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DESCRIPCIÓN 

Método para determinar la sensibilidad o la resistencia de productos aislados de retrovirus a moléculas y kits de 
diagnóstico 

Solicitudes relacionadas 

Esta solicitud reivindica la prioridad de las Solicitudes de los Estados Unidos con el Núm. de Ser. 12/503.174 y Núm. 5 
de Ser. 12/504.456 presentadas el 15 de Julio de 2009 y 16 de Julio de 2009. 

Campo técnico 

Esta descripción se refiere a métodos para determinar la sensibilidad o la resistencia de productos aislados de 
retrovirus a moléculas, a tratamientos retrovirales terapéuticos basados en inhibidores de proteasas virales, y a kits 
de diagnóstico derivados de la aplicación de los métodos. 10 

Antecedentes 

Los agentes etiológicos del SIDA son los virus de la inmunodeficiencia humana tipos 1 y 2. Estos virus, que 
comparten ciertas características clínicas y biológicas, tienen grandes diferencias, en particular con respecto a la 
forma en que en la que se infecta el anfitrión. De este modo, la infección por el VIH-2 es más difícil que por el VIH-1 
(Ancelle R, O Bletry, A C Baglin, F Brun-Vezinet, MA Rey y P Godeau, 1987, Long incubation period for HIV-2 15 
infection. Lancet. 1:688-9; Marlink R, P Kandki, I Thior, K Travers, G Eisen, T Siby, I Traore, C C Hsieh, M C Dia and 
E H Gueye. 1994. Reduced rate of disease development after HIV-2 infection as compared to HIV-1. Science. 
265:1587-90; Adjorlolo-Johnson G, K M De Cock, E Ekpini, K M Vetter, T Sibailly, K Brattegaard, D Yavo, R Doorly, J 
P Whitaker and L Kestens. 1994. Prospective comparison of mother-to-child transmission of HIV-1 and HIV-2 in 
Abidjan, Ivory Coast. JAMA. 272:462-6; Marlink, R. 1996. Lessons from the second AIDS virus, HIV-2. AIDS. 10:689-20 
99.), la carga viral en plasma de los individuos infectados por VIH-2 es menos elevada e inferior que la de los 
individuos infectados por VIH-1 (Andersson S, H Norrgren, Z da Silva, A Biague, S Bamba, S Kwok, C 
Christopherson, G Biberfeld, and J Albert. 2000. Plasma viral load in HIV-1 and HIV-2 singly and dually infected 
individuals in Guinea-Bissau, West Africa: significantly lower plasma virus set point in HIV-2 infection than in HIV-1 
infection. Arch. Intern. Med. 160:3286-93; Popper S J, A D Sarr, K U Travers, A Gueye-Ndiaye, S Mboup, M E Essex, 25 
and P J Kanki. 1999. Lower human immunodeficiency virus (HIV) type 2 viral load reflects the difference in 
pathogenicity of HIV-1 and HIV-2. J Infect Dis. 180:1116-21.), y los individuos infectados por VIH-2 desarrollan la 
enfermedad más lentamente (Vittinghoff E, S Scheer, P O'Malley, G Colfax, S D Holmberg and S P Buchbinder. 
1999. Combination antiretroviral therapy and recent declines in AIDS incidence and mortality. J Infect Dis. 179:717-
20; Blanco R, Carrasco, L, and Ventoso, I. 2003. Cell killing by HIV-1 protease. J. Biol. Chem. 278:1086-93; Liu H, 30 
Krizek J, and Bretscher A. 1992. Construction of a GAL1-regulated yeast cDNA expression library and its application 
to the identification of genes whose overexpression causes lethality in yeast. Genetics 132:665-673). 

El VIH-2 se identificó por primera vez en África Occidental en 1986 (Clavel F, D Guetard, F Brun-Vezinet, S 
Chamaret, M A Rey, M 0 Santos-Ferreira, A G Laurent, C Dauguet, C Katlama, and C Rouzioux. 1986. Isolation of a 
new human retrovirus from West African patients with AIDS. Science. 233:343-6). En esta región, la prevalencia del 35 
VIH-2 varía entre 1% y 10% (Langley C L, E Benga-De, C W Critchlow, I Ndoye, M D Mbengue-Ly, J Kuypers, G 
Woto-Gaye, S Mboup, C Bergeron, K K Holmes, and N B Kiviat. 1996. HIV-1, HIV-2, human papillomavirus infection 
and cervical neoplasia in high-risk African women. AIDS. 10:413-7; Poulsen A G, B Kvinesdal, P Aaby, K Molbak, K 
Frederiksen, F Dias and E Lauritzen. 1989. Prevalence of and mortality from human immunodeficiency virus type 2 in 
Bissau, West Africa. Lancet. 1:827-31; Wilkins A, D Ricard, J Todd, H Whittle, F Dias, and A Paulo Da Silva 1993. 40 
The epidemiology of HIV infection in a rural area of Guinea-Bissau. AIDS. 7:1119-22). La mayoría de los casos de 
infección por el VIH-2, fuera de África Occidental, se encuentran en los países europeos y especialmente en 
Portugal, en donde los individuos infectados por el VIH-2 representan el 13% de la población infectada por el virus 
de la inmunodeficiencia humana (Soriano V, P Gomes, W Heneine, A Holguin, M Doruana, R Antunes, K Mansinho, 
W M Switzer, C Araujo, V Shanmugam, H Lourenco, J Gonzalez-Lahoz and F Antunes. 2000. Human 45 
immunodeficiency virus type 2 (HIV-2) in Portugal: clinical spectrum, circulating subtypes, virus isolation, and plasma 
viral load. J. Med. Virol. 61:111-6). En Francia, se ha estimado que 1% de la población infectada por el VIH está 
infectado por el virus de tipo 2. 

En los países desarrollados, los individuos infectados por el VIH-1 y/o por el VIH-2 son tratados mediante terapia 
química, compuesta por moléculas que tienen una actividad inhibidora para una u otra de las dos enzimas virales: 50 
Transcriptasa Inversa y Proteasa. 

Por otra parte, los individuos infectados por el VIH-1 y/o por el VIH-2 también son tratados mediante terapia química, 
compuesta por moléculas que tienen una actividad inhibidora del proceso de la entrada viral o de las enzimas 
virales: Transcriptasa Inversa, Proteasa, e Integrasa. 

A pesar de que el tratamiento ha ayudado significativamente a reducir la morbilidad y la mortalidad causadas por la 55 
infección por el VIH (Palella FJ, Jr, KM Delaney, AC Moorman, MO Loveless, J Fuhrer, GA Satten, DJ Aschman y 
SD Holmberg. 1998. Declining morbidity and mortality among patients with advanced human immunodeficiency virus 
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infection. HIV Outpatient Study Investigators. N. Engl. J. Med. 338:853-60; Vittinghoff E, S Scheer, P O'Malley, G 
Colfax, S D Holmberg and S P Buchbinder. 1999. Combination antiretroviral therapy and recent declines in AIDs 
incidence and mortality. J. Infect. Dis. 179:717-20), Se han observado algunos casos de fracaso terapéutico. 

La posibilidad de amplificar, a partir del plasma, ARN o ADN de las células de los individuos infectados por el VIH-1 y 
el fracaso terapéutico, ha hecho posible comprender a nivel molecular la ineficacia espontánea o progresiva de los 5 
tratamientos terapéuticos. La determinación, en particular, de la secuencia de ácido nucleico de las dos enzimas 
virales transcriptasa inversa y proteasa ha demostrado la aparición de un cierto número de mutaciones. Los 
resultados obtenidos durante los estudios in vitro en los que la cepa viral de tipo salvaje (y por lo tanto sensible a los 
tratamientos) que portaba las mutaciones han demostrado claramente la implicación de estas mutaciones en la 
resistencia del virus al tratamiento. 10 

Los investigadores por lo tanto han realizado una cierta cantidad de trabajo sobre estas mutaciones y las 
resistencias que generan para orientar y guiar la elección del tratamiento terapéutico y optimizar su eficacia. 

Se desarrollaron dos enfoques técnicos diferentes para orientar los tratamientos terapéuticos. Uno consistió en la 
búsqueda solo de las mutaciones ya conocidas dentro de las secuencias de ácidos nucleicos que codifican las 
proteínas virales y se denomina enfoque de determinación del genotipo. El otro, que no necesita el conocimiento de 15 
la presencia de mutaciones resistentes dentro de las secuencias virales, consiste en el ensayo en un sistema 
basado en células la inhibición de la replicación viral en presencia de moléculas inhibidoras, y se denomina enfoque 
de determinación del fenotipo. 

Desafortunadamente, las estrategias económicas de los laboratorios han conducido la mayoría de las veces a una 
falta general de interés en la comunidad científica en relación con el tratamiento de los pacientes infectados por el 20 
VIH-2 (siendo las poblaciones más afectadas por el VIH-2 principalmente las de los países en desarrollo) o han dado 
lugar a soluciones inadecuadas: tratamientos, pruebas y análisis que son demasiado caros, diagnósticos, por 
ejemplo, diagnósticos de determinación del fenotipo que son demasiado largos o imposibles de implementar en el 
lugar, ausencia de estructuras competentes en el país de que se trate, etc. 

Por lo tanto, los resultados obtenidos en los diferentes estudios llevados a cabo sobre el VIH-2 no han sido lo 25 
suficientemente consistentes como para que sea posible formular una correlación entre una mutación particular de la 
proteasa del VIH-2, y un fenotipo de resistencia. 

Cabe señalar que, la progresión de la enfermedad que es más lenta en los individuos infectados por el VIH-2 que en 
los infectados por el VIH-1, el recuento de células T CD4 y la determinación de la carga viral en plasma no toman en 
cuenta rápidamente la aparición de cepas resistentes en los pacientes en tratamiento. 30 

Existen en la actualidad varias empresas que proporcionan el perfil de resistencia de una cepa de VIH aislada de un 
paciente infectado a través de la determinación del fenotipo. Conceptualmente las tres pruebas se parecen entre sí y 
se basan en la capacidad de cada inhibidor de la proteasa para inhibir la liberación de un virus recombinante 
infeccioso que comprende la proteasa del virus que infecta al paciente. Las compañías son: EUROFINS-Viralliance 
(Francia), que produce Phenoscript.TM., Virco-Johnson & Johnson (Bélgica, EE.UU.), que produce 35 
Antivirogram.TM., y Monogram Biosciences, ex Virologic (Estados Unidos), que produce PhenoSense.TM. En los 
tres casos, la realización de estas pruebas requiere una organización logística significativa, personal especializado 
en biología molecular y virología e infraestructuras costosas del tipo de laboratorio seguro P3 (parece que un perfil 
completo costaría en la actualidad entre 800 y 1.000 euros por muestra). El retraso que existe entre el momento en 
que el material biológico llega a los laboratorios y el momento en que se establece el perfil de resistencia varía, para 40 
cada cepa de VIH-1, entre dos y tres semanas. 

Bajo estas circunstancias, la puesta en el mercado de una prueba rápida fiable, por ejemplo, una prueba de 
determinación del fenotipo que sea simple de aplicar y poco costoso ha convertido en un imperativo. Tal prueba 
ayudaría a los médicos tratantes a verificar la aparición de cepas resistentes en los pacientes infectados por 
retrovirus, en particular VIH 1 o 2, en particular para las poblaciones desfavorecidas. Por otra parte, esta prueba 45 
también se podría utilizar para una investigación de "alta velocidad" y/o "alto rendimiento" de nuevas moléculas que 
tengan actividad inhibidora de la proteasa de retrovirus. 

M'Barek Najoua et al, 2006 (Retrovirology, 6 de Septiembre de 2006. Vol 3, Núm. 1) describen una prueba de 
funcionamiento para determinar la resistencia o la sensibilidad de una proteasa del VIH-2 a los inhibidores de 
proteasa, sobre la base de la citotoxicidad implicada por la expresión de la proteasa madura del VIH-2 en dicha 50 
levadura, en donde dicha citotoxicidad es anulada por los inhibidores de proteasa. 

Se sabe que la expresión de la proteasa de VIH-1 en presencia de una secuencia corta aguas arriba del dominio de 
proteasa del precursor Gag-Pol da como resultado el procesamiento de la proteasa activa en E. coli, mientras que la 
expresión de una proteasa de tipo salvaje prolongada solo con la metionina inicial no permite recuperar la actividad 
proteolítica (Wan Min et al, Biochemical Journal, vol. 316, Núm. 2, 1996, páginas 569-573). 55 

Resumen 
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Los autores de la presente invención ofrecen un método para determinar la sensibilidad o la resistencia de los 
productos aislados de retrovirus VIH a una molécula que incluye a) amplificar secuencias que codifican una proteasa 
de un retrovirus que se va a estudiar, con o sin la secuencia o algunas secuencias de aminoácidos situadas aguas 
arriba y aguas abajo de un sitio de escisión de un precursor en el que están situadas las secuencias de 
aminoácidos, b) recombinar fragmentos de ADN, un producto final de la amplificación, y un vector de expresión que 5 
permite la expresión de la secuencia codificante de la proteasa del retrovirus que se va a estudiar bajo el control de 
un promotor inducible conocido a través de la co-transformación del vector y los fragmentos de ADN con al menos 
una célula de levadura, c) cultivar la célula o células de levadura co-transformadas para obtener un número 
suficiente de transformantes para llevar a cabo una prueba de sensibilidad o resistencia, y recuperar los 
transformantes procedentes de la célula co-transformada, en cualquier medio adecuado, d) incubar los 10 
transformantes en presencia de una molécula que se va a someter a ensayo, e) analizar cualitativamente o 
cuantitativamente las células vivas, y f) deducir el fenotipo de sensibilidad o resistencia. 

Los autores de la presente invención también proporcionan un kit de diagnóstico que lleva a cabo el método, que 
incluye cebadores nucleotídicos seleccionados del grupo que consiste en los SEQ ID NO: 38, 39, 40, 41, 42, 48, 51, 
52, 53, 54, 55, 56, 57 y 58; al menos un vector de expresión; al menos una cepa de la levadura; y al menos una 15 
placa de múltiples pocillos u otro soporte. 

Breve descripción de los dibujos 

Las FIGS. 1 y 2 son representaciones esquemáticas de la co-transformación del vector pRS316-Gal1/10M escindido 
por la enzima de restricción NotI con el producto de la segunda PCR para obtener una célula de levadura 
transformada que tiene la secuencia de la proteasa del VIH-2 bajo el control del promotor inducible Gall. 20 

La FIG. 3 es una representación esquemática del recuento de células vivas y muertas y una determinación del 
fenotipo. 

La FIG. 4 es una representación esquemática de un kit de diagnóstico. 

La FIG. 5a muestra un par de gráficos de porcentaje de células vivas como una función de la concentración de 
inhibidor. 25 

La FIG. 5b muestra fotografías de crecimiento de las células como una función de la resistencia al inhibidor. 

Descripción detallada 

Los autores de la presente invención proporcionan métodos para determinar la sensibilidad o la resistencia de 
retrovirus, tales como el VIH a moléculas, tratamientos terapéuticos basados en inhibidores de la proteasa viral, 
mediante el uso de levadura. En otras palabras, los autores de la presente invención proporcionan el uso de 30 
levadura para determinar la resistencia o la sensibilidad de la proteasa viral a moléculas, y/o las moléculas químicas 
que se utilizan en el contexto de los protocolos terapéuticos. Los autores de la presente invención también 
proporcionan kits de diagnóstico que comprenden los elementos necesarios para aplicar el método. 

Más concretamente, los métodos hacen posible determinar, de forma rápida y a bajo coste, el fenotipo de resistencia 
de la proteasa de VIH-2 en pacientes infectados. Los métodos también permiten determinar, de forma rápida y a 35 
bajo coste, el fenotipo de resistencia de la proteasa de VIH-1 en pacientes infectados. Los métodos permiten 
adicionalmente la búsqueda a "alta velocidad" y/o de "alto rendimiento" de nuevas moléculas químicas que tienen 
una actividad inhibidora de la proteasa viral con el fin de desarrollar nuevos tratamientos terapéuticos. 

Por lo tanto los autores de la presente invención proporcionan medios que permiten la definición rápida y de bajo 
coste del fenotipo de resistencia de la proteasa de VIH-2 o VIH-1 en pacientes infectados, en virtud de la utilización 40 
de levadura. Los métodos de los autores de la presente invención también se pueden aplicar para definir el fenotipo 
de resistencia de la proteasa de VIH-1, o la proteasa de cualquier otro retrovirus. 

Las secuencias codificantes de algunas de las dianas terapéuticas, por ejemplo, la transcriptasa inversa, la proteasa, 
y la integrasa, así como las denominadas "proteínas" estructurales (matriz, cápsida, nucleocápsida), están situadas 
dentro de un precursor polipeptídico común denominado Gag-Pol, codificado por el gen viral gag-pol (Clavel F, 45 
Guyader M, Guetard D, Salle M, Montagnier L, Alizon M 1986. Molecular cloning and polymorphism of the human 
immune deficiency virus type 2. Nature, 324:691-5). Es la acción de la proteasa viral la que, mediante la hidrólisis de 
los enlaces peptídicos específicos referidos como sitios de escisión, que enmarcan las secuencias primarias de los 
diferentes constituyentes del precursor, es responsable de la liberación de estas proteínas (Oroszlan S y Luftig RB. 
1990. Retroviral proteinases. Curr Top Microbiol Immunol. 157:153-85). Se ha demostrado que, para la proteasa de 50 
VIH-1, las secuencias de aminoácidos situadas aguas arriba y aguas abajo del sitio de escisión cumplen un papel 
importante en el evento de reconocimiento de la enzima por su sustrato, y por lo tanto son determinantes para su 
actividad proteolítica (Pettit S C, Simsic J, Loeb D D, Everitt L, Hutchison CA 3

º
, Swanstrom R. 1991. Analysis of 

retroviral protease cleavage sites reveals two types of cleavage sits and the structural requirements of the P1 amino 
acid. J. Biol. Chem. 266:14539-47, Pettit S C, Moody M D, Wehbie R S, Kaplan A H, Nantermet P V, Klein C A, 55 
Swanstrom R. 1994). El dominio P2 del virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1 Gag regula el procesamiento 
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proteolítico sucesivo secuencial y se requiere para producir viriones completamente infecciosos (J Virol. 68:8017-27, 
Moody M D, Pettit S C, Shao W, Everitt L, Loeb D D, Hutchison C A 3

º
, Swanstrom R. 1995). Una cadena lateral en 

la posición 48 de la solapa proteasa del virus de la inmunodeficiencia humana de tipo-1 proporciona un determinante 
de especificidad adicional (Virology. 207:475-85, Boross P, Bagossi P, Copeland T D, Oroszlan S, Louis J M, Tozser 
J. 1999. Effect of substrate residues on the P2' preference of retroviral proteinases. Eur J Biochem. 264:921-9). 5 

Un artículo científico que apareció en 2003 demostró que la expresión de la proteasa del VIH-1 por la levadura 
Saccharomyces cerevisiae causó la muerte de esta última a través de un mecanismo todavía desconocido, cuya 
consecuencia fue la lisis celular de la levadura en cuestión (Blanco R, Carrasco L y Ventoso I. 2003. Cell killing by 
HIV-1 protease. J. Biol. Chem. 278:1086-93). 

Los autores de la presente invención demostraron que se producía el mismo fenómeno cuando las levaduras 10 
expresaban la proteasa de VIH-2. Por consiguiente, inhibiendo la actividad enzimática viral mediante la modificación 
de su sitio catalítico, los autores de la presente invención tuvieron éxito en la prevención de la aparición de este 
evento celular. 

Además, Blanco et al (Blanco R, Carrasco L y Ventoso I. 2003. Cell killing by HIV-1 protease. J. Biol. Chem. 
278:1086-93) también demostraron que la inhibición de la proteasa del VIH-1 por uno de los inhibidores utilizados en 15 
la terapia anti-VIH inhibió la muerte celular de la levadura causada por la expresión de la proteasa viral. Debido a 
este hecho, es posible medir cuantitativamente la sensibilidad y la resistencia de la proteasa de los individuos 
infectados a las diversas moléculas inhibidas. 

Por otra parte, los autores de la presente invención trabajaron sobre el precursor Gag-Pol activo más pequeño que, 
una vez expresado en la levadura, induce la muerte celular a través de la actividad de proteasa. Puesto que la 20 
definición de una proteína precursora de proteasa funcional es una a partir de la cual la proteasa se puede, 
sucesivamente, separar mediante escisión y destruir después la levadura que la expresa, los autores de la presente 
invención crearon y expresaron un gran número de precursores de Gag-Pol truncados en levadura en los que el sitio 
de escisión de la proteasa o bien estaba presente o bien estaba ausente por mutaciones específicas del ácido 
nucleico. Los autores de la presente invención encontraron sorprendentemente que el precursor de proteasa activa 25 
más pequeño se definía como la secuencia de Gag-Pol más pequeña, que contenía la proteasa flanqueada por sus 
sitios de escisión que solo induce la muerte celular de la levadura cuando el sitio de escisión situado en la porción N-
terminal de la secuencia de la proteasa está presente. En la ausencia de éste, el precursor expresado no es capaz 
de alterar el crecimiento celular. 

Los autores de la presente invención descubrieron sorprendentemente que una secuencia que codificaba la 30 
proteasa precedida por los 6 aminoácidos del sitio de escisión y seguida de al menos un aminoácido del otro sitio de 
escisión era la forma precursora activa más pequeña que inducía la muerte celular cuando se expresaba en 
levadura. 

Por tanto, los métodos de los autores de la presente invención hacen que sea posible determinar, en el contexto 
celular de las levaduras, el fenotipo de sensibilidad de la proteasa viral de un retrovirus tal como VIH-2 o VIH-1, a 35 
fármacos con actividad inhibidora. 

En otras palabras, hace que sea posible determinar la sensibilidad o resistencia de los productos aislados de 
retrovirus tales como VIH (virus de la inmunodeficiencia humana) a moléculas químicas que tienen una actividad 
inhibidora de la proteasa viral o a tratamientos terapéuticos basados en inhibidores de la proteasa viral, 
caracterizados por el uso para este propósito de al menos una levadura cuya lisis celular está causada por la 40 
expresión de la proteasa de retrovirus. 

Los autores de la presente invención han descubierto sorprendentemente que, no sólo la secuencia específica que 
codifica la proteasa, sino también una secuencia precursora de la proteasa de VIH-1 cuando se incorporan a un 
vector de expresión, a través de un procedimiento de co-transformación en la levadura, permiten la expresión de la 
proteasa y causan la muerte de la levadura. En otras palabras, los autores de la presente invención descubrieron 45 
que las secuencias que comprenden la secuencia codificante de la proteasa de VIH-1 extraída de, por ejemplo, 
sangre o células infectadas, se expresan funcionalmente en levadura. 

Por lo tanto, los métodos de los autores de la presente invención les permiten determinar la sensibilidad o 
resistencia de la proteasa de retrovirus a moléculas en un sistema no infeccioso basado en células en presencia de 
su sustrato natural. Adicionalmente, los métodos de los autores de la presente invención les permiten someter a 50 
ensayo moléculas que tienen un efecto sobre la actividad de la proteasa y también sobre la expresión de la 
proteasa. Por otra parte, los métodos de los autores de la presente invención les permiten someter a ensayo 
moléculas que tienen un efecto directo sobre la actividad de la proteasa hacia su sustrato natural que es, por 
ejemplo, el precursor de proteasa. Por ejemplo, el método permite a los autores de la presente invención someter a 
ensayo moléculas que inhiben la actividad de la proteasa actuando sobre la secuencia codificante de la proteasa, y/o 55 
codificante del precursor de la proteasa, al actuar sobre la traducción de la proteasa, al actuar sobre el mecanismo 
de transcripción, y/o sobre la actividad de la proteasa. 
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Por otra parte, los métodos de los autores de la presente invención permiten la determinación de la sensibilidad o la 
resistencia de la proteasa que tiene al menos una mutación, por ejemplo, en la secuencia de ácidos nucleicos que 
codifica la proteasa y el percursor de proteasa. 

Esquemáticamente, los métodos comprenden un vector de expresión, la elección del sistema de células, el método 
de expresión de las proteasas de los individuos infectados y de ensayo de la susceptibilidad a los fármacos. 5 

Esto comprende las siguientes etapas: 

extraer opcionalmente los ácidos nucleicos, ADN y/o ARN de fluidos corporales o células (sangre u otros) 
tomados de un individuo o animal infectados por el retrovirus, mediante cualquier medio adecuado; 

amplificar las secuencias codificantes de proteasa del retrovirus que se va a estudiar; 

recombinar los fragmentos de ADN, el producto final de la amplificación, y un vector de expresión que 10 
permite la expresión de la secuencia codificante de la proteasa, y/o cualquier otra forma o longitud del 
precursor de proteasa del retrovirus que se va a estudiar bajo el control de un promotor inducible conocido, 
a través de la co-transformación del vector y los fragmentos de ADN con al menos una célula de levadura 
cuya lisis celular está causada por la expresión de la proteasa de retrovirus; 

cultivar la célula o células de levadura co-transformadas para obtener un número suficiente de 15 
transformantes para realizar la prueba de sensibilidad o resistencia, y recuperar de los transformantes 
procedentes de la célula co-transformada, en cualquier medio adecuado; 

incubar los transformantes en presencia, preferiblemente con una concentración cada vez mayor, de cada 
molécula que se va a someter a ensayo; 

analizar cualitativamente o cuantitativamente las células vivas; y 20 

deducir el fenotipo de resistencia. 

Los ácidos nucleicos se pueden extraer de células infectadas por un retrovirus, y/o fluidos corporales de un individuo 
o animal infectados, y/o sangre de un individuo o animal infectados, y/o a partir de medios de cultivo de células 
infectadas. 

Las moléculas que se van a someter a ensayo, también denominadas "moléculas de ensayo", se seleccionan del 25 
grupo que comprende moléculas de una genoteca, moléculas químicas, moléculas naturales y moléculas extraídas 
de plantas. 

Las moléculas de ensayo se pueden seleccionar del grupo que comprende moléculas químicas que tienen una 
actividad inhibidora de la proteasa viral, tratamientos terapéuticos basados en inhibidores de la proteasa viral o de la 
maduración viral. 30 

Las secuencias de la proteasa amplificadas de acuerdo con el método incluyen las que codifican la proteína aislada 
o las que codifican la proteína y comprende todas o algunas de las secuencias de aminoácidos situadas aguas 
arriba y aguas abajo del sitio de escisión del precursor de la proteína en la que están situadas. 

El retrovirus puede ser el VIH-1. 

Las secuencias amplificadas que codifican la proteasa del retrovirus que se va a estudiar de acuerdo con el método 35 
pueden ser secuencias mutadas o no mutadas. Las secuencias amplificadas que codifican la proteasa del retrovirus, 
por ejemplo, VIH-1, que se va a estudiar pueden ser seleccionadas del grupo que comprende los SEQ ID NO: 10 a 
37. 

La levadura utilizada en el método puede ser del tipo de Saccharomyces cerevisiae. 

Los ácidos nucleicos se pueden amplificar, por ejemplo, mediante Reacción en Cadena de la Polimerasa utilizando 40 
par de cebadores seleccionados del grupo que comprende los SEQ ID NO: 38, 39, 40, 41, 42, 48, 51 a 58. 

Los protocolos utilizados en el laboratorio con el fin de obtener transformantes de levadura que codifican un gen 
exógeno generalmente comienzan con una primera etapa para la obtención de los fragmentos de ADN que codifican 
el gen de interés, ya sea mediante amplificación génica (técnica de Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR)), o 
ya sea mediante liberación del gen en virtud de la acción de las enzimas de restricción, que cortan el ADN que 45 
contiene la secuencia de interés. Esta primera etapa es equivalente en tiempo a medio día de trabajo. 

El fragmento de ADN liberado es sub-clonado a continuación en un vector de expresión por la acción de la enzima 
ADN ligasa (una operación que dura una noche) y el producto de reacción se amplifica en una bacteria, después de 
su transformación (un día para obtener las bacterias que tienen ADN plasmídico incorporado, y un día y medio para 
la obtención y caracterización del transformante buscado, que contiene el plásmido que codifica el gen de interés). 50 
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Por otra parte, para producir cantidades suficientes del plásmido que contiene el gen de interés con vistas a la 
transformación de la levadura, el clon bacteriano obtenido en la etapa anterior puede ser amplificado (una noche) y 
los plásmidos purificados mediante métodos conocidos convencionales (un día). 

El plásmido purificado obtenido se utiliza a continuación para transformar la cepa de levadura seleccionada (1/2 día). 

La cepa de levadura transformada se obtiene aproximadamente 4 días después del evento de transformación. 5 

Por consiguiente, mediante el uso de los protocolos convencionales bien conocidos por los expertos en la técnica, es 
posible obtener una cantidad suficiente de transformantes de levadura para un estudio posterior de un gen de 
interés, por ejemplo, desarrollando una prueba de sensibilidad o resistencia, el tiempo que transcurre entre la 
preparación del fragmento de ADN que codifica el gen de interés y la obtención de la cepa de levadura que lo 
expresa que es un mínimo de 8 días. Por otra parte, como se ha descrito anteriormente, se utilizan varias técnicas. 10 

La magnitud de estos retrasos y la multiplicidad de las técnicas utilizadas necesariamente dan lugar a elevados 
costes de producción, incompatibles con el desarrollo de una prueba de sensibilidad o resistencia rápida que sea 
simple de implementar y de bajo coste. 

En otras palabras, los métodos de la técnica anterior para obtener transformantes de levadura no son deseables. 

El cultivo de los transformantes se puede realizar, por ejemplo, en medio líquido y/o medio sólido. El medio utilizado 15 
en los métodos de los autores de la presente invención puede ser cualquier medio conocido y adecuado para el 
cultivo de los transformantes, por ejemplo, un medio sintético mínimo que contienen una fuente de carbono tal como 
glucosa o galactosa y que carece o no de un nutriente específico, por ejemplo, uracilo. 

"Análisis cualitativo o cuantitativo" significa cualquier análisis de células vivas conocido en la técnica. Por ejemplo, 
puede ser una etapa de recuento o anotación de las células vivas, por ejemplo, midiendo la absorbancia, por 20 
ejemplo a 600 nm, de un medio líquido, o mediante recuento a simple vista, mediante observación cuando se 
cultivan los transformantes, por ejemplo, en un medio sólido. También puede ser, por ejemplo, el resultado de las 
pruebas de laboratorio para la sensibilidad de los transformantes a una molécula de ensayo u otro método que 
implica el uso de una molécula de ensayo. Por ejemplo, puede ser una forma semi-cuantitativa basado en la difusión 
(método de Kirby-Bauer); discos pequeños que contienen una molécula de ensayo o discos de papel impregnados, 25 
se dejan caer en diferentes zonas del cultivo, por ejemplo, sobre una placa de agar, que es un entorno rico en 
nutrientes, en el que pueden crecer los transformantes. La molécula que se va a someter a ensayo se difunde en la 
zona que rodea a cada disco. También puede ser, por ejemplo, un modo cuantitativo basado en la dilución: se 
establece una serie de dilución de la molécula que se va a someter a ensayo, es decir, por ejemplo, una serie de 
viales de reacción con concentraciones progresivamente más bajas de sustancia molécula. 30 

La sensibilidad o resistencia de la proteasa se pueden deducir, por ejemplo, mediante la medición de la 
concentración inhibidora semimáxima (CI50), comparando el número de células vivas entre los transformantes 
incubadas con las moléculas y no incubados con las moléculas. 

Teniendo en cuenta los estudios sobre la capacidad de la levadura para reparar "ADN roto" (ADN mellado) mediante 
el mecanismo de la recombinación homóloga, los autores de la presente invención descubrieron que, durante este 35 
evento celular, una molécula de ADN es reparada en un punto preciso en su secuencia, poniendo en su lugar 
secuencias homólogas en el sitio de la "mella" y tomadas en otra molécula de ADN. Mediante el uso de este 
fenómeno fisiológico, es posible introducir una secuencia definida en el ADN "mellado" a condición de que la 
secuencia definida esté enmarcada a ambos lados por secuencias idénticas a las que están situadas alrededor del 
sitio de la "mella". 40 

El tamaño mínimo de las secuencias homólogas presentes en las dos moléculas de ADN para que el evento de 
recombinación pueda tener lugar es de aproximadamente 30 a 40 pares de bases. 

Esta técnica simplifica muy ventajosamente la obtención de transformantes mediante la reducción, en particular, del 
número de manipulaciones que implican una reducción significativa en el tiempo necesario de experimentación 
(aproximadamente la mitad en comparación con los protocolos conocidos) y en el coste de producción. El uso de 45 
esta técnica también permite manipular un gran número de muestras al mismo tiempo. 

Los autores de la presente invención proporcionan más abajo una descripción detallada de los ejemplos preferidos 
de aplicación sus métodos. 

Ejemplo 1 

Este ejemplo de aplicación se utiliza preferentemente cuando la proteasa expresada es la proteína aislada. Cuando 50 
la proteasa es expresada con todas o algunas de las secuencias de aminoácidos situadas aguas arriba y aguas 
abajo del sitio de escisión del precursor de proteína que la contiene, los cebadores y fragmentos de nucleótidos 
descritos anteriormente deberán modificarse en consecuencia. 

1 - Preparación y modificación del vector de expresión: 
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El objetivo de la modificación es poder subclonar el gen de la proteasa a partir del virus que infecta a cada individuo 
infectado estudiado y transformar la levadura con el gen de la proteasa obtenido, por medio de un procedimiento 
sencillo y rápido (un procedimiento de una sola etapa). 

Los autores de la presente invención crearon una versión modificada del vector pRS316-Gal1/10, que comprende el 
promotor inducible GAL1/10 en la posición 5' del sitio de clonación del gen que se va a expresar (Liu H, Krizek J, and 5 
Bretscher A. 1992. Construction of a GAL-1 regulated yeast cDNA expression library and its application to the 
identification of genes whose overexpression causes lethality in yeast. Genetics 132:665-673). 

 Debido a esto, el gen viral se expresa cuando la célula es transformada con este vector en presencia de galactosa y 
el gen no se expresa cuando las células transformadas están en la presencia de glucosa como fuente de carbono. 

Para que el fragmento de ADN viral amplificado pueda ser insertado mediante recombinación homóloga en el vector 10 
de expresión, el vector debe ser modificado añadiéndole, inmediatamente después de la secuencia del promotor 
inducible, un cebador 5' de aproximadamente 40 pares de bases, seguido de un único sitio de restricción (para poder 
linealizar el vector), y un cebador 3' de aproximadamente 40 pares de bases. Aunque este vector modificado y 
linealizado es un buen sustrato para el evento de recombinación homóloga, la secuencia introducida en la posición 5' 
(entre el gen y el promotor) no debe inhibir la transcripción de los genes. 15 

Para producir la versión modificada del vector de expresión pRS316-Gal1/10, los autores de la presente invención 
cambiaron s el fragmento BamHI-Sac1 de este sitio por otro fragmento de ADN también enmarcado por los sitios de 
restricción BamH1-Sac1 que contienen (de 5' a 3'): 

- el sitio de restricción BamH1, único en el vector, seguido de 

- los 35 a 45 nucleótidos de la secuencia de VIH-2 situados inmediatamente aguas arriba de la proteasa, 20 
seguidos de 

- un sitio de restricción NotI, único en el vector, seguido de 

- los 35 a 45 nucleótidos de la secuencia de VIH-2 situados inmediatamente aguas abajo de la proteasa, 
seguido de 

- el sitio de restricción Sac1, único en el vector. 25 

Las modificaciones del tamaño de este fragmento de aproximadamente 80-90 pares de bases se llevaron a cabo 
para optimizar la clonación experimental, la transformación y el sistema de expresión. Un único fragmento 
modificado entre los 10 diferentes que se habían sometido a ensayo fue suficiente para la recombinación homóloga 
y expresión de la proteasa viral. 

La secuencia de este fragmento es la siguiente:  30 

 

El vector de expresión pRS316-Gal1/10 modificado de este modo se denomina pRS316-Gal 1/10M. 

2 - Elección del Sistema Celular 

Cualquier cepa de levadura con marcadores de auxotrofia necesarios para permitir la selección del transformante 
que expresa la proteasa viral, y preferiblemente cualquier cepa de Saccharomyces cerevisiae. 35 

3 - Subclonación de las proteasas de individuos afectados por el retrovirus, y transformación de levaduras en una 
sola etapa 

La secuencia de ADN que codifica la proteasa de VIH-2 se amplifica mediante la técnica de PCR, dos veces. 

La primera amplificación produce una cantidad significativa de ADN. Esta reacción se lleva a cabo utilizando ADN 
extraído de linfocitos de sangre periférica de individuos infectados. Los cebadores nucleotídicos utilizados son del 40 
tipo: 

ES 2 426 024 T3

 



9 

 

 La segunda amplificación enmarca la proteasa de un codón de iniciación de la transcripción (ATG) y de un codón de 
terminación de la transcripción (TAA) y añade a cada lado las secuencias de aproximadamente 40 nucleótidos que 
los autores de la presente invención llevaron al vector cuando se éste se modificó. Esta reacción de PCR tiene lugar 
en el producto de la primera PCR con los cebadores del tipo:  5 

 

 

 

El enmarcado de la proteasa por los codones de iniciación y terminación es el de la proteasa aislada o la proteína 
que comprende la totalidad o parte de las secuencias de aminoácidos situadas aguas arriba y aguas abajo del sitio 10 
de escisión del precursor en el que está situada. 

La co-transformación  del vector pRS316-Gal1/10M escindido por la enzima de restricción NotI con el producto de la 
segunda PCR hace que sea posible, a través del evento de recombinación homogénea que tuvo lugar en la célula, 
obtener una célula de levadura transformada que lleva la secuencia de la proteasa del VIH-2 bajo el control del 
promotor inducible Gal (FIGS 1 y 2). 15 

4 - El ensayo 

Se toma una muestra de sangre periférica de un individuo infectado por el VIH-2. Los linfocitos procedentes de este 
muestreo se purifican o no, y su ADN se extrae mediante métodos conocidos. 

El ADN experimenta las dos reacciones de PCR anteriormente mencionadas para crear el fragmento de ADN, que 
porta la secuencia de la proteasa con o sin la secuencia o algunas de las secuencias de aminoácidos situadas 20 
aguas arriba y aguas abajo del sitio de escisión del precursor en el que está situado y compatible con el vector de 
expresión para causar el fenómeno de recombinación homogénea en las células transformadas. 

Después de la purificación del producto de la segunda PCR, una cepa de levadura que tiene un genotipo ura3 es co-
transformada con el vector lineal pRS316Gal1/10M (por su sitio NotI). 

Los transformantes potencialmente productores de la proteasa se recuperan en cualquier vehículo adecuado tal 25 
como, por ejemplo, gelosa compuesta de agar, glucosa como fuente de carbono, y un entorno sintético con una 
deficiencia de uracilo. 

Se depositan aproximadamente 10
5
 células, procedentes de un único transformante, y se distribuyen en 12 pozos de 

una placa de 96 pocillos y se incuban en galactosa en presencia de 11 concentraciones crecientes de cada inhibidor 
que se va a someter a ensayo. El duodécimo pocillo no contiene ningún inhibidor. 30 

Después de 36-48 horas a 30°C, las células vivas se cuentan por medio de una lectura densitométrica a 600 nm 
(FIG. 3). 

La dosis necesaria para inhibir la mitad del crecimiento de las células en estas condiciones, en comparación con el 
crecimiento celular en ausencia de fármacos y en presencia de glucosa (CI

50
), define la susceptibilidad o resistencia 

de esta cepa específica. 35 
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El ensayo también se llevó a cabo en el plasma procedente este muestreo, purificado o no, y su ARN o ADN 
extraídos mediante métodos conocidos. En este caso, estos ácidos nucleicos se someten a las reacciones de RT-
PCR y PCR anteriormente mencionadas, si son de tipo ARN, y sin fase RT si son de tipo ADN. 

El intervalo de tiempo entre la toma de muestras de sangre y la definición del perfil de resistencia es de sólo una 
semana. 5 

Ejemplo 2 

En este ejemplo, el vector de expresión se modificó de la siguiente manera: 

Se creó una primera versión modificada del vector pRS316-Gal1/10 mediante el intercambio del fragmento BamH1-
Sac1 de este vector por un fragmento de ADN, también enmarcado por los sitios de restricción BamH1-SAC1 que 
contiene (desde 5' a 3'): 10 

- el sitio de restricción BamH1, único en el vector, seguido de 

- alrededor de 40 nucleótidos que codifican los aminoácidos situados después de la secuencia codificante 
de la proteasa de VIH-1, seguidos de 

- un codón de parada, seguido de  

- un sitio de restricción Sac1, único en el vector. 15 

Las modificaciones de las secuencias de nucleótidos que codifican los aminoácidos situados después de la 
secuencia codificante de proteasa se llevaron a cabo para la clonación experimental, la transformación y el sistema 
de expresión. Entre los diversos fragmentos modificados creados y sometidos a ensayo para la recombinación 
homóloga seleccionada y la expresión de una forma precursora de la proteasa viral, que consiste en la secuencia 
codificante de proteasa seguido de 13 aminoácidos, un ejemplo incluye:  20 

       

 

Una segunda versión modificada del vector pRS316-Gal1/10 se creó mediante el intercambio del fragmento BamH1-
Sac1 de este vector por un fragmento de ADN, también enmarcado por los sitios de restricción BamH1-SAC1 que 
contiene (desde 5' a 3'): 25 

- el sitio de restricción BamH1, único en el vector, seguido de 

- un codón de iniciación, seguido de 

- alrededor de 20 nucleótidos que codifican los aminoácidos situados antes de la secuencia codificante de la 
proteasa del VIH-1, seguidos de 

- un sitio de restricción XhoI, único en el vector, seguido de 30 

- alrededor de 40 nucleótidos que codifican los aminoácidos situados después de la secuencia codificante 
de la proteasa del VIH-1, seguidos de 

- un codón de parada, seguido de 

- un sitio de restricción Sac1, único en el vector. 

Las modificaciones de las secuencias de nucleótidos que codifican los aminoácidos situados antes y después de la 35 
secuencia codificante de la proteasa se llevaron a cabo para la clonación experimental, la transformación y el 
sistema de expresión. Entre los diversos fragmentos modificados creados y sometidos a ensayo para la 
recombinación homóloga seleccionada y la expresión de una forma precursora de la proteasa viral, en este caso, el 
precursor corto en el tipo de SEQ ID NO: 15, un ejemplo incluye:  

 40 
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2 - Elección del sistema celular 

Cualquier cepa de levadura con marcadores de auxotrofia necesarios para permitir la selección del transformante 
que expresa la proteasa viral, y, preferiblemente, cualquier cepa de Saccharomyces cerevisiae. En este ejemplo se 
utilizó Saccharomyces cerevisiae. 

3 - Sub-clonación de proteasas de individuos afectados por el retrovirus, y transformación de levaduras en una sola 5 
etapa  

La secuencia de ácido nucleico que codifica la proteasa de VIH, o cualquiera de sus formas precursoras, se 
amplificaron mediante la técnica de RT-PCR, seguido de una reacción de PCR como en el Ejemplo 1. 

Los cebadores de nucleotídicos utilizados para la reacción de RT-PCR fueron del tipo: 

 10 

La segunda reacción de PCR se lleva a cabo sobre el producto de la primera PCR con cualquiera de los cebadores 
del tipo:  

 

y  

 15 

o los cebadores de tipo: 

          (SEC ID NO: 55)  

Cebador R2139S1: y  

 

En un caso, la co-transformación del vector pRS316-Gal1/10M-3 escindido por la enzima de restricción BamH1 con 20 
el producto de la segunda PCR, realizada con los cebadores de los SEC ID NO: 42 y 55, hace posible, a través del 
evento de recombinación homóloga que tuvo lugar en la célula, la obtención de una célula de levadura transformada, 
que portaba secuencia de una forma precursora de la proteasa de VIH-1 que consiste en la secuencia codificante de 
la proteasa seguida de 13 aminoácidos, bajo el control del promotor inducible Gal. 

En el otro caso, la co-transformación del vector pRS316-Gal1/10M4 escindido por la enzima de restricción XhoI con 25 
el producto de la segunda PCR, realizada con los cebadores de los SEC ID NO: 54 y 55, hace que sea posible, a 
través del evento de recombinación homóloga que tuvo lugar en la célula, la obtención de una célula de levadura 
transformada, que porta la secuencia de una forma precursora de la proteasa del VIH-1 (como SEC ID NO: 15) bajo 
el control del promotor inducible Gal. 

4 - El ensayo  30 
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Se toma una muestra de sangre periférica de un individuo infectado por el VIH-1. El plasma o los linfocitos 
procedentes de este muestreo se purifican o no, y su ARN o ADN se extraen por medio de kits de extracción 
conocidos, como Q1Aamp Viral RNA Mini Kit de QIAGEN (Países Bajos). 

Estos ácidos nucleicos virales se someten a los mismos tratamientos definidos en el Ejemplo 1, para amplificar la 
secuencia de ADN que codifica el precursor de la proteasa. 5 

Después de la purificación del producto de la segunda PCR, una cepa de levadura que tiene un genotipo ura3 o bien 
es co-transformada con el vector lineal pRS316Gal1/10M-3 (por su sitio BamH1) o bien es co-transformada con el 
vector lineal pRS316Gal1/10M-4 (por su sitio XhoI). 

Los transformantes que producen potencialmente la proteasa se recuperan en cualquier vehículo adecuado tal como 
gelosa compuesta de agar, glucosa como fuente de carbono, y un entorno sintético con una deficiencia de uracilo. 10 

Aproximadamente el 10
5
 células, procedentes de un único transformante, se depositan y se distribuyen en 12 

pocillos de una placa de 96 pocillos y se incuban en medios que contienen galactosa líquida o sólida en la presencia 
de al menos 8 concentraciones crecientes de cada inhibidor que se va a someter a ensayo. Un pocillo no contiene 
ningún inhibidor. 

Después de 36 a 48 horas a 30°C, las células vivas se cuentan mediante una lectura densitométrica a 600 nm (FIG 15 
4) cuando el ensayo se llevó a cabo en medio líquido o a simple vista cuando el ensayo se llevó a cabo en medio 
sólido. 

La dosis necesaria para la inhibición de la mitad del crecimiento celular en estas condiciones, en comparación con el 
crecimiento celular en ausencia de fármacos y en presencia de glucosa (CI

50
), define la susceptibilidad o resistencia 

de esta cepa específica. 20 

El intervalo de tiempo entre la toma de muestras de sangre y la definición del perfil de resistencia es solo de una 
semana. 

Ejemplo 3 

Ejemplo de amplificaciones de secuencias de proteasa  

1 - Secuencia del precursor de proteasa integral 25 

La secuencia precursora de proteasa integral se amplificó mediante PCR a partir de la cepa viral de laboratorio 
pNL4.3 DNA con el uso de los siguientes cebadores: 

 

El programa de PCR utilizado fue el siguiente: 

3 min a 95°C, seguido de 35 ciclos de 1 min a 95°C, 30 segundos a 55°C, 2 min a 72°C, y finalizar con una ronda de 30 
7 min a 72°C. 

El producto de la PCR (SEC ID NO: 18) se purificó mediante procedimientos convencionales digeridos por la enzima 
de restricción XbaI (Invitrogen, EE.UU.), siguiendo las recomendaciones del fabricante y se introdujo, por medio de 
la ligación de ADN durante la noche (ADN ligasa de T4 de Gibco EE.UU.), según las recomendaciones del fabricante 
en el vector pRS316-Gal/10 previamente digerido con XbaI. 35 

2 - Secuencia del precursor de proteasa que comienza al principio de la secuencia codificante de proteasa y termina 
al final de la región codificante de Pol (SEC NO: 37) 

La reacción de PCR se llevó a cabo sobre el constructo de ADN purificado en el vector pRS316-Gal/10 obtenido en 
el apartado 1. Las condiciones de la PCR y otras experimentaciones fueron las mismas condiciones descritas en el 
apartado 1 anterior. 40 

La secuencia del precursor de la proteasa desde la secuencia codificante de la proteasa hasta el final de la 
secuencia codificante de gag-pol se obtuvo utilizando los siguientes cebadores:  
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y 

 

 Los cebadores se seleccionaron para proporcionar secuencias situadas en ambos lados del sitio de clonación en el 
vector de expresión. 5 

Co-transformación de vector pRS316-Gal1/10 lineal (digerido con BamH1) con el producto de la PCR produjo, por 
medio de un evento de recombinación en la célula, una levadura transformada que portaba la secuencia del 
percursor bajo el control del promotor Gal inducible. 

3 - Diferente tamaño de secuencia del precursor de proteasa 

En este ejemplo se utilizó el constructo obtenido en el apartado 2 anterior. 10 

El plásmido que contenía las secuencias del precursor gag-pol que empezaban en la proteasa y terminaban al final 
de la región pol se linealizó mediante digestión con la enzima de restricción XhoI (Invitrogen, EE.UU.) de acuerdo 
con las recomendaciones del fabricante. 

Después, se digirieron 6 microgramos del plásmido linealizado con 1 unidad de la enzima exonucleasa Bal31 
(Biolabs, EE.UU.) a 30°C, siguiendo las recomendaciones del fabricante. Se tomaron alícuotas iguales cada 20 15 
minutos durante 2 horas de incubación, y la reacción se detuvo con EDTA 25 mM. Esto produjo una digestión parcial 
de ADN y fragmentos de diferente tamaño. Estos fragmentos, presentes en cada alícuota de la digestión con Bal31, 
se ligaron a los siguientes oligonucleótidos de doble hebra en una proporción de 50 pmoles de oligonucleótidos con 
respecto a 1 microgramo de ADN:  

 20 

 

 

 

Estos oligonucleótidos contienen adicionalmente los codones de iniciación y terminación y secuencias idénticas al 
vector pRS316-Gal1/10. 25 

La co-transformación de vector pRS316-Gal1/10 linealizado por las enzimas BamH1-Sac1 con el producto de 
ligación previamente digerido con la enzima de restricción KpnI (Invitrogen, EE.UU.), siguiendo las recomendaciones 
del fabricante produce, mediante recombinación homóloga llevada a cabo en la célula, una genoteca de levaduras 
transformadas que portan cada una formas con supresiones C-terminales del precursor gag-pol que empiezan en la 
secuencia de la proteasa bajo el control del promotor inducible Gal. 30 
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4 - Una secuencia del precursor de proteasa truncada que comprende una única mutación (adición de un solo 
nucleótido A) para imitar el desplazamiento del marco de lectura abierto natural de la transcripción del gen Gag-Pol 

Las condiciones de la PCR y otros experimentos fueron los mismos que las condiciones descritas en el apartado 
anterior 1. 

Se elaboró una secuencia del precursor mutado que contenía un nucleótido A adicional en la posición 1638. Los 5 
cebadores utilizados para la reacción de PCR fueron: 

 

 

y  

 10 

El precursor mutado se elaboró en dos etapas de PCR. En una primera PCR, 2 reacciones independientes, que 
utilizaban como molde el constructo obtenido en el apartado 2 anterior, implicaron los pares de cebadores, SEQ ID 
NO: 49 y SEQ ID NO: 55 para una y SEQ ID NO: 50 y SEQ ID NO: 51 para la segunda, para introducir una A 
(adenina) adicional en la posición 1638 de la secuencia. 

Estos dos productos de PCR se mezclaron y se diluyeron para que fueran un molde para la segunda PCR que se 15 
realizó con los cebadores de los SEC ID NO: 51 y SEQ ID NO: 55. El fragmento de ADN recién obtenido se digirió 
con las enzimas de restricción BamH1 y Sac1 (Invitrogen, EE.UU. y Fermentas, Canadá, respectivamente), 
siguiendo las recomendaciones del fabricante, y se ligaron con ADN ligasa de T4, (Gibso, EE.UU.) siguiendo las 
recomendaciones del fabricante, en el vector pRS316-Gal1/10 previamente digerido con enzimas de restricción 
BamH1 y Sac1 (Invitrogen, EE.UU. y Fermentas, Canadá, respectivamente), siguiendo las recomendaciones del 20 
fabricante. 

5 - Clonación de una secuencia del precursor de la proteasa de VIH-1 de pacientes infectados 

Una secuencia codificante de la forma del precursor de la proteasa de VIH-1 se amplificó a partir de ARN total 
purificado extraído de plasma sanguíneo de los pacientes infectados mediante RT-PCR seguida de una reacción de 
PCR, como se describe en el Ejemplo 2. 25 

Los cebadores utilizados para la reacción de RT-PCR fueron: 
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 La segunda amplificación enmarca la proteasa entre un codón de iniciación de la transcripción (ATG) y un codón de 
terminación de la transcripción (TAA). ATG estaba situado 70 nucleótidos por encima del primer codón de la 
proteasa. TAA estaba situado 150 nucleótidos por debajo del último codón. Por otra parte, la segunda amplificación 
añade a ambos lados secuencias correspondientes al vector para clonarlo en levadura mediante recombinación 
homóloga. Esta PCR se realizó en el producto de la primera PCR con los siguientes cebadores:  5 

 

y  

 

Ejemplo 4 

Ejemplo de la determinación del carácter de resistencia/sensibilidad de la proteasa de un individuo infectado por 10 
VIH-1 

Una secuencia codificante de la forma del precursor de la proteasa de VIH-1 corto, del tamaño del SEQ ID NO: 15, 
se amplificó mediante RT-PCR seguido de una reacción de PCR, como se describe en el Ejemplo 2, a partir de ARN 
total purificado extraído de plasma sanguíneo de un paciente infectado, es decir, P Núm. 10, que se sabe que porta 
cepas de VIH-1 resistentes a inhibidores de la proteasa como lopinavir, saquinavir y darunavir. 15 

El procedimiento seguido fue el descrito en el Ejemplo 3 (5), utilizando los siguientes cebadores: 

 

 

y  

 20 

El producto final de PCR obtenido se clonó en pRS316-Gal1/10M-4 mediante el procedimiento de una sola etapa de 
co-transformación descrito en el Ejemplo 2 (3). La célula de levadura transformado fue de la cepa BY4741 
(Euroscarf, Alemania) que tenía el siguiente genotipo: MATa, his3.Δ.1, leu2.Δ.0, met15.Δ.0, ura3.Δ.0. 

Para definir la capacidad de las moléculas de lopinavir, saquinavir y darunavir para inhibir la proteasa clonada, por lo 
tanto, el patrón de resistencia, se llevó a cabo el procedimiento descrito en el Ejemplo 3 (5) para obtener células de 25 
levadura que expresaban proteasas sensibles y resistentes. El carácter sensible o resistente de la proteasa clonada 
se determinó en medio líquido y sólido. 
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Cuando el ensayo de resistencia se llevó a cabo en medio líquido, la concentración más alta de las moléculas 
sometidas a ensayo fue: 

50 microMolar para lopinavir, 

100 microMolar para darunavir, 

400 microMolar para saquinavir, 5 

En el ensayo estuvieron presentes 7 diluciones seriadas, uno a uno, de esas disoluciones. 

En paralelo, se siguió el mismo procedimiento para someter a ensayo la capacidad de los mismos inhibidores de 
proteasa para actuar sobre la forma del precursor de proteasa corto (SEC ID NO: 15) expresado en transformantes 
de levadura BY4741. En este caso, se llevó a cabo la amplificación de ADN, sobre el plásmido pNL4.3 purificado 
que portaba el genoma total de VIH-1 de la cepa sensible, mediante una reacción de PCR utilizando los siguientes 10 
cebadores:  

 

y  

 

Los resultados obtenidos, presentados como el porcentaje de células vivas como una función de la concentración de 15 
inhibidor en la FIG 5a, muestran: 

            i) carencia de inhibición, por las tres moléculas inhibidoras sometidas a ensayo, de la proteasa viral en su 
contexto precursor amplificada a partir del paciente P Núm. 10, 

           ii) inhibición, por las tres moléculas inhibidoras sometidas a ensayo, de una proteasa viral sensible en su 
contexto precursor amplificada a partir de una cepa de VIH-1 de tipo salvaje, a saber, pNL4.3. 20 

Los datos fueron procesados mediante el programa GraphPad Prism versión 5.0 (GraphPad Inc, EE.UU.) para 
obtener los valores de CI50 correspondientes que se muestran en la Tabla 1: 

ES 2 426 024 T3

 



17 

TABLA 1 

Inhibidor de la proteasa CI50 (microMolar) 

PNL4.3 proteasa proteasa P Núm. 10 

Lopinavir 39,2 > 10
5
 

Darunavir 50,5 1907,0 

Saquinavir 433,2 > 10
5
 

 

Por lo tanto, la proteasa viral del paciente P Núm. 10 es resistente a las moléculas inhibidoras sometidas a ensayo. 

Cuando el ensayo de resistencia se llevó a cabo en medio sólido, el transformante de levadura que expresaba cada 
proteasa viral cultivó en placa sobre medio mínimo sintético, placa de agar, en presencia de Galactosa al 2%. Se 5 
colocó en el centro de la placa un disco de papel de 5 mm de diámetro (Minitrans-Blot, Bio-Rad EE.UU.) impregnado 
con 10 microlitros de cualquiera de lopinavir 0,5 milimolar, darunavir 0,5 m milimolar, o saquinavir 1 milimolar. 
Después de 3 días a 30°C, se llevó a cabo la observación a simple vista. Cuando la proteasa viral expresada era 
sensible al inhibidor, se observó un halo de células en crecimiento, mientras que no se observaron células en 
crecimiento cuando las proteasas virales expresadas en las levaduras transformadas fueron resistentes al inhibidor 10 
(FIG. 5b). 

Como se demuestra en este ejemplo, el método permite la determinación de la sensibilidad o la resistencia de 
productos aislados de retrovirus VIH a las moléculas. 

Ejemplo 5 

Kit de diagnóstico para la resistencia a retrovirus 15 

Un kit de diagnóstico también determina la sensibilidad o la resistencia de los productos aislados de 
retrovirus a lo tratamientos retrovirales terapéuticos basadas en inhibidores de la proteasa viral. Éste puede 
comprender: 

 cebadores nucleotídicos y, por ejemplo, cebadores nucleotídicos como los descritos anteriormente para la 
aplicación de la amplificación del ADN que codifica la proteasa de retrovirus mediante la técnica de PCR, a saber:  20 

 para la primera amplificación cebadores del tipo: 

 

para la segunda amplificación, cebadores del tipo:  
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 y/o cebadores seleccionados del grupo que comprende los SEQ ID NO: 38, 39, 40, 41, 42, 48, 51 a 58; 

 al menos un vector de expresión y, por ejemplo, el plásmido modificado y linealizado de acuerdo con los métodos 
de los autores de la presente invención y como se ha descrito anteriormente, por ejemplo, el plásmido pRS316-
Gal1/10M, M-3, M-4; 

 al menos una cepa de levadura con el marcador de auxotrofia necesario para permitir la selección del transformante 5 
que expresa la proteasa viral, y preferiblemente una cepa de Saccharomyces cerevisiae; y 

al menos una placa de múltiples pocillos o cualquier otro soporte adecuado. 

Naturalmente, cuando se lleva a cabo la amplificación sobre el ARN o ADN que codifica la proteasa del retrovirus 
con todas o algunas de las secuencias de aminoácidos situadas aguas arriba y aguas abajo del sitio de escisión del 
precursor de la proteína que la contiene, los cebadores y fragmentos de nucleótidos se modificarán en 10 
consecuencia. 

Un principio del kit, también ilustrado en la FIG. 4, es el siguiente: 

Utilizando la sangre del paciente, se amplifica el gen que codifica la proteasa viral mediante una reacción de RT-
PCR con los cebadores descritos en el método y suministrados en el kit. 

La amplificación del gen de la proteasa viral utilizando ADN celular también es posible. 15 

El producto amplificado y el vector linealizado y modificado (también suministrado en el kit) se utilizan para la 
transformación de una cepa de levadura, también suministrada en el kit, en una placa de múltiples pocillos. 

De una manera preferida, aunque en modo alguno limitante, después de la incubación a 30° en un horno de secado 
en un medio selectivo que contiene glucosa, se transfieren 2 microlitros de la suspensión celular a una nueva placa, 
suministrada en el kit, que contiene concentraciones crecientes de cada principio activo utilizado en la terapia. Se 20 
añaden 300 microlitros del medio seleccionado que contiene galactosa a cada pocillo, antes de incubar a 30°C en un 
horno de secado de 36 a 48 horas. 

Al final de la incubación, por ejemplo, si el soporte era medio líquido, las células vivas se cuentan mediante una 
lectura densitométrica a 600 nm. La dosis necesaria para la inhibición de la mitad del crecimiento celular, en 
comparación con el crecimiento celular de la cepa de levadura que no expresa la proteasa viral, define la CI

50
 para 25 

cada inhibidor. Una comparación entre las CI50 obtenidas y las de una proteasa de tipo salvaje de referencia permite 
determinar cualquier fenotipo de resistencia. 

Al final de la incubación, por ejemplo, si el soporte es sólido como en el Ejemplo 4, la observación a simple vista 
define el carácter sensible/resistente la proteasa de VIH hacia una molécula, por ejemplo, un inhibidor específico de 
la proteasa viral del individuo infectada, simplemente determinando si hay crecimiento (sensible) o no hay 30 
crecimiento (resistente) de la levadura transformada. 

El intervalo de tiempo entre la toma de sangre y la definición del perfil de resistencia es de sólo una semana. 
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LISTA DE SECUENCIAS 

<110>  LUSCHANKOF, PABLO 
PERRIN-EAST, CHRISTELLE 
RAOUL, DIDIER 
BEN M'BAREK, NAJOUA 5 
AUDOLY, GILLES 

 
<120> Método para determinar la sensibilidad o la resistencia de productos aislados de retrovirus a moléculas y kits 
de diagnóstico  
 10 
<130> AMI-B-0001PCT1 
 
<150> 12/503,174 
<151> 2009-07-15 
 15 
<150> 12/504,456 
<151> 2009-07-16 
 
<160> 58 
 20 
<170> PatentIn version 3.5 
 
<210> 1 
<211> 77 
<212> ADN 25 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 
<223> Descripción de la Secuencia Artificial: Oligonucleótido sintético 
 30 
<400> 1  

 
 
<210> 2 
<211> 20 35 
<212> ADN 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 
<223> Descripción de la Secuencia Artificial: Cebador sintético 40 
 
<400> 2 
gaaagaagcc ccgcaacttc                     20    
 
<210> 3 45 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 50 
<223> Descripción de la Secuencia Artificial: Cebador sintético 
 
<400> 3 
gggatccatg tcacttgcca 20 
<210> 4 55 
<211> 60 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 60 
<223> Descripción de la Secuencia Artificial: Cebador sintético 
 
<400> 4 
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cgaggatccg gagacaccat acagggagcc accaacagcg gccgcgccat gcctcaattc 60    
 
<210> 5 
<211> 54 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Descripción de la Secuencia Artificial: Cebador sintético 
 10 
<400> 5 
gcggagctcg ctttagcatt atttttattg gctctactgc ggccgcttaa gatt 54    
 
<210> 6 
<211> 40 15 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Descripción de la Secuencia Artificial: Oligonucleótido sintético 20 
 
<400> 6 
ggatccggag acaccataca gggagccacc aacagcggcc40    
 
<210> 7 25 
<211> 37 
<212> ADN 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 30 
<223> Descripción de la Secuencia Artificial: Oligonucleótido sintético 
<400> 7 
gcagtagagc caataaaaat aatgctaaag cgagctc 37   
 
<210> 8 35 
<211> 52 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 40 
<223> Descripción de la Secuencia Artificial: Cebador sintético 
 
<400> 8 
gcggagctcg ctttagcatt atttttattg gctactgcgg ccgcttaaga tt 52    
 45 
<210> 9 
<211> 303 
<212> ADN 
<213> Secuencia Artificial 
 50 
<220> 
<223> Descripción de la Secuencia Artificial: secuencia de proteasa de VIH sintética que contienen codones de 
inicio (ATG) y parada (TAA)  
 
<400> 9  55 
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<210> 10 
<211> 324 
<212> ADN 
<213> Secuencia Artificial 
 5 
<220> 
<223> Descripción de la Secuencia artificial: secuencia de proteasa de VIH-1 sintética con 24 ácidos nucleicos más 
en su extremo 5', 3 ácidos nucleicos más en su extremo 3'  
 
<400> 10  10 

 
 
<210> 11 
<211> 381 
<212> ADN 15 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Descripción de la Secuencia artificial: secuencia de proteasa de VIH-1 sintética con 24 ácidos nucleicos más 
en su extremo 5', 60 ácidos nucleicos más en su extremo 3' 20 
 
<400> 11  
 

 
 25 
<210> 12 
<211> 327 
<212> ADN 
<213> Secuencia Artificial 
 30 
<220> 
<223> Descripción de la Secuencia Artificial: secuencia de proteasa de VIH-1 sintética con 27 ácidos nucleicos más 
en su extremo 5', 3 ácidos nucleicos más en su extremo 3' 
 
<400> 12  35 

 
 
<210> 13 
<211> 384 
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<212> ADN 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 
<223> Descripción de la Secuencia artificial: secuencia de proteasa de VIH-1 sintética con 27 ácidos nucleicos más 5 
en su extremo 5', 60 ácidos nucleicos más en su extremo 3' 
 
<400> 13  

 
 10 
<210> 14 
<211> 387 
<212> ADN 
<213> Secuencia Artificial 
 15 
<220> 
<223> Descripción de la Secuencia artificial: secuencia de proteasa de VIH-1 sintética con 30 ácidos nucleicos más 
en su extremo 5', 60 more en su extremo 3' 
 
<400> 14  20 
 

 
 
<210> 15 
<211> 435 25 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Descripción de la Secuencia artificial: Secuencia precursora corta de VIH-1 sintética 30 
 
<400> 15  
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<210> 16 
<211> 435 
<212> ADN 
<213> Secuencia Artificial 
 5 
<220> 
<223> Descripción de la Secuencia artificial: Secuencia precursora corta de VIH-1 sintética con mutación del sitio de 
escisión aguas abajo del sitio que codifica la proteasa 
 
<400> 16  10 

 
 
<210> 17 
<211> 792 
<212> ADN 15 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 
<223> Descripción de la Secuencia Artificial: secuencia precursora larga de VIH-1 sintética con modificación del 
marco de lectura abierto  20 
 
<400> 17  

 
 

 25 
 
<210> 18 
<211> 4345 
<212> ADN 
<213> Secuencia Artificial 30 
 
<220> 
<223> Descripción de la Secuencia Artificial: Secuencia de Gag-pol de VIH-1 sintética 
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<400> 18  
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<210> 19 
<211> 326 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 
<223> Descripción de la Secuencia artificial: secuencia de proteasa de VIH-1 sintética con un codón de inicio en la 
posición -1 y un codón de parada después de 3 ácidos nucleicos más 10 
 
<400> 19  

 

 
 15 
<210> 20 
<211> 329 
<212> ADN 
<213> Secuencia Artificial 
 20 
<220> 
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<223> Descripción de la Secuencia Artificial: secuencia de proteasa de VIH-1 sintética con un codón de inicio en la 
posición -1 y un codón de parada después de 6 ácidos nucleicos más 
 
<400> 20  

 5 
 
<210> 21 
<211> 332 
<212> ADN 
<213> Secuencia Artificial 10 
 
<220> 
<223> Descripción de la Secuencia Artificial: Secuencia de proteasa de VIH-1 sintética con un codón de inicio en la 
posición -1 y un codón de parada después de 12 ácidos nucleicos más 
 15 
<400> 21  

 
 
<210> 22 
<211> 340 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 
<223> Descripción de la Secuencia artificial: Secuencia de proteasa de VIH-1 sintética con un codón de inicio en la 25 
posición -1 y un codón de parada después de 16 ácidos nucleicos más 
 
<400> 22  

 
 30 

 
 
<210> 23 
<211> 371 
<212> ADN 35 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Descripción de la Secuencia Artificial: secuencia de proteasa de VIH-1 sintética con un codón de inicio en la 
posición -1 y un codón de parada después de 51 ácidos nucleicos más 40 
 
<400> 23  
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<210> 24 
<211> 388 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 
<223> Descripción de la Secuencia artificial: secuencia de proteasa de VIH-1 sintética con un codón de inicio en la 
posición -1 y un codón de parada después de 66 ácidos nucleicos más 10 
 
<400> 24  

 
 
<210> 25 15 
<211> 477 
<212> ADN 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 20 
<223> Descripción de la Secuencia artificial: Secuencia de proteasa de VIH-1 sintética con un codón de inicio en la 
posición -1 y un codón de parada después de 156 ácidos nucleicos más 
 
<400> 25  

 25 
 
<210> 26 
<211> 669 
<212> ADN 
<213> Secuencia Artificial 30 
 
<220> 
<223> Descripción de la Secuencia artificial: Secuencia de proteasa de VIH-1 sintética con un codón de inicio en la 
posición -1 y un codón de parada después de 342 ácidos nucleicos más 
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<400> 26  

 
 
<210> 27 
<211> 796 5 
<212> ADN 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 
<223> Descripción de la Secuencia Artificial: Secuencia de proteasa de VIH-1 sintética con un codón de inicio en la 10 
posición -1 y un codón de parada después de 471 ácidos nucleicos más 
 
<400> 27  

 

 15 
 
<210> 28 
<211> 922 
<212> ADN 
<213> Secuencia Artificial 20 
 
<220> 
<223> Descripción de la Secuencia Artificial: Secuencia de proteasa de VIH-1 sintética con un codón de inicio en la 
posición -1 y un codón de parada después de 591 ácidos nucleicos más 
 25 
<400> 28  
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<210> 29 5 
<211> 994 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 10 
<223> Descripción de la Secuencia artificial: Secuencia de proteasa de VIH-1 sintética con un codón de inicio en la 
posición -1 y un codón de parada después de 663 ácidos nucleicos más 
 
<400> 29  

 15 
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<210> 30 
<211> 1002 
<212> ADN 
<213> Secuencia Artificial 
 5 
<220> 
<223> Descripción de la Secuencia Artificial: Secuencia de proteasa de VIH-1 sintética con un codón de inicio en la 
posición -1 y un codón de parada después de 675 ácidos nucleicos más 
 
<400> 30  10 

 
 

 
 
<210> 31 15 
<211> 1005 
<212> ADN 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 20 
<223> Descripción de la Secuencia Artificial: Secuencia de proteasa de VIH-1 sintética con un codón de inicio en la 
posición -1 y un codón de parada después de 678 ácidos nucleicos más 
 
<400> 31  
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<210> 32 5 
<211> 1015 
<212> ADN 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 10 
<223> Descripción de la Secuencia Artificial: Secuencia de proteasa de VIH-1 sintética con un codón de inicio en la 
posición -1 y un codón de parada después de 684 ácidos nucleicos más 
 
<400> 32  
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<210> 33 
<211> 1257 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 
<223> Descripción de la Secuencia artificial: Secuencia de proteasa de VIH-1 sintética con un codón de inicio en la 
posición -1 y un codón de parada después de 939 ácidos nucleicos más 10 
 
<400> 33  
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<210> 34 
<211> 1369 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 
<223> Descripción de la Secuencia Artificial: Secuencia de proteasa de VIH-1 sintética con un codón de inicio en la 
posición -1 y un codón de parada después de 1044 ácidos nucleicos más 10 
 
<400> 34  
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<210> 35 
<211> 1405 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 
<223> Descripción de la Secuencia Artificial: Secuencia de proteasa de VIH-1 sintética con un codón de inicio en la 
posición -1 y un codón de parada después de 1083 ácidos nucleicos más 10 
 
<400> 35  
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<210> 36 
<211> 2851 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Descripción de la Secuencia artificial: Secuencia de proteasa de VIH-1 sintética con un codón de inicio en la 
posición -1 y un codón de parada después de 2511 ácidos nucleicos más 10 
 
<400> 36  
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<210> 37 
<211> 2876 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 
<223> Descripción de la Secuencia Artificial: Secuencia de proteasa de VIH-1 sintética con un codón de inicio en la 
posición -1 y un codón de parada después de 2544 ácidos nucleicos más 10 
 
<400> 37  
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<210> 38 
<211> 33 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 
<223> Descripción de la Secuencia Artificial: Oligonucleótido FgagPol sintético 
 10 
<400> 38 
gcggagtcta gaaggagaga gatgggtgcg aga 33    
 
<210> 39 
<211> 40 15 
<212> ADN 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 
<223> Descripción de la Secuencia artificial: Oligonucleótido RGagPol sintético 20 
 
<400> 39 
ctaatctttc tcgagtgtta atcctcatcc tgtctacttg 40    
 
<210> 40 25 
<211> 18 
<212> ADN 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 30 
<223> Descripción de la Secuencia Artificial: Cebador Gal 5' sintético 
 
<400> 40 
tgaataacca ctttaact 18    
 35 
<210> 41 
<211> 60 
<212> ADN 
<213> Secuencia Artificial 
 40 
<220> 
<223> Descripción de la Secuencia artificial: Cebador RP-12 3' sintético  
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<400> 41 
cattcctggc tttaatttta ctggtacagt ctcaataggg ctaatttaaa aatttaaagt 60    
 
<210> 42 
<211> 54 5 
<212> ADN 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 
<223> Descripción de la Secuencia artificial: Cebador F3 5' sintético  10 
 
<400> 42 
tatactttaa cgtcaaggag aaaaaacccc ggatccttta acatgcctca gatc 54   
 
<210> 43 15 
<211> 18 
<212> ADN 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 20 
<223> Descripción de la Secuencia artificial: Cebador M13F 3' sintético  
 
<400> 43 
gttttcccag tcaccacg 18    
 25 
<210> 44 
<211> 53 
<212> ADN 
<213> Secuencia Artificial 
 30 
<220> 
<223> Descripción de la Secuencia Artificial: Secuencia Gal-gp-rh efectora sintética 
 
<400> 44 
 35 
tatactttaa cgtcaaggag aaaaaacccc ggatccatgt acgatgtacg atg 53    
 
<210> 45 
<211> 53 
<212> ADN 40 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 
<223> Descripción de la Secuencia artificial: Secuencia Gal-gp-rh antisentido sintética 
 45 
<400> 45 
atatgaaatt gcagttcctc ttttttgggg cctaggtaca tgctacatgc tac 53    
 
<210> 46 
<211> 54 50 
<212> ADN 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 
<223> Descripción de la Secuencia Artificial: Secuencia de M13-gp-rh efectora sintética 55 
 
<400> 46 
taataggtaa taggtaagag ctccaattcg ccctatagtg agtcgtatta caat 54    
 
<210> 47 60 
<211> 54 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 65 
<223> Descripción de la Secuencia artificial: Secuencia M13-gp-rh antisentido sintética 
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<400> 47 
attatccatt atccattctc gaggttaagc gggatatcac tcagcataat gtta 54    
 
<210> 48 
<211> 33 5 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Descripción de la Secuencia artificial: Cebador F1071-120B sintético 10 
 
<400> 48 
gagggatcca tgtggggtag agacaacaac tcc 33    
 
<210> 49 15 
<211> 19 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 20 
<223> Descripción de la Secuencia artificial: Cebador 5'-a435 sintético 
 
<400> 49 
caggctaatt ttttaaggg 19    
 25 
<210> 50 
<211> 19 
<212> ADN 
<213> Secuencia Artificial 
 30 
<220> 
<223> Descripción de la Secuencia artificial: Cebador R-a435 sintético 
 
<400> 50 
cccttaaaaa attagcctg 19    35 
 
<210> 51 
<211> 60 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 40 
 
<220> 
<223> Descripción de la Secuencia Artificial: Cebador F1071B1 sintético 
 
<400> 51 45 
ggatccatga tgacagcatg tcagggagtg ggaggacccg gccataaggc aagagttttg 60    
 
<210> 52 
<211> 22 
<212> ADN 50 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 
<223> Descripción de la Secuencia Artificial: Cebador GP7 5' sintético 
 55 
<400> 52 
atgatgacag catgtgaggg ag 22    
 
<210> 53 
<211> 20 60 
<212> ADN 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 
<223> Descripción de la Secuencia Artificial: Cebador R772 3' sintético 65 
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<400> 53 
cctgaaaatc catayaayac 20    
 
<210> 54 
<211> 59 5 
<212> ADN 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 
<223> Descripción de la Secuencia Artificial: Cebador  F-pc-rh 5' sintético  10 
 
<400> 54 
atactttaac gtcaaggaga aaaaaccccg gatccatgtg gggtagagac aacaactcc 59    
 
<210> 55 15 
<211> 53 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 20 
<223> Descripción de la Secuencia Artificial: Cebador R2139S1 sintético 
 
<400> 55 
gagctcttaa tccattcctg gctttaattt tactggtaca gtttcaattg gac 53    
 25 
<210> 56 
<211> 56 
<212> ADN 
<213> Secuencia Artificial 
 30 
<220> 
<223> Descripción de la Secuencia Artificial: Secuencia sintética para la recombinación homóloga óptima y para la 
expresión de la proteasa viral  
 
<400> 56 35 
ggatccctat tgagactgta ccagtaaaat taaagccagg aatggattaa gagctc 56    
 
<210> 57 
<211> 88 
<212> ADN 40 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 
<223> Descripción de la Secuencia Artificial: Fragmentos de ácido nucleico modificados sintéticos para la 
recombinación homóloga óptima y para la expresión de la proteasa viral  45 
 
<400> 57  

 
 
<210> 58 50 
<211> 60 
<212> ADN 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 55 
<223> Descripción de la Secuencia Artificial: Cebador F-pc-rh 5' sintético 
 
<400> 58 
tatactttaa cgtcaaggag aaaaaacccc ggatccatgt ggggtagaga caacaactcc 60    
 60 
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REIVINDICACIONES 

1. Un método de determinar la sensibilidad o la resistencia de los productos aislados de retrovirus VIH-1 a 
una molécula que comprende: 

a) amplificar secuencias que codifican una proteasa de un retrovirus VIH-1 que se va a estudiar precedidas de 
los aminoácidos 6 del sitio de escisión y seguidas de al menos un aminoácido de otro sitio de escisión, en 5 
donde dichos sitios de escisión corresponden a los enlaces peptídicos específicos que enmarcan las secuencias 
primarias de la proteasa del VIH-1 en el precursor Gag-Pol que se hidrolizados para la liberación de dicha 
proteasa, 

b) recombinar fragmentos de ADN, un producto final de la amplificación, y un vector de expresión que permite la 
expresión de la secuencia que codifica la proteasa del retrovirus VIH-1 que se va a estudiar precedida por los 6 10 
aminoácidos del sitio de escisión y seguida de al menos un aminoácido de otro sitio de escisión bajo control de 
un promotor inducible conocido por medio de la co-transformación del vector y los fragmentos de ADN con al 
menos una célula de levadura, 

c) cultivar la célula o células de levadura co-transformada para obtener un número suficiente de transformantes 
para llevar a cabo un ensayo de sensibilidad o resistencia, y recuperar los transformantes procedentes de la 15 
célula co-transformada, en cualquier medio adecuado, 

d) incubar los transformantes en presencia de una molécula que se va a someter a ensayo, 

e) analizar cualitativamente o cuantitativamente las células vivas, y 

f) deducir el fenotipo de sensibilidad o resistencia. 

2. El método de acuerdo con la reivindicación 1, en donde dicho método permite que las moléculas de 20 
ensayo tengan un efecto directo sobre la actividad de la proteasa hacia su sustrato natural que es el precursor de la 
proteasa de VIH-1. 

3. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2, en donde se elaboró una 
secuencia del precursor de VIH-1 mutada que contiene un nucleótido A adicional en la posición 1638 para imitar el 
Desplazamiento del Marco de Lectura Abierto natural de la transcripción del Gen Gag-Pol. 25 

4. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, que comprende antes de la etapa 
a), extraer ácidos nucleicos de i) células infectadas por un retrovirus VIH-1 y/o ii) fluidos corporales de animales 
infectados, y/o iii) sangre de animales infectados, y/o iv) medios de cultivo de células infectadas. 

5. El método de acuerdo con la reivindicación 4, en donde el ácido nucleico es ADN y/o ARN. 

6. El método de acuerdo con la reivindicación 4, en donde los ácidos nucleicos se extraen de células 30 
tomadas de un individuo o de un animal infectados por un retrovirus VIH-1 y/o ii) fluidos corporales de animales 
infectados, y/o iii) sangre de animales infectados, y/o iv) medios de cultivo de células infectadas. 

7. El método de acuerdo con la reivindicación 1, en donde las moléculas son al menos una seleccionada del 
grupo que consiste en moléculas de una genoteca, moléculas químicas, moléculas naturales y moléculas extraídas 
de plantas. 35 

8. El método de acuerdo con la reivindicación 1, en donde las moléculas son al menos una seleccionada del 
grupo que consiste de moléculas químicas que tienen una actividad inhibidora de la proteasa viral, tratamientos 
terapéuticos basados en inhibidores de la proteasa viral. 

9. El método de acuerdo con la reivindicación 1, en donde la incubación se lleva a cabo con una 
concentración creciente de moléculas. 40 

10. El método de acuerdo con la reivindicación 1, en donde dicho ácido nucleico se amplifica con un par de 
cebadores seleccionados del grupo que consiste en los SEQ ID NO: 38, 39, 40, 41, 42, 48, 51 a 58. 

11. El método de acuerdo con la reivindicación 1, en donde dicho ácido nucleico es uno cualquiera de los 
SEC ID NO: 9 a SEC ID NO: 37. 

12. El método de acuerdo con la reivindicación 1, en donde el vector de expresión es el plásmido pRS316-45 
Gal 1/10. 

13. El método de acuerdo con la reivindicación 11, en donde el vector de expresión es el plásmido pRS316-
Gal1/10 que comprende el promotor inducible Gal1/10 en la posición 5' de un sitio de clonación de un gen que se va 
a expresar, y en donde un fragmento BamH1-Sac1 es remplazado por otro fragmento de ADN que consiste en (de 5' 
a 3'): 50 
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el sitio de restricción BamH1, único en el vector, seguido de aproximadamente 20 nucleótidos en una secuencia 
de retrovirus situada inmediatamente aguas arriba de la proteasa, seguido de un sitio de restricción, único en el 
vector, seguido de 0-2511 nucleótidos de la secuencia de retrovirus situado aguas abajo de la proteasa, seguido 
del sitio de restricción Sac1, único en el vector. 

14. El método de acuerdo con la reivindicación 13, en donde los aproximadamente 20 nucleótidos de la 5 
secuencia de retrovirus VIH-1 están situados aguas arriba de la proteasa, seguido de un sitio de restricción XhoI. 

15. El método de acuerdo con la reivindicación 1, en donde la levadura es Saccharomyces cerevisiae. 

16. El método de acuerdo con la reivindicación 1, en donde el medio de cultivo de las células de levadura 
co-transformadas es deficiente en glucosa. 

17. El método de acuerdo con la reivindicación 1, en donde la incubación del transformante se realiza en 10 
galactosa. 

18. Un kit de diagnóstico que realiza el método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 
16, que comprende: 

cebadores de nucleótidos seleccionados del grupo que consiste en los SEQ ID NO: 38, 39, 40, 41, 42, 48, 51, 
52, 53, 54, 55, 56, 57 y 58; 15 

al menos un vector de expresión; 

al menos una cepa de levadura; y 

al menos una placa de múltiples pocillos u otro soporte. 

19. El kit de diagnóstico según la reivindicación 18, en donde el vector de expresión es el plásmido 
pRS316-Gal1/10. 20 

20. El kit de diagnóstico según la reivindicación 18, en donde la levadura es Saccharomyces cerevisiae. 
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