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A PRESENTE INVENGAO REFERE-SE A UM METODO PARA DETECGAO E/OU ANALISE
GENETICA DE HBV NUMA AMOSTRA BIOLOGICA, COMPREENDENDO A HIBRIDAGAO DOS
ACIDOS POLINUGLEICOS DA AMOSTRA COM UMA COMBINAGAO DE PELO MENOS DUAS
SONDAS NUCLEOTIDICAS, HIBRIDANDO A REFERIDA COMBINAGAO ESPECIFICAMENTE COM
UMA SEQUENCIA ALVO MUTANTE ESCOLHIDA A PARTIR DA REGIAC GENICA DE RT-POL DE
HBV E/OU COM UMA SEQUENGIA ALVO MUTANTE ESCOLHIDA A PARTIR DA REGIAO PRECORE
DE HBV E/OU COM UMA SEQUENCIA ALVO MUTANTE ESCOLHIDA A PARTIR DA REGIAO
HBSAG DE HBV E/OU COM UMA SEQUENCIA ALVO ESPEGIFICA DO GENOTIPO DE HBV, SENDO
AS REFERIDAS SEQUENCIAS ALVO ESCOLHIDAS A PARTIR DA FIGURA 1, E SENDO AS
REFERIDAS SONDAS APLICADAS A LOCALIZAGOES CONHECIDAS NUM SUPORTE SOLIDO E
SENDO AS REFERIDA SONDAS CAPAZES DE HIBRIDAR COM OS ACIDOS POLINUCLEICOS DA
AMOSTRA SOB AS MESMAS CONDIGOES DE HIBRIDAGAO E LAVAGEM, OU HIBRIDANDO AS
REFERIDAS SONDAS ESPECIFICAMENTE COM UMA SEQUENCIA COMPLEMENTAR A
QUALQUER UMA DAS REFERIDAS SEQUENCIAS ALVO, OU UMA SEQUENCIA EM QUE T DA
REFERIDA SEQUENCIA E SUBSTITUIDA POR U; E DETECGAO DOS HIBRIDOS FORMADOS; E
INFERENCIA DO GENOTIPO DE HBV E/OU DOS MUTANTES PRESENTES NA REFERIDA
AMOSTRA A PARTIR DO SINAL OU SINAIS DE HIBRIDAGAO DIFERENCIAL OBTIDOS. A
INVENCAO REFERE-SE AINDA A CONJUNTOS DE SONDAS NUCLEOTIDICAS E POSSIVELMENTE
INICIADORES UTEIS NOS REFERIDOS METODOS BEM COMO A SUA UTILIZAGAO NUM METODO
PARA TIPIFICACAO E/OU DETECCAO DE HBV E A ESTOJOS DE ENSAIO UTILIZANDO OS
MESMOS.



RESUMO
"METODO PARA TIPIFICAGAO E DETECGAO DE HBV"

A presente invencdo refere-se a um método para detecgdo
e/ou andlise genética de HBV numa amostra bioldgica,
compreendendo a hibridacdo dos A&cidos polinucleicos da
amostra com uma combinacdo de pelo menos duas sondas
nucleotidicas, hibridando a referida combinacdo
especificamente com uma sequéncia alvo mutante escolhida a
partir da regido génica de RT-pol de HBV e/ou com uma
sequéncia alvo mutante escolhida a partir da regido preCore
de HBV e/ocu com uma sequéncia alvo mutante escolhida a
partir da regido HBsAg de HBV e/ou com uma sequéncia alvo
especifica do gendétipc de HBV, sendo as vreferidas
seguéncias alvo escolhidas a partir da Figura 1, e sendo as
referidas sondas aplicadas a localizag¢des conhecidas num
suporte s6lido e sendo as referida scondas capazes de
hibridar com os &cidos polinucleicos da amostra sob as
mesmas condigdes de hibridac&o e lavagem, ou hibridando as
referidas sondas especificamente com  uma sequéncia
complementar a qualquer uma das referidas sequéncias alvo,
ou uma sequéncia em que T da referida sequéncia ¢é
substituida por U; e deteccdo dos hibridos formados; e
inferéncia do gendtipo de HBV e/ou dos mutantes presentes
na referida amostra a partir do sinal ou sinais de
hibridacdo diferencial obtidos. A invencdo refere-se ainda
a conjuntos de sondas nucleotidicas e ©possivelmente
iniciadores tuteis nos referidos métodos bem como a sua
utilizacdo num método para tipificacdo e/ou deteccdo de HRBRV

e a estojos de ensaio utilizando os mesmos.



DESCRICAO

"METODO PARA TIPIFICAGAO E DETECGAO DE HBV"

A presente invencdo refere-se ac campo do diagndstico do
virus da Hepatite B (HBV). Mais particularmente, a presente
invencdo refere-se ao campo da genotipagem de HBV e a
determinacdo da presenca de mutantes de HBV em amostras de

teste.

A presente invencdo refere-se particularmente a um método
para a deteccdo rapida e fiadvel de mutantes e gendtipos de
HBV que ocorram numa amostra de teste utilizando conjuntos
especificos de sondas optimizadas para funcionarem juntas

num ensaio de hibridacdc reversa.

0 virus da hepatite B é um pequeno virus de ADN envelopado
de aproximadamente 3200 pb de comprimento. Historicamente
tem sido caracterizado com base na reacgido imunolégica do
HBsAg com conjuntos de anticorpos monoclonais. Foram
descritos isolados como &, indicando o determinante comum
para todos os diferentes subtipos, seguido de combinacdes
especificas dos subtipos: dw, dr, yw, ou yr. Os Ultimos sdo
pares de determinantes mutuamente exclusivos, cobrindo os
amincdcidos de HBsAg 122 (d=lys, y=arg) e 160 (w=lys,
r=arg). Existem vArics subdeterminantes para w e podem ser
atribuidos ao aparecimento de certas variantes de
amincdcidos no coddo 127. Mais recentemente, foi proposta
uma classificacdo genética, baseada na anadlise molecular do
virus. Este tipo de analise mostrou que no total existem
seis gendtipos diferentes, indicados de A a F, com uma
divergéncia genética méxima de 8% quandc se comparam

genomas completos (revisto por Magnius e Norder, 1995).



A variabilidade genética de HBV pode ser clinicamente
importante. De facto, a variabilidade do genoma pode
incluir alguns mecanismos através dos quais ¢ HBV evita a
eliminacdo imunitdria, e induz assim infec¢do c¢rdénica. Um
marcador proteico importante na inducdo de toleréncia
imunitéria, eliminacdo viral e infecgdo crénica, & HBeAg. A
expressdo desta proteina € estritamente controlada tanto ao
nivel da transcricdo como da traducdo (Li et ai., 1993;
Okamoto et al., 1990; Yuan et al., 1995; Sato et al.,
1995). Portanto, no curso natural da infecgdo por HBV, um
estddio bem caracterizado da doenca ¢é indicado como
hepatite B crdénica negativa para HBe (revisto por
Hadziyannis S.J., 1995). Esta fase é principalmente devida
ao surgimento de mutacBes no coddo de terminacido da
traduc&o preCore. A variabilidade genética global determina
a frequéncia e localizacdo fisica no genoma viral em que
estas mutacdes do coddo de terminacdo da traducdo ocorrem.
Foi proposto que a regulagdo da transcrigdo seria o
mecanismo para o gendtipo A (e possivelmente também o F),
enguanto que o} controlo da traducéo seria mais
provavelmente verificado nos outros gendtipos (Li et al.;
1993; Sato et al., 1995). Contrariamente a regulacdo da
traducéo, verificou-se que a regulacdo da transcricido era
incapaz de bloguear completamente a expressdo de HBeAg e
portanto fol proposto categorizar o fenbdtipo deste mutante
como suprimido em HBe, em vez de negativo vpara HBe
(Takahashi et al., 1995). Em qualquer caso, estes mutantes
de preCore conduziriam a uma destruicdo do equilibrio
preexistente entre o HBeAg em circulagdo e os péptidos
derivados de HBc apresentados por moléculas de HLA de
classe I a superficie de hepatécitos infectados, diminuindo
deste modo o efeito supressor de HBeAg em células T,
resultando finalmente na libertacdo parcial de CTLs

especificos de core e conduzindo a apoptose dos hepatdcitos



infectados. Em geral, apds a emergéncia das variante HBe-
menos, © curso da infeccdo viral caracteriza-se pela
progressdo da hepatite crénica, que pode conduzir ao
desenvolvimento de <cirrose e carcinoma hepatocelular

(Hadziyannis, 1995).

Qutro assunto para o qual a variabilidade genética ou a
genotipagem do virus pode ser relevante é o desenvolvimento
de vacinas em que a resposta pode ser mediada pelo tipo de
virus. A proteccdo contra infecgdo por HBV de todos os
subtipos € conferida por anticorpos para o determinante
comum "a" do antigénio de superficie HB (HBsAg). Mostrou-se
gue este determinante "a" apresenta varios epitopos, e que
a sua estrutura terciidria é muito importante para a sua
antigenicidade. A regifo mais importante reside entre o
aminocdcido 124 e 147, mas pode ser estendida do aminodcido
114 aoc 150. Uma resposta anti-HBs adeguada, montada apds
vacinacdo, & em principio completamente protectora. A
infeccdo com uma estirpe de HBV ancorando mutacdes na
regido determinante "a" pode resultar em 1insucesso da
vacina, porque a resposta imunitédria humoral induzida pela
vacina ndo reconhece o HBsAg mutante. Os mutantes de escape
associados a vacina mais comuns sdo as substituicdes de uma
glicina na posigdo 145 para uma arginina (Gl45R), KI141E e
T126N. Mas foi também verificada uma insercédo de 2 aa entre
a posicdo de aa 122 e 123, e uma insercdo de 8 aa entre o
aa 123 e 124 (Carman et al., 1990, 1995; Crawford, 1990;
Waters et al., 1992).

A lamivudina é um (-)-enantidémero de 3'-tiacitidina, um
andlogo do 2'3'-didesoxinucledsido, e sabe-se ser um
potente inibidor da replicagdo de HBV através da inibigédo
da actividade de transcriptase reversa (RT) da polimerase

de HBV. O tratamento com lamivudina pode resultar em



melhorias histolédgicas em pacientes de hepatite crénica, e
guando dado antes ou apds transplantacdoc de figado, pode
prevenir a re-infecgdo do enxerto (Honkoop et al., 1995;
Nacumov et al., 1995). No entanto, apds tratamento, pode
ser observado um reaparecimento da hepatite na maioria dos
pacientes, com elevagBes de ALT e o ADN de HBV que se torna
novamente detectavel. Este ressalto do ADN de HBV esta
associado a um novo guase equilibrio de espécies. Nalguns
casos, fol observada a superacdo do virus durante a
terapia, devido a seleccdc de estirpes de HBV resistentes a
lamivudina. A natureza exacta desta superacido foi atribuida
a acumulacdo de mutacBes na parte RT da Polimerase. Foi
verificado um mecanismo semelhante na RT-polimerase de HIV,
onde apds tratamento com lamivudina, se acumulavam mutacdes
no motivo YMDD (Gao et al., 1993). Este motivo YMDD estéa
também presente na parte RT da polimerase de HBV, e as
mutacdes seleccionadas por lamivudina em HBV  foram
verificadas nesta regido (Tipples et al., 1896), bem como
noutras regides da parte RT da polimerase (Ling et al.,
1996) . Penciclovir & outro farmaco que se mostrou inibir a
actividade de transcriptase reversa da polimerase de HBV
(Shaw et al., 1996), e mutacdes na polimerase de HBV podem

também ser detectadas apds tratamento com este farmaco.

Um método para a detecgdo de HBV numa amostra num ensaio de
hibridacdo em sanduiche de fase em solucdo foi descrito no
pedido de patente internacional WO 93/13120. No pedido de
patente internacional WO 95/02690 é& proporcionada uma
composicdo de sondas de HBV e a determinacdo deste presente
na amostra de teste. Na patente EP 229701 foi descrito um
processo geral de PCR para deteccdo da presenca ou auséncia

de um acido nucleico num virus.



De tudo isto pode concluir-se que a informa¢do sobre os
seguintes assuntos é essencial para um correcto diagndstico
in vitro, monitorizacdo e seguimento de infec¢bes por HRBV:
- gendtipo;

- mutacdes em preCore;

- mutacdes de escape a vacina;

- mutacdes no gene de RT seleccionadas através de

tratamento com farmacos tais como lamivudina e penciclovir.

Para obter toda esta informacdo utilizando as tecnologias
existentes ¢é complicado, demoradc e requer pessoal

altamente qualificado e experimentado.

E assim um objectivo da presente invencdo desenvolver um
método répido e fiadvel de deteccdo para a determinacdo da
presenca ou auséncia de um ou mais gendétipos de HBV

possivelmente presentes numa amostra bioldgica.

Mais particularmente, é um objectivo da presente invencgédo
desenvolver um método rapido e fidvel de detecgdo para a
determinacdo da presenca ou auséncia de uma ou mais
variacdes na regido de HBsAg representando um ou mais
gendtipos de HBV possivelmente presentes numa amostra

biclégica numa Unica experiéncia.

Mais particularmente, & um objectivo da presente invencgdo
desenvolver um método réapido e fidvel de deteccdo para a
determinacdo da presenca ou auséncia de um ou mais mutantes
de HBV possivelmente presentes numa amostra bioldgica numa

Unica experiéncia.

Mais particularmente, & um objectivo da presente invencgédo
desenvolver um método rédpido e fidvel de deteccdo para a

determinacdo de uma ou mais mutacgdes na regido de HBsAg de



HBV possivelmente presentes numa amostra bioldgica numa

Unica experiéncia.

Mais particularmente, & um objectivo da presente invengdo
desenvolver um método rédpido e fidvel de deteccdo para a
determinacdo de uma ou mais mutacgdes na regido do gene da
polimerase (pol) de HBV possivelmente presentes numa

amcostra bioldgica numa Unica experiéncia.

Mais particularmente, €& um objectivo da presente invencgdo
desenvolver um método rapido e fiadvel de deteccdo para a
determinac¢do simulténea de um ou varios gendtipos de HBV em
combinacdo com um ou varios mutantes de HBV possivelmente

presentes numa amostra biocldgica numa UGnica experiéncia.

E também um objectivo da presente invencdo proporcionar um
ensaio ou método de genotipagem que permita inferir a
sequéncia nucleotidica nos coddes de interesse e o0s
mutantes de HBV de interesse, e inferir o gendtipo de HBV

possivelmente presente numa amostra bioldgica.

E o objectivo da presente invencdo proporcionar um ensaio
de genotipagem permitindo a detecgdo dos diferentes
mutantes e gendétipos de HBV num UGnico dispositivo

experimental.

E  outro objectivo da ©presente invencdo seleccionar
determinadas sondas capazes de discriminar uma ou mais
mutacdes de HBV numa das regifes acima mencionadas do

genoma de HBV e discriminar um ou mais gendtipos de HBV.

E mais particularmente um objectivo da presente invencio
seleccionar determinadas sondas capazes de discriminar as

sequéncias de HBV de tipo selvagem das de HBV mutantes.



E também um objectivo da presente invencdo seleccionar
determinadas sondas capazes de discriminar variantes de
tipo selvagem e polimbdrficas de HBV de sequéncias mutantes

de HBV.

E também um objectivo da presente invencdoc seleccionar
determinadas sondas capazes de discriminar sequéncias de

gendtipo de HRBV.

E além disso um objectivo da presente invenc&o combinar um
conjunto de sondas seleccionadas capazes de genotipar HBV e
discriminar diferentes mutantes de HBV possivelmente
presentes numa amostra bioldgica, pelo que todas as sondas
podem ser utilizadas sob as mesmas condig¢des de hibridacéo

e lavagem.

E também um objectivo da presente invencdoc seleccionar
iniciadores permitindo a amplificacdo do fragmento ou
fragmentos génicos determinando as mutacdes ou variacgdes

gendmicas de HBV de interesse tal como discutido acima,

A presente invencdo tem também por objective estojcs de
diagnéstico compreendendo as referidas sondas Gteis para o
desenvolvimento de um tal ensaio de genotipagem e ensaios
para deteccdo, monitorizacgdo ou seguimento de infeccdo por

HBV e ensailos para deteccdo de mutacdes de HBV.

Todos 0s objectivos da presente inven¢do foram satisfeitos

através das seguintes formas de realizacdo especificas.

(O

Como solucdo para o problema acima mencionado que
essencial para o correcto diagndstico, monitorizacdo e

seguimento de infeccdo por HBV ter informacdo sobre o



gendtipo de HBV presente, a presente invencdo proporciona
um modo elegante de abordar problemas de tal complexidade
gue envolve a existéncia de uma abordagem de hibridacéo
reversa (particularmente em tiras de Ensaios de Linhas de
Sondas, tal como descrito por Stuyver et al., 1993).
Utilizando esta tecnologia é possivel obter
convenientemente todos os dados essenciais numa realizacdo
do teste. Para alcancar este objectivo, €& necesséario
desenhar e montar um conjunto de sondas que possa detectar
todos os polimorfismos relevantes nas regides génicas de

HBV de interesse.

A presente invencdo refere-se assim particularmente a um
método para a deteccdo de ambos os gendtipos de HBV das
estirpes e de mutantes de HBV resistentes a fédrmacos numa

amostra bioldgica, compreendendo:

(1) se necessaric for, libertacéo, isolamentc ou
concentracdo dos &cidos polinucleicos presentes na referida
amostra;

(ii) se necesséario for, amplificac&o da parte relevante
de um gene de HBV adequadc presente na referida amostra com
pelo menos um par de iniciadores adequado;

(iii) hibridacdo dos acidos polinucleicos do passo (i) ou
(1i) com uma combinacdo de pelo menos uma sonda de cada um

dos seguintes grupos:

- SEQ ID 77, 81, 139-141, 190-194
- SEQ ID 78, 142-147, 149

- SEQ ID 79, 150-161, 204

- SEQ ID 82, 162-169, 208

- SEQ ID 170-176, 213

- SEQ ID 178-189, 214-219,



- opcionalmente um ou mais de SEQ ID 80, 148 e 177, e
pelo menos uma sonda de cada um dos seguintes grupos:

- SEQ ID 114, 115, 127-129, 227-234, 243, 249, 250, 261

- SEQ ID 116, 117, 130-133, 244-248, 251-260, 262-260,
e/ou pelo menos um sonda de:

- SEQ ID 267 e 269, cada uma juntamente com SEQ ID 268,

(iv) deteccdo dos hibridos formados no passo (iii);

(v) inferéncia dos gendtipos de HBV e dos mutantes de HBV
resistentes a farmacos na referida amostra a partir do
sinal ou sinais de hibridac&o diferenciais obtidos nos

passc (iv).

As seqguéncias alvo especificas do gendtipo podem ser
gualgquer variacdo de nucledtidos que surja apds alinhamento
dos diferentes genomas de HBV o que permite a classificacéo
de um certo isolado de HBV como um certo gendtipo (ver

Figura 1).

A expressdo "parte relevante de um gene de HBV adequado"”
refere-se a parte do gene de HBV gque engloba a sequéncia
alvo especifica do gendétipo de HBV escolhida a partir da

Figura 1 a detectar.

De acordo com uma forma de realizacdo preferida da presente
invengdo, o passo (1ii) é efectuado utilizando sondas todas
meticulosamente desenhadas de modo a que apresentem oS
resultados de hibridacdc desejados, gquando utilizadas num
formato de ensaio de hibridacéo reversa, mais
particularmente sob as mesmas condicdes de hibridacdo e
lavagem implicando que cada uma das referidas sondas é
capaz de formar um complexo apds hibridacdc com a sua
sequéncia alvo presente nos acidos polinucleicos da amostra

tal como obtidos apds o passo (i) ou (ii).
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A numeracdo dos aminodcidos codificados e dos nucledtidos
do gene de HBRV é tal como geralmente aceite na literatura.

E aqui divulgado um conjunto de sondas que permitem a
deteccdo de uma variacdo especifica do gendtipo, incluindo
sondas que permitem a detecgdo de uma sequéncia de tipo
selvagem, uma sequéncia polimdérfica ou uma mutada em
gualguer uma das posic¢bes nucleotidicas apresentando uma
diversidade de sequéncia apds alinhamento de todas as
sequéncias de HBV conhecidas ou por descobrir conforme
representado na Figura 1 para todos os genomas de HBV

completos verificados em EMBL/NCBI/DDBJ/Genbank.

Os conjuntos de sondas de acordo com a presente invencio
tém como caracteristica comum que todas as sondas no
referido conjunto sdo desenhadas de modo a gue posam ser
utilizadas juntas num ensaio de hibridacdoc reversa, mais
particularmente sob condigdes de hibridacdc e lavagem

semelhantes ou i1dénticas tal como indicado acima e abaixo.

Os conjuntos de sondas seleccionados incluem sondas que
permitem diferenciar gualquer uma das mudancas de
nucledtidos especificas do gendétipo de HBV tal como
representado na Figura 1, de preferéncia na regido HBsAg de
HBV. Sendo as referidas sondas caracterizadas por poderem

funcionar num método tal como exposto acima.

Para resolver o problema acima mencionado de obtencdo de
informacdo sobre a possivel presenca de mutantes de HBV
numa dada amostra, a presente invencdo proporciona um modo
elegante de abordar este problema que envolve a existéncia
de uma abordagem de hibridacdo reversa (particularmente em
tiras de Ensaios de Sondas em Linha, tal como descrito por

Stuyver et ali., 1993). Utilizando esta tecnologia &
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possivel obter convenientemente todos os dados essenciais
numa realizacdo do teste. Para alcancar este objectivo, é
necessario desenhar e montar um conjunto de sondas que
possa detectar todas as mutacdes relevantes e possivelmente
também sequéncias de tipo selvagem ou polimorfismos nas

regides génicas de HBV de interesse.

E também aqui divulgado um método para a determinacido da
presenca ou auséncia de um ou mais mutantes de HBV numa

amostra bioldgica, compreendendo:

(i) se necessaric for, libertacéo, isolamentc ou
concentracdo dos &cidos polinucleicos presentes na amostra;

(ii) se necessario for, amplificacido da parte relevante
de um gene de HBV adequadc presente na referida amostra com
pelo menos um par de iniciadores adequado;

(iii) hibridacdo dos &cidos polinucleicos do passo (i) ou
(1ii) com pelo menos duas sondas nucleotidicas que hibridem
especificamente com uma sequéncia alvo mutante de HBV
escolhida a partir do gene de RT-pol de HBV da Figura 1,
sendo as referidas sondas aplicadas a locais conhecidos num
suporte sbélido e sendo as referidas sondas capazes de
hibridar com os &cidos polinucleicos do passo (i) ou (ii)
sob as mesmas condic¢des de hibridacdo e lavagem, ou as
referidas sondas hibridando especificamente com uma
sequéncia complementar a gualquer uma das referidas
sequéncias alvo, ou uma sequéncia em que T da referida
sequéncia alvo é substituida por U e o referido conjunto de
sondas compreendendo também possivelmente uma ou mais
sondas de HBV de tipo selvagem correspondendo a respectiva
seguéncia alvo de HBV mutada;

(iv) deteccdo dos hibridos formados no passo (iii);
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(v) inferéncia do mutante ou mutantes de HBV presentes na
referida amostra a partir do sinal ou sinais de hibridacédo

diferencial obtidos no passo (iv).

Deve entender-se que o termo "sequéncia alvo mutante" cobre
nao sb6 a sequéncia contendo uma mutacdo, como também a
correspondente sequéncia de tipo selvagem. A sequéncia alvo
mutante de HBV aqui divulgada pode ser qualguer sequéncia
incluindo um coddo mutado de HBV conhecido na arte ou ainda
a descobrir. As regides alvo mutantes de HBV

particularmente preferidas sido expostas abaixo.

Para resolver o problema tal como referido acima de
obtencdo de informacdo sobre os assuntos essenciais para um
correcto diagndstico de HBV (nomeadamente o gendtipo e
diferentes mutacdes, mutacbdes de escape de vacina e
mutagdes no gene de RT seleccionadas através de tratamento
com fédrmacos tais como lamivudina e ©penciclovir), a
presente invencdo proporciona um modo particularmente

elegante de obter tal informacdo complexa.

Além disso, a andlise cuidadosa dos dados obtidos pelos
presentes inventores revelou claramente que a combinacdo da
informacdo relativa aos mutantes de escape com dados sobre
0 gendbtipo & essencial para permitir a interpretacido
adequada dos resultados. Assim é altamente vantajoso ser
capaz de produzir todos 0s dados relevantes

simultaneamente.

Neste método para diagndéstico de mutantes de HBV em
combinacdo com genotipagem de HBV, pode ser utilizado um
conjunto de sondas seleccionado tal como definido acima, em

que o referido conjunto de sondas é caracterizado como
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sendo escolhido como para uma dada mutac¢do de HBV, sendo as

seguintes sondas incluidas no referido conjunto:

- relo menos uma sonda para deteccdo da presenca do
nucledtido ou nucledtidos mutados na referida posicdo;

- pelo menos uma sonda para deteccdo da presenca do
nucledtidos ou nucledtidos de tipo selvagem na referida
posicdo;

- possivelmente também uma ou mais sondas adicionais
para deteccdo de polimorfismos de tipo selvagem nas

posicdes a volta da posicdo da mutacao.

A inclusdo dos UGltimos dois tipos de sondas contribui
grandemente para aumentar a sensibilidade dos referidos

ensaios tal como demonstrado na seccdo dos exemplos.

Mais, é divulgada aqui pelo menos uma sonda, de preferéncia
pelo menos duas sondas, caracterizando a presen¢a de uma
mutacdo na regido do gene de RT-pol de HBV, que d& origem a
resisténcia a farmacos tais como lamivudina e penciclovir,
por exemplo a mutacdo de M para V ou para I na posicdo 552
(no motivo YMDD), a mutacdo de V para I na posicdo 555, a
mutacdo de F para L na posic¢do 514, a mutacdo de V para L
na posig¢do 521, a mutagdo de P para L na posigdo 525 e a

mutacdo de L para M na posicdo 528 (ver Figura 1).

E ainda divulgada uma combinacdo de pelo menos duas sondas
oligonucleotidicas e a referida combinacdo de sondas
hibrida especificamente com pelo menos dois dos seguintes

grupos de sequéncias alvo:

uma sequéncia alvo mutante escolhida a partir da

regido do gene de RT-pol de HBVY,
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uma sequéncia alvo mutante escolhida a partir da
regifdo HBsAg de HBY,
uma sequéncia alvo especifica do gendtipo de HBV da

seqguéncia do gene de RT-pol de HBV.

Por exemplo, & aqui divulgada a hibridacdo com pelo menos
uma sonda nucleotidica que hibrida especificamente com uma
sequéncia alvo especifica do gendtipo escolhida da Figura 1
e pelo menos uma sonda nucleotidica que hibrida
especificamente com uma sequéncia alvo mutante de HBV

escolhida da Figura 1.

E ainda aqui divulgada a hibridac&o com pelo menos um sonda
nucleotidica que hibrida especificamente com uma sequéncia
alvo especifica do gendtipo escolhida da Figura 1 e pelo
menos uma sonda nucleotidica que hibrida especificamente
com uma sequéncia alvo mutante de HBV escolhida a partir da
regido do gene de RT-pol tal como representado na Figura.
1.

E ainda aqui divulgada a hibridacdo com pelo menos uma
sonda nucleotidica que hibrida especificamente com uma
sequéncia alvo especifica do gendtipo escolhida da Figura 1
e pelo menos uma sonda nucleotidica que hibrida
especificamente com uma sequéncia alvo mutante de escape a
vacina de HBV dentro da regifdo HBsAg tal como representado

na Figura 1.

Por exemplo, é ainda divulgada a hibridac&o com pelo menos
uma sonda que hibrida especificamente com uma sequéncia
alvo mutante da regido de HBV do gene de RT-pol de HBV, e
pelo menos uma sonda que hibrida especificamente com uma
sequéncia alvo mutante da regido HBsAg de HBV, e pelo menos

uma sonda que hibrida especificamente com uma sequéncia
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alvo especifica do gendtipo da regido HBsAg de HBV. De
acordo com esta forma de realizacdo, a parte relevante do
genoma de HBV pode ser amplificada através da utilizacido de

um par de iniciadores, por exemplo HBPr 75 e HBPr 94.

E ainda aqui divulgado um conjunto de sondas tal como
exposto acima compreendendo pelo menos uma, de preferéncia
pelo menos duas, pelo mencs trés, pelo menos quatro ou mais
sondas para atingir uma, de preferéncia duas, trés ou mais
mudancas de nucledtidos que aparecam no alinhamento de
genomas de HBV escolhidos a partir do gene de RT-pol de HBV

e representados na Figura 1.

Conjuntos seleccionados de sondas incluem sondas derivadas
de duas das mesmas regides ou diferentes de HBV possuindo
nucledtidos mutados de HBV, ou adicionalmente também uma
terceira (conjunto de) sonda ou sondas caracterizando a
presenca de uma terceira mutacdo de HBV em qualquer uma das
posicdes mostradas na Figura 1, ou combinacdes particulares

destas.

E ainda divulgado um conjunto de sondas que permite a
deteccdo simultdnea de mutacbes de HBV nos codfes 15, 28 e
29 na regi&do preCore, em combinag¢do com mutacdes nas
regifies promotoras de preCore, em combinac&o com mutagdes
nos coddes 122, 126, 141, 143, 144, 145 na regido HBsAg,
possivelmente também em combinacdo com mutacdes nos coddes

do gene pol de HBV 514, 521, 525, 528, 552 ou 555.

Nos casos em que € aqui referido o alinhamento de genomas
de HBV da Figura 1, deve entender-se como referindo-se a um
alinhamento de todos os genomas de HBV existentes e

futuros. A sequéncias do genoma de HBV existentes podem ser
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deduzidas a partir de qualquer base de dados, tal como as

base de dados EMBL/NCBI/DDBJ/GENBANK.

Um conjunto de scndas preCore, preSl, HBsAg e do gene de
RT-pol s&o as sondas com SEQ ID NO 1 a 278 da Tabela 1 (ver

também Figura 1).

Conjuntos especificos de sondas a estes respeito séo
mostrados na Figura 2 e na Figura 4. As sondas na Figura 2
e na Figura 4 foram recusadas apds uma primeira seleccdo

para sondas de preCore, preSl, HBsSAg e RT-pol.

As sondas da invencdo sdo desenhadas para obter um
desempenho éptimo sob as mesmas condigdes de hibridacdo de
modo a que possam ser utilizadas em conjuntos de pelo menos
2 sondas para hibridacdo simultdnea. Isto aumenta altamente
a utilidade destas sondas e resulta num ganho significativo
de tempo e trabalho. Evidentemente, quando  fossem
preferidas outras condi¢bes de hibridacédo, todas as sondas
deveriam ser adaptadas concordantemente através da adicéo
ou delecdo de varios nucledtidos nas suas extremidades.
Deve ser entendido que estas adaptacdes concomitantes devem
originar essencialmente o mesmo resultado, nomeadamente que
as respectivas sondas ainda hibridem especificamente com o
alvo definido. Tais adaptacdes podem também ser necessirias
se o material amplificado for ARN na natureza e ndo ADN

como no caso para o sistema NASBA.

A seleccdo das sondas preferidas da presente invencéo
baseia-se num formato de ensaio de hibridacdo reversa
utilizando sondas oligonucleotidicas imobilizadas presentes
em localizac¢des distintas num suporte sdélido. Mais
particularmente, a seleccdo de sondas preferidas da

presente invencdo baseia-se na utilizacdo do principio do
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Ensaio de Sondas em Linha (LiPA) que & um ensaio de
hibridacdo reversa wutilizando sondas oligonucleotidicas
imcbilizadas como linhas paralelas numa tira de suporte
s6lido (Stuyver et al. 1993; pedido internacional WO
84/12670) . Esta abordagem ¢é particularmente vantajosa uma
vez que é rapida e simples de efectuar. O formato de
hibridacdo reversa e mais particularmente a abordagem LiPA
tem muitas vantagens praticas em comparacdo com outras
técnicas de ADN ou formatos de hibridagdo, especialmente
guando a wutilizacdo de uma combinacdo de sondas &
preferivel ou inevitavel para obter a informacéo

considerada relevante.

Deve entender-se, no entanto, que qualquer outro tipo de
ensaio ou formato de hibridacdo utilizando qualquer uma das
sondas seleccionadas tal como melhor descrito na invencéo,

esta também coberto pela presente invencéo.

A abordagem de hibridacdo reversa implica que as sondas séo
imobilizadas em certas localizacgdes num suporte sd6lido e
gue o ADN alvo seja marcado de modo a permitir a deteccgdo

dos hibridos formados.

As seguintes definic¢des servem para ilustrar os termos e as

expressdes utilizadas na presente invencdo.

0 termo "andlise genética™ refere-se ao estudo da sequéncia
nucleotidica do genoma de HBV através de qualquer técnica

apropriada.

0 termo "mutante de HBV" refere-se a qualquer estirpe de
HBV  ancorando variagdes genémicas com consequéncias

seroldgicas, genéticas ou clinicas.
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0 termo "mutante de escape a vacina" & revisto na seccdo de
introducdo e no Exemplo 7. A regido mais importante reside
entre o aminoacido 124 e 147 da regidoc HBsAg, mas pode ser

estendida do aminodcido 114 ao 150.

O termo "mutante resistente a farmacos tais como lamivudina
e penciclovir" é revisto na secgdo de introducdo e no

Exemplo 8.

0 termo "gendtipo de HBV" refere-se a estirpes de HBV com
uma variacdo intergendtipos de 8% ou mais com base numa

comparacdo de genomas completos.

0 material alvo nas amostras a analisar pode ser ADN ou
ARN, p.ex., ADN genbmico, ARN mensageiro, ARN viral ou
versBes amplificadas destes. FEstas moléculas s&o também

designadas acidos polinucleicos.

E possivel utilizar moléculas de ADN gendémico ou ARN de
amostras susceptiveis de conter HBV nog métodos de acordo

com a presente invencéo.

Procedimentos de extraccdo e purificacdo bem conhecidos
estdo disponiveis para o isolamento de ARN ou ADN a partir
de uma amostra (f.i. em Maniatis et al., "Molecular
Cleoning: A Laboratory Manual", 2% Edig¢do, Cold Spring
Harbour Laboratory Press (1989)).

0 termo "sonda" refere-se a oligonucledétidos especificos da
sequéncia de cadeia simples que tenham uma sequéncia que é

complementar a sequéncia alvo a detectar.

0 termo "sequéncia alvo" tal como referido na presente

invencdo descreve a sequéncia nucleotidica de uma parte da
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sequéncia do gene de HBV de tipo selvagem, polimérfica ou
mutante que ¢é especificamente detectada através de uma
sonda de acordo com a presente invencdo. A sequéncia
polimérfica pode englobar um ou mais nucledtidos
polimérficos; a secuéncia mutante pode englobar um ou mais
nucledtidos gue sejam diferentes da sequéncia de tipo
selvagem. Deve entender-se que o termo "sequéncia alvo
mutante” cobre nd&o sb6 a sequéncia contendo uma mutacdao,
como também a correspondente sequéncia de tipo selvagem. As
sequéncias alvo podem referir-se geralmente a posicdes
nucleotidicas tUnicas, posicdes de codbdes, nucledtidos
codificando aminodcidos ou a sequéncias abrangendo qualquer
uma das posigdes anteriores. Na presente invencdo a
referida sequéncia alvo inclui frequentemente uma, duas ou
mais posig¢des nucleotidicas varidveis. Na presente invencdo
os é&cidos polinucleicos detectados através das sondas da
invencdo compreenderdoc a sequéncia alvo contra a qual a

sonda é detectada.

Deve entender-se que o© complemento da referida sequéncia
alvo ¢ também uma sequéncia alvo adequada nalguns casos. As
sequéncias alvo tal como definidas na presente invencdo
proporcionam  sequéncias que devem ser pelo menos
complementares & parte central da sonda que € desenhada
para hibridar especificamente com a referida regido alvo.
Na maioria dos casos a sequéncia alvo é& completamente

complementar a sequéncia da sonda.

0 termo "complementar" tal como aqui se utiliza significa
gue a sequéncia da sonda de cadeia simples é exactamente o
complemento (inverso) da sequéncia do alvo de cadeia
simples, sendo o alvo melhor definido como a sequéncia onde

a mutacdo a detectar se localiza.
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Uma vez que o actual pedido requer a deteccido de pares de
bases errados Unicos, séc necessarias condigbes rigorosas
para & hibridacdo, permitindo em principic apenas a
hibridacdo de sequéncias exactamente complementares. No
entanto, s&o possiveils variacdes no comprimento das sondas
(ver abaixo). Deve notar-se também que, uma vez que a parte
central da sonda é essencial para as suas caracteristicas
de hibridacdo, podem ser permissiveis possiveis desvios da
sequéncia da sonda versus a sequéncia alvo no sentido da
cabeca e cauda da sonda quando sdo utilizadas sequéncias de
sonda maiores. Estas variacdes, que podem ser concebidas
com o conhecimento comum na arte, devem no entanto ser
sempre avaliadas experimentalmente, ©para verificar se
resultam em caracteristicas de hibridacdo eguivalentes as
sondas exactamente complementares.

De preferéncia, as sondas da invenc&o tém cerca de 5 a 50
nucledtidos de comprimento, de preferéncia de cerca de 10 a
25 nucledétidos. Comprimentos de sondas particularmente
preferidos incluem 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19,
20, 21, 22, 23, 24 ou 25 nucledtidos. 0Os nucledbtidos tal
como sdo utilizados na presente invengdo podem ser
ribonucledtidos, desoxirribonucledtidos e nucledtidos
modificados tais como inosina ou nucledtidos contendo
grupos modificados que ndo alteram essencialmente as suas

caracteristicas de hibridacéo.

As sequéncias de sonda sdo representadas ao longo do
fasciculo como oligonucledtidos de ADN de cadeia simples da
extremidade 5' para 3'. E 6ébvio para o perito na arte que
gualgquer uma das sondas especificadas abaixo pode ser
utilizada como tal, ou na sua forma complementar, ou na sua

forma de ARN (em que T & substituida por U).
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As sondas de acordo com a invencdo podem ser preparadas
através de clonagem de plasmideos recombinantes contendo
insercbes incluindo as sequéncias nucleotidicas
correspondentes, se necessirio for através da clivagem da
Ultima a partir dos plasmideos clonados apds utilizacdo das
nucleases adequadas e da sua recuperag¢ido, p.ex., através de
fraccionamento de acordo com o peso molecular. As sondas de
acordo com a presente invencdo podem  também @ ser
sintetizadas quimicamente, por exemplo através do método

fosfo-triéster convencional.

O termo "suporte s6lido"™ pode referir-se a qualquer
substrato ao qual se possa ligar uma sonda
oligcocnucleotidica, desde que mantenha as suas
caracteristicas de hibridacdo e desde que o nivel de
hibridacdo de fundo permaneca baixo. Habitualmente o
substrato sélido serd uma placa de microtitulacdo, uma
membrana (p.ex., nylon ou nitrocelulose) ou uma microsfera
(conta) ou um chip. Antes da aplicacdo na membrana ou
fixacdo pode ser conveniente modificar a sonda de &cido
nucleico para facilitar a fixacdc ou melhorar a eficiéncia
de hibridacdo. Tais modificacbes pcdem englobar o corte de
homopolimeros, a ligacdo com diferentes grupos reactivos
tais como grupos alifaticos, grupos NH;, grupos SH, grupos

carboxilicos ou ligac&o com biotina, haptenos ou proteinas.

0 termo "marcadc" refere-se a utilizacdo de Acidos
nucleicos marcados. A marcacdo pode ser realizada através
da utilizacgdo de nucledtidos marcados incorporados durante
0 passo de polimerase da amplificacédo tal como ilustrado
por Saiki et al. (1988) ou Bej et al. (1990) ou iniciadores
marcados ou através de qualquer outro método conhecido dos

peritos na arte. A natureza do marcador pode ser isotdpica
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(*P, °°S, etc.) ou ndo isotépica (biotina, digoxigenina,

etc.)

0 termo "iniciador" refere-se a uma sequéncia
oligonucleotidica de cadeia simples capaz de actuar como
ponto de iniciacdo para a sintese de um produtc de extensdo
do iniciador que seja complementar a cadeia de é4cido
nucleico a copiar. O comprimento e a sequéncia do iniciador
tém de ser tais que permitam iniciar a sintese dos produtos
de extensdo. De preferéncia, o iniciador tem cerca de 5-50
nucledtidos de comprimento. O comprimento especifico e a
sequéncia dependerdo da complexidade do ADN ou ARN alvo
necessarios, bem como das condicdes de wutilizacldo dos

iniciadores tais como temperatura e forca idénica.

A expressdo "par de iniciadores adequado" nesta invencéo
refere-se a um par de 1iniciadores que ©permite a
amplificacdo de parte ou de todo o gene de HBV para o qual
sdo imobilizadas as sondas.

O facto dos iniciadores da amplificacdo ndo terem de
coincidir exactamente com a sequéncia molde correspondente
para garantir uma amplificacdo correcta estd amplamente

documentado na literatura (Kwok et al., 1990).

0 método de amplificacdo utilizado pode ser reaccdo em
cadeia da polimerase (PCR; Saiki et al., 1988), reaccdo em
cadeia da ligase (LCR; Landgren et ai., 1988; Wu & Wallace,
1989; Barany, 1991), amplificacdo baseada na sequéncia de
dcido nucleico (NASBA; Guatelli et al., 1990; Compton,
1991), sistema de amplificacdo baseado na transcricdo (TAS;
Kwoch et al., 1989), amplificacdo por deslocamento de
cadeias (SDA; Duck, 1990; Walker et al., 1992) ou
amplificacdo por meio da replicase QB (Lizardi et al.,

1988: Lomeli et al., 1989) ou qualquer outro método
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adequado para amplificar moléculas de &cido nucleico

conhecido na arte.

Os oligonucledtidos utilizados como iniciadores ou sondas
podem também compreender andlogos de nucledtidos tals como
fosforotioatos (Matsukura et al., 1987),
algquilfosforoticatos (Miller et al., 1979) ou é&cidos
nucleicos peptidicos (Nielsen et al., 1991; Nielsen et al.,
1993) ou pode conter agentes intercalares (Asseline et al.,
1984) .

Tal como & maioria de outras variagdes ou modificacdes
introduzidas nas sequéncias de ADN originais da invencéao
estas variacdes necessitardo de adaptacdes em relacdo as
condicgdes sob as quais o oligonucledtido deve ser utilizado
para obter a especificidade e sensibilidade necessérias. No
entanto, 08 eventuais resultados da hibridacidc seréo
essencialmente 0s mesmos que 0s obtidos com  0OS
oligonucledtidos ndo modificados.

A introducdo destas modificagdes pode ser vantajosa para
influenciar positivamente caracteristicas tais como a
cinética da hibridacdo, a reversibilidade da formacdo de
hibridos, estabilidade bioldgica das moléculas

oligonucleotidicas, etc.

A "amostra" pode ser qualquer material biolégico tomado
directamente a partir do ser humano infectado (ou animal),
ou apds cultura (enriguecimento). O material bioldgico pode
ser, ©p.ex., expectoragles de qualquer tipo, lavagens
brénquicas, sangue, tecido de pele, biopsias, esperma,
material de cultura de 1linfdécitos sanguineos, coldnias,

culturas liquidas, amostras fecais, urina, etc.
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Os conjuntos de sondas incluirdo pelo menos 2, 3, 4, 5, 6o,
7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21,
22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30 ou mais sondas. As
referida sondas podem ser aplicadas em duas ou mais
(possivelmente tantas como © nuUmero de sondas) posicdes
distintas e conhecidas num substrato sdélido. Freguentemente
¢ preferivel aplicar duas ou mais sondas Jjuntamente numa e

na mesma posicdo do referido suporte sélido.

Para desenho de sondas com as caracteristicas desejadas,
podem ser aplicadas as seguintes linhas directrizes tteis

conhecidas do perito na arte.

Devido a wextensdo e especificidade das reaccbes de
hibridacdo tais como as aqui descritas estas sdo afectadas
por varios factores, cuja manipulacdo de um ou mais desses
factores determinard a sensibilidade e especificidade
exactas de wuma determinada sonda, seja perfeitamente
complementar ac seu alvo ou n&o. A importdncia e o efeito
de vérias condig¢des de ensaio, melhor explicados aqui, sédo
conhecidos dos peritos na arte.

A estabilidade do hibrido de &cido nucleico (sonda:alvo)
deverd ser escolhida para ser compativel com as condigbes
de ensaio. Isto pode ser alcancado evitando sequéncias
longas ricas em AT, através da terminacdo dos hibridos com
pares de bases G:C e através do desenho da sconda com uma Tm
apropriada. Os pontos inicial e final da sonda devem ser
escolhidos de modo a que o comprimento e a % de GC resultem
numa T¢ cerca de 2-10°C superior & temperatura a qual o
ensaio final serd efectuado. A composicdo em bases da sonda
¢ significativa porque os pares de bases G-C exibem maior
estabilidade térmica em comparacdo com os pares de bases A-
T devido & ligacgbes de hidrogénio adicionais. Assim, a

hibridacdo envolvendo &acidos nucleicos complementares de



25

maior teor em G-C serdo estdveis a temperaturas mais

elevadas.

Condicdes tais como a forca i1énica e a temperatura de
incubacdo sob as quais uma sonda serd utilizada devem
também ser tidas em conta quando se desenha uma sonda.
Sabe-se que a hibridagéo aumentard a medida que aumenta a
forca idénica da mistura reaccional e que a estabilidade
térmica dos hibridos aumentard com o aumento da forcga
idnica. Por outro lado, reagentes quimicos, tais como a
formamida, ureia, DMSO e Alcoois, que rompem as ligacbes de
hidrogénio, aumentario o) rigor da hibridacao. A
desestabilizacgdo das ligacgdes de hidrogénio através de tais
reagentes pode reduzir grandemente a T:. Em geral, a
hibridacdo éptima para sondas oligonucleotidicas sintéticas
de cerca de 10-50 bases de comprimento ocorre
aproximadamente 5°C abaixo da temperatura de fusdo para um
dado duplex. A incubacdo a temperaturas abaixo do optimo
pode permitir que sequéncias de Dbases desemparelhadas
hibridem e pode portanto resultar em reduzida

especificidade.

E desejavel ter sondas que hibridem apenas sob condicbes de
elevado zrigor. Sob condigdes de elevado rigor apenas se
formarao hibridos de acido nucleico altamente
complementares; hibridos sem um grau suficiente de
complementaridade ndo se formardo. Concordantemente, o
rigor das condicbes de ensaio determina a quantidade de
complementaridade necessdria entre duas cadeias de &cido
nucleico que formam um hibrido. O grau de rigor é escolhido
de modo a maximizar a diferenca na estabilidade entre o
hibrido formado com ¢ alvo e o &cido nucleico n&o alvo. No

presente caso, é necessario detectar mudancas de apenas um
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par de bases, o qgque requer condi¢des de rigor muito

elevado.

0 comprimento da sequéncia de A4acido nucleico alvo e,
concordantemente, o comprimento da sequéncia da sonda podem
também ser importantes. Nalguns casos, pode haver varias
sequéncias de uma determinada regido, variando na
localizacdo e no comprimento, que produzirdo sondas com as
caracteristicas de hibridacdo desejadas. Noutros casos, uma
sequéncia pode ser significativamente melhor que outra que
difira apenas numa Unica base. Embora seja possivel que o0s
dacidos nucleicos que ndo sdo perfeitamente complementares
hibridem, o maior  trecho de seguéncia de  bases
perfeitamente complementares normalmente determinarad em
primeiro lugar a estabilidade do hibrido. Embora possam ser
utilizadas sondas oligonucleotidicas de diferentes
comprimentos e composicdo de bases, as sondas
oligonucleotidicas preferidas desta invencdo estdo entre
cerca de 5 a 50 (mais particularmente 10-25) bases de
comprimento e tém um trecho suficiente na sequéncia que &
perfeitamente complementar a sequéncia de &acido nucleico

alvo.

Regides no ADN ou ARN alvo que se sabe formarem estruturas
internas fortes inibidoras da  Thibridacdo s&o menos
preferidas. De 1igual modo, sondas com extensa auto-
complementaridade devem ser evitadas. Tal como explicado
acima, a hibridacdo é a associac&o de duas cadeias simples
de &cidos nucleicos complementares para formar uma cadeia
dupla ligada por hidrogénios. Estéd implicito que se uma das
duas cadeias estiver totalmente ou parcialmente envolvida
num hibrido serd menos capaz de participar na formacdo de
um novo hibrido. Pode haver hibridos intramoleculares e

intermoleculares formados dentro das moléculas de um tipo
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de sonda se houver suficiente auto-complementaridade. Tais
estruturas podem ser evitadas através do desenho cuidado da
sonda. Ao desenhar a sonda para que uma porcdo substancial
da sequéncia de interesse seja de cadeia simples, a taxa e
extensdo de hibridacdo pode ser grandemente aumentada.
Estdo disponiveis programas de computador para pesquisar
este tipo de interaccdo. No entanto, em certos casos, pode

ndc ser possivel evitar este tipo de interaccéo.

As condig®es padrdc de hibridacdo e lavagem sdo divulgadas
na seccdo Materiais e Métodos dos Exemplos. Outras
condicdes sdo por exemplo SSC 3x (Solucdo Salina de Sdédio

com Citrato), FA (Formamida) desionizada a 20% a 50°C.

Podem também ser utilizadas outras solucdes (SSPE (Solucédo
salina de sédio com fosfato-EDTA), TMACl (Cloreto de
Tetrametilambébnio), etc.) e temperaturas desde que a
especificidade e sensibilidade das sondas sejam mantidas.
Se necessario for, tém de ser efectuadas ligeiras
modificacdes das sondas no comprimento ou na sequéncia para
manter a especificidade e sensibilidade requeridas sob as

dadas circunsténcias.

Numa forma de realizacdo preferencial, 0s acidos
polinucleicos acima mencioconados do passo (i) ou (ii) séo
hibridados com pelo menos duas, trés, quatro, cinco, seis,
sete, oito, nove, dez, onze, doze, treze, catorze, guinze,
dezasseis, dezassete dezoito, dezanove, vinte ou mais das
sondas especificas da regifo alvo acima mencionadas, de
preferéncia com 5 ou 6 sondas, que, tomadas em conjunto,

cobrem a "regido de mutacdo" do gene de HBV relevante.

0 termo "regido de mutacdo" significa que a regido na

sequéncia do gene de HBV relevante onde pelo menos uma
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mutacdo codificando um mutante de HBV estid situada numa
parte preferida desta regido de mutacdo, representada na

Figura 1.

Para além das regides de mutacdo tal como definido acima os
genomas de tipo selvagem ou mutantes de HBV podem também
mostrar variac¢des nucleotidicas polimérficas em posicgdes
diferentes das referidas como posicgdes variadas especificas
do gendtipo ou especificas do mutante tal como mostrado na

Figura 1.

Uma vez que algumas mutacdes podem ser de ocorréncia mais
frequente que outras, p.ex., em certas areas geograficas ou
em circunsténcias especificas (p.ex., comunidades
relativamente fechadas) pode ser apropriado pesquisar
apenas mutacdes especificas, utilizando um conjunto
seleccionado de sondas tal como indicade acima. Isto
resultaria num teste mais simples, que <cobriria as

necessidades sob certas circunsténcias.

Para detectar gendétipos de HBV e mutantes de HBV com o
conjunto seleccionado de sondas oligonucleotidicas, pode
ser utilizado gqualguer método de hibridagdo conhecido na
arte (dot-blot convencioconal, Southern blot, sanduiche,

etc.).

No entanto, para obter resultados radpidos e féceis se
estiver envolvida uma pluralidade de sondas, pcde ser muito

conveniente um formato de hibridacdo reversa.

Numa forma de realizacdo preferida o conjunto de sondas
seleccionado é imobilizado num  suporte sé6lido em
localizacdes distintas conhecidas (pontos, linhas ou outras

figuras). Noutra forma de realizacdo preferida o© conjunto
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de sondas seleccionado é imobilizado numa tira de membrana
de um modo em linha. As referidas sondas podem ser
imobilizadas individualmente ou como misturas para delinear

localizagdes no suporte sélido.

Uma forma de realizacdc especifica e muito facil de
utilizar do método preferencial acima mencionado é o método
LiPA, onde o conjunto de sondas acima mencionadc é
imobilizado em linhas paralelas numa membrana, tal como

melhor descrito nos exemplos.

A invengdo proporciona também um conjunto de iniciadores
permitindo a amplificacdo da regido do respectivo gene de
HBV a detectar por meio das sondas. Exemplos de tais
iniciadores da invencdo sdo dados na Tabela 1 e na Figura
1.

Os iniciadores podem ser marcados com um marcador a escolha
(p.ex., biotina). Podem ser utilizados diferentes sistemas
de amplificacdo do alvo baseados em iniciadores, e de
preferéncia amplificacdo por PCR, tal como exposto nos
exemplos. Pode ser utilizada PCR de um Unico ciclo ou

interna.

A invencdo proporciona também um estojo de ensaio de acordo

com a reivindicacdo 3.

0 termo "tamp&Zo de hibridacido" significa um tampdo que
permite que uma reac¢do de hibridacdo ocorra entre as
sondas e 08 &cidos polinucleicos presentes na amostra, ou
0os produtcs amplificados, scb as condicles de rigor

apropriadas.
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0 termo "solugdo de lavagem" significa uma solucdo que
permite a lavagem dos hibridos formados sob as condicbdes de

rigor apropriadas.

Tal como ilustrado nas seccédo dos Exemplos, foi desenhado
um ensaio de sondas em linha (LiPA) para pesquisa de
gendtipos de HBV e/ou mutantes de HBV., O principio do
ensaio baseia-se na hibridacdo reversa de um Aacido
polinucleico amplificado tal como um fragmento de PCR
biotinilado do gene de HBV sobre oligonucledtidos curtos. O
Gltimo hibrido pode entéo, através de uma ligacdo biotina-
estreptavidina, ser detectado com um sistema de revelacgdo

de cor ndo radioactivo.

Os seguintes exemplos servem apenas para ilustrar a
presente invencdo. Ndo se pretende que de modo algum estes

exemplos limitem ¢ &mbito da presente invencédo.

LEGENDAS DAS FIGURAS E DA TABELA

Figura 1: Alinhamento de 35 genomas completos de HBV. Os
isolados pertencentes ao gendtipo A s&do: HBVXCPS, HBVADW,
HVHEPB, S$50225, HPBADWZCG; gendtipo B: HPBADW3, HPBADWZ,
HPBADW1, HPBADWZ2; genétipo C: HPBCGADR, HBVADRM, HPBADRA,
HPBCG, HEHBVAYR, HBVADR, HBVADR4, HPBADRIC, HPBADRC,
HBVPREX, HPBETNC, HHVBC, HHVCCHA; genbétipo D: HBVAYWMCG,
HBVAYWC, HBVAYWCI, HBVAYWE, HBVDNA, HPBHBVAA, XXHEPAVY,
HBVORF'S; gendétipo E: HHVBE4, HHVBBAS; e gendtipo F: HHBF,
HHVBFFOU, HBVADWAA. Para conservar o alinhamento, foram
criados véarios intervalos no alinhamento que estéo
indicados com /. As posicdes de inicio e fim dos diferentes
genes de HBV codificados estdo indicadas: HBsAg: antigénio
de superficie da hepatite B (antigénio de superficie
pegqueno); HBx: proteina X de hepatite B; Pol de HB:

proteina polimerase de hepatite B, codificando uma proteina
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terminal, um espacador, uma regid&o de RT/ADN-polimerase, e
uma actividade de ARNase H; HBcAg: antigénio Core de
hepatite B; HBpreSlAg: antigénio preSl de hepatite B
(antigénio de superficie grande); HBpreS2Ag: antigénio
preS2 de hepatite B (antigénio de superficie médio). A
posicdo dos iniciadores de PCR estd indicada com uma grande
caixa ao longo de todas as 35 sequéncias. A polaridade do
iniciador de PCR pode ser deduzida a partir da posicdc do
nome acima destas caixas: esquerda = iniciador anti-
sentido; direita = iniciador com sentido. As sondas de LiPA
estdo indicadas com caixas pequenas, 0s numeros das sondas
estdo indicados a seguir as sondas ou & direita do
alinhamento, e correspondem aos numeros das sondas na

Tabela 1.

Figura 2: Desenho de LiPA de HBV. E detalhado o contetdo da
tira de LiPA de HBV. Para o numero de cada linha, esté
indicada a vregido do genoma viral, Jjuntamente com o
gendtipo que é detectado, o nimero da sonda que corresponde
as caixas do alinhamento na Figura 1, e a seqguéncia da

sonda.

Figura 3: Resultado combinado da determinacdo do gendtipo
na regido preSl e do varrimento de preCore em 24 amostras.
A interpretacdoc de cada amostra & dada sob cada tira. As
reactividades das sondas nas linhas 3 a 14 sdoc obtidas a
partir do fragmento de PCR de preSl, as reactividades das
sondas nas linhas 15 a 27 s&o devidas ao fragmento de PCR
de preCore. Os gendtipos estdc indicados de A a F. A
interpretacdo para a regido preCore & como se segue: W =
tipo selvagem; M = mutante; I = indeterminado, significando
gue nac foi observada reactividade, o que é devido a
mutacdes que ndo puderam ainda ser detectadas com as sondas

seleccionadas; mix = mistura do tipo selvagem e mutante; a
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interpretacdo do coddo 15 & relevante apenas para o
gendtipo A, a auséncia de reactividade em HBPr 45 para os
gendtipos B a F é inGtil tal como é indicade por - (ndo
aplicédvel). Uma vez que a presenca ou auséncia de mutagdes
em preCore tem efeito no estado seroldgico de HBeAg, isto

estd também indicado.

Figura 4: Sondas utilizadas em LiPA de HBV. A sondas foram
desenhadas para genotipagem na regido de HBsSAg e para
deteccdo de mutacgbes de resisténcia a farmacos no motivo
YMDD (ver também Figura 5), bem como para deteccdo de

mutacgbes na regido preCore (ver também Figura 6).

Figura 5: Exemplo de um ensaio LiPA combinando genotipagem
de HBV na regido HBsAg e deteccdo de mutacdes de
resisténcia a farmacos no motivo YMDD. Os gendtipos estédo
indicados de A a F. O desenho da tira é mostrado a direita,
com ©s numeros das sondas correspondendo aos numercs na
Tabela 1 e na Figura 4. Os gendtipos e motives mutantes com
0s quais cada sonda hibrida estédo escritos mais a direita.
A combinacdo de sondas reactivas permite a determinacdo de

um gendtipo Gnico.

Figura 6: Exemplo da determinacdo de mutacdes preCore
através da técnica LiPA. O desenho da tira é mostrado a
direita, com o0s nuUmeros das sondas correspondendo aos
nimero na Tabela 1. As sequéncias alvo mutantes com as
guails as sondas hibridam estdo indicadas mais & direita. O
motivo M2 corresponde a uma mutacdo no codao 28, M4
corresponde a uma mutacdo no coddo 29. M2/M4 tem mutacdes
em 28 e 29.

Figura 7: Detecc¢do de uma mutacido no motivo YMDD de pol de

HBV apb6s tratamento com lamivudina. O grafico mostra um
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cursc de tempo da carga viral durante o tratamento com
lamivudina. A direita s&o mostradas tiras de LiPa,
correspondendo aos ensaios no inicio do tratamento (5/95),
10 meses de tratamento (2/96) e 14 meses de tratamento
(6/96). O ensaio mostra que durante o tratamento o motivo

YMDD muta para YVDD.

Tabela 1: Perspectiva geral de todos os iniciadores e
sondas referidos nas Figuras com uma indicacdo da sua
respectiva SEQ ID NO e da regidc do genoma de HBV para a
gqual sdo desenhados. Os iniciadores da regido PreSl incluem
1, 106, 2 (iniciadores <com sentido) e 4, 107 e 3
(iniciadores anti-sentido). 0Os iniciadores da regi&o HBSAg
incluem 75 e 104 (iniciadores com sentido) e 76, 94 e 105
(iniciadores anti-sentido). Os iniciadores da regido
PreCore incluem 5, 6, 69, 70, 84, 86, 87 e 108 (iniciadores
com gentido) e 7, 8, 85 e 109 (iniciadores anti-sentido).
Os restantes oligonucledtidos sdoc sondas das regides
PreCore, PreSl, HBSAg e gene de RT-pol de HBV tal como
indicado. O motivo YMDDV e os seus mutantes consistem nos
amincdcidos 551 a 555 da proteina RT-pol; a sequéncia MGVGL
e o0 seu mutante consistem nos aminodcidos 519 a 523 da
proteina RT-pol; a sequéncia SPFLL e os seus mutantes e
variantes genotipicas consistem nos aminoacidos 524 a 528
da proteina RT-pol.

Tabela 1 : Desenho de sondas e iniciadores de HBV

Nome Sequéncia SEQ ID NO Regido

HBPrl GGGTCACCATATTCTTGGG 1 iniciador de preSl
com sentido

HBPr2 GAACAAGAGCTACAGCATGGG 2 iniciador de preSl
com sentido

HBPr3 CCACTGCATGGCCTGAGGATG 3 iniciador de preSl
anti-sentido

HBPr4 GTTCCT/GGAACAGGGCGCCACCAG 4 iniciador de preSl
anti-sentido

HBPrS5 TCTTTGTATTAGGAGGCTGTAG 5 iniciador de
preCore com
sentido

HBPr6 GCTGTAGGCATAAATTGGTCTG 6 iniciador de

prreCore com
sentido



HBPr7

HBPrS8

HBPr9
HBPrl10
HBPrll
HBPrl12
HBPrl13
HBPrl4
HBPrl5
HBPrlé6
HBPr17
HBPrl18
HBPrl19
HBPr20
HBPr21l
HBPr22
HBPr23
HBPr24
HBPr25
HBPr26
HBPr27
HBPr28
HBPr29
HBPr30
HBPr31l
HBPr32
HBPr33
HBPr34
HBPr35
HBPr36
HBPr37
HBPr38
HBPr39
HBPr40
HBPr41l
HBPr42
HBPr43
HBPr44
HBPr45
HBPr46
HBPr4d7
HBPr48
Nome
HBPr49
HBPr50
HBPr51
HBPr52
HBPr53
HBPr54
MBPr55
HBPr56
HBPr57
HBPr58
HBPr59
HBPr60
HBProl
HBPro62
HBPr63

CTCCACAGT/AAGCTCCAARATTC

GAAGGAAAGAAGTCAGAAGGC

TGGCTTTGGGGCATGG
TGGCTTTAGGGCATGG
TGGCTTTAGGACATGG
AAGTTGCATGGTGCTG
CACCTCTGCCTAATCAT
TGGGGTGGAGCCCTCAG
CCCACCAGCCAACCAG
CCCATGGGGGACTGT
AACCCCAACAAGGATG
TCCACCAGCAATCCT
TGGGGGAAGAATATTT
AAATTCCAGCAGTCCC
GTTCCCMCCCTICTGG
MCCTCGCMAGGCAT
TGCATTCAAAGCCAAC
TACTCACAACTGTGCC
ACCCTCCGTTCGGAGC
CACGAAGACAGCCTAC
GATCCAGCCTTCAGAG
ATGCTCCAGCTCCTAC
GCTTTCTTGGACGGTIC
CTACCCCAATCACTCC
AGCACCTCTCTCAACG
CCAATGGCAAACAAGG
CTGACGGCTCCACCCCA
ATGCMCTTTTTCACC
ATCTCTTGTACATGTIC
ATCTCATGTTCATGTC
CAGTGGGACATGTACA
CAGTAGGACATGAACA
CTGTTCAAGCCTCCAA
AGCCTCCAAGCTGTGC
AAAGCCACCCAAGGCA
TGGCTTTAGGACATGGA
GACATGTACAAGAGATGA
GACATGAACATGAGATCA
TGTACATGTCCCACTGTT
TGTTCATGTCCTACTGTT
ACTGTTCAAGCCTCCAAG
GGCACAGGCTTGGAGGCIT
Sequéncia
ARAGCCACCCAAGGCACA
CCCACACGGTTGGGAAC
CAGCATGGGGCAGAATCT
TCCACCAGCAATCCTCTG
GGATCCAGCCTTCACAGC
TCAGGAAGACAGCCTAC
TTCAACCCCAACAAGGATC
AATGCTCCAGCTCCTAC
CTGCATTCAAAGCCAACT
CCCCATGGGGGACTGTTG
CATACTCACAACTGTGCCA
GGGCTTTCTTGGACGGTCC
CTCTCGAATGGGGGARAGA
CCTACCCCAATCACTCCA
ACCACCTCTCTCAACGACA

g
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
SEQ ID NO
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63

iniciador de
preCore anti-
sentido
iniciador de
preCore anti-
sentido
preCore
rreCore
preCore
preCore
preCore
presl
preSl
preSl
preSl
presl
presl
presl
presl
preSl
preSl
preSl
presl
presl
presl
presl
preSl
preSl
preSl
presl
presl
preCore
preCore
preCore
preCore
rreCore
preCore
preCore
preCore
preCore
preCore
preCore
preCore
preCore
preCore
preCore
Regido
precore
presl
preSl
preSl
presSl
presl
presl
presl
presl
preSl
preSl
presSl
presl
presl
presl

34



HBPro4
HBPr65
HBPr66
HBPr67
HBPr68
HBPr69

HBPr70

HBPr71

HBPr72

HBPr73

HBPr74

HBPr75

HBPr76

HBPr77

HBPr78

HBPr79

HBPr80

HBPr81l

HBPr82

HBPr83

HBRPr84

HBPr85

HBPr86

HBPr87

HBPr88
Nome
HBPr89

HBPr90
HBPr91
HBPr92
HBPr93
HBPr94

HBPr95
HBPr96
HBPr97
HBRPr98
HBPr99
HBPr100

GCAAATTCCAGCAGTCCCG
GCCAATCGCAAACAAGGTA
GACATGAACATGACATG
GGACATCAACAAGAGAT
GACATGTACAAGAGATG
ACATAAGAGGACTCTITGGAC

TACTTCAAAGACTGTGTGTTTA

ACAAAGACCTTTAAC/TCT
ACAAAGATCATTAAC/TCT
TTCCACCAGCAATCCTC
GATCCAGCCTTCAGAGC
CAAGGTAGTTGCCCGTTTGTCC
CCARACAGTGGGGGAAGCCC
CTACGGATGGAATTTGC
TACGGACGGARACTGC
TTCGGACGGAAACTGC
CTTCGGACGGAAATTGC
CTACGGATAGARATTGC
CTTCGGACAGARATTGC
CTATGGGAGTGGGCCTCAGT/CC
GCTGTAGGCATAAATTGGTCTG
CTCCACAGT/AAGCTCCAAATTC
ACATAAGAGGACTCTTGGAC

TACTTCAAGGACTGTGTGTTTA

TAGGTTAAAGGTCTTTGT
Sequéncia
TAGGTTAATCATCTTTGT

CATGTCCCACTGTTCAA
CATGTCCTACTGTTCAA
TTCTGCCCCATGCTGTA
TTCTCCCCCATGCTGTAC
GGTAA/TAAAGGGACTCAC/AGATG

TCACCTATATGGATGAT
CAGCTATATGGATGAT
TTCAGCTATATGGATG
TCAGTTATATGGATGAT
TTTCAGTTATATGGATG
TTTAGTTATATGGATGA

64
65
66

t
68
69

70

71
72
73
74
75

76

78
79
80
81
82

83
84

85

86

88
SEQ ID NO
89

80
91
92
g3
94

85
S6
97
98
99
100
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presSl

presl

preCore

preCore

preCore

iniciador de
preCore com
sentido

iniciador de
preCore com
sentido

promotor de
preCore

promotor de
preCore

presl

presl

iniciador de HBsAg
com sentido
iniciador de HBsAg
anti-sentido

coddo 115 de HBsAg
de tipo selvagen
coddo 145 de HBsAg
de tipo selvagen
coddo 145 de HBsAg
de tipo selvagem
coddo 145 de HBsAg
de tipo selvagen
coddo 145 de HBsAg
mutante

coddo 145 de HBsAg
mutante

Pol de HB
iniciador de
preCore com
sentido

iniciador de
preCore anti-
sentido

iniciador de
preCore com
sentido

iniciador de
preCore com
sentido

promotor de preCore
Regido

promotor de
preCore

preCore

preCore

presl

presl

iniciador de HBsAg
anti-sentido

Pol de HB

Pol de HB

Pol de HB

Pol de HB

Pol de HB

Pol de HB



HBPrl101
HRPrl102
HBPrl103
HBPr104
HBPrl105
HBPrl106
HBPr107

HBPr108

HBPr109

HBPrl110

HBPrlll

HBPrll2

HBPrll3

HBPrll4
HBPrll5
HBRPrlle
HBPrll7
HBPrl1l18

HBPrll9

HBPr120

HBPrl121l

HBPr122

HBPrl23

Nome

HBPrl124

HBPrl25

HBPrl26

HBPrl127

TCAGCTATGTGGATGAT
TCAGTTATGTGGATCAT
TTTCAGCTATGTGGATG
CAAGGTATGTTGCCCGTTTGTCC
GGT/CAA/TAAACGGACTCAC/AGATG
GGGTCACCATATTCTTGGG
GTTCCT/GGAACTGGAGCCACCAG

CCGGAAAGCTTGAGCTCTTCTTTTTCA
CCTCTGCCTAATC

CCGGAAAGCTTGAGCTCTTCAAAATGT
TGCATGGTGCTIGG

CCTCTGCCGATCCATACTGCGGAAC
CTGCGAGGCGAGGGAGTTCTTCTTC
TGCCATTTGTTCAGTGGTTCGTAGGGC
CCGGCAGATGAGAAGGCACAGACGG

TTCAGCTATATGGATGAT
TCAGCTATATGCATGATG
TTCAGCTATGTGGATGAT
TCAGCTATGTGGATGATG
GGCTTTGGGGCATGG

TGGCTTTGGGGCATG

GTGGCTTTGGGGCATG

GGCTTTGGGCCATGGA

TGGCTTTGGGACATGG

GGCTTTGGGACATGG

Sequéncia

TGGCTTTGGGACATG

GIGGCTITTGGGACATG

GGCTTTGGGACATGGA

TCAGTTATATGGATGATG

101
102
103
104
105
106
107

108

109

110
111
112
113

114
115
116
117
118

119

120

121

122

123

SEQ ID NO

124

125

126

127
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Pol de HB

Pol de HB

Pol de HB
iniciador de HBsAg
com sentido
iniciador de HBsAg
anti-sentido
iniciador de preSl
com sentido
iniciador de preSl
anti-sentido
iniciador de
preCore com
sentido

iniciador de
preCore anti-
sentido

iniciador de prex
com sentido
iniciador de HB
Core anti-sentido
iniciador de
HBPsAg com sentido
iniciador de HBX
anti-sentido
motivo YMDD

motivo YMDD

motivo YMDD

motivo YMDD

coddo 28 de
preCore de tipo
selvagem

coddo 28 de
preCore de tipo
selvagem

coddo 28 de
preCore de tipo
selvagem

coddo 28 de
preCore de tipo
selvagem

coddo 28 de
preCore de tipo
selvagem, coddo 29
mutante

ccddo 28 de preCore
de tipo selvagem,
ccddo 29 mutante
Regido

coddo 28 de
preCore de tipo
selvagem, coddo 29
mutante

coddo 28 de
preCore de tipo
selvagem, coddo 29
mutante

coddo 28 de
preCore de tipo
selvagem, coddo 29
mutante

gendtipo D de



HBPrl128

HRPrl129

HBPr130

HBPrl13l

HRPrl132

HRPrl133

HBPrl134

HRPrl135

HBPrl136

HBPR137

HRPR138

HBPr139
HBRPr140
HBPrl4l
HRPrl142
HBPrl143
HBPrl144
HBPrl145
HBPrl146
HBPrl47
HBPr148
HBRPr149
HBRPr150
HBPrl151
HBPrl152
HBPr153
HBPrl54
HBPrl55
HBRPrl156
HBPrl157
HBPrl158
HBPrl159
Nome

HBPr160
HBPrle6l
HBPrl1l62
HBRPr163
HRPrl164
HBPrlé5
HBPrl66
HBPrl167
HBPrl168
HRPr169
HBRPr170
HBPrl171

TTCAGTTATATGGATGAT

TTTCAGTTATATGGATGAT

TCAGTTATGTGGATGATG
TTCAGTTATGTGGATGAT
TTTCAGTTATGTGGATGAT
TTTCAGTTATGTGGATGA

TGCTGCTATGCCTCATCTTC

CA (G/A) AGACAAAAGARAATTGG

CTATGGATGGAAATTGC
CCTATGGATGGAAATTG
ACCTATGGATGGAAATT

CT CAA GGC AAC TCT ATG TGG
CT CAA GGC AAC TCT ATG GG
T CAA GGC AAC TCT ATG TIG
ATC CCA TCA TCT TGG G

ATC CCA TCA TCT TGG GCG G
TC CCA TCA TCT TGG GCG G
C CCA TCA TCT TGG GCT GG
TTC GCA AAA TAC CTA TGG

T TTC GCA AAA TAC CTA TG
CT TTC GCA AAA TAC CTA TG
TC GCA AAA TAC CTA TGG G
T CTA CTT CCA GGA ACA T

T CTA CTT CCA GGA ACA TC
CT CTA CTT CCA GGA ACA T
CT CTA CTT CCA GGA ACA G
C TGC ACG ATT CCT GCT

TGC ACG ATT CCT GCT CA

C TGC ACG ATT CCT GCT C
TGC ACG ATT CCT GCT CAA
TTIC GCA AGA TTIC CTA TG

CT TTC GCA AGA TTC CTA T
Sequéncia

CT TTC GCA AGA TTC CTA

CT TTC GCA AGA TTC CTA TG
C TCT ATG TAT CCC TCC T
TCT ATG TAT CCC TCC TG

C TCT ATG TAT CCC TCC TGG
CC TCT ATG TAT CCC TCC T
C TGT ACC AAA CCT TCG G

C TGT ACC AAA CCT TCG

GC TGT ACC AAA CCT TCG G
TGT ACC AAA CCT TCG GAG
GGA CCC TGC CGA ACC T

GGA CCC TGC CGA ACC G

128

129

130
131
132
133

134

135

136
137
138

139
140
141
142
143
144
145
146
147
148
149
150
151
152
153
154
155
156
157
158
159
SEQ ID NO
160
161
162
163
164
165
166
167
168
169
170
171

YMDD, tipo
selvagem
gendtipo D de
YMDD, tipo
selvagem
gendtipo D de
YMDD, tipo
selvagem
gendtipo D de
YMDD, mutante
gendétipo D de
YMDD, mutante
gendtipo D de
YMDD, mutante
gendtipo D de
YMDD, mutante

37

iniciador de HBsAg

externa
sentido

com

iniciador de HBsAg

externa
sentido

anti-

mutante de HBsAg

coddo 1

43

mutante de HBsAg

coddo 1

mutante de HBsAg

43

ccddo 143H

HBsAg,
HBsAg,
HBsAg,
HBsAg,
HBsAg,
HBsAg,
HBsAg,
HBsAg,
HBsAg,
HBsAg,
HBsAg,
HBsAg,
HBsAg,
HBsAg,
HBsAg,
HBsAg,
HBsAg,
HBsAg,
HBsAg,
HBsAg,
HBsAg,
Regido
HBsAg,
HBsAg,
HBsAg,
HBsAg,
HBsAg,
HBsAg,
HBsAg,
HBsAg,
HBsAg,
HBsAg,
HBsAg,
HBsAg,

gendétipo
gendtipo
gendtipo
gendtipo
gendtipo
gendtipo
gendtipo
gendétipo
gendtipo
gendtipo
gendtipo
gendtipo
gendtipo
gendtipo
gendtipo
gendtipo
gendtipo
gendtipo
gendtipo
gendtipo
gendtipo

gendtipo
gendtipo
gendtipo
gendtipo
gendtipo
gendtipo
gendtipo
gendtipo
gendtipo
gendtipo
gendtipo
gendtipo
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HBPrl72
HBRPrl73
HBPrl174
HBPrl75
HBPrl76
HBPrl177
HBPrl178
HBPrl179
HRPr180
HBPrl181
HBPrl182
HBPrl183
HRPr184
HBPrl185
HBPrl186
HBPr187
HBPr188
HBPrl189
HBPr190
HBRPr191
HBPrl192
HBPrl193
HRPrl194
HBPrl195

HBPrl196

HBRPr197

HBPr198

HBPrl199

HBRPr200

HBPr201

HRPr202

HBPr202
HBPr204
HBPr205
HBPr206
HBPr207

HBPr208

Nome
HBPr209

HBPr210

HBPr211

HBPr212

HBPr213

HBPr214

G GGA CCC TGC CGA AC

GGA CCC TGC CGA AC

GT TGC TGT TCA AAA CCT T

GT TGC TGT TCA AAA CCT G

IGT TGC TGT TCA AAA CCT G

A TGT TGC TGT TCA AAA CCT G

GA TCC ACG ACC ACC A

GGA TCC ACG ACC ACC A
GGA TCC ACG ACC ACC

GA TCC ACG ACC ACC AGG
TGT TCC AAA CCC TCG G

C TGT TCC AAA CCC TCG

C TGT TCC AAA CCC TCG G
GT TCC AAA CCC TCG GAT

G CCA AAT CTG TGC AGC
CCA AAT CTG TGC AGC AT

G CCA AAT CTG TGC AGC AG
GG CCA AAT CTG TGC AGC

A TCA ACA ACA ACC AGT A
GA TCA ACA ACA ACC AGT
GA TCA ACA ACA ACC AGT A
GGA TCA ACA ACA ACC AGT
T CAA GGC AAC TCT ATG TGG
AGG TTA AAG GTC TTT GT

T AGG TTA AAG GTC TIT GG

TT AGG TTA AAG GTC TTT

GG TTA AAG GTC TTT GTA GG

AGG TTA ATG ATC TTT GT

T AGG TTA ATG ATC TTIT GG

CT TTC GCA AGA TTC CTA TGG

GCT TTIC GCA AGA TTC CTA TG

GCT TIC GCA AGA TTC CTA TGG

CT TTC GCA AGA TTIC CTA TGG

G
GC TGT ACC AAA CCT TCG GAG

TGC TGT ACC AAA CCT TCG G

IGC TGT ACC AAA CCT TCG GAG

GC TGT ACC AAA CCT TCG GAT

Sequéncia
TGG TTC GCC GGG CTT T

G TGG TTC GCC GGG CTIT G
GG TTC GCC GGG CTT TC
IGG TIC GCC GGG CTT TC
AG TGG TTC GCC GGG CIG G

A GGA TCC ACC ACC ACC AGG

173
174
175
176
177
178
179
180
181
182
183
184
185
186
187
188
189
190
191
192
193
194
195

196
197
198
199
200
201
202
203
204
205
206
207

200

SEQ ID NO
209

210
211
212
213

214

HBsAg,
HBsAg,
HBsAg,
HBsAg,
HBsAg,
HBsAg,
HBsAg,
HBsAg,
HBsAg,
HBsAg,
HBsAg,
HBsAg,
HBsAg,
HBsAg,
HBsAg,
HBsAg,
HBsAg,
HBsAg,
HBsAg,
HBsAg,
HBsAg,

gendtipo
gendtipo
gendtipo
gendtipo
gendtipo
gendtipo
gendtipo
gendtipo
gendtipo
gendtipo
gendtipo
gendtipo
gendtipo
gendtipo
gendétipo
gendtipo
gendtipo
gendtipo
gendtipo
gendtipo
gendtipo
HBsAg, gendtipo
HBsAg, gendtipo
promotor gendtipo
A tipo selvagem
promotor gendtipo
A tipo seslvagem
promotor gendtipo
A tipo selvagem
promotor gendtipo
A tipo selvagem
promotor gendtipo
A mutante
promotor gendtipo
A mutante

HBsAg gendtipo C
coddo 160

HBsAg gendtipo C
coddo 160

HBsAg gendtipo C
coddo 160

HBsAg gendtipo C
coddo 160

HBsAg gendtipo D
coddo 140

HBsAg gendtipo D
coddo 140

HBsAg gendtipo D
coddo 140

HBsAg gendtipo D
ccdao 140

Regido
HBsAg
codéo
HBsAg
codédo
HBsAg
codao
HBsAg
coddo
HBsAg
codéo
HBsAg
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gendtipo E
184
gendtipo E
184
gendétipo E
184
gendétipo E
184
gendtipo E
184
gendtipo F

38



HBPr215 A GGA TCC ACG ACC ACC AGT 215 HBsAg gendtipo F
HBPr216 CA GGA TCC ACG ACC ACC AGG 216 HBsAg gendtipo F
HBPr217 C TGT TCC AAA CCC TCG GAG 217 HBsAg gendtipo F
HBPr218 C TGT TCC AAA CCC TCG GAT 218 HBsAg gendtipo F
HBPr219 GC TGT TCC ARA CCC TCG GAG 219 HBsAg gendtipo F
HBPr220 CTGAACCTTTACCCCGTTGC 220 iniciador de
egtimulador
HBPr221 CTCGCCAACTTACAAGGCCTTTC 221 iniciador de
estimulador
HBPr222 AGAATGGCTTGCCTGAGTGC 222 iniciador de Core
anti-sentido
HBPr223 GCT TTC GCA AGA TIC CTA TGG 223 HBsAg gendtipo C
G coddo 160
HBPr224 G GCT TTC GCA AGA TTC CTA 224 HBsAg gendtipo C
TGG coddo 160
HBPr225 G GCT TTC GCA AGA TTC CTA 225 HBsAg gendtipo C
GG G coddo 160
HBPr226 G GCT TTC GCA AGA TTC CTA 226 HBsAg gendtipo C
TGG GA coddo 160
HBPr227 C AGC TAT ATG GAT GAT GTG 227 motivo YMDDV
HBPr228 AGC TAT ATG GAT GAT GTG GG 228 motivo YMDDV
HBPr229 GC TAT ATG GAT GAT GTG GT 229 motivo YMDDV
HBPr230 AGC TAT ATG GAT GAT GTG GT 230 motivo YMDDV
HBPr231 C AGC TAT ATG GAT GAT ATA 231 motivo YMDDI
HBRPr232 AGC TAT ATG GAT GAT ATA GG 232 motivo YMDDI
HBPr233 GC TAT ATG GAT GAT ATA GT 233 motivo YMDDI
HBPr234 AGC TAT ATG GAT GAT ATA GT 234 motivo YMDDI
HBPr235 CCA TCA TCT TGG GCT TG 235 HBSAg gendtipo B
coddo 155
HBPr236 CA TCA TCT TGG GCT TT 236 HBSAg gendtipo B
coddo 155
HBPr237 CCA TCA TCT TGG GCT TT 237 HBSAg gendtipo B
coddo 155
HBPr238 CCA TCA TCT TGG GCT TTC 238 HBSAg gendtipo B
coddo 155
HBPr239 CCC ACT GIC TGG CTT TC 239 HBSAg gendtipo B
coddo 190
HBPr240 CC ACT GTC TGG CTT TC 240 HBSAg gendtipo B
coddo 190
HBPr241 CC ACT GTC TGG CTT T 241 HBSAg gendtipo B
coddo 190
HBPr242 CCC ACT GIC TGG CIT G 242 HBSAg gendtipo B
coddo 190
HBPr243 TAT ATG GAT GAT GTG GTA 243 motivo YMDDV
HBPr244 TAT GTG GAT GAT GTG GTA 244 motivo YVDDV
HBPr245 TAT ATA GAT GAT GTG GTA 245 motivo YIDDV
HBPr246 TAT ATT GAT GAT GTG GTA 246 motivo YIDDV
HBPr247 TAT GTA GAT GAT GTG GTA 247 motivo YVDDV
HBPr248 TAT GTT GAT GAT GTG GTA 248 motivo YVDDV
HBPr249 TAT ATG GAT ATA GTA 249 motivo YMDDI
HBPr250 TAT ATG GAT GAT ATC GTA 250 motivo YMDDI
Nome Sequéncia SEQ ID NO Regido
HBPr251 TAT GTG GAT GAT ATA GTA 251 motivo YVDDI
HBPr252 TAT GTG GAT GAT ATC GTA 252 motivo YVDDI
HBPr253 TAT ATA GAT GAT ATA GTA 253 motivo YIDDI
HBPr254 TAT ATA GAT GAT ATC GTA 254 motivo YIDDI
HBPr255 TAT ATT GAT GAT ATA GTA 255 motivo YIDDI
HBPr256 TAT ATT GAT GAT ATC GTA 256 motivo YIDDI
HBPr257 TAT GTA GAT GAT ATA GTA 257 motivo YVDDI
HBPr258 TAT GTA GAT GAT ATC GTA 258 motivo YVDDI
HBPr259 TAT GTT GAT GAT ATA GTA 259 motivo YVDDI

HBPr260 TAT GTT GAT GAT ATC GTA 260 motivo YVDDI
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HBPr261 TAT ATG GAT GAT CTIG GTA 261 motivo YMDDL
HBRPr262 TAT GTG GAT GAT CTIG GTA 262 motivo YVDDL
HBPr263 TAT ATA GAT GAT CTIG GTA 263 motivo YIDDL
HBPr264 TAT ATT GAT GAT CTIG GTA 264 motivo YIDDL
HBPr265 TAT GTA GAT GAT CTG GTA 265 motivo YVDDL
HBPr266 TAT GTT GAT GAT CTG GTA 266 motivo YVDDL
HBPr267 T ATG GGA GTG GGC CTC AG 267 MGVGL
HBPr268 T ATG GGA TTG GGC CTC AG 268 MGLGL
HRPr269 C AGT CCG TTIT CTC TTG GC 269 SPFLL
EXEMPLOS

Exemplo 1. Preparagdo e amplificagdo por PCR de ADN de HBV
Foram colhidas amostras de soro de individuos positivos
para HBsAg e armazenadas a menos 20°C até a utilizacdo em
aliquotas de 0,5 mL. Para preparar o genoma viral, foram
misturados 18 pL de soro com 2 ul de NaOH 1 N e incubados a
37°C durante 60 minutos. A desnaturacdo foi parada e
neutralizada através da adic&o de 20 pL de HC1 0,1 N. Apds
um passo de centrifugacdo de 15 minutos, o scbrenadante foi
colhido e o sedimento descartado. A PCR fol realizada neste
lisado como se segue: foram misturados 32 plL de HyO com 5
pL de tampédo de PCR 10x, 1 pL de dXTPs 10 mM, 1 uL de cada
iniciador Dbiotinilado (10 pmol/uL), 10 ulL de lisado de
soro, e 2 U de enzima Tag. O esquema de amplificacgdo
continha 4 ciclos de 95°C 1 min, ligacdo a 45°C durante 1
min, e extensdo a 72°C durante 1 min. Os produtos de

amplificacdo foram visualizados num gel de agarose a 3%.

0 conjunto de iniciadores externos vpara preSl tem a

seguinte sequéncia:

externo com sentido: HBPr 1: 5'-bio-GGETCACCATATTCITGGG- 3!
externo anti-sentido: HBPr 4: 5'-bio-GTTCC(T/G) GRACTGGAGCCACCAG-3'
0O conjunto de iniciadores externos para preCore tem a

seguinte sequéncia:

externo com sentido: HBPr 69: 5'-bio-ACATAAGAGGACTCTTGGAC-3'
externo anti-sentido: HBPr 8: 5'-bio-GRAAGGAAAGAAGTCAGRAAGGC-3'
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0 conjunto de 1iniciadores externos para HBsAg tem a

seguinte sequéncia:

externo com sentido: HBPr 134: 5'-bio-TGCTGCTATGCCTCATCTIC-3!
externo anti-sentido: HBPr 135: 5'-bio-CA(G/A)AGACARAAGAAAATTGG-3' .

As amostras que foram negativas no primeirc ciclo de PCR
foram novamente testadas numa reaccdo interna composta pelo
seguinte: ? uplL de Hy0, 5 plL de tamp&o Tag 10x, 1 upuL de
dXTPs 10 mM, 1 pL de cada iniciador interno (10 pmol/pL), 1
pL do produto de PCR do primeiro ciclo, e 2 U de polimerase
Tag. O esquema de amplificacdo foi idéntico ao do primeiro
ciclo de PCR. A sequéncia dos iniciadores internos foi como

se segue, para a regido preSl:

interno com sentido HBPr Z: 5'-bio-GAACAAGAGCTACAGCATGGG- 3'

interno anti-sentido HBPr 3: 5'-bio-CCACTGCATGGCCTGAGGATG-3';
e para a regido preCore:

interno com sentido HBPr 70: 5'-bio-TACTTCARAGACTGIGIGTTTA-3'
interno anti-sentido HRPr 7: 5'-bio-CTCCACAG (T/A)AGCTCCAAATTC-3!

Numa segunda reaccdo a regido HBsAg pode ser amplificada
num protocolo semelhante através da utilizacdo dos
seguintes iniciadores: HBPr 75 5'-bio-
CAAGGTATGTTGCCCGTTTGTCC-3" em combinacdo com HBPr 76: 5'-
bio-CCAAACAGTGGGGGARAGCCC-3'; ou com HBPr 94: 5'-bio-
GGTA (A/T) ARAAGGGACTCA (C/A) GATG-3"'.
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Exemplo 2. Prepara¢do dos Ensaios de Sonda em Linha

Foram desenhadas sondas para cobrir os motivos genotipicos
e mutantes universais. Em principioc foram mantidas apenas
as sondas que discriminam entre uma Unica variacéo
nucleotidica. No entanto, para certos polimorfismos nas
extremidades da sonda, foi tolerada reactividade cruzada. A
especificidade foi alcancada experimentalmente para cada
sonda individualmente apds congsiderar a % (G+C), ©
comprimento da sonda, a concentracdo final e a temperatura
de hibridacdo. As sondas optimizadas foram proporcionadas
enzimaticamente com uma cauda poli-T utilizando o TdT
(Pharmacia) numa condicdo reaccional padrido. Resumidamente,
foram incubados 400 pmol de sonda a 37°C numa mistura
reaccional de 30 ul contendo dTTP 5,3 mM, Tris.HC1l 25 mM pH
7,5, cacodilato de sédio 0,1 M, CoCl; 1 mM, DIT 0,1 M e 170
U finais de desoxinucleotidil-transferase (Pharmacia). Apds
uma incubacdo de uma hora, a reaccdo fol parada e as sondas
feitas a8 medida foram precipitadas e lavadas com etanol
gelado. As sondas foram dissolvidas em SSC 6x nas suas
respectivas concentracdes especificas e aplicadas como
linhas horizontais em tiras de membranas em concentracgdes
entre 0,2 e 2,5 pM/mL. O ADN Dbiotinilado fci aplicado
juntamente como controlo positivo (linha 1 de LiPA). Os
oligonucledtidos foram fixados na membrana através de
cozedura a 80°C durante 12 horas. A membrana foi entao
cortada em tiras de 4 mm. O desenho desta tira esta

indicado na Figura 2.

Exemplo 3. Desempenho do teste LiPA

Volumes iguais (10 pL cada) do fragmento de PCR biotinilado
e da solucdo de desnaturacdo (DS; NaCH 400 mM/EDTA 10 mM)
foram misturados em calhas de teste e incubados a
temperatura ambiente durante 5 minutos. Depois, foram

adicionados 2 mL da solucdo de hibridacdo pré-aquecida a
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37°C (HS, 3SC 3x/SDS a 0,1%), seguido da adicdc de uma tira
por calha de teste. A hibridac&do ocorreu durante 1 hora a
50 + 0,5°C num banho-maria fechado com agitacdo. As tiras
foram lavadas duas vezes com 2 mL de solucdo de lavagem
rigorosa (3SC 3x/3DS a 0,1%) a temperatura ambiente durante
20 segundos, e uma vez a 50°C durante 30 minutos. Apbs esta
lavagem rigorosa, as tiras foram lavadas duas vezes com 2
mL da Solucdo de Lavagem padrdo de Innogenetics (RS). As
tiras foram incubadas numa plataforma giratdéria com o
conjugado de estreptavidina marcado com fosfatase alcalina,
diluido em Solucdc de Conjugado padrdo durante 30 minutos a
temperatura ambiente (20 a 25°C). As tiras foram entao
lavadas duas vezes com 2 mL de RS e uma vez com Tampdo
Substrato padrdo (SB), e a reaccdo colorida foil iniciada
através da adicdo de BCIP e NBT ao SB. Apds um maximo de 30
minutos a temperatura ambiente, a reaccgdo de cor foi parada
através da substituicdo dos compostos coloridos por Aagua
destilada. Imediatamente apds a secagem, as tiras foram
interpretadas. As reactividades foram consideradas
positivas sempre que a reactividade fol mais forte que a
reacgdo no controlo negativo. As tiras podem @ ser
armazenadas num local seco e escuro. O procedimento
completo descrito acima pode também ser substituido pelo

dispositivo de automacdo Inno-LiPA padronizado (auto-LiPA).

Exemplo 4. Selecgdo do material de referéncia

Foram preparados fragmentos de PCR, derivados de membros
dos diferentes gendétipos, das diferentes sequéncias preCore
de tipo selvagem e mnmutantes, de motivos resistentes a
farmacos e de mutantes de escape a vacina. Os fragmentos de
PCR foram amplificados com iniciadores sem o grupo biotina
na sua extremidade 5’ e clonados no local EcoRV pré-tratado
do vector pGEMT (Promega). Os clones recombinantes foram

seleccionados apds andlise de «a-complementacdo e de
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comprimento dos fragmentos de restricgdo, e sequenciados com
iniciadores plasmidicos. Outros fragmentos Dbiotinilados
foram directamente seguenciados com um protocolo de
corante-terminador  (Applied Biosystems) utilizando os
iniciadores de amplificacéao. Alternativamente, foi
realizada PCR interna com analogos dos iniciadores, nos
guals o grupo biotina foi substituido com a sequéncia do
iniciador T7 e SP6, respectivamente. Estes amplicdes foram
entdo sequenciados com um procedimento de corante-iniciador
SP6 e T7. Ao fazé-lo, foil preparado um painel de referéncia
de clones recombinantes, que é necessadrio para optimizacédo

das sondas de LiPA.

Exemplo 5: Genotipagem de amostras de soro infectadas com
HBV

Apenas apds a criag&o de um alinhamento de sequéncias tal
como mostrado na Figura 1, se tornou claro quais as regides
gue podiam ser TUtels para genotipagem de HBV. A regido
preSl parece ser adequada devido ao elevado grau de
variabilidade. As sondas foram portanto desenhadas para
cobrir a maior parte destas regifes variaveis tal como
mostrado na Tabela 1. Apenas uma selecgdo muito limitada de
sondas foi mantida devido a sua reaccdo especifica com ©
painel de referéncia. As mais importantes estdo indicadas
como regides dentro de caixas na Figura 1. Estas sondas
seleccionadas foram entdo aplicadas num formato LiPA
indicado na Figura 2, como linha ntimero 2 a 14. Algumas das
sondas podem ser aplicadas juntas numa linha, devido ao seu
caracter universal, enquanto que outras necessitam de ser
aplicadas separadamente. Com a seleccdo de sondas assim
obtidas, foram testadas amostras de sorc colhidas em
diferentes partes do mundo (Europa, América do Sul, Africa,
Médic Oriente). A parte superior da Figura 3 mostra a

reactividade de uma seleccdo de amostras nestas sondas. A
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genotipagem destas amostras é directa, com as amostras 2 a
8 pertencendo ao gendtipo A, as amostras 9 e 10 pertencendo
ao gendtipo B, as amostras 11 e 12 pertencendo ao gendtipo
C, as amostras 13 a 19 pertencendo ao gendtipo D, as
amostras 20 a 23 pertencendo ac gendtipo E, e a amostra 24

pertencendo ao gendtipo F.

A genotipagem pode também ser efectuada na regido HBsAg.
Novamente, as sondas foram desenhadas para cobrir a maior
parte das regides varidveis mostradas na Fig. 1. Foi
mantida apenas uma seleccdo limitada de sondas. Estas
sondas estdo numa caixa na Fig. 1 e estdo listadas na
Figura 4. Fol preparada uma tira de LiPA possuindo estas
sondas e foram caracterizadas amostras pertencendo aos

diferentes gendétipos, tal como mostrado na Fig. 5.

Exemplo 6. Pesquisa da regido preCore quanto a mutagdes

A expressdo de HBeAg pode ser regulada ao nivel da
transcricdo e traducdo. E postulado que existe regulacdo da
transcricgéo devido a presenca de uma variacgao
dinucleotidica na regido promoctora do ARNm de preCore. As
sondas cobrindo o motivo de tipo selvagem (p.ex., sonda
HBPr 88) e o mutante (p.ex., HBPr 89) foram seleccionadas e
as suas posicdes estdo indicadas no alinhamento mostrado na
Figura 1, e foram aplicadas na tira de LiPA como linha 15 e

16 (Figura 2).

2o nivel da traducgdo, podem surgir muitas mais mutagdes,
todas resultando possivelmente na abolicdo da expressdo de
HBeAg: quaisquer mutacdes no coddo 1 (ATG) destruindo o
inicio da traducdo, coddo 2 (CAA para TARA), coddo 7 (TGC
para TGA), coddo 12 (TGT para TGA), coddo 13 nc genbétipo B,
C, D, E, F (TCA para TGA ou TAA), coddo 14 (TGT para TGA),
coddo 18 (CAA para TAA), coddo 21 (AAG para TAG), codido 23
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(TGC para TGA), codido 26 (TGG para TAG ou TGA), codido 28
(TGG para TAG ou TGA). No entanto, devido a um
constrangimento secundario do sinal de encapsidacdc, a
maioria das mutac¢des ocorre no coddo 28 (TGG para TAG).
Juntamente com a mutacdo no coddo 28, ¢é frequentemente
observada uma segunda mutacdo no coddo 29 (GGC para GAC).
No caso do gendtipo A e novamente como consequéncia do
constrangimento secundario, mutacdes de codido de terminacdo
no coddo 28 sdo apenas provaveis de ocorrer apds seleccdo
de uma mutacdo do coddo 15 (CCC para CCT). Assim, a
interpretacdo correcta de mutacdes preCore é dependente do
gendtipo. Para além dos coddes de terminagdo acima
mencionados, uma enorme gquantidade de diferentes mutacdes
de delecdo ou insercdo no enquadramento de leitura aberto

de preCore pode dar essencialmente o mesmo resultado.

Para desenvolver um ensaio sensivel para detectar as
mutagdes relevantes e as mutagdes hipotéticas, foi
desenvolvido um procedimento de pesquisa de sondas. Sondas
parcialmente sobreponiveis foram desenhadas e aplicadas num
formato LiPA (Figura 2, linha 17 a 27). Neste formato de
ensaio, sdo positivamente reconhecidas sequéncias de tipo
selvagem ao longo da regido preCore completa, juntamente
com a&a variacdo do coddo 15 para o gendtipo A versus
gendtipos ndo A, e as mutacgdes mais comuns no coddo 28
(TAG), no codido 29 (GAC) e na combinacdo do coddo 28 e 29
(TAGGAC) . A auséncia de reactividade numa das outras sondas
¢ sempre indicadora da presenca de uma variacdo. A natureza
exacta desta variacdo pode entdoc ser revelada através da

andlise da sequéncia ou com mais sondas de LiPA desenhadas.

A Figura 3 mostra a reactividade das amostras genotipadas
seleccionadas nas sondas para a regido preCore. As amostras

foram previamente testadas quanto a presenca de HBeAg ou
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guanto a anti-HBe. A interpretacidc da reactividade nas
sonda de LiPA para cada amostra estd indicada por baixo de
cada tira. Esta abordagem permitiu a pesquisa simultidnea de
uma amostra para mutacbes de preCore e a caracterizacdo do

gendtipo viral.

A Figura 6 mostra também um painel de amostras com mutacgdes
na regido preCore, bem como amostras de tipo selvagem. As
sondas utilizadas neste ensaio estdo listadas na Figura 4.
Este ensaio inclui um coddo 29 mutante (motivo M4), gue nédo

estava presente na experiéncia na Figura 3.

Exemplo 7. Detecgdo de mutantes na regido HBsAg

Mutantes de escape & vacina foram descritos. O mutante mais
vulgarmente verificado é a variagdo no coddo 145 de HBsAg
(G145R ou GGA para AGA). As sondas de LiPA s&do desenhadas
para detectar sondas de tipo selvagem e mutantes. Estéo
presentes variacdes genctipicas na vizinhanca do coddo 145.
Portanto, o gendtipo A é coberto pela sonda 77, o gendtipo
B pela sonda 78, o gendtipo C pela sonda 79, e o gendtipo
D/E pela sonda 80. Assim, em principio, & possivel
genotipar e detectar as estirpes de tipo selvagem do virus
numa Unica experiéncia. As sequéncias alvo mutantes sédo
cobertas pela sonda 81 e 82 para o gendtipo A e D,
respectivamente. A scnda 83 pode ser utilizada como
controlo positivo nestas experiéncias. Mais detecc¢do de
mutantes na regido do determinante a é possivel por meio de
uma abordagem de pesquisa de sondas. Até aqui, as sondas
sdo desenhadas para cobrir a sequéncia de tipo selvagem dos
diferentes gendtipos ao longo da regido do epitopo de HBsSAg
e aplicadas num formato de LiPA. Novamente aqui, a auséncia
de coloracdo numa destas sondas € indicadora da presenca de
uma estirpe mutante. A natureza exacta desta variante &

entdo determinada através de andlise por sequenciacéo.
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Exemplo 8. Detecgdo de estirpes de HBV resistentes a
lamivudina

Através da analogia com HIV e a resisténcia contra o
composto antiviral 3TC (lamivudina ou (-)-R-2'",3"'-didesoxi-
3'-tiacitidina), fol previsto que apds tratamento de
pacientes infectados com HBV com 3TC, seriam seleccionadas
as estirpes virais mostrando resisténcia no motivo YMDD no
gene de pol de HB. O motivo YMDD estd fisicamente
localizado na regido HBsAg, mas ¢é codificado noutro
enquadramento de leitura. Assim, esta parte da regido de
pol de HBV é& amplificada com a combinag&o de iniciadores
HBPr 75-HBr 94, mas ndo com a combinac&oc HBPr 75-HBr 76. As
sondas cobrindo o motivo YMDD de tipo selvagem e o motivo
mutante YVDD estdc indicadas na Figura 1, respectivamente
as sondas 95 a 100 e 101 a 103, bem como as sondas 115,
116, 127 e 132, produzindo as ultimas sondas os melhores
resultados no ensaio de LiPA. Um tal ensaio foi utilizado
para determinar a presenca de mutacdes no motivo YMDD no
soro de um paciente infectado com HBV durante o tratamento
com lamivudina. A Fig. 7 mostra que na primeira fase do
tratamento (Maio de 1995) nédo foram detectadas mutacdes.
Durante o tratamento, a carga viral diminuiu, alcancando um
nivel de aproximadamente 10° durante Novembro e Dezembro de
1995, sendo a partir dagui observado um aumento, resultando
num nivel tdo elevado como durante o0s primeiros meses do
tratamento em Junho de 1996. Interessantemente, um ensaioc
de LiPA efectuado em Fevereiro de 1996 indicou que a
maioria do virus presente, possuia uma mutacdo no motivo
YMDD, gque tinha mudado para YVDD. Em Junho de 1996, j& néo
se detectou motivo de tipo selvagem, mas apenas o YVDD
mutante. Com este ensaioc, estirpes de HBV resistentes podem
ser assim facilmente detectadas. Além disso, a deteccdo

combinada do motivo YMDD e dos mutantes de preCore podem
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ser clinicamente importantes na previsdo e progndstico de

mals tratamento.
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REIVINDICACOES

Método para a detecgdo de gendtipos das estirpes de HBV
e de mutantes de HBV resistentes a f&rmacos numa

amostra bioldgica, compreendendo:

(i) se necessario for, libertacéio, isolamento ou
concentragdo dos Aacidos polinucleicos presentes na
referida amostra;

(ii) se necessério for amplificacdo da parte relevante de
um gene de HBV adequado presente na referida amostra
com pelo menos um par de iniciadores adequado;

(iii) hibridacédo dos &cidos polinucleicos do passo (i) ou
(1ii) com uma combinacdo de pelo menos uma sonda de cada

um dos seguintes grupos:

- SEQ ID 77, 81, 139-141, 190-194

- SEQ ID 78, 142-147, 149

- SEQ ID 79, 150-161, 204

- SEQ ID 82, 162-169, 208

- SEQ ID 170-176, 213

- SEQ ID 178-189, 214-219,

- opcionalmente um ou mais de SEQ ID 80, 148 e
177, e pelo menos uma sonda de cada um dos
seguintes grupos:

- SEQ ID 114, 115, 127-129, 227-234, 243, 249,
250, 26l

- SEQ ID 116, 117, 130-133, 244-248, 251-260,
262-266, e/ou pelo mencs um sonda de:

- SEQ ID 267 e 269, cada uma juntamente com SEQ
ID 268,

(iv) deteccdo dos hibridos formados no passo (iii);



(v) inferéncia dos gendtipos de HBV e dos mutantes de HBV
resistentes a farmacos presentes na referida amostra a
partir do sinal ou sinais de hibridacdo diferencial

obtidos nos passo (iv)

Método de acordo com a reivindicacdo 1 em que as sondas
oligonucleotidicas do passo (iii) s&o caracterizadas
por detectarem especificamente mutac8es de resisténcia

a farmacos no motivo YMDD, sendo as referidas sondas

- SEQ ID 77, 140 e 193,
- SEQ ID 78,

- SEQ ID 153, 154 e 204,
- SEQ ID 165 e 208,

- SEQ ID 172 e 213,

- SEQ ID 186, 216 e 219,
- SEQ ID 80 e 177,

- SEQ ID 115 e 127,

- SEQ ID 116 e 132.

Estojo de ensaio para a deteccdo de gendtipos das
estirpes de HBV e de mutantes de HBV resistentes a
farmacos presentes numa amostra biolégica de acordo com
o0 método da reivindicacdo 1, compreendendo os seguintes

componentes:

(i) quando apropriadc, um meio de libertacdo, isolamento
ou concentracdo dos &acidos polinucleicos presentes na
referida amostra;

(ii) guando apropriado, pelo menos um par de iniciadores

adequado;

(iii) pelo menos uma sonda de cada um dos seguintes

grupos:

- SEQ ID 77, 81, 139-141, 190-194
- SEQ ID 78, 142-147, 149
- SEQ ID 79, 150-161, 204



- SEQ ID 82, 162-169, 208

- SEQ ID 170-176, 213

- SEQ ID 178-189, 214-219,

- opcionalmente um ou mais de SEQ ID 80, 148 e 177,
e pelo menos uma sonda de cada um dos seguintes
grupos:

- SEQ ID 114, 115, 127-129, 227-234, 243, 249, 250,
261

- SEQ ID 116, 117, 130-133, 244-248, 251-260, 262-
266, e/ou pelo menos um sonda de:

- SEQ ID 267 e 269, cada uma juntamente com SEQ ID

268, possivelmente fixada num suporte sdlido;

(iv) um tamp&c de  hibridacgdo, ou o0s componentes
necessarios para a producgdo do referido tampéo;

(v) uma solucdo de lavagem, ou o0s componentes necessarios
para a producdo da referida solucdo;

(vi) gquando apropriado, um meic para deteccgdo dos
hibridos resultantes da hibridac&oc anterior;

(vii) quando apropriado, um meio para ligar a referida

sonda a uma localizacdo conhecida num suporte sdédlido.

Um mutante de HBV compreendendo a sequéncia
nucleotidica contendo a mutacdo resistente a farmacos
no gene de RT-pol de HBV, em que a muta¢dao resulta numa
mudanca de aminodcidos no motivo YMDD da polimerase de
HBV em que a referida mudanca de aminocdcidos é de M

para V na posicido 552 tal como indicado na figura 1.

Método para identificacdo de um mutante de HBV tal como
definido na reivindicacé&o 4 numa amostra,

compreendendo:

(i) libertacdo, isolamento ou concentracido dos acidos

polinucleicos presentes na referida amostra;



(ii) opcionalmente, amplificacdo de pelo menos a parte do
gene de HBV presente na referida amostra com pelo menos
um par de iniciadores;

(iii) determinacdo da presenga ou auséncia de uma mutacédo
no gene de RT-pol de HBV resultante numa mudanca de
aminodcidos no motivo YMDD da polimerase de HBV em que
a referida mudanca de aminodcidos é de M para V na
posicdo 552 tal comc indicado na figura 1, e deste modo
identificar a existénecia de uma estirpe de HBV

resistente a farmacos na referida amostra.

Lisboa, 17 de Janeiro de 2011
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