
 
Además, 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 aminoácidos (VP2 452, VP2 30 
441 y VP2 456), también permite la inserción 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 variación de la eficiencia de formación de VLP. 
Generalmente, la inserción en VP2 456 produjo una reducción de la eficiencia de formación de VLP en comparación 
con VP2 452 o VP2 441 con la misma inserción. VP2 452 y VP2 441 representan ambas longitudes preferidas para 
la formación de VLP que incorporan péptidos de interés. Se prevé que las proteínas VP2 de al menos 400 35 
aminoácidos, distintos de 452, 441 y 456, también puedan ser capaces de formar eficazmente VLP y VLP de VP2 
quiméricas. 
 
Por tanto, la presente divulgación incorpora proteínas de fusión 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-G254), 40 
FG (T283-D287) y HI (S315-Q324) de la proteína VP2 y fragmentos de la misma. La presente divulgación 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 expresión de ADN para la expresión de las 
proteínas de fusión de la región de bucle P VP2 quiméricas resultantes. 
 45 
Las regiones de bucle P de VP2 de IBDV no solo representan posibles sitios de inserción para péptidos de interés, 
sino que también representan posibles sitios para la sustitución de aminoácidos de VP2 por péptidos de interés. 
Localizaciones y/o elementos estructurales de VP2 que se ha mostrado que son compatibles con una inserción 
también pueden considerarse como posibles sitios para sustituciones con péptidos de interés. La sustitución de uno 
o más restos de aminoácidos adyacentes, o próximos, al sitio de inserción puede ser explorada o alternativamente 50 
elementos estructurales completos, tales como un bucle de conexión, o partes de él, pueden estar sustituidos. 
Sustituciones de regiones de bucle P de VP2 se ejemplifican en el Ejemplo 3, donde aminoácidos dentro de las 
regiones de bucle P de VP2 de BC, DE, FG y HI están 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. Pareció que la eliminación de las regiones de bucle P, mientras que se mantiene el primer y 55 
último resto de las regiones de bucle P, era compatible con la formación de VLP. Además, aunque con una menor 
eficiencia, pero todavía igual o superior al 20%, para dos de los vectores de expresión y ADN de interés insertado, la 
sustitución de una región de bucle P completa también produjo la formación de VLP dependiendo del sitio de 
sustitución. Por tanto, la incorporación de péptidos de interés dentro de VP2 puede referirse a la sustitución de las 
regiones de bucle P completas, o preferiblemente solo partes de ellas. Además, los péptidos de interés introducidos 60 
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 divulgación, por tanto, incorpora proteínas de fusión VP2 quiméricas y VLP de VP2 quiméricas 
resultantes de la sustitución de regiones de bucle P de VP2, o fragmentos de las mismas, por péptidos particulares 65 
de interés en una o más localizaciones dentro de las regiones de bucle P. La presente divulgación 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 
sustitución disponibles dentro de las regiones de bucle P de VP2, y vectores de expresión de ADN para la expresión 
de las proteínas de fusión de bucle P VP2 quiméricas resultantes. 
 
Un ejemplo de referencia de VLP resultante de proteínas de fusión VP2 es el Ejemplo 4 que describe la sustitución 5 
con restos de lisina (K) en diferentes puntos dentro de regiones de bucle P de VP2 de BC, DE, FG y HI y la 
conjugación química del péptido de ejemplo cMyc (SEQ. ID. NO: 3). La incorporación de restos K en regiones de 
bucle P de VP2 permite la conjugación química de las VLP resultantes con múltiples copias de entidades biológicas 
y químicas que contienen, o preparadas para contener, restos de cisteína en los puntos de conjugación deseados. 
La incorporación de restos K puede implicar la inserción o sustitución de restos de aminoácidos de VP2 por K, poli K, 10 
o péptidos ricos en K, en las regiones de bucle P de VP2 o fuera de dichos bucles P. Además, los puntos de 
conjugación deseados dentro de VP2 pueden estar sustituidos, o preparados para contener, secuencias de 
aminoácidos, distintos de restos K, que facilitan la conjugación química con entidades biológicas y químicas por 
otros medios de conjugación o acoplamiento tales como, pero no se limitan a, cisteínas, tirosina, histidina, ácido 
glutámico o ácido aspártico. Sitios de sustitución y/o de inserción preferidos para restos K u otros restos que 15 
permiten la conjugación incluyen aquellos que se encuentra que favorecen la mayor eficiencia de formación de VLP. 
 
La presente divulgación, por tanto, incorpora VLP de VP2 quiméricas resultantes de la inserción o sustitución de 
restos de aminoácidos de VP2 por restos que facilitan la conjugación química de entidades biológicas y químicas 
que pueden contribuir a las propiedades biológicas o farmacológicas deseadas de las VLP quiméricas. La presente 20 
divulgación también incorpora vectores de ADN y vectores de expresión de ADN para la expresión de VLP de VP2 
quiméricas que incorporan restos de aminoácidos que facilitan la conjugación química. 
 
Proteínas de fusión VP2 quiméricas que incorporan inserciones y/o sustituciones de regiones de bucle P 
exteriores. 25 
 
La posible inserción de péptidos extraños 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 más probablemente produce la rotura de la 
estructura de VLP, pero puede también representar un medio para modular la exposición superficial de los péptidos 
insertados de interés o su actividad biológica. En la presente divulgación, regiones fuera de las regiones de bucle P 30 
de VP2 que permiten la incorporación de péptidos particulares de interés por inserción o sustitución sin pérdida de la 
estructura de VLP se identifican por medio de mutagénesis por inserción de transposón usando transposones Tn5 y 
Mu. 
 
Como se muestra en el Ejemplo 5, un cribado al azar con Tn5 generó una biblioteca de clones de ADN con 35 
inserciones de Tn5 junto con la secuencia de aminoácidos de VP2 452 completa. La evaluación de la capacidad de 
estas construcciones para producir VLP produjo la identificación de varios sitios de inserción que producen proteínas 
de fusión de inserción VP2 que retienen la estructura de VLP. Similarmente, como se muestra en el Ejemplo 6, un 
cribado al azar con transposón Mu generó una biblioteca de clones de ADN con inserciones junto con la secuencia 
de aminoácidos de VP2 452 completa. La evaluación de la capacidad de estas construcciones para producir VLP 40 
viables conduce a la identificación de varios posibles sitios de inserción que producen proteínas de fusión de 
inserción VP2 que retienen la estructura de VLP. 
 
Como se ejemplifica en los Ejemplos 5 y 6, las localizaciones de inserción identificadas con mutagénesis por 
transposones Tn5 y Mu varían dependiendo de las secuencias de transposón usadas. También pueden usarse otros 45 
transposones o medios para mutagénesis por inserción al azar para la identificación de sitios adicionales dentro de 
VP2 con posibilidades de inserción y/o sustitución con péptidos de interés. La mutagénesis por inserción de 
transposón permite la identificación de localizaciones dentro de las VP2, o proteínas de fusión VP2 quiméricas, que 
pueden acomodar inserciones y o sustituciones mientras que mantienen la capacidad de formación de VLP. Se 
prevé que por la exhaustiva evaluación de bibliotecas de inserción al azar, y por medio de uso de diferentes 50 
transposones, puedan identificarse todos los posibles sitios de inserción de VP2 compatibles con la formación de 
VLP. Como se describe previamente, aquellos sitios de inserción de VP2 identificados también pueden ser 
considerados como posibles sitios para sustituciones con péptidos de interés. Los sitios de inserción de 
transposones identificados representan posibles sitios de inserción para ADN de interés. Como se muestra en el 
Ejemplo 7, la inserción de dicho ADN de interés puede llevarse a cabo en las secuencias de transposón insertadas, 55 
o mediante la sustitución de las secuencias de transposón insertadas. En dicho Ejemplo 7, la presencia de un sitio 
de enzima de restricción tal como NotI dentro de los transposones Tn5 y Mu insertados facilita la inserción del ADN 
de interés de ejemplo, concretamente Flag (SEQ. ID. NO: 2) y cMyc (SEQ. ID. NO: 3), en las secuencias de 
transposón insertadas. Sin embargo, esto produce inserciones que pueden contener secuencias no deseables 
derivadas del transposón originalmente insertado. Alternativamente, la identificación del sitio de inserción de 60 
transposón permite la introducción de un sitio de clonación único, tal como SpeI, en la localización identificada en 
VP2. Como se muestra en el Ejemplo 7, el sitio de clonación único permite la inserción de ADN de interés y 
generalmente produce elevadas eficiencias de formación de VLP en comparación con proteínas de fusión VP2 
quiméricas que conservan las secuencias derivadas de transposón. Por tanto, en una realización preferida de la 
presente divulgación, un sitio de clonación único se manipula en las localizaciones dentro de VP2, o proteínas de 65 
fusión VP2 quiméricas, originalmente identificadas por mutagénesis por transposón u otros medios de inserción de 
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ADN de interés al azar. Los vectores de inserción de VP2 resultantes pueden entonces usarse para la incorporación 
de ADN de interés en el punto de inserción deseado para su expresión en sistemas de expresión apropiados y 
evaluación de la capacidad de formación de VLP. Si se desea, proteínas de fusión VP2 quiméricas que muestran las 
mejores eficiencias de formación o propiedades deseadas pueden ser adicionalmente optimizadas mediante la 
eliminación de las secuencias de TS resultantes del sitio de clonación único manipulado por técnicas de ingeniería 5 
genética estándar. Se sabe que la incorporación del ADN de interés también puede producir la sustitución total o 
parcial de aminoácidos de VP2 estrechamente adyacentes al sitio de localización identificado. 
 
Por tanto, la presente divulgación incorpora VLP de VP2 quiméricas resultantes del ensamblaje de proteínas de 
fusión VP2 quiméricas que incorporan inserciones y/o sustituciones con péptidos de interés en localizaciones fuera 10 
de las regiones de bucle P de VP2. Además, la presente divulgación también incorpora vectores de ADN de VP2 y 
vectores de expresión de ADN que incorporan una o más inserciones y/o sustituciones con ADN de interés en 
localizaciones fuera de las regiones de bucle P. 
 
Proteínas de fusión VP2 quiméricas que incorporan múltiples inserciones y/o sustituciones. 15 
 
La identificación de sitios de inserción y/o sustitución preferidos proporciona los medios para la inserción o 
sustitución con péptidos de interés en más 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 o 4 localizaciones simultáneamente mientras que se mantiene la 
estructura de VLP global. La sustitución con múltiples restos de lisina facilita la conjugación con múltiples copias de 20 
una entidad biológica o química, tal como ácidos nucleicos, péptidos, hidratos de carbono y moléculas pequeñas, 
que pueden ser una característica deseable para la purificación, direccionamiento, carga de fármaco o en alterar la 
química de superficie de VLP para farmacología mejorada. Otro ejemplo de VLP de VP2 quiméricas resultante de la 
incorporación de péptidos de interés en más 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 más de 25 
una localización dentro de VP2. La introducción de péptidos de interés puede llevarse a cabo por la introducción de 
sitios de clonación en los puntos de inserción y/o sustitución deseados, clonando los fragmentos que contienen la 
inserción, o siguiendo otros procedimientos de biología molecular estándar. Por tanto, la presente divulgación 
incorpora proteínas de fusión VP2 quiméricas, y VLP de VP2 quiméricas resultantes, que incorporan más de una 
inserción y/o sustitución y vectores de expresión de ADN para la expresión de dichas proteínas de fusión VP2 30 
quiméricas. 
 
Proteínas de fusión VP2 quiméricas que incorporan inserciones y/o sustituciones y fusiones terminales. 
 
Además, otro objeto de la presente divulgación incorpora VLP en las que las proteínas de fusión de inserción o 35 
sustitución VP2 quiméricas están además 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. Proteínas 
de fusión de inserción o sustitución 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 además también se fusionan en el extremo C o N terminal 40 
de VP2. Se encontró que la eficiencia de formación de VLP dependía de tanto la localización de la inserción primaria 
como del péptido insertado. Además, la incorporación de la fusión terminal adicional generalmente produce 
eficiencias de formación de VLP reducidas, pero todavía iguales o superiores al 20%, en comparación con proteínas 
de fusión VP2 quiméricas de una única inserción. Como se muestra en el Ejemplo 9, para los péptidos de interés 
particulares evaluados, algunas construcciones que incorporan tanto la inserción como la fusión terminal, parecieron 45 
ser compatibles con la formación de VLP. 
 
La presente divulgación, por tanto, incorpora VLP de VP2 quiméricas resultantes de fusiones de inserción o 
sustitución de VP2 con péptidos de interés y adicionalmente la fusión terminal de la inserción o sustitución resultante 
con los mismos péptidos de interés o diferentes. La identificación de las construcciones de ADN preferidas que 50 
incorporan inserciones y fusiones terminales puede llevarse a cabo siguiendo la identificación inicial de los puntos de 
inserción preferidos, seguido de una fusión del extremo C o N terminal, o alternativamente la proteína VP2 quimérica 
terminalmente fusionada puede cribarse o evaluarse para puntos de inserción o sustitución preferidos. Este cribado 
puede llevarse a cabo contra sitios preseleccionados dentro de VP2, o al azar tras la mutagénesis por transposón u 
otros enfoques de clonación al azar. 55 
 
La presente divulgación también incorpora los vectores y construcciones de ADN que permiten clonar ADN de 
interés en cada una de las posiciones de inserción o sustitución disponibles dentro de una proteína VP2 que también 
está 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. 60 
 
VLP quiméricas que contiene proteínas de fusión VP2 quiméricas y otras proteínas derivadas de Birnavirus. 
 
Además, como se ejemplifica en los Ejemplos 10 a 12, la proteína VP2 de fusión que incorpora la inserción o 
sustitución de uno o más péptidos particulares de interés también puede expresarse simultáneamente con otros 65 
IBDV o proteínas de Birnaviridae para favorecer la formación de VLP T=13. La formación de VLP T=13, en 
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comparación con VLP T=1, aumenta el número de copias de proteínas VP2 por VLP y puede producir estabilidad de 
VLP mejorada y/o puede ser una forma preferida para presentación o incorporación de péptidos de interés. Pueden 
generarse VLP T=13 recombinantes ya sea por la expresión de las poliproteínas pVP2-VP4-VP3, o por la co-
expresión del gen de pVP2 y VP3. 
 5 
La expresión de la poliproteína pVP2-VP4-VP3 produce la generación de las proteínas individuales pVP2, VP4 y 
VP3 mediante la actividad proteolítica de VP4. La expresión de IBDV no mutado o poliproteínas de Birnaviridae 
normalmente da lugar a estructuras tubulares que contienen pVP2. Sin embargo, la fusión de una secuencia 
exógena en el extremo C terminal de VP3, tal como GFP, o la deleción 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 10 
Ejemplo 10, VLP T=13 que incorporan una proteína de fusión de inserción de VP2 quiméricas pVP2(X)-VP4-VP3-Y 
que contiene el péptido de interés de ejemplo (X o 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 expresión en sistemas de expresión de 
baculovirus. Además, el componente de VP3 de la poliproteína también puede prepararse para contener péptidos de 
interés como se ejemplifica por la fusión terminal de los péptidos de interés de ejemplo, cMyc (SEQ. ID. NO: 3) y 15 
Flag (SEQ. ID. NO: 2). 
 
Alternativamente, la co-expresión de pVP2 y VP3 de construcciones de genes independientes también proporciona 
los medios para la formación de VLP T=13. Además, 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 expresión de 20 
poliproteína, pueden prepararse para contener pVP2 no procesada. Como se muestra en el Ejemplo 11, la co-
expresión en levadura de proteínas de fusión 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 
fusión terminal de ejemplo, produce la eficiente formación de VLP T=13. Además, la incorporación de múltiples 
restos de lisina (K) dentro de las regiones de bucle P de VP2 también produce la aceptable formación de VLP T=13. 25 
La incorporación de dichos restos K pretende la conjugación química con VLP T=13 de múltiples copias de 
entidades biológicas y químicas 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 proteína de fusión VP2 quimérica 
que contiene como inserción un péptido de interés de ejemplo cMyc (SEQ. ID. NO: 3) o Flag (SEQ. ID. NO: 2), y His-
VP3 que está fusionada en el extremo C terminal con el mismo péptido de interés o diferente, también pueden ser 30 
eficientemente formadas por la expresión en sistemas de expresión de baculovirus. 
 
Por tanto, otro objeto de la presente divulgación se refiere a VLP T=13 que resultan del ensamblaje de proteínas de 
fusión VP2 quiméricas, resultantes de la inserción o sustitución con uno o más péptidos de interés particulares 
dentro de VP2, y proteínas VP3 que pueden, o no pueden, incorporar los mismos péptidos de interés u otros. La 35 
presente invención también incorpora vectores de expresión y construcciones de ADN que incorporan poliproteína 
pVP2(X)-VP4-VP3-Y, donde X e Y representan un ADN de interés particular, o alternativamente vectores de 
expresión de ADN que permiten la expresión simultánea de proteínas de fusión VP2 quiméricas que incorporan 
péptidos de interés y proteínas VP3 o proteínas de fusión de las mismas. 
 40 
Cribado de vectores de ADN de VP2 preseleccionados para sitios de inserción y/o sustitución preferidos 
para péptidos de interés particulares. 
 
Sitios de inserción o sustitución 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 divulgación 45 
demostrado en los Ejemplos 13 y 14 incorpora métodos de cribado para identificar sitios de inserción preferidos para 
péptidos de interés dados usando un panel preseleccionado de vectores de ADN de inserción y/o sustitución de 
VP2. Los métodos de cribado pueden ser generalmente realizados del siguiente modo: 

 
1. Selección de vectores de VP2: Por la cual se prepara un panel de selección de vectores de inserción y/o 50 
sustitución de ADN de VP2 para incorporar en un sitio de clonación, preferiblemente un sitio de clonación múltiple, 
que favorece la clonación direccional del ADN de interés. 
 
2. Clonación de ADN de interés: Por la cual el ADN de interés se clona siguiendo procedimientos de biología 
molecular estándar en el panel previamente seleccionado de vectores de inserción y/o sustitución de VP2. Pueden 55 
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 más de un vector preseleccionado por reacción de 
clonación como se muestra en el Ejemplo 14. El último produciendo bibliotecas de inserción y/o sustitución de 
VP2. 
 60 
3. Transformación y expresión: Las ligaciones resultantes o bibliotecas de inserción y/o sustitución de VP2 
obtenidas en la etapa previa se transforman en sistemas de expresión adecuados, bacterianos, de levadura, u 
otros adecuados, para la evaluación de la eficiencia de formación 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 selección de colonias. 65 
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4. Evaluación de la capacidad de formación de VLP: Para clones individuales resultantes del cribado en array, se 
lisan y analizan células hospedadoras para la expresión 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 producción de VLP por medio de un ensayo de inmunotransferencia de 
colonias usando anticuerpos específicos para VLP de VP2 contra filtros réplica hechos para contener muestras 5 
para cada una de las colonias. Las proteínas de fusión VP2 quiméricas con las eficiencias de formación de VLP 
más altas están seleccionadas para la confirmación e identificación del sitio de inserción preferido. Mientras que 
las eficiencias de formación de VLP por encima del 20% son reconocidas como compatibles con la formación de 
VLP, la eficiencias de formación de VLP por encima del 50%, y más preferiblemente por encima del 70%, son 
reconocidas como una característica deseable para proteínas de fusión VP2 quiméricas resultantes. 10 
 
5. Confirmación o identificación del sitio de inserción: Las técnicas de secuenciación de ADN proporcionan los 
medios para la confirmación o, para transformaciones reunidas, la identificación del sitio de inserción del ADN de 
interés. Además, la formación de VLP puede confirmarse por microscopía electrónica (ME). 

 15 
Estos métodos de cribado contra vectores de ADN de VP2 preseleccionados permiten la rápida selección de los 
mejores sitios preseleccionados dentro de VP2 para la incorporación, ya sea como inserciones o sustituciones, de 
un péptido de interés particular que produce la producción 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 están expresando proteínas de fusión VP2 quiméricas que producen la eficiente 20 
formación de VLP. 
 
La presente divulgación, por tanto, incorpora métodos de cribado que implican disposiciones de array de vectores de 
ADN de VP2 para la inserción en puntos preseleccionados de un ADN de interés particular, y las proteínas de fusión 
VP2 resultantes de la expresión de los vectores de expresión de ADN de fusión de VP2 quiméricas resultantes. 25 
Además, la presente divulgación también incorpora métodos de cribado que implican el uso de grupos de vectores 
de ADN de VP2 para la inserción de ADN de interés en puntos preseleccionados, y la posterior selección de 
vectores de expresión de proteína de fusión VP2 quimérica que producen la eficiente formación 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 30 
sustituciones con los mismos péptidos de interés o diferentes. 
 
Cribado al azar para sitios de inserción y/o sustitución preferidos para péptidos particulares de interés. 
 
Sitios de inserción o sustitución preferidos dentro de VP2, evaluados por la capacidad para formar VLP 35 
eficientemente, pueden variar para diferentes péptidos de interés. Por tanto, otro objeto de la presente divulgación 
demostrado en el Ejemplo 15 incorpora métodos de cribado al azar para identificar sitios de inserción preferidos para 
un péptido de interés dado usando una biblioteca de inserción y/o sustitución de VP2 al azar para la incorporación 
de péptidos de interés. Los métodos de cribado al azar pueden ser generalmente realizados del siguiente modo: 
 40 

1. Generación de inserciones al azar: Por la que se prepara cualquier sitio de clonación apropiado que contenga 
transposón para insertarse al azar a través del gen de VP2 completo para producir una biblioteca de inserción de 
transposones. La incorporación de uno, o preferiblemente dos, sitios únicos de enzimas de restricción dentro de 
las secuencias derivadas de transposón insertadas al azar facilita la clonación direccional del ADN de interés 
deseado. 45 
 
2. Clonación de ADN de interés: Por la cual el ADN de interés se clona en la biblioteca de inserción de 
transposón previamente generada siguiendo procedimientos de biología molecular estándar. 
 
3. Transformación y expresión: La biblioteca de ligación resultante se transforma entonces en sistemas de 50 
expresión adecuados, bacterianos, de levadura, u otros adecuados, para la evaluación de la eficiencia de 
formación de VLP de las colonias individuales. 
 
4. Evaluación de la capacidad de formación de VLP: Pueden evaluarse colonias para la eficiencia de producción 
de VLP por medio de un ensayo de inmunotransferencia de colonias usando anticuerpos específicos para VLP 55 
de VP2 contra filtros réplica hechos para contener muestras para cada una de las colonias. Se seleccionan las 
proteínas de fusión VP2 quiméricas con las eficiencias de formación de VLP más altas para la confirmación e 
identificación del sitio de inserción preferido. Aunque las eficiencias de formación de VLP por encima del 20% 
son reconocidas como compatibles con la formación de VLP, las eficiencias de formación de VLP por encima del 
50%, y más preferiblemente por encima del 70%, son reconocidas como una característica deseable para 60 
proteínas de fusión VP2 quiméricas resultantes. 
 
5. Confirmación o identificación del sitio de inserción: Técnicas de secuenciación de ADN proporcionan los 
medios para la identificación del sitio de inserción del ADN de interés. Además, la formación de VLP puede 
confirmarse por microscopía electrónica (ME). 65 
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Estos métodos de cribado al azar permiten la rápida selección de los mejores sitios preseleccionados dentro de VP2 
para la incorporación de un péptido particular de interés que produce la producción de VLP. La presente divulgación, 
por tanto, incorpora métodos de cribado al azar para la identificación de sitios de inserción de VP2 preferidos para 
un ADN de interés particular, y las proteínas de fusión VP2 quiméricas, y VLP de VP2 quiméricas, resultantes de la 
expresión de los resultante vectores de expresión de ADN de proteína fusión de VP2 quimérica. Además, dichos 5 
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 invención se refiere a una proteína de fusión, 
capaz de formar una partícula similar a virus, que consiste en la incorporación en localizaciones distintas del extremo 10 
N o C terminal de una o más secuencias de aminoácidos relevantes para la salud humana o veterinaria, distintas de 
una secuencia del virus de la enfermedad de bursitis infecciosa, dentro de una proteína VP2 de virus Birnaviridae, en 
la que preferiblemente la proteína VP2 es la proteína VP2 del virus de la enfermedad de bursitis infecciosa o una 
VP2 que comparte al menos el 30% homología de secuencias de aminoácidos con la proteína VP2 del virus de la 
enfermedad de bursitis infecciosa, y en la que las secuencias de aminoácidos relevantes para la salud humana o 15 
veterinaria están seleccionadas de la lista que consiste en: componentes de vacuna, antígenos y epítopos, 
secuencias de direccionamiento, secuencias de unión, dominios catalíticos, moduladores de farmacología, 
inmunoestimuladores, toxinas y antitoxinas. 
 
En una realización preferida, la proteína VP2 es una pVP2 de 512 aminoácidos de longitud completa, o fragmento de 20 
456, o 452 o 441 aminoácidos de la misma, o comprende al menos 400 aminoácidos de VP2. 
 
En otra realización preferida, las secuencias de aminoácidos relevantes para la salud humana o veterinaria se 
incorporan en uno o más sitios dentro de la proteína 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 25 
que las secuencias de aminoácidos relevantes para la salud humana o veterinaria son iguales o diferentes para cada 
incorporación. 
 
En otra realización preferida, la incorporación de secuencias de aminoácidos relevantes para la salud humana o 
veterinaria consiste en inserciones. 30 
 
En otra realización preferida, la proteína de fusión está terminalmente fusionada ya sea en su región del extremo 
carboxi (C) o amino (N) terminal, con una segunda secuencia de aminoácidos relevante para la salud humana o 
veterinaria que puede ser igual o diferente a las secuencias de aminoácidos relevantes para la salud humana o 
veterinaria insertadas en la región de bucle P o fuera de dichas regiones de bucle P, en la que las secuencias de 35 
aminoácidos relevantes para la salud humana o veterinaria están seleccionadas de la lista que consiste en: 
componentes de vacuna, antígenos y epítopos, secuencias de direccionamiento, secuencias de unión, dominios 
catalíticos, moduladores de farmacología, inmunoestimuladores, toxinas y antitoxinas. 
 
Otro aspecto de la invención se refiere a una partícula similar a virus constituida por el ensamblaje de la proteína de 40 
fusión como se ha definido anteriormente. En una realización preferida de este aspecto de la invención, esta 
partícula similar a virus está constituida por el ensamblaje de la proteína de fusión como se ha definido 
anteriormente y la proteína VP3, en la que la proteína VP3 está terminalmente fusionada, ya sea en el extremo N o 
C terminal, con una secuencia de aminoácidos relevante para la salud humana o veterinaria que puede ser igual o 
diferente a aquella incorporada en VP2, en la que las secuencias de aminoácidos relevantes para la salud humana o 45 
veterinaria están seleccionadas de la lista que consiste en: componentes de vacuna, antígenos y epítopos, 
secuencias de direccionamiento, secuencias de unión, dominios catalíticos, moduladores de farmacología, 
inmunoestimuladores, toxinas y antitoxinas. En otra realización preferida, esta partícula similar a virus se obtiene por 
la co-expresión de pVP2 y VP3 de construcciones génicas independientes o por la expresión de construcciones que 
comprenden la poliproteína pVP2-VP4-VP3. 50 
 
Otro aspecto de la invención se refiere a un ácido nucleico que codifica las proteínas de fusión definidas 
anteriormente. Otro aspecto de la invención se refiere a una construcción génica que comprende este ácido 
nucleico. Otro aspecto de la invención se refiere a un sistema de expresión que comprende esta construcción génica 
operativamente unida a elementos de control de la transcripción, y opcionalmente de la traducción. Otro aspecto de 55 
la invención se refiere a una célula hospedadora que contiene este ácido nucleico o esta construcción génica o este 
sistema de expresión. 
 
Otro aspecto de la invención se refiere al uso in vitro de este sistema de expresión génica para producir partículas 
similares a virus. 60 
 
Otro aspecto de la invención se refiere a las partículas similares a virus quiméricas definidas anteriormente para su 
uso en medicina, administración de fármacos, terapia génica, como agentes elegidos como diana, agentes de 
obtención de imágenes, en vacunación, como antitoxinas, en diagnóstico, o en técnicas de obtención de imágenes 
aplicables a salud humana o veterinaria. 65 
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Otro aspecto de la invención se refiere a un método de cribado para la localización de los sitios de inserción 
preferidos dentro de proteínas VP2, o proteínas de fusión de las mismas, que se ensamblan eficientemente en 
partículas similares a virus, que comprende: 
 

a. Disponer, tanto individualmente como en conjuntos, un conjunto de cualquier combinación de vectores de 5 
biblioteca de ADN para la proteína VP2 de Birnaviridae, o proteínas de fusión de la misma, incorporar uno o más 
vectores con sitios de clonación preseleccionados o vectores con sitios de inserción al azar para la incorporación 
de ADN de interés que conduce a cualquiera de las proteínas de fusión 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 
aminoácidos relevante para la salud humana o veterinaria, para la incorporación de dicho ADN de interés, en el 10 
que la secuencia de aminoácidos relevante para la salud humana o veterinaria está seleccionada de la lista que 
consiste en: componentes de vacuna, antígenos y epítopos, secuencias de direccionamiento, secuencias de 
unión, dominios catalíticos, moduladores de farmacología, inmunoestimuladores, toxinas y antitoxinas; 
c. Transfectar, transformar o infectar células hospedadoras con los vectores de expresión de ADN resultantes de 
b) para la expresión de proteínas de fusión VP2 quiméricas; 15 
d. Evaluar la eficiencia de formación de VLP de células hospedadoras de c) y seleccionar clones que expresan 
partículas similares a virus quiméricas con eficiencias más altas; 
e. Determinar o confirmar la localización de inserción preferida del ADN de interés. 

 
Aunque la anterior invención se ha descrito en algún detalle a modo de ilustración y ejemplo para los fines de 20 
claridad de entendimiento, será rápidamente evidente para aquellos expertos habituales en la materia en vista de las 
enseñanzas de la presente invención que pueden hacerse ciertos cambios y modificaciones a la misma dentro del 
alcance de las reivindicaciones adjuntas. 
 
Descripción de las figuras 25 
 

Figura 1: Oligonucleótidos usados para construcciones de plásmido. 
 

La Figura 1 describe las secuencias de nucleótidos usadas como cebadores para reacciones de PCR en la 
construcción de vectores de ADN y vectores de expresión de ADN. 30 

 
Figura 2: Construcción de vectores de inserción de bucle SpeI-VP2. 

 
La Figura 2 representa la inserción de sitios de restricción SpeI por mutagénesis dirigida al sitio que generan 
inserciones de serina-treonina (TS) en cada una de las posibles posiciones dentro de la región DE de bucle P 35 
de VP2. La clonación del ADN de interés en los sitios SpeI condujo a la inserción de péptidos de interés 
flanqueados por dipéptidos TS en ambos extremos. 

 
Figura 3: Análisis de microscopía electrónica de VLP de VP2 quiméricas purificadas. 

 40 
La Figura 3 representa micrografías electrónicas (ME) de VLP quiméricas obtenidas tras la expresión del 
vector de expresión de ADN en S. cerevisiae cepa 499, lisis y fraccionamiento de extractos solubles en 
gradientes de sacarosa. Los paneles a-i muestran imágenes de microscopía electrónica (ME) de VLP de VP2 
quiméricas purificadas teñidas con acetato de uranilo: (a) VP2(H253↑Flag↑G254), (b) VP2(H253↑cMyc↑G254), (c) 
VP2(A321↑Flag↑ G322), (d) VP2(A321↑cMyc↑ G322), (e) VP2(V252↑Flag ↑H253), (f) VP2(H253↑Flag↑G254)-Flag, 45 
(g) VP2(H253↑cMyc↑G254)-cMyc, (h) VP2(A321↑Flag↑ G322)- Flag y (i) VP2(Q221↑K↑-H253↑K↑-G285↑K↑H320↑K↑). 
La barra mostrada en las imágenes de ME se corresponde con 200 nm. 

 
Figura 4: Construcción de plásmidos de expresión de VP2 con múltiples inserciones. 
 50 

La Figura 4 representa construcciones de expresión 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 clonación de fragmentos RsrII 
y NarI de pESC-URANP2(H253↑cMyc↑G254) y pESC-URA/VP2(H253↑Flag↑G254) en pESC-
URANP2(A321↑cMyc↑G322) y pESC-URA/VP2(A253↑Flag↑G322). 

 55 
Figura 5: Construcción de construcciones de inserción y sustitución de VP2 con fusión del extremo N o 
C terminal. 

 
La Figura 5 representa la fusión del extremo C y extremo N terminal de péptidos de interés de ejemplo cMyc y 
Flag con proteínas de fusión VP2 quiméricas previamente preparadas para contener cMyc, Flag o múltiples 60 
sustituciones de lisina. Se generaron construcciones del extremo C terminal pESC-URA/VP2(X)-X por 
inserción de adaptadores de ADN que codifican péptidos Flag y cMyc en la dirección 3' de los genes de VP2 
usando sitios de restricción NotI y HindIII. Se generaron construcciones del extremo N terminal pESC-URA/X-
VP2(X) por inserción en un sitio EcoRI localizado en la dirección 5' del codón de iniciación de VP2. 

65 
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Figura 6: Secuencia del gen pVP2 sintético. 
 

La Figura 6 muestra la secuencia de nucleótidos del gen pVP2 sintéticamente producido de la cepa Soroa de 
IBDV (NCIB N.º AAD30136) y la proteína correspondiente. Los sitios de restricción de ADN usados para 
clonar están subrayados y nombrados. Los restos de aminoácidos de regiones de bucle P BC, DE, FG y HI 5 
se muestran subrayados. 
 

Figura 7: Secuencia del gen VP4 sintético. 
 

La Figura 7 muestra la secuencia de nucleótidos del fragmento sintéticamente producido del segmento A de 10 
la cepa Soroa de IBDV (NCIB N.º AAD30136), que contiene el extremo 3' del gen de pVP2, el gen de VP4 y 
el extremo 5' del gen VP3. La secuencia de aminoácidos de VP4 está numerada y subrayada y los sitios de 
restricción de ADN usados en la clonación están subrayados y nombrados. 

 
Figura 8: Secuencia del gen VP3 sintético. 15 
 

La Figura 8 muestra la secuencia de nucleótidos del gen de VP3 sintéticamente producido de la cepa Soroa 
de IBDV (NCIB N.º AAD30136) y la proteína 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 restricción MscI, NcoI, HindIII y NcoI, respectivamente. 20 

 
Figura 9: Construcción de vectores de expresión pVP2-VP4-VP3-pp pFastBacDual. 

 
La Figura 9 muestra las etapas para la construcción de vectores de expresión pVP2-VP4-VP3-pp 
pFastBacDual. Etapa 1: Clonación del gen pVP2 en pFastBacDual™ (pFBD) en la dirección 3' del promotor 25 
PH; Etapa 2: Inserción de genes de VP3-X, Flag y cMyc, en el sitio de restricción HindIII en la dirección 3' del 
gen pVP2; Etapa 3: Sustitución del fragmento pVP2 RsrII-NcoI para generar las construcciones de inserción o 
sustitución de pVP2 pFBD/pVP2(X)-VP3-X-pp que contienen Flag, cMyc o múltiples lisinas; Etapa 4: Inserción 
del gen de VP4 en sitios de restricción PvuII y BsgI localizados en el extremo 3' y 5' del gen de pVP2 y VP3, 
respectivamente, para generar pFBD/pVP2(X)-VP4-VP3-X-pp. 30 

 
Figura 10: Construcción de vectores de expresión pESC-URA pVP2, VP3 dobles: 

 
La Figura 10 muestra las etapas para la construcción de vectores de expresión pESC-URA pVP2, VP3 
dobles. Etapa 1: Clonación de His-VP3-X en pESC-URA™ en la dirección 3' del promotor G10 para generar 35 
pESC-URA/His-VP3-X; Etapa 2: Inserción de genes de pVP2 en la dirección 3' del promotor G1 en un sitio 
BamHI-HindIII, generando vectores de expresión pVP2-VP3 dobles pESC-URA/pVP2-His-VP3-X; Etapa 3: 
Sustitución del fragmento RsrII-Mscl de pVP2 para generar las construcciones de inserción o sustitución de 
pVP2-VP3 pESC-URA/pVP2(X)-His-VP3-X. 

 40 
Figura 11: Construcción de vectores de expresión pVP2, VP3 de FastBacDual. 

 
La Figura 11 muestra las etapas para la construcción de vectores de expresión pVP2, VP3 FastBacDual. 
Etapa 1: Clonación de genes de His-VP3-X en pFastBacDual™ (pFBD) en la dirección 3' del promotor P10 
para generar pFBD/His-VP3-X, Etapa 2: Inserción de genes de pVP2 en la dirección 3' del promotor PH en el 45 
sitio BamHI-HindIII, generando vectores de expresión de pVP2-VP3 dobles pFBD/pVP2-His-VP3-X; Etapa 3: 
Sustitución del fragmento RsrII-NcoI de pVP2 para generar construcciones de inserción o sustitución de 
pVP2-VP3 pFBD/pVP2(X)-His-VP3-X. 

 
Figura 12: Análisis de microscopía electrónica (ME) de VLP T=13 quiméricas purificadas. 50 
 

La Figura 12 muestra imágenes de microscopía electrónica (ME) de muestras de VLP T=13 purificadas 
teñidas con acetato de uranilo tras la purificación en gradiente de sacarosa. (1) pVP2(H253↑Flag↑G254)-His-
VP3-Flag y (2) pVP2-His-VP3-Flag. La barra mostrada en las imágenes de ME se corresponde con 200 nm. 

 55 
Figura 13: Generación de un sitio de clonación múltiple en posiciones de inserción de VP2. 

 
La Figura 13 representa la inserción de un sitio de clonación múltiple (MCS) en un sitio SpeI produciendo un 
sitio de clonación NotI/SpeI que contiene varios codones de terminación en marco. Los péptidos de interés se 
introducen como inserciones NotI/SpeI. Los codones de terminación garantizan que la religación de vectores 60 
vacíos durante la generación de las bibliotecas de inserción genera versiones delecionadas de la proteína 
VP2 que son incapaces de formar VLP. 
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Ejemplos 
 
Ejemplo 1. Inserción de péptidos de interés en regiones de bucle P de VP2 de IBDV. 
 
Se generó una colección de plásmidos que incorporan un sitio SpeI en cada una de las posibles posiciones dentro 5 
de los bucles P de VP2, y posiciones inmediatamente adyacentes, por mutagénesis dirigida al sitio usando el 
plásmido de expresión en levadura pESC-URA-VP2 452 (pESC-URA/VP2). Para la construcción de pESC-
URA/VP2, se amplificó el ADNc de VP2 usando los oligonucleótidos VP2-452EcoRI-fw (SEQ. ID. NO: 6) y VP2-
452NotI-rev (SEQ. ID. NO: 7) (Figura 1) y los moldes pESC-URA/pVP2-512 que contienen la inserción de VP2 512 
de IBDV de longitud completa (cepa Soroa de IBDV, NCIB N.º AAD30136). La inserción VP2 452 se clonó en pESC-10 
URA digerido con EcoRI y NotI (Stratagene™) en el que se delecionó previamente el sitio SpeI. La inserción del sitio 
de restricción SpeI generó una inserción 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 región de bucle P de DE en 
la Figura 2. Se linealizaron por separado vectores de inserción de bucle SpeI-VP2 purificados (vectores de inserción 
de bucle VP2-TS o pESC-URA/VP2/Spe) por digestión con SpeI y se ligaron a moléculas adaptadoras de ADN que 15 
codifican una única copia del péptido de interés. Se usaron los plásmidos religados para transformar E. coli, y se 
identificaron clones de inserción por análisis de restricción y secuenciación. Esto se llevó 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 inserción de péptidos de VP2 con 
secuencias de TS flanqueantes derivadas del sitio SpeI manipulado. Se usaron vectores de inserción de bucle VP2-20 
TS purificados y construcciones de inserción de péptidos de VP2 para transformar la cepa Y449 de S. cerevisiae. Se 
determinó cuantitativamente la capacidad para formar VLP para cada uno de los vectores de inserción de bucle de 
VP2-TS [por ejemplo: pESC-URA/VP2(H253↑TS↑G254)] y construcciones de inserción de bucle de VP2-péptido [por 
ejemplo: pESC-URA/VP2(H253↑Flag↑G254)] 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 25 
ensambla en forma de una VLP. Brevemente, se recubrieron previamente placas de ELISA con anti-VP2 de conejo y 
se añadieron diluciones de muestras en serie y se incubaron durante 1 hora a TA. Después de lavar, la placa se 
incuba con anti-VP2 de ratón durante 1 hora a TA, seguido de desarrollo del ensayo de peroxidasa según el 
procedimiento convencional. La CE50 para una muestra dada se determina como la dilución de muestra a la que el 
ELISA de VLP da el 50% de la máxima señal obtenida para esa muestra. La eficiencia de formación de VLP se 30 
expresa en todos los casos como el porcentaje del valor de CE50 obtenido para una muestra dada en comparación 
con el control de VP2 452 nativo. 
 
Con el fin de confirmar la formación de VLP de VP2 quiméricas, se prepararon cultivos de levadura a gran escala, se 
purificaron VLP por medio de centrifugación en gradiente de sacarosa, y se verificó la presencia de VLP por 35 
microscopía electrónica (ME) como se muestra en la Figura 3. Las eficiencias de formación de VLP inferiores al 20% 
de las de la VP2 452 nativa se consideraron ruido de fondo (BG) y se tomaron como una indicación de que la 
localización de la inserción no era compatible con la formación de VLP para los péptidos probados. Los resultados 
obtenidos sirvieron para identificar sitios de inserción específicamente favorecidos por los diferentes péptidos de 
interés probados. 40 
 
Como se demuestra en la Tabla 1, la eficiencia de formación 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 localización de la inserción. Como un 
ejemplo, localizaciones de inserciones, indicadas por una flecha, que produjeron alta eficiencia de formación de VLP 
para el dipéptido TS incluyeron las posiciones G254↑L255, D287↑N288, S315↑K316, K316↑S317, G322↑D323 y D323↑Q324, 45 
mientras que los sitios preferidos para la inserción de Flag fueron H253↑G254, S315↑K316 y G318↑G319, para la 
inserción de cMyc D323↑Q324, para la inserción de V5 G318↑G319 y Q324↑M325, y para la inserción de VSV-G la 
posición G318↑G319. 
 

Tabla 1: Posiciones de inserciones en regiones de bucle P BC, DE, FG y HI. 50 
(% de VLP: eficiencia de formación de VLP; BG: expresión del ruido de fondo; NT: no probado). 
REGIÓN DE 
BUCLE P 

POSICIÓN DE INSERCIÓN (secuencias de la región de 
bucle P subrayadas) 

% de VLP 
TS Flag cMyc V5 VSV-G 

B-C 

↑S218Q219Y220Q221P222G223G224 V225 22 BG BG BG BG 
S218↑Q219Y220Q221P222G223G224 V225 48 35 BG 25 BG 
S218Q219 ↑Y220Q221P222G223G224 V225 23 BG 36 80 84 
S218Q219Y220↑Q221P222G223G224 V225 47 34 61 33 82 
S218Q219Y220Q221↑P222G223G224 V225 37 31 BG BG 20 
S218Q219Y220Q221P222↑G223G224 V225 65 46 34 71 75 
S218Q219Y220Q221P222G223 ↑G224 V225 BG BG 30 BG BG 
S218Q219Y220Q221P222 G223 G224 ↑V225 34 23 BG BG 25 
S218Q219Y220Q221P222G223 G224 V225↑ BG BG BG BG BG 

D-E 
↑F248R249T250S251V252H253G254L255 BG NT NT NT NT 
F248↑R249T250S251V252H253G254L255 BG NT NT NT NT 
F248R249↑T250S251V252H253G254L255 BG BG BG BG BG 
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(% de VLP: eficiencia de formación de VLP; BG: expresión del ruido de fondo; NT: no probado). 
REGIÓN DE 

  
POSICIÓN DE INSERCIÓN (secuencias de la región de 

   
% de VLP 

F248R249T250↑S251V252H253G254L255 43 37 BG BG 23 
F248R249T250S251↑V252H253G254L255 38 BG BG BG BG 
F248R249T250S251V252↑H253G254L255 26 66 BG 25 24 
F248R249T250S251V252H253↑G254L255 69 100 84 NT 49 
F248R249T250S251V252H253G254↑L255 100 28 BG BG BG 
F248R249T250S251V252H253G254L255↑ 35 25 22 BG NT 

F-G 

↑L284T283T284G285T286D287N288 25 BG NT NT NT 
L284↑T283T284G285T286D287N288 62 45 34 23 BG 
L284T283↑T284G285T286D287 N288 79 45 23 95 80 
L284T283T284↑G285T286D287 N288 81 56 45 68 70 
L284T283T284G285↑T286D287 N288 85 75 NT NT NT 
L284T283T284G285T286↑D287 N288 90 66 32 NT 57 
L284T283T284G285T286D287↑ N288 97 62 NT NT NT 
L284T283T284G285T286D287N288↑ 44 NT NT NT NT 

H-I  

↑T314S315K316S317G318G319Q320A321G322D323Q324M325 34 NT NT NT NT 
T314↑S315K316S317G318G319Q320A321G322D323Q324M325 71 58 65 NT 83 
T314S315↑K316S317G318G319Q320A321G322D323Q324M325 100 100 NT 38 36 
T314S315K316↑S317G318G319Q320A321G322D323Q324M325 100 NT NT NT NT 
T314S315K316S317↑G318G319Q320A321G322D323Q324M325 59 85 NT NT NT 
T314S315K316S317G318↑G319Q320A321G322D323Q324M325 56 100 36 97 100 
T314S315K316S317G318G319↑Q320A321G322D323Q324M325 83 NT NT 77 79 
T314S315K316S317G318G319Q320↑A321G322D323Q324M325 91 66 81 NT NT 
T314S315K316S317G318G31Q320A321↑G322D323Q324M325 73 62 67 34 33 
T314S315K316S317G318G319Q320A321G322↑D323Q324M325 100 60 NT 72 58 
T314S315K316S317G318G319Q320A321G322D323↑Q324M325 100 86 99 64 NT 
T314S315K316S317G318G319Q320A321G322D323Q324↑M325 75 70 NT 95 NT 
T314S315K316S317G318G319Q320A321G322D323Q324M325↑ BG BG NT NT NT 

 
Ejemplo 2. Inserción de péptidos de interés en regiones de bucle P de VP2 de diferentes longitudes. 
 
Para probar si la longitud de las proteínas VP2 podría afectar la eficiencia de formación de VLP, se compararon VP2 
de IBDV de diferentes longitudes en su extremo C terminal, concretamente VP2 con 452, 441 y 456 aminoácidos 5 
(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 construcción de pESC-URA/VP2 456 y pESC-URA/VP2 441, se amplificó el ADNc de VP2 usando 
oligonucleótidos 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 inserción VP2 512 de longitud completa. Se clonaron fragmentos 10 
de genes de VP2 456 y VP2 441 purificados en plásmidos pESC-URA/VP2 digeridos con 452EcoRI y NotI. Para este 
fin, se digirieron plásmidos de inserción de bucle de VP2 [por ejemplo: pESC-URA/VP2 (H253↑Flag↑G254), con 
enzimas de restricción RsrII y MscI, que se cortaron dentro del gen VP2 en la posición de aminoácido G24-W414, y 
los fragmentos de genes de VP2 purificados se clonaron en plásmidos pESC-URA/VP2 441 y pESC-URA/VP2 456 
digeridos con RsrII y MscI. Se identificaron clones correctos por análisis de restricción y secuenciación y se 15 
transformaron en la cepa Y449 de S. cerevisiae para evaluar la expresión de VP2 y la eficiencia de formación de 
VLP por ELISA de VLP cuantitativa usando extractos de células de levadura totales. 
 
Como se demuestra en la Tabla 2, la eficiencia de producción de VLP varió según el sitio de inserción dentro de 
VP2, además de con la longitud de VP2. Además, se observó que VP2 más corta en algunos casos produjo 20 
eficiencia de formación de VLP mejorada. 
 

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

 25 
(Los péptidos de interés aparecen subrayados y flanqueados por secuencias conectoras de TS; BG: expresión 
del ruido de fondo; % de VLP: eficiencia de formación de VLP). 
REGIÓN DE 
BUCLE P 

POSICIÓN DE INSERCIÓN (SECUENCIA DE PÉPTIDOS 
INSERTADA) 

LONGITUD DE 
PROTEÍNA VP2  

% DE 
VLP 

D-E H253↑Flag↑G254(TSDYKDDDDKGSGGSSDYKDDDDKSTS) 
VP2 452 100 
VP2 441 100 
VP2 456 56 

H-I A321↑Flag↑ G322(TSDYKDDDDKGSGGSSDYKDDDDKSTS) 
VP2 452 62 
VP2 441 67 
VP2 456 56 
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(Los péptidos de interés aparecen subrayados y flanqueados por secuencias conectoras de TS; BG: expresión 
del ruido de fondo; % de VLP: eficiencia de formación de VLP). 
REGIÓN DE 
BUCLE P 

POSICIÓN DE INSERCIÓN (SECUENCIA DE PÉPTIDOS 
INSERTADA) 

LONGITUD DE 
PROTEÍNA VP2  

% DE 
VLP 

D-E S251↑Flag↑V252(TSDYKDDDDKGSGGSSDYKDDDDKSTS) 
VP2 452 BG 
VP2 441 34 
VP2 456 BG 

D-E H253↑cMyc↑G254 (TSEQKLISEEDLSTS) 
VP2 452 84 
VP2 441 83 
VP2 456 54 

 
Ejemplo 3: Sustitución de regiones de bucle P para péptidos de interés. 
 
Para facilitar la sustitución de regiones de bucle P por péptidos de interés, se generaron vectores de clonación en los 
que los codones dentro de las regiones de bucle P se sustituyeron por una secuencia que codifica un conector corto 5 
que contiene un sitio NotI de enzima de restricción usando un plásmido pESC-URA/VP2 452 con una mutación en el 
sitio NotI en la dirección 3' del gen de VP2 452 (pESC-URA/VP2 452 [ΔNotI]). En una serie de mutantes, se 
delecionó la región de bucle P completa y en otra serie se delecionaron todos, excepto del primer y el último codón 
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 10 
ADNbc de NotI para el ADN de interés en vectores de clonación linealizados con NotI [por ejemplo: pESC-
URANP2/ΔY220-G223] generando inserciones en marco. Se usaron construcciones purificadas [por ejemplo: pESC-
URAA/P2/ΔY220-G223/Q219↑Flag↑G224 para transformar Y449 de S. cerevisiae y la eficiencia de producción de VLP, 
mostrada en la Tabla 3, se determinó cuantitativamente por ELISA de VLP en extractos de células de levadura 
totales. La Tabla 3 muestra la eficiencia de formación de VLP cuando las secuencias de bucle de VP2 están 15 
sustituidas con péptidos de interés. Como se demuestra en la Tabla 3, la eficiencia de formación de VLP fue 
generalmente baja, pero todavía igual o superior al 20%, y varió según el sitio de sustitución dentro de VP2. 
Además, se observó que la retención del primer y último resto de las regiones de bucle P mejoró la eficiencia de 
formación de VLP. 
 20 

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: 
expresión del ruido de fondo; % de VLP: eficiencia de formación de VLP). 
REGIÓN 
DE BUCLE 
P 

POSICIÓN DE 
SUSTITUCIÓN  

PÉPTIDO INSERTADO (SECUENCIA) % de 
VLP 

B-C 
S218↑...↑V225 

Flag (GGSGRDYKDDDDKGSGGSSDYKDDDDKGGSGR) BG 
cMyc (GGSGREQKLISEEDLGGSGR) BG 

S218↑Q219↑...↑G224V225 
Flag (GGSGRDYKDDDDKGSGGSSDYKDDDDKGGSGR) 24 
cMyc (GGSGREQKLISEEDLGGSGR) 33 

D-E 
F248↑...↑L255 

Flag (GGSGRDYKDDDDKGSGGSSDYKDDDDKGGSGR) 25 
cMyc (GGSGREQKLISEEDLGGSGR) BG 

F248R249↑...↑G254L255 
Flag (GGSGRDYKDDDDKGSGGSSDYKDDDDKGGSGR) 35 
cMyc (GGSGREQKLISEEDLGGSGR) 27 

F-G 
L284↑...↑N288 

Flag (GGSGRDYKDDDDKGSGGSSDYKDDDDKGGSGR) BG 
cMyc (GGSGREQKLISEEDLGGSGR) BG 

L284T283↑...↑D287N288 
Flag (GGSGRDYKDDDDKGSGGSSDYKDDDDKGGSGR) 22 
cMyc (GGSGREQKLISEEDLGGSGR) 21 

H-I 
T314↑...↑M325 

Flag (GGSGRDYKDDDDKGSGGSSDYKDDDDKGGSGR) BG 
cMyc (GGSGREQKLISEEDLGGSGR) 25 

T314S315↑...↑Q324M325 
Flag (GGSGRDYKDDDDKGSGGSSDYKDDDDKGGSGR) 28 
cMyc (GGSGREQKLISEEDLGGSGR) 34 

 
Ejemplo de referencia 4: Incorporación de restos de lisina (K) en regiones de bucle y conjugación química de 
cMyc. 
 25 
Para generar sitios de conjugación adicionales dentro de VP2, se clonaron restos de lisina (K) como sustituciones de 
restos de la región de bucle P. Brevemente, se generaron diferentes mutantes de lisina por mutagénesis dirigida al 
sitio del plásmido pESC-URA/VP2 [por ejemplo: pESC-URA/VP2(Q221K-H253K-G285K); las mutaciones se expresan 
como el aminoácido mutado seguido del resto K inducido]. Se transformaron construcciones purificadas en Y449 de 
S. cerevisiae y se determinó la expresión de VP2 y la eficiencia de formación de VLP por ELISA de VLP cuantitativa 30 
en extractos de células de levadura totales. La Tabla 4 muestra la eficiencia de producción de VLP de mutantes 
expresada como el % de eficiencia de producción de VLP en comparación 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 producción de VLP T=1 fue comparable a la de VP2 452 nativa. Solo el mutante VP2(G285K-Q320K) 
preparado para contener un resto de lisina en la sustitución G285 y otro en la sustitución de Q320 no formó VLP. El 
análisis de ME de las construcciones de sustitución de K confirmó la presencia de VLP T=1. Para la conjugación 
química, se purificaron VLP por medio de centrifugación en gradiente de sacarosa y se compararon la eficiencia de 5 
conjugación 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-succinimidílico de 
ácido 3-maleimidobenzoico a una relación de 1:50 durante 30 minutos a 20 ºC 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 cisteína (C) terminal, se mezclaron 1:50 (VLP-MBS: cMyc) y se 10 
incubaron durante la noche a 4 ºC, pH 7,0. Se dializó el producto de conjugación final (VLP - cMyc), se liofilizó y la 
cantidad de péptido conjugado se cuantificó por ELISA usando anticuerpos específicos para cMyc. Los resultados 
mostraron claramente que la incorporación de restos K adicionales por medio de sustituciones aumentó la eficiencia 
de conjugación para péptidos de interés. 
 15 

Tabla 4: VLP de VP2 quiméricas que incorporan sustituciones de lisina en regiones de bucle P. 
(% de VLP: eficiencia de formación de VLP; BG: expresión del ruido de fondo; NT: no 
probado). 
NÚMERO DE 
RESTOS K 
INCORPORADOS  

B-C 
Q221K 

D-E 
H253K 

F-G 
G285K 

H-I 
Q320K. 

 % DE 
VLP 

MORFOLOGÍA 
DE VLP (ME) 

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. Identificación de sitios de inserción de VP2 fuera de regiones de bucle P por mutagénesis por 
transposón al azar con Tn5. 
 20 
La inserción del transposón Tn5 produce la inserción de 57 nucleótidos que codifican 19 aminoácidos. La 
mutagénesis por inserción al azar de VP2 de IBDV con Tn5, usando el plásmido pESC-URA/VP2 452 (ΔSpeI/NotI) y 
el kit EZ-Tn5 In-Frame Linker Insertion (Epicentre™), generó una biblioteca de clones de ADN con inserciones junto 
con la secuencia de aminoácidos de VP2 452 completa. Se llevó a cabo la transformación de células competentes 
usando Transformax EC100 Electrocompetent cells, obteniéndose >200.000 clones con resistencia a ampicilina 25 
(proporcionada por el plásmido) y kanamicina (proporcionada por el transposón). Se aislaron y purificaron ADN de 
plásmido de todos los clones para formar una primera biblioteca de Tn5. El ADN de esta primera biblioteca de Tn5 
se digirió con EcoRI y BglII para purificar la banda correspondiente a la secuencia codificante de VP2 con una 
inserción Ez-Tn5. Esta banda se clonó en el vector pESC-URA digerido con EcoRI y BglII para generar una segunda 
biblioteca, con inserciones al azar solo en el gen de VP2. La ligación se transformó como antes y se obtuvieron 30 
65.000 clones. Se aisló y purificó ADN de plásmido de todos los clones para formar una segunda biblioteca de Tn5. 
El ADN de esta segunda biblioteca de Tn5 se digirió con NotI y se religó, para eliminar el gen de resistencia a 
kanamicina de la inserción. El producto de religación se transformó como antes para obtener 350.000 nuevos clones 
que constituyeron la biblioteca de inserción de Tn5 al azar de 19 aminoácidos final. Se transformaron células de 
levadura Y499 de S. cerevisiae con 10 µg de esta biblioteca de inserción de Tn5 al azar final y se sembró en placas 35 
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 expresión de VLP de VP2 por inmunotransferencia de colonias usando anticuerpos específicos de 
VLP de VP2. Se cultivó individualmente un subconjunto de clones positivos en medio líquido de YNB/CSM-URA + 
2% de galactosa y se analizó la expresión de VLP por ELISA de VLP. Se identificaron inserciones dentro de VP2 por 40 
secuenciación del producto de PCR obtenido de cada clon usando cebadores específicos de VP2 y Tn5. La 
mutagénesis por Tn5 condujo a la inserción de péptidos de 19 aminoácidos que consisten en uno de los tres 
posibles péptidos de núcleo de 15 restos y 4 restos variables dependiendo del sitio de inserción. La evaluación de la 
capacidad de construcciones de Tn5 para producir VLP produjo la identificación de varios sitios de inserción, 
enumerados en la Tabla 5, compatibles con la formación de VLP, y con posibilidades de generación de VLP de VP2 45 
quiméricas con inserción o sustituciones con péptidos de interés. 
 
La identificación de las locaciones de inserciones de Tn5 se llevó a cabo a partir del análisis limitado de 150 clones 
de la biblioteca de inserción de Tn5 al azar final. También pueden estar contenidas otras localizaciones de 
inserciones en dicha biblioteca de inserción y también representan posibles sitios de inserción o sustitución para 50 
péptidos de interés. 
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Tabla 5. Sitios de inserción de VP2 identificados por mutagénesis de transposón Tn5 al azar. 
(Los péptidos de núcleo derivados de TN5 de 15 restos de largo se muestran subrayados) 
POSICIÓN DE INSERCIÓN  PÉPTIDO INSERTADO  
E34↑K35 TVSCTHLAAARCVQETALE 
E34↑K35 LSLVHILRPQDVYKRQTLE 
E41↑T42 TVSCTHLAAARCVQETGSE 
T44↑Y45 SVSCTHLAAARCVQETAST 
G55↑L56 LSLVHILRPQDVYKRQGSG 
Q75↑G76 AVSCTHLAAARCVQETALQ 
G76↑N77 LSLVHILRPQDVYKRQLQG 
S103↑R104 LSLVHILRPQDVYKRQLVS 
S103↑R104 RCLLYTSCGRKMCTRDRVS 
T107↑V108 VCLLYTSCGRKMCTRDSTV 
S111↑T112 TVSCTHLAAARCVQETGSS 
T112↑L113 PVSCTHLAAARCVQETAST 
G115↑G116 LSLVHILRPQDVYKRQLPG 
G116↑V117 AVSCTHLAAARCVQETAGG 
A119↑L120 PVSCTHLAAARCVQETVYA 
V178↑R179 LSLVHILRPQDVYKRQGYV 
P183↑I184 LSLVHILRPQDVYKRQGDP 
A186↑I187 ICLLYTSCGRKMCTRDSPA 
G188↑L189 PVSCTHLAAARCVQETAIG 
D190↑P191 PVSCTHLAAARCVQETGLD 
C197↑D198 AVSCTHLAAARCVQETATC 
D198↑S199 TVSCTHLAAARCVQETACD 
D201↑R202 TVSCTHLAAARCVQETGSD 
Y206↑T207 TCLLYTSCGRKMCTRDRVY 
S240↑L241 PVSCTHLAAARCVQETVTS 
N433↑S434 SVSCTHLAAARCVQETDLN 
N433↑S434 SCLLYTSCGRKMCTRDSLN 
A450↑I451 ICLLYTSCGRKMCTRDSRA 
R452↑ LSLVHILRPQDVYKRQAIR 

 
Ejemplo 6: Identificación de sitios de inserción de VP2 fuera de bucles P por mutagénesis por transposón al 5 
azar con Mu. 
 
La inserción del transposón Mu produce la inserción de 15 nucleótidos que codifican un péptido de 5 aminoácidos. 
La secuencia de la inserción varió entre CGR, PRH o AAA, con dos restos flanqueantes al azar, dependiendo del 
sitio de inserción y marco de lectura. La mutagénesis de inserción al azar de VP2 de IBDV generó una biblioteca de 10 
clones de ADN con inserciones junto con la secuencia de VP2 452 completa. En particular, se usó un plásmido de 
expresión en levadura pESC-URA/VP2 para generar una biblioteca de inserción al azar usando el Entranceposon 
M1-CamR(M1-Cam) Mutation Generation F-701 (MGS™). La reacción se hizo según instrucciones del fabricante y se 
usaron 0,5-1 µl para transformar Transformax EC100 Electrocompetent cells, obteniéndose > 100.000 clones con 
resistencia a ampicilina (proporcionada por el plásmido) y cloranfenicol (proporcionada por el transposón). El ADN 15 
de plásmido para todos los clones se purificó simultáneamente para formar una primera biblioteca de Mu. Esta 
primera biblioteca de Mu se digirió con EcoRI y BglII y se aisló la banda correspondiente a la secuencia codificante 
de VP2 con una inserción de Mu. Esta banda se clonó en el vector pESC-URA digerido con EcoRI y BglII para 
generar una segunda biblioteca, con inserciones al azar solo en el gen de VP2. La ligación se transformó en células 
electrocompetentes y se obtuvieron > 80.000 clones. Se purificó simultáneamente el ADN de plásmido para todos 20 
los clones para formar una segunda biblioteca de Mu. El ADN de la segunda biblioteca de Mu se digirió con NotI y se 
religó, para eliminar el gen de resistencia a cloranfenicol de la inserción. Este ADN se transformó como se ha 
descrito anteriormente obteniéndose > 100.000 clones nuevos que constituyeron la biblioteca de inserción de Mu al 
azar de 5 aminoácidos final. Se transformaron células de levadura Y449 de S. cerevisiae con 10 µg de biblioteca de 
inserción de Mu al azar y se sembraron en placas de YNB/CSM-URA + 2% de glucosa. Se obtuvieron -110.000 25 
clones de levadura y se transfirieron a placas que contenían galactosa. Las colonias cultivadas en presencia de 
galactosa se transfirieron a una membrana de PVDF para analizar la expresión de VP2 por inmunotransferencia de 
colonias. Se cultivaron individualmente un subconjunto de clones positivos en medio líquido de YNB/CSM-URA + 2% 
de galactosa y se analizó la expresión de VLP por ELISA de VLP. 
 30 
Se identificaron inserciones por secuenciación del producto de PCR obtenido de cada clon usando cebadores 
específicos de VP2 y Tn5. La mutagénesis de Mu condujo a la inserción de péptidos de 5 aminoácidos que 
consistían en uno de los tres posibles péptidos de núcleo de 3 restos y 2 restos variables dependiendo del sitio de 
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inserción. La evaluación de la capacidad de las construcciones de Mu para producir VLP produjo la identificación de 
varios sitios de inserción, enumerados en la Tabla 6, compatibles con la formación de VLP, y con posibilidades de 
generación de VLP de VP2 quiméricas que incorporan péptidos de interés por inserción o sustitución. 
 
La identificación de las localizaciones de inserción de Mu se llevó a cabo a partir del análisis limitado de 200 clones 5 
a partir de la biblioteca de inserción de Mu al azar final. También pueden estar contenidas otras localizaciones de 
inserción en dicha biblioteca de inserción y también representar los posibles sitios de inserción o sustitución para 
péptidos de interés. 

 
Tabla 6: Sitios de inserción de VP2 identificados por mutagénesis por transposón Mu al azar. 10 

(Los péptidos de núcleo derivados de Mu se muestran subrayados) 
POSICIÓN DE INSERCIÓN PÉPTIDO INSERTADO 
M1↑T2 MRPHM 
G50↑D51 CGRMG 
Y72↑T73 CGRNY 
G76↑N77 AAAQG 
S103↑R104 CGRMS 
V108↑R109 AAATV 
L113↑P114 RPHTL 
G116↑V117 CGRSG 
G122↑T123 CGRNG 
I184↑P185 CGRTI 
A186↑I187 AAAPA 
A186↑I187 CGRTA 
G188↑L189 CGRIG 
D198↑S199 AAACD 
D201↑R202 MRPHD 
L379↑A380 RPHEL 
G393↑A394 AAAPG 
N396↑Y397 AAAMN 
M427↑E428 DAAAM 
L436↑K437 AAAPL 
G440↑A441 CGRNG 
F444↑K445 CGRSF 
R449↑A450 VRPHR 

 
Ejemplo 7: Clonación de Flag o cMyc fuera de regiones de bucle P de VP2. 
 
La eliminación de transposones Tn5 o Mu insertados al azar en el genoma de VP2 produjo inserciones de 57 o 15 
nucleótidos que codifican inserciones de 19 o 5 aminoácidos, respectivamente. Las inserciones resultantes 15 
contuvieron un sitio de restricción NotI que permitió la clonación del ADN de interés. Los vectores resultantes [por 
ejemplo: pESC-URA/VP2(G76↑Tn5↑N77); la localización de inserción de Tn5 se indica por las flechas] se digirieron 
con NotI 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 NotI. Las construcciones resultantes [por ejemplo: pESC-URA/VP2(G76↑Tn5-Flag↑N77)] se 
transformaron en Y449 de S. cerevisiae y la capacidad para formar VLP, mostrada en la Tabla 7, se determinó 20 
cuantitativamente por ELISA de VLP en extractos de células de levadura totales. 
 
Además, también se construyeron vectores de inserción por mutagénesis dirigida al sitio para generar sitios de 
restricción SpeI en sitios de inserción de transposón previamente identificados. La inserción del sitio de restricción 
SpeI generó la inserción de serina-treonina (TS) en los puntos previamente identificados deseados dentro de VP2. 25 
Para la inserción de ADN de interés, los vectores inserción resultantes [por ejemplo: pESC-URA/VP2(G76↑TS↑N77)] 
se digirieron con SpeI y se ligaron a un ADN de interés, tal como Flag o cMyc, extremos cohesivos de SpeI. Las 
construcciones resultantes [por ejemplo: pESC-URA/VP2(G76↑TS-Flag↑N77)] se transformaron en Y449 de S. 
cerevisiae y la capacidad para formar VLP, mostrada en la Tabla 7, se determinó cuantitativamente por ELISA de 
VLP en extractos de células de levadura totales. 30 
 
La inserción de péptidos de interés en las inserciones de Tn5 o Mu generalmente produjo eficiencia de formación de 
VLP reducida, pero todavía igual o superior al 20%, en comparación 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 transposón. 35 
 

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 aminoácidos resultantes restantes del 
transposón Tn5 o Mu insertado, o el sitio de TS manipulado; BG: expresión del ruido de fondo; % de VLP: eficiencia 
de formación de VLP). 
POSICIÓN Inserción PÉPTIDO INSERTADO % de VLP 

Q76↑N77 

Tn5 LSLVHILRPQDVYKRQLQG 66 
Tn5-cMyc LSLVHILRPEQKLISEEDLSRPQDVYKRQLQG 45 
TS-cMyc TSEQKLISEEDLTS 88 
Tn5-Flag LSLVHILRPDYKDDDDKGSGGSSDYKDDDDKRPQDVYKRQLQG 55 
TS-Flag TSDYKDDDDKGSGGSSDYKDDDDKTS 77 

T112↑L113 

Tn5 PVSCTHLAAARCVQETAST 56 
Tn5-cMyc PVSCTHLAAEQKLISEEDLSPAARCVQETAST 22 
TS-cMyc TSEQKLISEEDLTS 71 
Tn5-Flag PVSCTHLAATSDYKDDDDKGSGGSSDYKDDDDKTSSPAARCVQETAST BG 
TS-Flag TSDYKDDDDKGSGGSSDYKDDDDKTS 80 

A119↑L120 

Tn5 PVSCTHLAAARCVQETVYA 116 
Tn5 PVSCTHLAAEQKLISEEDLSPAARCVQETVYA 33 
Tn5-cMyc TSEQKLISEEDLTS 100 
TS-cMyc PVSCTHLAATSDYKDDDDKGSGGSSDYKDDDDKTSSPAARCVQETVYA 25 
Tn5-Flag TSDYKDDDDKGSGGSSDYKDDDDKTS 97 

G188↑L189 

Tn5 PVSCTHLAAARCVQETAIG 37 
Tn5-cMyc PVSCTHLAAEQKLISEEDLSPAARCVQETAIG BG 
TS-cMyc TSEQKLISEEDLTS 43 
Tn5-Flag PVSCTHLAATSDYKDDDDKGSGGSSDYKDDDDKTSSPAARCVQETAIG 25 
TS-Flag TSDYKDDDDKGSGGSSDYKDDDDKTS 43 

I184↑P185 

Mu ICGRTIP 65 
Mu-cMyc ICGPTEQKLISEEDLSGRTIP 56 
cMyc TSTEQKLISEEDLSTS 63 
Mu-Flag ICGPDYKDDDDKGSGGSSDYKDDDDKSGRTIP 64 
Flag TSDYKDDDDKGSGGSSDYKDDDDKTS 70 

L379↑A380 

Mu LRPHELA 65 
Mu-cMyc LRPTEQKLISEEDLSRPHELA 56 
cMyc TSTEQKLISEEDLSTS 67 
Mu-Flag LRPDYKDDDDKGSGGSSDYKDDDDKSRPHELA 56 
Flag TSDYKDDDDKGSGGSSDYKDDDDKTS 63 

 
Ejemplo 8: VLP de VP2 quiméricas que incorporan inserciones de VP2 múltiples. 
 
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 plásmidos pESC-5 
URA/VP2(H253↑Flag↑G254) y pESC-URA/VP2(H253↑cMyc↑G254) con enzimas de restricción RsrII y NarI. Se 
purificaron y clonaron fragmentos de ADN que codifican la parte del extremo N terminal de VP2 que incluye las 
inserciones en H253↑G254 en plásmidos pESC-URA/VP2(A321↑Flag↑G322) y pESC-URAA/P2(A321↑cMyc↑G322) 
digeridos con RsrII, NarI. Los plásmidos resultantes, concretamente, pESC-
URAA/P2(H253↑Flag↑G254/A321↑Flag↑G322), pESC-URA/VP2(H253↑Flag↑G254/A321↑ cMyc↑G322), pESC-URA/VP2 10 
(H253↑cMyc↑G254/ A321↑Flag↑G322) y pESC-URA/VP2(H253↑ cMyc↑G254/A321↑cMyc↑G322), se usaron para 
transformar la cepa Y449 de S. cerevisiae para evaluar la expresión de VP2 y la capacidad de formación de VLP de 
VP2 quiméricas por ELISA de VLP cuantitativa. Como se muestra en la Tabla 8, proteínas VP2 452 con dos 
inserciones de región de bucle P son capaces de formar VLP. En general, se observó que la segunda inserción 
redujo la eficiencia de formación de VLP ligeramente, pero se formaron VLP en todos los casos con eficiencias 15 
iguales o superiores al 20%, y la presencia de VLP se confirmó por análisis de ME. 
 

Tabla 8: Capacidad de producción de VLP de construcciones de VP2 con inserciones múltiples. 
(Los péptidos de núcleo se muestran en negrita y subrayados; % de VLP: eficiencia de formación de VLP). 
POSICIÓN DE INSERCIÓN (SECUENCIA DE 
PÉPTIDOS INSERTADA) 

POSICIÓN DE INSERCIÓN (SECUENCIA DE 
PÉPTIDOS INSERTADA) 

% de 
VLP 

H253↑Flag↑G254(TSDYKDDDDKGSGGSSDYKD
DDDKTS) 

ninguna 100 
A321↑Flag↑G322(TSDYKDDDDKGSGGSSDYKDDDDKTS
) 66 

A321↑cMyc↑G322 (TSEQKLISEEDLTS) 45 

H253↑cMyc↑G254 (TSEQKLISEEDLTS) 

ninguna 84 
A321↑Flag↑G322(TSDYKDDDDKGSGGSSDYKDDDDKTS
) 33 

A321↑cMyc↑G322 (TSEQKLISEEDLTS) 82 
ninguna A321↑Flag↑G322(TSDYKDDDDKGSGGSSDYKDDDDKTS 62 
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) 
A321↑cMyc↑G322 (TSEQKLISEEDLTS) 67 

 
Ejemplo 9: VLP de VP2 quiméricas resultantes de proteínas de fusión VP2 quiméricas que incorporan la 
inserción o sustitución con un péptido de interés, además de un péptido de interés terminalmente fusionado. 
 
Para probar la posibilidad de combinar inserciones o sustituciones de VP2 con fusiones terminales, se prepararon 5 
una serie de construcciones de inserción o sustitución de VP2 con fusiones de péptidos del extremo N o C terminal 
como se muestra en la Figura 5. Para la construcción de un sitio de fusión del extremo C terminal, se manipularon 
genéticamente construcciones de ADN que incorporan la inserción de un ADN de interés, Flag o cMyc, dentro de 
VP2 en el sitio H253↑G254 o A321↑G322 y construcciones de ADN que codifican un mutante de sustitución de 4K, que 
contiene cuatro restos de lisina en regiones de bucle P, para contener sitios de restricción NotI y HindIII únicos en el 10 
extremo C terminal del gen de VP2 [por ejemplo: pESC-URA/VP2(H253↑cMyc↑G254)-Not Hind; y pESC-
URA/VP2(Q221K-H253K-G285K-H320K)-Not Hind]. La doble digestión de los vectores de inserción o sustitución de VP2 
con NotI - HindIII y la religación para incorporar un fragmento lineal de NotI - HindIII que codifica cMyc o Flag produjo 
la fusión del extremo C terminal del segundo ADN de interés, o mismo, o en la combinación de la fusión del extremo 
C terminal y sustituciones de 4K [por ejemplo: pESC-URA/VP2(H253↑Flag↑G254)-Flag; o pESC-URA/VP2(Q221K-15 
H253K-G285K-H320K)-cMyc]. 
 
Para la construcción de fusiones del extremo N terminal, construcciones de ADN que incorporan la inserción de un 
ADN de interés, Flag (SEQ. ID. NO: 2) o cMyc (SEQ. ID. NO: 3), dentro de VP2 en el sitio H253↑G254 o A321↑G322, 
H253↑G254 y construcciones de ADN que codifican el mutante de sustitución de 4K, se digirieron con EcoRI, situada 20 
inmediatamente en la dirección 5' del codón de iniciación, y se ligaron a un fragmento de ADN que codifica Flag con 
extremos cohesivos de EcoRI. La transformación del producto de ligación en E. coli supercompetentes condujo al 
aislamiento de plásmidos que codifican mutantes con fusiones Flag del extremo N terminal en combinación con 
inserciones o sustituciones de VP2 [por ejemplo: pESC-URA/Flag-VP2(H253↑Flag↑G254); o pESC-URA/Flag-
VP2(Q221K-H253K-G285K-H320K)]. La transformación de todas las construcciones en Y449 de S. cerevisiae y el 25 
aislamiento de colonias de levadura transformadas fue seguido de la evaluación de la eficiencia de producción de 
VLP, como se muestra en la Tabla 11. En general, la fusión de un péptido de interés con el extremo C terminal 
redujo la eficiencia de formación de VLP, pero se formaron VLP en todos los casos con eficiencias iguales o 
superiores al 20%, y la presencia de VLP se confirmó por microscopía electrónica (ME). 
 30 

Tabla 9. Capacidad de producción de VLP de construcciones de VP2 que incorporan la inserción de un 
péptido de interés y una fusión del extremo C o N terminal de un segundo péptido de interés. 

(% de VLP: eficiencia de formación de VLP; BG: expresión del ruido de fondo; NT: no probado) 
POSICIÓN DE INSERCIÓN (SECUENCIA DE PÉPTIDOS 
INSERTADA) 

POSICIÓN DE FUSIÓN TERMINAL 
(SECUENCIA DE PÉPTIDOS INSERTADA) 

% de 
VLP 

H253↑Flag↑G254(TSDYKDDDDKGSGGSSDYKDDDDKSTS) 

Ninguna 100 
R452↑Flag(SSGDYKDDDDK) 23 
R452↑cMyc(SSGDYKDDDDK) 30 
Flag↑M1(MDYKDDDDKGNSEF) 45 

A321↑Flag↑G322(TSDYKDDDDKGSGGSSDYKDDDDKSTS) 

Ninguna 62 
R452↑Flag(SSGDYKDDDDK) 67 
R452↑cMyc(SSGDYKDDDDK) NT 
Flag↑M1(MDYKDDDDKGNSEF) 34 

H253↑cMyc↑G254 (TSEQKLISEEDLSTS) 

Ninguna 84 
R452↑Flag(SSGDYKDDDDK) 55 
R452↑cMyc(SSGDYKDDDDK) 30 
Flag↑M1↑(MDYKDDDDKGNSEF) 78 

A321↑cMyc↑G322 (TSEQKLISEEDLTSTS) 

Ninguna 67 
R452↑Flag(SSGDYKDDDDK) 85 
R452↑cMyc(SSGDYKDDDDK) NT 
Flag↑M1(MDYKDDDDKGNSEF) 56 

Q221K-H253K-G285K-H320K (4K) 

Ninguna 45 
R452↑Flag(SSGDYKDDDDK) 34 
R452↑cMyc(SSGDYKDDDDK) 40 
Flag↑M1(MDYKDDDDKGNSEF) 55 

 
Ejemplo 10: Producción en baculovirus de VLP T=13 que incorporan inserciones de VP2 y fusiones 
terminales de VP3 por expresión de genes de poliproteína pVP2-VP4-VP3 quimérica. 35 
 
Para la generación de VLP T=13 de IBDV que incorporan inserciones de péptidos de interés dentro de VP2, se 
construyeron plásmidos para la expresión de la poliproteína pVP2-VP4-VP3 de IBDV. Más específicamente, se 
usaron plásmidos de expresión 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 40 
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pUC57 (NCIB N.º AAD30136) clonados como se muestra en las Figuras 6, 7 y 8, para la construcción plásmidos de 
pFBD/poliproteínas pVP2-VP4-VP3 [es decir: pFBD/pVP2-VP4-VP3-pp]. La construcción de plásmidos se expone 
brevemente en la Figura 9 y del siguiente modo: 
 

En una primera etapa, se clonó el gen que codifica pVP2 de 512 aminoácidos de longitud completa (SEQ. ID. 5 
NO: 21) en el plásmido de pFBD en la dirección 3' del promotor de PH. El plásmido pUC57-pVP2 se digirió con 
enzimas de restricción Bg/II y HindIII y el fragmento de ADN se clonó en el plásmido pFBD digerido con BamHI y 
HindIII generando pFBD/pVP2-pp. 

 
En una segunda etapa, se clonaron los genes de proteínas de fusión VP3 en pFBD/VP2 en la dirección 3' del gen de 10 
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 oligonucleótidos BV VP3 5' HindIII 
(SEQ. ID. NO: 10) y BV VP3-Flag 3'HindIII (SEQ. ID. NO: 11), BV VP3-cMyc 3'HindIII (SEQ. ID. NO: 12), 
respectivamente, como se muestra en la Figura 9. Se digirieron fragmentos de ADN purificados con enzimas de 
restricción HindIII y se clonaron en pFBD/pVP2-pp digerido con HindIII generando pFBD/pVP2-VP3-Flag-pp y 15 
pFBD/pVP2-VP3-cMyc-pp. 
 
En una tercera etapa, se clonaron fragmentos de ADN que codifican las inserciones de VP2 en plásmidos 
pFBD/pVP2-VP3(X)-pp. Para este fin, se digirieron plásmidos de inserción de bucle [por ejemplo: 
pFBD/VP2(H253↑Flag↑G254); pFBD/VP2(H253↑cMyc↑G254); o pFBD/VP2(Q221K-H253K-G285K-H320K)] con la enzima 20 
de restricción RsrII y NcoI, que corta dentro del gen de VP2 en las posiciones de aminoácidos G24-H338 y se clonó el 
fragmento de gen de VP2 purificado en plásmidos pFBD/pVP2-VP3-Flag-pp y pFBD/pVP2-VP3-cMyc-pp digeridos 
con RsrII y NcoI, generando los plásmidos pFBD/pVP2(H253↑Flag o Myc↑G254)-VP3-Flag-pp, pFBD/pVP2(H253↑Flag 
o Myc↑G254)-VP3-cMyc-pp, pFBD/pVP2(A321↑Flag o Myc↑G322)-VP3-Flag-pp, pFBD/pVP2(A321↑Flag o Myc↑G322)-
VP3-cMyc-pp, pFBD/pVP2(Q221K-H253K-G285K-H320K)-VP3-Flag-pp y pFBD/pVP2(Q221K-H253K-G285K-H320-K)-VP3-25 
cMyc-pp, como se muestra en la Figura 9. 
 
En una etapa final de la construcción, se insertó 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 digirió el plásmido pUC57-VP4 con enzimas de 
restricción PvuII y BsgI y el fragmento de ADN de pVP4 se clonó en plásmidos pFBD/pVP2(X)-VP3-X digeridos con 30 
PvuII y BsgI (por ejemplo pFBD/pVP2(H253↑Flag o Myc↑G254)-VP3-Flag-pp y pFBD/pVP2(Q221K-H253K-G285K-H320-
K)-VP3-cMyc-pp) 
 
Los plásmidos resultantes [por ejemplo: pFBD/pVP2(H253↑Flag o Myc↑G254)-VP4-VP3-Flag-pp y pFBD/pVP2(Q221K-
H253K-G285K-H320-K)-VP4-VP3-cMyc-pp] se introdujeron en baculovirus recombinantes (rBV) que en el transcurso de 35 
su ciclo de replicación expresaron las poliproteínas pVP2(X)-VP4-VP3-X. Se llevó a cabo la producción de VLP en 
células de insecto infectadas por rBV y la purificación de VLP T=13 siguiendo procedimientos convencionales. 
 
Brevemente, se infectaron cultivos de células de insecto H5 (Invitrogen™) con rBV a una multiplicidad de infección 
de 5 ufp/célula. 30 h después de la infección, las células se recogieron, se lisaron y la VLP se purificó por 40 
centrifugación en gradiente de sacarosa. Se evaluó la capacidad de formación 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 proteínas de fusión VP2 quiméricas que 
contienen inserciones son de hecho compatibles con la formación de VLP T=13 y además que VLP T=13 puede 
prepararse para incorporar la combinación de péptidos de interés insertados en VP2 y fusionados con VP3. 45 
 

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

(* % de eficiencia de formación de VLP en comparación con pVP2-HisVP3 generada por co-expresión de pVP2 y 
VP3). 
POSICIÓN DE INSERCIÓN (SECUENCIA DE 
PÉPTIDOS INSERTADA) 

Fusión de 
VP3 

POSICIÓN/SECUENCIAS 
DE PÉPTIDOS 

% de VLP* 

H253↑Flag↑G254(TSDYKDDDDKGSGGSSDYKDDDDKTS) VP3-Flag E259/SSGDYKDDDDK 80 
VP3-cMyc E259/EQKLISEEDL 92 

H253↑cMyc↑G254 (TSEQKLISEEDLTS) VP3-Flag E259/SSGDYKDDDDK 77 
VP3-cMyc E259/EQKLISEEDL 55 

A321↑Flag↑G322(TSDYKDDDDKGSGGSSDYKDDDDKTS) VP3-Flag E259/SSGDYKDDDDK 44 
VP3-cMyc E259/EQKLISEEDL 77 

A321↑cMyc↑G322 VP3-Flag E259/SSGDYKDDDDK 82 
(TSEQKLISEEDLTS) VP3-cMyc E259/EQKLISEEDL 76 

Q221K-H253K-G285K-H320K (4K) VP3-Flag E259/SSGDYKDDDDK 66 
VP3-cMyc E259/EQKLISEEDL 45 

 
Ejemplo 11: Producción en S. cerevisiae de levadura de VLP T=13 que incorporan una inserción de VP2 y 50 
VP3 terminalmente fusionada con el extremo N y C terminal. 

E08749431
08-03-2018ES 2 659 586 T3

 



22 

 
Para la generación de VLP T=13 que incorporan inserciones de péptidos de interés dentro de VP2, se construyeron 
plásmidos para la co-expresión de VP2 y VP3 de genes separados. Se usaron plásmidos de expresión individuales, 
concretamente pESC-URA de Stratagene™, que permitió la expresión 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.º 5 
AAD30136) como se muestra en las Figuras 6 y 8, y se usaron para las construcciones de plásmido. La construcción 
de plásmidos se expone brevemente en la Figura 10. 
 
En una primera etapa, la construcción de plásmidos pESC-URA/pVP2-VP3, se clonaron genes de proteínas de 
fusión VP3 en pESC-URA en la dirección 3' del promotor GAL10 (MSC1). Se obtuvieron fragmentos de ADN que 10 
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 oligonucleótidos 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 restricción NotI y Sacl y se clonaron en 
pESC-URA digerido con NotI y SacI generando los siguientes plásmidos de pESC-URA/ His-VP3(X), pESC-URA/ 15 
His-VP3, pESC-URA/ His-VP3-Flag y pESC-URA/ His-VP3-cMyc. 
 
En una segunda etapa, se clonó el gen que codifica pVP2 de 512 aminoácidos de longitud completa en plásmidos 
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 dirección 3' del promotor GAL1 (MCS2). El plásmido pUC57-pVP2 se digirió con enzimas de 20 
restricción BglII y HindIII y el fragmento de ADN se clonó en plásmidos pESC-URA/His-VP3-X digeridos con BamHI y 
HindIII, generando los siguientes plásmidos 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 plásmidos pESC-25 
URA/pVP2-His-VP3-X. Para este fin, se digirieron plásmidos de inserción de bucle [por ejemplo: pESC-
URA/VP2(H253↑Flag↑G254), o pESC-URA/VP2(Q221K -H253K-G285K-H320K)] con las enzimas de restricción RsrII y 
MscI, que se cortaron dentro del gen de VP2 en las posiciones de aminoácidos G24-W414 y se clonó el fragmento de 
gen de VP2 purificado en plásmidos pESC-URA/pVP2-His-VP3-X digeridos con RsrII y MscI. 
 30 
Se usaron los plásmidos resultantes, concretamente pESC-URA/pVP2(H253↑Flag o cMyc↑G254)-His-VP3, pESC-
URA/pVP2(A321↑Flag o cMyc↑G322)-His-VP3, pESC-URA/pVP2(H253↑Flag o cMyc↑G254)-His-VP3-Flag, pESC-
URA/pVP2(H253↑Flag o cMyc↑G254)-His-VP3-cMyc, pESC-URA/pVP2(A321↑Flag o cMyc↑G322)-His-VP3-Flag, pESC-
URA/pVP2(A321↑Flag o cMyc↑G322)-His-VP3-cMyc, pESC-URA/VP2(Q22K-H253K-G285K-H320K)-His-VP3, pESC-
URA/VP2(Q221K-H253K-G285K-H320K)-His-VP3-Flag y pESC-URA/VP2(Q221K-H253K-G285K-H320K)-His-VP3-cMyc, 35 
para transformar Y449 de S. cerevisiae para evaluar la expresión de VP2/VP3 y la capacidad de formación de VLP 
por ELISA de VLP cuantitativa usando extractos de células de levadura totales. Se confirmó la formación de T=13 
por ME de muestras de VLP purificadas y se compararon con la formación de VLP de una construcción de pVP2-
His-VP3 que carece de inserciones de VP2. Como se muestra en la Tabla 11, todas las construcciones probadas 
produjeron la formación de VLP T=13 con grados de eficiencia variables por encima del 20% que indican que las 40 
proteínas de fusión VP2 quiméricas que contienen inserciones son de hecho compatibles con la formación de VLP 
T=13 en levadura, y además que VLP T=13 puede prepararse para incorporar proteínas de fusión VP2 quiméricas y 
VP3 quimérica. 
 

Tabla 11. Capacidad de producción de VLP de VLP T=13 que incorporan inserciones de VP2 y fusiones 45 
terminales de VP3 generadas por expresión de pVP2 y VP3 en levadura. 

(* % de eficiencia de formación de VLP en comparación con pVP2-HisVP3 generado por co-expresión de pVP2 y 
VP3). 
POSICIÓN DE INSERCIÓN (SECUENCIA 
DE PÉPTIDOS INSERTADA) 

Fusión de VP3 POSICIÓN / SECUENCIAS DE 
PÉPTIDO 

 % de 
VLP* 

H253↑Flag↑G254(TSDYKDDDDKGSGGSS
DYKDDDDKSTS) 

His-VP3 His-VP3:M1/HHHHHHSSG 44 
His-VP3-Flag M1/HHHHHHSSG,E259/SSGDYKDDDDK 23 
His-VP3-cMyc M1/HHHHHHSSG,E259/EQKLISEEDL 12 

H253↑cMyc↑G254(TSEQKLISEEDLSTS) 
His-VP3 His-VP3:M1/HHHHHHSSG 66 
His-VP3-Flag M1/HHHHHHSSG,E259/SSGDYKDDDDK 62 
His-VP3-cMyc M1/HHHHHHSSG,E259/EQKLISEEDL 44 

A321↑Flag↑G322(TSDYKDDDDKGSGGSS
DYKDDDDKSTS) 

His-VP3 His-VP3:M1/HHHHHHSSG 53 
His-VP3-Flag M1/HHHHHHSSG,E259/SSGDYKDDDDK 42 
His-VP3-cMyc M1/HHHHHHSSG,E259/EQKLISEEDL 66 

A321↑cMyc↑G322(TSEQKLISEEDLSTS) 
His-VP3 His-VP3:M1/HHHHHHSSG 22 
His-VP3-Flag M1/HHHHHHSSG,E259/SSGDYKDDDDK 12 
His-VP3-cMyc M1/HHHHHHSSG,E259/EQKLISEEDL 59 

Q221K-H253K-G285K-H320K (4K) 
His-VP3 His-VP3:M1/HHHHHHSSG 55 
His-VP3-Flag M1/HHHHHHSSG,E259/SSGDYKDDDDK 33 
His-VP3-cMyc M1/HHHHHHSSG,E259/EQKLISEEDL 56 
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Ejemplo 12: Expresión de proteínas de fusión VP2 quiméricas y VP3 en baculovirus para la producción de 
VLP T=13 que incorporan inserciones de VP2 y fusiones terminales de VP3. 5 
 
Para la generación de VLP T=13 de IBDV que incorporan inserciones de péptidos de interés dentro de VP2, se 
construyeron plásmidos para la co-expresión de VP2 de IBDV y VP3 de genes separados. Se usaron plásmidos de 
expresión individuales, concretamente pFastBacDual (pFBD) de Invitrogen™, que permitió la expresión 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 10 
de IBDV clonada en pUC57 (NCIB N.º AAD30136) como se muestra en las Figuras 6 y 8 para las construcciones de 
plásmido (véase la Figura 11) del siguiente modo: 

 
En una primera etapa en la construcción de plásmidos pFBD/pVP2-VP3, se clonaron genes de proteínas de 
fusión VP3 en pFBD en la dirección 3' del promotor p10. Se obtuvieron fragmentos de ADN que codifican His-15 
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 oligonucleótidos 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. 

 20 
Se digirieron fragmentos de ADN purificados con enzimas de restricción SmaI y KpnI y se clonaron en pFBD digerido 
con SmaI y KpnI generando plásmidos 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 clonó el gen que codifica la VP2 de 512 aminoácidos de longitud completa en plásmidos 25 
pFBD/ His-VP3-X en la dirección 3' del promotor PH. Se digirió plásmido pUC57-pVP2 con enzimas de restricción 
BglII y HindIII y el fragmento de ADN se clonó en plásmidos pFBD/VP3-X digeridos con BamHI y HindIII generando 
los siguientes plásmidos de pFBD/pVP2-His-VP3-X, pFBD/pVP2-His-VP3, pFBD/pVP2-His-VP3-Flag y pFBD/pVP2- 
His-VP3-cMyc. 
 30 
En una tercera etapa, se clonaron fragmentos de ADN que codifican las inserciones de VP2 en plásmidos de 
pFBD/pVP2-VP3-X. Para este fin, se digirieron plásmidos de inserción de bucle [por ejemplo: pESC-
URA/VP2(H253↑Flag↑G254); pESC-URA/VP2(H253↑cMyc↑G254 o pESC-URA/VP2/Q221K-H253K-G285K-H320K] con la 
enzima de restricción RsrII y NcoI, que corta dentro del gen de VP2 en las posiciones de aminoácidos G24-H338 y el 
fragmento de gen de VP2 purificado se clonó en plásmidos pFBD/pVP2-His-VP3-X digeridos con RsrII y NcoI. 35 
 
Los plásmidos resultantes, mostrados en la Figura 11, concretamente pFBD/pVP2(H253↑Flag o cMyc↑G254)-His-VP3, 
pFBD/pVP2(H253↑Flag o cMyc↑G254)-His-VP3-Flag, pFBD/pVP2(H253↑Flag o Myc↑G254)-His-VP3-cMyc, 
pFBD/pVP2(Q221K-H253K-G285K-H320K)-His-VP3, pFBD/pVP2(Q221K-H253K-G285K-H320K)-VP3-Flag y 
pFBD/pVP2(Q221K-H253K-G285K-H320K)-His-VP3-cMyc, se introdujeron en baculovirus recombinantes (rBV) que en 40 
el transcurso de su ciclo de replicación expresaron ambas proteínas, fusiones de VP2 y fusiones de VP3, 
simultáneamente. Se llevó a cabo el mismo procedimiento con inserciones de Flag y cMyc VP2 en la localización 
A321↑G322 como se muestra en la Figura 11. Se llevó a cabo la producción de VLP en células de insecto infectadas 
por rBV y la purificación de VLP T=13 siguiendo los procedimientos convencionales. Brevemente, se infectaron 
cultivos de células de insecto H5 (Invitrogen™) con rBV a una multiplicidad de infección de 5 ufp/célula. 30 h 45 
después de la infección, las células se recogieron, se lisaron y se purificaron VLP por centrifugación en gradiente de 
sacarosa. Se evaluó la capacidad de formación de VLP T13 para todas las construcciones por ELISA y TEM de 
muestras de VLP purificadas y se comparó con la formación de VLP de una construcción 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 formación superiores al 20%, lo que indica que las inserciones de 50 
VP2 son de hecho compatibles con la formación de VLP T=13 en células infectadas por baculovirus y además que 
VLP T=13 puede prepararse para incorporar la combinación de péptidos de interés insertada en V=P2 y fusionada 
con VP3. 
 

Tabla 12: Capacidad de producción de VLP de VLP T=13 que incorporan inserciones de VP2 y fusiones 55 
terminales de VP3 generadas por co-expresión de pVP2 y VP3. 

(* % de eficiencia de formación de VLP en comparación con pVP2-HisVP3 generado por co-expresión de pVP2 y VP3). 
POSICIÓN DE INSERCIÓN (SECUENCIA DE 
PÉPTIDOS INSERTADA) 

Fusión de VP3 POSICIÓN / SECUENCIAS DE 
PÉPTIDOS 

 % 
VLP* 

H253↑Flag↑G254(TSDYKDDDDKGSGGSSDYKD
DDDKSTS) 

His-VP3 His-VP3:M1/HHHHHHSSG 66 
His-VP3-Flag M1/HHHHHHSSG,E259/SSGDYKDDDDK 45 
His-VP3-cMyc M1/HHHHHHSSG,E259/EQKLISEEDL 35 

H253↑cMyc↑G254(TSEQKLISEEDLSTS) 
His-VP3 His-VP3:M1/HHHHHHSSG 78 
His-VP3-Flag M1/HHHHHHSSG,E259/SSGDYKDDDDK 55 
His-VP3-cMyc M1/HHHHHHSSG,E259/EQKLISEEDL 34 
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(* % de eficiencia de formación de VLP en comparación con pVP2-HisVP3 generado por co-expresión de pVP2 y VP3). 
POSICIÓN DE INSERCIÓN (SECUENCIA DE 
PÉPTIDOS INSERTADA) 

Fusión de VP3 POSICIÓN / SECUENCIAS DE 
PÉPTIDOS 

 % 
VLP* 

A321↑Flag↑G322(TSDYKDDDDKGSGGSSDYKD
DDDKSTS) 

His-VP3 His-VP3:M1/HHHHHHSSG 78 
His-VP3-Flag M1/HHHHHHSSG,E259/SSGDYKDDDDK 22 
His-VP3-cMyc M1/HHHHHHSSG,E259/EQKLISEEDL 88 

A321↑cMyc↑G322(TSEQKLISEEDLSTS) 
His-VP3 His-VP3:M1/HHHHHHSSG 33 
His-VP3-Flag M1/HHHHHHSSG,E259/SSGDYKDDDDK 56 
His-VP3-cMyc M1/HHHHHHSSG,E259/EQKLISEEDL 88 

Q221K-H253K-G285K-H320K (4K) 
His-VP3 His-VP3:M1/HHHHHHSSG 55 
His-VP3-Flag M1/HHHHHHSSG,E259/SSGDYKDDDDK 33 
His-VP3-cMyc M1/HHHHHHSSG,E259/EQKLISEEDL 56 

 
Ejemplo 13: Cribado de array para inserciones contra una biblioteca que incorpora vectores de inserción de 
VP2 previamente identificados. 
 
Para limitar el número de aciertos positivos falsos durante los cribados, se preparó una segunda generación de 5 
vectores de inserción de bucle de VP2 para contener un sitio de clonación múltiple (MCS) para la eficiente clonación 
direccional de un ADN de interés. Para este fin, se digirieron vectores que contienen un sitio SpeI en cada una de las 
posibles posiciones de inserción de VP2 con SpeI y se religaron para incorporar una inserción de MCS que permitió 
la clonación direccional de ADN de interés usando sitios de restricción NotI y SpeI (véase la Figura 13). La inserción 
de MCS contuvo varios codones de terminación en marco para garantizar que la religación de vectores que 10 
contienen MSC codificaran una proteína VP2 delecionada incapaz de ensamblarse en forma de VLP. 
 
Para el cribado de la prueba en array realizada, se sembraron una selección de 7 vectores de inserción de MCS de 
VP2 en forma de un array, un vector por pocillo, como triplicados en placas de 96 pocillos. La selección de vectores 
incluyó construcciones con sitios de inserción en las regiones de bucle P de VP2 o fuera de dichas regiones de bucle 15 
P de VP2. Se digirieron simultáneamente vectores con NotI y SpeI durante 2 h en condiciones de tampón apropiado. 
Tras la inactivación por calor a 65 ºC durante 30 minutos, se añadió 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 NotI y SpeI, y se 
realizó ligación con T4 ligasa a 16 ºC durante 18 h. A cada uno de los pocillos se añadieron 200 □l de Y449 
supercompetentes de S. cerevisiae para transformación, seguido después de 30 minutos de la adición de 750 ul de 20 
medio de cultivo selectivo. Después del cultivo a 30 ºC durante 16 h, las células se lisaron por 3 ciclos de 
congelación-descongelación y se probó la eficiencia de formación de VLP por ELISA de VLP cuantitativo. La 
eficiencia de expresión de VLP para cada uno de los clones varió para los diferentes vectores según el sitio de 
inserción como se muestra en la Tabla 13. 
 25 
Se calculó la eficiencia de formación de VLP para cada construcción como un valor promedio de los pocillos 
triplicados. Los datos obtenidos para los vectores de inserción H253↑G254, F249 ↑R250, T286↑D287, D323↑Q324 y 
G188↑L189 concordaron bien con los datos de formación 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 inserción óptimo para el 
péptido de interés y que los cribados de array son de hecho una herramienta útil para la identificación de sitio de 30 
inserción preferido para un péptido de interés particular. 
 

Tabla 13: La expresión de VLP tras la inserción de un péptido de interés en vectores de inserción de VP2 
dispuestos en un formato de array. 

(% de VLP: eficiencia de formación de VLP) 

POCILLO POSICIÓN DESCRIPCIÓN DE 
LOCALIZACIÓN /  

% de VLP 
Péptido Flag  Péptido cMyc  

1 H253↑G254 Bucle P superficial DE 88 85 
2 F249↑R250 Bucle P superficial DE BG 25 
3 T286↑D287 Bucle P superficial FG 70 45 
4 D323↑Q324 Bucle P superficial HI 55 85 
5 Q76↑N77 Fuera del bucle P  77 54 
6 S111↑T112 Fuera del bucle P 55 67 
7 G188↑L189 Fuera del bucle P 34 45 

 35 
Ejemplo 14: Cribado de conjuntos para inserciones de Flag contra una biblioteca que incorpora la inserción 
previamente identificada de vectores de VP2. 
 
Para el cribado de conjuntos, se mezcló una selección equimolar de ADN de plásmido de 7 vectores de inserción de 
VP2 previamente seleccionados que contienen un MCS, que incluye un sitio de clonación NotI/SpeI en el sitio de 40 
inserción deseado. La selección de vectores incluyó sitios de clonación de bucle P y fuera del bucle P como se 
muestra en la Tabla 14. Los vectores reunidos se digirieron con NotI y SpeI durante 2 h en condiciones de tampón 
apropiado, se incubaron a 65 ºC durante 30 minutos y se purificaron por electroforesis en gel. Se mezcló un 
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fragmento lineal, con extremos cohesivos de NotI y SpeI, 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 ligó con T4 ligasa a 16 ºC durante 
18 h. La transformación de E. coli electrocompetente con 1 ul de mezcla de ligación produjo una biblioteca de 
inserción de VP2 para el péptido de interés que contiene inserción en las 10 localizaciones preseleccionadas 
diferentes. Se purificó el plásmido de ADN reunido y se transformaron 10 µg en levadura Y449 de S. cerevisiae y se 5 
sembraron en YNB/CSM-URA + 2% de glucosa. Los clones de levadura aislados se transfirieron a placas que 
contenían galactosa y las colonias individuales resultantes se transfirieron a una membrana de PVDF para analizar 
la producción de VLP por inmunotransferencia de colonia contra anticuerpos específicos de VLP de VP2. Se 
recogieron una selección de 50 clones positivos y se cultivaron individualmente en medio líquido selectivo 
(YNB/CSM-URA + 2% de galactosa) y se llevó a cabo ELISA de VLP cuantitativo para confirmar la producción de 10 
VLP de clones positivos. Se secuenciaron veinte colonias con eficiencias de formación de VLP por encima del 50% 
para identificar el sitio de inserción dentro de VP2. Los clones positivos confirmados tuvieron inserciones en sitios 
previamente identificados como preferidos para las inserciones [por ejemplo: H253↑G254, D323↑Q324, Q76↑N77)] 
mostradas en la Tabla 14. Por otra parte, no se identificaron clones con inserciones en un sitio de inserción menos 
preferido [por ejemplo: F249↑R250] en el cribado de conjuntos, lo que indica que el cribado de array podría predecir 15 
con exactitud el sitio de inserción óptimo para un péptido de interés y que los cribados de conjuntos son de hecho 
una herramienta útil para la identificación de sitios de inserción preferidos para un péptido de interés particular. 
 
Tabla 14: Sitios de inserción de VLP de VP2 preferidos para Flag resultante de un cribado contra un conjunto 

de 7 vectores de inserción de VP2 previamente identificados. 20 
POSICIÓN DESCRIPCIÓN DE 

LOCALIZACIÓN  
RESULTADO DEL CRIBADO DE CONJUNTOS / Número de clones 
identificados con la eficiencia de formación de VLP >50% de control 
de VP2 452  

H253↑G254 Bucle P DE 6 
F249↑R250 Bucle P DE 0 
T286↑D287 Bucle P FG 2 
D323↑Q324 Bucle P HI 8 
Q76↑N77 Fuera del bucle P  4 
S111↑T112 Fuera del bucle P 3 
G188↑L189 Fuera del bucle P 1 

 
Ejemplo 15: Cribado de inserción de péptidos basados en transposón al azar. 
 
Se dirigió una biblioteca de VP2 452 que contiene inserciones al azar del transposón Mu junto con VP2 452 
completa con NotI en el sitio único proporcionado por el transposón Mu. El conjunto de plásmidos linealizados se 25 
religó para incorporar tres adaptadores de ADN con extremos cohesivos de NotI 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 µl de la 
mezcla de ligación para transformar Transformax EC100 Electrocompetent E. coli para obtener un biblioteca de 
inserción de Flag de VP2 al azar en E. coli. La biblioteca se expandió y el ADN de plásmido reunido se purificó y se 
usaron 10 µg para transformar levadura Y449 de S. cerevisiae antes de sembrar en placas de YNB/CSM-URA + 2% 30 
de glucosa. Se obtuvieron 10.000 clones de levadura y se transfirieron a placas de selección que contenían 
galactosa. Las colonias cultivadas en presencia de galactosa se transfirieron a una membrana de PVDF para 
analizar la expresión de VP2 y la formación de VLP por inmunotransferencia de colonias. Se cultivaron 
individualmente una selección de 180 clones positivos en medio líquido selectivo o (YNB/CSM-URA + 2% de 
galactosa) y se llevó a cabo ELISA de VLP cuantitativo para confirmar la producción de VLP de clones positivos. 16 35 
muestras de los clones positivos seleccionados del cribado de Flag y cMyc mostraron eficiencias de formación de 
VLP por encima del 50% del control de VP2 452 y el gen de VP2 quimérica de estos clones se secuenció para 
identificar el sitio de inserción. La Tabla 15 muestra la capacidad de producción de VLP de inserciones de VP2 del 
péptido Flag resultantes de un cribado de inserción de péptidos basados en transposón al azar. 
 40 
Como se muestra en la Tabla 15, algunos de los clones positivos confirmados contuvieron la inserción del péptido de 
interés, Flag (SEQ. ID. NO: 2), en sitios preferidos previamente identificados tales como M1↑T2, I184↑P185, G188↑L189, 
L436↑K437, mientras que otros mostraron inserciones en localizaciones previamente no identificadas de las regiones 
de bucle P. Dos clones en las posiciones de inserción I184↑P185, L379↑A380 mostraron la inserción de dos copias 
indicando que éstas podrían ser el sitio de inserción preferido para grandes inserciones. Se encontraron tres clones 45 
de inserción de Flag independientes en dos sitios de inserción previamente identificados (I184↑P185, L436↑K437) 
sugiriendo que estos sitios constituyen un sitio de inserción preferido fuera de la región de bucle P. 
 

Tabla 15: Capacidad de producción de VLP de las inserciones de VP2 de péptido Flag resultantes de un 
cribado de inserción de péptidos basados en transposón. 50 

(Se muestran péptidos insertados de interés subrayados con los restantes aminoácidos resultantes del transposón 
Mu insertado; % de VLP: eficiencia de formación de VLP). 
POSICIÓN DE INSERCIÓN  SECUENCIA INSERTADA  % DE VLP 
M1↑T2 MMRPDYKDDDDKGSGGSSDYKDDDDKSRPHMT 77 
Q9↑Q10 QCGPDYKDDDDKGSGGSSDYKDDDDKSGRTQQ 79 
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(Se muestran péptidos insertados de interés subrayados con los restantes aminoácidos resultantes del transposón 
Mu insertado; % de VLP: eficiencia de formación de VLP). 
POSICIÓN DE INSERCIÓN  SECUENCIA INSERTADA  % DE VLP 

I184↑P185 
 

87 

I184↑P185 ICGPDYKDDDDKGSGGSSDYKDDDDKSGRTIP 63 
I184↑P185 ICGPDYKDDDDKGSGGSSDYKDDDDKSGRTIP 54 
G188↑L189 GCGPDYKDDDDKGSGGSSDYKDDDDKSGRIGL 85 
A211↑D212 AAADYKDDDDKGSGGSSDYKDDDDKSPAAAAD 59 
D287↑N288 DAADYKDDDDKGSGGSSDYKDDDDKSPAATDN 52 
G322↑D323 GAADYKDDDDKGSGGSSDYKDDDDKSGAAGD 33 

L379↑A380 
 

39 

L436↑K437 LNAADYKDDDDKGSGGSSDYKDDDDKSRPHLK 67 
L436↑K437 LMRPDYKDDDDKGSGGSSDYKDDDDKSPHLK 77 
L436↑K437 LNAADYKDDDDKGSGGSSDYKDDDDKSRPHLK 57 
F444↑K445 FCGPDYKDDDDKGSGGSSDYKDDDDKSSRSFK 70 
D446↑I447 DAADYKDDDDKGSGGSSDYKDDDDKSAKDI 100 
I447↑I448 IAADYKDDDDEGSGGSSDYKDDDDKSPAADII 88 
 
LISTADO DE SECUENCIAS 
 

<110> CHIMERA PHARMA, S.L.U 
<120> Proteínas de fusión quiméricas y partículas similares a virus de VP2 de Birnavirus  5 
<130> Referencia de la solicitud 
<160> 26 
<170> PatentIn version 3.3 
<210> 1 
<211> 2 10 
<212> PRT 
<213> Artificial 
<220> 
<223> péptido TS 
<400> 1 15 

 
<210> 2 
<211> 23 
<212> PRT 
<213> Artificial 20 
<220> 
<223> péptido Flag  
<400> 2 

 
<210> 3 25 
<211> 11 
<212> PRT 
<213> Artificial 
<220> 
<223> péptido cMyc 30 
<400> 3 

 
<210> 4 
<211> 15 
<212> PRT 35 
<213> Artificial 
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<220> 
<223> péptido V5  
<400> 4 

 
<210> 5 5 
<211> 12 
<212> PRT 
<213> Artificial 
<220> 
<223> péptido VSV-G  10 
<400> 5 

 
<210> 6 
<211> 34 
<212> ADN 15 
<213> Artificial 
<220> 
<223> oligonucleótido VP2-452EcoRI-fw 
<400> 6 
gcccgaattc atgacaaacc tgtcagatca aacc 34 20 
<210> 7 
<211> 36 
<212> ADN 
<213> Artificial 
<220> 25 
<223> Oligonucleótido VP2-452NotI-rev 
<400> 7 
gcccgcggcc gcttacctta tggcccggat tatgtc 36 
<210> 8 
<211> 39 30 
<212> ADN 
<213> Artificial 
<220> 
<223> Oligonucleótido VP2 456-rev 
<400> 8 35 
gcccgcggcc gcttacacag ctatcctcct tatggcccg 39 
<210> 9 
<211> 39 
<212> ADN 
<213> Artificial 40 
<220> 
<223> Oligonucleótido VP2 441-rev 
<400> 9 
gcccgcggcc gcttatgctc ctgcaatctt caggggaga 39 
<210> 10 45 
<211> 32 
<212> ADN 
<213> Artificial 
<220> 
<223> Oligonucleótido BV VP3 5’ HindIII 50 
<400> 10 
ctgaaagctt tcactcaagg tcctcatcag ag  32 
<210> 11 
<211> 65 
<212> ADN 55 
<213> Artificial 
<220> 
<223> Oligonucleótido BV VP3-Flag 3’HindIII 
<400> 11 

 60 
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<210> 12 
<211> 62 
<212> ADN 
<213> Artificial 
<220> 5 
<223> Oligonucleótido BV VP3-c-Myc 3’ HindIII 
<400> 12 

 
 
<210> 13 10 
<211> 60 
<212> ADN 
<213> Artificial 
<220> 
<223> Oligonucleótido Y His-VP3 5’ 15 
<400> 13 
atcgcggccg catgcatcat catcatcatc acagcagcgg cgctgcatca gagttcaaag 60 
<210> 14 
<211> 32 
<212> ADN 20 
<213> Artificial 
<220> 
<223> Oligonucleótido Y VP3 3’ 
<400> 14 
ctgagagctc tcactcaagg tcctcatcag ag 32 25 
<210> 15 
<211> 65 
<212> ADN 
<213> Artificial 
<220> 30 
<223> Oligonucleótido Y VP3-Flag 3’ 
<400> 15 

 
<210> 16 
<211> 62 35 
<212> ADN 
<213> Artificial 
<220> 
<223> Oligonucleótido Y VP3-cMyc 3’ 
<400> 16 40 

 
<210> 17 
<211> 59 
<212> ADN 
<213> Artificial 45 
<220> 
<223> Oligonucleótido BV His-VP3 5’ 
<400> 17 
atcgcccggg atgcatcatc atcatcatca cagcagcggc gctgcatcag agttcaaag 59 
<210> 18 50 
<211> 30 
<212> ADN 
<213> Artificial 
<220> 
<223> Oligonucleótido BV VP3 3’ 55 
<400> 18 
ctgaggtacc tcactcaagg tcctcatcag 30 
<210> 19 
 
<211> 65 60 
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<212> ADN 
<213> Artificial 
<220> 
<223> Oligonucleótido BV VP3-Flag 3’ 
<400> 19 5 

 
<210> 20 
<211> 62 
<212> ADN 
<213> Artificial 10 
<220> 
<223> Oligonucleótido BV VP3-cMyc 3’ 
<400> 20 

 
<210> 21 15 
<211> 1536 
<212> ADN 
<213> Artificial 
<220> 
<223> gen pVP2 sintético 20 
<400> 21 
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<210> 22 
<211> 512 
<212> PRT 5 
<213> Artificial 
<220> 
<223> proteína pVP2 sintética 
<400> 22 
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<210> 23 
<211> 840 
<212> ADN 
<213> Artificial 5 
<220> 
<223> gen VP4 sintético 
<400> 23 
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<210> 24 
<211> 280 
<212> PRT 
<213> Artificial 5 
<220> 
<223> proteína VP4 sintética 
<400> 24 
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<210> 25 
<211> 780 
<212> ADN 
<213> Artificial 5 
<220> 
<223> gen VP3 sintético 
<400> 25 

 
<210> 26 10 
<211> 259 
<212> PRT 
<213> Artificial 
<220> 
<223> proteína VP3 sintética 15 
<400> 26 
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REIVINDICACIONES 
 
1. Una proteína de fusión, capaz de formar una partícula similar a virus, que consiste en la incorporación en 
localizaciones distintas del extremo N o C terminal de una o más secuencias de aminoácidos relevantes para la 
salud humana o veterinaria, distintas de una secuencia del virus de la enfermedad de bursitis infecciosa, dentro de 5 
una proteína VP2 de virus Birnaviridae, donde preferiblemente la proteína VP2 es la proteína VP2 del virus de la 
enfermedad de bursitis infecciosa o una VP2 que comparte al menos el 30% de homología de secuencia de 
aminoácidos con la proteína VP2 del virus de la enfermedad de bursitis infecciosa, y donde las secuencias de 
aminoácidos relevantes para la salud humana o veterinaria están seleccionadas de la lista que consiste en: 
componentes de vacuna, antígenos y epítopos, secuencias de direccionamiento, secuencias de unión, dominios 10 
catalíticos, moduladores de farmacología, inmunoestimuladores, toxinas y antitoxinas. 
 
2. Una proteína de fusión según la reivindicación 1, donde la proteína VP2 es una pVP2 de longitud completa de 512 
aminoácidos, o fragmento de la misma de 456, o 452 o 441 aminoácidos, o comprende al menos 400 aminoácidos 
de VP2. 15 
 
3. Una proteína de fusión según las reivindicaciones 1 a 2, donde las secuencias de aminoácidos relevantes para la 
salud humana o veterinaria se incorporan en uno o más sitios dentro de la proteína 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 aminoácidos relevantes para la salud humana o veterinaria son iguales 20 
o diferentes para cada incorporación. 
 
4. Una proteína de fusión según las reivindicaciones 1 a 3, donde la incorporación de secuencias de aminoácidos 
relevantes para la salud humana o veterinaria consiste en inserciones. 
 25 
5. Una proteína de fusión según las reivindicaciones 1 a 4 que está terminalmente fusionada en su extremo carboxi 
(C) o amino (N) terminal, con una segunda secuencia de aminoácidos relevante para la salud humana o veterinaria 
que puede ser igual o diferente a las secuencias de aminoácidos relevantes para la salud humana o veterinaria 
insertadas en la región de bucle P o fuera de dichas regiones de bucle P, donde las secuencias de aminoácidos 
relevantes para la salud humana o veterinaria están seleccionadas de la lista que consiste en: componentes de 30 
vacuna, antígenos y epítopos, secuencias de direccionamiento, secuencias de unión, dominios catalíticos, 
moduladores de farmacología, inmunoestimuladores, toxinas y antitoxinas. 
 
6. Una partícula similar a virus constituida por el ensamblaje de cualquiera de las proteínas de fusión como se define 
en cada una de las reivindicaciones 1 a 5. 35 
 
7. Una partícula similar a virus constituida por el ensamblaje de las proteínas de fusión de la reivindicación 6 y la 
proteína VP3, donde la proteína VP3 está terminalmente fusionada, ya sea en el extremo N o C terminal, con una 
secuencia de aminoácidos relevante para la salud humana o veterinaria que puede ser igual o diferente a aquellas 
incorporadas en VP2, donde las secuencias de aminoácidos relevantes para la salud humana o veterinaria están 40 
seleccionadas de la lista que consiste en: componentes de vacuna, antígenos y epítopos, secuencias de 
direccionamiento, secuencias de unión, dominios catalíticos, moduladores de farmacología, inmunoestimuladores, 
toxinas y antitoxinas. 
 
8. Una partícula similar a virus según las reivindicaciones 6 a 7 que se obtiene por la co-expresión de pVP2 y VP3 45 
de construcciones génicas independientes o por la expresión de construcciones que comprenden la poliproteína 
pVP2-VP4-VP3. 
 
9. Un ácido nucleico que codifica las proteínas de fusión definidas en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5. 
 50 
10. Una construcción génica que comprende un ácido nucleico según la reivindicación 9. 
 
11. Un sistema de expresión que comprende una construcción génica según la reivindicación 10 operativamente 
unida a elementos de control de la transcripción, y opcionalmente de la traducción. 
 55 
12. Una célula hospedadora que contiene un ácido nucleico según la reivindicación 9 o una construcción génica 
según la reivindicación 10 o un sistema de expresión según la reivindicación 11. 
 
13. El uso in vitro del sistema de expresión génica como se define en la reivindicación 11 para producir partículas 
similares a virus. 60 
 
14. Las partículas similares a virus quiméricas de las reivindicaciones 6 a 8 para su uso en medicina, administración 
de fármacos, terapia génica, como agentes dirigidos, agentes de obtención de imágenes, en vacunación, como 
antitoxinas, en diagnóstico, o en técnicas de obtención de imágenes aplicables a la salud humana o veterinaria. 
 65 
15. Un método de cribado para la localización de los sitios de inserción preferidos dentro de las proteínas VP2, o 
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proteínas de fusión de las mismas, que se ensamblan eficientemente en partículas similares a virus, que comprende: 
 

a. Disponer, tanto individualmente como en conjuntos, un conjunto de cualquier combinación de vectores de 
biblioteca de ADN para la proteína VP2 de Birnaviridae, o proteínas de fusión de la misma, incorporar uno o 
más vectores con sitios de clonación preseleccionados o vectores con sitios de inserción al azar para la 5 
incorporación de ADN de interés que conduce a cualquiera de las proteínas de fusión VP2 según 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 aminoácidos relevante para la salud humana o veterinaria, para la incorporación de dicho ADN de interés, 
donde la secuencia de aminoácidos relevante para la salud humana o veterinaria está seleccionada de la lista 10 
que consiste en: componentes de vacuna, antígenos y epítopos, secuencias de direccionamiento, secuencias 
de unión, dominios catalíticos, moduladores de farmacología, inmunoestimuladores, toxinas y antitoxinas; 
c. Transfectar, transformar o infectar células hospedadoras con los vectores de expresión de ADN resultantes 
de b) para la expresión de proteínas de fusión VP2 quiméricas; 
d. Evaluar la eficiencia de formación de VLP de las células hospedadoras de c) y seleccionar clones que 15 
expresan partículas similares a virus quiméricas con eficiencias más altas; 
e. Determinar o confirmar la localización de inserción preferida del ADN de interés. 
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