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@Resumen:

La presente invencion se refiere a un kit o dispositivo
diagnéstico, util para su empleo en ensayos de
pirosecuenciacion, que opcionalmente comprende los
reactivos necesarios para llevar a cabo un
procedimiento de retrotranscripcion y amplificacion
mediante reaccion en cadena de la polimerasa (RT-
PCR) que comprende al menos un(os) cebador(es)
capaz(ces) de hibridarse con la SEQ ID NO: 1y que
permita(n) la amplificacion de un fragmento de un
méximo de 400 pares de bases del RNA del virus de
la hepatitis C que incluya la variante natural de
resistencia "Q80K", en un procedimiento de RT-PCR
con el objetivo de detectar y cuantificar las variantes
naturales del virus de la hepatitis C, genotipo 1,
subtipo a), que comprendan la mutacion Q80K.
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DESCRIPCION

Kit y método para detectar y cuantificar las variantes naturales del virus de la hepatitis C,

genotipo 1, subtipo a), que comprendan la mutacion Q80K.

CAMPO DE TECNICA

La presente invencidn esta inserta en el campo médico, en particular en el campo del
diagndstico médico, mas en particular en la deteccion y cuantificacion de las variantes naturales

del virus de la hepatitis C, genotipo 1, subtipo a), que comprendan la mutacion Q80K.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Se estima que alrededor de 130 -150 millones de personas sufren hepatitis crénica por el virus
de la hepatits C (VHC) en el mundo. En la actualidad no existe vacuna y la terapia
convencional, formada por interferon pegilado (peglFNa) y ribavirina (RBV) presenta efectos
adversos severos Yy baja eficacia en la mayoria de las variantes del VHC. La aprobacién en el
2011 de telaprevir y boceprevir, primeros farmacos antivirales de accion directa (DAA) dirigidos
especificamente frente a la proteasa del genotipo 1 del VHC, ha aumentado considerablemente
la tasa de respuesta viroldgica sostenida (RVS) tanto en pacientes naive como pre-tratados.
Recientemente, la FDA ha aprobado para uso clinico simeprevir, inhibidor de la proteasa de
segunda generacion y sofosbuvir, inhibidor de la polimerasa NS5B del VHC los cuales
presentan actividad elevada frente a distintos genotipos del VHC y una RVS superior a la
observada con telaprevir y boceprevir en pacientes con genotipo 1. A corto plazo se espera la

aprobacion del inhibidor de la proteasa faldaprevir y el inhibidor de la NS5A daclatasvir.

Dada la gran variabilidad en los resultados del tratamiento del VHC, la prediccion de RVS
puede ayudar a individualizar la terapia y tomar decisiones racionales sobre el inicio del
tratamiento antiviral. Por tanto, la identificacién de predictores basales que garanticen el éxito
del tratamiento es deseable con la finalidad de tomar decisiones adecuadas respecto al tipo de
tratamiento que aumenten las posibilidades de curacion asi como el aplazamiento del
tratamiento, cuando las posibilidades de respuesta son minimas y los efectos secundarios
relacionados con los farmacos puedan ser un problema. Diversos factores, tanto del huésped
como virales, han sido asociados a una RVS. Entre los factores del huésped destacan la edad,

el sexo, el estadio de fibrosis hepatica, anormalidades metabdlicas, la raza y polimorfismos
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genéticos de un solo nucleoétido (SNPs) en el gen de IL28B; mientras que los predictores virales
de RVS incluyen el genotipo del VHC, el nivel de ARN del VHC en sangre, suero o plasma y la
cinética viral temprana. Otro factor a tener en cuenta es la co-infeccion por VIH, la cual se

asocia a menores tasas de respuesta del tratamiento contra el VHC.

Uno de los principales problemas que surgen en los nuevos tratamientos con DAA es la

presencia de mutaciones que confieren al virus resistencia frente a dichos farmacos. Se trata de

cuasiespecies virales del VHC que proporcionan una menor sensibilidad inhibidora al farmaco,
lo que llevaria al fracaso farmacoldgico y por consiguiente a la no curacion del paciente. De
especial relevancia es el hecho de que dichas mutaciones se han observado incluso en
pacientes naive de manera natural. En particular, en el caso de simeprevir, se ha encontrado
que la variante natural de resistencia Q80K, la cual es observada en pacientes infectados por
VHC1a (virus de la hepatitis C, genotipo 1a 6 GT1a) con una frecuencia de alrededor del 23-
40%, limita la eficacia de simeprevir de un 84% a un 58% tras 12 semanas de tratamiento. A la
vista de los resultados, se recomendé el cribado de todos los pacientes con infeccién GT1a con
el fin de determinar la presencia de la mutacién Q80K antes de iniciar el tratamiento con
simeprevir y considerar un tratamiento alternativo en pacientes con virus portadores de dicha

mutacion.

Las técnicas descritas en el estado del arte que podrian, en teoria, ser aplicadas para la
determinacién de Q80K son la pirosecuenciacion (Pyromark Q24), la secuenciacion 454 vy la

técnica de secuenciacion Sanger.

La pirosecuenciacion (Pyromark Q24) es un método de secuenciaciéon basado en la liberacion
de los pirofosfatos (PPi) que tiene lugar durante la sintesis de la cadena complementaria de
ADN a partir de dNTPs. Este método requiere de una cadena monocatenaria de ADN biotinilada
a la que se unira el cebador (primer de secuenciacion) y obtenida mediante amplificacién previa
con dos primers, uno de ellos biotinilado. Requiere dNTPs, la polimerasa de ADN, asi como tres
enzimas: sulfurilasa (y el sustrato adenosina 5'- fosfosulfato o APS), luciferasa (y el sustrato
luciferina) y apirasa. El proceso de pirosecuenciacion se realiza en tres pasos fundamentales. El
primero es la adicion de los nucleétidos (ANTPs), teniendo en cuenta la secuencia de referencia
que genera el orden adecuado de dispensacion de nucleétidos que seran incorporados por la

ADN-polimerasa liberando un PPi. Asi se ira sintetizando la cadena complementaria. Si el ANTP
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gue ha sido anadido no es el complementario al que ocupa la posicién que toca copiar, éste es
degradado por la apirasa antes de que se afiada el siguiente dNTP, lo que permite eliminar el
exceso de dNTP.

En el segundo de los pasos el PPi liberado, por medio de la ATP-sulfurilasa, es convertido a
ATP. Finalmente, el ATP generado produce la emision de radiacibn medida como URL
(unidades de radiacién Iluminosa; la radiacién Iluminosa que nosotros denominamos
comunmente “blanca’, es el resultado en realidad, de sumar varias radiaciones de distintas
frecuencias o colores) como consecuencia de la oxidaciéon de la luciferina a oxiluciferina
catalizada por la luciferasa. Esto permite obtener picos de sefial recogidos en un pirograma y
proporciona la secuencia y los porcentajes en las posiciones de estudio. La altura de los picos
refleja la cantidad de nucledtidos incorporada, asi los picos de mayor altura indicaran la
incorporacién de un mismo nucleotido varias veces y por tanto que dicho nucledtido se

encuentra varias veces repetido de manera consecutiva.

Este método requiere el disefio de primers tanto para la amplificacion como para la realizacién
de la pirosecuenciacion. Una de las limitaciones para conseguir que el método sea adecuado es
la restriccion a un maximo de 400 pares de bases, preferiblemente 300 pares de bases, en el
tamafio del fragmento obtenido en la amplificacion que, ademas, debe incluir la posicién diana
de estudio asi como el requisito de la mayor proximidad del “primer” o cebador de
secuenciacién a la posicion de estudio. Esto se debe a que si la variabilidad de la zona objeto
de amplificacion es elevada, el desarrollo metodolégico se complica dadas las restricciones del

mismo y los posibles cambios en la secuencia de referencia.

Por otro lado, la secuenciacién Sanger se basa en la utilizacion de dideoxinucleoétidos carentes
del grupo hidroxilo del C 3', por lo que la incorporaciéon de uno de estos nucleétidos no permite
la elongacion de la cadena de DNA puesto que la DNA polimerasa necesita el grupo terminal 3’
OH para seguir anadiendo mas nucleotidos y el dideoxinucledtido carece del mismo. Este
método requiere una cadena molde obtenida mediante una amplificacién previa, para lo cual se
pueden disefiar primers localizados en zonas conservadas teniendo en cuenta que no hay una

gran restriccion en cuanto al tamano del fragmento ni la localizacion de los mismos.
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Por otro lado permite conocer la secuencia pero cuando se trata de cuasiespecies de virus solo
aporta conocimiento de la secuencia que es mayoritaria, sin ofrecer cuantificaciéon de estas
cuasiespecies. Ademas el cromatograma podria presentar dificultades en cuanto a la lectura si
existiesen cuasiespecies en proporciones parecidas y el tiempo de respuesta del laboratorio

necesario seria mayor.

Por ultimo en la secuenciacion 454 la muestra bioldgica se carga en una placa de fibra 6ptica,
en forma de panal, posee multitud de pocillos que permite transmitir la luz producida por
quimioluminiscencia durante la reaccién de secuenciacion. En primer lugar se genera una
genoteca de ADN gendmico con la particularidad del tamafio del ADN entre 500 y 1000
nucledtidos generando una genoteca de partida que se carga en la placa. Cada fragmento es
amplificado mediante emPCR o PCR basada en emulsién amplificandose hasta 10 millones de

veces lo que facilita la deteccion de sefial.

El fundamento de este método de secuenciacion es la pirosecuenciacién, sin embargo y a
diferencia de la pirosecuenciacion con Pyromark Q24, su uso es complejo ya que requiere no
solo instalaciones y aparatos, a dia de hoy, poco accesibles de forma rutinaria, sino también
personal muy especializado para la interpretacion de datos. Esto lleva ademas en la mayoria de
las ocasiones a que el tiempo de respuesta del laboratorio se incremente de forma

considerable.

Por lo tanto, existe la necesidad de desarrollar una metodologia que permita detectar, con bajo
coste y corto tiempo de respuesta, la presencia o ausencia de “Q80K” y cuantificar el porcentaje
de cuasiespecies virales que presenten la mutacion relacionada con la resistencia frente al
farmaco simeprevir u otros farmacos antivirales frente al VHC sensibles a la presencia de Q80K
en el VHC. Esto permitiria la obtencion de un método util para la prediccion de la mejor

alternativa terapéutica antiviral permitiendo asi una terapia personalizada.

BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

Un primer aspecto de la presente invencién se refiere a un kit o dispositivo diagnéstico que
opcionalmente comprende los reactivos necesarios para llevar a cabo un procedimiento de

retrotranscripcion y amplificacion mediante reaccion en cadena de la polimerasa (RT-PCR) que
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comprende al menos un(os) cebador(es) capaz(ces) de hibridarse con la SEQ ID NO: 1 y que
permita(n) la amplificacion de un fragmento de un maximo de 400 pares de bases del RNA del
virus de la hepatitis C que incluya la variante natural de resistencia “Q80K”, en un procedimiento
de RT-PCR con el objetivo de detectar y cuantificar las variantes naturales del virus de la

hepatitis C, genotipo 1, subtipo a), que comprendan la mutacion Q80K.

En una realizacion preferida del primer aspecto de la invencion, dicho(s) cebador(es)
capaz(ces) de hibridarse con la SEQ ID NO: 1, se seleccionan de la lista que consiste en
cualquiera de las siguientes SEQ ID NOs: SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 5y SEQ
ID NO: 6. Preferiblemente, dicho(s) cebador(es) capaz(ces) de hibridarse con la SEQ ID NO: 1
se seleccionan de la lista que consiste en cualquiera de las siguientes combinaciones de

cebadores:
a. SEQIDNO: 2y SEQID NO: 3,
b. SEQID NO: 5y SEQ ID NO: 6,
c. SEQIDNO: 2, SEQID NO: 3, SEQ ID NO: 5y SEQ ID NO: 6.

En otra realizacion preferida del primer aspecto de la invencion o de cualquiera de sus
realizaciones preferidas, el kit o dispositivo ademas comprende los reactivos necesarios para
llevar a cabo un procedimiento de retrotranscripcion y amplificacion mediante reaccién en
cadena de la polimerasa (RT-PCR). Preferiblemente, dicho kit ademas comprende al menos
uno o mas de los siguientes elementos: buffer de reaccion, Mg, NTPs, Retrotransciptasa y una

ADN polimerasa.

En aun otra realizacion preferida del primer aspecto de la invencion o de cualquiera de sus
realizaciones preferidas, dicho kit comprende adicionalmente un(os) cebador(es) utiles para
analizar los amplicones obtenidos correspondientes a la secuencia del fragmento de ADN
correspondiente a la proteina NS3 mediante un ensayo de pirosecuenciacién. Preferiblemente,

dichos cebadores se seleccionan de cualquiera de las secuencias SEQ ID NOS 7 y/o 4.

Un segundo aspecto de la presente invencion se refiere al uso del kit o dispositivo del primer
aspecto de la invencion o de cualquiera de sus realizaciones preferidas, para detectar y
cuantificar las variantes naturales del virus de la hepatitis C, genotipo 1, subtipo a), que

comprendiesen la mutacién Q80K.
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Un tercer aspecto de la invencion se refiere al uso del kit del primer aspecto de la invencion o

de cualquiera de sus realizaciones preferidas, para predecir la respuesta completa y/o la

respuesta parcial de un sujeto humano al tratamiento con simeprevir u otros farmacos

antivirales frente al VHC sensibles a la presencia de Q80K en el VHC, en el que el sujeto esta

infectado por el virus de la hepatitis C genotipo 1a.

Un cuarto aspecto de la presente invencion, establece que el kit del primer aspecto de la

presente invencion, resulta util en un método adecuado para detectar y cuantificar las variantes

naturales del virus de la hepatitis C, genotipo 1, subtipo a), que comprendan la mutacién Q80K,

subtipo a), y que comprende los siguientes pasos:

1.

Obtencién de una muestra biolégica, preferiblemente sangre, suero o plasma, de un

sujeto humano infectado por el virus de la hepatitis C, genotipo 1a;
Extraccion del ARN del VHC a partir de la muestra biologica del paso 1);

Amplificacion del ADN complementario del ARN extraido del VHC en el paso 2,
preferiblemente mediante la realizaciéon de un procedimiento de un solo paso de
retrotranscripcion y amplificacion mediante reaccién en cadena de la polimerasa (RT-
PCR), utilizando el kit descrito en el primer aspecto de la presente invencion o en

cualquiera de sus realizaciones preferidas;

Analisis de los amplicones obtenidos correspondientes a la secuencia del fragmento de
ADN correspondiente a la proteina NS3 mediante un ensayo de pirosecuenciacion,
preferiblemente para lo cual se utilizan los primers de secuenciacion disefnados de SEQ
ID No 4 y/o 7, o cualquiera de sus variantes tal y como se han definido estas a lo largo
de la descripcion, y preferiblemente la secuencia de referencia para realizar el ensayo
de pirosecuenciacion, donde dicha secuencia de referencia es la secuencia
(Y)GTRGA(3)MAAGAYCTYGT (SEQ ID NO: 8) 6 la secuencia
(Y)GTRGA(3)MAAGAYCT (SEQ ID NO: 9), donde la secuencia de referencia

comprenderia Y dependiendo del primer utilizado y donde (3) representa (T) o (C); y

Determinacion del porcentaje de cuasiespecies del VHC que presentan la mutacién

Q80K en la muestra bioldgica del paso 1).
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A partir de la determinacion del porcentaje de cuasiespecies del VHC que presentan la

mutacion Q80K en la muestra biolégica del paso 1) se puede establecer la respuesta al

tratamiento de un sujeto humano infectado por el virus de la hepatitis C al farmaco simeprevir u

otros farmacos antivirales frente al VHC sensibles a la presencia de Q80K en el VHC.

Asi, en un aspecto adicional (quinto aspecto de la invencion), la invencién proporciona un

procedimiento de prediccion de la respuesta completa y/o la respuesta parcial, ya sea esta un

respuesta basada en la supervivencia exenta de progresion o en el SVR (respuesta virélogica

sostenida), de un sujeto humano al tratamiento con simeprevir u otros farmacos antivirales

frente al VHC sensibles a la presencia de Q80K en el VHC, en el que el sujeto esta infectado

por el virus de la hepatitis C genotipo 1a, y en el que el procedimiento comprende:

1.

Obtencién de una muestra biolégica, preferiblemente sangre, suero o plasma, de un

sujeto humano infectado por el virus de la hepatitis C, genotipo 1a;
Extraccion del RNA del VHC a partir de la muestra biolégica del paso 1);

Amplificacion del RNA del VHC, preferiblemente mediante la realizacién de un
procedimiento de un solo paso de retrotranscripcion y amplificacion mediante reaccion
en cadena de la polimerasa (RT-PCR), utilizando el kit descrito en el primer aspecto de

la presente invencion o en cualquiera de sus realizaciones preferidas;

Analisis de los amplicones obtenidos correspondientes a la secuencia del fragmento de
ADN correspondiente a la proteina NS3 mediante un ensayo de pirosecuenciacion,
preferiblemente para lo cual se utilizan los primers de secuenciacion disefados de SEQ
ID No 4 y/o 7, o cualquiera de sus variantes tal y como se han definido estas a lo largo
de la descripcion, y preferiblemente la secuencia de referencia para realizar el ensayo
de pirosecuenciacion, donde dicha secuencia de referencia es la secuencia
(Y)GTRGA(B)MAAGAYCTYGT (SEQ ID NO: 8) 6 la secuencia
(Y)GTRGA(3)MAAGAYCT (SEQ ID NO: 9), donde la secuencia de referencia

comprenderia Y dependiendo del primer utilizado y donde (3) representa (T) o (C); y

Determinacion del porcentaje de cuasiespecies del VHC que presentan la mutacién

Q80K en la muestra bioldgica del paso 1); y
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6. El resultado es indicativo de una respuesta completa o parcial de un sujeto humano a
simeprevir u otros farmacos antivirales frente al VHC sensibles a la presencia de Q80K
en el VHC, si se observa que el porcentaje de cuasiespecies virales VHC que presentan
la mutacion Q80K en la muestra biolégica del paso 1) se encuentra disminuido con

respecto a un valor de referencia.

Otros aspectos de la presente invencion se identifican en la descripcion detallada de la presente

invencion.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1. Programa de disefio de primers para pirosecuenciacion (PyroMark Assay Design
2.0.1.15 ©Copyright 2008 QIAGEN group)

Figura 2. Secuencia consenso seleccionada y “primers” seleccionados e introducidos

manualmente en el programa de disefio para la pirosecuenciacion.

Figura 3. Diferentes condiciones iniciales para la puesta a punto de la RT-PCR con el kit de

Promega.
Figura 4. Resultado de RT-PCR para la amplificacion del fragmento de la NS3 que comprende
la posicion de estudio Q80K. Confirmacion de que el fragmento es el buscado mediante

secuenciacién de Sanger.

Figura 5. Comparacion de las temperaturas de RT, primers purificados por distintos métodos
(HPLC y RP1) y distintas concentraciones de VHC.

Figura 6. Comparacién del numero de ciclos de ampilificacion.

Figura 7. Condiciones para la comparacion de los kits de One Step RT-PCR de Promega y

QIAGEN. Aclarar que los cebadores utilizados son las SEQ ID No 5y 6 de la invencion.

Figura 8.Comparacion de diferentes kits para RT-PCR one step: Promega vs QIAGEN.
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Figura 9.Amplificacion de 23 muestras bioldgicas conteniendo VHC 1a RT-PCR con kit

QIAGEN vy los “primers” de la invencion.

Figura 10. Resultados obtenidos para pirosecuenciacion; segunda posicion cambio nucleotidico

correspondiente a la posicién diana Q80K.

Figura 11. Introducciéon de la secuencia de referencia inicial generada por el programa de
disefio PyroMark Assay Design 2.0.1.15 ©Copyraight 2008 QIAGEN group en el software
PyroMark Q24 versién 2.0.6 ©Copyright 2009 QIAGEN group.

Figura 12. Introduccion de la secuencia de referencia seleccionada finalmente en el software
PyroMark Q24 version 2.0.6 ©Copyright 2009 QIAGEN group. para la realizacion del ensayo de

pirosecuenciacion.

Figura 13. . Introduccion de la secuencia de referencia seleccionada de forma opcional en el
software PyroMark Q24 versién 2.0.6 ©Copyright 2009 QIAGEN group para la realizacion del
ensayo de pirosecuenciacion.

Figura 14. Parametros seleccionados para el analisis de pirosecuenciacion teniendo en cuenta

los experimentos realizados y la variabilidad que presentan los virus.

DESCRIPCION DE LA INVENCION

DEFINICIONES

En el contexto de la presente invencién, un partidor, cebador, iniciador o “primer”, es una
cadena de acido nucleico o de una molécula relacionada que sirve como punto de partida para
la replicacion del ADN. Es una secuencia corta de acido nucleico que contiene un grupo
3 hidroxilo libre que forma pares de bases complementarios a una hebra molde y actia como

punto de inicio para la adicion de nucleotidos con el fin de copiar la hebra molde.
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En el contexto de esta memoria descriptiva, el término “tratamiento” o “tratar” significan la
administracién de un agente para evitar o eliminar el virus de la hepatitis C o de uno o mas
sintomas asociados con dicha enfermedad. “Tratamiento” incluye también evitar, aliviar o
eliminar las secuelas fisioldgicas de la enfermedad. En el contexto de esta invencién, el término
“aliviar” se entiende que significa cualquier mejora de la situacion del paciente tratado, de
manera subjetiva (los sentimiento de o acerca del paciente) y de manera objetiva (los

parametros medidos).

En el contexto de esta memoria descriptiva, el término simeprevir es un compuesto quimico con

la siguiente estructura quimica:

En el contexto de esta memoria descriptiva, el término sofosbuvir es un compuesto quimico con

la siguiente estructura quimica:
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En el contexto de esta memoria descriptiva, el término telaprevir es un compuesto quimico con

la siguiente estructura quimica:
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En el contexto de esta memoria descriptiva, el término boceprevir es un compuesto quimico con

la siguiente estructura quimica:
H H O _NH;
H
N

N
XHTH\/&O o)
0 A-

En el contexto de esta memoria descriptiva, el término faldaprevir es un compuesto quimico con

la siguiente estructura quimica:
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En el contexto de esta memoria descriptiva, el término daclatasvir es un compuesto quimico con

la siguiente estructura quimica:

En el contexto de esta memoria descriptiva, el término “mutacién Q80K”se refiere a la presencia
de los aminoacidos glutamina o lisina en la posicion 80 del gen de la NS3 del virus de la

hepatitis C.

En el contexto de esta memoria descriptiva, el término “haplotipo Unico” se refiere a las

secuencias de virus que representan a otras que son idénticas a ella.

En el contexto de esta memoria descriptiva, el término “amplicén” se refiere al fragmento

nucleotidico obtenido mediante técnicas de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

En el contexto de esta memoria descriptiva, el simbolo “Y” significa y engloba los nucledtidos

citosina o timina

DESCRIPCION DETALLADA

Como ya se ha comentado al inicio de la presente invencién, una de las principales limitaciones
que presenta la pirosecuenciacion como técnica que permita determinar la presencia o
ausencia de la mutacion “Q80K”, es la restriccion a un maximo de 400 nucledtidos,
preferiblemente a 300 nucledtidos, del tamafo del fragmento obtenido en la amplificacion que,
ademas debe incluir la posicion diana de estudio, asi como el requisito de la mayor proximidad
del cebador o “primer” de secuenciacion a la posicion de estudio. Esto se debe a que si la
variabilidad de la zona objeto de amplificacion es elevada el desarrollo metodolégico se
complica dadas las restricciones del mismo y los posibles cambios en la secuencia de

referencia.

13



10

15

20

25

30

ES 2 598 288 A2

Para poder cumplir con estos requisitos resulta pues imprescindible el disefo de “primers”
adecuados que permitan la amplificacién de un fragmento de un maximo de 400 pares de bases
del RNA del virus de la hepatitis C que incluya la variante natural de resistencia “Q80K”. Una
vez obtenido este fragmento seria necesario el analisis de dicha secuencia mediante un ensayo
de pirosecuenciacion (PyroMarkTMQ24, Qiagen) utilizando un “primer” especificamente
disefiado para dicha posicién diana. Este sistema detectaria cambios en posiciones variables
especificas en el ADN que pudieran tener relevancia clinica, y proporcionaria el porcentaje de

cuasiespecies del VHC que presenten la mutacién Q80K.

Con este propdsito, para el disefio de los “primers”, los inventores de la presente invencion
intentaron localizar una secuencia de referencia o consenso para determinar la region diana
que tenian que amplificar de la proteina NS3 que incluyese la variante natural de resistencia
“Q80K”. En este punto, los inventores se encontraron con un primer obstaculo, en concreto la
enorme variabilidad de la secuencia del virus de la hepatitis C. Esto se debe al hecho de que el
virus de la hepatitis C se considera una cuasiespecie viral. El origen experimental del concepto
de cuasiespecies procedid de los estudios de Weissmann y sus colaboradores con un
bacteriéfago que infecta algunas estirpes de Escherichia coli, denominado fago QR, también
desarrollados durante la década de 1970. Con este virus RNA sencillo se realizaron dos
observaciones que en afios posteriores resultaron de gran relevancia para virus RNA patdégenos

de organismos diferenciados como el virus de la hepatitis C:

a) Una mutacién especifica del RNA gendmico ocurria con una tasa de 10
incorporaciones erréneas por nucleétido copiado y ronda de copia.

b) Las poblaciones del fago eran genéticamente heterogéneas en el sentido de que la
secuencia de nuclettidos de cada genoma de la poblacion diferia de los restantes
genomas en una o dos posiciones; de hecho, el genoma mas abundante en las

poblaciones analizadas representaba tan solo el 15% del total.

Estas dos observaciones establecian que las tasas de error durante la replicacion del fago
alcanzaban valores que eran unas cien mil veces mayores que los estimados para la replicacion
de células y virus con acido desoxiribonucleico (ADN) como material genético y, ademas, que la

poblaciones de fago contenian una distribucion de mutantes del mismo tipo que las predichas

por el concepto tedrico de cuasiespecies. Todos estos datos son extrapolables al virus de la
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hepatitis C, que entra dentro del concepto de cuasiespecies lo cual dificulta enormemente

obtener una secuencia consenso que abarque la totalidad de la cuasiespecie viral.

Teniendo en cuenta esta dificultad y con el objetivo de encontrar unos “primers” que permitieran
la determinacion de la mutacion Q80K, los autores de la presente invencion abarcaron todos los
virus de VHC genotipo 1 (subtipos a y b) utilizando la totalidad de las secuencias disponibles en
Genbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/) asociados a esta secuencia. Una vez
obtenidas, se filtraron estas al incluir secuencias de genotipos distintos al 1. Al final de este
proceso se seleccionaron un total de 564 secuencias correspondientes a la regién NS3 del virus

de la hepatitis C genotipo 1 (HCV-1) incluyendo tanto los subtipos a) como b).

El siguiente paso fue realizar el alineamiento de las 564 secuencias seleccionadas
correspondientes a la region NS3 para determinar la variabilidad de las mismas utilizando los
programas Clustal X y Mega 6 (Thompson,J.D., Gibson,T.J., Plewniak,F., Jeanmougin,F. and
Higgins,D.G. (1997) The ClustalX windows interface: flexible strategies for multiple sequence
alignment aided by quality analysis tools. Nucleic Acids Research, 25:4876-4882; MEGAG:
Molecular Evolutionary Genetics Analysis Version 6.0 Koichiro Tamura, Glen Stecher, Daniel
Peterson, Alan Filipski and Sudhir Kumar. Mol Biol Evol (2013) 30 (12): 2725-2729.), llegando
a la conclusion finalmente de que los diferentes subtipos subtipo a) y b) no permitian disefiar un
unico método de pirosecuenciacion dada la grandisima variabilidad que se observaba. Para
intentar superar este problema, los autores de la presente invencidon excluyeron las secuencias
del subtipo b). La razén para realizar esta sub-seleccién radica en que sélo el subtipo a)
presenta una clara relacion con el aumento de fracaso al tratamiento con simeprevir
(Palanisamy N, Danielsson A, Kokkula C, Yin H, Bondeson K, Wesslen L, et al. Implications of
baseline polymorphisms for potential resistance to NS3 protease inhibitors in Hepatitis C virus
genotypes 1a, 2b and 3a. Antiviral research. 2013 Jul;99(1):12-7).

Con las secuencias que quedaron se realizé una nueva etapa de filtrado para obtener las
secuencias correspondientes al genotipo 1 y subtipo a), para posteriormente volver a alinearlas
usando los mismos programas que antes. No obstante, en este caso los autores de la presente
invencion llevaron a cabo un filtrado adicional consistente en seleccionar Unicamente aquellas
secuencias que constituyesen haplotipos unicos con el objetivo de realizar el mejor disefio de

primers para asegurarse de que se amplificaban todas las variantes de la cuasiespecie, para
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ello se utilizé el programa DNAsp obteniendo un total de 383 secuencias (Rozas J, Sanchez-
DelBarrio JC, Messeguer X, Rozas R. DnaSP, DNA polymorphism analyses by the coalescent
and other methods. Bioinformatics. 2003 Dec12;19(18):2496-7).

No obstante, se siguié observando una gran variabilidad no siendo posible encontrar un
fragmento con un maximo de 400 nucleétidos que incluyese la posicidon diana que se quiere
amplificar. Ante este problema los inventores utilizando el programa segman (DNASTAR
Lasergene. SeqMan versioén 7.0.0. Copyright©1989-2006) variaron diferentes parametros con la
finalidad de obtener una secuencia consenso con todas las posibles variaciones y buscando un

equilibrio entre el numero de cambios y lo que implican esas posiciones.

Finalmente se obtuvo una secuencia consenso, en concreto la secuencia consenso (SEQ ID No

1) que se ilustra a continuacion:

GCGCCCATYACGGCGTAYGCCCAGCAGACRAGRGGCCTCYTRGGRTGYATAATYA
CCAGCYTRACYGGCCGGGAYAARAACCARGYGGAGGGYGAGGTYCAGATYGTGTC
AACYGCYRCCCARACYTTYYTGGCAACVTGCATYAAYGGGGTRTGCTGGACYGTCT
ACCAYGGGGCYGGRACRAGGACCATYGCRTCAYCYAARGGYCCYGTYATCCARATG
TAYACCAATGTRGACMARGACCTYGTRGGYTGGCCYGCYCCYCARGGYDCCCGYT
CAYTGACACCCTGCACYTGCGGCTCCTCGGACCTYTAYYTGGTCACGAGGCAYGCC
GATGTCATYCCCGTGCGCCGGCGRGGTGAYAGCAGGGGCAGCCTGCTYTCGCCYC
GGCCYATYTCYTACYTGAARGGCTCCTCGGGGGGYCCRCTGYTGTGCCCCGCGGG
RCACGCCGTRGGCATATTCAGRGCCGCGGTRTGYACCCGTGGAGTGGCTAARGCR
GTGGACTTYATCCCYGTRGAGARCCTAGAGACAACCATGAGR

Dicha secuencia consenso se introdujo en el programa de disefio de ensayos de
pirosecuenciacion (PyroMark Assay Design 2.0.1.15 ©Copyright 2008 QIAGEN group) (ver
figura 1). Una vez realizado el paso de encontrar una secuencia consenso e introducirla en el
programa de disefio de ensayos de pirosecuenciacion, encontrar los “primers” necesarios para
amplificar la secuencia consenso, a priori, constituia un paso sencillo. No obstante,
sorprendentemente, el programa no encontré ninguna localizacién dentro de la secuencia
consenso seleccionada (ni siquiera aquellas de una calidad reducida) que permitiese la
obtencion de los “primers” dado el elevado niumero de cambios de la secuencia. Los inventores
intentaron nuevamente la obtencion de los “primers” modificando los parametros del programa
sin éxito. Ante esta situacion, los autores de la presente invencidn, se plantearon intentar la
16
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posibilidad de obtener los “primers” de manera manual utilizando el programa SEQMAN e
intentando identificar alguna zona en la secuencia susceptible de emplearse para el disefo de
los “primers”. Tras numerosos intentos y utilizando las zonas identificadas, los autores de la
presente invencion lograron, introduciendo manualmente en el programa de disefio distintas
combinaciones de “primers”, identificar una combinacién concreta de “primers” (ver figura 2). En
este sentido y de acuerdo con el alineamiento obtenido (que tiene igualmente una gran

variabilidad), se seleccionaron los siguientes primers o cebadores:

Pyrosequencing Assay Design Analysis Report

Assay Name: Assay1Q80K
Created by: ISClINsvazquez
Created Date: 15/01/2014 13:54
Changed Date:  16/01/2014 11:52

Assay Type: Genotyping (SNP)
Direction: Forward
Description: Q80K

Notes:

Primer Set 1

Primer Set Score: 67

Primer Set Quality: Medium
Target Polymorphisms: Position47
Sequence to Analyze: YGTRGACMARG ACCTYGT (SEQ ID NO 18)

Forward PCR Primer

Id: F1

Sequence: ACGGCGTAAGCCCAGCAGAC (SEQ ID No 2)
Length [nt]: 20

Tm, degree C: 66.0

%GC: 65.0
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Biotinylated Reverse PCR Primer

Id: R1

Sequence: AGCCGCACGTGCAGGGTGTCA (SEQ ID No 3)
Length [nt]: 21

Tm, degree C: 70.0

%GC: 66.7

Forward Sequencing Primer

Id: S1

Sequence: TCCACATGTAAACCAA (SEQ ID No 4)
Length [nt]: 16

Tm, degree C: 46.0

%GC: 37.5

No obstante, esta combinaciéon concreta de “primers” presentaba la advertencia de formacién
de “loop” en el amplicon, aunque con una penalizacion relativa, ademas se tuvieron que
degenerar algunas posiciones de los “primers” para intentar asegurar la amplificacion de todas

las posibles variantes del virus observadas en la zona elegida para el disefio.

Para llevar a cabo dichas degeneraciones, los autores de las presente invencidén decidieron
realizar un alineamiento de aquellas secuencias del virus de la hepatitic C subtipo 1a, mediante
una nueva busqueda en genbank de VHC1a pero esta vez restringida a virus de humanos
obteniendo un total de 57 secuencias para este hospedador. Esto permitid tomar en
consideracion aquellas posiciones con mayor interés que debian ser degeneradas para
asegurar la amplificaciéon de los VHC1a presentes en muestras de procedencia humana.
Finalmente se seleccionaron las siguientes degeneraciones teniendo en cuenta el alineamiento

de las 383 secuencias del VHC-1a y el especifico para el VHC-1a procedente de humanos:

Forward PCR Primer

Id: F1

Sequence: ACRGCGTAYGCYCAGCARAC (SEQ ID No 5)
Biotinylated Reverse PCR Primer

Id: R1

Sequence: AGCCGCARGYGCARGGYGTCA (SEQ ID No 6)
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Forward Sequencing Primer
Id: S1
Sequence: TCCARATGTAYACYAA (SEQ ID No 7)

Una vez solventada la obtencion de los “primers”, los autores de la presente invencion se
plantearon poner en practica un método que permitiese la deteccion especifica de la region del
genoma del VHC correspondiente al fragmento del gen de la proteina NS3 del virus VHC-
genotipo 1, subtipo a) y que permitiese a su vez la deteccién de la mutacién Q80K utilizando los
“primers” disefiados. En concreto, este método (de aqui en adelante método de la invencién) util
para detectar y cuantificar las variantes naturales del virus de la hepatitis C, genotipo 1, subtipo

a), que comprendiesen la mutacién Q80K, subtipo a), constaba de los siguientes pasos:

1. Obtencion de una muestra bioldgica, preferiblemente sangre, suero o plasma, de un

sujeto humano infectado por el virus de la hepatitis C, genotipo 1a;
2. Extraccion del ARN del VHC a partir de la muestra bioldgica del paso 1);

3. Amplificacion del ARN del VHC (en concreto del ADN obtenible a partir del ARN del
VHC), preferiblemente mediante la realizaciéon de un procedimiento de un solo paso de
retrotranscripcion y amplificacion mediante reaccién en cadena de la polimerasa (RT-
PCR), utilizando las combinaciones de “primers”, forward y reverse biotinilado de la

invencién, SEQ ID Nos 5 y 6 y/o opcionalmente 2 y 3;

4. Analizar los amplicones obtenidos correspondientes a la secuencia de ADN
correspondiente al fragmento del gen de la proteina NS3 mediante un ensayo de
pirosecuenciacion para el cual se utilizaron los “primers” de secuenciacion disefiados
SEQID No4ylo7;

5. Determinacion del porcentaje de cuasiespecies del VHC que presentan la mutacién
Q80K.

Se hace notar que la secuencia numero 4 admite variantes Utiles en la presente invencion tal y
como la secuencia SEQ ID NO 10 que presenta una T al final de la secuencia ndmero 4:
TCCACATGTAAACCAAT. Nos referiremos a estas dos variantes a través de la siguiente
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formula general: TCCACATGTAAACCAA(1), donde (1) se entiende como la presencia o

ausencia del nucledtido (T).

Se hace notar que la secuencia numero 7 admite variantes Utiles en la presente invencion tal y
como la secuencia SEQ ID NO 11 que presenta una T al final de la secuencia ndmero 7:
TCCARATGTAYACYAAT o la SEQ ID NO 12: TCCARATGTAYACCAAT o la SEQ ID NO 13:
TCCARATGTAYACCAA. Nos referiremos a estas cuatro variantes a través de la siguiente
férmula general: TCCARATGTAYAC(2)AA(1) (SEQ ID NO 19), donde (1) se entiende como la

presencia o ausencia del nucledétido (T) y donde (2) se entiende como (C) o (Y).

Para poder proceder a poner en practica el método de la invencién, los autores tomaron como
muestras biolodgicas sangre, suero o plasma que contenia VHC-1a obtenido mediante
extraccion de acidos nucleicos con el kit QIAMPViral RNA MINI KIT, obteniendo asi RNA del
virus HCV-genotipo 1, subtipo a).

Una vez extraidos los acidos nucleicos, los autores de la presente invencion se dispusieron a
llevar a cabo un procedimiento de un solo paso de retrotranscripcion y amplificacion mediante
reaccion en cadena de la polimerasa (RT-PCR), utilizando el kit de promega One Step RT-PCR
constituido por 5X de buffer de reaccion, Mg,SO,, dATP, dCTP, dGTP, y dTTP (10mM),
Retrotransciptasa (AMVRT), Thermoflavus DNA polimerasa, agua libre de nucleasas y la

combinacién de primers de SEQ ID NOs 5y 6.

Tal y como se muestra en la figura 4, se confirmé, a través de la utilizacion de la combinacion
de primers de SEQ ID No 5 y 6, la obtencién de una banda del tamafo esperado. Esto se
confirmé realizando la secuenciacion de dicha banda por el método Sanger con el objetivo de
verificar que el amplicon se correspondia con la region del genoma del VHC correspondiente al
fragmento del gen de la proteina NS3 del virus HCV-genotipo 1, subtipo a), de 292 nucledtidos
que comprende la region de la mutacién Q80K. De esta manera se confirmé positivamente el
funcionamiento de la combinacion de “primers” de SEQ ID No 5 y 6 para obtener el fragmento
deseado que contiene la posicion diana objeto de estudio y que posteriormente serviria para

cuantificar las cuasiespecies virales presentes en la muestra.

Con el fin de optimizar este paso de amplificacion del método de la invencion, los autores

llevaron a cabo multiples combinaciones, en concreto la utilizacion de distintas concentraciones
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de los “primers” de la invencion, de nucleétidos asi como de gradientes de temperaturas. Las

condiciones de mezcla se detallan en la figura 3.

Sin embargo, uno de los principales problemas con el que se encontraron los autores de la
invencion a la hora de optimizar este proceso de amplificacion de muestras, radica en la falta de
obtencion de una cantidad suficiente de amplicones que permita llevar a cabo el proceso de
pirosecuenciacion del método de la invencién. Con el propésito de solventar este problema, los
autores de la presente invencidon probaron distintas temperaturas de retrotranscipciéon (en
concreto temperaturas de 48 y 45°C), distintas diluciones del extracto y compararon en paralelo

la utilizacion de los primers purificados por HPLC y RP1 tal y como se muestra en la figura 5.

El ensayo se realiz6 utilizando extractos obtenidos mediante la extraccion de VHC-1a a partir de
sangre, suero o plasma y se realizaron ademas diluciones 1:10 y 1:100 con el objetivo de ver la
sensibilidad de la técnica con las nuevas condiciones de RT y teniendo en cuenta la purificacion
de los “primers”. El resto de las condiciones se fijaron segun el ensayo previo. Se obtuvo una
buena banda de amplificacion de 292 pares de bases para el extracto puro (directamente
obtenido desde sangre, suero o plasma) y para la diluciéon 1:10 con ambas temperaturas, pero

con mejores resultados para la RT de 48°C y los “primers” purificados por HPLC.

A continuacién los autores de la presente invencion_amplificaron siete muestras disponibles de
pacientes HCV genotipo 1, subtipo a) variando el nimero de ciclos asi como la concentracién
de los “primers” elegidos con respecto a un aumento del nimero de ciclos. Los resultados se
ilustran en la figura 6. Tal y como se puede percibir en esta figura, aumentando a 40 ciclos la
reacciéon se obtiene mejor banda, pero también se observaron bandas tenues en 5 muestras e
incluso ausencia en una de las muestras lo que planteaba un problema en cuanto a la

necesidad de obtener suficiente amplicén para la pirosecuenciacion

Para solventar este problema, los autores decidieron comparar dos Kits (Promega y Qiagen)
teniendo en cuenta la temperatura de “annealing” (anillamiento) seleccionada en la puesta a
punto con el Kit de promega y las condiciones para ambos que se especifican en la figura 7. En
la figura 8 se ilustra la comparativa entre la realizacion del método de amplificaciéon de la

invencion utilizando el kit de promega vy el kit de quiagen.

Tal y como se ilustra en la figura 8, se percibe que aunque ambos kits permiten la amplificacion

del fragmento, el kit de giagen mejora sustancialmente la obtencién de bandas. En base a estos
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resultados, los autores de la presente invencién, confirmaron los resultados utilizando 23
nuevas muestras clinicas para realizar la extraccion y la amplificacion con las condiciones vy el
kit seleccionado. Los resultados se ilustran en la figura 9-. Las condiciones seleccionadas se

detallan en la tabla abajo

Tabla A1. (Los primers indicados son los cebadores SEQ ID No 5y 6 de la invencion).

Mezcla  (ul) 1x |PROGRAMA Q8OK
Hzo 9 Tq fiempo
5x Buffer 10 50 30
dNTPs 400 pM 2 95 15"
HCVPQSOK_F 0.6uM 6 40 CICLOS:
HCVPQSBOK_R-b  0.6uM 6 94 1
Enzima MIX 2 58 1
Solucién Q 10 72 1
suma 45  EXTENSION:
72 10

Tras la seleccion de estas condiciones, solo quedaba introducir las condiciones del método de
pirosecuenciacion en el software PyroMark Q24 version 2.0.6 ©Copyright 2009 QIAGEN group.
El primero de los problemas que se encontraron los inventores fue en relacion a la secuencia
propuesta por el programa de disefio (Sequence to Analyze: GTRGACMARGACCTYGT) tal y
como se muestra en la figura 10. Esta secuencia no podia ser analizada por el programa dado
que existian en la posicion a estudio sitios variables con dispensacion comun “Sequence to
Analyze: GTRGACMARGACCTYGT” (SEQ ID NO 20). Los inventores entonces decidieron
revisar el triplete responsable del cambio aminoacidico Q80 K observando sobre los
alineamientos previos que la posicion que mas peso tenia para el cambio era la primera,
optando entonces por mantener el cambio en esta y fijar en la Ultima una A ya que se daba con
mayor frecuencia teniendo en cuenta los alineamientos. Por otro lado, el cambio a G de esta
tercera posicién podria ser valorado tras el analisis ya que el siguiente nucledtido también se
trataba de G. Por tanto, la secuencia consenso final para el analisis de pirosecuenciacion fue
“Sequence to Analyze: GTRGACMAAGACCTYGT” (SEQ ID NO 16 correspondiente a una
especificacion particular de la secuencia general SEQ ID NO 8) generando un orden de
dispensacion de nucleotidos aceptado por el programa, tal y como se muestra en la figura 11.
No obstante y teniendo en cuenta la gran variabilidad del fragmento otra de las secuencias
factibles para el analisis seria: “Sequence to Analyze:GTRGACMAAGAYCT” (SEQ ID NO 17
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correspondiente a una especificacion particular de la secuencia general SEQ ID NO 9) tal y
como se muestra en la figura 12. Por otro lado se ajustaron los parametros del analisis tal y
como se muestra en la figura 13. De esta forma se logré proporcionar un método que provee de

informacién sobre el porcentaje de cambio nucleotidico de la posicion diana (Q80K).

Por lo tanto, un primer aspecto de la presente invencion proporciona un kit que comprende los
reactivos necesarios para llevar a cabo un procedimiento de retrotranscripcién y amplificacion
mediante reaccion en cadena de la polimerasa (RT-PCR) que comprende al menos un(os)
cebador(es) capaz(ces) de hibridarse con la SEQ ID NO: 1 y que permita(n) la amplificacion de
un fragmento de un maximo de 400 pares de bases del RNA del virus de la hepatitis C que
incluya los 292 pares de bases correspondientes a la posicién 10-301 de la NS3 vy, por tanto,
que incluya la variante natural de resistencia “Q80K”, en un procedimiento de RT-PCR con el
objetivo de detectar y cuantificar las variantes naturales del virus de la hepatitis C, genotipo 1,
subtipo a), que comprendan la mutacion Q80K. Preferiblemente, la ampliacion se realiza
mediante un procedimiento, mas preferiblemente de un solo paso, de retrotranscripcion y

amplificacion mediante reaccién en cadena de la polimerasa (RT-PCR),

Siempre que se refiera a la hibridacion del (de los) cebador(es), se prefiere que dicho(s)
cebador(es) sea(n) capaz(ces) de hacerlo en condiciones rigurosas. El rigor es un término
usado en los experimentos de hibridacién. El rigor refleja el grado de complementariedad entre
el cebador y el acido nucleico, el de mayor rigor, el mayor porcentaje de complementariedad
entre el cebador y el acido nucleico que se une al filtro. La persona experta sabe bien que la
temperatura y las concentraciones salinas tienen un efecto directo en los resultados que se
obtienen. Se reconoce que los resultados de la hibridacion estan relacionados con el nimero de
grados por debajo de la Tf (temperatura de fusién) del ADN a la cual el experimento se lleva a

cabo.

En una realizacion preferida del primer aspecto de la invencién, dicho(s) cebador(es) (primer(s))
capaz(ces) de hibridarse con la SEQ ID NO: 1 se definen por las siguientes SEQ ID NOs: SEQ
ID NO: 2y SEQ ID NO: 3 y/o SEQ ID NO: 5 y SEQ ID NO: 6. Se proporcionan sus detalles en la
Tabla A2.

Tabla A2: Secuencias de oligonucleoétidos (primers)
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Secuencia del oligonucleétido SEQID Parala pbs
NO hibridacion con
la SEQ ID NO:
ACGGCGTAAGCCCAGCAGAC 2 1 20 pbs
AGCCGCACGTGCAGGGTGTCA 3 1 21 pbs
ACRGCGTAYGCYCAGCARAC 5 1 20 pbs
AGCCGCARGYGCARGGYGTCA 6 1 21 pbs

Otra realizacion preferida del primer aspecto de la presente invencién, proporciona un kit que
comprende al menos un(os) cebador(es) (primer(s)) capaz(ces) de hibridarse con la SEQ ID
NO: 1y que permita(n) la amplificaciéon de un fragmento de un maximo de 400 pares de bases
del RNA del virus de la hepatitis C que incluya los 292 pares de bases correspondientes a la
posicion 10-301 de la NS3 y, por tanto, que incluya la variante natural de resistencia “Q80K”,
con el objetivo de detectar y cuantificar las variantes naturales del virus de la hepatitis C,
genotipo 1, subtipo a), que comprendan la mutacion Q80K, donde dichos cebadores (primers)
se seleccionan de la lista que consiste en cualquiera de las siguientes combinaciones: SEQ ID
Nos2y365y6062,3,5y6.

En realizaciones particulares, el kit es un kit adecuado para la PCR que comprende
adicionalmente a un(os) cebador(es) capaz(ces) de hibridarse con la SEQ ID NO: 1 y
amplificarla con el objetivo de detectar y cuantificar las variantes naturales del virus de la
hepatitis C, genotipo 1, subtipo a), que comprendan la mutacion Q80K, los reactivos necesarios
para llevar a cabo dicho procedimiento PCR. Preferiblemente, el kit comprende al menos uno o
mas de los siguientes elementos: buffer de reaccion, Mg, dNTPs, Retrotransciptasa y una ADN
polimerasa, preferiblemente y al menos un(os) cebador(es) capaz(ces) de hibridarse con la
SEQ ID NO: 1 y amplificarla con el objetivo de detectar y cuantificar las variantes naturales del
virus de la hepatitis C, genotipo 1, subtipo a), que comprendan la mutacién Q80K. Mas
preferiblemente, el kit comprende al menos uno o mas de los siguientes elementos: buffer de
reaccion, Mg, dNTPs, Retrotransciptasas, una ADN polimerasa y los cebadores de SEQ ID Nos

2y365y602 3,5y 6. Aun mas preferiblemente el kit comprende buffer de reaccion 5X

24



10

15

20

25

ES 2 598 288 A2

(Tris-Cl, KCI, (NH4)2S04, MgClI, DTT) Solucién Q , dATP, dCTP, dGTP, y dTTP (10mM),
Retrotransciptasas (Onmniscript y Sensiscript Reverse Transcriptasa) ADN polimerasa (HotStar
taq DNA polimerasa), agua libre de nucleasas asi como los cebadores de SEQID Nos2y 3065
y662,35y6.

En otra realizacion preferida del primer aspecto de la invencidon o de cualquiera de sus
realizaciones preferidas, el kit comprende adicionalmente un(os) cebador(es) utiles para
analizar los amplicones obtenidos correspondientes al fragmento de la secuencia del gen de la
proteina NS3 mediante un ensayo de pirosecuenciacion. En particular, dichos cebadores se
seleccionan de cualquiera de las secuencias SEQ ID NOS 4 y/o 7 o cualquiera de sus variantes
tal y como se han definido estas a lo largo de la descripcion. La seleccién de dichas secuencias,

por supuesto, depende de los tipos de “primers” utilizados en el proceso de amplificacion.

El uso del kit del primer aspecto de la presente invencion, no esta particularmente limitado,
aunque se prefiere su uso en el procedimiento de la invencion o en cualquiera de sus

realizaciones.

Asi en un segundo aspecto de la presente invencion se refiere al uso del kit del primer aspecto
de la invencion o de cualquiera de sus realizaciones preferidas, para detectar y cuantificar las
variantes naturales del virus de la hepatitis C, genotipo 1, subtipo a), que comprendiesen la
mutacion Q80K.)

Un tercer aspecto de la invencion se refiere al uso del kit del primer aspecto de la invencion o
de cualquiera de sus realizaciones preferidas, para predecir la respuesta completa y/o la
respuesta parcial de un sujeto humano al tratamiento con simeprevir u otros farmacos
antivirales frente al VHC sensibles a la presencia de Q80K en el VHC, en el que el sujeto esta

infectado por el virus de la hepatitis C genotipo 1a.

Un cuarto aspecto de la presente invencion, establece que el kit del primer aspecto de la
presente invencion, resulta util en un método adecuado para detectar y cuantificar las variantes
naturales del virus de la hepatitis C, genotipo 1, subtipo a), que comprendan la mutaciéon Q80K,

subtipo a), que consta de los siguientes pasos:

1. Obtencion de una muestra bioldgica, preferiblemente sangre, suero o plasma, de un

sujeto humano infectado por el virus de la hepatitis C, genotipo 1a;
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2. Extraccion del ARN del VHC a partir de la muestra bioldgica del paso 1);

3. Amplificacion del ARN del VHC, preferiblemente mediante la realizacién de un
procedimiento de un solo paso de retrotranscripcion y amplificacion mediante reaccion
en cadena de la polimerasa (RT-PCR), utilizando el kit descrito en el primer aspecto de
la presente invencion o en cualquiera de sus realizaciones preferidas o utilizando los
“primers” de SEQ ID NO: 5 y 6 y/o los “primers” de SEQ ID NO 2 y 3 o utilizando

“pimers” capaces de amplificar total o parcialmente la SEQ ID NO 1;

4. Analisis de los amplicones obtenidos correspondientes a la secuencia del fragmento de
ADN correspondiente al fragmento de la secuencia del gen correspondiente a la proteina
NS3 mediante un ensayo de pirosecuenciacion, preferiblemente para lo cual se utilizan
los primers de secuenciacion disefiados de SEQ ID No 4 y/o 7, o cualquiera de sus
variantes tal y como se han definido estas a lo largo de la descripcion, y preferiblemente
la secuencia de referencia para realizar el ensayo de pirosecuenciacion, donde dicha
secuencia de referencia es la secuencia (Y)GTRGA(3)MAAGAYCTYGT (SEQ ID NO: 8)
6 la secuencia (Y)GTRGA(3)MAAGAYCT (SEQ ID NO: 9), donde la secuencia de

referencia comprenderia Y dependiendo del primer utilizado y donde (3) representa (T) o
C)y

5. Determinacion del porcentaje de cuasiespecies del VHC que presentan la mutacién

Q80K en la muestra bioldgica del paso 1).

A partir de la determinacion del porcentaje de cuasiespecies del VHC que presentan la
mutacion Q80K en la muestra biolégica del paso 1) se puede establecer la respuesta al
tratamiento de un sujeto humano infectado por el virus de la hepatitis C al farmaco simeprevir u

otros farmacos antivirales frente al VHC sensibles a la presencia de Q80K en el VHC.

La “Respuesta” se basa en el resultado clinico, concretamente en la “supervivencia exenta de
progresion” (PFS). La supervivencia exenta de progresion (PFS) es el plazo de tiempo durante y
después de la medicacioén o tratamiento durante el cual, la etiologia causada por el VHC-1a que
se esta tratando administrando el farmaco simeprevir no empeora. El tema decisivo en esta
realizacion es si el individuo que padece la hepatitis C muestra una disminucion en la carga viral
en un momento dado. Mas concretamente la “Respuesta” se basa en el “SVR” (respuesta

virolégica sostenida del inglés “sustained virological response”) que se define como niveles de
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ARN del virus de la VHC indetectables en sangre tras 12, o 24, semanas una vez finalizado el

tratamiento.

Asi, en un aspecto adicional (quinto aspecto de la invencion), la invencién proporciona un

procedimiento de prediccion de la respuesta completa y/o la respuesta parcial, ya sea esta un

respuesta basada en la supervivencia exenta de progresion o en el SVR, de un sujeto humano

al tratamiento con simeprevir, en el que el sujeto esta infectado por el virus de la hepatitis C

genotipo 1a, y en el que el procedimiento comprende:

1.

Obtencién de una muestra biolégica, preferiblemente sangre, suero o plasma, de un

sujeto humano infectado por el virus de la hepatitis C, genotipo 1a;
Extraccion del ARN del VHC a partir de la muestra bioldgica del paso 1);

Amplificacion del ARN del VHC, preferiblemente mediante la realizacién de un
procedimiento de un solo paso de retrotranscripcion y amplificacion mediante reaccion
en cadena de la polimerasa (RT-PCR), utilizando el kit descrito en el primer aspecto de
la presente invencion o en cualquiera de sus realizaciones preferidas o utilizando los
“primers” de SEQ ID NO: 5 y 6 y/o los “primers” de SEQ ID NO 2 y 3 o utilizando

“pimers” capaces de amplificar total o parcialmente la SEQ ID NO 1;

Analisis de los amplicones obtenidos correspondientes a la secuencia del fragmento de
ADN correspondiente al fragmento de la secuencia del gen correspondiente a la proteina
NS3 mediante un ensayo de pirosecuenciacion, preferiblemente para lo cual se utilizan
los primers de secuenciacion disefiados de SEQ ID No 4 y/o 7, o cualquiera de sus
variantes tal y como se han definido estas a lo largo de la descripcion, y preferiblemente
la secuencia de referencia para realizar el ensayo de pirosecuenciacion, donde dicha
secuencia de referencia es la secuencia (Y)GTRGA(3)MAAGAYCTYGT (SEQ ID NO: 8)
6 la secuencia (Y)GTRGA(3)MAAGAYCT (SEQ ID NO: 9), donde la secuencia de

referencia comprenderia Y dependiendo del primer utilizado y donde (3) representa (T) o
C)y

Determinacion del porcentaje de cuasiespecies del VHC que presentan la mutacién

Q80K en la muestra bioldgica del paso 1); y
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6. en el que el resultado es indicador de la respuesta completa o la respuesta parcial de un
sujeto humano a simeprevir si se observa que el porcentaje de cuasiespecies virales
VHC que presentan la mutacion Q80K en la muestra bioldgica del paso 1) se encuentra

disminuido con respecto a un valor de referencia.

Dicho valor de referencia representa el porcentaje de cuasiespecies virales VHC que presentan
la mutacién Q80K en una muestra biolégica a partir del cual se determina que el tratamiento
con simprevir no produce respuesta completa o al menos una respuesta parcial clinicamente

eficaz.

Se hace notar que el aislamiento de la muestra del sujeto vivo como tal no es también una parte
de la invencion. La cirugia de un cuerpo humano vivo como tal no es también una parte de la
invencion. Lo que es una parte de la invencion es el procedimiento in vitro para predecir la
respuesta completa y/o la respuesta parcial, ya sea esta un respuesta basada en la
supervivencia global o en la supervivencia exenta de progresién, de un sujeto humano al
tratamiento con simeprevir asi como el procedimiento in vitro para detectar y cuantificar las
variantes naturales del virus de la hepatitis C, genotipo 1, subtipo a), que comprendan la
mutacion Q80K, subtipo a). De esta manera, el procedimiento para predecir una respuesta de

acuerdo con la presente invencién es preferiblemente un procedimiento in vitro.

Los procedimientos de la presente invencion se pueden aplicar con muestras de individuos de

cualquier sexo, es decir, hombre o mujer, y de cualquier edad.

En un sexto aspecto, la invencién proporciona también un procedimiento para clasificar un
sujeto humano infectado por el virus de la hepatitis C en uno de dos grupos. A no ser que se
especifique de manera implicita o explicita de otra forma, los detalles de la invencion tal como
se ha detallado anteriormente se aplican también al tercer aspecto de la invencion. El grupo 1
comprende los sujetos identificables mediante el procedimiento para predecir la respuesta
completa y/o la respuesta parcial, ya sea esta una respuesta basada en la supervivencia global
0 en la supervivencia exenta de progresion, de un sujeto humano al tratamiento con simeprevir,
tal como se ha detallado anteriormente que muestran una cualquiera o mas de: respuesta,
respuesta parcial, respuesta completa; y en el que el grupo 2 representa el resto de sujetos. Es
posible proporcionar una terapia personalizada a un individuo, dependiendo de si el individuo
esta clasificado en el grupo 1 o el grupo 2. Esto se lleva a cabo normalmente como sigue: (a) se
extrae una muestra bioldgica, preferiblemente sangre, suero o plasma, a pacientes que estan
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infectados con el virus de la hepatitis C, (b) a partir de dicha muestra, se procede a la
clasificacion en el grupo 1 o el grupo 2. Basandose en la clasificacion en el grupo 1 o el grupo 2,
se puede seleccionar una terapia personalizada que puede ser particularmente beneficiosa para

el paciente.

Los presentes inventores han identificado de esta manera un subgrupo novedoso de pacientes
que se beneficiarian de la terapia con simeprevir. De esta manera, la presente invencion
proporciona también una composicion farmacéutica que comprende simeprevir, para tratar un
sujeto humano del grupo 1. Dada la prediccién positiva, la invenciéon proporciona de esta
manera un procedimiento de seleccion de pacientes (grupo 1) que puede ser particularmente
beneficioso para la administracion de dicha terapia. Ademas, puede no justificarse en sujetos

pacientes del grupo 1 la potencial toxicidad de un tratamiento alternativo.

Ademas, la invencion proporciona una composicion farmacéutica para tratar un sujeto humano
del grupo 2 identificable mediante el procedimiento del tercer aspecto de la invencion, en el que
dicha composicion se selecciona de la lista que consiste en sofosbuvir, telaprevir, boceprevir,

faldaprevir y daclatasvir.

Un séptimo aspecto de la invencidn se refiere a la secuencia consenso SEQ ID NO1 y al uso de
dicha secuencia para identificar al menos un(os) cebador(es) capaz(ces) de hibridarse con la
SEQ ID NO: 1 y amplificarla con el objetivo de detectar y cuantificar las variantes naturales del

virus de la hepatitis C, genotipo 1, subtipo a), que comprendan la mutacion Q80K.

Un octavo aspecto de la invencion se refiere a una secuencia polinucleotidica que comprende,
consiste o consiste esencialmente en cualquiera de las siguientes secuencias: SEQ ID NO: 2,
SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4 o su variante, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7 o sus

variantes, o cualquier combinacién de las mismas.

Una realizacion preferida del octavo aspecto de la invencion se refiere a una composicion que
comprende al menos una secuencia polinucleotidica que comprende, consiste o consiste
esencialmente en cualquiera de las siguientes secuencias: SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ
ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6 y SEQ ID NO: 7 o cualquier combinacion de las

mismas.

Otra realizacion preferida del octavo aspecto de la invencién se refiere a una composicién que
comprende las siguientes secuencias polinucleotidicas que comprenden, consisten o consisten
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esencialmente en cualquiera de las siguientes secuencias: SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3 y
opcionalmente la SEQ ID NO: 4 o SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6 y opcionalmente la SEQ ID NO:
7.

En otra realizacion preferida del octavo aspecto de la invencién los secuencias polinucleotidicas
o “primers” son capaces de dar lugar a amplicones, con un tamafio maximo de 400 nucleotidos,

susceptibles de ser secuenciados o analizados por pirosecuenciaciéon con el objetivo de detectar y

cuantificar las variantes naturales del virus de la hepatitis C, genotipo 1, subtipo a), que

comprendan la mutacion Q80K.

Un noveno aspecto de la invencién se refiere a una secuencia nucleotidica que comprende,

consiste en o consiste esencialmente en la SEQ ID NO: 1.
EJEMPLOS

Ejemplo 1. Material y métodos de la pirosecuenciacion Q80K

Se realizé la extraccion de RNA viral a partir de 200ul de plasma de un total de 30 muestras de
pacientes infectados por VHC-1a mediante el Kit QIAMPViral RNA MINI KIT (QIAGEN)
obteniendo un volumen final de extracto de 50 pl. Tras la extraccion se procedié a la
amplificacion del fragmento de la NS3 que contenia la posicion diana Q80K a partir de 5ul del
extracto. Para ello, se realizé una RT-PCR con el kit One Step RT-PCR QIAGEN, la mezcla
contenia 10ul de 5X Buffer, 2ul de dNTPs 10mM, 10ul de Q-solution, 2ul de Enzima mix, 9ul de
agua libre de nucleasas y los primers HCPQ80K_F (5 ACRGCGTAYGCYCAGCARAC 3’) (SEQ
ID NO 5) y HCVPQ80K_R-b (5 AGCCGCARGYGCARGGYGTCA 3’) (SEQ ID NO 6) a una
concentracion de 0.6uM en un volumen final de 50 pl. Las condiciones de termociclado fueron
50°C durante 30 minutos para la retrotranscripcion, seguido de 95°C para la activacion de la
polimerasa DNA HotStarTaq y desnaturalizacién seguido de 40 ciclos de 1 min a 94°C, 1 minuto
a 58°C , 1 minuto a 72°C y con una extension final de 10 minutos a 72°C en termociclador
GeneAmp PCR System 9700. Una vez realizada la amplificacién se visualizaron las bandas en

un gel de agarosa al 1%.

Posteriormente se procedid a realizar la pirosecuenciacion a partir del producto obtenido

mediante esta RT-PCR. Para ello, se disefid en el software PyroMark Q24 version 2.0.6

©Copyright 2009 QIAGEN group un tipo de ensayo AQ Assay con la secuencia de referencia

GTRGACMAAGACCTYGT (SEQ ID NO 16 correspondiente a una especificaciéon particular de
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la secuencia general SEQ ID NO 8) seleccionada y ajustando los parametros para el analisis
mostrados en el figura 13. De esta manera se obtuvo el archivo “pyrosetup” que definia las
condiciones del ensayo. Posteriormente se generd la plantilla de analisis que contenia las
muestras a analizar, maximo 24 contando con un pocillo reservado para el oligo control que
permitiera controlar el proceso de pirosecuenciacién. Para la realizacidon del ensayo se
encendié el equipo 30 minutos antes de la realizacion del mismo (por recomendacion del
fabricante). Se rellend el cartucho con los volimenes que se requerian de Enzima, Sustrato y
las cuatros bases, suministrados en el kit PyroMark Gold Q24 Reagents (QIAGEN), e indicados
por el report que ofrece el software “pre run information” y que se origina tras la
cumplimentacion de la plantilla teniendo en cuenta el numero de muestras a analizar para cada
ensayo. Se introdujo el cartucho en el pirosecuenciador y se procedié a la inmovilizaciéon del
producto de RT-PCR. Con este fin se realizd una mezcla de 2 ul de sefarosa (Streptavidin-
sepharose Hig performance, GE Healthcare) , 40 pyl de Pyromark binding buffer (QIAGEN) y 18
pl de agua mili Q por cada 20 pl producto de RT-PCR a analizar, es decir, por muestra. Para el
oligo control se realizd una mezcla de 2 pl de sefarosa (Streptavidin-sepharose Hig
performance, GE Healthcare), 40 yl de Pyromark binding buffer (QIAGEN) y 13 pl de agua mili
Q. Una vez mezclados con el producto de RT-PCR se agitaron de manera constante durante 10
min a 1.400 rpm. Una vez puesto en agitacion se procedié a la preparacién de la placa para
pirosecuenciacion que contenia por pocillo 24,25ul de PyroMark Annealing Buffer (QIAGEN) y
0.75 pl del primer de secuenciacion disefiado HCVPQ80K_SEQ 5TCCARATGTAYACCAAT 3
(SEQ ID NO 12) de concentracion 10uM. Para el pocillo del oligo control se afiadi6 directamente
25ul de PyroMark Annealing Buffer (QIAGEN) siguiendo las recomendaciones del fabricante.
Se rellend cada bandeja con el volumen adecuado, siguiendo también las indicaciones del
fabricante, de etanol al 70%, PyroMark Wash Buffer (QIAGEN), PyroMark Denaturation
Solution (QIAGEN) y agua Milli Q. Transcurrido el tiempo de agitacién y sin que pasara mas de
un minuto, puesto que las bolitas de sefarosa se depositan con gran facilidad, se colocé la placa
con la mezcla que contiene el producto de RT-PCR en la estaciéon del pirosecuenciador. Se
procedio entonces a la captura de las cadenas de DNA biotiniladas. Estas cadenas servirian de
molde para la pirosecuenciacion. Teniendo cuidado con el sentido del peine con los filtros, se
capturé el producto de la PCR unido a las bolas de sefarosa que estaban agitandose hasta ese

momento, durante unos 15 segundos, comprobando que el filtro habia absorbido toda la
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muestra. Una vez capturadas se introdujo el peine en la bandeja que contenia el etanol durante
5 segundos, observando también como pasaba el liquido a través del tubo. Después se paso el
peine durante 5 6 10 segundos por la solucion de desnaturalizacidon, PyroMark Denaturation
Solution (QIAGEN) y seguidamente 10 segundos por el buffer de lavado PyroMark Wash Buffer
(QIAGEN). Tras realizar estos pasos se colocé el peine en vertical y se observé el paso del
liquido durante unos segundos. Como el ADN de cadena sencilla marcado con la biotina y
unido con la sefarosa se queda retenido en los filtros en este paso es importantisimo en este
punto APAGAR LA BOMBA DE VACIO con el boton y ademas poner el peine en posicion off.
El siguiente paso es la liberacion de la muestra retenida en el filtro sobre la placa que contiene
la mezcla del primer de secuenciacion y el buffer de annealing. Para ello se agita el peine sobre
la misma para dejar caer el producto retenido en los pocillos correspondientes. Una vez
realizado esto se pasa el peine por la bandeja que contiene agua durante 10 segundos todavia
con el peine en posicion off, y después, se enciende la bomba y con el peine en la posicién on
se lava en la otra bandeja que contiene agua colocando el peine en vertical una vez realizado

este paso.

La placa que contiene ahora la mezcla de la cadena biotinilada, el primer de secuenciacion vy el
buffer de annealing se lleva a una plancha suministrada por PyroMark que previamente se ha
calentado a 80° C y mantenida a esta temperatura donde se colocara la placa de
pirosecuenciacién durante 2 minutos para que se produzca la hibridacion. Una vez transcurrido
este tiempo se deja enfriar durante unos 10 minutos antes de poner la placa en el

pirosecuenciador.

Para comenzar el run se inserta el USB que contiene el ensayo diseiado, el archivo “pyrorun”,
se selecciona y el equipo comienza el analisis tras el equilibrado de presion, temperatura del
blogue y la presion del liquido refrigerante. Cuando el equipo finaliza confirma que ha terminado
el proceso y que ha guardado los datos de analisis en el USB. Este archivo deber ser analizado
entonces en el software PyroMark Q24 version 2.0.6 ©Copyright 2009 QIAGEN group.

Ejemplo 2. RESULTADOS PIROSECUENCIACION Q80K

Los resultados obtenidos son analizados en el software PyroMark Q24 version 2.0.6 ©Copyright

2009 QIAGEN group. Estos resultados ofrecen informacién sobre el porcentaje de cambio

nucleotidico de la posiciéon diana (Q80K), indicandonos la proporcidon de cuasiespecies que
32



ES 2 598 288 A2

contienen los diferentes aminoacidos. Tal y como se observa en la Figura 10, la posicién diana
Q80K, que viene dada por la posicion 2, nos ofrece un 100% de C y un 0% de A en esa
posicion, indicando que el 100% de las cuasiespecies virales no presentan el aminoacido K y
por tanto la ausencia de polimorfismo Q80K.
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Reivindicaciones

Un kit adecuado para llevar a cabo un procedimiento de retrotranscripciéon vy
amplificacion mediante reaccion en cadena de la polimerasa (RT-PCR) que comprende
al menos unos cebadores seleccionados de la lista que consiste en cualquiera de las
siguientes secuencias capaces de hibridarse con la SEQ ID NO 1 permitiendo la
amplificacion de un fragmento de un maximo de 400 pares de bases del RNA del virus
de la hepatitis C que incluya la variante natural de resistencia “Q80K”, mediante un
procedimiento RT-PCR, SEQ ID NOs: SEQ ID NO: 2 y SEQ ID NO: 3 y/o SEQ ID NO: 5
y SEQ ID NO: 6.

El kit de acuerdo con la reivindicacion 1, donde dicho kit ademas comprende al menos
uno o mas de los siguientes elementos: buffer de reaccion, Mg, dNTPs,

Retrotransciptasa y una ADN polimerasa.

El kit de acuerdo con la reivindicacion 1, donde dicho kit ademas comprende los
siguientes elementos: buffer de reaccién 5X (Tris-Cl, KCI, (NH4)2S04, MgCl, DTT)
Solucién Q, dATP, dCTP, dGTP, y dTTP (10mM), Retrotransciptasas, ADN polimerasa y

opcionalmente agua libre de nucleasas.

El kit de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-3, donde dicho kit comprende
adicionalmente un(os) cebador(es) utiles para analizar los amplicones obtenidos
correspondientes a la secuencia del fragmento de ADN correspondiente a la proteina
NS3 mediante un ensayo de pirosecuenciacion, donde dichos cebadores se seleccionan
de cualquiera de las secuencias: SEQ ID NO: 4,7, 11,12y 13.

Uso in vitro del kit segun la reivindicacion 4, para detectar y cuantificar las variantes
naturales del virus de la hepatitis C, genotipo 1, subtipo a), que comprendiesen la
mutacion Q80K.

Uso in vitro del kit segun la reivindicacion 4, para detectar y cuantificar las variantes

naturales del virus de la hepatitis C, genotipo 1, subtipo a), que comprendiesen la
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mutacion Q80K, donde la secuencia de referencia para realizar el ensayo de

pirosecuenciacion es la secuencia (SEQ ID NO: 8) ¢ la secuencia (SEQ ID NO: 9).

Un procedimiento para detectar y cuantificar las variantes naturales del virus de la
hepatitis C, genotipo 1, subtipo a), que comprendiesen la mutacion Q80K, y que

comprende los siguientes pasos:

a. Extraccion del ARN del VHC a partir de una muestra biolégica aislada,
preferiblemente sangre, suero o plasma, de un sujeto humano infectado por el

virus de la hepatitis C, genotipo 1a;

b. Amplificaciéon del ARN del VHC mediante la utilizacion del kit de acuerdo con

cualquiera de las reivindicaciones 1-4;

c. Analizar los amplicones obtenidos correspondientes a la secuencia del fragmento
de ADN correspondiente a la proteina NS3 mediante un ensayo de

pirosecuenciacion de acuerdo al uso descrito en la reivindicacién 4; y

d. Determinar el porcentaje de cuasiespecies del VHC que presentan la mutacién

Q80K en base al analisis del paso c).

El procedimiento segun la reivindicacion 7, donde el analisis de los amplicones
obtenidos correspondientes a la secuencia del fragmento de ADN correspondiente a la
proteina NS3 mediante un ensayo de pirosecuenciacion, se realiza utilizando los

cebadores tal y como se han definido estos en la reivindicacién 4.

El procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 7 o 8, donde la secuencia de
referencia para realizar el ensayo de pirosecuenciacion es la secuencia (SEQ ID NO: 8)
6 la secuencia (SEQ ID NO: 9).

Un procedimiento de prediccidon de la respuesta completa y/o la respuesta parcial de un
sujeto humano al tratamiento con simeprevir, en el que el sujeto esta infectado por el

virus de la hepatitis C genotipo 1a, y en el que el procedimiento comprende:
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a. Extraccion del ARN del VHC a partir de una muestra biolégica aislada,
preferiblemente sangre, suero o plasma, de un sujeto humano infectado por el

virus de la hepatitis C, genotipo 1a;

b. Amplificaciéon del ARN del VHC mediante la utilizacion del kit de acuerdo con

cualquiera de las reivindicaciones 1-4;

c. Analizar los amplicones obtenidos correspondientes a la secuencia del fragmento
de ADN correspondiente a la proteina NS3 mediante un ensayo de

pirosecuenciacion de acuerdo al uso descrito en la reivindicacién 4;

d. Determinar el porcentaje de cuasiespecies del VHC que presentan la mutacién

Q80K en base al analisis del paso c); y

e. en el que el resultado es indicador de la respuesta completa o la respuesta
parcial de un sujeto humano a simeprevir si se observa que el porcentaje de
cuasiespecies virales VHC que presentan la mutaciéon Q80K en la muestra
biolégica del paso a) se encuentra disminuido con respecto a un valor de

referencia.

El procedimiento segun la reivindicacién 10, donde el anadlisis de los amplicones
obtenidos correspondientes a la secuencia del fragmento de ADN correspondiente a la
proteina NS3 mediante un ensayo de pirosecuenciacion, se realiza utilizando los

cebadores tal y como se definen estos en la reivindicacion 4.

El procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 10 o 11, donde la secuencia
de referencia para realizar el ensayo de pirosecuenciacion es la secuencia (SEQ ID NO:
8) ¢ la secuencia (SEQ ID NO: 9).

El procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 10-12, en el que la
respuesta se refiere a la supervivencia exenta de progresion o al SVR (respuesta

virolégica sostenida).

Un procedimiento para clasificar un sujeto humano infectado por el virus de la hepatitis

C, genotipo 1a, en uno de dos grupos, en el que el grupo 1 comprende los sujetos
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identificables mediante el procedimiento de acuerdo con las reivindicaciones 10-13, y en

el que el grupo 2 representa el resto de sujetos.

15. Un polinucledtido que consiste en cualquiera de las siguientes secuencias: SEQ ID NO
1-13.

36



ES 2 598 288 A2

Assay Type: [Genatyping (SNP)

Description: |Q80K

Sequence Editor | Graphic View | Final Primer Set |

5| OOQ

1 IGCGCCCATCA CGGCGTACGC CCAGCAGACA AGAGGCCTCC TAGGATGCAT AATCACCAGC
61 ICTAACCGGCC GGGACAAAAA CCAAGCGGAG GGCGAGGTCC AGATCGTGTC AACCGCCACC
121 ICAAACCTTCC TGGCAACATG CATCAACGGG GTATGCTGGA CCGTCTACCA CGGGGCCGGA
181 IACAAGGACCA TCGCATCACC CAAAGGCCCC GTCATCCAAA TGTACACCAA TGTAGACCAA
24 IGACCTCGTAG GCTGGCCCGC CCCCCAAGGC ACCCGCTCAC TGACACCCTG CACCTGCGGC
301 TCCTCGGACC TCTACCTGGT CACGAGGCAC GCCGATGTCA TCCCCGTGCG CCGGCGAGGT
361 GACAGCAGGG GCAGCCTGCT CTCGCCCCGG CCCATCTCCT ACCTGAAAGG CTCCTCGGGG
42 IGGCCCACTGC TGTGCCCCGC GGGACACGCC GTAGGCATAT TCAGAGCCGC GGTATGCACC

81 ICGTGGAGTGG CTAAAGCAGT GGACTTCATC CCCGTAGAGA ACCTAGAGAC AACCATGAGA

38

YYIRBTR R T R Y Y Y YRY
I
{

[Variable Posibons
Name:  |Q80K

Position: 238  Type: |SNP/Point Mutation
Variation: IM

Alleles: I2.C ;l
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PyroMark Assay D say1Q80K - copia2
P File Edit Assay Windows Help [-][&]x}
Assay Type: |Genotyping (SNP) ~| 0 O e _\:mml!wwmv YYYRY V¥R BYFRAR FOVR R
—
o . w( e | i . i
Description:  |Q e —
Sequence Editor | Graphic View | Final Primer Set |
1 GCGCCCATCA CGGCGTACGC CCAGCAGACA AGAGGCCTCC TAGGATGCAT AATCACCAGC &7
61 CTAACCGGCC GGGACAAAAA CCAAGCGGAG GGCGAGGTCC AGATCGTGTC AACCGCCACC A F1 [ACGGCGTAAGCCCAGCAGAC @
121 ICAAACCTTCC TGGCAACATG CATCAACGGG GTATGCTGGA CCGTCTACCA CGGGGCCGGA
181 ACAAGGACCA TCGCATCACC CAAAGGCCCC GTCATCCAAA TGTACACCAA TGTAGACCAA < Rl [AGCCGCACGTGCAGGGTGTCA @
241 GACCTCGTAG GCTGGCCCGC CCCCCAAGGC ACCCGCTCAC TGACACCCTG CACCTGCGGC
301 TCCTCGGACC TCTACCTGGT CACGAGGCAC GCCGATGTCA TCCCCGTGCG CCGGCGAGGT = S [TCCACATGTAAACCAAT @
361 GACAGCAGGG GCAGCCTGCT CTCGCCCCGG CCCATCTCCT ACCTGAAAGG CTCCTCGGGG
421 GGCCCACTGC TGTGCCCCGC GGGACACGCC GTAGGCATAT TCAGAGCCGC GGTATGCACC cnse. [rwsuson <] @
481 CGTGGAGTGG CTAAAGCAGT GGACTTCATC CCCGTAGAGA ACCTAGAGAC AACCATGAGA O grsesns [Prmwsuscon <] @[04V
AL \AGCCCI CACAC
Name: IQGOK
Position: |9 Type:  |SNP/Point Mutation
Variation: |Y
Alleles: II.C Ll
[ [ [Postion:502 | « « 10f89 » M o
Fig. 2

39



ES 2 598 288 A2

{ BUFFER AMV (kit) V=Spl ‘
‘ AMV_RT (kit) V=0.5p ‘
‘ TAQ POL (kit) V=0.5ul ]

| (// \\\ ’I‘

dNTPs 500uM V=1.25 pl

PRIMERS 0.2uM
V=1 pl

PRIMERS 0.5uM
V=2.5 ul

PRIMERS 0.2uM
V=1 pl

PRIMERS 0.5uM
V=2.5 ul

H:0 V=7.5 ul H20 V=4.5 pul H20 V=6.75 pl H20 V=3.75 ul

I V final =20l |

[ V RNA = Sl |

Fig. 3
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b p
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Fig. 5
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30 Ciclos

40 Ciclos 40 Ciclos. Aumento de concentracion de primers

=3

Fig. 6
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kit PROMEGA (S0ul) CONDICIONES DE CICLADO:
1X
Sx Buffer AMV 10ul 45min 48°C
SO4Mg 4mM Sul
dNTPs 500 uM 2.5ul 2min 94%C
HCVPQSOK_F  0.5uM 6ul 1min 93°c |
HCVPQSOK_R  0.5uM 6ul
1min 58°C = 40ciclos
Tfltaq (kit)  SU/uL 1l
AMV-RT(kit)  SU/pL 1pl 1min 72°¢ |
H,0 nucleases free 13.5ul 10min 72°C
kit Qiagen(SOul
1X CONDICIONES DE CICLADO:
Sx Buffer 10ul 30min 50°C
dNTPs 400 uM 2ul 1Smin 95°C
HCVPQSOK_F 0.6uM 6 ul 1min 94°C h
HCVPQ8OK_R 0.6uM 6ul 1min 58°C | 40ciclos
Enz. Mix 2ul 1min 72°C
SOLUCION Q 10p -
H;0 nucleases free 9ul 10min 72°C
Fig. 7
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Fig. 8
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Fig. 9
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Analysis result

\A‘;d]: Al "
ST, 1313188348
Note:

Analysis version: 2.0.6

Position| 1 2 3
Quutity | Pussed | Possed | Passed |
A (%) 87 0 -

C (%) 100 78
Gea | 13 | - | -
TR - - 2
No warniegs.

Fig. 10
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Fig. 12
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<110>

<120>
de Ta

<130>
<160>
<170>
<210> 1

<211> 540
<212> DNA
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>

23

misc_

BiSSAP 1.3

feature

<222> 1..540

<400> 1
gcgcccatya

ytracyggcc
caracyttyy
acraggacca
gacctygtrg
tcctcggacc
gayagcaggg
ggyccrctgy
cgtggagtgg
<210> 2
<211> 20
<212> DNA
<213>

<220>

cggcgtaygc
gggayaaraa
tggcaacvtg
tygcrtcayc
gytggccygc
tytayytggt
gcagcctgct
tgtgccccgce

ctaargcrgt

<223> Primer

<220>

<221> misc_
<222> 1..20

<400> 2
acggcgtaag

<210> 3

<211> 21
<212> DNA
<213>

<220>

feature

cccagcagac

<223> Primer

Artificial Sequence

Secuencia consenso

ccagcagacr
ccargyggag
catyaayggg
yaarggyccy
yccycarggy
cacgaggcay
ytcgccycgg
gggrcacgcc

ggacttyatc

Artificial Sequence

Artificial Sequence

ES 2 598 288 A2

LISTADO DE SECUENCIAS

Instituto de salud carlos III

agrggcctcy
ggygaggtyc
gtrtgctgga
gtyatccara
dcccgytcay
gccgatgtca
ccyatytcyt
gtrggcatat

ccygtrgaga

trggrtgyat
agatygtgtc
cygtctacca
tgtayaccaa
tgacaccctg
tycccgtgeg
acytgaargg
tcagrgccgc

rcctagagac

aatyaccagc
aacygcyrcc
yggggcyggr
tgtrgacmar
cacytgcggc
ccggcgrggt
ctcctcgggg
ggtrtgyacc

aaccatgagr

Kit y método para detectar y cuantificar las variantes naturales del virus
hepatitis C, genotipo 1, subtipo a), que comprendan la mutacién Q80K.

900445

60
120
180
240
300
360
420
480
540

20
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<220>

<221> misc_feature
<222> 1..21

<400> 3

agccgcacgt gcagggtgtc a

<210> 4

<211> 16

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Primer

<400> 4
tccacatgta aaccaa

<210> 5

<211> 20

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Primer

<220>
<221> misc_feature
<222> 1..20

<400> 5
acrgcgtayg cycagcarac

<210> 6

<211> 21

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Primer

<220>
<221> misc_feature
<222> 1..21

<400> 6
agccgcargy gcarggygtc a

<210> 7

<211> 16

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Primer

<220>
<221> misc_feature
<222> 1..16

<400> 7
tccaratgta yacyaa

<210> 8

21

16

20

21

16


mborlafg
Texto escrito a máquina
2

mborlafg
Texto escrito a máquina


ES 2 598 288 A2

<211> 18

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> Secuencia de referencia con "n" en la posicién 7

<220>

<221> misc_feature

<222> 1

<223> /nota="Tla secuencia de referencia comprenderia Y dependiendo del
primer utilizado "

<220>

<221> misc_feature

<222> 7

<223> /nota="n = (3), donde (3) representa t o c"

<400> 8

ygtrganmaa gayctygt 18

<210> 9

<211> 15

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> Secuencia de referencia con "n" en la posicién 7

<220>

<221> misc_feature

<222>

1

<223> /nota="Tla secuencia de referencia comprenderia Y dependiendo del
primer utilizado"

<220>

<221> misc_feature

<222> 7

<223> /note="n = (3), donde (3) representa t o c"

<400> 9

ygtrganmaa gayct 15

<210> 10

<211> 17

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> Secuencia de referencia con T en la posicién 7

<220>

<221> misc_feature

<222> 1..17

<400> 10

tccacatgta aaccaat 17

<210> 11

<211> 17

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> Secuencia de referencia con C en la posicién 7
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<220>
<221> misc_feature
<222> 1..17

<400> 11
tccaratgta yacyaat

<210> 12

<211> 17

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Primer

<220>
<221> misc_feature
<222> 1..17

<400> 12
tccaratgta yaccaat

<210> 13

<211> 16

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Primer

<400> 13
tccaratgta yaccaa

<210> 14

<211> 17

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Primer

<220>
<221> misc_feature
<222> 1..17

<400> 14
tccaratgta yaccaat

<210> 15

<211> 16

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Primer

<220>
<221> misc_feature
<222> 1..16

<400> 15
tccaratgta yaccaa

<210> 16
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<211> 17
<212> DNA
<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Secuencia particular de 1a SEQ ID NO 8

<400> 16
gtrgacmaag acctygt 17

<210> 17

<211> 14

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Secuencia particular de 1a SEQ ID NO 9

<400> 17
gtrgacmaag ayct 14

<210> 18

<211> 18

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Primer

<400> 18
ygtrgacmar gacctygt 18

<210> 19

<211> 17

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Secuencia de referencia con "n" en la posicidén 14 y 17

<220>

<221> misc_feature

<222> 1

<223> /nota="n en posicién 14

(2), donde (2) representa c o y"

<220>

<221> misc_feature

<222> 7

<223> /nota="n en posicién 17
ausencia de t"

<400> 19
tccaratgta yachaan 17

(1), donde (1) se entiende como la presencia o

<210> 20

<211> 17

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Secuencia de referencia para pirosecuenciacioén

<400> 20
gtrgacmarg acctygt 17
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