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DESCRIPCION
Acido nucleico pre-S2 de hepatitis B
Campo de la invenciéon
La presente se refiere a acidos nucleicos del virus de la hepatitis B y kits relacionados con los mismos
Antecedentes de la invencion

El virus de la hepatitis B (VHB) ha infectado mas de 2 mil millones de personas en todo el mundo. Provoca una
diversidad de enfermedades en seres humanos que varian de infeccion subclinica leve a hepatitis fulminante y
activa crénica. Mas de 400 millones de personas especialmente nifios y ancianos, estan infectados de forma crénica
con VHB. El virus de la hepatitis B es 100 veces mas infeccioso que el virus del SIDA, pero puede prevenirse, con
accioén. Por tanto, el punto central del combate contra VHB incluye vacunacion. Una vacuna no es util para los que
ya estan infectados con hepatitis B. Si el virus se detecta suficientemente pronto, sin embargo, estan disponibles
opciones de tratamiento para los infectados de forma crénica. En consecuencia, los ensayos de diagnéstico se han
centrado en la identificacion de antigenos diana del virus VHB para deteccion suficientemente temprana.

El genoma del VHB es un ADN circular, parcialmente bicatenario de aproximadamente 3.200 pares de bases de
longitud y codifica siete proteinas virales. La envoltura del VHB consiste en tres proteinas glucosiladas (proteinas
superficiales de VHB grandes, medianas y pequefias o LHB, MHB y SHB respectivamente), que se codifican por el
mismo gen, pero se producen a partir de tres sitios de inicio diferentes y comparten el mismo sitio de terminacién.
Las tres regiones diferentes del gen de proteina de la envoltura, preS1, preS2 y S, codifican LHB, MHB y SHB,
respectivamente (Véase Fig. 1 y Fig. 2). Estas tres proteinas se expresan en diferentes relaciones y se ensamblan
para formar la capsida exterior del virion de VHB y también forman una particula viral incompleta. Los ensayos de
antigeno de superficie de VHB detectan ambas formas de productos de expresion, viriones y particulas.

Las regiones de las proteinas de VHB se exponen en superficies de la particula de VHB y pueden ser las dianas de
vigilancia inmune. Sin embargo, VHB muestra una alta tasa de mutaciéon debido a su dependencia esencial de la
transcriptasa inversa (RT) en replicacion, y la escasa capacidad de correccion de RT. En consecuencia, VHB es
capaz de evadir la vigilancia inmune y los regimenes de vacunacién mediante mutaciones en las proteinas de la
envoltura, incluyendo SHB. Ademas, debido a que algunos métodos de deteccién de VHB dependen de controlar los
epitopos dentro de las proteinas de la envoltura usando anticuerpos anti-SHB, VHB altamente mutable puede
también escapar a la deteccion. Existe por lo tanto una necesidad continuada en la técnica de métodos y
composiciones para detectar VHB.

Sumario de la invencion

Se proporciona en este documento una molécula de acido nucleico aislada que codifica una MHB, en la que la
secuencia de acido nucleico de la misma comprende una secuencia de inicio de preS2 que comprende SEC ID N° 4.
SEC ID N° 4 es 5-RNNATGG-3",enlaque Nes A, T, GoCyResAoG.

La molécula de acido nucleico puede comprender adicionalmente una secuencia de nucleétidos que codifica una
SHB, o una secuencia de nucledtidos sustancialmente idéntica a la misma.

También se proporciona en este documento un vector que comprende la molécula de acido nucleico de la presente
invencién y una célula huésped que comprende el vector.

También se proporciona en este documento un kit que comprende el vector, o la célula huésped que comprende
dicho vector.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 es una representacion esquematica de un virion de VHB, incluyendo la mezcla de constituyentes
proteicos de la envoltura de VHB LHB, MHB y SHB que se han ensamblado para formar la capsida exterior. Un
ensamblaje similar de estas proteinas forma la particula incompleta (no mostrada).

La Figura 2 muestra una representacion esquematica de la fase abierta de lectura preS1 de VHB y sus
regiones preS2 y S. La Figura 2 también muestra un esquema de las proteinas de superficie de VHB (LHB,
MHB y SHB) codificadas por el acido nucleico preS1.

La Figura 3 es esquema de mutantes de fase abierta de lectura preS1 y su expresion proteica resultante.

La Figura 4 muestra mapeo de epitopos de antigenos se superficie de VHB de origen natural AdA y un control
positivo que usa diversos anticuerpos anti-proteina de superficie de VHB.

La Figura 5 (comparativa) muestra la antigenicidad de una proteina codificada por preS2 producida a partir de
las secuencias preS2 mutantes como se mide usando diversos anticuerpos anti-proteina de superficie de VHB.
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La Figura 6 (comparativa) muestra los resultados de muestra a punto de corte (S/CO) medios usando los
inmunoensayos de diagnéstico de Abbott en el mercado Auszyme Monoclonal de ARCHITECT HBsAg.

Descripcion detallada

La deteccion y cuantificacion apropiada de VHB en muestras clinicas usando un enfoque basado en anticuerpos
puede depender de un control de proteinas positivo o calibrador que comprende una mezcla éptima tanto de SHB
recombinante como de MHB recombinante. Un sistema de expresién que utiliza un sitio de inicio preS2 no de Kozak
y un sitio de inicio S de Kozak de tipo silvestre para expresar proteinas de superficie de VHB, MHB y SHB, da como
resultado niveles sub-6ptimos de MHB. Los inventores han realizado el descubrimiento de que la alteracion del sitio
de inicio preS2 de una secuencia no de Kozak a una secuencia de Kozak parcial da como resultado un acido
nucleico capaz de expresar una mezcla de proteinas de superficie de VHB, MHB y SHB con una relacion de
antigenicidad mejorada entre estas dos proteinas. Resulta sorprendente que la expresion de proteina de superficie
de VHB usando un sitio de inicio preS2 Kozak parcial introducido por mutacién parece reflejar de forma mas precisa
la relacion de los antigenos SHB y MHB vistos en muestras clinicas. Puede usarse MHB expresado usando una
secuencia modificada tal solo, o con SHB a una concentracidon o relacion conocida como un control positivo para
ensayar la reactividad de anticuerpos anti-proteinas de VHB.

1. Definiciones.

La terminologia usada en este documento es para el fin de describir realizaciones particulares solamente y no se
pretende que sea limitante. Como se usa en la memoria descriptiva y las reivindicaciones adjuntas, las formas
singulares “un” y “el” incluyen referentes plurales a no ser que el contexto claramente indique otra cosa.

Para enumeracion de intervalos numéricos en este documento, cada numero intermedio entre ellos con el mismo
grado de precision se contempla de forma explicita. Por ejemplo, para el intervalo de 6-9, se contemplan los
numeros 7 y 8 ademas de 6 y 9, y para el intervalo 6,0-7,0, se contemplan de forma explicita los numeros 6,0, 6,1,
6,2, 6,3,6,4,6,5,6,6,6,7,6,8,6,9y7,0.

a. anticuerpo

“Anticuerpo” como se usa en el presente documento puede significar un anticuerpo de las clases 1gG, IgM, IgA, IgD
o IgE, o fragmentos o derivados del mismo, incluyendo Fab, F(ab’)2, Fd y anticuerpos de cadena sencilla,
diacuerpos, anticuerpos biespecificos, anticuerpos bifuncionales y derivados de los mismos. El anticuerpo puede ser
un anticuerpo monoclonal, anticuerpo policlonal, anticuerpo purificado por afinidad, o mezcla de los mismos que
muestra suficiente especificidad de unién por un epitopo deseado o una secuencia derivada del mismo. El
anticuerpo también puede ser un anticuerpo quimérico. El anticuerpo puede derivatizarse mediante la unién de uno o
mas restos quimicos, peptidicos o polipeptidicos conocidos en la técnica. El anticuerpo puede conjugarse con un
resto quimico.

b. unido

“Unido” o “inmovilizado” como se usa en el presente documento para referirse a un polipéptido y un soporte sélido
puede significar que la unién entre el polipéptido y el soporte sdlido es suficiente para ser estable en condiciones de
unién, lavado, andlisis y retirada. La unién puede ser covalente o no covalente. Pueden formarse enlaces covalentes
directamente entre el polipéptido y el soporte sélido o pueden formarse por un reticulador o por inclusiéon de un grupo
reactivo especifico en el soporte solido o la sonda o ambas moléculas. La unién no covalente puede ser una o mas
de interacciones electroestaticas, hidréfilas e hidréfobas. Se incluye en la unién no covalente la unién covalente de
una molécula, tal como estreptavidina, al soporte y la unién no covalente de un polipéptido biotinilado a la
estreptavidina. La inmovilizacién también puede implicar una combinacion de interacciones covalentes y no
covalentes.

c. secuencia codificante

“Secuencia codificante” como se usa en este documento puede significar una secuencia polinucleotidica que se
transcribe a ARNm o se traduce a un polipéptido cuando se sitia bajo el control de secuencias reguladoras
apropiadas. Los limites de la secuencia codificante pueden determinarse por un codoén de inicio de la traduccién en
el extremo 5 y un codoén de parada de la traduccion en el extremo 3. Una secuencia codificante puede incluir un
ARNmM o secuencias polipeptidicas recombinantes.

d. complemento
“Complemento” o “complementario” como se usa en este documento para referirse a un acido nucleico puede

significar formacion de pares de bases de Watson-Crick (por ejemplo, A-T/U y C-G) o de Hoogsteen entre
nucleétidos o analogos de nucleétidos de moléculas de acido nucleico.
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e. epitopo

“Epitopo” o “antigeno” como se usa en este documento puede significar un determinante antigénico de un
polipéptido. Un epitopo puede comprender 3 aminoacidos en una conformacién espacial que es Unica para el
epitopo. Un epitopo también puede comprender al menos 4-10 aminoacidos. Se conocen en la técnica métodos para
examinar la conformacion espacial e incluyen cristalografia de rayos X y resonancia magnética nuclear
bidimensional.

f. gen

“Gen” como se usa en este documento puede ser un gen natural (por ejemplo, genémico) o sintético que comprende
secuencias reguladoras de la transcripcion y/o de la traduccién, una regién codificante y/o secuencias no traducidas
(por ejemplo, intrones, secuencias no traducidas 5 y 3’). La region codificante del gen puede ser una secuencia de
nucleétidos que codifica una secuencia de aminoacidos. Un gen también puede ser un ARNm o ADNc que
corresponde a las regiones codificantes (por ejemplo, exones y ARNmi) que comprenden opcionalmente secuencias
no traducidas 5 o 3’ unidas a las mismas. Un gen también puede ser una molécula de acido nucleico amplificada
producida in vitro que comprende toda o una parte de la regidon codificante y/o secuencias no traducidas 5 o 3
unidas a la misma.

g. célula hospedadora

“Célula hospedadora” como se usa en este documento puede ser una célula de origen natural o una célula
transformada que puede contener un vector y puede soportar la replicacién del vector. Las células hospedadoras
pueden ser células cultivadas, explantes, células in vivo y similares. Las células hospedadoras pueden ser células
procariotas tales como E. coli, o células eucariotas tales como células de levadura, de insectos, de anfibios o de
mamiferos, tales como COS-7, CHO y Hela.

h. idénticas

“Idénticas” o “identidad” como se usan en este documento en el contexto de dos 0 mas secuencias polipeptidicas,
pueden significar que las secuencias tienen un porcentaje especifico de restos que son el mismo en una region
especifica. El porcentaje puede calcularse alineando de forma éptima las dos secuencias, comparando las dos
secuencias sobre la regidon especifica, determinando el nimero de posiciones en las que aparece el resto idéntico en
ambas secuencias para producir el niumero de posiciones coincidente, dividiendo el niumero de posiciones
coincidentes por el numero total de posiciones en la regién especifica, y multiplicando el resultado por 100 para
producir el porcentaje de identidad de secuencia. En casos en los que las dos secuencias son de diferentes
longitudes o el alineamiento que produce uno o mas extremos escalonados y la regidon especifica de comparacion
incluye solamente una secuencia sencilla, los restos de secuencia sencilla se incluyen en el denominador pero no el
numerador del calculo.

i. marcador

“Marcador” o “marcador detectable” como se usa en este documento puede significar un resto capaz de generar una
sefial que permita la medicion cuantitativa o relativa directa o indirecta de una molécula a la que se une. El marcador
puede ser un sdlido tal como una placa de microtitulacion, particula, microparticula o portaobjetos de microscopio;
una enzima; un sustrato enzimatico; un inhibidor de enzima; coenzima; precursor enzimatico; apoenzima; sustancia
fluorescente; pigmento; compuesto quimioluminiscente; sustancia luminiscente; sustancia colorante; sustancia
m?gnética; 0 una particula metalica tal como coloide de oro; una sustancia radiactiva tal como 129 131 32p 3y 3bg,
0 "C; un derivado de fenol fosforilado tal como nitrofenil fosfato, derivado de luciferina o derivado de dioxetano; o
similares. La enzima puede ser una deshidrogenasa; una oxidorreductasa tal como una reductasa u oxidasa; una
transferasa que cataliza la transferencia de grupos funcionales, tales como un grupo amino; carboxilo, metilo, acilo, o
fosfato; una hidrolasa que puede hidrolizar un enlace tal como éster, glucésido, éter o enlace peptidico; una liasa:
una isomerasa; o una ligasa. La enzima también puede conjugarse con otra enzima.

La enzima puede detectarse por realizacion de ciclo enzimatico. Por ejemplo, cuando el marcador detectable es una
fosfatasa alcalina, pueden hacerse mediciones observando la fluorescencia o luminiscencia generada a partir de un
sustrato adecuado, tal como un derivado de umbeliferona. El derivado de umbeliferona puede comprender 4-metil-
umbeliferil fosfato.

El marcador fluorescente o quimioluminiscente puede ser un isotiocianato de fluoresceina; un derivado de rodamina
tal como isotiocianato de rodamina B o isotiocianato de tetrametil rodamina; un cloruro de dancilo (cloruro de 5-
(dimetilamino)-1-naftalenosulfonilo); un fluoruro de dancilo; una fluorescamina (4-fenilespiro[furan-2(3H); 1y-(3yH)-
isobenzofurano]-3;3y-diona); una ficobiliproteina tal como una ficocianina o fisoeritrina; una sal de acridinio; un
compuesto de luminol tal como lumiferina, luciferasa o aequorina; imidazoles; un éster de acido oxalico; un
compuesto quelado de elementos de tierras raras tales como europio (Eu), terbio (Tb) o samario (Sm); o un derivado
de coumarina tal como 7-amino-4-metilcoumarina.
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El marcador también puede ser un hapteno, tal como adamantina, isotiocianato de fluoresceina o carbazol. El
hapteno puede permitir al formaciéon de un agregado cuando se pone en contacto con un anticuerpo multivalente o
un resto que contiene (estrept)avidina. El hapteno también puede permitir union facil de una molécula con la que se
une a un sustrato sélido.

El marcador puede detectarse cuantificando el nivel de una molécula unida a un marcador detectable, tal como
mediante el uso de electrodos; medicion espectrofotométrica del color, luz o absorbancia; o inspeccion visual.

j- acido nucleico

“Molécula de acido nucleico” u “oligonucleétido” o “polinucleétido” usadas en este documento puede significar al
menos dos nucleétidos unidos covalentemente entre si. La representacion de una cadena sencilla también define la
secuencia de la hebra complementaria. Por lo tanto, una molécula de &cido nucleico también abarca la hebra
complementaria de una hebra sencilla representada. Muchas variantes de una molécula de acido nucleico pueden
usarse para el mismo fin que un acido nucleico dado. Por lo tanto, una molécula de acido nucleico también abarca
moléculas de acido nucleico sustancialmente idénticas y complementos de las mismas. Una hebra sencilla
proporciona una sonda que puede hibridar con una secuencia diana en condiciones de hibridacion rigurosas. Por lo
tanto, una molécula de &cido nucleico también abarca una sonda que hibrida en condiciones de hibridacion
rigurosas.

Las moléculas de acidos nucleicos pueden ser monocatenarias o bicatenarias, o pueden contener partes de
secuencia tanto monocatenaria como bicatenaria. La molécula de &cido nucleico puede ser ADN, tanto genémico
como ADNc, ARN o un hibrido, en el que la molécula de &acido nucleico puede contener combinaciones de
desoxirribo y ribonucleétidos, y combinaciones de bases que incluyen uracilo, adenina, timina, citosina, guanina,
inosina, xantina, hipoxantina, isocitosina e isoguanina. Pueden obtenerse moléculas de acido nucleico por métodos
de sintesis quimica o por métodos recombinantes.

Una molécula de acido nucleico generalmente contendra enlaces fosfodiéster, aunque pueden incluirse analogos de
moléculas de acido nucleico que pueden tener al menos un enlace diferente, por ejemplo, enlaces de fosforamidato,
fosforotioato, fosforoditioato u O-metilfosforoamidita y cadenas principales y enlaces de acido péptido nucleico. Otras
moléculas analogas de acidos nucleicos incluyen las de cadenas principales positivas, cadenas principales no
idnicas y cadenas principales sin ribosa, incluyendo las descritas en las Patentes de Estados Unidos N° 5.235.033 y
5.034.506, que se incorporan por referencia. Las moléculas de acido nucleico que contienen uno o mas nucleétidos
modificados o de origen no natural también se incluyen dentro de una definicion de acidos nucleicos. El analogo de
nucleétido modificado puede localizarse por ejemplo en el extremo 5’ y/o en el extremo 3’ de la molécula de acido
nucleico. Los ejemplos representativos de analogos de nucledtidos pueden seleccionarse de ribonucleétidos
modificados en su cadena principal o azucar. Deberia observarse, sin embargo, que también son adecuados
ribonucledtidos con nucleobases modificadas, es decir ribonucleétidos, que contienen una nucleobase de origen no
natural en lugar de una nucleobase de origen natural tales como uridinas o citidinas modificadas en la posicién 5, por
ejemplo 5-(2-amino)propil uridina, 5-bromo uridina; adenosinas y guanosinas modificadas en la posicion 8, por
ejemplo 8-bromo guanosina; desaza nucleétidos, por ejemplo 7-desaza-adenosina; nucleétidos O y N-alquilados, por
ejemplo N6-metil adenosina. El grupo 2’0OH puede reemplazarse por un grupo seleccionado de H, OR, R, halo, SH,
SR, NH2, NHR, NR2 o CN, en el que R es C1-C6 alquilo, alquenilo o alquinilo y halo es F, ClI, Br o I. Los nucleétidos
modificados también incluyen nucleétidos conjugados con colesterol a través de, por ejemplo, un enlace de
hidroxiprolinol como se describen en Krutzfeldt et al., Nature (30 de Oct., 2005), Soutschek et al., Nature 432: 173-
178 (2004), y Publicacién de Patente de Estados Unidos N° 20050107325, que se incorpora en este documento por
referencia. Las moléculas de acido nucleico y nucleétidos modificados también pueden incluir acidos nucleicos
bloqueados (LNA), como se describe en la Patente de Estados Unidos N° 20020115080, que se incorpora en este
documento por referencia. Se describen moléculas de acido nucleico y nucledtidos modificados adicionales en la
Publicacion de Patente de Estados Unidos N° 20050182005, que se incorpora en este documento por referencia.
Pueden realizarse modificaciones de la cadena principal de ribosa-fosfato por una diversidad de razones, por
ejemplo, para aumentar la estabilidad y semi-vida de tales moléculas en ambientes fisioldgicos, para potenciar la
difusion a través de membranas celulares o como sondas en un biochip. Pueden realizarse mezclas de acidos
nucleicos de origen natural y analogos. Como alternativa, pueden realizarse mezclas de diferentes analogos de
moléculas de acido nucleico y mezclas de 4cidos nucleicos de origen natural y analogos.

k. fase abierta de lectura

“Fase abierta de lectura” u “ORF” como se usa en este documento puede referirse a una regiéon de una secuencia
polinucleotidica que codifica un polipéptido. La ORF puede representar una parte de una secuencia codificante o
una secuencia codificante total.

l. ligado operativamente

“Ligado operativamente” usado en este documento puede significar que la expresion de un gen esta bajo el control
de un promotor con el que esta conectado espacialmente. Un promotor puede situarse 5 (corriente arriba) o 3’
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(corriente abajo) de un gen bajo su control. La distancia entre el promotor y un gen puede ser aproximadamente la
misma que la distancia entre ese promotor y el gen que controla en el gen del que deriva el promotor. Como se
conoce en la técnica, la variacion en esta distancia puede acomodarse sin pérdida de funcién promotora. El
promotor puede comprender un promotor T7, TP1, lactasa o metalotionina.

m. péptido

Un “péptido” o “polipéptido” como se usa en este documento puede significar una secuencia unida de aminoacidos y
puede ser natural, sintético o una modificacion o combinacién natural o sintética.

n. promotor

“Promotor” como se usa en el presente documento puede significar una molécula derivada de forma natural o
sintética que es capaz de conferir, activar o potenciar la expresién de un acido nucleico en una célula. Un promotor
puede comprender una o mas secuencias reguladoras transcripcionales especificas para potenciar adicionalmente
la expresion y/o para alterar la expresion espacial y/o expresion temporal de las mismas. Un promotor también
puede comprender elementos represores o potenciadores distales, que pueden localizarse hasta a varios miles de
pares de bases del sitio de inicio de la transcripcién. Un promotor puede derivar de fuentes que incluyen viral,
bacteriana, fungica, plantas, insectos y animales. Un promotor puede regular la expresién de un componente génico
de forma constitutiva, o diferencialmente con respecto a la célula, el tejido u érgano en el que se produce la
expresion o, con respecto a la etapa de desarrollo en la que se produce la expresion, o en respuesta a estimulos
externos tales como estreses fisiologicos, patdgenos, iones metdlicos o agentes inductores. Los ejemplos
representativos de promotores incluyen el promotor de bacteriéfago T7, promotor de bacteriéfago T3, promotor SP6,
promotor-operador lac, promotor tac, promotor tardio de SV40, promotor temprano de SV40, promotor de RSV-LTR,
promotor IE de CMV, promotor temprano de SV40 o promotor tardio de SV40 y el promotor IE de CMV.

o. polipéptido recombinante

Un “polipéptido recombinante” o “proteina recombinante” como se usa en este documento puede significar al menos
un polipéptido de origen gendmico, semisintético o sintético que en virtud de su origen o manipulacion no esta
asociado con toda o una parte del polinucledtido con el que esta asociado en la naturaleza o en forma de una
biblioteca, o esta unido a un polinucledtido distinto de al que se une en la naturaleza. El polipéptido recombinante
puede no traducirse necesariamente de una secuencia de acido nucleico designada de VHB. El polipéptido
recombinante también puede generarse de cualquier manera, incluyendo sintesis quimica o expresion de un sistema
de expresion recombinante, o aislarse de VHB.

p. marcador seleccionable

“Marcador seleccionable” como se usa en este documento puede significar cualquier gen que confiera un fenotipo en
una célula hospedadora en la que se expresa para facilitar la identificacion y/o seleccién de células que se
transfectan o transforman con una construccién genética. Los ejemplos representativos de marcadores
seleccionables incluyen el gen de resistencia a ampicilina (Ampr), gen de resistencia a tetraciclina (Tcr), gen de
resistencia a kanamicina bacteriana (Kannr), gen de resistencia a zeocina, el gen AURI-C que confiere resistencia al
antibiético aureobasidina A, gen de resistencia a fosfinotricina, gen de neomicina fosfotransferasa (nptll), gen de
resistencia a higromicina, gen de beta-glucuronidasa (GUS), gen de cloranfenicol acetiltransferasa (CAT), gen que
codifica la proteina verde fluorescente (GFP) y gen de luciferasa.

g. soporte sélido

“Soporte sélido” o “fase sdélida” como se usa en este documento puede ser las paredes de pocillos de una bandeja
de reaccién, tubos de ensayo, perlas de poliestireno, perlas magnéticas, tiras de nitrocelulosa, membranas,
microparticulas tales como particulas de latex y otras. El soporte sdlido no es critico y puede seleccionarse por un
experto en la materia. Por lo tanto, las particulas de latex, microparticulas, perlas magnéticas o no magnéticas,
membranas, tubos de plastico, paredes de pocillos de microtitulacion, microplacas de vidrio o silicio y gldbulos rojos
de ovejas son todos ejemplos adecuados. Los métodos adecuados para inmovilizar péptidos en soportes sélidos
incluyen interacciones iénicas, hidréfobas, covalentes y similares. El soporte sélido también puede ser cualquier
material que sea insoluble, o puede hacerse insoluble por una reaccién posterior. El soporte sdlido puede
seleccionarse por su capacidad intrinseca para atraer e inmovilizar el reactivo de captura. Como alternativa, el
soporte sélido puede conservar un receptor adicional que tiene la capacidad de atraer e inmovilizar el reactivo de
captura. El receptor adicional puede incluir una sustancia cargada que se carga en sentido opuesto al reactivo de
captura en si mismo o a una sustancia cargada conjugada con el reactivo de captura. Como otra alternativa mas, la
molécula receptora puede ser cualquier miembro de unién especifico que se inmovilice en (unido a) el soporte sélido
y que tenga la capacidad de inmovilizar el reactivo de captura a través de una reaccién de unién especifica. La
molécula receptora permite la unién indirecta del reactivo de captura con un material de soporte sélido antes de la
realizacion del ensayo o durante la realizacion del ensayo. El soporte solido puede por lo tanto ser un plastico,
plastico derivatizado, metal magnético o no magnético, superficie de vidrio o silicio de un tubo de ensayo, pocillo de
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microtitulaciéon, lamina, perla, microparticula, microplaca y otras configuraciones conocidas por los expertos
habituales en la materia.

Se contempla que el soporte solido también puede comprender cualquier material poroso adecuado con suficiente
porosidad para permitir el acceso por anticuerpos de detecciéon y una afinidad de superficie adecuada para unir
antigenos. Generalmente se prefieren estructuras microporosas, pero también pueden usarse materiales con
estructura de gel en estado hidratado. Tales soportes solidos utiles incluyen: carbohidratos poliméricos naturales y
sus derivados modificados de forma sintética, reticulados o sustituidos, tales como agar, agarosa, acido alginico
reticulado, goma guar sustituida y reticulada, ésteres de celulosa, especialmente con acido nitrico y acidos
carboxilicos, ésteres de celulosa mixta y éteres de celulosa; polimeros naturales que contienen nitrégeno, tales
como proteinas y derivados, incluyendo gelatinas reticuladas o modificadas; polimeros de hidrocarburos naturales,
tales como latex y goma; polimeros sintéticos que pueden prepararse con estructuras adecuadamente porosas, tales
como polimeros de vinilo, incluyendo polietileno, polipropileno, poliestireno, polivinil cloruro, polivinilacetato y sus
derivados parcialmente hidrolizados, poliacrilamidas, polimetacrilatos, copolimeros y terpolimeros de los
policondensados anteriores, tales como poliésteres, poliamidas y otros polimeros, tales como poliuretanos o
poliepoxidos; materiales inorganicos porosos tales como sulfatos o carbonatos de metales alcalinotérreos y
magnesio, incluyendo sulfato de bario, sulfato de calcio, carbonato de calcio, silicatos de metales alcalinos y
alcalinotérreos, aluminio y magnesio; y 6xidos o hidratos de aluminio o silicio, tales como arcillas, alimina, talco,
caolin, zeolita, gel de silice o vidrio (estos materiales pueden usarse como filtros con los materiales poliméricos
anteriores); y mezclas o copolimeros de las clases anteriores, tales como copolimeros de injerto obtenidos iniciando
la polimerizacion de polimeros sintéticos en un polimero natural preexistente. Todos estos materiales pueden usarse
en formas adecuadas, tales como peliculas, laminas o placas, o pueden usarse para recubrir, 0 unirse con o laminar
vehiculos inertes apropiados, tales como papel, vidrio, peliculas plasticas o telas.

La estructura porosa de nitrocelulosa tiene excelentes cualidades de absorcion y adsorcién para una amplia
diversidad de reactivos incluyendo anticuerpos monoclonales. El nylon también posee caracteristicas similares y
también es adecuado. Se contempla que tales soportes solidos porosos descritos anteriormente en este documento
estan preferiblemente en forma de laminas de grosor de aproximadamente 0,01 a 0,5 mm, preferiblemente
aproximadamente 0,1 mm. El tamafio de poro puede variar dentro de limites amplios, y es preferiblemente de
aproximadamente 0,025 a 15 micrémetros, especialmente de aproximadamente 0,15 a 15 micrometros. Las
superficies de tales soportes pueden activarse por procesos quimicos que causan enlaces covalentes del antigeno o
anticuerpo con el soporte. La unién irreversible del antigeno o anticuerpo se obtiene, sin embargo, en general, por
adsorcién en el material poroso por fuerzas hidréfobas escasamente entendidas. También se describen soportes
sélidos adecuados en la Solicitud de Patente de Estados Unidos N° de serie 227.272, que se incorpora en este
documento por referencia.

r. condiciones de hibridacion rigurosas

Las “condiciones de hibridacién rigurosas” como se usa en este documento pueden significar condiciones en las que
una primera secuencia de acido nucleico (por ejemplo, sonda) se hibridara con una segunda secuencia de acido
nucleico (por ejemplo, diana), tal como en una mezcla compleja de acidos nucleicos. Las condiciones rigurosas
dependen de la secuencia y seran diferentes en diferentes circunstancias. Las condiciones rigurosas pueden
seleccionarse para que sean de aproximadamente 5-10 °C mas bajas que el punto de fusién térmico (Tm) para la
secuencia especifica a un pH de fuerza iénica definida. La Tm puede ser la temperatura (en fuerza iénica, pH y
concentracion nucleica definidos) a la que el 50% de las sondas complementarias a la diana hibridan con la
secuencia diana en equilibrio (puesto que las secuencias diana estan presentes en exceso, a Tm, el 50% de las
sondas estan ocupadas en equilibrio). Las condiciones rigurosas pueden ser en las que la concentracién salina es
menor de aproximadamente 1,0 M de ién sodio, tal como aproximadamente 0,01-1,0 M de concentracion de ién
sodio (u otras sales) a pH 7,0 a 8,3 y la temperatura es al menos aproximadamente 30 °C para sondas cortas (por
ejemplo, aproximadamente 10-50 nucledtidos) y al menos aproximadamente 60 °C para sondas largas (por ejemplo,
mas de aproximadamente 50 nucledtidos). También pueden conseguirse condiciones rigurosas con la adicién de
agentes desestabilizantes tales como formamida. Para hibridacion selectiva o especifica, una sefial positiva puede
ser al menos 2 a 10 veces la hibridacion de fondo. Las condiciones de hibridacion rigurosas ejemplares incluyen las
siguientes: formamida 50%, SSC 5x y SDS 1%, incubando a 42 °C, o SSC 5x, SDS 1%, incubando a 65 °C, con
lavado en SSC 0,2x y SDS 0,1% a 65 °C.

Las condiciones de rigurosidad moderada pueden significar prelavado en una solucion de SSC 5x, SDS 0,5%, EDTA
1,0 mM (pH 8,0); hibridacién a 50 °C o 65 °C, SSC 5x, durante una noche; seguido de lavado dos veces a 65 °C
durante 20 minutos con cada uno de SSC 2x, 0,5x y 0,2x que contiene SDS 0,1%.

Condiciones de rigurosidad baja pueden significar lavado en una solucién de SSC 2-5x a 50-55 °C. Las condiciones
de rigurosidad baja también pueden comprender lavado en SSC 2x, SDS 0,1% a 50-55 °C, o prelavado e hibridacién
durante 4 y 12 h, respectivamente, a 50 °C en SSPE 5x (NaH2PO4 0,2 M, pH 7,4, NaCl 3 M, EDTA 20 mM), que
puede contener solucidon de Denhardt 2,5x, SDS 0,1% y ADN de esperma de salmon desnaturalizado 0,1 mg/ml.
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s. sustancialmente idéntica

“Sustancialmente idéntica” como se usa en este documento puede significar que una primera y segunda secuencia
son al menos 50% - 99% idénticas sobre una regiéon de 8-100 o mas nucleétidos o aminoacidos

t. variante

“Variante” como se usa en este documento en referencia a un acido nucleico puede significar (i) una parte de una
secuencia de nucleotidos referida; (ii) el complemento de una secuencia de nucleétidos referida o parte del mismo;
(iii) un acido nucleico que es sustancialmente idéntico a un acido nucleico referido o el complemento del mismo; o
(iv) un acido nucleico que hibrida en condiciones rigurosas con el acido nucleico referido, complemento del mismo, o
una secuencia sustancialmente idéntica al mismo; y como se usa en referencia a un polipéptido puede significar (i)
una parte de una secuencia polipeptidica referida; o (ii) una proteina que es sustancialmente idéntica a una proteina
referida. Una variante también puede ser una proteina procesada de forma diferencial, tal como por protedlisis,
fosforilacion u otra modificacion post-traduccional.

u. vector

“Vector” usado en este documento puede significar una secuencia de acido nucleico que contiene un origen de
replicacién. Un vector puede ser un plasmido, bacteriéfago, cromosoma artificial bacteriano o cromosoma artificial de
levadura. Un vector puede ser un vector de ADN o ARN. Un vector puede ser un vector extracromosémico
autorreplicativo o un vector que se integra en un genoma hospedador. Se conoce una gran variedad de vectores y
promotores adecuados por los expertos en la materia y estan disponibles en el mercado. Los siguientes vectores se
proporcionan como ejemplo. Bacterianos: pINCY (Incyte Pharmaceuticals Inc., Palo Alto, Calif.), pPSPORT1 (Life
Technologies, Gaithersburg, Md.), pQE70, pQE60, pQE-9 (Qiagen) pBs, phagescript, psiX174, pBluescript SK,
pBskKS, pNH8a, pNH16a, pNH18a, pNH46a (Stratagene); pTrc99A, pKK223 3, pKK233 3, pDR540, pRIT5
(Pharmacia); Eucariotas: pWLneo, pSV2cat, pOG44, pXT1, pSG (Stratagene) pSVK3, pBPV, pMSG, pSVL
(Pharmacia).

2. Acido nucleico de VHB

Se proporciona en este documento un acido nucleico relacionado con VHB y variantes del mismo, que pueden
derivar del genoma de un VHB. El acido nucleico también puede ser recombinante. El &cido nucleico puede
comprender una fase abierta de lectura, que puede codificar una proteina de superficie de VHB o una variante de la
misma.

a. region PreS2

El acido nucleico puede comprender una region preS2. La region preS2 puede codificar una proteina de superficie
de VHB media (MHB), pudiendo comprender dicha MHB la secuencia como se expone en la Tabla 1.

Tabla 1

SEC ID N° Proteina de superficie de VHB media

1 1 mgwnstafhqg algdprvrgl yfpaggsssg tvnpapnias hissisartg dpvtnmenit
61 sgflgpllvl gagfflltri ltipgsldsw wtslnflggs pvclggnsgs ptsnhsptsc
121 ppicpgyrwm clrrfiiflf i1111lclifll vlldyggmlp veplipgstt tstgpcktct
181 tpaggnsmfp sccctkptdg nctcipipss wafakylwew asvrfswlsl lvpfvgwfvg
241 lsptvwlsai wmmwywgpsl ysivspfipl lpiffclwvy i

La region preS2 puede comprender una secuencia como se expone en la Tabla 2. Debido a la degeneracion del
cbdigo genético, la secuencia del acido nucleico puede diferir de la secuencia que se expone en la Tabla 2, pero
codificar una secuencia de aminoacidos idéntica a la expuesta en la Tabla 1.
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Tabla 2

SEC ID N°

Regién PreS2 de VHB

2

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721

ATGCAGTGGA
TATTTTCCTG
CACATCTCGT
TCAGGATTCC
CTCACAATAC
CCCGTGTGTC
CCTCCAATTT
ATCCTGCTGC
GTTTGTCCTC
ACTCCTGCTC
AATTGCACCT
GCCTCAGTCC
CTTTCCCCCA

ATTCCACTGC
CTGGTGGCTC
CAATCTCCGC
TAGGACCCCT
CGCAGAGTCT
TTGGCCARAA
GTCCTGGTTA
TATGCCTCAT
TAATTCCAGG
AAGGCAACTC
GTATTCCCAT
GTTTCTCTTG
CTGTTTGGCT

CTTCCACCAA
CAGTTCAGGA
GAGGACTGGG
GCTCGTGTTA
AGACTCGTGG
TTCGCAGTCC
TCGCTGGATG
CTTCTTATTG
ATCAACAACA
TATGTTTCCC
CCCATCGTCC
GCTCAGTTTA
TTCAGCTATA

GCTCTGCAAG
ACAGTAAACC
GACCCTGTGA
CAGGCGGGGT
TGGACTTCTC
CCARCCTCCA
TGTCTGCGGC
GTTCTTCTGG
ACCAGTACGG
TCATGTTGCT
TGGGCTTTCG
CTAGTGCCAT
TGGATGATGT

ATCCCAGAGT
CTGCTCCGAA
CGAACATGGA
TTTTCTTGTT
TCAATTTTCT
ATCACTCACC
GTTTTATCAT
ATTATCAAGG
GACCATGCAA
GTACAAAACC
CARAATACCT
TTGTTCAGTG
GGTATTGGGG

CAGGGGTCTG
TATTGCCTCT
GAACATCACA
GACAAGAATC
AGGGGGATCA
AACCTCCTGT
ATTCCTCTTC
TATGTTGCCC
AACCTGCACG
TACGGATGGA
ATGGGAGTGG
GTTCGTAGGG
GCCAAGTCTG

781
841

TACAGCATCG TGAGTCCCTT TATACCGCTG TTACCAATTT TCTTTTIGTCT CTGGGTATAC
ATTTAA

(1) Secuencia de inicio PreS2

La regién preS2 puede comprender una secuencia de inicio preS2, a partir de la que puede iniciarse la traduccion de
la MHB. La secuencia de inicio preS2 puede comprender la secuencia 5-CTTATGCAG- 3’ (SEC ID N°: 3). La
secuencia de inicio preS2 puede alterarse, lo que puede afectar a la relacion de MHB y proteina de superficie de
VHB pequeiia (SHB) expresada a partir del acido nucleico. La secuencia de inicio preS2 también puede comprender
una secuencia Kozak parcial o una secuencia Kozak.

(a) Secuencia Kozak

La secuencia Kozak puede ser capaz de aumentar la traduccion a partir de la secuencia de inicio preS2 mutante. La
traduccién aumentada puede aumentar el nivel de MHB producido a partir de la region preS2. El nivel aumentado de
MHB puede ser relativo al nivel de SHB traducida a partir de una regién S contenida en el acido nucleico. Como
alternativa, aunque sin quedar ligado a la teoria, la traduccion aumentada de MHB puede afectar a la antigenicidad
de la mezcla proteica resultante de SHB y MHB a través de ensamblaje de particulas o plegamiento proteico que
refleja de forma mas cercana el visto en material de fuentes clinicas.

(b) Secuencia Kozak parcial

La secuencia Kozak parcial puede ser capaz de aumentar la traduccién a partir de la secuencia de inicio preS2. La
traduccion aumentada puede aumentar el nivel de MHB producido a partir de la region preS2. El nivel aumentado de
MHB puede ser relativo al nivel de SHB traducido a partir de una regién S contenida en el acido nucleico. Como
alternativa, la traducciéon aumentada de MHB puede afectar a la antigenicidad de la mezcla proteica resultante de
SHB y MHB a través de ensamblaje de particulas o plegamiento proteico que refleja de forma mas cercana el visto
en el material de fuentes clinicas.

b. Region S

El acido nucleico puede también comprender una regiéon S, que puede codificar una proteina de superficie de VHB
pequefia (SHB), pudiendo comprender SHB la secuencia que se expone en la Tabla 4.

Tabla 4
Proteina de Superficie de VHB pequefia
menitsgflg pllvlgagff lltriltipg sldswwtsln flggspvclg gnsgsptsnh

SEC ID N°
9 1

61 sptscppicp gyrwmclrrf iiflfilllc lifllvlldy qggmlpvcpli pgstttstgp
21 cktcttpagg nsmfpsccct kptdgnctci pipsswafak ylwewasvrf swlsllvpfv
181 qwfvglsptv wlsaiwmmwy wgpslysivs pfipllpiff clwvyi

La region S también puede comprender la secuencia que se expone en la Tabla 5.
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Tabla 5

SEC ID N°

Proteina de Superficie de VHB Pequefia

10

1
61
121
181
241
301
361
421
481
S41
601
661

ATGGAGAACA
TIGTTGACAA
TTTCTAGGGG
TCACCAACCT
ATCATATTCC
CAAGGTATGT
TGCARARCCT
ARACCTACGG
TACCTATGGG
CAGTGGTTCG
TGGGGGCCAA
TGTCTCTGGG

TCACATCAGG
GAATCCTCAC
GATCACCCGT
CCTGTCCTCC
TCTTCATCCT
TGCCCATTTG
GCACGACTCC
ATGGAAATTG
AGTGGGCCTC
TAGGGCTTTC
GTCTGTACAG
TATACATTITA

ATTCCTAGGA
AATACCGCAG
GTGTCTTGGC
AATTTGTCCT
GCTGCTATGC
TCCTCTAATT
TGCTCAAGGC
CACCTGTATT
AGTCCGTTTC
CCCCACTGTT
CATCGTGAGT
A

CCCCTGCTCOG TGTTACAGGC
AGTCTAGACT CGTGGTGGAC
CAAARTTCOGC AGTCCCCAAC
GGTTATCGCT GGATGTGTCT
CTCATCTTCT TATTGGTTCT
CCAGGATCAA CAACAACCAG
AACTCTATGT TTCCCTCATG
CCCATCCCAT CGTCCTGGGEC
TCTTGGCTCA GTTTACTAGT
TGGCTTTCAG CTATATGAAT
CCCTTTATAC CGCTGTTACC

GGGGTTTTTC

CTCCAATCAC
GCOGGCGTTTT
TCTGGATTAT
TACGGGACCA
TTGCTGTACA

GCCATTTGTT
GATGTGGTAT
AATTTICTTT

(1) Secuencia de inicio S

La regién S también puede comprender una secuencia de inicio S, a partir de la que puede iniciarse la traduccion de
la SHB. La secuencia de inicio S puede comprender la secuencia 5-AACATGG-3' (SEC ID N° 11) y puede
comprender una secuencia Kozak como se ha descrito en este documento.

(a) Secuencia de inicio S mutante

La secuencia de inicio S puede comprender una secuencia de inicio S mutante. La secuencia de inicio S mutante
también puede comprender una secuencia que puede no ser una secuencia Kozak o secuencia Kozak parcial. La
secuencia de inicio S mutante puede reducir la traduccién de la SHB a partir de la secuencia de inicio S mutante. La
secuencia de inicio S mutante puede no afectar a la traduccion de MHB a partir de la secuencia de inicio preS2 o
secuencia de inicio preS2 mutante. La secuencia de inicio S mutante también puede no afectar a la antigenicidad de
la MHB. La secuencia de inicio S mutante puede comprender un acido nucleico que codifica una mutacion de
metionina a cualquier otro aminoacido, que puede ser una leucina. La secuencia de inicio S mutante puede
comprender la secuencia 5'-AACTTGG-3' (SEC ID N° 12) o 5-AACCTGG-3’ (SEC ID N° 13).

La regién preS2 que comprende la secuencia de inicio S mutante puede comprender una secuencia como se
expone en la Tabla 6.

Tabla 6
SEC ID N° Secuencia de Inicio de Mutante que Comprende Region S
14 AACTTGGAGAACATCACATCAGGATTCCTAGGACCCCTGCTCGTGTTACAGGCGGGGTTTTTCTTGTTGACAAGAATCCTCA

CAATACCGCAGAGTCTAGACTCGTGGTGGACTTCTCTCAATTTTCTAGGGGGATCACCCGTGTGTCTTGGCCAAAATTCGCA
GTCCCCAACCTCCAATCACTCACCAACCTCCTGTCCTCCAATTTGTCCTGGTTATCGCTGGATGTGTCTGCGGCGTTTTATCA
TATTCCTCTTCATCCTGCTGCTATGCCTCATCTTCTTAT TGGTTCTTCTGGATTATCAAGGTATGTTGCCCGTTTGTCCTCTA
ATTCCAGGATCAACAACAACCAGTACGGGACCATGCAARACCTGCACGACTCCTGCTCAAGGCAACTCTATGTTTCCCTCATG
TTGCTGTACAAAACCTACGGATGGARATTGCACCTGTATTCCCATCCCATCGTCCTGGGCTTTCGCAAAATACCTATGGGAGT
GGGCCTCAGTCCGTTTCICTTGGCTCAGTTTACTAGTGCCATTTGTTCAGTGGTTCGTAGGGCTTTCCCCCACTGTTTGGCTT
TCAGCTATATGGATGATGTGGTATTGGGGGCCAAGTCTGTACAGCATCGTGAGTCCCTTTATACCGCTGTTACCAATTTTCTT
TTGTCTCTGGGTATACATTTAA

c. Region PreS1

El acido nucleico también puede comprender una region preS1, que puede codificar una proteina de superficie de
VHB grande (LHB). La LHB puede ser de aproximadamente 389 aminoacidos de longitud y puede ser capaz de
formar parte de una envoltura de VHB.

La regién preS1 también puede comprender una secuencia de inicio, a partir de la que puede iniciarse la traduccion
de la LHB. La secuencia preS1 puede comprender una secuencia como se expone en la Tabla 7.

10
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Tabla 7

SEC ID N°

Regioén PreS 1 de VHB

15 1
61
121
181
241
301

361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141

ATGGGAGGTT
CCCCTGGGAT
CCAGATTGGG
GGAGCATTCG
GCTCAGGGCA
TCAGGAAGGC

CAGTGGAATT
TTTCCTGCTG
ATCTCGTCAA
GGATTCCTAG
ACAATACCGC
GTGTGTCTTG
CCAATTTGTC
CTGCTGCTAT
TGTCCTCTAA
CCTGCTCAAG
TGCACCTGTA
TCAGTCCGTT
TCCCCCACTG
AGCATCGTGA

GGTCTTCCAA
TCTTCCCCGA
ACCTCAACCC
GGCCAGGGTT
TACTCACATC
AGCCTACTCC

CCACTGCCTT
GTGGCTCCAG
TCTCCGCGAG
GACCCCTGCT
AGAGTCTAGA
GCCAAAATTC
CTGGTTATCG
GCCTCATCTT
TTCCAGGATC
GCAACTCTAT
TTCCCATCCC
TCTCITGGCT
TTTGGCTTTC
GTCCCTTTAT

ACCTCGAAAA
TCATCAGTTG
ACACAAGGAC
CACCCCTCCC
TGTGCCAGCA
CTTATCTCCA

CCACCAAGCT
TTCAGGAACA
GACTGGGGAC
CGTGTTACAG
CTCGTGGTGG
GCAGTCCCCA
CTGGATGTGT
CTTATTGGTT
AACAACAACC
GTTTCCCTCA
ATCGTCCTGG
CAGTTTACTA
AGCTATATGG
ACCGCTGTTA

GGCATGGGGA
GACCCTGCAT
AACTGGCCGG
CATGGGGGAC
GCTCCTCCTC
CCTCTAAGGG

CTGCAAGATC
GTAAACCCTG
CCTGTGACGA

CAAATCTTTC
TCAAAGCCAA
ACGCTCACAA
TGTTGGGGTG
CTGCCTCCAC
ACACTCATCC

CCAGAGTCAG
CTCCGAATAT
ACATGGAGAA

GCGGGGTTTT
ACTTCTCTCA
ACCTCCAATC
CTGCGGCGTT
CTTCTGGATT
AGTACGGGAC
TGTTGCTGTA
GCTTTCGCAA
GTGCCATTTG
ATGATGTGGT
CCAATTTTCT

TCTTGTTGAC
ATTTTCTAGG
ACTCACCAAC
TTATCATATT
ATCAAGGTAT
CATGCRAAAAC
CAAARCCTAC
AATACCTATG
TTCAGTGGTT
ATTGGGGGCC
TTTGTCTCTG

TGTCCCCAAT
CTCAGAARAT
GGTGGGAGTG
GAGCCCTCAG
CAATCGGCAG
TCAGGCCATG

GGGTCTGTAT
TGCCTCTCAC
CATCACATCA
AAGAATCCTC
GGGATCACCC
CTCCTGTCCT
CCTCTTCATC
GTTGCCCGTT
CTGCACGACT
GGATGGARAAT
GGAGTGGGCC
CGTAGGGCTT
AAGTCTGTAC
GGTATACATT

1201 TAA

3. Polipéptido de VHB

Se proporciona en este documento un polipéptido, que puede codificarse por un acido nucleico relacionado con
VHB. El polipéptido puede ser una proteina de VHB o una variante de la misma. La proteina de VHB puede ser una
proteina de superficie de VHB y puede ser recombinante. El polipéptido puede comprender un marcador.

a. Proteina de superficie de virus de hepatitis B media (MHB)

La proteina de VHB puede ser una MHB, que puede ser de aproximadamente 281 aminoacidos de longitud. La MHB
puede contener 226 aminoacidos de una proteina de superficie de VHB pequefia codificada por la region S, y puede
contener 55 aminoacidos adicionales codificados por la regiéon preS2. La MHB puede estar glicosilada. La MHB
puede ser capaz de formar parte de una envoltura de VHB, que puede exponer la MHB en la superficie de una
particula de VHB.

La MHB puede comprender un epitopo de MHB, que puede ser antigénico o una diana de vigilancia inmune. La
MHB puede estar a una concentracién detectable, que puede ser entre 1 x 10" y1x 10" g. La MHB puede ser
detectable con un anticuerpo anti-MHB tal como un anticuerpo monoclonal, que puede ser 116-34 (depdsito de
ATCC N° HB-10122).

b. Proteina de superficie de Hepatitis B pequefia (SHB)

La proteina de VHB también puede ser una SHB, que puede ser de aproximadamente 226 aminoacidos de longitud.
La SHB también puede estar glucosilada. La SHB puede formar parte de una envoltura de VHB, que puede exponer
la SHB en la superficie de una particula de VHB. La SHB puede comprender un epitopo de SHB, que puede ser
antigénico o una diana de vigilancia inmune.

El epitopo de SHB puede ser parte de un determinante “a” como se describe en las Patentes de Estados Unidos N°
5.925.512 o 7.141.242, los contenidos de las cuales se incorporan en este documento por referencia. El

determinante “a” puede comprender al menos cinco epitopos, que pueden ser parcialmente solapantes o no
solapantes.

El epitopo de SHB puede ser un mutante, que puede afectar a la antigenicidad del epitopo de SHB. El epitopo de
SHB mutante puede ser mas habitual en ciertas poblaciones humanas. Por ejemplo, el epitopo de SHB mutante
puede ser mas habitual entre pacientes con trasplante de higado en terapia de anticuerpos anti-a, o pacientes en
Italia o Japén vacunados contra VHB. El epitopo de SHB mutado puede ser un inserto de dos aminoacidos en la
posicién 122 de la SHB, tal como NT o RA, una insercion de aminoacidos RGA en la posicién 123 de la SHB, o una
insercion de aminoacidos NSTGPCTT en la posicion 124 de la SHB, o una mutacion T123A, G145R o P120G, o una
combinacién de las mismas, como se describe en las Patentes de Estados Unidos N° 5.925.512 0 7.141.242, en los
contenidos de las cuales se incorporan en este documento por referencia.

La antigenicidad del epitopo de SHB puede reducirse, lo que puede permitir que un VHB que comprende el epitopo
de SHB mutante escape a la vigilancia inmune. La SHB puede estar a una concentracion detectable, que puede ser
aproximadamente 1 x 10" g. La SHB puede ser detectable por un anticuerpo anti-SHB, que puede ser H166, H57,
H53, H40, H35 o anticuerpos similares.
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5. Vector

Se proporciona en este documento un vector, que puede comprender un acido nucleico relacionado con VHB. El
acido nucleico puede unirse operativamente a un promotor, que puede ser capaz de expresar un polipéptido
codificado por el acido nucleico. El vector también puede comprender un marcador seleccionable.

El vector también puede comprender una secuencia de fusion, que puede ser capaz de traducirse en fase con el
acido nucleico relacionado con VHB. La secuencia de fusion puede codificar una parte de una proteina de fusion tal
como beta-galactosidasa (B-gal), superéxido dismutasa (9SOD) o CMP-KDO sintetasa (CKS), como se describe en
la Publicacion de Patente Europea N° 0196056, publicada el 1 de octubre de 1986, Publicacion de Patente Europea
N° 0331961, publicada el 13 de septiembre de 1989, los contenidos de las cuales se incorporan en este documento
por referencia.

1. Célula hospedadora

Se proporciona en este documento una célula hospedadora que puede comprender el vector. La célula hospedadora
puede ser capaz de expresar un polipéptido codificado por el vector. El vector puede transfectarse de forma
transitoria o transfectarse de forma estable o integrarse en la célula hospedadora. La transfeccién transitoria puede
ser en virtud del vector no replicante y que en pocas ocasiones se integra en la célula hospedadora.

La transfeccion o integracion estable puede ser introduciendo el vector, que puede integrarse en el genoma de la
célula hospedadora o puede replicar de forma auténoma en la célula hospedadora. La integraciéon o transfeccion
estable puede seleccionarse a través del uso de un marcador seleccionable localizado en, o transfectado con, el
vector, seguido de seleccion de una célula hospedadora que exprese el marcador. En integracion estable, el sitio de
integracion del vector puede aparecer de forma aleatoria dentro del genoma de la célula hospedadora o puede
dirigirse a través del uso de un vector que comprende una region de homologia con el genoma de la célula
hospedadora suficiente para dirigirse a recombinacién con un locus enddgeno en el genoma de la célula
hospedadora. Cuando se dirigen construcciones al locus endégeno, todas o algunas de las regiones reguladoras de
la transcripcion y de la traduccion pueden proporcionarse por el locus enddgeno.

El vector puede introducirse en la célula hospedadora por transfeccién, transformacion o electroporacion, como se
describe en Sambrook et al., (ed.) (Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2 ed. Vol. 1-3, Cold Spring Harbor
Laboratory Press, 1983), los contenidos del cual se incorporan en este documento por referencia.

7. Realizacion del polipéptido

Se proporciona en este documento un método para preparar el polipéptido. El polipéptido puede sintetizarse, o
puede expresarse en la célula hospedadora. La expresion de la célula hospedadora puede ser cultivando la célula
hospedadora en condiciones adecuadas que permiten la expresion del polipéptido. La expresion puede ser a partir
del vector, que puede contener una sefial de expresion funcional en la célula hospedadora. La expresion también
puede conseguirse induciendo la actividad de un promotor regulable unido operativamente al acido nucleico. La
expresion también puede ser a partir del vector, que puede comprender un acido nucleico relacionado con VHB y
una secuencia de fusion.

El polipéptido expresado, que puede comprender un polipéptido de VHB y una parte de una proteina de fusion,
puede aislarse de células lisadas o de un medio de cultivo, y puede purificarse en el grado necesario para el uso
pretendido del polipéptido expresado. La purificacion puede ser por técnicas conocidas en la materia y puede incluir
fraccionamiento salino, cromatografia en una resina de intercambio iénico, cromatografia de afinidad o
centrifugacion. El polipéptido expresado puede usarse como un reactivo de diagnéstico. El polipéptido expresado
también puede ser util para aislar y detectar VHB.

8. Kit

Se proporciona en este documento un kit, que puede comprender un reactivo tal como el acido nucleico relacionado
con VHB, el vector o la célula hospedadora.

Por ejemplo, el kit puede usarse para expresar un polipéptido de VHB, que puede comprender el vector, un agente
capaz de inducir expresioén de la proteina de VHB codificada por el vector.

El kit también puede comprender una célula hospedadora adecuada para transformacién con el vector. El kit
también puede incluir un anticuerpo capaz de detectar la proteina de VHB para su uso en la confirmacién de la
expresion de la proteina de VHB del vector.

El kit también puede comprender un sustrato solido capaz de unirse a un fragmento proteico fusionado con la
proteina de VHB para su uso en el aislamiento de la proteina de VHB expresada.
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El kit también puede comprender un anticuerpo de deteccion capaz de unirse al anticuerpo anti-VHB y que
comprende un marcador, que puede usarse para medir la uniéon del anticuerpo de control anti-VHB o anticuerpo
candidato con la proteina de VHB. El kit también puede comprender un reactivo de deteccion que es capaz de
inducir que el marcador genere una sefial.

El kit también puede comprender reactivos adicionales tales como tampones y sales, que pueden requerirse para
transformar el vector en la célula hospedadora, inducir expresion de la proteina de VHB desde el vector, promover o
evitar las interacciones proteina-proteina, o inducir o bloquear que el marcador genere una sefal. El kit puede
comprender adicionalmente uno o mas recipientes, tales como viales o frascos, conteniendo cada recipiente un
reactivo separado. El kit también puede comprender instrucciones escritas, que pueden describir la realizacion de un
método o ensayo descrito en este documento.

9. Determinacion de la union de un anticuerpo (no incluido en la presente invencion)

Se proporciona en este documento un método para determinar la unién de un anticuerpo, que puede comprender
determinar el nivel de un anticuerpo candidato que se une a un polipéptido de VHB. El método puede ser por un
formato general que comprende: (1) presentar la composiciéon de VHB en una fase sélida, permitiendo que una
muestra de ensayo que contiene el anticuerpo candidato reaccione con la composicion de VHB, y detectando el
anticuerpo candidato unido a la composicion de VHB con un anticuerpo antihumano acoplado a un marcador; o (2)
unir un anticuerpo antihumano a la fase sélida, permitiendo que una muestra que comprende el anticuerpo candidato
reaccione con el anticuerpo candidato unido, y afiadir después la composicion de VHB que comprende un marcador
para detectar anticuerpo candidato presente en la muestra. En ambos formatos, el reactivo de anticuerpo
antihumano puede reconocer todas las clases de anticuerpos o, como alternativa, puede ser especifico de una clase
o subclase particular de anticuerpo, dependiendo del fin pretendido del ensayo. Se pretende que estos formatos de
ensayo asi como otros formatos conocidos estén dentro del alcance de la presente invencion y se conocen bien por
los expertos habituales en la materia.

La determinacion de union de anticuerpos también puede comprender: (a) poner en contacto una muestra de ensayo
sospechosa de contener el anticuerpo candidato con la composicion de VHB; y (b) detectar la presencia del
complejo y por lo tanto de anticuerpo candidato presente en la muestra de ensayo. La medicion de anticuerpo
candidato también puede comprender: (a) poner en contacto la muestra de ensayo sospechosa de contener el
anticuerpo candidato con la composicién de VHB durante un tiempo y en condiciones suficientes para permitir la
formacion de complejos de anticuerpo/antigeno; (b) afiadir un conjugado a los complejos de anticuerpo/antigeno
resultantes durante un tiempo y en condiciones suficientes para permitir que el conjugado se una al anticuerpo
unido, comprendiendo el conjugado un anticuerpo (dirigido contra la composicion de VHB) unido a un marcador; y
(c) detectar la presencia del anticuerpo candidato que puede estar presente en la muestra de ensayo detectando la
sefial generada por el marcador. También puede usarse un control o calibrador que se une a la composicion de
VHB.

La determinacion de unién de anticuerpo puede comprender adicionalmente: (a) poner en contacto la muestra de
ensayo sospechosa de contener el anticuerpo candidato con anticuerpo especifico para el anticuerpo candidato, en
tiempo y condiciones suficientes para permitir la formaciéon de complejos anti-anticuerpo/anticuerpo; (b) afadir la
composicion de VHB a los complejos anti-anticuerpo/anticuerpo resultantes durante un tiempo y en condiciones
suficientes para permitir que la composicién de VHB se una al anticuerpo; (c) afiadir un conjugado a los complejos
de composicion de VHB/anticuerpo/anti-anticuerpo resultantes, comprendiendo el conjugado una composicién de
VHB que comprende un anticuerpo monoclonal o policlonal unido a un marcador, dirigiéndose el anticuerpo
monoclonal o policlonal contra la composicion de VHB; y (d) detectar la presencia de anticuerpo candidato que
puede estar presente en la muestra de ensayo detectando la sefial generada por el marcador. Puede usarse un
control o calibrador que comprende anticuerpo para el anti-anticuerpo.

La determinacion de anticuerpo también puede ser por un método como se describe en las Patentes de Estados
Unidos N° 5.925.512 0 7.141.242, el contenido de las cuales se incorpora en este documento por referencia.

a. Anticuerpo candidato (no incluido en la presente invencion)

El anticuerpo candidato puede ser capaz de unirse a una proteina de VHB. La proteina de VHB puede ser una
proteina de VHB de tipo silvestre, o una proteina de VHB variante que puede ser una proteina de VHB mutante.

El anticuerpo candidato puede ser capaz de distinguir entre una proteina de VHB de tipo silvestre y una proteina de
VHB variante, o entre dos proteinas variantes de VHB diferentes. El anticuerpo candidato también puede ser capaz
de unirse a cualquier proteina de VHB. El anticuerpo candidato puede ser un anticuerpo anti-proteina de VHB
monoclonal 116-34, H166, H57, H40 o H35 o un anticuerpo de reconocimiento de epitopo similar.

El anticuerpo candidato también puede ser capaz de unirse a un epitopo proteico de VHB tal como un epitopo de

MHB, un epitopo de MHB mutante, un epitopo de SHB o un epitopo de SHB mutante. El anticuerpo del candidato
puede ser capaz de distinguir entre un primer epitopo proteico de VHB y un segundo epitopo proteico de VHB. El
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anticuerpo del candidato también puede ser capaz de unirse a un primer epitopo proteico de VHB con avidez mas
alta en comparacion con un segundo epitopo proteico de VHB.

El primer y segundo epitopos proteicos de VHB pueden estar en diferentes posiciones relativas dentro de la proteina
de VHB. El primer y segundo epitopos proteicos de VHB también pueden ser variantes en la misma posicién relativa
dentro de una primera y segunda proteina de VHB, respectivamente. Por ejemplo, las variantes pueden ser un
epitopo de SHB de tipo silvestre y un epitopo de SHB mutante. Las variantes también pueden ser dos epitopos de
SHB mutantes diferentes.

El anticuerpo candidato puede ser capaz de unirse a un epitopo de MHB, pero incapaz de unirse a un epitopo de
SHB. El anticuerpo candidato también puede ser capaz de unirse a un epitopo de MHB con avidez mas alta que a
un epitopo de SHB.

b. Sistema de deteccién (no incluido en la presente invencién)

El marcador puede detectarse usando un sistema de deteccién, que puede comprender un soporte sélido adaptado
para usarse por un inmunoanalizador semiautomatico o completamente automatico. El sistema de deteccién puede
suministrar la muestra y reactivos (que pueden comprender un anticuerpo, un marcador, un tampén o similares) a un
recipiente de reaccion, realizar incubaciones y opcionalmente separar por lavado un polipéptido marcado no unido
de un polipéptido marcado unido, sin intervencién del usuario, una vez que la muestra y los reactivos se insertan en
el sistema. Un sistema tal puede distinguirse de un sistema manual o menos automatico por la capacidad del
sistema para realizar al menos 8, 16, 64 o 128 ensayos en un periodo de 48 horas sin intervencién del usuario
después de insertar la muestra y los reactivos en el sistema. El sistema también puede ser capaz de calcular la
concentracion o cantidad de un polipéptido en la muestra automaticamente, sin la necesidad de calculos o
aportacién humana una vez que las muestras se cargan en el sistema.

El sistema de deteccion también puede comprender un formato de cartucho o ensayo de tira de prueba. El sistema
de deteccion puede proporcionar reactivos de ensayo que pueden cargarse en dosis unitarias en un instrumento
desechable, y la dosis unitaria puede contener todos los reactivos necesarios para ensayar para detectar el
polipéptido. El instrumento desechable puede comprender un alojamiento de plastico, que puede comprender una
estructura de tipo membrana desechable de nylon, nitrocelulosa u otro material adecuado. La muestra puede
procesarse previamente o cargarse directamente en una zona de carga del instrumento desechable. La muestra
puede después opcionalmente hacerse fluir a través de la estructura de tipo membrana a través de una pluralidad de
zonas contenidas en la membrana. La estructura de tipo membrana puede comprender adicionalmente un
detergente o ayuda de flujo lateral, y también puede contener un absorbente para recoger el exceso de fluido y/o
potenciar el flujo lateral a través de la membrana. El sistema de deteccion puede comprender un sistema de paquete
multiple en el que cada paquete puede comprender suficientes reactivos para realizar 1, 2, 4, 8, 10 o 12 ensayos.

El sistema de deteccion también puede comprender un dispositivo microfluidico disefiado para analizar la muestra
en un intervalo de microlitros (por ejemplo, menos de 4 pl, 12 pl o 50 pl). El dispositivo microfluidico puede
comprender ayudas de flujo, dispositivo de propulsion (que puede comprender un gel de expansion, cera o gas),
nanovalvulas o similares para ayudar al transporte de los reactivos de muestra o ensayo o ambos a través del
dispositivo microfluidico.

Por supuesto, resulta evidente que cualquiera de los formatos ejemplares de este documento, y cualquier ensayo o
kit de acuerdo con la invencion pueden adaptarse u optimizarse para su uso en sistemas automaticos y
semiautomaticos (incluyendo en los que haya una fase soélida que comprenda una microparticula), como se
describe, por ejemplo, en las Patentes de Estados Unidos N° 5.089.424 y 5.006.309 y como, por ejemplo, se
comercializa en el mercado por Abbott Laboratories (Abbott Park, IL) incluyendo pero sin limitacion las plataformas
ARCHITECT® de Abbott, AxXSYM, IMX, PRISM y Quantum I, asi como otras plataformas.

Adicionalmente, los ensayos y kits de la presente invencion opcionalmente pueden adaptarse u optimizarse para
sistemas de ensayo en el sitio de cuidados, incluyendo sistema de inmunoensayo electroquimico Point of Care (i-
STAT™) de Abbott. Se describen inmunosensores y métodos para fabricarlos y manejarlos en dispositivos de
ensayo de uso Unico, por ejemplo en la Patente de Estados Unidos 5.063.081 y Solicitudes de Patente de Estados
Unidos publicadas 20030170881, 20040018577, 20050054078 y 20060160164 (incorporadas por referencia en este
documento por sus ensefianzas con respecto a los mismos).

10. Determinacion de la calidad de un anticuerpo (no incluido en la presente invencién)

Puede ser deseable ensayar la calidad de un anticuerpo y verificar su capacidad para unirse a su diana, que puede
ser una proteina de VHB tal como MHB o SHB. Se proporciona en este documento un método para determinar la
calidad del anticuerpo. El anticuerpo de ensayo puede ser de un lote de nueva produccion de un anticuerpo anti-
VHB previamente conocido, un lote viejo de un anticuerpo anti-VHB previamente conocido o un anticuerpo anti-VHB
candidato.
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El anticuerpo de ensayo puede ensayarse con respecto a union del anticuerpo con una composicion que comprende
MHB o SHB. El MHB o SHB en la composicién puede estar a una concentracién conocida para su uso como un
control para la unién del anticuerpo de ensayo. La unién del anticuerpo de ensayo con la composicién puede
determinarse, y el nivel de unién puede compararse con un valor predeterminado. El valor predeterminado puede ser
una Kd de 1 x 10" a 1 x 10® M. El valor predeterminado también puede ser el nivel de union de un anticuerpo de
control con la composicién.

Un nivel de unién del anticuerpo de ensayo en comparacion con el valor predeterminado puede indicar la calidad del
anticuerpo de ensayo. Un nivel de unién por encima del valor predeterminado puede indicar que el anticuerpo de
ensayo puede ser Util en la deteccién de una proteina de VHB, y un nivel por debajo del valor predeterminado puede
indicar que el anticuerpo de ensayo es de baja calidad y no es tan deseable para su uso en la deteccién de la
proteina de VHB. El método para determinar la calidad del anticuerpo también puede ser Util para determinar la
calidad de un kit que comprende un anticuerpo anti-VHB.

La presente invencién tiene multiples aspectos, ilustrados por los siguientes ejemplos no limitantes.
Ejemplo 1
Construccion de un acido nucleico preS2

Las secuencias MHB o SHB de un plasmido patentado de Abbott (Coleman, et al. 1999. J Med Virol. 59:19-24) se
transfirieron al plasmido pcDNA3.1 + (Invitrogen) usando sitios de restriccion Hind Ill y Not | para generar los
plasmidos de MHB y SHB.

Los mutantes GAG de Kozak, AAG de Kozak y M1L (Figura 3) se generaron usando el kit de mutagénesis dirigida
QuikChange Il (Stratagene) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Los cebadores GAG de Kozak (5'-ggA
ATT CCA CTg CAT CTC CTT AAg TTT AAA CgC-3' (SEC ID N° 20) y 5'-gCg TTT AAA CTT AAg gAg ATg CAg TCC
de AAT TCC-3' (SEC ID N°: 21)) y cebadores AAG de Kozak (5-ggA ATT CCA CTg CAT CTT CTT AAg TTT AAA
CgC-3' (SEC ID N° 22) y 5'-gCg TTT AAA CTT AAg AAg ATg CAg Tgg AAT TCC-3' (SEC ID N° 23)) se usaron para
realizar mutaciones en el molde de MHB. Los cebadores M1L (5'-gTg ATg TTC TCC AAg TTC gTC ACA gg-3' (SEC
ID N° 24) y 5'-gAg CCT gTg TTg gAg AAC AAC ATC AC-3' (SEC ID N° 25)) se usaron para realizar la mutacion M1L
en el molde de MHB que contenia la mutacién GAG de Kozak.

Todos los plasmidos se secuenciaron para verificar la presencia de la mutacién y la secuencia de MHB o SHB.
Ejemplo 2
Expresion de MHB y SHB usando un acido nucleico preS2

Se cultivaron células COS-7 (ATCC) a 37 °C en CO2 5% en Medio de Eagle Modificado por Dulbecco (DMEM)
complementado con suero bovino fetal al 10% (FBS) y antibidtico-antimicético 1x (AbAm, Invitrogen). Para
transfeccion transitoria, las células se sembraron en 2 ml de DMEM sin antibiético-antimicético/FBS 10% a una
densidad de 350.000 células/pocillo de 35 mm. Al dia siguiente, se diluyeron 4 ng de plasmido en 250 ni de medio
de suero reducido Opti-MEM 1 (Invitrogen) y se mezclé suavemente. Se diluyeron 12 nm de Lipofectamine 2000
(Invitrogen) en 250 m de Opti-MEM, se mezcl6 suavemente y se incub6 durante 5 minutos. EI ADN diluido se mezclo
con el Lipofectamine 2000 diluido, se incubé durante 20 minutos y se afiadié a las células. Después de cuatro a seis
horas de incubacion a 37 °C, las células se aclararon con 2 ml de DMEM/FBS 10%/AbAm y se afiadieron 2 ml
adicionales de medio. El sobrenadante de cultivo celular se recogio tres dias después de la transfeccion.

Ejemplo 3 (comparativo)
Deteccion de MHB y SHB usando anticuerpos anti-VHB

Se produjeron proteinas mutantes y de tipo silvestre en células COS-7 transfectadas con los siguientes plasmidos:
MHB, MHB-Kozak GAG, MHB-Kozak GAG, MHB-M1L y SHB de tipo silvestre. Tres dias después de la transfeccion,
los sobrenadantes de cultivo celular se recogieron y se diluyeron 1:10 en plasma humano normal para pruebas de
ensayo.

Ensayo Monoclonal Auszyme y ensayos de perlas:

Se procesaron muestras y controles positivos/negativos de ensayo usando el procedimiento de ensayo C de
acuerdo con el prospecto de Auszyme Monoclonal (Abbott Laboratories). Se procesaron ensayos de perlas
adicionales usando un panel de anticuerpos como el reactivo de captura, incluyendo anticuerpos monoclonales,
H53, H57, H166 y 116-34. Se uso conjugado anti-HB de cabra como el reactivo de deteccion. Los datos representan
un total de 2-9 repeticiones de 1-3 transfecciones independientes.
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Ensayo de HBsAg ARCHITECT:

Se procesaron muestras y controles positivos/negativos de ensayo de acuerdo con el prospecto de HBsAg Architect
(Abbott Laboratories). Los datos representan un total de 2-9 repeticiones de 1-3 transfecciones independientes.

Como se muestra en la Figura 4, el mapeo de epitopos de AdA de muestras de antigeno de superficie de VHB de
origen natural (HBsAg) y el control positivo del kit Auszyme Monoclonal (pos ctl) mostraron unién de anticuerpos con
la region SHB (H53, H57 y H166) y con pre-S2 (116-34). La relacion de SHB (sefial de anticuerpo H166) y preS2
(sefial de anticuerpo 116-34) vario de 1,24-1,95 para estas muestras. Como control, las muestras del control
negativo (neg ctl) del kit Auszyme Monoclonal, diluyentes, células no transfectadas y la transfeccion de un plasmido
sin inserto de HBsAg no mostraron reactividad a los anticuerpos (datos no mostrados). Como se esperaba, la
expresion de la proteina SHB mostré unién de anticuerpos dirigida solamente a la regién SHB (H53, H57 y H166).
HBsAg recombinante producido por transfeccion con el plasmido MHB mostré una reduccion significativa en
reactividad de epitopo preS2 con una relacién del 68,09.

En un intento de aumentar la reactividad preS2 a niveles equivalentes a muestras de HBsAg de origen natural, los
mutantes de secuencia de Kozak MHB-Kozak GAG y MHB-Kozak AAG se produjeron para introducir una secuencia
de Kozak parcial en el sitio de inicio preS2. Cuando se realizé una transfeccion usando estas muestras, la proteina
expresada mostré sefial mejorada para el anticuerpo preS2 116-34 en comparacion con detecciéon de anticuerpo de
SHB (H53, H57, H166) pero la antigenicidad global se redujo a aproximadamente 25% de la transfeccién inicial,
como se muestra en la Figura 5. La relacién de SHB y preS2 varié de 4,47 a 8,65 para estas proteinas, lo que se
acerca a la relacién de muestras de origen natural.

La introduccién de una mutacidon knock-out (M1L) en el sitio de inicio S en el plasmido MHB-Kozak GAG para
producir solamente proteina preS2 dio como resultado una reduccion ain menor de la antigenicidad global como se
muestra en la Figura 5. Esta reduccion podria deberse a la retencién o degradacion de antigenos intracelulares.

Los inmunoensayos de HBsAg en el mercado de Abbott (Auszyme Monoclonal y ARCHITECT HBsAg) detectaron
todas las proteinas de tipo silvestre y mutantes (Figura 6). La AdA de muestras de origen natural y el control positivo
del kit apropiado (pos ctl) también se detectaron. Los controles negativos incluyendo pcDNA (plasmido sin la
secuencia de MHB), células no transfectadas (UTF), el diluyente (plasma) y el control negativo del kit apropiado (neg
ctl) no se detectaron por estos ensayos. Estos datos sugieren que la configuracién de inmunorreactivos apropiada
puede detectar todos los mutantes, incluyendo el mutante M1L.
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REIVINDICACIONES
1. Una molécula de acido nucleico aislada que codifica una proteina de superficie de hepatitis B media (MHB), en la
que la secuencia de nucleétidos de dicha molécula comprende una regiéon preS2 que comprende una secuencia de
inicio preS2, comprendiendo dicha secuencia de inicio preS2 SEC ID N° 4.

2. La molécula de acido nucleico de la reivindicacion 1, en la que la MHB tiene la secuencia de aminoacidos como
se expone en SEC ID N° 1, o una secuencia al menos 90% idéntica a la misma.

3. La molécula de acido nucleico de la reivindicacién 1, comprendiendo adicionalmente la molécula de acido nucleico
una secuencia de nucleotidos que codifica una proteina de superficie de virus de Hepatitis B pequefia (SHB) o una
secuencia de nucledtidos al menos 50% - 99% idéntica sobre una regién de 8-100 o mas nucleétidos de la misma.

4. Un kit que comprende:

(a) un vector que comprende la molécula de acido nucleico de la reivindicacion 1; o
(b) una célula huésped que comprende el vector de (a).
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