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DESCRIPCION

Variacion de la secuencia nucledsida de NS5A como marcador.

La infeccidn por el virus de la hepatitis C (VHC) es un problema sanitario importante en todo el mundo. Solamente
en los Estados Unidos se estima que se infectan de manera crénica cuatro millones de personas con el VHC. El VHC,
principal agente etioldgico de la hepatitis de tipo diferente a hepatitis A o B se transmite mayoritariamente mediante
transfusion de sangre infectada y productos derivados de la sangre (Cuthbert et al., 1994, Clin. Microbiol. Rev. 7:505-
532). Previamente a la introduccién del cribado para detectar el VHC a mediados de la década de los noventa, el VHC
correspondia al 80-90% de los casos de hepatitis tras una transfusién en los Estados Unidos. Se ha observado también
una tasa elevada de infeccién por VHC en personas con trastornos hemorrdgicos o insuficiencia renal crénica, grupos
que se exponen frecuentemente al contacto con la sangre y productos derivados de ésta.

La infeccién aguda por el VHC da lugar a una replicacién viral persistente y a una progresion hasta la hepatitis
crénica en el 90% de los casos aproximadamente. La infeccién crénica por VHC resulta en un dafio hepético progresivo
y en el desarrollo de cirrosis en muchos pacientes. En pacientes con una infeccién crénica activa, puede aparecer una
cirrosis en sé6lo dos afios, aunque es mds frecuente que lo haga en un periodo de 10 a 20 afios. El dafio hepdtico puede
progresar hasta un carcinoma hepatocelular en el 30% al 50% de los pacientes que presentan VHC. Generalmente, el
carcinoma hepatocelular es de aparicion tardia y puede tardar en desarrollarse mas de 30 afios (Bisceglie et al., 1995,
Semin. Liver Dis. 15:64-69). La contribucion relativa de factores virales o relativos al huésped en la progresién de la
enfermedad no se ha dilucidado.

El VHC es un virus con envoltura que contiene un genoma compuesto por una cadena de RNA simple de polaridad
positiva de aproximadamente 9,5 kb. El VHC ha sido clasificado como un género a parte en la familia Flaviviridae en
base a la organizacion de su genoma y a las propiedades del viridn, familia que incluye también pestivirus y flavivirus
(Alter, 1995, Semin. Liver Dis. 15:5-14). El genoma viral consiste en una regioén no traducida 5° (UTR) extensa, un
marco de lectura abierto largo que codifica un precursor de una poliproteina de 3011 aminoacidos aproximadamente y
una UTR 3’ de poca longitud. Las proteasas virales y del huésped escinden el precursor de la poliproteina para producir
proteinas virales estructurales y no estructurales maduras. El VHC codifica dos proteinasas, una metaloproteinasa
dependiente de zinc, codificada por la region NS2-NS3 y una serina proteinasa codificada en la regién NS3/NS4.
Estas proteinasas son necesarias para la escisién de regiones especificas de la poliproteina precursora en péptidos
maduros. La mitad carboxilo de la proteina 5 no estructural, NS5B, contiene la RNA-polimerasa dependiente de RNA.
La funcién de las proteinas no estructurales restantes, NS4B y las de NS5A (la mitad amino-terminal de la proteina 5
no estructural) siguen siendo desconocidas.

El interferén alfa (interferén) es un tratamiento aprobado por la Food and Drug Administration para su uso en la
infeccién crénica causada por el VHC. Estos efectos del interferén son mediados a través de diferentes proteinas celu-
lares inducibles, que incluyen la proteina cinasa activada por RNA de cadena doble (PKR) (Gale et al., 1997, Virology
230:217-227). Solamente entre el 8% y el 12% de los pacientes con VHC de genotipo 1 presentan una respuesta clinica
contra el virus sostenida al administrar el tratamiento con interferén (Carithers et al., 1997, Hepatology 26:83S-88S;
Lindsay, 1997, Heptatology 26:71S-77S). Recientemente, el tratamiento conjunto con interferén y ribavirina, andlogo
de la guanosina, demostr6 ser mds eficaz que la monoterapia con interferén para producir respuestas bioquimicas y
contra el virus sostenidas (Poynard et al., 1998, Lancet 352:1426-1432). Sin embargo, a pesar de la mejora significa-
tiva de la respuesta sostenida en ratas, un 60% de pacientes que presentaban una infeccién con titulo elevado de VHC
de genotipo 1 no respondian al tratamiento combinado. Por ejemplo, la tasa de respuesta en pacientes infectados con
VHC-1b es inferior al 40%. También se ha informado de tasas de respuesta bajas similares en pacientes infectados con
el genotipo prototipo de los Estados Unidos, VHC-1a (Mahaney et al. 1994, Hepatology 20:1405-1411). Por el con-
trario, la tasa de respuesta en pacientes infectados con el genotipo 2 del VHC alcanza casi el 80% (Fried et al., 1995,
Semin. Liver Dis. 15:82-91.) La expresion de toda la poliproteina del VHC ha demostrado que inhibe la sefializacién
inducida por interferén en las células U2-OS del osteosarcoma humano (Heim et al., 1999, J. Virol. 73:8469-8475).
No se dio a conocer cudl era la proteina del VHC causante de este efecto.

La relacién que existe entre la respuesta a interferén y la secuencia no estructural 5 A (NS5A) del VHC es con-
trovertida. La respuesta al tratamiento con interferén varfa segtin los subtipos de VHC, siendo el subtipo VHC-1b
particularmente resistente al tratamiento con interferén (Alter ef al., 1998, MMWR Recomm. Rep. 47 (RR-19):1-39).
Una comparacion entre la secuencia del 4cido nucleico completo del VHC perteneciente a virus resistentes a interferén
y a virus sensibles a interferén procedentes de pacientes infectados con VHC manifestaban substituciones antisentido
que correspondian al extremo carboxi del NS5A (Enomoto et al., 1995, J. Clin. Invest. 96:224-230). La region de 40
aminodcidos correspondiente de la NS5A (aminodcidos 2209-2248 de la poliproteina del VHC) se ha denominado
como la regidon determinante de la sensibilidad al interferén ISDR (Enomoto et al., 1995). La ISDR se encuentra en
una region de la proteina NS5A, la cual puede unirse e inhibir la funcién de la PKR (Gale et al., Mol. Cell Biol., 1998,
18:52085218). Enomoto et al. (1996, N. Eng. J. Med. 334:77-81) propusieron un modelo en el que los pacientes que
respondian al tratamiento con interferén habian sido infectados con virus que presentaban substituciones multiples en
la ISDR (en comparacién con la secuencia prototipo de VHC 1b-J resistente a interferén) mientras que pacientes en
los que el tratamiento con interferén fracasaba habian sido infectados con virus con pocas substituciones en la ISDR.

Nousbaum et al., Journal de Virology, Octubre del 2000, volumen 74, nimero 19, paginas 9028-9038, proporcionan
indicios de fuerzas selectivas positivas que actian sobre la variabilidad del gen NSSA durante tratamiento con IFN
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y especialmente en el extremo C terminal. Los datos de este documento implican también que la resistencia viral
mediada por NS5A puede involucrar a secuencias fuera de las regiones genémicas descritas frecuentemente en la
técnica anterior (ISDR vy sitio de unién a la PKR), es decir, el tramo de secuencia de 310 a 330. Sin embargo, no puede
hallarse ninguna medida que proporcione indicios de la importancia del residuo 313 y de la substitucién isoleucina por
valina en el aumento de la probabilidad de éxito del tratamiento de la enfermedad con interferén. La técnica anterior,
por lo tanto no identifica la importancia del residuo del aminoédcido 313 y la substitucién isoleucina/valina y por eso
no anticipa la funcién técnica principal de la aplicacion practica subyacente.

De los 25 estudios que han publicado secuencias de la ISDR de virus resistentes a interferén y virus sensibles a
interferén, nueve corroboran el modelo Enomoto y concluyen que a un nivel de significancia del 5%, los datos propor-
cionan suficientes indicios de que la respuesta al interferdn y las substituciones en la ISDR son dependientes (Enomoto
et al.,1995, 1996; Chayama et al., 1997, Hepatology, 25:745-749; Kurosaki et al., 1997, Hepatology 25:750-753; Fu-
kuda et al., 1998, J. Gastroenterol. Hepatol. 13:412-418; Saiz et al., 1998, J. Infect. Dis. 177:839-847; Murashima
et al., 1999, Scand. J. Infect. Dis. 31:27-32; Sarrazin et al. 1999, J. Hepatol. 30:1004-1013; Sakuma et al., 1999,
J. Infect. Dis. 180:1001-1009). Los otros 16 estudios no pudieron concluir que existiera una correlacién (Hofgartner
et al., 1997, J. Med. Virol. 53:118-126; Khorsi et al., 1997, J. Hepatol. 27:72-77; Squadrito et al., 1997, Gastroen-
terology 113:567-572; Zeuzem et al., 1997, Hepatology 25:740-744; Duverlie et al., 1998, J. Gen. Virol. 79:1373-
1381; Franguel et al., 1998, Hepatology 28:1674-1679; Odeberg et al., 1998, J. Med. Virol. 56:33-38; Pawlotsky et
al., 1998, J. Virol. 72:2795-2805; Polyak et al., 1998, J. Virol. 72:4288-4296; Rispeter et al., 1998, J. Hepatol. 29:352-
361; Chung et al., 1999, J. Med. Virol. 58:353-358; Sarrazin et al. 1999, J Hepatol. 30:1004-1013; Squadrito et al.,
1999, J. Hepatol. 30:1023-1027; Ibarrola et al., 1999, Am. J. Gastroenterol. 94:2487-2495; Mihm et al., 1999, J. Med.
Virol. 58:227-234; Arase et al., 1999, Intern. Med. 38:461-466). De modo interesante, siete de los nueve estudios que
confirman una correlacién estdn basados en muestras aisladas de VHC procedentes de Japdon, mientras que 15 de los
16 estudios que no respaldan la existencia de correlacion estdn basados en muestras aisladas procedentes de Europa y
América del Norte. Aunque generalmente no se encuentra una correlacion estadistica significativa entre la respuesta
a interferén y la secuencia ISDR en estudios norteamericanos y europeos existen indicios de que existe una relacion.
Cuando las clases de secuencias intermedias y mutantes de la ISDR de un estudio concreto se combinan, las tasas
de respuesta al interferén son mayores a las de los pacientes con secuencias de la ISDR de tipo salvaje (Herion y
Hoofnagle, 1997, Hepatology 25:769-771).

La presente invencién se basa en el descubrimiento de que en sujetos humanos infectados con el subtipo VHC-
la, existe una asociacion significativa entre las substituciones en la secuencia de nucleétidos de la posicién 937 del
gen de NS5A del VHC y la respuesta al tratamiento con interferdn en la persona infectada. Especificamente, personas
infectadas por los virus que contienen una “G” en la posicién 937 del gen de la NS5A que da lugar a la presencia
de valina en la posicién 313 de la proteina NS5A, presentaran una probabilidad mds elevada de que se produzca una
respuesta sostenida contra el virus al administrar un tratamiento con interferén. Por otro lado, las personas infectadas
con virus que contengan una “A” en la posicién 937 del gen de la NS5A, que dé lugar a la presencia de isoleucina en
la posicién 313 de la proteina NS5A, tendran una probabilidad mds elevada de no presentar respuesta contra el virus al
administrar un tratamiento con interferén. A nuestro entender, este hecho apunta a que por primera vez se ha asociado
un nucleétido especifico y una mutacién de un aminoécido con la respuesta al tratamiento con interferén. Ademas,
la posicidn de esta mutacion particular no se encuentra en la ISDR o en el sitio de unién a la PKR de la proteina
NS5A.

Consecuentemente, la presente invencidén proporciona métodos para predecir la respuesta al tratamiento con in-
terferén en una persona infectada con VHC-1a. En un modo de realizacion, el método proporciona el polinucleétido
del VHC-1a procedente de la persona, que comprende una porcién que contiene el nucleétido de la posiciéon 937 del
gen de la NS5A y la determinacion de si el nucledtido en la posicién 937 es “G” o no lo es, en el que la presencia de
una “G” en la posicién 937 indica una probabilidad mas elevada de que la persona presente una respuesta sostenida
contra el virus al administrar un tratamiento con interferén. En otro modo de realizacién, el método proporciona el
polipéptido del VHC-1a de una persona que comprende una porcién que contiene el aminoacido de la posicién 313 de
la proteina NS5A y la determinacién de si el aminoécido de la posicién 313 es valina o no lo es, en el que la presencia
de valina en la posicién 313 indica una probabilidad mas elevada de que la persona presente una respuesta sostenida
contra el virus al administrar un tratamiento con interferén.

La presente invencion proporciona también métodos para el tratamiento de personas infectadas con el VHC. En un
modo de realizacion, el método proporciona el polinucleétido de VHC-1a procedente de una persona que comprende
una porcién que contiene el nucledtido de la posicién 937 del gen de la NS5A, la determinacién de si el nucleétido
en la posicion 937 es “G” o no lo es y si el nucledtido en la posicion 937 es “G”, el tratamiento de la persona con
interferén. En otro modo de realizacién, el método proporciona un polipéptido del VHC-1a procedente de una persona,
que comprende una porcién que contiene el amino4cido de la posicién 313 de la proteina NS5A y la determinacién de
si el aminodcido de la posicién 313 es valina o no lo es y si el aminodcido de la posicién 313 es valina, el tratamiento
de la persona con interferén.

La presente invencidn proporciona también el empleo de interferén para la preparacion de un medicamento para
el tratamiento de una nueva poblacién de pacientes. En un modo de realizacidn, la utilizacién comprende el empleo
de interferén para la preparacién de un medicamento para el tratamiento de una persona infectada con el VHC, en el
que dicha persona infectada con el VHC el nucleétido de la posicion 937 del gen de la NSS5A de un polinucleétido del
VHC-1a es una G. En otro modo de realizacidn, la utilizacién comprende el empleo de interferén para la preparacién
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de un medicamento para el tratamiento de una persona infectada con el VHC, en el que dicha persona infectada con el
VHC, el aminodcido de la posicién 313 de la proteina NS5A de un VHC-1a es valina.

En un modo de realizacién preferido de los usos anteriores el interferén se selecciona del grupo formado por
Roferon®-A, Pegasys®, Intron® A y Peg-Intron®.

La presente invencidn proporciona también un oligonucleétido que puede utilizarse para detectar una substitucion
de nucleétidos en la posicién 937 en el gen de la NS5A del VHC-1a. En los modos de realizacién preferidos, el oli-
gonucledtido posee una longitud que oscila entre 14 y 35 nucledtidos y es basicamente complementario a cualquiera
de las cadenas en una region del gen de la NS5A que contiene la posiciéon 937. La presente invencién proporciona
ademads un equipo que es ttil para predecir la respuesta a interferén en una persona infectada con el VHC-1a. Especi-
ficamente, el equipo comprende un oligonucleétido que puede utilizarse para detectar una substitucién de nucleétidos
en la posicion 937 en el gen de la NS5A del VHC-1a, en el que el oligonucleétido posee una longitud que oscila entre
14 y 35 nucleétidos y es basicamente complementario a cualquiera de las cadenas en una regién del gen de la NS5A
que contiene la posicién 937, y una polimerasa.

Las ventajas y caracteristicas siguientes de la invencidn, entre otras y la manera con la cual se llevan a cabo
seran mds obvias al considerar conjuntamente la siguiente descripcion detallada de la invencién y los ejemplos que la
acompaiian, que ilustran modos de realizacién ejemplares.

La frase “nucleétido de la posicion 937 del gen de la NS5A” significa el locus en la posicion de nucleétido 937 del
cDNA o RNA de la NS5A del VHC-1a con la secuencia que se muestra en el ID de SEC Niim:1 como la secuencia
de referencia para la alineacion, en la que el ID de SEC Num:1 representa la regién codificante de la NS5A, entre las
posiciones de nucleétidos 6264 y 7601 de la secuencia de nucledtidos del genoma del VHC-1a del GenBank con el
ndmero de accesion M67463.

La frase “aminoécido en la posicién 313 de la proteina NS5A” significa el aminoécido de la posicién 313 de la
proteina NS5A del VHC-1a con la secuencia que se muestra en el ID de SEC Nim:2 como secuencia de referencia
para la alineacidn, en la que ID de SEC Num:2 representa la secuencia polipeptidica que corresponde a la proteina
NSS5A y que comprende el tramo desde el aminodcido de la posicién 1975 al amino4cido de la posicién 2420 de la
poliproteina del genoma del VHC-1a del GenBank con nimero de accesién P26662.

Los términos “substitucion(es) de nucleétidos” y “variacién(es) de nucledtido” se usan en este documento indis-
tintamente y se refieren a cambio(s) entre nucledtidos en una posicion en la secuencia de nucleétidos de referencia de
un gen concreto.

Los términos “mutacion del aminodcido” y “substitucién del aminodcido” se usan en este documento indistinta-
mente para referirse a un cambio en un aminoécido en una posicién en una secuencia de referencia de una proteina,
que resulta de la substitucién de un nucleétido o la variacién en la secuencia de nucleétidos de referencia que codifica
la proteina de referencia.

El término “determinacién del genotipo” significa la determinacién de el(los) nucledtido(s) en un locus concreto
del gen.

El término “respuesta” al tratamiento con interferén es una respuesta deseable a la administracién de un farmaco.
Los términos “respuesta sostenida contra el virus” y “remisién completa” al tratamiento con interferén se usan en
este documento indistintamente y se refieren a la ausencia de RNA del VHC en la muestra de un sujeto infectado,
detectable mediante RT-PCR, ambos al final del tratamiento y 24 semanas después de la finalizacién del tratamiento.
Los términos “ausencia de respuesta contra el virus” y “sin respuesta” al tratamiento con interferén se usan en este
documento indistintamente y se refieren a la presencia de RNA del VHC en la muestra de un sujeto infectado detectable
mediante RT-PCR durante el tratamiento y al finalizar el tratamiento.

Los términos “muestra” o “muestra bioldgica” se refieren a una muestra de tejido o fluido aislado de un individuo,
que incluye, pero no se limita a éstos, por ejemplo, biopsia, plasma, suero, sangre, liquido cefalorraquideo, linfa,
secciones externas de la piel, del aparato respiratorio, del intestino y del aparato genitourinario, ldgrimas, saliva, leche,
células sanguineas, tumores, érganos. Se incluyen también muestras de constituyentes celulares de cultivos in vitro
(que incluyen, pero no se limitan a éstos, medio acondicionado que se obtiene del crecimiento de células en el medio
de cultivo, células supuestamente infectadas con virus, células recombinantes y componentes celulares).

Los términos “interferén” e “interferén alfa” se usan en este documento indistintamente y se refieren a la fa-
milia de proteinas especificas de especie altamanente homdlogas que inhiben la replicacién viral y la proliferacién
celular y modulan la respuesta inmunitaria. Los interferones tipicos adecuados incluyen, pero no se limitan a éstos,
interferén recombinante alfa-2b como el interferén Intron® A comercializado por Schering Corporation, Kenilworth,
N.J., interferén recombinante alfa-2a como el interferén Roferon®-A comercializado por Hoffmann-La Roche,Nutley,
N.J., interferén recombinante alfa-2C como el interferén Berofor® alfa 2 comercializado por Boehringer Ingelheim
Pharmaceutical, Inc., Ridgefield, Conn., interferén alfa-nl, una mezcla purificada de interferones alfa naturales como
Sumiferon® comercializado por Sumitomo, Japén o como el interferén alfa-n1 Wellferon® (INS) comercializado por
Glaxo-Wellcome Ltd., Londres, Gran Bretaiia, o interferén alfa consenso tal como los que se describen en las patentes
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estadounidenses Num. 4 897 471 y 4 695 623 (especialmente los ejemplos 7, 8 0 9 de estas) y el producto especi-
fico comercializado por Amgen, Inc., Newbury Park, Calif. o el interferén alfa-n3, una mezcla de interferones alfa
naturales creada por Interferon Sciences y comercializada por Purdue Frederick Co., Norwalk, Conn., bajo el nombre
comercial Alferon. Se prefiere el uso de interferén alfa-2a o alfa-2b.

El término “interferén alfa pegilado” como se usa en este documento significa conjugados modificados de inter-
ferén alfa con polietilenglicol, preferiblemente interferén alfa-2a y alfa-2b. Los interferones alfa pegilados tipicos
adecuados incluyen, pero no se limitan a éstos, Pegasys® y Peg-Intron®.

Como se utilizan en este documento, los términos “4cido nucleico”, “nucleétido”, “polinucleétido” y “oligonu-
cledtido™ se refieren a cebadores, sondas, fragmentos oligdmeros detectables, controles oligémeros y oligémeros de
bloqueo sin marcar y deberian ser genéricos a los polidesoxirribonucleétidos (que contienen 2-desoxi-D-ribosa), a los
polirribonucleétidos (que contienen D-ribosa) y a cualquier otro tipo de polinucledtido que sea un N-glucésido de una
base purina o pirimidina o de base purina o pirimidina modificadas.

Un 4cido nucleico, nucleédtido, polinucledtido u oligonucledtido puede presentar enlaces fosfodiéster o enlaces
modificados tales como fosfotriéster, fosforamidato, siloxano, carbonato, carboximetiléster, acetamidato, carbama-
to, tioéter, puente fosforamidato, puente fosfonato de metileno, fosforotioato, metilfosfonato, fosforoditioato, puente
fosforotioato o enlaces sulfona y combinaciones de éstos enlaces.

Un 4cido nucleico, nucleédtido, polinucleétido o oligonucleétido puede estar formado por las cinco bases de origen
biolégico (adenina, guanina, timina, citosina y uracilo) y/o otras bases distintas a las cinco bases de origen biolégico.
Por ejemplo, un polinucleétido de la invencién podria contener al menos una base modificada que se seleccione del
grupo que incluye, aunque no se limita a éstos, 5-fluorouracilo, 5-bromouracilo, 5-clorouracilo, 5-yodouracilo, hipo-
xantina, xantina, 4-acetilcitosina, 5-(carboxihidroximetil)uracilo, 5-carboximetilaminometil-2-tiouridina, 5-carboxi-
metilaminometiluracilo, dihidrouracilo, beta-D-galactosilqueosina, inosina, N6-isopenteniladenina, I metilguanina, 1-
metilinosina, 2,2-dimetilguanina, 2-metiladenina, 2-metilguanina, 3-metilcitosina, 5-metilcitosina, N6-metiladenina,
7-metilguanina, 5-metilaminometiluracilo, S-metoxiaminometil-2-tiouracilo, beta-D-manosilqueosina, 5’-metoxicar-
boximetiluracilo, 5-metoxiuracilo, 2-metiltio-N6-isopenteniladenina, dcido uracilo-5-oxiacético (v), wybutoxosina,
pseudouracilo, queosina, 2-tiocitosina, 5-metil-2-tiouracilo, 2-tiouracilo, 4-tiouracilo, 5-metiluracilo, uracilo-5-oxia-
cétato de metilo, 3-(3-amino-3-N-2-carboxipropil) uracilo, (acp3)w, 2,6-diaminopurina y 5-propinilpirimidina.

Ademds, un acido nucleico, nucledtido, polinucleétido o oligonucledtido puede estar formados por una o varias
estructuras de azicares modificados tales como arabinosa, 2-fluoroarabinosa, xilulosa y hexosa.

No se pretende que la presente invencion quede limitada por la fuente de dcido nucleico, nucleétido, polinucleétido
o oligonucledtido. Un 4cido nucleico, nucleétido, polinucleétido o oligonucleétido puede proceder de humanos u
otros mamiferos o cualquier otro organismo o puede derivar de cualquier fuente recombinante, sintetizarse in vitro
o mediante sintesis quimica. Un dcido nucleico, nucleétido, polinucleétido o oligonucleétido puede ser DNA, RNA,
cDNA, DNA-RNA, 4cido nucleico bloqueado (LNA), 4cido nucleico peptidico (PNA), un hibrido o cualquier mezcla
del mismo y puede existir en forma de cadena doble, cadena simple o en cadena doble parcialmente. Los dcidos
nucleicos de la invencién incluyen los 4cidos nucleicos y fragmentos de los mismos, en forma purificada o sin purificar,
que incluyen genes, cromosomas, plasmidos, los genomas de material biolégico como los microorganismos, p.€j.,
bacterias, levaduras, virus, viroides, moho, hongos, plantas, animales, humanos y similares.

No se pretende hacer distincion segtn su longitud entre los términos dcido nucleico, nucleétido, polinucleétido y
oligonucleétido y estos términos se usardn indistintamente. Estos términos incluyen DNA de cadena doble y simple,
asi como RNA de cadena doble y simple.

“Correspondiente” significa idéntico o complementario a una secuencia designada.

Ya que los mononucleétidos pueden hacerse reaccionar para producir oligonucleétidos de tal manera que el fosfato
5’ de un anillo de pentosa de un mononucleétido se una al oxigeno 3’ del préximo mediante un enlace fosfodiéster
en una direccidn, se hace referencia al final de un oligonucledtido como el “extremo 5°” si su fosfato 5’ no estd unido
al oxigeno 3’ de un anillo de pentosa del mononucleétido y como el “extremo 3’ si su oxigeno 3’ no estd unido
a un fosfato 5’ de un anillo de pentosa del mononucleétido subsiguiente. Como se utilizan en este documento, una
secuencia de dcido nucleico, incluso si se encuentra en el dentro de un oligonucleétido mayor, puede decirse también
que posee extremos 5’y 3’.

Cuando se trata de dos oligonucleétidos diferentes que no se solapan y que se hibridan con regiones diferentes de
la secuencia del mismo 4cido nucleico lineal complementaria y el extremo 3’ de un oligonucleétido apunta hacia el ex-
tremo 5’ del otro, el precedente oligonucleétido puede denominarse “en direccién 5’7 y el siguiente el oligonucleétido
“en direccién 3°”.

El término “cebador” puede referirse a mds de un cebador o una mezcla de cebadores y se refiere a un oligo-
nucledtido, ya sea de aparicion natural, como en una digestién con enzimas de restriccién purificada o producidos
sintéticamente, el cual es capaz de actuar como punto de inicio de la sintesis de polinucledtido a lo largo de una ca-
dena complementaria al colocarse en condiciones en las que se cataliza la sintesis de un producto de extensién del
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cebador que es complementario a una cadena de acido nucleico. Tales condiciones incluyen normalmente la presencia
de los cuatro desoxirribonucledsidos trifosfato diferentes y un agente que produzca la polimerizacién como la DNA
polimerasa o la transcriptasa inversa, con un tampdn adecuado (“tampdén” comprende substituyentes que son cofacto-
res o que afectan al pH, la fuerza iénica, etc.) y a una temperatura adecuada. El cebador es preferiblemente de cadena
simple para lograr una eficiencia mixima en la amplificacion.

El complemento de una secuencia de 4cido nucleico como se usa en este documento se refiere a un oligonucle6tido
que, cuando se alinea con la secuencia de dcido nucleico de modo que el extremo 5’ de una secuencia se aparea con
el extremo 3’ del otro estd en “asociacioén antiparalela”. Ciertas bases que no se encuentran frecuentemente en los
dcidos nucleicos naturales pueden aparecer en los 4cidos nucleicos de la presente invencién e incluyen, por ejemplo,
inosina, 7-deazaguanina y las que se han tratado en el documento anteriormente. No es necesario que la complemen-
tariedad sea perfecta; las cadenas dobles estables pueden contener pares de bases desapareadas o bases sin aparear.
Los expertos en las tecnologias de vanguardia sobre 4cidos nucleicos pueden determinar la estabilidad de las cadenas
dobles empiricamente considerando diferentes variables que incluyen, por ejemplo, la longitud del oligonucleétido, la
composicion de bases y la secuencia del oligonucledtido, fuerza idnica y la incidencia de pares de bases desapareadas.

Como se utilizan en este documento, el término “sonda” hace referencia a un oligonucleétido que puede formar
una estructura de cadena doble con una regién de un 4cido nucleico, gracias a la complementariedad de al menos una
secuencia en la sonda con una secuencia en la region y es susceptible de ser detectada. La sonda, preferiblemente, no
contiene una secuencia complementaria a la(s) secuencia(s) del cebador en una reaccién de la nucleasa 5’. Como se
trata posteriormente, la sonda puede estar marcada o sin marcar. El extremo 3’ de la sonda puede estar “bloqueado”
para impedir la incorporacién de la sonda en un producto de extension del cebador. El “bloqueo” puede conseguirse
utilizando bases no complementarias o mediante la adicién de un grupo quimico como la biotina o un grupo al hidroxilo
3’ del dltimo nucledtido, que puede tener dos finalidades segun el grupo que se seleccione, al actuar como un marcador
para la deteccién subsiguiente o para recoger el acido nucleico unido al marcador. El bloqueo puede conseguirse
también mediante la extraccién del OH 3’ o mediante el empleo de un nucleétido que carezca de un OH 3’ tal como
un didesoxinucleétido.

El término “marcador” como se usa en este documento se refiere a cualquier &tomo o molécula que puede utilizarse
para proporcionar una sefial detectable (cuantificable opcionalmente) y que puede estar unido a un 4cido nucleico o
proteina. Los marcadores pueden proporcionar sefiales detectables mediante fluorescencia, radioactividad, colorime-
tria, gravimetria, difraccidn o absorcién con rayos X, magnetismo, actividad enzimatica y similares. Los marcadores
convenientes para la presente invencién incluyen los que facilitan la deteccién de fragmentos del tamafio de un oligo-
nucleétido.

En ciertos modos de realizacién de la invencion, el “marcador” es un colorante fluorescente. Los marcadores
fluorescentes pueden comprender colorantes que poseen carga negativa, como los colorantes de la familia de las
fluoresceinas o colorantes que poseen carga neutra, como los colorantes de la familia de la rodamina o colorantes que
presenten carga positiva, como los colorantes de la familia de la cianina. Los colorantes de la familia de la fluoresceina
incluyen, p.ej., FAM, HEX, TET, JOE, NAN y ZOE. Los colorantes de la familia de la rodamina incluyen Texas
Red, ROX, R110, R6G, y TAMRA. Los FAM, HEX, TET, JOE, NAN, ZOE, ROX, R110, R6G, y TAMRA estidn
comercializados por Perkin-Elmer (Foster City, Calif.) y el Texas Red estd comercializado por Molecular Sondas, Inc.
(Eugene, OR). Los colorantes de la familia de la cianina incluyen Cy2, Cy3, CyS5, y Cy7 y los comercializa Amersham
(Amersham Place, Little Chalfont, Buckinghamshire, Inglaterra).

El término “colorante inhibidor” como se usa en este documento se refiere a un grupo quimico que absorbe energia
emitida por un colorante fluorescente, por ejemplo, cuando el colorante inhibidor y el colorante fluorescente estdn uni-
dos al mismo polinucleétido. El colorante inhibidor puede reemitir la energia absorbida por un colorante fluorescente
en una sefal caracteristica para este colorante inhibidor y de este modo un colorante inhibidor puede también ser un
“marcador” Este fendmeno se conoce generalmente como transferencia de energia por resonancia de fluorescencia o
FRET. Alternativamente, un colorante inhibidor puede disipar la energia absorbida por un colorante fluorescente en
forma de calor. Las moléculas utilizadas normalmente en la FRET incluyen, por ejemplo, fluoresceina, FAM, JOE,
rodamina, R6G, TAMRA, ROX, DABCYL y EDANS. El hecho de que el colorante fluorescente sea un marcador o
un colorante inhibidor viene definido por su espectro de excitacién y emision y el colorante fluorescente con el que se
empareje Por ejemplo, FAM se excita mas eficientemente con luz de una longitud de onda de 488 nm y emite luz con
un espectro de 500 nm a 650 nm, y un maximo de emisién de 525 nm. El FAM es un marcador donador adecuado para
utilizarse con, p.ej., TAMRA como colorante inhibidor, el cual posee un maximo de excitacién de 514 nm. Los colo-
rantes inhibidores no fluorescentes ejemplares que disipan energia que absorben de un colorante fluorescente incluyen
el colorante inhibidor Black Hole Quenchers™ comercializado por Biosearch Technologies, Inc. (Novato, Calif.).

Como se define en este documento, “actividad nucleasa 5° a 3" se refiere a la actividad de una polimerasa de
dcido nucleico especifico de molde que comprende bien una actividad exonucleasa 5’a 3’ tradicionalmente asociada
con algunas DNA-polimerasas, gracias a la que los nucledtidos se extraen del extremo 5° de un oligonucledtido de
manera secuencial (p.ej,DNA-polimerase 1 de E. coli posee esta actividad mientras que el fragmento Klenow no la
tiene) o una actividad endonucleasa 5’ a 3’, gracias a la que tiene lugar la escision de mds de un enlace fosfodiéster
(nucleétido) a partir del extremo 5’ o ambas. Aunque no se pretende acogerse a una teoria en concreto, el sustrato
preferido para la escisién dependiente de la actividad endonucleasa 5’ a 3’ sobre un complejo de hibridacién sonda-
molde es una cadena simple de dcido nucleico desplazada, con estructura en forma de horquilla, con la hidrélisis del
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enlace fosfodiéster que une la regién desplazada con la porcién de bases apareadas de la cadena, como se describe en
Holland et al., 1991, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88:7276-80, incorporado en este documento mediante su referencia
completa.

El término “adyacente” como se usa en este documento se refiere a la posicion del cebador con respecto a la
sonda sobre su cadena complementaria de 4dcido nucleico molde. El cebador y la sonda pueden estar separados por
mds de 20 nucledtidos, por de 1 a 20 nucleétidos aproximadamente, mds preferiblemente, de 1 a 10 nucleétidos
aproximadamente o pueden estar el uno al lado del otro, como sea deseable para su detecciéon mediante un proceso
independiente de polimerizacién. Alternativamente, para su uso en el proceso dependiente de polimerizacién, como
cuando el presente método se utilizé en una amplificacién mediante PCR y los métodos de deteccién son los que se
muestran aqui, la “adyacencia” puede presentarse en cualquier parte en la secuencia que se amplifica, en cualquier
posicion en direccién 3’ del primer de modo que la extension del primer posicionard la polimerasa de tal manera que
se produzca la escision de la sonda.

Como se utiliza en este documento, el término “polimerasa de 4cido nucleico termoestable” se refiere a una enzima
que es relativamente estable al calor en comparacién, por ejemplo, con polimerasas de nucleétidos procedentes de E.
coli y que catalizan la polimerizacién de nucledsidos trifosfato. Generalmente, las enzimas iniciardn la sintesis en el
extrem( 3’ del cebador hibridado con la secuencia diana y continuard la sintesis de una nueva cadena hacia el extremo
5’ del molde, y si poseyera una actividad nucleasa 5* a 3’, seguiria con un intermedio de hidr6lisis, hibridacion de
la sonda para liberar fragmentos de sonda marcados y sin marcar hasta que la sintesis terminara o los fragmentos
de sonda desaparecieran de la secuencia diana. En la patente estadounidense nim. 4 889 818 se describe una enzima
termoestable representativa aislada de Thermus aquaticus (Taq) y en Saiki et al., 1988, Science 239:487-91 se describe
un método para su uso en PCR convencional.

La DNA-polimerasa Taq tiene una actividad exonucleasa 5°-3” de reemplazo en la cadena de DNA pendiente de
sintesis y sustitucion de cadenas. Véase, Gelfand, “Taq DNA polymerase” in PCR Technology Principies y Appli-
cations for DNA Amplification, Erlich, Ed., Stockton Press, N.Y. (1989), capitulo 2. En solucién, se produce poca
degradacion de las sondas, en caso de que se produzca.

El término “reaccién de la nucleasa 5°” de un 4cido nucleico, cebador y sonda se refiere a la degradacién de
una sonda hibridada al 4cido nucleico cuando el cebador se extiende gracias a una polimerasa de 4cido nucleico
con actividad nucleasa 5’ a 3, como se describe mas detalladamente mas adelante. Tales reacciones se basan en las
descritas en las patentes estadounidenses ndm: 6 214 979, 5 804 375, 5 487 972 y 5 210 015 que se incorporan en este
documento mediante la referencia completa.

El término “dcido nucleico diana” se refiere a un acido nucleico que puede hibridarse con un cebador y una sonda
en una reacciéon de la nucleasa 5’ y contiene uno o varios sitios de variacion de nucledtidos.

Los términos “estrictas” o “condiciones estrictas”, como se utilizan en este documento, indican condiciones de
hibridacién de baja fuerza i6nica y temperatura elevada, como bien se conoce en la materia. Véase, p.ej., Sambrook
et al., 2001, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Third Edition, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold
Spring Harbor, Nueva York; Current Protocols in Molecular Biology (Ausubel et al., ed., J. Wiley & Sons Inc.,
New York, 1988); Tijssen, 1993, “Overview of principles of hybridization and the strategy of nucleic acid assays”
en Laboratory techniques in biochemistry and molecular biology: Hybridization with nucleic acid probes (Elsevier),
cada uno de ellos incorporado mediante referencia. Generalmente, las condiciones estrictas que se seleccionan se
encuentran entre aproximadamente 5-30°C por debajo del punto de fusién (T;) para la secuencia que se especifica
a una fuerza iénica y pH definidos. Alternativamente, las condiciones estrictas se seleccionan que estén 5-15°C por
debajo de la T; para la secuencia especificada a una fuerza iénica y pH definidos. La T es la temperatura (a una fuerza
i6nica, pH y concentracion de dcido nucleico definidas) en la que el 50% de la sondas complementarias a la diana
hibridan con la secuencia diana en estado de equilibrio (como las secuencias diana estan presentes en exceso, en la
Tt, el 50% de las sondas se encuentran ocupadas en estado de equilibrio). Por ejemplo, las condiciones de hibridacién
estrictas seran aquellas en las que la concentracién de sales sea inferior a 1,0 M de i6n sodio aproximadamente (u
otras sales), normalmente 0,01 M hasta 1 M de concentracién de i6n sodio aproximadamente a pH 7,0 hasta pH
8,3 aproximadamente y la temperatura es al menos 25°C aproximadamente para sondas de pequefia longitud (p.ej.,
de 10 a 50 nucleétidos) y al menos 55°C aproximadamente para sondas de longitud elevada (p.ej., superior a 50
nucledtidos). Las condiciones estrictas pueden modificarse también mediante la adicidén de agentes desestabilizadores
de la hibridacién como la formamida. Unas condiciones no estrictas ejemplares o poco estrictas para una sonda de
longitud elevada (p.ej., superior a 50 nucleétidos) comprenderdn un tampoén de Tris 20 mM, pH 8,5, KCI 50 mM, y
MgCl, 2 mM y una temperatura de reaccién de 25°C.

La prictica de la presente invencion utilizard a menos que se indique lo contrario, técnicas convencionales de biolo-
gia molecular, microbiologia e ingenieria genética del DNA, por los expertos en la materia. Tales técnicas se explican
completamente en la literatura. Véase, p.ej., Sambrook et al., 2001, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Third
Edition, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New York; Oligonucleotide Synthesis (M. J. Gait,
ed., 1984); Nucleic Acid Hibridization (B. D. Hames & S. J. Higgins, eds., 1984); A Practical Guide to Molecular
Cloning (B. Perbal, 1984); y una serie, Methods in Enzymology (Academic Press, Inc.).
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La secuencia de nucleétidos del genoma completo del VHC- la se encuentra disponible en el GenBank con el
nimero de accesiéon M67463 y la region codificante de la NS5A entre los nucleétidos de las posiciones 6264 y 7601se
proporciona como el ID de SEC ntim:1. La substitucién de un tnico nucleétido descubierta recientemente tiene lugar
en la posicién 937. La substituciéon G937A corresponde a un cambio en el aminodcido codificado de valina a isoleucina.

Se conocen varias técnicas en el 4mbito para la deteccion de nucledtidos o variaciones de aminodcidos y todas
ellas pueden utilizarse para poner en practica los métodos de la presente invencién. EI método concreto que se utiliza
para identificar la variacion en la secuencia no es un aspecto critico para la invencién. Aunque si se considera la puesta
en préctica, el coste y la comodidad habra métodos mds convenientes que otros, estd claro que cualquier método
que pueda identificar el nucleétido de la posiciéon 937 de ID de SEC nim:1 o el aminodcido en la posicién 313 de
ID de SEC nim:2 proporcionardn la informacidén necesaria para poner en practica la invencion. Las técnicas pueden
estar basadas en polinucleétidos o en proteinas. En cualquier caso, las técnicas utilizadas deben ser suficientemente
sensibles para detectar de manera exacta variaciones de un tnico nucleétido o variaciones de aminoacidos.

En un método de deteccién basado en polinucledtidos, la determinacion del genotipo se realiza mediante la iden-
tificacién del nucledtido presente en el sitio de substitucién, nucleétido de la posiciéon 937de ID de SEC ndim:1.
Cualquier tipo de muestra biolégica procedente de un individuo infectado con el VHC-1a que contiene polinucleétido
VHC-1un puede utilizarse para determinar el genotipo. La determinacion del genotipo puede llevarse a cabo mediante
el aislamiento de RNA del VHC utilizando métodos de extraccién de RNA estdndares conocidos en la materia. La am-
plificacion de RNA puede realizarse mediante primero la transcripcion inversa del RNA diana utilizando, por ejemplo,
una transcriptasa inversa viral y seguida de la amplificacién del cDNA resultante, o usando una reaccién en cadena de
la polimerasa con transcriptasa inversa combinada con una temperatura elevada (RT-PCR), como se describe en las
patentes estadounidenses num: 5 310 652; 5 322 770; 5 561 058; 5 641 864, y 5 693 517; cada una de ellas incorpo-
rada en este documento mediante referencia (véase también Myers y Sigua, /1995, en PCR Strategies, supra, capitulo
5). Variedad de métodos se conocen en el 4ambito para la identificacién de nucledtidos presentes en una posicién de
nucleétido concreta.

El nucledétido en la posicidon 937puede identificarse mediante métodos de secuenciacion del DNA, como el método
de terminacion de cadenas (Sanger et al., 1977, Proc. Natl. Acad. Sci. 74:5463-5467, incorporado en este documento
mediante su referencia), que son bien conocidos en el 4mbito. En un modo de realizacién, se amplifica una subse-
cuencia del gen que contiene el sitio de sustitucién y se clona en un plasmido adecuado y después se secuencia o se
secuencia directamente. La secuenciacion basada en la PCR se describe en la patente estadounidenses nim. 5 075 216;
Brow, en PCR Protocols, 1990, (Innis et al., eds., Academic Press, San Diego), capitulo 24; y Gyllensten, en PCR Te-
chnology, 1989 (Erlich, ed., Stockton Press, New York), capitulo 5; cada una incorporada en este documento mediante
referencias. Normalmente, la secuenciacion se lleva a cabo utilizando un secuenciador automatico comercializado, por
ejemplo, por PE Biosystems (Foster City, Calif.), Pharmacia (Piscataway, N.J.), Genomyx Corp. (Foster City, Calif.),
LI-COR Biotech (Lindoln, Nebr.), GeneSys technologies (Sauk City, Wis.) y Visable Genetics, Inc. (Toronto, Canada).

El nucleétido en la posicion 937 puede identificarse mediante métodos para la determinacion del genotipo basados
en la amplificacién. Se han descrito una variedad de métodos de amplificacion de 4cidos nucleicos y pueden utilizarse
en ensayos que detecten cambios de una sola base en un dcido nucleico diana. Un método preferido es la reaccién
en cadena de la polimerasa (PCR), que se conoce bien en el ambito y se describe en las patentes estadounidenses
nim. 4 683 195; 4 683 202; y 4 965 188; cada una de ellas incorporada en este documento mediante referencia.
Pueden encontrarse ejemplos de numerosos articulos publicados que describen los métodos y aplicaciones de la PCR
en PCR Applications, 1999, (Innis et al., eds., Academic Press, San Diego), PCR Strategies, 1995, (Innis et al., eds.,
Academic Press, San Diego); PCR Protocols, 1990, (Innis et al., eds., Academic Press, San Diego); y PCR Technology,
1989, (Erlich, ed., Stockton Pre Nueva York); cada uno de ellos incorporado en este documento mediante referencias.
Los proveedores como PE Biosystems (Foster City, Calif.) comercializan los reactivos para la PCR y publican los
protocolos de la PCR.

Otros métodos de amplificacién adecuados incluyen la reaccién en cadena de la ligasa (Wu y Wallace 1988, Geno-
mics 4:560-569); el ensayo de desplazamiento de cadena (Walker et al., 1992, Proc. Nati. Acad. Sci. USA 89:392-396,
Walker et al. 1992, NucleicAcids Res. 20:1691-1696, y la patente estadounidense nim. 5 455 166); y varios sistemas
de amplificacion basados en la transcripcion que incluyen los métodos descritos en las patentes estadounidenses niim.
5437990; 5409 818; y 5399 491; el sistema de amplificacion de transcripcion (TAS) (Kwoh et al., 1989, Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 86:1173-1177); y replicacion autosustentable de secuencias (3SR) (Guatelli et al., 1990, Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 87:1874-1878 y WO 92/08800); cada una de ellas incorporada en este documento mediante referencia.
Alternativamente, pueden utilizarse métodos que amplifican la sonda hasta niveles detectables, como la amplificacién
con replicasa QB (Kramer y Lizardi, 1989, Nature 339:401-402, y Lomeli et al., 1989, Clin. Chem. 35:1826-1831,
ambos incorporados en este documento mediante referencias). Se proporciona una revisién de los métodos de am-
plificacion conocidos en Abramson y Myers, 1993, Current Opinion in Biotechnology 4:41-47, incorporados en este
documento mediante referencias.

El nucledétido en la posicion 937 se puede identificar utilizando amplificaciones especificas de secuencia o métodos
de extension del cebador, que se basan en el efecto inhibidor de un desapareamiento terminal del cebador sobre la
accion de la DNA-polimerasa para extender el cebador. Para detectar una secuencia utilizando una amplificacién
especifica de secuencia o un método basado en la extension, se escoge un cebador complementario al gen de la NSS5A
de modo que el nucleétido 3’ terminal se hibrida en la posicién de substitucién. En presencia de la variante especifica
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a identificar, el cebador se empareja a la secuencia diana en el extremo 3’ y el cebador se extiende. En ausencia de
la variante especifica, el cebador posee un desapareamiento 3’ en relacion con la secuencia diana y la extensién del
primer o bien se elimina o se reduce significativamente. La amplificacién especifica de alelo o los métodos basados
en la extension se describen, por ejemplo, en la patente estadounidense nim. 5 137 806; 5 595 890; 5 639 611; y
en la patente estadounidense nim4 851 331, cada una de ellas incorporada en este documento mediante referencias.
Si se utiliza la determinacion del genotipo basada en la amplificacion especifica de secuencia la identificacién de la
substitucién requiere s6lo la deteccidn de la presencia o ausencia de la secuencia diana amplificada. Los métodos para
la deteccion de la secuencia diana amplificada son bien conocidos en el dmbito. Por ejemplo, la electroforesis en gel
(véase Sambrook et al., 1989, supra.) y los ensayos de hibridacion de la sonda que se han descrito anteriormente se
han utilizado ampliamente para la deteccién de la presencia de acidos nucleicos.

Un método alternativo sin sonda, al que se hace referencia aqui como PCR en tiempo real, en la que la generacion de
acido nucleico amplificado se detecta mediante la determinacién del aumento de DNA de cadena doble en la mezcla
de reaccion se describe en Higuchi et al., 1992, Bio/Technology 10:413-417; Higuchi et al., 1993, Bio/Technology
11:1026-1030; Higuchi y Watson, en PCR Applications, supra, Capitulo 16; Patente estadounidense niim. 5,994,056;
y numeros de publicacién de patente europea: 487 218 y 512 334, cada uno de ellos incorporado en este documento
mediante referencias. La deteccion de DNA diana de cadena doble se basa en el aumento de fluorescencia que el
bromuro de etidio (EtBr) y otros colorantes emiten al unirse al DNA de cadena doble. El aumento del DNA de cadena
doble que se obtiene de la sintesis de las secuencias diana da lugar a un aumento en la cantidad de colorante unido al
DNA de cadena doble y a un aumento en la cantidad de fluorescencia concomitante. En la determinacion del genotipo
en la que se utilizan métodos de PCR en tiempo real, las reacciones de amplificacién se realizaron utilizando un par
de cebadores especificos para uno de los alelos, de modo que cada amplificacién pueda indicar la presencia de un
alelo concreto. El genotipo de la muestra puede determinarse al realizar dos amplificaciones, una en la que se usan
cebadores especificos para la G en la posicion 937 y otra que utiliza cebadores especificos para la A en la posicién
937.

El nucleétido en la posicion 937 se puede identificar utilizando métodos basados en sondas, en los que se cuenta con
la diferencia de estabilidad de las cadenas dobles hibridadas que se forman entre la sonda y las variantes de nucleétidos
que difieren en el grado de complementariedad. En condiciones de hibridacion suficientemente estrictas, las cadenas
dobles se forman sélo entre la sonda y la diana que se empareje con esta de forma exacta. La presencia de cadenas
dobles de hibridacién estables puede detectarse mediante cualquiera de los métodos bien conocidos. Generalmente,
se prefiere amplificar el dcido nucleico previamente a la hibridacién para facilitar la deteccién. Sin embargo, no es
necesario si se puede obtener dcido nucleico suficiente sin realizar una amplificacion.

En algunos modos de realizacion, el nucleétido presente en la posicion 937 se identifica mediante hibridacién en
condiciones de hibridacién especificas de secuencia con una sonda oligonucleétida exactamente complementaria a la
region del gen de la NS5A que contiene la posicidén 937. La secuencia de hibridacién de la sonda y las condiciones de
hibridacién especificas de secuencia se seleccionan de manera que un tnico desapareamiento en el sitio de substitucién
desestabiliza la cadena doble de hibridacién de modo suficiente para que no se forme efectivamente. Por lo tanto, en
condiciones de hibridacién especificas de secuencia, las cadenas dobles estables se formaran sélo entre la sonda y la
secuencia exactamente complementaria. Por esto, estdn dentro del alcance de la invencidn los oligonucleétidos de 14 a
60 nucledtidos de longitud, preferiblemente de 14 a 35 nucleédtidos de longitud, que son complementarios exactamente
a la region del gen de la NS5A que incluye la posicion 937.

En otros modos de realizacion, el nucleétido presente en la posicién 937 se identifica mediante la hibridacion,
en condiciones estrictas de hibridacién suficientes, con un oligonucledtido basicamente complementario a la regién
del gen de la NS5A que incluye la posicién 937. En este modo de realizacidn, las condiciones de hibridacién son
menos estrictas de modo que permiten la formacién de cadenas dobles estable con la secuencia diana, mientras que
son suficientemente estrictas para descartar la formacién de cadenas dobles estables con secuencias diferentes a la
secuencia diana. Por lo tanto, estdn dentro del alcance de la invencidn los oligonucleétidos de 14 a 60 nucleétidos de
longitud, preferiblemente de 14 a 35 nucledtidos de longitud, que son badsicamente complementarios a la region del
gen NS5A que contiene la posicién 937.

El uso de oligonucleétidos bdsicamente complementarios, mejor que complementarios exactamente, puede ser
conveniente en tipos de ensayos en los que la optimizacién de las condiciones de hibridacién estd limitada. Por ejem-
plo, en un tipo de ensayo tipico de secuencias diana inmovilizadas con multiples sondas, las sondas para cada diana se
inmovilizan en un soporte sélido tnico. La hibridacién se realiza simultineamente poniendo en contacto el soporte s6-
lido con una solucién que contiene el DNA diana. Ya que todas las hibridaciones se realizan en condiciones idénticas,
las condiciones de hibridacién no se pueden optimizar por separado para cada sonda. La incorporacién de desapa-
reamnientos en una sonda puede emplearse para ajustar la estabilidad de la cadena doble, cuando el tipo de ensayo
descarta la posibilidad de ajustar las condiciones de hibridacién. El efecto de la introduccién de un desapareamiento
concreto sobre la estabilidad de la cadena doble se conoce bien y la estabilidad de la cadena doble puede determinarse
de manera estimada o empiricamente, como se ha descrito anteriormente.

Un oligonucleétido adecuado de la presente invencion para su uso en métodos basados en sondas, que contiene
una region de hibridacion, ya sea basicamente complementaria o exactamente complementaria a la reglon diana de ID
de SEC NUM:1 o al complemento de ID de SEC NUM:1, en el que la regién diana contiene la posicién 937, puede
seleccionarse utilizando las sugerencias, bien conocidas en la materia, que se proporcionan en este documento. De
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forma similar, las condiciones de hibridacién adecuadas, que dependen del tamafio y de la secuencia de la sonda, se
pueden seleccionar empiricamente utilizando las sugerencias, bien conocidas en la materia, que se proporcionan en
este documento. El uso de sondas oligonucledtidas para detectar diferencias en el apareamiento de una sola base en la
secuencia se describen en, por ejemplo, Conner et al., 1983, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 80:278-282, y en la patente
estadounidense num. 5 468 613 y 5 604 099, cada una de ellas incorporada en este documento mediante referencia.

El cambio proporcional de la estabilidad entre una cadena doble de hibridacién apareada perfectamente y otra en
la que existe un desapareamiento de una sola base depende de la longitud de los oligonucledtidos hibridados. Las
cadenas dobles formadas con sondas de secuencia corta se desestabilizan proporcionalmente en mayor grado con la
presencia de un desapareamiento. En la practica, los oligonucledtidos de entre 14 y 35 nucleétidos de longitud se
prefieren en la deteccidn especifica de secuencia. Ademds, debido a que los extremos del oligonucleétido hibridado
se someten a una disociacién continua al azar y a rehibridacién causada por la energia térmica, un desapareamiento
en cualquiera de los extremos desestabiliza la cadena doble de hibridacién en menor grado que un desapareamiento
que ocurre en el interior. Preferiblemente, para la discriminacién de un sélo cambio en un par de bases en la secuencia
diana, se selecciona la secuencia de la sonda que hibride con la secuencia diana de modo que el sitio de substitucién
del nucleétido tenga lugar en la regién interior de la sonda.

El criterio anterior de seleccién para la seleccién de una sonda que se hibride al ID de SEC NUM:1 se aplica a la
region de hibridacién de la sonda, es decir, a la parte de la sonda que estd implicada en la hibridacién con la secuencia
diana. Una sonda puede estar unida a una secuencia de acido nucleico adicional, como una cola de poli-T, que se
utiliza para inmovilizar la sonda, sin que se alteren significativamente las caracteristicas de hibridacién de la sonda.
Los expertos en la materia serdn conocedores de que para su uso en los presentes métodos una sonda que esté unida a
una secuencia de dcido nucleico adicional que no es complementaria a la secuencia diana y, por lo tanto, no participa
en la hibridacidn, es equivalente bdsicamente a una sonda que no esté unida. En los modos de realizacién preferidos
de métodos basados en sondas para la determinacién del genotipo de la NS5A, se amplifica una secuencia de acido
nucleico del gen de la NS5A que contiene el sitio de substitucién y se hibrida a las sondas en condiciones estrictas de
hibridacién suficientes. La secuencia de nucleétidos se deduce a partir del patrén de unién de las sondas a la secuencia
diana amplificada. En este modo de realizacidn, la amplificacion se realiza para proporcionar dcido nucleico suficiente
para su andlisis mediante hibridacién con sondas. Por lo tanto, los cebadores se designan de modo que se amplifique
una regién del gen de la NS5A que contiene el sitio de substitucion independientemente de cual sea el nucleétido
que esté presente en la muestra. La amplificacion independiente de secuencia se consigue utilizando cebadores que
hibriden con las regiones conservadas del gen de la NS5A.

Los tipos de ensayos para la deteccion de hibridos que se forman entre sondas y secuencias de 4cidos nucleicos
en una muestra se conocen bien en el dmbito e incluyen el tipo de ensayo con la diana inmovilizada y los tipos que
utilizan sonda inmovilizada. Estos tipos de ensayos estdn descritos en las patentes estadounidenses nim. 5 310 893;
5451 512; 5468 613; y 5 604 099; cada una de ellas incorporada en este documento mediante referencia. Ademas,
las tecnologias con microchip o de andlisis en micromatriz son aplicables también al método de deteccién basado
en sondas de la presente invencion. Basicamente, en los microchips, se inmovilizan una gran cantidad de diferentes
sondas oligonucledtidas en una matriz sobre un sustrato o vehiculo, p.ej. un chip de silicio o una ldmina de vidrio.
Las secuencias de dcido nucleico diana que se analizan pueden ponerse en contacto con las sondas oligonucledtidas
inmovilizadas en el microchip (Lipshutz et al., 1995, Biotechniques, 19:442-445). Alternativamente, las multiples
secuencias de dcido nucleico diana que se estudian se fijan sobre un substrato y las secuencias diana inmovilizadas
se ponen en contacto con un conjunto de paneles de sonda (Drmanac et al., 1998, Nature Biotechnology, 16:54-58).
Se han desarrollado un gran nimero de tecnologias de andlisis con microchip que incorporan una o varias de las
técnicas descritas anteriormente para la deteccién de mutaciones de un tnico nucledtido. Las tecnologias de andlisis
con microchip, en combinacién con herramientas de andlisis informatizadas, permiten realizar cribados a gran escala.
La adaptacion de las tecnologias de andlisis con microchip a la presente invencion serd mas obvia para los expertos en
la materia si se examinan la presente publicacion (Wilgenbus et al., 1999, J. Mol. Med., 77:761-786).

Una técnica preferida para la determinacion del genotipo basada en sondas para detectar para detectar substitucio-
nes de nucledtidos en la presente invencion es la “reaccion de la nucleasa 5°”, los modos de realizacién de la cual se
describen en las patentes estadounidenses num. 5 270 015; 5 487 972; y 5 804 375; y Holland et al., 1988, Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 88:7276-7280, cada una de ellas incorporada en este documento mediante referencia. Los reactivos
e instrumentos utilizados para llevar a cabo la reaccién de la nucleasa 5° como el sistema COBAS TAQMAN™ de
Roche Diagnostics son conocidos por los expertos en la materia.

En resumen, en una reaccién de la nucleasa 5°, se pone en contacto un dcido nucleico con un cebador y una sonda
en condiciones en las que el cebador y la sonda se hibridan con una cadena de 4cido nucleico. El 4cido nucleico, el
cebador y la sonda se ponen también en contacto con una polimerasa de 4cido nucleico con actividad nucleasa5’ a 3’.
Las polimerasas de dcido nucleico que poseen actividad 5’ a 3’ pueden escindir la sonda hibridada con el 4cido nucleico
en direccion 3’ del cebador. El extremo 3’ del cebador proporciona el sitio de unién principal para la polimerasa de
dcido nucleico. Cuando la polimerasa que estd unida alcanza el extremo 5° de la sonda, la polimerasa puede escindir
fragmentos de la sonda.

El cebador y la sonda pueden designarse de modo que se hibriden en posiciones préximas en el dcido nucleico,
para que la unién de la polimerasa de 4cido nucleico al extremo 3’ del cebador automdticamente la ponga en contacto

10



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 294 589 T3

con el extremo 5’ de la sonda. En este proceso, no se requiere la polimerizacién para colocar la polimerasa de acido
nucleico polimerasa en la posicion para realizar la escision. El término “escision independiente de la polimerizacién”
se refiere a este proceso.

Alternativamente, si el cebador y la sonda se hibridan en regiones distantes en el espacio del 4cido nucleico, la
polimerizacién debe suceder antes de que la polimerasa de dcido nucleico alcance el extremo 5’ de la sonda. A medida
que la polimerizacién continua, la polimerasa escinde progresivamente fragmentos del extremo 5’ de la sonda. El
proceso de escision continua hasta que el resto de la sonda se ha desestabilizado hasta el punto en que se disocia de la
molécula molde. El término “escision dependiente de la polimerizacién” se refiere a este proceso.

Una ventaja del proceso de escision independiente de la polimerizacion reside en que la amplificacion del 4cido
nucleico no es necesaria. En ausencia de la extensién del cebador, el dcido nucleico es basicamente de cadena simple.
Gracias a que el cebador y la sonda estdan unidos en posiciones adyacentes en el dcido nucleico, pueden generarse series
de hibridacién de oligonucledtidos y escisién de fragmentos. Por lo tanto, se puede generar una cantidad suficiente de
fragmentos, que permite su deteccion en ausencia de polimerizacion.

En cualquier proceso, se proporciona una muestra que contiene el dcido nucleico. El 4cido nucleico que contie-
ne la muestra puede primero transcribirse inversamente en cDNA, si es necesario y a continuacién desnaturalizarse,
mediante cualquier método de desnaturalizacién adecuado, que comprende métodos fisicos, quimicos o enziméti-
cos, conocidos por los expertos en la materia. Un método fisico preferido para la separacién de cadenas implica la
aplicacién de calor al 4cido nucleico hasta lograr su completa desnaturalizacién (>99%). La desnaturalizacién tipica
mediante calor comprende temperaturas que oscilan entre 80°C aproximadamente hasta 105°C aproximadamente, para
tiempos que oscilan entre 1 y 10 minutos. Como alternativa a la desnaturalizacidn, el 4cido nucleico puede existir en
forma de cadena simple en la muestra, como por ejemplo, en virus de RNA o virus de DNA de cadena simple.

La cadena de 4cido nucleico desnaturalizada se incuba entonces con un cebador y una sonda en condiciones de
hibridacién, condiciones que permiten la unién del cebador y la cadena de 4cido nucleico. En algunos modos de
realizacion, pueden usarse dos cebadores para amplificar el dcido nucleico. Como se conoce en la materia, los dos
cebadores se seleccionan de modo que sus posiciones relativas a lo largo del acido nucleico sean tales que el producto
de extension sintetizado por un cebador, cuando el producto de extension se separa de su molde (complemento), sirve
como molde para la extension del otro cebador para producir una réplica de la cadena de longitud definida.

Debido a que las cadenas complementarias poseen normalmente una longitud superior a la sonda o el cebador,
las cadenas tienen mds puntos de contacto y por lo tanto, mayor probabilidad de encontrarse en cualquier periodo de
tiempo. Un exceso molar de sonda, més el cebador, ayuda a decantar el equilibrio hacia la hibridacién del cebador y
la sonda en vez de hacia la rehibridacion del molde.

El cebador debe tener una longitud suficiente para propiciar la sintesis de productos de extensién en presencia
de un agente de polimerizacién. La longitud y composicién exacta del cebador dependerda de varios factores, que
comprenden la temperatura de la reaccidn de hibridacién, el origen y fuente del cebador, la proximidad entre el sitio
de hibridacién de la sonda y el sitio de hibridacion del cebador y la proporcion de la concentracion entre el cebador y
la sonda. Por ejemplo, segtin la complejidad de la secuencia, el cebador oligonucleétido normalmente contiene entre
15 y 30 nucledtidos aproximadamente, aunque puede contener mis o menos nucleétidos. Los cebadores deben ser
suficientemente complementarios para hibridarse selectivamente con sus cadenas respectivas y formar cadenas dobles
estables.

Cada cebador puede seleccionarse de modo que sea “substancialmente” complementario a una cadena del dcido
nucleico. No es necesario que los cebadores reflejen la secuencia exacta del molde, pero deben ser suficientemente
complementarios para que se hibriden selectivamente a sus respectivas cadenas. Pueden intercalarse bases no com-
plementarias o secuencias de mayor longitud en el cebador o en los extremos del cebador, siempre que el cebador
mantenga una complementariedad suficiente con su cadena molde para formar una cadena doble estable con ella. Las
secuencias de nucle6tidos no complementarias de los cebadores pueden contener sitios reconocibles por las enzimas
de restriccion.

Para aumentar la probabilidad de que la sonda se haya hibridado a su 4cido nucleico complementario antes de
que la polimerizacién en la extensioén del cebador alcance la region de cadena doble o antes de que la polimerasa
se una al oligonucleétido en direccién 5° en el proceso independiente de la polimerizacién, pueden utilizarse una
amplia variedad de técnicas. Las moléculas de cebador de poca longitud requieren generalmente temperaturas mas
frias para formar complejos hibridos suficientemente estables con el 4cido nucleico. Por lo tanto, puede disefiarse una
sonda de mayor longitud que el cebador para que la sonda se hibride preferiblemente al dcido nucleico a temperaturas
superiores, en relacién con la hibridacién del cebador.

Pueden utilizarse también cebadores y sondas con una estabilidad térmica diferente. Por ejemplo, la composicién
de nucledtidos de la sonda puede seleccionarse de modo que posea un contenido de G/C superior y por consiguiente
mayor estabilidad térmica que el cebador. O por ejemplo, pueden incorporarse bases de DNA no convencionales
en los cebadores o sondas para obtener una mayor o menor estabilidad térmica en comparacién con cebadores o
sondas que s6lo contienen bases de DNA convencionales. Los pardmetros de los ciclos térmicos pueden modificarse
para beneficiarse de la estabilidad térmica diferencial de la sonda y el cebador. Por ejemplo, después de la fase de
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desnaturalizacion en el ciclo térmico puede aplicarse una temperatura intermedia que permite que la sonda se una,
pero impide que el cebador se una y entonces se reduce mds la temperatura par permitir que el cebador se hibride y se
extienda.

Preferiblemente, para favorecer la unién de la sonda antes que la del cebador puede utilizarse un exceso molar
elevado de sonda en relacién con la concentracién de cebador. Tales concentraciones de sonda oscilan normalmente
en una proporcién de 2 a 20 veces superior, que la concentracion del cebador respectivo, que es generalmente de 0,5 x
10"Ma5x 107 M.

Los cebadores y la sonda pueden prepararse mediante cualquier método adecuado. Los métodos para preparar
oligonucleétidos de secuencia especifica son conocidos en la materia e incluyen, por ejemplo, la clonacién y la restric-
cion de secuencias apropiadas y la sintesis quimica directa. Los métodos de sintesis quimica pueden comprender, por
ejemplo, el método fosfotriéster descrito por Narang et al., 1979, Methods in Enzymology 68:90, el método fosfodiés-
ter descrito por Brown et al., 1979, Methods in Enzymology 68:109, el método deldietilfosforamidato presentado en
Beaucage et al., 1981, Tetrahedron Letters 22:1859 y el método en soporte sélido descrito en la patente estadounidense
ndm. 4 458 066. Ademas, pueden afiadirse modificaciones en los oligonucleétidos para afectar el comportamiento de
las enzimas con respecto a los oligonucledtidos. Por ejemplo, la incorporacién de enlaces fosfodiéster modificados
(p-¢j., fosforotioato, metilfosfonatos, fosfoamidato o boranofosfato) o enlaces distintos a los derivados del dcido fos-
foroso en una sonda pueden usarse para prevenir la escisién en un sitio que se seleccione; o, por ejemplo, la inclusién
de azicares modificados en 2’ con un grupo amino favorecerd probablemente el desplazamiento hacia la digestion del
oligonucleétido.

La extension del cebador(s) oligonucledtido dependiente de molde se cataliza mediante un agente de polimeri-
zacion en presencia de cantidades adecuadas de los cuatro desoxirribonucleésidos trifosfato (dATP, dGTP, dCTP y
dTTP) o andlogos, como se describe anteriormente, en un medio de reaccién compuesto por sales, cationes metalicos
y sistemas de taponamiento del pH adecuados. Los agentes de polimerizacion adecuados son enzimas que catalizan la
sintesis del cebador y la sintesis de DNA dependiente del molde y poseen una actividad nucleasa 5” a 3’. Las DNA-po-
limerasas que se conocen incluyen, por ejemplo, DNA-polimerasa I de E. coli, DNA-polimerasa 7th, DNA-polimerasa
de Bacillus stearothermophilus, DNA-polimerasa de Thermococcus littoralis, DNA-polimerasa Tag y DNA-polime-
rasa Z05. Las condiciones de reaccién para catalizar la sintesis de DNA con estas DNA-polimerasas se conocen bien
en la materia. Para que el agente de polimerizacidn sea ttil en la presente invencion, debe escindir el oligonucledtido
eficientemente y liberar fragmentos marcados para que se genere la sefial directa o indirectamente.

Los productos de la sintesis son moléculas de cadena doble que estdn formadas por cadenas molde y las cadenas
de extension del cebador. Los fragmentos de sonda son los subproductos de esta sintesis, que pueden estar formados
por una mezcla de mono-, di- y fragmentos de oligonucleétidos de mayor longitud. Los ciclos de desnaturalizacion,
hibridacién entre la sonda y el cebador, extension del cebador y escision de la sonda que se producen repetidamente
dan lugar a una acumulacién exponencial de la region definida por los cebadores y a la generacién exponencial de
fragmentos marcados. Se realizan un nimero de ciclos suficiente para alcanzar una cantidad de fragmentos de sonda
detectable, que es generalmente varios érdenes de magnitud superior que la sefial de fondo.

En un método preferido, la reaccién de la PCR se realiza como un proceso automatico que utiliza enzimas ter-
moestables. En este proceso la mezcla de reaccién se somete a ciclado con una fase de desnaturalizacién, una fase
de hibridacién de la sonda y el cebador y una fase de sintesis, en las que la escisién y el desplazamiento ocurren de
manera simultdnea con la extension del cebador dependiente del molde. Puede emplearse un ciclador térmico, como
la maquina comercializada por Applied Biosystems, que estd disefiada especificamente para su uso con una enzima
termoestable.

En este proceso automdtico se prefiere una polimerasa termoestable, ya que el modo preferido de desnaturali-
zacion de los productos de extension de cadena doble es mediante la exposicién a una temperatura elevada (95°C
aproximadamente) durante el ciclo de la PCR. Por ejemplo, la patente estadounidense nim. 4 889 818 presenta una
enzima termoestable representativa procedente de Thermus aquaticus. Otras polimerasas termoestables representa-
tivas incluyen, p.ej., la polimerasas que se extraen de las bacterias termoestables Thermus flavus, Thermus ruber,
Thermus thermophilus, Bacillus stearothermophilus (que poseen una temperatura Optima algo inferior a las que se
han mencionado anteriormente), Thermus lacteus, Thermus rubens, Thermotoga maritima, Thermococcus littoralis y
Methanothermus fervidus.

La sonda en la reaccion de la nucleasa 5’ es cualquier oligonucleétido que pueda utilizarse para identificar el
genotipo del dcido nucleico diana. Normalmente, la sonda contiene una secuencia de nucleétidos que corresponde
a una regién del 4cido nucleico diana. Para poner en practica los métodos de la presente invencion, la regién debe
contener la posicién 937 del gen de la NS5A.

La secuencia de nucledtidos de la sonda puede tener una longitud cualquiera para que genere fragmentos en la
reaccion de la nucleasa. En ciertos modos de realizacion, la secuencia de nucleétidos de la sonda es frecuentemente de
al menos 6 nucleétidos de longitud y menos de 140 nucleétidos. En un modo de realizacion, la sonda presenta entre
14 y 60 nucleétidos de longitud. En un modo de realizacién preferido, la sonda tiene entre 14 y 35 nucledtidos de
longitud. La longitud de la sonda se escogerd de modo que aporte suficiente estabilidad termodindmica para asegurar
la hibridacién de la sonda a la diana, en la temperatura de la fase de hibridacién en la PCR. Por ejemplo, las sondas que
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presentan bases de DNA no convencionales pueden ser de mayor o menor longitud que las que tienen bases de DNA
convencionales. Como en otro ejemplo, las sondas con secuencias ricas en A/T tienen mayor longitud que las que
presentan secuencias ricas en G/C. El lugar de la variacién del nucledtido puede estar ubicado en cualquier lugar de la
secuencia de nucledtidos de la sonda. En los modos de realizacion preferidos, el lugar de la variacion del nucleétido
no estd en el extremo 5’ de la secuencia de nucledtidos de la sonda.

Normalmente, la secuencia de nucledtidos de la sonda es idéntica o complementaria a la regién diana. Sin embargo,
la secuencia de nucleétidos de la sonda puede tener menos del 100% en grado de similitud o complementariedad con
la regién de nucledtidos diana. En ciertos modos de realizacién de la invencién, la secuencia de nucleétidos de la
sonda puede presentar un grado de similitud o complementariedad con la regién de nucleétidos diana de un 99%,
98%, 97%, 96%, 95%, 90%, 85% o 80%. En ciertos modos de realizacion de la invencidn, la secuencia de nucledtidos
de la sonda se hibrida con la regién de nucleétidos diana en condiciones estrictas. En otros modos de realizacién de la
invencion, la secuencia de nucleétidos de la sonda se hibrida con la regién de nucleétidos diana en condiciones poco
estrictas.

Ademais de la secuencia de nucleétidos de la sonda, la sonda puede contener secuencias de nucleétidos adicionales
u otros grupos que no interfieren con los métodos de la invencién inmediata. En unos modos de realizacién de la
invencién adecuados, la sonda puede contener secuencias de nucledtidos adicionales u otros grupos que faciliten los
métodos de la invencién inmediata. Por ejemplo, la sonda puede estar bloqueada en su extremo 3’ terminal para evitar
que se propicien amplificaciones no deseadas. Pueden estar presentes también grupos en la sonda que desestabilicen
la hibridacién de la sonda o de los fragmentos de la sonda con la secuencia de nucleétidos diana.

En ciertos modos de realizacién de la invencion, la sonda puede contener un marcador. En unos modos de realiza-
cién adecuados, el marcador puede ser un marcador que facilite la determinacién de tamafio de los fragmentos de la
sonda diana que se producen por las reacciones de la nucleasa.

La sonda se puede marcar mediante la incorporacién de regiones detectables a través de medios espectroscopicos,
fotoquimicos, bioquimicos, inmunoquimicos o quimicos. El método para unir o conjugar el marcador a la sonda
oligonucleétida dependerd, por supuesto, del tipo de marcador(es) utilizados y la posicién del marcador en la sonda.

En el ambito se conocen una gran variedad de marcadores que serian adecuados para utilizarlos en el andlisis, as{
como métodos para la inclusién de los marcadores en la sonda, estos son, pero no se limitan a enzimas (p.ej., fosfatasa
alcalina y peroxidasa de rdbano picante) y substratos enzimaticos, dtomos radiactivos, colorantes fluorescentes, cro-
moforos, marcadores quimioluminescentes, marcadores electroluminescentes como el Origin™ (Igen), ligandos que
tienen parejas de unién especificas o otros marcadores que puedan reaccionar el uno con el otro, para aumentar, alterar
o disminuir una sefial. Se da por supuesto que si las reacciones de nucleasa se tienen que realizar utilizando un Thermo
Cycler, el marcador tiene que soportar la temperatura de ciclado de este proceso automatizado.

Entre los atomos radiactivos se prefiere el **P. En el dmbito se conocen los métodos para introducir el *P en los
dcidos nucleicos y estos son, por ejemplo, el marcador 5’ con cinasa o la insercién aleatoria mediante la traslacién
de mellas. Normalmente, los enzimas se pueden detectar por su actividad. “Pareja de unién especifica” se refiere a
una proteina que puede unirse a una molécula de ligando con una alta especificidad, como por ejemplo en el caso
de un antigeno y un anticuerpo monoclonal especifico del mismo. Otras parejas de enlace especificas son la biotina
y la avidina o la estreptavidina, la IgG y la proteina A, y las numerosas parejas de ligandos-receptores conocidas en
la materia. Deberia entenderse que la descripcidn anterior no pretende clasificar los diversos marcadores en distintas
clases, ya que el mismo marcador puede ser utilizado de diferentes modos. Por ejemplo, el '*T puede utilizarse como
marcador radiactivo o como un reactivo electron denso. El HRP puede utilizarse como enzima o como antigeno
para un anticuerpo monoclonal. Ademds, se pueden combinar diversos marcadores para obtener el efecto deseado.
Por ejemplo, se puede marcar una sonda con biotina y detectar su presencia con avidina marcada con 'I, o con
un anticuerpo monoclonal antibiotina marcado con HRP. Otras permutaciones y posibilidades serdn evidentes por
aquellos entendidos en la materia y se consideran equivalentes dentro del alcance de la presente invencion.

Los marcadores se pueden unir al oligonucleétido directa o indirectamente mediante una gran variedad de técnicas.
Dependiendo del tipo preciso de marcador que se utilice, el marcador podra estar situado en el extremo 5 0 3’ de la
sonda, internamente en la secuencia de nucledtidos de la sonda o unido al brazos espaciadores de varios medidas y
composiciones para facilitar las interacciones de la sefial. Utilizando reactivos de fosforamidita disponibles en el Mer-
cado, se pueden producir oligémeros que contienen grupos funcionales (p.ej., tioles o0 aminas primarias) en cualquier
extremo, a través de una fosforamidita protegida adecuadamente y estos se pueden marcar utilizando los protocolos
descritos en, por ejemplo, PCR Protocols: A Guide to Methods y Applications, ed. by Innis et al., Academic Press,
Inc., 1990.

Los métodos para introducir reactivos que ejercen la funcién de un oligonucleétido para introducir una o mas
regiones sulfhidrilo, amino o hidroxilo en la secuencia de la sonda oligonucledtida, generalmente en el extremo 5° se
describen en la patente estadounidense nim. 4 914 210. Un grupo fosfato 5’ se puede introducir como radioisotopo
utilizando cinasa polinucleétida y [gamma->2P] ATP para obtener un grupo indicador. La biotina se puede afiadir al
extremo 5’ mediante la reaccién de un residuo de aminotimidina o un ligador alquilamino, introducidos durante la
sintesis con un éster N-hidroxisuccinimida de biotina.
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Los marcadores en el extremo 3’ pueden utilizar transferasa terminal polinucledtida para afiadir la regién deseada,
como por ejemplo, la cordicepina **S-dATP, y dUTP biotinilado.

Los derivados de los oligonucleétidos también son marcadores disponibles. Por ejemplo, el eteno-dA y el eteno-A
son nucleétidos de adenina fluorescentes conocidos que se pueden incorporar en una sonda oligonucledtida. De forma
similar, el eteno-dC es otro andlogo que puede utilizarse en la sintesis de la sonda. Las sondas que contienen dicho
derivado nucleétido se pueden hidrolizar para liberar de un modo mucho mds intenso mononucleétidos fluorescentes
mediante la actividad nucleasa 5° a 3’ de la polimerasa de los extremos, del mismo modo que la DNA polimerasa
extiende un cebador durante la PCR.

En un modo de realizacién preferido para practicar la presente invencion, el marcador es fluorescente para fa-
cilitar la deteccién de los fragmentos oligonucledtidos. Los marcadores incluyen, pero no se limitan a fluoresceina,
polihalofluoresceinas preferiblemente hexaclorofluoresceina, coumarinas, rodaminas, cianinas, oxazinas, tiacinas y
esquarainas. En un modo de realizaciéon aun mds preferente, una sola sonda se marca doblemente con un colorante
fluorescente (es decir, un marcador) y un inhibidor. Cuando la sonda estd intacta, la fluorescencia del marcador se para
con un inhibidor. La escisién de la sonda entre el marcador y el inhibidor resulta en una disminucién de la inhibicién
de la fluorescencia emitida por el marcador. Una combinacién ejemplar para practicar este aspecto de la invencion es
el colorante fluorescente rodamina 590 y el inhibidor cristal violeta.

La identidad del nucleétido en la posicién 937 del gen de 1a NSS5A se puede determinar en el mismo andlisis con
la determinacién del tipo o del subtipo del VHC en una muestra (es decir, andlisis genotipico del VHC) utilizando
una sola reaccién nucleasa del extremo 5°. En dicho modo de realizacidn, una sonda que se utiliza para detectar la
substitucién de nucleétidos en la posicion 937 en el gen NS5A se mezcla con una o mds sondas que se utilizan para
el andlisis genotipico del VHC (por ejemplo sondas que hibridan en la regién 5’UTR del genoma del VHC donde hay
una diversidad de secuencias elevada) dentro de una sola reaccién nucleasa 5°. En un modo de realizacién preferido,
cada sonda individual constard de su inico marcador (por ejemplo un tnico colorante fluorescente) para distinguir su
sefial del sefial(es) generados desde otras sondas dentro de la la misma reaccién nucleasa 5’.

El nucleétido en la posicidon 937 se puede identificar utilizando una derivacién de la reaccién nucleasa denomi-
nada andlisis de hibridacién/fusién post PCR. Las sondas marcadas doblemente (es decir, sondas que constan de un
colorante fluorescente con un inhibidor) en las reacciones nucleasa 5°, se han utilizado normalmente para generar
sefales fluorescentes durante la PCR a tiempo real o cinético, en la forma de una curva de crecimiento, desde la cual
se calcula un Ct y se utiliza para generar resultados en un algoritmo cuantitativo o cualitativo. Durante este proce-
s0, la sonda se escinde mediante una enzima con actividad nucleasa 5°, generando asi una variedad de fragmentos
de DNA, algunos de los cuales aun permanecen marcados con el indicador fluorescente. Una vez generados estos
fragmentos, ya no pueden participar en la generacion de sefiales. Sin embargo, en algunas circunstancias, la sonda
doblemente marcada intacta en toda su longitud se puede dejar atrds, después de que la PCR se haya completado.
Si hay una cantidad de sonda sobrante suficiente, se puede utilizar para conseguir mas informacién sobre el dcido
nucleico diana que se ha amplificado, mediante la realizacién de una fase de fusion durante la cual la sonda se fundira
en el 4cido nucleico diana y el cambio en la fluorescencia resultante utilizado para determinar la temperatura de fusién
(Tf) de la sonda en este 4cido nucleico diana concreto, que se puede correlacionar con secuencias que encajen y que
no encajen (es decir, andlisis genotipico). El cambio en la fluorescencia se debe al cambio en la distancia entre el
indicador fluorescente y el inhibidor, como las transiciones de la sonda entre una estructura aleatoria y una estructura
hibridada, con las bases apareadas del acido nucleico diana. Mediante la realizacién de una PCR asimétrica en el que
la concentracién del cebador que genera la cadena a la que la sonda se une estd en exceso, se reducird la cantidad
de sonda escindida durante la PCR y se asegurard que sobra suficiente sonda para realizar el andlisis de fusién post
PCR.

El nucledétido en la posicion 937 se puede determinar mediante la utilizacién de compuestos o agentes intercalados
obstaculizantes o agentes, tal y como se describe en la patente estadounidense ntim. 6 031 098 incorporada por la
presente mediante referencia en su totalidad. Brevemente, estos compuestos que pueden llevar un marcador detectable
o pueden realizar fot6lisis catalizadora son suficientemente obstaculizantes de modo que se intercalan sélo entre bases
de nucledtidos en presencia de malapareamiento de bases, y se utilizan para detectar variaciones de nucleétido tnico.

Otra técnica 1itil a la hora de detectar el nucledtido en la posicién 937 es la espectrometria de masas (EM). La
tecnologia de EM mads usada generalmente en el drea del genotipaje de los dcidos nucleicos ha sido el Matrix Assisted
Laser Desorption Ionization (MALDI-MS) aunque Liquid Chromatography emparejado al Electrospray/lonspray (LC-
ESI/MS) también estd adquiriendo importancia como un instrumento importante. Normalmente, la determinacién de
la secuencia de dcidos nucleicos mediante EM se hace a través de métodos de secuenciacién de DNA convencionales
como el método de terminacién de cadena, utilizando un cebador junto con una mezcla definida de desoxiribonucle6-
tidos y didesoxiribonucledtidos y la medicion de la “escala” resultante mediante MALDI. En otro método descrito en
la patente estadounidense nim. 6 258 538, por la presente incorporada mediante referencia en su totalidad, el 4cido
nucleido diana se inmoviliza en un soporte sélido. Entonces, se hibrida un cebador al dcido nucleico diana en un lugar
adyacente a la posicion nucledtida que va a ser analizada. La extension del cebador se lleva a cabo en presencia de
una mezcla seleccionada de desoxiribonucleétidos y didesoxiribonucledtidos. La mezcla resultante de los cebadores
extendidos y no extendidos se analiza mediante espectrometria de masa para determinar la identidad del nucledtido en
la posicién en cuestion.
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Las técnicas de deteccidn basadas en las proteinas también pueden ser utiles, especialmente a la hora de determi-
nar la identidad del amino4cido en la posicién 313 de la proteina NS5A de VHC-1a de la presente invencion. Para
detectar variaciones de aminodcidos, pueden usarse técnicas de secuenciacion de proteinas. Por ejemplo, la proteina
NS5A o fragmentos de la misma, se pueden sintetizar mediante expresién recombinante, utilizando un fragmento de
polinucleétido NS5A, aislado de un individuo para ser analizado. Preferiblemente, se utiliza un fragmento del cDNA
de NS5A de no mas de 100 a 150 pares de bases que rodea el nucledtido de la posicién 937. La secuencia de aminoé-
cidos del péptido se puede determinar, entonces, mediante métodos de secuenciacion de proteinas convencionales. La
técnica de espectrometria de masa tandem HPLC microscépica, desarrollada recientemente, también se puede utilizar
para determinar las variaciones de la secuencia de aminodcidos. En esta técnica, la digestién proteolitica se realiza
en una proteina y la mezcla de péptidos resultante se separa mediante separacion en cromatografia en fase invertida.
Entonces, se realiza la espectrometria de masa tandem y los datos recogidos se analizan. Véase Gatlin et al., Anal.
Chem., 72:757-763 (2000).

Otras técnicas de deteccion de gran utilidad basadas en las proteinas son los andlisis de inmunoafinidad basados
en los anticuerpos especificos de idiotipo, es decir, anticuerpos especificos a las proteinas que constan de substitucio-
nes de aminodcidos, segtn la presente invencién. Los anticuerpos se pueden utilizar para inmunoprecipitar proteinas
especificas a partir de muestras de solucién o para realizar una inmunotransferencia de proteinas separadas por p.ej.
geles de poliacrilamida. Los métodos inmunocitoquimicos se pueden utilizar también para detectar polimorfismos es-
pecificos de proteina en tejidos o células. También otras técnicas bien conocidas basadas en los anticuerpos se pueden
utilizar, son, por ejemplo, ensayo de inmunoabsorcién enzimatica (ELISA), radioinmunoensayo (RIA, por sus siglas
en inglés), ensayo immunoradiométrico (IRMA, por sus siglas en inglés) y ensayo inmunoenzimético (LEMA, por sus
siglas en inglés), incluyendo andlisis tipo sandwich que utilizan anticuerpos monoclonales o policlonales. Véase p.ej.,
las patentes estadounidenses nims. 4 376 110 y 4 486 530, las cuales estdn incorporadas aqui por referencia.

La presente invencion también se refiere a equipos y a recipientes que contienen componentes Utiles para practicar
el presente método. Un equipo de gran utilidad puede contener oligonucleétidos utilizados para detectar la substitucién
nucledtida en la posicion 937 en la substitucién génica NS5A en la posicién 937. En algunos casos, las sondas de
deteccién se pueden fijar a una membrana de soporte adecuada. El equipo también puede contener cebadores de
amplificacion para amplificar la regién del locus NS5A que rodea el lugar de substitucidn, ya que estos cebadores son
muy ttiles en un modo de realizacién preferente de la invencién. Alternativamente, los equipos pueden contener un
conjunto de cebadores que constan de un cebador especifico de secuencia para la amplificacién especifica del gen de la
NSS5A. Otros componentes opcionales de 1os equipos son reactivos adicionales, utilizados en los métodos de genotipaje
como se describe en este documento. Por ejemplo, un equipo puede contener, adicionalmente, un agente para catalizar
la sintesis de productos de extension del cebador, substratos de trifosfatos nucledsidos, medios para marcar y/o detectar
acidos nucleicos (por ejemplo, un conjugado de enzima de avidina y substrato de enzima y cromogen si el marcador es
biotina), tampones adecuados para la amplificacion o las reacciones de hibridacion y instrucciones para llevar a cabo
el presente método.

Los ejemplos de la presente invencidn presentados a continuacién se proporcionan sélo con propdsitos ilustrativos
y no para limitar el alcance de la invencion. Los numerosos modos de realizacién de la invencién dentro del alcance
de las reivindicaciones que siguen a los ejemplos serdn evidentes para aquellos entendidos en la materia a partir de la
lectura del texto precedente y los siguientes ejemplos.

Ejemplos
Resumen del estudio clinico del Roferon

El ensayo N-139203/NV14524B de Roferon®-A (IFN-a-2A) era un estudio clinico aleatorizado, multicéntrico en
fase ITI completado el Julio de 1997. El objetivo era comparar la eficacia y la seguridad del Roferon®-A (un tratamiento
de 6 MIU a 3 MIU) durante 24 semanas y 48 semanas en el tratamiento de pacientes créonicos de VHC (ver Tabla 1).

La distribucién de los genotipos de VHC entre los pacientes se presenta en la Tabla 2. Basdndose en la probabilidad
de respuesta investigada utilizando el procedimiento de Logistic Regression en SAS, no se encontraron diferencias en
las medidas del pre-estudio (viremia, genotipos del VHC, respuesta viral, edad, sexo, género, raza, drea de superficie
corporal, estadio de la enfermedad, indice de actividad histolégica, y ALT).

Las etapas utilizadas para la recolecciéon de las mediciones bioquimicas (test de enzimas hepaticos o ALT) y
virolégicas (carga viral por PCR) para el andlisis de los datos son Semana O (primer dia de tratamiento activo del
ensayo), Semana 12, Semana 20, Semana 24, Semana 48 y Semana 72. Todos los andlisis, incluyendo tablas, listados
y gréaficos se realizaron utilizando el procedimiento SAS PROC GLM. La tasa de respuesta era del 15% en el grupo
de la Semana 24 y del 19% en el grupo de la Semana 48 y eran estadisticamente equivalentes.
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TABLA 1

Clasificacion de los grupos

grupo |{Duracidén por dosis Duracidén por (Nimero total Numero total
de 6 MIU recibida dosis de 3 de pacientes |de pacientes
MIU recibida con ausencia

de eficacla de

seguimiento
Grp 1 12 semanas 12 semanas 212 26
Grp 2 12 semanas 36 semanas 210 45
TABLA 2
Distribucion de los genotipos
GENOTIPO Nam. en Grp 1 Ndm. en Grp 1
la 89 83
1b 55 55
2%-c 29 33
3%-b 30 23
4c 2 1
6 0 1
ausente 7 4

Resumen del Andlisis de la Secuencia

Se realiz6 un gréfico tanto para la respuesta bioquimica (ALT) como para la virolégica (PCR) en varios puntos
temporales y se utiliz6 para valorar el resultado del tratamiento (ver Tabla 3 para las reglas de clasificacion de los re-
sultados del tratamiento). Utilizando suero almacenado de los pacientes de un ensayo clinico con Roferon (NV14524),
se obtuvieron, de Professional Genetics Laboratories (PGL, en Uppsala, Suecia), las secuencias de la regién NS5A
del subgenoma viral pre-tratamiento y durante-tratamiento de pacientes Sin respuesta (SR) o con Remisién completa
(RC). Se incluyeron en el analisis 28 muestras de un total de 110 pacientes de VHC-1b (18 SR,10 RC) y 24 muestras
de un total de 182 VHC-1a (13 SR, 11 RC) se incluyeron en el andlisis. Se utiliz6 MineSet de Silicon Graphics para
construir arboles de decision y para clasificar las personas en base al resultado del tratamiento.

TABLA 3

Categorias de resultado del tratamiento con IFN

Resultado Normas

Sin res- Los pacientes muestran presencia de RNA del VHC detecta-
puesta ble mediante RT-PCR a lo largo del tratamiento y al final
(SR} del tratamiento.

Recaida Los pacientes muestran ausencia de RNA del VHC detectable
(R} sérico mediante RT-PCR en un determinado momento durante

el tratamiento, seguido por una deteccidn posterior de
RNA del VHC durante el tratamiento, seguido de una poste-

rior deteccidén de RNA del VHC al final del tratamiento

Recaida Los pacientes muestran ausencia de RNA del VHC sérico me-
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post tra- diante RT-PCR al final del tratamiento, seguido de una
tamiento posterior deteccién de RNA del VHC 24 semanas después de
(RPT) finalizar el tratamiento.

Remisién Los pacientes muestran ausencia de RNA del VHC sérico de-
completa tectable mediante RT-PCR al final del tratamiento y 24
(RC) semanas después del final del tratamiento.

El cambio aminoacidico en la regiéon NS5A se transformé a formato binario. Alternativamente, los datos de la se-
cuencia se representaron mediante la construccién de una tabla con todos los aminodcidos posibles para cada posicion
de residuo de la proteina, utilizando un “0” para indicar que el residuo no estd presente y un “1” para indicar que el
residuo estd presente, para anotar la secuencia aminoacidica real. El software identificé mutaciones que fueron aso-
ciadas bien a remisién completa o a no respuesta al tratamiento con IFN. A partir de los arboles, se construyeron las
normas que describian el trayecto escogido para alcanzar las “hojas” de cada rama, por ejemplo, de las 8 secuencias
de VHC-1b que tenian una valina en la posicién 73 pero no tenian una alanina en la posicién 195, todas fueron no
respuesta. Asimismo, se establecieron otras normas para todas las “hojas” del arbol. La estrategia habitual de andlisis
para la construccién del arbol de decision es dividir los datos en dos partes, una para construir el arbol y otra para
comprobar el arbol. Dado el pequefio nimero de pacientes de los que se obtuvieron los datos de la secuencia NS5A, se
utilizaron todos los datos para construir el drbol. Cuando las normas se aplicaron a los datos otra vez, el indice de no
clasificacién fue del 14% para VHC-1b y del 4% para VHC-1a. Los resultados detallados para VHC-1a se presentan
en la Tabla 4.

TABLA 4
Evaluacion de la prediccion de NS5A-1a

Muestra Respuesta Aminodcido |Muestra Respuesta Aminoacido
actual en la po- actual en la po-
sicién 313 sicién 313
97-2195 SR I 97-2226 RC I
87-2227 SR I 97-2229 RC \Y%
97-2228a SR I 97-2232 RC A
97-2228b SR 1 97-2234 RC \Y%
97-2231a SR I 97-2235 RC \Y
97-2231b SR I 97-2237 RC v
97-2236 SR ) 98-654a RC Y%
97-2481 SR I 98-654b RC v
38-648 SR v 98-656 RC \Y
98-650 SR I 98-657 RC v
98-652a SR I 939-662 RC \Y%
98-652b SR I
98-653 SR I

Por lo tanto, 92 % de V313I = NR

De acuerdo con estos resultados, la asociacion del residuo aminoacidico 3131 (Isoleucina) con SR era estadistica-
mente significativa (test exacto de Fischer, p<0,001) en pacientes con VHC-1a que tenfan una probabilidad 5,5 veces
superior de no presentar respuesta (resistencia al tratamiento con interferén). La observacion del patrén de la secuencia
(residuos 73V & 195A) en pacientes con VHC-1b no fue estadisticamente significativa (test de ji-cuadrado, x* con 2
grados de libertad=1,49).
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Amplificacion secuencia-especifica/Extension del Cebador

La amplificacién preferente de una variacién nucleotidica respeto a otra se puede conseguir mediante el cambio de
la base en el extremo 3’ de uno de los cebadores. Para amplificar preferentemente la variante “A”, la mejor opcion es
disefiar un cebador en direccién 5° en la cadena sentido, terminando con una A en lugar de una G, para favorecer el
malapareamiento A-C que es mds desestabilizante que el malapareamiento G-T.

La longitud del cebador se determina mediante la intencién de conseguir una Tf total de aproximadamente 65°C pa-
ra cada cebador, utilizando la Oligonucledtido Properties Calculator de 1a Northwestern University, http://www.basic.
northwestern.edufblotoolsloligocalc.html. La medicién de Sales Ajustadas se utiliza en todos los casos. Un ejemplo
de cebador en direccién 5’ es el siguiente:

Cadena sentido: 5’- GATTCGCCCCAGCCCTGCCCA*-3 (N[jM. ID. SEC.:3) (el asterisco indica el nucledtido
de la posicién 937)

El cebador apareado en direccion 3’ se puede disefiar utilizando el Oligo Primer Analysis Software, version 6.32
(Molecular Biology Insights, Inc.). Un ejemplo de tal cebador se muestra a continuacion:

Cadena ani-sentido: 5’- GGCCAAGGCAGTAGGTAGGGT-3’ (NUM. ID. SEC.:4)

Para amplificar preferentemente la variante “G”, una opcién es disefiar un cebador direccién 3’ en la cadena anti-
sentido del DNA diana, que termina con una C en lugar de una T para obtener el malapareamiento C-A mds deses-
tabilizante. Para una desestabilizacién adicional de la base terminal malpareada, se pueden usar t-butil-bencil-dA o t-
butil-bencil-dC, respectivamente, para la dltima base, afiadiendo un grupo voluminoso que puede afiadir obstruccién
estedrica en la extensién del molde perfectamente apareado por encima del molde malpareado. Un ejemplo de cebador
en direccién 3’ es el siguiente:

Cadena anti-sentido: 5’- GTAGTCCGGCCGCCGCGCCCAGAC*-3’ (NUM. ID. SEC.:5) (el asterisco indica el
nucledétido de la posicién 937)

Un ejemplo del cebador apareado en direccion 5°, también utilizando Oligo 6.32, se muestra a continuacién:

Cadena sentido: 5’- CATAGGTTTGCGCCCCCTTGC-3’ (NUM. ID. SEC.:6)

Las condiciones de amplificacién deberian ser el maximo de rigurosas posible para facilitar la amplificacién de
una variante y sobre la otra. Esto se puede conseguir mediante la seleccién meticulosa de las condiciones de cada
ciclo termal, especialmente la temperatura de hibridacidén/extension para asegurarse que favorece la apareamiento
3’ perfecto apareado sobre el malapareamiento del par de bases 3’. El Tf del cebador se disefa alrededor de 65°C,
de modo que se comprueban las temperaturas de hibridacion de 58-65°C para determinar la mejor temperatura para
favorecer la variante nucleotidica de interés.

Las condiciones de ciclo termal tipicas, tal y como se usan en un instrumento del tipo COBAS TagMan 96, serian:
95°C durante 20 segundos, seguido por la hibridacién/extension a 58-65°C durante 40 segundos, en un total de 35 ciclos
de amplificacién. Después de la amplificacion, los productos de la PCR se pueden visualizar mediante electroforesis
en un gel de agarosa al 2,5%. Ademds, el colorante intercalador, Sybr Green se puede afiadir a una concentracion de
0,2x durante la amplificacién para una deteccién en PCR en tiempo real utilizando un ciclador termal capaz de leer el
aumento de sefal del colorante, tal como el ABI PRISM 7700.

La mezcla principal para una PCR tipica consiste en los siguientes elementos, mostrados en concentracion final
por 100 ul de reaccioén:

Polimerasa ZO5 20 unidades
Tricina, pHS8,0 100 mM

KOAc, pH7,5 25 mM

Glicerol 9,0%

dATP 200 uM
dUTP 200 uM
dGTP 200 uM
dCTP 200 uM
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Cebador 1 25 pmol
Cebador 2 25 pmol
Reaccion nucleasa 5’

Un malpareamiento de un solo par de bases puede diferenciarse utilizando una sonda quimica de nucleasa 5’ y una
optimizacion cuidadosa de la temperatura de hibridacién/extension para favorecer la escision del molde perfectamente
apareado sobre el molde malapareado. Las sondas de nucleasa 5° que contienen un colorante indicador (por ejemplo,
FAM) y un colorante inhibidor de la fluorescencia (por ejemplo,. CY5), se disefian habitualmente con una Tf de
aproximadamente 10 grados por encima de las Tfs de los cebadores, para facilitar que la sonda se hibride a la secuencia
diana antes de la extension de los cebadores y la posterior escisién de la sonda. Esta escision separa el colorante
indicador del colorante inhibidor, permitiendo que se puedan medir las emisiones del colorante indicador. En rondas
repetidas de PCR, estas emisiones del colorante aumentan con el aumento de amplicones generados y se pueden
representar en una grafica como curvas de crecimiento, mostrando un aumento en la fluorescencia a medida que
aumenta el nimero de ciclos. Un malapareamiento entre la secuencia sonda y la molde puede desestabilizar la unién
y la posterior escisién de la sonda.

Un ejemplo de una sonda nucleasa 5’ para diferenciar entre las variantes “G” y “A” se muestra a continuacion:

Cadena anti-sentido: 5’-FAM-CAGA(C/T)GGGCAGGGCTGGGGCGA-CY5-3" (NUM. ID. SEC.:7)

La sonda nucleasa 5’ se afiade a la mezcla de reaccién de PCR como se describe en el ejemplo previo, a una
concentracion final de 10 pmol. Esta sonda estd disefiada para tener una Tf de aproximadamente 72°C para que se unan
antes los cebadores que estdn disefiados para tener una Tf de aproximadamente 65°C. Los cebadores compatibles para
esta region de sonda también se disefian utilizando el programa Oligo 6,32 y los ejemplos se muestran a continuacién:

Cebador de la cadena sentido: 5’- GAGATGGGCACCATCACC-3’ (NUM. ID. SEC.:8)

Cebador de la cadena anti-sentido: 5’- GGCCAAAGTAGGTAGGGT-3’ (NUM. ID. SEC.:9)
Se pueden utilizar condiciones de ciclo termal similares, tal y como se menciona en el ejemplo previo.

Se puede utilizar un ciclador termal capaz de excitar el colorante indicador y medir su posterior emisién fluores-
cente, tal como el COBAS TagMan 96 o el ABI PRISM 7700.

Andlisis de fusion post-PCR

Otro método para distinguir las variaciones de un tnico par de bases es disefiar cebadores que amplifiquen el
area alrededor del sitio de variacién, después de la reacciéon de PCR, que generen una de curva de fusién utilizando
sondas marcadas con fluorescencia disefiadas para hibridarse con la regidon de interés. Normalmente, una curva de
fusion se genera mediante la desnaturalizaciéon de los productos amplificados en la PCR después del ciclo final de
amplificacion en la presencia de sondas marcadas con fluorescencia, mediante calentamiento a 95°C. La temperatura
es entonces rdpidamente enfriada a 40°C para favorecer la rehibridacion rapida de las sondas a las regiones homologas
del amplicon. Entonces la temperatura es lentamente aumentada a 80°C, con lecturas de fluorescencia frecuentes en
cada fase de temperatura. Cuando la temperatura alcanza el punto donde las sondas se disocian del amplicén, se
produce un cambio en la fluorescencia de las sondas marcadas y este cambio en la fluorescencia se puede medir. Un
malapareamiento de un Unico par de bases entre la sonda y el amplicén, causard la disociacion o “fusién” de la sonda
a una temperatura mas temprana que en el caso de que fuera un apareamiento perfecto, permitiendo diferenciar las dos
especies por sus respectivas temperaturas de fusion. El cebador de 1a PCR y la sonda de la prueba en el ejemplo de la
nucleasa 5’ se pueden utilizar para generar las curvas de fusion.

Ademds, se puede utilizar otro tipo de prueba de PCR utilizando una sonda de hibridacién quimica para generar
curvas de fusion diferenciales, sin embargo en este caso, utilizando dos sondas en lugar de una. La primera sonda,
conocida como sonda de “anclaje”, se disefia para tener una Tf a una temperatura superior a la segunda, la sonda
“sensora”. La sonda de anclaje se sintetiza con un colorante donante en el extremo 3’°, como el FAM. La sonda sensora
es marcada en el extremo 5’ con un colorante receptor, como el LC640. Durante la hibridacién de la PCR, las dos
sondas son disefladas para unirse a la regién de interés con un espaciado de 1 a 5 nucleétidos entre el extremo 3’ de
la sonda donante y el extremo 5’ de la sonda receptora. Durante este paso se transfiere la energia fluorescente desde
el colorante FAM al receptor LC640 y se mide la emision del colorante LC640. Para el siguiente paso de la PCR, se
aumenta la temperatura para favorecer la extenién del producto de la PCR y la disociacidn del par de oligo-sondas,
preservando asi las sondas para los siguientes ciclos de PCR y la posterior generacion de curvas de fusién. En este
caso se puede utilizar un perfil de temperatura de PCR de tres pasos:

Paso de desnaturalizacién a 95°C durante 20 seg
Paso de hibridacion a 58°C durante 20 seg
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Paso de extensién a 72°C durante 40 seg durante un total de 45 ciclos.

Esta PCR se debe hacer en un instrumento capaz de excitar el colorante FAM y de medir la emisién del colorante
LC640, tal como el LightCycler 2.0.

Un ejemplo profético de dos sondas de hibridacion que se pueden utilizar como sonda de anclaje y sonda sensora

para diferenciar las dos variantes de NS5A, también utilizando los cebadores descritos en el ejemplo de la nucleasa 5°,
es el siguiente:

Sonda de anclaje: 5’-AGTCTCGGAGATTCGCCCC-FAM3’ (NUM. ID. SEC.:10)

Sonda sensora: 5°-LC640-GCCCTGCCC(A/G)TCTG-3’ (NUM. ID. SEC.:11)

La sonda de anclaje ha sido disefiada para tener una Tf de 62°C, y la sonda sensora ha sido disefiada para tener una
Tf de 53°C para un apareamiento perfecto de la sonda sensora al amplicén. Un malapareamiento de un dnico par de
bases es mds probable que proporcione una Tf al menos 4°C inferior a la de un apareamiento perfecto. La sonda de
anclaje en este caso es espaciada con un Unico par de bases entre esta y la sonda sensora.

Secuenciacion de PCR

Los cebadores descritos en el ejemplo de la reaccién nucleasa 5° (NUM. ID. SEC.:8 y NUM. ID. SEC.:9) se pueden
utilizar para la secuenciacién de PCR utilizando las condiciones de PCR descritas previamente.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para predecir la respuesta de un sujeto humano infectado con VHC-1a a un tratamiento con interferén
que comprenda:

a) proporcionar un polinucleétido de VHC-1a de dicho sujeto humano que comprenda una porcién que incluya la
posicién nucleotidica 937 del gen NS5A; y

b) determinar si dicho nucleétido en posicién 937 es G o no, donde la presencia de una G en posicién 937 indica
una mayor probabilidad de respuesta viroldgica sostenida al tratamiento con interferén por dicho sujeto humano.

2. Uso de interferén para la preparaciéon de un medicamento para el tratamiento de un sujeto humano infectado
con VHC, donde en dicho sujeto humano infectado con VHC la posicién nucleotidica 937 del gen NS5A de un
polinucleétido VHC-1a es una G.

3. El método de la reivindicaciéon 1 donde la determinacién del nucledtido de la posicion 937 del gen NSSA
comprende la determinacién del tipo o subtipo de cepa del VHC que infecta al sujeto humano.

4. El método de las reivindicaciones 1 o 3 donde dicho paso decisivo comprenda la realizacién de una prueba capaz
de detectar una tnica sustitucion nucleotidica en la posicién 937 del gen NS5A.

5. El método de las reivindicaciones 1, 3 o 4 donde dicha prueba o paso decisivo comprenda la secuenciacién de
una parte del gen NS5A que incluya la posicidon nucleotidica 937.

6. El método de las reivindicaciones 1, 3 o 4 donde dicha prueba o paso decisivo comprenda una amplificacién de
secuencia especifica o un ensayo de extension del cebador.

7. El método de las reivindicaciones 1, 3 o 4 donde dicha prueba o paso decisivo comprenda un ensayo de reaccién
con una nucleasa 5.

8. El método de las reivindicaciones 1, 3 o 4 donde dicha prueba o paso decisivo comprenda un ensayo de andlisis
de fusién post-PCR.

9. Un método para predecir la respuesta de un sujeto humano infectado con VHC-1a a un tratamiento con interferén
que comprenda:

a) proporcionar un polipéptido VHC-1a de dicho sujeto humano que comprenda una porcién que incluya la posi-
cién aminoacidica 313 de la proteina NS5A, y

b) determinar si dicho aminoécido en posicién 313 es Valina o no, donde la presencia de Valina en posicién 313
indica una mayor probabilidad de respuesta virolégica sostenida a tratamiento con interferén por dicho sujeto humano.

10. Uso de interferén para la preparacion de un medicamento para el tratamiento de un sujeto humano infectado
con el VHC, donde en dicho sujeto humano infectado con el VHC la posicién aminoacidica 313 de la proteina NS5A
de una proteina VHC-1a es Valina.

11. El uso de la reivindicacién 2 o la reivindicacién 10 donde el tratamiento con interferén se selecciona a partir
de un grupo consistente en Roferon®-A, Pegasys®, Intron® A, y Peg-Intron®.

12. Un método para predecir la respuesta de un sujeto humano infectado con VHC-1a a tratamiento con interferén
que comprenda:

a) proporcionar un polinucleétido VHC-1a de dicho sujeto humano que comprenda una porcién que incluya la
posicién nucleotidica 937 del gen NS5A, y

b) determinar si dicha posicién nucleotidica 937 es una A o no, donde la presencia de una A en la posicién 937
indica una mayor probabilidad de no-respuesta viroldgica a tratamiento con interferén por dicho sujeto humano.

13. El método de la reivindicacién 12 donde la determinacion del nucledtido de la posicion 937 del gen NSS5A
comprenda la determinacién del tipo o subtipo de cepa de VHC que infecta al sujeto humano.

14. El método de la reivindicacién 12 donde dicho paso decisivo que comprenda la realizacién de una prueba capaz
de detectar una tnica sustitucion nucleotidica en la posicién 937 del gen NS5A.

15. El método de cualquiera de las reivindicaciones de la 12 a la 14 donde dicha prueba o paso decisivo comprenda
la secuenciacion de una porcién del gen NS5A que incluya la posicion 937.
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16. El método de cualquiera de las reivindicaciones de la 12 a la 14 donde dicha prueba o paso decisivo comprenda
una amplificacién de secuencia especifica o un ensayo de extension del cebador.

17. El método de cualquiera de las reivindicaciones de la 12 a la 14 donde dicha prueba o paso decisivo comprenda
un ensayo de reaccion de nucleasa 5°.

18. El método de cualquiera de las reivindicaciones de la 12 a la 14 donde dicha prueba o paso decisivo comprenda
un ensayo de fusién post-PCR.

19. Un método para predecir la respuesta de un sujeto humano infectado con VHC-1a a tratamiento con interferén
que comprenda:

a) proporcionar un polinucleétido VHC-1a de dicho sujeto humano que comprenda una porcion que incluya la
posicion aminoacidica 313 de la proteina NS5A, y

b) determinar si dicho aminodcido en posicién 313 es Isoleucina o no, donde la presencia de Isoleucina en posicién
313 indica una mayor probabilidad de no-respuesta viroldgica sostenida a tratamiento con interferén por dicho sujeto
humano.

20. Uso de un oligonucleétido de longitud entre 14 y 35 nucleétidos y siendo esencialmente complementario a
cualquiera de las cadenas en una regién del gen NS5A que incluya la posicién nucleotidica 937 para predecir la
respuesta de un sujeto humano infectado con VHC-1a al tratamiento con interferén.

21. El uso de la reivindicacion 20, donde dicha region se extienda desde la posicion nucleotidica 908 a la posicién
nucleotidica 957 de ID SEC NUM.:1.

22. El uso de la reivindicacién 20 seleccionada a partir del grupo que consiste en ID SEC NUM:3, ID SEC NUM:5,
ID SEC NUM:7, ID SEC NUM:10, y ID SEC NUM:11.
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LISTA DE SECUENCIAS
<110> F. Hoffmann-La Roche AG
<120> NSS5A Variacion de la secuencia de nucle6tidos como marcador para la Respuesta del interferén
<130> caso 22600
<160> 11
<170> PatentIn version 3.2

<210>1

<211> 1338

<212> DNA

<213> Virus Hepatitis C
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<400> 1
tcctggctaa gggacatctg ggactggata tgcgaggtgce tgagcgactt taagacctgg 60
ctgaaagcca agctcatgcc acaactgcct gggattccct ttgtgtectg ccagegeggg 120
tatagggggg tctggcgagg agacggcatt atgcacacte gcetgecactg tggagctgag 180
atcactggac atgtcaaaaa cgggacgatg aggatcgtcg gtcctaggac ctgcaagaac 240
atgtggagtg ggacgttctt cattaatgec tacaccacgg gcccctgtac tcceccttect 300
gcgccgaact ataagttcgc gectgtggagg gtgtctgcag aggaatacgt ggagataagyg 360
cgggtggggyg acttccacta cgtatcgggce atgactactg acaatctcaa atgcccgtge 420
cagatcccat cgcccgaatt tttcacagaa ttggacgggg tgcgectaca taggtttgeg 480
cceccttgeca agcccttget geogggaggag gtatcattca gagtaggact ccacgagtac 540
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ccggtggggt

ctcactgatc

ccececcttcta

tgcaccgcca

caggagatgg

tccttcgatce

ctgcggaage

ccecetgetag

ccgctaccac

ctcaccgaat

tcctcaactt

ggctgecece

cctggggatc

gaagatgtcg

cgcaattacc

cCctccecatat

tggccagcecttc

accatgactc

gcggcaacat

cgcttgtgge

ctcggagatt

tagagacgtg

ctccacggtce

caaccctace

ccggcattac

ccgactccga

cggatctcag

tgtgeege

<210>2

<211> 446

<212> PRT

<213> Virus Hepatitis G

<400> 2
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ttgcgagccc

aacagcagag

ctcggctagce

ccctgacgcec

caccagggtt

agaggaggat

cgccccagee

gaaaaagcct

ccetectgtg

tactgcettg

gggcgacaat

cgttgagtcce

cgacgggtca

gaaccggacg

gcggccggga

cagctgtceg

gagctcatag

gagtcagaga

gagcgggagg

ctgceecgtet

gactacgaac

ccteccgecte

gccgagettg

acgacaacat

tattcertcca

tggtcgacgg

tagcegrgtt

gaaggttggc

ctccatctct

aggctaacct

acaaagtggt

tctcecgtace

gggcgcggec

cacctgtggt

ggaaaaagcg

ccaccaaaag

cctcetgagee

tgccececct

tcagtagtgg

gacgtccatg

gagagggtca

caaggcaact

cctgtggagg

gattctggac

cgcagaaatt

ggactacaac

ccatggctge

tacggtggtc

ttttggcagce

cgacecettet

ggagggggag

ggccgacacg

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1338

Ser Trp Leu Arg Asp Ile Trp Asp Trp Ile Cys Glu Val Leu Ser Asp
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Phe Lys

Pro Phe

Gly Ile

50

val Lys

65

Met Trp

Thr Pro

Ala Glu

Ser Gly

Thr

val

35

Met

Asn

Ser

Leu

Glu

115

Met

Trp

20

Ser

His

Gly

Gly

Pro

100

Tyr

Thr

Leu

Cys

Thr

Thr

Thr

85

Ala

val

Thr
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Lys

Gln

Arg

Met

70

Phe

Pro

Glu

Asp

Ala

Arg

Cys

S5

Arg

Phe

Asn

Ile

Asn

Lys

Gly

10

His

Ile

Ile

Tyr

Arg

120

Leu

Leu

25

TYI

Cys

val

Asn

Lys

105

Arg

Lys

10

Met Pro

Arg Gly

Gly Ala

Gly Pro

75

Ala Tyr

90

Phe Ala

val Gly

Cys Pro

Gln

val

Glu

60

Arg

Thr

Leu

ASp

Cys

Leu

Trp

45

Ile

Thr

Thr

Trp

Phe

1295

Gln

Pro

30

AXxg

Thr

Cys

Cly

Arg

110

His

Ile

15

Gly

Gly

Gly

Lys

Pro

95

val

Tyr

Pro

Ile

Asp

His

Asn

80

Cys

Ser

val

Ser
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Pro

145

Pro

Leu

aAsp

la

Ala

225

lys

“eu
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130

Glu Phe Phe Thr Glu

150

Pro Cys Lys Pro Leu

165

His Glu Tyr Pro val

180

Val Ala Val Leu Thr

195

Glu Ala Ala Gly Arg

210

Ser Ser Ser Ala Ser

230

Thr Ala Asn His Asp

245

Leu Trp Arg Gln Glu

135

Leu Asp Gly

Leu Arg Glu

Gly Ser Gln

185

Ser Met Leu

200

Arg Leu Ala

215

Gln Leu Ser

Ser Pro Asp

Met Gly Gly

val

Glu

170

Leu

Thr

Arg

Ala

Ala

250

Asn

Arg

155

val

Pro

Asp

Gly

Pro

235

Glu

Ile

140

Ser

Cys

Pro

Ser

220

Ser

Leu

Thr

His

Phe

Glu

Ser

205

Pro

Leu

Ile

Arg

Arg

Arg

Pro

130

His

Pro

Lys

Glu

val

Phe

val

175

Glu

lle

Ser

Ala

Ala

2595

Glu

Ala

160

Gly

Pro

Thr

Met

Thr

240

Asn

Ser
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Glu

Glu

Arg

305

Pro

val

Pro

Ala

Gly

Asn

Asp

290

Arg

Leu

His

Arg

Leu

370

Ile

Lys

275

Glu

Phe

Leu

Gly

Lys

355

Ala

Thr

260

val

Arg

Ala

val

Cys

340

Lys

Glu

Gly
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val Ile

Glu val

Pro Ala

310

Glu Thr

325

Pro Leu

Arg Thr

Leu Ala

Asp Asn

Leu

Ser

295

Leu

Trp

Pro

Val

Thr

375

Thr

AsSp

280

val

Pro

Lys

Pro

Val

360

Lys

Thr

265

Ser

Pro

val

Lys

Pro

345

Leu

Ser

Thr

Phe

Ala

Trp

Pro

330

Arg

Thr

Phe

Ser

Asp

Glu

Ala

315

Asp

Ser

Glu

Gly

Ser

Pro Leu

285

Ile Leu

300

Arg Pro

Tyr Glu

Pro Preo

Ser Thr

365

Ser Ser

380

Glu Pro

270

val

Arg

Asp

Pro

val

350

Leu

Ser

Ala

Ala

Lys

Tyr

Pro

335

Pro

Pro

Thr

Pro

Glu

Ser

Asn

320

val

Pro

Thr

Ser

Ser
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385 390

Gly Cys Pro Pro Asp Ser Asp Val Glu

405

Leu Glu Gly Glu Pro Gly Asp Pro Asp

420

395 400

Ser Tyr Ser Ser Met Pro Pro

410 415

Leu Ser Asp Gly Ser Trp Ser

430

Thr Val Ser Ser Gly Ala Asp Thr Glu Asp Val Vval Cys Cys

435 440

<210>3

<211>21

<212> DNA
<213>Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de Secuencia Artificial: Cebador

<400> 3
gattcgcceec ageectgecee a

<210>4

<211> 21

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de Secuencia Artificial: Cebador

<400> 4

ggccaaggea gtaggtaggg t

<210>5

<211>24

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Cebador

445

21

21
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<400> 5
gtagtccgge cgeegegecc agac

<210> 6

<211>21

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de Secuencia Artificial: Cebador

<400> 6
cataggtttgg cgcccecttg ¢

<210>7

<211>22

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de Secuencia Artificial: Sonda

<220>

<221> n.c._funcién
<222> (5)

<223> donde yescot/u

<400> 7

cagaygggea gggctggggc ga

<210> 8

<211> 18

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion da Secuencia Artificial: Cebador

<400> 8
gagatgggca ccatcacc

<210>9

<211> 18

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de Secuencia Artificial: Cebador

24

21

22

18
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<400> 8

ggccaaagta ggtagggt

<210> 10

<211>19

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de Secuencia Artificial: Sonda

<400> 10
agtctcggag attcgecec

<210> 11

<211> 14

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de Secuencia Artificial: Sonda

<220>

<221> n.c._funcién
<222> (10)
<223>donderesaog

<400> 11

gcectgeccr tetg

18

19

14
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