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DESCRIPCIÓN 
 
Producción de partículas pseudovíricas de la rabia en plantas 
 
CAMPO DE LA INVENCIÓN 5 
 
La presente invención se refiere a la producción de proteínas víricas nativas en plantas. Más específicamente, la 
presente invención se refiere también a la producción de partículas pseudovíricas que comprenden proteínas 
estructurales del virus de la rabia en plantas. 
 10 
ANTECEDENTES DE LA INVENCIÓN 
 
La vacunación proporciona protección contra una enfermedad causada por un agente infeccioso induciendo a un 
sujeto a orquestar una defensa antes de la infección. Convencionalmente, esto se ha logrado a través del uso de 
formas vivas atenuadas o enteras inactivadas de los agentes infecciosos como inmunógenos. Para evitar el peligro 15 
de usar el virus entero (tal como virus muertos o atenuados) como vacuna, las proteínas víricas recombinantes, por 
ejemplo, subunidades, se han buscado como vacunas. Tanto las vacunas de péptidos como de subunidades están 
sujetas a varias limitaciones potenciales. Las vacunas de subunidades pueden presentar una baja inmunogenicidad, 
debido a un plegamiento incorrecto, presentación deficiente de antígeno, o diferencias en la composición de 
carbohidratos y lípidos. Un problema importante es la dificultad de asegurar que la conformación de las proteínas 20 
modificadas imita la de los antígenos en su entorno natural. Se deben usar adyuvantes adecuados y, en el caso de 
los péptidos, proteínas portadoras, para aumentar la respuesta inmune. Además, estas vacunas provocan 
principalmente respuestas humorales, y por lo tanto, pueden no provocar una inmunidad eficaz. Las vacunas de 
subunidades son a menudo ineficaces para enfermedades en las que se puede demostrar que todo el virus 
inactivado proporciona protección. 25 
 
Las partículas pseudovíricas (VLP) son candidatos potenciales para su inclusión en composiciones inmunógenas. 
Las VLP se asemejan mucho a los viriones maduros, pero no contienen material genómico vírico. Por lo tanto, las 
VLP son de naturaleza no replicativa, lo que las hace seguras para su administración como vacuna. Además, las 
VLP pueden estar modificadas para expresar glucoproteínas víricas en la superficie de la VLP, que es su 30 
configuración fisiológica más nativa. Además, dado que las VLP se asemejan a viriones intactos y son estructuras 
particuladas multivalentes, las VLP pueden ser más eficaces en la inducción de anticuerpos neutralizantes con 
respecto a la glucoproteína que los antígenos de proteínas de envoltura solubles. 
 
Hasta la fecha, se han producido VLP para más de 30 virus diferentes que infectan a seres humanos y otros 35 
animales. Una de las características más llamativas de este grupo es que es extremadamente diverso en cuanto a la 
estructura de los virus individuales. Incluye virus que tienen una sola proteína de cápside, proteínas de cápside 
múltiples, y aquellos con y sin envolturas lipídicas. 
 
La formación de VLP para virus con una envoltura lipídica tiene un tipo diferente de desafío técnico que las 40 
producidas para virus con múltiples cápsides. Para estos virus, la elección del sistema de expresión puede ser 
importante para la eficacia de la formación de VLP. Por ejemplo, el virus Hantaan forma fácilmente VLP cuando se 
expresa en células de mamífero a partir de un vector basado en virus vaccinia, pero la formación de VLP es 
relativamente ineficiente en células de insecto (Betenbaugh M et al. 1995, Virus Res. 38, 111-124). 
 45 
El virus de la rabia (RV) es un miembro de la familia Rhabdoviridae. Al igual que la mayoría de los miembros de esta 
familia, el RV es un ARN de cadena negativa, no segmentado, cuyo genoma codifica cinco proteínas víricas: ARN 
polimerasa dependiente de ARN (L); una nucleoproteína (N); una proteína fosforilada (P); una proteína de matriz (M) 
situada en el lado interno de la envoltura de la proteína vírica; y una glucoproteína de superficie externa (G). 
(Dietzschold B et al., 1991, Crit. Rev. Immunol. 10: 427-439.) 50 
 
Las vacunas basadas en cultivos celulares para la rabia se limitan a cultivar las cepas inactivadas del virus en 
cultivos celulares. Estas vacunas comprenden el virus cultivado en cultivos celulares. Los actuales enfoques 
biotecnológicos tienen el objetivo de expresar el gen de la proteína de cubierta del virus de la rabia para desarrollar 
una proteína recombinante segura que podría desplegarse como una vacuna activa. La expresión estable de la 55 
glucoproteína del virus de la rabia se ha mostrado en células de ovario de hámster chino (Burger et al., 1991, J Gen 
Virol., Feb; 72 (Pt 2):359-67). Se obtuvo una proteína glucosilada de longitud completa de 67 K que migró 
conjuntamente con la proteína G aislada de células infectadas con virus. 
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La expresión del gen de la glucoproteína de la rabia mediante vectores baculovirales en células de insecto da 
rendimientos de proteína en la extensión del 18 % de la proteína celular total, 48 h después de la infección. Prehaud 
D H et al, (1989, Virology, Dec; 173(2):390-9) describen la colocación de una secuencia que codifica la proteína G 
de la cepa CVS bajo el control del promotor de polihedrina AcNPV y la expresión de la construcción usando una 
línea celular de Spodoptera fugiperda. La proteína derivada de insecto presentó una movilidad electroforética 5 
alterada en comparación con el tipo salvaje debido a las diferencias en los componentes del glicano. 
 
Rupprecht et al (1993, Vaccine, 11(9): 925-8) demuestran que una glucoproteína (cepa ERA) derivada de células de 
insecto infectadas con baculovirus recombinante era eficaz como vacuna oral en mapaches. El documento 
WO/1993/001833 muestra la producción de partículas pseudovíricas (VLP) en un sistema de expresión de 10 
baculovirus que contiene un genoma de ARN que incluye un dominio 3' y un dominio de relleno rodeado por una 
vaina de proteína N de la rabia y proteína M de la rabia. La VLP también incluye una envoltura lipídica de la proteína 
G de la rabia. En vista de los costes relativamente altos de los sistemas celulares de insecto y mamífero, estos no 
son los sistemas de elección para la expresión de la proteína G como estrategia para desarrollar una vacuna contra 
la rabia. 15 
 
McGarvey et al. (1995, Bio/Technology Vol. 13, N.º 13, págs. 1484-1487) describen la transformación de cotiledones 
de tomate usando un ADNc de longitud completa que codifica la glucoproteína G del virus de la rabia (cepa ERA) 
bajo el control del promotor 35S' del virus del mosaico de la coliflor. La proteína se expresó en tomate y se 
caracterizó por tener un peso molecular de 62 y 60 kDa en la transferencia de Western después de 20 
inmunoprecipitación, en comparación con 66 kDa observados para la proteína G del virus cultivado en células BHK. 
Se sugirió que la diferencia en el peso molecular en comparación con la glucoproteína natural era resultado de la 
modificación postraduccional de la proteína (escisión proteolítica y/o glucosilación modificada). Se encontró que la 
cantidad de proteína G inmunoprecipitada era de aproximadamente 1-10 ng/mg de proteína soluble, es decir, del 
0,0001 % al 0,001 % de proteína soluble. El bajo nivel de expresión puede haberse debido al uso de un gen mal 25 
diseñado. Por ejemplo, se usó un gen codificante de la proteína G nativo junto con su péptido señal nativo. 
 
Se informó sobre la respuesta inmune derivada de plantas contra enfermedades tales como enteritis de visón y rabia 
mediante la expresión de epítopos virales en la superficie de virus de plantas, seguido de la infección de huéspedes 
susceptibles con el virus modificado recombinante (Modelska et al., 1998, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95: 2481-2485; 30 
Yusibov et al., 2002, Vaccine 20: 3155-3164). El tamaño del polipéptido antigénico expresado sobre la superficie de 
un virus vector se limitó a 37 aminoácidos, y requirió el mapeo de epítopos del antígeno. Tal conocimiento profundo 
del antígeno no está generalmente disponible, especialmente con enfermedades recientemente descubiertas donde 
la expresión de proteínas de longitud completa puede ser la única opción. En algunos casos, pueden requerirse 
múltiples epítopos para proporcionar una protección aceptable contra la exposición al virus patógeno. Además, la 35 
contención podría considerarse un problema significativo a nivel agrícola, especialmente cuando se usan virus de 
plantas ambientalmente estables, por ejemplo, el virus del mosaico del tabaco. 
 
El documento WO 97/43428 muestra un método para producir la glucoproteína G del virus de la rabia, o un virus 
relacionado con el virus de la rabia, en plantas. La construcción comprendía una secuencia que codificaba una 40 
proteína G quimérica que comprendía una proteína viral madura G con un péptido señal N-terminal distinto del 
asociado naturalmente con la proteína viral G. La glucoproteína tenía un peso molecular de aproximadamente 66 
kDa y era altamente insoluble. Los detergentes, tales como SDS o Triton X-100, fueron necesarios para extraer y 
solubilizar la glucoproteína. Los autores concluyeron que la glucoproteína "insoluble" estaba relacionada con la 
presencia del dominio transmembrana C-terminal (la región situada a unos 40 a 60 aminoácidos del extremo carboxi 45 
de la glucoproteína) que es importante para una respuesta protectora cuando se usa la glucoproteína como vacuna. 
 
Los virus envueltos pueden obtener su envoltura lipídica al gemarse de la célula infectada y obtener la membrana a 
partir de la membrana plasmática, o a partir de la de un orgánulo interno. Por ejemplo, durante el proceso de 
ensamblaje en los rabdovirus, el complejo N-P-L encapsula el ARN genómico de cadena negativa para formar el 50 
núcleo de RNP. La proteína M forma una cápsula, o matriz, alrededor de la RNP, y el complejo RNP-M migra a un 
área de la membrana plasmática que contiene inserciones de glucoproteína. La proteína M inicia el enrollamiento, y 
el complejo M-RNP se une a la glucoproteína, con lo cual los virus completados geman de la membrana plasmática. 
 
Dentro del sistema nervioso central (SNC), existe una gemación viral preferencial de las membranas plasmáticas. 55 
Por el contrario, el virus en las glándulas salivales gema principalmente de la membrana celular en el lumen acinar. 
La gemación viral en la glándula salival y el comportamiento de mordedura agresivo inducido por virus en el animal 
huésped aumentan las posibilidades de infección vírica de un nuevo huésped. En sistemas celulares de mamíferos o 
baculovirus, por ejemplo, gemaciones de rabia de la membrana plasmática. Solo se conocen unos pocos virus con 
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envoltura que infecten a las plantas (por ejemplo, miembros de Topovirus y Rabdovirus). De los virus con envoltura 
vegetal conocidos, se caracterizan por gemar de las membranas internas de la célula huésped, y no de la membrana 
plasmática. Sin embargo, se han producido VLP recombinantes en huéspedes de plantas a partir de la membrana 
plasmática (WO 2011/035422). 
 5 
El ensamblaje/gemación en los rabdovirus está impulsado en gran parte por la proteína de matriz (M). La proteína M 
contiene un dominio de gemación tardía que media en el reclutamiento de proteínas del huésped unidas a la ruta de 
clasificación de la proteína vacuolar de la célula para facilitar la separación de las células del virus. Sin desear 
quedar ligado a la teoría, se cree que la gemación de virus envueltos de las membranas celulares depende de la 
presencia de proteínas espiculares transmembrana que interactúan con los componentes citoplásmicos del virus. 10 
Por ejemplo, las células infectadas con mutantes del virus de la rabia que eran deficientes para la glucoproteína G, o 
la cola citoplásmica G, liberaron partículas de rabdovirus no espiculares, lo que demuestra que la proteína de 
superficie viral no es necesaria para impulsar el proceso de gemación. (Mebatsion T. et al., 1996, Cell, Mar 22:84(6): 
941-51). Por el contrario, las partículas infecciosas producidas dentro de mutantes del virus de la rabia deficientes en 
proteína M se asociaron principalmente a células, y el rendimiento del virus infeccioso libre de células se redujo en 15 
hasta 500.000 veces. Esto demuestra el importante papel de la proteína M en la gemación del virus. Los 
sobrenadantes de las células infectadas con el virus de la rabia con deficiencia de M comprendían viriones largos en 
forma de bastón, en lugar de las típicas partículas de rabdovirus en forma de bala, confirmando además el deterioro 
del proceso de formación del virus. La complementación con proteína M expresada a partir de plásmidos rescató la 
formación de rabdovirus. Por lo tanto, la proteína M parece desempeñar un papel importante en la condensación y el 20 
direccionamiento de la RNP a la membrana plasmática, así como en la incorporación de la proteína G en los viriones 
en gemación. (Mebatsion T. et al., 1999, J Virol Jan; 73(1): 242-50). 
 
RESUMEN DE LA INVENCIÓN 
 25 
La presente invención se refiere a la producción de proteínas víricas nativas en plantas. Más específicamente, la 
presente invención se refiere también a la producción de partículas pseudovíricas que comprenden proteínas 
estructurales del virus de la rabia en plantas. 
De acuerdo con la presente invención, se proporciona un método para producir una partícula pseudovírica (VLP) de 
la rabia en una planta de acuerdo con las reivindicaciones adjuntas 1 a 5 y 11 a 16; una VLP derivada de una planta 30 
producida por el método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, como se expone en las reivindicaciones 
adjuntas 6 y 7; una composición que comprende una dosis eficaz de la VLP derivada de plantas de la reivindicación 
6 o 7 para inducir una respuesta inmune en un sujeto, y un vehículo farmacéuticamente aceptable, como se expone 
en la reivindicación adjunta 8; la VLP derivada de plantas de la reivindicación 6 o 7 para su uso en la inducción de 
inmunidad a una infección por virus de la rabia en un sujeto, como se expone en la reivindicación 9; y un 35 
complemento alimenticio que comprende la VLP derivada de plantas de la reivindicación 6 o 7, como se expone en 
la reivindicación 10. 
 
La primera región reguladora activa en la planta, y la segunda región reguladora activa en la planta pueden ser 
iguales o diferentes. 40 
 
En el método de la invención, el uno o más de un elemento de amplificación de geminivirus pueden seleccionarse de 
una región intergénica larga del virus del enanismo amarillo del frijol (LIR de BeYDV), y una región intergénica corta 
de BeYDV (SIR de BeYDV). 
 45 
En los métodos de la invención, la planta o porción de la planta puede comprender además otra secuencia de ácido 
nucleico que codifica un supresor de silenciamiento, por ejemplo, HcPro o p19, una replicasa de geminivirus o 
ambos. Como alternativa, la planta o porción de la planta puede comprender aún otro ácido nucleico que codifica la 
replicasa de geminivirus. 
 50 
La presente invención también incluye el método como se ha descrito anteriormente, en el que la planta o porción de 
la planta expresó de forma transitoria el primer ácido nucleico. Como alternativa, el primer ácido nucleico se expresa 
de manera estable en la planta o porción de la planta. 
En la VLP de la presente invención, la una o más proteínas estructurales del virus de la rabia, la VLP, pueden 
comprender N-glicanos específicos de plantas, o N-glicanos modificados. También se proporciona un anticuerpo 55 
policlonal preparado usando la VLP. 
 
También se proporciona un método para inducir inmunidad a una infección por virus de la rabia en un sujeto, que 
comprende administrar la VLP tal como se acaba de describir, al sujeto. La VLP se puede administrar a un sujeto por 
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vía oral, intradérmica, intranasal, intramuscular, intraperitoneal, intravenosa o subcutánea. 
 
También se proporciona materia vegetal que comprende una VLP producida por el método (A) y/o (B) descritos 
anteriormente. La materia vegetal puede usarse en la inducción de la inmunidad a una infección por virus de la rabia 
en un sujeto. La materia vegetal también se puede mezclar como un complemento alimenticio. 5 
 
Este resumen de la invención no describe necesariamente todas las características de la invención. 
 
BREVE DESCRIPCIÓN DE LOS DIBUJOS 
 10 
Estas y otras características de la invención se harán más evidentes a partir de la siguiente descripción en la que se 
hace referencia a los dibujos adjuntos, en los que: 
 

La Figura 1 muestra un análisis de transferencia de Western de la expresión transitoria de la proteína G de 
la rabia en Nicotiana benthamiana. La proteína G de rabia se expresó bajo el control de CPMV-HT con 15 
(1091) o sin (1071) el sistema de amplificación de ADN basado en BeYDV (véase la tabla 2 en los Ejemplos 
para construcciones). Los números entre paréntesis se refieren a la cantidad de cultivo de Agrobacterium, 
en mililitros, usada en la preparación del inóculo bacteriano. Las plantas infiltradas con AGL1/1091 se 
cosecharon 3 o 4 días después de la infiltración (DPI). Las hojas de plantas infiltradas se cosecharon y se 
extrajeron mecánicamente. Los extractos de proteína se separaron mediante SDS-PAGE y se analizaron 20 
mediante transferencia de Western usando anticuerpos monoclonales de ratón anti-G de la rabia (Santa-
Cruz SC-57995). 
La Figura 2 muestra una comparación del contenido de proteína G de la rabia en extractos de proteínas de 
métodos de extracción bioquímicos y mecánicos para la proteína G de la rabia. Los extractos de proteína se 
separaron mediante SDS-PAGE y se analizaron mediante transferencia de Western usando anticuerpos 25 
monoclonales de ratón anti-G de la rabia (Santa-Cruz SC-57995). Los números entre paréntesis se refieren 
a la cantidad de cultivo de Agrobacterium, en mililitros, usada en la preparación del inóculo bacteriano 
(véase la tabla 2 para construcciones). 
La Figura 3A muestra un análisis de transferencia de Western del contenido de proteína G de la rabia 
después de la separación, mediante cromatografía de exclusión por tamaño (SEC), de extractos proteicos 30 
concentrados de plantas infiltradas con AGL1/1091. Las fracciones de elución de SEC se separaron 
mediante SDS-PAGE y se analizaron mediante transferencia de Western usando anticuerpos monoclonales 
de ratón anti-proteína de la rabia G (Santa-Cruz SC-57995). La Figura 3B muestra un análisis de 
transferencia de Western del contenido de proteína G de la rabia después de la separación, mediante 
cromatografía de exclusión por tamaño (SEC), de extractos proteicos concentrados de plantas infiltradas 35 
con AGL1/1091 +AGL1/1086. Las fracciones de elución de SEC se separaron mediante SDS-PAGE y se 
analizaron mediante transferencia de Western usando anticuerpos monoclonales de ratón anti-proteína de 
la rabia G (Santa-Cruz SC-57995). 
La Figura 4A muestra el cebador IF-RabM-S3.c (SEQ ID NO:1). La Figura 4B muestra el cebador IF-
RabM-S1-4.r (SEQ ID NO: 2). La Figura 4C muestra la secuencia codificante de la proteína M sintetizada 40 
(correspondiente a nt 2496-3104 del Genbank número de acceso FJ913470) (SEQ ID NO. 3). La Figura 4D 
muestra una representación esquemática de la construcción número 1191. Los sitios de la enzima de 
restricción SacII y StuI usados para la linealización del plásmido están anotados en la representación. La 
Figura 4E muestra la construcción número 1191 de los bordes del ADN-t de izquierda a derecha 
(subrayado). 2X35S/CPMV-HT/NOS con casete de expresión de Plastocianina-P19-Plastocianina (supresor 45 
del silenciamiento) (SEQ ID NO: 4). La Figura 4F muestra el casete de expresión número 1066 del 
promotor 2X35S al terminador NOS. El marco de lectura abierto de la proteína M de las cepas ERA del 
virus de la rabia está subrayado (SEQ ID NO: 5). La Figura 4G muestra la secuencia de aminoácidos de la 
proteína M de la cepa ERA del virus de la rabia (SEQ ID NO: 6). La Figura 4H muestra la representación 
esquemática de la construcción número 1066. 50 
La Figura 5A muestra una representación esquemática de la construcción número 1193. Los sitios de la 
enzima de restricción SacII y StuI usados para la linealización del plásmido están anotados en la 
representación. La Figura 5B muestra la construcción número 1193 de los bordes del ADN-t de izquierda a 
derecha (subrayado). 2X35S/CPMV-HT/NOS en el sistema de amplificación BeYDV+Replicasa con casete 
de expresión de plastocianina-TBSV P19-Plastocianina (supresor de silenciamiento) (SEQ ID NO:7). La 55 
Figura 5C muestra el casete de expresión número 1086 de la LIR izquierda de BeYDV a la LIR derecha de 
BeYDV. El marco de lectura abierto de PDISP/proteína G de la cepa ERA del virus de la rabia está 
subrayado. (SEQ ID NO: 8). La Figura 5D muestra una representación esquemática de la construcción 
número 1086. 
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La Figura 6A muestra el cebador IF-RabG-S2+4.c (SEQ ID NO: 9). La Figura 6B muestra el cebador IF-
RabG-S1-4.r (SEQ ID NO:10). La Figura 6C muestra la secuencia codificante de la proteína G de la rabia 
sintetizada (correspondiente a nt 3317-4891 del Genbank número de acceso EF206707) (SEQ ID NO: 11). 
La Figura 6D muestra una representación esquemática de la construcción número 1192. Los sitios de la 
enzima de restricción SacII y StuI usados para la linealización del plásmido están anotados en la 5 
representación. La Figura 6E muestra la construcción número 1192 de los bordes del ADN-t de izquierda a 
derecha (subrayado). 2X35S/CPMV-HT/PDISP/NOS con casete de expresión de Plastocianina-P19-
Plastocianina (supresor del silenciamiento) (SEQ ID NO: 12). La Figura 6F muestra el casete de expresión 
número 1071 del promotor 2X35S al terminador NOS. El marco de lectura abierto de PDISP/proteína G de 
la cepa ERA del virus de la rabia está subrayado. (SEQ ID NO: 13). La Figura 4G muestra la secuencia de 10 
aminoácidos de PDISP-proteína G de la cepa ERA del virus de la rabia (SEQ ID NO: 14). La Figura 6H 
muestra una representación esquemática de la construcción número 1071. 
La Figura 7A muestra una representación esquemática de la construcción número 1194. Los sitios de la 
enzima de restricción SacII y StuI usados para la linealización del plásmido están anotados en la 
representación. La Figura 7B muestra la construcción número 1194 de los bordes del ADN-t de izquierda a 15 
derecha (subrayado). 2X35S/CPMV-HT/PDISP/NOS en el sistema de amplificación BeYDV+Replicasa con 
casete de expresión de plastocianina-P19-Plastocianina (supresor de silenciamiento) (SEQ ID NO: 15). La 
Figura 7C muestra el casete de expresión número 1091 de la LIR izquierda de BeYDV a la LIR derecha de 
BeYDV. El marco de lectura abierto de PDISP/proteína G de la cepa ERA del virus de la rabia está 
subrayado. (SEQ ID NO:16). La Figura 7D muestra una representación esquemática de la construcción 20 
número 1091. 
La Figura 8A muestra una SDS-PAGE teñida con Coomassie (prefundido al 4-12 %, de BioRad) que 
muestra la preparación de VLP de la proteína G. 1) Preparación de Rab-VLP, 2) marcador de peso 
molecular. La Figura 8B muestra las respuestas de anticuerpos neutralizantes (UI/ml) en grupos de ratones 
(5 por grupo) inmunizados por vía intramuscular (i.m.) con tres dosis (D0, D7 y D28) de 0,1 ml de la vacuna 25 
NG-VLP (VLP de proteína G nativa) con o sin adyuvante (Alhydrogel (Alhy)). Las muestras de sangre se 
tomaron el Día 44, 16 días después de la tercera dosis. Método de ensayo utilizado: Prueba RFFIT (prueba 
rápida de inhibición de focos fluorescentes): Se calcularon los títulos medios geométricos (GMT), usando 
los valores individuales obtenidos para cada animal y se indican los respondedores positivos. Las barras 
representan GMT con 95 % de IC. Se realizó Anova entre todos los grupos de tratamiento y no se 30 
informaron diferencias estadísticamente significativas. 

 
DESCRIPCIÓN DETALLADA 
 
La siguiente descripción es de una realización preferida. 35 
 
La presente invención se refiere a partículas pseudovíricas (VLP) que comprenden una o más proteínas 
estructurales del virus de la rabia, y a métodos para producir VLP de la rabia en plantas. Las VLP de la rabia 
comprenden una o más proteínas estructurales del virus de la rabia nativas, específicamente una o más 
glucoproteínas (G) de la rabia nativas, y opcionalmente una o más proteínas de matriz. La VLP no comprende 40 
proteínas de virus de un virus vegetal. 
 
La presente invención proporciona, en parte, un método para producir una partícula pseudovírica de la rabia (VLP) 
en una planta. El método puede comprender introducir un ácido nucleico que comprende una región reguladora 
activa en la planta unida operativamente a una secuencia de nucleótidos que codifica una glucoproteína (G) del virus 45 
de la rabia nativa y uno o más de un elemento de amplificación, en la planta, o porción de la planta. Seguido de la 
incubación, la planta o porción de la planta en condiciones que permitan la expresión de los ácidos nucleicos, 
produciendo de esta manera la VLP. 
 
La proteína del virus estructural de la rabia nativa (también denominada proteína vírica estructural de la rabia nativa) 50 
puede referirse a la totalidad o a una porción de una secuencia de proteína estructural del virus de la rabia nativa 
aislada del virus de la rabia, presente en cualquier cepa de virus de la rabia de origen natural o variante o aislado. 
Por lo tanto, la expresión proteína estructural de virus de la rabia nativa, y similares, incluye variantes de secuencias 
de proteínas estructurales de virus de la rabia de origen natural producidas por mutación durante el ciclo de vida del 
virus o producidas en respuesta a la presión selectiva (por ejemplo, terapia farmacológica, expansión del tropismo o 55 
infectividad de la célula huésped, etc.). Como apreciará un experto en la técnica, dichas secuencias de proteínas 
estructurales del virus de la rabia nativas y variantes de las mismas, también pueden producirse usando técnicas 
recombinantes. La proteína del virus estructural de la rabia nativa no incluye proteínas quiméricas en las que, por 
ejemplo, un dominio transmembrana y/o una cola citoplásmica se han reemplazado con un dominio transmembrana 
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heterólogo y/o una cola citoplasmática con respecto a la proteína del virus estructural de la rabia nativa. 
 
Un ejemplo no limitante de una proteína estructural del virus de la rabia nativa es la proteína glucoproteína (G) de la 
rabia, un fragmento de proteína G, una proteína de matriz (M), un fragmento de proteína M, o una combinación de 
los mismos. Los ejemplos no limitantes de proteína G, o fragmentos de proteína G, que pueden usarse de acuerdo 5 
con la presente invención incluyen aquellas proteínas G de la cepa ERA de la rabia. Un ejemplo de una proteína G, 
que no se considerará limitante, se expone en la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 14. Además, la proteína 
del virus estructural de la rabia nativa puede comprender la secuencia expuesta en la SEQ ID NO: 14, o una 
secuencia que tiene al menos aproximadamente un 90-100 % de similitud de secuencia con la misma, incluyendo 
cualquier porcentaje de similitud dentro de estos intervalos, tal como un 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99 % de 10 
similitud de secuencia con la misma. 
 
La similitud o identidad de la secuencia de aminoácidos se puede calcular usando los programas BLASTP y 
TBLASTN que emplean el algoritmo 2.0 BLAST (herramienta de búsqueda de alineamiento local básico). Las 
técnicas para calcular la similitud o identidad de la secuencia de aminoácidos se conocen bien por los expertos en la 15 
técnica, y el uso del algoritmo BLAST se describe en ALTSCHUL et al. (1990, J Mol. Biol. 215: 403- 410) y 
ALTSCHUL et al. (1997, Nucleic Acids Res. 25: 3389-3402). 
 
La proteína viral estructural nativa puede existir como un monómero, un dímero, un trímero o una combinación de los 
mismos. Un trímero es un complejo macromolecular formado por tres proteínas unidas, normalmente no 20 
covalentemente. Sin desear quedar ligado a la teoría, el dominio de trimerización de una proteína puede ser 
importante para la formación de dichos trímeros. Por lo tanto, la proteína viral, o fragmento de la misma, puede 
comprender un dominio de trimerización. 
 
Por "proteína de la matriz" (también denominada proteína de núcleo viral) se refiere a una proteína que organiza y 25 
mantiene la estructura del virión. Las proteínas de matriz virales normalmente interactúan directamente con las 
membranas celulares y pueden estar implicadas en el proceso de gemación. Las proteínas de núcleo viral son 
proteínas que forman parte de la nucleocápside y típicamente están directamente asociadas con el ácido nucleico 
viral. Los ejemplos de proteínas de matriz o de núcleo viral son la proteína M de la rabia, influenza M1, RSV, M y gag 
de retrovirus. Los ejemplos de proteínas de matriz que se pueden usar como se describe en el presente documento 30 
incluyen, pero sin limitación, la proteína M de la rabia. Un ejemplo no limitante de secuencias que se pueden usar 
con la presente invención incluye la proteína M de la cepa ERA del virus de la rabia. Una proteína M ejemplar 
consiste en la secuencia de aminoácidos como se muestra en la SEQ ID NO: 6. Además, la proteína del virus 
estructural de la rabia nativa puede comprender la secuencia expuesta en la SEQ ID NO: 6, o secuencias que tienen 
al menos aproximadamente un 90-100 % de similitud de secuencia con la misma, incluyendo cualquier porcentaje de 35 
similitud dentro de estos intervalos, tal como un 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99 % de similitud de secuencia con la 
misma. 
 
Tanto el virus de la estomatitis vesicular (un rabdovirus como la rabia) como el virus del herpes simple (un virus del 
herpes como el virus varicela-zóster) geman de una manera dependiente de VSP4 (Taylor et al. J. Virol 81: 13631-40 
13639, 2007; Crump et al., J. Virol 81: 7380-7387, 2007). Dado que VSP4 interactúa con el dominio tardío de la 
proteína de matriz, esto sugiere que la proteína de matriz es necesaria para la gemación y, como corolario, para la 
producción de VLP. Sin embargo, como se describe en el presente documento, las VLP de la rabia nativas se 
pueden producir dentro de las plantas con o sin la coexpresión de una proteína de matriz. Por lo tanto, las VLP de la 
rabia nativas producidas en plantas a partir de proteínas estructurales nativas derivadas de virus, de acuerdo con la 45 
presente invención, pueden o no comprender una proteína de matriz viral (o núcleo viral). 
 
La presente invención también proporciona un método para producir VLP de proteínas pseudovíricas de la rabia en 
una planta, en el que un ácido nucleico (un primer ácido nucleico) que codifica una proteína G de la rabia nativa se 
coexpresa con un segundo ácido nucleico que codifica una proteína de matriz viral, por ejemplo, pero sin limitación, 50 
proteína de matriz de la rabia. El ácido nucleico, y el segundo ácido nucleico, pueden introducirse en la planta en la 
misma etapa, o pueden introducirse secuencialmente en la planta. 
 
Como se describe en más detalle a continuación, las VLP pueden producirse en una planta expresando un ácido 
nucleico (un primer ácido nucleico) que codifica una o más proteínas G del virus de la rabia nativas. Un segundo 55 
ácido nucleico que codifica una proteína de matriz, por ejemplo, pero sin limitación, la proteína de matriz de la rabia, 
podría coexpresarse en la planta. El ácido nucleico y el segundo ácido nucleico pueden introducirse en la planta en 
la misma etapa, o pueden introducirse secuencialmente en la planta. El ácido nucleico y el segundo ácido nucleico 
se pueden introducir en la planta de manera transitoria, o de una manera estable. 
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Además, una planta que expresa un primer ácido nucleico que codifica una o más proteínas G del virus de la rabia, 
puede transformarse con una proteína de matriz, por ejemplo, pero sin limitación, una proteína de matriz de la rabia 
(segundo ácido nucleico) de manera que tanto el primer como el segundo ácido nucleico se coexpresan en la planta. 
Como alternativa, una planta que expresa una proteína de matriz, por ejemplo, pero sin limitación, una proteína de 5 
matriz de la rabia (segundo ácido nucleico) puede transformarse con un primer ácido nucleico que codifica una o 
más proteínas estructurales del virus de la rabia nativas, por ejemplo, una proteína G de la rabia, de manera que 
tanto el primer como el segundo ácido nucleico se coexpresen en la planta. 
 
La presente invención también proporciona un método para producir VLP del virus de la rabia en una planta que 10 
implica introducir uno o más ácidos nucleicos que codifican una o más proteínas G nativas del virus de la rabia 
unidas operativamente a una región reguladora activa en la planta, y uno o más de un elemento de amplificación, en 
la planta o porción de la planta. La planta o porción de la planta se incuba a continuación en condiciones que 
permiten la expresión del uno o más ácidos nucleicos, produciendo así las VLP del virus de la rabia. 
 15 
La presente invención proporciona además una VLP que comprende una o más proteínas G del virus de la rabia 
nativas producidas por el método proporcionado por la presente invención. 
 
La expresión "partícula pseudovírica" (VLP), o "partículas pseudovíricas" o "VLP" se refiere a estructuras que se 
autoensamblan y comprenden una o más proteínas estructurales tales como, por ejemplo, proteína estructural del 20 
virus de la rabia nativa, por ejemplo, pero sin limitación, proteína G de la rabia. Las VLP generalmente son 
morfológica y antigénicamente similares a los viriones producidos en una infección, pero carecen de información 
genética suficiente para replicarse y, por lo tanto, no son infecciosas. Las VLP pueden producirse en células 
huésped adecuadas, incluyendo células huésped vegetales. Después de la extracción de la célula huésped y tras el 
aislamiento y la purificación adicional en las condiciones adecuadas, las VLP se pueden purificar como estructuras 25 
intactas. 
 
El tamaño (es decir, el diámetro) de las VLP definidas anteriormente, que puede medirse, por ejemplo, mediante 
técnicas de dispersión dinámica de la luz (DLS) o de microscopía electrónica (EM), está habitualmente entre 40 a 
300 nm, o cualquier tamaño los mismos. En algunas realizaciones, el tamaño de la estructura de VLP intacta puede 30 
variar de aproximadamente 40 nm a aproximadamente 300 nm, o cualquier tamaño entre los mismos, tales como 50 
nm, 60 nm, 70 nm, 80 nm, 90 nm, 100 nm, 110 nm, 120 nm, 130 nm, 140 nm, 150 nm, 160 nm, 170 nm, 180 nm, 
190 nm, 200 nm, 210 nm, 220 nm, 230 nm, 240 nm, 250 nm, 260 nm, 270 nm o 280 nm, o cualquier tamaño entre 
los mismos. En una realización, el tamaño de la estructura de VLP intacta puede variar de aproximadamente 170 nm 
a aproximadamente 200 nm, o cualquier tamaño entre los mismos, tal como 175 nm, 180 nm, 185 nm, 190 nm, 195 35 
nm o cualquier tamaño entre los mismos. 
 
También se proporciona un ácido nucleico que comprende una secuencia de nucleótidos que codifica una o más 
proteínas estructurales del virus de la rabia nativas unidas operativamente a una región reguladora activa en una 
planta. Además, una o más proteínas estructurales del virus de la rabia nativas pueden estar unidas operativamente 40 
a uno o más de un elemento de amplificación. La una o más proteínas estructurales del virus de la rabia nativas 
pueden ser, por ejemplo, una o más proteínas G de la rabia, una o más proteínas M, o ambas. 
 
Una secuencia de ácido nucleico a la que se hace referencia en la presente invención, puede ser "sustancialmente 
homóloga" o "sustancialmente similar" a una secuencia, o un complemento de la secuencia si la secuencia de ácidos 45 
nucleicos se hibrida con una o más de una secuencia de nucleótidos o un complemento de la secuencia de ácidos 
nucleicos como se define en el presente documento bajo condiciones de hibridación rigurosas. Las secuencias son 
"sustancialmente homólogas" o "sustancialmente similares" cuando al menos aproximadamente el 70 %, o entre el 
70 al 100 %, o cualquier cantidad entre las mismas, por ejemplo el 70, 72, 74, 76, 78, 80, 82, 84 , 86, 88, 90, 92, 94, 
96, 98, 100 %, o cualquier cantidad entre las mismas, de los nucleótidos coinciden en una longitud definida de la 50 
secuencia de nucleótidos, siempre que tales secuencias homólogas presenten una o más de las propiedades de la 
secuencia, o el producto codificado como se describe en el presente documento. El plegamiento correcto de la 
proteína puede ser importante para la estabilidad de la proteína, la formación de multímeros, la formación de VLP y 
la función. El plegamiento de una proteína puede verse influenciado por uno o más factores, incluyendo, pero sin 
limitación, la secuencia de la proteína, la abundancia relativa de la proteína, el grado de aglomeración intracelular, la 55 
disponibilidad de cofactores que pueden unirse o estar asociados transitoriamente con la proteína plegada, 
parcialmente plegada o desplegada. 
 
Tal similitud de secuencia puede determinarse usando un programa de comparación de secuencias nucleotídicas, tal 
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como el proporcionado en DNASIS (usando, por ejemplo, pero sin limitación, los siguientes parámetros: Penalización 
GAP 5, n.º de diagonales superiores 5, penalización GAP fija 10, k-tupla 2, hueco flotante 10 y tamaño de ventana 
5). Sin embargo, otros métodos de alineación de secuencias para comparación se conocen bien en la técnica, por 
ejemplo, los algoritmos de Smith y Waterman (1981, Adv. Appl. Math. 2: 482), Needleman y Wunsch (J. Mol. Biol. 
48: 443, 1970), Pearson y Lipman (1988, Proc. Nat'l. Acad. Sci. USA 85: 2444), y por implementaciones 5 
informatizadas de estos algoritmos (GAP, BESTFIT, FASTA y BLAST, disponibles a través del NIH), o mediante 
alineación manual e inspección visual (véase, por ejemplo, Current Protocols in Molecular Biology, Ausubel et al., 
eds. 1995, complemento), o usando hibridación Southern o Northern en condiciones rigurosas (véase Maniatis et al., 
en Molecular Cloning (A Laboratory Manual), Cold Spring Harbor Laboratory, 1982). Preferiblemente, las secuencias 
que son sustancialmente homólogas presentan al menos aproximadamente un 80 % y más preferiblemente al 10 
menos aproximadamente un 90 % de similitud de secuencia sobre una longitud definida de la molécula. 
 
Un ejemplo de una de tales condiciones de hibridación rigurosas puede ser hibridación (de aproximadamente 16-20 
horas) durante una noche en 4 x SSC a 65 ºC seguido por lavado en 0,1 x SSC a 65 ºC durante una hora, o 2 
lavados en 0,1 x SSC a 65 ºC cada 20 o 30 minutos. Como alternativa, una condición de hibridación rigurosa 15 
ejemplar podría ser durante una noche (16-20 horas) en formamida al 50 %, 4 x SSC a 42 ºC seguido por lavado en 
0,1 x SSC a 65 ºC durante una hora, o 2 lavados en 0,1 x SSC a 65 ºC durante 20 o 30 minutos, o durante una 
noche (16-20 horas), o hibridación en tampón de fosfato acuoso Church (SDS al 7 %, tampón NaPO4 0,5 M, pH 7,2, 
EDTA 10 mM) a 65 ºC, con 2 lavados a 50 ºC en 0,1 x SSC, SDS al 0,1 % durante 20 o 30 minutos cada uno, o 2 
lavados a 65 ºC en 2 x SSC, SDS al 0,1 % durante 20 o 30 minutos cada uno para regiones de secuencia únicas. 20 
 
Un ácido nucleico que codifica un polipéptido estructural de la rabia nativo o una proteína estructural del virus de la 
rabia nativa puede describirse como un "ácido nucleico de la rabia", una "secuencia de nucleótidos de la rabia", un 
"ácido nucleico de la rabia nativo", o una "secuencia de nucleótidos de la rabia nativa". Por ejemplo, que no debe 
considerarse limitante, una partícula pseudovírica que comprende una o más proteínas estructurales del virus de la 25 
rabia nativas o polipéptidos estructurales del virus de la rabia nativos, puede describirse como una "VLP de la rabia" 
o "VLP de la rabia nativa". 
 
La proteína o polipéptido estructural del virus de la rabia nativa/o puede incluir un péptido señal que es igual, o 
heterólogo, al resto del polipéptido o proteína. La expresión "péptido señal" se conoce bien en la técnica y se refiere 30 
generalmente a una secuencia corta de aminoácidos (aproximadamente 5-30 aminoácidos), que se encuentra 
generalmente en el extremo N de un polipéptido que puede dirigir la translocación del polipéptido recién traducido a 
un organelo particular, o facilitar el posicionamiento de dominios específicos de la cadena polipeptídica con respecto 
a otros. Como ejemplo no limitante, el péptido señal puede dirigirse a la translocación de la proteína en el retículo 
endoplásmico y/o facilitar la colocación del dominio proximal del extremo N en relación con un dominio de anclaje a 35 
la membrana del polipéptido naciente para ayudar en la escisión y el plegamiento de la proteína madura, por 
ejemplo, aunque no debe considerarse limitante, una proteína estructural del virus de la rabia nativa. 
 
Un péptido señal (SP) puede ser nativo de la proteína o proteína viral, o un péptido señal puede ser heterólogo con 
respecto a la secuencia primaria de la proteína o proteína viral que se expresa. Por ejemplo, el péptido señal nativo 40 
de la proteína G de la rabia nativa o la proteína M de la rabia nativa se puede usar para expresar la proteína 
estructural del virus de la rabia nativa en un sistema vegetal. 
 
Un péptido señal también puede ser no nativo, por ejemplo, de una proteína, proteína viral o proteína estructural 
nativa de un virus distinto de la proteína viral, o de un polipéptido vegetal, animal o bacteriano. Un ejemplo no 45 
limitante de un péptido señal que puede usarse es el de la proteína de alfalfa disulfuro isomerasa (PDI SP, 
nucleótidos 32-103 con n.º de Acceso Z11499). 
 
Por lo tanto, la presente invención proporciona una proteína estructural del virus de la rabia nativa que comprende 
un péptido señal nativo, o no nativo, y ácidos nucleicos que codifican dichas proteínas estructurales del virus de la 50 
rabia. 
 
Elemento de amplificación 
 
La proteína o polipéptido estructural del virus de la rabia nativa/o puede expresarse en un sistema de expresión que 55 
comprende un sistema de expresión basado en virus, ADN o ARN, por ejemplo, pero sin limitación, un casete de 
expresión basado en comovirus y un elemento de amplificación basado en geminivirus. 
 
El sistema de expresión como se describe en el presente documento, comprende un casete de expresión basado en 
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un virus bipartita, o un virus con un genoma bipartita. Por ejemplo, los presentes virus bipartitas pueden ser de la 
familia de los Comoviridae. Los géneros de la familia de los Comoviridae incluyen Comovirus, Nepovirus, Fabavirus, 
Cheravirus y Sadwavirus. Los comovirus incluyen virus del mosaico del caupí (CPMV), virus del mosaico grave del 
caupí (CPSMV), virus del mosaico de la calabaza (SqMV), virus del moteado del trébol rojo (RCMV), virus del 
moteado de la vaina del frijol (BPMV), virus del mosaico del nabo (TuRSV), virus del mosaico verdadero del haba 5 
(BBtMV), virus de la mancha del haba (BBSV), virus del mosaico del rábano (RaMV). Los ejemplos de secuencias de 
ARN-2 de comovirus que comprenden elementos potenciadores que pueden ser útiles para diversos aspectos de la 
invención incluyen, pero sin limitación: ARN-2 de CPMV (GenBank n.º de acceso NC_003550), ARN-2 de RCMV 
(GenBank n.º de acceso NC_003738), ARN-2 de BPMV (GenBank n.º de acceso NC_003495), ARN-2 de CPSMV 
(n.º de acceso al GenBank NC_003544), ARN-2 de SqMV (GenBank n.º de acceso NC_003800), ARN-2 de TuRSV 10 
(GenBank n.º de acceso NC_013219.1). ARN-2 de BBtMV (GenBank n.º de acceso GU810904), ARN-2 de BBSV 
(GenBank n.º de acceso FJ028650), RaMV (GenBank n.º de acceso NC_003800). 
 
Los segmentos del genoma de ARN comoviral bipartita se denominan como ARN-1 y ARN-2. ARN-1 codifica las 
proteínas implicadas en la replicación, mientras que ARN-2 codifica las proteínas necesarias para un movimiento 15 
célula a célula en las dos proteínas cápside. Puede usarse cualquier casete a base de comovirus adecuado, 
incluyendo, CPMV, CPSMV, SqMV, RCMV o BPMV, por ejemplo, el casete de expresión puede basarse en CPMV. 
 
"Casete de expresión" se refiere a una secuencia de nucleótidos que comprende un ácido nucleico de interés bajo el 
control de, y operablemente (u operativamente) unido a, un promotor apropiado u otros elementos reguladores para 20 
la transcripción del ácido nucleico de interés en una célula huésped. 
 
Los sistemas de expresión comprenden elementos de amplificación de un geminivirus, por ejemplo, un elemento de 
amplificación del virus del enanismo amarillo del frijol (BeYDV). BeYDV pertenece al género de Mastrevirus 
adaptado a las plantas dicotiledóneas. BeYDV es un monopartita que tiene un genoma de ADN circular 25 
monocatenario y puede replicarse con números de copias muy elevados mediante un mecanismo en círculo rodante. 
Los sistemas de vectores de replicón de ADN derivado de BeYDV se han usado para una rápida producción de 
proteínas de alto rendimiento en plantas. 
 
Como se usa en el presente documento, la expresión "elementos de amplificación" se refiere a un segmento de 30 
ácido nucleico que comprende al menos una porción de una o más regiones intergénicas largas o de repetición 
intergénica larga (LIR) de un genoma de geminivirus. Como se usa en el presente documento, "región intergénica 
larga" o "repetición intergénica larga" se refiere a una región de una región intergénica larga que contiene un sitio de 
unión rep capaz de mediar la escisión y la replicación por una proteína Rep de geminivirus. En algunos aspectos, el 
segmento de ácido nucleico que comprende una o más LIR, puede comprender además una región intergénica corta 35 
o región intergénica pequeña (SIR) de un genoma de geminivirus. Como se usa en el presente documento, la 
"región intergénica corta" o "región intergénica corta" se refiere a la cadena complementaria (la IR corta (SIR) de un 
Mastrevirus). Puede usarse en el presente documento cualquier elemento de amplificación derivado de geminivirus 
adecuado. Véase, por ejemplo, los documentos WO2000/20557; WO2010/025285; Zhang X. et al. (2005, 
Biotechnology and Bioengineering, Vol. 93, 271-279), Huang Z. et al. (2009, Biotechnology and Bioengineering, Vol. 40 
103, 706-714), Huang Z. et al.(2009, Biotechnology and Bioengineering, Vol. 106, 9-17); que se incorporan en el 
presente documento por referencia). Si se usa más de una LIR en la construcción, por ejemplo dos LIR, entonces el 
promotor, las regiones CMPV-HT y la secuencia de ácido nucleico de interés y el terminador están delimitadas por 
cada una de las dos LIR. Además, el elemento de amplificación podría originarse, por ejemplo, a partir de la 
secuencia como se describe en Halley-Stott et al. (2007) Archives of Virology 152: 1237-1240, depositado bajo el 45 
número de acceso de GenBank DQ458791. El segmento de ácido nucleico que comprende las LIR se une a los 
nucleótidos 2401 a 2566 y 1 a 128. El segmento de ácido nucleico que comprende las SIR son los nucleótidos 1154 
a 1212. 
 
Como se describe en el presente documento, la coadministración del vector derivado del virus del enanismo amarillo 50 
del frijol (BeYDV) y un vector que suministra Rep/RepA, por agroinfiltración de hojas de Nicotiana benthamiana da 
como resultado una amplificación del replicón eficaz y una producción de proteínas fuerte. 
 
Un casete de expresión basado en un comovirus y un elemento de amplificación derivado de geminivirus pueden 
estar comprendidos en vectores separados, o las partes componentes pueden incluirse en un vector. Si se usan dos 55 
vectores, el primer y el segundo vectores pueden introducirse en una célula vegetal simultáneamente o por 
separado. 
 
También se puede incluir una replicasa viral en el sistema de expresión como se describe en el presente documento, 
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para aumentar la expresión del ácido nucleico de interés. Un ejemplo no limitante de una replicasa es una replicasa 
BeYDV (pREP110) que codifica BeYDV Rep y RepA (C2/C1; Huang et al., 2009, Biotechnol. Bioeng. 103, 706-714). 
Otro ejemplo no limitante de una replicasa se describe en Halley-Stott et al. (2007) Archives of Virology 152: 1237-
1240, depositado bajo el número de acceso de GenBank DQ458791. El segmento de ácido nucleico que comprende 
el gen C1:C2 son los nucleótidos 1310 a 2400. 5 
 
Por "coexpresado" se entiende que dos o más de dos secuencias de nucleótidos se expresan aproximadamente al 
mismo tiempo dentro de la planta, y dentro del mismo tejido de la planta. Sin embargo, las secuencias de 
nucleótidos no necesitan expresarse exactamente al mismo tiempo. En su lugar, las dos o más secuencias de 
nucleótidos se expresan de una manera tal que los productos codificados tienen una oportunidad de interactuar. Las 10 
dos o más de dos secuencias de nucleótidos pueden coexpresarse usando un sistema de expresión transitoria, 
donde las dos o más secuencias se introducen dentro de la planta aproximadamente al mismo tiempo en 
condiciones en las que se expresan ambas secuencias. Como alternativa, una planta de plataforma que comprende 
una de las secuencias de nucleótidos puede transformarse de una manera estable, con una secuencia adicional que 
codifica la proteína de interés, por ejemplo, la proteína estructural del virus de la rabia nativa, introducida en la planta 15 
de plataforma de forma transitoria. 
 
Chaperona 
 
El plegamiento correcto de la proteína estructural del virus de la rabia nativa puede ser importante para la estabilidad 20 
de la proteína, la formación de multímeros, la formación de VLP, la función de la proteína estructural del virus de la 
rabia nativa y el reconocimiento de la proteína estructural del virus de la rabia nativa por un anticuerpo, entre otras 
características. El plegamiento y la acumulación de una proteína puede estar influenciado por uno o más factores, 
incluyendo, pero sin limitación, la secuencia de la proteína, la abundancia relativa de la proteína, el grado de 
aglomeración intracelular, el pH en un compartimento celular, la disponibilidad de cofactores que pueden unirse o 25 
estar asociados transitoriamente con la proteína plegada, parcialmente plegada o desplegada, la presencia de una o 
más proteínas chaperona, o similares. 
 
Las proteínas de choque térmico (Hsp), o proteínas de estrés, son ejemplos de proteínas chaperonas, que pueden 
participar en diversos procesos celulares incluyendo síntesis de proteínas, tráfico intracelular, prevención de plegado 30 
erróneo, prevención de agregación de proteínas, ensamblaje y desmontaje de complejos de proteínas, plegamiento 
de proteínas, y disgregación de proteínas. Los ejemplos de tales proteínas chaperonas incluyen, pero sin limitación, 
Hsp60, Hsp65, Hsp 70, Hsp90, Hsp100, Hsp20-30, Hsp10, Hsp100-200, Hsp100, Hsp90, Lon, TF55, FKBPs, 
ciclofilinas, ClpP, GrpE, ubiquitina, calnexina, y proteína disulfuro isomerasas (véase, por ejemplo, Macario, A.J.L., 
Cold Spring Harbor Laboratory Res. 25: 59-70. 1995; Parsell, D.A. y Lindquist, S. Ann. Rev. Genet. 27: 437-496 35 
(1993); la Patente de Estados Unidos N.º 5.232.833). Como se describe en el presente documento, las proteínas 
chaperonas, por ejemplo, pero sin limitación, Hsp40 y Hsp70, pueden usarse para asegurar el plegamiento de una 
proteína del virus de la rabia. 
 
Los ejemplos de Hsp70 incluyen Hsp72 y Hsc73 de células de mamífero, DnaK de bacterias, particularmente 40 
micobacterias tales como Mycobacterium leprae, Mycobacterium tuberculosis y Mycobacterium bovis (tales como 
Bacille-Calmette Guerin: a la que se hace referencia en el presente documento como Hsp71). DnaK de Escherichia 
coli, levadura y otros procariotas, y BiP y Grp78 de eucariotas, tal como A. thaliana (Lin et al. 2001 (Cell Stress and 
Chaperones 6: 201-208). Un ejemplo particular de una Hsp70 es A. thaliana Hsp70 (codificada por Genbank ref: 
AY120747.1). Hsp70 es capaz de unirse específicamente a ATP, así como a polipéptidos y péptidos no plegados, 45 
participando de este modo en el plegamiento y despliegue de proteínas, así como en el ensamblaje y desensamblaje 
de complejos proteicos. 
 
Los ejemplos de Hsp40 incluyen DnaJ de procariotas tales como E. coli y micobacterias y HSJ1, HDJ1 y Hsp40 de 
eucariotas, tales como alfalfa (Frugis et al., 1999. Plant Molecular Biology 40: 397-408). Un ejemplo particular de una 50 
Hsp40 es M. sativa MsJ1 (Genbank ref: AJ000995.1). Hsp40 desempeña un papel como una chaperona molecular 
en el plegamiento de proteínas, termotolerancia y replicación del ADN, entre otras actividades celulares. 
 
Entre Hsps, Hsp70 y su co-chaperona, Hsp40, están implicados en la estabilización de polipéptidos de traducción y 
recién sintetizados antes de que la síntesis esté completa. Sin desear quedar ligado a la teoría, Hsp40 se une a los 55 
parches hidrófobos de polipéptidos desplegados (nacientes o recién transferidos), facilitando así la interacción del 
complejo Hsp70-ATP con el polipéptido. La hidrólisis de ATP conduce a la formación de un complejo estable entre el 
polipéptido, Hsp70 y ADP, y la liberación de Hsp40. La asociación del complejo Hsp70-ADP con los parches 
hidrófobos del polipéptido evita su interacción con otros parches hidrófobos, evitando el plegamiento incorrecto y la 
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formación de agregados con otras proteínas (revisado en Hartl, FU. 1996. Nature 381: 571-579). 
 
Las proteínas chaperonas nativas pueden ser capaces de facilitar el plegamiento correcto de niveles bajos de 
proteína recombinante, pero a medida que aumentan los niveles de expresión, la abundancia de chaperonas nativas 
puede convertirse en un factor limitante. Los altos niveles de expresión de la proteína estructural del virus de la rabia 5 
nativa en las hojas agroinfiltradas pueden conducir a la acumulación de la proteína estructural del virus de la rabia 
nativa en el citosol, y la coexpresión de una o más proteínas chaperonas tales como Hsp70, Hsp40, o tanto Hsp70 
como Hsp40 pueden reducir el nivel de proteínas mal plegadas o agregadas, y aumentar el número de proteínas que 
presentan características estructurales terciarias y cuaternarias que permiten la formación de partículas 
pseudovíricas. 10 
 
Por lo tanto, la presente invención también proporciona un método para producir VLP de la rabia en una planta, en el 
que un primer ácido nucleico que codifica una glucoproteína del virus de la rabia nativa (G) se coexpresa con un 
segundo ácido nucleico que codifica una chaperona. El primer y segundo ácidos nucleicos pueden introducirse en la 
planta en la misma etapa, o pueden introducirse en la planta secuencialmente. 15 
 
Elemento regulador 
 
El uso de las expresiones "región reguladora", "elemento regulador" o "promotor" en la presente solicitud se refiere a 
una porción de ácido nucleico típicamente, pero no siempre, aguas arriba de la región codificante de la proteína de 20 
un gen, que puede estar compuesta por ADN o ARN, o tanto ADN como ARN. Cuando una región reguladora está 
activa, y en asociación operativa, u operativamente unida, con un gen de interés, esto puede dar como resultado la 
expresión del gen de interés. Un elemento regulador puede ser capaz de mediar la especificidad del órgano, o 
controlar el desarrollo o activación del gen temporal. Una "región reguladora" puede incluir elementos promotores, 
elementos promotores del núcleo que muestran una actividad promotora inicial, elementos que pueden inducirse en 25 
respuesta a un estímulo externo, elementos que median la actividad promotora, tales como elementos reguladores 
negativos o potenciadores transcripcionales. La "región reguladora", como se usa en el presente documento, 
también puede incluir elementos que están activos después de la transcripción, por ejemplo, elementos reguladores 
que modulan la expresión génica, tales como potenciadores traduccionales y transcripcionales, represores 
traduccionales y transcripcionales, secuencias de activación aguas arriba, y determinantes de inestabilidad de 30 
ARNm. Varios de estos últimos elementos pueden localizarse próximos a la región codificante. 
 
En el contexto de esta divulgación, la expresión "elemento regulador" o "región reguladora" se refiere típicamente a 
una secuencia de ADN, normalmente, pero no siempre, aguas arriba (5') con respecto a la secuencia codificante de 
un gen estructural, que controla la expresión de la región codificante proporcionando el reconocimiento de la ARN 35 
polimerasa y/u otros factores requeridos para iniciar la transcripción en un sitio particular. Sin embargo, debe 
entenderse que otras secuencias de nucleótidos, ubicadas dentro de los intrones, o 3' de la secuencia, pueden 
también contribuir a la regulación de expresión de una región codificante de interés. Un ejemplo de un elemento 
regulador que proporciona el reconocimiento de la ARN polimerasa u otros factores de transcripción para asegurar el 
inicio en un sitio particular es un elemento promotor. La mayoría, aunque no todos los elementos promotores 40 
eucariotas contienen una caja TATA, una secuencia de ácido nucleico conservada que consta de pares de bases de 
nucleótidos de adenosina y timidina normalmente situados aproximadamente 25 pares de bases aguas arriba de un 
sitio de inicio de la transcripción. Un elemento promotor comprende un elemento promotor inicial, responsable del 
inicio de la transcripción, así como otros elementos reguladores (como se han enumerado anteriormente) que 
modifican la expresión génica. 45 
 
Existen varios tipos de regiones reguladoras, incluyendo aquellas que se regulan con respecto al desarrollo, 
inducibles o constitutivas. Una región reguladora que se regula con respecto al desarrollo, o controla la expresión 
diferencial de un gen bajo su control, se activa en ciertos órganos o tejidos de un órgano en momentos específicos 
durante el desarrollo de ese órgano o tejido. Sin embargo, algunas regiones reguladoras que se regulan con 50 
respecto al desarrollo pueden estar activas preferiblemente en ciertos órganos o tejidos en fases de desarrollo 
específicas, también pueden estar activas de una manera regulada con respecto al desarrollo, o a un nivel basal 
también en otros órganos o tejidos en la planta. Los ejemplos de regiones reguladoras específicas de tejido, por 
ejemplo, véase específicas de una región reguladora, incluyen el promotor de napina, y el promotor de cruciferina 
(Rask et al., 1998, J. Plant Physiol. 152: 595-599; Bilodeau et aI., 1994, Plant Cell 14: 125-130). Un ejemplo de un 55 
promotor específico de la hoja incluye el promotor de plastocianina (véase, el documento US 7.125.978. 
 
Una región reguladora inducible es aquella que es capaz de activar directa o indirectamente la transcripción de una 
o más secuencias o genes de ADN en respuesta a un inductor. En ausencia de un inductor, las secuencias o genes 
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de ADN no se transcribirán. Típicamente, el factor de proteína que se une específicamente a una región reguladora 
inducible para activar la transcripción puede estar presente en una forma activa, que se convierte entonces, directa o 
indirectamente, en la forma activa por el inductor. Sin embargo, el factor de proteína también puede estar ausente. 
El inductor puede ser un agente químico, tal como una proteína, metabolito, regulador de crecimiento, herbicida o 
compuesto fenólico o un estrés fisiológico impuesto directamente por calor, frío, sal o elementos tóxicos, o 5 
indirectamente mediante la acción de un patógeno o agente infeccioso tal como un virus. Una célula vegetal que 
contiene una región reguladora inducible puede exponerse a un inductor aplicando externamente el inductor a la 
célula o la planta, por ejemplo, por aspersión, riego, calentamiento o métodos similares. Los elementos reguladores 
inducibles pueden derivarse de genes de la planta o que no son de la planta (por ejemplo, Gatz, C. y Lenk, LR.P., 
1998, Trends Plant Sci. 3, 352-358). Los ejemplos de promotores inducibles potenciales incluyen, pero sin limitación, 10 
un promotor inducible por tetraciclina (Gatz, C.,1997, Ann. Rev. Plant Physiol. Plant Mol. Biol. 48,89-108), un 
promotor inducible por esteroides (Aoyama. T. y Chua, N.H.,1997, Plant 1. 2, 397-404; y un promotor inducible por 
etanol (Salter, M.G., et aI, 1998, Plant 10urnal 16, 127-132; Caddick, M.X., et al,1998, Nature Biotech. 16, 177-180, 
genes IB6 y CK11 inducibles por citocina (Brandstatter, I. y Kieber, 1.1.,1998, Plant Cell 10, 1009-1019; Kakimoto, 
T., 1996, Science 274, 982-985; y el elemento inducible por auxina, DR5 (Ulmasov, T., et al., 1997, Plant Cell 9, 15 
1963-1971). 
 
Una región reguladora constitutiva dirige la expresión de un gen a través de las diferentes partes de una planta y 
continuamente durante todo el desarrollo de la planta. Los ejemplos de elementos reguladores constitutivos 
conocidos incluyen promotores asociados con el transcrito CaMV 35S (Odell et aI., 1985, Nature, 313: 810-812), los 20 
genes actina 1 de arroz (Zhang et aI, 1991, Plant Cell, 3: 1155-1165), actina 2 (An et al., 1996, Plant J., 10: 107-
121), o tms 2 (documento U.S. 5.428.147, y triosefosfato isomerasa 1 (Xu et. aI., 1994, Plant Physiol. 106: 459-467), 
el gen de ubiquitina 1 de maíz (Cornejo et al, 1993, Plant Mol. BioI. 29: 637-646), los genes de Arabidopsis ubiquitina 
1 y 6 (Holtorf et aI, 1995, Plant Mol. BioI. 29: 637-646), y el gen del factor 4A de inicio de la traducción del tabaco 
(Mandel et aI, 1995, Plant Mol. BioI. 29: 995-1004). 25 
 
El término "constitutivo" como se usa en el presente documento, no necesariamente indica que un gen bajo el 
control de la región reguladora constitutiva se exprese al mismo nivel en todos los tipos de células, sino que el gen 
se expresa en una amplia gama de tipos de células aún cuando a menudo se observa una variación en abundancia. 
Los elementos reguladores constitutivos pueden estar acoplados con otras secuencias para mejorar adicionalmente 30 
la transcripción y/o traducción de la secuencia de nucleótidos a la que están unidos operativamente. Por ejemplo, el 
sistema CPMV-HT se deriva de las regiones no traducidas del virus del mosaico del caupí (CPMV) y demuestra una 
traducción mejorada de la secuencia codificante asociada. Por "nativo" se entiende que la secuencia de ácido 
nucleico o aminoácido es de origen natural, o "tipo salvaje". Por "unida operativamente" significa que las secuencias 
particulares, por ejemplo un elemento regulador y una región codificante de interés, interactúan directa o 35 
indirectamente para realizar una función pretendida, tal como la mediación o modulación de la expresión génica. La 
interacción de secuencias ligadas operativamente puede, por ejemplo, mediarse por proteínas que interactúan con 
las secuencias unidas operativamente. 
 
La invención proporciona VLP que obtienen una envoltura lipídica de la membrana plasmática de la célula, en la que 40 
se expresan las VLP. Por ejemplo, si la una o más proteínas estructurales del virus de la rabia nativas se expresan 
en un sistema basado en plantas, la VLP resultante puede obtener una envoltura lipídica de la membrana plasmática 
de la célula vegetal. 
 
Generalmente, el término "lípido" se refiere a las moléculas de origen natural y solubles en grasa (lipófilas). Una VLP 45 
producida en una planta de acuerdo con la invención puede complejarse con lípidos derivados de plantas. Los 
lípidos derivados de plantas pueden estar en forma de una bicapa lipídica, y pueden comprender además una 
envoltura que rodea la VLP. Los lípidos obtenidos de plantas pueden comprender componentes lipídicos de la 
membrana plasmática de la planta, donde la VLP se produce, incluyendo, fosfolípidos, tri, di y monoglicéridos, así 
como un esterol soluble en grasa o metabolitos que comprenden esteroles. Los ejemplos incluyen fosfatidilcolina 50 
(PC), fosfatidiletanolamina (PE), fosfatidilinositol, fosfatidilserina, glicoesfingolípidos, fitoesteroles o una combinación 
de los mismos. Un lípido derivado de plantas puede denominarse, como alternativa, como un "lípido vegetal". Los 
ejemplos de fitoesteroles incluyen campesterol, estigmaesterol, ergoesterol, brasicaesterol, delta-7-estigmaesterol, 
delta-7-avenaesterol, daunoesterol, sitoesterol, 24-metilcolesterol, colesterol o beta-sitoesterol - véase, por ejemplo, 
Mongrand et al., 2004. Como entenderá un experto en la técnica, la composición lipídica de la membrana plasmática 55 
de una célula puede variar con el cultivo o las condiciones de crecimiento de la célula u organismo del que se 
obtiene la célula. En general, el beta-sitoesterol es el fitoesterol más abundante. 
 
Las membranas celulares comprenden generalmente bicapas lipídicas, así como proteínas para diversas funciones. 
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Las concentraciones localizadas de lípidos particulares pueden encontrarse en la bicapa lipídica, denominada como 
"balsas lipídicas". Estos microdominios de balsas lipídicas pueden estar enriquecidos con esfingolípidos y esteroles. 
Sin desear quedar ligado a la teoría, las balsas lipídicas pueden tener funciones importantes en la endo y exocitosis, 
la entrada o salida de virus u otros agentes infecciosos, transducción de señal de inter-célula, la interacción con 
otros componentes estructurales de la célula u organismo, tales como matrices intracelulares y extracelulares. 5 
 
La VLP producida dentro de una planta puede inducir una proteína estructural del virus de la rabia nativa que 
comprende N-glicanos específicos de la planta. Por lo tanto, esta invención también proporciona una VLP que 
comprende una proteína estructural del virus de la rabia nativa que tiene N-glicanos específicos de la planta. 
 10 
Además, se conoce la modificación del N-glicano en las plantas (véase, por ejemplo, el documento U.S. 60/944.344; 
que se incorpora en el presente documento por referencia) y se pueden producir proteínas estructurales del virus de 
la rabia nativas que tienen N-glicanos modificados. Pueden obtenerse proteínas estructurales del virus de la rabia 
nativas que comprenden un patrón de glucosilación modificado, por ejemplo, N-glicanos fucosilados, xilosilados, o 
ambos, fucosilados y xilosilados reducidos, o pueden obtenerse proteínas estructurales del virus de la rabia nativas 15 
que tienen un patrón de glucosilación modificado, en el que la proteína carece de fucosilación, xilosilación, o ambas, 
y comprende un aumento de galactosilación. Además, la modulación de modificaciones postraduccionales, por 
ejemplo, la adición de galactosa terminal, puede dar como resultado una reducción de la fucosilación y la xilosilación 
de las proteínas estructurales del virus de la rabia nativas expresadas en comparación con una planta de tipo salvaje 
que expresa proteínas estructurales del virus de la rabia nativas. 20 
 
Por ejemplo, sin considerarse limitante, la síntesis de proteínas estructurales del virus de la rabia nativas que tienen 
un patrón de glucosilación modificado se puede conseguir coexpresando la proteína estructural del virus de la rabia 
nativa junto con una secuencia de nucleótidos que codifica beta-1,4-galactosiltransferasa (GalT), por ejemplo, pero 
sin limitación, GalT de mamífero, o GalT humana, pero también se puede usar GalT de otras fuentes. El dominio 25 
catalítico de GalT también se puede fusionar a un dominio CTS (es decir, la cola citoplásmica, el dominio 
transmembrana, la región del tallo) de N-acetilglucosaminil transferasa (GNT1), para producir una enzima híbrida 
GNT1-GalT, y la enzima híbrida puede co-expresarse con una proteína estructural del virus de la rabia nativa. La 
proteína estructural del virus de la rabia nativa también puede co-expresarse junto con una secuencia de nucleótidos 
que codifica N-acetilglucosaminiltransferasa III (GnT-III), por ejemplo, pero sin limitación, GnT-III de mamífero o GnT-30 
III humana, también puede usarse GnT-III de otras fuentes. Adicionalmente, también se puede usar una enzima 
híbrida GNT1-GnT-III, que comprende el CTS de GNT1 fusionado a GnT-III. 
 
Por lo tanto, la presente invención también proporciona VLP que comprenden una proteína estructural del virus de la 
rabia nativa que tiene N-glicanos modificados. 35 
 
Sin desear quedar ligando a la teoría, la presencia de N-glicanos vegetales en la proteína estructural del virus de la 
rabia nativa puede estimular la respuesta inmune promoviendo la unión de la proteína estructural del virus de la 
rabia nativa por las células que presentan antígeno. La estimulación de la respuesta inmune usando N-glicano 
vegetal se ha propuesto por Saint-Jore-Dupas et al. (2007). Además, la conformación de la VLP puede ser ventajosa 40 
para la presentación del antígeno, y potenciar el efecto adyuvante de la VLP cuando se compleja con una capa 
lipídica derivada de plantas. 
 
La aparición de las VLP puede detectarse usando cualquier método adecuado, por ejemplo, gradientes de sacarosa, 
o cromatografía de exclusión por tamaño. Las VLP pueden evaluarse para determinar la estructura y el tamaño 45 
mediante, por ejemplo, microscopía electrónica o mediante cromatografía de exclusión por tamaño. 
 
Para la cromatografía de exclusión por tamaño, las proteínas solubles totales pueden extraerse del tejido vegetal 
mediante homogeneización (Polytron) del material vegetal triturado congelado en tampón de extracción, y el material 
insoluble se elimina por centrifugación. La precipitación con acetona enfriada con hielo o PEG también puede ser 50 
beneficiosa. La proteína soluble se cuantifica y el extracto pasa a través de una columna Sephacryl™, por ejemplo, 
una columna Sephacryl™ S500. Puede usarse Blue Dextran 2000 como un estándar de calibración. Después de la 
cromatografía, las fracciones pueden analizarse adicionalmente mediante inmunotransferencia para determinar el 
complemento proteico de la fracción. 
 55 
La fracción separada puede ser, por ejemplo, un sobrenadante (si se centrifuga, se sedimenta o se precipita), o un 
filtrado (si se filtra), y se enriquece con proteínas, o proteínas superestructurales, tales como, por ejemplo, 
estructuras en forma de roseta o partículas de orden mayor, de mayor peso molecular, tales como VLP. La fracción 
separada puede procesarse adicionalmente para aislar, purificar, concentrar, o una combinación de los mismos, las 
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proteínas, o proteínas supraestructurales, por ejemplo, mediante etapas de centrifugación adicionales, precipitación, 
etapas cromatográficas (por ejemplo, exclusión de tamaño, intercambio iónico, cromatografía de afinidad), filtración 
de flujo tangencial, o una combinación de los mismos. La presencia de proteínas purificadas, o proteínas de 
superestructura, puede ser confirmada, por ejemplo, mediante un análisis Western nativo o SDS-PAGE, utilizando 
un anticuerpo de detección apropiado, electroforesis capilar, microscopía electrónica, o cualquier otro método que 5 
será evidente para un experto en la técnica. 
 
Las Figuras 3A y 3B, muestran un ejemplo de un perfil de elución de un análisis de cromatografía de exclusión de 
maños de un extracto de planta que comprende VLP. En este caso, las VLP que comprenden proteínas 
estructurales del virus de la rabia nativas eluyen en las fracciones 8 a aprox. 11, las rosetas y las estructuras de alto 10 
peso molecular eluyen de aproximadamente las fracciones 12 a aproximadamente 14, y la forma soluble de las 
proteínas estructurales del virus de la rabia, de menor peso molecular, eluyen en fracciones de aproximadamente 15 
a aproximadamente 17. 
 
Las VLP pueden purificarse o extraerse usando cualquier método adecuado, por ejemplo, extracción química o 15 
bioquímica. Las VLP son relativamente sensibles a la desecación, al calor, al pH, a los tensioactivos y a los 
detergentes. Por lo tanto, puede ser útil usar métodos que maximicen los rendimientos, minimicen la contaminación 
de la fracción de VLP con proteínas celulares, mantengan la integridad de las proteínas, o las VLP, y, cuando sea 
necesario, la envoltura o membrana lipídica asociada, métodos para aflojar la pared celular para liberar las 
proteínas, o VLP. Por ejemplo, se pueden usar métodos que producen protoplastos y/o esferoplastos (véase, por 20 
ejemplo, WO 2011/035422) para obtener VLP como se describe en el presente documento. La minimización o 
eliminación del uso de detergencia o tensioactivos tales como, por ejemplo, SDS o Triton X-100, puede ser 
beneficiosa para mejorar el rendimiento de la extracción de VLP. Las VLP pueden evaluarse después para 
determinar la estructura y tamaño, por ejemplo, por microscopía electrónica, o por cromatografía de exclusión de 
tamaños, como se ha mencionado anteriormente 25 
 
La una o más de una construcción genética de la presente invención puede expresarse en cualquier huésped 
vegetal apropiado que se transforme por la secuencia de nucleótidos, o construcciones, o vectores de la presente 
invención. Los ejemplos de huéspedes apropiados incluyen, pero sin limitación, cultivos agrícolas, incluyendo alfalfa, 
canola, Brassica spp., maíz, Nicotiana spp., alfalfa, patata, ginseng, guisante, avena, arroz, semilla de soja, trigo, 30 
cebada, girasol, algodón, y similares. 
 
La una o más construcciones genéticas de la presente invención pueden comprender además una región no 
traducida 3'. Una región no traducida 3' se refiere a esa porción de un gen que comprende un segmento de ADN que 
contiene una señal de poliadenilación y cualquier otra señal regulador capaz de realizar un procesamiento de ARNm 35 
o la expresión génica. La señal de poliadenilación se caracteriza normalmente realizando la adición de pistas de 
ácido poliadenílico al extremo 3' del precursor de ARNm. Las señales de poliadenilación se reconocen comúnmente 
por la presencia de homología con respecto a la forma canónica 5' AATAAA-3', aunque las variaciones no son poco 
frecuentes. Los ejemplos no limitantes de regiones 3' apropiadas son las regiones no traducidas transcritas 3' que 
contienen una señal de poliadenilación de genes plasmídicos que inducen tumor (Ti) de Agrobacterium, tales como 40 
los genes de nopalina sintasa (gen Nos) y genes vegetales, tal como los genes de proteína de almacenamiento de 
soja, la subunidad pequeña del gen de ribulosa-1,5-bisfosfato carboxilasa (ssRUBISCO; documento US 4.962.028; 
el promotor usado en la regulación de la expresión de plastocianina, que se describe en el documento US 7.125.978. 
 
Una o más de las construcciones genéticas de la presente invención también pueden incluir potenciadores 45 
adicionales, potenciadores de traducción o transcripción, según se requiera. Los potenciadores pueden situarse 5' o 
3' con respecto a la secuencia que se transcribe. Las regiones potenciadoras se conocen bien por los expertos en la 
técnica, y pueden incluir el codón de inicio ATG y las secuencias adyacentes. El codón de inicio, si está presente, 
deberá estar en fase con el marco de lectura ("dentro del marco") de la secuencia codificante para proporcionar una 
traducción correcta de la secuencia transcrita. 50 
 
Las construcciones de la presente invención pueden introducirse en las células vegetales usando plásmidos Ti, 
plásmidos Ri, vectores de virus vegetales, transformación de ADN directa, microinyección, electroporación, etc. Para 
revisiones de dichas técnicas véanse, por ejemplo, Weissbach y Weissbach, Methods for Plant Molecular Biology, 
Academy Press, Nueva York VIII, págs. 421-463 (1988); Geierson y Corey, Plant Molecular Biology, 2ª Ed. (1988); y 55 
Miki y Iyer, Fundamentals of Gene Transfer in Plants. In Plant Metabolism, 2ª Ed. DT. Dennis, DH Turpin, DD 
Lefebrve, DB Layzell (eds), Addison Wesly, Langmans Ltd. Londres, págs. 561-579 (1997). Otros métodos incluyen 
la captación de ADN directa, el uso de liposomas, electroporación, por ejemplo, usando protoplastos, microinyección, 
microproyectiles o triquitas, e infiltración al vacío. Véanse, por ejemplo, Bilang, et al. (Gene 100: 247-250 (1991), 
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Scheid et al. (Mol. Gen. Genet. 228: 104-112, 1991), Guerche et al. (Plant Science 52: 111-116, 1987), Neuhause et 
al. (Theor. Appl Genet. 75: 30-36, 1987), Klein et al., Nature 327: 70-73 (1987); Howell et al. (Science 208: 1265, 
1980), Horsch et al. (Science 227: 1229-1231, 1985), DeBlock et al., Plant Physiology 91: 694-701, 1989), Methods 
for Plant Molecular Biology (Weissbach y Weissbach, eds., Academic Press Inc., 1988), Methods in Plant Molecular 
Biology (Schuler y Zielinski, eds., Academic Press Inc., 1989), Liu y Lomonossoff (J Virol Meth, 105: 343-348, 2002), 5 
Pat. de Estados Unidos N.º 4.945.050; 5.036.006; y 5.100.792, Solicitud de patente de Estados Unidos N.º 
08/438.666, presentada el 10 de mayo de 1995, y 07/951.715, presentada el 25 de septiembre de 1992. 
 
Como se describe a continuación, pueden usarse métodos de expresión transitoria para expresar las construcciones 
de la presente invención (véase Liu y Lomonossoff, 2002, Journal of Virological Methods, 105: 343-348). Como 10 
alternativa, puede usarse un método de expresión transitorio a base de vacío, como se describe por Kapila et al., 
1997. Estos métodos pueden incluir, por ejemplo, pero sin limitación, un método de Agro-inoculación o Agro-
infiltración, infiltración con jeringa, sin embargo, también pueden usarse otros métodos transitorios como se ha 
indicado anteriormente. Con la Agro-inoculación, o Agro-infiltración, o infiltración por jeringa, una mezcla de 
Agrobacteria que comprende el ácido nucleico deseado entra en los espacios intercelulares de un tejido, por 15 
ejemplo, las hojas, la porción aérea de la planta (incluyendo el tallo, las hojas y las flores), otra porción de la planta 
(tallo, raíz, flores), o la planta completa. Después de cruzar la epidermis, las Agrobacteria infectan y transfieren las 
copias de ADN-t en las células. El ADN-t se transcribe de manera episomal y el ARNm se traduce, lo que conduce a 
la producción de la proteína de interés en células infectadas, sin embargo, el pase de ADN-t dentro del núcleo es 
transitorio. 20 
 
Para facilitar la identificación de células vegetales transformadas, las construcciones de esta invención pueden 
manipularse además para incluir marcadores seleccionables de plantas. Los marcadores seleccionables útiles 
incluyen enzimas que proporcionan resistencia a productos químicos tales como un antibiótico, por ejemplo, 
gentamicina, higromicina, canamicina, o herbicidas tales como fosfinotricina, glifosato, clorosulfuro, y similares. De 25 
manera similar, pueden usarse enzimas que proporcionan la producción de un compuesto que puede identificarse 
por un cambio de color, tal como GUS (beta-glucuronidasa), o luminiscencia, tal como luciferasa o GFP. 
 
También se proporcionan plantas transgénicas, células vegetales o semillas que contienen la construcción génica de 
la presente invención. Los métodos para regenerar las plantas completas a partir de células vegetales también se 30 
conocen en la técnica. En general, las células vegetales transformadas se cultivan en un medio apropiado, que 
puede contener agentes selectivos tales como antibióticos, donde los marcadores seleccionados se usan para 
facilitar la identificación de células vegetales transformadas. Una vez que se forma el callo, la formación del brote 
puede fomentarse al emplear las hormonas vegetales apropiadas de acuerdo con métodos conocidos y los brotes se 
transfieren al medio de raíz para regeneración de las plantas. Después, las plantas pueden usarse para establecer 35 
generaciones repetitivas, de semillas o usando técnicas de propagación vegetativa. Las plantas transgénicas 
también pueden generarse sin usar cultivos tisulares. 
 
La presente divulgación incluye secuencias nucleotídicas: 
 40 
Tabla 1. Lista de números de identificación de secuencias. 
SEQ 

ID NO: 
Descripción Tabla/Figura 

1 IF-RabM-S3.c Figura 4A 
2 IF-RabM-S1-4.r Figura 4B 

3 
Secuencia de codificación de proteína M sintetizada (correspondiente a nt2496-3104 del 

Genbank número de acceso FJ913470) 
Figura 4C 

4 
Construcción número 1191 de bordes de ADN-t de izquierda a derecha (subrayado). 
2X35S/CPMV-HT/NOS con casete de expresión de Plastocianina-P19-Plastocianina 

(supresor del silenciamiento) 
Figura 4E 

5 
Casete de expresión número 1066 del promotor 2X35S al terminador NOS. El marco de 

lectura abierto de la proteína M de la cepa ERA del virus de la rabia está subrayado. 
Figura 4F 

6 Secuencia de aminoácidos de la proteína M de la cepa ERA del virus de la rabia Figura 4G 

7 
Construcción número 1193 de bordes de ADN-t de izquierda a derecha (subrayado). 

2X35S/CPMV-HT/NOS en el sistema de amplificación BeYDV+Replicasa con casete de 
expresión de plastocianina-TBSV P19-Plastocianina (supresor de silenciamiento) 

Figura 5B 

8 
Casete de expresión número 1086 de la LIR izquierda de BeYDV a la LIR derecha de 

BeYDV. El marco de lectura abierto de PDISP/proteína G de la cepa ERA del virus de la 
Figura 5C 
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rabia está subrayado. 
9 IF-RabG-S2+4.c Figura 6A 

10 IF-RabG-S1-4.r Figura 6B 

11 
Secuencia codificante de la proteína G de la rabia sintetizada (correspondiente a nt 3317-

4891 del Genbank número de acceso EF206707) 
Figura 6C 

12 
Construcción número 1192 de bordes de ADN-t de izquierda a derecha (subrayado). 

2X35S/CPMV-HT/PDISP/NOS con casete de expresión de Plastocianina-P19-
Plastocianina (supresor del silenciamiento) 

Figura 6E 

13 
Casete de expresión número 1071 del promotor 2X35S al terminador NOS. El marco de 

lectura abierto de PDISP/proteína G de la cepa ERA del virus de la rabia está subrayado. 
Figura 6F 

14 Secuencia de aminoácidos de PDISP-proteína G de la cepa ERA del virus de la rabia Figura 6G 

15 
Construcción número 1194 de bordes de ADN-t de izquierda a derecha (subrayado). 
2X35S/CPMV-HT/PDISP/NOS en el sistema de amplificación BeYDV+Replicasa con 
casete de expresión de Plastocianina-P19-Plastocianina (supresor del silenciamiento) 

Figura 7B 

16 
Casete de expresión número 1091 de la LIR izquierda de BeYDV a la LIR derecha de 

BeYDV. El marco de lectura abierto de PDISP/proteína G de la cepa ERA del virus de la 
rabia está subrayado. 

Figura 7C 

 
La presente invención se ilustrará en los siguientes ejemplos. 
 
Ejemplos 
 5 
Construcciones 
 
Tabla 2. Construcciones que comprenden secuencias que codifican una proteína estructural del virus de la rabia 
nativa 

Sistema de expresión Sistema de amplificación Péptido señal Proteína estructural Construcción número 
CPMV HT - - M de la rabia 1066 
CPMV HT BeYDV+rep - M de la rabia 1086 
CPMV HT - Sp PDI G de la rabia 1071 
CPMV HT BeYDV+rep Sp PDI G de la rabia 1091 

 10 
La construcción número 1091 codifica la proteína G de la rabia nativa y comprende un elemento de amplificación, 
que está de acuerdo con el ácido nucleico de la invención reivindicada. La construcción número 1066 codifica una 
proteína de matriz (M) de la rabia y la construcción número 1086 comprende un elemento de amplificación y codifica 
una proteína de matriz (M) de la rabia. Las construcciones número 1086 y 1066 podrían usarse junto con la 
construcción 1091 de acuerdo con una realización de la invención reivindicada. La construcción número 1071 es 15 
relevante para la comprensión de la invención. 
 
Ejemplo 1: Ensamblaje de casetes de expresión con proteína de la rabia 
 
A-2X35S/CMPV-HT/M de la rabia/NOS (Construcción número 1066) 20 
 
Una secuencia que codifica la proteína M de la cepa ERA del virus de la rabia se clonó en el sistema de expresión 
2X35S/CPMV-HT/NOS en un plásmido que contenía el casete de expresión Plasto_pro/P19/Plasto_ter usando el 
siguiente método basado en PCR. Un fragmento que contenía la secuencia codificante de la proteína M completa se 
amplificó usando los cebadores IF-RabM-S3.c (Figura 4A, SEQ ID NO:1) e F-RabM-S1-4.r (Figura 4B, SEQ ID NO: 25 
2) usando el gen M sintetizado (correspondiente a nt 2496-3104 del Genbank número de acceso FJ913470) (Figura 
4C, SEQ ID NO: 3) como plantilla. El producto de PCR se clonó en un sistema de expresión 2X35S/CPMV-HT/NOS 
usando el sistema de clonación In-Fusion (Clontech, Mountain View, CA). La construcción 1191 (Figura 4D) se 
digirió con la enzima de restricción SacII y StuI y el plásmido linealizado se usó para la reacción de ensamblaje In-
Fusion. La construcción número 1191 es un plásmido aceptor destinado a la clonación "In Fusion" de genes de 30 
interés en un casete de expresión basado en CPMV-HT. También incorpora una construcción génica para la co-
expresión del supresor de TBSV P19 del silenciamiento bajo el promotor génico de plastocianina de la alfalfa y el 
terminador. La cadena principal de la construcción número 1191 es un plásmido binario de pCAMBIA y la secuencia 
de los bordes de ADN-t de izquierda a derecha se presenta en la Figura 4E (SEQ ID NO:4). A la construcción 
resultante se le dio el número 1066 (Figura 4F, SEQ ID NO: 5). La secuencia de aminoácidos de la proteína M de la 35 
cepa ERA del virus de la rabia se presenta en la Figura 4G (SEQ ID NO: 6). Una representación del plásmido 1066 
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se presenta en la Figura 4H. 
 
B-2X35S/CMPV-HT/M de la rabia/NOS en sistema de amplificación BeYDV+Replicasa (Construcción número 
1086) 
 5 
Una secuencia que codifica la proteína M de la cepa ERA del virus de la rabia se clonó en el sistema de expresión 
2X35S/CPMV-HT/NOS que comprendía el sistema de amplificación BeYDV+replicasa en un plásmido que contenía 
el casete de expresión Plasto_pro/P19/Plasto_ter usando el siguiente método basado en PCR. Un fragmento que 
contenía la secuencia codificante de la proteína M completa se amplificó usando los cebadores IF-RabM-S3.c 
(Figura 4A, SEQ ID NO: 1) e IF-RabM-S1-4.r (Figura 4B, SEQ ID NO: 2) usando el gen M sintetizado 10 
(correspondiente a nt 2496-3104 del Genbank número de acceso FJ913470) (Figura 4C, SEQ ID NO: 3) como 
plantilla. El producto de PCR se clonó en un sistema de expresión 2X35S/CPMV-HT/NOS usando el sistema de 
clonación In-Fusion (Clontech, Mountain View, CA). La construcción 1193 (Figura 5A, SEQ ID NO: B1) se digirió con 
la enzima de restricción SacII y StuI y se usó el plásmido linealizado para la reacción de ensamblaje In-Fusion. La 
construcción número 1193 es un plásmido aceptor destinado a la clonación "In Fusion" de genes de interés en un 15 
casete de expresión basado en CPMV-HT en el sistema de amplificación BeYDV. También incorpora una 
construcción génica para la co-expresión del supresor de TBSV P19 del silenciamiento bajo el promotor génico de 
plastocianina de la alfalfa y el terminador. La cadena principal de la construcción número 1193 es un plásmido 
binario de pCAMBIA y la secuencia de los bordes de ADN-t de izquierda a derecha se presenta en la Figura 5B 
(SEQ ID NO: 7). A la construcción resultante se le da el número 1086 (Figura 5C, SEQ ID NO: 8). La secuencia de 20 
aminoácidos de la proteína M de la cepa ERA del virus de la rabia se presenta en la Figura 4G (SEQ ID NO: 6). Se 
presenta una representación del plásmido 1086 en la Figura 5D. 
 
C-2X35S/CPMV-HT/PDISP/G de la rabia/NOS (Construcción número 1071) 
 25 
Una secuencia que codifica la proteína G de la cepa ERA del virus de la rabia se clonó en el sistema de expresión 
2X35S-CPMV-HT-PDISP-NOS en un plásmido que contenía el casete de expresión Plasto_pro/P19/Plasto_ter 
usando el siguiente método basado en PCR. Un fragmento que contenía la secuencia codificante de la proteína G 
sin su péptido señal de tipo salvaje se amplificó usando los cebadores IF-RabG-S2+4.c (Figura 6A, SEQ ID NO:9) e 
IF-RabG-S1-4.r (Figura 6B, SEQ ID NO: 10), usando el gen G sintetizado (correspondiente a nt 3317-4891 del 30 
Genbank número de acceso EF206707) (Figura 6C, SEQ ID NO: 11) como plantilla. El producto de PCR se clonó en 
marco con el péptido señal PDI de la alfalfa en el sistema de expresión 2X35S/CPMV-HT/NOS usando el sistema de 
clonación In-Fusion (Clontech, Mountain View, CA). La construcción 1192 (Figura 6D) se digirió con la enzima de 
restricción SacII y StuI y el plásmido linealizado se usó para la reacción de ensamblaje In-Fusion. La construcción 
número 1192 es un plásmido aceptor diseñado para la clonación "In Fusion" de genes de interés dentro del marco 35 
con un péptido señal PDI de alfalfa en un casete de expresión basado en CPMV-HT. También incorpora una 
construcción génica para la co-expresión del supresor de TBSV P19 del silenciamiento bajo el promotor génico de 
plastocianina de la alfalfa y el terminador. La cadena principal de la construcción 1192 es un plásmido binario de 
pCAMBIA y la secuencia de los bordes de ADN-t de izquierda a derecha se presenta en la Figura 6E (SEQ ID NO: 
12). A la construcción resultante se le dio el número 1071 (Figura 6F, SEQ ID NO: 13). La secuencia de aminoácidos 40 
de PDISP/proteína G de la cepa ERA del virus de la rabia se presenta en la Figura 6G (SEQ ID NO: 14). Una 
representación del plásmido 1071 se presenta en la Figura 6H. 
 
D-2X35S/CPMV-HT/PDISP/G de la rabia/NOS en el sistema de amplificación BeYDV+Replicasa (Construcción 
número 1091) 45 
 
Una secuencia que codifica la proteína G de la cepa ERA del virus de la rabia se clonó en 2X35S/CPMV-
HT/PDISP/NOS que comprendía el sistema de amplificación BeYDV+replicasa en un plásmido que contenía el 
casete de expresión Plasto_pro/P19/Plasto_ter usando el siguiente método basado en PCR. Un fragmento que 
contenía la secuencia codificante de la proteína G de la rabia sin su péptido señal de tipo salvaje se amplificó 50 
usando los cebadores IF-RabG-S2+4.c (Figura 6A, SEQ ID NO: 9) e IF-RabG-S1-4.r (Figura 6B, SEQ ID NO: 10), 
usando el gen G sintetizado (correspondiente a nt 3317-4891 del Genbank número de acceso EF206707) (Figura 
6C, SEQ ID NO: 11) como plantilla. El producto de PCR se clonó en marco con el péptido señal PDI de la alfalfa en 
un casete de expresión 2X35S/CPMV-HT/NOS en el sistema de amplificación BeYDV usando el sistema de 
clonación In-Fusion (Clontech, Mountain View, CA). La construcción número 1194 (Figura 7A) se digirió con la 55 
enzima de restricción SacII y StuI y el plásmido linealizado se usó para la reacción de ensamblaje In-Fusion. La 
construcción número 1194 es un plásmido aceptor diseñado para la clonación "In Fusion" de genes de interés dentro 
del marco con un péptido señal PDI de alfalfa en un casete de expresión basado en CPMV-HT en el sistema de 
amplificación BeYDV. También incorpora una construcción génica para la co-expresión del supresor de TBSV P19 
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del silenciamiento bajo el promotor génico de plastocianina de la alfalfa y el terminador. La cadena principal de la 
construcción número 1194 es un plásmido binario de pCAMBIA y la secuencia de los bordes de ADN-t de izquierda 
a derecha se presenta en la Figura 7B (SEQ ID NO: 15). A la construcción resultante se le da el número 1091 
(Figura 7C, SEQ ID NO: 16). La secuencia de aminoácidos de PDISP de influenza/proteína G de la cepa ERA del 
virus de la rabia se presenta en la Figura 6G (SEQ ID NO: 14). Una representación del plásmido 1091 se presenta 5 
en la Figura 7D. 
 
Ejemplo 2: Preparación de biomasa vegetal, inóculo, agroinfiltración 
 
Las expresiones "biomasa" y "materia vegetal" como se usan en el presente documento, pretenden reflejar cualquier 10 
material obtenido a partir de una planta. La biomasa o materia vegetal pueden comprender una planta completa, 
tejido, células, o cualquier fracción de los mismos. Además, la biomasa o materia vegetal pueden comprender 
componentes vegetales intracelulares, componentes vegetales extracelulares, extractos líquidos o sólidos de 
plantas, o una combinación de los mismos. Además, la biomasa o materia vegetal pueden comprender plantas, 
células vegetales, tejido, un extracto líquido, o una combinación de los mismos, de hojas, tallos, flores, frutos, raíces 15 
de la planta o una combinación de los mismos. Una porción de una planta puede comprender materia vegetal o 
biomasa. 
 
Las plantas de Nicotiana benthamiana se cultivaron a partir de semillas en llanos llenados con un sustrato de musgo 
de turbera comercial. Las plantas se dejaron crecer en el invernadero bajo un fotoperiodo 16/8 y un régimen de 20 
temperatura de 25 ºC día/20 ºC noche. Tres semanas después de la siembra, las plántulas individuales se 
seleccionaron, se transplantaron en macetas y se dejaron crecer en el invernadero durante tres semanas adicionales 
en las mismas condiciones ambientales. 
 
Las Agrobacteria transfectadas con cada construcción se dejaron crecer en un medio YEB complementado con 25 
ácido 2-[N-morfolino]etansulfónico 10 mM (MES), acetosiringona 20 µM, 50 µg/ml de canamicina y 25 µg/ml de 
carbenicilina a pH 5,6, hasta que alcanzaron una OD600 de entre 0,6 y 1,6. Las suspensiones de Agrobacterium se 
centrifugaron antes del uso, se suspendieron de nuevo en medio de infiltración (MgCl2 10 mM y MES 10 mM pH 5,6) 
y se almacenaron durante una noche a 4 ºC. El día de la infiltración, los lotes de cultivo se diluyeron en volúmenes 
de 2,5 cultivos y se dejaron calentar antes del uso. Las plantas completas de N. benthamiana se colocaron al revés 30 
en la suspensión bacteriana en un tanque de acero inoxidable hermético a un vacío de 20-40 Torr durante 2 min. 
Las plantas se devolvieron al invernadero durante un periodo de incubación de 2-6 días hasta la cosecha. 
 
Las cepas de A. tumefaciens que comprenden las diversas construcciones como se describe en el presente 
documento se denominan usando el prefijo "AGL1". Por ejemplo, A. tumefaciens que comprende la construcción 35 
número 1091 se denomina "AGL1/1091". 
 
Recolección de hojas y extracción total de proteínas (extracción mecánica) 
 
Después de la incubación, la parte aérea de las plantas se cosechó, se congeló a -80 ºC y se trituró en trozos. Las 40 
proteínas solubles totales se extrajeron mediante homogeneización (Polytron) de cada muestra del material vegetal 
congelado-triturado en 3 volúmenes de Tris 50 mM frío a pH 8,0, NaCl 150 mM, Triton X-100 al 0,1 % y fluoruro de 
fenilmetanosulfonilo 1 mM. Después de la homogenización, las suspensiones se centrifugaron a 10.000 g durante 10 
min a 4 ºC y estos extractos en bruto aclarados (sobrenadantes) se conservaron para su análisis. 
 45 
Recolección de hojas y extracción total de proteínas (extracción bioquímica) 
 
Después de la incubación, la parte aérea de las plantas se cosechó y se cortó en trozos pequeños (3 mm 
cuadrados) con un cortador rodante y se tuvo especial cuidado de no aplastar las hojas. La biomasa cortada se 
incubó durante 15-17 horas en 2,5 volúmenes de manitol 200 mM, citrato 125 mM, NaPO4 75 mM, NaCl 500 mM, 50 
ácido etilendiaminotetraacético 25 mM, Multifect CX CG al 1 % (v/v) (Genencor, Cat. N.º A03140G190), Multifect CX 
B al 1 % (v/v) (Genencor, Cat. N.º A03042G190) y Multifect Pectinase FE al 1 % (v/v) (Genencor, Cat. N.º 
A02080G190) pH 6,5 a 21 °C bajo agitación a 100-200 rpm. Después, la biomasa digerida se filtró en Miracloth 
(Calbiochem, Cat. 475855) y se centrifugó a 10.000 g durante 10 min a 4 °C. El sobrenadante se transfirió a un tubo 
limpio y se centrifugó de nuevo en las mismas condiciones y el sobrenadante se conservó para su análisis. 55 
 
Análisis de proteínas e inmunotransferencia 
 
El contenido de proteína total de los extractos en bruto depurados se determinó por el ensayo Bradford (Bio-Rad, 
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Hercules, CA) usando albúmina sérica bovina como el patrón de referencia. Las proteínas se separaron por SDS-
PAGE y se electrotransfirieron sobre membranas de difluoruro de polivinileno (PVDF) (Roche Diagnostics 
Corporation, Indianapolis, IN) para determinar la inmunodetección. Antes de la inmunotransferencia, las membranas 
se bloquearon con leche desnatada al 5 % y Tween-20 al 0,1 % en solución salina tamponada con Tris (TBS-T) 
durante 16-18 h a 4 °C. La inmunotransferencia se realizó mediante incubación con 0,25 μg/μl de un anticuerpo 5 
primario Santa Cruz SC-57995 en leche desnatada al 2 % en TBS-Tween 20 al 0,1 %. La detección por 
quimioluminiscencia se realizó después de la incubación con anticuerpo secundario anti-ratón de cabra conjugado 
con peroxidasa, (JIR, 115-035-146) diluido 1:10,000 en leche desnatada al 2 % en TBS-Tween 20 al 0,1 %. Los 
complejos inmunorreactivos se detectaron por quimioluminiscencia usando luminol como el sustrato (Roche 
Diagnostics Corporation). 10 
 
Cromatografía de exclusión por tamaño de extracto de proteínas 
 
Para la cromatografía de exclusión por tamaño (SEC), el sobrenadante de biomasa extraída bioquímicamente se 
concentró por centrifugación a 70.000 g durante 20 min a 4 ºC y el sedimento resultante se suspendió de nuevo en 15 
1/50 en volumen de Tris 50 mM frío pH 8,0, NaCl 150 mM. Las columnas de cromatografía de exclusión por tamaño 
de 32 ml de microesferas de alta resolución Sephacryl™ S-500 (S-500 HR: GE Healthcare, Uppsala, Suecia, Cat. 
N.º 17-0613-10) se rellenaron y se equilibraron con tampón de equilibrio/elución (Tris 50 mM pH 8, NaCl 150 mM). 
Se cargó un milímetro y medio de extracto concentrado en la columna seguido de una etapa de elución con 45 ml de 
tampón de equilibrio/elución. La elución se recogió en fracciones de 1,5 ml y el contenido de proteína relativo de las 20 
fracciones eluidas se controló mezclando 10 μl de la fracción con 200 μl de reactivo de colorante de proteína Bio-
Rad diluido (Bio-Rad, Hercules, CA). Se precipitaron doscientos microlitros de cada fracción mediante la adición de 5 
volúmenes de acetona enfriada con hielo seguido de congelación durante una noche a -20 ºC. Las proteínas 
precipitadas se sedimentaron por centrifugación a 20000 g durante 10 min (4 °C) y se suspendieron de nuevo en 50 
μl de tampón de carga de muestra SDS-PAGE caliente. La columna se lavó con 2 volúmenes de columna de NaOH 25 
0,2 N seguido de 10 volúmenes de columna de Tris 50 mM, pH 8, NaCl 150 mM, etanol al 20 %. Cada separación 
fue seguida de una calibración de la columna con Blue Dextran 2000 (GE Healthcare Bio-Science Corp., Piscataway, 
NJ, Estados Unidos). Se compararon los perfiles de elución de Blue Dextran 2000 y las proteínas solubles del 
huésped entre cada separación para asegurar la uniformidad de los perfiles de elución entre las columnas usadas. 
 30 
Ejemplo 3: Evaluación de la expresión de la proteína G de la rabia y estrategias de coexpresión. 
 
Se agroinfiltraron plantas de Nicotiana benthamiana con inóculos de AGL1/1071 (con o sin AGL1/1066) o 
AGL1/1091 (con o sin AGL1/1086) a diferente concentración y las hojas se cosecharon después de 5 días después 
de la infiltración (DPI) para plantas infiltradas con 1071 y 1071 + 1066 o de 3 a 4 DPI para plantas infiltradas con 35 
1091 y 1091 + 1086. El análisis de transferencia de Western de extractos de proteína de hoja de plantas 
transformadas mostró que los elementos BeYDV se requerían para alcanzar un nivel de acumulación de proteína G 
detectable (comparar plantas infiltradas con 1071 y 1091 en la Figura 1). El nivel máximo de acumulación se alcanzó 
a 3 DPI para plantas infiltradas con AGL1/1091 con o sin coexpresión de proteína M (AGL1/1086) (Figura 1). 
 40 
El método de extracción bioquímica se comparó con la extracción mecánica por su capacidad de liberar proteína G 
de la rabia de las hojas de las plantas transformadas. El análisis de transferencia de Western de extractos obtenidos 
por extracción bioquímica y extracción mecánica en plantas infiltradas con 1091 y 1091 + 1086 mostró que los 
extractos proteicos de la extracción bioquímica contenían significativamente más proteína G que el extracto de la 
extracción mecánica (Figura 2). 45 
 
Los extractos de proteínas de plantas infiltradas con 1091 y 1091 + 1086 se sometieron a cromatografía de exclusión 
por tamaño para evaluar su ensamblaje en estructuras de alto peso molecular. Se recogieron las fracciones de 
elución y se concentró una alícuota de cada fracción mediante precipitación con acetona y se analizó el contenido de 
proteína G mediante transferencia de Western. Como se muestra en la Figura 3A, el contenido de proteína G 50 
alcanzó su punto máximo en las fracciones de elución SEC 8 a 10, que correspondían al volumen vacío de la 
columna donde se espera que se encuentren las VLP con envoltura. Se obtuvo un perfil de elución similar al 
separar, por SEC, extractos de proteínas de plantas que expresaban la proteína G de la rabia con proteína M 
(plantas infiltradas con 1091 + 1086, Figura 3B). 
 55 
Ejemplo 4: Estudios con animales 
 
Purificación rápida de Rab-VLP de plantas 
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Se agroinfiltraron plantas de N. benthamiana con AGL1/1091 como se describe, por ejemplo, en el documento 
WO/2011/035422 que se incorpora en el presente documento por referencia. La extracción de Rab-VLP (también 
denominada NG-VLP, VLP de proteína G nativa, G-VLP o VLP de proteína G) se llevó a cabo como se ha descrito 
anteriormente. Brevemente, las hojas se recogieron el día 4 después de la infiltración, se cortaron en trozos de ~1 
cm2 y se digirieron durante 15 h a temperatura ambiente en un agitador orbital. El tampón de digestión contenía 5 
Multifect Pectinase FE al 1,0 % (v/v), Multifect CX CG al 1,0 % (v/v) y/o Multifect CX B al 1,0 % (v/v) (todos de 
Genencor), cada uno en una solución de manitol 200 mM, citrato 75 mM, al 0,04 %, NaCl 500 mM, tampón de 
bisulfito sódico pH 6,0 usando una relación de biomasa:tampón de digestión de 1:2,5 (p/v). 
 
Tras la digestión, la fracción apoplásica se filtró a través de un filtro de nylon de 400 μm para retirar el tejido vegetal 10 
bruto grueso (<5 % de la biomasa de partida). El extracto filtrado se centrifugó entonces a temperatura ambiente 
durante 15 min a 5000 x g para eliminar los protoplastos y los contaminantes intracelulares (proteínas, ADN, 
membranas, vesículas, pigmentos, etc.). A continuación, el sobrenadante se filtró en profundidad (para clarificación) 
usando un filtro de fibra de vidrio de 1,2 µm (Sartorius Stedim) y un filtro de 0,45/0,2 µm (Sartorius Stedim), antes de 
someterse a cromatografía. 15 
 
Para preparar la cromatografía, el extracto puede concentrarse por métodos adecuados conocidos en la técnica, por 
ejemplo, el extracto puede centrifugarse y el sedimento puede suspenderse de nuevo en tampón y volumen 
apropiados, o el extracto puede concentrarse y diafiltrarse en sistemas de filtración de flujo tangencial (TFF), 
equipados con una membrana apropiada antes de la carga en medios cromatográficos. Las membranas pueden ser 20 
fibras planas o huecas, el tamaño de poro puede variar entre 100, 300, 500, 750 kDa o corte de peso molecular de 1 
μ. El tamaño del lumen se puede elegir de acuerdo con la línea de producto del proveedor, generalmente es 
preferible un tamaño de lumen de 0,75 a 1 mm. Las tasas de cizallamiento pueden ajustarse entre 2000 s-1 a 10 000 
s-1 con caudales apropiados de retenido y permeado. 
 25 
La fracción apoplásica clarificada se cargó en una columna de intercambio catiónico (Poros HS Applied Biosystems) 
equilibrada con un tampón de equilibrio/elución (NaPO4 50 mM, NaCl 100 mM, Tween 80 al 0,005 % pH 6,0). Una 
vez que el UV volvió a cero, el extracto se eluyó por etapas con el tampón de equilibrio/elución que contenía 
concentraciones crecientes de NaCl (500 mM). Cuando fue necesario, las fracciones cromatográficas se 
concentraron 10 veces utilizando dispositivos Amicon™ equipados con MWCO de 10 kDa. El análisis de proteínas 30 
se realizó como se describe en los ejemplos anteriores. 
 
Finalmente, se puede emplear un último enfoque de formulación para intercambiar el tampón de la vacuna candidata 
final, mediante métodos conocidos en la técnica. Por ejemplo, se puede usar una centrifugación o una etapa TFF 
para tal fin, como se ha descrito anteriormente. 35 
 
En las condiciones descritas como anteriormente, puede obtenerse una pureza del 75 % o superior para la 
preparación de vacunas de Rab-VLP con calidad suficiente para el estudio de inmunogenicidad. Como se ilustra en 
la Figura 8A, la proteína G migra al peso molecular esperado de aprox. 55 kDa. El tamaño de la Rab-VLP se estima 
entre 175-190 nm por dispersión de luz dinámica (dimensionador Zeta 90, Malvern Instruments), un tamaño de 40 
partícula similar al descrito para el virus de la rabia. 
 
Estudios de inmunización en ratones 
 
Se evaluó la inmunogenicidad de Rab-VLP en el modelo de ratón Balb/c. Brevemente, se vacunaron grupos de 45 
ratones hembra BALB/c (8-10 semanas de edad; Charles River Laboratories, Estados Unidos) con un total de tres 
inyecciones (0,05 ml/sitio) en cada día de inmunización (Días de estudio 0, 7 y 28) en la musculatura izquierda y 
derecha de la extremidad posterior por vía intramuscular (i.m.) para un total de 0,1 ml de volumen inyectado que 
contenía varias dosis de la vacuna Rab-VLP (1 o 5 μg - con o sin adyuvantes). Las dosis se basaron en las 
concentraciones de proteína G determinadas por el ácido bicinconínico (BCA) combinado con la evaluación de la 50 
pureza por densitometría. Se usó Alhydrogel® a una concentración final del 1 % como adyuvante. El grupo de 
placebo se inmunizó por la misma ruta y régimen que la vacuna candidata. Se usaron quince ratones por grupo para 
proporcionar la potencia estadística adecuada para el estudio. Se recogieron muestras de suero antes de la 
vacunación (sueros preinmunes) y el día 7, 21 y 44. Se sacrificaron cinco animales por grupo los días 7, 21 y 44 
para realizar una prueba rápida de inhibición de focos fluorescentes (RFFIT) para evaluar el anticuerpo protector en 55 
el suero. La dosis protectora establecida por la Organización Mundial de la Salud (OMS) para la vacuna contra la 
rabia es de 0,5 unidades internacionales (UI) por ml. Como se muestra en la Figura 8b, la vacuna Rab-VLP sin 
adyuvante, con dosis tan bajas como 1 μg, permite alcanzar títulos más altos que los títulos estándar establecidos 
por la OMS. 
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REIVINDICACIONES 
 
1. Un método para producir una partícula pseudovírica (VLP) de la rabia en una planta, que comprende, 
 

a) proporcionar una planta o porción de la planta que comprende un ácido nucleico que comprende una 5 
región reguladora activa en la planta unida operativamente a una secuencia de nucleótidos que codifica una 
o más glucoproteínas (G) nativas de la rabia, en el que la secuencia de nucleótidos además codifica, 
comprende, o tanto codifica como comprende, uno o más de un elemento de amplificación que comprende 
una o más regiones intergénicas largas o una repetición intergénica larga de un genoma de geminivirus, 
b) incubar la planta o porción de la planta en condiciones que permitan la expresión del ácido nucleico, 10 
produciendo así la VLP de la rabia, la VLP de la rabia producida por autoensamblaje tras la expresión de la 
glucoproteína de la rabia nativa y la gemación de la VLP de la rabia a partir de un membrana de plasma, 
c) cosechar la planta, y 
d) extraer las VLP, en el que las VLP varían en tamaño de 40-300 nm, y 

 15 
en el que la VLP comprende una envoltura lipídica que comprende lípidos obtenidos de la membrana plasmática de 
la planta, 
opcionalmente la planta o porción de la planta comprende además un segundo ácido nucleico que comprende una 
segunda región reguladora activa en la planta y unida operativamente a una segunda secuencia de nucleótidos que 
codifica una proteína de matriz (M) de la rabia o fragmento de la misma, y se expresa al incubar la planta o porción 20 
de la planta en la etapa b), y/o 
la VLP no contiene una matriz vírica o una proteína de núcleo. 
 
2. El método de la reivindicación 1, en el que, antes de la etapa de suministro, el ácido nucleico que 
comprende la región reguladora activa en la planta y unida operativamente a la secuencia de nucleótidos que 25 
codifica la glucoproteína (G) nativa de la rabia se introduce por transformación en la planta, o porción de la planta. 
 
3. El método de la reivindicación 1 o 2, en el que el uno o más de un elemento de amplificación es de un 
virus del enanismo amarillo del frijol. 
 30 
4. El método de la reivindicación 2, en el que, en la etapa de introducción, el ácido nucleico se expresa 
de forma transitoria en la planta o el ácido nucleico se expresa de forma estable en la planta. 
 
5. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en el que la VLP se extrae mediante 
extracción bioquímica. 35 
 
6. Una VLP derivada de una planta producida por el método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-
5, comprendiendo la envoltura de la VLP una glucoproteína (G) de la rabia nativa y lípidos obtenidos de la 
membrana plasmática de la planta. 
 40 
7. La VLP derivada de plantas de la reivindicación 6, en la que el lípido comprende uno o más de un 
lípido derivado de la planta y/o en la que una o más glucoproteínas (G) comprenden N-glicanos específicos de 
plantas, o N-glicanos modificados. 
 
8. Una composición que comprende una dosis eficaz de la VLP derivada de plantas de la reivindicación 6 45 
o 7 para su uso en la inducción de una respuesta inmune en un sujeto, y un vehículo farmacéuticamente aceptable. 
 
9. La VLP derivada de plantas de la reivindicación 6 o 7 para su uso en la inducción de inmunidad a una 
infección por virus de la rabia en un sujeto. 
 50 
10. Un complemento alimenticio que comprende la VLP derivada de plantas de la reivindicación 6 o 7. 
 
11. El método de la reivindicación 2, que comprende además introducir por transformación un ácido 
nucleico adicional, comprendiendo el ácido nucleico adicional una secuencia de nucleótidos que codifica un supresor 
de silenciamiento, una replicasa de geminivirus o ambos, preferiblemente el supresor de silenciamiento se 55 
selecciona del grupo HCPro y p19 y el supresor del silenciamiento y la replicasa de geminivirus están codificados por 
dos ácidos nucleicos adicionales diferentes que se introducen en la planta, o porción de la planta. 
 
12. El método de la reivindicación 1, en el que la glucoproteína (G) nativa de la rabia tiene al menos un 90 

E12801020
09-04-2018ES 2 665 512 T3

 



 
 

 52

% de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 14, o en el que la glucoproteína (G) nativa de la rabia tiene la 
secuencia de aminoácidos mostrada en la SEQ ID NO: 14. 
 
13. El método de la reivindicación 1, en el que la proteína de matriz (M) de la rabia tiene al menos un 90 % 
de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 6, o en el que la proteína de matriz (M) de la rabia tiene la secuencia 5 
de aminoácidos mostrada en la SEQ ID NO: 6. 
 
14. El método de la reivindicación 1, en el que el ácido nucleico que comprende la región reguladora está 
unido operativamente adicionalmente con uno o más potenciadores del comovirus, una UTR del comovirus, o una 
UTR del virus del mosaico del caupí (CPMV). 10 
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