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DESCRIPCION
Variantes viricas de la hepatitis B con susceptibilidad reducida a analogos de nucledsidos y usos de las mismas

La presente se refiere al campo de las variantes del virus de la hepatitis B (VHB, también indicado con virus VHB)
que muestran una sensibilidad reducida a agentes particulares. Mas particularmente, la presente invencion se refiere
al campo de diagnosticar la susceptibilidad de una muestra de VHB a farmacos antivirales usados para tratar la
infeccion por VHB y a un método /o ensayo para la deteccion rapida y fiable de mutaciones inducidas por farmacos
en los genes del VHB que permiten la caracterizacion simultdnea de una gama de codones implicados en la
resistencia a farmacos.

El VHB es un virus de ADN pequefio con envuelta de aproximadamente 3200 pb de longitud que pertenece a la
familia de los hepadnavirus. El virus se replica a través de un intermedio de ARN vy utiliza la transcripcion inversa en
su estrategia de replicacion (Summers, 1982). El genoma del HVB es de una naturaleza compleja que tiene una
estructura de ADN parcialmente bicatenario con marcos de lectura abiertos (ORF) solapantes que son (i) el ORF
preC/C que codifica el antigeno e secretado (HBeAg) y la proteina nuclear de la nucleocapside (HBcAg),
respectivamente; (ii) el ORF P que codifica la polimerasaltranscriptasa inversa virica; (iii) el ORF preS1/preS2/S que
codifica las proteinas de la envuelta virica, el antigeno s (HBsAg) grande, mediano y pequefio, respectivamente; y
(iv) el ORF X que codifica una proteina transactivadora transcripcional que codifica genes de superficie, nucleo,
polimerasa y X.

Los virus de la hepatitis B muestran una gran variabilidad genética en sus genomas, siendo reconocidos
actualmente siete genotipos de VHB (de A a G) (Stuyver et al., 2001; Stuyver et al., 2000). El virus, que se propaga
por contacto con sangre infectada, puede causar estados de enfermedad debilitantes y puede producir insuficiencia
hepatica aguda. Aunque la mayoria de los adultos pueden rechazar una infeccion sin tratamiento, la infeccion por
hepatitis B se puede desarrollar a una forma crénica. Realmente, aproximadamente 400 millones de personas en el
mundo estan crénicamente infectadas con VHB y se espera que aproximadamente del 15 al 40% de los portadores
cronicos del VHB evolucione a cirrosis y enfermedad hepatica terminal. Sin tratamiento el prondstico para estos
pacientes es malo, consecuentemente el desarrollo de terapia antiviral eficaz para VHB permanece un fin
importante. El principal objetivo de la terapia es controlar la replicacion del VHB e inducir la remision de la
enfermedad hepatica para parar la evolucion a cirrosis y cancer hepatico. El tratamiento esta indicado para
pacientes con inflamacion activa, niveles de alanina aminotransferasa (ALT) elevados debido a la destruccion de las
células hepaticas, y niveles del ADN de VHB (niveles de replicacion virica) mayores de 1000.000 copias/ml.

Los farmacos actuales aprobados pata el tratamiento de hepatitis B crénica son los alfa-interferones, y analogos de
nucledsidos o combinaciones de estos farmacos. Un analogo de nucledsido es un nucledtido quimicamente
manipulado que actia como un bloque constructor sustituto en el proceso de replicacion virica, inhibiendo la
replicacion del VHB.

Se ha mostrado que la terapia con interferén (IFN) es parcialmente eficaz solo en un grupo pequefio de portadores
(Lock, 1994) y también esta limitada debido a los graves efectos secundarios. Este fracaso relativo de IFN-a para el
tratamiento de infeccion crénica de VHB ha provocado la busqueda de agentes y pautas terapéuticos adicionales.
En particular, se ha mostrado que un nimero de analogos de nucledsidos inhiben la replicacion de hepadnavirus a
través de la inhibicion de la ADN polimerasal/transcriptasa inversa hepadnavirica. Algunos de estos compuestos ya
se han retirado del uso clinico debido a la toxicidad (lobucavir) o falta de eficacia (famciclovir) (De Clercq, 1999;
Schinazi, 1997; Luscombe et al., 1996). En este momento, el andlogo de nucledsido con mas éxito para el
tratamiento de hepatitis B cronica es sin duda el enantiomero (-) médicamente aprobado de 3'-tiacitidina (3TC o
lamivudina (LAM)), (Jarvis et al., 1999). El farmaco tiene una potente actividad antivirica contra el virus, se tolera
bien y tiene pocos efectos adversos. Sin embargo, la terapia a largo plazo con lamivudina frecuentemente se asocia
con la aparicidon de resistencia virica. Una de las mutaciones comunes que confiere resistencia de lamivudina y
reduce la eficacia de la replicacién in vitro del virus es una sustitucién de metionina a isoleucina o metionina a valina
en el codon 204 de ADN dependiente de ARN de VHB (Ling R. et al., 1996; Bartholomew M. et al., 1997; Tipples
G.A. et al,, 1996). Ademas de la alteracion de esta sustitucion de aminoacido de Met a Val o a lle (rtM204V/I) en el
motivo conservado YMDD, patrones genotipicos mutados en otros sitios del gen de la transcriptasa inversa se han
asociado con resistencia a lamivudina. En particular, se describié que la mutacién de leucina a metionina en el
codon 180 (rtL180M) en el dominio B de la polimerasa restablece parcialmente la capacidad de replicacion asi como
que aumenta la resistencia al farmaco in vitro. En pacientes coinfectados con VHB/VIH el desarrollo de resistencia a
lamivudina es mas frecuente que en pacientes monoinfectados con VHB, lo que hace una terapia alternativa a la
aplicacién de lamivudina indispensable (Benhamou et al., 2001; Benhamou et al., 2003; Benhamou et al., 2004; Dore
et al., 2004).

Otro analogo de nucledsido aplicable para el tratamiento de hepatitis B cronica es adefovir dipivoxilo, el profarmaco
de adefovir (ADF). Estudios in vitro e in vivo han demostrado que este farmaco es capaz de inhibir cepas de VHB de
tipo salvaje asi como las que muestran resistencias de lamivudina. Por tanto, ADF puede servir como una terapia
alternativa para el tratamiento de infecciéon crénica por VHB en casos donde se ha producido la resistencia a
lamivudina. Hasta ahora, ADF pasé con éxito estudios clinicos de fase Ill (Westland CE et al., 2003). Ya se han
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descrito dos mutaciones que median la resistencia a ADF. Estas mutaciones estan localizadas en el codén 181
(dominio B) y en el codén 236 (dominio D) del gen de la transcriptasa inversa y producen una sustitucion de
aminoacido de Ala a Val (rtA181V) y de Asn a Thr (rtN236T), respectivamente (Angus P. et al., 2003; Yang H. et al.,
2003; documento WO 2003/087351; documento WO 2004/031224). La frecuencia de la mutacion rtA181V es
aproximadamente del 2,5% con una relevancia clinica hasta ahora desconocida, mientras que del 1,7-2,5% de los
pacientes tratados con adefovir revelan la mutacién de resistencia rtN236T.

Estudios recientemente publicados por Perrillo et al. (2004) asi como por Peter et al. (2004) demuestran que
aproximadamente del 85% al 92% de los pacientes con resistencia a lamivudina tendran una disminucién en su nivel
de ADN de VHB en mas de o igual a dos logs mientras reciben ADF. Esto implica que del 8-15% de los pacientes no
alcanzan una reduccion significativa en los niveles de ADN de VHB cuando se afiade ADF a la terapia. Por tanto,
hay un precedente para un subgrupo de pacientes con VHB resistente a lamivudina que no alcanzaran una
respuesta virolégica con terapia de ADF. La razén para la no sensibilidad a ADF permanece poco clara.

Por tanto, aunque lamivudina y adefovir tienen efectos antiviricos fuertes, el desarrollo de mutantes que producen
resistencia a farmacos presenta un problema importante en el tratamiento de infecciones crénicas de VHB. Ademas,
la existencia de patrones de mutaciones en VHB con un perfil de resistencia cruzada plantea una preocupacién
principal debido a la posibilidad de fracaso de las terapias de combinacién. Aunque se han descritos estudios que
ensayan la resistencia cruzada de diferentes farmacos antivirales sobre mutantes de VHB (Delaney et al., (2001),
Xiong et al., (2001)) no se ha documentado hasta ahora ningun patrén de mutacién que sea responsable para la
resistencia in vivo e in vitro tanto a adefovir como lamivudina.

De lo anterior, parece que hay una necesidad de verificar la aparicion o presencia de variantes de VHB que
muestran una sensibilidad reducida a agentes particulares, para cribar y/o desarrollar y/o disefiar otros agentes que
tienen propiedades adecuadas para hacerlos utiles en nuevas pautas terapéuticas. Segun la presente invencion, los
inventores han identificado variantes del VHB con mutaciones en el gen de la ADN polimerasa de VHB que reducen
la sensibilidad de VHB a analogos de nucleosidos.

Compendio de la invencion

La presente invencion se dirige a resolver el problema de seguimiento inadecuado de la aparicion o presencia de
variantes del VHB que muestran una sensibilidad reducida a analogos de nucledsidos.

La presente invencion se refiere a acidos polinucleicos aislados de estas variantes del VHB, acidos polinucleicos
aislados que comprenden una mutacién nucleotidica que produce la sustitucién de aminoacido rtA181S en el gen de
la polimerasa y mutacion nucleotidica que produce una sensibilidad reducida al analogo de nucleétido ADF y/o LAM
y/o a su combinacion.

La presente invencion se refiere ademas a productos de expresion de estos acidos polinucleicos aislados.

Aspectos adicionales de la invencion se refieren a composiciones que comprenden el acido polinucleico o los
productos de expresion de la presente invencion, que preferiblemente encuentran su aplicacion en el seguimiento
y/o la identificacion de variantes de VHB.

Otro aspecto de la invencion se refiere al uso de los acidos polinucleicos aislados y/o productos de expresion y/o
composiciones como se han descrito anteriormente en la toma de decisiones clinicas. En particular, los acidos
polinucleicos o productos de expresidon o composiciones de la presente invencién se usan en un proceso para la
seleccion de al menos un farmaco anti-VHB sin resistencia cruzada. En particular, los acidos polinucleicos o
productos de expresion o composiciones se usan en un proceso para la deteccidon de un acido polinucleico de
variante de VHB.

La presente invencidn se refiere ademas a un proceso para el tratamiento de infecciéon por VHB que comprende
administrar un analogo de nucledsido a un sujeto infectado con VHB, determinar si el sujeto esta infectado con una
variante de VHB como se describe, y si es asi, administrar al sujeto al menos un farmaco anti-VHB sin resistencia
cruzada.

También se incluyen en la invencion métodos destinados a detectar la presencia de las variantes de VHB segun la
invencion en una muestra bioldgica. Dicho método comprende el paso de detectar en la misma la presencia de un
acido polinucleico de VHB o un fragmento del mismo.

Por ultimo, la presente invencion se refiere a un kit diagndstico que detecta la presencia de una variante de VHB en
una muestra biolégica y/o para detectar resistencia a un farmaco antiviral de un VHB presente en una muestra
biolégica. Ademas, se ha proporcionado un método para el cribado de farmacos activos contra un VHB que
comprende una acido polinucleico como se ha indicado anteriormente.
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Ademas, se ha proporcionado un oligonucleétido capaz de distinguir, en un acido polinucleico de VHB o un
fragmento del mismo, un nuevo codén 181 que codifica una serina diferentes de los codones 181 conocidos que
codifican una alanina o una valina.

Leyenda de las figuras

Figura 1. Presentacion esquematica de la anamnesis del paciente

El eje X representa la linea del tiempo. Debajo del eje X se indican los tratamientos sucesivos del paciente AA
infectado con VHB en meses (MU/TVS representa millén de unidades de interferon tres veces a la semana). En el
eje Y izquierdo, se da la carga de ADN virico (en pg de ADN de HVB/ml de suero determinado usando el ensayo de
hibridacién liquida de Digene, EE UU). Los niveles de ADN de VHB en muestras de suero del paciente AA se indican
por la linea solida negra. En el eje Y derecho, se dan los niveles de ALT (alanina amino-transferasa; en 100 Ul/ml,
100 unidades internacionales/ml). La flecha vertical en la parte superior de la figura indica la exacerbacion de ALT
que coincide con el inicio de la reaparicién del virus.

Figura 2 (2a y 2b): Alineamiento de las secuencias de ADN polimerasa de VHB en diferentes intervalos de
tiempo desde el inicio del tratamiento antiviral.

Se alinean fragmentos de la secuencia de nucledtidos de la ADN polimerasa/transcriptasa inversa del VHB D,
indicada por SEQ ID NO 1 y la secuencia de aminoacidos correspondiente, indicada por SEQ ID NO 9 derivada del
no. de acceso de Genbank X02496, y seis secuencias de nucleétidos de ADN polimerasa/transcriptasa inversa de
VHB y las secuencias de aminoacidos correspondientes obtenidas del paciente AA en diferentes intervalos de
tiempo desde el inicio del tratamiento antiviral. Estas seis secuencias de nucleétidos se indican por SEQ ID 2y 3, las
secuencias de aminoacidos correspondientes por SEQ ID 10 y 11, respectivamente. Las fechas en que se saco
suero se indican por XX/YY en donde XX indica el mes e YY indica el afo en que se sacd. El periodo desde el inicio
del tratamiento antiviral se indica por MZZ, en meses.

Figura 3 (3a, 3b y 3c): Alineamiento de secuencias de ADN polimerasa de VHB.

Se alinean fragmentos de la ADN polimerasa/transcriptasa inversa del VHB como se describe en la figura 2 de siete
secuencias de nucledtidos de ADN polimerasal/transcriptasa inversa de VHB y las secuencias de aminoacidos
correspondientes obtenidas del paciente AA el mes 42. La fecha en que se saco suero es 06/02. Estas siete
secuencias de nucleétidos se indican por SEQ ID 4 a 8, las secuencias de aminoacidos correspondientes por SEQ
ID 12 a 14.

Figura 4: Produccion de VHB en sobrenadante de cultivo celular de la linea celular Huh7 transfectada
transitoriamente

El nimero de copias log de la produccion de VHB en el eje Y se representa segun los dias en el eje X en medio de
ensayo después de la transfeccion con el genoma de VHB de longitud completa en el clon que tiene el patréon de
mutacion A181S + M204lI. Dia 0 se refiere al dia anterior a la transfeccion de la linea celular Huh7.

Descripcion detallada de la invencién

Segun la presente invencion, los inventores han identificado variantes de VHB en pacientes cronicamente infectados
con VHB que eran biolégicamente no sensibles a ADF o terapia que comprende ADF y/o LAM o terapia que
comprende LAM y/o una combinacién de estos agentes anti-VHB. El analisis de secuencia del ADN de VHB aislado
reveld la aparicion de polimorfismos de acidos nucleicos novedosos en la polimerasa de VHB. La aparicién de
dichos polimorfismos coincidia con la persistencia de la reaparicion virica durante la terapia de analogos de
nucledtidos, una indicacién fuerte para la aparicion/existencia de variantes de VHB resistentes a adefovir. Los
descubrimientos in vitro confirmaron que estos mutantes de VHB son resistentes tanto a adefovir como lamivudina
incluso cuando se trataban con altas concentraciones de los analogos de nucledsidos.

Mas particularmente, la presente invencion proporciona un diagnéstico mejorado de la susceptibilidad de una
muestra de VHB a farmacos antivirales usados para tratar infeccion por VHB y en un método y/o ensayo mejorado
para la deteccion rapida y fiable de mutaciones inducidas por farmacos en los genes de VHB que permiten la
caracterizacion simultanea de una gama de codones implicados en resistencia a farmacos codones que incluyen los
polimorfismos novedosos de acido nucleico.

La invencion se refiere a acidos polinucleicos aislados que codifican variantes de VHB que comprenden al menos
una mutacion nucleotidica en el gen de la ADN polimerasa, en donde dicha mutacion nucleotidica produce al menos
una sustitucion de aminoacidos en el dominio B del gen de la polimerasa y en donde dicha variante muestra una
sensibilidad disminuida a analogos de nucledsidos y/o otros farmacos antivirales contra VHB. Las variantes del VHB
preferidas comprenden al menos una mutacién nucleotidica que produce al menos una sustitucién de aminoacidos
de la alanina en el codon en la posicion 181 del gen de la polimerasa, mas en particular al menos una mutacion
nucleotidica que produce una sustitucion de aminoacidos de alanina a serina en el codén 181 del gen de la
polimerasa, también indicada por rtA181S. La variante del VHB aislada segun la invencién preferiblemente muestra
una sensibilidad disminuida a un analogo de nucledsido, particularmente el analogo de nucledsido es adefovir y/o
lamivudina.
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La presente invencion también cubre acidos polinucleicos aislados que codifican variantes del VHB que comprenden
ademas de rtA181S patrones genotipicos mutados adicionalmente en otros sitios de la polimerasa de VHB.
Preferiblemente, la mutacion adicional produce una secuencia de aminoacidos alterada en cualquiera de los
diferentes dominios del gen de la polimerasa. Estas incluyen alteraciones conocidas de aminoacidos asociadas con
resistencia a farmacos. Por tanto, la presente invencién se extiende a variantes de VHB aisladas que comprenden
una sustitucion rtA181S en el dominio B del gen de la polimerasa y al menos una mutacion adicional que codifica
una sustitucion de aminoacidos elegida del grupo que consiste en sustituciones de leucina en la posicion 180,
metionina en la posicion 204 y asparragina en la posicion 236. Especialmente, las variantes aisladas comprenden el
resultado de sustitucion rtA181S y rtM2041, o rtA181S y rtM204V, o rtA181S y rtM204S, o rtA181S y rtL180M, o
rtA181S y rtiN236T.

La presente invencién también cubre acidos polinucleicos aislados que codifican variantes de VHB que comprenden
ademas de rtA181S patrones genotipicos mutados adicionalmente localizados en el dominio C del gen de la
polimerasa. Mas preferiblemente, la sustitucién de nucleétidos produce la sustitucién de la metionina en el codén en
posicion 204 en el dominio C en el gen de la polimerasa. En particular, se cubren variantes del VHB aisladas que
comprenden al menos dos mutaciones nucleotidicas en el gen de la ADN polimerasa, en donde dichas mutaciones
nucleotidicas producen al menos dos sustituciones de aminoacidos, una sustitucion de la alanina en el codén en
posicion 181 en el dominio B de la polimerasa y una sustitucion de la metionina en el codén en posicion 204 en el
dominio C de la polimerasa. La sustitucién de la metionina en el codon en posicion 204 se pretende que incluya
cualquier aminoacido diferente de metionina, preferiblemente la sustitucion es a un aminoacido elegido del grupo
que consiste en isoleucina y valina y serina.

Las variantes del VHB ejemplares comprenden una sustitucion rtA181S en el dominio B de la polimerasa del VHB y
una sustitucion rtM2041 en el dominio C de la polimerasa del VHB. Las variantes del VHB aisladas de la presente
invencion muestran una sensibilidad disminuida a farmacos antivirales contra VHB, preferiblemente a analogos de
nucledsidos.

El término “mutacion” se tiene que leer en su contexto mas amplio e incluye mutaciones multiples. Se debe entender
que la presente invencion se extiende a variantes del VHB aisladas que comprenden al menos una y/o dos y/o tres
y/o cuatro y/o cinco y/o seis mutaciones nucleotidicas en el gen de la ADN polimerasa, en donde dichas mutaciones
nucleotidicas producen al menos una y/o dos y/o tres y/o cuatro y/o cinco y/o seis sustituciones de aminoacidos, una
sustitucion es la alanina en el codén en posicion 181 en el dominio B del gen de la polimerasa a cualquier
aminoacido diferente de alanina, preferiblemente la sustitucion de alanina a una serina.

“Aislado” cuando se usa en referencia a las variantes del VHB y/o acidos polinucleicos de VHB y/o productos de
expresion de esta invencion significa que la variante o acido polinucleico ha experimentado al menos un paso de
purificacion lejos del liquido corporal y/o tejido natural o que no esta presente en su entorno nativo. Alternativamente,
las variantes se pueden mantener en liquido corporal y/o tejido aislado o pueden estar en forma de acido
polinucleico. Tipicamente, esto significa que la variante del virus o acido polinucleico esta libre de al menos una de
las proteinas del huésped y/o acidos nucleicos del huésped. En general, la variante o acido polinucleico del virus
aislado esta presente en un entorno in vitro. “Aislado” no significa que la variante del virus o acido polinucleico debe
estar purificada u homogénea, aunque tales preparaciones estan en el ambito del término. “Aislado” significa
simplemente elevado a un grado de pureza, al nivel requerido excluyendo el producto de la naturaleza y
anticipaciones accidentales del ambito de las reivindicaciones. Se pretende que “aislado” incluya cualquier material
biolégico tomado bien directamente de un ser humano o animal infectado, o después de cultivo (enriquecimiento).
“Material bioldgico” puede ser, por ejemplo, expectoraciones de cualquier tipo, lavados bronquiales, sangre, tejido de
piel, biopsias, semen, material de cultivo de sangre con linfocitos, colonias, cultivos liquidos, muestras fecales, orina,
etc. “Material bioldgico” también puede ser cultivos celulares artificialmente infectados o la fase liquida de los
mismos.

La referencia a sensibilidad “disminuida” o “reducida” en relaciéon a un analogo de nucleosido incluye y abarca una
resistencia completa o sustancial al analogo de nucledsido asi como la resistencia parcial e incluye una tasa de
replicacion o eficacia de replicacion que es mas que la de un tipo salvaje en presencia de un analogo de nucleosido.
En un aspecto, esto se mide convenientemente por un aumento en la carga virica durante el tratamiento, o
alternativamente, no hay disminucién sustancial en la carga virica de ADN de VHB de los niveles de ADN de VHB
pretratamiento durante el tratamiento (es decir, no respuesta al tratamiento). Preferiblemente, la “sensibilidad
disminuida” es respecto a ADF. Alternativamente, al “sensibilidad disminuida” es respecto a LAM. Alternativamente,
la “sensibilidad disminuida” es respecto tanto a LAM como a ADF. Alternativamente, la “sensibilidad disminuida” es
respecto a ADF y/o LAM y/o otros analogos de nucledsidos y/o otros farmacos antivirales contra VHB. Muchos
farmacos antivirales contra VHB (farmacos antivirales de VHB) se conocen e incluyen: lobucavir, penciclovir o
famciclovir, lamivudina (3TC; B-L-(-)-2’,3’-dideoxi-3-tiacitidina), interferén-a, adefovir dipivoxilo (Bis-POM-PMEA) o
adefovir (PMEA; 9-(2-fosfonil-metoxietil)-adenina), entecavir (BMS 200475), emtricitabina [(-)FTC; (-)-B-L-2’,3-
dideoxi-5-fluoro-3'-tiacitidina], DXG [(-)-B-D-2,6-diaminopurina dioxolano], DAPD (diaminopurina dioxolano),
clevudina (L-FMAU; 2’-fluoro-5-metil-B-L-arabinofuranosiluracilo), L-dT (B-L-timidina), L-Fd4C (2’,3’-dideoxi-2’,3'-
didehidro-3-L(-)-5 fluorocitidina), foscamet, carbovir, racivir, ganciclovir, tenofovir, nevirapina, (-)BCH189 (Ono et al.,
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2001), QYL865 (Fu et al., 2000), timosina-a, y HBIg, el anticuerpo contra HBsAg. Se pueden usar también dos o mas
farmacos antivirales de VHB en combinacion.

No todos los genomas de VHB tienen exactamente la misma longitud y la polimerasa es asimismo desigual, debido
a la presencia de inserciones o deleciones en el dominio enlazador o espaciador entre la proteina terminal y los
componentes cataliticos de la proteina. Para superar esta confusion, un grupo de investigadores desarrolld un
esquema de numeracion independiente del genotipo para la polimerasa. Una forma posible de indicar los codones
mutados en el gen de la polimerasa del VHB es segun Stuyver et al., 2001, donde la metionina (M) en el locus
YMDD de dominio C catalitico de la polimerasa se numera rtM204 mas que 539, 549, 550 o 552. Este sistema de
numeracion se usara en la presente solicitud de patente. Segun esto, las mutaciones en el gen de la ADN
polimerasa de VHB asociadas con el tratamiento de analogos de nucledsidos de hepatitis B crénica se han descrito
en el dominio B como rtL180M y rtA181V, en el dominio C como rtM2041 y rtM204V y en el dominio D como rtN236T.

En un primer aspecto la presente invencion se refiere a acidos polinucleicos aislados que codifican las variantes del
VHB de la presente invencién. Estos acidos polinucleicos aislados comprenden una mutacién nucleotidica que
produce al menos una sustitucion y/o delecion de aminoacidos en la polimerasa del VHB. En particular la invencion
se refiere a acidos polinucleicos aislados que comprenden una mutacion nucleotidica en el codon 181 del gen de la
polimerasa, mas en particular que comprende la menos una mutacién nucleotidica que produce una sustitucion de
alanina en el codén 181 de la polimerasa. Mas en particular, los acidos polinucleicos aislados comprenden una
mutacion nucleotidica que produce la sustitucion de aminoacidos rtA181S.

La presente invencién también cubre acidos polinucleicos aislados que comprenden ademas de rtA181S patrones
genotipicos mutados adicionales en otros sitios de la polimerasa de VHB. Preferiblemente, la mutaciéon adicional
produce una secuencia de aminoacidos alterada en cualquiera de los diferentes dominios del gen de la polimerasa.
Estas mutaciones incluyen alteraciones conocidas de aminoacidos asociadas con resistencia a farmacos. Por tanto,
la presente invencion se extiende a acidos polinucleicos aislados que comprenden una mutacién que codifica la
sustitucion rtA181S en el dominio B del gen de la polimerasa y al menos una mutacion adicional que codifica una
sustitucion de aminoacidos elegida del grupo que consiste en rtL180M, rtM2041, o rtM204V o rtM204S y rtN236T.

La presente invencién también cubre acidos polinucleicos aislados que comprenden ademas de rtA181S patrones
genotipicos mutados adicionalmente localizados en el dominio C del gen de la polimerasa. Mas preferiblemente, la
mutacioén nucleotidica adicional produce la sustitucion de la metionina en el codén en posicién 204 en el dominio C
en el gen de la polimerasa. En particular, se cubren variantes del VHB aisladas que comprenden al menos dos
mutaciones nucleotidicas en el gen de la ADN polimerasa, en donde dichas mutaciones nucleotidicas producen al
menos dos sustituciones de aminoacidos, una sustitucion de la alanina en el codén en posicién 181 en el dominio B
de la polimerasa y una sustitucion de la metionina en el coddn en posicién 204 en el dominio C de la polimerasa. La
sustitucion de la metionina en el codén en posicion 204 se pretende que incluya cualquier aminoacido diferente de
metionina, preferiblemente la sustitucion es a una isoleucina y/o una valina y/o una serina.

Los acidos polinucleicos ejemplares comprenden mutaciones nucleotidicas en el gen de la ADN polimerasa que
codifican la sustitucion rtA181S en el dominio B del gen de la polimerasa y por ejemplo la sustitucion rtM204I en el
dominio C del gen de la polimerasa. En una forma de realizacion especifica, dicho acido polinucleico de VHB aislado
comprende una secuencia elegida del grupo que consiste en SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 5, SEQ ID
NO: 6 y SEQ ID NO: 7. Mas especificamente, dicho acido polinucleico de VHB aislado se define por una secuencia
del grupo que consiste en SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6 y SEQ ID NO: 7.

En una forma de realizacién adicional, dicho acido polinucleico de VHB aislado del mismo puede ser ADN o ARN en
donde T se sustituye por U, o puede ser un acido polinucleico sintético.

Los acidos polinucleicos que codifican las variantes de esta invencién pueden variar en longitud y pueden variar en
la seleccion de bases que flanquean el coddn del residuo mutante. La longitud de los acidos polinucleicos no es
critica siempre que se reconozca que es parte de la secuencia del virus de la hepatitis B para el fin deseado. Existe
considerable variacion de secuencia en el genoma del virus, y por tanto las secuencias de acido nucleico que
flanquean los sitios variantes pueden variar considerablemente incluso en las secuencias naturales. Solo necesita
estar presente acido polinucleico suficiente para proporcionar novedad y utilidad para la secuencia que codifica la
variante, pero de otra manera la longitud de la secuencia que flanquea el coddn seleccionado no es importante.
Tipicamente, la longitud de la secuencia (incluyendo el codén variante) sera cualquier numero entero desde el
intervalo de 9 a 200 pb, habitualmente 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24 o0 25 pb. También se incluyen
secuencias lo suficientemente largas para codificar las variantes enteras y fragmentos descritos mas adelante.

El “acido polinucleico aislado o fragmento del mismo” segun la invencion se pretende que comprenda acidos
polinucleicos monocatenarios, acidos polinucleicos bicatenarios o acidos polinucleicos que forman triplex obtenidos
directamente de una muestra u obtenidos después de duplicacion, multiplicaciéon o amplificacion. “Obtenido”, en el
presente contexto, se pretende que incluya aislamiento y/o purificacién y/o amplificacion de dichos acidos
polinucleicos de una muestra bioldgica. La “muestra” puede ser cualquier material bioldgico tomado bien
directamente de un ser humano o animal infectado, o después de cultivo (enriquecimiento). “Duplicacion,
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multiplicacion o amplificacion” se pretende que incluya cualquier acido nucleico producido usando cualquier método
de amplificaciéon de acidos nucleicos incluyendo cualquier técnica de secuenciacion. Por tanto, cualquier técnica de
secuenciacién que produce una molécula de acido nucleico que comprende cualquiera de dichos, o una
combinacién de dichos polimorfismos de acidos nucleicos se debe entender que esta comprendida en el término
“duplicacién, multiplicacion o amplificacion”.

El término “acido polinucleico sintético” como se denomina aqui se pretende que sea un &acido polinucleico
monocatenario, acido polinucleico bicatenario o acido polinucleico que forma triplex. Los acidos polinucleicos se
pueden hacer in vitro por medio de un método de amplificacién de una secuencia de nucleétidos. Si tal acido
polinucleico amplificado es bicatenario, la conversién a una molécula monocatenaria se puede alcanzar mediante
una exonucleasa adecuada dado que el acido polinucleico monocatenario deseado esta protegido contra dicha
actividad exonucleasa. Alternativamente, los acidos polinucleicos derivan de plasmidos recombinantes que
contienen insertos que incluyen las secuencias polinucleotidicas correspondientes, si es necesario cortando las
Ultimas fuera de los plasmidos clonados tras usar las nucleasas adecuadas y recuperarlos, por ejemplo, por
fraccionamiento segun el peso molecular. Otro medio de hacer un acido polinucleico sintético in vitro esta
comprendido en cualquier método de secuenciacidon de acidos nucleicos. Los productos de una reacciéon de
secuenciaciéon estan, por tanto, claramente cubiertos por el término “acido polinucleico sintético”. Los acidos
polinucleicos segun la presente invencion también se pueden sintetizar quimicamente, por ejemplo, aplicando la
quimica de fosfotriéster o fosfaramidita convencional.

“Amplificacion de la secuencia de nucledtidos (ADN o ARN)” se pretende que incluya todos los métodos que
producen la multiplicaciéon del nimero de copias de la secuencia de nucleétidos diana. Los métodos de amplificacion
de la secuencia de nucledtidos incluyen la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR; amplificacion de ADN),
amplificacion por desplazamiento de la hebra (SDA; amplificacion de ADN), sistema de amplificacion basado en
transcripcion (TAS; amplificacion de ARN), replicacion de secuencia autosostenida (3SR; amplificacion de ARN),
amplificacion basada en la secuencia de acido nucleico (NASBA; amplificacion de ARN); amplificaciéon mediada por
transcripcion (TMA; amplificacién de ARN), amplificacion mediada por QB-replicasa y transcripcion hasta el extremo.

Los términos “polinucledtido”, “acido polinucleico”, “secuencia de acido nucleico”, “secuencia de nucleétidos”,
“molécula de acido nucleico”, “oligonucledtido”, “sonda” o “cebador”, cuando se usan en el presente documento se
refieren a nucledtidos, bien ribonucleétidos, desoxirribonucleétidos, peptidonucleétidos o nucleétidos bloqueados o
una combinacioén de los mismos, en una forma polimérica de cualquier longitud o cualquier forma (por ejemplo, ADN
ramificado). Ademas dichos términos incluyen polinucleétidos bicatenarios (bc) y monocatenarios (mc) asi como
polinucledtidos tricatenarios. Dichos términos también incluyen modificaciones de nucleétidos conocidas tal como
metilacion, ciclacion y ‘grupos protectores’ y sustitucion de uno o mas de los nucledétidos naturales con un analogo

tal como inosina o con monémeros no amplificables tal como HEG (hexetilenglicol).

Los ribonucleétidos se indican como NTP, los desoxirribonucleétidos como dNTP y los didesoxirribonucleétidos
como ddNTP.

Los nucledtidos generalmente se pueden marcar radiactivamente, quimioluminiscentemente, fluorescentemente,
fosforescentemente o con tintes infrarrojos o con un marcador de Raman aumentado por superficie o particula
resonante de plasmon (PRP).

Las modificaciones de nucleétidos incluyen la adicion de acridina o derivados de la misma, Acrydite™, amina,
biotina, BHQ-1™ , BHQ-2™ , BHQ-3™, dNTP de borano, espaciadores de carbono (por ejemplo, Cs, Cs, C7, Co, C12
o Cig), azul cascada, colesterol, cumarina o derivados de la misma, Cy3®, Cy3.5®, Cy57, Cy5.5®, Cy7® DABCYL,
cloruro de dansilo, digoxigenina, dinitrofenilo, biotina dual, EDANS, 6-FAM, fluoresceina, 3’-glicerilo, HEX, IAEDANS,
dA invertida, dG invertida, dC invertida, dG invertida, IRD-700, IRD-800, JOE, La Jolla Blue, grupos metalicos tales
como nanoparticulas de oro, acido fenilborénico, fosfato psoraleno, fosforilaciéon en 3’' 0 5°, pireno, 3’ ribo-adenosina,
3’ ribo-guanosina, 3’ ribo-citidina, (LC)Red640, (LC)Red705, rodamina, ROX, espaciadores de tiol (SH), TAMRA,
TET, AMCA-S®, SE, BODIPY®, Marina Blue®, Oregon Green®, Pacific Blue®, QSY?TM, Rodamina Green®, Rodamina
Red®, Rhodol Green®, tetrametilrodamina, Texas Red®, modificador Uni-Link NH,, radiomarcadores (por ejemplo,
125I, 131I, g 14C, 32P, 33P, 3H) y nanoparticulas.

El esqueleto polinucleotidico y las modificaciones de bases incluyen ademas 2’-desoxiaristeromecina, metilfosfonato,
2’-OMe-metilfosfonato ARN, 2’-O-(2-metoxietil), fosforotiorato, alquilfosforotiato, fosforamidita, ARN, 2’-OMeARN, 2-
amino-dA, 2-aminopurina, 3’-(ddA), 3'dA(cordicepina), 7-deaza-dA, 8-Br-dA, 8-oxo-dA, N6-Me-dA, sitio abasico
(dSpacer), biotina dT, 2’-OMe-5Me-C, 2’-OMe-propinil-C, 3’-(5-Me-dC), 3’-(ddC), 5-Br-dC, 5-1-dC, 5-Me-dC, 5-F-dC,
carboxi-dT, dA convertible, dC convertible, dG convertible, dT convertible, dU convertible, 7-deaza-dG, 8-Br-dG, 8-
oxo-dG, 06-Me-dG, S6-DNP-dG, 4-metil-indol, 5-nitroindol, 2’-OMe-inosina, 2’-dl, 06-fenil-dl, 4-metil-indol, 2'-
deoxinebularina, 5-nitroindol, 2-aminopurina, dP (analogo de purina), dK (analogo de pirimidina), 3-nitropirrol, 2-tio-
dT, 4-tio-dT, biotina-dT, carboxi-dT, 04-Me-dT, O*-triazol dT, 2’-OMe-propinil-U, 5-Br-dU, 2’-dU, 5-F-dU, 5-IdU, o*
triazol dU.
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Las modificaciones adicionales de polinucleétidos incluyen marcaje con hapteno o proteina. Los haptenos incluyen,
por ejemplo, biotina y digoxigenina mientras que las proteinas incluyen enzimas tales como peroxidasa de soja o
rabano, (B-galactosidasa, luciferasa, fosfatasa alcalina, glutatiéon S-transferasa o dihidrofolato reductasa o pueden
constituir epitopos heterélogos tales como etiqueta de (histidina)s, proteina A, proteina de unién a maltosa, epitopo
Tag100 (EETARFQPGYRS; SEQ ID NO:15), epitopo c-myc (EQKLISEEDL; SEQ ID NO:16), epitopo FLAG®
(DYKDDDK; SEQ ID NO:17), lacZ, CMP (péptido de unidon a calmodulina), epitopo HA (YPYDVPDYA; SEQ ID
NO:18), epitopo de proteina C (EDQVDPRLIDGK; SEQ ID NO:19) y epitopo VSV (YTDIEMNRLGK; SEQ ID NO:20).
Otras proteinas incluyen histonas, proteina de unidon monocatenaria (ssB) y proteinas fluorescentes nativas y
manipuladas tales como las proteinas fluorescentes verde, roja, azul, amarilla, cian. También se pueden incorporar
fracciones de entrecruzamiento tales como cumarinas, furocumarinas o benzopironas o derivados de cualquiera de
las mismas.

» o wpz » oo«

En una forma de realizaciéon adicional dichos términos “polinucleétido”, “acido polinucleico”, “secuencia de acido
nucleico”, “secuencia de nucleodtidos”, “molécula de acido nucleico”, “oligonucleétido”, “sonda” o “cebador” también
abarcan acidos peptidonucleicos (APN), un analogo de ADN en el que el esqueleto es un pseudopéptido que
consiste en unidades de N(2-aminoetil)glicina mas que un aztcar. Los APN mimetizan el comportamiento del ADN y
se unen a hebras de acido nucleico complementario. El esqueleto neutro del APN produce unién mas fuerte y mayor
especificidad de la normalmente alcanzada. Ademas, las propiedades quimicas, fisicas y bioldgicas Unicas del APN
se han explotado para producir herramientas biomoleculares poderosas, agentes antisentido y antigenes, sondas
moleculares y biosensores. Las sondas de APN generalmente pueden ser mas cortas que las sondas de ADN y
generalmente tienen de 6 a 20 bases de longitud y mas 6ptimamente de 12 a 18 bases de longitud (Nielsen, 2001).

En una forma de realizacion adicional dichos términos abarcan ademas acido nucleicos bloqueados (LNA) que son
derivados de ARN en los que el anillo de ribosa esta constrefiido por un enlace metileno entre el oxigeno en 2’ y el
carbono en 4’. Los LNA muestran afinidad de unién sin precedentes hacia secuencias diana de ADN o ARN. Los
nucledtidos de LNA pueden oligomerizar y se pueden incorporar en moléculas quiméricas o mixméricas LNA/ADN o
LNA/ARN. Parece que los LNA son no téxicos para células cultivadas (Orum et al., 2001; Wahlestedt ef al., 2000).
En general, se consideran las quimeras o mixmeros de cualquiera de ADN, ARN, APN y LNA asi como cualquiera
de estos en donde la timina se sustituye por uracilo.

El término “polimorfismo de acido nucleico” o “polimorfismo de la secuencia de nucledtidos” se pretende que incluya
cualquier diferencia en la secuencia primaria de nucledtidos del acido nucleico en investigacion relativo a la
secuencia primaria de nucleétidos de uno o mas acidos nucleicos de referencia. El polimorfismo de acido nucleico
mas sencillo es un polimorfismo que afecta a un Unico nucleétido, es decir, un polimorfismo de nucleétido Unico o
SNP. Los polimorfismos de acido nucleico incluyen ademas cualquier nimero de diferencias contiguas y/o no
contiguas en la secuencia primaria de nucleétidos del acido nucleico en investigacion relativo a la secuencia primaria
de nucledtidos de uno o mas acidos nucleicos de referencia. La explicacion anterior también clarifica términos como
“variante polimorfica”.

Una evaluacién de una potencial variante virica es importante para la seleccidon de un protocolo terapéutico
apropiado. Tal evaluacién se facilita adecuadamente con la asistencia de un ordenador programado con software.
Por tanto, en aun otra forma de realizacién, dichas secuencias de acidos polinucleicos de VHB aisladas o
fragmentos de las mismas, o las secuencias de aminoacidos derivadas de Is mismas, pueden estar en codigo ASCII,
hexadecimal o UNICODE, en un conjunto de caracteres de byte Unico, de byte doble, de byte multiple, o en un
cédigo binario. En una forma de realizacién adicional, dichas secuencias en codigo ASCII, hexadecimal o UNICODE,
en un conjunto de caracteres de byte Unico, de byte doble, de byte mditiple, o en un cédigo binario son legibles por
un ordenador. En una forma de realizacion mas, dichas secuencias en codigo ASCII, hexadecimal o UNICODE, en
un conjunto de caracteres de byte Unico, de byte doble, de byte mdltiple, o en un cédigo binario son registrables en
un soporte legible por ordenador o son incorporables en bases de datos legibles por ordenador. En aun otra forma
de realizaciéon se cubren soportes legibles por ordenador que comprenden dichas secuencias en cédigo ASCII,
hexadecimal o UNICODE, en un conjunto de caracteres de byte unico, de byte doble, de byte multiple, o en un
cédigo binario. En aun otra forma de realizacion mas de la invencion se prevé una base de datos legible por
ordenador que comprende dichas secuencias en cédigo ASCII, hexadecimal o UNICODE, en un conjunto de
caracteres de byte Unico, de byte doble, de byte multiple, o en un cédigo binario. En ain otra forma de realizacion
mas, dichas secuencias en cédigo ASCII, hexadecimal o UNICODE, en un conjunto de caracteres de byte tnico, de
byte doble de byte multiple, o en un cédigo binario se usan en algoritmos capaces de comparar secuencias o
capaces de alinear secuencias.

En un aspecto adicional de la presente invencién se comprende un vector que comprende el acido polinucleico de
VHB aislado o fragmento del mismo segun la invencién. En una forma de realizacion especifica, dicho vector es un
vector de expresion. En otra forma de realizacion especifica, dicho vector es un vector virico o retrovirico.

En una forma de realizacién adicional, dicho vector es un vector de clonacién universal tal como los vectores de la
serie pUC o la serie pPEMBL o vectores de clonacion tal como los vectores de clonacién que requieren una reaccion
de ADN topoisomerasa para la clonacion, vectores de clonacion TA y vectores de clonacion basados en
recombinacioén tales como los usados en el sistema Getaway (InVitrogen). Los vectores comprenden plasmidos,
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fagémidos, césmidos o bacmidos (vectores baculovirus). Un vector puede funcionar simplemente como una
herramienta y/o vehiculo de clonacién o puede comprender ademas secuencias reguladoras tal como promotores,
potenciadores y terminadores o sefales de poliadenilacion. Dichas secuencias reguladoras pueden permitir la
expresion de la informacion contenida en el fragmento de ADN de interés clonado en un vector que comprende
dichas secuencias reguladoras. Expresion puede ser la produccion de moléculas de ARN o moléculas de ARNm v,
opcionalmente, la produccién de moléculas de proteina de las mismas. La expresiéon puede ser la produccién de una
molécula de ARN por medio de un promotor de polimerasa virica (por ejemplo, promotor de SP6, T7 o T3)
introducido en el extremo 5’ o0 3’ del ADN de interés.

La expresién puede ser ademas expresion transitoria o expresion estable o, alternativamente, expresion controlable.
La expresion controlable comprende expresion inducible, por ejemplo, usando un promotor regulable por tetraciclina,
un promotor inducible por estrés (por ejemplo, promotor del gen hsp70 humano), un promotor de metalotioneina, un
promotor de glucocorticoide o un promotor de progesterona. Los promotores incluyen ademas promotores de VHB
tal como el promotor del nucleo y promotores heterélogos tal como el promotor inmediato temprano (IE) del
citomegalovirus (CMV).

Un promotor también puede preferiblemente dirigir la expresion en células tumorales hepaticas, por ejemplo, el
promotor y potenciador del gen de la a-fetoproteina. En la técnica se conocen vectores de expresion que median la
expresion en bacterias (por ejemplo, Escherichia coli, especies de Streptomyces), hongos (por ejemplo,
Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe, Pichia pastoris, especies de Aspergillus, Hansenula
polymorpha, Neurospora crassa), células de insecto (células de Spodoptera frugiperda, células Sf9), células
vegetales (por ejemplo, vectores de expresion basados en el virus X de la patata, véase, por ejemplo, Vance et al.
1998 en la publicacién de patente internacional No WO 98/44097) y células de mamifero (por ejemplo, células CHO
0 COS, células Vero, células de la linea celular HeLa). Células huéspedes particularmente adecuadas en el contexto
de la presente invencion son lineas de células o células huésped de mamifero, por ejemplo, humanas, hepatocitos
primarios, lineas de células de hepatoma (por ejemplo, HepG2, HepT1, HepT3, Huh6, Huh7), células de higado
Chang, células de higado de roedor, células de higado de primate, células de higado de hominoide, o de cualquier
otro mamifero, por ejemplo ser humano.

Un vector, o un vector de expresion, puede ademas ser capaz de replicacién autbnoma en una célula huésped o
puede ser un vector integrativo, es decir, un vector que se integra completa o parcialmente, y establemente, en el
genoma de una célula huésped. La integraciéon de cualquier primer fragmento de ADN, por ejemplo, un vector o un
fragmento del mismo, en cualquier otro segundo fragmento de ADN, por ejemplo, el genoma de una célula huésped,
se puede revertir si dicho primer fragmento de ADN esta flanqueado, por ejemplo, por sitios de recombinacion
especificos de sitio o por secuencias repetidas tipicas para transposones. Alternativamente, dichos sitios de
recombinacion especificos de sitio o secuencias repetidas de transposones estan comprendidas en dicho segundo
fragmento de ADN y estan flanqueando dicho primer fragmento de ADN. En aun otra alternativa, dicho primer
fragmento de ADN se puede introducir posiblemente en un segundo fragmento de ADN adecuado para ello, por
recombinacién homologa y el mismo proceso se puede usar para intercambiar dicho primer fragmento de ADN con
otro fragmento de ADN adecuado para ello.

La introduccion de un vector, o un vector de expresion, en una célula huésped se puede efectuar por cualquier
técnica de transformacion o transfeccion disponible aplicable a dicha célula huésped como se sabe en la técnica.
Tales técnicas de transformacion o transfeccion comprenden transformacion mediada por choque térmico (por
ejemplo, de E. coli), transferencia de ADN conjugativo, electroporacion, absorcion de ADN mediada por PEG,
absorcion de ADN mediada por liposomas, lipofeccién, coprecipitacion de ADN con fosfato de calcio, transfeccion
mediada por DEAE-dextrano, introduccion directa, por ejemplo, por microinyecciéon o bombardeo de particulas, o
introduccion por medio de un virus, virién o particula virica.

La infeccion de, por ejemplo, cultivos de células HepG2 por virus VHB (por ejemplo, derivados del suero de un
paciente o de un cultivo celular) normalmente no se produce pero se puede estimular por pretratamiento de las
células huésped con dimetilsulféxido (DMSO; (Paran et al., 2001)). Alternativamente, la digestion de VHB con
proteasa V8 produce virus VHB infecciosos (Lu et al., 1996). Una modificacion con proteasa similar de al menos otro
hepadnavirus, el virus de la hepatitis de la marmota (WHV), produce también virus WHV que son infecciosos para
células de hepatoblastoma humano (Lu et al., 2001). Se describié que la expresion de genes de VHB en células de
hepatoblastoma aumenta significativamente bajando la temperatura de incubacion de 37°C a 32°C (Kosovsky et al.,
2000).

Los vectores adecuados para ensayar la eficacia de la replicacion virica, mas particularmente, para ensayar la
eficacia de la replicacion de VHB, incluyen vectores viricos o vectores que comprenden al menos 1 unidad de
genoma de VHB (longitud completa), preferiblemente mas de 1 unidad de genoma de VHB, por ejemplo 1,1-4, en
particular, 1,1, 1,2, 1,28, 1,3, 1,4, 1,5, 1,6, 1,7, 1,8, 1,9, 2,0, 3,0 0 4,0 veces el genoma de VHB. Un ejemplo de un
sistema de vector virico que permite la replicacion virica de VHB es un sistema de baculovirus, por ejemplo, como se
describe por Isom y Harriet en la publicacion de patente internacional No WO99/37821 o por Delaney et al., (Delaney
et al., 1999). El nivel de replicacion virica se puede seguir midiendo o detectando uno o mas de (i) secrecion de un
antigeno de VHB (HBsAg o HBeAg), (ii) expresion de transcritos de VHB (transcritos de 3,5 kb, 2,4 kb, 2,1 kb, 0,7
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kb), (iii) la cantidad de intermedios replicativos de VHB (ADN circular relajado, ADN bicatenario o ADN
monocatenario), (iv) la cantidad de ADN circular superenrollado (ccc) de VHB, (v) la cantidad de ADN de VHB
extracelular secretado, (vi) la cantidad de particulas de VHB extracelularmente producidas, (vii) la cantidad de
proteina HBcAg producida, (viii) la cantidad de proteina ADN polimerasa/transcriptasa inversa de VHB producida, y
(ix) la cantidad de proteina X de VHB producida. Otro ejemplo de un sistema de vector virico que permite la
replicacion virica de VHB es un sistema de vector que incluye un gen indicador (por ejemplo, un gen marcador
seleccionable o un gen marcador cribable; por ejemplo, como se describe por Capon y Petropoulos en la patente en
EE UU No 6242187), cuya expresion es indicativa del grado de replicacion virica.

Los sistemas de vectores viricos que permiten la replicacion virica de VHB son adecuados para comparar la eficacia
de replicacion de virus VHB de tipo salvaje con la eficacia de replicacion de virus VHB mutantes. Se entiende que
virus VHB mutantes son virus VHB que comprenden una mutacién o un polimorfismo de acido polinucleico bien en
uno o mas de los ORF de VHB y/o las secuencias reguladoras de VHB (por ejemplo, promotor, potenciador,
terminador o sefal de poliadenilacién, bucle épsilon, sefial de encapsulacién, secuencia repetida, sefal de
empaquetamiento, sitio interno de entrada al ribosoma).

Un aspecto adicional de la invencién se refiere a una célula huésped que comprende un acido polinucleico de VHB o
un fragmento del mismo segun la invencién, o que comprende una proteina ADN polimerasal/transcriptasa inversa
de VHB o un fragmento de la misma segun la invencién, o que comprende una variante de VHB segun la invencion,
o que comprende un vector segun la invencion. En una forma de realizacion especifica, dicha célula huésped es una
célula hepatica de mamifero o una célula de hepatoma de mamifero como se ha descrito anteriormente.

La presente invenciéon se refiere ademas a los productos de expresién de los acidos polinucleicos aislados. Estos
productos de expresion resultan de la expresion de cualquiera de los acidos polinucleicos y/o fragmentos descritos
anteriormente.

Dichos productos de expresién comprenden proteinas, péptidos, oligopéptidos, ARN o ARNm. Los términos
“proteina”, “péptido” u “oligopéptido”, cuando se usan en el presente documento se refieren a aminoacidos en una
forma polimérica de cualquier longitud. Dichos términos también incluyen modificaciones conocidas de aminoacidos
tales como la formacion de enlace disulfuro, cisteinilacion, oxidacion, glutationilacion, metilacion, acetilacion,
farnesilacion, biotinilacién, estearoilacion, formilaciéon, adicion de acido lipoico, fosforilacion, sulfatacion,
ubiquitinacién, miristoilacion, palmitoilacion, geranilgeranilacion, ciclacion (por ejemplo, formacion de acido
piroglutamico), oxidacién, desaminacion, deshidratacion, glicosilacion (por ejemplo, pentosas, hexosaminas, N-
acetilhexosaminas, desoxihexosas, hexosas, acido sialico, etc.) y acilacion asi como residuos de aminoacidos no
naturales, residuos de L-aminoacidos, y residuos de D-aminoacidos. Se puede producir un numero de tales
modificaciones de aminoacidos como resultado de modificacién postraduccional como reconocera el experto en la
materia. Otras modificaciones incluyen la adicién de un grupo quimico a uno o mas aminoacidos de una proteina,
péptido u oligopéptido. Dichos grupos quimicos incluyen, por ejemplo, biotina. Las proteinas, péptidos u
oligopéptidos generalmente se pueden marcar ademas radiactivamente, quimioluminiscentemente,
fluorescentemente, fosforescentemente o con tintes infrarrojos o con un marcador de Raman aumentado por
superficie o particula resonante de plasmoén.

La presente invencion se extiende a productos de expresion que comprenden al menos una sustitucion y/o delecion
de aminoacidos en el gen de la polimerasa. En particular, la invencion se refiere a productos de expresion que
comprenden una sustitucion de aminoacidos en el codén 181 del gen de la polimerasa, mas en particular al que
produce una sustitucion de aminoacidos de alanina a serina en el codon 181 del gen de la polimerasa. Mas en
particular el producto de expresion comprende la sustitucidon de aminoacido rtA181S.

La presente invencién también cubre productos de expresién que comprenden ademas de rtA181S sustituciones de
aminoacidos adicionales situados en el dominio C de la polimerasa. Mas preferiblemente, la sustitucion de la
metionina en el codén en posicion 204 en el dominio C de la polimerasa. En particular se cubren los productos de
expresion que comprenden al menos dos sustituciones de aminoacidos en la ADN polimerasa, una sustitucion de la
alanina a serina en el coddén en posicién 181 en el dominio B del gen de la polimerasa y una sustitucion de la
metionina en el codén en posicion 204 en el dominio C de la polimerasa. La sustitucion de la metionina en el codén
en posicion 204 se pretende que incluya cualquier otro aminoacidos diferente de metionina, preferiblemente la
sustitucion es a una isoleucina o una valina o una serina.

La presente invencion también cubre productos de expresion que comprenden ademas de rtA181S sustituciones
adicionales de aminoacidos en otros sitios de la polimerasa de VHB, preferiblemente al menos una sustitucion de
aminoacidos elegida del grupo de rtL180M, rtM204I o rtM204V o rtM204S y rtN236T. Las diferentes mutaciones en

el codoén 204 en un grupo se ha indicado por dos veces “0”.

Los productos de expresion ejemplares comprenden la sustitucion rtA181S en el dominio B de la polimerasa
opcionalmente con la sustitucion rtM2041 en el dominio C de la polimerasa. En una forma de realizacién especifica,
dichos productos de expresion de VHB aislados comprenden una secuencia elegida del grupo que consiste en SEQ
ID NO: 10, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 13 y SEQ ID NO: 14. Mas especificamente, dicho acido polinucleico de VHB
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aislado se define por una secuencia elegida del grupo que consiste en SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO:
13y SEQ ID NO: 14.

Otro aspecto de la invencién se refiere a fragmentos de los productos de expresion anteriormente mencionados,
fragmentos que comprenden las sustituciones de aminoacidos descritas que producen una sensibilidad reducida a
un analogo de nucledsido y/o otros agentes anti-VHB. Estos fragmentos comprenden al menos la sustitucion
rtA181S.

Los productos de expresion comprenden polipéptidos que incluyen polimerasa y/o transcriptasa inversa de la
hepatitis B de longitud completa y fragmentos de las mismas que comprenden al menos el residuo o sitio mutante,
y/o cualquiera de estos fusionados a un polipéptido heterdlogo.

Expresion incluye la produccion de moléculas de ARN o moléculas de ARNm que comprenden los patrones
genotipicos mutados divulgados. “Heterélogo” cuando se usa en referencia a secuencias de acido polinucleico o
proteina no significa lo mismo que nativo o secuencias flanqueantes conocidas. Las secuencias heterélogas incluyen
otras secuencias del VHB, humanas, animales o microbianas, poliHis u otras etiquetas de afinidad, o secuencias
completamente fabricadas. Los fragmentos tipicamente incluiran el residuo variante mas al menos 4 residuos
flanqueantes totales repartidos a uno o ambos flancos del residuo mutante, habitualmente de 10 a 20 residuos en
total.

La presente invencion abarca ademas el aspecto de oligonucleétidos que son capaces de distinguir, en un acido
polinucleico de VHB o fragmento del mismo segun la invencién, un codén 181 que codifica serina en el dominio de la
transcriptasa inversa de VHB de un codén 181 que codifica una alanina o una valina en el dominio de la
transcriptasa inversa de VHB.

El término “oligonucledtido” como se denomina en el presente documento se pretende que sea un cebador o una
sonda y puede ser monocatenario o bicatenario o puede ser parte de un acido polinucleico que forma un triplex. Los
oligonucleodtidos se pueden hacer in vitro por medio de un método de amplificacion de secuencia de nucleotidos. Si
tal oligonucleotido amplificado es bicatenario, la conversion a una molécula monocatenaria se puede lograr por una
exonucleasa adecuada dado que el oligonucledtido monocatenario deseado esta protegido contra dicha actividad
exonucleasa. Alternativamente, los oligonucleétidos derivan de plasmidos recombinantes que tienen insertos que
incluyen las secuencias de nucledtidos correspondientes, si se necesita cortando el ultimo fuera de los plasmidos
clonados usando las nucleasas adecuadas y recuperandolos, por ejemplo, por fraccionamiento segun el peso
molecular. Los oligonucledtidos segun la presente invencion también pueden ser sintéticos, es decir, estar
sintetizados quimicamente, por ejemplo aplicando la quimica fosfo-triéster o fosforamidita convencional o a través de
sintesis fotolitografica (Beaucage, 2001).

En otra forma de realizacion especifica, el oligonucledtido segun la presente invencion comprende ademas una
modificacion para unir dicho oligonucleétido a un soporte sélido.

Dicha modificacion, por ejemplo, puede ser, una modificacion de amina, tiol, 3’-propanolamina o Acrydite del
oligonucledtido o puede comprender la adicion de una cola homopolimérica (por ejemplo, una cola de oligo(dT)
afadida enzimaticamente a través de una enzima transferasa terminal o afiadida sintéticamente) al oligonucleoétido.
Si dicha cola homopolimérica se coloca en el extremo 3’ del oligonucleétido o si se incorpora cualquier ofra
modificacion 3’-terminal que previene la extension enzimatica en el oligonucledtido, la capacidad cebadora del
oligonucledtido se puede disminuir o suprimir. Se describen otras modificaciones, por ejemplo, en (Beaucage, 2001).

Claramente, los oligonucleodtidos segun la presente invencion que son ADN, ARN, APN o LNA, o que son cualquier
quimera de los mismos estan incorporados en la invencion. Ademas se incorporan composiciones que comprenden
al menos un oligonuclestido segun la invencion.

“Hibridacion” es el proceso en donde secuencias de nucledtidos complementarios sustancialmente homologas
hibridan entre si. El proceso de hibridacién se puede producir enteramente en solucién, es decir, ambos acidos
nucleicos complementarios estan en solucion. Las herramientas en biologia molecular que se basan en tal proceso
incluyen PCR, hibridacion sustractiva y determinacion de la secuencia de ADN. El proceso de hibridacion también se
puede producir con uno de los acidos nucleicos complementarios inmovilizado a una matriz tal como bolas
magnéticas, bolas de Sepharosa o cualquier otra resina o tipo de bolas. Las herramientas en bilogia molecular que
se basan en tal proceso incluyen el aislamiento de ARNm poli (A+). El proceso de hibridacién ademas se puede
producir con uno de los acidos nucleicos complementarios inmovilizado en un soporte sélido tal como una
membrana de nitrocelulosa o nailon, un portaobjetos de vidrio o portaobjetos de silice fusionado (cuarzo) (el ultimo
conocido como matrices o micromatrices de acidos nucleicos o como chips de acidos nucleicos), una pelicula de
oro, una pelicula de polipirrol, una fibra 6ptica o en, por ejemplo, un gel de poliacrilamida o un pocillo de microplaca.
Las herramientas en bilogia molecular que se basan en tal proceso incluyen analisis de transferencia de geles de
ARN y ADN, hibridacion en colonia, hibridacion en placa, hibridacion inversa e hibridacion de micromatrices. Para
dejar que la hibridacion se produzca, las moléculas de acido nucleico generalmente se desnaturalizan de forma
térmica, quimica (por ejemplo, mediante NaOH) o electroquimica para fundir una doble hebra en dos hebras
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sencillas y/o eliminar horquillas o sondas ‘balizas moleculares’ (marcaje dual Unico) u otras estructuras secundarias
de acidos nucleicos monocatenarios.

Las secuencias de acidos nucleicos de la invencion ademas pueden estar unidas a una secuencia guia externa
(EGS) o una secuencia guia externa corta (SEGS). Dichas secuencias guias unidas a una secuencia diana
proporcionan una estructura minima que es reconocida como un sustrato por enzimas RNasa P (Werner y George
en la patente en EE UU No. 5.877.162). Las secuencias de acido nucleico de la invenciéon unidas a una EGS o
SEGS pueden encontrar aplicaciones terapéuticas en el tratamiento de pacientes infectados con VHB.

Aspectos adicionales de la presente invencién son métodos para detectar la presencia de un virus VHB en una
muestra bioldgica; y/o para detectar resistencia a un farmaco antiviral de un virus VHB presente en una muestra
bioldgica; y/o para detectar la presencia de un codén 181 que codifica serina o de un codén 181 que codifica serina
y un codén elegido del grupo que consiste en un codon 180 que codifica metionina, un codén 204 que codifica
isoleucina, un codén 204 que codifica valina, un codon 204 que codifica serina, y un codén 236 que codifica treonina
en el dominio de la transcriptasa inversa de VHB de un virus VHB presente en una muestra bioldgica.

Con “coddn” se quiere decir una combinacién de 3 nucledtidos contiguos que codifican un aminoacido segun el
codigo genético. Un “coddn” en la presente invencion puede ademas estar comprendido en un acido (poli)nucleico
monocatenario (sentido o antisentido) o bicatenario. Para derivar la secuencia de aminoacidos de una hebra
antisentido, se necesita usar la correspondiente hebra sentido (el complemento invertido) para la traduccion en la
correspondiente secuencia de aminoacidos.

Actualmente esta disponible un gran nimero de ensayos capaz de detectar secuencias de nucledtidos vy
polimorfismos de secuencias de nucledtidos (por ejemplo, una mutacion). Algunos de estos ensayos se basan en
métodos fisicos mientras que otros usan enfoques enzimaticos.

Con “métodos de deteccion fisica” se quiere decir en el presente contexto métodos de deteccion de polimorfismos
de secuencia de nucleétidos que requieren uno o mas procesos fisicos para la deteccién aunque sin excluir el
proceso enzimatico de amplificacion por PCR anterior de la secuencia de ADN diana que comprende uno o mas
polimorfismos de secuencia de nucledtidos. Dichos procesos fisicos incluyen electroforesis, cromatografia,
espectrometria, percepcion de sefial dptica y espectroscopia.

Los ensayos de deteccion de polimorfismos de secuencia de nucleodtidos fisicos incluyen métodos electroforéticos
tales como polimorfismo de conformacién de cadena sencilla (SSCP), electroforesis capilar desnaturalizante
constante (CDCE) y electroforesis en gel desnaturalizante constante (CDGE) véase, por ejemplo Kristensen et al.,
2001; electroforesis en gel en gradiente desnaturalizante (DGGE), electroforesis en gel en gradiente doble (DGCE),
electroforesis de zona capilar (CZE) también conocida como electroforesis capilar en solucién libre (FSCE), CZE no
isocratica, o electroforesis capilar en gradiente térmico (TGCE), barrido génico bidimensional (TDGS), electroforesis
en gel sensible a conformaciéon (CSGE), véase, por ejemplo Korkko et al., 1998, electroforesis en gel diagonal de
matriz en microplaca (MADGE), véase, por ejemplo, Day et al., 1998 y analisis de conformacion bicatenaria (DSCA),
véase, por ejemplo, (Arguello et al., 1998). Una técnica similar se llama HMA (ensayo de movilidad de heteroduplex)
pero la deteccién de duplex de ADN se basa en tincion en el gel del ADN (Delwart et al., 1993). En HTA (ensayo de
seguimiento de heteroduplex), una sonda radiomarcada se hibrida con una producto de PCR y los heteroduplex
sonda-producto de PCR se separan por electroforesis en gel. Se ha descrito un HTA especifico de sitio multiple
(Resch et al., 2001; Delwart et al., 1994).

Los métodos cromatograficos de analisis de conformacion bicatenaria incluyen cromatografia liquida de alta
resolucion desnaturalizante (DHPLC). Los ensayos de deteccion de polimorfismos de secuencia de nucledtidos
fisicos pueden ser eficaces para la identificaciéon de mutaciones conocidas o nuevas y puede requerir confirmacion
por secuenciacion directa de ADN lo que produce la separacién de moléculas de ADN diana homo y heteroduplex
por electroforesis desnaturalizante. Dicha separacion también se puede realizar por cromatografia liquida
desnaturalizante en donde la temperatura determina la sensibilidad. La DHPLC ademas se puede realizar en
columnas capilares monoliticas que permiten la creacién de sistema de matrices. La deteccion basada en
fluorescencia es posible, asi como el acoplamiento en serie a un espectrdmetro de masas. La eficacia de la
deteccion de polimorfismos de nucledtidos por DHPLC se puede aumentar afiadiendo una pinza de CG al final del
fragmento de ADN diana (Huber et al., 2001; Narayanaswami et al., 2001; Xiao et al., 2001).

Se ha usado con éxito MALDI-TOF MS (espectrometria de masas de desorcidn-ionizacion por laser asistida por
matriz tiempo de vuelo) tanto como una herramienta de secuenciacion directa de ADN para fragmentos de ADN de
menos de 100 pb y como una herramienta para la deteccion de polimorfismos de nucleétido Unico. La hibridacion de
oligdbmeros de APN (acido peptidonucleico) especificos de alelo con ADN diana monocatenario ha demostrado ser
altamente compatible con analisis por MALDI-TOF MS ((Griffin et al., 2000) y referencias en el mismo).

Aun considerado como el ‘método de referencia’ para la determinaciéon de los polimorfismos de secuencia de

nucledtidos es la secuenciacion directa de ADN como por ejemplo disefiada por Maxam y Gilbert (Maxam et al.,
1977). El método mas comun y extendido de secuenciacion de ADN se basa en la reaccion de Sanger o reaccion de
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terminacion de cadena por dideoxinucleétido (Sanger et al., 1977). Los cebadores de secuenciacion se pueden
marcar para la deteccion de las cadenas terminadas o el marcaje interno del producto de extensién es posible. Otros
métodos de secuenciacion de ADN son pirosecuenciacion (véase, por ejemplo, Williams 2000) y secuenciacion de
ciclo (Yager et al., 1999; Ruano et al., 1991).

En el futuro cercano, la secuenciacion de nanoporo también podria estar disponible (Meller et al., 2000). Otros
métodos de secuenciacion de ADN incluyen secuenciacion por resonancia molecular y secuenciacion diagnostica
combinando corte especifico de ADN seguido por analisis espectrométrico de masas de los fragmentos (véase, por
ejemplo, Stanssens y Zabeau 2000 - documento WOO00/66771).

Otro método para determinar variaciones en la secuencia de nucleétidos comprende secuenciacién por
dideoxinucledétido (método de Sanger) en donde los ANTP regulares se sustituyen por dNTP modificados (tal como
a-tio dNTP) y otras variantes (Dahlhauser 2000 - documento US 6150105).

Aun se conoce otra metodologia de secuenciaciéon de ADN como SBH o secuenciacion por hibridacion que usa una
matriz de todos los posibles oligdmeros de n-nucledtidos (n-meros) para identificar los n-meros comprendidos en
una muestra de ADN desconocida (Drmanac et al., 1993).

Dichas matrices de oligonucledtidos de alta densidad o chips de ADN eliminan la necesidad de disefiar un conjunto
de oligonucledtidos que hibridan especificamente en las mismas condiciones que un conjunto de secuencias de
nucledtidos polimérficos. El ultimo enfoque se aplica en ensayos de transferencia inversa convencional ajustando
cuidadosamente la longitud, polaridad y posiciéon del/de los oligonucledtido(s) mal emparejado(s) en la sonda de
oligonucledtidos (Saiki et al., 1989). Los ensayos de hibridacion de transferencia inversa convencional para el
genotipado y deteccion de polimorfismos de secuencia de nucleétidos, sin embargo, se han comercializado con
éxito, por ejemplo, en el formato LiPA (Ensayo de sonda en tira) (Innogenetics, Gante, Bélgica). (Stuyver et al., 1997;
Stuyver et al., 1996).

Estara claro para el experto en la materia que se pueden hacer muchas variaciones y combinaciones a la secuencia
de nucledtidos y métodos de deteccion de polimorfismos de secuencia de nucledtidos descritos anteriormente. Estos
se incorporan por este medio a la presente invencion.

Los oligonucledtidos segun la invencion como se han descrito anteriormente se pueden adaptar de modo que se
pueden usar en cualquiera de los métodos para la deteccién de secuencias de nucleétidos o polimorfismos en las
mismas como se ha descrito anteriormente.

Por tanto, en una forma de realizacion adicional de la presente invencion, el oligonucledtido segun la invencion
comprende ademas una extension terminal y/o una horquilla o estructura de sonda de ‘baliza molecular’, en donde
dicha extension y/o estructura en horquilla se incorpora en cualquier extremo o en ambos extremos de dicho
oligonucledtido. Dicha extension terminal es util para, por ejemplo, hibridar especificamente con otra molécula de
acido nucleico, y/o para facilitar la unién de dicho oligonucleétido a un soporte sélido, y/o para la modificacion de
dicho oligonucleétido con cola mediante una enzima, ribozima o ADNzima.

En una forma de realizacion adicional de la presente invencién, el oligonucledtido segun la invencion esta
comprendido en una sonda candado que incorpora en cualquier cebador extremo que, después de hibridar con un
ADN diana, se pueden ligar, o con una estructura de horquilla.

En otra forma de realizacion, el oligonucleétido de la presente invencion tiene una modificacion que permite la
deteccion y/o captura de dicho oligonucledtido. La deteccion y/o captura de dicho oligonucledtido permite ademas la
deteccion y/o captura del acido nucleico diana hibridado con el mismo. La interaccion entre dicho oligonucleétido y
dicho acido nucleico diana se puede estabilizar entrecruzando ambos mediante la introducciéon de una modificacién
de entrecruzamiento en dicho oligonucledtido y/o dicho acido nucleico diana.

En aun otra forma de realizacion, el oligonucleétido de la invencién comprende un nucleétido mal emparejado 3'-
terminal y, opcionalmente, un nucleétido mal emparejado 3’-proximal. Dichos oligonucledtidos son particularmente
utiles para realizar PCR especifica de polimorfismo y LCR (reaccion en cadena de la ligasa) o GAP-LCR.

Ademas en la presente invencion esta comprendida una composicion que comprende al menos un oligonucleétido
segun la descripcion dada anteriormente.

Estara claro para el experto en la materia que cualquiera de los métodos descritos anteriormente para detectar
secuencias de nucleotidos y polimorfismos en las mismas se puede utilizar para métodos para detectar la presencia
de un virus VHB en una muestra bioldgica; y/o para detectar resistencia a un farmaco antiviral de un virus VHB
presente en una muestra bioldgica; y/o para detectar la presencia de un codén 181 que codifica serina, o de un
codon 181 que codifica serina y un codén elegido del grupo que consiste en un codén 180 que codifica metionina,
una codon 204 que codifica isoleucina, un codén 204 que codifica valina, un codén 204 que codifica serina, y un
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coddn 236 que codifica treonina en el dominio de la transcriptasa inversa de VHB de un virus VHB presente en una
muestra bioldgica.

Por tanto, los siguientes aspectos que cubren tales métodos de deteccion y kits diagndsticos, por ejemplo, ensayos
de sondas en tira, basados en tales métodos de deteccion se incluyen ademas en la presente invencion.

Un aspecto de la invencién se refiere a un método para detectar la presencia de un virus VHB en una muestra
biolégica y/o a un método para detectar la resistencia a un farmacos antiviral de un virus VHB presente en una
muestra bioldgica, dichos métodos comprenden el paso de detectar la presencia de un acido polinucleico de VHB o
un fragmento del mismo segun la invencién. Una forma de realizacion especifica al mismo incluye dicho método que
comprende los pasos de:

a.

obtener un acido polinucleico de VHB diana de dicha muestra biolégica en donde dicho acido polinucleico de
VHB diana se sospecha que comprende un codén 181 que codifica serina del dominio de la transcriptasa
inversa del VHB, y opcionalmente uno o mas codones elegidos del grupo que consiste en un codén 180 que
codifica metionina, un codén 204 que codifica isoleucina, o un codén 204 que codifica valina, o un codén 204
que codifica serina, y un codon 236 que codifica treonina en el dominio de la transcriptasa inversa de VHB
de un virus VHB;

obtener la secuencia del acido nucleico del acido polinucleico de VHB diana de (a);

inferir, de la secuencia del acido nucleico obtenida en (b), la presencia de dicho codén 181 que codifica
serina del dominio de la transcriptasa inversa de VHB, y opcionalmente uno o mas codones elegidos del
grupo mencionado en (a),

y, de ello, la presencia de dicho virus VHB en dicha muestra bioldgica y/o dicha resistencia a un farmaco antiviral de
un virus VHB presente en dicha muestra bioldgica.

Otra forma de realizacion especifica al mismo incluye dichos métodos que comprenden:

a.

b.

obtener un acido polinucleico de VHB diana presente en dicha muestra biolégica y/o obtener la secuencia de
nucleétidos del mismo;

cuando sea apropiado, desnaturalizar parcial o completamente, o modificar enzimaticamente los acidos
polinucleicos obtenidos en el paso (a);

cuando sea apropiado, renaturalizar los acidos polinucleicos desnaturalizados obtenidos en el paso (b),
preferiblemente en presencia de al menos un oligonucleétido capaz de distinguir, en un acido polinucleico de
VHB o un fragmento del mismo un codén 181 que codifica serina en el dominio de la transcriptasa inversa de
VHB de un codén 181 que codifica una alanina o una valina en el dominio de la transcriptasa inversa de VHB
y, Si es necesario, incluir el paso de modificar enzimaticamente, incluyendo extender, dicho oligonucledtido;
cuando sea apropiado, deteccion de los acidos polinucleicos de VHB parcial o completamente
desnaturalizados obtenidos en al paso (b), y/o de los hibridos formados en el paso (c), y/o de las
modificaciones enzimaticas obtenidas en el paso (b) y/o (c);

inferir de uno o mas de los datos de los siguientes grupos: los acidos polinucleicos de VHB parcial o
completamente desnaturalizados, los hibridos, las modificaciones enzimaticas, todos detectados en el paso
(d), y de la secuencia de nucleétidos obtenida en (a), la presencia de dicho VHB en dicha muestra biolégica
y/o dicha resistencia a un farmaco antiviral de un VHB presente en dicha muestra bioldgica.

En aun otra forma de realizacién especifica al mismo, dicho método comprende:

a.

obtener un acido polinucleico de VHB diana de dicha muestra biolégica en donde dicho acido polinucleico de
VHB diana se sospecha que comprende un codén 181 que codifica serina del dominio de la transcriptasa
inversa del VHB, opcionalmente junto con uno o mas codones elegidos del grupo que consiste en un codén
elegido del grupo que consiste en un codon 180 que codifica metionina, un codén 204 que codifica isoleucina
0 un codon 204 que codifica valina o un codén 204 que codifica serina, y un codon 236 que codifica treonina
en el dominio de la transcriptasa inversa de VHB de un VHB;

poner en contacto el acido polinucleico de VHB diana de (a) con un oligonucleétido capaz de distinguir un
codon 181 que codifica una serina de un codén 181 que codifica una alanina o valina, y opcionalmente
también capaz de distinguir uno o mas codones elegidos del grupo que consiste en un codén 180 que
codifica una leucina de un codén 180 que codifica una metionina, un codén 204 que codifica una isoleucina
de un coddn 204 que codifica una metionina, valina o serina, y un codén 236 que codifica una asparragina
de un coddén 236 que codifica una treonina;

inferir, de la sefal distinguidora obtenida en (b), la presencia de dicho codén 181 que codifica serina de la
transcriptasa inversa del VHB, opcionalmente junto con dicho codén 180 que codifica metionina o dicho
codon 204 que codifica isoleucina o dicho codén 236 que codifica asparragina del dominio de la transcriptasa
inversa de VHB vy, de ello, la presencia de dicho VHB en dicha muestra bioldgica y/o dicha resistencia a un
farmaco antiviral de un virus VHB presente en dicha muestra bioldgica.
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En los ultimos métodos, dicha distincion en (b) generalmente se basa en hibridacion y dicha sefial distinguidora en
(c) es una sefial de hibridacion.

Con un “oligonucleétido capaz de distinguir, en un acido (poli)nucleico, un codén que codifica un aminoacido X1
(cualquier aminoacido) de un codon que codifica un aminoacido X2 (cualquier aminoacido diferente de X1)” se
quiere decir un oligonucleotido que produce una sefial cuando se pone en contacto con un acido (poli)nucleico que
comprende dicho codén que codifica el aminoacido X1 pero que no produce sefial cuando se pone en contacto con
un acido (poli)nucleico que comprende dicho coddn que codifica el aminoacido X2. Dicha sefal, también
denominada “sefal distinguidora”, puede ser cualquier sefial obtenible usando dicho oligonucleétido en cualquiera
de los ensayos capaces de detectar secuencias de nucleétidos y polimorfismos de secuencias de nucleétidos como
se ha descrito anteriormente. Dichas sefales incluyen, por ejemplo, sefiales fluorescentes, sefales
(quimio)luminiscentes, sefiales radioactivas, sefiales luminicas, sefales de hibridacién, sefiales espectrométricas de
masa, sefiales espectrométricas, sefiales cromatograficas, sefiales eléctricas, sefales electronicas, sefiales
electroforéticas, sefiales de PCR en tiempo real, sefiales de PCR, sefiales de LCR, sefales de ensayos CFLP y
sefales de ensayo Invader.

Con “poner en contacto un oligonucleétido con un acido (poli)nucleico” o viceversa generalmente se quiere decir
hibridacion de dicho oligonucleétido con dicho acido (poli)nucleico o hibridar dicho oligonucleétido con dicho acido
(poli)nucleico. “Poner en contacto un oligonucleétido con un acido (poli)nucleico” no excluye y por tanto puede
comprender ademas la modificacion enzimatica de dicho oligonucleétido en donde dicha modificacion se puede
producir en las extremidades de dicho oligonucledtido y/o internamente en la secuencia de nucleétidos de dicho
oligonucledtido. Los ejemplos de modificaciones enzimaticas de oligonucleétidos se dan en, por ejemplo, los
ensayos capaces de detectar secuencias de nucleotidos y polimorfismos de secuencias de nucleétidos descritos en
el presente documento.

En otra forma de realizacion de la invencion dichos métodos comprenden ademas, donde sea aplicable, alinear y/o
comparar la secuencia de acido nucleico obtenida con un conjunto de secuencias de acido nucleico de VHB
contenidas en una base de datos.

Con “base de datos” se quiere decir en el presente contexto una coleccidon de secuencias de acidos nucleicos o
aminoacidos, mas especificamente de secuencias de acidos nucleicos o aminoacidos de VHB. Se debe entender
que una base de datos comprende al menos una secuencia de acido nucleico o al menos una de aminoacidos. Una
base de datos se puede registrar en una variedad de soportes. Tales soportes incluyen soportes legibles por
ordenador.

Otro aspecto de la presente invencion se refiere a un kit diagndstico para detectar la presencia de un virus VHB en
una muestra bioldgica y/o para detectar la resistencia a un farmaco antiviral de un virus VHB presente en una
muestra bioldgica, dicho kit comprende al menos un medio para detectar la presencia de un acido polinucleico de
VHB segun la invencion.

Una forma de realizacion especifico al mismo incluye dicho kit diagnostico que comprende:

a. un medio para inferir, de la secuencia de acido nucleico de un acido polinucleico diana sospechoso de
comprender un codén 181 que codifica serina del dominio de la transcriptasa inversa de VHB opcionalmente
junto a uno o mas codones del grupo que consiste en un codéon 180 que codifica metionina, un codén 204
que codifica isoleucina y un codén 236 que codifica asparragina del dominio de la transcriptasa inversa de
VHB,
la presencia de dicho codén 181 que codifica serina del dominio de la transcriptasa inversa de VHB
opcionalmente junto a uno o mas codones del grupo que consiste en un codén 180 que codifica metionina,
un codoén 204 que codifica isoleucina y un codén 236 que codifica asparragina del dominio de la
transcriptasa inversa de VHB,

y, de ello, la presencia en dicha muestra bioldgica de dicho VHB y opcionalmente,

b. un medio para obtener la secuencia de acido nucleico del acido polinucleico diana.

En una forma de realizacion especifica adicional, dicho kit diagndstico comprende un oligonucleétido capaz de
distinguir, en dicho acido polinucleico de VHB, un codén 181 que codifica una serina de un codén 181 que codifica
una alanina o valina y un oligonucledétido adicional capaz de distinguir, en dicho acido polinucleico de VHB, un codén
180 que codifica una metionina de un codén 180 que codifica una leucina.

En una forma de realizacion particular adicional, dicho kit diagndstico comprende un oligonucleétido capaz de
distinguir, en dicho acido polinucleico de VHB, un codén 181 que codifica una serina de un codén 181 que codifica
una alanina o valina y también un codon 180 que codifica una metionina de un codén 180 que codifica una leucina.

En audn una forma de realizacién especifica adicional, dicho kit diagndstico comprende un oligonucleétido capaz de

distinguir, en dicho acido polinucleico de VHB, un codén 181 que codifica una serina de un coddén 181 que codifica
una alanina o valina y al menos uno, preferiblemente al menos dos, mas preferiblemente al menos tres
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oligonucledtido(s) adicional(es) elegidos del siguiente grupo de oligonucledtidos: un oligonucledtido capaz de
distinguir un codon 236 que codifica una treonina de un codén 236 que codifica una asparragina; un oligonucleétido
capaz de distinguir, en dicho acido polinucleico de VHB, un coddn 204 que codifica una isoleucina de un codén 204
que codifica una metionina o valina o serina.

En adn otra forma de realizacion, dicho kit diagndstico comprende ademas un medio para detectar la sefal
distinguidora obtenida al poner en contacto dicho acido polinucleico de VHB con dicho oligonucleétido u
oligonucledtidos.

Ademas se incorporan dichos kits diagnosticos en donde dicho oligonucledtido u oligonucledtidos estan unidos o
inmovilizados en un soporte sdélido.

Otra forma de realizacién especifica al mismo incluye dichos kits diagnésticos que comprenden:

a. un medio para obtener un acido polinucleico de VHB diana en dicha muestra bioldgica y/o obtener la
secuencia de nucledtidos del mismo;

b. cuando sea apropiado, al menos un par de oligonucledtidos adecuados para la amplificacién de un acido
polinucleico de VHB diana segun la invencion;

c. cuando sea apropiado, un medio para desnaturalizar acidos nucleicos;

d. cuando sea apropiado, al menos un oligonucleétido segun la invencion;

e. cuando sea apropiado; una enzima capaz de modificar una molécula de acido nucleico bicatenaria o
monocatenaria;

f.  cuando sea apropiado, un tampoén de hibridaciéon, o componentes necesarios para producir dicho tampon;

g. cuando sea apropiado, una solucion de lavado, o componentes necesarios para producir dicha solucion;

h. cuando sea apropiado, un medio para detectar acidos polinucleicos parcial o completamente
desnaturalizados y/o un medio para detectar hibridos formados en la hibridacion precedente y/o un medio
para detectar modificaciones enzimaticas de acidos nucleicos;

i. cuando sea apropiado, un medio para unir un oligonucleétido a una localizacién conocida en un soporte
solido;

j. un medio para inferir de los acidos polinucleicos parcial o completamente desnaturalizados y/o de los
hibridos y/o de la modificaciones enzimaticas, todos detectados en (h), y/o de la secuencia de nucleétidos
obtenida en (a), la presencia de dicho virus VHB en dicha muestra bioldgica.

Con “un medio para inferir, de una secuencia de acido nucleico, la presencia del codén Y (Y es el niumero indicado)
que codifica el aminoacido X (X es el aminoacido indicado)” se quiere decir cualquier técnica o método para (i)
localizar en dicha secuencia de acido nucleico dicho codon Y, (ii) para traducir dicho codén Y al aminoacido
codificado por el codoén Y, y (iii) para concluir de (ii) si el aminoacido codificado por dicho codén Y es el mismo o es
diferente de dicho aminoacido X. Dicho medio puede incluir métodos en donde de (i) a (iii) se realizan todos
manualmente y/o computacionalmente. Dicho medio puede incluir alinear y/o comparar una secuencia de acido
nucleico obtenida con un conjunto de secuencias de acidos nucleico contenidas en una base de datos. Dicho medio
puede incluir ademas que el resultado de (i) a (iii) se presente en forma de un informe en donde dicho informe puede
estar en forma de papel, en forma electrénica o en un soporte o medio legible por ordenador. Dicho medio puede
incluir ademas la busqueda de bases de datos de secuencias (de acidos nucleicos y/o aminoacidos) y/o la creacion
de alineamientos de secuencias (de acidos nucleicos y/o aminoacidos), cuyos resultados se pueden o no incluir en
dicho informe.

Una forma de realizaciéon adicional cubre cualquiera de los métodos anteriores de la invencion caracterizada ademas
en que dichos métodos se basan en determinar la secuencia de acido nucleico.

Una forma de realizacion adicional cubre cualquiera de los métodos anteriores de la invencion caracterizada ademas
en que dichos métodos se basan en un ensayo de hibridacion.

Una forma de realizaciéon adicional cubre cualquiera de los métodos anteriores de la invencion caracterizada ademas
en que dichos métodos se basan en un ensayo de hibridacion inversa.

Una forma de realizacion adicional cubre cualquiera de los kits diagnosticos anteriores de la invencion caracterizada
ademas en que dichos kits diagndsticos se basan en determinar la secuencia de acido nucleico.

Una forma de realizacion adicional cubre cualquiera de los kits diagnosticos anteriores de la invencion caracterizada
ademas en que dichos kits diagndsticos se basan en un ensayo de hibridacion.

Una forma de realizacion adicional cubre cualquiera de los kits diagndsticos anteriores de la invencion caracterizada
ademas en que dichos kit diagndsticos se basan en un ensayo de hibridacion inversa.

Una forma de realizacion adicional cubre cualquiera de los kits diagndsticos anteriores de la invencion caracterizada
ademas en que dichos kit diagndsticos se basan en un ensayo de sonda en tira.
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La invencion proporciona ademas un método para detectar la resistencia a un farmaco antiviral para un virus VHB
presente en una muestra bioldgica, dicho método comprende el paso de detectar la presencia de una proteina ADN
polimerasal/transcriptasa inversa de VHB o fragmento segun la invencion. Dicha deteccion puede incluir los pasos de
determinar la secuencia de aminoacidos de la proteina ADN polimerasa/transcriptasa inversa de VHB o de una parte
de la misma obtenida, por ejemplo, después de digestion proteolitica y separacion de los fragmentos proteicos
resultantes por medios cromatograficos y/o electroforéticos. Después de la electroforesis, un fragmento proteico se
puede cortar y finalmente eluir del gel antes de la secuenciacion. Alternativamente, la electroforesis en gel de la
proteina se combina con transferencia mediante la cual las proteinas se transfieren a un soporte de membrana (por
ejemplo, nitrocelulosa, PVDF, nailon). La proteina o fragmento proteico que se va a secuenciar se puede cortar en el
Ultimo caso del soporte de membrana. Alternativamente, la proteina ADN polimerasa/transcriptasa inversa de VHB
segun la invencion se detecta usando un anticuerpo que especificamente reconoce la serina en la posicién 181 del
dominio de transcriptasa inversa de VHB. En particular, dicho anticuerpo no debe reconocer una alanina o valina en
dicha posicién 181. En aun otra alternativa, la ADN polimerasa/transcriptasa inversa de VHB segun la invencioén se
detecta fenotipicamente, es decir, dicha ADN polimerasa/transcriptasa inversa de VHB puede mostrar un unico
patrén de sensibilidad a farmacos antivirales no compartido con ADN polimerasas/transcriptasas inversas de VHB
que comprenden un codén 181 que codifica una alanina o valina. La deteccion fenotipica de la ADN
polimerasa/transcriptasa inversa de VHB segun la invencion incluye por tanto, por ejemplo, los pasos de determinar
la sensibilidad de una actividad ADN polimerasal/transcriptasa inversa de VHB de un virus VHB presente en una
muestra biolégica a un panel de farmacos antivirales. Alternativamente, la ADN polimerasa/transcriptasa inversa de
VHB de un virus VHB presente en una muestra bioldgica y sospechosa de comprender un acido polinucleico segun
la invencion se produce en un sistema recombinante y se determina la sensibilidad a un panel de farmacos
antivirales de una actividad de la ADN polimerasal/transcriptasa inversa de VHB recombinantemente expresada.

Estara claro para el experto en la materia que el sistema de vector que permite la replicacion virica del VHB o que
permite la produccion de una proteina codificada por VHB, o una parte funcional de la misma, es adecuado para
probar o ensayar el efecto de un farmaco antiviral sobre la replicaciéon virica de VHB o la funcién de la proteina
codificada por VHB (o parte de la misma), respectivamente. En particular, tales ensayos se pueden realizar con un
acido polinucleico de VHB mutante segun la presente invencion o con una ADN polimerasa de VHB mutante o
proteina HBsAg mutante segun la presente invencion. Los resultados de tales ensayos se pueden comparar con los
resultados de ensayos similares realizados con acidos polinucleicos de VHB de tipo salvaje o proteinas de VHB de
tipo salvaje, o partes funcionales de las mismas.

El experto en la materia apreciara que la ADN polimerasal/transcriptasa inversa de VHB tiene multiples funciones
bioldgicas/bioquimicas reconocidas incluyendo la actividad primasa, actividad transcriptasa inversa (actividad ADN
polimerasa dependiente de ARN), actividad ADN polimerasa (actividad ADN polimerasa dependiente de ADN) y
actividad RNasa (RNasa H) y ademas esta implicada en la interaccion con la proteina antigeno nuclear (HBcAg) y
en la encapsulacion del ADN virico. La ADN polimerasa de VHB de tipo salvaje o mutante se puede aislar de
particulas de VHB presentes en el suero de un paciente o se pueden producir, por ejemplo, por una linea celular de
hepatoma establemente transfectada. Alternativamente, dicha ADN polimerasa de VHB se expresa y produce en un
sistema heterélogo (por ejemplo, S. cerevisiae) o usando un sistema de expresion de baculovirus, un sistema de
traduccion mitocondrial (por ejemplo, como se describe en la patente en EE UU No 6.100.068) o en un sistema sin
células, por ejemplo, un sistema de transcripcion-traduccion acopladas en lisado de reticulocitos de conejo (Li et al.,
1999). Se pueden producir secuencias de ADN mutante de la ADN polimerasa de VHB por mutagénesis in vitro. Se
puede alcanzar la purificacion sustancial de la ADN polimerasaltranscriptasa inversa de VHB producida si, por
ejemplo, un epitopo heterdlogo (por ejemplo, el epitopo FLAG, cfr. anteriormente) se introduce en o se fusiona a
dicha ADN polimerasal/transcriptasa inversa de VHB. Dicho epitopo permite la purificacion de la ADN
polimerasal/transcriptasa inversa de VHB, por ejemplo, en una columna de afinidad que contiene anticuerpos anti-
epitopo heterdlogo inmovilizados (por ejemplo, anticuerpos monoclonales M2 anti-FLAG). Alternativamente, la
polimerasal/transcriptasa inversa de VHB recombinante es parte de una proteina de fusién, dicha proteina de fusion
comprende ademas, por ejemplo, una etiqueta de histidina, una fraccién de unién a hidratos de carbono (por
ejemplo, lectina, proteina de unién a maltosa) o B-galactosidasa. La purificacion sustancial de dicha proteina de
fusion es alcanzable, por ejemplo, por cromatografia de afinidad en metales (en el que en que una etiqueta de
histidina esté presente), cromatografia de afinidad de hidratos de carbono (en el caso de que una fraccién de unién a
hidratos de carbono esté presente) o cromatografia de inmunoafinidad usando un anticuerpo contra la proteina
fusionada a la ADN polimerasal/transcriptasa inversa de VHB, por ejemplo, B-galactosidasa. Opcionalmente, dicha
proteina de fusion es cortable por una proteasa adecuada (por ejemplo, proteasa factor Xa) de modo que la ADN
polimerasa/transcriptasa inversa de VHB es obtenible separada de la otra fraccién de la proteina de fusion, por
ejemplo, mediante otra ronda de purificacion como se ha descrito anteriormente. Alternativamente, se aislan
particulas viricas de VHB de una muestra muestra bioldgica por técnicas tales como captura de afinidad (por
ejemplo, usando anticuerpos contra el antigeno de superficie virica de VHB o usando una proteina receptor para
dicho antigeno de superficie o anticuerpos anti-idiotipicos para dicha proteina receptor, cfr. posteriormente) o
centrifugacion en gradiente. Las particulas viricas de VHB obtenibles mediante esta u otras formas son ademas
susceptibles a analisis de, por ejemplo, la ADN polimerasal/transcriptasa inversa de VHB o de los acidos nucleicos
de VHB.
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En aun otra alternativa, el complejo nuclear replicante multiproteico o nucleo replicante intracelular se purifican de
células hepaticas infectadas y las preparaciones obtenidas que comprenden la ADN polimerasal/transcriptasa
inversa de VHB se usan para ensayar las funciones y actividades de la ADN polimerasa/transcriptasa inversa de
VHB (Urban et al., 2000). Claramente, dicha purificacion de particulas viricas o del complejo nuclear replicante se
puede aplicar para obtener dichas particulas o complejo nuclear de células infectadas con variantes de VHB que
comprenden la mutacién o mutaciones de la presente invencion.

Se han descrito condiciones mejoradas para ensayar la actividad transcriptasa inversa virica (Bird y Chang-Yeh en
la patente en EE UU No. 5.817.457) e incluyen pH acido y temperaturas elevadas. Las condiciones de reaccion para
ensayar la actividad de RNasa H derivada de la ADN polimerasa/transcriptasa inversa de VHB han sido descritas,
por ejemplo, por Yoon et al., en la patente en EE UU No. 6.071.734. Las condiciones de ensayo para determinar la
actividad primasa, polimerasa y transcriptasa inversa de la ADN polimerasa/transcriptasa inversa de VHB producida
in vitro, o fragmentos de la misma, han sido descritas por Li et al., (Li et al., 1999). Los ensayos para determinar
interacciones proteina-proteina, por ejemplo, interaccion entre la ADN polimerasal/transcriptasa inversa de VHB y
HBcAg, incluye ensayos de doble vy triple hibrido y analisis de interaccion biomolecular en tiempo real (BIA). (Bartel
et al., 19997 en la patente en EE UU No 5.928.868).

Otro aspecto adicional de la invencion comprende un ensayo que determina el efecto de un farmaco antiviral en la
funcién de un HBsAg mutante segun la presente invencion. El experto en la materia apreciara que el HBsAg de VHB
tiene multiples funciones bioldgicas/bioquimicas reconocidas incluyendo funciones en unién/entrada virica en la
célula huésped (es decir, un papel en infectividad de VHB), en el ensamblaje de particulas viricas y en la secrecion
de particulas viricas. HBsAg es ademas una diana para el sistema inmunitario del huésped y se han descrito
mutantes de ‘escape’. El anticuerpo contra HBsAg, HBIg, se usa con frecuencia como un medio de inmunizacion
pasivo en pacientes que han experimentado trasplante de higado. Se puede obtener HBsAg de tipo salvaje o
mutante como se ha descrito anteriormente para la ADN polimerasa de VHB. Alternativamente, HBsAg se recupera
por interaccion de afinidad con anticuerpos contra HBsAg o con una proteina receptor de HBsAg o con un anticuerpo
anti-idiotipico contra dicha proteina receptor de HBsAg, dichas proteinas receptor descritas incluyen albumina
humana monomérica y polimérica (Eibl et al., en la patente en EE UU No. 5.576.175 y Machida et al., 1984,
respectivamente) y endonexina Il/anexina IV (Yap en la patente europea No. EP 0672136). Las particulas viricas de
VHB y VHD (virus de la hepatitis delta) se pueden aislar de una muestra bioldgica por técnicas tales como captura
de afinidad, por ejemplo, usando anticuerpos contra el antigeno de superficie virica de VHB o usando un receptor
para el antigeno de superficie virica de VHB o anticuerpos anti-idiotipicos hacia los mismos.

En un aspecto alternativo de la invencion, se ensaya la actividad de una ADN polimerasa/transcriptasa inversa de
VHB, incluyendo las ADN polimerasas/transcriptasas inversas de VHB mutantes de la invencion, o la sensibilidad de
las mismas a compuestos antivirales en células huésped que contienen una mutaciéon condicional en la ADN
polimerasa enddégena. Como tal, la expresién de la ADN polimerasal/transcriptasa inversa de VHB puede
posiblemente rescatar el crecimiento de dichas células huésped mutantes en condiciones restrictivas. La sensibilidad
de la ADN polimerasal/transcriptasa inversa de VHB a compuestos antivirales se puede ensayar midiendo el nivel de
crecimiento de dichas células huéspedes mutantes en condiciones restrictivas y en presencia de un compuesto
antiviral. Dicho crecimiento posteriormente se compara al crecimiento de dichas células huéspedes mutantes en
condiciones restrictivas y en ausencia de dicho compuesto antiviral.

En un aspecto alternativo mas de la invencion se incluye el uso de particulas de VHB mutante, incluyendo particulas
de VHB que comprenden un ADN mutante segun la presente invencion, para infectar animales no humanos que son
utiles como un modelo para infeccién por VHB humano o como un modelo para evaluar compuestos, terapias y
profilaxis anti-VHB. Dichos animales no humanos modelo han sido descritos, por ejemplo, por Reisner en las
patentes en EE UU No 5.849.897 y 8.585.328. Muchos farmacos antivirales contra el VHB (farmacos antivirales de
VHB) se mencionan anteriormente. Un aspecto adicional de la invencién por tanto incluye un método in vitro para
cribar farmacos activos contra un virus VHB que comprende un &acido polinucleico segun la invencién o que
comprende una ADN polimerasa/transcriptasa inversa de VHB segun la invencion, dicho método comprende:

a. medir la replicacion de dicho VHB en ausencia de dicho farmaco;
b. medir la replicacién de dicho VHB en presencia de dicho farmaco;
c. inferir de (a) y (b) el efecto inhibidor de dicho farmaco en la replicacion de dicho VHB.

En una forma de realizacion especifica al mismo, dicho método comprende ademas realizar los pasos (a), (b) y (c)
con un virus VHB de tipo salvaje y comparar el efecto inhibidor de dicho farmaco en la replicacion de dicho virus
VHB de tipo salvaje con el efecto inhibidor de dicho farmaco en la replicacién de dicho virus VHB que comprende un
acido polinucleico segun la invencion. En aun otra forma de realizacion mas al mismo se incluyen dichos métodos
que comprenden obtener dicho virus VHB de una muestra bioldgica.

Aun otra forma de realizaciéon mas de la invencion incluye un método in vitro para cribar farmacos activos contra un

virus  VHB que comprende un acido polinucleico segun la invencion o que comprende una ADN
polimerasa/transcriptasa inversa de VHB segun la invencion, dicho método comprende:
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a. medir una actividad ADN polimerasal/transcriptasa inversa de dicho virus VHB en ausencia de dicho farmaco;

b. medir la misma actividad ADN polimerasa/transcriptasa inversa que en (a) de dicho virus VHB en presencia
de dicho farmaco;

c. inferir de (a) y (b) el efecto inhibidor de dicho farmaco en dicha actividad ADN polimerasa/transcriptasa
inversa de dicho virus VHB.

En una forma de realizacion especifica al mismo se incluye dicho método que comprende ademas realizar los pasos
(a), (b) y (c) con un virus VHB de tipo salvaje y comparar el efecto inhibidor de dicho farmaco en una actividad ADN
polimerasa/transcriptasa inversa de dicho virus VHB de tipo salvaje con el efecto inhibidor de dicho farmaco en dicha
actividad ADN polimerasal/transcriptasa inversa de dicho virus VHB que comprende un acido polinucleico segun la
invencion. En aun otra forma de realizacion mas especifica al mismo, se incluyen dichos métodos que comprenden
obtener dicho virus VHB de una muestra biolégica. Con “una actividad ADN polimerasa/transcriptasa inversa” se
quiere decir cualquiera de las actividades bioldgicas o bioquimicas de la ADN polimerasal/transcriptasa inversa de
VHB como se ha mencionado anteriormente.

La invencion incorpora ademas anticuerpos y anticuerpos anti-idiotipicos contra dichas variantes de VHB aisladas
y/o dicho antigeno de superficie virica pequefio de VHB aislado, o dichas partes del mismo, y/o dichos antigenos
viricos medianos y/o grandes de VHB. En una forma de realizacion especifica a la misma, dichos anticuerpos son
anticuerpos monoclonales. En una forma de realizacién especifica adicional, dichos anticuerpos son anticuerpos
monoclonales humanizados.

Ademas en la invencion se incorpora el uso de dichos anticuerpos en métodos inmunoldgicos para detectar dichas
variantes de VHB y/o dicho antigeno de superficie virica pequefio de VHB, o dichas partes del mismo, y/o dichos
antigenos viricos medianos y/o grandes de VHB en una muestra biolégica. En una forma de realizacién especifica a
la misma, dichos anticuerpos se usan en un método para diagnosticar una infeccion por VHB. En una forma de
realizacién adicional, dichos anticuerpos son parte de un kit diagnéstico capaz de detectar una infecciéon por VHB.

En otra forma de realizacion de la invencién se cubre el uso de un método de la invencion o un kit diagnéstico de la
invencion para seguir la evolucion de una infeccion por VHB.

Una forma de realizacion adicional cubre el uso de un método de la invencion o un kit diagnostico de la invencion
para seguir la aparicion de resistencia a un farmaco antiviral.

Otra forma de realizacion adicional cubre el uso de un método de la invencion o un kit diagndstico de la invencion
para adaptar una pauta terapéutica contra infeccién por VHB debido a la aparicion de resistencia a un farmaco
antiviral.

“Anticuerpos” incluye anticuerpos monoclonales, policlonales, sintéticos o de cadena pesada de camello asi como
fragmentos de anticuerpo tales como fragmentos Fab, Fv o scFv.

Los anticuerpos monoclonales se pueden preparar por técnicas como se describen en, por ejemplo, Liddle et al.,
(Liddle et al., 1991) que comprenden la fusion de células de mieloma de ratén a células de bazo derivadas de
animales inmunizados. Ademas, se pueden obtener anticuerpos o fragmentos de los mismos hacia moléculas o
fragmentos de las mismas usando métodos como se describe en, por ejemplo, Harlow et al. (Harlow et al., 1988). En
el caso de anticuerpos dirigidos contra péptidos pequefios tales como fragmentos de una proteina de la invencion,
dichos péptidos generalmente se acoplan a una proteina soporte antes de la inmunizacién de los animales. Tales
soportes proteicos incluyen hemocianina de lapa californiana (KLH), seroalbumina bovina (BSA), ovoalbumina y
toxoide tetanico. La proteina soporte aumenta la respuesta inmunitaria del animal y proporciona epitopos para sitios
de union a receptores de células T. El término “anticuerpos” incluye ademas derivados de los mismos tales como
anticuerpos marcados. Los anticuerpos generalmente se pueden marcar radioactiva, quimioluminiscente,
fluorescente, fosforescentemente, con tintes infrarrojos o con un marcador de Raman aumentado por superficie o
particula resonante de plasmén. Los marcadores de anticuerpos incluyen fosfatasa alcalina, PKH2, PKH26, PKH67,
fluoresceina (FITC), Hoecst 33258, R-ficoeritrina (PE), rodamina (TRICT), Quantum Red, Texas Red, Cy3, biotina,
agarosa, peroxidasa y esferas de oro. Las herramientas en biologia molecular que se basan en anticuerpos contra
una proteina incluyen analisis de transferencia de geles de proteina, cribado de librerias de expresion que permite la
identificacion de genes, métodos cuantitativos de proteinas incluyendo ELISA (enzimoinmunoanalisis de adsorcion),
RIA (radioinmunoensayo) y LIA (inmunoensayo en tira), purificacion de inmunoafinidad de proteinas,
inmunoprecipitacion de proteinas e inmunolocalizacién de proteinas.

Segun la presente invencion, se encontré por primera vez un patron de mutacion novedoso, A181S+M204I, que
muestra resistencia cruzada tanto a lamivudina como adefovir. Este patron de mutaciéon se detecté por
secuenciacion directa de ADN de VHB extraido de muestras de suero obtenidas tanto antes como después del
tratamiento con adefovir lo que implica que este patrén de mutacion de resistencia cruzada era principalmente no
sensible a adefovir (figura 2).
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Aunque lamivudina y adefovir tienen efectos antivirales fuertes, el desarrollo de mutantes que producen resistencia a
farmacos presenta un problema importante en el tratamiento de infecciones crénicas de VHB. Ademas, la existencia
de patrones de mutacién de VHB con perfil de resistencia cruzada plantea una preocupacién principal debido a la
posibilidad de fracaso de las terapias de combinacion. Adefovir se ha considerado generalmente como una buena
opcién de tratamiento en el tratamiento de pacientes con fracaso en la terapia de lamivudina debido a VHB
resistente al farmaco.

Sin embargo segun la presente invencion, el uso de adefovir dipivoxilo en combinacion con lamivudina durante la
terapia ni suprimié la replicacion de VHB ni disminuyé los niveles de ALT en suero (véase especificamente la figura
1), lo que sugiere que las variantes A181S y A181S + M2041 demuestran resistencia cruzada in vivo tanto para
adefovir como lamivudina. La mutacién A181S se detectd en todas las muestras de suero disponibles empezando
desde el mes 28 de comienzo del tratamiento antiviral, es decir, antes de la recaida virolégica y bioquimica. La
mutacion M2041, por otra parte, no se detecto en la primera muestra de suero disponible en el mes 28 pero surgio 3
meses después en el mes 31, es decir, en el momento de la recaida.

Los descubrimientos in vitro confirmaron que este mutante de VHB es resistente a adefovir incluso cuando se trata
con altas concentraciones, tal como 10 uM de adefovir dipivoxilo (véase especialmente la tabla 2). Similarmente, se
encontré que esta variante era resistente a lamivudina in vitro a todas las concentraciones de lamivudina ensayadas,
lo que es consistente con el perfil de resistencia previamente descrito de mutaciones en el motivo YMDD (Bozdayi et
al., 2003; Seta et al., 2000). En conjunto, los datos anteriores indican que la variante A181S + M204l muestra
resistencia cruzada a adefovir y lamivudina tanto in vivo como in vitro.

Desgraciadamente parece que el uso de la terapia de combinacién no es capaz de prevenir, sino retrasar la
aparicion de mutantes novedosos de resistencia a farmacos. En cualquier caso, la mejor opciéon para combatir la
infeccion por VHB en la practica clinica actual todavia es combinar farmacos antivirales con diferente perfil de
resistencia.

Los siguientes ejemplos solo sirven para ilustrar la presente invencién adicionalmente. Estos ejemplos no pretenden
en modo alguno que limiten el ambito de la presente invencion.

Ejemplos

Ejemplo 1: Un nuevo patréon de mutacion desarrollado en una cepa de VHB durante el tratamiento con 3TC muestra
resistencia cruzada al tratamiento con adefovir dipivoxilo

Estudio de caso

En el trabajo que produjo la presente invencion, los inventores han identificado un paciente que estaba crénicamente
infectado con VHB. El paciente era un hombre blanco de 43 afios de edad indicado con paciente AA con infeccién
por VHB conocida desde 1990, diagnosticado durante una revision de rutina. Una biopsia hepatica en 1999 revelo
hepatitis activa cronica (HAC) con un indice de actividad histolégica de seis segun Knodell et al. El paciente era
positivo para HbeAg, negativo para anti-Hbe asi como positivo para ADN de VHB. Los niveles de ADN de VHB se
midieron usando un ensayo de hibridacion liquido comercial (Digene, Maryland, EE UU), siendo el limite inferior de
deteccion de este ensayo 5 pg/ml de ADN virico.

Como se representa en la figura 1, se dio terapia de IFN, 9 MU/TVS (millones de unidades/tres veces a la semana),
durante 9 meses (en 1999). El paciente no mostré una disminucion en ALT o respuesta virologica (el nivel de ADN
de VHB era 396 pg/ml al final del tratamiento con IFN). Como fracaso la disminucion de la carga virica en este
periodo, el paciente abandond la terapia de IFN después de nueve meses de tratamiento y empezo tratamiento con
lamivudina (LAM), 100 mg/dia. Durante el tratamiento con LAM, hubo normalizacion del nivel de ALT e inhibicion de
la replicacién de VHB. Después de 19 meses de tratamiento con LAM, se produjo la recaida clinica, caracterizada
por una exacerbacion de ALT y deteccion de ADN de VHB por un ensayo de hibridacion. Se siguié con lamivudina
después del desarrollo de la recaida clinica. Se afiadié IFN (9 MU/TVS) de nuevo durante 6 meses, cuando un signo
de seroconversion (aparicion de anti-hbe y desaparicion de HbeAg). Sin embargo, la terapia de combinacion no
produjo la normalizacién de las enzimas hepaticas y los niveles de ADN de VHB permanecieron altos durante este
periodo. Se par6 el IFN 6 meses después de su adicion y después de que se produjera una seroconversion
sostenida. Se afiadio Hepsera™ (adefovir dipivoxilo) 10 mg/dia a la monoterapia de lamivudina en el mes 44 de la
terapia antiviral inicial y 3 meses después de dejar IFN. Se us6 Hepsera™ durante un periodo mas largo de 14
meses; no se produjo ni la inhibicion de la replicacion de VHB ni la normalizacion de ALT.

Efecto de la terapia antiviral
El tratamiento con LAM inicialmente tuvo éxito. Hubo normalizacién del nivel de ALT e inhibicion de la replicacion de

VHB. En el mes 19 del tratamiento con LAM se produjo la recaida clinica. La adicién de Hepsera™ a la monoterapia
de lamivudina no produjo la inhibicion de la replicacion de VHB ni la normalizacion de ALT. Se hicieron recuentos

20



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2494 840 T3

sanguineos y ensayos de funciones hepaticas (alanina y aspartato aminotransferasas) segin procedimientos
bioquimicos de rutina (autoanalizador Olympus AU 2700, Japdn).

Aislamiento y secuenciacion del ADN de VHB

Se saco suero del paciente en intervalos diferentes (meses 28, 31, 42, 51, 57, 61) desde inicio del tratamiento
antiviral. Cada vez se aisl6 el ADN de VHB del suero del paciente con el uso de un minikit de ADN Qiamp (Qiagen,
Hilden, Alemania) segun las instrucciones del fabricante. Se amplifico el gen de la ADN polimerasa de VHB por
PCR. Brevemente, 5 microlitros de muestras de ADN se completaron hasta 50 pl con una mezcla de PCR que
contenia Tris HCI 10 mM, pH: 8,3, KCI 50 mM, MgCl; 1,5 mM, dNTP 2 mM, 25 pmol/ul de cebadores sentido y
antisentido y 2,5 unidades de ADN polimerasa Taq (RocheDiagnostic, Penzberg, Alemania). Para amplificar el gen
de la polimerasa de VHB, el termociclador (sistema de PCR GeneAmp 9700, Applied Biosystems, Foster City, CA;
EE UU) se programo durante 35 ciclos de desnaturalizacion a 94°C durante 1 minuto, hibridacion a 45°C durante 1
minutos, polimerizaxion durante 2 minutos se realiz6. Las condiciones para la segunda ronda de PCR fueron las
mismas que esas en la primera ronda usando 5 ul de la muestra de la primera ronda de PCR. Ademas, se usaron
dos conjuntos de cebadores anidados para aumentar el gen de la polimerasa de VHB. Los cebadores externos
fueron 5'CAC CTG CAG CCT CAT TTT GTG GGT CAC CAT A3 (SEQ ID NO: 21) y 5’CAT AAG CTT CAC AAT
TCG TTG ACA TAC TTT CCA AT3 (SEQ ID NO: 22), y los cebadores internos fueron 5GTG CTG CAG TTT GTG
GGT CAC CAT ATT CTT G3' (SEQ ID NO: 23) y 5GAC AAG CTT TTG ACA TAC TTT CCA ATC AAT AG3’ (SEQ ID
NO:24) (Ogata et al., 1999; en cada secuencia los nucleétidos 4 a 9 indican sitios de reconocimiento de enzimas
para Pst | y Hind Ill). Los productos amplificados se corrieron en un gel de agarosa al 2% tefiido con bromuro de
etidio. Se llevd a cabo secuenciacién directamente en los productos de PCR amplificados. Los productos de PCR se
purificaron mediante el kit comercialmente disponible de limpieza de PCR (Nucleospin Extract kit, Macherey-Nagel,
Diren, Alemania), segun las instrucciones del fabricante. La secuenciaciéon directa de los productos de PCR se
realizé usando cebadores usados para PCR vy el kit de secuenciacion de terminador de ciclo de big dye (Applied
Biosystems, Foster City, CA; EE UU). Para cada reaccion de secuenciacion, se usé no solo el cebador interno
sentido, sino también el cebador interno antisentido, para confirmar las secuencias. Los productos de reacciéon se
corrieron en el secuenciador automatizado ABI 310 (PE, Applied Biosystems, Foster City, CA, EE UU). Los
resultados se muestran en la figura 2.

Los productos de PCR obtenidos del suero sacado en el mes 42 (junio de 2002) también se clonaron posteriormente
en un vector TA (kit de clonacién Topo TA, Invitrogen, Carlsbad, CA; EE UU) segun procedimientos de clonacion
rutinarios. De nueve clones, se secuenciaron siete. Los resultados se muestran en la figura 3. El patron de mutacion
D205G encontrado en el clon 4 se tiene que confirmar de nuevo.

Cambios de nucledtidos

Los resultados de la secuencias de la figura 2 muestran que en todas las muestras tomadas del paciente en
intervalos diferentes, estaban presentes mutaciones nucleotidicas que producian la sustitucion de aminoacidos
rtA181S y rtM2041.Por tanto, la mutacion rtM2041 junto con la mutacion rtA181S se detecté en todas las muestras
obtenidas desde el desarrollo de la resistencia a lamivudina. Para rtA181, se mostraron dos patrones de mutacién
hasta ahora. Sin embargo, rtA181S es un nuevo patrén.

La informacién de secuencia obtenida del producto de PCR clonado amplificado del suero obtenido en el mes 42 se
muestra en la figura 3. Los resultados de la secuencia mostraron que dos de los siete clones comprendian
mutaciones nucleotidicas que producian sustituciones de aminoacidos rtL180M y rtM204S. Estas mutaciones se han
asociado con resistencia a LAM. Los otros cinco de siete clones comprendian mutaciones de nucleétidos que
producian sustituciones de aminoacidos rtA181S y rtM2041. Se encontré6 que un clon producia mutaciones de
nucleétidos que producian sustituciones de aminoacidos rtA181S, rtM2041 y rtD205G.

RtA181S es un patrén de mutacién comiunmente encontrado entre los resultados secuenciados. Los resultados
presentes (no inhibicién de la replicacion de VHB vy fluctuacion de los niveles de ALT al final del 14° mes) nos
permiten concluir que el patron de mutacion rtA181S que surge con el tratamiento de lamivudina muestra una
resistencia cruzada a adefovir dipivoxilo. Mas en particular, el patron de mutaciéon rtA181S en combinacién con
rtM2041 muestra resistencia cruzada a adefovir dipivoxilo.

Se concluye que la cepa con resistencia a farmacos con un nuevo patron de mutaciones seleccionada con
tratamiento de lamivudina también tiene resistencia cruzada al tratamiento con adefovir.

Ejemplo 2: Confirmacion in vitro de la resistencia a farmacos de la cepa de VHB recién mutada
Aislamiento de ADN de VHB de muestras de suero y amplificacién de genomas de VHB de longitud completa
Se extrajo ADN de muestras de suero de 200 pl usando el kit High Pure Viral Nucleic Acid (Roche, Indianapolis,

EE UU) segun las instrucciones del fabricante. Se amplificé el genoma de VHB de longitud completa como se ha
descrito previamente por Gunther et al., 1995 usando un sistema de PCR que contenia KCI 50 mM, MgCl, 1,5 mM,
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Tris-HCI 0,35 mM (pH 8,3), dNTP 200 uM, 5 U de ADN polimerasa Taq y 0,3 uM de los siguientes cebadores: [P1,
5-CCGGA AAGCTT GAGCTC TTCTTTTT CACCTC TGCCT AATCA-3’ (nucledtidos 1821-1841; SEQ ID NO 25);
P2, 5-CCGGA AAGCTT GAGCTC TTCAAAAA GTTGC ATGGTG CTGG-3 (nucledtidos 1823-1806; SEQ ID NO
26)] y 2 pl de ADN extraido en un volumen total de 50 pl de reaccion de PCR se corrio durante 40 ciclos con
desnaturalizacion a 94°C durante 40 s, hibridacion a 60°C durante 1,5 min y elongacion a 68°C durante 3 min, con
una adicion de 2 min después de cada 10 ciclos en “Eppendorf Mastercycler Personal”.

Secuenciacion directa de los genomas de VHB de longitud completa

La secuenciacion directa de ADN se realizé tanto para los productos amplificados directamente extraidos de
muestras de suero como para las construcciones de la clonacién en TA usando “Big Dye Terminator v3.1 Cycle
Sequencing Kit” (Applied Biosystems, Foster-city, EE UU) segun las instrucciones del fabricante en “ABI PRISM 310
Genetic Analyzer” (Perkin Elmer, Foster City, EE UU). Los productos de PCR se purificaron con un kit “Qiaquick PCR
Purification” (Qiagen, Hilden, Alemania) antes de la secuenciacion. Los cebadores usados en la secuenciacién
directa se enumeran en la tabla 1.

Tabla 1. Cebadores usados en la secuenciacion directa de ADN de VHB de longitud completa

Cebadores Regiones de unién (pb) | Secuencia de ADN SEQID NO
VHB (676-699) 676-699 5TTTACTAGTGCCATTTGTTCAGTG3™ 27
VHB (66-90) 66-90 5GCTCCAGTTCAGGAACAGTAAACCC 3 * 28
VHB (2796-2826) | 2796-2826 5CACCTGCAGCCTCATTTTGTGGGTCACCATA3™ | 29
VHB (2357-2380) | 2357-2380 5GGCAGGTCCCCTAGAAGAAGAACT3* 30
VHB (2432-2408) | 2432-2408 5ATTGAGATCTTCTGCGACGCGGCGA3* 31
VHBCP11 1694-1717 5 GACCTTGAGGCATATTTCAAAGAC 3 ** 32
VHBCP13 2069-2047 5CTGAGTGCTGTATGGTGAGGTGA3 ** 33

* Glnther et al., 1995
** Bozdayi et al., 2001

Clonacién en TA de los genomas de VHB de longitud completa y caracterizacion de los genomas de VHB por PCR y
secuenciacion

Los genomas de VHB de longitud completa amplificados se clonaron en un vector TA usando Topo-XL PCR Cloning”
(Invitrogen, California, EE UU) segun las instrucciones del fabricante. Las construcciones se secuenciaron después.
El genoma de VHB de longitud completa en el clon que tenia el patron de mutacion A181S + M204l se amplificd
adicionalmente como se ha descrito anteriormente. El mismo procedimiento también se aplicé para el clon que tenia
el genoma de VHB de tipo salvaje.

Preparacién de ADN de VHB para transfeccion directa

Los amplicones se purificaron del gel usando el kit “QlAquick Gel Extraction” (QUIAGEN, Basilea, Suiza) segun las
instrucciones proporcionadas con el kit y se juntaron. La digestion posterior con 5 U de endonucleasa de restriccion
sapl por ug de ADN liber6 genomas de VHB lineales con extremos cohesivos sapl desprovistos de vector y
secuencias de cebadores heterdlogos.

Transfeccion y replicacion in vitro del ADN de VHB para prueba de susceptibilidad antiviral

La capacidad de replicacion in vitro del ADN de VHB de genoma completo se midié por transfeccion transitoria en
lineas celulares Huh7. Las places de 24 pocillos se con plasmido que contenia GFP, que se usé para determinar la
eficacia de transfeccion usando el reactivo de transfeccion Fugene (Roche Diagnostics). Ocho horas después de la
transfeccion, las células se alimentaron con medio fresco solo para probar la eficacia de replicaciéon o con medio que
contenia lamivudina 0,1 uyM, 1 pM, 10 uM o adefovir solo para probar las susceptibilidades antivirales. El
sobrenadante de las células alimentadas con solo medio fresco se recogié cada dia durante 5 dias y el
sobrenadante de las células alimentadas con medio que contenia antivirales se recogio al final del 5° dia. La
extraccion de ADN virico se realizé usando “QlAamp DNA Mini Kit” (QUIAGEN, Basilea, Suiza) segun las
instrucciones del fabricante. El ADN de VHB se midié con el método de PCR a tiempo real usando el kit “Fast Start
DNA Hybridization” (Roche Diagnostics, GmbH, Indianapolis, ABD) segun el protocolo usado en Bozkaya et al.,
2005.

Replicaciéon de VHB en lineas de células Huh7 transfectadas transitoriamente
La capacidad de replicacion de los genomas de VHB de longitud completa se analiz6 in vitro. El analisis de PCR a
tiempo real realizado con los replicados de VHB extraidos del sobrenadante de cada dia demostré que la producciéon

de VHB total medida en el cultivo celular alcanzé un nimero de copia logaritmico de casi 5 al final del 5° dia (figura
4). Este resultado confirma que el ADN de VHB transfectado es competente para replicacion in vitro.
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Analisis de los efectos de lamivudina y adefovir en virus de tipo salvaje y mutantes (A181S + M204l)

Se probd la susceptibilidad a farmacos del patron de mutacion A181S + M2041 frente a VHB salvaje usando
concentraciones crecientes de lamivudina (0,1 yM, 1 uM, 10 uM) o adefovir (0,1 pM, 1 uM y 10 uM) realizando 3
experimentos independientes, véase la tabla 2.

Tabla 2 Produccion de VHB in vitro medida por analisis de PCR en tiempo real

Replicacion de VHB en lineas de células Huh7 transfectadas transitoriamente (Media
Antivirales de nimero de copia log de VHB * desviacion estandar)
Salvaje A181S+M204I
Sin farmaco 4,56 +0,73 4,75+ 0,88
3TC (0,1 uM) 4,1+0,8 4,82+0,19
3TC (1 uM) 2,32 +1,62 4,44 + 1,03
3TC (10 M) n.d. 4,68 £ 0,82
Adefovir (0,1 uM) 1,15+ 1,62 4,71£0,42
Adefovir (1 yM) 0,32 + 0,58 4,48 £ 0,43
Adefovir (10 M) n.d. 4,12 +0,98

n.d. no detectable

Se encontré que el genoma de VHB que tiene el patron de mutacion A181S + M204l era resistente tanto a
lamivudina como a adefovir incluso a las mayores concentraciones de antivirales. Mientras que no habia ADN de
VHB detectable del VHB de tipo salvaje en las muestras tratadas con 10 yM de lamivudina y adefovir, se midieron
numeros de copia log de 4,68 + 0,82 y 4,12 + 0,98 para los de mutantes de VHB (tabla 2), respectivamente.

Ejemplo 3: Confirmacion del patron de mutacion en la cepa de VHB en otro paciente

Un hombre de 33 afios de edad es un paciente con HBsAg (+) y anti-HBe (+). Se encontrdé que era positivo para
HBsAg en 1998. Fue tratado con IFN 9 MIU tres ves a la semana en 2003 durante 12 meses (ALT: 242 UI/L; AST:
155 UI/L y ADN de VHB: 3260 pg/ml por ensayo de hibridacion liquido de Digene, EE UU; antes del inicio del
tratamiento con IFN. Debido a la respuesta incompleta, se empez6 con lamivudina en 2004 (Zeffix, 100 mg/dia).
Después del tratamiento con lamivudina, se obtuvo la normalizacion de ALT y los niveles de ADN de VHB eran
menores de 5 pg/ml. Sin embargo, en el 20° mes de tratamiento con lam, se produjo una recaida clinica,
caracterizada por exacerbacion de ALT y restauracion de la replicacion de VHB (ALT: 199 UI/L, AST: 145 Ul/L y
ADN de VHB: 6540 pg/ml). Las 2 muestras de suero obtenidas después del inicio del tratamiento con lam y la
recaida clinica se extrajeron y el ADN del genoma completo de VHB se amplificé segun el método de Gunther et al.,
1995 en ambos materiales extraidos. Los productos de PCR de clonaron después en vectores TA y 8 clones de
cada uno se secuenciaron por el método de secuenciacion de ciclo en 310 ABI (EE UU). Las secuencias de los 4
clones que pertenecen al justo después del inicio del tratamiento con lamivudina representaban secuencias de tipo
salvaje. Sin embargo, las secuencias de los 8 clones obtenidos después de la recaida clinica mostraron un patrén
A181S + M204I (CGT a TCT en el codon 181 y ATT a ATC en el coddn 204).
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<160> 33

<170> Patentln version 3.1
<210> 1

<211> 126

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis B

<400> 1
ctcagcccegt ttctcecctgge tcagtttact agtgccattt gttcagtggt tegtaggget 60

ttccecccact gtttggecttt cagttatatg gatgatgtgg tattggggge caagtctgta 120

cagcat 126

<210> 2

<211> 126

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis B

<400> 2
ctcagccecgt ttctecctgte tcagtttact agtgccattt gttcagtggt tcgtaggget 60

ttcccccact gtttggettt cagttatatg gatgatgtgg tattggggge caagtctgta 120

cagcat 126

<210>3
<211> 126
<212> ADN
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<213> Virus de la hepatitis B

<400> 3
ctcagcccgt ttctecctgte tcagtttact agtgccattt gttcagtggt tcgtagggcet

ttccecccact gtttggettt cagttataty gatgatgtgg tattggggge caagtctgta

cagcat

<210>4

<211> 126

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis B

<400> 4
ctcagccecgt ttctcatgge tcagtttact agtgccattt gttcagtggt tcgtaggget

ttecccccact gtttggettt cagttatage gatgatgtgg tattggggge caagtctgta
cagcat

<210>5

<211> 126

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis B

<400>5
ctcagcccgt ttctecctgte tcagtttact agtgecattt gttcagtggt tcgtagggcet

ttceccccact gtttggettt cagttatatt gatgatgtgg tattgggggce caagtctgta
cagcat

<210>6

<211> 126

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis B

<400> 6
ctcagcccgt ttctectgte tcagtttact agtgccattt gttcagtggt tcgtagggct

ttccceccact gtttggettt cagttatatc gatgatgtgg tattggggge caagtctgta

cagcat

<210>7

<211> 126

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis B

<400>7
ctcagccegt ttctcectgtc tcagtttact agtgccattt gtbtcagtggt tcgtaggget

ttcceccact gtttggettt cagttatatc ggtgatgtgg tattggggge caagtctgta

cagcat

<210> 8

<211> 126

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis B

<400>8
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126

60

120
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ctcagccegt ttctcatgge tcagtttact agtgccattt gttcagtggt tcgtaggget

ttccececcact gtttggettt cagttatage gatgatgtgg tattgcggge caagtctgta

cagcat 126

<210>9

<211> 42

<212> PRT

<213> Virus de la hepatitis B

<400> 9

Leu Ser Pro Phe Leu Leu Ala Gln Phe Thr Ser Ala Ile Cys Ser Val
1 5 10 15

Val Arg Arg Ala Phe Pro His Cys Leu Ala Phe Ser Tyr Met Asp Asp
20 25 30

Val Val Leu Gly Ala Lys Ser Val Gln His
35 40

<210> 10

<211> 42

<212> PRT

<213> Virus de la hepatitis B

<400> 10

Leu Ser Pro Phe Leu Leu Ser Gln Phe Thr Ser Ala Ile Cys Ser Val
1 5 10 15

Val Arg Arg Ala Phe Pro His Cys Leu Ala Phe Ser Tyr Met Asp ASp
20 25 30

Val Val Leu Gly Ala Lys Ser Val Gln His
35 40

<210> 11

<211> 42

<212> PRT

<213> Virus de la hepatitis B

<400> 11

Leu Ser Pro Phe Leu Leu Ser Gln Phe Thr Ser Ala Ile Cys Ser Val
1 S 10 15

Val Arg Arg Ala Phe Pro His Cys Leu Ala Phe Ser Tyr Ile Asp Asp
20 25 30

Val Val Leu Gly Ala Lys Ser Val Gln His
35 40
<210> 12
<211> 42
<212> PRT
<213> Virus de la hepatitis B

<400> 12
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Leu Ser Pro Phe Leu Met Ala Gln Phe Thr Ser Ala Ile Cys Ser Val

1 5

10 15

Val Arg Arg Ala Phe Pro His Cys Leu Ala Phe Ser Tyr Ser Asp Asp

20

25 30

Val Val Leu Gly Ala Lys Ser Val Gln His

35

<210> 13

<211> 42

<212> PRT

<213> Virus de la hepatitis B

<400> 13

Leu Ser Pro Phe Leu Leu Ser

1 5

Val Arg Arg Ala Phe Pro His

20

Val Val Leu Gly Ala Lys Ser

35

<210> 14

<211> 42

<212> PRT

<213> Virus de la hepatitis B

<400> 14

Leu Ser Pro Phe Leu Met Ala

1 5

Val Arg Arg Ala Phe Pro His

20

Val Val Leu Arg Ala Lys Ser

35

<210> 15

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Epitopo Tag-100

<400> 15

40

Gln Phe Thr Ser Ala Ile Cys Ser Val
10 15

Cys Leu Ala Phe Ser Tyr Ile Gly Asp
25 30

Val Gln His
40

Gln Phe Thr Ser Ala Ile Cys Ser Val
10 15

Cys Leu Ala Phe Ser Tyr Ser Asp Asp
25 30

Val Gln His
40

Glu Glu Thr Ala Arg Phe Gln Pro Gly Tyr Arg Ser

1 5

<210> 16

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
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<400> 16
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Glu Gln Lys Leu Ile Ser Glu Glu Asp Leu
10

1 5

<210> 17

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Epitopo FLAG

<400> 17

Asp Tyr Lys Asp- Asp Asp Lys
1 5

<210> 18

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Epitopo HA

<400> 18

Tyr Pro Tyr Asp Val Pro Asp Tyr Ala

1 5

<210> 19

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Epitopo de proteina C

<400> 19

Glu Asp Gln Val Asp Pro Arg Leu Ile Asp Gly Lys

1 5

<210> 20

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Epitopo VSV

<400> 20

10

Tyr Thr Asp Ile Glu Met Asn Arg Leu Gly Lys

1 5

<210> 21

<211> 30

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis B

<400> 21
cacctgcagc ctcattttgt gggtcaccat
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<210> 22

<211> 35

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis B

<400> 22
cataagcttc acaattcgtt gacatacttt ccaat 35

<210> 23

<211> 31

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis B

<400> 23
gtgctgcagt ttgtgggtca ccatatictt g 31

<210> 24

<211> 32

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis B

<400> 24
gacaagcttt tgacatactt tccaatcaat ag 32

<210> 25

<211> 41

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis B

<400> 25
ccggaaagct tgagctctic tttttcacct ctgcctaatec a

<210> 26

<211> 40

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis B

<400> 26
ccggaaagct tgagctctic aaaaagttge atggtgctgg

<210> 27

<211> 24

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis B

<400> 27
tttactagtg ccatttgttc agtg 24

<210> 28

<211> 25

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis B

<400> 28
gctccagttc aggaacagta aaccc 25

<210> 29

<211> 31

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis B

<400> 29
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cacctgcagc ctcattttgt gggtcaccat a 31

<210> 30

<211> 24

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis B

<400> 30

ggcaggtccc ctagaagaag aact

<210> 31

<211> 25

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis B

<400> 31
attgagatct tctgcgacge ggcga

<210> 32

<211> 24

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis B

<400> 32
gaccttgagg catatttcaa agac

<210> 33

<211> 23

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis B

<400> 33
ctgagtgctg tatggtgagg tga
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24
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REIVINDICACIONES

Un acido polinucleico de VHB aislado que codifica una variante de VHB, dicho acido polinucleico de VHB
comprende una mutacion nucleotidica que produce sustitucion de aminoacidos rtA181S del gen de la ADN
polimerasa en la variante de VHB, en donde dicha mutacién nucleotidica produce una sensibilidad disminuida
al analogo de nucledsido adefovir y lamivudina, dicho acido polinucleico de VHB comprende un acido
polinucleico elegido del grupo que consiste en SEQ ID 2, SEQ ID 3, SEQID 5, SEQID 6y SEQID 7.

Un acido polinucleico de VHB aislado segun la reivindicacién 1 que comprende una mutacion nucleotidica
adicional en el codon en posicion 204 del gen de la ADN polimerasa en la variante de VHB y produce la
sustitucién de aminoacido de la metionina a isoleucina, en donde dicha mutacién nucleotidica produce una
sensibilidad disminuida al analogo de nucledsido adefovir y lamivudina, dicho acido polinucleico de VHB
comprende un &cido polinucleico elegido del grupo que consiste en SEQ ID 3, SEQ ID 5, SEQ ID 6 y SEQ ID
7.

Un acido polinucleico de VHB aislado segun las reivindicaciones 1 y 2 que comprende una mutacion
nucleotidica que produce la sustitucion rtA181S en el dominio B del gen de la ADN polimerasa en la variante
de VHB, y una mutacion nucleotidica que produce la sustitucion rtM2041 en el dominio C del gen de la ADN
polimerasa en la variante de VHB, dicho acido polinucleico de VHB comprende un acido polinucleico elegido
del grupo que consiste en SEQ ID 3, SEQID 5, SEQID6y SEQID 7.

Un producto de expresion de VHB de un acido polinucleico de VHB aislado como se describe en cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 3, que comprende un poliaminoacido elegido del grupo que consiste en SEQ ID 10,
SEQID 11y SEQID 13.

Una composicion que comprende un acido polinucleico de VHB aislado como se describe en cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 3.

Una composicién que comprende un producto de expresion de VHB como se describe en la reivindicacion 4.

Uso de un acido polinucleico de VHB aislado como se describe en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 o
un producto de expresiéon de VHB como se describe en la reivindicaciéon 4 o una composicién como se
describe en cualquiera de las reivindicaciones 5 o 6, en un proceso in vitro para la selecciéon de al menos un
farmaco anti VHB sin resistencia cruzada.

Uso de un acido polinucleico de VHB aislado como se describe en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 o
un producto de expresiéon de VHB como se describe en la reivindicaciéon 4 o una composicién como se
describe en cualquiera de las reivindicaciones 5 0 6, en un proceso in vitro para la deteccién de una variante
de VHB.

Un método para detectar la presencia de un acido polinucleico como se describe en cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 3 que comprende:

a. obtener un acido polinucleico de VHB diana de dicha muestra bioloégica en donde dicho acido polinucleico
de VHB diana se sospecha que comprende un codén 181 que codifica serina del dominio de la
transcriptasa inversa del VHB, y opcionalmente uno o mas codones elegidos del grupo que consiste en
un codon 180 que codifica metionina, una codén 204 que codifica isoleucina o un codén 204 que codifica
valina o un codon 204 que codifica serina, y un coddn 236 que codifica treonina del dominio de la
transcriptasa inversa de VHB de un virus VHB;

b. obtener la secuencia del acido nucleico del acido polinucleico de VHB diana de (a);

c. inferir, de la secuencia del acido nucleico obtenida en (b), la presencia de dicho codén 181 que codifica
serina del dominio de la transcriptasa inversa de VHB, y opcionalmente uno o mas codones elegidos del
grupo mencionado en (a),

y, de ello, la presencia de dicho virus VHB en dicha muestra bioldgica y/o dicha resistencia a un farmaco
antiviral de un virus VHB presente en dicha muestra biologica.

Un método segun la reivindicacion 9 que comprende:

a. obtener un acido polinucleico de VHB diana presente en dicha muestra biolégica y/o obtener la secuencia
de nucledtidos del mismo;

b. cuando sea apropiado, desnaturalizar parcial o completamente, o modificar enzimaticamente los acidos
polinucleicos obtenidos en el paso (a);

c. cuando sea apropiado, renaturalizar los acidos polinucleicos desnaturalizados obtenidos en el paso (b),
preferiblemente en presencia de al menos un oligonucleétido capaz de distinguir, en un acido polinucleico
de VHB un codén 181 que codifica serina en el dominio de la transcriptasa inversa de VHB de un codén
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181 que codifica una alanina en el dominio de la transcriptasa inversa de VHB vy, si es necesario, incluir el
paso de modificar enzimaticamente, incluyendo extender, dicho oligonucleétido;

d. cuando sea apropiado, detecciéon de los acidos polinucleicos de VHB parcial o completamente
desnaturalizados obtenidos en al paso (b), y/o de los hibridos formados en el paso (c), y/o de las
modificaciones enzimaticas obtenidas en el paso (b) y/o (c);

e. inferir de uno o mas de los datos de los siguientes grupos: los acidos polinucleicos de VHB parcial o
completamente desnaturalizados, los hibridos, las modificaciones enzimaticas, todos detectados en el
paso (d), y de la secuencia de nucleétidos obtenida en (a), la presencia de dicho VHB en dicha muestra
bioldgica y/o dicha resistencia a un farmaco antiviral de un VHB presente en dicha muestra biolégica.

El método para detectar la presencia de un acido polinucleico como se describe en cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 3 que comprende:

a. obtener un acido polinucleico de VHB diana de dicha muestra bioldgica en donde dicho acido polinucleico
de VHB diana se sospecha que comprende un codén 181 que codifica serina del dominio de la
transcriptasa inversa del VHB, opcionalmente junto con uno o mas codones elegidos del grupo que
consiste en un codén 180 que codifica metionina, un codén 204 que codifica isoleucina o un codén 204
que codifica valina o un codén 204 que codifica serina, y un codon 236 que codifica treonina del dominio
de la transcriptasa inversa de VHB de un VHB;

b. poner en contacto el acido polinucleico de VHB diana de (a) con un oligonucleétido capaz de distinguir un
codon 181 que codifica una serina de un codén 181 que codifica una alanina, y opcionalmente también
capaz de distinguir uno o mas codones elegidos del grupo que cosiste en un codén 180 que codifica
leucina de un codén 180 que codifica una metionina, un codén 204 que codifica isoleucina de un coddén
204 que codifica una metionina, valina o serina, y un codon 236 que codifica una asparragina de un
codoén 236 que codifica una treonina;

c. inferir, de la sefal distinguidora obtenida en (b), la presencia de dicho codén 181 que codifica serina de la
transcriptasa inversa del VHB, opcionalmente junto con dicho codén 180 que codifica metionina o dicho
codon 204 que codifica isoleucina o dicho codén 236 que codifica asparragina del dominio de la
transcriptasa inversa de VHB y, de ello, la presencia de dicho VHB en dicha muestra biolégica y/o dicha
resistencia a un farmaco antiviral de un virus VHB presente en dicha muestra bioldgica.

Un método in vitro para cribar farmacos activos contra un VHB que comprende un acido polinucleico segun
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 que comprende

a. medir la replicacion de dicho VHB en ausencia de dicho farmaco;
b. medir la replicacién de dicho VHB en presencia de dicho farmaco;
c. inferir de (a) y (b) el efecto inhibidor de dicho farmaco en la replicacion de dicho VHB.

Un oligonucleodtido capaz de distinguir, en un acido polinucleico de VHB como se describe en cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 3, un codén 181 que codifica una serina, de un codén 181 que codifica cualquier otro
aminoacido en donde dicho acido polinucleico muestra una sensibilidad reducida al analogo de nucledsido
adefovir y lamivudina.

Un oligonucleétido segun la reivindicacion 13 capaz de distinguir un codén 181 que codifica una serina de un
codoén 181 que codifica una alanina.

Un kit diagnostico para detectar la presencia de una variante de VHB en una muestra bioldgica y/o para
detectar la resistencia a un farmaco antiviral de un VHB presente en una muestra biolégica, dicho kit
comprende un oligonucleodtido como se describe en cualquiera de las reivindicaciones 13 a 14 capaz de
distinguir un codén 181 que codifica una serina de un codén 181 que codifica una alanina, en donde dicha
variante muestra una sensibilidad reducida al analogo de nucledsido adefovir y lamivudina.

Un kit diagnostico segun la reivindicacion 15, dicho kit comprende un oligonucleétido adicional como se

describe en cualquiera de las reivindicaciones 13 a 14 capaz de distinguir un codén 204 que codifica una
isoleucina de un codén 204 que codifica una metionina.
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