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MOLECULAS DE ACIDOS NUCLEICOS DEL HDV, SUS FRAGMENTOS Y SUS
APLICACIONES

DESCRIPCION

La presente invencion se refiere a moléculas de acidos nucleicos procedentes de nuevas

cepas o aislados de virus de la hepatitis D que constituyen genotipos diferentes de los genotipos I, I y 111
conocidos, a sus fragmentos, a las proteinas correspondientes, asi como a sus aplicaciones y a los
reactivos de diagnostico.

La presente invencion también se refiere a un método de diagndstico sensible del virus de
la hepatitis D (o virus de la hepatitis delta), asi como a un método de seguimiento epidemioldgico de
infecciones por HDV.

El virus de la hepatitis D (VHD o HDV, por hepatitis D virus, en inglés) o delta es un
virus satélite de la hepatitis B. Este virus tiene una estructura particular: estructura quimérica asociada a
componentes especificos del HDV (ARN viral y proteinas HD), una envoltura que comprende las tres
glicoproteinas del HBV: grande (preS1-preS2-S), mediana (preS2-S) y pequefia (S). El didmetro medio
de las particulas del HDV se sitia entre el de las particulas del HBV maduras (particulas de DANE: 42
nm) y el de las envolturas vacias del HBV (formas esféricas o filamentosas: 22 nm) y la densidad de
flotacion es de 1,24-1,25 g/cm3.

Dentro de los viriones, el ARN del HDV es circular y de polaridad negativa. Esta cadena
monocatenaria circular cerrada, el genoma mas pequefio conocido de los virus que infectan a mamiferos,
tiene un porcentaje elevado de GC (60%).

El ARN del HDV se replica independientemente del HBV, cuya funcién se limita a
proporcionar la envoltura del HDV. Las unicas proteinas encontradas (sHD y LHD) las codifica el ARN
antigenomico que, en la célula infectada, es completo, circular y pseudo-bicatenario, sirve de
intermediario de la replicacion y sostiene la edicion.

El ARN del HDV pertenece a un tipo de ribozima especifica. La reaccion de auto-
escision necesita el ARN y un catién divalente (Mg ). La escision crea un extremo 2°, 3’ fosfato ciclico y
un extremo 5’ hidroxilo.

Las ribozimas delta (gendémica y anti-genomica) tienen una configuracion secundaria de
similar a pseudo-nudos. Las secuencias implicadas incluyen principal o exclusivamente las secuencias
situadas en 3’ del sitio de auto-escision (aproximadamente 84 nucledtidos).

Durante el ciclo viral, el ARNm del HDV codifica una proteina que existe en dos formas:
una proteina de 194-195 aminoacidos (forma ‘s’ que indica pequeiia (small)) de 240 kilodaltons (kDa) y
una proteina de 214 aminoacidos (forma ‘L’ que indica grande (Large)) de 27 kDa, que existen en
proporciones variables. Estas proteinas llevan la antigenicidad ‘delta’ y se detectan en el higado o en el
suero de pacientes o animales infectados (chimpancé, marmota). Estas dos proteinas virales sHD y LHD
comienzan en el primer ATG de la fase de lectura abierta situada en la posicion 1598 (segun la

numeracion de Wang et al., 1986 o 1987) del ARN antigendomico. Durante la replicacion, en la posicion
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1012 aparece una mutacion, dependiente de una enzima celular, la adenosina desaminasa, dependiente del
ARN bicatenario, transformando el codén de terminacion ambar (UAG) en el codon del triptofano
(UGQG), alargando en direccion 3’ la fase de lectura de 19 6 20 codones y confiriendo a las dos formas
sHD y LHD diferentes propiedades.

El ARNm acaba en una cola de poli(A), 15 nucledtidos después de la sefial de
poliadenilacion consenso, AAUAAA (posiciones 954-959).

En el ciclo de replicacion, las funciones de las proteinas de 24 y 27 Kd se oponen: sHD
activa la replicacion viral mientras que LHD la reprime y desempefia una funcién en el ensamblaje de las
particulas virales. Estas proteinas se fosforilan en los restos de serina pero no se glicosilan (Tabla I).
Estan constituidas por dominios funcionales comunes y por un dominio especifico en la proteina grande
LHD.

Tabla I: Resumen y comparacion de las funciones de las dos formas p24 y p27

Actividades bioquimicas y bioldgicas P24 (S) P27 (L)
Aminoacidos 195 214
Transactivacion de la replicacion + -
Trans-inhibicion de la replicacion - +
Dimerizacion y polimerizacion + +
Fijacion al ARN + +
Estabilizacion del ARN + +
Localizacion nuclear + +
Ensamblaje - +
Fosforilacion + +(x6)
19 aa carboxi-terminales especificos - +
Farnesilacion - +

Brevemente, los diferentes dominios de estas dos proteinas son los siguientes:
* dominios comunes

- El dominio de polimerizacién, que comprende la secuencia entre los restos

aminoacidicos 13 y 48 formada por una disposicion de leucina o isoleucina, organizada en hélice o de
tipo “cremallera de leucina” (leucine zipper), implicada en la polimerizacion de las proteinas,
indispensable para (i) la transactivacién de la replicacion viral por el Ag-sHD, (ii) la inhibicion de la
replicacion por el Ag-LHD vy (iii) el ensamblaje de los complejos sHD-LHD en las envolturas del HBV.

- La_sefial de localizacién nuclear (SLN) que implica dos secuencias de

localizacion nuclear identificadas en la regidon 67-68, esenciales para translocar el Ag-sHD sintetizado el
citoplasma y quiza la ribonucleoproteina después de su entrada en la célula, hacia el nicleo.

- El sitio de fijaciéon al ARN que se basa en dos secuencias ricas en arginina

localizadas entre los restos 97 y 163 que permiten la union de las proteinas sHD sobre el ARN gendémico

o antigenomico. Esta fijacion es indispensable para que el Ag-sHD active la replicacion.
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* dominios especificos

Los 19-20 aminoacidos situados en el extremo COOH de la proteina grande tienen una
funciéon importante en el ciclo del HDV. En efecto, estos aminoacidos (aa 195-214), intervienen en el
ensamblaje de las particulas virales (Chang et al., 1991). Esta actividad podria estar en parte relacionada
con la presencia de una cisteina en la posicion 211 (Glenn et al., 1992), conservada para todos los
genomas virales caracterizados hasta ahora. Esta cisteina, situada 4 aminodcidos delante del extremo
COOH de la proteina, forma una caja “CXXX” y fija un grupo farnesilo (Glenn et al., 1992) cadena de 15
carbonos derivada del acido mevalonico, por accion de una farnesiltransferasa. Esta maduracion pos-
traduccional orienta las proteinas hacia las membranas celulares.

Por otro lado, la proteina pequeiia y grande se han diferenciado por anticuerpos
monoclonales (clon 9E4) (Hwang et Lai, 1993a). Estos anticuerpos so6lo reconocen la sHD (Lai et al.,
1993). Como la secuencia de aminoacidos de la proteina pequeiia se incluye en la grande, estos resultados
sugieren una conformacion diferente entre sHD y LHD en el seno de los 30 aminoacidos
carboxiterminales de la proteina pequeiia sHD, lo que sugiere que el epitopo reconocido sobre la sHD
debe ocultarse en la LHD en condiciones no desnaturalizantes.

El HDV se transmite sobre todo a través de agujas y sangre contaminadas, por tanto
mediante los portadores del HDV o del HBV.

En América del Norte y en Europa del Oeste, la hepatitis D se localiza sobre todo en
consumidores de drogas intravenosas, hemofilicos y los que reciben multiples transfusiones.

La epidemiologia y los medios de contaminacion se superponen en parte. Se estima
globalmente en un 5% la proporcién de portadores del Ag-HB infectados por el HDV. Por lo tanto, se han
constatado las disparidades de prevalencia geografica y epidemioldgica.

En determinadas regiones del globo, existe una alta prevalencia de esta enfermedad, en
los portadores del virus de la hepatitis B, incluyendo la cuenca amazénica de América del Sur, Africa
central, sur de Italia y los paises del Oriente Medio.

Alrededor del Mediterraneo, mas particularmente en el sur de Italia, Grecia y en Oriente
Medio donde la frecuencia del portador cronico del HBV es intermedia (1% al 5%), la infeccién por HDV
es elevada. En estas regiones, se ha sugerido la transmisién intrafamiliar, argumentada por estudios
filogenéticos del virus que infecta a miembros de una misma familia (Niro et al., 1999). En el sur de
Italia, la prevalencia en el sujeto Ag-HBs positivo disminuye, pasando del 23% en el afio 1987 al 8% en
el afio 2000 (Gaeta et al., 2000).

En Africa y en Asia, donde el portador crénico del HBV es de frecuencia elevada (del
10% al 20%), asi como en América del Sur y en las islas del Pacifico, donde es intermedia (del 1% al
5%), la distribucién del HDV es paraddjicamente disparatada. En Africa, los estudios de seroprevalencia
muestran una distribucion muy heterogénea de pacientes que tienen anticuerpos anti-HD, mientras que la
prevalencia global de la infeccion por HBV, calculada para la deteccion del Ag-HBs, se estabiliza entre el

12 y el 14% (Roingeard et al., 1992). De esta manera, tasas variables del 4% (zona Norte de Senegal) al
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44% (suburbios de Dakar) hacen aflorar probables factores socioecondmicos implicados en la
transmision.

Los estudios de prevalencia del HDV deben interpretarse prudentemente. De hecho, en
las poblaciones estudiadas, existe una inclusion preferencial de pacientes que padecen hepatopatias. En
los pacientes que padecen hepatitis aguda o cronica, la prevalencia de la infeccion por el HDV es mas
importante que en los portadores cronicos asintomaticos del HBV. Ademas, la investigacion serologica de
una infeccion HDV se basa en la deteccion del Ag-HD y de los Ac anti-HD totales en el suero. Debido a
esto, infecciones agudas benignas, en el transcurso de las cuales se desarrollaria una produccion
transitoria aislada de IgM anti-HD, no se volverian a censar.

El HDV es responsable de hepatitis agudas y cronicas. Estas infecciones son
particularmente graves y evolucionan mas rapidamente hacia la cirrosis que las hepatitis B solas. Es una
de las razones por las que el diagndstico fiable del HDV asociado a HBV es crucial.

La infeccion por un HDV es dependiente del HBV. Los aislados del HDV de regiones
geograficas diferentes muestran una variabilidad genética. Actualmente se identifican tres genotipos y se
denominan genotipo I, Il y III.

El genotipo se utiliza en la epidemiologia de las transmisiones virales, permite estudiar la
distribucidn geografica y podria correlacionarse con el poder patogénico.

El HDV sdlo se desarrolla en los pacientes también infectados por el HBV. Esta doble
infeccion deriva de una co-infeccion o de una sobreinfeccion:

- la co-infeccién es la causante de una hepatitis aguda. El diagndstico, evocado en
el transcurso de una citolisis hepatica, se basa en la deteccion de marcadores del HDV asociada a la
presencia de IgM anti-HBc. El Ag-HBs, generalmente presente seria excepcionalmente negativo,
justificando repetir las muestras para seguir la cinética de evolucion de los marcadores. Es clésico
constatar una inhibicion de replicacion del HBV por el HDV. Las IgM anti-HBc demuestran la infeccion
reciente por el HBV. El Ag-HD, muy precoz, se detecta raramente, teniendo en cuenta su fugacidad. Los
anticuerpos aparecen de 2 a 3 semanas después del inicio de los sintomas: las I[gM anti-HD predominan,
pero guardan una titulaciéon moderada (<1:1000). Se observan dos picos de elevacion de transaminasas,
separados de dos a cinco semanas, en el 10 al 20% de las co-infecciones, reflejando probablemente
diferentes cinéticas de replicacion de virus. La co-infeccidn se caracteriza por tanto por una gravedad de
la hepatitis aguda a menudo superior a la ocasionada por el HBV aislado. De esta manera, se describen
hepatitis fulminantes en América del Sur y en Africa subsahariana o en determinadas poblaciones. La
evolucion estd generalmente marcada por una resolucion de la hepatitis después de la base aguda y a la
vista de la historia natural del HBV, so6lo el 5% de los pacientes co-infectados evolucionan hacia la
cronicidad.

- La sobreinfeccidn se caracteriza por la aparicion de una seroconversion HDV en
el paciente portador cronico del Ag-HBs. La viremia HDV precede la aparicion de anticuerpos anti-HDV
en ausencia de deteccion de las IgM anti-HBc. La deteccion de estos marcadores puede preceder una

elevacion de transaminasas de varios meses. En fase aguda, la sobreinfeccion se traduce por una hepatitis
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fulminante en mas del 10% de los casos. Ademas, pasada la fase aguda, la sobreinfeccion arrastra
frecuentemente (del 60 al 70%) una hepatitis cronica activa con evolucion rapida hacia la cirrosis. En la
fase aguda de la sobreinfeccion, la deteccion del Ag-HD se produce rapidamente después de la aparicion
de anticuerpos que persisten a tasas elevadas. Contrariamente a los modelos clasicos de infeccion viral, la
IgG anti-HD y la IgM anti-HD se detectan simultdneamente en las hepatitis B-delta cronicas.

La siguiente Tabla II resume la evolucion de marcadores B y delta durante co-infecciones

y sobreinfecciones.

Co-infeccion por el HDV | Fase aguda Evoh.lcu’)n '
Croénica Curacion

Ag-HBs + + -

IgM anti-HBc + - -

Ag-HD +/- - -

IgM anti-HD +/- + -

IgG anti-HD +/- + +

ARN HDV + + -

Ag-HD intrahepatica + + -

Sobreinfeccion  por el Evolucién

HDV Croénica Curacién

Ag-HBs + + -

IgM anti-HBc - - -

Ag-HD +/- - -

IgM anti-HD + + -

IgG anti-HD + + +

ARN HDV + + -

Ag-HD intrahepatica + + -

La co-infeccion y la sobreinfeccion son clinicamente indistintas. El diagnostico
virolégico se basa habitualmente en diferentes marcadores séricos. Mas raramente, el Ag-HD puede
detectarse en cortes anatomopatoldgicos de la biopsia de higado.

Los marcadores permiten seguir la evolucion de la enfermedad hacia la curacién o la
cronicidad, decidir el tratamiento de una enfermedad o evaluar la eficacia.

El HDV sdlo se aisla en cultivos celulares si el diagndstico se basa esencialmente
en la investigacion del Ag-HD (ELISA, IF) o del genoma viral (hibridacion, PCR, PCR en tiempo real)
para las técnicas directas y en la deteccion de anticuerpos IgM anti-HD e IgG anti-HD para los métodos
indirectos (ELISA).

- La investigacion del Ag-HD intrahepatico puede discutirse en las hepatitis
fulminantes teniendo en cuenta la cinética de aparicion de los marcadores séricos. Este examen tiene un

valor de referencia para estudiar la replicacion del HDV, pero no puede utilizarse rutinariamente.
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- El Ag-HD sérico se investiga en el suero en presencia de un agente disociante
que expone el Ag-HD, incluido en la envoltura vial portando el Ag-HBs. La presencia de anticuerpos
(Ac) anti-HD a indices elevados (hepatitis cronicas) que fijan los antigenos séricos impide la deteccion.
Las técnicas de transferencia de Western se desarrollan con objeto de investigacion. La presencia del
virus en la sangre es transitoria y limitada en la fase precoz de la infeccion y la posibilidad de detectar el
Ag-HD disminuye dias después de la aparicion de los sintomas.

- La inmunocaptura se utiliza para detectar los IgM anti-HD y la competicion para
los IgG anti-HD. Las técnicas ELISA han utilizado en primer lugar como antigeno el Ag-HD de suero o
de higado de pacientes o de animales infectados. Los nuevos ensayos se basan en Ag-HD recombinantes
o en péptidos de sintesis.

- Las técnicas de hibridacion o de RT- PCR permiten la deteccion del ARN
gendmico tras la extraccion de 4cidos nucleicos y la desnaturalizacion de estructuras secundarias. Se han
descrito varios sistemas de cebadores: su eleccion es determinante ya que la variabilidad genética en las
regiones denominadas conservadas puede conducir a falsos negativos si los cebadores seleccionados no
son los apropiados a las cepas virales circulantes. La eleccion de los cebadores de PCR debe tener en
cuenta la epidemiologia local de los genotipos descritos y es primordial conocer bien la distribucién de
estos genotipos en el mundo.

Sin embargo, también tanto en caso de co-infeccidon como en caso de
sobreinfeccion, el Ag-HD es en efecto dificil de detectar, ya que la viremia precede la aparicion de
anticuerpos.

En este contexto, y particularmente gracias a la puesta en evidencia de nuevos
genotipos, son necesarios reactivos nucleicos y proteicos que permitan el diagnéstico del HDV,
cualquiera que sea el genotipo.

En efecto el estudio de las secuencias de nucleotidos del HDV, por diferentes
equipos en el mundo, ha permitido diferenciar, hasta ahora, solo tres genotipos distintos:

- el genotipo-I, que es el mas frecuente y el mas ampliamente extendido en el
mundo. Desde su descripcidn inicial (chimpancé infectado experimentalmente) por Wang (Wang et al.,
1986; Wang et al., 1987), varios grupos han secuenciado el genoma del HDV de aislados geograficos
diferentes. La primera secuencia de un HDV en el ser humano se describio en 1987, en los Estados
Unidos por S. Makino et al., en un paciente toxicomano (Makino et al., 1987). El genotipo I esta
ampliamente extendido en Italia, en los Estados Unidos, Taiwan, Nauru, Francia, Libano, China (Makino
et al., 1987; Chao et al., 1991b; Imazeki et al., 1991; Lee et al., 1992; Niro et al., 1997; et Shakil et al.,
1997). En el interior del genotipo I se describe un porcentaje de similitud de nucledtidos de mas del 85%.

- Un aislado japonés (Imazeki et al., 1990; Imazeki et al., 1991) es el prototipo de
un 2° subgrupo de HDV. Este genotipo II que no se habia descrito en un primer momento mas que en
Japén y Taiwan (Imazeki et al., citados anteriormente; Lee et al., 1996b) parece tener una distribucion
geografica mucho mas grande. En particular, también se han caracterizado secuencias del genotipo I y del

genotipo II provenientes de Yakouti (Rusia). Finalmente, algunos autores se basan en una diversidad



10

15

20

25

30

35

ES 2350 179 T3
7

intra-genotipica que permite la division en subtipos IIA (Imazeki et al., 1990; Imazeki et al., 1991; Lee et
al., 1996b), IIB (Wu et al., 1998; Sakugawa et al., 1999) y IIC. En algunos paises, la infeccién por virus
del genotipo II se asociaria a hepatitis menos graves que las causadas por los HDV de genotipo I o 111
(Wu et al., 1995b).

- En 1993 se describié un 3% grupo para genomas de virus peruanos y colombianos
(Casey et al., 1993a). El genotipo-III so6lo se ha descrito en América del Sur, y mas particularmente en la
cuenca Amazodnica asociado a hepatitis graves, es decir epidemias de hepatitis fulminantes con esteatosis
microvesicular (Casey et al., 1993a; Casey et al., 1996b) y con una morbilidad y una mortalidad elevadas.
En esta region geografica, se observa que el HDV de genotipo-III estd asociado de manera privilegiada
con el HBV de genotipo F. Otros aislados de este grupo se han aislado recientemente en Venezuela
(Nakano et al., 2001).

Comparando el conjunto de los genomas, se describen de dos a cuatro regiones
conservadas (Chao et al., 1991b). Dos se reencuentran constantemente y estan centradas alrededor de
sitios de autoescision de genomas y antigenomas implicados en las actividades autocataliticas. Las otras
dos regiones conservadas se sitiian en la fase de lectura que codifica la proteina HD (Chao et al., 1991b).

Sin embargo, las técnicas de deteccién dependen de la variabilidad genética del
virus investigado; los reactivos conocidos, particularmente a partir de secuencias especificas de genotipo-
I, IT o III, sdlo permiten detectar las infecciones por HDV variante y particularmente los HDV de
genotipo diferente a los citados anteriormente.

En consecuencia, las técnicas de deteccion especificadas anteriormente corren el
riesgo de llegar a resultados negativos tanto a nivel nucleico como lo que concierne a la respuesta de
anticuerpos.

La puesta en evidencia y la consideracion de nuevas variantes son importantes
para desarrollar reactivos de deteccion y de diagndstico de hepatitis D (serodiagnostico, PCR,
hibridacion), lo suficientemente sensibles y especificos, es decir que no conduzcan a resultados
falsamente negativos o falsamente positivos: de hecho, actualmente, en el contexto de una hepatitis grave,
puede observarse una disociacion IgM anti-HD positiva / ARN-HDV negativa.

En el ambito de sus trabajos, los inventores han caracterizado ahora, de manera
sorprendente, que la diversidad genética del HDV era significativamente mas importante que la
anteriormente descrita, lo que tiene consecuencias sobre la fiabilidad del diagnostico.

En particular han puesto en evidencia nueve secuencias completas nuevas del
HDV (tres originarias de Yakouti y seis originarias de Africa), que también circulan en la isla de Francia
y que no pertenecen a ninguno de los genotipos conocidos. El andlisis de estos nuevos aislados:

- confirma la existencia de una realidad mucho mas importante del HDV que la
que se habia descrito hasta ahora,

- replantea la clasificacion de los HDV de solamente tres genotipos

- ha llevado a los inventores a proponer un algoritmo de PCR-RFLP, desde una

region parcial de genoma para el genotipado HDV, y
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- ha llevado a los inventores a desarrollar reactivos adaptados a un diagnéstico
fiable de infecciones del HDV y cualquiera que sea el genotipo, mientras que anteriormente, se
observaban numerosos resultados falsamente negativos (existencia de nuevos genotipos).

Los inventores se propusieron por tanto proporcionar moléculas de acido
nucleico de HDV, adecuadas para permitir la deteccion de una variante de HDV en relacion con los tres
genotipos anteriormente descritos.

Se describen moléculas de acido nucleico aisladas, caracterizadas por que se
seleccionan del grupo constituido por:

- el genoma de un HDV, que molecularmente presente, en su genoma completo,
una divergencia o distancia genética >20% (menos del 80% de similitud) con respecto a las
secuencias de un HDV de genotipo I, un HDV de genotipo II o un HDV de genotipo 111,

- el genoma de un HDV, que molecularmente presenta una divergencia o distancia
genética 225% (menos del 75% de similitud) sobre una region denominada RO, delimitada por las
posiciones 889 a 1289 de genoma HDV, con respecto a las secuencias RO correspondientes a un HDV
de genotipo I, un HDV del genotipo II o un HDV de genotipo 111,

- los genomas completos de aislados o variantes del HDV denominadas dFr45,
dFr47, dFr73, dFr910, dFr48 y dFr644 que presentan la secuencias SEC ID N°: 1, 6, 11, 16, 21 y 26,
respectivamente y

- el genoma de un HDV que presenta una divergencia o distancia genética <15%
con al menos una de las secuencias de las SEC ID N°: 1, 6, 11, 16, 21 y 26.

De acuerdo con un modo de realizacion ventajoso de dichas moléculas, la region
RO se obtiene preferentemente por amplificacion del ARN del HDV con los cebadores 900S (SEC ID N°:
33) y 1280AS (SEC ID N°: 34).

En el contexto de la presente invencidn, se entiende por molécula de acido
nucleico, una molécula de ADNc o de ARN que presenta una de las secuencias gendmicas del HDV tales
como se definen anteriormente y sus secuencias sentido y antisentido complementarias.

También se describen moléculas de acido nucleico que comprenden al menos
uno de los fragmentos de las secuencias de una variante del HDV tales como se definen anteriormente,
seleccionadas en el grupo constituido por:

a) los fragmentos RO de las siguientes variantes del HDV aisladas : dFr45, dFr47, dFr48,
dFr69, dFr73, dFr644, dFr910, dFr1843, dFr1953, dFr2020 y dFr2066, que presentan las siguientes
secuencias: SEC ID N°: 48 a SEC ID N°: 58, respectivamente,

b) el fragmento R1 que se extiende desde las posiciones 307 a 1289 del genoma del
HDV,

c) el fragmento R2 que se extiende desde las posiciones 889 a 328 del genoma del HDV,

d) el fragmento R3 que se extiende desde las posiciones 1486 a 452 del genoma del HDV,
e) el fragmento R’1 que se extiende desde las posiciones 305 a 1161 del genoma del HDV,
f) el fragmento R’2 que se extiende desde las posiciones 984 a 331 del genoma del HDV,
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g) el fragmento R644 que se extiende desde las posiciones 889 a 446 del genoma del HDV,

h) el fragmento G910 que se extiende desde las posiciones 1206 a 929 del genoma del HDV,

1) el fragmento p910 que se extiende desde las posiciones 553 a 1550 del genoma del HDV,

j) los ADNc que codifican la proteina sHD, de las secuencias SEC ID N°: 4,9, 14, 19, 24 y 29,

k) los ADNc que codifican la proteina LHD, de las secuencias SEC ID N°: 2, 7,12, 17,22y 27y

1) los cebadores de las secuencias SEC ID N°: 33 a SEC ID N°: 47.

En el contexto de la presente invencion, las posiciones de los fragmentos en el genoma del HDV

son idénticas en el genoma circular de orientacién gendmica, de acuerdo con la numeracion de Wang y
al., 1986 6 1987.

También se describen fragmentos de nucledtidos complementarios de los
anteriores asi como fragmentos modificados, con respecto a los anteriores, por supresion o adicién de
nucledtidos en una proporcion de aproximadamente el 15%, con respecto a la longitud de los fragmentos
anteriores y/o modificados a nivel de la naturaleza de nucledtidos ya que los fragmentos de nucledtidos
modificados conservan una capacidad de hibridacion con las secuencias gendmicas o antigenomicas del
ARN de aislados tales como los definidos anteriormente.

De hecho, estas diferentes cepas virales, en un mismo paciente, en un momento
determinado, muestran una poblacién heterogénea de moléculas de ARN del HDV; por otro lado, durante
una infeccidn cronica, ademas de las heterogeneidades observadas a nivel del sitio de edicion (posicion
1012), pueden aparecer mutaciones. Las secuencias virales parecen evolucionar dentro de las poblaciones
virales con una tasa de sustitucion variable de 3.107 a 3.10” por nucleétido y por afio.

Algunos de esos fragmentos son especificos y se utilizan como sonda o como
cebadores; se hibridan especificamente con una cepa de una variante del HDV tal como se define
anteriormente o con una cepa emparentada; se entiende por HDV emparentada con una variante tal como
se define anteriormente, un HDV que presenta una divergencia genética < al 15%.

Dichos fragmentos se utilizan para la deteccion y el seguimiento epidemiologico
de infecciones por el HDV. Por ejemplo, el fragmento RO se utiliza para la deteccion (RT-PCR) y el
genotipado (PCR-RFLP) del HDV. Los otros fragmentos que cubren la totalidad del genoma del HDV se
utilizan para la caracterizacion molecular de las variantes del HDV; el analisis filogenético de la
secuencia completa del genoma o fragmentos de éste que corresponden en particular a RO o a R2
permiten relacionar los perfiles observados en PCR-RFLP con un genotipo proporcionado o caracterizar
nuevos genotipos.

En consecuencia, también se describe un método de deteccion de una variante del
HDYV de acuerdo con la invencion, por hibridacion y/o amplificacion, realizado a partir de una muestra
bioldgica, en el que el método se caracteriza por que comprende:

(1) una etapa de extraccion del acido nucleico a detectar, perteneciente al genoma

del virus eventualmente presente en la muestra biologica,
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(2) la realizacién de al menos una amplificaciéon génica usando un par de
cebadores seleccionado del grupo constituido por los cebadores adecuados para amplificar una de las
siguientes regiones del ARN gendmico del HDV: R0, R1, R2, R3, R644, G910, p910,R’1 yR2 y

(3) el analisis del producto amplificado por comparacién con una de las
moléculas de las secuencias SEC ID N° 1, 6, 11, 16, 21 y 26, que corresponden a los genomas
completos de aislados o variantes denominadas dFr45, dFr47, dFr73, dFr910, dFr48 y dFr644,
respectivamente

De manera ventajosa, la etapa (3) del andlisis puede realizarse por restriccion,

secuenciacion o hibridacion; en el este ultimo caso, la sonda utilizada (particularmente en microplacas de
ADN) sera ventajosamente un fragmento de 15 a 20 nucleétidos, especifico de dichos fragmentos
amplificados.

De acuerdo con un modo de realizacion ventajoso de dicho método, los

cebadores especificos para la amplificacion de las regiones RO, R1, R2, R3, R644, G910, p910, R’1 y
R’2, realizadas en la etapa (2) se seleccionan en el grupo constituido por:

- los cebadores 900S (SEC ID N° 33) y 1280AS (SEC ID N° 34), para la
amplificacion de RO (aproximadamente 400 pb),

- los cebadores 320S (SEC ID N° 39) y 1280AS (SEC ID N° 34), para la
amplificacion del fragmento R1 (aproximadamente 960 pb),

- los cebadores 900S (SEC ID N° 33) y 320AS (SEC ID N° 45), para la
amplificacion de R2 (aproximadamente 1100 pb), que contiene el gen sHD que corresponde a las
posiciones 1598-950,

- los cebadores 1480S (SEC ID N° 46) y 440AS (SEC ID N° 47), para la amplificacion de R3
(aproximadamente 650 pb),

- los cebadores 900S (SEC ID N° 33) y 420AS (SEC ID N° 40), para la amplificacion de la region
R644 (aproximadamente 1250 pb) del aislado dFr644,

- los cebadores 318S (SEC ID N°: 35) y 1150AS (SEC ID N°: 36), para la amplificacién de R’1
(aproximadamente 850 pb),

- los cebadores 960S (SEC ID N° 37) y 345AS (SEC ID N° 38), para la amplificacion de R’2
(aproximadamente 1050 pb),

- los cebadores R910S (SEC ID N°: 41) y R910As (SEC ID N°: 42) para la amplificacion de la region
G910 (aproximadamente 1400 pb) del aislado dFr910,

- los cebadores S910R (SEC ID N°: 43) y As1910R (SEC ID N°: 44) para la amplificacion de la region
p910 (aproximadamente 650 pb) del aislado dFr910.

También se describe un método de deteccion y de genotipado del HDV a partir de una

muestra bioldgica, cuyo método se caracteriza por que comprende:
(a) una etapa de extraccion del acido nucleico perteneciente al genoma del virus HDV,
(b) una etapa de amplificacion de la region RO delimitada por las posiciones 889 a 1289 del genoma
del HDV,
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(c) un primer tratamiento de las moléculas de acidos nucleicos amplificados por las enzimas de
restriccion Smal y Xhol, para producir un primer conjunto de fragmentos de restriccion, y

(d) un segundo tratamiento de las moléculas de acidos nucleicos por la enzima de restriccion Sacll,
para producir un segundo conjunto de fragmentos de restriccion

(e) el analisis combinado de dos conjuntos de fragmentos de restriccion producidos por RFLP
(Polimorfismo de longitud de fragmentos de restriccion (Restriction Fragment Length
Polymorphism)), para detectar la presencia y/o determinar el tipo de HDV presente en dicha muestra
biologica.

De acuerdo con un modo de realizacion ventajosa de dicho método, la etapa (b) de
amplificacion se realiza ventajosamente con los cebadores 900S (SEC ID N°: 33) y 1280AS (SEC ID N°:
34).

El método de acuerdo con la invencion permite definir nuevos perfiles de restriccion y
clasificar los HDV en siete genotipos distintos.

De acuerdo con otro modo de realizacion ventajoso de dicho método, este comprende
ademas:

() la amplificacion de las moléculas de acido nucleico de dicha muestra por RT-PCR con los
cebadores 900S (SEC ID N°: 33) y 320AS (SEC ID N°: 45) para amplificar la region R2 y

(g) la secuenciacion directa de la region R2 amplificada y la comparacién con una de las moléculas
de ARN de las secuencias de las SEC ID N°: 1, 6, 11, 16, 21 y 26, que corresponden respectivamente
a los genomas completos de los aislados o de las variantes denominadas dFr45, dFr47, dFr73, dFr910,
dFr48 y dFr644 respectivamente, por ejemplo, por analisis filogenético.

Cuando se observan perfiles no habituales, esta etapa complementaria permite
caracterizar nuevos genotipos. De hecho, estos analisis complementarios de la PCR-RFLP permiten
relacionar el nuevo perfil observado con un genotipo proporcionado, o caracterizar un nuevo genotipo,
por andlisis Filogenético.

También se describe un vector recombinante, particularmente un pldsmido que
comprende un inserto constituido por una molécula de acido nucleico tal como se define anteriormente.

También se describe una célula transformada por una molécula de acido nucleico tal
como se define anteriormente.

Se describen también productos de traduccion codificados por una de las moléculas de
ARN de las secuencias SEC ID N 1, 6, 11, 16, 21 y 26 que corresponden respectivamente a los ARN
genomicos completos de aislados o variantes denominadas respectivamente dFr45, dFr47, dFr73, dFr910,
dFr48 y dFr644 o por sus secuencias sentido o antisentido complementarias

También se describen las proteinas codificadas por el genoma de una variante del HDV
tal como se define anteriormente.

De acuerdo con un modo de realizacién ventajoso de la invencidn, dicha proteina se

selecciona del grupo constituido por:
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- la proteina LHD de dFr45, dFr47, dFr73, dFr910, dFr48 y dFr644 que presenta respectivamente las
secuencias SEC ID N®: 3,8, 13, 18,23y 28y

- la proteina sHD de dFr45, dFr47, dFr73, dFr910, dFr48 y dFr644 que presenta respectivamente las
secuencias SEC ID N°: 5, 10, 15, 20, 25 y 30.

La presente invencion también tiene por objeto un péptido, caracterizado por que esta
constituido por un fragmento de una proteina tal como se define anteriormente, seleccionado del grupo
constituido por:

- el péptido A constituido por los 19 aminoacidos del extremo carboxi-terminal de las secuencias SEC
IDN®: 3,8, 13, 18,23y 28,

- el péptido B de secuencia (codigo de una letra) RLPLLECTPQ (SEC ID N°: 59) constituido por los
10 aminoacidos del extremo carboxi-terminal de las secuencias SEC ID N°: 3, 8, 13, 18,23 y 28,y

- el péptido C constituido por los 9 aminoacidos anteriores a la secuencia SEC ID N°: 59 (SEC ID N
60 a SEC ID N°: 65).

Dichos péptidos se utilizan para el diagnostico indirecto (serologia) de una infecciéon por
HDV, particularmente para un método inmunoenzimatico (ELISA):

- el péptido B, que estd conservado, permite la deteccion del conjunto de las variantes de acuerdo con
la invencion y del genotipo Il del HDV, y
- el péptido C es especifico de diferentes variantes del HDV de acuerdo con la invencion.

Para la preparacion de un kit de deteccion y del genotipado de un HDV, se describe la
utilizacién de una molécula de acido nucleico tal como se define anteriormente o de una proteina tal
como se define anteriormente.

Ademas de las disposiciones anteriores, también se describen otras disposiciones, que se

desprenderan de la siguiente descripcion, que se refiere a ejemplos de realizacidn de la presente invencion
asi como a los dibujos adjuntos en los que:
- la figura 1 representa el arbol filogenético de la region RO obtenido por el método del vecino mas
préximo “neighbor-joining”. Los mimeros en cursiva indican los valores de bootstraping (BV) (valores
de remuestreo) sobre 10* remuestreos y el signo 7 indica los BV < 50%. La escala representa el niimero
de sustitucion de nucleétidos por sitio.

- la figura 2 representa el arbol filogenético de las regiones RO del HDV obtenido
por el método de maxima parsimonia. Los aislados Perul, Peru2 y Colombia se seleccionan como
“outgroup” (“grupo externo”). Las cifras en cursiva indican los valores de remuestreo (BV) sobre 10
remuestreos,

- la figura 3 ilustra los datos clinicos de cada uno de los seis pacientes infectados
por los aislados del HDV de origen aftricano.

* indica las PCR 6S/6As y PCR RO, respectivamente
- la figura 4 representa el arbol filogenético de genomas completos del HDV,

obtenido por el método del vecino mas proximo “neighbor-joining”. Los nlimeros en cursiva, a nivel de
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cada nudo, indican los valores de remuestreo (BV) sobre 10* remuestreos. La escala representa el nimero
de sustituciéon de nucledtidos por sitio.

- la figura 5 representa el arbol filogenético de genomas completos del HDV,
obtenido por el método de maxima parsimonia. Los numeros en cursiva, a nivel de cada nudo, indican los
valores de remuestreo (BV) sobre 10" remuestreos.

- la figura 6 representa el alineamiento de las secuencias de aminoacidos de las
proteinas delta de seis aislados de origen africano (lineas 7, 8, 9, 10, 11 y 12) con las secuencias
conocidas del genotipo I (lineas 13, 14 y 15), genotipo II (lineas 3, 4, 5 y 6), genotipo III (linea 16) y
TW2b/Miyako (lineas 1y 2), usando el programa informatico Clustal (version 1.8). El aminoacido en la
posicioén 196 de la proteina p27 corresponde al codon de terminacion de la proteina p24 (Z) o al codon
triptéfano (W) que conduce a la sintesis de la proteina p27 que se extiende desde los aminoacidos 1 a 215.

Debe entenderse, sin embargo, que estos ejemplos se proporcionan unicamente a
modo de ilustracion del objeto de la invencion, por lo que no constituyen de modo alguno ninguna
limitacion.

EJEMPLO 1: MATERIALES Y METODOS
1- Pacientes y muestras

Se analizaron 22 sueros procedentes de sujetos sometidos a seguimiento en diferentes
centros hospitalarios de la region parisina. Los pacientes eran portadores cronicos del Ag-HBs. El
diagndstico de la infeccion delta se efectud investigando marcadores serologicos (Ag-HD, anti-AgHD de
tipo IgM e IgG) y la deteccion del genoma viral del HDV por RT-PCR. En ninguno de los sueros
analizados se detecto Ag-HD. En todos los pacientes se encontraron anticuerpos anti-AgHD del tipo IgM
que manifiestan la cronicidad de la infeccion delta y de tipo IgG. En seis pacientes se caracterizé todo el
genoma del HDV. Hasta la extraccion del ARN viral, todos los sueros se conservaron a -80°C.

2- Extraccion del ARN del HDV

Para extraer el ARN del HDV, se afiadié un volumen de 250 pl de suero a 75 pl de
Reactivo TRIzol RS (Gibco BRL, Life Technologies). Después de 30 segundos de homogeneizacion, la
mezcla se incubd durante 5 min a temperatura ambiente. La extraccion de los lipidos se efectud
afiadiendo 200 pl de cloroformo enfriado a +4°C. Después de otra homogeneizacidon sometida a agitacion
vorticial, los tubos se incubaron y después se centrifugaron a 14000 revoluciones por minuto (rpm)
durante 10 min a +4°C. La fase acuosa se transfirio a tubos de extraccion y los ARN se precipitaron por
500 pl de isopropanol frio, en presencia de 1 pg de glucdgeno. Después de 15 min de homogeneizacion,
las muestras se centrifugaron a 14000 rpm durante 10 min, a +4°C. Después de aclarar con etanol al 70%,
los tubos se centrifugaron de nuevo a 14000 rpm durante 10 min, a +4°C. Los sedimentos se secaron en
una campana a temperatura ambiente, después se volvieron a llevar a 100 pl de agua estéril que
comprendia un inhibidor de ribonucleasas (RNasin, Promega). En esta etapa, se tomaron precauciones
para evitar eventuales contaminaciones por parte de las ribonucleasas en los tampones y en las muestras.

3- Sintesis de un ADN complementario (ADNc)
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Esta etapa consiste en sintetizar una cadena de ADN complementaria del ARN del HDV
por transcripcion inversa.

Para eliminar la estructura secundaria del ARN del HDV, se afiadieron 5 pl de ARN del
extracto anterior a una mezcla de reacciéon que contenia 5 ul (6 0,5 pmoles) de desoxinucledtidos
trifosfato (ANTP) y 1 ul (0,4 pmoles) de hexanucledtidos aleatorios. A continuacion los ARN se
desnaturalizan durante 3 min a 95°C. Para fijar los ARN desnaturalizados, los tubos se congelan
inmediatamente en etanol enfriado a -20°C. Diez ul de una mezcla de reaccidon, que contenia 2,5 ul de
ditiotreitol (DTT), 100 unidades (U) de transcriptasa inversa Superscript I, (Gibco BRL, Life
Technologies) y su tampdn de reaccion, asi como 20 U de inhibidor de ribonucleasas (RNasin, Promega)
se afiadieron al ARN desnaturalizado. La reaccién de la transcripcion inversa se efectud a 42°C durante
45 min, después se detuvo mediante incubacion a 94°C durante 5 min. Después, los ADNc se conservaron
a -80°C.

4- Amplificacion génica

La amplificacion de los ADNc se efecttia, de manera exponencial, por PCR (Reaccion en
Cadena de Polimerasa) (Polymerase Chain Reaction). Se utilizaron dos tipos de polimerasas: la
polimerasa AmpliTaq Gold (Thermophilus aquaticus) (PE Applied Biosystems) y la polimerasa Pwo
(Pyrococcus woesi) o Expand ™ High Fidelity PCR System (Roche).

La amplificacion se efectuo a partir de 5 pl de ADNc que se afiadieron a una mezcla de
reaccion de PCR que contenia: 0,25 pmoles/pl de cebador sentido y antisentido (Tabla III), 200 umoles
de cada ANTP, 1,5 mM de MgCl,, 1 U de AmpliTaq Gold 6 2,6 U de polimerasa Expand ™ en presencia
de los tampones PCR correspondientes. La reaccion de PCR se realizé en un termociclador (PCR Sprint,
Hybaid, Coger), de acuerdo con el siguiente protocolo: desnaturalizacion de hibridos ADNc — ARN a
94°C durante 9 min, seguido de 40 ciclos sucesivos, comprendiendo cada uno una desnaturalizacion de
los ADN a 94°C durante 45 s, una hibridacién de cebadores (900S/1280As o 6S/6As) a 58°C durante 30 s,
sintesis de la cadena complementaria gracias a la polimerasa por elongacion a 72°C durante 45 s.

Finalmente, una elongacion final a 72°C durante 4 min 30 s a 72°C.

Tabla III: Secuencias de cebadores utilizados para las reacciones de PCR y su posicion en el
genoma del HDV.

Cebadores Secuencia 5° >3~ numero de identificacion posiciones*
6S gaggaaagaaggacgcgagacgeaa SEC ID N°: 31 904-929
6As accccctcgaaggtggatcga SEC ID N°: 32 1141-1121
900S catgccgacccgaagaggaaag SEC ID N°: 33 889-911
1280As gaaggaaggccctcgagaacaaga SEC ID N°: 34 1289-1265
318S ctccagaggaccccttcagcgaac SEC ID N°: 35 305-328
1150As cccgegggttggggatgtgaacce SEC ID N°: 36 1161-1138
960S gtacactcgaggagtggaaggcg SEC ID N°: 37 962-984

345As tetgttcgetgaaggggtect SEC ID N°: 38 331-311
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Cebadores Secuencia 5° > 3° numero de identificacion posiciones*
3208 ccagaggaccccttcagcgaac SEC ID N°: 39 307-328
420As aacaccctcctgctagecce SEC ID N°: 40 446-427
R910S ccggagttcctcttectectee SEC ID N°: 41 1206-1227
RI910AS gttcgegtcegagtecttettte SEC ID N°: 42 929-907
S1910R gagctttcttcgattcggac SEC ID N°: 43 1531-1550
AS1910R gactggtcccctcatgttee SEC ID N°: 44 572-553

* Segun la numeracién de Wang et al. (Nature, 1986, 323, 508-514; Nature, 1987, 328, 456)

4.1 — Estrategia de amplificacion del genoma viral HDV

La pareja de cebadores 6S y 6As permite amplificar un fragmento de ADN que
corresponde al extremo carboxi-terminal del gen que codifica el antigeno delta.

La region RO comprende el extremo carboxi-terminal del gen que codifica el Ag-HD y
una parte de la regién no codificante se ha ampliado para todas las muestras usando los cebadores 900S
(SEC ID N° 33) y 1280As (SEC ID N° 34). El cebador 900S utilizado se ha delecionado de 7
nucledtidos en el extremo 5’, con respecto al utilizado por Casey et al., 1993a, citado anteriormente, para
la clasificacion de los genotipos del HDV.

La seleccion de estos cebadores permite, de manera sorprendente, la amplificacion de un
fragmento adecuado para permitir diferenciar los genotipos conocidos (I, II y III) de los nuevos
genotipos.

Se obtuvieron las secuencias completas del genoma viral HDV de cuatro muestras
(dFr45, dFrd47, dFr48 y dFr73) amplificando dos regiones solapantes R’1 (850 bases) y R’2 (1050 bases),
respectivamente, usando los pares de cebadores 318S/1150AS y 960S/345AS.

Para la muestra dFr644, la variabilidad observada en la region correspondiente a los
cebadores anteriormente descritos ha conducido a amplificar la region 644 (R644) usando un par de
cebadores especifico: 900S y 480AS.

Para la muestra dFr910, la secuencia de nucledtidos RO, ha permitido definir cebadores
nuevos y especificos de la muestra para amplificar el genoma completo. Se seleccionaron dos pares
cebadores: los cebadores R910S y RO910AS, que amplifican un fragmento de 1400 bases que
corresponden a la region G910. Para cubrir la totalidad del genoma, ha sido indispensable otro par de
cebadores S 1910R y AS 1910 R que amplifican un fragmento de 650 bases (region p910).

La amplificacion de las diferentes regiones (R1, R2, R3, R644, R’1, R’2, G910 y p910)
se efectud como se ha descrito anteriormente. En la Tabla IV, se indican las temperaturas de hibridacion y

de elongacion, asi como el tiempo de elongacion utilizados para cada una de las PCR.




10

15

20

25

ES 2350179 T3
16

Tabla IV: Amplificacion de diferentes fragmentos del genoma

Regiones Tamafio de los Temperatura de Temperatura de Temperatura de
amplificadas  fragmentos (bases)  hibridacion (°C) elongacion (°C) elongacion

RI 960 62 72 I min 15s

R2 1100 56 72 1 min 30 s

R3 650 50 72 1 min

R644 1250 58 72 40 s

G910 1400 58 72 1 min 40 s

p910 650 58 72 1 min

R’1 850 63 72 1 min

R’2 1050 60 72 1 min 20 s

5- Analisis de los productos de amplificacion

Se depositd un volumen de 8 pul de producto PCR en presencia de 2 pl de solucién de
depdsito en un gel de agarosa al 1,3% preparado en un tampon Tris-Borato/EDTA 0,5X y que contenia
0,5 pg/ml de bromuro de etidio (BET). La electroforesis se efectuéo en un tampén TBE 0,5X. La
migracion se efectud, en presencia de un marcador de tamafio (Raoul™, Appligene). El fragmento
amplificado se visualizo con rayos ultravioleta a 312 nm y se fotografio.
6- Clonacion y secuenciacion de los genomas del HDV

Antes de la etapa de clonacidon y secuenciacion, los productos de amplificacion se
purificaron para eliminar cualquier traza de sales y de enzimas.

6.1.- Elongacién mediante Tag-polimerasa convencional

Esta etapa se efectud en el caso de haber realizado la amplificacion del producto con la
polimerasa Pwo. Esta permite afiadir los restos de desoxiadenosinas (A) en los extremos 3’ de los
productos de la PCR, ya que la polimerasa Pwo, dotada de actividad exonucleasica 5° = 3°, disminuye la
incorporacion de desoxiadenosinas.

Se afiadio un volumen de 10 pl de ADN purificado a una mezcla de reaccidon de 70 pl
que contenia: 0,2 mM de dANTP, 1,5 mM de MgCl, , tampdén 1X y 2,5 U de Taq Polimerasa (Perkin
Elmer). La elongacion se efectué a 72°C, durante 30 minutos. Los productos de PCR se sometieron
entonces a una nueva purificacion con fenol-cloroformo y a una precipitacion con etanol y después se
recogieron en 10 ul de agua estéril.

6.2. Clonacién en el vector pCRII-TA (Invitrogen)

La clonacion se utilizé para confirmar la secuencia de nucleotidos del ADN amplificado. Se
realizd usando el vector pCRII (Invitrogen).

El vector pCRII se presenta en forma lineal. Posee restos de desoxitimidina (T) que permite la
clonacion del producto amplificado gracias a los restos complementarios de desoxiadenosina (A)
afiadidos por la Taq polimerasa. También posee las secuencias promotoras Sp6 y T7, dos sitios de

restriccion EcoRI que flanquean el sitio de insercion del producto de la PCR y genes de resistencia a
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ampicilina y a kanamicina. Una fraccion del gen lacZa, que codifica la PB-galactosidasa, facilita la
seleccion de recombinantes por el color de las colonias. De hecho, los plasmidos que tienen integrado el
inserto no expresan el gen /acZo. Las colonias bacterianas son por tanto blancas en presencia del sustrato
B-galactosidasa (X-Gal o 5-bromo 4-cloro 3-indoil B-galactésido, Roche) y de un inductor del gen (IPTG
o isopropil-tio B-D-galactdsido, Roche). De esta manera, las bacterias recombinantes se seleccionan
gracias a su resistencia a la ampicilina y a una seleccion azul-blanca.

La proporcién molecular inserto/vector seleccionada es de 3/1 y el volumen del producto PCR
utilizado es variable, segun la cantidad de ADN calculado por electroforesis en gel de agarosa como se ha
descrito anteriormente. La mezcla de reaccion de 10 pl contiene 50 ng de vector pCRII, la cantidad de
inserto correspondiente, 4 U de T4 ADN Ligasa, y el tampdn Ligasa 1X. La reaccion de ligamiento se
realiza durante 18 horas a 14°C. Después los tubos se conservan a +4°C.

Las bacterias Escherichia coli TOP10F’ (Invitrogen), que se han hecho competentes por
tratamiento con cloruro de calcio, se conservan a -80°C, preparadas para el uso. Un volumen de 50 ul de
bacterias competentes se pone en contacto con 3 pl de la solucion de ligamiento durante 30 minutos, en
hielo. Un choque térmico (30 s a 42°C) hace que el ADN plasmidico penetre en las bacterias, que se
colocan de nuevo inmediatamente en hielo durante algunos minutos, antes de incubarse 1 hora a 37°C, en
250 ul de medio SOC (Triptona al 2%, NaCl 10 mM, KCI 2,5 mM; MgCl, 10 mM; glucosa 20 mM,
extractos de levadura 5 g/l). A continuacién se aislan las colonias en placas de Petri que contienen LB
agar (medio de Luria-Bertani), complementado con ampicilina (50 ul/ml), 40 pl de X-Gal (40 mg/ml) y
40 ul de IPTG (100 mM) y se distribuyen.

6.3.- Extraccion plasmidica y andlisis del inserto

Las colonias blancas se sembraron en caldo LB-ampicilina (50 pl/ml) y se incubaron durante 18
horas, a 37°C, con agitacion. Se conservo una colonia azul, es decir sin fragmento insertado, como control
negativo de ligamiento.

La extraccion plasmidica se realizé usando un kit comercial QIAprep® Spin Miniprep (Qiagen).
En breve, después de la centrifugacion (3000 revoluciones por minuto a +4°C) y la eliminacion del
sobrenadante, el sedimento bacteriano se suspendié en 250 pl de tampon (Tris-HCl 50 mM pH 8§, EDTA
10 mM, RNasa A 100 ul/ml) y se realiz6 la lisis afiadiendo 250 pl de tampon alcalino (NaOH 200 mM,
SDS al 1 %). Después de 5 min de homogeneizacion, se afiadieron 350 pl de tampodn (acetato de potasio 3
M, pH 5,5). A continuacion, el sobrenadante que contenia el ADN plasmidico se transfirié a una colonia
QIAprep. Una centrifugacion elimind el eluado en el tubo colector.

La colonia se lavo usando un tampon de etanol, se seco, y después el ADN se eluyd en 50 ul de
agua esteril.

Para verificar la insercion del fragmento de interés, el pldsmido se digiridé entonces mediante la
enzima de restriccion EcoRI. La digestion se efectud en una mezcla de reaccion de 30 pl que contenia: 2
pl de la solucion plasmidica, 10 U de enzima EcoRI (Appligene) y tampon de reaccion 1X. La digestion

durd 2 horas a 37°C y el resultado se visualizd por electroforesis en gel de agarosa.
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6.4.- Secuenciacion por el método BigDvye Terminator

La secuenciacion se realizd sobre los productos PCR previamente purificados sobre colonias
Microcon 50 (Amicon) o sobre el ADN plasmidico. Los fragmentos se secuenciaron directamente con los
cebadores de PCR (fragmento RO secuenciado con los cebadores 900S y 1280As) o después de la
clonacién en el vector pCRII utilizando cebadores universales (Sp6 y T7).

Para cada una de las regiones amplificadas se conservaron dos clones diferentes, con objeto de
eliminar eventuales ambigiiedades durante la lectura de las secuencias nucleotidicas.

La secuenciacion se efectud usando el reactivo BigDye Terminator (PE, Applied Biosystems). El
principio de secuenciacion consiste en una electroforesis vertical en gel de poliacrilamida del ADN
marcado por cuatro fluorocromos diferentes. Las matrices del ADN se depositan sobre el gel y se separan
segun su tamarfio, antes de someter el gel a un haz de laser continuo. El laser excita los fluorocromos
emitiendo cada uno a una longitud de onda diferente, detectada por un espectréografo. Un programa
informatico, acoplado al secuenciador, permite el analisis automatico y la conversion de los datos en
secuencias nucleotidicas.

La mezcla de reaccion de 10 pl comprende: 4 pl de la solucién de marcado (desoxinucleodtidos
trifosfato (dATP, dCTP, dGTP, dUTP), AmpliTaq ADN polimerasa, MgCl,, Tampdn Tris-HCI pH 9), 20
pmoles de cebador (sentido o antisentido) y 500 ng de plasmido purificado en las colonias de tipo
Centricon. Las reacciones de las secuencias (sentido y antisentido) se efectuan en un termociclador de
tipo Perkin 9600, con 25 ciclos (96°C durante 10 s; 50°C durante 5 s; 60°C durante 4 min). Les productos
se precipitan a continuacion en 40 pl de etanol al 70%, se depositan en gel y se analizan usando un
secuenciador automatico de tipo ABI PRISM 377.

Las secuencias brutas obtenidas se presentan en forma de electroforegramas. La validacion y el
aprovechamiento de las secuencias se realizan usando el programa informatico Séquence Navigator (PE,
Applied Biosystems). Con la finalidad de minimizar errores, éstas son objeto al menos de una doble
lectura, por dos cebadores de secuenciacion diferentes (Sentido y Antisentido).

A continuacidon estas secuencias se introducen en un ordenador utilizando el programa

informatico DNA Strider 1.3 que permite un analisis rapido de las secuencias.

7.- Analisis informatico de las secuencias nucleotidicas y proteicas

Las secuencias leidas y corregidas se comparan y se someten a diferentes algoritmos
filogenéticos.

Las secuencias obtenidas (22 secuencias) se han comparado con 21 secuencias genomicas
completas del HDV disponibles en el GenBank (Tabla V)

Tabla V: Numeros de acceso de diferentes aislados

Numeros de acceso (GenBank) Nombre del aislado  Origen geografico
1 X04451 Italia 1 (A20) Italia

2 M84917 Lebanon 1 Libano

3 X85253 Paciente A. Cagliari (Italia)
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Numeros de acceso (GenBank) Nombre del aislado  Origen geografico
4 X60193 18/7/83 (paciente S) (paciente S) Japon
5 M92448 Taiwan Taiwan
6 L22061 Columbia Colombia
7 X77627 Suero humano China central
Chino
8 L22064 Peru-2 Peru
9 1.22063 Peru-1 Peru
10 L22066 US-2 Estados Unidos
11 M58629 Nauru Isla de Nauru
12 U81988 Somalia Somalia
13 U81989 Etiopia 1 Etiopia
14 AF098261 Canada Canada (Quebec)
15 U19598 Taiwan 3 Taiwan
16 AF018077 TW2b Taiwan
17 122062 Japon 3 Japon
18 AF309420 Miyako Isla de Miyako (Okinawa, Japon)
19 D01075 Us-1 Estados Unidos
20 M21012 W15 Transmision experimental
(Marmotte)
21 AJ307077 W5 Transmision experimental
(Marmotte)
22 AJ309868 a AJ309881 Aislados de Yakouti (Rusia)
Yakouti

La primera etapa consiste, en general, en alinear las secuencias de interés con las
secuencias HDV de referencia descritas y catalogadas en el banco de datos (Genbank), utilizando el
programa CLUSTAL W1.8 (Thompson et al., N.A.R, 1994, 22, 4673-4680). Han sido necesarias
correcciones manuales menores usando el programa informatico SeqPup para optimizar el alineamiento.

Se han seguido dos enfoques: la utilizacion del alineamiento de proteinas para el gen HD
y el estudio de la estabilidad de las posiciones alineadas usando un programa informéatico de alineamiento
adaptado.

A partir de este alineamiento de secuencias nucleotidicas, se construyen arboles
filogenéticos mediante diferentes algoritmos. Los analisis estan basados en matrices de distancias
(enfoque fenético), calculos de maxima parsimonia (MP; enfoque cladistico) y de méxima verosimilitud
(ML; enfoque estadistico).

- enfoque fenético (distancia genética)
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El principio de este método es encontrar pares de secuencias vecinas, minimizando la
longitud total de las ramas del arbol. Este enfoque permite reconstruir una filogenia sobre la base de
calculo de la similitud global entre las secuencias comparadas dos a dos que se expresa por una distancia.
Es un método que permite convertir los datos de las secuencias en valores numéricos de distancias,
dispuestos en matrices. La topologia del arbol se construye para reagrupar las secuencias que poseen la
mayoria de los caracteres en comun, utilizando uno de los métodos de reagrupamiento como el método
del vecino mas préoximo o “neighbor-joining” (Saitou et al., 1987).

- enfoque cladistico (maxima parsimonia)

El principio de este método consiste en establecer relaciones de parentesco entre las
secuencias mediante la busqueda de bases nucleotidicas compartidas, minimizando los sucesos genéticos.
El algoritmo de maxima parsimonia construye un arbol filogenético de tal manera que implica el minimo
de mutaciones. El arbol aceptado es el que necesita menos cambios. Este método es sensible a las
diferentes tasas de mutaciones a lo largo de las ramas. Los grupos de secuencias que comparten un
ancestro comun constituyen los “clados” o “grupos monofiléticos, excluyendo cualquier otra secuencia.

- enfoque estadistico

El método de méaxima verosimilitud se considera como un enfoque estadistico. El
programa calcula la probabilidad para que una secuencia evolucione hacia otra a lo largo del tiempo. En
otras palabras, se trata de considerar los cambios a nivel de cada sitio o cardcter como sucesos
probabilisticos independientes. Este algoritmo de verosimilitud se acumula en todos los sitios y la suma
se maximiza para calcular la longitud de la rama del arbol. Este método necesita un tiempo de calculo
considerable para buscar el arbol filogenético, el mas verosimil, que corresponde a las secuencias
observadas de manera que tiene en cuenta la probabilidad de cambio de cada caracter.

Todos los andlisis filogenéticos se han realizado utilizando los programas informaticos
Phylip 3.75 (PHY Logenetic Inference Package) (Felsenstein et al., 1989) y Paup * version 4. Obéta6
(Phylogenetic Analysis Using Parsimony) (Swofford et al., 1998).

El analisis de distancia se ha calculado por el método de Kimura de dos pardmetros, que
considera como diferentes los indices de transicion (mutaciones T <-> C et G <-> A) en cada sitio, y de
transversion (mutaciones « A 0 G » <---> « T o C ») en cada sitio.

La fiabilidad y la robustez de los grupos de secuencias (o topologias) se evaluan
estadisticamente por el enfoque de remuestreo (o bootstrap) sobre 10’y 10" remuestreos.

Los resultados obtenidos se presentan en forma de un arbol filogenético visualizado por
el programa Treeview (version 1.6.5), que propone diferentes presentaciones del arbol (cladograma, radial
y filograma). También permite visualizar los valores de remuestreo (bootstrap), en cada nudo y
determinar un taxén como grupo externo (secuencias del genotipo-III).

La traduccién en aminoacidos del gen delta se efectia usando el programa DNAStrider

version 1.3. El alineamiento de las secuencias proteicas se realiza como se ha descrito anteriormente.

8- Analisis genotipico del HDV por polimorfismo de restriccion (RFLP)
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El genotipado del HDV se efecttia por PCR-RFLP de la region RO, segun las siguientes
etapas:

- Etapa 1: Las dos enzimas de restriccion Smal y Xhol (New England Biolabs) digieren los productos
PCR: 5 U de enzimas Smal o Xhol, digieren por separado, en dos tubos, 10 ?1 de producto
amplificado, a 30°C y 37°C, respectivamente durante 3 horas en un volumen final de 50 pl en
presencia de tampon apropiado y agua estéril. Los productos de digestion se visualizan con rayos
ultravioleta como se ha descrito anteriormente y se determinan los tamafios de los fragmentos por
comparacion con un marcador de tamafio (50 pb escala de ADN o marcadores V y VI, Life
Technologies GibcoBRL).

- Etapa 2: Otra enzima, Sacll (New England Biolabs), digiere durante 3 horas a 37°C , las muestras que
presentan un perfil distinto al perfil del genotipo I, y los productos de digestion se visualizan como en
la etapa 1.

- Etapa 3: el genotipo del virus se determina a partir del analisis de la combinacion de perfiles de
restriccion Smal, Xhol y Sacl.

9- Algoritmo de genotipado del HDV por PCR-RFLP

El algoritmo de genotipado del HDV por PCR-RFLP comprende al menos dos etapas:

- la primera, consiste en la escision del fragmento RO, amplificado por RT-PCR a partir de los ARN
extraidos de sueros de pacientes, por dos enzimas de restriccion, Smal y Xhol;

- la segunda, para los pacientes de “perfil no-1”, consiste en una escision de RO por la enzima Sac/l;

- la secuenciacion de la region RO o de la region que codifica la p24 (o si es necesario la totalidad del
genoma), seguido de analisis filogenético solo se realizara en segundo lugar si se obtienen perfiles de
restriccion no habituales.

EJEMPLO 2: DEMOSTRACION DE NUEVOS GENOTIPOS DEL HDV

1- Analisis filogenético de la region R0

Se analizaron 22 muestras de pacientes infectados por HBV y HDV. La region RO se
amplifico por PCR y después el fragmento obtenido se secuencid utilizando los cebadores 900S y
1280As.

El estudio filogenético se efectud a partir de un alineamiento de secuencias de 336 bases
de RO (las regiones ambiguas se eliminaron), incluyendo, ademas de las 22 secuencias estudiadas, 15
secuencias de referencia y 6 secuencias R0 del HDV de Yakouti (Pt13, 26 (SEC ID N°: 66), 29, 62 (SEC
ID N°: 67), 63 y 704). El nombre proporcionado a las secuencias corresponde a dFr (por “delta Francia”)
seguido de un numero de suero del paciente.

a) analisis de la distancia genética

En la figura 1 se presenta el arbol filogenético, obtenido por reconstruccidon a partir de
distancias genéticas de la region RO.
La topologia del arbol individualiza los genotipos I y III, representados respectivamente

por siete y tres secuencias nucleotidicas de referencia. Las otras secuencias de referencia se representan
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por las secuencias de tipo II (Japon, Taiwan-3 y las secuencias de Yakouti) y un grupo de dos secuencias
(TW2b, Miyako) descritas respectivamente cada una como prototipo de « sub-tipos IIB y IIC ».

Este arbol demuestra que las secuencias virales que provienen de 22 muestras analizadas
corresponden a dos situaciones:

- 11 secuencias estan afiliadas a las secuencias del genotipo I, a excepcidn de la secuencia
dFr46, que parece estar emparentada con la secuencia Us-1 descrita por Makino (Makino et al., 1987);
todas estas secuencias se distribuyen de manera heterogénea dentro del genotipo-L.

- las 11 secuencias restantes estan muy alejadas del genotipo-1 y del genotipo-III. Ademas,
ninguna de estas secuencias se reagrupa directamente con las secuencias de tipo-1I (Japon, Taiwén-3,
Yakouti 13, 26, 29, 62, 63, 704) o con el grupo de secuencias (TW2b, Miyako); estas secuencias de
referencia forman en si mismas dos grupos distintos.

La topologia del arbol, obtenido por reconstruccion a partir de distancias genéticas de la
region RO, muestra que las moléculas nucleicas aisladas a partir de diversos HDV variantes se distribuyen
dentro de cuatro sub-grupos (figura 1):
la molécula dFr644 que aparece aislada; posee sin embargo, con un grupo de tres moléculas (dFr45,
dFr2066 y dFr1843), un nudo que se sostiene por un valor de remuestreo de solamente el 66,7%,

- en cambio, la rama que une las moléculas dFr45, dFr2066, dFr1843 es robusta, al sostenerse por un
valor de remuestreo (BV) del 99,9%.

- un conjunto de cinco moléculas: dFr47, dFr910, dFr69, dFr73 y dFr1953 se sostiene por un valor BV
del 100% y

- un par de moléculas dFr48 y dFr2020, que también se sostiene por un BV del 100 %.

b) analisis de maxima parsimonia

En la figura 2 se presenta el arbol filogenético, obtenido por reconstruccion a partir de la
maxima parsimonia de la region RO.

El andlisis de maxima de parsimonia sostiene la misma topologia que el analisis de la
distancia genética. La reconstrucciéon demuestra la existencia dentro de 11 secuencias variantes, de los
mismos tres grupos monofiléticos; por ejemplo, con este enfoque, el grupo de cinco moléculas dFr47,
dFr910, dFr69, dFr73 y dFrl953 también se sostiene por un BV del 97% (Figura 2).

Las 11 moléculas variantes, las moléculas del genotipo II y el conjunto [TW2b, Miyako]
parecen derivar de una rama comun que podria, por comparacidn con las secuencias del genotipo I y del
genotipo III, individualizar el conjunto de las secuencias del genotipo II. Por lo tanto, los valores de
remuestreo que sostienen esta ramificacion son relativamente modestos: 88,5 % en NJ y 64,5 % en MP
(remuestreo efectuado sobre 10* muestras) en comparacion con las del genotipo-I (BV = 99.8 %) y el
genotipo-III (BV= 100 %). Ademas, la distancia media entre los diferentes subgrupos definidos dentro de
las 11HDYV variantes o entre estas variantes y las secuencias del genotipo 11, parece mas elevado que entre
el conjunto de aislados del genotipo I o dentro de las tres moléculas que definen el genotipo III.

El conjunto de estos resultados destacan la caracterizacion de nuevos genotipos del HDV.

2 — Analisis filogenético de la totalidad de los genomas
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a) Reconstruccién del genoma completo a partir de fragmentos amplificados

afiliacion, se amplificaron varias regiones del genoma HDV (Tabla II) a partir de 6 muestras que incluyen

al menos un miembro de cada uno de los 4 sub-grupos y se seleccionaron tres representantes del grupo

Con objeto de estudiar el genoma completo de estas variantes y, en el caso de precisar su

mayoritario: dFr45, dFr47, dFr48, dFr73, dFr644y dFr910.

Iv):

- fragmentos de 850 pb (R’I) y 1050 pb (R’2) solapados en sus extremos por dFr45, dFr47, dFr48 'y

De manera mas precisa, se han amplificado los siguientes fragmentos por PCR (Tabla

dFr73,
- dos fragmentos solapantes de 960 pb y de 1250 pb para dFr644,y
- dos fragmentos de 1400 pb y 650 pb para dFr910.

IV). Se han secuenciado dos clones correspondientes a cada uno de los fragmentos amplificados. La

reconstruccion de las secuencias completas consenso de ADNc del HDV se ha efectuado después del

Todas estas regiones gendomicas amplificadas se han clonado en un vector pCRII  (Tabla

alineamiento de las regiones solapantes y el alineamiento con las secuencias de referencia.

Tabla VI: Clones de pcRII que contienen los diferentes insertos
RO R’1 R’2 G910 R1
dFr45 | - dFr45R’1 clon 2 | dFr45R2 clon 8 - -
dFr45R’1 clon 4 | dFr45R2 clon 10
dFr47 | - dFr47R’1 clon 13 | dFr47R2 clon 19 | - -
dFr47R’1 clon 16 | dFr47R2 clon 22
dFr48 | - dFr48R’1 clon 23 | dFr48R2 clon 19 | - -
dFr48R’1 clon 28 | dFr48R2 clon 22
dFr73 | - dFr73R’1 clon 36 | DFr73R2 clon 29 | - -
dFr73R’1 clon 39 | dFr48R2 clon 33
dFr644 | - - - - 644R1 clon 4
644R1 clon 8
dFr910 | 910R0-clon 4 | - - R910 clon 29 910R1 clon 4
910R0-clon 4 R910 clon 31 | 910R1 clon 5

b) Analisis de seis nuevas secuencias gendomicas completas del HDV, de origen africano

bi) Caracteristicas clinicas de 6 pacientes

en Camerun. En el momento de la extraccion, esos pacientes residian en la region parisina desde al menos

dos afios. Todos estos pacientes padecian hepatitis grave y en la figura 3 se resumen los datos clinicos.

Cinco pacientes son originarios del Africa del Oeste, y un paciente ha pasado temporadas

b,) Organizacién gendomica de nuevas secuencias del HDV
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El analisis comparativo de las regiones RO de 22 pacientes infectados por HDV y HBV
con las disponibles en las bases de datos demuestra la gran diversidad genética del genoma viral del
HDV.

El tamafio de los genomas completos es diferente en las seis secuencias de los seis
aislados del HDV de origen africano, lo que confirma la variabilidad del HDV:

- el genoma viral de los aislados dFr910, dFr47 y dFr73 que comprende 1697 nucledtidos es el mas
largo jamas descrito para el HDV.

- el genoma del aislado dFr45 aparece entre los mas pequefios (1672 nt), y

- las secuencias genomicas de los virus dFr644 y dFr48 son respectivamente de 1680 nt 'y 1687 nt.

El analisis después del alineamiento de las diferentes secuencias estudiadas, revela un
grado elevado de conservacion en las regiones del genoma HDV correspondiente a las ribozimas
responsables de las escisiones de los ARN gendmicos y antigendmicos. Asimismo, la fase de lectura que
codifica el antigeno delta se encuentra en la cadena antigendmica. Un coddn triptofano (UGG) es el unico
caracterizado por dos secuencias (dFr47, dFr910) y una ambigiiedad (G/A) encontrada para las otras
cuatro secuencias indica que probablemente la pequefia y gran proteina delta estin muy probablemente
sintetizadas. Las regiones variables comprenden la parte no codificante asi como los extremos 5’ y 3’ del
gen LDH. De manera notable, existe una insercion de 7 nucledtidos en la secuencia dFr48. Esta insercion
estd presente en un bucle correspondiente a uno de los extremos del genoma en su forma pseudo doble
cadena (en la posicion 797 de la secuencia de referencia italiana (Wang et al., 1987)).

¢) Comparacién de seis secuencias HDV de origen africano con las secuencias representativas de

diferentes genotipos

La comparacion de seis nuevas moléculas con las moléculas conocidas, representativas
de tres genotipos conocidos, indica una similitud nucleotidica que se situa entre el 71,7% (dFr45 frente a
Libano) y el 80,0% (dFr73 frente a Yakouti p26) en relacion con las moléculas de los genotipos I, Il y las
moléculas TW2b y Miyako. De hecho, para cada uno de los seis aislados, el promedio de similitud
nucleotidica es del orden del 73,3% al 74,6% con las moléculas del genotipo I, del 74,5% al 78,8% con
las del genotipo II y del orden del 74,6% al 77,8% con las moléculas TW2b/Miyako. En cambio, la
similitud nucleotidica con el asilado de Peru (genotipo III), solo es del 63,9% al 66,0% lo que confirma el
distanciamiento particular de esta molécula (Tabla VII). Ademas, cuando se comparan entre si, las seis
moléculas que corresponden a estos genomas completos y que definen las seis variantes dFr45, dFr47,
dFr48, dFr73, dFr644 yt dFr910, sdlo el grupo de moléculas dFr73, dFr910 y dFr47 presentan una
similitud de secuencia del orden del 90%. Las moléculas de dFr45, dFr48 y dFr644 también estan
distanciadas entre si con respecto a los genotipos I, 1I, las secuencias TW2b / Miyako y el grupo de
moléculas dFr73, dFr910y dFr47 (del orden del 73,2% al 78%) (Tabla VIII).
Tabla VII: Porcentaje de similitud de las secuencias completas HDV africanas con los diferentes

genotipos conocidos (Calculo de la media).



10

15

ES 2350 179 T3

25

Aislados Tipo I Tipo II TW2b/Miyako Tipo 111

HDV*

dFr45 73,3 74,5 74,6 66
71,7 - 74,6 73,2-755

dFr47 74,2 78,6 77,4 65,5
73,0-75,0 78,2-79,9

dFr48 73,3 77,1 75,5 65,4
72,0 - 74,0 76,6 -77,7 74,4 - 76,6

dFr73 74,1 78,8 77,8 65,9
73,0-75,0 77,7 - 80,0 77,5-78,0

dFr644 73,6 76,8 77,0 63,9
72,2 - 74,6 76,2 -77,2 76,9 - 77,2

dFr910 74,6 77,9 77,2 64,6
73,0-758 77,0 - 78,6 77,0-77,5

* Los aislados HDV de referencia corresponden a los genomas completos estudiados en el ejemplo 2.1.

Tabla VIII: Porcentaje de similitud de las nuevas moléculas del HDV entre si.

dFr47 dFr48 dFr73 dFr644 dFr9/0
dFr45 74,8 73,2 75 78 74,7
dFr47 77,1 90 76,3 89
dFr48 77,7 75,5 76,1
dFr73 76,3 89
dFr644 76,1

d) Analisis filogenético de seis moléculas del HDV de origen africano v moléculas representativas de

diferentes genotipos

El analisis filogenético se ha realizado en las seis secuencias completas de origen africano,
dieciséis secuencias de referencia y dos secuencias de Yakouti (Pt26 y Pt62). La Figura 4 ilustra los
resultados obtenidos por analisis de distancia. El arbol filogenético reconstruido por el "vecino mads
proximo" (“Neighbor-Joining”) (NJ)) muestra que ninguna de las seis secuencias estudiadas (dFr4J5,
dFr47, dFr48, dFr73, dFr644 y dFr9l0) se reagrupa con las secuencias de referencia de genotipo I o de
genotipo III. La afiliacion de estas secuencias africanas con las secuencias de los genotipos II (de las
secuencias TW2b y Miyako descritas respectivamente como los sub-tipos IIB y IIC) no se sostiene, por
valores de remuestreo elevados (<70%) (Wu et al., 1998). Ademas, las secuencias TW2b y Miyako
parecen formar un grupo distinto y monofilético con un BV del 100%. Estas dos secuencias parecen
constituir por si mismas un “clado” que representa un genotipo diferente del tipo II.

En los analisis de distancia, las seis secuencias africanas se subdividen en 3 subgrupos distintos
(soportados por BV superiores al 90,3% para 10 remuestreos). Las secuencias dFr47, dFr73 y dFr910
constituyen un grupo cuya rama se basa en un valor de bootstrap del 100%. Para reafirmar estos

resultados, se realizé el estudio de maxima parsimonia en el mismo juego de secuencias (Figura 5).
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Arraigando, el arbol de manera artificial gracias a la secuencia 'Peru 1', se individualiza, como en todos
los analisis realizados anteriormente, el conjunto de secuencias del genotipo-I (BV = 100%). La topologia
de otras secuencias sostiene la distribucion de los aislados africanos y asiaticos en varios grupos; lo que
muestra el interés de la utilizacion de la region RO. El genotipo II reagrupa las secuencias de Yakouti,
Taiwan-3 y Japén con un BV del 99,9 % en 10 remuestreos. Asimismo, se confirma la individualizacién
de TW2b y Miyako (BV = 100%). Por ultimo, las secuencias africanas indican la existencia de al menos 3
subgrupos. La monofilia de las secuencias dFr47, dFr73, dFr9l0 (BV =100 %) sostiene la afiliacion de
estas secuencias en un subgrupo. En cambio, la secuencia dFr48, que posee con los aislados del grupo
anterior (dFr910, dFr47, dFr73) una similitud nucleotidica respectiva de 76,1, 77,1 y 77,7% se reagrupa
con estas secuencias solamente en el 55,4% de los remuestreos, lo que sugiere su posible
individualizacién. Aunque que aparecen distantes entre si, el grupo dFr45 y dFr644, se observa con un
BV elevado (NJ = 96,5 / MP = 88,6) en el contexto estudiado.

Por consiguiente, a la vez que los analisis filogenéticos de las regiones RO y las secuencias
completas de las secuencias africanas indican que los grupos difieren entre si y podrian constituir tres
(incluso cuatro) genotipos distintos; estos resultados demuestran la existencia de al menos siete genotipos
del HDV.

3- Analisis de la secuencia de aminoacidos (aa) del antigeno delta (Ag-HD).

El Ag-HD esta representado por las dos formas p24 (sHD) y p27 (LHD) de la proteina delta. La
secuencia proteica de 1 a 194-195 aminoacidos corresponde a la pequefia proteina delta (sHD) o forma
p24. La gran proteina delta (LHD) o forma p27 posee el mismo extremo amino-terminal y una extension
de 19 a 20 aminoécidos en su extremo carboxi - terminal.

En la figura 6 se presenta el alineamiento de la secuencia del antigeno HD de seis secuencias
africanas con las secuencias de las proteinas HD conocidas.

El anélisis de secuencias demuestra que los seis aislados de origen africano tienen una identidad
de aminodcidos del orden del 69 al 77% con las secuencias del genotipo I, del 71 al 79% con los aislados
del genotipo II, del 72 al 78% con las secuencias TW2b / Miyako y del 63% con el aislado de Pert
(genotipo III).

El tamafio de las proteinas que corresponden a los nuevos aislados varia entre 213 y 214
aminodcidos. Todas estas proteinas tienen el mismo perfil de hidrofobicidad. La forma p24 posee 2
pequefias regiones hidréfobas, una situada cerca de los aminodcidos 50-60 (entre el sitio de
polimerizacion y el SLN) y la otra entre las posiciones 160 y 172 (en frente de un motivo
extremadamente conservado). Entre los diferentes genotipos otros dos dominios se encuentran bien
conservados: se trata del dominio de fijacién al ARN y del dominio de localizacién nuclear. Como se ha
descrito en la bibliografia, en el extremo carboxi-terminal de la proteina delta (entre los aminoécidos 195
y 215) constituye una region hipervariable. Solamente se conservan dos aminodcidos de los 19-20. Se
trata de la cisteina (C) que corresponde al sitio de farnesilacion de la forma grande de la proteina HD y la

glicina (G) carboxi-terminal. Ademas, se encuentran las secuencias firma especificas de los aislados del
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mismo genotipo, por ejemplo, los 19 aminoacidos especificos de la proteina grande del genotipo 1 o los
20 aminoacidos del genotipo III.

En cambio, para las secuencias proteicas de los aislados de origen africano, los aislados del
genotipo Il y de TW2b/Miyako, el extremo carboxi-terminal parece subdividido en dos dominios. El
dominio variable se representa por los aminoacidos 197 a 205 y el dominio conservado que va de los
aminoacidos 206 a 215 (RLPLLECTPQ) (Figura 5).

4- Definicion de 5 clados del HDV
El analisis de secuencias completas de seis aislados de Africa permite definir siete clados del

HDYV correspondientes a los siguientes genotipos (Tabla IX):

Tabla IX: Correspondencia Clado/Genotipo

Clado | Genotipo | Aislados

1 | Italia, W5, W15, Us 1, Us2, Libano, Etiopia, Somalia, Nauru, China, Cagliari,
Canada...

2 11A Japon, Taiwan3, Yakouti 26, Yakouti 62

3 111 Peru 1

4 IIB, IIC | TW2b, Miyako

5 ? dFr91 0, dFr73, dFr47

6 ? dFr 48

7 ? dFr45, dFr644

EJEMPLO 3: METODO DE GENOTIPADO DEL HDV-1 a HDV-7 por PCR-RFLP

El genotipado se efectia de acuerdo con el protocolo descrito en el ejemplo 1.8.
1- Pérdida de sensibilidad de 1a PCR 6A/6S

Inicialmente, tres pacientes Ag-HBs positivos, han planteado un problema de diagndstico
de infeccion delta. De hecho en estos pacientes se observa una hepatitis grave asociada con la presencia
de IgM anti-HDV pero una ausencia de replicacion del HDV por RT-PCR usando los cebadores 6A-6S
descritos en Deny et al. (1991, 1993, 1994, citados anteriormente) para el diagnostico rutinario de la
infeccion por HDV. La PCR 6A/6S amplifica un fragmento del ADNc de 234 pb que corresponden a la
parte del extremo carboxi-terminal del gen LHD (posiciones 904 a 1141 en el genoma viral).

Los ARN extraidos del suero de estos mismos pacientes se reamplificaron usando un par
de cebadores 900S y 1280AS que definen la region RO.

Los resultados obtenidos a partir de muestras de estos tres pacientes demuestran la
presencia reproductible de una banda de 400 pb (R0) con los cebadores 900S y 1280AS, mientras que la
PCR 6A-6S permanece negativa.

Estos resultados se confirmaron en una serie de muestras de suero de pacientes que se
analizaron en paralelo con el par de cebadores 6A-6S y 900S-1280AS. En 286 muestras, 14 son positivas

unicamente con la PCR de RO.
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Estos resultados demuestran una especificidad mas grande y una mejor sensibilidad de
los cebadores 900S y 1280AS, en comparacion con los cebadores 6S y 6A, para la deteccion del ARN del
HDV en el suero de pacientes infectados.

2- Perfiles de restriccion esperados para HDV-1 a HDV-7

Los métodos clasicamente utilizados de PCR-RFLP (Wu et. al., 1995a; Wu et al., 1995b;
Casey et al., 1996) permiten distinguir tres genotipos delta diferentes. La utilizacion de la enzima de
restriccion Smal no diferencia todos los genotipos -1, -IIA, -1IB reconocidos actualmente y la enzima
Xhol se ha utilizado para diferenciar el «sub-tipo I[IA» del «sub-tipo IIB» (Wu et al., 1995b).

La asociacion de dos enzimas Smal y Xhol en una primera etapa revela siete perfiles
distintos (de P1 a P7) (Tabla X). Estos siete perfiles no se superponen exactamente con los siete clados
(HDV-1 a HDV-7). Como consecuencia, las muestras de perfil «no-P1» se escinden en una segunda etapa
mediante la enzima Sacll, dando como resultado de esta manera la obtencion, de manera combinada, de
diez perfiles delta distintos (de D1 a D10) (Tabla XI) que pueden unirse especificamente con los
diferentes clados descritos, gracias a los analisis de filogenia.

Tabla X: Perfiles de restriccion escindidos de la Region R0, por las enzimas Smal et Xhol.

ETAPA 1 Fragmentos Perfil  Fragmentos Perfil  Perfil

Genotipos Smal Tamafio Smal  Xhol Tamafo Xhol Combinado

descritos (pb) (pb) Smal - Xhol

I 220,179 S1 383,16 X1 S1X1 P1
A 397 S2 303,78,16 X2 $2 X2 P2
1B 397 S2 319,79 X3 $2 X3 P3
IIC (Miyako) 397 S2 157,162,79 X4 S$2 X4 P4
I 298,107 S3 405 X5 $3 X5 P5
II Yakouti 178,117,110 S4 303,78,16 X2 S4 X2 P6
dFr45 217,179 S1 303,78,16 X2 S1X2 P7
dFr644 217,179 S1 303,78,16 X2 S1X2 P7
dFr47, 73, 910 179,111,107 S4 303,78,16 X2 S4 X2 P6
dFr48 397 S2 303,78,16 X2 $2 X2 P2

Tabla XI: Perfiles de restriccion esperados después de la escision de la Region R0, por las enzimas
Smal, Xhol y Sacll.

ETAPA 2 Genotipos Fragmentos Perfil Perfil Combinado
descritos Sacll Sacll Smal-Xhol/Sacll

Tamafio (pb)
I 362,38 scl S1X1 Scl D1
HA 266,92,38 Sc2 82 X2 Sc2 D2
11B 268,130 Sc3 $2 X3 Sc3 D3

IIC (Miyako) 268,130 Sc3 82 X4 Sc3 D4
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ETAPA 2 Genotipos Fragmentos Perfil Perfil Combinado
descritos Sacll Sacll Smal-Xhol/Sacll

Tamaiio (pb)
I 405 Sc4 83 X5 Sc4 DS
II Yakouti 266,92,38 Sc2 $§4X2 Sc2 D6
dFr45 268,130 Sc3 S1X2S8c3 D7
dFr644 397 Sc4 S1X2Sc4 D8
dFrd7, 73, 910 268,130 Sc3 84 X2 Sc3 D9
dFr48 268,130 Sc3 $2 X2 Sc3 D10

3- Genotipado de muestras de pacientes por PCR-RFLP
A partir del analisis de muestras por PCR-RFLP (mas de 50):

- no se ha encontrado ningun genotipo-II 6 —III.

- ¢l 89,7% de los pacientes presentaban un perfil D1 (genotipo I) y el 10,3% un perfil « no-I »

- se detectaron dos nuevos perfiles Xhol (X6 y X7) que conllevan tres combinaciones nuevas (D11,
D12 y D13) complementarias (Tablas XII y XIII).

Tabla XII: Nuevos perfiles de restriccion X#ol obtenidos en cinco pacientes originarios de Africa

del Oeste

ETAPA 1| Fragmentos Smal | Perfil Fragmentos Xhol | Perfil Perfil Combinado
PACIENTES Tamafio (pb) Smal Tamaiio (pb) Xhol Smal-Xhol
dFr1843 218,179 S1 303,78, 16 X2 S1X2 P7
dFr1953 218,179 S1 303,78, 16 X2 S1X2 P7
dFr2020 392 S1 303,73, 16 X2 $2 X2 P2
dFr2088 220,179 S1 242,171, 16 X6 S1X6 P8
dFr2066 217,179 S1 237, 66, 16 X7 S1X7 P9

Tabla XIII: Nuevos perfiles de restriccion Xhol, Smal, Sacll, obtenidos en cinco pacientes

originarios de Africa del Oeste

ETAPA 2 | Fragmentos Perfi | Perfil Combinado
PACIENTES Sacll 1 (Smal-Xhol / Sacll)
Tamafio (pb) Sacll

dFr1843 267,130 Sc3 | SI1X2Sc3 | D7
dFr1953 267,92, 38 Sc2 | S1X2Sc2 | D11
dFr2020 262, 130 Sc3 | $2X2Sc3 | D10
dFr2088 396 Sc4 | S1X6Sc4 | D12
dFr2066 396 Sc4 | S1X7Sc4 | D13

La correspondencia entre los perfiles combinados y los genotipos identificados por

el analisis filogenético se presenta en la Tabla XIV.
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Tabla XIV: Resumen de los diferentes resultados basados en los andlisis filogenéticos y los

diferentes perfiles correspondientes

Clados Genotipos Aislados Perfiles Combinados
(Smal-Xhol / Sacll)
HDV-1 | Italia D1A
dFr2088 D1B
HDV-2 ITA Japon D2A
aislados de Yakouti D2B
HDV-3 111 Perul D3
HDV-4 11B TW2b D4A
11C Miyako D4B
HDV-5 v dFr47,  dFr73 et | DSA
dFr910
dFr1953 D5B
HDV-6 VI dFr48, dFr2020 D6
HDV-7 VIl dFr45, dFr1843 D7A
dFr2066 D7B
dFré644 D7C
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LISTA DE SECUENCIAS

<110> ASISTENCIA PUBLICA-HOSPITAL DE PARIS
DENY Paul

RADIJEF Nadjia

HUC-ANALIS Patricia

<120>.

<130> S1020FR17

<140>
<141>

<160> 67
<170> PatentIln Ver. 2.1

<210> 1

<211> 1672

<212> ADN

<213> virus de la hepatitis D

<220>
<221> cepa
<222>(1)..(1672)

<223> secuencia genomica completa de dFr45

<400> 1
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atgagccaag
aagtcgagag
gatccgggaa
atggtagaaa
actecgaccect
aactcacctc
gtagcgatag
agagcagcgg
ccggggaatt
ggggactccg
ccacactcct
cgeyatcecta
gctgggcaac
aagattccca
tcgteetect
aagaggaaaq
tacactcgag
ggtctccteg
gcagttgagg
catccccaac
tcctgagtte
tcttgttcte
ccttgttact
tcgeeggagg
gccagggatt
cgagttcettce
tcegggatcet
cttactcttt

<210>2
<211> 642
<212> ADN

<213> virus de la hepatitis D

<220>
<221> CDS

tcecgacgaag
ggcggagaca
cgaatcccca
agagcgagcc
taaggggtca
cagaggacce
gaggagatgc
ggctagcgag
tggctawctt
gcctctcggg
tcececceccgeg
ccettttett
attccgaggg
gagagaatct
tcggatgccc
aaggattcgg
gagtggaagg
gatgtcgagt
aacgaagccg
ccgegggeeg
ctcttettee
gagggcctte
ctttttccct
agctccctce
gtegtectca
cgcgtettece
cttegtatcg
tcttgaaaga

<222> (1)..(692)
<223> ADN¢ de LHD

<400> 2
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agtccggaga
ctectgaggag
aaacgeccggt
tcecgattac
aaggtaggac
cttcagcgaa
taggagtagg
tggatgttcc
ccccaactag
gaatcggcgg
gggcceccca
acctttggce
gaccgtccect
ggaggtgact
aggtcggacc
acgcaaacct
©ggggagggg
ccectcteceg
ccecccgggeg
gctattectte
tcettgetga
cttcgteggt
ggtccggagt
ccagtcecga
agtttettga
cttgctttgw
gecgtagetcea
ggagactgct

33

tgggagagga
aggactccca
aaagctcttg
gagattccce
agggaggecaa
cagaagagcc
gagagaccgg
gccecececgtt
ccggtecegg
ctccatggtg
tccaaagatg
ggcatggtcc
cggcaatggce
gggcactece
acggggaggt
gtgagtggaa
gggtcggact
ttctggagaa
ctcececetegg
ttgetctttyg
gggactttee
gagcccgtct
cgacctccat
cctttccaat
tggtettett
cccacttega
tcteggeaga
ggacgctccg

gagagacccce
agaggacaag
gaatgaggaa
tgaacttatt
teccaccagga
tgtececeggte
tgcgagagag
ggctccgagt
atccecttee
aacccccgea
gaactccace
cagcctecte
gaatgggacc
tttgecatce
ggagatgcca
gttcgctctt
aggtccctat
gggggactee
tggtcecctceg
ctegtcateg
tcctgeggac
ctectcgtcg
ccgatctgtt
tattcctttg
tgtcttecgg
aagggtctcc
ggcgggcgat
ccgtgtecga

cgaggaggca
aaggactcaa
aacgggcegygy

ggatctggag
gatttcggac

gaattgtccce
gcaagacaag
gaggcttatc
aratgaacgg
gceccecact
cctcagggtt
gctggegecg
caagacctee
gagtggacgt
tgccgaccceg
tattgggggg
ggaaactgte
gggacaccta
ggagggttca
gcggtcaact
agctgcttct
gtgaagccte
cggggtctet
atgtttcecca
agecctectct
tceetteect
cctcagttct

gc

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
260
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1672



atg
Met

ctt
Leu

agg

ccc
Pro

gag
Glu
65

gac
Asp

gag
Glu

cag
Gln

cte
Leu

ggc
Gly
145

gcg
Ala

cce
Pro

ttt cca tgg gga cct agt ccg acc cecc cect cocc cge ¢kt cca cte cte
Phe Pro Trp Gly Pro Ser Pro Thr Pro Pro Pro Arg Leu Pro Leu Leu

agc
Ser

tcg
Ser

cte
Leu

tag
Txp
50

gga
Gly

tce
Ser

aga
Arg

ctg
Leu

agq
Arg
130

ccg
Pro

cece
Pro

tte
Phe

cac
His

aag
Lys
cgg

35
ctg

Leu

get
Ala

gga
Gly

cgg

tce
Ser

115

aag
Lys

€gg

999
Gly

tcec
Ser

gce
Ala

tgg
Txp
20

aag

Lys

gga
Gly

cec
Pro

cca
Pro

gct
Ala
100
gca
Ala

ttg
Leu

gtt
val

gge
Gly

aga

180

195

gat
Asp

gwe
Xaa

aca
Thr

aac
Asn

ceg
Pro

gg9
Gly
85

cac
His

gga
Gly

acc
Thr

999
Gly

ggqc
Gly
165

acg
Thr

acqg
Thr

aaa
Lys

aag
Lys

ate
Ile

gcg
Ala
70

aaa
Lys

cga
Arg

gga
Gly

gcc
Ala

gat
Asp
150

tte
Phe

gga
Gly

aaqg
Lys

gca
Ala

aag
Lys

aaa
Lys
55

aag
Lys

aag
Lys

cga
Arg

aag
Lys

gét
Asp
135

gtg
Val

gtt
Val

gag
Glu

gag tgt acc ccc caa taa
Glu Cys Thr Pro Gln
210

<210>3
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aga
RAxrg

agg
Arg

ace
Thr
40

gga
Gly

aga
Arg

agt
Ser

agg

tce
Ser
120

gac

Asp

aac
Asn

cct
Pro

gga
Gly

tec
Ser

gaa
Glu
25

atc
Ile

éta
Ile

ccec
Pro

aac
Asn

aag
Lys
105

cte
Leu

gag
Glu

cct
Pro

caa
Gln

cte
Leu
185

200

34

cgg aag gga

Arg

Lys

10

gac
Asp

aag
Lys

att
Ile

cga
Arg

aag
Lys
0

gce
Ala

age
Ser

caa
Gln

cce
Pro

ctg
Leu
170

gac
Asp

gcg
Ala

aaa
Lys

gga
Gly

aca
Thr
75

g9g9a
Gly

ctc
Leu

aag
Lys

aga
Arg

gag
Glu
155

cta
Leu

atc
Ile

Gly

gaa
Glu

ctt
Leu

aag
Lys
60

gat

Asp

ggc
Gly

gag

Glu

gag
Glu

gca
Ala
140

gga
Gly

ggt
Gly

cga
Arg

agg

gaa
Glu

gag
Glu
45

gte
Val

cgg
Arg

ttc
Phe

aac
Asn

gaa
Glu
125

aga

Arg

cca
Pro

gte
Val

gga
Gly

gag
Glu

cte
Leu
30

gac
Asp

999
Gly

atg
Met

acc
Thr

aag
Lys
110

gaa
Glu

aga
Arg

ccg
Pro

ccg
Pro

gac
Asp
190

205

gag
Glu
15

gag
Glu

gac
Asp

act
Thr

gag
Glu

gac
Asp
95

aag
Lys

gag

Glu.

ata
Ile

agg
Arg

gag
Glu
175

cga
Arg

acc
Thr

agg
Arg

aat
Asn

999
Gly

gtc
val
80

gag
Glu

aag
Lys

gaa
Glu

gce
Ala

gga
Gly
160

tce

Ser

cag
Gln

48

96

+44

192

240

288

336

384

432

480

528

576

624

642



ES 2350179 T3
35

<211>213
<212>PRT
<213> virus de la hepatitis D

<400> 3

Met Ser His Ala Asp Thr Lys Arg Ser Arqg Lys Gly Arg Glu Glu Thr
1 5 10 15

Leu Ser Lys Trp Xaa Lys Ala Arg Glu Asp Ala Glu Glu Leu Glu Arg
_ 20 25 _ 30

Arg Leu Arg Lys Thr Lys Lys Thr Ile Lys Lys Leu Glu Asp Asp Asn
35 _ 40 45

Pro Trp Leu Gly Asn Ile Lys Gly Ile Ile Gly Lys Val Gly Thr Gly
50 55 60

Glu Gly Ala Pro Pro Ala Lys Arg Pro Arg Thr Asp Arg Met Glu Val
65 70 75 80

Asp Ser Gly Pro Gly Lys Lys Ser Asn Lys Gly Gly Phe Thr Asp Glu
85 90 95

Glu Arg Arg Ala His Arg Arg Arg Lys Ala Leu Glu Asn Lys Lys Lys
100 105 110

Gln Leu Ser Ala Gly Gly Lys Ser Leu Ser Lys Glu Glu Glu Glu Glu
115 120 125

Leu Arg Lys Leu Thr Ala Asp Asp Glu Gln Arg Ala Arg Arg Ile Ala
130 135 140

Gly Pro Arg Val Gly Asp Val Asn Pro Pro Glu Gly Pro Pro Arg Gly
145 159 155 160

Ala Pro Gly Gly Gly Phe Val Pro Gln Leu Leu Gly Val Pro Glu Ser
165 170 175

Pro Phe Ser Arg Thr Gly Glu Gly Leu Asp Ile Arg Gly Asp Arg Gln
180 . 185 190

Phe Pro Trp Gly Pro Ser Pro Thr Pro Pro Pro Arg Leu Pro Leu Leu
195 : 200 205

Glu Cys Thr Pro Gln
210

<210>4

<211> 585

<212> ADN

<213> virus de la hepatitis D

<220>
<221>CDS
<222> (1)..(585)



ES 2350179 T3
36

<223> ADNc de sHD

<400> 4

atg agc cac gecc gat acg aag aga tcc cgg aag gga agg gag gag ace 48
Met Ser His Ala Asp Thr Lys Arg Ser Arg Lys Gly Arg Glu Glu Thr
1 . 5 : 10 15

ctt teg aag tgg gwec aaa gca agg gaa gac gcg gaa gaa ctc gag agg 96
Leu Ser Lys Trp Xaa Lys Ala Arg Glu Asp Ala Glu Glu Leu Glu Arg
20 25 30

agg ctc cgg aag aca aag aag acc atc aag aaz ctt gag gac gac aat 144
Arg Leu Arg Lys Thr Lys Lys Thr Ile Lys Lys Leu Glu Asp Asp Asn
35 10 45

ccc tgg ctg gga aac atc aaa gga ata att gga aag gtc ggg act ggg 192
Pro Trp Leu Gly Asn Ile Lys Gly Ile Ile Gly Lys Val Gly Thr Gly
50 © 55 _ 60

gag gga gct ccc ccg geg aag aga ccc cga aca gat cgg atg gag gtc 240
Glu Gly Ala Pro Pro Ala Lys Arg Pro Arg Thr Asp Arg Met Glu Val
65 70 75 80

gac tcc gga cca ggg 2aa aag agt aac aag gga ggc ttc acc gac gag 288
Asp Ser Gly Pro Gly Lys Lys Ser Asn Lys Gly Gly Phe Thr Asp Glu
85 S0 95

gag aga cgg gct cac cga cga agg aag gcc ctc gag aac aag aag aag 336
Glu Arg Arg Ala His Arg Arg Arg Lys Ala Leu Glu Asn Lys Lys Lys
100 105 110

cag ctg tcc gca gga gga aag tcc ctc agc aag gag gaa gaa gag gaa 384
Gln Leu Ser Ala Gly Gly Lys Ser Leu Ser Lys Glu Glu Glu Glu Glu
115 120 125

ctc agqg aag ttg acc gcc gat gac gag caa aga gca aga aga ata gcc 432
Leu Arg Lys Leu Thr Ala Asp Asp Glu Gln Arg Ala Arg Arg Ile Ala
130 135 140

ggc ccg cgg gtt ggg gat gtg aac cct cec gag gga cca CCcg agg gga 480
Gly Pro Arg Val Gly Asp Val Asn Pro Pro Glu Gly Pro Pro Arg Gly
145 150 155 160

gcg cce ggg ggc 99¢ ttc gtt cct caa ctg cta ggt gtc ccg gag tce 528
Ala Pro Gly Gly Gly Phe Val Pro Gln Leu Leu Gly Val Pro Glu Ser
165 170 175

cecc tte tec aga acg gga gag gga ctc gac atc cga gga gac cga cag 576
Pro Phe Ser Arg Thr Gly Glu Gly Leu Asp Ile Arg Gly Asp Arg Gln
180 185 1%0

ttt cca tag 585
Phe Pro
195



10

15

<210>5

<211> 194

<212>PRT
<213> virus de la hepatitis D

<400> 5

Met Ser His

1

Leu
Arg
Pro
Glu

65
Asp
Glu
Gln

Leu

Gly

Ser

Leu

Trp

50
Gly
Ser
Arg

Leu

Arg
130

Pro

145 |

Ala
Pro

Phe

Pro

Phe

Pro

<210>6
<211> 1697
<212> ADN
<213> virus de la hepatitis D

<220>
<221> cepa

Lys

Arg

35

Leu
Ala
Gly
Arg
Ser
115
Lys
Arg

Gly

Ser

Ala

20

Lys

Gly

Pro

Pro

Ala

100

Ala

Leu

Val

Gly

Arg
180

Asp

Xaa

Thr

Asn

Pro

Gly

85

His

Gly

Thr

Gly

Gly

165

Thr

Thr

Lys

Lys

Ile

Ala

70

Lys
Arg
Gly
Ala
Asp
150

Phe

Gly

Lys

Ala

Lys

Lys

55

Lys

Lys

Axg

Lys

Asp

135

val

vVal

Glu

ES 2350 179 T3

Arg

Arg

Thr

40

Gly

Arg

Ser

Arg

Ser

120

Asp

Asn

Pro

Gly

Ser

Glu

25

Ile

Ile

Pro

Asn

Lys

105

Leu

Glu

Pro

Gln

Leu
185

Arg

10
Asp
Lys
Ile
Arg
Lys

20
Ala
Ser
Gln
Pro
Leu

170

Asp

37

Lys
Ala
Lys
Gly
Thr

5
Gly
Leu
Lys
Arg
Glu
155

Leu

Ile

Gly
Glu
Leu
Lys

60
Asp
Gly
Glu
Glu
Ala
140
Gly

Gly

Arg

Arg Glu Glu Thr

Glu
Glu

45
Val
Arg
Phe
Asn
Glu
125
Arg
Pro

Val

Gly

Leu

30
Asp
Gly
Met
Thr
Lys
110
Glu
Arg
Pro

Pro

Asp
190

15

Glu

Asp

Thr

Glu

Asp

95

Lys

Glu

Ile

Arg

Glu
175

.Arg

Arg
Asn
Gly
val

80
Glu
Lys
Glu
Ala
Gly
160

Ser

Gln
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15

<222> (1)..(1697)

ES 2350 179 T3

38

<223> secuencia genomica completa de dFr47

<400> 6

atgggccacg
cyaagcaaag
caagaagagg
gatcggtaga
tcctecgace
gagaaaccac
gagtccatag
gtaaagarag
cttatccecgg
aaaaggagga
ccggacctcee
cccacccteg
tcctegetgg
ggrcccagaa
ccatccgagt
gatgecatge
tattecttta
ytacccacgg

. gagactcrgg

atgttccggg
cgtcttcecte
ccgegetcag
cettgteggt
gatccgtccg
ttecgaggat
cctteecggag
ggacatcctc

agggggcgac
cegcceccag

yagccgacaa
aaggggagga
aggtttcceca
aaagagcgag
cgtgaggttg
ctccagagga
cgataggagg
caacggggct
ggaacccggce
gegggggnac
ggttctccac
gggtccgacy
cgceggetgg
ctctetetag
ggacgttctg
cgacccgaag
ctggggagta
gtactgetgg
aacacctagc
tgggttcaca
ggtcaacttc
ttgtttectte
gaagtectecee
ggccctette
gttccceccage
cctttteteg
ccttecteee
ggcgtctgtt
cceccggg

<210>7

<211> 645

<212> ADN

<213> virus de la hepatitis D

<220>
<221> CDS

<222> (1)..(645)
<223> ADNc de LHD

<400> 7

ggagccggag
atctcgaaaa
aacgcyggtg
ccteeegatce
aggttectcceg
ccccttcage
ggatgctagyg
agcgagtgga
caagccccca
ttggaacgtyg
actecctteece
tccecaccecett
gcaacattcc
gttcecagag
tcetectteg
aggaaagaag
cactcgagga
ttceecetea
atttgaggga
tcceccaacee
cggagttcet
ttgttctcga
gegegagtce
gccgggggag
cagggattct
aggtccteeg
ctccggggtt
ctectattctt

gaggaggggt
agaactccea
gagcaccegg
cgaggggeec
cgcagggnag

gaacagagaa.

agtcggcagc
tgttccgecet
aaatgtctgyg
aggggaccag
ccctgeggge
tcttaccttg
grggggaccg
agaaccgaga
gatgcccagg
gactcggacg

'gtggaaggcg

cgtccagtce
caaagcegcece
gcgggcecgge
cttcctecte
gggccttect
tetteectagg
ctecctecee
catcctcgag
cgtcttttct
tectetgtte
ttttctctaa

tggaggtcecc
agaagaaccg
gaacaaggaa
tggacaccte
gcagccaccg
gcgecactggg
gaccgaagcg
ccccggagte
ttcccacggg
ttcagtecegt
tteccagtaa
tggccggceat
tcecteggta
gaaaactgge
tcggaccgeg
cgaactegtg
gggaggccgg
ctececegte
ccegggeget
tactcttctt
cttgectragt
tetteggtgg
tceggagteg
gtecttcecet
tytcttggeg
tgettggate
ggactggctce
aagaggagac

'gaggaggact

agaacaaccy
acaggagaag
agctctggag
ggagaaaacqg
acgtcaggat
aggaaagaaa
ccgagtgagg
cteccacttce
ggganttrcc
acggtaagaa
ggtcccagcee
atggcgaatg
tctecettag
gggaggtgga
agtggaaact
ggtccegggy
ctggagaagg
ccecteggag
tctecttetet
gactttecte
tcecgtetet
acctecatey
tttcttatta
gttctcttgg
catttctcecga
atcctcggag
agcttgeege

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1697



atg
Met

gtc
Val

aaa
Lys

aat
Asn

999
Gly
65

gtc
Val

aag
Lys

aaa
Lys

gaa
Glu

gece
Ala
145

gga
Gly

tet
Ser

cag
Gln

cte
Leu

agc
Sgr

ctc
Leu

agg
Axrg

cce
Pro
50

gag
Glu

gac
Asp

gag
Glu

caa
Gln

ctec
Leu
130
ggc
Gly

gcg
Ala

cce
Pro

tac
Tyr

gag
Glu
210

<210> 8
<211>214
<212>PRT

cagq
Gln

gag

tce
Ser

aaa

gaa
Glu

tag

cag
Gln

atc

Glu Lys Trp Ile

cte
Leu
35

tgg
Trp

gga
Gly

tce
Ser

aga

ctg
Leu
115

cgg
Arg

ceg
Pro

ccc
Pro

tte
Phe

ccg
Pro
195

tat
Cys

20

cgg
Arg

ctg
Leu

gct
Ala

gga
Gly

cgg
Arg
100

agc

Ser

aag
Lys

cgg

g4g
Gly

tce
Ser
180

tag
Trp

act
Thr

-aag

Lys

ggyg
Gly

cce
Pro

cct
Pro
85

gac

gcg
Ala

ttg
Leu

gtt
Val

gge
Gly
165

agg

gtg
Val

ccc
Pro

gce
Ala

aac
Asn

ccg
Pro
70

agqg
Arg

cac
His

gga
Gly

acc
Thr

gagg
Gly
150

ggc
Gly

acg
Thr

grc
Xaa

cag
Gln

agg
Arg

caa
Gln

aag
Lys

atc
Ile
55

gcg
Ala

aag
Lys

cga
Arg

gga
Gly

gag
Glu
135
gat
Asp

ttt
Phe

ggg
Gly

ccg
Pro

taa

215

ES 2350 179 T3

aaa
Lys

geca
Ala

aga
Axg
40

ctc
Leu

aag
Lys

agg
Arg

aga
Arg

aag
Lys
120

gaa
Glu

gtg
Val

gte
Val

gag
Glu

gga
Gly
200

cce
Pro

aga
Arg
25

acce
Thr

gga
Gly

agg
Arg

act
Thr

agg
105

tca
Ser

gac
Asp

aac
Asn

cct
Pro

gga
Gly
185

cce
Pro

cg9
Arg
10

aaa
Lys

gce
Ala

ata
Ile

gece
Ala

cgc
Arg
%0

aaqg
Lys

cty
Xaa

gag
Glu

cca
Pro

caa
Gln
170

ctg

Leu

cgg
Arg

39

agyg
Arg

gac
Asp

aag
Lys

ata
lle

cgg
75

gcg
‘Ala

gce
Ala

age
Ser

aga
Arg

cce
Pro
155

atg
Met

gac
Asp

cct
Pro

gga
Gly

gcg
Ala

ara
Xaa

aga
60
acg

Thr

gga
Gly

cte
Leu

aag
Lys

aga
Arg
140

gga
Gly

cta
Leu

gtg
Val

cce
Pro

gga
Gly

gag
Glu

ctc
Leu
45

aaa
Lys

gat
Asp

gac
Asp

gag
Glu

gag
Glu
125

gaa
Glu

aca
Thr

ggt
Gly

agq
Arg

cgc
Arg
205

agg
Arg

gac
Asp
30

gag
Glu

ggg
Gly

crg
Xaa

ttc
Phe

aac
Asn
110

gag
Glu

aga
Arg

tct
Ser

gtt
Val

999
Gly
190

ctt
Leu

gag
Glu
15

ctc
Leu

gat
Asp

aag
Lys

atg
Met

acc
Thr
95

aag
Lys

gaa
Glu

aga
Arg

ccg
Pro

ccy
Xaa
175

aac

Asn

cca
Pro

gat
Asp

gag
Glu

gag
Glu

gac
Asp

gag
Glu
80

gac

Asp

aag
Lys

gag
Glu

gta
Val

agg
Arg

160

gag
Glu

cag
Gln

cte
Leu

48

96

144

192

240

288

336

384

432

480

528

576

624

645



10

<213> virus de la hepatitis D

<400> 8

1

val

Lys

Asn

Gly

65

Val

Lys

Lys

Glu

Ala

145

Gly

Ser

Gln

Leu

<210>9

Leu
Arg
Pro

50
Glu
Asp
Glu
Gln
Leu
130
Gly
Ala
Pro

Tyr

Glu
210

<211> 588
<212> ADN

<213> virus de la hepatitis D

<220>

Glu

Leu
35

Trp
Gly
Ser
Arg
Leu
115
Arg
Pro
Pro
Phe
Pro

195

Cys

Lys

20
Arg
Leu
Ala
Gly
Arg
100
Ser
Lys
Arg
Gly
Ser
180

Trp

Thr

5

Trp
Lys
Gly
Pro
Pro

85
Asp
Ala
Leu

Val

Gly

Ile

Ala

Asn

Pro

70

Arg

His

Gly

Thr

Gly

150

Gly

165

Arg

val

Pro

Thr

Xaa

Gln

Gln
Lys
Ile

55
Ala
Lys
Arg
Gly
Glu
135
Asp
Phe

Gly

Pro

ES 2350 179 T3

Ala

40

Leu

Lys

Arg

Arg

Lys

120

Glu

vVal

val

Glu

Gly
200

Arg

25

Thr

Gly

Arg

Thr

Arg

105

Ser

Asp

Asn

Pro

Gly

185

Pro

40

10

Lys‘
Ala
Ile
Ala

Arg

90

Lys

Xaa-

Glu

Pro

Gln

170

Leu

Arg

Asp

Lys

Ile

Arg

75

Ala

Ala

Ser

Arg

Pro

155

Met

Asp

Pro

Xaa
Arg

60
Thr
Gly
Leu
Lys
Arg
140
Gly
Leu

Val

Pro

Glu

Leu

45

Lys

Asp

Asp

Glu

Glu

125

Glu

Thr

Gly

Arg

Arg
205

Asp

30
Glu
Gly
Xaa
Phe
Asn
110
Glu
Arg
Ser
Val
Gly

190

Leu

Leu
Asp
Lys
Met
Thr

95
Lys
Glu
Arg
Pro
Xaa
175

Asn

Pro

Met Ser Gln Ser Glu Gln Arg Lys Pro Arg Arg Gly Gly Arg Glu Asp
15

Glu
Glu
Asp
Glu
80
Asp
Lys
Glu
val
Arg
160
Glu

Gln

Leu



ES 2350179 T3
41

<221>CDS
<222>(1)..(588)
<223> ADNc de sHD

<400>9



atg agc cag tcc gaa cag agg aaa ccc cgg agg gga gga agg gag gat
Met Ser Gln Ser Glu Gln Arg Lys Pro Arg Arg Gly Gly Arg Glu Asp

gtc
val

aaa
Lys

aat
Asn

999
Gly
65

gte
Val

aag
Lys

aaa
Lys

gaa
Glu

gce
Ala
145

gga
Gly

tct
Ser

cag
Gln

1

cte
Leu

agg
Arg

cece
Pro
50

gag
Glu

gac
Asp

gag
Glu

caa
Gln

cte
Leu
130

ggc
Gly

gcg
Ala

cce
Pro

tac
Tyr

<210>10

<211>195

gag
Glu

ctc
Leu
35

tag
Trp

gga
Gly

tcc
Ser

aga

Arg

ctg
Leu
115

cgg
Arg

ccg
Pro

cce
Pro

tte
Phe

ccg
Pro
195

<212>PRT
<213> virus de la hepatitis D

aaa
Lys
20

cgg

ctyg
Leu

gct
Ala

gga
Gly

cgyg
Arg
100

agce

Ser

aag
Lys

cgg
Arg

gg99
Gly

tcc
Ser
180

tga

5

tgg
Trp

aag
Lys

999
Gly

cce
Pro

cct
Pro
85

gac
Asp

gcg
Ala

ttg.
Leu

gtt
val

ggc
Gly
165

agg
Arg

atc
Ile

gcce
Ala

aac
Asn

cecg
Pro
70

agg

cac
His

gga
Gly

ace
Thr

g9g
Gly
150

ggc
Gly

acg
Thr

caa
Gln

aag
Lys

atce
Ile
55

gcg
Ala

aag
Lys

cga
Arg

gga
Gly

gag
Glu
135

gat
Asp

ttt
Phe

999
Gly

gca
Ala

aga
Arg
40

cte
Leu

aag
Lys

agg
Arg

aga
Arg

aag
Lys
120

gaa

Glu

gtg
Val

gtc
Val

gag
Glu

ES 2350 179 T3

aga
Arg
25

acc
Thr

gga
Gly

agg
Arg

act
Thr

agg
Arg
105

tca
Ser

gac
Asp

aac
Asn

cct
Pro

gga
Gly
185

42

10

aaa
Lys

gcc
Ala

ata
Ile

gce
Ala

cge
Arg
90

aag
Lys

cty
Xaa

gag
Glu

cca
Pro

caa
Gln
170

ctg
Leu

gac gcg
Asp Ala

aag ara
Lys Xaa

ata aga
Ile Arg
60

cgg acg
Arg Thr
75

gcg gga
Ala Gly

gcc ctc
Ala Leu

agc aag
Ser Lys

aga aga
Arg Arg
140

ccc gga
Pro Gly
155 -

atg cta
Met Leu

gac gtg
Asp Val

gag
Glu

ctc
Leu
45

aaa
Lys

gat
Asp

gac
Asp

gag
Glu

gag
Glu
125

gaa
Glu

aca
Thr

ggt
Gly

agg
Arg

gac

30

gag
Glu

999
Gly

crg
Xaa

tte
Phe

aac
Asn
110

gag
Glu

aga
Arg

tet
Ser

gtt
Val

g99
Gly
190

15

ctc
Leu

gat
Asp

aaj
Lys

atqg
Met

acc
Thr
95

aag

Lys

gaa
Glu

aga
Arg

ccg
Pro

cey
Xaa

175 .

aac
Asn

gag
Glu

gag
Glu

gac
Asp

gag
Glu

gac
Asp

aag
Lys

gag
Glu

gta
Val

agg
Arg
160

gag
Glu

cag
Gln

48

96

144

192

240

288

336

384

432

480

528

576

588
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<400> 10

ES 2350 179 T3

43

Met Ser Gln Ser Glu Gln Arg Lys Pro Arg Arg Gly Gly Arg Glu Asp

1

val
Lys
Asn
Gly

65
Val
Lys
Lys
Glu
Ala
145
Gly

Ser

Gln

Leu
Arg
Pro

50
Glu
Asp
Glu
Gln
Leu
130
Gly
Ala

Pro

Tyr

<210>11
<211> 1697
<212> ADN
<213> virus de la hepatitis D

<220>
<221> cepa
<222>(1)..(1697)

<223> secuencia gendmica completa de dFr73

Glu

Leu
35

Trp

Gly

Ser

Arg

Leu

115

Arg

Pro

Pro

Phe

Pro
195

Lys
20

Arg

Ala

Gly

Arg

100

Ser

Lys

Axrg

Gly

Ser
180

5

Trp

Lys

Gly

Pro

Pro

85

Asp

Ala

Leu

val

Gly

165

Arg

Ile

Ala

‘Asn

Pro

70
Arg
His
Gly
Thr
Gly
150

Gly

Thr

Gln
Lys
Ile

55

Ala

Lys

Arg

Gly
Glu
135
Asp

Phe

Gly

Ala
Arg

40
Leu
Lys
Arg
Arg
Lys
120

Glu

Val

Val -

Glu

Arg

25

Thr

Gly

Arg

Thr

10s

Ser

Asp

Asn

Pro

Gly
185

10

Lys

Ala

Ile

Ala

Arg

90

Lys

Xaa

Glu

Pro

Gln

170

Leu

Asp

Lys

Ile

75

Ala

Ala

Ser

Arg

Pro

155

Met

Asp

Xaa
Arg

60
Thr
Gly
Leu
Lys
Arg
140
Gly

Leu

Val

Glu

Leu

45

Lys

Asp

Asp

Glu

Glu

125

Glu

Thr

Gly

Arg

Asp

30
Glu
Gly
Xaa
Phe
Asn
110
Glu
Arg
Ser

Val

Gly
190

15

Leu

Asp

Lys

Met

Thr

95

Lys

Glu

Arg

Pro

Xaa

175

Asn

Glu
Glu
Asp
Glu

80
Asp
Lys
Glu

Val

Arg
160

Glu -

Gln



10

15

<400> 11

atgggectcg
caagcaaaga
tcaagaggag
aggaacggta
gtcctecgac
garaaaccac
agnntccata
agtaaagaaa
gcttateccg

agccgacgaa
aggggagact
gaggwatcce
gaaaagagqcg
ctgtgaggtc
ctccagagga
gcgataggag
gcaacggggc
gggaacccegyg

ES 2350 179 T3

gagccggaga
cccgaggraa
ctcaaagcetg
agcctecccga
gagaacctcc
cccetteage
gagatgctag
tagcaggtgg
ctaagccccg

44

gggaggggtc
grtatctcet

acggaactcc
tccgagggge
gcgcagggag
gaacagagaa
gagtgggcgg
atgtteegece
aaatgtctgg

ggggaycccg
aagaagagtc
gggaacaagg
ccggacacct
acagccacca
gcactctgdg
cgaccraagc
tceccagggt
ttcegeegge

aggaggraac
gagaarattc
aaayaggaga
cggctctgga
ggagaaggca
gcgtcrggag
gaggatcgaa
cccgagtgag
tccacttcea

60

120
180
240
300
360
420
480
540

aaaggaggag
ggagctcceg
cacccactgg
cctegetgge
ggacccagaw
ccatccgagt
atgccatgce
attecctttat
taccyacggg
agactcggga
tcectgtagt
gtctteyteg
cgcgttcage
cttgtcggtg
atccgteccgg
tccgaggacg
ctteeggage
grtctcctce

gggggcgacyg

' cegeccccag

cggggggact
ttctccacac
ggtccgacgy
gceggetggg
ctctctctag
ggacgtctgt
gacccgaaga
tggggagtac
aactgctggt
acgttcagca
gggttcacat
gtcaacctcc
tgtttettet
aagtctceccg
gccctettceg
ttecececcagee
cttytctcga
cttectecce
gcgtetgtte
cceeggyg

<210> 12

<211> 645

<212> ADN

<213> virus de la hepatitis D

<220>

<221> CDS

<222> (1)..(695)
<223> ADNc de LHD

<400> 12

tggarcgyaa
tcctteccece
tcctaccett
caacattccg
gttcccagag
cctecttegg
ggaaagaagg
actcgaggag
tcececttat
tttgagggac
ccccaacecg
cgagttcctce
tgttctegag
cgcgagatct
c€cgggggagc
agggattttc
ggtestceceqge
tccgggattt
tctattttct

ggggccagtt
cgcgggacce
tcttacctgt
aggggaccgce
agaaccgaga
atgcccaggt
actecggacge
tggaaggcgag
gtccagtcce
aaagccgece
cgggccggct
ttcttectee
ggcctteett
cttcctaggt
tcectccceg
gtectegagt
rtcttttett
cttctgttcg
tcgttctaag

cagtccgtgg
ccaataatnt
ggceggeatg
ctccteggta
gaaaactgge
cggaccgegg
gaacccgtga
ggagacgggg
tetecegtee
ccgggegete
actcttcttt
ttgctgagtg
ctteggtggt
ccggaatcga
tcctteectt
ctcttgatgg
gcttggayce
gactggctca
aagaggagay

ggwttacccc
ggtaagaacc
gteccagect
atggcgaatg
tcteecttag
ggaggtggag
gtggaacctt
cteeeggget
tggtgaaggr
ccecteggagg
ccettectete
actttcecyce
cctgtctete
cctccatcecg
ttettattat
ttetecttggt
atttctegag
tectcggata
agcgtgecge

600
660
720
780
840
300
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1697



atg agc
Met Ser

ayc ctc
Xaa Leu

ara ag§
Xza Arg

aat ccc
Asn Pro
50

ggqg gag
Gly Glu
65

gtc gat
Val Asp

aag

cag
Gln

gag
Glu

cte
Leu
35

tgg
Trp

gga
Gly

tcc
Ser

gag

Lys Glu

aaa

cag

Lys Gln

gaa
Glu

cte
Leu
130

gcc ggc
Ala Gly

145

gga gcg
Gly Ala

tct

ycc

Ser Xaa

cag ttec

Gln

Phe

ctc gag
Leu Glu

<210>13

210

tcec
Ser

aaa
Lys

gaa
Glu

tgg
Trp

20

<gg
Arg

ctg
Leu

gct
Ala

gga
Gly

aga
Arg

ctg
Leu
115

gq9
Gly

ccg
Pro

cce
Pro

tte
Phe

ceqg
Pro
195

tgt
Cys

999
Gly

cce
Pro

cct
Pro

aag
Lys

cag
Gln

rte
Xaa

acc
Thr

aac
Asn

ccg
Pro

ES 2350179 T3
45

aag aaa
Lys Lys

caa gcd
Gln Ala

aag aga
Lys Axg

40

gtec ctc
Val Leu

55

70

85

cag
Gln

100

aac
Asn

agg
Arg

cgg
Arg

g99
Gly

acc
Thr

180

tgg
Trp

act
Thr

gac
Asp

gcg
Ala

ttg
Leu

gtt
Val

ggc
Gly
165

agg
Arg

gta
Val

cce
Pro

agg
Arg

cac
His

ggr
Xaa

acc
Thr

999
Gly

150

ggc
Gly

acg
Thr

age
Ser

caa
Gln

gcg aag
Ala Lys

aag aga

Lys Arg

cga aga
Arg Arg

gga aag
Gly Lys

tce
Ser
aga

25
ace

Thr

gga
Gly

agq
Arg

tect
Ser

agg
Arg

cgg
Arg
10

aaa
Lys

atc
Ile

ata
Ile

gecc
Ala

cgce
Arg
90

105

120

gar gaa
Glu Glu

135

gat gtg
Asp Val

ttt gte

Phe Val

gga gag
Gly Glu

ccg gga
Pro Gly

tca
Ser

gac
Asp

aac
Asn

cet
Pro

gga
Gly

aaq
Lys

cte
Leu

gag
Glu

cca
Pro

caa
Gln

agg
Arg

gay

aag
Lys

ata
Ile

ng
Arg
75

gcg
Ala

gga
Gly

gcg
Ala

aga
Arg

aga
Arg
60

acg
Thr

gce
Ala

agc
Ser

aga
Arg

cca

Pro

© 155

170

185

200

taa

215"

gce
Ala

ctg
Leu

ccg
Pro

atg
Met

gac
Asp

tct
Ser

gga’
Gly

gga
Gly

gas
Xaa

cte
Leu
45

aaa

Lys

gat
Asp

gac
Asp

ctc
Leu

aag
Lys

agg
Arg
140

cag

Gln

ctg
Leu

ata
Ile

cee
Pro

agg
Arg

gac
Asp
30

gag
Glu

999
Gly

cgg
Arg

ttc
Phe

gag
Glu

gag
Glu
125

gaa

Glu

gga
Gly

aac
Asn

agg

cgce
Arg
205

gag
Glu
15

cte
Leu

gac
Asp

aag
Lys

atg
Met

ace
Thr
95

aac
Asn
110

gaa
Glu

aga
Arg

cct
Pro

gtt
val

999
Gly
190

ctt
Leu

gag
Glu

gag
Glu

gaa
Glu

gac
Asp

gag
Glu
80

gac
Asp

aag aag
Lys Lys

gaa gag
Glu Glu

aga gta
Arg Val

ccg agg
Pro Arg
160

cce gag
Pro Glu
175

aac cag
Asn Gln

cca ctc
Pro Leu

48
96

144
192
240

288

336
384
432
gao'
528
576
624

645



ES 2350179 T3
46

<211>214
<212> PRT
<213> virus de la hepatitis D

<400> 13

Met Ser Gln Ser Glu Gln Lys Lys Ser Arg Arg Gly Gly Arg Glu Glu
1 5 10 15

Xaa Leu Glu Lys Trp Xaa Gln Ala Arg Lys Asp Ala Xaa Asp Leu Glu
20 ' 25 30 '

Xaa Arg Leu Arg Lys Thr Lys Arg Thr Ile Lys Arg Leu Glu Asp Glu
35 40 a5

Asn Pro Trp Leu Gly Asn Val Leu Gly Ile Ile Arg Lys Gly Lys Asp
50 55 60

Gly Glu Gly Ala Pro Pro Ala Lys Arg Ala Arg Thr Asp Arg Met Glu
65 70 75 80

Val Asp Ser Gly Pro Arqg Lys Arg Ser Arg Ala Gly Asp Phe Thr Asp
: 85 90 95

Lys Glu Arg Gln ‘Asp His Arg Arg Arg Lys Ala Leu Glu Asn Lys Lys
100 105 . 110

Lys Gln Leu Asn Ala Xaa Gly Lys Ser Leu Ser Lys Glu Glu Glu Glu
115 120 125

Glu Leu Gly Arg Leu Thr Glu Glu Asp Glu Arg Arg Glu Arg Arg Val
130 135 140

Ala Gly Pro Arg Val Gly Asp Val Asn Pro Pro Gln Gly Pro Pro Arg
145 150 155 160

Gly Ala Pro Gly Gly Gly Phe Val Pro Gln Met Leu Asn Val Pro Glu
165 170 175

Ser Xaa Phe Thr Arg Thr Gly Glu Gly Leu Asp Ile Arg Gly Asn Gln
180 185 190

Gln Phe Pro Trp Val Ser Pro Gly Ala Pro Ser Pro Arg Leu Pro Leu
195 200 ) 205

Leu Glu Cys Thr Pro Gln
210

10 <210> 14
<211> 588
<212> ADN



<213> virus de la hepatitis D

<220>

<221>CDS
<222>(1)..(588)
<223> ADNCc de sHD

<400> 14

ES 2350179 T3
47



5

atg agc
Met Ser

ayc ctc
Xaa Leu

ara agg
Xaa Arg

aat cee
Asn Pro

cag
Gln

gaqg
Glu

ctc
Leu

tce gaa
Ser Glu

aaa tgg
Lys Trp

20

35

50

999 9ag
Gly Glu

65

gtc
Val

aag
Lys

aaa
Lys

gaa
Glu

gce
Ala
145

gga
Gly

tct
Ser

cag
Gln

<210> 15

gat
Asp

gag
Glu

cag
Gln

ctc
Leu
130

ggc
Gly

gcg
Ala

ycc
Xaa

ttc
Phe

<211>195
<212>PRT

tgg
Trp

gga
Gly

tece
Ser

aga
Arg

ctg
Leu
115

ggg
Gly

ccg
Pro

cce
Pro

ttc
Phe

ccg
Pro
195

cgg aag
Arg Lys

ctg ggg
Leu Gly

gct ccc
Ala Pro

gga cct
Gly Pro

cag
Gln

rtc
Xaa

acc
Thr

aac
Asn

ccg
Pro
70

85

cag gac
Gln Asp

100

aac gcg
Asn Ala

agg ttg
Arg Leu

cgg gtt
Arg Val

ggg ggc
Gly Gly

aag aaa
Lys Lys

caa gca
Gln Ala

aag aga
Lys Arg

ES 2350 179 T3

tce
Ser

aga
Arg

cgg
Arg

48

10

25

40

gtc.ctc
Val Leu

55

gcg aag
Ala Lys

agg aag
Arg Lys

cac cga
His Arg

ggr gga
Xaa Gly

acc gar
Thr Glu

2135

ggg gat
Gly Asp

150

165

acc agg
Thr Arg

180

tag

gge ttt
Gly Phe

acg gga
Thr Gly

aga
Arg

aga
Arg

aag
Lys
120

gaa

Glu

gtg
Val

gte
Val

gag
Glu

acc
Thr

gga
Gly

agg
Arg

tet
Ser

agg
Arg
105

tca
Ser

gac
Asp

aac
Asn

cct
Pro

gga
Gly

185

aaa
Lys

atc
Ile

ata
Ile

gce
Ala

agqg
Arg

gay
Asp

aag
Lys

ata
Ile

cgg
Arg

Gly Gly

gga gga agg gag
Arg Glu

15

gcg gas gac ctc
Ala Xaa Asp Leu

30

45

60

75

cgce
Arg
%0

aag

Lys

ctc
Leu

gag
Glu

cca
Pro

gcg
RAla

gcc
Ala

age
Ser

aga
Arg

cca
Pro

- 155

caa
Gln
170

ctg
Leu

atg
Met

gac
Asp

gga gac
Gly Asp

ctc gag
Leu Glu

aag gag
Lys Glu
125

agg gaa
Arg Glu
140

cag gga
Gln Gly

ctg aac
Leu Asn

ata agg
Ile Arg

aga ctc gag gac
Arg Leu Glu Asp

aga aaa ggg aag
Arg Lys Gly Lys

acqg gat cgg atg
Thr Asp Arg Met

gag

Glu

gag
Glu

gaa
Glu

gac
Asp

gag
Glu
80

ttc acc gac
Phe Thr Asp
' 95

aac aag aag
Asn Lys Lys

110

gaa gaa gag
Glu Glu Glu

aga aga gta
Arg Arg Val

cct ccg agg
Pro Pro Arg

160

gtt ccec gag
Val Pro Glu
175

ggg aac cag

Gly Asn Gln

180

48

96

144

192

240

288

336

384

432

480

528

576

588



10

<213> virus de la hepatitis D

<400> 15

Met Ser Gln Ser Glu Gln

Xaa Leu Glu Lys Trp Xaa

20

Xaa Arg Leu Arqg Lys Thr

35

Asn Pro Trp Leu Gly Asn

50

Gly Glu Gly Ala Pro Pro

65

Val Asp Ser Gly Pro Arg

Lys Glu
Lys Gln
‘Glu Leu

130
Ala Gly
145
Gly Ala

Ser Xaa

Gln Phe

<210> 16

70

85

ES 2350 179 T3

49

Lys Lys Ser Arg Arg

10

Gln Ala Arg Lys Asp

25

Lys Arg Thr Ile Lys

40

Val Leu Gly Ile Ile

55

Ala Lys Arg Ala Axg

75

Lys Arg Ser Arg Ala

Arg Gln Asp His Arg Arg Arg

100

105

Leu Asn Ala Xaa Gly Lys Ser

115

120

Gly Arg Leu Thr Glu Glu Asp
135

Pro Arg Val Gly Asp Val Asn

150

Pro Gly Gly Gly Phe Val Pro

165

Phe Thr Arg Thr Gly Glu Gly

180

Pro
195

<211> 1697
<212> ADN
<213> virus de la hepatitis D

<220>

<221> cepa

<222> (1)

. (1697)

185

90

Gly Gly Arg Glu
15

Ala Xaa Asp Leu
30

Arg Leu Glu Asp
45

Arg Lys Gly Lys
60

Thr Asp Arg Met

Gly Rsp Phe Thr
95

Glu

Glu

Glu

Asp

Glu

80

Asp

Lys Ala Leu Glu Asn Lys Lys

110

Leu Ser Lys Glu Glu Glu Glu

125

Glu Arg Arg Glu Arg Arg Val
140 .

Pro Pro Gln Gly Pro Pro Arg
160

155

170

Leu Asp Ile Arg

175

190

Gln Met Leu Asn Val Pro Glu

Gly Asn Gln



10

15

<400> 16

atgggectee
ccaagcaaag
tcaagaagag
gaacggtaga
gtectecgac
gagaaatcac
cgagtccata
gtaaagaaag
gcttatcceg
aagggaggag
gacctccggy
cacccactgg
ccycgectgge
gacccagaac
catccgagtg
aygccatgece
tttatctttt
tctacccacg
ggagactcgg
ggtcccteqgg
tcgtecttect
ccegegeteca
tcetggtcgg
tgatccgtce

gtgccgacga
agaggaggaa
gagatttccc
aaagagcgag
cecgtgaggte
ctccagagaa
gcgatgggag
caacggggct
gggaactcgg
cgggtggacc
tectecacact
ggtccgacgy
gccggetggg
tctctccagg
gacgttyygt
gacccgaaga
actggggagt
ggaattgetg
gaacatctag
gtgggttcac
cggtcaactt
gctgattett
tgaagtctce
gggccctttt

ES 2350 179 T3

agaateggat
tccecggggaa
agacgccggt
cctceegate
gaggatccecece
accctctcag
gggatgctag
agcaggtgga
ctaagcceecg
tggaacatga
ccttececeece
cctceeectt
caacattccg
ttcccagaga
ccteettegg
aggaaagaag
acactcgagg
gtttcccctt
catttgagqgg
atccccaacce
ccggagttec
cttgttctcg
cgctegggte
cgccggggga

50

<223> secuencia genomica completa de dFr910

cgataggaag
aaattctcce
ggagcaccag
cgagggggcc
gcgcagggag
cgaacaaaga
gagtcggcag
tgttecgeet
aaatgtctag
ggggaccagt
tgcgggette
tcttacctgt
aggggaccgt
gaaccgagag
atgcccaggt
gactcggacg
agtggaaggc
acgtccagtc
acaaagccgc
cgcgggccgg
tcttcectect
agggctttce
ctcttectag
gcteeccteee

tgggaggcce

aagaagagtc

ggaacaagga
ctggaccect
acageccaccce
ggcgctetga
cgaccgaagce
cceceggaggt
ttccactgte
caatccgtgg
ccagtaaaat
ggccggeatg
cccteggtaa
asaaactggct
cggaccgegq
cgaacccgtg
ggggaggccg
cacttccegt
ccececgggcge
ctactcttct
ccctgetgag
ttettcggtg
gteceggagte
cgtccttece

gagaggggct
gagagtaatc
aacaggagag
cagctctgga
ggagaagaca
ggegttgggg
gaggagaaaa
cccgagtgag
teccactteca
gattgeccceg
gaaagaaacc
gtcccageet
tggcgaatgg
ctceccttage
ggaggtggag
agtggaactc
gggtcccggg
cctggagaag
tcecetegga
ttececttcte
tgactttcce
atcctttete
gacctccatce
ttttettatt

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380

1440

attccaagga
gtcttcegga
aggatctect

tagggggaga
cccteececa

tgttccecag ccagggattt tcatcctcga gtttettgat ggttctettg 1500
gcyttttctc gagatcctcc gagtcttttc ttgettgecac ccacttctcg 1560
cecttectee tetecgaget ttettcgatt cggactgget catcetegga 1620
cggcttctgt totcttatte ttectttteg aagaggagac agcttgeege 1680
ccccggg . 1697

<210> 17

<211> 645

<212> ADN

<213> virus de la hepatitis D

<220>

<221>CDS

<222> (1)..(645)
<223> ADNc de LHD

<400> 17



atg
Met

atc
Ile

aaa
Lys

aat
Asn

9gg
Gly
65

gte
Val

cag
Gln

aat
Asn

gaa
Glu

gcc
Ala
145

gga

Gly

tct
Ser

caa
Gln

ctec
Leu

age
Ser

cte
Leu

arg
Xaa

cce
Pro
50

gag
Glu

gac
Asp

gag
Glu

cag
Gln

ctc
Leu
130

ggc
Gly

gcg
Ala

cce
Pro

ttc
Phe

gag
Glu
210

<210> 18

cag
Gln

gag
Glu

cte
Leu
35

tgg
Trp

gga
Gly

tece
Ser

aga

ctg
Leu
115

cgg
Arg

ceg
Pro

cce
Pro

tte
Phe

ceg
Pro
195

tgt
Cys

tce
Ser

aag
Lys
20

cgg

ctg
Leu

gct
Ala

gga
Gly

aag
Lys
100

agc
Ser

aag
Lys

cgg

ggag
Gly

tce
Ser
180

teg
Trp

act
Thr

gaa
Glu

tgg
Trp

aag
Lys

999
Gly

ccce
Pro

cct
Pro
85

gat
Asp

gcg
Ala

ttg
Leu

gtt
Val

ggc
Gly
165

agg
Arg

gtg
vVal

ccc
Pro

teg
Ser

gtg
val

acc
Thr

aac
Asn

ccg
Pro
70

agg
Arg

cac
His

gqq
Gly

acc
Thx

999
Gly
150

gge

Gly

acg
Thr

gac
Asp

cag
Gln

aag
Lys

caa
Gln

aag
Lys

atc
Ile
55

gcg
Ala

aag
Lys

cga
Arg

gga
Gly

gag
Glu
135

gat

Asp.

ttt
Phe

gga
Gly

ccg
Pro

taa

215

ES 2350179 T3
51

aaa
Lys

gca
Ala

aga

40
cft
Leu

aaa
Lys

agg
Arg

aga
Arg

aag
Lys
120

gaa
Glu

gtg
Val

gtc
val

agt
Ser

gga
Gly
200

gct

cgg

aga

BRla Arg Arg

aga

10

aaa

gac

Arg Lys Asp

25

acc
Thr

gga
Gly

agyg
Arg

acc
Thr

agg
105

tca
Ser

gac
Asp

aac
Asn

cct
Pro

gga
Gly
185

cccC
Pro

ate
Ile

ata
Ile

gcc
Ala

cga
Arg
90

aaa
Lys

ctc
Leu

gag
Glu

cca
Pro

caa
Gln
170

ctg

Leu

cgg
Arg

aag
Lys

ata
Ile

cgg
Arg
75

gcg
Ala

gce
Ala

agce
Ser

aga

cce
Pro
155

atg

Met

gac
Asp

cct
Pro

gga
Gly

tcg
Ser

aéa
Lys

aga
Arg
60

acqg
Thr

gga
Gly

cte
Leu

agg
Arg

agg
Azrg
140

gag
Glu

cta
Leu

gta
Val

cceC
Pro

gga
Gly

gag
Glu

cte
Leu
45

aaa
Lys

gat
Asp

gac
Asp

gag
Glu

gag
Glu
125

gaa
Glu

gga
Gly

gat
Asp

agy
Arg

cgc
Arg
205

agg
Arg

gat
Asp
30

gag
Glu

999
Gly

cag
Gln

tte
Phe

aac
Asn
110

gag
Glu

aga
Arg

cot
Pro

gtt
Val

gga
Gly
190

‘ctt
Leu

gag
Glu
15

cte
Leu

gat
Asp

aag
Lys

atg
Met

acc
Thr
95

aag
Lys

-gaa

Glu

aga
Axg

ccg
Pro

cce
Pro
175

aac
Asn

cca
Pro

gag
Glu

gag
Glu

gaa
Glu

gac
Asp

gag
Glu
80

gac
Asp

aag
Lys

gag
Glu

gta
Val

agg
160

gag

Glu

cag
Gln

ctc
Leu

48

96

144

1s2

240

288

336

384

432

480

528

576

624

645



10

<211>214

<212>PRT

<213> virus de la hepatitis D

<400> 18

Met
Ile
Lys
Asn
Gly

65

Val

Gln

Glu
Ala
145

Gly

Ser

Ser

Leu

Xaa

Pro

50

Glu
Asp
Glu
Gln
Leu
130
Gly

Ala

Pro

Gln

Glu

Leu

Trp

Gly

Ser

Arg

Leu

115

Arg

Pro

Pro

Phe

Ser

Lys

20

Arg

Leu

Ala

Gly

Lys

100

Ser

Lys

Rrg

Gly

Ser
180

Glu

Trp

Lys

Gly

Pro

Pro

85

Asp

Ala

Leu

Val

Gly

165

Arg

Ser

Val

‘Thr

Asn
Pro

70
Arg
His
Gly
Thr
Gly
150

Gly

Thr

Lys

Gln

Lys

Ile

55

Ala

Lys

Arg

Gly

Glu

135

Asp

Phe

Gly

ES 2350 179 T3

Lys

Ala

Arg

40

Leu

Lys

Arg

Arg

Lys

120

Glu

Val

Val

Ser

Ala

Arg

52

Arg Arg
10

Lys Asp

25"

Thr

Gly

Arg

Thr

Arg

105

Ser

Asp

Asn

Pro

Gly
185

Ile Lys

Ile Ile

Ala Arg
75

Arg Ala
90

Lys Ala

Leu Ser

Glu Arg

Pro Pro
155

Gln Met
170

Leu Asp

Gly
Ser
Lys
Arg

60
Thr
Gly
Leu
Arg
Arg
140
Glu

Leu

Val

Gly

Glu

Leu

Lys

Asp

Asp

Glu

Glu

125

Glu

Gly

Asp

Arg

Arg
Asp

30
Glu
Gly
Gin
Phe
Asn
110
Glu
Arg
Pro

Val

Gly
1590

Glu

Leu

Asp

Lys

Met

Thr

95

Lys

Glu

Arg

Pro

Pro

175

Asn

Glu

Glu

Glu

Asp

Glu

80

Asp

Lys

Glu

Val

Arg

160

Glu

Gln

Gln Phe Pro Trp Val Asp Pro Gly Pro Arg Pro Pro Arg Leu Pro Leu

195

Leu Glu Cys Thr Pro Gln

210

<210> 19

<211> 588
<212> ADN
<213> virus de la hepatitis D

200

205



<220>

<221>CDS
<222>(1)..(588)
<223> ADNCc de sHD

<400> 19

ES 2350179 T3
53



atg
Met

atc
Ile

aaa
Lys

aat
Asn

999
Gly
65

gtc
Val

cag
Gln

aat
Asn

gaa
Glu

gcc
Ala
145

gga
Gly

tct
Ser

caa
Gln

agc
Ser

ctec
Leu

arg
Xaa

cce
Pro
50

gag
Glu

gac
Asp

gag
Glu

cag
Gln

cte
Leu
130

ggc
Gly

gcg
Ala

cce
Pro

tte
Phe

<210>20

<211>195

cag
Gln

gag
Glu

cte
Leu
35

tgg

Trp.

gga
Gly

tcc
Ser

aga
Arg

ctg
Leu
11§

cgg
Arg

ceg
Pro

ccc
Pro

ttc
Phe

ceqg
Pro
195

tcc
Ser

aag
Lys
20

cgg

cta
Leu

gct
Ala

gga
Gly

aag
Lys
100

agc

Ser

aag
Lys

cgg
Arg

999
Gly

tcc
Ser
180

tga

gaa
Glu

tgg
Trp

aag
Lys

999
Gly

cece
Pro

cct
Pro
85

gat
Asp

gcg
Ala

ttg
Leu

‘gtt

val

ggc
Gly
165

agg
Arg

tcg
Ser

gtg
Val

acc
Thr

aac
Asn

ccg
Pro
70

agg

cac
His

999
Gly

ace
Thr

999
Gly
150

ggc
Gly

acg
Thr

aag
Lys

caa
Gln

aag
Lys

ate
Ile
55

gcg
Ala

aag
Lys

cga
Arg

gga
Gly

gag
Glu
135

gat
Asp

ttt
Phe

gga
Gly

ES 2350 179 T3

aaa
Lys

gca
Ala

aga
Arg
40

ctt
Leu

aaa
Lys

agg

aga
Arg

aag
Lys
120

gaa
Glu

gtg
Val

gtc
Val

agt
Ser

gct
Ala

aga
Arg
25

ace
Thr

gga
Gly

agg

acc
Thr

agg
Arg
105

tca
Ser

gac
Asp

aac
Asn

cct
Pro

gga
Gly
185

cgg
10

aaa
Lys

ate
Ile

ata
Ile

gce
Ala

cga
Arg
%0

aaa
Lys

cte
Leu

gag
Glu

cca
Pro

caa
Gln
170

ctg
Leu

54

aga

gac
Asp

aag
Lys

ata
Ile

cgg

75

gcg
Ala

gce
Ala

agc
Ser

aga
Arg

ccc
Pro
155

atg
Met

gac
Asp

gga
Gly

tecg
Ser

aaa
Lys

aga
Arg
60

acg
Thr

gga
Gly

ctc
Leu

agg
Arg

agg
Arg
140

gag
Glu

cta
Leu

gta
Val

gga
Gly

gag
Glu

cte
Leu
45

aaa
Lys

gat
Asp

gac
Asp

gag
Glu

gag
Glu
125

gaa
Glu

gga
Gly

gat
Asp

agg
Arg

agg

gat
Asp
30

gag
Glu

ggg
Gly

cag
Gin

tte
Phe

aac
Asn

110.

gag
Glu

aga
Arg

cct
Pro

gtt
Val

gga
Gly
190

gag
Glu
15

cte
Leu

gat
Asp

aag
Lys

atg
Met

acc
Thr
95

aag
Lys

gaa
Glu

aga
Arg

ccg
Pro

cce
Pro
175

aac
Asn

gag
Glu

gag
Glu

gaa
Glu

gac
Asp

gag
Glu
80

gac
Asp

aag
Lys

gag
Glu

gta
Val

agyg
Arg
160

gag
Glu

cag
Gln

96

144

192

240

288

336

384

432

480

528

576

588
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<212>PRT
<213> virus de la hepatitis D

<400> 20

Met
1
Ile
Lys
Asn
Gly
65
Val
Gln
Asn
Glu
Ala
145

Gly

Ser

Ser
Leu
Xaa
Pro

50
Glu
Asp
Glu
Gln
Leu
130
Gly

Ala

Pro

Gln
Glu
Leu

35
Trp
Gly
Ser
Arg
Leu
115
Arg
Pro

Pro

Phe

Ser
Lys

20
Arg
Leu
Ala
Gly
Lys
100
Ser
Lys
Arg
Gly

Ser
180

Gln Phe Pro
195

<210>21
<211> 1687
<212> ADN
<213> virus de la hepatitis D

<220>

<221> cepa

Glu

Trp

Lys

Gly

Pro

Pro

85

Asp

Ala

Leu

Val

Gly

165

Arg

Ser
Val
Thr
Asn
Pro

70
Arg
His
Gly
Thr
Gly
150

Gly

Thr

Lys

Gln

Lys

Ile
55

Ala

Lys
Arg
Gly
Glu
135
Asp

Phe

Gly

ES 2350 179 T3

Lys
Ala
Arg

40
Leu
Lys
Arg
Arg
Lys
120
Glu
Val

Val

Ser

Ala

Arg

25

Thr

Gly

Arg

Thr

105

Ser

Asp

Asn

Pro

Gly
185

Arg

10
Lys
Ile
Ile
Ala
Arg

90
Lys
Leu
Glu
Pro
Gln

170

Leu

55

Arg

Asp

Lys

Ile

Arg

75

Ala

Ala

Sex

Arg

Pro

155

Met

Asp

Gly
Ser
Lys
Arg

60
Thr
Gly
Leu
Arg
Arg
140
Glu

Leu

val

Gly

Glu

Leu

45

Lys

Asp

Asp

Glu

Glu

125

Glu

Gly

Asp

Arg

Arg

Asp

30

Glu
Gly
Gln
Phe
Asn
110
Glu
Arg
Pro
Val

Gly
190

Glu

15
Leu
Asp
Lys

Met

Thr
95

Lys

Glu

Arg

Pro

Pro
175

Asn

Glu

Glu

Glu

Asp

Glu

80

Asp

Lys

Glu

val

Arg

160

Glu

Gln
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<222> (1)..(1687)

<223> secuencia genomica completa de dFr48

<400> 21

agtgggcecac
gttcgaacte
ccaagagacgqg
aagagacggt
tggagtcatc
ggaaaaatca
agaccatagce
aaagagagca
tatcceggag
gggggtggee
ccacactcct
gtcecgecagte
ccggetggge
ctctcagaat
cgagtggacg
atgcecgacce
tttattgggg
acgggaactg
cgggaacgtg
cgggtgggtt
ccceggtcag
ccagttgctt
cggtgaaacc
tcegggeett
tgatattcce
ggagctteect
cttcectece
gtcectcagta
gttcgag

<210>22
<211> 642
<212> ADN

aagcecggegg
aagaagagaa
gaygacttte
agaaaagagc
cgaccgtatg
cctccagagg
catggggaga
acggggctag
tgcecgggeaa
tggagegteg
tcecececectge
tcatccttte
aacattccga
ctagggagat
tctgtcctee
gaagaggaaa
agtacactcg
ctgagtgcee
aagcatggtg
cacatcccea
cctcecegagt
cttcttgtte
cgacttgtge
cttegttgag
caaccaggga
ttecgagatcee
acctcgtttt
ctctettact

ES 2350 179 T3

agagatcgag
gattttcgag
cccyattggt
gagcctceca
gagaaaattt
acccctteag
gatgctagga
cgagtggatg
gtccccccat
ggccccagcea
gggctecceee
ttacctgatg
ggggaccgtc
ctecccagatt
tacggatgce
gaaggactcg
aggagtggaa
ctgacgtcca
gggacgaagc
acccgegggce
tectettett
tecgagggect
ggctttccee
ggtgctcect
ttgtcatect
tctecgatttt
ctcttectget
ttctcaagaa

<213> virus de la hepatitis D

<220>
<221> CDS

<222> (1)..(692)
<223> ADNc de LHD

<400> 22

56

gatttgggga
gaaatactcce
tgggaaaagt
gttttcgagt
ccgacaagag
cgaacggaaq
gtggggggcy
ttecegectec
gcccgttceca
gtccgtggaa
cataagatga
gccggeatgg
ccteggyaat
cgagagaaaa
caggtcggac
gacgcgaace
ggcggggagyg
gaccctcece
cccctececggg
cggctgttcet
ctteccctget
tcettegteg
taggtccgga
ccecegtectt
cgagtttett
ttcttagtte
cggcggggce
aagaggagac

ggagagggga
caagaagttc
cccggaacca
agtcccggac
gtgatccact
agactggaag
accggaacga
ccggggagcee
cggctceett
ttcaccctct
cgaggaccece
tcecagecte
ggcgaatggg
ctggctetee
cgcggggagg
cgtgagtgga

‘gcggggagga

cgtcecgggag
cgctcececte
tctttteett
gaggttcttc
gtgatcccge
atcgacctce
tcectttett
gaggcectte
cacccacttc
catctegact
tgctggtcge

accgaggggg
ccggagggat
ggaaatggga
ctatctaaat
gagggtttge
ccccagagga
ggagaaaagt
gagtgaggct
ccagaagggc
taccgettct
actcatcggg
ctcgctggceg
acccagaact
cttagcecatce
tggagatgce
aacctecgtte
gtgttacccy
aatggagatt
ggatctecge
tgctegtcett
ccteceggeqg
ctectectegt
atttgatccg
atgattccga
tgggtcttec
tcgaggatct
gg9g9g9g9gcggc
cecgeeccegt

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
300
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1687



atg
Met

cte
Leu

aag
Lys

cec
Pro

gag
Glu
85

gat
Asp

gag
Glu

caa
Gln

cte
Leu

ggc
Gly
145

gcg
Ala

cca
Pro

tte
Phe

gag
Glu

ggc
Gly

gag
Glu

cte
Leu

tgg
Trp
50

gga
Gly

tce
Ser

agg
Arg

ctg
Leu

999
Gly
130

ccg
Pro

cce
Pro

ttc
Phe

ccg
Pro

tgt
Cys
210

<210>23

<211> 213

ccce
Pro

aag
Lys

cgg
35

ttg
Leu

gca
Ala

gga
Gly

cgg
Arg

gce
Ala
115

agg
Arg

cgg
Arg

gga
Gly

tce
Ser

tog
195

act
Thr

<212>PRT
<213> virus de la hepatitis D

gcc
Ala

tgg
Trp
20

aag
Lys

gg99
Gly

cce
Pro

cct
Pro

gat
Asp
100

gce
Ala

ctg
Leu

gtt
val

999
Gly

cgg
Arg
180

ggt
Gly

ccC
Pro

gag
Glu

gtg
Val

acc
Thr

aat
Asn

cca
Pro

agg
Arg
85

cac

His

gga
Gly

acc-

Thr

ggg
Gly

ggc
Gly
165

acg
Thr

aac
Asn

caa
Gln

cag
Gln

gaa
Glu

cag
Gln

atc
Ile

acg
Thr
70

gga
Gly

cga
Arg

999
Gly

999
Gly

gat
Asp
150

tte
Phe

999
Gly

act
Thr

taa

aag
Lys

cta
Leu

aag
Lys

atc
Ile
55

aag
Lys

aag
Lys

cga
Arg

aag
Lys

gaa
Glu
135

gtg
Val

gtc
Val

gag
Glu

cct
Pro

aga
Arg

aga
Arg

ggc
Gly
40

gga
Gly

aag
Lys

ccg
Pro

agg
Arg

aac
Asn
120

gac
Asp

aac
Asn

cce
Pro

ggt
Gly

cce
Pro
200

ES 2350 179 T3

aaa
Lys

aaa
Lys
25

cte
Leu

atc
Ile

gcc
Ala

cac
His

aag
Lys
105

ctc
Leu

gag
Glu

cca
Pro

acc
Thr

ctg
Leu
185

cgc
Arg

cga
Arg
10

aat
Asn

aag
Lys

ata
Ile

€gg
Arg

aag
Lys
90

gece
Ala

agce
Ser

caa
Gln

ccec
Pro

atg
Met
170

gac
Asp

cet
Pro

57

ggt
Gly

cga
Arg

aaa
Lys

aga
Arg

acg
Thr
75

tecg
Ser

cte
Leu

agq
Arg

agg
Arg

ggc
Gly
155

ctt

Leu

gtc
val

ccc
Pro

gg99g
Gly

gag
Glu

cte
Leu

aag
Lys
60

gat
Asp

ggt
Gly

gag
Glu

gaa
Glu

aaa
Lys
140

gga
Gly

cac
His

agg
Arg

cgc
Arg

agg
Arg

gat
Asp

gag
Glu
45

gga
Gly

caa
Gln

tte
Phe

aac
Asn

gaa
Glu
125

aga
Arg

gat
Asp

gtt
Val

ggc
Gly

ctt
Leu
205

gaa
Glu

cte
Leu
30

gat
Asp

aag
Lys

atqg
Met

acc
Thr

aag
Lys
110

gaa
Glu

aga
Arg

ceg
Pro

cce
Pro

act
Thr
190

cca
Pro

gag
Glu
15

gaa
Glu

gac
Asp

gac
Asp

gag
Glu

gac
Asp
95

aag
Lys

gag
Glu

aca
Thr

agg
Arg

gaa
Glu
175

cag

Gln

cte
Leu

atc
Ile

agg

aat
Asn

999
Gly

gtc
Val
80

gag
Glu

aag
Lys

gaa
Glu

gcc
Ala

gga
Gly
160

tct

Ser

cag
Gln

cte
Leu

48

96

144

192

240

288

336

384

432

480

528

576

624

642
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<400> 23

Met Gly
1

Leu Glu
Lys Leu
Pro Trp

50

Glu Gly
65

Rsp Ser

Glu Arg

Gln Leu

Leu Gly

130

Gly Pro
145

Ala Pro
Bro Phe

Phe Pro

Glu Cys
210

<210>24

<211> 585

Pro
Lys
Arg

35
Leu
Ala

Gly

Arg

Ala

Trp

20
Lys
Gly
Pro

Pro

Asp

- 100

Ala
115
Arg
Arg
Gly
Ser
Trp

195

Thr

<212> ADN
<213> virus de la hepatitis D

<220>

<221>CDS
<222>(1)..(585)
<223> ADNc de sHD

Ala

Leu

Val

Gly

Arg
180

Gly

Pro

Glu

Val

Thr

Pro
Arg

85
His
Gly
Thr
Gly
Gly
165
Thr

Asn

Gln

Gln

Glu

Gln

Ile

Thr

70

Gly

Arg

Gly

Gly

Asp

150

Phe

Gly

Thr

Lys
Leu
Lys
Ile

55
Lys
Lys
Arg
Lys
Glu
135
Val
Val

Glu

Pro

ES 2350 179 T3

Arg

Arg

Gly

40

Gly

Lys

Pro

Arg

Asn

120

Asp

Asn

Pro

Gly

Pro
200

Lys

Lys

25

Leu

Ile

Ala

His

Lys

105

Leu

Glu

Pro

Thr

Leu

185

Arg

Arg

10
Asn
Lys
Ile
Arg
Lys

90
Ala
Ser
Gln
Pro
Met
170

Asp

Pro

58

Gly

Arg

Lys

Arg

Thr

75

Ser

Leu

Arg

Arg

Gly

155

Leu

Val

Pro

Gly

Glu.

Leu

Lys

60

Asp

Gly

Glu

Glu

Lys

140

Gly

His

Arg

Arg

Arg

Asp

Glu

45

Gly

Gln

Phe

Asn

Glu

125-

Arg

Asp

Val

Gly

Leu
205

Glu

Leu

30

Asp

Lys

Met

Thr

Lys

110

Glu

Arg

Pro

Pro

Thr

190

Pro

Glu
15

Glu

Asp

Asp

Glu

Asp

95

Lys

Glu

Thr

Arg

Glu

175

Gln

Leu

Ile

Arg
Asn
Gly
Val

80
Glu
Lys
Glu
Ala
Gly
160
Ser

Gln

Leu



<400> 24

atg
Met
1

cte
Leu

aag
Lys

ccc
Pro

gag
Glu
65

gat
Asp

gag
Glu

caa
Gln

ctc
Leu

ggc
Gly
145

gcg
Ala

cca
Pro

tte
Phe

gge
Gly

gag
Glu

cte
Leu

tgg
Trp
50

gga
Gly

tee
Ser

agg
Arg

ctg
Leu

999
Gly
130

ccg
Pro

cce
Pro

tte

Phe

ccqg
Pro

<210> 25

<211>194

cce
Pro

aag
Lys
cgg

35
ttg

Leu

gca
Ala

gga
Gly

cgg
Arg

gce
Ala
115

agg
Arg

c9g
Arg

gga
Gly

tce
Ser

tag
195

<212>PRT

gcc
Ala

tgg
Trp
20

aag
Lys

999
Gly

cee
Pro

cct
Pro

gat
Asp
100

gce
Ala

ctyg
Leu

gtt
Val

999
Gly

cgg
Arg
180

gag
Glu

gtg
Val

acc
Thr

aat
Asn

cca
Pro

agg
Arg
85

cac
His

gga
Gly

acc
Thx

999
Gly

ggc
Gly
165

acg
Thr

cag
Gln

gaa
Glu

cag
Gln

ate
Ile

acg
Thr
70

gga
Gly

cga
Arg

999
Gly

gg99
Gly

gat
Asp
150

tte
Phe

ggg
Gly

aag

Lys

cta
Leu

aag
Lys

atc
Ile
55

aag
Lys

aag
Lys

cga
Arg

aag
Lys

gaa
Glu
135

gtg
val

gte
Val

gag
Glu

ES 2350 179 T3

aga
Arg

aga
Arg

ggc
Gly
40

gga
Gly

aag
Lys

ccg
Pro

agg

aac
Asn
120

gac

Asp

daac
Asn

cec
Pro

ggt
Gly

aaa
Lys

aaa
Lys
25

cte
Leu

ate
Ile

gce
Ala

cac
His

aag
Lys

cga
10

aat
Asn

aag
Lys

ata
Ile

cgg
Arg

aag
Lys
920

gcc
Ala

105 .

cte
Leu

gag
Glu

cca
Pro

acc
Thr

ctg
Leu
185

age
Ser

caa
Gln

ccce
Pro

atg
Met
170

gac
Asp

59

ggt
Gly

cga
Arg

aaa
Lys

aga

‘acg
Thr
75

tcg

Ser

ctc
Leu

agg

agyg
Arg

ggc
Gly
155

ctt

Leu

gtc
Val

999
Gly

gag
Glu

cte
Leu

aag
Lys
60

gat
Asp

ggt
Gly

gag
Glu

gaa
Glu

agg
Arg

gat
Asp

gag
Glu
45

gga
Gly

caa
Gln

ttc
Phe

aac
Asn

gaa
Glu

- 125

aaa
Lys
140

gga
Gly

cac
His

agyg

Arg

aga
Arg

gat
Asp

gtt
Val

ggc
Gly

gaa
Glu

cte
Leu
30

gat
Asp

aag
Lys

atg
Met

acce
Thr

aag
Lys
110

gaa
Glu

aga
Arg

ccg
Pro

cce
Pro

act
Thr
150

gag
Glu
15

gaa
Glu

gac
Asp

gac
Asp

gag
Glu

gac
Asp
95

aag
Lys

gag
Glu

aca
Thr

agg
Arg

gaa
Glu
175

cag
Gln

atc
Ile

agg

aat
Asn

999
Gly

gte
val
80Q

gag
Glu

aagq
Lys

gaa
Glu

gce
Ala

gga
Gly
160

tct

Ser

cag
Gln

48
96
144

192

288
336
384
432
480
528
576

585
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<213> virus de la hepatitis D

<400> 25

Met

Leu

Lys

Pro

Glu

65

Asp

Glu

Gln

Leu

Gly

145

Pro

Phe

Gly

Glu

Leu

Trp

50

Gly

Ser

Arg

Leu

Gly

130

Pro

Pro

Phe

Pro

<210> 26
<211> 1680
<212> ADN
<213> virus de la hepatitis D

<220>
<221> cepa

Pro
Lys
Arg

35
Leu
Ala
Gly
Arg
Ala
115
Arg
Arg

Gly

Ser

Ala

20

Lys

Gly

Pro

Pro

Asp

100

Ala

Leu

Val

Gly

Arg
180

<222> (1) .. (1680)

<223> secuencia genomica completa de dFr644

Glu
Vgl
Thr
Asn
Pro
Arg

85
His
Gly
Thr
Gly
Gly

165

Thr

Gln
Glu
Gln
Ile
Thr

70
Gly
Arg
Gly
Gly
Asp
150

Phe

Gly

Lys
Leu
Lys
Ile

55
Lys
Lys
Arg
Lys
Glu
135
Val

Val

Glu

ES 2350179 T3
60

Arg
Arg
Gly

40
Gly
Lys
Pro
Arg
Asn
120
Asp
Asn

Pro

Gly

Lys
Lys

25
Leu
Ile
Ala
His
Lys
105
Leu
Glu
Pro

Thr

Leu
185

Arg
10

Asn

Lys

Ile

Arg

Lys

90

Ala

Ser

Gln

Pro

Met

170

Asp

Gly
Arg
Lys
Arg
Thr
75
Ser
Leu
Arg
Arg
Gly
155

Leu

Val

Gly
Glu
Leu
Lys

60
Asp
Gly
Glu
Glu
Lys
140
Gly

His

Arg

Arg

Asp

Glu

45

Gly

Gln

Phe

Asn

Glu
125

Arg

Asp

Val

Gly

Glu

Leu

" 30

Asp

Lys

Met

Thr

Lys

110

Glu

Arg

Pro

Pro

Thr
190

Glu
15

Glu

Asp

Asp

Glu

Asp

95

Lys

Glu

Thr

Arg

Glu

175

Gln

Ile

Arg

Asn

Gly

Val

80

Glu

Lys

Glu

Ala

Gly

160

Ser

Gln



10

15

<400> 26

atgggccaag agccgacgaa
gaagccaaag agtggaaaca
caggagggag ggtgaatcce

ggctaggtag
agtcatccga
caagacacct
cgtagctaga
atggcaacgg
ccggggaact
ggcaggactt
ccacactect
gcgecctect
cgggcaacat
ggattceccte
tectgtectee
gaagaggaaa
gggtacactc
gctggtetce
ctagcatcct
tcacaccccce
acctcctgag
tettettgtt
ctcecttgeg
tettegetgg
ccagccagqgg
tttcgaggte
ctccecttceg
gtgctcttac

<210>27
<211> 645
<212> ADN

<213> virus de la hepatitis D

<220>
<221> CDS

aaaagagcga
gcttagggtt
ccagaggacc
gggggagatg
ggctagcagg
cggactggtc
ggagcaccgg
tceccceegeg
ccctttctta
tccgagggga
atggggatcg
ttecggatgee
gaaggagacce
gaggagtgga
cctgatgtec
agggacaaat
atcctgcggg
tteccecttet
ctecgagggece
actcttcttc
gggagctccc
attttcatcc
ttccagatct
ttctetette
tctttacagt

<222>(1)..(645)
<223> ADNc de LHD

<400> 27

ES 2350 179 T3

61

gaggtcgaag gaggagaagg agtgagtccc caaggggttc 60
ctcgaggaag agggagtccc aagagggcga ggggagettt 120
cgagrcgctqg gagactcccg gaatgaggaa agtggggata 180

gcctcccaaa
gaatgtagcg
ccttcagega
ctgggagtag
agggtgttcc
ccggactgec
gaattccgag
ggceccceceqg
cctgtggeeg
ccgtececeeg
agggggagag
caggtecggac
ggacgcaaac
aggcggggag
agtcecatcce
ccgccecccgg
ccggccgetce
tcctectege
ttecttette
cccggaccgg
tccecectgect
tcgagtctct
tttcttgett
gcatcggact

agaaagagga

tcgagattgc
cagagggagyg
acagaagagt
ggggagatcg
gcccceegge
ggctccaggg
caactccatg
taaagtggag
gcatggtccce
gtaatggcag
ctggcactcc
cacggggagyg
ctgtgagtgg
9999999c99
cgtgtctggt
gcgctceect
ttetttctcet
tgagcecttett
ggtgatcect
agtcgaccte
teccetttet
tgatgttcct
cgacccactt
ggctcatcectc
gactgctgga

cctgaaccta
aagccaccag
ctgtccecag
aagcgaggag
ggggcegagt
gcccactcca
gtagactceg
aacccceacte
agectectcg
atgggaccca
cttagccatce
tggagatgce
aactctcdtc
tctttgtece

gaatggagac.

cggacttcct
tttctcgtct
ccetecggag
cctetceteg
catctgatct
tattattccg
cctegtcette
tgagaggaca
ggcgagggcg
tgecececgece

tcragtttgg
gagccggaga
atgagaagag
gaaagtaaag
gaggcttatc
aaggaccgag
teccecttet
cgcagggtcece
€ggcgecggc
ggcttcccee
cgagtggacg
atgecegacce
ctttattggg
tatggaaatt
tccggaacac
ccgggagggt
tcaacgatca
gacagttgct
teggtgaate
gttcgggcte
aggatgttce
cggatcctct
tecctceegte
gcgatcctca

gggeycgage

240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680



atg agce
Met Ser

gtc cte
Val Leu

aag agg
Lys Arg

aat ccc
Asn Pro
50

ggg gag
Gly Glu

65

gtc gac
Val Asp

gag gag
Glu Glu

aag caa
Lys Gln

gaa ctc
Glu Leu
130

gece gge
Ala Gly
145

gga gcg
Gly Ala

tet ceca
Ser Pro

caa ttt
Gln Phe

ctec gag
Leu Glu
210

<210> 28

cag
Gln

tca
Ser

atc
Ile
35

tgg
Trp

gga
Gly

tce
Ser

agg
Arg

ctg
Leu
115

agg
Arg

ccg
Pro

cce
Pro

ttc
Phe

cca
Pro
195

tgt
Cys

tce
Ser

aag
Lys
20

cgg

ctg
Leu

gct
Ala

ggt
Gly

agg

100
tcc

Ser

agg

cag
Gln

gg99
Gly

acc
Thr
180

tgg
Trp

acc
Thr

gat
Asp

tag
Trp

aag
Lys

999
Gly

cce
Pro

‘ccg
Pro
85

gat
‘Asp

tce
Ser

ttg
Leu

gat
Asp

ggc
Gly
165

aga

Arg

gga
Gly

cee
Pro

gcg aag
Ala Lys

gtc gaa
Val Glu

acg agg
Thr Arg

aac atc
Asn Ile
55

cca gcg
Pro Ala
70

gg9g aaqg
Gly Lys

cac cga
His Arg

gga ggg
Gly Gly

atc gtt
Ile Val
135

gagg ggt
Gly Gly
150

aga ttt
Gly Phe

cac ggg
His Gly

caa aga
Gln Arg

caa taa
Gln
215

ES 2350179 T3
62

aga
Arg

gca
Ala

agg
Arg
40

ctc
Leu

aag
Lys

aag
Lys

aga

aag
Lys
120

gaa
Glu

gtg
Val

gtc
Val

gat
Asp

ccg
‘Pro
200

gaa
Glu

aga
Arg
25

aac
Asn

gga
Gly

aga
Arg

agt
Ser

agg
105

aag
Lys

gac
Asp

aac
Asn

cct
Pro

gga
Gly
185

ccc
Pro

cga
Arg
10

aaa
Lys

atc
Ile

ata
Ile

gce
Ala

cgc
Arg
S0

aag
Lys

ctc
Leu

gag
Glu

cct
Pro

agg
Arg
170

ctg
Leu

cce
Pro

agg
Arg

gat
Asp

aaq
Lys

éta
Ile

cga
Arg
18

aaq
Lys

gcc
Ala

agc
Ser

aaa
Lys

cce
Pro
155

atg
Met

gac
Asp

cct
Pro

gga
Gly

ctg
Leu

aga
Arg

aga
Arg
60

aca
Thr

gga
Gly

cte
Leu

gag
Glu

aga
Arg
140

gga
Gly

cta
Leu

atc
Ile

cce
Pro

gga
Gly

gaa
Glu

cte
Leu
45

aag
Lys

gat
Asp

gga
Gly

gag
Glu

gag
Glu
125

gaa
Glu

gga
Gly

ggt
Gly

agg
Arg

cgc
Arg
205

€99

gac
Asp
30

gag
Glu

999
Gly

cag
Gln

ttc
Phe

aac
Asn
110

gaa
Glu

aga
Arg

agt
Ser

gtt
Val

gga
Gly
150

ctt
Leu

gag
Glu
15

cte
Leu

gat
Asp

aag
Lys

atg
Met

ace
Thr
85

aag
Lys

gaa
Glu

aga
Axg

ccg
Pro

ccg
Pro
175

gac
Asp

cca
Pro

gat
Asp

gaa
Glu

gaa
Glu

gca
Ala

gag
Glu
80

gac
Asp

aag
Lys

999
Gly

gcg
Ala

agg
Arg
160

gag
Glu

cag
Gln

ctc
Leu

48

96

144

192

240

288

336

384

432

480

528

576

624

645



ES 2350179 T3
63

<211>214
<212>PRT
<213> virus de la hepatitis D

<400> 28

Met Ser Gln Ser Asp Ala Lys Arg Glu Arg Arg Gly Gly Arg Glu As
1 3 10 - 15

val Leu Ser Lys Trp Val Glu Ala Arg Lys Asp Leu Glu Asp Leu Gl
20 25 30

Lys Arg Ile Arg Lys Thr Arg Arxg Asn Ile Lys Arg Leu Glu Asp Gl
35 40 45

Asn Pro Trp Leu Gly Asn Ile Leu Gly Ile Ile Arg Lys Gly Lys Al
50 55 60 ’

Gly Glu Gly Ala Pro Pro Ala Lys Arg Ala Arg Thr Asp Gln Met Gl
65 70 75 8

Val Asp Ser Gly Pro Gly Lys Lys Sexr Arg Lys Gly Gly Phe Thr Asp
85 90 95

Glu Glu Arg Arg Asp His Arg Arg Arg Lys Ala Leu Glu Asn Lys Lys
100 105 110

Lys Gln Leu Ser Ser Gly Gly Lys Lys Leu Ser Glu Glu Glu Glu Gly
115 120 125

Glu Leu Arg Arg Leu Ile Val Glu Asp Glu Lys Arg Glu Arg Arg Ala
130 135 140

Ala Gly Pro Gln Asp Gly Gly Val Asn Pro Prc Gly Gly Ser Pro Arg
145 150 155 160

Gly Ala Pro Gly Gly Gly Phe Val Pro Arg Met Leu Gly Val Pro Glu
165 170 175

Ser Pro Phe Thr Arg His Gly Asp Gly Leu Asp Ile Axg Gly Asp Gln
180 185 190

Gln Phe Pro Trp Gly Gln Arg Pro Pro Pro Pro Pro Arg Leu Pro Leu
195 200 205

Leu Glu Cys Thr Pro Gln
210

<210>29

<211> 588

<212> ADN

<213> virus de la hepatitis D



<220>

<221> CDS
<222>(1)..(588)
<223> ADNc de sHD

<400> 29

ES 2350179 T3
64



ES 2350179 T3
65

atg agc cag tee gat geg aag aga gaa cga agg gga gga cgg gag gat 48
Met Ser Gln Ser Asp Ala Lys Arg Glu Arg Arg Gly Gly Arg Glu Asp

gtc ctc tca aag tgg gtc gaa gca aga aaa gat ctg gaa gac ctc gaa 26
Val Leu Ser Lys Trp Val Glu Ala Arg Lys Asp Leu Glu Asp Leu Glu
20 25 30

aag agg atc cgg aag acy agg agg aac atc aag aga ctc gag gat gaa 144
Lys Arg Ile Arg Lys Thr Arg Arg Asn Ile Lys Arg Leu Glu Asp Glu
35 40 ) " 45

aat ccc tgg ctg ggg aac atc ctc gga ata ata aga aag ggg aag gca 192
Asn Pro Trp Leu Gly Asn Ile Leu Gly Ile Ile Arg Lys Gly Lys Ala

ggg gag gga gct ccec cca geg aag aga gce cga aca gat cag atg gag 240
Gly Glu Gly Ala Pro Pro Ala Lys Arg Ala Arg Thr Asp Gln Met Glu
65 70 15 80

gtc gac tcc ggt ccyg ggg aag aag agt cgc aag gga gga ttc acc gac 288
Val Asp Ser Gly Pro Gly Lys Lys Ser Arg Lys Gly Gly Phe Thr Asp
"85 %0 95

gag gag agg agg gat cac cga aga agg aag gcc ctc gag aac aag aag 336
Glu Glu Arg Arg Asp His Arg Arg Arg Lys Ala Leu Glu Asn Lys Lys
100 105 110

aag caa ctg tcc tcec gga ggg aag aag ctc agc gag gag gaa gaa ggg 384
Lys Gln Leu Ser Ser Gly Gly Lys Lys Leu Ser Glu Glu Glu Glu Gly
115 7 ’ 120 125

gaa ctc agg agg ttg atc gtt gaa gac gag aaa aga gaa aga aga gcg 432
Glu Leu Arg Arg Leu Ile Val Glu Asp Glu Lys Arg Glu Arg Arg Ala
130 135 140

gcc gge ccg cag gat gag ggt gtg aac cct cece gga gga agt ccg agg 480
Ala Gly Pre Gln Asp Gly Gly Val Asn Pro Pro Gly Gly Ser Pro Arg
145 150 155 160

gga gcg ccc ggg ggc gga ttt gtc cct agg atg cta ggt gtt ccg gag 528
Gly Ala Pro Gly Gly Gly Phe Val Pro Arg Met Leu Gly Val Pro Glu
165 : 170 175

tet cca ttc acc aga cac ggg gat gga ctg gac atc agg gga gac cag 576
Ser Pro Phe Thr Arg His Gly Asp Gly Leu Asp Ile Arg Gly Asp Gln
180 185 _ 190

caa ttt cca tag 588
Gln Phe Pro
195

<210>30

<211>195

<212>PRT

<213> virus de la hepatitis D



10

<400> 30

Met

1

Val

Lys

Asn

Gly

65

Val

Glu

Lys

Glu

Ala

145

Gly

Ser

Gln

Ser
Leu
Arg
Pro

50

Glu

Asp
Glu
Gln
Leu
130
Gly
Ala

Pro

Phe

<210> 31
<211>25
<212> ADN
<213> virus de la hepatitis D

<400> 31

Gln
Ser
Ile

35

Trp

Gly

Ser

Arg

Leu

115

Arg

Pro

Pro

Phe

Pro.

195

ES 2350 179 T3

Ser Asp Ala Lys Arg Glu Arg
5

10

Lys Trp Val Glu Ala Arg Lys

20

25

Arg Lys Thr Arg Arg Asn Ile

40

66

Arg Gly

Asp Leu

Lys Arg

Leu Gly Asn Ile Leu Gly Ile Ile Arg

55

Ala Pro Pro Ala Lys
70

Gly Pro Gly Lys Lys
85

Arqg Asp His Arg Arg
100

Sexr Ser Gly Gly Lys
120

Arg Leu Ile Val Glu
135

Gln Asp Gly Gly Val
150

Gly Gly Gly Phe Val
165

Thr Arg His Gly Asp
180

gaggaaagaa ggacgegaga cgeaa

60

Arg Ala Arg Thr

Ser

Arg

105

Lys

Asp

Asn

Pro

Gly
185

Arg

90
Lys
Leu
Glu
Pro
Arg

170

Leu

15

Lys Gly

Ala Leu

Ser Glu

Lys Arg

140

Pro Gly
155

Met Leu

Asp Ile

Gly Arg

Glu Asp

30

Leu Glu
45

Lys Gly

Asp Gln

Gly Phe

Glu Asn
110

Glu Glu
125

Glu Arg
Gly Ser

Gly Val

Arg Gly
190

Glu Asp
15

Leu Glu
Asp Glu
Lys Ala

Met Glu
80

Thr Asp
9s

Lys Lys
Glu Gly
Arg Ala

Pro Arg
160

Pro Glu
175

Asp Gln
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15

20

25

30

35

ES 2350179 T3
67

<210> 32

<211>21

<212> ADN

<213> virus de la hepatitis D

<400> 32
accccctega aggtggatcga 21

<210>33

<211>22

<212> ADN

<213> virus de la hepatitis D

<400> 33
catgccgace cgaagaggaa ag 22

<210>34

<211>24

<212> ADN

<213> virus de la hepatitis D

<400> 34
gaaggaaggc cctcgagaac aaga 24

<210>35

<211>24

<212> ADN

<213> virus de la hepatitis D

<400> 35

ctccagagga ccccttcage gaac 24

<210>36

<211>24

<212> ADN

<213> virus de la hepatitis D

<400> 36



10

15

20

25

30

35

cccgegggtt ggggatgtga accc 24

<210> 37

<211>23.

<212> ADN

<213> virus de la hepatitis D

<400> 37
gtacactcga ggagtggaag gcg 23

<210> 38

<211>21

<212> ADN

<213> virus de la hepatitis D

<400> 38
tetgttcget gaaggggtect 21

<210> 39 <211> 22 <212> ADN
<213> virus de la hepatitis D

<400> 39

ccagaggacc ccttcagcga ac 22

<210> 40

<211>20

<212> ADN

<213> virus de la hepatitis D

<400> 40

aacaccctcc tgetagcece 20

<210> 41

<211>22

<212> ADN

<213> virus de la hepatitis D

<400> 41

ES 2350179 T3
68



10

15

20

25

30

35

ccggagttce tcttectect cc 22

<210>42

<211>23

<212> ADN

<213> virus de la hepatitis D

<400> 42
gttcgegtee gagtecttet ttc - 23

<210>43

<211>20

<212> ADN

<213> virus de la hepatitis D

<400> 43
gagctttctt cgattcggac 20

<210> 44

<211>20

<212> ADN

<213> virus de la hepatitis D

<400> 44
gactggtcce ctcatgttcc 20

<210>45

<211>22

<212> ADN

<213> virus de la hepatitis D

<400> 45
gttcgctgaa ggggtectet gg = 22

<210> 46

<211>24

<212> ADN

<213> virus de la hepatitis D

ES 2350179 T3
69



10

15

20

25

30

<400> 46
tcatcctcga gtctcttgat ggte

<210> 47

<211>20

<212> ADN

<213> virus de la hepatitis D

<400> 47

aacatccact cgctagccce 20
<210> 48

<211> 396

<212> ADN

<213> virus de la hepatitis D

<400> 48

catgccgacc cgaagaggaa

tttattgagg
atggaaactg
ccgggacace
cgggagggtt
cggcggtcaa
acagctgctt

ggtacactcg
tcggtctcct
tagcagttga
cacatcecceca
cttcctgagt
cttcttgtte

<210> 49

<211> 397

<212> ADN

<213> virus de la hepatitis D

<400> 49

catgccgacce
ctttactggg
cacgggtact
tcrggaacac
ccgggtgggt
tccteggtca
ctcagttgtt

cgaagaggaa
gagtacactc
getggtteee
ctagcatttg
tcacateccee
acttccggag
tcttcttgtt

ES 2350 179 T3

24

agaaggattc
aggagtggaa
cggatgtcga
ggaacgaagc
aceccgegggce
tcctettett
tcgagggect

agaaggactc
gaggagtgga
cctcacgtece
agggacaaag
aacccgcggg
ttecctettee
ctcgagggcc

70

ggacgcaaac
ggcggggagg
gtccctctce
cgcceeeggg
cggctattct
cctecttget
tcctte

ggacgcgaac
aggcggggag
agtccctceccee
ccgeccecgg
ccggctacte
tcecteettge
ttcectte

ctgtgagtgg
gggggtcgga
cgttctggag
cgctcececte
tcttgctett
gagggacttt

tcgtgagtgg
gceggggtec
ccgteetgga
gegetecect
ttctttctet

‘tragtgactt

aagttcgctc
ctaggtcect
aagggggact
ggtggtcecct
tgctegteat
cctcectgegg

aaacttattc
cgggyytace
gaagggagac
cggagatgtt
tetctegtet
tectecegeg

60

120
180
240
300
360
396

60

120
180
240
300
360
397
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20

25

<210> 50
<211>397
<212> ADN

<213> virus de la hepatitis D

<400> 50

catgccgace
ctttattggg
yacgggaact
tcgggaacgt
ccgggtgggt
tccecggtea
gccagttgct

cgaagaggaa
gagtacactc
gctgagtgece
gaagcatggt
tcacatccce
gecteecgag
tcttettgtt

ES 2350 179 T3

agaaggactc
gaggagtgga
cctgacgtec
ggggacgaag
aacccgcggg
ttcctettet
ctcgagggcece .

71

ggacgcgaac
aggcggggag
agaccctecce
ccecectecgg
ccggetgtte
tctteeetge
ttectte

ccgtgagtgg
ggcggggagg
ccgtececggga
gcgcteccct
ttettttect
tgaggttctt

aaacctegtt
agtgttaccc
gaatggagat
cggatctceg
ttgectegtet
cccteecggeg

60

120
180
240
300
360
397

<210> 51

<211>410

<212> ADN

<213> virus de la hepatitis D

<400> 51

aygccatgcc gacccgaaga aggaaagaag gactcggacg cgaacccgtg agtggaactc 60
tttatctttt actggggagt acactcgagg agtggaaggc ggggaggceg gggtcceggg 120

tctacccacg ggaattgetg gtttcccectt acgtccagtc
ggagactcgg gaacatctag catttgaggg acaaagccge
ggtcectegg gtgggttcac atccccaace cgecgggecgg
tcgtcttcet cggtcaactt ccggagttcc tcttectect
ccecgegetca getgattett cttgttecteg agggetttec

<210> 52

<211>397

<212> ADN

<213> virus de la hepatitis D

<400> 52

cacttcccgt cctggagaag 180
ccecegggege tcccctegga 240
ctactcttet ttccettete 300
ccctgctgag tgactttccc 360
ttcttcggtg 410



10

15

20

25

catgccgace
ctttattggg
yacgggaact
tcgggaacgt
tgtggtgggt
tcytcggtcea
ttcagctgtt

<210> 53
<211>399
<212> ADN

<213> virus de la hepatitis D

<400> 53

catgccgacc
tettttactg
cccacgggaa
actcgggaac
cctcgggtgg
cttccteggt
cgctcagetg

<210> 54
<211>397
<212> ADN

<213> virus de la hepatitis D

<400> 54

catgccgacc
ctttattggg
tatgggaact
tccgggacte
gggggagggt
tecgacggtca
gagagttgct

<210>55
<211>397
<212> ADN

<213> virus de la hepatitis D

<400> 55

cgaagaggaa
gagtacactc
gctggttcce
tcagcatttg
tcacatcccc
acctcccgag
tettettatt

cgaagaagga
gggagtacac
ttgctggttt
atctagcatt
gttcacatce
caacttccgg
attcttcttg

cgaagaggaa
gagtacactc
gctggtttcce
ctagcagttg
teacatcecce
gectegegag
tectcttgtt

ES 2350 179 T3

agaaggactc
gaggagtgga
ccttatgtcc
agggacaaag
aaccecgeggqg
ttcctettet
ctcgagggcece

aagaaggact
tcgaggagtg
ccccttacgt
tgagggacaa
ccaaccegeq
agttcctctt
ttctegaggg

agaaggattc
gaggagtgga
tcggatgtcc
aggaacgaag
aacccgeggg
ttcectettet
ctcgagggcec

72

ggacgcgaac
aggcggggag
agtcectctce
ccgececcgyg
ccggctacte
tcctecttge
ttcette

cggacgcgaa
gaaggcgggg
ccagtccact
agecgeeccce
ggccggctac
cctectecct
ctttecectte

ggacgcaaac
aggcggggag
agtccatcce
ccgececcegg
ccggctgtte
tcttecttge
ttcctte

ccgtgagtag
acggggctee
ccgtectggt
gecgctecect
ttctttcect
tgagtgactt

cccgtgagtg
aggccggggat
tceccgtectg
gggcgetece
tecttetttee
gctgagtgac

ctgtgagtgg
ggggggtcgg
ccgtcctgga
gecgctecect
ttettgetet
cgaggttctt

aaccttattc
cgggcttace
gaaggragac
cggaggtcecc
tctctegtet
teecyecececgeg

gaactecttta
cceggatcta
gagaagggag
cteggaggtc
cttctectegt
tttcecececeg

aaattctctt
actaggaacc
gaatggtgac
cgaaggcgeg
tttctegtec
tcectececgeg

60

120
180
240
300
360
397

60

120
180
240
300
360
399

60

120
180
240
300
360
397
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15

20

25

catgccgacce
ctttattggg
tacgggaact
tcgggaacgce
tcgggwgggt
tccteggtcea
gagagttgct

<210> 56
<211>397
<212> ADN

<213> virus de la hepatitis D

<400> 56

catgccgacc
ctttattggg
tatggaaact
tcgggaacga

tcgggtgggt
tccctggtcea
gagagttgct

<210> 57
<211>396
<212> ADN

<213> virus de la hepatitis D

<400> 57

catgccgacc
tttattgggg
atggaaactg
ccgggactcc
cgggagggtt
cgacggtcaa
agagttgctt

<210> 58
<211> 398
<212> ADN

<213> virus de la hepatitis D

cgaagaggaa
gagtacactc
gctggtttce
ccagcatttg
tcacatececce
acttccggag
tcctettgtt

cgaagaggaa
gagtacactc
gectggttwee
gatgcatggt
tcacatccecce
gcctceaggag
tcctettgtt

cgaagaggaa
ggtacactcg
ccggtttect
tagcagttga
cacatcccca
cctctcgagt
cctcttgtte
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agaaggactc ggacgcgaac tcgtgagtgg
gaggagtgga aggcggggag gccggggtcece
tcttatgtce agtccctctc ccgtectaga
agggacaaag ccgcccccgg gcegctecect
aacccgeggg ccggctactc ttoctttceect
ttcectcttee tectecectge tgaggttett

73

ctcgagggcee ttectte

agaaggactc
gaggagtgga
cctcacgtcc
tgggacgaag
aacccgeggg
ttecctcttet
ctcgagggcece

agaaggattc
aggagtggaa
cggacgtcga
ggaacgaagc
acctgcgggc
tectettect
tcgagggect

ggacgcgaac
aggeggggag
agaccttcte
cccccteegg
ccggctatte
tcttecttge
ttectte

ggacgcaaac
ggcggggagg
gtccctctee
cgcececccggg
cggctactct
ccteettget
tcctte

tcgtgagtgg
ggcggggagg
ccgteecggga
gegetecect
ttettttect
tgaggttctt

ctgtgagtgg
gggggtcgga
cgttctggag
cgctcececte
tcttgctctt
gaggttcttt

aaccttaatc
cgagcttacc
gaagggagac
cggaggttcc
tetetegtet
teccteccgeg

acacctegtt
agtgttacce
gaatggagat
cggacttcce
ttgctegtea
tectecegeg

aagctttctc
ctaggtcccey
aagggggact
ggtggtccct
tgctcgtett
ccteccecgegg

60
120
180
240
300
360
397

60

120
180
240
300
360
397

60

120
180
240
300
360
396
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<400> 58

catgccgacc
cctttattgg
ctatggaaat
ctccggaaca

tcegggaggyg
ttcaacgatc

ggacagttgce

<210> 59
<211>10
<212>PRT

<213> virus de la hepatitis D

<400> 59

cgaagaggaa
ggggtacact
tgctggtctce
cctagcatce
ttecacaccce
aacctcctga
ttcttettgt
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agaaggagac
cgaggagtgg
ccctgatgtce
tagggacaaa
catcctgegg
gtteccecttce
tctcgaggge

74

cggacgcaaa
aaggcgggga
cagtccatcc
tccgeccecg
gcecggeeget

ttcctecteg

cttcctte

Arg Leu Pro Leu Leu Glu Cys Thr Pro Gln

1

<210> 60
<211>9
<212>PRT

<213> virus de la hepatitis D

<400> 60

5

10

Trp Gly Pro Ser Pro Thr Pro Pro Pro

1

<210> 61
<211>9
<212>PRT

<213> virus de la hepatitis D

<400> 61

5

Trp Val Xaa Pro Gly Pro Arg Pro Pro

1

5

cctgtgagtg
g99999999c9g
ccgtgtctgg
ggcgetccece
cttetttcte
ctgagcttet

gaactctedt
gtctttgtcce
tgaatggaga
tcggacttce
ttttetegte
tccctccgga

60

120
180
240
300
360
398
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<210> 62

<211>9

<212>PRT

<213> virus de la hepatitis D

<400> 62

Trp Val Ser Pro Gly Ala Pro Ser Pro
1 5

<210> 63

<211>9

<212>PRT

<213> virus de la hepatitis D

<400> 63

Trp Val Asp Pro Gly Pro Arg Pro Pro
1 5

<210> 64

<211>9

<212>PRT

<213> virus de la hepatitis D

<400> 64

Trp Gly Asn Thr Pro Pro Arg Pro Pro
1 5

<210> 65

<211>9

<212>PRT

<213> virus de la hepatitis D
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<400> 65

Trp Gly Gln Arg Pro Pro Pro Pro

1

<210> 66
<211> 1685
<212> ADN

5

<213> virus de la hepatitis D

<220>
<221> cepa

<222> (1)..(1685)

<223> secuencia genomica completa de Pt26

<400> 66

atgggccgcea
gcccactaaa
agagagagga
ggaacggtag
agtcatccgg
ggagaactca
aagaccgtag
aaagaaagcc
atcccgggga
acggaggggg
ccecgeggea
ttggggtceg
tggcgecgge
gaactctcte
agtaggacgt
tgcegacccg
ttattggggg
cgggaatccee
cggaactcca
aggagggttc
ctcggtcaac
gagttgcttce
ggtgaacccg
tcgggeectce
gatgtteccce
gaggtctcte
ttcccttect
cggtccteag
ccggg

<210> 67
<211> 1688

taccgagcga
gagtagagga
gaatccccat
aaaagagcga
gccgaagggt
cctccagagg
cgatggggga
acggggctag
actcggtaat
gtgactagga
cactccttee
ctgttccatt
tgggcaacat
tagattcceca
ctgtcctcct
aagaggaaag
gtacactega
tgggttcctc
gtcatttgag
acatccccaa
ctcctgagtt
ctcttagttet
ctcttgtgag
ttcgecegggg
agccagggat
tcgagctccet
ccecteecgge
ttctctectat
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aggataccgg
attctcggaa
gacgctggaa
gectcetegat
tgagacgcac
accccttcag
gatgctagga
cgagtggatg
tegeeecgaa
atcaggatcc
cccetgeggg
ctttcttace
tccgagggga
gagagaatcg
acggatgcce
aagaacacgg
ggagtggaag
tgatgtceag
ggacgaatcc
cccgegggec
cctettette
cgagggcctt
gcctcetteat
gagctcecte
tttcatcecte
ctgcctttet
ccttcctega
tctttettga

76

Pro

taaggggaga
agctctcceca

gagactteccg
acgaaagggc
ccacagacgg
cgaacagagg
gtaggcggcg
ttcecgeccceca
atgaggactc
agtggatccg
cccececeata
ttgtggeegg
ccgteceteg
agagaaaact
aggtcggacc
acgcgaacce
gcgetgceeeg
tcectetece
gcecceeggge
ggctactctt
ctcectgetyg
ccttetgegg
aggtccggag
ccegtectte
gagtctcttg
tettgtggag
ctcgggttgg
aagaggagac

ggaggaatce
agaagaacca
ggtaaccaag
cgecgagecta
gagcctceag
agtctctace
accgaagecga
aggggagccg
cggggtcecc
tgggaattat
agatggcagg
catggtccca
gtaatggcga
ggctctcecct
gceggggaggt
gtaagtggaa
gggggaaccg
gtccgagtga
gctccecceteg
ctttceette
aggttcttte
tgatcctcee
tcgaccteea
ccttttetta
atggtctttc
atccactttt
ctcatcectceg
tgctggacca

cgaggggatc
gaatccctca
tcaaggagaa
tcgagtttgg
gagggtttga
tcggaggaga
ggaggaaagc
agtgaggctt
ttccgaagga
ceccgttccac
aacccactca
gecctectege
atgggaccca
tagccatecg
ggagatgcca
ccctgatect
gatttaccta
agggagactc
gacttcctee
tctegtette
ctcecegegga
tctecttgte
tctgatectgt
tgattcecag
tggcctteeg
cgaggatttc
gcgagggcga
aacgcccgag

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
500
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1685
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<212> ADN

<213> virus de la hepatitis D

<220>
<221> cepa

<222> (1)..(1688)

ES 2350 179 T3

<223> secuencia genomica completa de Pt62

<400> 67

atgggccgca
ccccactaaa
aagagagaga
aggaacggta
agtcatccqgg
gagaatccac
aagaccatag

‘taaagaaagc

tatccegagqg
acggagaggqg
ctcegeggea
ttggggtceg
tggcgecgge
gaactctcte
agtaggacgt
tgcegacecg
ttattggggg
cgggaatccc
cggaactcca
aggagggttc
aatggtcaac
gagttggttc
ggtgaacccg
tecgggcecte
gatgttccce
gaggtctctc
ttcecttect
cggtcctcag
gagteggg

agccgaacga
gagtggaaga
atggatcccc
gaaaagagcg
gccaaagggt
ctccagagga
cgataggaag
aacggggcta
aactcggegt
ggtgactagg
cactccttece
ctgttccatt
tgggcaacat
tagatteccca
ctgtcctcet
aagaggaaag
gtacactcga
cggtecgecte
gtcatttgag
acatccccaa
ctectgagtt
ttcttgttet
ctettgtgag
ttegeecgggg
agccagggat
tcgagctctt
ccecteegge
ttctctetat

aggattccgg
attctcggga
atgacgctgg
agcctctcga
tgaaaaatcc
ccceectcaa
agatgctagg
gcgagtggat
atcgtcecga
aatcgggctce
cccetgeggg
ctttcttace
tccgagggga
gagagaatcg
acggatgcce
aagaacacgg
ggagtggaag
tgatgtccag
ggacgaagcc
ccegegggec
cctcttette
ggagggcctt
gtttcttect
gagctcecte
tgtecatecte
ccgecttttt
ttttectega
tctttecttt

77

taaggggaga
agcttctecce
aagagactce
tacgaaaggg
cacagacggg
tgaacagaag
agtaggcggce
gttcegecece
aatgaggagc
cggtggatce
ccecceccata
ttgtggccgg
ccgtcectceg
agagaaaact
aggtcggacce
acgcgaaccec
gcgctgeceg
tcectecece
gccececggge
ggctactectt
ttecttgetg
ccttectgegg
aggtccggag
ccegtectte
gagtctcttg
tcttgtggat
tteggattgg
tgaaagagga

ggaagaatcc
aagaagaacc
gggtaaccaa
cegegaceta
agccaccagg
actctctace
gaccaaagcg
aaggggagcc
ccggatccee
gtgggaccag
agatggcagg
catggtccca
gtaatggcga
ggctcteect
gcgaggaggt
gtaagtggaa
gggggagccg
gtccgagaga
gctceeccteg
ctttgtettt
aggetettte
tggtcctgee
tcgacctecca
ccttttetta
atggtectttce
acccactttt
ctcatcctcg
gactgctggt

cgaaggggtt
agaatceccce
gtcaaggaga
tcaagtttgg
agggatctag
tcggaggaaa
aggaagaaag
gagtgaggct
ttccaaaaag
cccgetecac
aacccactca
gcctectege
atgggaccca
tagcecatceg
ggagatgcca
ccctgatect
gattgaccta
agggagattc
gacttcctce
cgtegtette
cceceegegga
tctecttgte
tctgatctgt
tgattcccag
tggccttecg
cgaggatatc
acgagggcga
ccaaacgcce

60
120
180
240
300
360
420
780
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1688
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REIVINDICACIONES

1. Moléculas de acido nucleico aisladas, caracterizadas por que se seleccionan del grupo

constituido por:

- el genoma complete de la variante del HDV denominada dFr45 que presenta la secuencia SEC ID N°:
Ly

- el genoma de una variante del HDV que presenta una divergencia genética < 15% con la secuencia
SEC ID N°: 1.

2. Moléculas de acido nucleico, caracterizadas por que comprenden al menos uno de los
fragmentos de la secuencia de un HDV variante de acuerdo con la reivindicacion 1, seleccionadas del
grupo constituido por:

a) los fragmentos RO que presenta la secuencia SEC ID N°: 48

b) el fragmento R1 que se extiende desde las posiciones 307 a 1289 del genoma del HDV,

c) el fragmento R2 que se extiende desde las posiciones 889 a 328 del genoma del HDV,

d) el fragmento R3 que se extiende desde las posiciones 1486 a 452 del genoma del HDV,

e) el fragmento R’1 que se extiende desde las posiciones 305 a 1161 del genoma del HDV,

f) el fragmento R’2 que se extiende desde las posiciones 984 a 331 del genoma del HDV,

g) el ADNc que codifica la proteina sHD, de secuencia SEC ID N°: 4,

h) el ADNc que codifica la proteina LHD de secuencia SEC ID N*: 2,y

1) los cebadores de la secuencia SEC ID N°: 38 y SEC ID N°: 47

3. Método de deteccion de un HDV variante tal como se define en la reivindicacion 1 o la

reivindicacion 2, por hibridacidon y/o amplificacidn, realizado a partir de una muestra bioldgica, cuyo

método se caracteriza por que comprende:

(1) una etapa de extraccion del 4cido nucleico a detectar que pertenece al genoma del virus,
eventualmente presente en la muestra bioldgica,

(2) la realizacidon de al menos una amplificacion génica usando un par de cebadores seleccionado en el
grupo constituido por los cebadores adecuados para amplificar una de las siguientes regiones del
ARN genomico del HDV: RO, R1, R2,R3,R’1yR2y

(3) el analisis del producto amplificado por comparacién con la molécula de secuencia SEC ID N°: 1.

4. Meétodo de deteccion de acuerdo con la reivindicacidn 3, caracterizado por que la etapa

(3) de analisis puede realizar por restriccion, secuenciacion o hibridacion

5. Meétodo de acuerdo con la reivindicaciéon 3 o la reivindicacion 4, caracterizado por que los
cebadores especificos para la amplificacion de las regiones RO, R1, R2, R3, R’1 y R’2, usados en la etapa

(2) se seleccionan del grupo constituido por:
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- los cebadores 900S (SEC ID N°: 33) y 1280AS (SEC ID N° 34), para la amplificacién de RO
(aproximadamente 400 pb),

- los cebadores 320S (SEC ID N°: 39) y 1280AS (SEC ID N°: 34), para la amplificacion del fragmento
R1 (aproximadamente 960 pb),

- los cebadores 900S (SEC ID N° 33) y 320AS (SEC ID N°: 45), para la amplificacion de R2
(aproximadamente 1100 pb), que contiene el gen sHD correspondiente a las posiciones 1598-950,

- los cebadores 1480S (SEC ID N°: 46) y 440AS (SEC ID N°: 47), para la amplificacion de R3
(aproximadamente 650 pb),

- los cebadores 318S (SEC ID N° 35) y 1150AS (SEC ID N°: 36), para la amplificacion de R’1
(aproximadamente 850 pb),

- los cebadores 960S (SEC ID N° 37) y 345AS (SEC ID N°: 38), para la amplificacion de R’2
(aproximadamente 1050 pb),

6. Método de de deteccion y de genotipado del HDV a partir de una muestra bioldgica, cuyo

método se caracteriza por que comprende:

(a) una etapa de extraccion del 4cido nucleico que pertenece al genoma del virus HDV,

(b) una etapa de amplificacion de la region RO delimitada por las posiciones 889 a 1289 del genoma del
HDV,

(c) un primer tratamiento de moléculas de acidos nucleicos amplificadas por las enzimas de restriccion
Smal y Xhol, para producir un primer conjunto de fragmentos de restriccion,

(d) un segundo tratamiento de moléculas de acidos nucleicos por la enzima de restriccion Sacll, para
producir un segundo conjunto de fragmentos de restriccién

(e) el andlisis combinado, por RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism (Polimorfismo de
Longitud de Fragmentos de Restriccion )), de los dos conjuntos de fragmentos restriccion producidos,

para detectar la presencia y/o determinar el tipo de HDV presente en dicha muestra biologica.

7. Método de acuerdo con la reivindicaciéon 6, caracterizado por que la etapa (b) de
amplificacion, de las moléculas de 4cido nucleico de dicha muestra, por RT-PCR se realiza
ventajosamente con los cebadores 900S (SEC ID N°: 33) y 1280AS (SEC ID N°: 34).

8. Método de acuerdo con la reivindicacion 6 o la reivindicacion 7, caracterizado por que

también comprende:

(a) la amplificacidon de las moléculas de acido nucleico de dicha muestra por RT-PCR con los cebadores
900S (SEC ID N°: 33) y 320AS (SEC ID N°: 45) para amplificar la region R2, y

(b) la secuenciacién directa de la region R2 amplificada y la comparacion con la molécula de ARN de la
secuencia SEC ID N°: 1
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9. Vector recombinante, particularmente un plasmido que comprende un inserto constituido

por una molécula de acido nucleico de acuerdo con la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2.

10. Célula transformada por una molécula de acido nucleico de acuerdo con la reivindicacion

1 o la reivindicacion 2.

11. Productos de traduccion codificados por la molécula de ARN de secuencia SEC ID N°: 1

0 por secuencias complementarias sentido o antisentido.

12. Proteinas, caracterizadas por que una de las moléculas de acido de nucleico de acuerdo

con la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2, las codifican.

13. Proteina de acuerdo con la reivindicacion 12, caracterizada por que se selecciona del
grupo constituido por:

- laproteina LHD de dFr45, que presenta la secuencia SEC ID N°: 3,y

- la proteina sHD de dFr45, que presenta la secuencia SEC ID N°: 5

14. Péptido, caracterizado por que esta constituido por un fragmento de una proteina de

acuerdo con la reivindicacion 12 o la reivindicacion 13, seleccionado del grupo constituido por:

- el péptido A constituido por los 19 aminoacidos del extremo carboxi-terminal de la secuencia SEC ID
N°: 3,

- el péptido B de secuencia (codigo de una letra) RLPLLECTPQ (SEC ID N°: 59) constituido por los
10 aminodacidos del extremo carboxi-terminal de la secuencia SEC ID N 3,y

- el péptido C constituido por los 9 aminoacidos anteriores a la secuencia SEC ID N°: 59 (SEC ID N
60)

15. El uso de una molécula de acido nucleico de acuerdo con la reivindicacion 1 o la
reivindicacion 2 o de una proteina de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 11 a 14 para la

preparacion de un kit de deteccion y genotipado de un HDV.
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