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DESCRIPCION

Composicion y métodos para determinar la resistencia a inhibidores de la entrada de virus usando ensayos de virus
recombinantes

2. Antecedentes

Los virus encapsulados animales se unen a la célula hospedante y entran en ella a través de la interaccién de
proteinas viricas de la membrana del virion (proteinas de capsula) y proteinas de la superficie celular (receptores de
virus). El reconocimiento y la unién al receptor estan mediados por la proteina de capsula superficial. La entrada del
virus es una diana atractiva para un tratamiento antiviral; se han evaluado o se estan evaluando actualmente
numerosos farmacos disefiados para bloquear la unién del virus o la fusién de la membrana en estudios preclinicos
o clinicos (Richman, 1998; PhRMA, 1999; Stephenson, 1999). Por ejemplo, el inhibidor de unién SCH-D, que
bloquea la interaccién entre proteinas de membrana viricas y CCR5 esta siendo evaluado actualmente en estudios
clinicos para determinar su eficacia como tratamiento antiviral (Shurman, 2004). Otros inhibidores de entrada que
estan en investigacion actualmente incluyen UK-427857 (Pfizer), TNX-355 (Tanox Inc.), AMD-070 (AnorMED), Pro
140 (Progenics), FP-21399 (EMD Lexigen), BMS-488043 (Bristol-Myers Squibb) y GSK-873.140 (GlaxoSmithKline).
Un inhibidor de entrada, el T-20 (Roche/Trimeris), ha sido aprobado para tratar la infeccion de VIH.

Segun se vayan desarrollando estos farmacos y entren en las clinicas, serdn necesarios ensayos que detecten
rapida y facilmente la emergencia de virus con una susceptibilidad reducida frente a inhibidores de entrada. En
particular, se necesitan métodos para determinar si un VIH es resistente a un inhibidor de entrada, por ejemplo,
SCH-C, SCH-D, UK-427857 y/o TNX-355. La presente invencion cubre éstas y otras necesidades no satisfechas.

El documento WO03070985 describe un ensayo fenotipico para determinar la resistencia de virus de VIH frente a
inhibidores de entrada de VIH. Se realiza una curva de inhibicién log-sigmoidea, a partir de la cual se pueden
obtener los valores de ICso, que son una medida de la resistencia del VIH a los compuestos evaluados.

3. Sumario
En su mas amplio sentido, la invencién proporciona métodos definidos en las reivindicaciones anexas.

En determinados aspectos, la invencion proporciona un método para determinar si un virus de inmunodeficiencia
humana (“VIH”) es resistente a un inhibidor de entrada de VIH. En un aspecto, la invencion proporciona un método
para determinar si un virus de inmunodeficiencia humano (“VIH") es resistente a un inhibidor de entrada de VIH que
comprende generar una curva log-sigmoidea de inhibiciéon que comprende puntos de datos que miden la entrada del
VIH a una célula en presencia de concentraciones variables del inhibidor de entrada de VIH; y comparar la curva de
inhibicion de la etapa (a) con una curva de inhibicidon log-sigmoidea de inhibicion para un VIH de referencia. En
determinadas realizaciones, la curva correspondiente al virus de referencia en el mismo tiempo o cerca de la curva
log-sigmoidea del VIH. En determinadas realizaciones, la curva del virus de referencia puede ser una curva estandar
conocida para el virus de referencia. Una disminucién del porcentaje de inhibicion maximo observado para el VIH
respecto al observado para el VIH de referencia indica que el VIH es resistente al inhibidor de entrada de VIH y que
el inhibidor de entrada de VIH es un inhibidor de entrada de VIH no competitivo. En determinadas realizaciones, el
inhibidor de entrada se selecciona del grupo que consiste en SCH-C, SCH-D, UK-427857 y TNX-355. En
determinadas realizaciones, el VIH de referencia es HXB2, NL4-3 o SF2. En determinadas realizaciones, el VIH
procede de un sujeto infectado con VIH.

En determinadas realizaciones, los puntos de datos que miden la entrada del VIH en la célula se determinan
poniendo en contacto una particular virica de VIH con la célula en presencia del inhibidor de entrada de VIH, en
donde la célula expresa un receptor de superficie celular al cual se une la particula virica, y en donde la particula
virica comprende: (i) un vector de expresion virica que carece de un acido nucleico que codifica una proteina de
capsula virica funcional, pero que comprende un acido nucleico indicador que produce una seial detectable cuando
se introduce en la célula, y (ii) una proteina de capsula virica codificada por un acido nucleico del VIH; y medir la
cantidad de sefal detectable producida por la célula. En determinadas realizaciones, la sefal detectable es una
sefal fluorescente. En determinadas realizaciones, el acido nucleico indicador codifica luciferasa. En determinadas
realizaciones, la particula virica se produce co-transfectando en una célula (i) un acido nucleico que codifica una
proteina de capsula virica del VIH, y (ii) un vector de expresion virico que carece de un acido nucleico que codifica
una proteina de capsula, en donde el vector comprende un acido nucleico indicador que produce una sefial
detectable. En determinadas realizaciones, el receptor de superficie celular es CD4. En determinadas realizaciones,
la célula también expresa un receptor de quimioquina. En determinadas realizaciones, el receptor de quimioquina es
CXCR4 o CCRS5. En determinadas realizaciones, el acido nucleico de VIH codifica gp160, gp120 y/o gp41.

En otros aspectos, la invencion proporciona un método para determinar si una poblacién de VIH es resistente a un
inhibidor de entrada de VIH, en donde el método comprende generar una curva de inhibicién log-sigmoidea que
comprende puntos de datos que miden la entrada de la poblacion de VIH en una célula en presencia de
concentraciones variables del inhibidor de entrada de VIH; y comparar la curva de inhibicion de la etapa (a) con una
curva de inhibicidon log-sigmoidea para una poblacion de VIH de referencia. Un descenso en el porcentaje de
inhibicion maximo observado para la poblacion de VIH respecto al observado para la poblacion de VIH de referencia
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indica que el VIH es resistente al inhibidor de entrada de VIH y que el inhibidor de entrada de VIH es un inhibidor de
entrada de VIH no competitivo.

La descripcion proporciona un método para determinar si un VIH es resistente a un inhibidor de entrada de VIH que
comprende determinar una curva de inhibicién log-sigmoidea que comprende puntos de datos para la entrada del
VIH en presencia de concentraciones variables del inhibidor de entrada de VIH, en donde si la entrada del VIH no
puede ser inhibida completamente por el inhibidor de entrada de VIH, el VIH es resistente al inhibidor de entrada de
VIH.

La descripcidon proporciona un método para determinar si una poblacién de VIH es resistente a un inhibidor de
entrada de VIH, que comprende determinar una curva de inhibicion log-sigmoidea que comprende puntos de datos
para la entrada de la poblacion de VIH en presencia de concentraciones variables del inhibidor de entrada de VIH,
en donde si la entrada de la poblacion de VIH no puede ser inhibida completamente por el inhibidor de entrada de
VIH, la poblacion de VIH es resistente al inhibidor de entrada de VIH.

4, Breve descripcién de las figuras

Figura 1A: Estructura de expresion de capsula y vectores de expresion virica.

El vector de expresion de capsula de VIH (pHIVenv) se modifica para aceptar secuencias de capsula que han sido
amplificadas a partir de muestras de plasma del sujeto. Las designaciones a/b y c/d se refieren a sitios de
endonucleasa de restriccion posicionados en los extremos 5’ y 3’ de la poliproteina de capsula de VIH-1 (gpl60). El
vector de expresion de VIH (pHIVIucAU3) codifica todas las proteinas de VIH excepto la poliproteina de capsula. Se
ha eliminado una porcién del gen de capsula para acomodar una casete de gen indicador, en este caso, luciferasa
de luciérnaga que se usa para monitorizar la capacidad del virus para replicarse en presencia o ausencia de
farmacos antivirales. La region 3’ U3 ha sido eliminada parcialmente para evitar la transcripcion desde el 5 LTR en
células infectadas. El virus producido en este sistema se limita a una Unica ronda de replicacion.

Figura 1B: Ensayo de entrada basado en célula

La susceptibilidad a farmaco, el tropismo de co-receptor y la prueba de neutralizaciéon de virus se llevan a cabo
mediante la co-transfeccion de una célula hospedante con pHIVenv y pHIVIucAU3. La célula hospedante produce
particulas de VIH que son pseudo-tipadas con secuencias de capsula de VIH derivadas del virus ensayado o de una
muestra del sujeto. Se recolectan las particulas viricas (~48 h) después de la transfeccion y se usan para infectar
células diana que expresan receptores de VIH (por ejemplo, CD4) y co-receptores (por ejemplo, CXCR4, CCR5).
Tras la infeccién (~72 h) las células diana son lisadas y se mide la actividad de luciferasa. El VIH debe completar
una ronda de replicacion para infectar con éxito la célula hospedante y producir actividad de luciferasa. Si el virus es
incapaz de entrar en la célula diana, disminuye la actividad de luciferasa. Este sistema se puede usar para evaluar la
susceptibilidad a inhibidores de entrada, tropismo de receptor o de co-receptor y neutralizacion de virus.

Figura 2: Vectores de expresion de capsula de VIH.

Las secuencias de capsula de VIH son amplificadas a partir de muestras de sujeto e insertadas en vectores de
expresion usando sitios de endonucleasa de restriccion (5" a/b y 3’ ¢/d). La transcripcion de capsula esta dirigida por
el promotor de gen temprano inmediato del citomegalovirus humano (CMV). EI ARN de capsula es poliadenilado
usando una secuencia de sefial (A+) de poliadenilacién de virus 40 de simio (SV40). Se disefia un intrén localizado
entre el promotor CMV y las secuencias de capsula de VIH para aumentar los niveles de ARNm de capsula en
células transfectadas. FL expresa proteinas de capsula de longitud completa (gp120, gp41); ACT expresa proteinas
de capsula (gp120, gp41) que carecen del dominio de cola citoplasmatica C-terminal de gp41; +CT expresa
proteinas de capsula (gp120, gp41) que contienen un dominio de cola citoplasmatica de gp41 pre-definido
constante; gp120 expresa proteinas gp120 derivadas del sujeto junto con una gp41 predefinida constante; y gp41
expresa una gp120 predefinida constante junto con proteinas gp41 derivadas del sujeto.

Figura 3A: Ensayo de escrutinio de tropismo de co-receptor.

En esta figura, el ensayo se realiza usando dos lineas celulares. Una linea celular expresa CD4 y CCR5 (los seis
paneles de la parte superior). La otra linea celular expresa CD4 y CXCR4 (los seis paneles de la parte inferior). El
ensayo se lleva a cabo infectando células con un gran ndmero de reservas de virus recombinantes derivadas de
células transfectadas con los vectores pHIVenv y pHIVIucAUS3. El ejemplo mostrado representa el analisis de 96
virus formateados en una placa de 96 pocillos. Las infecciones se llevan a cabo en ausencia de farmaco (no
farmaco), o en presencia de un farmaco que inhiba preferencialmente virus R5 trépico (inhibidor de CCR) o virus X4
tropico (inhibidor de CXCR4). El tropismo de co-receptor se determina comparando la cantidad de actividad de
luciferasa producida en cada tipo de célula, tanto en presencia como en ausencia del farmaco (véase la Figura 3B
para la interpretacion de los resultados del ensayo).

Figura 3B: Determinacion del tropismo de co-receptor.

En esta figura, los resultados del ensayo se interpretan comparando la capacidad de cada virus simple para infectar
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(producir actividad de luciferasa) células que expresan CD4/CCRS5 (células R5) o células que expresan CD4/CXCR4
(células X4). La capacidad de un inhibidor de CCR5 o de CXCR4 para bloquear especificamente la infeccién (inhibir
la actividad de luciferasa) también es evaluada. Los virus tropicos X4 (paneles verdes) infectan células que expresan
CXCR4 pero no células que expresan CCRS. La infecciéon de células X4 es bloqueada por el inhibidor de CXCR4.
Los virus trépicos R5 (paneles azules) infectan células R5 pero no células X4. La infeccion de células R5 es
bloqueada por el inhibidor de CCR5. Las mezclas duales tropicas o X4/R5 (paneles amarillos) infectan células X4 y
R5. La infeccidn de células R5 es bloqueada por el inhibidor de CCR5 y la infeccion de células X4 es bloqueada por
el inhibidor de CXCRA4. Los virus no viables (paneles rojos) no se replican en células X4 o R5.

Figura 4A: Medida de la susceptibilidad de inhibidor de entrada: inhibidor de fusion.

En esta figura se demuestra la susceptibilidad al inhibidor de fusion T-20. Se infectaron células que expresan CD4,
CCR5 y CXCR4 en ausencia de T-20 y en un amplio rango de concentraciones de T-20 (eje x en escala log10). Se
determino el porcentaje de inhibicion de replicacion virica (eje y) comparando la cantidad de luciferasa producida en
células infectadas en presencia de T-20 con la cantidad de luciferasa producida en ausencia de T-20. Se evaluaron
virus R5 tropico, X4 trépico y dual trépico. La susceptibilidad a farmaco se cuantifica determinando la concentracion
de T-20 requerida para inhibir el 50% de replicacién virica (ICso, presentada como lineas discontinuas verticales).
Los virus con menor valor de ICso son mas susceptibles a T-20 que los virus con mayores valores de |Cso. NL4-3:
cepa trépica X4 bien caracterizada; JRCSF: cepa tropica R5 bien caracterizada; 91US005.11: elemento aislado
tropico R5 obtenido del “NIH AIDS Research and Reference Reagent Program” (ARRRP); 92HT593.1: elemento
aislado tropico (X4R5) dual obtenido del NIH ARRRP; y 92HT599.24: elemento aislado tropico X4 obtenido del NIH
ARRRP.

Figura 4B: Medicién de la susceptibilidad a inhibidor de entrada: mutaciones de resistencia a farmaco.

En esta figura, se demuestra una susceptibilidad reducida al inhibidor de fusién T-20 conferida por mutaciones de
resistencia a farmaco especificas en la proteina de capsula gp41. Se infectaron células que expresan CD4, CCR5 y
CXCR4 en ausencia de T-20 y en un amplio intervalo de concentraciones de T-20 (eje x en escala log10). Se
determind el porcentaje de inhibicion virica (eje y) comparando la cantidad de luciferasa producida en células
infectadas en presencia de T-20 con la cantidad de luciferasa producida en ausencia de T-20. Se evaluaron virus
isogénicos que contienen una o dos mutaciones especificas en la proteina de capsula de transmembrana gp41
(resaltados en rojo en la leyenda de la figura). La susceptibilidad a farmaco se cuantifica determinando la
concentracion de T-20 requerida para inhibir el 50% de la replicacion virica (ICso, mostrada como lineas discontinuas
verticales). Los virus con menores valores de ICsp son mas susceptibles a T-20 que los virus con mayores valores de
ICs0. No mutacion (secuencia natural): GIV; Mutaciones sencillas: DIV, DIM, SIV; Mutaciones dobles: DIM, SIM,
DTV.

Figura 5: Resistencia a inhibidor de entrada competitiva.

La Figura 5 muestra curvas log-sigmoideas para virus resistentes a AMD-3100 y T20, que indican que la resistencia
a estos inhibidores de entrada se manifiesta como un aumento de ICso y que la entrada puede inhibirse
completamente con concentraciones elevadas de inhibidor.

Figura 6: Resistencia a inhibidor de entrada no competitiva.

La Figura 6 muestra curvas log-sigmoideas para virus resistentes a SCH-C y TNX-355, que indican que la
resistencia a estos inhibidores de entrada se manifiesta como una reduccién del porcentaje maximo de inhibicién.

Figura 7: Proteinas de capsula virica mixtas susceptibles y resistentes.

La Figura 7 presenta los resultados de experimentos de mezclamiento de ADN que muestran curvas log-sigmoideas
para proteinas de capsula mixtas resistentes y sensibles. En resumen, la proporcidon de proteinas de capsula
resistentes y sensibles fue variada como se indica en la leyenda de las figuras y el porcentaje de inhibicion
observada se representé frente al log10 de la concentracion de inhibidor. Los resultados indican que la
susceptibilidad o la resistencia de poblaciones mixtas de virus frente a inhibidores de entrada también pueden ser
determinadas de acuerdo a la presente invencion.

Figura 8: Resistencia de inhibidor de entrada no competitivo.

La Figura 8 muestra curvas log-sigmoideas de virus resistentes a UK-427.857, que indican que la resistencia a este
inhibidor de entrada se manifiesta como una reduccién del porcentaje maximo de inhibicion.

Figura 9: Reproducibilidad de la meseta de la curva de inhibicidon para un inhibidor de entrada no competitivo.

La Figura 9 muestra la reproducibilidad del porcentaje maximo de inhibicion observada para un inhibidor de entrada
no competitivo representativo, el UK-427.857. Tal como se muestra en la Figura 9, medidas multiples del porcentaje
maximo de inhibiciéon se agrupan de manera reproducible.
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5. Definiciones
Tal como se usan en la presente memoria, los siguientes términos presentaran los siguientes significados:

Un “ensayo fenotipico” es una prueba que mide un fenotipo de un virus particular, tal como por ejemplo el VIH, o de
una poblacién de virus, tal como por ejemplo la poblaciéon de VIH que infecta a un sujeto. Los fenotipos que pueden
medirse incluyen, aunque sin limitacién, la resistencia o susceptibilidad a un virus, o de una poblacion de virus, a un
agente anti-viral especifico o que mide la capacidad de replicacion de un virus.

Un “ensayo genotipico” es un ensayo que determina un genotipo de un organismo, una parte de un organismo, una
poblaciéon de organismos, un gen, una parte de un gen o una poblacion de genes. Tipicamente, un ensayo
genotipico implica la determinacion de la secuencia de acido nucleico del gen o genes relevantes. Dichos ensayos
se llevan a cabo frecuentemente en el VIH para establecer, por ejemplo, si determinadas mutaciones estan
asociadas a resistencia a farmaco o hay presente una capacidad de replicacién alterada o una resistencia. Los
genotipos se describen de forma rutinaria como la secuencia de proteina derivada codificada por el gen o genes de
interés.

La expresion “% de identidad de secuencia” se usa de manera intercambiable en la presente memoria con la
expresion “% de identidad” y se refiere al nivel de identidad de secuencia de aminoacidos entre dos o mas
secuencias de péptidos, o al nivel de identidad de secuencia de nucledtidos entre dos o mas secuencias de
nucleodtidos, cuando se alinean usando un programa de alineamiento de secuencias. Por ejemplo, tal como se usa
en la presente memoria, un 80% de identidad significa lo mismo que un 80% de identidad de secuencia determinada
mediante un algoritmo definido, y significa que una secuencia es idéntica en al menos un 80% a otra longitud de otra
secuencia. Los ejemplos de niveles de identidad de secuencia incluyen, aunque sin limitacion, 60, 70, 80, 85, 90, 95,
98% o mas de identidad de secuencia con respecto a una secuencia dada.

La expresion “% de homologia de secuencia” se usa de manera intercambiable en la presente memoria con la
expresion “% de homologia” y se refiere al nivel de homologia de secuencia de aminogcidos entre dos o mas
secuencias de péptidos, o al nivel de homologia de secuencia de nucledtidos entre dos o mas secuencias de
nucleétidos, cuando se alinean usando un programa de alineamiento de secuencia. Por ejemplo, tal como se usa en
la presente memoria, un 80% de homologia significa lo mismo que un 80% de homologia de secuencia determinada
mediante un algoritmo definido, y por consiguiente un homologo de una secuencia dada tiene mas del 80% de
homologia de secuencia a lo largo de una longitud de la secuencia dada. Los ejemplos de niveles de homologia de
secuencia incluyen, aunque sin limitacion, 60, 70, 80, 85, 90, 95, 98% o mas de homologia de secuencia con
respecto a una secuencia dada.

Los ejemplos de programas de ordenador que pueden usarse para determinar la identidad entre dos secuencias
incluyen, aunque sin limitacion, el conjunto de programas BLAST, por ejemplo BLASTN, BLASTX y TBLASTX,
BLASTP y TBLASTN, disponibles publicamente en internet en la pagina web de NCBI. Véase también Altschul y
col., 1990, J. Mol. Biol., 215: 403-10 (con referencia especial a los parametros por defecto publicados, es decir los
parametros w=4, t=17) y Altschul y col., 1997, Nucleic Acids Res., 25: 3389-3402. Las busquedas de secuencias se
llevan a cabo tipicamente usando el programa BLASTP cuando se evalla una secuencia de aminoacidos dada
respecto a las secuencias de aminoacidos del “GenBank Protein Sequences” y otras bases de datos publicas. Se
prefiere el programa BLASTX para la busqueda de secuencias de acido nucleico que han sido traducidas en todos
los marcos de lectura contra las secuencias de aminoacidos del “GenBank Protein Sequences” y otras bases de
datos publicas. Tanto el BLASTP como el BLASTX se ejecutan usando parametros por defecto con una penalizacion
de hueco abierto de 11,0, y una penalizaciéon de hueco extendido de 1,0, y utilizan la matriz BLOSUM-62. Véase la
referencia citada anteriormente.

Se lleva a cabo un alineamiento preferido de secuencias seleccionadas con el objetivo de determinar el “% de
identidad” entre dos 0 mas secuencias, usando por ejemplo el programa CLUSTAL-X, operado con los parametros
por defecto, que incluyen una penalizacion de hueco de 10,0, una penalizaciéon de hueco extendido de 0,1 y una
matriz de similitud BLOSUM 30.

“Aminoacido polar” se refiere a un aminoacido hidrofilico que tiene una cadena lateral que no esta cargada a pH
fisiolégico, pero que tiene al menos un enlace en el que el par de electrones compartido en comun por los dos
atomos estd mas préximo a uno de los dos atomos. Los aminoacidos polares codificados genéticamente incluyen
Asn (N), GIn (Q), Ser (S) y Thr (T).

“Aminoacido no polar” se refiere a un aminoacido hidrofébico que tiene una cadena lateral que no esta cargada a pH
fisiolégico y que tiene enlaces en los que el par de electrones compartido en comun por los dos atomos
generalmente esta a igual distancia de ambos atomos (es decir, la cadena lateral es no polar). Los aminoacidos no
polares codificados genéticamente incluyen Ala (A), Gly (G), lle (1), Leu (L), Met (M) y Val (V).

“Aminoacido hidrofilico” se refiere a un aminoacido que presenta un hidrofobicidad inferior a cero de acuerdo a la
escala normalizada de consenso de Eisenberg y col., 1984, J. Mol. Biol. 179: 125-142. Los aminoacidos hidrofilicos
codificados genéticamente incluyen Arg (R), Asn (N), Asp (D), Glu (E), GIn (Q), His (H), Lys (K), Ser (S) y Thr (T).
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“Aminoacido hidrofébico” se refiere a un aminoacido que exhibe una hidrofobicidad superior a cero de acuerdo a la
escala normalizada de consenso de Eisenberg y col., 1984, J. Mol. Biol. 179: 125-142. Los aminoacidos hidrofébicos
codificados genéticamente incluyen Ala (A), Gly (G), lle (1), Leu (L), Met (M), Phe (F), Pro (P), Trp (W), Tyr (Y) y Val
(V).

“Aminoacido acido” se refiere a un aminoacido hidrofilico que tiene un valor pK de cadena lateral inferior a 7. Los
aminoacidos acidos normalmente presentan cadenas laterales cargadas negativamente a pH fisiologico debido a la
pérdida de un ion hidrégeno. Los aminoacidos acidos codificados genéticamente incluyen Asp (D) y Glu (E).

“Aminoacido basico” se refiere a un aminoacido hidrofilico que tiene un valor pK de cadena lateral superior a 7. Los
aminoacidos basicos normalmente presentan cadenas laterales cargadas positivamente a pH fisiolégico debido a la
asociacion con un ion hidrégeno. Los aminoacidos basicos codificados genéticamente incluyen Arg (R), His (H) y Lys
(K).

Una “mutacién” es un cambio en una secuencia de acido nucleico o en una secuencia de aminoacidos
correspondiente respecto a un acido nucleico o polipéptido de referencia. Para realizaciones de la invencién que
comprenden VIH proteasa o transcriptasa inversa, el acido nucleico de referencia que codifica proteasa o
transcriptasa inversa es la secuencia codificadora de proteasa o transcriptasa inversa, respectivamente, presente en
el VIH NL4-3 (N° de acceso del GenBank AF324493).

Asimismo, el polipéptido de proteasa o de transcriptasa inversa de referencia es aquel codificado por la secuencia
de VIH NL4-3. Aunque la secuencia de aminoacidos de un péptido puede determinarse directamente mediante, por
ejemplo, degradacién de Edman o espectroscopia de masas, mas tipicamente, la secuencia de aminoacidos de un
péptido se infiere de la secuencia de nucledtidos de un acido nucleico que codifica el péptido. Se puede usar
cualquier método para determinar la secuencia de un &cido nucleico conocido en la técnica, por ejemplo, el
secuenciamiento de Maxam-Gilbert (Maxam y col., 1980, Methods in Enzymology 65: 499), secuenciamiento
didesoxi (Sanger y col., 1977, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 74: 5463) o estrategias basadas en hibridacion (véase, por
ejemplo, Sambrook y col., 2001, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, 32 edicion,
NY; y Ausubel y col., 1989, Current Protocols in Molecular Biology, Greene Publishing Associates y Wiley
Interscience, NY).

Un “mutante” es un virus, gen o proteina que tiene una secuencia que presenta uno o mas cambios respecto a un
virus, gen o proteina de referencia.

» o«

Los términos “péptido”, “polipéptido” y “proteina” se usan de manera intercambiable en toda la memoria.

El término “natural” se refiere a un genotipo virico que no comprende una mutacidon que se sepa que esta asociada a
resistencia a farmaco.

» o«

Los términos “polinucledtido”, “oligonucledtido” y “acido nucleico” se usan de manera intercambiable en toda la
memoria.

6. Descripcién detallada de lainvencidn

En determinados aspectos, la invencidon proporciona un método para determinar si un VIH es resistente a un
inhibidor de entrada de VIH. Los métodos son Utiles, por ejemplo, para guiar decisiones terapéuticas en sujetos en
tratamiento infectados con VIH, tanto recién infectados como en tratamiento, que incluye tratamiento que esta
fallando, y para el escrutinio de compuestos para identificar compuestos que inhibiran virus resistentes a otros
inhibidores de entrada. Otros usos de dichos métodos seran evidentes para los especialistas en la técnica.

6.1. Métodos para determinar si un VIH o una poblacién de VIH es resistente a inhibidores de entrada

En un aspecto, la invencion proporciona un método para determinar si un VIH es resistente a un inhibidor de entrada
de VIH. Los métodos generalmente comprenden la determinacion de la susceptibilidad fenotipica al farmaco de un
VIH o una poblacién de VIH usando, por ejemplo, los ensayos de susceptibilidad fenotipica a farmaco presentados
en el Ejemplo 1, y determinar si el VIH o poblacién de VIH es resistente a un inhibidor de entrada, tal como se ha
descrito anteriormente en la presente memoria. Sin embargo, en principio se puede usar cualquier ensayo de
susceptibilidad de ese tipo conocido por el especialista en la técnica en los métodos de determinacién de
susceptibilidad fenotipica a farmaco. La susceptibilidad a farmaco se puede representar, por ejemplo, como el
porcentaje de inhibicién frente al log1o de la concentracion de farmaco, y definirse en base a, por ejemplo, la ICsp y el
porcentaje de inhibicién a la mayor concentracion de farmaco. Dicho porcentaje de inhibicion observado a la mayor
concentracion de farmaco para un VIH de referencia, tal como, por ejemplo, HXB2, NL4-3 o SF2, es el maximo
porcentaje de inhibicion (% de inhibicion max.).

Se pueden usar los métodos para identificar resistencia a inhibidores de entrada que exhiban cinéticas competitivas,
es decir, que compitan con proteinas viricas para acceder a componentes viricos o celulares que medien en la
entrada del virus. Dichos inhibidores de entrada incluyen, aunque sin limitacion, T-20 y AMD-3100, discutidos
anteriormente. Los virus que son resistentes a dichos inhibidores de entrada exhiben un aumento de la ICso respecto
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a los virus susceptibles.

En ofras realizaciones, los métodos se pueden usar para identificar resistencia a inhibidores de entrada que exhiban
cinéticas no competitivas, es decir, que no compitan directamente con proteinas viricas por el acceso a
componentes viricos o celulares que medien en la entrada, sino que en su lugar alteren la conformacién del
componente celular y/o la proteina virica de un modo que altere la interaccién entre dichas proteinas y
componentes. Los ejemplos de dichos inhibidores no competitivos incluyen, aunque sin limitacion, inhibidores de
entrada tales como SCH-C, TNX-355, UK-427.857, SCH-D, GW-873 y TAK-220. Por vez primera, los solicitantes
han identificado virus resistentes a dichos inhibidores de entrada que exhiben una cinética no competitiva para la
inhibicion.

Los virus resistentes a dichos inhibidores de entrada no competitivos manifiestan dicha resistencia de al menos dos
maneras diferentes. Primero, los virus resistentes a inhibidores de entrada no competitivos no pueden ser inhibidos
completamente. Es decir, no existe una concentracion de inhibidor de entrada que pueda inhibir completamente la
interaccion entre proteina de capsula y receptor superficial celular. Por tanto, cuando se representa una curva log-
sigmoidea que compara una medida de entrada de virus con la concentracion de farmaco, la curva se estabiliza a
menos del 100% de inhibicién. Como tal, cuando una curva log-sigmoidea generada como se ha descrito en la
presente memoria indica que no importa cuanto inhibidor de entrada se afiada a la mezcla de ensayo, el virus sigue
siendo capaz de entrar en la célula a un nivel detectable, el virus es resistente al inhibidor de entrada.

En segundo lugar, dichos virus exhiben menores porcentajes maximos de inhibicién respecto a los virus
susceptibles. Por tanto, observando que un virus particular o una poblacién de virus presente un menor porcentaje
maximo de inhibicidén respecto a un virus o poblacién virica de referencia, se puede determinar que el virus o
poblacién virica exhibe menos susceptibilidad (resistencia) al inhibidor de entrada evaluado. El virus o poblacion
virica de referencia puede ser un virus o poblacién virica obtenidos de un sujeto u otra fuente antes de una terapia
de exposicion a un inhibidor de entrada. Alternativamente, el virus o poblacion virica de referencia puede ser una
cepa de referencia, tal como, por ejemplo, SF2, HXB2 o NL4-3. Como otra alternativa adicional, el porcentaje
maximo de inhibicion observada para el virus o poblacion virica de referencia puede ser un porcentaje maximo de
inhibicion promedio derivado de una serie de virus o poblaciones viricas.

Por tanto, en determinadas realizaciones, la invencion proporciona un método para determinar si un VIH es
resistente a un inhibidor de entrada de VIH que comprende generar una curva log-sigmoidea de inhibicién que
comprende puntos de datos que miden la entrada del VIH en una célula en presencia de concentraciones variables
del inhibidor de entrada de VIH; y comparar la curva de inhibicién de la etapa (a) con una curva de inhibicién log-
sigmoidea correspondiente a un VIH de referencia. Un descenso en el porcentaje de inhibicion maxima observado
para el VIH respecto al observado para el VIH de referencia indica que el VIH es resistente al inhibidor de entrada de
VIH, y que el inhibidor de entrada de VIH es un inhibidor de entrada de VIH no competitivo.

En determinadas realizaciones, el inhibidor de entrada se selecciona del grupo que consiste en BMS-488.403
(Bristol-Meyers Squibb; Nueva York, NY), Pro-542 (Progenics Pharmaceuticals, Inc.; Tarrytown, NY), mAb B4
(United BioMedical, Inc.; Hauppauge, NY), TNX-355 (Tanox Inc.; Houston, TX), UK-427.857 (Pfizer Inc.; Nueva York,
NY), SCH-D (Schering-Plough; Kenilworth, N.J.), GW-873.140 (GlaxoSmithKline; Research Triangle, NC), AMD-
11070 (AnorMED Inc.; Langley, Canada), TAK-220 (Takeda Chemical Industries, Ltd.; Osaka, Japoén), Pro-140
(Progenics Pharmaceuticals, Inc.; Tarrytown, NY), y mAb004 (Human Genome Sciences Inc.; Rockville, Md). En
determinadas realizaciones, el inhibidor de entrada se selecciona del grupo que consiste en TNX-355, UK-427.857,
SCH-D, GW-873.140, AMD-11070 y TAK-220. En determinadas realizaciones, el inhibidor de entrada se selecciona
del grupo que consiste en TNX-355, UK-427.857, SCH-D, GW-873.140 y TAK-220. En determinadas realizaciones,
el inhibidor de entrada se selecciona del grupo que consiste en SCH-C, SCH-D, UK-427857 y TNX-355. En
determinadas realizaciones, el inhibidor de entrada es BMS-488.403. En determinadas realizaciones, el inhibidor de
entrada es Pro-542. En determinadas realizaciones, el inhibidor de entrada mAb B4. En determinadas realizaciones,
el inhibidor de entrada es TNX-355. En determinadas realizaciones, el inhibidor de entrada es UK-427.857. En
determinadas realizaciones, el inhibidor de entrada es SCH-D. En determinadas realizaciones, el inhibidor de
entrada es GW-873.140. En determinadas realizaciones, el inhibidor de entrada es AMD-11070. En determinadas
realizaciones, el inhibidor de entrada es TAK-220. En determinadas realizaciones, el inhibidor de entrada es Pro-
140. En determinadas realizaciones, el inhibidor de entrada es mAb004. En determinadas realizaciones, el VIH de
referencia es HXB2, nL4-3 o SF2. En determinadas realizaciones, el VIH procede de un sujeto infectado con VIH.

En determinadas realizaciones, los puntos de datos que miden la entrada de VIH en la célula se determinan
poniendo en contacto una particula virica de VIH con la célula en presencia del inhibidor de entrada de VIH, en
donde la célula expresa un receptor superficial celular al cual se une la particula virica, y en donde la particula virica
comprende: (i) un vector de expresion virico que carece de un acido nucleico que codifique una proteina de capsula
virica, pero que comprende un acido nucleico indicador que produce una sefial detectable cuando se introduce en la
célula, y (ii) una proteina de capsula virica codificada por un acido nucleico del VIH; y medir la cantidad de la sefal
detectable producida por la célula. En determinadas realizaciones, la sefial detectable es una sefal fluorescente. En
determinadas realizaciones, el acido nucleico indicador codifica luciferasa. En determinadas realizaciones, la
particula virica se produce co-transfectando en una célula (i) un acido nucleico que codifica una proteina de capsula
virica del VIH, y (ii) un vector de expresion virico que carece de un acido nucleico que codifica una proteina de
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capsula, en donde el vector comprende un acido nucleico indicador que produce una sefial detectable. En
determinadas realizaciones, el receptor superficial celular es CD4. En determinadas realizaciones, la célula también
expresa un receptor de quimioquina. En determinadas realizaciones, el receptor de quimioquina es CXCR4 o CCRS.
En determinadas realizaciones, el acido nucleico de VIH codifica gp160, pg120 o gp41.

En otros aspectos, la invencion proporciona un método para determinar si una poblacion de VIH es resistente a un
inhibidor de entrada de VIH que comprende generar una curva de inhibicién log-sigmoidea que comprende puntos
de datos que miden la entrada de la poblacion de VIH a la célula en presencia de concentraciones variables del
inhibidor de entrada de VIH; y comparar la curva de inhibicion de la etapa (a) con una curva de inhibicion log-
sigmoidea correspondiente a una poblacion de VIH de referencia. Un descenso en el porcentaje de inhibicion
maxima observada para la poblacion de VIH respecto al observado para la poblacion de VIH de referencia indica
que el VIH es resistente al inhibidor de entrada de VIH, y que el inhibidor de entrada de VIH es un inhibidor de
entrada de VIH no competitivo.

En determinadas realizaciones, el inhibidor de entrada se selecciona del grupo que consiste en SCH-C, SCH-D, UK-
427857 y TNX-355. En determinadas realizaciones, el inhibidor de entrada se selecciona del grupo que consiste en
BMS-488.403, Pro-542, mAb B4, TNX-355, UK-427.857, SCH-D, GW-873.140, AMD-11070, TAK-220, Pro-140 y
mADb004. En determinadas realizaciones, el inhibidor de entrada se selecciona del grupo que consiste en TNX-355,
UK-427.857, SCH-D, GW-873.140, AMD-11070 y TAK-220. En determinadas realizaciones, el inhibidor de entrada
se selecciona del grupo que consiste en TNX-355, UK-427.857, SCH-D, GW-873.140 y TAK-220. En determinadas
realizaciones, el inhibidor de entrada es BMS-488.403. En determinadas realizaciones, el inhibidor de entrada es
Pro-542. En determinadas realizaciones, el inhibidor de entrada mAb B4. En determinadas realizaciones, el inhibidor
de entrada es TNX-355. En determinadas realizaciones, el inhibidor de entrada es UK-427.857. En determinadas
realizaciones, el inhibidor de entrada es SCH-D. En determinadas realizaciones, el inhibidor de entrada es GW-
873.140. En determinadas realizaciones, el inhibidor de entrada es AMD-11070. En determinadas realizaciones, el
inhibidor de entrada es TAK-220. En determinadas realizaciones, el inhibidor de entrada es Pro-140. En
determinadas realizaciones, el inhibidor de entrada es mAb004. En determinadas realizaciones, el VIH de referencia
es HXB2, nL4-3 o SF2. En determinadas realizaciones, el VIH procede de un sujeto infectado con VIH.

En determinadas realizaciones, los puntos de datos que miden la entrada de la poblacién de VIH en la célula se
determinan poniendo en contacto una pluralidad de particulas viricas de VIH con la célula en presencia del inhibidor
de entrada de VIH, en donde la célula expresa un receptor superficial celular al cual se unen las particulas viricas, y
en donde cada una de la pluralidad de particulas viricas comprende: (i) un vector de expresion virico que carece de
un &cido nucleico que codifique una proteina de capsula virica, pero que comprende un acido nucleico indicador que
produce una sefial detectable cuando se introduce en la célula, y (ii) una proteina de capsula virica codificada por un
acido nucleico de la poblacion de VIH; y medir la cantidad de sefal detectable producida por la célula. En
determinadas realizaciones, la sefial detectable es una sefal fluorescente. En determinadas realizaciones, el acido
nucleico indicador codifica luciferasa. En determinadas realizaciones, cada una de la pluralidad de particulas viricas
de VIH comprende la misma proteina de capsula virica. En determinadas realizaciones, la pluralidad de particulas
viricas son producidas co-transfectando en una célula (i) una pluralidad de acidos nucleicos que codifican cada uno
una proteina de capsula virica de la poblacion de VIH, y (ii) un vector de expresién virico que carece de un acido
nucleico que codifica una proteina de capsula, en donde el vector comprende un acido nucleico indicador que
produce una sefial detectable. En determinadas realizaciones, el receptor superficial celular es CD4. En
determinadas realizaciones, la célula también expresa un receptor de quimioquina. En determinadas realizaciones,
el receptor de quimioquina es CXCR4 o CCR5. En determinadas realizaciones, el acido nucleico de VIH codifica
gp160, gp120 o gp41.

En otros aspectos, la invencidon proporciona un método para determinar si un VIH es resistente a un inhibidor de
entrada de VIH que comprende determinar una curva de inhibicion log-sigmoidea que comprende puntos de datos
para la entrada del VIH en presencia de concentraciones variables del inhibidor de entrada de VIH, en donde si la
entrada del VIH no puede ser completamente inhibida por el inhibidor de entrada de VIH, el VIH es resistente al
inhibidor de entrada de VIH.

En determinadas realizaciones, el inhibidor de entrada se selecciona del grupo que consiste en SCH-C, SCH-D, UK-
427857 y TNX-355. En determinadas realizaciones, el inhibidor de entrada se selecciona del grupo que consiste en
BMS-488.403, Pro-542, mAb B4, TNX-355, UK-427.857, SCH-D, GW-873, AMD-11070, TAK-220, Pro-140 y
mAb004. En determinadas realizaciones, el inhibidor de entrada se selecciona del grupo que consiste en TNX-355,
UK-427.857, SCH-D, GW-873.140, AMD-11070 y TAK-220. En determinadas realizaciones, el inhibidor de entrada
se selecciona del grupo que consiste en TNX-355, UK-427.857, SCH-D, GW-873.140 y TAK-220. En determinadas
realizaciones, el inhibidor de entrada es BMS-488.403. En determinadas realizaciones, el inhibidor de entrada es
Pro-542. En determinadas realizaciones, el inhibidor de entrada es mAb B4. En determinadas realizaciones, el
inhibidor de entrada es TNX-355. En determinadas realizaciones, el inhibidor de entrada es UK-427.857. En
determinadas realizaciones, el inhibidor de entrada es SCH-D. En determinadas realizaciones, el inhibidor de
entrada es GW-873.140. En determinadas realizaciones, el inhibidor de entrada es AMD-11070. En determinadas
realizaciones, el inhibidor de entrada es TAK-220. En determinadas realizaciones, el inhibidor de entrada es Pro-
140. En determinadas realizaciones, el inhibidor de entrada es mAb004. En determinadas realizaciones, el VIH
procede de un sujeto infectado con VIH.
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En determinadas realizaciones, los puntos de datos que miden la entrada del VIH en la célula se determinan:
poniendo en contacto una particula virica de VIH con la célula en presencia del inhibidor de entrada de VIH, en
donde la célula expresa un receptor superficial celular al cual se une la particula virica, y en donde la particula virica
comprende: (i) un vector de expresion virico que carece de un acido nucleico que codifica una proteina de capsula
virica, pero que comprende un acido nucleico indicador que produce una sefal detectable cuando se introduce en la
célula, y (ii) una proteina de capsula virica codificada por un acido nucleico del VIH; y medir la cantidad de la sefal
detectable producida por la célula. En determinadas realizaciones, la sefial detectable es una sefal fluorescente. En
determinadas realizaciones, el acido nucleico indicador codifica luciferasa. En determinadas realizaciones, la
particula virica es producida co-transfectando en una célula (i) un acido nucleico que codifica una proteina de
capsula virica del VIH, y (ii) un vector de expresion virico que carece de un acido nucleico que codifica una proteina
de capsula, en donde el vector comprende un acido nucleico indicador que produce una sefial detectable. En
determinadas realizaciones, el receptor superficial celular es CD4. En determinadas realizaciones, la célula también
expresa un receptor de quimioquina. En determinadas realizaciones, el receptor de quimioquina es CXCR4 o CCRS.
En determinadas realizaciones, el acido nucleico de VIH codifica gp160, gp120 o gp41.

La descripcion proporciona un método para determinar si una poblacion de VIH es resistente a un inhibidor de
entrada de VIH, que comprende determinar una curva de inhibicion log-sigmoidea que comprende puntos de datos
para la entrada de la poblacion de VIH en presencia de concentraciones variables del inhibidor de entrada de VIH,
en donde si la entrada de la poblacion de VIH no puede ser inhibida completamente por el inhibidor de entrada de
VIH, la poblacion de VIH es resistente al inhibidor de entrada de VIH.

En determinadas realizaciones, el inhibidor de entrada se selecciona del grupo que consiste en SCH-C, SCH-D, UK-
427857 y TNX-355. En determinadas realizaciones, el inhibidor de entrada se selecciona del grupo que consiste en
BMS-488.403, Pro-542, mAb B4, TNX-355, UK-427.857, SCH-D, GW-873.140, AMD-11070, TAK-220, Pro-140 y
mADb004. En determinadas realizaciones, el inhibidor de entrada se selecciona del grupo que consiste en TNX-355,
UK-427.857, SCH-D, GW-873.140, AMD-11070 y TAK-220. En determinadas realizaciones, el inhibidor de entrada
se selecciona del grupo que consiste en TNX-355, UK-427.857, SCH-D, GW-873.140 y TAK-220. En determinadas
realizaciones, el inhibidor de entrada es BMS-488.403. En determinadas realizaciones, el inhibidor de entrada es
Pro-542. En determinadas realizaciones, el inhibidor de entrada es mAb B4. En determinadas realizaciones, el
inhibidor de entrada esTNX-355. En determinadas realizaciones, el inhibidor de entrada es UK-427.857. En
determinadas realizaciones, el inhibidor de entrada es SCH-D. En determinadas realizaciones, el inhibidor de
entrada es GW-873.140. En determinadas realizaciones, el inhibidor de entrada es AMD-11070. En determinadas
realizaciones, el inhibidor de entrada es TAK-220. En determinadas realizaciones, el inhibidor de entrada es Pro-
140. En determinadas realizaciones, el inhibidor de entrada es mAb004. En determinadas realizaciones, la poblacién
de VIH procede de un sujeto infectado con VIH.

En determinadas realizaciones, los puntos de datos que miden la entrada de la poblacién de VIH en la célula se
determinan poniendo en contacto las particulas viricas de VIH con la célula en presencia del inhibidor de entrada de
VIH, en donde la célula expresa un receptor superficial celular al cual se unen las particulas viricas, y en donde cada
una de la pluralidad de particulas viricas comprende: (i) un vector de expresion virico que carece de un acido
nucleico que codifica una proteina de capsula virica, pero que comprende un acido nucleico indicador que produce
una sefial detectable cuando se introduce en la célula, y (ii) una proteina de capsula virica codificada por un &cido
nucleico de la poblacion de VIH; y midiendo la cantidad de sefial detectable producida por la célula. En determinadas
realizaciones, la sefial detectable es una sefal fluorescente. En determinadas realizaciones, el acido nucleico
codifica luciferasa. En determinadas realizaciones, cada una de la pluralidad de particulas viricas de VIH comprende
la misma proteina de capsula virica. En determinadas realizaciones, la pluralidad de particulas viricas es producida
co-transfectando en una célula (i) una pluralidad de acidos nucleicos que codifican cada uno una proteina de
capsula virica de la poblacion de VIH, y (ii) un vector de expresién virico que carece de un acido nucleico que
codifica una proteina de capsula, en donde el vector comprende un acido nucleico indicador que produce una sefial
detectable. En determinadas realizaciones, el receptor superficial celular es CD4. En determinadas realizaciones, la
célula también expresa un receptor de quimioquina. En determinadas realizaciones, el receptor de quimioquina es
CXCR4 o CCR5. En determinadas realizaciones, el acido nucleico de VIH codifica gp160, gp120 o gp41.

En realizaciones de la invencion en las que los métodos determinan si una poblacion de VIH es resistente a un
inhibidor de entrada de VIH, la poblacion de VIH puede ser una poblacién heterogénea. En determinadas
realizaciones, la poblacion de VIH puede ser una poblacion homogénea. Preferiblemente, la poblacion de VIH
corresponde a una poblacién de VIH que infecta a un sujeto. Por ejemplo, determinando la curva de inhibicién log-
sigmoidea de muchos, por ejemplo 50, 100 o mas, elementos aislados env individuales del sujeto, se pueden
determinar la resistencia o la susceptibilidad de la poblacion de VIH que infecta al sujeto.

En determinadas realizaciones, el acido nucleico indicador comprende un gen indicador. En otra realizacion de esta
invencion, el gen indicador es un gen de luciferasa.

En determinadas realizaciones, el receptor superficial celular es CD4. En determinadas realizaciones, el receptor
superficial celular es un receptor de quimioquina. En determinadas realizaciones, el receptor superficial celular es
CXCR4 o CCRS5. En determinadas realizaciones, el receptor superficial celular es CXCR4 y CCR5.
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En determinadas realizaciones, el sujeto esta infectado con el virus VIH-1, un virus de hepatitis (tal como VHC o
VHB), o cualquier otro virus.

En determinadas realizaciones, el acido nucleico comprende ADN que codifica gp160, gp120 y/o gp41.

En determinadas realizaciones, el vector de expresién virico comprende acido nucleico de VIH.

En determinadas realizaciones, el vector de expresién virico comprende un gen gag-pol de VIH.

En determinadas realizaciones, el vector de expresion virico comprende ADN que codifica vif, vpr, tat, rev, vpu y nef.

En determinadas realizaciones, la célula es una célula de mamifero. En determinadas realizaciones, la célula de
mamifero es una célula humana. En determinadas realizaciones, la célula humana es una célula embrionaria
humana de rifién. En determinadas realizaciones, la célula embrionaria humana de riidén es una célula 293. En
determinadas realizaciones, la célula es una célula T humana. En determinadas realizaciones, la célula es una linea
celular de leucemia de células T. En determinadas realizaciones, la célula es una célula mononuclear sanguinea
periférica. En determinadas realizaciones, la célula es una célula de astroglioma. En determinadas realizaciones, la
célula de astroglioma es una célula U87. En determinadas realizaciones, la célula es una célula de osteosarcoma
humana. En determinadas realizaciones, la célula de osteosarcoma humana es una célula HT4. En determinadas
realizaciones, la célula es una célula que no expresa de forma natural CD4, CXCR4 y/o CCRS5, pero que ha sido
modificada para expresar uno o mas de dichos receptores. En determinadas realizaciones, la célula ha sido
modificada para expresar CD4. En determinadas realizaciones, la célula ha sido disefiada para expresar CXCR4. En
determinadas realizaciones, la célula ha sido modificada para expresar CCRS5.

En determinadas realizaciones, el inhibidor de entrada de VIH se une al receptor superficial celular. En determinadas
realizaciones, el compuesto es un ligando del receptor superficial celular. En determinadas realizaciones, el
compuesto comprende un anticuerpo, o un fragmento de unidon a antigeno del mismo. En determinadas
realizaciones, el compuesto inhibe la fusién de membrana. En determinadas realizaciones, el compuesto es un
péptido, un peptidomimético, una molécula organica o un compuesto sintético. En determinadas realizaciones, el
compuesto se une a la proteina de céapsula virica.

En otro aspecto, la invencidn proporciona un método para determinar la susceptibilidad de un virus frente a un
compuesto que inhibe la entrada celular de virus que comprende: (a) obtener un acido nucleico que codifica una
proteina de capsula virica de un sujeto infectado con el virus; (b) co-transfectar en una primera célula (i) el acido
nucleico de la etapa (a), y (ii) un vector de expresion virico que carece de un acido nucleico que codifica una
proteina de cépsula, y que comprende un acido nucleico indicador que produce una sefal detectable, de tal modo
que la primera célula produce particulas viricas que comprenden la proteina de capsula codificada por el acido
nucleico obtenido del sujeto; (c) poner en contacto las particulas viricas producidas en la etapa (b) con una segunda
célula en presencia del compuesto, en donde la segunda célula expresa un receptor superficial celular al cual se une
el virus; (d) medir la cantidad de sefal producida por la segunda célula con el objetivo de determinar la capacidad de
infeccion de las particulas viricas; y (e) comparar la cantidad de sefial medida en la etapa (d) con la cantidad de
sefal producida en ausencia del compuesto, en donde un descenso de la cantidad de sefal medida en presencia del
compuesto indica que el virus es susceptible al compuesto.

La invencién proporciona un método para determinar si un virus ha desarrollado resistencia a un inhibidor de entrada
que comprende: (a) determinar si un virus es resistente a un inhibidor de entrada de acuerdo al método de la
invencién, en donde un acido nucleico que codifica una proteina de capsula virica se obtiene de un sujeto en un
primer momento; (b) determinar si un virus es resistente a un inhibidor de entrada de acuerdo a un método de la
invencion, en donde el acido nucleico que codifica la proteina de capsula virica se obtiene del sujeto en un segundo
momento posterior; y (c) comparar las susceptibilidades determinadas en las etapas (a) y (b), en donde un descenso
en la susceptibilidad en el segundo momento posterior indica que el virus ha desarrollado una susceptibilidad
reducida o una resistencia al inhibidor de entrada.

La descripcidon proporciona un método para identificar una mutacién en un virus que confiere resistencia a un
compuesto que inhibe la entrada en una célula que comprende: (a) determinar la secuencia de acido nucleico o la
secuencia de aminoacidos del virus antes de cualquier tratamiento del virus con el compuesto; (b) obtener un virus
resistente al compuesto; (c) determinar la secuencia de acido nucleico o la secuencia de aminoacidos del virus
resistente de la etapa (b); y (d) comparar la secuencia de acido nucleico o las secuencias de aminoacidos de las
etapas (a) y (c), respectivamente, para identificar la mutacién en el virus que le confiere resistencia al compuesto.

El virus obtenido en la etapa (b) puede ser el virus de la etapa (a) cultivado en presencia del compuesto hasta que
se desarrolla la resistencia.

El virus obtenido en la etapa (b) puede aislarse de un sujeto que ha sido sometido a tratamiento con el compuesto.

Esta descripcién proporciona ademas los medios y el método para descubrir, optimizar y caracterizar farmacos
nuevos o novedosos que estén dirigidos contra varias etapas, definidas y aun sin definir, de la unién del virus y del
proceso de entrada.
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Esta descripcidon proporciona ademas los medios y el método para descubrir, optimizar y caracterizar vacunas de
VIH-1 (tanto preventivas como terapéuticas) que estén dirigidas contra varias etapas, definidas o aun sin definir, de
la union del virus y el proceso de entrada.

Esta descripcion proporciona los medios y el método para identificar sustituciones/mutaciones de aminoacidos en
proteinas de capsula de VIH-1 (gp41 y/o gp120) que alteran la susceptibilidad a inhibidores de entrada del virus.

Esta descripcion proporciona ademas los medios y el método para determinar sustituciones/mutaciones de
aminoacidos en la capsula de VIH-1 que se observan frecuentemente, tanto solas como en combinacion, en virus
que exhiben una susceptibilidad alterada frente a inhibidores de entrada de virus.

Esta descripcion proporciona ademas los medios y el método para usar la susceptibilidad a inhibidor de entrada de
virus para guiar el tratamiento de sujetos en los que el tratamiento con farmacos antirretrovirales ha fallado.

Esta descripcion proporciona ademas los medios y los métodos para usar la susceptibilidad a inhibidor de entrada
para guiar el tratamiento de sujetos recién infectados con VIH-1.

En otro aspecto de la descripcion, los métodos comprenden determinar que un sujeto esta infectado con un VIH que
es resistente a un inhibidor de entrada de VIH de acuerdo a un método de la invencion, aconsejar entonces a un
profesional médico de la opcién de tratamiento de administrar al sujeto un régimen terapéutico que no incluye el
inhibidor de entrada de VIH. En determinadas realizaciones, el inhibidor de entrada de VIH es SCH-C, SCH-D, UK-
427857 o TNX-355. En determinadas realizaciones, el inhibidor de entrada se selecciona del grupo que consiste en
BMS-488.403, Pro-542, mAb B4, TNX-355, UK-427.857, SCH-D, GW-873.140, AMD-11070, TAK-220, Pro-140 y
mAb004. En determinadas realizaciones, el inhibidor de entrada se selecciona del grupo que consiste en TNX-355,
UK-427.857, SCH-D, GW-873.140, AMD-11070 y TAK-220. En determinadas realizaciones, el inhibidor de entrada
se selecciona del grupo que consiste en TNX-355, UK-427.857, SCH-D, GW-873.140 y TAK-220. En determinadas
realizaciones, el inhibidor de entrada es BMS-488.403. En determinadas realizaciones, el inhibidor de entrada es
Pro-542. En determinadas realizaciones, el inhibidor de entrada es mAb B4. En determinadas realizaciones, el
inhibidor de entrada es TNX-355. En determinadas realizaciones, el inhibidor de entrada es UK-427.857. En
determinadas realizaciones, el inhibidor de entrada es SCH-D. En determinadas realizaciones, el inhibidor de
entrada es GW-873.140. En determinadas realizaciones, el inhibidor de entrada es AMD-11070. En determinadas
realizaciones, el inhibidor de entrada es TAK-220. En determinadas realizaciones, el inhibidor de entrada es Pro-
140. En determinadas realizaciones, el inhibidor de entrada es mAb004.

En otro aspecto de la descripcién, los métodos comprenden determinar si un sujeto esta infectado con un VIH que
es resistente a un inhibidor de entrada de VIH de acuerdo a un método de la invencion, entonces aconsejar a un
profesional médico que no trate al sujeto con el inhibidor de entrada a VIH. En determinadas realizaciones, el
inhibidor de entrada de VIH es SCH-C, SCH-D, UK-427857 o TNX-355. En determinadas realizaciones, el inhibidor
de entrada se selecciona del grupo que consiste en BMS-488.403, Pro-542, mAb B4, TNX-355, UK-427.857, SCH-D,
GW-873.140, AMD-11070, TAK-220, Pro-140 y mAb004. En determinadas realizaciones, el inhibidor de entrada se
selecciona del grupo que consiste en TNX-355, UK-427.857, SCH-D, GW-873.140, AMD-11070 y TAK-220. En
determinadas realizaciones, el inhibidor de entrada se selecciona del grupo que consiste en TNX-355, UK-427.857,
SCH-D, GW-873.140 y TAK-220. En determinadas realizaciones, el inhibidor de entrada es Pro-542. En
determinadas realizaciones, el inhibidor de entrada es mAb B4. En determinadas realizaciones, el inhibidor de
entada es TNX-355. En determinadas realizaciones el inhibidor de entrada es UK-427.857. En determinadas
realizaciones, el inhibidor de entrada es SCH-D. En determinadas realizaciones, el inhibidor de entrada es GW-
873.140. En determinadas realizaciones, el inhibidor de entrada es AMD-11070. En determinadas realizaciones, el
inhibidor de entrada es TAK-220. En determinadas realizaciones, el inhibidor de entrada es Pro-140. En
determinadas realizaciones, el inhibidor de entrada es mAb004.

En otro aspecto adicional de la descripcion, los métodos comprenden determinar si un sujeto esta infectado con un
VIH que es resistente a un inhibidor de entrada de VIH de acuerdo a un método de la invencién, y administrar al
sujeto una combinacion de agentes anti-VIH que no comprende el inhibidor de entrada de VIH. En determinadas
realizaciones, el inhibidor de entrada de VIH es SCH-C, SCH-D, UK-427857 o TNX-355. En determinadas
realizaciones, el inhibidor de entrada de VIH es SCH-C, SCH-D, UK-427857 o TNX-355. En determinadas
realizaciones, el inhibidor de entrada se selecciona del grupo que consiste en BMS-488.403, Pro-542, mAb B4, TNX-
355, UK-427.857, SCH-D, GW-873.140, AMD-11070, TAK-220, Pro-140 y mAb004. En determinadas realizaciones,
el inhibidor de entrada se selecciona del grupo que consiste en TNX-355, UK-427.857, SCH-D, GW-873.140, AMD-
11070 y TAK-220. En determinadas realizaciones, el inhibidor de entrada se selecciona del grupo que consiste en
TNX-355, UK-427.857, SCH-D, GW-873.140 y TAK-220. En determinadas realizaciones, el inhibidor de entrada es
BMS-488.403. En determinadas realizaciones, el inhibidor de entrada es Pro-542. En determinadas realizaciones, el
inhibidor de entrada es mAb B4. En determinadas realizaciones, el inhibidor de entrada es TNX-355. En
determinadas realizaciones, el inhibidor de entrada es UK-427.857. En determinadas realizaciones, el inhibidor de
entrada es SCH-D. En determinadas realizaciones, el inhibidor de entrada es GW-873.140. En determinadas
realizaciones, el inhibidor de entrada es AMD-11070. En determinadas realizaciones, el inhibidor de entrada es TAK-
220. En determinadas realizaciones, el inhibidor de entrada es Pro-140. En determinadas realizaciones, el inhibidor
de entrada es mAb004.
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En otro aspecto adicional de la descripcion, los métodos comprenden determinar si un sujeto esta infectado con un
VIH que es hipersusceptible a un inhibidor de entrada de VIH de acuerdo a un método de la invencién, entonces
aconsejar a un profesional médico sobre la opcidon de tratamiento de administrar al sujeto una combinacién de
agentes anti-VIH que no comprende una cantidad efectiva del inhibidor de entrada de VIH. En determinadas
realizaciones, el inhibidor de entrada de VIH es SCH-C, SCH-D, UK-427857 o TNX-355. En determinadas
realizaciones, el inhibidor de entrada se selecciona del grupo que consiste en BMS-488.403, Pro-542, mAb B4, TNX-
355, UK-427.857, SCH-D, GW-873.140, AMD-11070, TAK-220, Pro-140 y mAb004. En determinadas realizaciones,
el inhibidor de entrada se selecciona del grupo que consiste en TNX-355, UK-427.857, SCH-D, GW-873.140, AMD-
11070 y TAK-220. En determinadas realizaciones, el inhibidor de entrada se selecciona del grupo que consiste en
TNX-355, UK-427.857, SCH-D, GW-873.140 y TAK-220. En determinadas realizaciones, el inhibidor de entrada es
BMS-488.403. En determinadas realizaciones, el inhibidor de entrada es Pro-542. En determinadas realizaciones, el
inhibidor de entrada es mAb B4. En determinadas realizaciones, el inhibidor de entrada es TNX-355. En
determinadas realizaciones, el inhibidor de entrada es UK-427.857. En determinadas realizaciones, el inhibidor de
entrada es SCH-D. En determinadas realizaciones, el inhibidor de entrada es GW-873.140. En determinadas
realizaciones, el inhibidor de entrada es AMD-11070. En determinadas realizaciones, el inhibidor de entrada es TAK-
220. En determinadas realizaciones, el inhibidor de entrada es Pro-140. En determinadas realizaciones, el inhibidor
de entrada es mAb004.

En otro aspecto adicional de la descripcion, los métodos comprenden determinar si un sujeto esta infectado con un
VIH que es resistente a un inhibidor de entrada de VIH de acuerdo a un método de la invencién en un primer
momento, entonces determinar si el sujeto permanece infectado con un VIH que es resistente a un inhibidor de
entrada de VIH de acuerdo a un método de la invencién en un segundo momento posterior. En otras realizaciones,
los métodos comprenden determinar si un sujeto esta infectado con un VIH que es resistente a un inhibidor de
entrada de VIH de acuerdo a un método de la invencion en un primer momento, entonces determinar si el sujeto
esta infectado con un VIH que ya no es resistente a un inhibidor de entrada de VIH de acuerdo a un método de la
invencion en un segundo momento.

6.2. Medicién de la resistencia a un inhibidor de entrada

En esta seccién se describen los métodos para llevar a cabo ensayos de capacidad de infeccidén de ronda sencilla
que determinan la capacidad de un virus para entrar en una célula. Estos métodos se pueden usar, por ejemplo,
para determinar puntos de datos para representar una curva log-sigmoidea para determinar si un VIH es resistente a
un inhibidor de entrada. En una realizacion, se construye un vector de expresion de capsula capaza de expresar
proteinas de capsula de VIH-1 en células transfectadas. Se han descrito vectores de expresion relacionados,
incluyendo un plasmido (pPAmphoEnv) construido para expresar proteina de capsula de virus de leucemia murina
anfotrdpica (A-MLV), tal como se describe en la Patente de EE.UU. N° 5.837.464 y en Petropoulus y col., 2000. El
vector pAmphoEnv usa el promotor de gen temprano inmediato del citomegalovirus humano (CMV) y la secuencia
sefial de poliadenilacion SV40 para producir ARNm de capsula de A-MLV en células transfectadas. El plasmido
pAmphoEnv se modifica eliminando el gen de capsula A-MLV e introduciendo sitios de ruptura enzimatica de
restriccion que pueden permitir la insercion de fragmentos de capsula virica derivados de una variedad de elementos
aislados, tal como VIH-1. En el caso del VIH-1, el marco de lectura abierto de la capsula se expande
aproximadamente 2600 nucledtidos y codifica la poliproteina de capsula, gp160. La poliproteina gp160 es dividida
por una proteasa celular de tipo furina para producir dos subunidades, la proteina de transmembrana gp41 y la
proteina superficial gp120. Los vectores de expresion de capsula de VIH-1 se pueden construir por etapas como se
indica a continuacion:

6.2.1. Reemplazar las secuencias de acido nucleico de capsula de A-MLV del vector de expresién de capsula
(pPAmphoEnv) con un poliligando de sitio de clonaciéon multiple:

Las secuencias de acido nucleico de capsula de A-MLV se pueden eliminar del vector pAmphoEnv mediante
digestién con enzima de restriccion. El vector digerido se puede recircularizar mediante ligacion a un poliligando de
oligonucledtio duplex que contiene cuatro sitios de restriccion internos Unicos (a, b, c, d) para la insercién de
secuencias de capsula. La reaccién de ligacion se puede usar para transformar Escherichia Coli y clones
moleculares que contienen la secuencia de poliligando correcta se pueden identificar y confirmar mediante
cartografiado de restriccion y secuenciamiento de ADN, respectivamente. La introduccién de mudltiples sitios de
clonacion unicos en el vector puede facilitar la insercidon de secuencias de capsula de VIH-1. Los sitios de restriccion
dentro del poliligando pueden elegirse en base a su ocurrencia infrecuente en secuencias de capsula de VIH-1 (base
de datos de VIH-1 LANL). Este vector se puede denominar pCX. La funcionalidad del vector pCX se puede
demostrar insertando un gen indicador o un acido nucleico indicador, tal como luciferasa de luciérnaga, en el sitio de
clonacion multiple de pCX y midiendo una sefial procedente de la actividad del acido nucleico indicador o del gen
indicador en las células transfectadas. Tal como se usa en la presente memoria, “acido nucleico indicador” se refiere
a un acido nucleico que codifica una proteina, estructura de ADN o ARN que, bien directamente o bien a través de
una reaccion, da lugar a un sefial detectable y mensurable, por ejemplo, color o luz de longitud de onda mensurable,
0 generacioén de una estructura de ADN o ARN especifica usada como indicador, que podria ser amplificada usando
uno cualquiera de una serie de ensayos de amplificacion cuantitativos.
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6.2.2. Insertar secuencias de capsula virica en el vector de expresion de capsula pCX:

Usando cebadores mutagénicos para amplificacion PCR, se generan fragmentos de capsula virica que contienen
dos sitios de restriccion Unicos (a, b y ¢, d, respectivamente) adyacentes a los codones de inicio y terminacion de,
por ejemplo, el marco de lectura abierto de cépsula de VIH-1. La introduccion de dos sitios de restriccion unicos en
cada extremo del marco de lectura abierto de capsula puede mejorar las opciones de clonacion de fragmentos de
capsula de VIH-1 que albergan sitios de restriccion internos para cada una de las enzimas encontradas en el sitio de
clonacion multiple del vector pCX.

En el caso de VIH-1, se pueden usar dos clones moleculares de VIH-1 bien caracterizados con diferencias
conocidas en el gen de capsula, NL4-3 (una cepa de laboratorio de célula T trépica inductora de sincitio) y JR-CSF
(un elemento aislado primario de macréfago trépico no inductor de sincitio) como plantilla para la amplificacion PCR.
Los ~2.600 productos de amplificacion de nucleétido pueden ser digeridos con dos enzimas de restriccion (cada
enzima ejerciendo la division en un extremo del fragmento; por ejemplo ay ¢ 6 b y d) y posteriormente insertados en
el vector pCX mediante ligacion y transformacion de Escherichia Coli. Los clones moleculares que contienen las
secuencias de capsula apropiadas pueden identificarse mediante cartografiado de restriccion y confirmarse
mediante secuenciamiento de ADN. Los plasmidos resultantes, pHIVenv (NL4-3) y pHIVenv (JR-CSF), pueden
usarse para expresar proteinas de capsula de VIH-1 en células transfectadas (Figura 1A). La funcionalidad de los
vectores de expresion de capsula, tales como los vectores pHIVenv, puede demostrarse midiendo la sintesis de
capsula virica en células transfectadas (analisis de transferencia Western), y por su capacidad para seudotipar
vectores de retrovirus deficientes en capsula. Se han demostrado titulos de virus elevados usando la linea celular
293 de rifidn embrionario humano (Petropoulos y col., 2000), sin embargo la presente invenciéon no esta restringida a
dichas lineas celulares. Ofras lineas celulares adecuadas usadas como primera célula para transfecciéon de acido
nucleico obtenido del sujeto que codifica una proteina de capsula virica incluyen, a modo de ejemplo y no como
limitacion de la presente invencion, 5.25; HOX; U87; MT2; PM1; CEM; etc. La linea celular sera disefiada de manera
Optima para expresar uno o mas co-receptores.

6.2.3. Modificar el vector pCX para mejorar la eficacia de clonacidn de secuencias de capsula virica:

Para mejorar la eficacia de clonacion de fragmentos de capsula virica, se puede modificar el vector de expresion
pCX insertando una casete de gen asesino bacteriano (por ejemplo, gen de control de muerte celular b (ccdB) o un
miembro de la familia de genes asesinos hok) bajo el control del promotor lac de Escherichia Coli en el sitio de
clonacion multiple (The y col., 1990; Bernard y Couturier, 1992; Bernard y col, 1993). Este vector modificado se
denomina pCXccdB. La transcripcion del gen asesino ccdB esta reprimida en cepas bacterianas que expresan el
represor lac i, tal como la JM109. Se puede usar ésta o una cepa equivalente para propagar plasmidos que portan el
gen asesino ccdB que estan bajo el control del promotor lac. Inversamente, en este sistema las cepas bacterianas
que no sobreexpresan el represor lac i% tal como DH5a y Top10, no pueden mantener plasmidos que expresan el
gen ccdB. Los transformantes pueden ser asesinados debido a la actividad ccdB. Las células DH5a y Top10 pueden
adquirirse de varios comercializadores (Life Technologies o Invitrogen). Usando esta estrategia de clonacion
selectiva, el vector de expresion parental se propaga en una cepa bacteriana lac i. El vector es digerido con dos
enzimas de restriccion que eliminan la casete de gen ccdB y, en el caso del VIH-1, son compatibles con la insercion
de secuencias de capsula de VIH-1 (a, b, c, d). Después de ligar el vector y los fragmentos de capsula, se
transforma una cepa de bacterias que carece de lac i°. Una vez transformadas, las bacterias que contienen
plasmidos en los que los insertos de capsula virica han reemplazado al gen asesino ccdB pueden crecer. Las
bacterias que contienen plasmidos que conservan o reconstituyen el gen asesino ccdB no pueden sobrevivir. De
este modo, la poblacion de bacterias transformadas se enriquece en plasmidos que contienen insertos de capsula
virica, pero que carecen del vector parental que contiene el gen ccdB. La construccion del vector pCXccdB no es
esencial para llevar a la practica la presente invencién, pero es de esperar que mejore significativamente la eficacia
de clonacion de secuencias de capsula de VIH-1 derivadas de muestras del sujeto; por tanto, se puede mejorar la
probabilidad de mantener la heterogeneicidad de secuencias viricas. La estructura del vector pCXccdB se puede
confirmar mediante cartografiado de restriccion y secuenciamiento de ADN.

6.2.4. Insertar secuencias de capsula virica en el vector de expresion pCXccdB:

La funcionalidad del vector pCXccdB puede evaluarse mediante reacciones de ligacion que contengan secuencias
de capsula virica y ADN digerido incompletamente con vector pCXccdB. Después de la transformacion bacteriana,
se puede preparar ADN plasmido a partir de clones bacterianos individuales y analizarse mediante digestion de
restriccion para determinar la presencia de fragmentos de capsula virica y la ausencia de secuencias ccdB. La
posibilidad de esta estrategia se evalua amplificando la regién de capsula de un total de 13 clones VIH-1 disponibles
(pCRII-91 US005.11, pCRII-91006.10, pCRII-92US657.1, pCRII-92US711.14, pCRII91US712.4, pCRII-92US714.1,
pCRII-91HT652.11, pCRII-92BR020.4, pCRII-91HT651.1A, pCRII-92HT593.1, pCRII-92HT594.10, pCRII92HT596.4,
pCRII-92HT599.24), obtenibles a través del programa de referencia de reactivos de investigacion del SIDA
(ARRRP), Rockville, Maryland. Cada fragmento puede ser insertado en pCXccdB y la estructura de los vectores de
expresion pHIVenv resultantes puede confirmarse mediante cartografiado de restriccién y/o secuenciamiento de
ADN. La funcionalidad de cada vector pHIVenv puede demostrarse midiendo la sintesis de proteina de capsula VIH-
1 en células transfectadas (andlisis de transferencia Western), y por su capacidad para seudotipar vectores de
retrovirus deficientes en capsula.
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6.3. Construccion de un vector de expresién virico bio-seqguro que comprende acido nucleico indicador en
lugar de la proteina de capsula codificadora.

Se construye un vector bio-seguro para evaluar inhibidores de entrada virica de acuerdo a métodos y medios
similares a los descritos en la Patente de EE.UU. n° 5.837.464 y Petropoulos y col., 2000, usados para evaluar
inhibidores de PR y RT. El vector de expresion virico de la presente invencién puede co-transfectarse en células
junto con los vectores de expresion de capsula (descritos anteriormente) para producir reservas de virus de titulo
elevado. Dichas reservas de virus pueden ser evaluadas para determinar su susceptibilidad a inhibidores de entrada
de virus, que incluye farmacos antivirales y anticuerpos neutralizantes. En el caso del VIH-1, el vector de expresion
virico se puede generar a partir de NL4-3, un clon molecular infeccioso bien caracterizado de VIH-1. La repeticion
terminal larga 5’ (LTR) que controla la expresion génica puede modificarse de tal modo que la transcripcion de los
genes viricos en células transfectadas es dirigida por el promotor temprano inmediato de CMV (Naviaux y col.,
1996). La mayor parte del gen de capsula puede ser borrada, pero se mantienen elementos de control importantes
tales como el elemento de respuesta rev (RRE) y las regiones de codificacion de proteina accesorias (rev, tat). En
lugar de las secuencias de cépsula eliminadas, se inserta un &cido nucleico indicador, tal como una casete de gen
indicador de luciferasa de luciérnaga, que esta bajo el control de secuencias promotor-potenciador de CMV (Figuras
1B y 3). La infeccién del virus se puede monitorizar midiendo la actividad de luciferasa en las células infectadas. Es
concebible, aunque improbable, que la recombinacion inter-plasmido entre el vector retroviral y, por ejemplo, las
secuencias de pHIVenv en células transfectadas pueda conducir a la generacién de VIH-1 infeccioso. En un
esfuerzo por generar un vector bioseguro, se puede llevar a cabo la introduccién de varias alteraciones genéticas en
el genoma de VIH. Por ejemplo, también se puede realizar la eliminaciéon de la mayoria del gen de capsula, pero
manteniendo la importante secuencia de control, RRE, y también la eliminacién de las secuencias potenciadoras
transcripcionales de la regién U3 del LTR 3’ del vector (Figura 2). Durante la replicacion del genoma retroviral, la
region U3 localizada en el extremo 3’ del genoma del virus sirve como plantilla para la regiéon U3 del LTR 5’ del
provirus en células infectadas. Dichos provirus carecen del elemento promotor fuerte en la regién U3 del LTR 5’ y
por tanto son incapaces de producir ARN retroviral en células infectadas. Esta estrategia de auto-desactivacion (SIN,
del inglés “self-inactivating”) ha sido usada con éxito para varios sistemas de vectores retrovirales, incluyendo el
VIH-1 (Hwang y col., 1997; Miyoshi y col., 1998). En el ensayo de la presente invencion, la expresidn génica virica
no es requerida en células infectadas debido a que la infeccién de virus se mide mediante la sefial detectable
producida por el acido nucleico indicador, tal como la producciéon de actividad de luciferasa, dirigida por su propio
promotor separado (Figura 1B). La eliminacién de secuencias de capsula y de la regién potenciadora transcripcional
(U3) se puede llevar a cabo mediante procedimientos de clonacion molecular estandares, y cada eliminacion se
puede verificar mediante analisis de secuencia de ADN.

La funcionalidad de este vector, por ejemplo en el caso del VIH-1, designado pHIVIucAU3, puede demostrarse
mediante la co-transfeccion de células 293 con el vector pHIVenv descrito anteriormente. La tras-complementacion
eficiente de proteinas viricas producida por ambos vectores en las células transfectadas puede conducir a la
produccién de particulas viricas. Las particulas viricas pueden recolectarse a partir de sobrenadantes de cultivos y
ser analizadas mediante ensayo de transferencia Western. Los titulos de virus se pueden cuantificar mediante
aplicaciones rutinarias de ELISA p24, PCR cuantitativa o ensayos TagMan.

No es necesario producir un vector de expresion virico auto-desactivante para llevar a cabo la presente invencion,
pero es deseable mejorar la reproducibilidad y la bioseguridad del ensayo.

6.4. Identificaciéon de lineas celulares adecuadas que expresan receptores y co-receptores y apovyan la
infeccién virica.

Se pueden evaluar diferentes lineas celulares de mamiferos que han sido descritas con anterioridad y que son
conocidas por apoyar la infecciéon de un virus particular. Tal como se discute en la presente memoria para una
realizacién relacionada con el VIH-1, el ensayo se puede llevar a cabo (a) co-transfectando una primera célula con
pHIVenv y pHIVIucAU3, (b) recolectando el virus tras la transfeccion, (c) usando este virus para infectar una
segunda célula, tanto en presencia como en ausencia de inhibidores de entrada de virus, y (d) midiendo la
produccién de luciferasa en las células infectadas.

La Tabla 1 enumera ejemplos representativos de dichas lineas celulares evaluadas para la infeccion de VIH-1, que
incluyen la linea celular y su receptor/co-receptor asociado. Varias de estas lineas celulares se pueden obtener de
repositorios de células publicos.

Las particulas viricas recolectadas a partir de cultivos de células 293 transfectadas se pueden usar para infectar una
variedad de diferentes lineas celulares. En el caso del VIH-1, el vector pHIVIucAU3 contiene eliminaciones en el gen
de capsula y el promotor-potenciador U3 tal como se ha descrito anteriormente, por lo tanto la infeccién de una linea
celular permisiva con particulas de virus producidas por este vector esta restringida a una unica ronda de
replicacién. Esto incluye (a) unién y entrada del virus, mediada por las proteinas de capsula viricas, producidas en
trans por el vector pHIVenv tal como se ha descrito, (b) la conversiéon de ARN virico de cadena sencilla en ADN de
cadena doble mediante RT, y (c) la integraciéon de ADN virico en el genoma de la célula hospedante (formacion de
provirus). La transcripcion activa de genes viricos mediante ARN polimerasa |l que normalmente se produce en
células infectadas después de la integracidon provirica se puede restringir eliminando secuencias promotor-
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potenciador viricas esenciales en el vector pHIVIucAU3. Sin embargo, esta restriccion no puede interferir con la
expresion de gen de luciferasa en células infectadas, ya que este gen esta dirigido independientemente de la
expresion génica virica usando un promotor de CMV interno (Figura 1B). La cantidad de actividad de luciferasa
producida después de la infeccién se puede usar como medida de la capacidad de infeccién virica.

La union y entrada de VIH-1 en células hospedantes requiere la interaccion con un receptor primario (CD4) y uno de
varios co-receptores, habitualmente CCR5 o CXCR4. Se pueden escrutar lineas celulares que se sepa que
expresan varias combinaciones de CD4, CCR5 y CXCR4. Especificamente, se evalluan las lineas celulares
enumeradas en la Tabla 1 que expresan (a) CD4 mas CCRS5, (b) CD4 mas CXCR4, y (c) CD4 mas CCR5 mas
CXCRA4. Las lineas celulares que expresan solo el receptor CD4, o bien solo el co-receptor CCR5 o CXCR4, pueden
servir como controles Utiles y se pueden usar para evaluar elementos aislados de VIH-1 que no requieren la unién
de CD4 o que usan co-receptores diferentes a CCR5 y CXCR4. El principal criterio para juzgar la adecuacion de la
linea celular puede ser la capacidad de infeccion medida mediante la produccién de luciferasa (‘104-106 unidades
luminicas relativas). Ademas, las lineas celulares se pueden evaluar en base a las tasas de crecimiento, la
viabilidad, la estabilidad y otros parametros, segun se juzgue necesario. Se pueden seleccionar lineas celulares que
sean faciles de mantener y, por ejemplo, producen grandes cantidades de actividad de luciferasa después de la
infeccion, que pueden ser infectadas mediante tropismos de receptor de céapsula diferentes, por ejemplo
CD4/CXCR4 y CD4/CCR5. Otras lineas celulares adicionales bien caracterizadas que apoyan, por ejemplo, la
replicaciéon de VIH y que expresan receptor y co-receptores de VIH-1 (por ejemplo, CEM-NKr-CCR5; categoria de
liberacion a) estan disponibles en repositorios publicos tales como el ARRRP.

Ademas, las lineas celulares pueden potenciarse usando procedimientos estandares, tal como promoviendo la
infeccion mediante la adicion de polibreno a células (Porter y col., 1998). Por ejemplo, en el caso del VIH, se pueden
identificar otras lineas celulares potenciales para uso con la presente invenciéon mediante la infeccion con cepas de
laboratorio de VIH-1, o transfectando células directamente con plasmidos de expresion virica descritos en la
presente memoria, y puntuando la produccién virica. La acumulaciéon de transcritos viricos puede comprobarse
usando un ensayo RT-PCR cuantitativo. Las lineas celulares adecuadas para otros virus se pueden identificar de
manera similar.

La presente invencion puede optimizar las condiciones de ensayo y permitir una evaluaciéon de alta capacidad de
muestras de sujeto usando automatizacion. Los métodos de preparacion de muestras se pueden optimizar para
capturar de forma eficiente ARNs viricos de capsula y gendmicos. Las condiciones de RT-PCR se pueden optimizar
para permitir la amplificacion de secuencias de capsula viricas derivadas de pacientes, tal como secuencias de
capsula de VIH-1 (~2.600 pares base) a bajas cargas viricas (~500 copias por mL).

6.5. Demostracién de la utilidad del ensayo.

La utilidad del ensayo de la presente invencion se demuestra a través de los resultados obtenidos en: (1) la
evaluacion de la inhibicion dependiente de dosis de la entrada de virus en presencia de inhibidores bien
caracterizados; y (2) en la evaluacidon de la inhibicion dependiente de dosis de la infeccion en presencia de
anticuerpos neutralizantes de VIH-1 bien caracterizados.

Se evaluaron las siguientes aplicaciones para el ensayo de entrada de virus de la presente invencion:

(i) detectar la inhibicion de la replicacion de VIH-1 mediante inhibidores de unién y entrada de virus (que
incluyen inhibidores de fusion, receptor y co-receptor);

(ii) medir cambios en la susceptibilidad a la unién de VIH-1 e inhibidores de entrada;

(iii) detectar la actividad de neutralizacion de anticuerpos generados en respuesta a vacunas dirigidas contra
proteinas de capsula de VIH-1; y

(iv) determinar tropismo de co-receptor.

En determinadas realizaciones, el ensayo se puede llevar a cabo (a) co-transfectando una primera célula con
vectores pHIVenv y pHIVIucAU3, (b) recolectar virus aproximadamente 48 h tras la transfeccion, (c) usar dicho virus
para infectar una segunda célula, tanto en presencia como en ausencia de inhibidores de entrada de virus, y (d)
medir la produccién de luciferasa aproximadamente 48-72 h después de la infeccién. La inhibicion dependiente de
dosis de la replicacion de VIH-1 se puede evaluar frente a un amplio intervalo de concentraciones de inhibidor de
entrada usando un formato de 96 pocillos. El intervalo de concentraciéon apropiado se puede determinar
empiricamente para cada inhibidor. Los datos se pueden representar como porcentaje de inhibicidon de actividad de
luciferasa frente a concentracion de farmaco (logo). El analisis de datos se puede llevar a cabo usando software de
ordenador. Las curvas de inhibicion se pueden usar para determinar concentraciones de inhibidor al 50% (ICso) para
farmacos o anticuerpos especificos.

Las proteinas de capsula derivadas de una variedad de elementos aislados de VIH-1 bien caracterizados son
evaluadas usando vectores de pHIVenv construidos como se ha descrito anteriormente. Para definir el tropismo de
co-receptor de capsula, en el caso del VIH-1, se evalua la infeccién usando células que expresan CD4 mas CXCR4
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y CD4 mas CCRS5 tal como se ha descrito anteriormente. Se puede usar una amplia variedad de compuestos que
son conocidos inhibidores de entrada de VIH-1 (Tabla 2), que incluyen agentes no especificos tales como
polianiones sulfonados (dextrano sulfato y heparina) con el ensayo de la presente invencion. Quimioquinas tales
como Rantes y SDF-1, los ligandos naturales para los receptores de quimioquina de CCR5 y CXCR4,
respectivamente (véase Alkhatib y col., 1996; Bleul y col., 1996) también son adecuados para uso con la presente
invencién. Ademas, se usaron inhibidores de entrada de virus tales como T-20 y T1249 (Trimeris, Inc.), PRO 542
(Progenics), TNX 355 (Tanox) para evaluar la utilidad del ensayo de la presente invencion.

La toxicidad de farmaco en células diana se evalla usando ensayos estandares de viabilidad o citotoxicidad (por
ejemplo, exclusion de colorante, MTS, ATP).

Se han descrito mutantes de VIH-1 que presentan una susceptibilidad reducida al inhibidor de fusién T20 (Rimsky y
col., 1998) y los determinantes genéticos (mutaciones) que permiten a estos virus replicarse en presencia de
farmaco dentro de la proteina de capsula (gp41-TM). Para demostrar que el ensayo de la presente invencion es
capaz de medir cambios en la susceptibilidad a farmaco (es decir, resistencia), (a) se generan vectores pHIVenv que
portan estos genes de capsula mutantes, (b) primero se co-transfectan células usando estos vectores y el vector
pHIVIucAU3, (c) se recolectan los virus que portan estas proteinas de capsula mutantes, y (d) se evaluan los virus
para determinar la capacidad de infeccion en presencia de T20. Se evalla la susceptibilidad a farmaco reducida a
T20 comparando la ICso de virus que portan las proteinas de capsula mutantes con aquellos que carecen de las
mutaciones de resistencia a farmaco definidas. Los virus que portan proteinas de capsula de virus con mutaciones
de resistencia a farmaco pueden exhibir valores de ICsy superiores a los virus que portan proteinas de capsula que
carecen de mutaciones de resistencia a farmaco, es decir la inhibicién puede requerir una mayor concentracion de
farmaco. Las mutaciones de resistencia a farmaco se pueden introducir en vectores de expresiéon de capsula
(pHIVenv) usando técnicas de mutagénesis dirigida a sitio estandarizadas seguin los protocolos estandares
(Petropoulos y col., 2000; Ziermann y col., 2000).

Es ampliamente aceptado que las vacunas efectivas que protegen contra la infeccion de VIH-1 deberian provocar
una fuerte respuesta inmune humoral que se caracteriza por anticuerpos neutralizantes ampliamente reactivos.
Consecuentemente, el suero de individuos vacunados se evalla rutinariamente para determinar la presencia de
elevados titulos de anticuerpos neutralizantes contra el inmundégeno. Mas recientemente, usando el modelo de
macaco de virus quimérico (SHIV) de virus de inmunodeficiencia de VIH-1/simio, Mascola y col. han demostrado que
la transferencia pasiva de dichos anticuerpos neutralizantes condujo a un descenso de la carga virica después de
exposicion mucosal (Mascola y col., 2000). El ensayo de la presente invencion se puede usar para determinar rapida
y fiablemente la actividad neutralizante virica de los anticuerpos generados en respuesta a vacunas dirigidas con
antigenos de capsula, tales como antigenos de capsula de VIH-1. Por ejemplo, el ensayo de la presente invencion
puede (a) generar vectores pHIVenv que expresan una variedad de proteinas de capsula bien caracterizadas, (b) co-
transfectar una primera célula usando estos vectores y el vector pHIVIucAU3, (c) recolectar virus e incubar con
diluciones en serie de preparaciones de anticuerpos o suero de vacuna, (d) evaluar dichos virus para determinar la
capacidad de infeccidén en una segunda célula. El analisis de datos y las determinaciones de ICso se pueden llevar a
cabo como se ha descrito previamente y en la bibliografia. En el caso del VIH-1, los virus pueden seleccionarse para
representar diferentes historiales genéticos de VIH-1 (por ejemplo, clade A, B, C, D, E, F), diferentes tropismos de
célula y de co-receptor (inductor de sincitio y de no sincitio, crecimiento adaptado en laboratorio o elemento aislado
primario) (Tabla 2). Puede ser beneficioso preparar reservas de un titulo definido de cada virus para optimizar la
sensibilidad y la reproducibilidad del ensayo usando una entrada de virus de aproximadamente 20-100
TCIDso/pocillo y haciendo ajustes segun fuera necesario. Las preparaciones de anticuerpos se pueden seleccionar
en base a propiedades de neutralizacion documentadas previamente, tanto funcionales, como su capacidad para
neutralizar elementos aislados primarios, como fisicas, como su capacidad para unirse a epitopos especificos de
gp120 o gp41 (Tabla 2). La realizacién del ensayo de la presente invencién se puede juzgar contra la actividad de
dichos reactivos de anticuerpos bien caracterizados en ensayos de neutralizacién de virus convencionales tal como
se describe en la bibliografia cientifica. Se puede usar suero de un grupo ampliamente representativo de individuos
infectados con VIH-1 para establecer un intervalo apropiado de diluciones de suero que puede maximizar la
sensibilidad del ensayo, pero minimizando la citotoxicidad. La citotoxicidad se puede evaluar usando ensayos de
viabilidad o citotoxicidad estandares (por ejemplo, exclusion de colorante, MTS, ATP).

6.6. Métodos implementados por ordenador y composiciones para determinar Si un virus es resistente a
un inhibidor de entrada.

En otro aspecto, la presente invencién proporciona métodos implementados por ordenador para determinar si un
VIH es resistente a un inhibidor de entrada. En dichas realizaciones, los métodos de la invencién son adaptados
para tomar ventaja de la potencia de procesamiento de los ordenadores modernos. Un especialista en la técnica
puede adaptar faciimente los métodos de ese modo. Por tanto, en determinadas realizaciones, la invencion
proporciona un método implementado por ordenador para determinar si un VIH es resistente a un inhibidor de
entrada que comprende introducir informacién fenotipica en un sistema de memoria de un ordenador, en donde la
informacion fenotipica comprende puntos de datos que representan la capacidad del VIH para entrar en una célula
en presencia de concentraciones variables del inhibidor de entrada de VIH; introducir una correlacién entre la
incapacidad del inhibidor de entrada de VIH para inhibir completamente la entrada por el VIH y la resistencia del VIH
frente al inhibidor de entrada de VIH, y determinar si el VIH es resistente al inhibidor de entrada.
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En determinadas realizaciones, el método implementado por ordenador para determinar si un VIH es resistente a un
inhibidor de entrada comprende introducir informacion fenotipica en un sistema de memoria de un ordenador, en
donde la informacién fenotipica comprende la curva log-sigmoidea de inhibicién que comprende puntos de datos que
miden la entrada del VIH en una célula en presencia de concentraciones variables del inhibidor de entrada de VIH;
introducir una curva log-sigmoidea de inhibicion para un VIH de referencia; y comparar la curva log-sigmoidea de la
etapa (a) con la curva log-sigmoidea del VIH de referencia, determinando con ello si el VIH es resistente al inhibidor
de entrada. En determinadas realizaciones, un descenso del porcentaje de inhibicién maximo observado para el VIH
con respecto al observado para el VIH de referencia indica que el VIH es resistente al inhibidor de entrada de VIH.

En otros aspectos, la invencion proporciona un método implementado por ordenador para determinar si una
poblaciéon de VIH es resistente a un inhibidor de entrada que comprende introducir informacién fenotipica en un
sistema de memoria de un ordenador, en donde la informacién fenotipica comprende puntos de datos que
representan la capacidad de la poblacion de VIH para entrar en una célula en presencia de concentraciones
variables del inhibidor de entrada de VIH; introducir una correlacion entre la incapacidad del inhibidor de entrada de
VIH para inhibir completamente la entrada de la poblacién de VIH y la resistencia de la poblacién de VIH al inhibidor
de entrada de VIH, y determinar si la poblacion de VIH es resistente al inhibidor de entrada.

En determinadas realizaciones, el método implementado por ordenador para determinar si una poblacion de VIH es
resistente a un inhibidor de entrada comprende introducir informacién fenotipica en un sistema de memoria de un
ordenador, en donde la informacion fenotipica comprende una curva de inhibicion log-sigmoidea que comprende
puntos de datos que miden la entrada de la poblaciéon del VIH en una célula en presencia de concentraciones
variables del inhibidor de entrada de VIH; introducir una curva log-sigmoidea de inhibicién correspondiente a una
poblacion de VIH de referencia; y comparar la curva log-sigmoidea de la etapa (a) con la curva log-sigmoidea de la
poblacion de VIH de referencia, determinando con ello si la poblacién de VIH es resistente al inhibidor de entrada.
En determinadas realizaciones, un descenso en el porcentaje maximo de inhibicidon observado para la poblacion de
VIH respecto al observado para la poblacién de VIH de referencia indica que la poblacién de VIH es resistente al
inhibidor de entrada de VIH.

En determinadas realizaciones, los métodos comprenden ademas mostrar si el VIH es resistente a un inhibidor de
entrada en una pantalla del ordenador. En determinadas realizaciones, los métodos comprenden ademas imprimir si
el VIH es resistente a un inhibidor de entrada.

En otro aspecto, la invencién proporciona un medio tangible que indica si un VIH es resistente a un inhibidor de
entrada producido de acuerdo a un método de la invencion. En determinadas realizaciones, el medio tangible es un
documento en papel. En determinadas realizaciones, el medio tangible es un medio que se puede leer en un
ordenador. En determinadas realizaciones, el documento en papel es un documento impreso, por ejemplo, una
impresion de ordenador. En otro aspecto adicional, la invencion proporciona un medio que se puede leer en un
ordenador que comprende datos que indican si un VIH es resistente a un inhibidor de entrada producido de acuerdo
a un método de la invencion.

En otro aspecto adicional, la invencién proporciona un medio que se puede leer en un ordenador que comprende
datos que indican si un VIH es resistente a un inhibidor de entrada producido de acuerdo a un método de la
invencién. En determinadas realizaciones, el medio que se puede leer en un ordenador es una memoria de acceso
aleatorio (RAM). En determinadas realizaciones, el medio que se puede leer en un ordenador es un disco duro. En
determinadas realizaciones, el medio que se puede leer en un ordenador es un disquete. En determinadas
realizaciones, el medio que se ?uede leer en un ordenador es un dispositivo de memoria portatil, tal como, por
ejemplo una llave USB o un iPod ™.

En otro aspecto adicional, la invencion proporciona un articulo de fabricaciéon que comprende instrucciones que se
pueden leer en un ordenador para llevar a cabo un método de la invencion. En determinadas realizaciones, el
articulo de fabricacion es una memoria de acceso aleatorio. En determinadas realizaciones, el articulo de fabricacion
es un disco duro. En determinadas realizaciones, el articulo de fabricacion es un disquete. En determinadas
realizaciTc’\)Anes, el articulo de fabricacién es un dispositivo de memoria portatil, tal como, por ejemplo, una llave USB o
un iPod ™.

En otro aspecto adicional, la invencién proporciona un medio que se puede leer en un ordenador que comprende
datos que indican si un VIH es resistente a un inhibidor de entrada e instrucciones que se pueden leer en un
ordenador para llevar a cabo un método de la invencién. En determinadas realizaciones, el medio que se puede leer
en un ordenador es una memoria de acceso aleatorio (RAM). En determinadas realizaciones, el medio que se puede
leer en un ordenador es un disco furo. En determinadas realizaciones, el medio que se puede leer en un ordenador
es un disquete. En determinadas realizaciones, el medio que se puede leer en un ordenador es un dispositivo de
memoria portatil, tal como, por ejemplo, una llave USB o un iPod™.

En otro aspecto adicional, la invencién proporciona un ordenador que se configura para llevar a cabo un método de
la invencion.
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7. Ejemplos

Los siguientes ejemplos se presentan para ilustrar mas detalladamente y para explicar la presente invencion y no
deberian considerarse como limitantes en aspecto alguno. Algunos de estos experimentos también se han descrito
en la Solicitud de patente de EE.UU. N° 09/874.475 y 10/077.027 (Numeros de publicacién internacional US7247439
y WO3070985).

7.1. Ejemplo 1: mediciéon de la susceptibilidad a farmaco fenotipica frente a inhibidores de entrada de VIH-
1.

Este ejemplo proporciona los medios y el método para medir con precision y reproducibilidad la susceptibilidad frente
a inhibidores de union y entrada (referidos a partir de este punto de forma colectiva “entrada”) de VIH-1. En base a
este ejemplo, los medios y el método para medir la susceptibilidad frente a inhibidores de entrada de VIH-1 se puede
adaptar a otros virus, que incluyen, aunque sin limitacion, otros lentivirus (por ejemplo el VIH-2), otros retrovirus (por
ejemplo HTLV-1 y 2), hepadnavirus (virus de la hepatitis B humana), flavivirus (virus de la hepatitis C humana) y
herpesvirus (citomegalovirus humano). Este ejemplo proporciona ademas los medios y un método para medir
alteraciones (incrementos o descensos) de la susceptibilidad frente a inhibidores de entrada.

Las medidas de susceptibilidad a inhibidor de entrada se llevan a cabo usando adaptaciones de los medios y
métodos para la susceptibilidad fenotipica a farmacos y los ensayos de resistencia descritos en la Patente de
EE.UU. n° 5.837.464 (Numero de publicacion internacional WO 97/27319).

Se disefia un vector, un ejemplo del vector de expresion de capsula (pHIVenv), para expresar la poliproteina de
capsula (gp160) codificada por secuencias de capsula de VIH derivado de sujeto (Figura 1). A continuacion la gp160
se divide mediante proteasa celular para generar las subunidades de superficie (gp120SU) y transmembrana
(gp41TM) que comprenden la proteina de capsula sobre la superficie de particulas viricas de VIH-1. Se disefia un
segundo vector, un ejemplo del vector de expresion virico (pHIVIuc o pHIVIucAU3) para expresar ARNs vvricos
genomicos o subgenomicos y todas las protevnas de VIH excepto la poliprotevna de capsula (Figuras 1A-1B).

En esta solicitud, el(los) segmento(s) derivado(s) de paciente corresponde(n) a la regién codificadora (~2.600
nucleostidos) de la poliproteina de capsula de VIH-1 (gp160) y representan (a) secuencias de capsula amplificadas
mediante el método de reaccion en cadena de polimerasa de transcripcion inversa (RT-PCR) usando ARN virico
aislado del virus derivado de individuos infectados con VIH, o (b) secuencias de capsula derivadas de clones
moleculares de individuos infectados con VIH-1, o (b) secuencias de capsula derivadas de clones moleculares de
VIH-1 que contienen mutaciones especificas introducidas mediante mutagénesis dirigida a sitio de un clon molecular
parental (tipicamente NL4-3).

El aislamiento de ARN virico se llevd a cabo usando procedimientos estandares (por ejemplo, RNAgents Total RNA
Isolation System, Promega, Madison WI 6 RNAzol, Tel-Test, Friendswood, TX). El protocolo RT-PCR se dividié en
dos etapas. Se us6 una transcriptasa inversa retroviral [por ejemplo, Superscript Il (Invitrogen, Life Technologies)
transcriptasa inversa Moloney MuLV (Roche Molecular Systems, Inc., Branchburg, NJ), o transcriptasa inversa de
virus de mieloblastosis aviar (AMV), (Boehringer Mannheim, Indianapolis, IN)] para copiar ARN virico en ADNc de
primera cadena. A continuacion el ADNc se amplificé hasta un nimero de copias elevado usando una polimerasa de
ADN termoestable [por ejemplo, Tag (Roche Molecular Systems, Inc., Branchburg, NJ), Tth (Roche Molecular
Systems, Inc., Branchburg, NJ), PrimeZyme (aislado de Thermus brockianus, Biometra, Gottingen, Alemania)] o una
combinacion de polimerasa termoestables como se describe para la realizacion de “PCR larga” (Barnes, W.M.,
(1994) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91, 2216-2220) [por ejemplo Expand High Fidelity PCR System (Taq + Pwo),
(Boehringer Mannheim, Indianapolis, IN) OR GeneAmp XL PCR kit (Tth + Vent), (Roche Molecular Systems, Inc.,
Branchburg, NJ), Advantage-2 (CloneTech).

Se uso oligo-dT para transcripcion inversa de ARN virico en ADNc de primera cadena. Los cebadores de PCR de
capsula, el cebador directo Xho/Pin y el cebador inverso Mlu/Xba (Tabla 3) se usaron para amplificar los segmentos
derivados de paciente. Dichos cebadores se disefian para amplificar el gen de capsula de ~2.600 nucleétidos que
codifica la poliproteina de capsula gp160, a la vez que introduce sitios de reconocimiento Xho | y Pin Al en el
extremo 5’ del producto de amplificacién PCR, y sitios Mlu y Xba | en el extremo 3’ del producto de amplificacion
PCR.

Se insertaron segmentos derivados de sujeto (producto de amplificacién de secuencia de capsula de 2,5 kB) en
vectores de expresion de capsula de VIH-1 usando métodos de digestion de endonucleasa de restriccion, ligacion de
ADN vy transformacion bacteriana descritos en la Patente de EE.UU. nimero 5.837.464 (Numero de publicacion
internacional WO 97/27319), con adaptaciones menores. El producto de amplificacion de ~2.600 nucleétidos fue
digerido con Xho | 6 Pin Al en el extremo 5’ y Mlu | 6 Xba | en el extremo 3’. Los productos de digestion resultantes
fueron ligados, usando ligasa de ADN, en los sitios 5' Xho I/Pin Al y 3' Mlu I/Xba | de vectores de expresion pCXAS o
pCXAT modificados. La construccion de los vectores de pCXAS y pCXAT se ha descrito en la Patente de EE.UU. n°
5.837.464 (Numero de publicacion internacional WO 97/27319)). Los vectores pCXAS y pCXAT modificados
contienen un sitio de restriccion Pin Al ademas de los sitios de restriccion Xho I, Mlul y Xba | que existen en pCXAS
y pCXAT. El sitio Pin Al fue introducido entre los sitios Xho | y Mlu | mediante mutagénesis dirigida a sitio, de tal
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modo que los cuatro sitios estan localizados 5 a 3’ en el siguiente orden; Xho I, Pin Al, Mlu | y Xba |. En una
realizacion preferida, los productos de amplificaciéon de ~2.600 nucleédtidos fueron dirigidos con Pin Al'y Miu | y
ligados en el sitio 5° Pin Al y el sito 3’ Mlu | del vector de expresiéon pCXAS modificado. Se usaron los productos de
reaccion de ligacion para transformar E. coli. Después de un periodo de incubacién de 24-36 h a 30-37°C, ADN de
plasmido de vector de expresion fue purificado a partir de cultivos de E. coli. Para asegurar que las preparaciones de
vector de expresion representan de forma adecuada las cuasi-especies de VIH presentes en el suero de un sujeto
dado, se reunieron muchos transformantes de E. coli independientes (>100) y se usaron para las preparaciones de
ADN de plasmido de pHIVenv. Los vectores que se preparan de este modo para los propdsitos de expresar virus de
sujeto derivado de proteinas de capsula son denominados de forma colectiva pHIVenv (Figuras 1y 3).

Los vectores de expresion de VIH gendmicos pHIViuc y pHIVIucAU3 se disefian para transcribir ARN gendmico de
VIH y ARNms subgendmicos y para expresar todas las proteinas de VIH excepto la poliproteina de capsula (Figura
1B). En estos vectores, una porcion del gen de capsula ha sido eliminada para acomodar una casete de gen
indicador funcional, en este caso, “Luciferasa de Luciérnaga” que se usa para monitorizar la capacidad del virus para
replicarse en presencia o en ausencia de farmacos antivirales. En el pHIVIucAU3, una porcién de la region 3’ U3 ha
sido eliminada para prevenir la transcripcién de ARNs viricos de la 5’ LTR de células infectadas.

Los ensayos de susceptibilidad para inhibidores de entrada de VIH-1 se llevaron a cabo usando células hospedantes
empaquetadas que consisten en la linea celular de rifidn embrionario humano 293 (Cell Culture Facility, UC San
Francisco, SF, CA) y células hospedantes diana que consisten en la linea celular de osteosarcoma humano (HOS)
que expresan CD4 (HT4) mas CCRS5, y CXCR4, o lineas celulares de astrocitoma (U-87) que expresan CD4 y CCR5
0 CD4 y CXCRA4.

Los ensayos de susceptibilidad a farmaco se llevaron a cabo usando pHIVenv y pHIViuc o pHIVIucAU3. Se
produjeron particulas de VIH que contienen proteinas de capsula codificadas por el segmento derivado del sujeto
mediante la transfeccion de una célula hospedante empaquetada (HEK 293) con ADN vector de test de resistencia.
Se recolectaron particulas viricas aproximadamente 48 h después de la transfeccion y se usaron para infectar
células diana (HT4/CCR5/CXCR4, o U-87/CD4/CXCR4, o U-87/CD4/CCR5) que expresan el receptor de VIH (es
decir, CD4) y co-receptores (es decir, CXCR4, CCR5). Tras la infeccion (~72 h) las células diana son lisadas y se
mide la actividad de luciferasa. El VIH debe completar una ronda de replicacién para infectar con éxito la célula
hospedante diana y producir actividad de luciferasa. La cantidad de actividad de luciferasa detectada en las células
infectadas se usa como medida directa de la “intensidad” (Figura 1 y 2). Si por cualquier razén (por ejemplo,
carencia del receptor o co-receptor apropiado, actividad inhibidora de farmaco, unién a anticuerpo neutralizante), el
virus es incapaz de entrar en la célula diana, la actividad de luciferasa disminuye. La susceptibilidad a farmaco se
determina comparando la capacidad de infeccion en ausencia de farmaco con la capacidad de infeccién en
presencia del farmaco. La susceptibilidad relativa a farmaco se puede cuantificar comparando la susceptibilidad al
virus de “ensayo” con la susceptibilidad de un virus de referencia bien caracterizado (natural) derivado de un clon
molecular de VIH-1, por ejemplo NL4-3 o HXB2.

Se sembraron células hospedantes empaquetadas en platos de 10 cm de diametro y se transfectaron un dia
después de ser llevadas a placa con pHIVenv y pHIViuc o pHIVIucAU3. Las transfecciones se llevaron a cabo
usando un procedimiento de co-precipitacion de calcio-fosfato. El medio de cultivo celular que contiene el precipitado
de ADN se reemplaz6 con medio fresco, entre una y 24 horas, tras la transfeccion. El medio de cultivo celular que
contiene particulas viricas se recolect6 tipicamente 2 dias después de la transfeccion y se hizo pasar a través de un
filtro de 0,45 mm. Antes de la infeccidn, las células diana fueron llevadas a placa en medio de cultivo celular. Los
farmacos inhibidores de entrada se afaden tipicamente a las células diana en el momento de la infeccion (un dia
antes de la infeccion en alguna ocasion). Tipicamente, 3 dias después de la infeccién se evalla la actividad de
luciferasa de las células diana usando el reactivo Steady-Glo (Promega) y un lumindmetro.

7.2. Ejemplo 2: identificacién de sustituciones/mutaciones de aminoacidos de capsula que alteran la
susceptibilidad a inhibidores de entrada de virus.

Este ejemplo proporciona los medios y el método para identificar mutaciones en la capsula de VIH-1 que confieren
una susceptibilidad reducida/resistencia a inhibidores de entrada de virus. Este ejemplo también proporciona los
medios y el método para cuantificar el grado de susceptibilidad reducida a inhibidores de entrada conferida por
mutaciones de capsula especificas.

Las secuencias de capsula derivadas de muestras del sujeto, o de clones individuales derivados de muestras del
sujeto, o de secuencias de capsula modificadas mediante mutagénesis dirigida a sitio para contener mutaciones
especificas, son evaluadas en el ensayo de entrada para cuantificar la susceptibilidad a farmaco en base en un
estandar de referencia bien caracterizado (por ejemplo, NL4-3, HXB2).

En una realizacion, se evalla la susceptibilidad a muestras de sujeto longitudinal (virus recolectados del mismo
sujeto a diferentes tiempos). Por ejemplo, la susceptibilidad a inhibidores de entrada se mide antes de iniciar la
terapia, antes o después de cambios en el tratamiento con farmacos, o antes o después de cambios en marcadores
virolégicos (nimero de copia de ARN), inmunolégicos (recuento de células T CD4") o clinicos (infeccién oportunista)
de progresion de la enfermedad.
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7.2.1. Analisis genotipico de muestras de VIH del sujeto:

Secuencias de capsula que representan los grupos de muestras del sujeto, o clones derivados de los grupos del
sujeto, pueden analizarse mediante cualquier método de secuenciamiento de ADN disponible ampliamente. En una
realizacién de la invencion, las secuencias de muestra de VIH de sujeto se determinan usando purificacion de ARN
virico, RT/PCR y quimica de secuenciamiento de terminador de cadena de didesoxinucleétido y electroforesis de gel
capilar (Applied Biosystems, Foster City, CA). Las secuencias de capsula de los grupos de virus de sujeto o de los
clones se comparan con secuencias de referencia, otras muestras de sujeto, o con una muestra obtenida del mismo
sujeto antes del inicio de la terapia, si esta disponible. Se examina el genotipo para determinar secuencias que son
diferentes de la secuencia de referencia o de pre-tratamiento y se correlacionan con diferencias en la susceptibilidad
a inhibidor de entrada.

7.2.2. Susceptibilidad a inhibidor de entrada de mutantes dirigidos a sitio:

Los cambios genotipicos que se correlacionan con cambios en la aptitud se evaluan construyendo vectores de
expresion de capsula (pHIVenv) que contienen la mutacion especifica sobre un fondo genético definido susceptible a
farmaco (por ejemplo, la cepa de referencia NL4-3). Las mutaciones se pueden incorporar solas y/o en combinacién
con otras mutaciones que se cree que modulan la susceptibilidad a inhibidor de entrada. Las mutaciones de capsula
se introducen en vectores pHIVenv usando cualquiera de una serie de métodos ampliamente disponibles para la
mutagénesis dirigida a sitio. En determinadas realizaciones se usa el método PCR de mega-cebador para la
mutagénesis dirigida a sitio (Sarkar, G. y Summer, S.S., 1990). Se evalta un vector pHIVenv que contiene una
mutacion o grupo de mutaciones especificas de capsula usando el ensayo de entrada de virus descrito en el
Ejemplo 1. La susceptibilidad a farmaco del virus que contiene mutaciones de capsula se compara con la
susceptibilidad a farmaco de un virus susceptible a farmaco definido genéticamente que carece de mutaciones
especificas en evaluacion. Los cambios observados en la susceptibilidad a inhibidor de entrada se atribuyen a las
mutaciones especificas introducidas en el vector pHIVenv.

7.3. Ejemplo 3: medicién de la susceptibilidad a inhibidores de entrada de virus para quiar decisiones de
tratamiento.

Este ejemplo proporciona los medios y un método para usar la susceptibilidad a inhibidor de entrada de virus para
guiar el tratamiento de VIH-1. Este ejemplo proporciona ademas los medios y un método para usar la susceptibilidad
a entrada de virus para guiar el tratamiento de sujetos que han recibido un tratamiento antirretroviral previo con un
inhibidor de entrada de virus. Esta invencion proporciona ademas los medios y el método para usar la
susceptibilidad a inhibidor de entrada de virus para guiar el tratamiento de sujetos que no han recibido un
tratamiento previo con un inhibidor de entrada de virus.

En una realizacion, la susceptibilidad de los virus del sujeto a inhibidores de entrada de virus se usa como guia para
el tratamiento de sujetos en los que han fallado regimenes antirretrovirales que incluyen uno o mas inhibidores de
entrada de virus. El fallo en el tratamiento (también denominado fallo virolégico) se define generalmente como un
tratamiento antiviral parcialmente supresivo que da como resultado niveles detectables de virus, que normalmente
se mide en el plasma del sujeto). La guia puede incluir, aunque sin limitacién, (a) aclaracién de las opciones de
tratamiento con farmacos disponibles, (b) seleccidon de regimenes de tratamiento mas activos, (c) aclaracion de la
etiologia de aumentar la carga virica en sujetos tratados (es decir, adherencia pobre, resistencia a farmaco), y (d)
reduccion del uso de farmacos inactivos y potencialmente toxicos. En esta realizacion, los vectores del ensayo de
resistencia se derivan de muestras de virus de un sujeto y se evaluan para determinar la susceptibilidad a diversos
inhibidores de entrada de virus usando el ensayo de entrada de virus fenotipico. Los inhibidores de entrada de virus
pueden incluir, aunque sin limitacion, inhibidores de fusién (por ejemplo, T-20, T-1249), antagonistas de co-
receptores (AMD3100, AMD8664, TAK779, PR0542 y compuestos de peperidin-lil butano) y antagonistas de CD4
(MAb 5A8). Las decisiones apropiadas se basan en los resultados del ensayo de entrada de virus (véase, por
ejemplo, la Figura 4B) y en los resultados de ensayos de laboratorio relevantes adicionales y en informacion clinica.

En otra realizacion, la susceptibilidad de los virus del sujeto a inhibidores de entrada de virus se usa para guiar el
tratamiento de sujetos que no han sido tratados previamente con regimenes antirretrovirales que incluyen uno o mas
inhibidores de entrada de virus. La guia puede incluir, aunque sin limitacién, (a) aclaracién de las opciones de
tratamiento con farmacos disponibles, (b) seleccion de regimenes de tratamiento mas activos, (c) aclaracion de la
susceptibilidad de linea base a inhibidores de entrada de virus, y (d) reduccion en el uso de farmacos inactivos y
potencialmente téxicos. La determinacion de la susceptibilidad de linea base de los inhibidores de entrada de virus
en el tratamiento de sujetos nuevos es importante por dos razones. En primer lugar, la susceptibilidad natural de
virus a inhibidores de entrada puede variar ampliamente (véase, por ejemplo, la Figura 4A). En segundo lugar, el
aumento del uso de inhibidores de entrada de virus sin duda dara como resultado la generacién de variantes
resistentes a farmaco que pueden transmitirse a nuevos individuos infectados. En esta realizacién, los vectores de
ensayo de resistencia se derivan de muestras de virus de sujeto y se evallan para determinar la susceptibilidad a
diversos inhibidores de entrada de virus usando el ensayo de entrada de virus fenotipico. Los inhibidores de entrada
de virus pueden incluir, aunque sin limitacion, inhibidores de fusion (por ejemplo, T-20, T-1249), antagonistas de co-
receptores (por ejemplo, AMD3100, AMD8664, TAK-355, PR0542, y compuestos de peperidin-lii butano) y
antagonistas de CD4 (MAb 5A8). Las decisiones apropiadas se basan en los resultados del ensayo de entrada de
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virus y en los resultados adicionales de ensayos de laboratorio relevantes y en informacion clinica.

7.4. Ejemplo 4: determinacion de laresistencia a inhibidores de entrada de VIH.

Este ejemplo proporciona los medios y métodos para determinar si un VIH particular o una poblacién de VIH
particular es resistente o susceptible a un inhibidor de entrada. Dichos medios y métodos son utiles, por ejemplo,
para guiar decisiones terapéuticas en el tratamiento de sujetos infectados con VIH, tanto nuevos infectados como los
que han fallado en otros tratamientos, y para el escrutinio de compuestos para identificar compuestos que afectaran
a virus resistentes a otros inhibidores de entrada. Otros usos de dichos métodos seran evidentes para los
especialistas en la técnica.

Los métodos generalmente se basan en la determinacion fenotipica de la susceptibilidad a farmaco de un VIH o
poblaciéon de VIH usando, por ejemplo, los ensayos fenotipicos de susceptibilidad a farmaco presentados en el
Ejemplo 1. Sin embargo, en principio se puede usar cualquier ensayo de susceptibilidad de este tipo conocido por el
especialista en la técnica en los métodos para la determinacién fenotipica de la susceptibilidad a farmaco. La
susceptibilidad a farmaco se puede representar, por ejemplo, como el porcentaje de inhibicién frente al logio de la
concentracion de farmaco y definirse en base a, por ejemplo, la ICsy y el porcentaje de inhibicion a la mayor
concentracion de farmaco. Dicho porcentaje de inhibicién observado a la mayor concentracidon de farmaco para un
VIH de referencia, tal como, por ejemplo SF2, es el maximo porcentaje de inhibicion (méx. % inhibicion). En este
ejemplo, se uso el ensayo fenotipico de susceptibilidad a farmaco del Ejemplo 1 para determinar una curva log-
sigmoidea que muestra la resistencia de VIH mutante a SCH-C, TNX-355, T-20 y AMD-3100.

La resistencia a determinados de estos inhibidores de entrada se manifiesta con una cinética competitiva, es decir,
los inhibidores compiten con proteinas viricas por el acceso a componentes viricos o celulares que median en la
entrada de virus. Dichos inhibidores de entrada incluyen, aunque sin limitacién, T-20 y AMD-3100, discutidos
anteriormente. Los virus que son resistentes a dichos inhibidores de entrada exhiben un aumento de la ICso respecto
a los virus susceptibles. Véase la Figura 5, que demuestra que el VIH resistente a T-20 y a AMD-3100 exhibe un
aumento de la ICso para la inhibicién de la entrada por accion de estos compuestos respecto a un virus de referencia
sensible, y la Figura 7, en la que dicho aumento de ICso respecto a virus sensibles se puede observar en
poblaciones mixtas de virus.

La resistencia a determinados de estos inhibidores de entrada se manifiesta con cinéticas no competitivas, es decir,
los inhibidores no compiten directamente con proteinas viricas por el acceso a componentes viricos o celulares que
median en la entrada, sino que en su lugar alteran la conformacion del componente celular y/o proteina virica de un
modo que destruye la interaccién entre dichas proteinas y componentes. Dichos inhibidores de entrada incluyen,
aunque sin limitacion, UK-427857, SCH-C, SCH-D y TNX-355. Los virus que son resistentes a dichos inhibidores de
entrada no competitivos exhiben porcentajes de inhibicién maxima reducidos respecto a los virus susceptibles.
Véase la Figura 6, que demuestra que los virus resistentes a SCH-C y TNX-355 exhiben porcentajes de inhibicion
maxima reducidos con respecto a virus sensibles, la Figura 8, que demuestra que los virus resistentes a UK-427.857
exhiben porcentajes de inhibicion maxima reducidos con respecto a virus sensibles, y la Figura 7, que demuestra
que dichos porcentajes de inhibicion maxima reducidos respecto a los virus sensibles pueden observarse en
poblaciones de virus mixtas. Dichos virus resistentes a inhibidores de entrada no competitivos también pueden
detectarse debido a que dichos virus no pueden ser inhibidos completamente con elevadas concentraciones del
inhibidor. Es decir, no importa cuanto inhibidor se aflada a la mezcla de ensayo, se podria detectar la entrada de
particulas viricas que expresan las proteinas de capsula resistentes.

Finalmente, las reducciones en el porcentaje de inhibicion maxima observadas para los virus resistentes fueron
reproducibles. La Figura 9 muestra el porcentaje de inhibicion maxima determinado como se ha descrito
anteriormente correspondiente a elementos aislados viricos particulares repetido 9 veces. Como se muestra en la
Figura 9, el porcentaje de inhibicion maxima observado para un elemento aislado particular se reproduce bien, lo
que indica que los ensayos para la determinacién del porcentaje maximo de inhibicién son reproducibles.
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Tabla 1

Células
Célula Receptor
5.25 CXCR4, CD4, CCR5 (no expresado bien) BONZO
5.25.Luc4.M7 CD4, CCR5, BONZO
HOS.CD4.CCR5 CD4, CCR5
HOS.CD4.CXCR4 CD4, CXCR4

HOS.CD4

CD4, bajo nivel de expresién de CCR5 y CXCR4

HOS.HT4 R5 GFP wt

CD4, CXCR4, CCR5

HOS.CD4.CCR5.GFP.M7#6*

CD4, CXCR4, CCR5

P4.CCR5 CD4, CXCR4, CCR5
ug7.Ch4 CD4

U87.CD4 R5 CD4, CCR5
u87.CD4 X4 CD4, CXCR4

MT2 CD4, CXCR4

MT4 CD4, CXCR4

PM1 CD4, CXCR4, CCR5

CEM NKr CCR5

CD4, CXCR4, CCR5
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Tabla 2

Virus y reactivos representativos

Virus Capsula® Fuente

89.6, SF2 R5-X4/SI/B ARRRP”

92BR014, 92US076 R5-X4/SI/B ARRRP

JR-CSF, 91US005 R5/NSI/B ARRRP

91US054 SI/B ARRRP

NL43, MN, ELI X4/B ARRRP

92HT599 X4 ARRRP

92UG031 R5/NSI/A ARRRP (IN-HOUSE)
92THO014, 92TH026 R5/NSI/B ARRRP (IN-HOUSE)
92BR025, 93MW959 R5/SI/IC ARRRP (IN-HOUSE)
92UG035 R5/NSI/D ARRRP (IN-HOUSE)
92TH022, 92TH023 R5/NSI/E ARRRP (IN-HOUSE)
93BR020 R5-X4/SI/F ARRRP (IN-HOUSE)
Anticuerpos Epitopo FUENTE

Mabs 2F5, 1577 gp41T™M ARRRP

Mabs IG1b12, 2G12, 17b, 48D gp120 SU ARRRP

Sueros de neutralizacion #2, HIV-1G policlonal ARRRP

Inhibidores de entrada Diana Fuente

CD4-I1G gp120 SU Genentech
CD4-1GG2 gp120 SU Adarc

SCD4 Sigma Progenics

T20 (DP178) gp41 T™M Trimeris

Rantes, MIPla/b CCR5 SIGMA/ARRRP
SDFla/b CXCR4 SIGMA/ARRRP
AMD 3100 CXCR4 AnorMed

Dextrano sulfato, Heparina No especifico Sigma

@ R5 (co-receptor CCR5), X4 (co-receptor CXCR4)

Sl (inductor de sincitio), NSI (no inductor de sincitio), A, B, C, D, E, F (designacion de clase de capsula)

® AIDS Research and Reference Reagent Program
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Tabla 3

Cebadores evaluados para la amplificacion de capsula de VIH

CEBADORES RT

Cebador1 5-GGA GCATTT ACA AGC AGC AAC ACA GC-3'

Cebador2 5-TTC CAG TCA VAC CTC AGG TAC-3'

Cebador 3 5-AGA CCA ATG ACT TAY AAG G-3’

CEBADORES PRC &’

Cebador4 5-GGG CTC GAG ACC GGT CAG TGG CAA TGA GAG TGA AG-3

Cebador5 5-GGG CTC GAG ACC GGT GAG CAG AAG ACA GTG GCAATG A-3

Cebador6 5-GGG CTC GAG ACC GGT GAG CAG AAG ACA GTG GCA ATG-3’

CEBADORES PRC 3

Cebador 7 5-GGG TCT AGA ACG CGT TGC CAC CCA TCT TAT AGC AA-3’

Cebador8 5-GGG TCT AGA ACG CGT CCA CTT GCC ACC CAT BTT ATA GC-3'

Cebador9 5-GGG TCT AGA ACG CGT CCA CTT GCC ACC CAT BTT A-3’

Cebador 10 5-GAT GGT CTA AGA CGC TGT TCA ATATCC CTG CTT AAC TC-3
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REIVINDICACIONES

1.- Un método para determinar si una poblacion de VIH es resistente a un inhibidor de entrada de VIH, que
comprende:

(a) generar una curva log-sigmoidea de inhibicion que comprende puntos de datos que miden la entrada
de la poblacion de VIH en una célula en presencia de concentraciones variables del inhibidor de entrada de VIH
que muestra un porcentaje de inhibicion maxima para la poblacién de VIH; y

(b) comparar la curva de inhibicion de la etapa (a) con una curva log-sigmoidea de inhibicién
correspondiente a una poblacién de VIH de referencia,

en donde un descenso en el porcentaje de inhibicion maxima observado para la poblacion de VIH respecto al
observado para la poblacién de VIH de referencia indica que el inhibidor de entrada de VIH es un inhibidor de
entrada no competitivo y que el VIH es resistente al inhibidor de entrada de VIH no competitivo.

2.- El método de la reivindicacién 1, en el que el inhibidor de entrada se selecciona del grupo que consiste en SCH-
C, SCH-D, UK-427857 y TNX-355.

3.- El método de la reivindicacion 1, en el que la poblacion de VIH de referencia es una poblacion de HXB2, NL4-3 o
SF2.

4.- El método de la reivindicaciéon 1, en el que la poblacion de VIH procede de un sujeto infectado con VIH.

5.- El método de la reivindicacién 1, en el que los puntos de datos que miden la entrada de la poblacién de VIH en la
célula se determinan:

(a) poniendo en contacto una pluralidad de particulas viricas de VIH con la célula en presencia del
inhibidor de entrada de VIH, en donde la célula expresa un receptor celular superficial al cual se unen las
particulas viricas, y en donde cada una de la pluralidad de particulas viricas comprende: (i) un vector de
expresion virica que carece de un acido nucleico que codifica una proteina de capsula virica, pero que
comprende un acido nucleico indicador que produce una sefial detectable cuando se introduce en la célula, vy (ii)
una proteina de capsula virica codificada por un &cido nucleico de la poblacién de VIH; y

(b) midiendo la cantidad de sefial detectable producida por la célula.

6.- El método de la reivindicacion 5, en el que cada una de la pluralidad de particulas viricas de VIH comprende la
misma proteina de capsula virica.

7.- El método de la reivindicacion 5, en el que la sefial detectable es una sefal fluorescente.
8.- El método de la reivindicacion 5, en el que el acido nucleico indicador codifica luciferasa.

9.- El método de la reivindicacién 5, en el que la pluralidad de particulas viricas son producidas co-transfectando en
una célula (i) una pluralidad de éacidos nucleicos que contienen cada uno una proteina de capsula virica de la
poblacion de VIH, y (ii) un vector de expresion virico que carece de un acido nucleico que codifica una proteina de
capsula, en donde el vector comprende un acido nucleico indicador que produce una sefial detectable.

10.-El método de la reivindicacién 5, en el que el receptor celular superficial es CD4.

11.-El método de la reivindicacién 5, en el que la célula también expresa un receptor de quimioquina.
12.-El método de la reivindicacion 11, en el que el receptor de quimioquina es CXCR4 o CCR5.
13.-El método de la reivindicacion 11, en el que la célula expresa CXCR4 y CCR5.

14.-El método de la reivindicacion 5, en el que el acido nucleico de VIH codifica gp120 o gp41.

15.-Un método para determinar si una poblacién de VIH es resistente a un inhibidor de entrada de VIH, que
comprende determinar una curva log-sigmoidea de inhibicion que comprende puntos de datos para la entrada de la
poblacion de VIH en presencia de concentraciones variables del inhibidor de entrada de VIH, en donde si la entrada
de la poblacion de VIH no puede ser inhibida completamente por el inhibidor de entrada de VIH, el inhibidor de VIH
es un inhibidor de entrada no competitivo y la poblacién de VIH es resistente al inhibidor de entrada de VIH no
competitivo.

16.-El método de la reivindicacion 15, en el que el inhibidor de entrada se selecciona del grupo que consiste en
SCH-C, SCH-D, UK-427857 y TNX-355.

17.-El método de la reivindicacion 15, en el que la poblacién de VIH procede de un sujeto infectado con VIH.
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18.-El método de la reivindicacién 15, en el que los puntos de datos que miden la entrada de la poblacion de VIH en
la célula se determinan:

(a) poniendo en contacto una pluralidad de particulas viricas de VIH con la célula en presencia del
inhibidor de entrada de VIH, en donde la célula expresa un receptor celular superficial al cual se unen las
particulas viricas, y en donde cada una de la pluralidad de particulas viricas comprende: (i) un vector de
expresion virica que carece de un acido nucleico que codifica una proteina de capsula virica, pero que
comprende un acido nucleico indicador que produce una sefial detectable cuando se introduce en la célula, vy (ii)
una proteina de capsula virica codificada por un acido nucleico de la poblacién de VIH; y

(b) midiendo la cantidad de sefial detectable producida por la célula.

19.-El método de la reivindicacién 18, en el que cada una de la pluralidad de particulas de VIH comprende la misma
proteina de capsula virica.

20.-El método de la reivindicacion 18, en el que la sefial detectable es una sefial fluorescente.
21.-El método de la reivindicacion 18, en el que el acido nucleico indicador codifica luciferasa.

22.-El método de la reivindicacién 18, en el que la pluralidad de particulas viricas se producen co-transfectando en
una ceélula (i) una pluralidad de acidos nucleicos que codifican cada uno una proteina de capsula virica de la
poblacion de VIH, y (ii) un vector de expresion virico que carece de un acido nucleico que codifica una proteina de
capsula, en donde el vector comprende un acido nucleico indicador que produce una sefial detectable.

23.-El método de la reivindicacion 18, en el que el receptor celular superficial es CD4.

24.-El método de la reivindicacion 18, en el que la célula también expresa un receptor de quimioquina.
25.-El método de la reivindicacion 24, en el que el receptor de quimioquina es CXCR4 o CCR5.

26.-El método de la reivindicacion 24, en el que la célula expresa CXCR4 y CCR5.

27.-El método de la reivindicacion 18, en el que el acido nucleico de VIH codifica gp120 o gp41.
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