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DESCRIPCION

Cépsidas vacias (VLPs(-VP4)) del virus causante de la enfermedad de la bursitis infecciosa IBDV), su procedi-
miento de obtencién y aplicaciones.

Campo de la invencion

La invencién se refiere a cdpsidas virales vacias del virus causante de la bursitis infecciosa (IBDV), con actividad
inmunogénica frente a IBDV, constituidas por las proteinas pVP2 y VP3 de IBDV, a su produccion mediante ingenieria
genética y a sus aplicaciones, en particular, en la elaboracién de vacunas frente a la enfermedad aviar denominada
bursitis infecciosa causada por IBDV y en la elaboracién de vectores para terapia génica.

Antecedentes de la invencion

El virus causante de la enfermedad de la bursitis infecciosa (IBDV), también conocida como enfermedad de Gum-
boro, pertenece a la familia Birnaviridae, infecta distintas especies aviares y es el responsable directo de una grave
enfermedad inmunosupresora causante de importantes pérdidas econdmicas en la industria avicola mundial.

Las particulas de IBDV son icosaédricas, con una simetria T=13, carecen de envuelta y estdn formadas por una
unica capa proteica. Hasta el momento, las aproximaciones encaminadas a la obtencién un modelo atémico para las
particulas de IBDV han fracasado. Por ello, la informacién estructural disponible estd basada en modelos tridimen-
sionales generados a partir de imdgenes obtenidas por criomicroscopia electrénica del virus purificado y de VLPs. En
base a esos estudios, se ha comprobado que la superficie externa de la particula estd formada por un entramado con-
tinuo de 260 trimeros de la proteina VP2 (37 kDa) ordenados en cinco conformaciones diferentes. La cara interna de
las particulas contiene 200 trimeros de la proteina VP3 (29 kDa), estos tltimos, independientes entre si, se encuentran
unidos a la zona basal de los trimeros de VP2. Se ha sugerido que un tercer polipéptido, VP4 (28 kDa), también podria
formar parte de las particulas, estando situado en la base de los pentdmeros que forman los vértices de la estructura
icosaédrica.

Los polipéptidos VP2, VP3 y VP4 se producen a partir del procesamiento proteolitico de un polipéptido precursor
de un tamaiio de 109 kDa. Este precursor se procesa auto-cataliticamente liberando los polipéptidos pVP2 (48 kDa),
VP3 y VP4. El dominio VP4, que se localiza en la regién central de la poliproteina, pertenece a la familia de las
proteasas Lon y es el responsable del corte proteolitico. Los polipéptidos pVP2 y VP3 son los responsables directos
del ensamblaje de las cdpsidas. El producto pVP2 sufre un tltimo corte en su extremo C-terminal antes de dar lugar a
la forma madura de la proteina, VP2, que es la que se encuentra en las particulas purificadas (Da Costa, B., Chevalier,
C., Henry, C., Huet, J. C., Petit, S., Lepault, J., Boot, H. & Delmas, B. (2002). The capsid of infectious bursal disease
virus contains several small peptides arising from the maturation process of pVP2. Journal of Virology 76:2393-2402).
Este procesamiento de pVP2 es necesario para la correcta formacién de las capsidas y requiere de la presencia de
VP3, aunque la proteasa responsable aiin no ha sido identificada (Maraver, A., Ofa, A., Abaitua, F., Gonzdlez, D.,
Clemente, R., Diaz-Ruiz, A., Caston, J. R., Pazos, F. & Rodriguez, J. F. (2003). The oligomerization domain of VP3,
the scaffolding protein of infectious bursal disease virus, plays a critical role for capsid formation. Journal of Virology
77:6438-49).

Las vacunas convecionales empleadas para el control de la bursitis infecciosa se basan en el empleo de cepas,
con diferentes grados de virulencia, del propio IBDV crecidas en cultivo celular o en huevos embrionados. Los ex-
tractos que contienen el material infeccioso son sometidos a procesos de inactivacién quimica para producir vacunas
inactivadas o bien son empleados de forma directa para producir vacunas vivas atenuadas (Sharma, J. M., Kim, L.
J., Rautenschlein, S. & Yeh, H. Y. (2000). Infectious bursal disease virus of chickens: pathogenesis and immuno-
suppression. Developmental and Comparative Immunology 24:223-235; van den Berg TP, Eterradossi N, Toquin D,
Meulemans G. 2000. Rev Sci Tech 2000, 19:509-543). Este ultimo tipo de vacunas presenta los inconvenientes cla-
sicos asociados con el empleo de vacunas vivas atenuadas, concretamente, el riesgo de mutaciones que reviertan la
virulencia del virus o le hagan perder su inmunogenicidad.

Se han descrito vacunas sub-unidad recombinantes que contienen la proteina VP2 de IBDV expresada en diversos
sistemas de expresion, por ejemplo, bacterias, levaduras o baculovirus, normalmente en forma de proteina de fusién.
Los resultados obtenidos en ensayos de inmunizacién de pollos con dichas vacunas no han sido completamente satis-
factorios.

Las cédpsidas virales vacias o particulas pseudovirales (VLPs, del inglés “virus-like particles”), constituyen una
alternativa al empleo de vacunas vivas atenuadas y de vacunas sub-unidad recombinantes. Las VLPs se obtienen
por autoensamblaje de las sub-unidades constituyentes de la cdpsida viral y mimetizan la estructura y propiedades
antigénicas del virién nativo aunque carecen de material genético por lo que son incapaces de replicarse. Ademds de
su aplicacién con fines vacunales las VLPs pueden ser utilizadas como vectores de moléculas de interés bioldgico, por
ejemplo, dcidos nucleicos, péptidos o proteinas. A modo ilustrativo pueden citarse VLPs de parvovirus (US 6.458.362)
o del virus de la inmunodeficiencia humana (HIV) (US 6.602.705).

La morfogénesis es un proceso vital para el ciclo virico que requiere de pasos sucesivos asociados a modifica-
ciones en los polipéptidos precursores. Por ello, los virus han desarrollado estrategias que permiten la secuencial y
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correcta interaccion entre cada uno de sus componentes. Una de estas estrategias, utilizada con frecuencia por virus
icosaédricos, es la utilizacién de polipéptidos provenientes de una tnica poliproteina como base de sus componentes
estructurales. En estos casos, el adecuado procesamiento proteolitico de dicha poliproteina juega un papel crucial en
el proceso de ensamblaje.

En trabajos previos se ha demostrado este principio para el ensamblaje de las cdpsidas de IBDV (Fernidndez-
Arias, A., Risco, C., Martinez, S., Albar, J. P. & Rodriguez, J. F. (1998). Expression of ORF Al of infectious bursal
disease virus infectious bursal disease virus results in the formation of virus-like particles. Journal of General Virology
79, 1047-1054). La expresion en células eucaridticas del gen codificador para la poliproteina de IBDV da lugar a la
formacién de VLPs totalmente indistinguibles morfoldgica y bioquimicamente de los viriones de IBDV. Asimismo,
se ha comprobado que el ensamblaje de las cdpsidas necesita tinicamente de la sintesis y del correcto procesamiento
de la poliproteina viral y es independiente de la presencia del genoma virico o de otras proteinas codificadas por el
genoma viral tales como VP5 y VPI.

Paralelamente a la formacién de cdpsidas, el producto VP4 de IBDV es capaz de autoensamblarse en estructuras
tubulares de 20 nm de didmetro. Estos tibulos, conocidos como tibulos de tipo I, se co-purifican parcialmente con las
particulas virales. Otros experimentos han demostrado que la obtencién de VLPs de IBDV, utilizando para la expresién
de la poliproteina baculovirus recombinantes (rBVs), es extremadamente ineficiente obteniéndose como resultado la
acumulacién de grandes cantidades de tibulos de tipo I en el citosol de las células infectadas (Martinez-Torrecuadrada,
J. L., Castén, J. R., Castro, M., Carrascosa, J. L., Rodriguez, J. F. & Casal, J. I. (2000). Different architectures in the
assembly of infectious bursal disease virus capsid proteins expressed in insect cells. Virology 278:322-331; Chevalier,
C., Lepault, J., Erk, L., Da Costa, B. & Delmas, B. (2002). The maturation process of pVP2 requires assembly of
infectious bursal disease virus capsids. Journal of Virology 76:2384-2392). Recientemente se ha demostrado que esto
es debido al corte proteolitico a que es sometida la proteina VP3 cuando es sintetizada en células de insecto. Dicha
proteolisis se previene casi totalmente por la formacién de complejos VP3/VP1 (Maraver, A., Ofia, A., Abaitua, F,,
Gonzilez, D., Clemente, R., Diaz-Ruiz, A., Caston, J. R., Pazos, F. & Rodriguez, J. F. (2003). The oligomerization
domain of VP3, the scaffolding protein of infectious bursal disease virus, plays a critical role for capsid formation.
Journal of Virology 77:6438-6449).

Por tanto, los resultados obtenidos hasta la fecha a partir de la expresion de los genes de IBDV en distintos sistemas
recombinantes ha permitido concluir que: (i) el proceso de ensamblaje es independiente de la presencia del material
genético del virus, (ii) para el ensamblaje s6lo son necesarios los polipéptidos codificados por el gen de la poliproteina,
y (iii) el ensamblaje requiere de una interaccién coordinada entre los péptidos pVP2 y VP3.

Sin embargo, no se conoce si la interaccion pVP2/VP3 se establece entre dominios de VP2 y VP3 de la poliproteina
precursora cuando atin no ha sufrido modificaciones, o si por el contrario, esta interaccién ocurre tras el procesamiento
del precursor. Ademads, la informacién actual no excluye la posibilidad de que VP4 pudiera jugar un papel relevante
en la morfogénesis de la capsida viral. De hecho, se han descrito VLPs de IBDV formadas por ensamblaje de las
proteinas VP2, VP3 y VP4 de IBDV (US 6.528.063, US 5.788.970 y JP 5194597).

Por otro lado, la informacién acerca de la expresion de proteinas de IBDV mediante ingenieria genética en distintos
modelos celulares es escasa. Se ha descrito la expresion de proteinas de IBDV en células de insecto, bacterias y
levaduras. Jagadish et al. (Jagadish MN, Vaughan PR, Irving RA, Azad AA, Macreadie IG. (1990). Expression and
characterization of infectious bursal disease virus polyprotein in yeast. Gene 9:179-186; Macreadie IG, Vaughan PR,
Chapman AJ, McKern NM, Jagadish MN, Heine HG, Ward CW, Fahey KJ, Azad AA. (1990). Passive protection
against infectious bursal disease virus by viral VP2 expressed in yeast. Vaccine 8:549-552) describen la expresion de
VP2 de IBDV en levaduras. Los resultados descritos indican que la expresion de la poliproteina viral en 2 especies
de levadura, Saccharomyces cerevisiae y Saccharomyces pombe, es muy ineficiente, acumuldandose una gran variedad
de productos proteicos de diferente masa molecular. El fracaso en la obtencién de productos proteicos del tamafio
esperado y la imposibilidad de detectar estructuras producidas por el ensamblaje de éstas fue atribuido a dos posibles
causas: (i) una posible toxicidad de la proteasa de IBDV (VP4) en este sistema; y/o (ii) la ineficiencia del sistema
de expresion para llevar a cabo una transcripciéon y/o traduccion correcta de la poliproteina de IBDV. Recientemente,
Pitcovski et al. (Pitcovski J., Gutter B, Gallili G, Goldway M, Perelman B, Gross G, Krispel S, Barbakov M, Michael
A. (2003). Vaccine 21:4736-4743) han descrito la expresion de VP2 de IBDV en Pichia pastoris y la inmunizacién de
pollos con un material que comprende la proteina recombinante (rVP2) en forma parcialmente purificada. En ningtin
caso se ha descrito la obtencién en levaduras de VLPs de IBDV.

Un trabajo previo desarrollado por los inventores ha permitido establecer sistemas para la obtencién de VLPs de
IBDV empleando diferentes vectores de expresion eucaridtica. Estos vectores han sido utilizados para la expresién
de la poliproteina de IBDV en ausencia o presencia de la RNA polimerasa viral VP1. La caracterizacién bioquimica
de las VLPs purificadas demuestra que contienen las proteinas pVP2, VP2 y VP3, cuando se expresa tinicamente la
poliproteina viral y las proteinas pVP2, VP2, VP3 y VPI1 cuando se realiza la expresion simultdnea de la poliproteina
y la RNA polimerasa viral (Fernandez-Arias, A., Risco, C., Martinez, S., Albar, J. P. & Rodriguez, J. F. (1998).
Expression of ORF Al of infectious bursal disease virus infectious bursal disease virus results in the formation of
virus-like particles. Journal of General Virology 79: 1047-1054; Martinez-Torrecuadrada, J. L., Castén, J. R., Castro,
M., Carrascosa, J. L., Rodriguez, J. F. & Casal, J. I. (2000). Different architectures in the assembly of infectious
bursal disease virus capsid proteins expressed in insect cells. Virology 278: 322-331; Maraver, A., et al., (2003) citado
supra; Lombardo, E., Maraver, A., Caston, J. R., Rivera, J., Ferndndez-Arias, A., Serrano, A., Carrascosa, J. L. &
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Rodriguez, J. F. (1999). VP1, the putative RNA-dependent RNA polymerase of infectious bursal disease virus, forms
complexes with the capsid protein VP3, leading to efficient encapsidation into virus-like particles. Journal of Virology
73: 6973-6983). Sin embargo, no se han descrito previamente VLPs basadas tinicamente en pVP2 y VP3 de IBDV, ni
su potencial uso con fines vacunales o como vehiculizadoras de productos biolégicos de interés.

Compendio de la invencién

La invencion se enfrenta con el problema de proporcionar nuevas vacunas eficaces y seguras frente al virus causante
de la bursitis infecciosa (IBDV).

La solucién proporcionada por esta invencion se basa en que es posible obtener VLPs de IBDV correctamente
ensambladas mediante la expresion simultidnea de los polipéptidos pVP2 y VP3 de IBDV como genes independientes
y como Unica representacion de las proteinas de IBDV en un sistema de expresion génica. Dichas VLPs estin for-
madas por autoensamblaje de, Unicamente, pVP2 y VP3 de IBDV, por lo que carecen de VP4 de IBDV, y, por ese
motivo, se denominan VLP(-VP4) (singular) o VLPs(-VP4) (plural) en esta descripcioén. Dichas VLPs(-VP4) pueden
ser utilizadas, por ejemplo, con fines terapéuticos o de diagnéstico, por ejemplo, en la elaboracién de vacunas para
proteger aves de la infeccién causada por IBDV o en la elaboracién de vectores para terapia génica.

Los resultados obtenidos permiten concebir dos nuevas conclusiones al entendimiento del patrén de ensamblaje
del IBDV: (i) las interacciones entre los polipéptidos pVP2/VP3 dan como resultado un ensamblaje eficiente de las
particulas de IBDV sin necesidad de la expresion de la poliproteina completa, y (ii) el polipéptido VP4 no es necesario
para la formacién de la cdpsida.

Estos resultados han permitido disefiar una nueva estrategia o procedimiento para la produccién eficiente de VLPs
de IBDV que contienen los elementos proteicos antigénicamente relevantes para inducir una respuesta inmune. Esta
estrategia se basa en la utilizacién de un sistema o vector de expresién génica que permite la coexpresion de los
polipéptidos pVP2 y VP3 como genes independientes y que evita la sintesis de la poliproteina precursora de dichos
polipéptidos asi como la presencia del polipéptido VP4 durante el proceso de ensamblaje de las cdpsidas virales vacias.

En una realizacién particular, se describe la expresion y obtencién de VLPs de IBDV, en particular, VLPs(-VP4),
en células de insecto mientras que en otra realizacién particular dichas VLPs(-VP4) se obtienen en levaduras, con un
rendimiento muy elevado y con un coste econémico muy bajo.

Las vacunas obtenidas utilizando dichas VLPs(-VP4) presentan numerosas ventajas ya que, por una parte, se evita
la manipulaciéon de material altamente infeccioso, se previene el riesgo potencial de apariciéon de nuevos mutantes
de IBDV y se elimina el uso de virus vivo en las explotaciones avicolas, previniéndose de este modo el riesgo de
diseminacion de cepas vacunales de IBDV al Medio Ambiente, y, por otra parte, permite el desarrollo de sistemas
de diagnéstico diferencial para discriminar entre animales vacunados e infectados. Estos sistemas de diagndstico se
basan en la deteccidn de anticuerpos frente a las proteinas VP2 y VP4. Los animales con IBDV desarrollan una fuerte
respuesta humoral frente a ambas proteinas. Mientras que los animales inmunizados con VLPs(-VP4) solo presentan
anticuerpos frente a la proteina VP2.

Por consiguiente, un objeto de la presente invencién lo constituye una cédpsida viral vacia de IBDV, VLP(-VP4),
con actividad inmunogénica frente a la infecciéon en IBDV, caracterizada porque estd constituida por autoensamblaje
de, tinicamente, las proteinas pVP2 y VP3 de IBDV.

Un aspecto adicional de esta invencion se relaciona con un procedimiento para la produccién de dichas VLPs
(-VP4) de IBDV proporcionadas por esta invencién, basado en la co-expresion génica de dichas proteinas pVP2 y
VP3 de IBDV como dos genes independientes.

Los 4cidos nucleicos, construcciones génicas, sistemas de expresion y células huésped desarrollados para la pues-
ta en practica de dicho procedimiento de produccion de dichas VLPs(-VP4) de IBDV, asi como su empleo para la
produccion de dichas VLPs(-VP4) de IBDV, constituyen aspectos adicionales de la presente invencion.

Dichas VLPs(-VP4) de IBDV tienen la capacidad de inmunizar animales, en particular, aves, frente a la enferme-
dad aviar causada por el IBDV asi como la capacidad de vectorizar o vehiculizar moléculas de interés biolégico, por
ejemplo, polipéptidos, proteinas, dcidos nucleicos, etc. En una realizacién particular, dichas VLPs(-VP4) de IBDV
pueden ser utilizadas en la elaboracién de una vacuna para proteger aves frente al virus causante de la enfermedad
aviar conocida como bursitis infecciosa (IBDV). Practicamente cualquier ave, preferentemente aquellas especies avia-
res de interés econdmico, por ejemplo, pollos, pavos, ocas, gansos, faisanes, codornices, avestruces, etc., pueden ser
inmunizadas frente a la infeccién causada por IBDV con las vacunas proporcionadas por esta invencién. En otra reali-
zacion particular, dichas VLPs(-VP4) de IBDV pueden vehiculizar, en su interior, productos con actividad bioldgica,
por ejemplo, dcidos nucleicos, péptidos, proteinas, fairmacos, etc., por lo que pueden ser utilizadas en la elaboracién
de vectores para terapia génica.

Por tanto, en otro aspecto adicional, la presente invencién se relaciona con el empleo de dichas VLPs(-VP4) de
IBDV, en la elaboracion de medicamentos, tales como vacunas y vectores para terapia génica. Dichas vacunas y
vectores constituyen aspectos adicionales de la presente invencién. En una realizacién particular, dicha vacuna es una
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vacuna util para proteger aves de la infeccion causada por IBDV. En una realizacién concreta, dichas aves seleccionan
del grupo formado por pollos, pavos, ocas, gansos, faisanes, codornices y avestruces, preferentemente, pollos.

Breve descripcion de las figuras

Figura 1. (a) El diagrama esquematiza los pasos de procesamiento proteolitico necesarios para la formacién de las
proteinas maduras de la cdpsida VP2 y VP3 a partir de la poliproteina precursora. (b) El diagrama refleja las diferentes
construcciones genéticas derivadas de la poliproteina de IBDV descritas hasta el momento, asi como las estructuras
producidas mediante su expresion en diferentes sistemas heter6logos. Los niimeros indican la posicién correspondiente
al primer y ultimo residuo aminoacidico de la poliproteina presente en cada una de las construcciones. La parte inferior
de la figura muestra imagenes obtenidas mediante microscopia electrénica de transmision de las estructuras obtenidas
mediante expresion de las diferentes construcciones. La barra corresponde a 50 nm. Los datos han sido tomados de
las siguientes referencias: Ferndndez-Arias et al., (1998), citado supra; Maraver et al., (2003), citado supra; Martinez-
Torrecuadrada et al., (2000), citado supra; Castén et al., 2001. C terminus of infectious bursal disease virus major
capsid protein VP2 is involved in definition of the t number for capsid assembly. Journal of Virology 75, 10815-10828.

Figura 2. Andlisis microscépico de células de insecto H5 que coexpresan pVP2 'y VP3. La distribucién subcelular
de las proteinas pVP2 y VP3 fue analizada mediante inmunomicroscopia confocal. Células infectadas con los rBVs
FB/pVP2 (a), FB/VP3 (b), o FBD/pVP2-VP3 (c-e) fueron incubadas con suero de conejo anti-pVP2 y suero de rata
anti-VP3. A continuacion, las células fueron incubadas con suero de cabra anti-Ig de conejo acoplada a Alexa 488
(rojo) y con suero de cabra anti-Ig de rata acoplada a Alexa 594 (verde). Los ntcleos se tifieron con To-Pro 3 (azul).
(e) Superposicion de las imdgenes mostradas en los paneles (c) y (d). Imdgenes de microscopia electrénica correspon-
dientes a secciones de células HS infectadas con diferentes construcciones genéticas derivadas de la poliproteina de
IBDV. (f) Imagen a baja magnificacién de una célula HS infectada con virus FB parental. El inserto corresponde a un
detalle ampliado del 4rea indicada por el recuadro. (g) Imagen a baja magnificacién de una célula HS infectada con
el virus FBD/pVP2-VP3. El inserto corresponde a un detalle ampliado del drea indicada por el recuadro. (h) Imagen
de alta magnificacién de una célula HS infectada con el virus FBD/pVP2-VP3 que muestra en detalle la formacién de
estructuras de IBDV. (i) Imagen de alta magnificacién de una célula BSC1 infectada con el virus vacunal recombinante
VTLacOI/POLY mostrando estructuras similares a las detectadas en el panel (h). Las barras indican 600 nm (paneles
fyg)y 200 nm (paneles h é i).

Figura 3. Caracterizacion estructural y bioquimica de las estructuras derivadas de IBDV producidas en células
de insecto co-infectadas con los baculovirus recombinantes (rBV) FB/pVP2 + FB/his-VP3. Células co-infectadas con
los rBV FB/pVP2 y FB/his-VP3, o infectadas con el virus FBD/Poly-VP1 o FB/pVP2 fueron empleadas para purificar
estructuras derivadas de IBDV mediante centrifugacion en gradientes de sacarosa. Los paneles (a), (b), y (c) muestran
imagenes de microscopia electrénica de transmisién correspondientes a la fraccién 4 de los gradientes obtenidos
a partir de las infecciones con FBD/Poly-VP1, FB/pVP2+FB/his-VP3, y FB/pVP2, respectivamente. El panel (d)
muestra los resultados de un andlisis mediante Western blot de los gradientes de sacarosa correspondientes a cultivos
infectados con FBD/Poly-VP1 y FB/pVP2+FB/his-VP3, respectivamente. Los extractos totales (input) y las diferentes
fracciones de los gradientes de sacarosa (la fraccién F1 corresponde al fondo del gradiente) fueron analizadas mediante
Westen blot empleando sueros especificos frente a las proteinas VP1, pVP2, VP3, y VP4 de IBDV, respectivamente.
Se indica la masa molecular en kDa de los polipéptidos inmunoreactivos.

Figura 4. Caracterizacion bioquimica y estructural de VLPs de IBDV producidas en S. cerevisiae transforma-
das con el pldsmido pESCURA/pVP2-VP3-GFP. Un cultivo de S. cerevisiae transformada con el plasmido pESCU-
RA/pVP2-VP3-GFP fue crecido a 30°C en medio suplementado con el inductor galactosa. A las 18 h el cultivo fue
recogido y centrifugado. El sedimento resultante fue procesado mediante fraccionamiento en un gradiente lineal 25-
50% de sacarosa. A) Andlisis bioquimico de muestras correspondientes al sedimento antes de fraccionar (T) asi como
de las diferentes fracciones del gradiente de sacarosa. Las muestras fueron analizadas mediante SDS-PAGE y western
blot empleando anticuerpos especificos frente a las proteinas VP3 (anti-VP3) y pVP2 (anti-pVP2). Las flechas indican
las posiciones de las bandas inmunoreactivas correspondientes a las proteinas VP3-GFP (61 kDa) y pVP2 (48 kDa),
respectivamente. B) El andlisis estructural de las muestras obtenidas fue realizado mediante TEM. La imagen corres-
ponde a una micrografia obtenida a partir de una alicuota correspondiente a la mezcla de las fracciones 7, 8 y 9 del
gradiente de sacarosa. La muestra fue tefiida con acetato de uranilo y observada mediante TEM. La barra corresponde
a 65 nm. C) Muestra de VLPs obtenidas mediante la expresién de la poliproteina de IBDV en células de mamifero
mediante infeccién con el virus vacunal recombinante VT7/Poly (Fernandez-Arias et al., (1998), citado supra). La
barra corresponde a 65 nm.

Descripcion detallada de la invencion

En un primer aspecto, la invencién proporciona una cdpsida vacia del virus causante de la enfermedad de la bursitis
infecciosa (IBDV), en adelante VLP(-VP4) de la invencion, caracterizada porque estd constituida por ensamblaje de,
unicamente, proteinas pVP2 de IBDV y proteinas VP3 de IBDV.

El término “IBDV”, tal como se utiliza en la presente invencion, se refiere a las diferentes cepas de IBDV perte-
necientes a cualquiera de los serotipos (1 6 2) conocidos [a titulo ilustrativo véase la revision realizada por van den
Berg TP, Eterradossi N, Toquin D, Meulemans G., en Rev Sci Tech 2000 19: 509-43] y los términos “proteina pVP2
de IBDV” y “proteina VP3 de IBDV” se refieren a las diferentes formas de las proteinas pVP2 y VP3 representativas
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de cualquiera de las mencionadas cepas de IBDV [NCBI protein databank], de acuerdo con la definicién realizada por
Sanchez y Rodriguez (1999) (Sanchez AB, Rodriguez JF. Proteolytic processing in infectious bursal disease virus:
identification of the polyprotein cleavage sites by site-directed mutagenesis. Virology. 1999 Sep 15; 262(1):190-199)
asf como proteinas sustancialmente homélogas a dichas proteinas pVP2 y VP3 de IBDV, es decir, proteinas cuyas se-
cuencias de aminodcidos tienen un grado de identidad, respecto a dichas proteinas pVP2 y VP3 de IBDV, de, al menos,
un 60%, preferentemente de, al menos un 80%, mds preferentemente de, al menos, un 90% y, ain mas preferentemente
de, al menos, un 95%.

La proteina pVP2 de IBDV presente en la VLP(-VP4) de la invencién puede ser cualquier proteina pVP2 repre-
sentativa de cualquier cepa de IBDV, por ejemplo, la proteina pVP2, longitud completa, de IBDV cepa Soroa [NCBI,
numero de acceso AAD30136]

La proteina de VP3 de IBDV presente en la VLP(-VP4) de la invencién puede ser cualquier proteina VP3 repre-
sentativa de cualquier cepa de IBDV, por ejemplo, la proteina VP3, longitud completa, de IBDV cepa Soroa [NCBI,
numero de acceso AAD30136].

En una realizacion particular, las VLPs(-VP4) de la invencién presentan un didmetro de 65-70 nm y un contorno
poligonal indistinguible de las VLPs de IBDV obtenidas en otros sistemas de expresién (Figura 4C).

Las VLPs(-VP4) de la invencién pueden obtenerse mediante la expresion simultdnea de dichas proteinas pVP2
y VP3 de IBDV, en células huésped apropiadas. Dichas células huésped apropiadas son células que contienen la
secuencia de nucledtidos codificante de la proteina pVP2 de IBDV vy la secuencia de nucleétidos codificante de la
proteina VP3 de IBDV, bien en una tinica construccién génica o bien en dos construcciones génicas. En una realizacién
particular, dichas células huésped apropiadas son células transformadas, transfectadas o infectadas con un sistema
de expresion adecuado, tal como un sistema de expresién que comprende una construccién génica, en donde dicha
construccion génica comprende la secuencia de nucledtidos que codifica para la proteina pVP2 de IBDV y la secuencia
de nucleétidos codificante de la proteina VP3 de IBDV, o bien, alternativamente, con un sistema de expresion que
comprende una primera construccién génica que comprende la secuencia de nucledtidos que codifica para la proteina
pVP2 de IBDV, y una segunda construccién génica que comprende la secuencia de nucleétidos que codifica para la
proteina VP3 de IBDV.

Por tanto, en otro aspecto, la invencién proporciona un dcido nucleico cuya secuencia de nucleétidos comprende
la secuencia de nucleétidos que codifica para dicha proteina pVP2 de IBDV y la secuencia de nucledtidos que codifica
para dicha proteina VP3 de IBDV, en forma de 2 genes independientes. De forma mds concreta, el dcido nucleico
proporcionado por esta invencidn se caracteriza porque su secuencia de nucledtidos estd constituida por (i) una se-
cuencia de nucléotidos que comprende la fase de lectura abierta correspondiente a la proteina pVP2 de IBDV vy (ii)
una secuencia de nucléotidos que comprende la fase de lectura abierta correspondiente a la proteina VP3 de IBDV.
Una caracteristica del acido nucleico proporcionado por esta invencién es que carece de la secuencia de nucléotidos
que comprende la fase de lectura abierta correspondiente a la proteina VP4 de IBDV. Tal como se utiliza en esta
descripciodn, el término “fase de lectura abierta correspondiente a la proteina pVP2” o “fase de lectura abierta corres-
pondiente a la proteinas VP3 de IBDV” incluye, ademds de las secuencias de nucleétidos de dichas fases de lectura
abierta, otras fases de lectura abiertas andlogas a las mismas codificantes de las proteinas pVP2 y VP3 de IBDV. El
término “andlogo/a”, tal como aqui se utiliza, pretende incluir cualquier secuencia de nucleétidos que puede ser ais-
lada o construida sobre la base de la secuencia de nucleétidos codificantes de pVP2 y VP3 de IBDV, por ejemplo,
mediante la introduccién de sustituciones de nucleétidos conservativas o no conservativas, incluyendo la insercién
de uno o mds nucleétidos, la adicién de uno o mas nucleétidos en cualquiera de los extremos de la molécula o la
delecién de uno o mds nucleétidos en cualquier extremo o en el interior de la secuencia. En general, una secuencia
de nucleédtidos andloga a otra secuencia de nucleétidos es sustancialmente homdéloga a dicha secuencia de nucleéti-
dos. En el sentido utilizado en esta descripcion, la expresion “sustancialmente homoéloga” significa que las secuencias
de nucledtidos en cuestion tienen un grado de identidad, a nivel de nucledtidos, de, al menos, un 60%, preferente-
mente de, al menos, un 80%, mas preferentemente de, al menos, un 90% y, ain mds preferentemente de, al menos,
un 95%.

En otro aspecto, la invencidn proporciona una construccion génica que comprende un dcido nucleico proporciona-
do por esta invencidn, es decir, un dcido nucleico cuya secuencia de nucledtidos esta constituida por (i) una secuencia
de nucléotidos que comprende la fase de lectura abierta correspondiente a la proteina pVP2 de IBDV vy (ii) una se-
cuencia de nucléotidos que comprende la fase de lectura abierta correspondiente a la proteina VP3 de IBDV. Dicha
construccion génica carece de la secuencia de nucléotidos que comprende la fase de lectura abierta correspondiente a
la proteina VP4 de IBDV.

En otro aspecto, la invencién proporciona un sistema o vector de expresion seleccionado entre:

a) un sistema de expresién que comprende una construccién génica proporcionada por esta invencion, ope-
rativamente unida a unos elementos de control de transcripcion y, opcionalmente, de traduccién, en donde
dicha construccion génica comprende la secuencia de nucledtidos que comprende la fase de lectura abierta
correspondiente a la proteina pVP2 de IBDV vy la secuencia de nucleétidos que comprende la fase de lectura
abierta correspondiente a la proteina VP3 de IBDV; y
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b) un sistema de expresidon que comprende dos construcciones génicas, una primera construccién génica que
comprende la fase de lectura abierta correspondiente a la proteina pVP2 de IBDV, operativamente unida a
unos elementos de control de transcripcién y, opcionalmente, de traduccion, y una segunda construccion
génica que comprende la fase de lectura abierta correspondiente a la proteina VP3 de IBDV, operativamente
unida a unos elementos de control de transcripcién y, opcionalmente, de traduccién.

En una realizacién particular, el sistema de expresion proporcionado por esta invencidn comprende una cons-
truccién génica que comprende (i) una secuencia de nucléotidos que comprende la fase de lectura abierta o regién
codificante correspondiente a la proteina pVP2 de IBDV vy (ii) una secuencia de nucléotidos que comprende la fase de
lectura abierta o regién codificante correspondiente a la proteina VP3 de IBDV, en donde dicha construccién génica
estd operativamente unida a unos elementos de control de transcripcion y, opcionalmente, de traduccion.

En otra realizacién particular, el sistema de expresion proporcionado por esta invencién comprende (i) una pri-
mera construccién génica, operativamente unida a unos elementos de control de transcripcion y, opcionalmente, de
traduccién, comprendiendo dicha primera construccion génica una secuencia de nucléotidos que comprende la fase
de lectura abierta o regién codificante correspondiente a la proteina pVP2 de IBDV, y (ii) una segunda construccién
génica, operativamente unida a unos elementos de control de transcripcion y, opcionalmente, de traduccién, compren-
diendo dicha segunda construccién génica una secuencia de nucléotidos que comprende la fase de lectura abierta o
region codificante correspondiente a la proteina VP3 de IBDV.

Los elementos de control de transcripcion y, opcionalmente, de traduccidn, presentes en el sistema de expresion
proporcionado por esta invencién incluyen promotores, que dirigen la transcripcion de las secuencias de nucledtidos de
interés a las que estdn operativamente enlazados, y otras secuencias necesarias o apropiadas para la transcripcién y su
regulacién adecuada en tiempo y lugar, por ejemplo, sefiales de inicio y terminacion, sitios de corte, sefial de poliade-
nilacién, origen de replicacidn, activadores transcripcionales (enhancers), silenciadores transcripcionales (silencers),
etc.

Précticamente cualquier sistema o vector de expresion apropiado puede ser utilizado en la generacién del sistema
de expresién proporcionado por esta invencién. A modo ilustrativo, dichos sistemas o vectores de expresion apropiados
pueden seleccionarse de acuerdo con las condiciones y necesidades de cada caso concreto entre pldsmidos, bAcmidos,
cromosomas artificiales de levadura (YACs), cromosomas artificiales de bacteria (BACs), cromosomas artificiales
basados en el bacteriéfago P1 (PACs), c6smidos, o virus, que pueden contener, ademds, un origen de replicacién
heter6logo, por ejemplo, bacteriano o de levadura para que pueda ser amplificado en bacterias o levaduras, asi como
un marcador utilizable para seleccionar las células transfectadas diferente al gen o genes de interés. Estos sistemas
o vectores de expresion pueden ser obtenidos por métodos convencionales conocidos por los técnicos en la materia
[Sambrook, J., Fritsch, E.F., and Maniatis, T. (1989). Molecular cloning: a laboratory manual, 2nd ed. Cold Spring
Harbor Laboratory] y forman parte de la presente invencién. En una realizacién particular, dicho sistema o vector
de expresion es un plasmido, tal como un plasmido adecuado para transformar levaduras, por ejemplo, el plasmido
denominado pESCURA/pVP2-VP3-GFP (Ejemplo 2), o un virus, tal como un baculovirus recombinante (rBV), por
ejemplo, el rBV denominado FBD/pVP2-his-VP3 (Ejemplo 1.2), que expresa durante su ciclo de replicacién ambas
proteinas (pVP2 de IBDV e his-VP3) simultdneamente en células de insecto, o los rBVs denominados FB/pVP2 y
FB/his-VP3 (Ejemplo 1.1) que expresan las proteinas pVP2 de IBDV e his-VP3, respectivamente, cuando co-infectan
células de insecto, obteniéndose VLPs(-VP4) de IBDV.

En otro aspecto, la invencién proporciona una célula huésped que contiene la secuencia de nucledtidos codificante
de la proteina pVP2 de IBDV y la secuencia de nucledtidos codificante de la proteina VP3 de IBDV, bien en una
Unica construccion génica o bien en dos construcciones génicas diferentes. En una realizacién particular, dicha célula
huésped es una célula huésped transformada, transfectada o infectada con (i) un sistema de expresioén proporcionado
por esta invencién que comprende bien una construccién génica, en donde dicha construccién génica comprende la
secuencia de nucleétidos que codifica para dicha proteina pVP2 de IBDV y la secuencia de nucledtidos que codifica
para dicha proteina VP3 de IBDV, o bien, alternativamente, con (ii) un sistema de expresiéon que comprende una
construccién génica que comprende la secuencia de nucleétidos que codifica para dicha proteina pVP2 de IBDV y
otra construccién génica que comprende la secuencia de nucledtidos que codifica para dicha proteina VP3 de IBDV.

En una realizacién particular, la célula huésped proporcionada por esta invencion es una célula huésped transfor-
mada, transfectada o infectada con un sistema de expresién que comprende una construccién génica que comprende
(1) una secuencia de nucléotidos que comprende la fase de lectura abierta o regién codificante correspondiente a la
proteina pVP2 de IBDV vy (ii) una secuencia de nucléotidos que comprende la fase de lectura abierta o regioén codi-
ficante correspondiente a la proteina VP3 de IBDV, en donde dicha construccién génica estd operativamente unida a
unos elementos de control de transcripcion y, opcionalmente, de traduccion.

En otra realizacion particular, 1a célula huésped proporcionada por esta invencion es una célula huésped transforma-
da, transfectada o infectada con una primera construccién génica, operativamente unida a unos elementos de control
de transcripcidn y, opcionalmente, de traduccidon, comprendiendo dicha primera construccion génica una secuencia
de nucléotidos que comprende la fase de lectura abierta o regién codificante correspondiente a la proteina pVP2 de
IBDV, y con una segunda construccién génica, operativamente unida a unos elementos de control de transcripcion v,
opcionalmente, de traduccion, comprendiendo dicha segunda construccion génica una secuencia de nucléotidos que
comprende la fase de lectura abierta o regién codificante correspondiente a la proteina VP3 de IBDV.
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Practicamente cualquier célula huésped susceptible de ser transformada, transfectada o infectada por un sistema
de expresién proporcionado por esta invencion puede ser utilizada, por ejemplo, células de mamifero, células aviares,
células de insecto, levaduras, etc.; no obstante, en una realizacién particular, dicha célula huésped se selecciona entre
levaduras y células de insecto. Las levaduras son adecuadas por razones de simplicidad y coste de produccién. Las
células de insecto son adecuadas cuando el sistema de expresion comprende uno o dos baculovirus recombinantes
(rBV). El empleo de rBV es ventajoso por cuestiones de bioseguridad relacionadas con el rango de huésped de los
baculovirus, incapaces de replicar en otros tipos celulares que no sean de insecto.

En una realizacién particular, la invencién proporciona una célula huésped, tal como una levadura, por ejemplo,
Saccharomyces cerevisae, Saccharomyces pombe, etc., transformada con un sistema de expresion, tal como un plasmi-
do o un vector de expresion, que comprende una construccidon génica proporcionada por esta invencion que comprende
la secuencia de nucleétidos que codifica para dicha proteina pVP2 de IBDV y la secuencia de nucledtidos que codifica
para la proteina VP3 de IBDV.

En otra realizacién particular, la invencién proporciona una célula huésped, tal como una célula de insecto, in-
fectada con un sistema de expresion, tal como un baculovirus recombinante, que comprende una construccién génica
proporcionada por esta invencién que comprende la secuencia de nucledtidos que codifica para dicha proteina pVP2
de IBDV y la secuencia de nucledtidos que codifica para la proteina VP3 de IBDV.

En otra realizacién particular, la invencién proporciona una célula huésped, tal como una célula de insecto, co-
infectada con un sistema de expresion que comprende un primer baculovirus recombinante que comprende una cons-
truccién génica proporcionada por esta invencidén que comprende la secuencia de nucledtidos que codifica para dicha
proteina pVP2 de IBDV y con un segundo baculovirus recombinante que comprende una construccién génica propor-
cionada por esta invencién que comprende la secuencia de nucleétidos que codifica para la proteina VP3 de IBDV.

En otro aspecto, la invencién proporciona un procedimiento para la produccion de VLPs(-VP4) de la invencion
que comprende cultivar una célula huésped proporcionada por esta invencién que contiene la secuencia de nucleétidos
codificantes de dicha proteina pVP2 de IBDV y la secuencia de nucleétidos codificante de dicha proteina VP3 de IBDV,
bien en una tnica construccién génica o bien en dos construcciones génicas diferentes, y que expresa simultineamente
dichas proteinas pVP2 y VP3 de IBDV, y, si se desea, recuperar dichas VLPs(-VP4) de la invencién. En una realizacién
particular, dicha célula huésped proporcionada por esta invencién es una célula transformada, transfectada o infectada
con un sistema de expresion adecuado, tal como un sistema de expresién que comprende una construccion génica,
en donde dicha construccién génica comprende la secuencia de nucledtidos que codifica para dicha proteina pVP2
de IBDV y la secuencia de nucleétidos que codifica para dicha proteina VP3 de IBDV, o bien, alternativamente, con
un sistema de expresion que comprende una primera construccién génica que comprende la secuencia de nucleétidos
que codifica para dicha proteina pVP2 de IBDV y una segunda construccién génica que comprende la secuencia de
nucledtidos que codifica para dicha proteina VP3 de IBDV.

Dicho procedimiento comprende, por tanto, la co-expresion génica de dichas proteinas pVP2 y VP3 de IBDV como
dos genes independientes. Tras la expresion simultianea de dichas proteinas (pVP2 y VP3 de IBDV) en dichas células,
las protefnas expresadas se ensamblan y forman las VLPs(-VP4) de la invencidn, las cuales pueden ser aisladas o
retiradas del medio, y, si se desea, purificadas. El aislamiento y purificacién de dichas VLPs(-VP4) de la invencién
puede realizarse por métodos convencionales, por ejemplo, mediante fraccionamiento en gradientes de sacarosa.

En una realizacién particular, la co-expresion génica de las proteinas pVP2 y VP3 de IBDV se realiza mediante el
empleo de un rBV que permite la expresién simultdnea de dichas proteinas a partir de dos genes quiméricos indepen-
dientes en células de insecto. En este caso, la produccién de VLPs(-VP4) de la invencion puede realizarse mediante
un procedimiento que comprende, en primer lugar, la obtencién de un sistema de expresién génica constituido por un
rBV que contiene una construccién génica que codifica simultdneamente para dichas proteinas pVP2 y VP3 de IBDV,
tal como el rBV denominado FBD/pVP2-his-VP3 (Ejemplo 1.2) o bien, alternativamente, la obtencién de un rBV que
contiene una construccién génica que codifica para la proteina pVP2 de IBDV y la obtencion de otro rBV que contiene
una construcciéon génica que codifica para dicha proteina VP3 de IBDV, tales como los rBVs denominados FB/pPV2
y FB/his-VP3 (Ejemplo 1.1), seguido de la infeccién de células de insecto con dicho sistema de expresién basado
en dicho(s) baculovirus recombinante(s), expresion de las proteinas recombinantes vy, si se desea, aislamiento de las
VLPs(-VP4) de la invencién formadas por ensamblaje de dichas proteinas pVP2 y VP3 de IBDV, y, opcionalmente,
purificacion posterior de dichas VLPs(-VP4) de la invencién.

La construccion de un baculovirus recombinante que permite la expresion de forma independiente de las proteinas
pVP2 y VP3 de IBDV se puede realizar por cualquier experto en la materia en base a lo aqui descrito y al estado de
la técnica sobre esta tecnologia (Cold Spring Harbor, N.Y.; Leusch MS, Lee SC, Olins PO. 1995. A novel host-vector
system for direct selection of recombinant baculoviruses (bacmids) in Escherichia coli. Gene 160: 191-4; Luckow
VA, Lee SC, Barry GF, Olins PO. 1993. Efficient generation of infectious recombinant baculoviruses by site-specific
transposon-mediated insertion of foreign genes into a baculovirus genome propagated in Escherichia coli. J Virol 67:
4566-79).

En otra realizacion particular, la co-expresion génica de las proteinas pVP2 y VP3 de IBDV se realiza mediante el
empleo de un vector que permite la expresion de dichas proteinas en células de levadura. En este caso, la produccién
de VLPs(-VP4) de la invencién puede llevarse a cabo mediante un procedimiento que comprende, en primer lugar, la
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obtencion de un sistema de expresién génica constituido por un plasmido que contiene una construccién génica que
codifica simultdneamente para las proteinas pVP2 y VP3 de IBDV, seguido de la transformacién de levaduras con
dicho sistema de expresion, expresion de las proteinas recombinantes y, si se desea, aislamiento de las VLPs(-VP4)
de la invencién formadas por ensamblaje de dichas proteinas pVP2 y VP3 de IBDV, y, opcionalmente, purificacién
posterior de dichas VLPs(-VP4) de la invencién. En una realizacién concreta, el sistema de expresion adecuado para
transformar levaduras estd basado en un sistema de expresion pESC Yeast (Stratagene) tal como, por ejemplo, el plas-
mido pESCURA/pVP2/VP3-GFP (Ejemplo 2) que contiene una construccién génica que codifica para las proteinas
pVP2 de IBDV y VP3-GFP.

La obtencién de levaduras transformadas con una construccién génica o con un sistema o vector de expresion
apropiado que permite la expresion simultdnea de las proteinas pVP2 y VP3 de IBDV se puede realizar por cualquier
experto en la materia en base a lo aqui descrito y al estado de la técnica sobre esta tecnologia (pESC epitope tagging
vectors Instructions manual. Stratagene www.stratagene.com; Sambrook, J., Fritsch, E.F., and Maniatis, T. (1989).
Molecular cloning: a laboratory manual, 2nd ed. Cold Spring Harbor Laboratory).

En otro aspecto, la invencién se relaciona con el empleo del sistema de expresion génica proporcionado por esta
invencidn para la produccién y obtencion de VLPs(-VP4) de la invencion.

Las VLPs(-VP4) de la invencién pueden ser utilizadas paras inmunizar animales, en particular, aves, per se o
como vectores o vehiculizadores de moléculas con actividad bioldgica, por ejemplo, polipéptidos, proteinas, acidos
nucleicos, farmacos, etc., por lo que pueden ser utilizadas con fines terapéuticos o de diagndstico. En una realizacién
particular, dichas moléculas con actividad biolégica incluyen antigenos o inductores de respuestas inmune en animales
o humanos a los que se suministre, o bien fairmacos que se liberan en su sitio de accién especifico, o bien secuencias
de 4cido nucleico, todas ellas utiles en terapia génica y destinadas a ser introducidas en el interior de las células
apropiadas.

Por tanto, en otro aspecto, la invencion se relaciona con el empleo de las VLPs(-VP4) de la invencion en la elabo-
racion de medicamentos tales como, vacunas, vectores para terapia génica (delivery systems), etc. En una realizacién
particular, dicho medicamento es una vacuna destinada a conferir proteccién a animales, en particular, aves, frente al
virus causante de la bursitis infecciosa (IBDV). En otra realizacién particular, dicho medicamento es un vector para
terapia génica.

En otro aspecto, la invencién proporciona una vacuna que comprende una cantidad terapéuticamente efectiva
de VLPs(-VP4) de la invencién, junto con, opcionalmente, uno o mas adyuvantes y/o vehiculos farmacéuticamente
aceptables. Dicha vacuna es ttil para proteger animales, en particular, aves, frente al virus causante de la bursitis
infecciosa (IBDV). En una realizacion particular, dichas aves se seleccionan del grupo formado por pollos, pavos, ocas,
gansos, faisanes, codornices y avestruces. En una realizacién preferida, la vacuna proporcionada por esta invencion es
una vacuna ttil para proteger pollos de la infeccién causada por IBDV.

En el sentido utilizado en esta descripcidn, la expresion “cantidad terapéuticamente efectiva” se refiere a la cantidad
de VLPs(-VP4) de la invencion calculada para producir el efecto deseado y, en general, vendra determinada, entre otras
causas, por las caracteristicas propias de las VLPs(-VP4) y el efecto de inmunizacién a conseguir.

Los adyuvantes y vehiculos farmacéuticamente aceptables que pueden ser utilizados en dichas vacunas son los
adyuvantes y vehiculos conocidos por los técnicos en la materia y utilizados habitualmente en la elaboracién de
vacunas.

En una realizacién particular, dicha vacuna se prepara en forma de una solucién o suspensién acuosa, en un dilu-
yente farmacéuticamente aceptable, tal como solucién salina, solucién salina tamponada con fosfato (PBS), o cualquier
otro diluyente farmacéuticamente aceptable.

La vacuna proporcionada por esta invencién puede ser administrada por cualquier via de administracién apropiada
que dé como resultado una respuesta inmune protectora frente a la secuencia heterdloga o epitopo utilizado, para
lo cual dicha vacuna se formulard en la forma farmacéutica adecuada a la via de administracién elegida. En una
realizacién particular, la administracién de la vacuna proporcionada por esta invencion se efectia por via parenteral,
por ejemplo, por via intraperitoneal, subcutdnea, etc.

Los siguientes ejemplos ilustran la invencién y no deben ser considerados en sentido limitativo de la misma.
Ejemplo 1
Obtencion de VLPs(-VP4) mediante la coexpresion de pVP2 (pVPX)y VP3 en células de insecto

1.1 Obtencion de VLPs(-VP4) mediante la coexpresion de pVP2 (pVPX) y VP3 con dos rBVs independientes en
células de insecto

En este ejemplo se describen los resultados de una serie de experimentos disefiados para analizar la posibilidad
de obtener VLPs de IBDV a partir de una estrategia que evita la sintesis de la poliproteina de IBDV y, por tanto, la
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presencia de la proteasa VP4 durante el proceso de ensamblaje. El disefio experimental se basa en la coexpresion de
las proteinas pVP2 y VP3 de IBDV a partir de dos genes quiméricos independientes. Para ello, se han utilizado dos
baculovirus recombinantes (rBVs) descritos previamente, FB/his-VP3 (Kochan, G., Gonzdlez, D. & Rodriguez, J. F.
(2003). Characterization of the RNA binding activity of VP3, a major structural protein of IBDV. Archives of Virology
148, 723-744) y FB/VPX [también identificado como FB/pVP2 en esta descripcion] (Martinez-Torrecuadrada, J. L.,
Castoén, J. R., Castro, M., Carrascosa, J. L., Rodriguez, J. F. & Casal, J. I. (2000). Different architectures in the assembly
of infectious bursal disease virus capsid proteins expressed in insect cells. Virology 278, 322-331). Estos rBVs fueron
generados mediante el clonaje en vectores apropiados de los DNA complementarios (cDNAs) codificadores de las
proteinas pVP2 y pVP3 de IBDV. Dichos cDNAs fueron obtenidos por RT-PCR a partir del segmento A del genoma
de IBDV serotipo I cepa Soroa (nimero de acceso al NCBI, AAD30136). El rBV FB/his-VP3 expresa una proteina
VP3 quimérica que en su extremo N-terminal contiene un tandem de 6 histidinas fusionadas a la secuencia de VP3
(Met754-Glul012 de la poliproteina) denominada his-VP3. El rBV FB/pVP2 expresa la region codificadora de la
proteina pVP2 (Metl-Ala512).

El andlisis de la expresion de estas proteinas pVP2 y his-pVP3, bien de forma independiente o conjunta, se realizd
en cultivos celulares. Para la realizacién de estos experimentos, se utilizaron cultivos en monocapa de células proce-
dentes del insecto Trichloplusia ni (HS, Invitrogen) que fueron crecidos sobre cubreobjetos de cristal. Dichos cultivos
fueron infectados independientemente con FB/pVP2, FB/his-VP3, o co-infectados con ambos rBVs. La multiplici-
dad de infeccién fue de 5 unidades formadoras de placa (ufp)/célula. A las 48 horas después de la infeccién (hpi)
las células fueron fijadas, e incubadas con sueros policlonales de conejo anti-VP2 y con sueros policlonales de rata
anti-VP3 (Fernandez-Arias, A., Risco, C., Martinez, S., Albar, J. P. & Rodriguez, J. F. (1998). Expression of ORF
A1l of infectious bursal disease virus infectious bursal disease virus results in the formation of virus-like particles.
Journal of General Virology 79, 1047-1054). Después de sucesivos lavados, los cubreobjetos fueron incubados con
sueros de cabra anti-rata conjugado con Alexa 594 y con sueros de cabra anti-conejo conjugado a Alexa 488 (Jackson
Immunoresearch Laboratories, Inc.). Los nticleos celulares fueron tefiidos con el marcador especifico To-Pro-3 (Mo-
lecular Probes, Inc.). Finalmente, las muestras se visualizaron por epifluorescencia con un microscopio Zeiss Axiovert
200 equipado con el sistema confocal Bio Rad Radiance 2100. Las imagenes obtenidas se almacenaron utilizando
el equipo de software Laser Sharp Package (Bio Rad). Como se muestra en la Figura 2a, en los cultivos infectados
con FB/pVP2 el suero anti-VP2 mostré una sefial granular fina mezclada con estructuras tubulares ambas distribuidas
en todo el citoplasma. La sefial anti-VP3, detectada en las células infectadas con el rBV FB/his-VP3, se caracterizé
por la presencia de acumulaciones de forma esférica alrededor del niicleo y, aparentemente, huecas. En los cultivos
coinfectados con ambos rBV se detectd una notable modificacién en el patrén de distribucién de ambas proteinas. En
estas células, las sefiales especificas de pVP2 y VP3 se colocalizaron en acumulaciones esféricas y densas, sugiriendo
que su coexpresion permitia la formacién de complejos pVP2/his-VP3 (Figura 2c a la 2e).

Con la intencién de caracterizar estas estructuras en mayor detalle, extractos similares, correspondientes a célu-
las infectadas con FB/pVP2+FB/hisVP3 fueron analizados por microscopia electrénica de transmisién (TEM). Como
control, y en paralelo, se analizaron por la misma técnica cultivos de células H5 infectadas con la cepa silvestre del
virus FBD (FastBacDual, Invitrogen). Después de la infeccién, las células fueron recogidas a las 48 h, y procesa-
das como se ha descrito previamente (Fernandez-Arias A, Risco C, Martinez S, Albar JP & Rodriguez JF. (1998).
Expression of ORF A1l of infectious bursal disease virus infectious bursal disease virus results in the formation of
virus-like particles. Journal of General Virology 79:1047-1054) para su andlisis en cortes ultrafinos por TEM. Como
se muestra en la Figura 2, el citoplasma de las células coinfectadas contiene agregados formados por una mezcla de
tubulos y estructuras similares a capsidas (Figura 2g, 2h y 2i). Estos agregados no fueron observados en ningtin caso
en las muestras correspondientes a células infectadas con el virus silvestre FBD (Figura 2f). El aspecto y el tamafio
de los tubulos, asi como de las estructuras similares a capsidas fue semejante a los descritos previamente en cultivos
celulares infectados con VT7/Poly, un recombinante del virus vaccinia que expresa el gen de la poliproteina de IBDV
(Fernandez-Arias A, Risco C, Martinez S, Albar JP & Rodriguez JF. (1998). Expression of ORF Al of infectious
bursal disease virus infectious bursal disease virus results in the formation of virus-like particles. Journal of General
Virology 79:1047-1054).

Para establecer de forma inequivoca que la coexpresion de pVP2 e his-VP3 permitia el ensamblaje y, por tanto, la
obtencion de VLPs-(VP4), se decidid purificar las particulas formadas. Para ello, se infectaron con FB/pVP2+FB/his-
VP3 cultivos de células HS. 60 hpi, las células se homogeneizaron y los extractos se separaron en gradientes de sa-
carosa tal y como se ha descrito previamente (Lombardo E, Maraver A, Castén JR, Rivera J, Ferndndez-Arias A,
Serrano A, Carrascosa JL & Rodriguez JF. (1999). VP1, the putative RNA-dependent RNA polymerase of infectious
bursal disease virus, forms complexes with the capsid protein VP3, leading to efficient encapsidation into virus-like
particles. Journal of Virology 73:6973-6983). Después de su centrifugacion, los gradientes fueron fraccionados, y las
distintas fracciones fueron analizadas por TEM tal como se ha descrito previamente (Lombardo E et al., citado supra).
Como control, y sujetos al mismo procedimiento, se fraccionaron gradientes correspondientes a extractos de células
infectadas con el rBV FB/VPX o con el rBV FBD/Poly-VP1I. El virus recombinante FBD/Poly-VP1 expresa simul-
tdneamente la poliproteina y el polipéptido VP1. Como era predecible, la infeccién con FBD/Poly-VP1 tenia como
resultado una eficiente produccién de VLPs (Maraver A, Ofa A, Abaitua F, Gonzélez D, Clemente R, Diaz-Ruiz A,
Caston JR, Pazos F & Rodriguez JF. (2003). The oligomerization domain of VP3, the scaffolding protein of infectious
bursal disease virus, plays a critical role for capsid formation. Journal of Virology 77:6438-49). Por otra parte, las
fracciones correspondientes a las células infectadas con FB/VPX solamente contenian tibulos de aspecto retorcido.
Los gradientes correspondientes a células coinfectadas con los rBVs FB/pVP2+FB/his-VP3 contenian tibulos rigidos
de tipo I en las fracciones cercanas al fondo del gradiente, y VLPs-(VP4) en las centrales y en las fracciones superiores
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(Figura 3b). Las VLPs-(VP4) aisladas de las células co-infectadas con rBV FB/pVP2+FB/his-VP3 tenian un didmetro
de 65-70 nm, asi como un contorno poligonal caracteristico, absolutamente indistinguible de las VLPs purificadas de
cultivos infectados con FBD/Poly-VP1 (Maraver, A., Ofia, A., Abaitua, F.,, Gonzilez, D., Clemente, R., Diaz-Ruiz,
A., Caston, J. R., Pazos, F. & Rodriguez, J. F. (2003). The oligomerization domain of VP3, the scaffolding protein
of infectious bursal disease virus, plays a critical role for capsid formation. Journal of Virology 77:6438-49) o de los
cultivos infectados con VT7/Poly (Fernandez-Arias, A., Risco, C., Martinez, S., Albar, J. P. & Rodriguez, J. F. (1998).
Expression of ORF Al of infectious bursal disease virus infectious bursal disease virus results in the formation of
virus-like particles. Journal of General Virology 79, 1047-1054).

Con la intencién de conseguir una caracterizacién bioquimica del material obtenido, se realizaron experimentos de
western-blot en los que las distintas fracciones se enfrentaron a sueros especificos contra las proteinas VP1, pVP2, VP3
y VP4 (Fernandez-Arias et al. 1998, Lombardo et al., 2000). Como control se utilizaron extractos de células infectadas
con IBDV. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 3d. Como se esperaba, las bandas correspondientes a
los polipéptidos VP1 y VP4 sélo fueron detectadas en muestras correspondientes a células infectadas con FBD/Poly-
VPI. Los patrones correspondientes a pVP2/VP3 en muestras correspondientes a células infectadas con FBD/Poly-
VP1 o coinfectadas con FB/VPX+ FB/his-VP3 fueron similares, detectdndose dos bandas correspondientes a pVP2 y
VP3, respectivamente.

1.2 Obtencion de VLPs(-VP4) mediante la coexpresion de pVP2 (pVPX)y VP3 con un rBV en células de insecto

Ademds, se procedi6 a la construccién del pldsmido pFBD/pVP2-his-VP3. El primer paso de la construccién se
realiz6 mediante el clonaje de la region codificante de la proteina pVP2 en el vector pFBDual (Invitrogen). El frag-
mento de DNA correspondiente a pVP2 se obtuvo mediante PCR con los oligonucleétidos identificados como Oligo
I (SEQ ID NO: 1) y Oligo II (SEQ ID NO: 2) empleando como molde el plasmido pVOTE.2/Poly (Fernandez-Arias,
A., Risco, C., Martinez, S., Albar, J. P. & Rodriguez, J. F. (1998). Expression of ORF A1l of infectious bursal disease
virus infectious bursal disease virus results in the formation of virus-like particles. Journal of General Virology 79,
1047-1054). El fragmento fue purificado, sometido a digestién con los enzimas BglIl y HindIII y clonado en el vector
pFBDual (Invitrogen) previamente digerido con los enzimas BamHI y HindIII. El pldsmido resultante se denominé
pFBD/pVP2. A continuacién, se obtuvo un fragmento de DNA conteniendo la fase de lectura abierta correspondiente
a la proteina VP3 mediante digestién del plasmido pFB/his-VP3 (Kochan et al., 2003, citado supra) con el enzima
RsrIl, tratamiento con Klenow, y posterior restricciéon con Kpnl. Este fragmento de DNA fue purificado y clonado
en el pldsmido pFBD/pVP2 previamente digerido con los enzimas Smal y Kpnl. El pldsmido resultante se denominé
pFBD/pVP2-his-VP3 (SEQ ID NO: 3) y contiene la secuencia de nucleétidos codificante de las proteinas pVP2 e his-
pVP3 (esta tltima estd codificada por la cadena complementaria a los nucleétidos 6734-7585 de 1la SEQ ID NO: 3).
La secuencia de aminoacidos de la proteina pVP2 y de la proteina de fusién his-VP3 (pVP2-his-VP3) codificada por
la secuencia de nucleétidos contenida en dicho pldsmido pFBD/pVP2-his-VP3 se muestra en la SEQ ID NO: 4.

El plasmido pFBD/pVP2-his-VP3 permite la obtencién de un rBV, denominado FBD/pVP2-his-VP3, que expresa
durante su ciclo de replicacién ambas proteinas simultdneamente [http://invitrogen.com/content/sfs/manuals/bevtest.

pdf].

Los resultados obtenidos con FBD/pVP2-his-VP3 son idénticos a los obtenidos mediante la coinfeccién con los
rBVs FB/pVP2 y FD/his-VP3, obteniéndose VLPs(-VP4) de IBDV.

Ejemplo 2
Obtencion de VLPs(-VP4) mediante la coexpresion de pVP2 y VP3 como dos genes independientes en levaduras

Con el fin de estudiar la posibilidad de obtener VLPs(-VP4) de IBDV en cultivos de levadura (Saccharomyces
cerevisiae) se generd el vector pPESCURA/pVP2-VP3-GFP con el gen heter6logo GFP unido al extremo N-terminal
de VP3. El primer paso en la construccién del vector se realizé mediante el clonaje de la regién codificante de la
proteina pVP2 de IBDV en el vector pPESCURAInv. El plasmido pESCURAinv se generé mediante digestion del vector
pRS426 (Stratagene) con el enzima Pvull y religacion de la mezcla de digestion. El vector resultante, pPESCURAIinv,
contiene la regién de clonaje multiple en posicion invertida con respecto a la del vector parental pRS426. El fragmento
de DNA correspondiente a la proteina pVP2 se obtuvo mediante PCR con los oligonucleétidos denominados Oligo
III (SEQ ID NO: 5) y Oligo IV (SEQ ID NO: 6) empleando como molde el plasmido pVOTE.2/Poly (Fernidndez-
Arias, A., Risco, C., Martinez, S., Albar, J. P. & Rodriguez, J. F. (1998). Expression of ORF Al of infectious bursal
disease virus infectious bursal disease virus results in the formation of virus-like particles. Journal of General Virology
79, 1047-1054). El fragmento fue purificado, sometido a digestién con los enzimas BglIl y HindIII y clonado en el
vector pPESCURA.inv previamente digerido con los enzimas BamHI y HindIII. El pldsmido resultante se denominé
pESCURA/pVP2.

El plasmido pFB/VP3-GFP fue construido en dos etapas. La primera consistié en el clonaje de una fragmento de
DNA, generado mediante PCR, que contiene la ORF de la proteina VP3 de IBDV carente del cod6n de terminacion.
Esta PCR se realizé utilizando los oligonucleétidos denominados Oligo V (SEQ ID NO: 7) y Oligo VI (SEQ ID
NO: 8) y empleando como molde el plasmido pVOTE.2/Poly (Fernindez-Arias, A., Risco, C., Martinez, S., Albar,
J. P. & Rodriguez, J. F. (1998). Expression of ORF Al of infectious bursal disease virus results in the formation of
virus-like particles. Journal of General Virology 79, 1047-1054). E1 DNA resultante fue digerido con los enzimas
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EcoRI y BamHI y clonado en el vector pPEGFP-N3 (Clontech) también digerido con los mismos enzimas. El pldsmido
resultante se denominé pVP3-GFP. A continuacién, el pldsmido pEGFP-GFP fue digerido con los enzimas EcoRI y
Notl y clonado en le vector pFastBacl (Invitrogen). El pldsmido resultante se denominé pFB/VP3-GFP.

A continuacién, se obtuvo un fragmento de DNA que contenia la fase de lectura abierta correspondiente a la pro-
tefna VP3 de IBDV fusionada a la region codificante de la proteina EGFP mediante digestién del plasmido pFB/VP3-
GFP con los enzimas EcoRI y Notl. Este fragmento de DNA fue purificado y clonado en el plasmido pESCURA/pVP2
previamente digerido con los enzimas EcoRI y Notl. El plasmido resultante se denominé pESCURA/pVP2-VP3-GFP
(SEQID NO: 9) y contiene las ORFs de las proteinas pVP2 y VP3-GFP bajo el control transcripcional de dos promoto-
res independientes, GAL 1 y GAL 10, ambos inducibles por galactosa (la proteina pVP2 estd codificada por la cadena
de nucleétidos complementaria a los nucledtidos 5862-7343 de la SEQ ID NO: 9). La secuencia de aminodcidos de
la proteina pVP2 y de la proteina de fusién VP3-GFP (pVP2-VP3-GFP) codificada por la secuencia de nucleétidos
contenida en dicho pldsmido pESCURA/pVP2-VP3-GFP se muestra en la SEQ ID NO: 10.

Posteriormente, pPESCURA/pVP2-VP3-GFP se empled para transformar un cultivo de la levadura S. cerevisiae
haploide cepa 499 de acuerdo con un protocolo previamente descrito (Gietz, R.D. and R.A. Woods. (2002), Trans-
formation of yeast by the Liac/SS carrier DNA/PEG method. Methods in Enzymology 350:87-96). Las levaduras
transformadas con el plasmido fueron seleccionadas mediante crecimiento en placas de medio SC (CSM + YNB,
glucosa 2% y bacto agar) suplementadas con los aminodcidos triptéfano, leucina e histidina y carentes de uracilo
(-Ura). Tras una incubacion de 48 h a 30°C, se selecciond una colonia que fue empleada para la realizacién de los
subsiguientes andlisis de expresion de proteinas y formacién de VLPs-(VP4).

El andlisis de la expresion de las proteinas pVP2 y VP3 y formacién de VLPs-(VP4) se realizé siguiendo un
protocolo descrito previamente para la caracterizaciéon de VLPs de IBDV en otros sistemas de expresion (Ferndndez-
Arias, A., Risco, C., Martinez, S., Albar, J. P. & Rodriguez, J. F. (1998). Expression of ORF Al of infectious bursal
disease virus results in the formation of virus-like particles. Journal of General Virology 79, 1047-1054; Lombardo,
E., Maraver, A., Castén, J. R., Rivera, J., Fernandez-Arias, A., Serrano, A., Carrascosa, J. L. & Rodriguez, J. F.
(1999). VP1, the putative RNA-dependent RNA polymerase of infectious bursal disease virus, forms complexes with
the capsid protein VP3, leading to efficient encapsidation into virus-like particles. Journal of Virology 73, 6973-698).
La colonia seleccionada fue cultivada en medio liquido CSM (-Ura) + YNB suplementado con rafinosa al 2%. El
cultivo se incub6 a 30°C durante 24 h. Este cultivo fue empleado para inocular, a una densidad éptica (D.O.) de
0,2, un matraz de 200 ml de medio CSM (-Ura) + YNB suplementado con el inductor galactosa al 2%. El cultivo
fue mantenido a 30°C durante 18 horas (hasta una D.O. entre 1,0 y 2,0). Las levaduras fueron centrifugadas a 3.000
rpm, 5 minutos a 4°C, se lavaron con agua destilada una vez, y el pellet fue resuspendido en tampdn de lisis (TEN:
Tris 10 mM, pH 8,0; NaCl 150 mM; EDTA 1 mM) + inhibidores de proteasas 2X (Compl Roche). Para la lisis se
afiadié un volumen de “glass beads” (cuentas o perlas de vidrio) de un tamafio aproximado de 425-600 micrones
(Sigma). Esta mezcla fue sometida al vortex vigoroso durante 30 segundos 4 veces, con intervalos de 30 segundos,
y todo ello a 4°C. Tras ello se recuperd la fraccion soluble por centrifugacion de la mezcla de lisis a 13.000 rpm
durante 15 minutos a 4°C. Esta muestra fue sometida a fraccionamiento en un gradiente de sacarosa de acuerdo con un
protocolo previamente descrito (Lombardo, E., Maraver, A., Castén, J. R., Rivera, J., Ferndndez-Arias, A., Serrano,
A., Carrascosa, J. L. & Rodriguez, J. F. (1999). VP1, the putative RNA-dependent RNA polymerase of infectious
bursal disease virus, forms complexes with the capsid protein VP3, leading to efficient encapsidation into virus-like
particles. Journal of Virology 73, 6973-6983). Las muestras obtenidas tras el fraccionamiento asi como una muestra del
material de partida fueron analizadas mediante electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato s6dico (SDS-
PAGE) [Current Protocols in Molecular Biology] e inmunodeteccién por Western blot (Figura 4A) empleando sueros
anti-pVP2 y anti-VP3 [Current Protocols in Molecular Biology]. Como se muestra en la Figura 4A, el Western blot
revel6 la presencia de bandas, con la masa molecular predicha correspondiente a las proteinas pVP2 (48 kDa) y VP3-
GFP (61 kDa), asi como otras bandas inmunoreactivas de menor tamaflo producidas probablemente por degradacion
proteolitica tanto en la muestra inicial como en las diferentes fracciones del gradiente. Estos resultados demostraron
de forma fehaciente la correcta expresion de ambos polipéptidos en el cultivo de S. cerevisiae transformado con el
plasmido pESCURA/pVP2-VP3. A continuacidn, las distintas fracciones del gradiente fueron analizadas mediante
TEM tal como se ha descrito previamente (Lombardo, E., Maraver, A., Caston, J. R., Rivera, J., Fernandez-Arias,
A., Serrano, A., Carrascosa, J. L. & Rodriguez, J. F. (1999). VP1, the putative RNA-dependent RNA polymerase of
infectious bursal disease virus, forms complexes with the capsid protein VP3, leading to efficient encapsidation into
virus-like particles. Journal of Virology 73, 6973-6983). Como se muestra en la Figura 4B, el andlisis mediante TEM
de las fracciones del gradiente revel6 la existencia de VLPs de IBDV en la fracciones superiores del gradiente. Estas
VLPs, VLPs(-VP4), presentan un didmetro de 65-70 nm y un contorno poligonal indistinguible de las VLPs de IBDV
obtenidas en otros sistemas de expresion (Figura 4C).
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REIVINDICACIONES

1. Una cépsida vacia del virus causante de la enfermedad de la bursitis infecciosa (IBDV), VLP(-VP4), caracteri-
zada porque estd constituida, inicamente, por ensamblaje de proteinas pVP2 de IBDV y proteinas VP3 de IBDV.

2. Un 4cido nucleico caracterizado porque su secuencia de nucleétidos estd constituida por (i) una secuencia de
nucléotidos que consiste en la fase de lectura abierta correspondiente a la proteina pVP2 de IBDV y (ii) una secuencia
de nucléotidos que consiste en la fase de lectura abierta correspondiente a la proteina VP3 de IBDV.

3. Una construccién génica que comprende un dcido nucleico segun la reivindicacion 2.
4. Un sistema de expresion seleccionado entre:

a) un sistema de expresidon que consiste en (i) una construccidon génica que consiste en la fase de lectura
abierta correspondiente a la proteina pVP2 de IBDV, operativamente unida a unos elementos de control
de transcripcion y, opcionalmente, de traduccién, y (ii) una construccién génica que consiste en la fase
de lectura abierta correspondiente a la proteina VP3 de IBDV, operativamente unida a unos elementos de
control de transcripcion y, opcionalmente, de traduccién; y

b) un sistema de expresién que consiste en una construccién génica segtin la reivindicacién 3, operativamente
unida a unos elementos de control de transcripcion y, opcionalmente, de traduccion.

5. Sistema de expresion segun la reivindicacion 4, caracterizado porque se selecciona entre plasmidos, bicmidos,
cromosomas artificiales de levadura (YACs), cromosomas artificiales de bacteria (BACs), cromosomas artificiales
basados en el bacteriéfago P1 (PAC), cdsmidos, y virus, que pueden contener, opcionalmente, un origen de replicacién
heterdlogo.

6. Una célula huésped que contiene un acido nucleico segun la reivindicacién 2, o una construccién génica segin
la reivindicacién 3, o un sistema de expresion segin cualquiera de las reivindicaciones 4 6 5.

7. Una célula huésped transformada, transfectada o infectada con un sistema de expresion segtn cualquiera de las
reivindicaciones 4 6 5.

8. Célula huésped segtin la reivindicacién 6 6 7, caracterizada porque es una célula de insecto o una levadura.
9. Un procedimiento para la produccién de cdpsidas vacias del virus causante de la enfermedad de la bursitis infec-
ciosa (IBDV), VLPs(-VP4), segin la reivindicacién 1, que comprende cultivar una célula huésped segiin cualquiera

de las reivindicaciones 6 a 8, y, si se desea, recuperar dichas capsidas vacias de IBDV.

10. Procedimiento segun la reivindicaciéon 9, en el que dicha célula huésped es una célula de insecto, que comprende
las etapas de:

a) preparar un sistema de expresion seleccionado entre:

- un sistema de expresion constituido por un baculovirus recombinante que contiene una construccion
génica segun la reivindicacion 3, operativamente unida a unos elementos de control de transcripcion y,
opcionalmente, de traduccién; y

- unsistema de expresion constituido por (i) un baculovirus recombinante que contiene una construccién
génica que comprende la fase de lectura abierta correspondiente a la proteina pVP2 de IBDV, y (ii)
un baculovirus recombinante que contiene una construccién génica que comprende la fase de lectura
abierta correspondiente a la proteina VP3 de IBDV;

b) infectar células de insecto con dicho sistema de expresion preparado en la etapa a);

c) cultivar las células de insecto infectadas obtenidas en la etapa b) bajo condiciones que permiten la expresién
de las proteinas recombinantes y su ensamblaje para formar cdpsidas vacias, VLPs(-VP4), de IBDV; y

d) si se desea, aislar y, opcionalmente, purificar, dichas capsidas vacias, VLPs(-VP4), de IBDV.

11. Procedimiento segtn la reivindicacién 9, en el que dicha célula huésped es una levadura, que comprende las
etapas de:

a) preparar un sistema de expresion constituido por un pldsmido que contiene una construccién génica segiin
la reivindicacion 3;

b) transformar células de levadura con dicho sistema de expresion preparado en la etapa a);
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¢) cultivar las levaduras transformadas obtenidas en la etapa b) bajo condiciones que permiten la expresion de
las proteinas recombinantes y su ensamblaje para formar cdpsidas vacias, VLPs(-VP4), de IBDV; y

d) si se desea, aislar y, opcionalmente, purificar, las capsidas vacias, VLPs(-VP4), de IBDV.

12. Empleo de un sistema de expresion génica segin cualquiera de las reivindicaciones 4 6 5, para la produccién y
obtencién de cdpsidas vacias, VLPs(-VP4), de IBDV segtn la reivindicacion 1.

13. Empleo de capsidas vacias del virus causante de la enfermedad de la bursitis infecciosa (IBDV), VLPs(-VP4),
segun la reivindicacion 1, en la elaboracién de un medicamento.

14. Empleo segtn la reivindicacién 13, en el que dicho medicamento es una vacuna frente a la enfermedad aviar
denominada bursitis infecciosa.

15. Empleo segtn la reivindicacién 13, en el que dicho medicamento es un vector para terapia génica.

16. Una vacuna que comprende una cantidad terapéuticamente efectiva de cdpsidas vacias de IBDV, VLPs(-VP4),
segun la reivindicacién 1, junto con, opcionalmente, uno o mas adyuvantes y/o vehiculos farmacéuticamente acepta-
bles.

17. Vacuna segun la reivindicacion 16, para proteger aves de la infeccion causada por el virus causante de la bursitis
infecciosa (IBDV).

18. Vacuna segtn la reivindicacion 17, en la que dichas aves se seleccionan del grupo formado por pollos, pavos,
ocas, gansos, faisanes, codornices y avestruces.

19. Una vacuna para proteger pollos de la infeccién causada por el virus causante de la bursitis infecciosa (IBDV)

que comprende una cantidad terapéuticamente efectiva de capsidas vacias de IBDV, VLPs(-VP4), segtin la reivindica-
cién 1, junto con, opcionalmente, uno o mas adyuvantes y/o vehiculos farmacéuticamente aceptables.
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LISTA DE SECUENCIAS
<110> CONSEJO SUPERIOR DE INVESTIGACIONES CIENTIFICAS

<110> BIONOSTRA, S.L.

<120> CAPSIDAS VACIAS (VLPs(-VP4)) DEL VIRUS CAUSANTE DE LA ENFERMEDAD DE LA BURSITIS

INFECCIOSA (IBDV), SU PROCEDIMIENTO DE OBTENCION Y APLICACIONES

<130> P1392PC

<150> ES P200400121
<151>2004-01-21 (21 enero, 2004)

<160> 10
<170> Patentln version 3.1

<210>1

<211> 35

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220> DNA Sintético
<223> Cebador Oligo I

<400> 1
gcgcagatct atgacaaacc tgtcagatca aaccc

<210>2

<211> 34

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220> DNA sintético
<223> Cebador Oligo II

<400> 2
gcgcaagcett aggcgagagt cagetgectt atge

<210>3

<211> 17595

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Plasmido pFBD/pVP2-his-VP3

<221> Promotor
<222> (157)..(285)
<223> Promotor ppolh

<221> CDS

35

34
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<222>(291)..(1289)
<223> pVP2 ORF

<221> Promotor
<222> (7443) .. (7503)
<223> Promotor p10

<400> 3
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gggtgatcaa
aattaatata
tgaattaaag
accatctege

ctataaatat

gtcttegteg
caaatgattt
gtcecgtatac
aaataaataa

tccggattat

agtgattgta
gataataatt
tccggaatat
gtattttact

tcatacecgtce

aataaaatgt
cttatttaac
taatagatca
gttttcgtaa

ccaccatecgg

aatttacagt
tataatatat
tggagataat
cagttttgta

gcgcggatcet

aac
Asn

ctg
Leu

aag
Lys
35

gac
Asp

att
Ile

gat
Asp

tgc
Cys

ggt
Gly
115

gga
Gly

gca
Ala

ctg
Leu

atg
Met
20

cac
His

aca
Thr

gtg
Val

cag
Gln

agg
Arg
100

ggc
Gly

agc
Ser

aca
Thr

tca
Ser

cca
Pro

act
Thr

999
Gly

ggt
Gly

atg
Met
85

cta
Leu

gtt
Val

ctg
Leu

gcc
Ala

gat
Asp

aca
Thr

ctc
Leu

tca
Ser

gct
Ala
70

ctc
Leu

gtg
val

tat
Tyr

agt
Ser

aac
Asn
150

caa
Gln

acc
Thr

agg
Arg

999
Gly
55

cac
His

ctg
Leu

agt
Ser

gca
Ala

gaa
Glu
135

atc
Ile

acc
Thr

gga
Gly

tca
Sexr
40

cta
Leu

tac

Tyr

act
Thr

cgg
Arg

cta
Leu
120

ctg
Leu

aac
Asn

cag
Gln

ceg
Pro
25

gag
Glu

att
Ile

aca
Thr

gcc
Ala

agt
Ser
105

aac

Asn

aca
Thr

gac
Asp

cag
Gln
10

gcg
Ala

acc
Thr

gtc
val

ctg
Leu

cag
Gln
20

ctc

Leu

ggc
Gly

gat
Asp

aaa
Lys

att
Ile

tce
Ser

tecg
Ser

ttt
Phe

cag
Gln
75

aac
Asn

aca
Thr

acc
Thr

gtt
Val

att
Ile
155

gtt
Val

att
Ile

acc
Thr

ttce
Phe
60

ggc
Gly

cta
Leu

gtg
Val

ata
Ile

agc
Ser
140

g99
Gly

ccg
Pro

cecg
Pro

tac
Tyr
45

cct
Pro

aat
Asn

ccg
Pro

agg
Arg

aac
Asn
125

tac

Tyxr

aac
Asn

ttc
Phe

gac
Asp
30

aat
Asn

gga
Gly

ggg
Gly

gce
Ala

tca
Ser
110

gecc

Ala

aat
Asn

gtc
val

ata
Ile
15

gac
Asp

ttg
Leu

ttc
Phe

aac
Asn

agt
Ser
95

agc

Ser

gtg
Val

999
Gly

cta
Leu

cgg
Arg

acc
Thr

act
Thr

cct
Pro

tac

Tyr

tac
Tyr

aca
Thr

acc
Thr

ttg
Leu

gta
vVal
160

atagtatttt
tgtgttgggt
taaaatgata
ataaaaaaac
atg aca
Met Thr

1

ctt
Leu

agc
Ser

ctg
Leu

gag
Glu

gtg
Val

999
Gly

tca
Ser

ggc
Gly
65

ttc
Phe

aag
Lys

tac

Tyxr

aac
Asn

ctt
Leu

cct
Pro

ttc
Phe

caa
Gln
130

tct
Ser

atg
Met
145

999
Gly

gaa
Glu

60

120

180

240

296

344

392

440

488

536

584

632

680

728

776
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acc
Thr
165

gtc
Val

gg9g9
Gly

ctt
Leu
180

ggt
Gly

agg
Arg

gcc
Ala
195

aca
Thr

tgt
Cys

gcc
Ala

gat
Asp

gat
Asp

atc
Ile

aca
Thr

ctg
Leu

gg9g9
Gly

gga
Gly

gag
Glu
245

atc
Ile

gcc
Ala

acc
Thr
260

gct
Ala
275

gtg
Val

gcc
Ala

tte
Phe

cca
Pro

aat
Asn

atc
Ile

tcc
Ser

aaa
Lys

gat
Asp

cag
Gln

atg
Met
325
caactatcca
atccgtegtt
aaagaacctg
gatactgagt
tgactttegt
agcattcggc

cacattgttc

gctgggegat

ctc
Leu

gtc
Val

cccC
Pro

gac
Asp

gac
Asp

agc
Ser

agce
Ser

att
Ile

agt
Ser
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tta
Leu

ccc
Pro
170

cce
Pro
185

gca
Ala

gac
Asp

agg
Arg

200

tac

Tyr

caa
Gln
215

ttc
Phe
230

tca
Ser

ctc
Leu

gtg
Val

ctc
Leu

tac
Tyr

aac
Asn

gca
Ala

ttc
Phe

gcc
Ala

ttt
Phe

ata
Ile

aat
Asn

tca
Ser

tca
Ser

aac
Asn

att
Ile

aca
Thr
250

cga
Arg

ttt
Phe

ggc
Gly
265

ctg
Leu

999
Gly

280

ctt
Leu

gtg
val
295

ctg
Leu
310

gag
Glu

tca
Ser

tgg
Trp

ggggccctcee
acggtcgctg
gttacagaat
gagagggacc
gaatacttca
ttcaaagaca

ccacctgcecg

gaggcccagg

att
Ile

ata
Ile

tcg
Ser

cca
Pro

aca
Thr

acc
Thr

gtg
Val

gca
Ala

aga
Arg

330

gtccegtceac
gggtgagcaa
acggccgatt
gtcttggcat
tggaggtggce
taatccgggce

ctceectage

ccgcttcagg

tat
Tyr

tca
Ser

aca
Thr

ctt
Leu

ata
Ile

999
Gly

ccceC
Pro

aga
Arg

gtc
Val
205

tac

Tyr
220

cag
Gln

caa
Gln

atc
Ile

gat
Asp
235

gcc
Ala

cac
His

agc
Ser

gte
Val

gat
Asp

aca
Thr

999
Gly

acce
Thr

acg
Thr

ggc
Gly
285

ata
Ile

aac
Asn

gag
Glu
300

tcc
Ser
315

aaa
Lys

agt
Ser

cta
Leu

999
Gly

agc
Ser
gctagtggcce
cttcgagctg
tgacccagga
caagaccgtc
cgacctcaac
cataaggagg
ccatgcaatt

aactgctcga

ctt
Leu
175

gat
Asp

999
Gly

cca
Pro

aaa
Lys

gac
Asp
190

ata
Ile

tac
Tyr

acc
Thr

cca
Pro

ggt
Gly

999
Gly

aca
Thr

ctc
Leu
240

agc
Ser

ctt
Leu
255

gta
Val

ggc
Gly

atc
Ile

gta
Val

acg
Thr
270

acc
Thr

aac
Asn

gac
Asp

acc
Thr

cca
Pro

cag
Gln

ggt ggt
Gly Gly

cag
Gln
320

gcagtgacga

tacgaaagag
atcccaaatc
gccatgaact
tggccaacaa
tctcecectga
atagctgtgce
ggggaaggtg

gccgegtceag

tat
Tyr

gtg
Val

atg
Met

gta
Val

act
Thr

gca
Ala
210

gta
val
225

aca
Thr

agc
Ser

gtt
val

ctg
Leu

ggc
Gly

acc
Thr

agg
Arg

ctt
Leu

atg
Met
290

atc
Ile
305

aca
Thr

gca
Ala

999
Gly

tccatggtgg

tggcaacagg
ctgaactagc
acacaaaatt
gggagtacac
agattgcagg
cggtggtcetc
tagactacct

gaaaagcaag

824

872

920

968

1016

1064

1112

1160

1208

1256

1309

1369

1429

1489

1549

1609

1669

1729

1789
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agctgcctcea
ggatcataat
acctcecceccect
cagcttataa
tttcactgca
tectgatcact
attttgtcat
tgtcactctt
attttgtccg
ccaactceccat
ttttctgtcea
agcctgaatyg
gttacgecgea
ttcecttect
cctttagggt
gatggttcac
teccacgttet
gtctattctt
ctgatttaac
ggcactttte
aatatgtatc
aagagtatga
ctteectgttt
ggtgcacgag
cgccecogaay
ttatcccgta
gacttggttg
gaattatgca
acgatcggag

cgecttgate

ggccgcataa
cagcceatacce
gaacctgaaa
tggttacaaa
ttetagttgt
gcttgagect
ttttaatttt
ccctaaataa
cccacagegg
gtgacaaacc
tctettegtt
gcgaatggga
gcgtgacege
ttctegecac
tccgatttag
gtagtgggce
ttaatagtgg
ttgatttata
aaaaatttaa
ggggaaatgt
cgctecatygag
gtattcaaca
ttgctecacce
tgggttacat
aacgttttce
ttgacgccygg
agtactcacc
gtgectgecat
gaccgaagga

gttgggaacc
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ggcagctgac
acatttgtag
cataaaatga
taaagcaata
ggtttgtcecca
aggagatceg
cgtattagcet
tccttaaaaa
ggcattttte
gtcatetteg
attaatgttt
cgegeectgt
tacacttgcee
gttcgeecgge
tgectttacgg
atcgecectga
actcttgtte
agggattttg
cgecgaatttt
gcgecggaacce
acaataaccc
tttecegtgte
agaaacgctg
cgaactggat
aatgatgagc
gcaagagcaa
agtcacagaa
aaccatgagt
gctaaccegcet

ggagctgaat

tctegectaa
aggttttact
atgcaattgt
gcatcacaaa
aactcatcaa
aaccagataa
tacgacgcta
ctcecatttee
ttcectgttat
gctacttttt
gtaattgact
agcggegceat
agcgcocctag
tttececgte
cacctecgace
tagacggttt
caaactggaa
ccgatttegg
aacaaaatat
cctatttgtt
tgataaatge
gccettatte
gtgaaagtaa
ctcaacagcg
acttttaaag
ctcggtegec
aagcatctta
gataacactyg
tttttgcaca

gaagccatac

gcttgtecgag
tgctttaaaa
tgttgttaac
tttcacaaat
tgtatcttat
gtgaaatcta
cacccagttce
acccecteeca
gtttttaatc
ctectgteaca
gaatatcaac
taagcgeggce
cgeeecgetece
aagctctaaa
ccaaaaaact
ttecgecettt
caacactcaa
cctattggtt
taacgtttac
tatttttcta
ttcaataata
ccttttttge
aagatgctga
gtaagatcct
ttctgctatg
gcatacacta
cggatggcat
cggccaactt

acatggggga

caaacgacga

aagtactaga
aacctccecac
ttgtttattg
aaagcatttt
catgtetgga
gtteccaaact
ccatctattt
gttcccaact
aaacatcctg
gaatgaaaat
gcttatttge
gggtgtggtg
tttcgettte
tcgggggete
tgattagggt
gacgttggag
cectatceteg
aaaaaatgag
aatttcaggt
aatacattca
ttgaaaaagg
ggcattttge
agatcagttyg
tgagagtttt
tggcgecggta
ttctcagaat
gacagtaaga
acttctgaca
tcatgtaact

gegtgacace

1849

1909

1969

2029

2089

2149

2208

2269

2329

2389

2445

2509

2569

2629

2689

2749

2809

2869

2929

2989

3049

3109

3169

3229

3289

3349

3409

3469

35289

3589
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acgatgcctg
ctagcttceccee
ctgcgetegg
gggtctcgeg
atctacacga
ggtgectcac
attgatttaa
ctcatgacca
aagatcaaag
aaaaaaccac
ccgaaggtaa
tagttaggcce
ctgttaccag
cgatagttac
agcttggagce
gccacgcttce
ggagagcgca
tttcgecace
tggaaaaacg
cacatgttct
tgagctgata
gcggaagagce
agaccagccg
taagcgggtg
aataaagtct
aaaagcatac
tgcecegtegt
tgtgacaatt
taggtggcgg

gtatagagag

tagcaatggc
ggcaacaatt
ccctteegge
gtatcattgc
cggggagtca
tgattaagca
aacttcattt
aaatcecctta
gatcttettg
cgctaccagce
ctggcttcag
accacttcaa
tggctgetge
cggataaggc
gaacgaccta
c¢cgaagggag
cgagggagct
tctgacttga
ccagcaacgc
ttectgegtt
ccgctegeeg
gcctgatgceg
cgtaacctgg
tgggcggaca
taaactagac
tggacttttg
attaaagagg
taccgaacaa
tacttgggtc

ccactgeggg
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aacaacgttg
aatagactgg
tggctggttt
agcactgggg
ggcaactatyg
ttggtaactg
ttaatttaaa
acgtgagttt
agatcetttt
ggtggtttgt
cagagcgcag
gaactctgta
cagtggcgat
gcagcggtceyg
caccgaacty
aaaggcggac
tccaggggga
gcgtcecgattt
ggccttttta
atccectgat
cagccgaacyg
gtattttcte
caaaatcggt
ataaagtctt
agaatagttg
ttatggctaa
ggcgtggcca
ctecegeggee
gatatcaaag

atcgtcaccey

cgcaaactat
atggaggcgg
attgctgata
ccagatggta
gatgaacgaa
tcagaccaag
aggatctagg
tcgttceccact
tttetgegeg
ttgccggatce
ataccaaata
gcaccgccta
aagtcgtgtc
ggctgaacgg
agatacctac
aggtatccgg
aacgcctggt
ttgtgatgct
cggttcctgg
tctgtggata
accgagcgca
cttacgcate
tacggttgag
aaactgaaca
taaactgaaa
agcaaactct
agggcatggt
gggaagccga
tgcatcactt

taatctgett

taactggecga
ataaagttgce
aatctggagce
agcccteccg
atagacagat
tttactcata
tgaagatcct
gagcgtcaga
taatctgcetg
aagagctacc
ctgtcettet
catacctcge
ttaccgggtt
ggggttegtg
agcgtgagca
taagcggcag
atctttatag
cgtcaggggg
cettttgetg
accgtattac
gcgagtcecagt
tgtgcggtat
taataaatgg
aaatagatct
tcagtccagt
tcattttctg
aaagactata
teteggettg
cttcecegtat

gcacgtagat

actacttact
aggaccactt
cggtgagegt
tatcgtagtt
cgctgagata
tatactttag
ttttgataat
cccecgtagaa
cttgcaaaca
aactcttttt
agtgtagccecg
tctgctaatce
ggactcaaga
cacacagccee
ttgagaaagc
ggtcggaaca
tectgteggg
gcggagcecta
gcecttttget
cgectttgag
gagcgaggaa
ttcacaccgce
atgccctgeg
aaactatgac
tatgctgtga
aagtgcaaat
ttecgeggegt
aacgaattgt
gcccaacttt

cacataagca

3649

3709

3769

3829

3889

3949

4009

40689

4129

4189

4249

4309

4369

4429

4489

4549

4609

4669

4729

4789

4849

4909

4969

5029

5089

5149

5209

5269

5329

5389
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ccaagcgcgt
cggtgcetege
ctgggcagaa
gcgatgaatyg
gagtaggtgg
ttgacttggt
tttgttttag
gctccataac
catagactgt
accgetgegt
cagtttacga
tgtgcgtcac
gaacgagcgc
ctacggcaag
gtcgecggege
ggaaggcgag
gtaccegtag
tcacccgaac
tggggtctceg
acaaacgace
tcectteeggt
tgcctecgaga
aggcctttga
gcececagecga
agccegectg
ttcttggttt

agcttggggt

ttgttettet

tgggtccggt

gtgccececattyg

tggcctcatg
cggagactgce
cgtaagccgce
tcttactacg
ctacgtctec
cagggccgag
ggcgactgec
atcaaacatc
acaaaaaaac
tcggtcaagg
accgaacagg
ccggcaacct
aaggtttcgg
gtgctgtgea
ttgecggtgg
catcgtttgt
tggctatggce
ttgggggattg

gtggggtatc
caacaccegt
attgtctect
ctgcaggetc
atteccggatce
ccagggggtce
ggattgecgat
gggccacgtc
ggctctgect
gatgccaacc
atttctegtt

agtgctaccce
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cttgaggaga
gagatcatag
gagagcgcca
gagcaagttc
gaactcacga
cctacatgtg
ctgctgegta
gacccacggc
agtcataaca
ttctggacca
cttatgtcaa
tgggcagcag
tectecacgea
cggatetgec
tgctgaccce
tegeccagga
agggcttgcee
gggtggggaa
gacagagtgc
gegttttatt
tcegtgttte
tagattcgaa
ctcactcaag
tctgtgttgg
gcttcatcete
catggttgat
gtectggagce
ggctcttete
tgttctgeca

attctggtgt

ttgatgagcg
atatagatct
acaaccgctt
ccgaggtaat
ccgaaaagat
cgaatgatgce
acatcgttgce
gtaacgcget
agccatgaaa
gttgcgtgag
ctgggttegt
cgaagtcgag
tcgtecaggea
ctggcttcag
ggatgaagtyg
ctctagctat
gccecgacgt
aaggaagaaa
cagcecctggg
ctgtcttttt
agttagccte
agcggcecgeg
gtcctcatea
agcattgggt
catcgcagtc
ttcatagact
ccecgtagatce
tgcatgcacg
gtactttacce

tgcaaagtag

cggtggcaat
cactacgcgg
cttggtcecgaa
cggagtcegg
caagagcagc
ccatacttga
tgctgegtaa
tgectgettgg
accgccactg
cgecatacget
gccttcatee
gcatttetgt
ttggcggcect
gagatcggta
gttecgeatcec
agttctagtg
tggctgcgag
cgcgggegta
accgaacccc
attgecgtceca
cececatetece
actagtgage
gagacggtcc
tttggecttgg
aagagcagat
ttggcaactt
gacgtagcetg
tagtctagat

tggcctggge

atgcccatgg

gececetgecte
ctgctcaaac
ggcagcaagc
ctgatgttgy
ccgcatggat
gccacctaac
catcgttget
atgccegagg
cgccgttace
acttgcatta
gtttcecacgg
cctggetggce
tgctgttcett
gaccteggec
teggttttct
gttggcctac
cecetgggecet
ttggtcccaa
gcgtttatga
tagcgeggagt
cggtaccgea
tegtegacgt
tgatccageg
gctttggtag
ctttecatctg
cgtctatgaa
cccttaggat
agtcctegtt
ttggceccteg

tcteccatcett

5449

5509

5569

5629

5689

5749

5809

58689

5829

5989

6049

6109

6169

6229

6289

6349

6409

6469

6529

6589

6649

6709

6769

6829

6889

6949

7009

7069

7129

7188
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ctttgagatc
cactcegtag
gtttgcaaga
gtcagtcaca
tgggteccacg
tttgaactct

gtaatcgtga

cgtgtgtcectt
cctgectgtece
aaatttcgea
atcccattet
ttggetgetyg
gatgcagcca

tggtgatggt
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tttcecetetg
cgtacttgge
tcegatggge
cttccageca
cttecattge
tggcgecectg

gatggtagta

<210> 4
<211> 333
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Proteina pVP2-his-VP3

<400> 4

Met

Ser

Leu

Val

Gly

65

Lys

Asn

Leu

Phe

Met

145

Gly

Tyr

Thr

Leu

Glu

Gly

50

Ser

Phe

Tyr

Pro

Gln

130

Ser

Glu

val

Asn

Leu

Lys

Asp

Ile

Asp

Cys

Gly

115

Gly

Ala

Gly

Arg

Leu

Met

20

His

Thr

val

Gln

Arg

100

Gly

Ser

Thr

Val

Leu
180

Ser

Pro

Thr

Gly

Gly

Met

B5

Leu

Val

Leu

Ala

Thr

165

Gly

Asp

Thr

Leu

Ser

Ala

70

Leu

Val

Tyr

Sex

Asn

150

val

Asp

Gln

Thr

Arg

Gly

55

His

Leu

Ser

Ala

Glu

135

Ile

Leu

Pro

tgcttectet
cctttgegac
gttcgggteg
catgaacaca
tctgacggcea
aaaatacagg

cgacatggtt

Thr Gln Gln

10
Pro Ala
25

Gly

Ser Glu Thr

40
Ile

Leu Val

Tyr Thr Leu

Thr Ala Gln

90

Ser
105

Arg Leu

Leu Asn

120

Gly

Leu Thr Asp

Asn Asp Lys

Pro
170

Ser Leu

Ile Pro Ala

185

ggtgtgggge
ttgctgecetg
ctgagtgega
ctgagtgcag
ctctcgagtt
tttteggteg

tcggac

cccgagcecte
cttgtggtgce
agttggccat
attggaatag

cgggggtete

ttgggatatc

Ile

Ser

Ser

Phe

Gln

75

Asn

Thr

Thr

Val

Ile

155

Thr

Ile

Val

Ile

Thr

Phe

60

Gly

Leu

Val

Ile

Ser

140

Gly

Ser

Gly

Pro

Pro

Tyr

45

Pro

Asn

Pro

Arg

Asn
125

TYyr

Asn

Tyr

Leu

Phe

Asp

30

Asn

Gly

Gly

Ala

Ser

110

Ala

Asn

Val

Asp

Asp
150

Ile

15

Asp

Leu

Phe

Asn

Ser

95

Ser

Val

Gly

Leu

Leu

175

Pro

Arg

Thr

Thr

Pro

Tyr
80

Tyr
Thr
Thr
Leu
Val
160

Gly

Lys

7245

7309

7369

7429

7489

7549

7595
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Met Val Ala Thr Cys Asp
195

Thr Ala Ala Asp Asp Tyr
210

val Thr Ile Thr Leu Phe
225 230

Ser Val Gly Gly Glu Leu
245

Leu Gly Ala Thr Ile Tyr
260

Thr Arg Ala Val Ala Ala
275

Leu Met Pro Phe Asn Leu
290

Ile Thr Ser Ile Lys Leu
305 310

Ala Gly Asp Gln Met Ser
325

<210> 5
<211> 35
<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220> DNA sintético
<223> Cebador Oligo III

<400> 5
gcgcagatct atgacaaacc tgtcagatca aaccc

<210> 6

<211> 34

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220> DNA sintético
<223> Cebador Oligo IV

<400> 6
gcgeaagett aggegagagt cagetgectt atge

<210>7
<211> 33
<212> DNA

<213> Secuencia artificial

ES 2294 679 T3

Ser

Gln

215

Ser

Val

Leu

Asn

Val

295

Glu

Trp

Ser

200

Phe

Ala

Phe

Ile

Asn

280

Ile

Ile

Ser

Asp

Ser

Asn

Arg

Gly

265

Gly

Pro

Val

Ala

Arg

Ser

Ile

Thr

250

Phe

Leu

Thr

Thr

Arg
330

Pro

Gln

Asp

235

Ser

Asp

Thr

Asn

Ser

315

Gly

Arg

Tyr

220

Ala

Val

Gly

Thr

Glu

300

Lys

Ser

val
205
Gln
Ile
His
Thr
Gly
285
Ile

Ser

Leu

Tyr

Pro

Thr

Gly

Thr

270

Thr

Thr

Gly

Thr

Gly

Ser

Leu

255

vVal

Asp

Gln

Gly

Ile

Gly

Leu

240

Val

Ile

Asn

Pro

Gln
320

35

34
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<220> DNA sintético
<223> Cebador Oligo V

<400> 7
gcgcgaattc gatggcatca gagttcaaag aga

<210> 8

<211> 32

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220> DNA sintético
<223> Cebador Oligo VI

<400> 8

cgecggatcce tcaaggtect catcagagac gg

<210>9

<211> 9600

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<223> Plasmido pESCURA/pVP2-VP3-GFP
<221> Promotor

<222> (5649)-(5859)

<223> Promotor GAL 1 (pVP2)

<221> Promotor
<222> (7402)..(8080)
<223> Promotor GAL 2 (VP3-GFP)

<221> CDS
<222> (8086)..(9597)
<223> ORF VP3-GFP

<400> 9

ggccgcacta
acaattcttc
gccagaaatt
ttctaaataa
aataagtgta
gagtaactct
tcagctgcat

tteccgcttcece

gtatcgatgg
gccagaggtt
tacgaaaaga
gcgaatttct
tacaaatttt
ttcctgtagg
taatgaatcg

tcgetcactg

attacaagga
tggtcaagtc
tggaaaaggg
tatgatttat
aaagtgactc
tcaggttgcet
gccaacgcgc

actecgetgcg

tgacgacgat
tccaatcaag
tcaaatcgtt
gatttttatt
ttaggtttta
ttctcaggta
ggggagaggc

ctcggtegtt
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aagatctgag
gttgtecggcet
ggtagatacg
attaaataag
aaacgaaaat
tagcatgagg
ggtttgcgta

cggctgecggce

ctcttaatta
tgtctacctt
ttgttgacac
ttataaaaaa
tcttattctt
tcgectccaat
ttgggcgctc

gagcggtatc

60

120

180

240

300

360

420

480

33

32
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agctcactca
catgtgagca
tttccatagy
gcgaaaccceg
ctcteectgtt
cgtggegett
caagctgggce
ctatcgtcectt
taacaggatt
taactacggce
cttcggaaaa
tttttttgtt
gatcttttct
catgagatta
atcaatctaa
ggcacctate
gtagataact
agacccacgc
gcgcagaagt
agctagagta
catcgtggtyg
aaggcgagtt
gatcgttgte
taattctctt
caagtcattc
ggataatacce
ggggcgaaaa
tgcacccaac
aggaaggcaa

actcttcctt

aaggcggtaa
aaaggccagce
ctcegecoccece
acaggactat
ccgacccetgce
tctecatagcet
tgtgtgcacg
gagtccaacc
agcagagcga
tacactagaa
agagttggta
tgcaagcagc
acggggtctg
tcaaaaagga
agtatatatg
tcagcgatct
acgatacggg
tcaccggcetce
ggtcctgcaa
agtagttecgce
tcacgctegt
acatgatccc
agaagtaagt
actgtcatgc
tgagaatagt
gcgccacata
ctctcaagga
tgatcttcag
aatgccgcaa

tttcaatatt
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tacggttatc
aaaaggccag
ctgacgagca
aaagatacca
cgcttaccgg
cacgctgtag
aaccccccegt
cggtaagaca
ggtatgtagg
ggacagtatt
gctcttgate
agattacgeg
acgctcagtg
tctteaccta
agtaaacttg
gtctatttceg
agggcttacc
cagatttate
ctttatcecge
cagttaatag
cgtttggtat
ccatgttgtg
tggcecgcagt
catcegtaag
gtatgeggeg
gcagaacttt
tcttaccget
catcttttac
aaaagggaat

attgaagcat

cacagaatca
gaaccgtaaa
tcacaaaaat
ggcgtttece
atacctgtcec
gtatctcagt
tcagceccgac
cgacttateg
cggtgctaca
tggtatctge
cggcaaacaa
cagaaaaaaa
gaacgaaaac
gatcctttta
gtctgacagt
ttcatccata
atctggccece
agcaataaac
ctccatccag
tttgecgcaac
ggcttcattce
caaaaaagcg
gttatcactc
atgcttttet
accgagttge
aaaagtgctce
gttgagatcc
tttcaccage

aagggcgaca

ttatcagggt

10

ggggataacg
aaggccgcgt
cgacgctcaa
cctggaagcet
gecetttetcee
tcggtgtagg
cgctgcegect
ccactggcag
gagttcttga
gctetgetga
accaccgctg
ggatctcaag
tcacgttaag
aattaaaaat
taccaatgcect
gttgecctgac
agtgctgcaa
cagccagceg
tctattaatt
gttgttgceca
agctccggtt
gttagctect
atggttatgg
gtgactggtg
tcttgeecegg
atcattggaa
agttcgatgt
gtttctgggt
cggaaatgtt

tattgtctca

caggaaagaa
tgctggegtt
gtcagaggtg
ccctegtgeg
cttegggaag
tcgttegete
tatccggtaa
cagccactgg
agtggtggce
agccagttac
gtagcggtgg
aagatccttt
ggattttggt
gaagttttaa
taatcagtga
tccecegtegt
tgataccgeg
gaagggccga
gttgceggga
ttgctacagg
cccaacgatce
tcggtectcee
cagcactgca
agtactcaac
cgtcaatacg
aacgttette
aacccacteg
gagcaaaaac
gaatactcat

tgagcggata

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280
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catatttgaa
agtgccacct
cgctaatttt
aagcgctatt
gagagcgcta
cgcgagageyg
atcccgagag
gctctataat
ggctactttg
actgattact
tctataccga
tcattggtca
aaatgtttac
ttttgtctaa
caagttcaag
tagcaaagag
tcgttacagt
ttcaaaagcg
tcaaagcgtt
tecactgttca
acggcatagt
aaaggtagte
cttecagcact
ccttecaatge
cattaaccta
acggtgaaaa
atgccgggag
ggcttaacta
aattcaattc

ttgattceggt

tgtatttaga
gaacgaagca
tcaaacaaag
ttaccaacga
atttttcaaa
ctattttace
cgetattttt
gcagtctett
gtgtctattt
agcgaagctg
tgtggattgce
gaaaattatg
attttegtat
agagtaatac
gagcgaaagg
atacttttga
ccggtgegtt
ctctgaagtt
tccgaaaacyg
cgtcgcacct
gegtgtttat
tagtacctecce
accctttage
tatcatttcee
taaaaatagg
cctetgacac
cagacaagec
tgcggcatca
atcatttttt

aatctccgaa
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aaaataaaca
tetgtgettce
aatctgagct
agaatctgtg
caaagaatct
aacaaagaat
ctaacaaagc
gataactttt
tctettecat
cgggtgeatt
gcatactttg
aacggtttct
tgttttcgat
tagagataaa
tggatgggta
gcaatgtttg
tttggttttt
cctatacttt
agcgctteceg
atatctgegt
gcttaaatge
tgtgatatta
tgttctatat
tttgatattg
cgtatcacga
atgcagctce
cgtcagggcg
gagcagattg
ttttattett

cagaaggaag

aataggggatt
attttgtaga
geatttttac
cttecattttt
gagctgcatt
ctatacttct
atcttagatt
tgcactgtag
aaaaaaagcc
ttttcaagat
tgaacagaaa
tctattttgt
tcactctatg
cataaaaaat
ggttatatag
tggaagcggt
tgaaagtgeg
ctagagaata
aaaatgcaac
gttgectgta
gtacttatat
tcceattcea
gctgecactce
gatcatacta
ggececttteg
cggagacggt
cgtcagcggyg
tactgagagt
ttttttgatt

aacgaaggaa

11

ccgegeacat
acaaaaatgc
agaacagaaa
gtaaaacaaa
tttacagaac
tttttgttet
acttttttte
gtcecgttaag
tgactccact
aaaggcatcc
gtgatagcgt
ctectatatac
aatagttctt
gtagaggtcg
ggatatagca
attegcaata
tecttecagage
ggaacttcgg
gcgagctgeg
tatatatata
gegtetattt
tgeggggtat
ctecaattgga
agaaaccatt
tctegegegt
cacagcttgt
tgttggeggg
gcaccatacc
teggtttott

ggagcacaga

ttcecegaaa
aacgegagag
tgecaacgcga
aatgcaacgce
agaaatgcaa
acaaaaatgc
tcetttgtge
gttagaagaa
teecgegttt
ccgattatat
tgatgattct
tacgtatagg
actacaattt
agtttagatg
cagagatata
ttttagtage
gettttggtt
aataggaact
cacatacagc
catgagaaga
atgtaggatyg
cgtatgette
ttagtctecat
attatcatga
tteggtgaty
ctgtaagcgg
tgtcgggget
acagetttee
tgaaattttt

cttagattgg

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

37860

3840

3900

3960

4020

4080
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tatatatacg
tgcacagaac
aacgtgctgce
agcaaacaaa
ttgaagcatt
tttccatgga
tcttcgaaga
gtgtatacag
gtattgttag
tgatgttage
ctgttgacat
tgggtggaag
acaagggaga
ctgacattat
gtgaacgtta
aaaaaactgt
aattatatca
taccgcatca
aaatcagctc
aatagaccga
acgtggactce
aaccatcacc
ctaaagggag
aagggaagaa
gcgtaaccac
cattcaggct
agctggatct
gcgtacacgce
actaacataa

ttttcggtta

catatgtagt
aaaaacctgc
tactcateccet
cttgtgtget
aggtcccaaa
gggcacagtt
cagaaaattt
aatagcagaa
cggtttgaag
agaattgtca
tgcgaagagce
agatgaaggt
cgcattgggt
tattgttgga
cagaaaagca
attataagta
gttattaccc
ggaaattgta
attttttaac
gatagggttg
caacgtcaaa
ctaatcaagt
ccecegattt
agcgaaagga
cacacccgcec
gcgcaactgt
tcgagegtcec
gtctgtacag
ctataaaaaa

gagcggatcet
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gttgaagaaa
aggaaacgaa
agtcctgttg
tcattggatg
atttgtttac
aagccgctaa
gctgacattg
tgggcagaca
caggcggcag
tgcaagggct
gacaaagatt
tacgattggt
caacagtata
agaggactat
ggctgggaag
aatgcatgta
tatgcggtgt
aacgttaata
caataggceg
agtgttgttce
gggcgaaaaa
tttttggggt
agagcttgac
gcgggegeta
gcgettaatg
tgggaagggce
caaaaccttce
aaaaaaaaga
ataaataggg

tagctagecg

catgaaattg
gataaatcat
ctgccaaget
ttcgtaccac
taaaaacaca
aggcattatc
gtaatacagt
ttacgaatgce
aagaagtaac
ccctatctac
ttgttatcgg
tgattatgac
gaaccgtgga
ttgcaaaggg
catatttgag
tactaaactc
gaaataccgce
ttttgttaaa
aaatcggcaa
cagtttggaa
ccgtctatca
cgaggtgceyg
ggggaaagcce
gggcgctgge
cgccgctaca
gatcggtgcg
tcaagcaagg
aaaatttgaa
acctagactt

cggtaccaag

12

cccagtattce
gtcgaaagcet
atttaatatc
caaggaatta
tgtggatatc
cgccaagtac
caaattgcag
acacggtgtg
aaaggaacct
tggagaatat
ctttattgct
acceggtgtg
tgatgtggtc
aagggatgct
aagatgecggce
acaaattaga
acagatgegt
attcgegtta
aatcccttat
caagagtcca
gggcgatgge
taaagcacta
ggcgaacgtg
aagtgtagcg
gggcgegteg
ggeectetteg
ttttecagtat
atataaataa
caggttgtct

cttaggcgag

ttaacccaac
acatataagg
atgcacgaaa
ctggagttag
ttgactgatt
aagttttttac
tactctgegg
gtgggcccag
agaggcecttt
actaagggta
caaagagaca
ggtttagatg
tctacaggat
aaggtagagg
cagcaaaact
gcttcaattt
aaggagaaaa
aatttttgtt
aaatcaaaag
ctattaaaga
ccactacgtg
aatcggaacc
gcgagaaagg
gtcacgctge
cgecattege
ctattacgce
aatgttacat
cgttcttaat
aactccttce

agtcagctge

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880
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cttatgcggce
gcctgggcecet
gcggcaggtg
atgtctttga
atgaagtatt
cggtccctcet
tattctgtaa
ccagcgaccg
¢ggagggccc
catgacatct
gatgtgattg
tcggtgecgg
tcaaagccta
acgagctctc
attgttaccc
gtgtagactc
attgcgggaa
aggacggtga
gcagacatca
acggcgttta
gtgagactcc
aggagcatct
attgagccag
aaattgtagg
gacgccggtce
tgatctgaca
tatattaaca
aaaatgttga
tagatcaaaa

cgcattatca

ctgaggcagc
catcgcccag
ggaacaatgt
agccgaatgce
cacgaaagtc
cactcagtat
ccaggttctt
taacgacgga
ctggatagtt
gatcccctge
gctgggttat
tcgtcagecce
tgaggtagat
ccccaacgct
cacctggttg
tgggcctgtce
tggggtcacc
cceccttcececc
acccattgta
tggtgcegtt
gactcactag
gatcgaactt
ggaatccagg
tcgaggtctce
cggttgttgg
ggtttgtcat
attttttgtt
aagtattagt
atcatcgctt

tcctatggtt
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tcttgctttt
caggtagtct
ggagaccacc
tcectgcaatce
agtgtactcc
caattttgtg
tgctagttca
tcctgttgece
gccaccatgg
ctgaccacca
ctcgtttgtt
attgtttgcg
ggtggcgecce
gaggcttgtg
gtactgtgat
actgctgtca
aagcctcaca
tactaggacg
gctaacatct
tagtgcataa
cctgcagtag
gtagttccca
gaaaaagaca
tgacctgaga
catcagaagg
agatccgggg
gatactttta
taaagtggtt
cgctgattaa

gttaatttga

cctgacgecgg
acaccttcce
ggcacagcta
ttcaggggag
cttgttggcce
tagttcatgg
ggatttggga
actctttcgt
atcgtcactg
cttttggagg
ggaatcacaa
gccacagccce
agtacaaggc
atggcatcaa
gagaattggt
catgtggcta
tacccaagat
ttcccaattt
gtcagttcac
acgccaccag
ttgtaactgg
ttgccctgea
attagccctg
gtgtgcttct
ctcecgtatga
ttttttctec
ttacatttga
atgcagtttt
ttaccccaga

ttcgttcatt

13

ctcgagcagt
caattgcatg
tcctcettat
agttgaggtc
agacggtctt
ctcetgggtce
tcagctcgaa
aggccactag
ctaggctccce
tcactatctc
gattgaatgg
tggtgattac
cgtggacgct
tgttggctga
aatcatcggce
ccatttttgg
catatgatgt
tgtcgttgat
tcaggcttcc
gaagtgtgct
ccggtaggtt
gtgtgtagtg
accctgtgtce
ccagggtgtc
acggaacaat
ttgacgttaa
ataagaagta
tgcatttata
aataaggcta

tgaaggtttg

tcctgaagcg
ggctagggga
ggcccggatt
ggccacctcce
gatgccaaga
aaatecggccg
gttgctcacc
cgtgacggga
tcttgecgac
cagtttgatg
cataaggttg
cgttgtccca
tgttcgaaac
gaacagtgtg
tgcagttatg
gtcaagccct
gggtaagctg
gttggctgtt
ttggaaggtc
tgacctcact
ctgggcagtc
agcacccaca
ccccacagtce
gtccggaatg
ctgctgggtt
agtatagagg
atacaaaccg
tatctgttaa

aaaaactaat

tggggccagg

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6900

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7500

7560

7620

7680
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ttactgccaa
cggagcagtg
cgcacggagyg
cttcaatata
taggctaaga
tatgtatatg

cgtcecatcca

tte
Phe

aaa
Lys

gag
Glu

gca
Ala

gca
Ala

gece
Ala

atg
Met

ctg
Leu

tgg
Trp

ctc
Leu

agc
Ser

gac
Asp
55

cca
Pro

caa
Gln
70

gca
Ala

tac
Tyr
85

gtg
Val

gga
Gly

aaa
Lys

gac
Asp

aca
Thr

gca
Ala

aca
Thr

cca
Pro

gta
val
135

ggc
Gly

cag
Gln

tat
Tyr

gag
Glu

gac
Asp
150

gaa
Glu
165

gaa
Glu

caa
Gln

tttttectcet
cggcgcgagyg
agagtcttcc
gcaatgagca
taatggggct
gatatgtata

aaaaaaaagt

acc
Thr

gag cc
Glu

10

aac
Asn

gtg
Val
25

As

aa
As

gaa
Glu
40

gag
Glu

ccg
Pro

aac
Asn

gc
Al

ggc aa

Gly

agc
Ser

gct
Ala

gag
Glu
90

tc
Se

atc
Ile
105

cgg
Arg

gaa
Glu
120

tgg gt

Trp

tac
Tyr

aag
Lys

cta ta

Leu

gac
Asp

cta
Leu

atc
Ile
17
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tcataaccat
cacatctgceg
ttcggagggce
gttaagcgta
ctttacattt
tggtggtaat

aagaattttt

aaaagctagt
tttcaggaac
tgtcaccege
ttactgaaag
ccacaacata
gccatgtaat

gaaaattcga

Pro

gac

Lys

c€gg
Arg

val

tgg
Trp

Tyr

agg
Arg

C gaa
Glu

cca
P Pro

t ggg
n Gly

c cat
a His

g teg
Ser
75

ggc
Gly

a aag
r Lys

a gca
Ala

cag
Gln

c gtg
Val
155

gca
Ala
0

ctc
Leu

cta
Leu

att
Ile

cgg
Arg
60

caa
Gln

ccce
Pro

aag
Lys

ctc
Leu

aac
Asn
140

cat

His

gct
Ala

gag
Glu

ttc
Phe

gtg
Val
45

atg
Met

agg
Arg

aca
Thr

atg
Met

aat
Asn
125

aaa

Lys

gca
Ala

acg
Thr

agt
Ser

caa
Gln
30

act

Thr

cga
Arg

gcc
Ala

cca
Pro

gag
Glu
110

999
Gly

cga
Arg

gag
Glu

tcg
Ser

14

gcc
Ala
15

tct
Ser

gac
Asp

aat
Asn

aag
Lys

gag
Glu
95

acc
Thr

cac
His

gaa
Glu

aag
Lys

atc
Ile
175

attgtagaat
gcgaccggtg
tcggeggett
ttccaaagag
taagtaagat
atgattatta
attcg atg g
Met A

1

gtc
Val

aga
Arg

gca
Ala

ctce
Leu

gca
Ala

agt
Ser

atg
Met

aac
Asn
50

gcc
Ala

ctt
Leu
65

ttt
Phe

gca
Ala

tac
Tyr

aca
Thr

999
Gly

gaa
Glu

gca
Ala

cag
Gln

atc
Ile

atg
Met

ggc
Gly

cca
Pro
130

cga
Arg

999
Gly

ata
Ile

ceg
Pro
145

gac
Asp

ttg
Leu

agce
Ser
160

cgg
Arg

tac

Tyr

gct
Ala

999
Gly

ctttattgtt
aagacgagga
ctaatccgta
aaggtttttt
tagatatgga
aacttctttg
ct gca tca

la Ala Ser

atg gaa
Met Glu
20

ttc
Phe

gtg
Val
35

ttc
Phe

gca
Ala

aac
Asn

gca
Ala

gca
Ala

ggc
Gly

agg
Arg

gaa
Glu
100

ttt
Phe

tac
Tyr
115

cca
Pro

agc
Ser

cca
Pro

aac
Asn

tca
Ser

gca
Ala

cca
Pro

gga
Gly
180

7740

7800

7860

7920

7980

8040

8097

8145

8193

8241

8289

8337

8385

8433

8481

8529

8577

8625
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cag
Gln

gaa
Glu

cte
Leu

cca
Pro

€99
Arg
245

tcc
Ser

gtg
Val

age
Ser

ctg
Leu

ctc
Leu
325

gac
Asp

tac
Tyr

acc
Thr

gag
Glu

aag
Lys
405

gca
Ala

atc
Ile

ttg
Leu

aag
Lys
230

ctg
Leu

atc
Ile

ccc
Pro

gtg
vVal

aag
Lys
310

gtg
Val

cac
His

gtc
val

cgce
Arg

ctg
Leu
390

ctg
Leu

gag
Glu

aac
Asn

act
Thr
215

cccC
Pro

ggc
Gly

gcc
Ala

atc
Ile

tcc
Ser
295

ttc
Phe

acc
Thr

atg
Met

cag
Gln

gcc
Ala
375

aag

Lys

gag
Glu

cca
Pro

cat
His
200

gcg
Ala

aag
Lys

cgc
Arg

acc
Thr

ctg
Leu
280

ggc
Gly

atc
Ile

acc
Thr

aag
Lys

gag
Glu
360

gag
Glu

ggc
Gly

tac
TyY

cece
Pro
185

gga
Gly

atg
Met

cca
Pro

tgg
Trp

atg
Met
265

gtc
vVal

gag
Glu

tgc
Cys

ctg
Leu

cag
Gln
345

cgc

Arg

gtg
val

atc
Ile

aac
Asn

caa
Gln

cgt
Arg

gag
Glu

aaa
Lys

atc
Ile
250

gtg
Val

gag
Glu

ggc
Gly

acc
Thr

acc
Thr
330

cac
His

acc
Thr

aag
Lys

gac
Asp

tac
TYyTr
410

gct
Ala

ggc
Gly

atg
Met

ccc
Pro
235

agg
Arg

agc
Ser

ctg
Leu

gag
Glu

acc
Thr
315

tac
Tyr

gac
Asp

atc
Ile

tte
Phe

ttc
Phe
395

aac
Asn
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ttc
Phe

cca
Pro

aag
Lys
220

aat
Asn

acc
Thr

aag
Lys

gac
Asp

ggc
Gly
300

ggc
Gly

ggc
Gly

ttc
Phe

ttc
Phe

gag
Glu
380

aag

Lys

agc
Ser

ata
Ile

aac
Asn
205

cat
His

gct
Ala

gtc
Val

ggc
Gly

ggc
Gly
285

gat
Asp

aag
Lys

gtg
Val

ttc
Phe

tte
Phe
365

ggc
Gly

gag
Glu

cac
His

gac
Asp
190

caa
Gln

cgc
Arg

cca
Pro

tct
Ser

gag
Glu
270

gac
Asp

gcc
Ala

ctg
Leu

cag
Gln

aag
Lys
350

aag

Lys

gac
Asp

gac
Asp

aac
Asn

15

gaa
Glu

gaa
Glu

aat
Asn

aca
Thr

gat
Asp
255

gag
Glu

gta
Val

acc
Thr

ccc
Pro

tgc
Cys
335

tcc
Ser

gac
Asp

acc
Thr

ggc
Gly

gtc
Val
415

gtt
val

cag
Gln

cce
Pro

cag
Gln
240

gag
Glu

ctg
Leu

aac
Asn

tac

Tyr

gtg
Val
320

ttc
Phe

gcc
Ala

gac
Asp

ctg
Leu

aac
Asn
400

tat
Tyr

gcc
Ala

atg
Met

agg
Arg
225

aga
Arg

gac
Asp

ttc
Phe

ggc
Gly

ggc
Gly
305

cccC
Pro

agce
Ser

atg
Met

ggc
Gly

gtg
Val
385

ate
Ile

atc
Ile

aaa
Lys

aaa
Lys
210

cag
Arg

cccC
Pro

ctt
Leu

acc
Thr

cac
His
290

aag
Lys

tgg
Trp

cgce
Arg

ccc
Pro

aac
Asn
370

aac

Asn

ctg
Leu

atg
Met

gtc
Val
195

gat
Asp

gct
Ala

cct
Pro

gag
Glu

999
Gly
275

aag
Lys

ctg
Leu

ccc
Pro

tac
Tyr

gaa
Glu
355

tac

Tyr

cgce
Arg

gg99
Gly

gcc
Ala

tat
Tyr

ctg
Leu

cta
Leu

ggt
Gly

gga
Gly
260

gtg
Val

ttc
Phe

acc
Thr

acc
Thr

ccc
Pro
340

ggc
Gly

aag
Lys

atc
Ile

cac
His

gac
Asp
420

8673

8721

8769

8817

8865

8913

8961

9009

9057

9105

9153

9201

9249

9297

9345
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aag
Lys

gag
Glu

atc
Ile

cag
Gln

ctg
Leu
485

ctg
Leu

<210> 10

cag
Gln

gac
Asp

ggc
Gly

tcc
Ser
470

ctg

Leu

tac
Tyr

<211> 503
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

aag
Lys

ggc
Gly

gac
Asp
455

gcc

Ala

gag
Glu

aag
Lys

aac
Asn

agc
Ser
440

ggc
Gly

ctg
Leu

ttc
Phe

taa

ggc atc
Gly Ile
425

gtg cag
Val Gln

cce gtg
Pro Val

agc aaa
Ser Lys

gtg acc
Val Thr
490

agc

<223> Proteina pVP2-VP3-GFP

<400> 10

Met

Arg

Leu

Ala

Leu

65

Gly

Ala

Gly

Gly

Ala

Ala

Ser

Asn

50

Ala

Thr

Gln

Ile

Pro
130

Ala

Met

vVal

35

Phe

Asn

Ala

Arg

Tyr

115

Ser

Ser Glu

Glu Ala

20

Phe Met

Ala Leu

Ala Pro

Gly Tyr

Glu Lys

100

Phe Ala

Pro Gly

aag
Lys

ctc
Leu

ctg
Leu

gac
Asp
475

gcc
Ala

Phe

Ala

Trp

Ser

Gln

70

Gly

Asp

Thr

Gln
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gtg
Val

gcc
Ala

ctg
Leu
460

cccC

Pro

gcc
Ala

Lys

Ala

Leu

Asp

55

Ala

Val

Thr

Pro

val
135

aac
Asn

gac
Asp
445

ccc

Pro

aac
Asn

999
Gly

Glu

Asn

Glu

40

Pro

Gly

Glu

Arg

Glu

120

Lys

ttc
Phe
430

cac

His

gac
Asp

gag
Glu

atc
Ile

Thr

Val

25

Glu

Asn

Ser

Ala

Ile

105

Trp

Tyr

16

aag
Lys

tac
Tyr

aac
Asn

aag
Lys

act
Thr
495

Pro

10

Asp

Asn

Ala

Lys

Arg

90

Ser

Val

Trp

atc
Ile

cag
Gln

cac
His

cgce
Arg
480

ctc
Leu

Glu

Pro

Gly

His

Ser

75

Gly

Lys

Ala

Gln

cgc
Arg

cag
Gln

tac

Tyr
465

gat
Asp

ggc
Gly

Leu

Leu

Ile

Arg

60

Gln

Pro

Lys

Leu

Asn
140

cac
His

aac
Asn
450

ctg

Leu

cac
His

atg
Met

Glu

Phe

Val

45

Met

Arg

Thr

Met

Asn

125

Lys

aac
Asn
435

aceg

Thr

agc
Ser

atg
Met

gac
Asp

Ser

Gln

30

Thr

Arg

Ala

Pro

Glu

110

Gly

Arg

atc
Ile

ccce
Pro

acc
Thr

gtc
Val

gag
Glu
500

Ala

15

Ser

Asp

Asn

Lys

Glu

95

Thr

His

Glu

Val

Ala

Met

Phe

Tyr

80

Glu

Met

Arg

Ile

9393

9441

9489

9537

9585

9600
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Pro

145

Arg

Gly

Ala

Met

Arg

225

Axrg

Asp

Phe

Gly

Gly

305

Pro

Ser

Met

Gly

Val

385

Ile

Ile

Arg

Gln

Asp

Leu

Ala

Lys

Lys

210

Arg

Pro

Leu

Thr

His

290

Lys

Trp

Arg

Pro

Asn

370

Asn

Leu

Met

His

Asn
450

Pro

Ala

Pro

Val

195

Asp

Ala

Pro

Glu

Gly

275

Lys

Leu

Pro

Tyr

Glu

355

Tyr

Arg

Gly

Ala

Asn

435

Thr

Asn

Ser

Gly

180

Tyr

Leu

Leu

Gly

Gly

260

val

Phe

Thr

Thr

Pro

340

Gly

Lys

Ile

His

Asp

420

Ile

Pro

Glu

Glu

165

Gln

Glu

Leu

Pro

Arg

245

Ser

Val

Ser

Leu

Leu

325

Asp

Tyr

Thr

Glu

Lys

405

Lys

Glu

Ile

Asp

150

Glu

Ala

Ile

Leu

Lys

230

Leu

Ile

Pro

val

Lys

310

Val

His

Val

Arg

Leu

350

Leu

Gln

Asp

Gly
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Tyr

Gln

Glu

Asn

Thr

215

Pro

Gly

Ala

Ile

Ser

295

Phe

Thr

Met

Gln

Ala

375

Lys

Glu

Lys

Gly

Asp
455

Leu

Ile

Pro

His

200

Ala

Lys

Arg

Thr

Leu

280

Gly

Ile

Thx

Lys

Glu

360

Glu

Gly

Tyx

Asn

Ser

440

Gly

Asp

Leu

Pro

185

Gly

Met

Pro

Trp

Met

265

Val

Glu

Cys

Leu

Gln

345

Arg

Val

Ile

Asn

Gly

425

Val

Pro

17

Tyr

Arg

170

Gln

Arg

Glu

Lys

Ile

250

Val

Glu

Gly

Thr

Thr

330

His

Thr

Lys

Asp

Tyr

410

Ile

Gln

Val

Val

155

Ala

Ala

Gly

Met

Pro

235

Arg

Ser

Leu

Glu

Thr

315

Tyr

Asp

Ile

Phe

Phe

395

Asn

Lys

Leu

Leu

His

Ala

Phe

Pro

Lys

220

Asn

Thr

Lys

Asp

Gly

300

Gly

Gly

Phe

Phe

Glu

380

Lys

Ser

Val

Ala

Leu
460

Ala

Thr

Ile

Asn

205

His

Ala

Val

Gly

Gly

285

Asp

Lys

Val

Phe

Phe

365

Glu

His

Asn

Asp

445

Pro

Glu

Ser

Asp

190

Gln

Arg

Pro

Ser

Glu

270

Asp

Ala

Leu

Gln

Lys

350

Lys

Asp

Asp

Asn

Phe

430

His

Asp

Lys

Ile

175

Glu

Glu

Asn

Thr

Asp

255

Glu

Val

Thr

Pro

Cys

335

Ser

Asp

Thr

Gly

Val

415

Lys

Tyr

Asn

Ser

160

Tyr

Val

Gln

Pro

Gln

240

Glu

Leu

Asn

Tyr

Val

320

Phe

Ala

Asp

Leu

Asn

400

Tyr

Ile

Gln

His
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Tyr Leu Ser Thr Gln Ser Ala Leu Ser Lys Asp Pro Asn Glu Lys Arg
465 470 475 480

Asp His Met Val Leu Leu Glu Phe Val Thr Ala Ala Gly Ile Thr Leu
485 490 495

Gly Met Asp Glu Leu Tyr Lys
500

18
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