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DESCRIPCION
Variantes de la T7 ARN polimerasa con sustituciones de Cisteina-Serina

La invencion pertenece a los campos de la biologia molecular y la bioquimica de proteinas, particularmente al campo
de la modificacién de enzimas por ingenieria genética.

La presente invencion tiene como objetivo proporcionar a la persona experta variantes nuevas de la polimerasa de
T7. Una variante de T7 de acuerdo con la invencion incluye una sustitucion de Cisteina-Serina en la posicion 723 de
la secuencia de aminoacidos del polipéptido de T7. Una variante de T7 de acuerdo con la invencion tiene una
actividad enzimatica de ARN polimerasa dependiente del ADN y una tendencia reducida a formar homodimeros
intermoleculares por medio de la oxidacion de grupos tiol. Las sustituciones de aminoacidos identificadas de acuerdo
con la invencion parecen tener solamente un impacto minimo, en caso de tenerlo, en la actividad de la ARN
polimerasa del polipéptido de T7. Las mutaciones de la invencion pueden combinarse opcionalmente incluso con
mutaciones adicionales, incluyendo mutaciones que proporcionan termoestabilidad potenciada en comparacion con
la referencia de tipo silvestre.

La invencion proporciona variantes mejoradas de la T7 ARN polimerasa mediante la introduccion de mutaciones que
reducen uno o mas grupos tiol (= mercapto, = -SH, = sulfhidrilo) de la enzima mientras que se retiene la actividad
enzimatica. Particularmente, son ventajosas cualesquiera de las sustituciones de aminoacidos por Ser en cualquiera
de las posiciones Cys125, Cys347, Cys492, Cys515, Cys723, Cys839 y combinaciones de las mismas.

Antecedentes de la invencién

La T7 ARN polimerasa (E.C. 2.7.7.6.; también mencionada en el presente documento como “polimerasa T7” 0 “T7")
es una ARN polimerasa monomérica codificada por ADN de bacteriéfagos que cataliza la formacién del ARN en la
direccién 5'— 3'. En el proceso de iniciacion de la transcripcidn, T7 reconoce una secuencia promotora especifica, el
promotor de T7. T7 consiste en 883 aminodacidos y tiene un peso molecular de 99 kDa. A nivel de la secuencia de
aminoécidos, T7 es altamente homdloga con respecto a la T3 ARN polimerasa y, en menor grado, con respecto a la
SP6 ARN polimerasa. La estructura tridimensional de T7 es muy similar a otras polimerasas con distintas
especificidades de molde y de sustrato, a pesar de la baja similitud de secuencia. T7 consiste en distintos dominios,
el dominio N-terminal, el “pulgar”, la “palma” y los “dedos” (Sousa, R., y Mukherjee, S., Prog. Nucl. Acid Res. Mol.
Biol. 73 (2003) 1-41).

Se ha descrito la clonacion y la expresion del gen que codifica T7 (Studier, et al., documento US 4.952.496). Se ha
estudiado T7 de manera exhaustiva mediante mutagénesis para explorar los cambios conformacionales durante la
transcripcion (Ma, K., et. al., Proc. Nat. Acad. Sci. 102 (2005) 17612-17617), para facilitar el aclaramiento del
promotor (Guillerez, J., et al., Proc. Natl. Acad. Sci. 102 (2005) 5958-5963) 0 para estudiar el fenémeno de ciclo
abortivo (He, B., et al., J. Mol. Biol. 265 (1997) 275-288). Bonner, G., et al., J. Biol. Chem. 269 (1994) 25120-25128
describieron un conjunto de mutantes del sitio activo con tasas de elongacion alteradas.

Debido a la especificidad del promotor y a la alta actividad enzimatica de la ARN polimerasa, T7 es Util para una
variedad de aplicaciones en biologia molecular. En el campo de la expresion de proteinas recombinantes se usa T7
para la expresion de alto nivel de genes recombinantes en E. coli (Studier, F. W., y Moffat, B. A., J. Mol. Biol. 189
(1986) 113-130). La sintesis de oligorribonucleétidos definidos se describié por Milligan, J. F., et al., Nucl. Aids Res.
15 (1987) 8783-8798.

La formacién de enlaces disulfuro puede ocurrir durante o después de la sintesis de determinadas proteinas. Los
enlaces disulfuro intramoleculares pueden contribuir significativamente a la estabilidad de las proteinas (Creighton,
et al., Trends in Biotechnol. (1995) 13, 18-23). Pero la formacién de enlaces disulfuro también ocurre entre distintas
moléculas de proteinas. Para tal fin, los restos de cisteina implicados en este proceso deben localizarse en la
superficie de la molécula de proteina y tienen que estar expuestos a disolvente. Adicionalmente, los restos de
cisteina deben tener una geometria y una distancia entre ellos adecuada que facilite la formacion de un enlace
disulfuro.

A través de la formacién de uno o mas enlaces disulfuro intermoleculares entre proteinas, pueden generarse
complejos proteicos di-, tri-, tetra-, penta- y multiméricos de grado mas alto. Sin embargo, la formacién no controlada
y desfavorable de dichos complejos proteicos mediante enlaces disulfuro en condiciones artificiales (por ejemplo, en
preparaciones purificadas de proteinas) puede tener un impacto en la actividad o funcionalidad biolégica (por
ejemplo, enzimatica). Por lo tanto, se han hecho esfuerzos para mantener las proteinas en condiciones reductoras.
Un método muy comuln es la adicion de agentes reductores a los tampones de almacenamiento; los ejemplos de
dichos agentes reductores son mercaptoetanol, ditiotreitol (DTT), ditioeritrol (DTE) y otros. Sin embargo, los agentes
reductores de los grupos tiol tienen una vida util limitada ya que ellos mismos se oxidan por el oxigeno molecular.
Como consecuencia, los agentes reductores del tiol pierden su actividad protectora con el paso del tiempo, y puede
tener lugar de nuevo la oxidacion de los restos de cisteina junto con la formacién de enlaces disulfuro.
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Si una muestra de proteinas contiene una mezcla de distintos polipéptidos o si la muestra es un extracto en bruto, es
posible que se formen multimeros entre moléculas de distintas especies proteicas (heteromultimeros). Si la mezcla
contiene varios polipéptidos purificados de actividades definidas, la formacion de heteromultimeros entre estas
proteinas puede influir negativamente en dichas actividades, afectando a los polipéptidos individuales por separado
0 a todos los miembros de la muestra.

El polipéptido de la T7 ARN polimerasa contiene 12 cisteinas, teniendo cada una tiol libre como grupo funcional
(King, G. C., et al., Biochemistry 25 (1986) 36-40).

Cuando los grupos tiole de dos restos de cisteina se acercan entre si, una reaccién de oxidacién puede generar una
unidad de cisteina con un enlace disulfuro (-S-S-). El almacenamiento de la T7 ARN polimerasa en ausencia de
agentes reductores tiol da como resultado una actividad enzimatica reducida. La reduccion de la actividad se
correlaciona con la formacion de dimeros, trimeros e incluso multimeros de la enzima. La cinética de la formacion de
los enlaces disulfuro es fuertemente dependiente de parametros como la concentracion de proteinas, el tiempo de
reaccion, la temperatura y la presencia o ausencia de agentes oxidantes. Por lo tanto, en la practica, el porcentaje
de multimeros presentes en una muestra puede variar dependiendo del origen, la edad y la composicién de la
muestra. Incluso durante el procedimiento de purificacion puede observarse algunas veces la formacion de enlaces
disulfuro.

En los multimeros de T7 tales como dimeros, trimeros o incluso multimeros de grado mas alto, se cree que la razén
de la actividad reducida de la polimerasa se debe a una accesibilidad reducida de los sitios activos. Ademas, una
flexibilidad reducida de los esqueletos del polipéptido individual podia tener un impacto negativo en la funcién
enzimatica. Aunque la actividad de la polimerasa puede restaurarse mediante la adicion de reactivos -SH de
preparacion reciente, se requiere el control continuo de la actividad residual de la enzima. Con el fin de salvaguardar
ylo regenerar la actividad enzimatica y/o proporcionar una preparacion enzimatica con una actividad de la
polimerasa de T7 definida se necesita manipular adicionalmente el material con frecuencia (por ejemplo, retirar y
analizar muestras, hacer que las preparaciones de T7 reaccionen con agentes reductores, etc.).

El DTNB [4cido 5,5'-ditiobis-(2-nitrobenzoico), también conocido como reactivo de Ellman] es un agente quimico que
se usa para cuantificar el nimero o la concentracion de grupos tiol en un polipéptido. Un grupo tiol reacciona con el
DTNB, escindiendo el enlace disulfuro para producir 2-nitro-5-tiobenzoato (NTB"), el cual se ioniza al dianién NTB?
en agua a pH neutro y alcalino. El ion NTB® tiene un color amarillo y puede determinarse, por ejemplo,
espectrofotométricamente. La reaccion de los grupos tiol y el DTNB es rapida y estequiométrica, liberando un mol de
tiol un mol de NTB. Mukherjee, S., et al., Cell 110 (2002) 81-91 determinaron la reactividad de la T7 ARN polimerasa
con DTNB. Para un polipéptido nativo de la enzima polimerasa de T7 de tipo silvestre se encontrd el equivalente a
aproximadamente 2 restos de Cys reactivos. En un analisis anterior, (King, G. C., et al., anteriormente mencionado)
encontraron 5 restos de Cys quimicamente accesibles en la enzima nativa. Sin embargo, ambos estudios llevaron al
mismo resultado en cuanto a que para la enzima T7 de tipo silvestre desnaturalizada el nimero de restos de cisteina
reactivos determinados fue 12.

Mukherjee, S., et al. (anteriormente mencionado) también divulga una variante de la T7 ARN polimerasa “con las
Cys minimizadas” en la que 7 de las 12 cisteinas presentes en la enzima T7 de tipo silvestre se mutaron a Serina. La
construccion de la variante con las Cys minimizadas se alcanz6é mediante la generacion consecutiva de sustituciones
Cisteina-Serina (Cys-Ser) en las posiciones 530, 510, 515, 347, 723, 839 y 125. De acuerdo con los autores, “los
restos de cisteina restantes estan enterrados, y la mutacion de los mismos redujo la actividad de polimerasa”. Para
el polipéptido de la variante de T7 “con las Cys minimizadas” nativo se localizaron menos de 0,2 restos de Cys
accesibles por medio del DTNP. Se obtuvieron resultados similares con otro reactante, Fe-BABE, que es un reactivo
gue se conjuga con Cisteinas y que contiene Fe?* quelado (Greiner, D. P., et al. Bioconjug. Chem. 8 (1997) 44-48).

Parece que la Cys347 es importante entre los restos de Cys de la T7 ARN polimerasa de tipo silvestre. La actividad
enzimatica de la polimerasa T7 se pierde después de la amidometilacion de este resto (King, G.C., et al,
anteriormente mencionado). Parece que la Cys347 es la diana principal en la reaccién de amidometilacion, mientras
que la Cys723 y la Cys839 son dianas secundarias con una tendencia menor a reaccionar.

Jeruzalmi D. et al. EMBO J. 17 (2002) 81-91 divulgan la estructura tridimensional de una polimerasa T7 en complejo
con el inhibidor transcripcional lisozima T7. Este documento se refiere al documento de Jeruzalmi D. et al. J.
Molecular Biology 274 (1997) 748-756 anteriormente publicado, que describe un mutante de la T7 ARN polimerasa
en un tampdn acuoso con el agente reductor Ditriotreitol (DTT) en el que se sustituyeron tres restos de cisteina por
serina, a saber, Cys347, Cys723 y Cys839. El documento se ocupa de la cristalizacion del mutante de la polimerasa
T7 asi como de un complejo del mutante con el inhibidor transcripcional de la lisozima T7. Por lo tanto, ni se divulgé
la actividad de la ARN polimerasa, ni ninguna formacién de homodimeros de la variante de la polimerasa de T7 en
ausencia del agente reductor.

Informes anteriores de variantes del polipéptido de Zymomonas mobilis con actividad levanosacarasa indican que
las sustituciones por serina de la Cisteina pueden tener un impacto en la funcién biolégica (Senthikumar, V., et al.,
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Biotechnology Letters 25 (2003) 1653-1656). Por consiguiente, las sustituciones Cys-Ser impidieron la actividad
formadora de levanos y se redujo la actividad de hidrdlisis de la sacarosa.

Para la transcripcion in vitro, pero también para métodos de amplificacion in vitro tales como la NASBA
(“Amplificacion Basada en la Secuencia de Acidos Nucleicos”), TMA (“amplificacion mediada por Transcripcion”) y
métodos relacionados, asi como para otras aplicaciones, se desea que la estabilidad de la T7 ARN polimerasa
aumente. Particularmente, se desea obtener una T7 ARN polimerasa con un tiempo de almacenamiento aumentado
en la que se minimice cualquier pérdida de la actividad enzimética de la polimerasa. Es particularmente deseable
una T7 ARN polimerasa que pueda almacenarse a temperatura ambiente con solamente una pequefia 0 ninguna
pérdida de la actividad enzimatica. Ademas, se desea combinar las caracteristicas técnicas que conducen a unas
caracteristicas de almacenamiento potenciadas junto con otras caracteristicas que dan lugar a termoestabilidad
potenciada. Por ejemplo, temperaturas de reaccion mas altas de amplificacién isotérmica podrian permitir la
amplificacion de ARN que tiene estructuras secundarias. También se ha mostrado con la tecnologia de reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR) que altas temperaturas de hibridacion permiten que un cebador hibride
especificamente con su diana dando como resultado una amplificacion altamente especifica. Con la misma ventaja,
en principio podrian aplicarse también enzimas mas termoestables en amplificaciones isotérmicas.

Por lo tanto, existe una necesidad de una variante de la T7 ARN polimerasa con estabilidad mejorada,
particularmente para dicha enzima con caracteristicas de almacenamiento potenciadas. Particularmente existe una
necesidad de una enzima con una tendencia reducida a formar multimeros con puentes disulfuro. Dichas
propiedades conducen a caracteristicas de almacenamiento potenciadas que son particularmente deseables. Incluso
es mas deseable una variante de la T7 ARN polimerasa que combine estas caracteristicas con las de la actividad de
polimerasa a temperaturas de reaccion mas altas que las de la enzima T7 de tipo silvestre.

El objetivo de la presente invencién fue proporcionar variantes de la T7 ARN polimerasa con mutaciones de
sustitucion de Cys-Ser que conducen a una estabilidad mejorada. Ademas, la invencion pretende proporcionar
combinaciones de varias de estas mutaciones en una sola variante de T7 (mutante doble, triple, cuadruple, mdltiple),
con la condicién de que las mutaciones combinadas conduzcan incluso a una estabilidad aumentada, es decir, a
caracteristicas de almacenamiento potenciadas. Incluso adicionalmente, la presente invencién proporciona
mutaciones que dan lugar a variantes de T7 que muestran ademas estabilidad potenciada en ensayos de
desplegamiento térmico.

Sumario de la invencién

En un primer aspecto de la invencion se proporciona una soluciéon acuosa en la cual esta ausente un agente
reductor con un grupo tiol, comprendiendo la soluciéon acuosa un polipéptido, comprendiendo el polipéptido una
variante de la T7 ARN polimerasa (variante de T7), teniendo la variante de T7 las propiedades de (i) actividad de
ARN polimerasa dependiente de ADN, y (ii) una composicion distinta de aminoacidos en comparaciéon con el
polipéptido de 883 aminoacidos de la T7 ARN polimerasa de SEC ID N°: 2 (referencia de tipo silvestre), en la que en
la posicion seleccionada de la 510 a la 530 de la variante de T7, numerada desde el extremo N-terminal de la
referencia de tipo silvestre, esta presente un resto de cisteina, en el que la variante de T7 comprende una o mas
sustituciones de aminoéacidos de las que una (o la primera) esta en la posicidon 723 donde la Serina sustituye al resto
de Cisteina (Cys723Ser), y en la que esta ausente la formacion de homomultimeros en la soluciéon acuosa de la
variante de T7 como resultado de uno o més enlaces disulfuro intermoleculares.

En un segundo aspecto de la invencidon se proporciona un método para producir una solucién acuosa con un
polipéptido que comprende una variante de la T7 ARN polimerasa (variante de T7), teniendo la variante de T7 las
propiedades de (i) actividad ARN polimerasa dependiente de ADN, y (ii) una composicion distinta de aminoéacidos en
comparacion con el polipéptido de 883 aminoacidos de la T7 ARN polimerasa de SEC ID N°: 2 (referencia de tipo
silvestre), en el que esta ausente la formacién de homomultimeros en la solucién acuosa como resultado de uno o
mas enlaces disulfuro intermoleculares, comprendiendo el método las etapas de (a) proporcionar la variante de T7
sustituyendo la Cys723 de la referencia de tipo silvestre, numerada desde el extremo N-terminal, por Serina
(Cys723Ser): (b) incluir opcionalmente ademas la variante de T7 una 0 mas sustituciones de aminoacidos
seleccionadas del grupo que consiste en Cys125Ser, Cys347Ser, Cys492Ser. Cys515Ser y Cys839Ser; (c) incluir
opcionalmente ademas en la variante de T7 una o mas sustituciones de aminoacidos seleccionadas del grupo que
consiste en Val4d26Leu, Val426lle, Val426Phe, Ser633Val, Ser633Met, Val650Leu, Thr654Leu. Ala702Val y
Val795lle; (d) retrotranscribir de la secuencia de aminoacidos del polipéptido, comprendiendo el polipéptido la
variante de T7 obtenida en las etapas (a), (b) y (c), obteniendo de ese modo una secuencia de nucleétidos que
codifica el polipéptido, (e) expresar una molécula de acido nucleico que comprende la secuencia de nucleétidos de
la etapa (d) en un sistema de expresién, y purificar posteriormente el polipéptido expresado a partir del sistema de
expresion por medio de una cromatografia usando una fase movil acuosa en la cual esta ausente un agente reductor
con un grupo tiol; obteniendo de este modo una solucion acuosa con el polipéptido que comprende la variante de T7.

En un cuarto aspecto de la invencion se proporciona un método para sintetizar una molécula de ARN, que

comprende las etapas de (a) proporcionar una solucidon acuosa con polipéptidos de una variante de la T7 ARN
polimerasa (variante de T7) de acuerdo con el primer aspecto de la invencion; (b) proporcionar una molécula de
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ADN molde que comprende un promotor de T7, estando el promotor de T7 ligado funcionalmente a una secuencia
de nucleétidos diana que se va a transcribir; (c) poner en contacto la solucién acuosa con el ADN molde de la etapa
(b) con la variante de T7 de la etapa (a) en presencia de ribonucledsidos trifosfato, formando de este modo una
mezcla de reaccion, (d) incubar la mezcla de reaccion en condiciones que permitan actividad de ARN polimerasa;
sintetizando de este modo la molécula de ARN.

En un cuarto aspecto de la invencion se proporciona una mezcla de reaccion que comprende una soluciéon acuosa
con un polipéptido variante de la T7 ARN polimerasa (variante de T7) de acuerdo con el primer aspecto de la
invencién, en el que la soluciéon acuosa ademéas comprende una molécula de ADN molde que comprende un
promotor de T7 ligado funcionalmente a una secuencia de nucleétidos diana para su transcripcion, y ribonucledsidos
trifosfato.

En un quinto aspecto de la invencion se proporciona un kit que comprende, en envases separados, una solucién
acuosa con un polipéptido variante de la T7 ARN polimerasa (variante de T7) de acuerdo con el primer aspecto de la
invencion y un tampon con uno o mas ribonucledsidos trifosfato.

Descripcion detallada de la invencion

Los inventores han descubierto sorprendentemente que las mutaciones Cys-Ser divulgadas por Mukherjee, S., et al.
(anteriormente mencionado) no tienen el mismo impacto sobre la formacién de enlaces disulfuro en la polimerasa
T7. Muy sorprendentemente se ha descubierto que Cys723 es el resto mas importante en referencia a la formacion
de homomultimeros. En un menor grado Cys839 esta implicada en la formacion de puentes disulfuro en los
homomultimeros. En una variante de T7 con solamente una sustituciéon Cys723Ser, la formacion de homomultimeros
esta ausente de modo detectable. En una variante de T7 con solamente una sustitucion de C839S, la formacién de
multimeros se reduce sustancialmente. De manera muy destacable, incluso una variante de T7 con una sustitucion
de aminoacidos séxtuple [C125S, C347S, C492S, C515S, C723S, C839S] es indistinguible de una variante de T7
con solamente una sustitucion C723S, en cuanto a lo concerniente a la formacion de homomultimeros. Incluso méas
sorprendentemente, la variante de T7 séxtuple y también las variantes de T7 con una sola sustitucion C723S o una
sola sustitucion C839S muestran una actividad ARN polimerasa similar a la de la T7 de tipo silvestre. Las
mutaciones de sustitucion de aminoacidos en las posiciones C125, C347, C492, C515, C723 y C839 son muy Utiles
y ventajosas para construir enzimas variantes de la polimerasa T7 con una tendencia reducida a formar multimeros
con puentes disulfuro.

En la presente invencién se muestra que particularmente la Cys723 es un resto de cisteina critico de la polimerasa
T7 que contribuye a la formacion de enlaces disulfuro. Para las variantes Cys723Ser, incluso después de un
almacenamiento a largo plazo de dichas variantes purificadas, el andlisis por medio de electroforesis en gel con SDS
revela Unicamente una sola banda en condiciones no reductoras. Esto indica que la formacién de homodimeros se
suprime completamente mediante la introduccion de esta mutacion puntual especifica. No se descubrié que ninguna
otra sustitucion Cys-Ser produjera un efecto similar en una variante de T7 con actividad de ARN polimerasa, es
decir, en una enzima activa.

Ademas, se muestra que incluso la combinacién de seis mutaciones dentro de un gen da como resultado una
enzima activa. El mutante séxtuple (Cysl125Ser, Cys347Ser, Cys492Ser, Cys515Ser, Cys723Ser, Cys839Ser)
también muestra una sola banda en condiciones no reductoras (y también en condiciones reductoras). Esto indica
gue la formacion de dimeros puede suprimirse completamente mediante la introduccion de mutaciones de
sustitucion Cys-Ser de acuerdo con la invencion.

La presente invencion tiene como objetivo proporcionar a la persona experta nuevas variantes de la polimerasa T7,
es decir, variantes que se caracterizan por una composicion de aminodacidos distinta en comparacién con el
polipéptido de la T7 ARN polimerasa de tipo silvestre (referencia de tipo silvestre). Dicha “variante” es una forma
alélica de la proteina T7 de tipo silvestre, en la que la variante de T7 se genera por medio de la sustitucion de
aminoéacidos. Una variante de T7 de acuerdo con la invencién se caracteriza ademas por una actividad enzimatica
de ARN polimerasa dependiente de ADN, y una tendencia reducida a formar dimeros intramoleculares por medio de
la oxidacion de grupos tiol. Parece que las sustituciones de aminoéacidos identificadas de acuerdo con la invencion
solamente tienen un impacto minimo, en caso de tenerlo, en la funcidn biolégica del polipéptido de la polimerasa T7,
incluyendo la actividad de ARN polimerasa. Las mutaciones pueden combinarse opcionalmente incluso con
mutaciones adicionales, incluyendo mutaciones que proporcionan una termoestabilidad potenciada en comparacion
con la referencia de tipo silvestre.

En esta descripcidon de la presente invencién se usan determinados términos con un significado particular o se
definen por primera vez. Para los fines de la invencion, los términos usados se definen por sus definiciones
aceptadas en la técnica, cuando tales existan, excepto cuando esas definiciones entren en conflicto o entren en
conflicto parcialmente con las definiciones expuestas mas adelante. En el caso de un conflicto en la definicion, el
significado de un término se define por primera vez por cualquiera de las definiciones expuestas en este documento.
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El término “comprende” que se usa en la descripcidn de la invencién y en las reivindicaciones significa “incluye, pero
no se limita necesariamente a”.

Los articulos “un” “uno” y “una” se usan en el presente documento para referirse a uno o mas de uno (es decir, a
“uno 0 mas” o “al menos uno”) del objeto gramatical del articulo. A modo de ejemplo, “un aminoacido” significa un
aminoacido o mas de un aminoacido.

Si no se afirma lo contrario, se entiende que el término “aproximadamente” en combinacién con un valor numérico n
(“aproximadamente n”) indica un valor x en el intervalo dado por el valor numérico + el 5 % del valor, es decir n -
0,05* n < x < n + 0,05* n. En el caso del término “aproximadamente” en combinaciéon con un valor numérico n este
describe una realizacion preferente de la invencion, el valor n es el mas preferente, si no se indica lo contrario.

Una secuencia de nucledtidos “codifica” un péptido o un polipéptido cuando al menos una porcion del &cido nucleico,
0 su complementario, pueden traducirse directamente para proporcionar la secuencia de aminoacidos del péptido o
la proteina, o cuando el acido nucleico aislado puede usarse, solo o como parte de un vector de expresion, o para
expresar el péptido o la proteina in vitro, en una célula hospedadora procariota o en una célula hospedadora
eucariota.

Cuando una secuencia de nucleétidos es monocatenaria, deberd entenderse que la secuencia complementaria de
esa secuencia de nucledtidos también esta incluida dentro del alcance de la presente invencion.

La porcion codificante de una secuencia de nucleétidos que codifica un péptido o un polipéptido comienza con un
codon de iniciacion que codifica Metionina que, de este modo, se convierte en el aminoacido del extremo N-terminal
del producto primario de traduccion. Como parte de los procesos postraduccionales, la Metionina N-terminal se
escinde frecuentemente, por ejemplo, mediante una Metionina aminopeptidasa que es una enzima ubicua. En tal
caso, el producto de traduccion primario puede dar lugar a una mezcla que comprende miembros sin la Metionina
N-terminal y miembros que retienen este aminoacido en el extremo N-terminal. También es posible que la forma de
la enzima sin la metionina N-terminal sea la Unica que pueda aislarse. Sin embargo, las secuencias de aminoacidos
de la polimerasa T7 de tipo silvestre y las variantes de T7 de acuerdo con la invencién se describen en el listado de
secuencias incluyendo la metionina N-terminal. Pero la presente invencion también abarca las variantes de T7 que
no incluyen la metionina N-terminal.

Para los fines de denominacion abreviada de las variantes de la polimerasa T7 que se describen en el presente
documento, debe observarse que para cada mutacion, un nimero se refiere al resto/posicién del aminoéacido a lo
largo de la secuencia de aminoacidos de referencia de la proteina de la polimerasa T7 de tipo silvestre dada en la
SEC ID Ne°: 2. Para la identificacion de los aminoacidos se usan abreviaturas de tres letras asi como el alfabeto de
una sola letra de los aminoéacidos, es decir, &cido Aspartico Asp D, Isoleucina lle I, Treonina Thr T, Leucina Leu L,
Serina Ser S, Tirosina Tyr Y, &cido Glutdmico Glu E, Fenilalanina Phe F, Prolina Pro P, Histidina His H, Glicina Gly
G, Lisina Lys K, Alanina Ala A, Arginina Arg R, Cisteina Cys C, Triptéfano Trp W, Valina Val Ve, Glutamina GIn Q,
Metionina Met M, Asparagina Asn N. Un aminoacido en una paosicién particular en una secuencia de aminoacidos se
da por su abreviatura de tres letras y un numero. Por consiguiente, cualquiera de “Cys723" y “C723” denota el resto
de Cisteina en la posicion del aminoacido 723 de la SEC ID N°: 2. En cualquier mutante de T7 y/o variante de T7
gue se divulga en el presente documento, una sustituciéon por un aminoacido distinto se da como la abreviatura de
tres letras afadiéndole después el niumero que indica la posicién. Por ejemplo, “Cys723Ser” (= [Cys723Ser]) o
“C723S" (= [C723S]) denotan la sustitucién de la Cys en la posicion 723 en la SEC ID N°: 2 por Ser (véase N° 6 de la
Tabla 3). Una sustitucion Cys723Ser (= C723S) da como resultado una secuencia de aminoacidos tal como se da en
la SEC ID N°: 12, codificada por la secuencia de nucleétidos de la SEC ID N°: 11. Las sustituciones de aminoacidos
mucho mas preferentes se divulgan en la Tabla 1a mas adelante (véase el Ejemplo 1). Las variantes particularmente
preferentes de acuerdo con la invencién se caracterizan por una pluralidad de sustituciones (preferentemente de 2 a
4) de aminoéacidos. Mucho més preferentemente, las sustituciones de aminoacidos para las combinaciones con una
0 mas de las mutaciones mostradas en la Tabla 1a se enumeran en la Tabla 1b.

El término “polipéptido” o “proteina” denota un polimero compuesto de una pluralidad de mondémeros de
amino&cidos unidos mediante enlaces peptidicos. Preferentemente, el polimero comprende 50 0 mas mondmeros.
Un polipéptido o una proteina preferente de acuerdo con la invencion es una variante de T7. Un “enlace peptidico”
es un enlace covalente entre un primer aminoacido y un segundo aminoacido en el que el grupo o amino del primer
aminoécido esté unido al grupo o carboxilo del segundo aminoacido.

Un “multimero”, en el contexto de la presente invencion, se entiende como aquel que es parte de un conjugado
formado mediante la unién covalente de dos o mas (= una pluralidad de) miembros, siendo cada miembro un
polipéptido con uno o més grupos tiol reactivos y estéricamente accesibles (por ejemplo, pero que no se limitan a
restos de Cys). Después de la formacion del conjugado, dos 0 mas miembros se unen mediante al menos un puente
disulfuro (-S-S-). Los miembros adyacentes se unen mediante uno o mas puentes disulfuro, y los miembros pueden
estar unidos a otros miembros mediante puentes disulfuro adicionales. Un conjugado con miembros idénticos (es
decir, miembros de la misma especie del polipéptido) también se menciona como un homomultimero. Dependiendo
del nimero de miembros individuales unidos al conjugado, el multimero puede mencionarse como un dimero,
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trimero, tetramero, pentdmero, hexdmero, etc. Un heteromultimero contiene al menos dos especies distintas de
polipéptidos.

Un “agente reductor con un grupo tiol”, también mencionado como un “reactivo -SH” denota un agente reductor
capaz de impedir la formacion de un enlace disulfuro de dos restos que contienen grupos -SH de uno o mas
polipéptidos. Particularmente, el agente reductor con un grupo tiol es capaz de impedir la formacion de multimeros
de un polipéptido de T7 con un polipéptido de T7 adicional o el polipéptido de otra especie que contenga un grupo -
SH. Los reactivos -SH particulares dentro de esta definicién incluyen mercaptoetanol, ditiotreitol (DTT), ditioeritrol
(DTE).

Las variantes de T7 de la invencién también comprenden proteinas de fusion con un marcador de afinidad tal como,
pero que no se limita a marcador de Histidina (marcador His). Bien conocido por los expertos en la materia, un
marcador His es una secuencia de aminoacidos que contiene varias, preferentemente de 3 a 7, mas
preferentemente 6 Histidinas consecutivas. En una secuencia del marcador His las Histidinas representan la porcion
esencial. Pero de modo facultativo existen algunos aminoacidos adicionales comprendidos en el marcador His. Por
ejemplo, una secuencia N-terminal de la T7 que incluye un marcador His puede comprender la secuencia N-Met His
His His His His His Gly Ser-. Para este fin véase la SEC ID N°: 74 que comprende la secuencia de aminoacidos
anterior. En el presente marcador His ejemplar, los aminoéacidos Gly y Ser forman un enlazador con el extremo N-
terminal de la variante de T7. Los aminoacidos enlazadores son parte del marcador His y tipicamente se originan
como un artefacto de clonacion de la secuencia de nucleétidos que codifica el marcador His (por ejemplo SEC ID N°:
73). Preferentemente, la secuencia enlazadora del marcador His comprende de 1 a 5 aminoécidos.

De acuerdo con la invencion, la Metionina N-terminal de una variante de T7 puede reemplazarse por un marcador
His. Como alternativa, la secuencia N-terminal de la variante de T7 de acuerdo con la invencion puede extenderse
por el marcador His. En tal caso, el extremo N-terminal del producto de traduccidn primario de la variante de T7
comprende una metionina N-terminal seguida del marcador His, seguido de la Metionina codificada por el codon de
iniciacién de la secuencia de nucledtidos que codifica la T7 original.

La purificacion de un polipéptido de tipo silvestre o variante de T7 con un marcador de His se realiza eficazmente
mediante cromatografia de afinidad de metales inmovilizados. Este método es un método ampliamente empleado
para purificar proteinas recombinantes que contienen un marcador de afinidad corto que consiste en restos de
Histidina (marcador His). La cromatografia de afinidad de metales inmovilizados (descrita por Porath, J., et al.,
Nature 258 (1975) 598-599) se basa en la interaccién entre un ion metalico de transicion (C02+, Ni%*, cu?, Zn2+)
inmovilizado en una matriz de afinidad de particulas quelantes de metales y cadenas laterales de aminoacidos
especificas. La histidina es el aminoacido que muestra la interaccién mas fuerte con las matrices de iones metalicos
inmovilizados, como grupos donantes de electrones en el anillo de imidazol de la Histidina formando facilmente
enlaces de coordinacion con el metal de transicion inmovilizado.

Un “vector” se define como un ADN que puede comprender, es decir portar, y mantener un fragmento de ADN de
acuerdo con la invencién, incluyendo, por ejemplo, fagos y plasmidos. Estos términos se entienden por los expertos
en la materia de la ingenieria genética. La expresion “casete de expresion” denota una secuencia de nucleétidos que
codifica una preproteina, ligada operativamente a un promotor y un terminador. Como para los vectores que
contienen un casete de expresion, el término “vector” y la expresion “vector de expresién” se usan como sinénimos.

El término “oligonucledtido” se usa para una molécula de acido nucleico, ADN (o ARN), con menos de 100
nucledtidos de longitud. Preferentemente, un oligonucledtido es de aproximadamente 75, aproximadamente 50 o
menos nucledtidos de longitud.

“Transformacioén” significa introducir ADN en un organismo, es decir, un organismo hospedador, de modo que el
ADN sea replicable, bien como un elemento extracromosomico o mediante integracion en el cromosoma.

El término “expresion” y el verbo “expresar” denotan la transcripcion de las secuencias de ADN y/o la traduccién del
ARNmM transcrito en un organismo hospedador dando como resultado una preproteina, es decir, sin incluir procesos
postraduccionales.

Un “promotor” es una secuencia de nucleotidos reguladora que estimula la transcripcion. Estos términos se
entienden por los expertos en la materia de la ingenieria genética. A igual que un promotor, un “elemento promotor”,
estimula la transcripcion pero constituye un subfragmento de una secuencia promotora mas larga.

La expresion “ligado operativamente” se refiere a la asociacion de dos o mas fragmentos de acidos nucleicos en un
solo vector de modo que la funcién de uno afecte al otro. Por ejemplo, un promotor esta ligado operativamente a una
secuencia codificante, es decir, un secuencia de nucle6tidos que codifica una proteina o una preproteina, cuando
esta es capaz de afectar a la expresion de esa secuencia codificante, es decir, que la secuencia codificante esta
bajo el control transcripcional del promotor.
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El objetivo de la presente invencion fue desarrollar nuevos mutantes de la T7 ARN polimerasa sin 0 con una
tendencia sustancialmente reducida a formar enlaces disulfuro intramoleculares y generar multimeros. Las
estructuras de rayos x de alta resolucién de la T7 ARN polimerasa disponibles a partir de los bancos de datos se
inspeccionaron cuidadosamente para identificar los restos de cisteina de las estructuras de la proteina donde
podrian generarse mutaciones.

Los restos de cisteina identificados se reemplazaron por restos de Serina. Las sustituciones Cys-Ser se crearon por
primera vez como mutaciones puntuales. Ademas, se combinaron varias sustituciones Cys-Ser distintas (hasta seis)
en secuencias codificantes separadas de variantes de T7.

Las variantes de T7 designadas se sintetizaron, clonaron, expresaron y purificaron. Se examiné la actividad y la
capacidad de las enzimas mutantes para formar multimeros y se comparé con la enzima de tipo silvestre. Se
descubri6é sorprendentemente que no todas, pero determinadas variantes tienen una tendencia sustancialmente
reducida a formar homomultimeros intramoleculares mediante enlaces disulfuro; es decir, solamente determinadas
variantes de T7 siguen siendo monoméricas después de un almacenamiento a largo plazo, incluso en presencia de
oxigeno, sin tener el requisito de tratarse repetidamente con reactivos -SH.

Otro hallazgo sorprendente fue que las sustituciones Cys-Ser identificadas por la presente invencién no parecen
tener un impacto negativo en la actividad de la ARN polimerasa. Por el contrario, las sustituciones Cys-Ser de
acuerdo con la invencién pueden combinarse incluso con sustituciones de aminoacidos adicionales, por ejemplo
mutaciones que aumentan la estabilidad térmica de la T7 ARN polimerasa.

De acuerdo con la invencion, una primera realizacion es un polipéptido que comprende una variante mejorada de la
T7 ARN polimerasa (variante de T7), teniendo la variante de T7 las propiedades de (i) actividad de ARN polimerasa
dependiente de ADN, y (ii) una composicion distinta de aminoacidos en comparacién con el polipéptido de 883
aminoacidos de la T7 ARN polimerasa de SEC ID N°: 2 (referencia de tipo silvestre), y siendo la mejora de la
variante de T7 la ausencia en solucidn acuosa de formacion de homomultimeros como resultado de uno(s) enlace(s)
disulfuro intermoleculares, en la que en la posicion seleccionada de la 510 a la 530 de la variante de T7, numerada
del extremo N-terminal de la referencia de tipo silvestre, esta presente un resto de cisteina, y en la que la variante de
T7 comprende una 0 mas sustitucion(es) de aminoacidos de las cuales una (o la primera) esta en la posicion 723
donde la Serina sustituye al resto de Cisteina (Cys723Ser).

El trabajo experimental que subyace a las selecciones anteriores basicamente siguid un enfoque racional para
introducir las sustituciones de aminoacidos predeterminadas en las posiciones seleccionadas del polipéptido de T7.
Los aminoacidos Cisteina y Serina difieren Unicamente en que el atomo de azufre del primero se reemplaza por
oxigeno en el segundo. Sin embargo, la electronegatividad del atomo de oxigeno proporciona a la cadena lateral de
la Serina un efecto polar aumentado, en comparacion con el grupo -SH que contiene la cadena lateral de la Cisteina.
Por lo tanto, una o mas sustituciones Cys-Ser cambian las propiedades fisicoquimicas de una variante de T7.

La modificacion de las secuencias de nucleétidos que codifican la enzima es un método preferente en el campo de
la modificacion de proteinas (Winter, G., et al., Nature 299 (1982) 756-758). El conocimiento de la estructura de una
enzima, combinado con los datos bioquimicos detallados concernientes a los principios subyacentes a su funcién y
estabilidad, puede proporcionar una oportunidad para disefiar racionalmente enzimas con propiedades adicionales
mejoradas. Los ejemplos de dichas mejoras adicionales son especificidad potenciada, espectro de sustrato alterado
y termoestabilidad.

Fersht y Serrano explicaron los principios generales de la estabilidad de las proteinas derivados de los experimentos
de modificaciéon de proteinas (Fersht, A. R., y Serrano, L., Curr. Opin. Struct. Biol. 3 (1993) 75-83). Se describieron
las interacciones especificas entre los aminoacidos de una proteina y el efecto en la estabilidad. Con respecto a la
estabilizacion de una proteina se ejemplificé una mejora mediante el “relleno” de las cavidades hidréfobas del nacleo
interno de una proteina con restos de aminoacidos hidrofobos. Se mostré que esto significa que la interaccion
hidréfoba total de la proteina en el nicleo de la proteina aumentd y que se alcanz6 un aumento de la
termoestabilidad de la proteina diana. Desarrollos adicionales del campo de la estabilizacion de la estructuras
proteicas se revisaron por Lee, B., y Vasmatzis, G., Current Opinion Biotechn. 8 (1997) 423-428.

AUn en mas detalle, la presente divulgacion realiza los siguientes articulos.

1. Una solucién acuosa en la que estd ausente un agente reductor con un grupo tiol, comprendiendo la solucién
acuosa un polipéptido, comprendiendo el polipéptido una variante de la T7 ARN polimerasa (variante de T7),
teniendo la variante de T7 las propiedades de (i) actividad de ARN polimerasa dependiente de ADN, y (ii) una
composicion distinta de aminoacidos en comparacion con el polipéptido de 883 aminoacidos de la T7 ARN
polimerasa de SEC ID N°: 2 (referencia de tipo silvestre),

en la que en la posicién seleccionada de la 510 a la de 530 de la variante de T7, enumerada a partir del extremo
N-terminal de la referencia de tipo silvestre, esta presente en un resto de Cisteina,

en la que la variante de T7 comprende una 0 mas sustituciones de aminoacidos de las cuales una (o la primera)
esta en la posicion 723
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donde la Serina sustituye al resto de Cisteina (Cys723Ser),
y en la que esta ausente la formacidon de un homomultimero en la solucidon acuosa de la variante de T7 como
resultado de uno o méas enlaces disulfuro intermoleculares.

2. La solucion acuosa de acuerdo con el articulo 1, en la que el nUmero de aminoacidos sustituidos en el
polipéptido en la variante de T7 es de 1 a 10.

3. La solucién acuosa de acuerdo con el articulo 2, en la que el polipéptido de la variante de T7 ademéas
comprende una sustitucion Cisteina-Serina seleccionada del grupo que consiste en Cysl125Ser, Cys347Ser,
Cys492Ser, Cysb515Ser y Cys839Ser.

4. La solucion acuosa de acuerdo con uno cualquiera de los articulos 2 y 3, en la que el polipéptido de la variante
de T7 ademéas comprende una sustitucion de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en Val426Leu,
Val426lle, Val426Phe, Ser633Val, Ser633Met, Val650Leu, Thr654Leu, Ala702Val y Val795lle.

5. La solucién acuosa de acuerdo con el articulo 4, en la que el polipéptido de la variante de T7 comprende las
sustituciones de aminoacidos Val426Leu, Val650Leu, Ala702Val y Val795lle.

6. La solucion acuosa de acuerdo con el articulo 4, en la que el polipéptido de la variante de T7 comprende las
sustituciones de aminoacidos Val426Leu, Ala702Val y Val795lle.

7. La solucién acuosa de acuerdo con uno cualquiera de los articulos 1 a 6, en la que el polipéptido comprende la
variante de T7 y un marcador His N-terminal.

8. La solucion acuosa de acuerdo con uno cualquiera de los articulos 1 a 7, en la que el polipéptido comprende la
variante de T7 con una Metionina N-terminal.

9. Un método para producir una solucién acuosa con un polipéptido que comprende una variante de la T7 ARN
polimerasa (variante de T7), teniendo la variante de T7 las propiedades de (i) actividad de ARN polimerasa
dependiente de ADN, y (ii) una composicion distinta de aminoacidos en comparacion con el polipéptido de 883
aminoacidos de la T7 ARN polimerasa de SEC ID N°: 2 (referencia de tipo silvestre), en el que esta ausente la
formacion de homomultimeros en la solucién acuosa como un resultado de uno o mas enlaces disulfuro
intramolecular(es), el método comprende las etapas de:

(a) proporcionar la variante de T7 sustituyendo en la referencia de tipo silvestre la Cys723, numerada a partir
del extremo N-terminal, por Serina (Cys723 Ser);

(b) incluir ademés opcionalmente en la variante de T7 una o mas sustituciones de aminoacidos seleccionadas
del grupo que consiste en Cys125Ser, Cys347Ser, Cys492Ser, Cys515Ser y Cys839Ser;

(c) incluir opcionalmente ademas en la variante de T7 una o mas sustituciones de aminoacidos seleccionadas
del grupo que consiste en Val426Leu, Val426lle, Val426Phe, Ser633Val, Ser633Met, Val650Leu, Thr654Leu,
Ala702Val y Val795lle;

(d) retrotranscribir la secuencia de aminoacidos del polipéptido, comprendiendo el polipéptido la variante de
T7 obtenida en las etapas (a), (b) y (c), obteniendo de ese modo una secuencia de nucleétidos que codifica el
polipéptido;

(e) expresar una molécula de &cido nucleico que comprende la secuencia de nucle6tidos de la etapa (d) en
un sistema de expresion, y purificar posteriormente el polipéptido expresado a partir del sistema de expresion
por medio de una cromatografia usando una fase mdévil acuosa en la que esta ausente un agente reductor
con un grupo tiol;

obteniendo de ese modo en la etapa (e) una solucién acuosa con el polipéptido que comprende la variante de
T7.

10. El método de acuerdo con el articulo 9, en el que la solucidn acuosa obtenida en la etapa (e) se almacena en
ausencia de un agente reductor con un grupo tiol.

11. El método de acuerdo con uno cualquiera de los articulos 9 y 10, en el que una cantidad de
aproximadamente 1 pg a 3 ug de la proteina de la variante de T7 purificada a partir de la solucion acuosa esta de
libre un modo detectable de homomultimeros tal como se determina mediante electroforesis en gel con SDS
poliacrilamida y la tincion del gel de electroforesis con el Kit Colorante Simply Blue Safe de Invitrogen.

12. Un método para sintetizar una molécula de ARN, que comprende las etapas de

(a) proporcionar una solucion acuosa con un polipéptido de una variante de la T7 ARN polimerasa (variante
de T7) de acuerdo con uno cualquiera de los articulos 1 a 8;
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(b) proporcionar una molécula de ADN molde que comprende un promotor de T7, estando el promotor de T7
ligado funcionalmente a una secuencia de nucleétidos diana que se va a transcribir;

(c) poner en contacto la solucién acuosa con el ADN molde de la etapa (b) con la variante de T7 de la etapa
(a) en presencia de ribonucledésidos trifosfato, formando de este modo una mezcla de reaccion;

(d) incubar la mezcla de reaccién en condiciones que permitan la actividad de ARN polimerasa;
sintetizando de ese modo la molécula de ARN.

13. Una mezcla de reaccioén que comprende una solucién acuosa con un polipéptido de la variante de la T7 ARN
polimerasa (variante de T7) de acuerdo con uno cualquiera de los articulos 1 a 8, en la que la solucién acuosa
ademas comprende una molécula de ADN molde que comprende un promotor de T7 ligado funcionalmente a una
secuencia de nucledtidos diana para su transcripcion y ribonucledsidos trifosfato.

14. Un kit que comprende, en envases separados, una solucién acuosa con un polipéptido de una variante de la
T7 ARN polimerasa (variante de T7) de acuerdo con cualquiera de los articulos 1 a 8 y un tampdén con uno 0 mas
ribonucledsidos trifosfato.

15. Un polipéptido que comprende una variante mejorada de la T7 ARN polimerasa (variante de T7), teniendo la
variante de T7 las propiedades de (i) actividad de ARN polimerasa dependiente de ADN, y (ii) una composicion
distinta de aminoacidos en comparacion con el polipéptido de 883 aminoacidos de la T7 ARN polimerasa de SEC
ID N°: 2 (referencia de tipo silvestre), y la mejora de la variante de T7 siendo la ausencia de formacién de
homomultimeros en una solucién acuosa como un resultado de un enlace(s) disulfuro intermolecular(es),

en la que en la posicion seleccionada de la 510 a la 530 de la variante de T7, numerada a partir del extremo
N-terminal de la referencia de tipo silvestre, esta presente un resto de Cisteina, y

en la que la variante de T7 comprende una o0 mas sustituciones de aminoacidos de las cuales una (o la primera)
esta en la posiciéon 723 donde la Serina sustituye al resto de Cisteina (Cys723Ser).

16. El polipéptido de acuerdo con el articulo 15, en el que el nimero de aminoécidos sustituidos en la variante de
T7 esde1lalol.

17. El polipéptido de acuerdo con el articulo 16, en el que la variante de T7 ademas comprende una sustitucién
Cisteina-Serina seleccionada del grupo que consiste en Cysl125Ser, Cys347Ser, Cys492Ser, Cys515Ser y
Cys839Ser.

18. El polipéptido de acuerdo con uno cualquiera de los articulos 15 a 17, en el que la solucion acuosa esta libre
de un modo detectable de homomultimeros tal como se determina mediante electroforesis en SDS poliacrilamida
de hasta aproximadamente 3 pg de proteina (preferentemente de aproximadamente 2 ug a aproximadamente
3 ng de proteina, méas preferentemente hasta aproximadamente 2,9 ug) del polipéptido de la variante de T7 en
forma purificada y la tincién del gel de electroforesis con el Kit Colorante Simply Blue Safe (Invitrogen).

19. El polipéptido de acuerdo con uno cualquiera de los articulos 16 a 18, en el que la variante de T7 ademas
comprende una sustitucion de aminoéacidos seleccionada del grupo que consiste en Val426Leu, Val426lle,
Val426Phe, Ser633Val, Ser633Met, Val650Leu, Thr654Leu, Ala702Val y Val795lle.

20. El polipéptido de acuerdo con el articulo 19, en el que la variante de T7 comprende una sustitucion de
aminoacidos Val426Leu, Val650Leu, Ala702Val y Val795lle.

21. El polipéptido de acuerdo con el articulo 19, en el que la variante de T7 comprende las sustituciones de
aminoacidos Val426Leu, Ala702Val y Val795lle.

22. El polipéptido de acuerdo con uno cualquiera de los articulos 15 a 21, en el que el polipéptido comprende la
variante de T7 y un marcador His N-terminal.

23. El polipéptido de acuerdo con uno cualquiera de los articulos 15 a 22, en el que el polipéptido comprende la
variante de T7 con una Metionina N-terminal.

24. El polipéptido de acuerdo con uno cualquiera de los articulos 15 a 23 en una solucién acuosa.

25. El polipéptido de acuerdo con al articulo 24, en el que un agente reductor con un grupo tiol esta ausente de la
solucion acuosa.

26. Un método para producir un polipéptido que comprende una variante mejorada de la T7 ARN polimerasa

(variante de T7), teniendo la variante de T7 las propiedades de (i) actividad de ARN polimerasa dependiente de
ADN, y (ii) una composicion distinta de aminoacidos en comparacion con el polipéptido de 883 aminoéacidos de la
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T7 ARN polimerasa de SEC ID N°: 2 (referencia de tipo silvestre) y siendo la mejora de la variante de T7 la
ausencia de formacion de homomultimeros en una solucién acuosa como un resultado de un enlace(s) disulfuro
intermolecular(es), el método comprende las etapas de

(a) proporcionar la variante de T7 sustituyendo la Cys723, en la referencia de tipo silvestre, numerada a partir
del extremo N-terminal por Serina (Cys723Ser);

(b) incluir opcionalmente ademas en la variante de T7 una 0 mas sustituciones de aminoacidos seleccionadas
del grupo que consiste en Cys125Ser, Cys347Ser, Cys492Ser, Cys515Ser y Cys839Ser;

(c) incluir opcionalmente ademas en la variante de T7 una 0 mas sustituciones de aminoacidos;

(d) retrotranscribir la secuencia de aminoacidos del polipéptido, comprendiendo el polipéptido la variante de
T7 obtenida en las etapas (a), (b) y (c), obteniendo de ese modo una secuencia de nucleétidos que codifica el
polipéptido;

(e) expresar una molécula de 4cido nucleico que comprende la secuencia de nucleétidos de la etapa (d) en
un sistema de expresion, y aislar el polipéptido expresado del sistema de expresion;

produciendo de ese modo el polipéptido.

27. El método de acuerdo con el articulo 26, en el que en la etapa (c) la una o mas sustitucién(es) de
aminoacidos se selecciona(n) del grupo que consiste en Val426Leu, Val426lle, Val426Phe, Ser633Val,
Ser633Met, Val650Leu, Thr654Leu, Ala702Val y Val795lle.

28. Un método para producir una molécula de acido nucleico con una secuencia de nucleétidos que codifica una
variante mejorada de la T7 ARN polimerasa (variante de T7), teniendo la variante de T7 las propiedades de (i)
actividad de ARN polimerasa dependiente de ADN, y (i) una composicién distinta de aminoéacidos en
comparacion con el polipéptido de 883 aminoacidos de la T7 ARN polimerasa de SEC ID N°: 2 (referencia de tipo
silvestre), y siendo la mejora de la variante de T7 la ausencia de la formacion de homomultimeros en una
solucién acuosa como resultado de enlaces disulfuro intramoleculares, comprendiendo el método las etapas de

(a) retrotranscribir una secuencia de aminoacidos de un polipéptido de acuerdo con uno cualquiera de los
articulos 15 a 23 o una secuencia de amino&cidos de un polipéptido obtenible mediante el método de acuerdo
al articulo 26 o el articulo 27, obteniendo de ese modo una secuencia de acido nucleico; seguido de

(b) sintetizar una molécula de acido nucleico con la secuencia del acido nucleico obtenida después de realizar
la etapa (a);

produciendo de este modo la molécula de acido nucleico que codifica la variante de T7.

29. Una molécula de acido nucleico que comprende una secuencia de nucledtidos seleccionada de un miembro
del grupo que consiste en las SEC ID N°: 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15, 17, 19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 39, 41,
43, 45, 47, 49, 51, 53, 55, 57, 59, 61, 63, 65, 67,69y 71.

30. Un vector de expresion que comprende una o mas secuencias de nucledtidos capaces de controlar la
transcripcion y/o traduccion y estan ligadas funcionalmente a (a) una molécula de &cido nucleico obtenible
mediante el método del articulo 28, o (b) una molécula de acido nucleico de acuerdo con el articulo 29.

31. Un organismo hospedador capaz de expresar recombinantemente un polipéptido, en el que el organismo
hospedador se transforma con un vector de expresion de acuerdo con el articulo 30.

32. El organismo hospedador de acuerdo con el articulo 31, en el que el organismo hospedador es Escherichia
coli.

33. Un método para sintetizar una molécula de ARN, que comprende las etapas de

(a) proporcionar una variante del polipéptido de la T7 ARN polimerasa (variante de T7) de acuerdo con uno
cualquiera de los articulos 15 a 23;

(b) proporcionar una molécula de ADN molde que comprende un promotor de T7, estando el promotor de T7
ligado funcionalmente a una secuencia de nucleétidos diana para su transcripcion;

(c) poner en contacto en una solucion acuosa el molde de ADN de la etapa (b) con la variante de T7 de la
etapa (a) en presencia de ribonucledsidos trifosfato, formando de este modo una mezcla de reaccion;

(d) incubar la mezcla de reaccién en condiciones que permitan la actividad de ARN polimerasa;
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sintetizando de ese modo la molécula de ARN.

34. El método de acuerdo con el articulo 33, en el que en una cualquiera de las etapas (a), (b), (c) y (d) esta
ausente un agente reductor con un grupo tiol.

35. El método de acuerdo con el articulo 33, en el que en una cualquiera de las etapas (a), (b), (c) y (d) esta
ausente un agente reductor seleccionado de mercaptoetanol, ditiotreitol, ditioeritritol.

36. Una mezcla de reaccion que comprende, en una solucién acuosa, una molécula de ADN molde que
comprende un promotor de T7 funcionalmente ligado a una secuencia de nucledtidos diana para su transcripcion,
ribonucledsidos trifosfato, y una variante del polipéptido de la ARN polimerasa T7 (variante de T7) de acuerdo
con uno cualquiera de los articulos 15 a 23, y en la mezcla de reaccion estd ausente un agente reductor con un
grupo tiol.

37. Una mezcla de reaccién que comprende en una solucion acuosa una molécula de ADN molde que
comprende un promotor de T7 ligado funcionalmente a una secuencia de nucledtidos diana para su transcripcion,
ribonucledsidos trifosfato y una variante del polipéptido de la T7 ARN polimerasa (variante de T7) de acuerdo con
uno cualquiera de los articulos 15 a 23, y en la que la mezcla de reaccion esta ausente un agente reductor
seleccionado de mercaptoetanol, ditiotreitol, ditioeritritol.

38. Un kit que comprende, en envases separados, una variante de un polipéptido de la T7 ARN polimerasa
(variante de T7) de acuerdo con uno cualquiera de los articulos 15 a 23 y un tampén con uno o mas
ribonucledsidos trifosfato, en el que la variante de T7 esta en una solucion acuosa, y en el que en la mezcla de la
solucién acuosa esta ausente un agente reductor con un grupo tiol.

39. Un kit que comprende, en envases separados, una variante de un polipéptido de la T7 ARN polimerasa
(variante de T7) de acuerdo con uno cualquiera de los articulos 15 a 23 en un tampén con uno mas
ribonucledsidos fosfato, en el que la variante de T7 esta en una solucién acuosa, y en el que en la mezcla de la
solucién acuosa esta ausente un agente reductor seleccionado de mercaptoetanol, ditiotreitol y ditioeritritol.

Los siguientes ejemplos, figuras y el listado de secuencias se proporcionan para ayudar a entender la presente
invencion, el verdadero alcance de la cual se expone en las reivindicaciones anexas. Se entiende que pueden
hacerse modificaciones de los procedimientos expuestos sin apartarse del espiritu de la invencidn.

Descripcion del listado de secuencias

SEC ID N°: 1 Secuencia de ADN que codifica la ARN polimerasa T7 de tipo silvestre dependiente de ADN,
incluyendo el coddn de iniciacién que codifica la metionina N-terminal; correspondiente a N° 1 en la
Tabla 3

SEC ID N°: 2 T7 ARN polimerasa dependiente de ADN de tipo silvestre, secuencia de aminoacidos incluyendo la
metionina N-terminal; correspondiente a N° 1 en la Tabla 3

SEC ID N°: 3 Secuencia de ADN que codifica la variante Cys125Ser de la T7 ARN polimerasa dependiente de
ADN, incluyendo el coddn de iniciacion que codifica la metionina N-terminal; correspondiente a
N° 2 enla Tabla 3

SECID N°: 4 Variante Cys125Ser de la T7 ARN polimerasa dependiente de ADN, secuencia de aminoacidos
incluyendo la metionina N-terminal; correspondiente a N° 2 en la Tabla 3

SECID N°: 5 Secuencia de ADN que codifica la variante Cys347Ser de la ARN polimerasa T7 dependiente de
ADN, incluyendo el codén de iniciacion que codifica la metionina N-terminal; correspondiente a
N° 3 enla Tabla 3

SEC ID N°: 6 Variante Cys347Ser de la T7 ARN polimerasa dependiente de ADN, secuencia de aminoacidos
incluyendo la metionina N-terminal; correspondiente a N° 3 en la Tabla 3

SEC ID N°: 7 Secuencia de ADN que codifica la variante Cys492Ser de la T7 ARN polimerasa dependiente de
ADN, incluyendo el codén de iniciacion que codifica la metionina N-terminal; correspondiente a
N° 4 en la Tabla 3

SEC ID N°: 8 Variante Cys492Ser de la T7 ARN polimerasa dependiente de ADN, secuencia de aminoacidos
incluyendo la metionina N-terminal; correspondiente a N° 4 en la Tabla 3

SEC ID N°: 9 Secuencia de ADN que codifica la variante Cys515Ser de la T7 ARN polimerasa dependiente de
ADN, incluyendo el codon de iniciacion que codifica la metionina N-terminal; correspondiente a
N° 5 en la Tabla 3

SECID N°: 10 Variante Cys515Ser de la T7 ARN polimerasa dependiente de ADN, secuencia de aminoacidos
incluyendo la metionina N-terminal; correspondiente a N° 5 en la Tabla 3

SECID N° 11  Secuencia de ADN que codifica la variante Cys723Ser de la T7 ARN polimerasa dependiente de
ADN, incluyendo el codén de iniciacion que codifica la metionina N-terminal; correspondiente a
N° 6 en la Tabla 3
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Variante Cys723Ser de la T7 ARN polimerasa dependiente de ADN, secuencia de amino&cidos
incluyendo la metionina N-terminal; correspondiente a N° 6 en la Tabla 3

Secuencia de ADN que codifica la variante Cys839Ser de la T7 ARN polimerasa dependiente de
ADN, incluyendo el codén de iniciacion que codifica la metionina N-terminal; correspondiente a
N° 7 en la Tabla 3

Variante Cys839Ser de la T7 ARN polimerasa dependiente de ADN, secuencia de aminoacidos
incluyendo la metionina N-terminal; correspondiente a N° 7 en la Tabla 3

Secuencia de ADN que codifica la variante Cysl125Ser, Cys347Ser, Cys492Ser, Cys515Ser,
Cys723Ser, Cys839Ser de la T7 ARN polimerasa dependiente de ADN, incluyendo el codén de
iniciacién que codifica la metionina N-terminal; correspondiente a N° 8 en la Tabla 3

Variante Cys125Ser, Cys347Ser, Cys492Ser, Cys515Ser, Cys723Ser, Cys839Ser de la T7 ARN
polimerasa dependiente de ADN, secuencia de aminoacidos incluyendo la metionina N-terminal;
correspondiente a N° 8 en la Tabla 3

Secuencia de ADN que codifica la variante Val426Leu de la T7 ARN polimerasa dependiente de
ADN, incluyendo el codén de iniciacion que codifica la metionina N-terminal; correspondiente a
N° 9 en la Tabla 3

Variante Val426Leu de la T7 ARN polimerasa dependiente de ADN, secuencia de amino&cidos
incluyendo la metionina N-terminal; correspondiente a N° 9 en la Tabla 3

Secuencia de ADN que codifica la variante Cys723Ser, Val426Leu de la T7 ARN polimerasa
dependiente de ADN, incluyendo el coddn de iniciacion que codifica la metionina N-terminal;
correspondiente a N° 10 en la Tabla 3

Variante Cys723Ser, Val426Leu de la T7 ARN polimerasa dependiente de ADN, secuencia de
aminoacidos incluyendo la metionina N-terminal, correspondiente a N° 10 en la Tabla 3

Secuencia de ADN que codifica la variante Val426lle de la T7 ARN polimerasa dependiente de
ADN, incluyendo el coddn de iniciacion que codifica la metionina N-terminal; correspondiente a
N° 11 en la Tabla 3

Variante Val426lle de la T7 ARN polimerasa dependiente de ADN, secuencia de aminoacidos
incluyendo la metionina N-terminal; correspondiente a N° 11 en la Tabla 3

Secuencia de ADN que codifica la variante Cys723Ser, Val426lle de la T7 ARN polimerasa
dependiente de ADN, incluyendo el coddn de iniciacion que codifica la metionina N-terminal;
correspondiente a N° 12 en la Tabla 3

Variante Cys723Ser, Val426lle de la T7 ARN polimerasa dependiente de ADN, secuencia de
aminoécidos incluyendo la metionina N-terminal; correspondiente a N° 12 en la Tabla 3

Secuencia de ADN que codifica la variante Val426Phe de la T7 ARN polimerasa dependiente de
ADN, incluyendo el coddn de iniciacion que codifica la metionina N-terminal; correspondiente a
N° 13 enla Tabla 3

Variante Val426Phe de la T7 ARN polimerasa dependiente de ADN, secuencia de aminoacidos
incluyendo la metionina N-terminal; correspondiente a N° 13 en la Tabla 3

Secuencia de ADN que codifica la variante Cys723Ser, Val426Phe de la T7 ARN polimerasa
dependiente de ADN, incluyendo el coddn de iniciacion que codifica la metionina N-terminal;
correspondiente a N° 14 en la Tabla 3

Variante Cys723Ser, Val426Phe de la T7 ARN polimerasa dependiente de ADN, secuencia de
aminodcidos incluyendo la metionina N-terminal; correspondiente a N° 14 en la Tabla 3

Secuencia de ADN que codifica la variante Ser633Met de la T7 ARN polimerasa dependiente de
ADN, incluyendo el coddn de iniciacion que codifica la metionina N-terminal; correspondiente a
N° 15 en la Tabla 3

Variante Ser633Met de la T7 ARN polimerasa dependiente de ADN, secuencia de aminoacidos
incluyendo la metionina N-terminal; correspondiente a N° 15 en la Tabla 3

Secuencia de ADN que codifica la variante Cys723Ser, Ser633Met de la T7 ARN polimerasa
dependiente de ADN, incluyendo el codén de iniciacion que codifica la metionina N-terminal;
correspondiente a N° 16 en la Tabla 3

Secuencia de ADN que codifica la variante Cys723Ser, Ser633Met de la T7 ARN polimerasa
dependiente de ADN, incluyendo el coddn de iniciacion que codifica la metionina N-terminal;
correspondiente a N° 16 en la Tabla 3

Secuencia de ADN que codifica la variante Val650Leu de la T7 ARN polimerasa dependiente de
ADN, incluyendo el codén de iniciacion que codifica la metionina N-terminal; correspondiente a
N° 17 en la Tabla 3

Variante Val650Leu de la T7 ARN polimerasa dependiente de ADN, secuencia de aminoacidos
incluyendo la metionina N-terminal; correspondiente a N° 17 en la Tabla 3

Secuencia de ADN que codifica la variante Cys723Ser, Val650Leu de la T7 ARN polimerasa
dependiente de ADN, incluyendo el coddn de iniciacion que codifica la metionina N-terminal;
correspondiente a N° 18 en la Tabla 3

Variante Cys723Ser, Val650Leu de la T7 ARN polimerasa dependiente de ADN, secuencia e
aminoacidos incluyendo la metionina N-terminal; correspondiente a N° 18 en la Tabla 3
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Secuencia de ADN que codifica la variante Thr654Leu de la T7 ARN polimerasa dependiente de
ADN, incluyendo el coddn de iniciacion que codifica la metionina N-terminal; correspondiente a
N° 19 en la Tabla 3

Variante Thr654Leu de la T7 ARN polimerasa dependiente de ADN, secuencia de aminoacidos
incluyendo la metionina N-terminal; correspondiente a N° 19 en la Tabla 3

Secuencia de ADN que codifica la variante Cys723Ser, Thr654Leu de la T7 ARN polimerasa
dependiente de ADN, incluyendo el coddn de iniciacion que codifica la metionina N-terminal;
correspondiente a N° 20 en la Tabla 3

Variante Cys723Ser, Thr654Leu de la T7 ARN polimerasa dependiente de ADN, secuencia de
aminodcidos incluyendo la metionina N-terminal; correspondiente a N° 20 en la Tabla 3

Secuencia de ADN que codifica la variante Ala702Val de la T7 ARN polimerasa dependiente de
ADN, incluyendo el codén de iniciacion que codifica la metionina N-terminal; correspondiente a
N° 21 enla Tabla 3

Variante Ala702Val de la T7 ARN polimerasa dependiente de ADN, secuencia de aminoacidos
incluyendo la metionina N-terminal; correspondiente a N° 21 en la Tabla 3

Secuencia de ADN que codifica la variante Cys723Ser, Ala702Val de la T7 ARN polimerasa
dependiente de ADN, incluyendo el codén de iniciacion que codifica la metionina N-terminal;
correspondiente a N° 22 en la Tabla 3

Variante Cys723Ser, Ala702Val de la T7 ARN polimerasa dependiente de ADN, secuencia de
aminodcidos incluyendo la metionina N-terminal; correspondiente a N° 22 en la Tabla 3

Secuencia de ADN que codifica la variante Val795Ille de la T7 ARN polimerasa dependiente de
ADN, incluyendo el codén de iniciacion que codifica la metionina N-terminal; correspondiente a
N° 23 en la Tabla 3

Variante Val795lle de la T7 ARN polimerasa dependiente de ADN, secuencia de aminoacidos
incluyendo la metionina N-terminal; correspondiente a N° 23 en la Tabla 3

Secuencia de ADN que codifica la variante Cys723Ser, Val795lle de la T7 ARN polimerasa
dependiente de ADN, incluyendo el coddn de iniciacion que codifica la metionina N-terminal;
correspondiente a N° 24 en la Tabla 3

Variante Cys723Ser, Val795Ille de la T7 ARN polimerasa dependiente de ADN, secuencia de
aminoécidos incluyendo la metionina N-terminal; correspondiente a N° 24 en la Tabla 3

Secuencia de ADN que codifica la variante Ala702Val, Val795lle de la T7 ARN polimerasa
dependiente de ADN, incluyendo el coddn de iniciacion que codifica la metionina N-terminal;
correspondiente a N° 25 en la Tabla 3

Variante Ala702Val, Val795lle de la T7 ARN polimerasa dependiente de ADN, secuencia de
aminodcidos incluyendo la metionina N-terminal; correspondiente a N° 25 en la Tabla 3

Secuencia de ADN que codifica la variante Cys723Ser, Ala702Val, Val795lle de la T7 ARN
polimerasa dependiente de ADN, incluyendo el coddn de iniciacion que codifica la metionina N-
terminal; correspondiente a N° 26 en la Tabla 3

Variante Cys723Ser, Ala702Val, Val795lle de la T7 ARN polimerasa dependiente de ADN,
secuencia de aminodacidos incluyendo la metionina N-terminal; correspondiente a N° 26 en la Tabla
3

Secuencia de ADN que codifica la variante Val426Leu, Ala702Val de la T7 ARN polimerasa
dependiente de ADN, incluyendo el coddn de iniciacion que codifica la metionina N-terminal;
correspondiente a N° 27 en la Tabla 3

Variante Val426Leu, Ala702Val de la T7 ARN polimerasa dependiente de ADN, secuencia de
aminoécidos incluyendo la metionina N-terminal; correspondiente a N° 27 en la Tabla 3

Secuencia de ADN que codifica la variante Cys723Ser, Val426Leu, Ala702Val de la T7 ARN
polimerasa dependiente de ADN, incluyendo el coddn de iniciacion que codifica la metionina N-
terminal; correspondiente a N° 28 en la Tabla 3

Variante Cys723Ser, Val426Leu, Ala702Val de la T7 ARN polimerasa dependiente de ADN,
secuencia de aminoécidos incluyendo la metionina N-terminal; correspondiente a N° 28 en la Tabla
3

Secuencia de ADN que codifica la variante Val426Leu, Val795lle de la T7 ARN polimerasa
dependiente de ADN, incluyendo el coddn de iniciacion que codifica la metionina N-terminal;
correspondiente a N° 29 en la Tabla 3

Variante Val426Leu, Val795lle de la T7 ARN polimerasa dependiente de ADN, secuencia de
aminoacidos incluyendo la metionina N-terminal; correspondiente a N° 29 en la Tabla 3

Secuencia de ADN que codifica la variante Cys723Ser, Val426Leu, Val795lle de la T7 ARN
polimerasa dependiente de ADN, incluyendo el coddn de iniciacion que codifica la metionina N-
terminal; correspondiente a N° 30 en la Tabla 3

Secuencia de ADN que codifica la variante Cys723Ser, Val426Leu, Val795lle de la T7 ARN
polimerasa dependiente de ADN, incluyendo el coddn de iniciacion que codifica la metionina N-
terminal; correspondiente a N° 30 en la Tabla 3

Secuencia de ADN que codifica la variante Val426Leu, Ala702Val, Val795lle de la T7 ARN
polimerasa dependiente de ADN, incluyendo el coddn de iniciacion que codifica la metionina N-
terminal; correspondiente a N° 31 en la Tabla 3
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Variante Val426Leu, Ala702Val, Val795lle de la T7 ARN polimerasa dependiente de ADN,
secuencia de aminoacidos incluyendo la metionina N-terminal; correspondiente a N° 31 en la Tabla
3

Secuencia de ADN que codifica la variante Cys723Ser, Val426Leu, Ala702Val, Val795Ile de la T7
ARN polimerasa dependiente de ADN, incluyendo el codon de iniciacion que codifica la metionina
N-terminal; correspondiente a N° 32 en la Tabla 3

Variante Cys723Ser, Val426Leu, Ala702Val, Val795lle de la T7 ARN polimerasa dependiente de
ADN, secuencia de aminoacidos incluyendo la metionina N-terminal; correspondiente a N° 32 en la
Tabla 3

Secuencia de ADN que codifica la variante Cys125Ser, Cys347Ser, Cys492Ser, Cys515Ser,
Cys723Ser, Cys839Ser, Val426Leu, Ala702Val, Val795lle de la T7 ARN polimerasa dependiente
de ADN, incluyendo el coddn de iniciacion que codifica la metionina N-terminal; correspondiente a
N° 33 en la Tabla 3

Variante Cys125Ser, Cys347Ser, Cys492Ser, Cys515Ser, Cys723Ser, Cys839Ser, Val426Leu,
Ala702Val, Val795lle de la T7 ARN polimerasa dependiente de ADN, secuencia de aminoacidos
incluyendo la metionina N-terminal; correspondiente a N° 33 en la Tabla 3

Secuencia de ADN que codifica la variante Val426Leu, Val650Leu, Ala702Val, Val795lle de la T7
ARN polimerasa dependiente de ADN, incluyendo el coddn de iniciacion que codifica la metionina
N-terminal; correspondiente a N° 34 en la Tabla 3

Variante Val426Leu, Val650Leu, Ala702Val, Val795lle de la T7 ARN polimerasa dependiente de
ADN, secuencia de aminoacidos incluyendo la metionina N-terminal; correspondiente a N° 34 en la
Tabla 3

Secuencia de ADN que codifica la variante Cys723Ser, Val426Leu, Val650Leu, Ala702Val,
Val795lle de la T7 ARN polimerasa dependiente de ADN, incluyendo el codén de iniciacién que
codifica la metionina N-terminal; correspondiente a N° 35 en la Tabla 3

Variante Cys723Ser, Val426Leu, Val650Leu, Ala702Val, Val795lle de la T7 ARN polimerasa
dependiente de ADN, secuencia de aminoacidos incluyendo la metionina N-terminal;
correspondiente a N° 35 en la Tabla 3

Secuencia de ADN que codifica la variante C125S, C347S, C492S, C515S, C723S, C839S, V426L,
V650L, A702V, V795] de la T7 ARN polimerasa dependiente de ADN, incluyendo el codén de
iniciacion que codifica la metionina N-terminal; correspondiente a N° 36 en la Tabla 3

C125S, C347S, C492S, C515S, C723S, C839S, V426L, V650L, A702V, V795! de la T7 ARN
polimerasa dependiente de ADN, secuencia de aminoacidos incluyendo la metionina N-terminal;
correspondiente a N° 36 en la Tabla 3

ADN que codifica la secuencia enlazadora con el marcador de Histidina (His6) N-terminal,
fusionada a los dos primeros aminoacidos N-terminales de T7 (Met y Asn)

Secuencia de aminoacidos del marcador de Histidina N-terminal con una secuencia enlazadora
(His®6), fusionada a los dos primeros aminoacidos N-terminales de T7 (Met y Asn)

Marcador de histidina (aminoacidos); esta region puede abarcar de 3 a 7 restos de “His”
Marcador-His6 (aminoacidos)

Descripcion de las figuras

Figura 1

Figura 2

Gel de SDS poliacrilamida tefiido, para los detalles véase el Ejemplo 5, Ejemplo 6 y Ejemplo 7. Las
lineas designadas con M contienen el marcador de tamafio Mark 12 (Invitrogen). Las lineas 1y 2
contienen la T7 ARN polimerasa de tipo silvestre. En ambas lineas la banda prominente de la proteina
gue migra mas rapido representa el polipéptido de T7 monomérico. Las muestras de la T7 ARN
polimerasa incubadas durante 16 horas a 37 °C se trataron con o sin con agentes reductores (DTT), y
se sometieron a electroforesis.

Linea 1: muestra sin DTT

Linea 2: muestra tratada con DTT.

En la linea 1 las regiones marcadas con uno y dos asteriscos indican multimeros de T7. La region
marcada con un asterisco contiene solamente una mancha débil. En la region marcada con dos
asteriscos, pueden discernirse bandas separadas, indicando dimeros y homomultimeros de distintos
ordenes mas altos.

Gel de SDS poliacrilamida tefiido, para los detalles véase el Ejemplo 5, Ejemplo 6 y Ejemplo 7. Las
lineas designadas con M contienen el marcador de tamafio Mark 12 (Invitrogen). No se afiadioé agente
reductor antes de la electroforesis.

Linea 1: T7 ARN polimerasa de tipo silvestre sin marcador His

Linea 2: T7 ARN polimerasa de tipo silvestre incluyendo marcador His6

Linea 3: T7 variante de T7 N°8 [Cysl25Ser, Cys347Ser, Cys492Ser, Cys515Ser, Cys723Ser,
Cys839Ser] incluyendo marcador His6

Linea 4: T7 variante de T7 N° 6 [Cys723Ser] incluyendo marcador His6

Linea 5: T7 variante de T7 N° 3 [Cys347Ser] incluyendo marcador His6

Linea 6: T7 variante de T7 N° 7 [Cys839Ser] incluyendo marcador His6

Linea 7: T7 variante de T7 N° 2 [Cys125Ser] incluyendo marcador His6
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Linea 8: T7 variante de T7 N° 4 [Cys492Ser] incluyendo marcador His6

Linea 9: T7 variante de T7 N° 5 [Cys515Ser] incluyendo marcador His6

Para homodimeros de diversos grados y homomultimeros de érdenes mas altos pueden verse las
lineas 1, 2, 5, 6, 7, 8y 9. La lineas 3 y 4 estan libres de un modo detectable de homodimeros y/o
multimeros.

Figura 3 Gel de SDS poliacrilamida tefiido, para los detalles véase el Ejemplo 5, Ejemplo 6 y Ejemplo 7. Las
lineas designadas con M contienen el marcador de tamafio Mark 12 (Invitrogen). Se afiadié DTT
10 mM antes de la electroforesis, para proporcionar condiciones reductoras.

Linea 1: T7 ARN polimerasa de tipo silvestre sin marcador His

Linea 2: T7 ARN polimerasa de tipo silvestre incluyendo marcador His6

Linea 3: T7 variante de T7 N°8 [Cysl25Ser, Cys347Ser, Cys492Ser, Cys515Ser, Cys723Ser,
Cys839Ser] incluyendo marcador His6

Linea 4: T7 variante de T7 N° 6 [Cys723Ser] incluyendo marcador His6

Linea 5: T7 variante de T7 N° 3 [Cys347Ser] incluyendo marcador His6

Linea 6: T7 variante de T7 N° 7 [Cys839Ser] incluyendo marcador His6

Linea 7: T7 variante de T7 N° 2 [Cys125Ser] incluyendo marcador His6

Linea 8: T7 variante de T7 N° 4 [Cys492Ser] incluyendo marcador His6

Linea 9: T7 variante de T7 N° 5 [Cys515Ser] incluyendo marcador His6

Ejemplo 1

Disefio de mutaciones de intercambio de aminoacidos en el polipéptido de T7

Se inspeccionaron las estructuras de rayos X de la T7 ARN polimerasa depositadas en el Banco de Datos de
Proteinas (http://www.wwpdb.org/pdb; codigos: 1cez [referentes a Cheetham, G. M. T., et al., Nature 399 (1999) 80-
83], y de 1s77 [referente a Yin, Y. W., y Steitz, T. A., Cell 116 (2004) 393-404]) para identificar sitios candidatos para
la introduccion de mutaciones. Para tal fin, se localizaron los restos de cisteina en modelos tridimensionales y se
identificaron los restos de Cys de la superficie del polipéptido de T7 que podian ser accesibles en principio para la
formacion de enlaces disulfuro intramoleculares. Ademas, se identificaron aminoéacidos candidatos teniendo en
mente el objetivo de aumentar la estabilidad de la proteina.

Las posiciones de la secuencia de amino&cidos de la T7 de tipo silvestre seleccionadas (de acuerdo con SEC ID N°:
2) se muestran en la Tabla 1a que muestra las Cisteinas candidatas. La Tabla 1b proporciona las mutaciones de
sustitucion de aminoéacidos de las que se espera que aumenten la estabilidad de la proteina polimerasa T7. También
se indica la razon principal subyacente del disefio de las mutaciones, con el fin de aumentar la estabilidad de una
variante del polipéptido de T7 frente a la referencia de tipo silvestre. Por lo tanto, la mayor parte de las sustituciones
de aminoécidos se seleccionaron bien para rellenar las cavidades hidréfobas del nicleo o para estabilizar los bucles
localizados en la superficie de la enzima.

Tabla 1a: mutaciones de aminoacidos de la T7 ARN polimerasa: disefio de una enzima con tendencia reducida a
formar multimeros unidos mediante puentes disulfuro intramoleculares

Resto de Cys en el polipéptido de T7 de TS, Localizacién predicha Mutacion propuesta
posiciones en la secuencia de aminoacidos
(SEC ID Ne: 2)

125 superficie Ser
216 enterrado -
271 enterrado -
347 superficie Ser
467 enterrado -
492 superficie Ser
510 enterrado -
515 superficie Ser
530 enterrado -
540 enterrado -
723 superficie Ser
839 superficie Ser
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Tabla 1b: mutaciones de aminoacidos de la T7 ARN polimerasa: disefio de una enzima con termoestabilidad

aumentada
Aminoéacido, TS Posicion Mutacion Razoén fundamental
Val 426 Leu, lle, Phe, Trp Rfellenar la cawdag del
ndcleo de la proteina
Ser 633 Val, Leu, Met Estabilizar el bucle
Val 650 Leu Estabilizar el bucle
Thr 654 Leu Estabilizar el bucle
Ala 702 val R?Ilenar la cawdag del
ndcleo de la proteina
val 795 lle Rgllenar la cawdagi del
ndcleo de la proteina

Con el fin de proporcionar una secuencia codificante para cualquiera de los mutantes de T7 que se presentan en el
presente documento, se usé como base la secuencia de nucledtidos SEC ID N°: 1 que codifica el polipéptido de T7
de la referencia de tipo silvestre. Los codones de nucleétidos correspondientes a los restos de aminoacidos de las
posiciones indicadas en las Tablas 1a y 1b se mutaron, con el fin de codificar el aminoacido cambiado en la posicion
respectiva. Las mutaciones se disefiaron preferentemente de acuerdo con el sesgo de uso de codones de los genes
de clase Il de E. coli (Hénaut, A., y Danchin, A., Analysis and Predictions from Escherichia coli sequences.
Escherichia coli and Salmonella, Vol. 2, Capitulo 114 (1996) 2047-2066, Neidhardt FC ed., ASM press, Washington,
D. C.), tal como se proporcionan en la Tabla 2.

Tabla 2: uso de codones en E. coli

Aminoacido | Codon Clase Aminoacido | Coddn Clase

| u Il | I 1]

Phe TTT | 5509 | 29,08 | 67,14 Leu CTT | 97 | 556 19
TTC | 4491 | 70,92 | 32,86 CTC | 104 | 803 | 9,04
Leu TTA | 1099 | 3,44 | 20,09 CTA | 309 | 083 | 681
TTG | 13,02 | 547 | 1505 CTG | 52,79 | 76,67 | 29,99
Ser TCT | 13,26 | 32,41 | 19,63 Pro CCT | 13,71 | 11,23 | 283
TCC | 1502 | 26,56 | 11,34 ccc | 1119 | 1,63 | 16,26
TCA | 10,83 | 4,79 | 22,09 CCA | 1863 | 1525 | 315
TCG | 16,88 | 7,39 10,6 CCG | 56,47 | 71,89 | 23,94
Tyr TAT | 54,42 | 3523 | 69,6 His CAT | 56,8 | 29,77 | 61,69
TAC | 4558 | 64,77 | 304 CAC | 432 | 7023 | 3831
Terminacion | 1 a o Gin CAA | 334 | 18,65 | 37,06
TAG CAG | 66,6 | 81,35 | 62,94
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Aminoacido | Codon Clase Aminoacido | Coddn Clase

| u Il | I 1]
Cys TGT | 409 | 3885 | 55,71 Arg CGT | 3899 | 64,25 | 26,05
TGC | 591 | 61,15 | 44,29 CGC | 42,23 | 32,97 | 21,94
Terminacion | ¢ CGA | 552 | 1,07 | 128
e TGG | 100 | 100 | 100 CGG | 897 | 08 | 1362
lle ATT | 51,2 | 33,49 | 47,57 val GTT | 23,74 | 39,77 | 34,33
ATC | 44,37 | 6594 | 26,65 GTC | 22,48 | 1345 | 18,95
ATA | 443 | 057 | 2578 GTA | 14,86 | 19,97 | 21,78
Met ATG 100 100 100 GTG | 3892 | 26,81 | 24,94
Thr ACT | 14,85 | 29,08 | 26,83 Ala GCT | 1452 | 27,54 | 22,86
ACC | 46,83 | 53,6 | 24,45 GCC | 27,62 | 16,14 | 23,67
ACA | 1052 | 4,67 | 27,93 GCA | 19,63 | 24,01 | 31,27
ACG | 27,81 | 12,65 | 20,8 GCG | 3823 | 323 | 22,19
Asn AAT | 40,87 | 17,25 | 64,06 ASp GAT | 62,83 | 46,05 | 70,47
AAC | 59,13 | 82,75 | 35,94 GAC | 37,17 | 53,95 | 29,53
Lys AAA | 7544 | 7855 | 72,21 Glu GAA | 6833 | 7535 | 66,25
AAG | 2456 | 21,45 | 27,79 GAG | 31,67 | 24,65 | 33,75
Ser AGT | 1396 | 452 | 18,73 Gly GGT | 3291 | 50,84 | 31,79
AGC | 30,04 | 24,33 | 17,61 GGC | 43,17 | 42,83 | 24,51
Arg AGA | 1,75 | 062 | 15,63 GGA | 919 | 1,97 | 24,75
AGG | 154 | 029 | 996 GGG | 14,74 | 436 | 18,95

Los genes que sirvieron como la base para los datos de la Tabla 2 se agruparon usando un andlisis de
correspondencia factorial en tres clases. La clase | contiene genes implicados en la mayor parte de los procesos
metabolicos. Los genes de clase Il corresponden a genes altamente y continuamente expresados durante el
crecimiento exponencial. Los genes de clase lll estan implicados en la transferencia horizontal de ADN. Se puede
observar que la distribucion de los codones en los genes de clase Il es mayor o incluso menor, mientras que esta
extremadamente sesgada en los genes de clase Il (en particular, se seleccionan en contra de los codones
terminados en A).

Las mutaciones al nivel del codon que se introdujeron en la secuencia codificante de T7 se muestran en la Tabla 3.

Tabla 3: polimerasa T7 y variantes de la misma

Ne Enzimal/variante de | Codén de | Coddn mutado SEC ID N°;
T7 TS

1 Tipo silvestre - 1,2

2 Cys125Ser TGC AGC 3,4

3 Cys347Ser TGT AGC 56

4 Cys492Ser TGC AGC 7,8
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N° [ Enzima/variante de | Codon de | Codén mutado | SEC ID Ne:
T7 TS
5 Cys515Ser TGC AGC 9, 10
6 Cys723 Ser TGC AGC 11, 12
7 Cys839Ser TGT AGC 13,14
8 Cys125Ser TGC AGC 15, 16
Cys347Ser TGT AGC
Cys492Ser TGC AGC
Cysb15Ser TGC AGC
Cys723Ser TGC AGC
Cys839Ser TGT AGC
9 Val426Leu GTT CTG 17,18
10 Cys723Ser TGC AGC 19, 20
Val426Leu GTT CTG
11 Val426lle GTT ATC 21, 22
12 Cys723Ser TGC AGC 23,24
Val426lle GTT ATC
13 Val426Phe GTT TTC 25, 26
14 Cys723Ser TGC AGC 27,28
Val426Phe GTT TTC
15 Ser633Met TCA ATG 29, 30
16 Cys723Ser TGC AGC 31, 32
Ser633Met TCA ATG
17 Val650Leu GTG CTG 33,34
18 Cys723Ser TGC AGC 35, 36
Val650Leu GTG CTG
19 Thré54Leu ACC CTG 37,38
20 Cys723Ser TGC AGC 39, 40
Thré54Leu ACC CTG
21 Ala702Val GCT GTT 41,42
22 Cys723Ser TGC AGC 43,44
Ala702Val GCT GTT
23 Val795lle GTA ATC 45,46
24 Cys723Ser TGC AGC 47,48
Val795lle GTA ATC
25 Ala702Val GCT GTT 49,50
Val795lle GTA ATC
26 Cys723Ser TGC AGC 51,52
Ala702Val GCT GTT
Val795lle GTA ATC
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N° [ Enzima/variante de | Codon de | Codén mutado | SEC ID Ne:
T7 TS

27 Val426Leu GTT CTG 53,54
Ala702Val GCT GTT

28 Cys723Ser TGC AGC 55, 56
Val426Leu GTT CTG
Ala702Val GCT GTT

29 Val426Leu GTT CTG 57,58
Val795lle GTA ATC

30 Cys723Ser TGC AGC 59,60
Val426Leu GTT CTG
Val795lle GTA ATC

31 Val426Leu GTT CTG 61,62
Ala702Val GCT GTT
Val795lle GTA ATC

32 Cys723Ser TGC AGC 63,64
Val426Leu GTT CTG
Ala702Val GCT GTT
Val795lle GTA ATC

33 Cys125Ser TGC AGC 65,66
Cys347Ser TGT AGC
Cys492Ser TGC AGC
Cys515Ser TGC AGC
Cys723Ser TGC AGC
Cys839Ser TGT AGC
Val426Leu GTT CTG
Ala702Val GCT GTT
Val795lle GTA ATC

34 Val426Leu GTT CTG 67,68
Val650Leu GTG CTG
Ala702Val GCT GTT
Val795lle GTA ATC

35 Cys723Ser TGC AGC 69, 70
Val426Leu GTT CTG
Val650Leu GTG CTG
Ala702Val GCT GTT
Val795lle GTA ATC
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N° [ Enzima/variante de | Codon de | Codén mutado | SEC ID Ne:
T7 TS
36 Cys125Ser TGC AGC 71,72
Cys347Ser TGT AGC
Cys492Ser TGC AGC
Cys515Ser TGC AGC
Cys723Ser TGC AGC
Cys839Ser TGT AGC
Val426Leu GTT CTG
Val650Leu GTG CTG
Ala702Val GCT GTT
Val795lle GTA ATC

A nivel de los aminoacidos, se muestran variantes de T7 en las SEC ID N°: 4 a 72 con nUmeros pares.

Las secuencias de nucleétidos que codifican los polipéptidos mutados de T7 que se expresaron en E. coli se
muestran incluso en la SEC ID N°: 3 a 71 con numeros impares. Las secuencias de nucleotidos se representan
incluyendo los codones de iniciacion para la metionina N-terminal pero sin ninguna otra estructura N-terminal
artificial adicional tal como las marcadors His.

Bien conocido en la técnica, un marcador His (en la bibliografia también mencionada como marcador poli-His) es un
motivo de aminodacidos en las proteinas que tipicamente consiste en al menos seis restos de His consecutivos
(His6). Aunqgue se prefiere el extremo N-terminal de una variante de T7 para la adicion del marcador His, el extremo
C terminal de polipéptido puede servir como una alternativa.

Para aclararlo, un marcador His N-terminal puede localizarse entre la Metionina en el extremo N-terminal del
polipéptido respectivo de la variante de T7 y el amino4cido posterior de acuerdo con la secuencia de aminoacidos de
SEC ID N°: 2, es decir Asn. Como alternativa, el marcador His puede adjuntarse a la metionina N-terminal de la
variante de T7. Cuando esta se adjunta en el extremo C terminal del polipéptido de la variante de T7 el marcador His
forma los aminoacidos C terminales.

Las variantes de T7 se modificaron adicionalmente de modo que cada polipéptido contenia un marcador His en su
extremo N-terminal para facilitar la purificacion.

Aparte de las Histidinas, el marcador His puede comprender adicionalmente mas aminoacidos dependiendo del
disefio de la secuencia de nucleétidos que codifique el marcador His. Por lo tanto, un enlazador de oligonucle6tidos
con los sitos de restriccidn tipicamente afiade de 1 a 5 aminoacidos mas al fragmento de nucle6tido que codifica los
restos His consecutivos en el marcador His.

Las secuencias de aminoacidos de las variantes de T7 de las Tablas 1a y 1b, y las secuencias de acidos nucleicos
gue codifican las variantes de T7 se muestran en el listado de secuencias de esta divulgacion. No se muestra ningin
marcador His en tanto que estas pueden diferir en su secuencia, dependiendo del vector de clonacién particular
usado. Sin embargo, no se espera que las diferencias concernientes a nimero de Histidinas y la secuencia
enlazadora, de acuerdo con las realizaciones preferentes, tengan un impacto en las variantes de T7 de acuerdo con
la invencién.

Ejemplo 2

Clonacion de los &cidos nucleicos que codifican variantes de la T7 ARN polimerasa

Todos los procedimientos moleculares se realizaron de acuerdo con métodos convencionales (Sambrook, J., Fritsch,
E. F., Maniatis, T., Molecular cloning: A Laboratory Manual segunda Edicion, B.27 (1989) Cold Spring Harbor
Laboratory Press NY (EE.UU.)). Las secuencias de nucleétidos que codifican los polipéptidos de tipo silvestre y de
T7 mutante se sintetizaron mediante una estrategia de sintesis combinatoria tal como se describe (van den Brulle, J.,
et al., Biotechniques 45(3) (2008) 340-343).

Para la expresion de cada una de las variantes de T7, se cloné la respectiva secuencia de ADN codificante en
vectores de expresion adecuados de tal modo que la secuencia codificante de T7 mutada se inserta con la
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orientacion correcta bajo el control de un promotor apropiado, preferentemente un promotor inducible,
particularmente preferentemente los promotores lac, lacUV5, tac o T5. Los vectores de expresion preferidos son los
plasmidos pUC con promotores lac o lacUV5 o los plasmidos pKK. Por clarificacién, una secuencia codificante
ejemplar comprende un ADN que codifica un polipéptido seleccionado de uno cualquiera de la SEC ID N°: 3, 5, 7, 9,
11, 13, 15, 17, 19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 39, 41, 43, 45, 47, 49, 51, 53, 55, 57, 59, 61, 63, 65, 67,69y 71,
gue opcionalmente incluye una modificacion adicional tal como un marcador His.

Los genes sintetizados se clonaron en un plasmido pUC18. La cepa receptora para las transformaciones fue E. coli
XL-1 blue. Los clones transformados crecieron a 37 °C en medio LB que contenia ampicilina (100 pg/ml). Los
pldsmidos se aislaron y se digirieron usando EcoRIl y Hindlll. Los fragmentos resultantes se sometieron a
electroforesis en gel de agarosa y se extrajo la banda respectiva que correspondia a la secuencia codificante de la
variante de la polimerasa T7. Los fragmentos aislados se ligaron en el plasmido de expresion pKKTS (derivado de
pKK177-3 [Kopetzki, E., et al., Mol. Gen. Genet. 216 (1989) 149-155] mediante el intercambio de los promotores tac
por el promotor T5 derivado del plasmido pDS [Bujard, H., et al., Methods Enzymol. 155 (1987) 416-433]) que se
digiri6 con EcoRlI y Hindlll.

Los plasmidos se transformaron en E. coli UT5600 (que alojaba el plasmido pUBS520). Los clones crecieron a 37 °C
en medio LB que contenia ampicilina (100 ug/ml) y kanamicina (50 pg/ml).

Ejemplo 3
Expresion de polipéptidos de la polimerasa de T7 variante

Las cepas de expresion transformadas de E. coli obtenidas tal como se describe en el Ejemplo 2 se cultivaron a
37°C en medio LB que contenia ampicilina (100 ug/ml) y kanamicina (50 pg/ml). La inducciéon de la expresion
recombinante se realizé a una densidad Optica de 0,7 (medida a 578 nm) afiadiendo IPTG a una concentracion final
de 1 mM. Después de 5 horas las células se recogieron mediante centrifugacion y se congelaron a -20 °C.

Ejemplo 4
Purificacion de de polipéptidos de la polimerasa de T7 variante

Se prefiere el siguiente protocolo de purificacion de acuerdo con la invencion. Los polipéptidos de T7 de tipo silvestre
con marcadores His6 y las variantes de la T7 ARN polimerasa se purificaron de manera rutinaria hasta la
homogeneidad usando métodos cromatograficos. Se omitieron los aditivos reductores como el 2-mercaptoetanol o el
DTT durante todo el proceso de purificaciéon. Las células congeladas (tipicamente 2,1 g) se suspendieron en 30 ml
de tampon de lisis (Tris 50 mM/HCI, pH 8,0 ajustado a temperatura ambiente, NaCl 0,2 M, EDTA 2 mM). Después de
la incubacion a temperatura ambiente durante 15 min, se sonicaron las células. Después de la adicion de 1 ml de
Polimina P los restos celulares se eliminaron por centrifugacién a 10.000 rpm durante 10 min (centrifuga Eppendorf).
Se dializé el sobrenadante contra Tampon A (fosfato potasico 20 mM, pH 7,7, EDTA 1 mM, NaCl 50 mM, glicerol al
5 %). Después de la centrifugacion, el conjunto se aplicoé sobre una columna de S-Sepharose™ ff (1,6 x 10 cm) a un
caudal de 5 ml/min. Se realiz6 la elucion usando un gradiente de NaCl (de 0 M a 1 M en Tampodn A). Las fracciones
se controlaron corriendo alicuotas en un gel de SDS. Se agruparon las fracciones que contenian la T7 ARN
polimerasa. Después de la dialisis contra un Tampén B (50 Tris mM/HCI, pH 8,0 (pH ajustado a 25 °C), NaCl 1 M) se
aplicé cada solucién enzimatica a una columna quelante de Ni de Sepharose™ ff (4 ml). Se lavo la columna usando
Tampdn B. Se eluy6 la T7 ARN polimerasa en Tampdn B usando un gradiente de imidazol de 0 M a 1 M. Se
agruparon las fracciones que contenian la enzima. Después de la dialisis contra tampé6n de almacenamiento (Tris
25 mM/HCI, pH 7,5 [pH ajustado a 25 °C], NaCl 10 mM, EDTA 0,1 mM) se almacenaron los conjuntos a -20 °C.

El protocolo de purificacion alternativo incluye el uso de aditivos reductores (menos preferentemente): la polimerasa
de T7 de tipo silvestre con marcadores His6 y las variantes de T7 se purificaron por separado hasta la
homogeneidad usando una cromatografia de matriz de afinidad de quelantes metalicos. Tipicamente, se
suspendieron las células congeladas humedas (2,1 g) en 30 ml de Tampon C (Tris 50 mM/HCI, pH 8,1 [pH ajustado
a temperatura ambiente], NaCl 1 M). Se afiadieron 315 pul de una solucion de lisozima a la suspension (10 mg/ml).
Después de la incubacién a temperatura ambiente durante 15 min, se sonicaron las células (6 x 2 min). Se
eliminaron los restos celulares mediante centrifugacion a 5.000 rpm durante 15 min. Se aplicé una fraccién del
sobrenadante (25 ml) en una columna quelante de Ni de Sefarosa (1 ml). Se lavé la columna usando un Tampén C
modificado que contenia adicionalmente imidazol 10 mM. Los polipéptidos con marcadores His6 se eluyeron en un
gradiente lineal (imidazol 10 mM-500 mM en Tampén C). Se agruparon las fracciones que contenian enzimas.
Después de la didlisis contra el tampon de almacenamiento (fosfato potasico 10 mM, KCI 200 mM, EDTA 0,1 mM,
mercaptoetanol 30 mM como un agente reductor, glicerol al 50 %, Tween 20 al 0,1 %, pH 7,9) se almacenaron los
conjuntos a -20 °C.

Ejemplo 5
Electroforesis en gel de SDS poliacrilamida (SDS-PAGE)
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Las muestras de las variantes de T7 se prepararon de acuerdo con un procedimiento que se describe en el Ejemplo
4. La T7 ARN polimerasa y las variantes de la misma se analizaron mediante electroforesis en gel en geles de
poliacrilamida que contenian dodecilsulfato de sodio (SDS). Se usaron geles de gradiente (NUPAGE, 4-12 %,
Bis-Tris Gel, Invitrogen). Tipicamente, se mezclaron las muestras de proteinas (0,26 mg/ml, 18 ml) con 6 ul del
tampon de la muestra, LDS NuPAGE (dodecil sulfato de Litio; el LDS también puede sustituirse por dodecil sulfato
de sodio), (4x, Invitrogen). Después de calentarlas durante 2 min a 85 °C, las muestras (20 pl) se aplicaron sobre el
gel. La cantidad total de proteina en una sola linea del gel fue de entre 1 ug y 3 ug. Los geles se corrieron en
Tampodn de Ejecucion con SDS (1x MES, Invitrogen) a 200 V durante 1 hora.

Las bandas de las proteinas en los geles se tifieron usando el Kit Colorante Simply Blue Safe (nGmero de producto
LT6060 de Invitrogen) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Se usé un marcador de peso molecular de
proteinas (Mark 12, Invitrogen) para determinar el peso molecular aparente y para identificar las formas
monomeéricas y homopoliméricas de la T7 ARN polimerasa y/o las variantes de T7.

Como una muestra de referencia, se us6 una T7 ARN polimerasa comercialmente disponible (sin marcador His) (T7
de tipo silvestre comercialmente disponible de Roche Applied Science, Mannheim, Alemania).

Ejemplo 6

Aplicacion de condiciones para la formacién de homodimeros y multimeros de orden més alto

La enzima T7 y sus variantes se purificaron de acuerdo con el Ejemplo 4 usando el procedimiento preferente sin un
agente reductor. Con el fin de comparar las tendencias para formar dimeros intramoleculares y multimeros de
ordenes mas altos, se incubaron preparaciones separadas de la polimerasa T7 de tipo silvestre (N° 1 en la Tabla 3)
y de sus variantes (N°2 a 8 mostradas en la Tabla 3) en condiciones que favorecian la formacion de
homomultimeros. Para este fin, se incubaron las muestras de enzimas purificadas a una concentracién de proteinas
de 0,2 mg/ml a 0,3 mg/ml individualmente a 37 °C durante 16 horas en Tris/HCI 25 mM, pH 7,5 (pH ajustado a
25 °C), EDTA 0,1 mM, NaCl 100 mM en las condiciones ambientales contrarias. Esto incluye la exposicion a oxigeno
atmosférico.

Ejemplo 7

Andlisis de la formacion de homodimeros

La capacidad para formar dimeros se estudi6 para la T7 de tipo silvestre y sus variantes en condiciones de estrés.
Para tal fin, se incubaron las muestras en un tampon sin agentes reductores. Los monémeros, dimeros y multimeros
de orden més alto de las proteinas se determinaron mediante electroforesis en gel con SDS tal como se describe en
el Ejemplo 5.

Las muestras de la T7 ARN polimerasa de tipo silvestre (0,2 a 0,3 mg/ml) se incubaron a 37 °C durante 16 horas en
Tris/HCI 25 mM, pH 7,5 (ajustado a 25 °C), EDTA 0,1 mM, NaCl 100 mM. Se recogieron alicuotas y se aplicaron en
los geles con SDS en condiciones reductoras (se afiadio DTT 10 mM) o en condiciones no reductoras (se omitio el
DTT, sin ningln agente reductor adicional). Tal como se muestra en la Figura 1, la muestra enzimatica de la T7 de
tipo silvestre contenia formas monoméricas y diméricas después de la incubacién en condiciones no reductoras (en
el presente caso sin DTT, linea 1). El andlisis de la muestra en condiciones reductoras (con DTT) mostré que la
proteina se transform6 completamente a la forma monomérica (linea 2).

Ademas, las muestras de la T7 de tipo silvestre y las variantes de T7 (0,2 a 0,3 mg/ml cada una) se incubaron a
37 °C durante 16 horas en Tris/HCI 25 mM, pH 7,5 (ajustado a 25 °C), EDTA 0,1 mM, NaCl 100 mM. Se recogieron
alicuotas y se aplicaron sobre los geles con SDS en condiciones reductoras o en condiciones no reductoras.
Después de la incubacién, se someti6 una muestra de cada preparacion tratada a electroforesis de SDS
poliacrilamida tal como se describe en el Ejemplo 5. Los resultados se representan en la Figura 2 (agentes
reductores ausentes) y Figura 3 (DTT 10 mM afadido).

Cada linea con la T7 de tipo silvestre o la variante de T7 de las Figuras 1, 2 y 3 representa una cantidad de 2,9 ug
de proteina.

El hallazgo mas sorprendente fue, que entre las variantes de T7 con las sustituciones Cys-Ser ensayadas, todas las
gue tenian una mutacion Cys723Ser no mostraron trazas detectables de homodimeros o en ningin homomultimero
de orden mas alto en los geles con SDS en las condiciones especificadas en el Ejemplo 5. Este efecto no solamente
se observo en las variantes de T7 con una sola sustitucion Cys-Ser. También se obtuvo el mismo efecto (es decir,
los homomultimeros estuvieron ausentes de un modo detectable) cuando la Cys723Ser se combind con cualquier
otra sustitucion tal como se muestra en la Tabla 3. Estos resultados sugieren en gran medida que la mutacion
Cys723Ser puede combinarse ventajosamente con otras mutaciones de sustitucion conduciendo por lo tanto a
variantes con formacion de homomultimeros suprimida.
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Se observd que el efecto de cualquier otra de las mutaciones de sustitucion Cys-Ser seleccionadas del grupo que
consiste en Cysl25Ser, Cys347Ser, Cys492Ser, Cys515Ser y Cys839Ser no fue comparable, ya que los
homodimeros o cualquiera de los homomultimeros de orden mas alto fueron detectables en cantidades variables. En
los geles con SDS las variantes de T7 con Cys839Ser solamente mostraron una reduccion detectable de la
formacion de homodimeros pero no la ausencia de homomultimeros.

Tal como es muestra en la Figura 1, la sustitucién Cys723Ser sola es sorprendentemente eficaz en la supresion de
la formacién de los homodimeros (y homomultimeros). No obstante, es deseable la acumulacién de mas
sustituciones Cys-Ser en el polipéptido de T7, con el fin de minimizar la formacién de heterodimeros y multimeros,
es decir, suprimir los enlaces disulfuro covalentes con otras proteinas excepto con el polipéptido de T7. A este
respecto, se ha descubierto que una variante de T7 que comprende Cys723Ser y una 0 mas sustituciones
adicionales seleccionadas de Cys125Ser, Cys347Ser, Cys492Ser, Cys515Ser y Cys839Ser es muy ventajosa.

Ejemplo 8

Andlisis de la actividad ARN polimerasa dependiente de ADN

Se us6 un ensayo basado en la transcripcion no radiactiva (Método A) para medir la actividad de la T7 ARN
polimerasa de tipo silvestre y las variantes obtenidas tal como se describe en el Ejemplo 3. La actividad enziméatica
se midié en 40 ul de tampo6n de reaccion (Tris/HCI 40 mM, MgCl, 6 mM, NTP 1 mM (en cada uno), polidocanol al
0,002 % [v/v], espermidina 4 mM, pH 8,0, 1 ng de pladsmido pSPT18 escindido (es decir linealizado) con Sspl). Se
afiadié una variante de la enzima polimerasa de T7 o una T7 de tipo silvestre en forma diluida. Después de la
incubacién a 37 °C durante 30 min se afiadié EDTA (0,4 M, 4 nl) para detener la reaccion.

Posteriormente, se mezclé cada mezcla de reaccion (como una alicuota de 100 pl) con 100 ul de SYBR Green |l
(diluido 1:4.000) y se afiadié un volumen de 1.890 ul de tampdn TE 1x. Se midi6 la fluorescencia fotométricamente
(longitud de onda de excitacion: 485 nm, longitud de onda de emision 530 nm) usando un fluorimetro (Cary Eclipse,
Varian). Como una enzima de referencia, se uso6 la T7 ARN polimerasa comercialmente disponible (Roche Applied
Science, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim).

Como alternativa (Método B), se hizo la cuantificacion del ARN usando un Ensayo de ARN Quant-iT (Invitrogen) en
una plataforma Termocicladora LC480 (Roche Applied Science, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim). Como una
referencia enzimatica, se uso la T7 ARN polimerasa comercialmente disponible (Roche Applied Science, Roche
Diagnostics GmbH, Mannheim).

Para ensayar la enzima T7 y las variantes de la misma en condiciones no reductoras, se hicieron analisis
comparativos en los que en cada caso se incluyé el DTT en un primer experimento, y se omitié el DTT en un
segundo experimento en la mezcla de reaccion.

Después de la incubacién tal como se describe en el Ejemplo 6, se ensay6 también la actividad enziméatica de las
muestras que contenian los multimeros de proteina.

El apartado A de la Tabla 4 indica la actividad enzimatica del polipéptido de T7 de tipo silvestre de la muestra
representado en la Figura 1, linea 1 que muestra la presencia de dimeros y multimeros de orden mas alto en un
grado significativo. El apartado B de la tabla corresponde a la proteina de la linea 2 de la Figura 1. En tanto es
evidente en el ensayo, la actividad enzimatica es inferior en ausencia de cualquier agente reductor y aumenta
después de la adicion de DTT. Se obtiene un efecto comparable con otros agentes reductores con uno 0 mas grupos
tiol, tales como mercaptoetanol o DTE.

Tabla 4: actividad de la T7 ARN polimerasa de tipo silvestre en condiciones no reductoras y reductoras

Organizacion del ensayo fluorescencia (unidades arbitrarias)
A agente no reductor 8,09
B DTT 10 mM en la mezcla de reacciéon 12,43

Los datos muestran que la enzima tratada en condiciones no reductoras muestra una actividad significativamente
reducida. Este efecto se correlaciona directamente con la presencia de dimeros de proteina y multimeros de orden
mas alto en la preparacién enzimatica.

Ademas, se determino el efecto de la sustitucién Cys-Ser en los polipéptidos de las variantes de T7; todos los

ensayos se realizaron en presencia de DTT 10 mM. En cada ensayo la concentracion de la respectiva polimerasa
T7/variante de T7 fue de 6,7 ug/ml. La tabla 5 muestra los datos ejemplares de las actividades enzimaticas del
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polipéptido de T7 de tipo silvestre y el mutante. Las asignaciones de T7 se hicieron de acuerdo con las que se dan
en la Tabla 3 anterior.

Tabla 5: actividad de los polipéptidos de la T7 ARN polimerasa de tipo silvestre y de la variante de T7

polipéptido de T7

fluorescencia (unidades arbitrarias)

tipo silvestre, N° 1
variante de T7 N° 6
variante de T7 N° 8

46,4
45,9
49,2

Muy sorprendentemente, no se observé un impacto negativo con respecto a la actividad enzimatica incluso cuando
se acumularon seis sustituciones, es decir, Cysl125Ser, Cys347Ser, Cys492Ser, Cys515Ser, Cys723Ser y
Cys839Ser en el mismo polipéptido (variante de T7 N° 8, de acuerdo con la Tabla 3).

Ejemplo 9

Analisis de termoestabilidad: tiempo de semivida

Se hicieron sustituciones adicionales en el polipéptido de T7, con el fin de potenciar adicionalmente la estabilidad
térmica del polipéptido. Las variantes de T7 de N° 37 a 48 se muestran en la Tabla 6 mas adelante.

Para determinar la estabilidad de la polimerasa T7 de tipo silvestre y de las variantes de T7 se determiné el tiempo
de semivida a 50 °C. Las muestras de la enzima de tipo silvestre y las variantes purificadas (véase los Ejemplos 3 y
4) se incubaron de tampén de almacenamiento (fosfato potasico 10 mM, KCI 200 mM, EDTA 0.1 mM,
mercaptoetanol 30 mM, glicerol al 50 %, Tween 20 al 0,1 %, pH 7,9) a 50 °C. Se tomaron las muestras en distintos
puntos temporales (10, 20 y 30 min) y se midid la actividad enzimatica residual tal como se describe en el Ejemplo 3.
El tiempo de semivida T, expresado como un namero de minutos [min] significa que en este punto temporal la
actividad de la variante de T7 respectiva es el 50 % de la actividad en el punto temporal en el que comenzé el
experimento, es decir, cuando se aplicé a la exposicion a 50°C. La Tabla 6 resume los resultados de las
mediciones.

Tabla 6: Tiempos de semivida a 50 °C de la T7 ARN polimerasa de tipo silvestre y las variantes de T7 (mutaciones
puntuales y mutaciones combinadas)

N° Enzima T7 T2 [min] No Enzima T7 T2 [min]
Referencia Dos sustituciones de aminoacidos
1[Tipo silvestre 6,0-9,7 44 Ala702val 22,0
Una sola sustitucion de aminoacidos Val795lle
37 Val426Leu 25,0 45 Val426Leu 39,0
38 Vval42élle 17,0 Ala702Val
39 Ser633Met 13,0 46 Val426Leu 40,0
40 Val650Leu 13,0 Val795lle
41 Thré54Leu 13,0 Sustituciones de tres aminoacidos
42 Ala702Val 22,0 47 Val426Leu 312,0
43|  Val795lle 29,0 Ala702Val
Val795lle
Cuatro sustituciones de aminoacidos
48 Val426Leu 64,0
Val650Leu
Ala702Val
Val795lle

Con respecto a los tiempos de semivida a 50 °C, los inventores observaron varios efectos sorprendentes. En primer
lugar, existian intercambios de un solo aminoacido sin ningdn impacto notable en la termoestabilidad, es decir,
mutaciones que no causaron una diferencia sustancial en comparacion con la referencia de tipo silvestre (N° 1). En
este primer grupo, se combinaron todas las variantes de T7 con un valor de T1/2 entre 5y 12 (incluyendo 5y 12) (no
mostrado). En un segundo grupo de variantes de T7 (no mostrado), se descubrié que los mutantes tenian tiempos
de semivida a 50 °C incluso mas cortos, en comparacion con la referencia de tipo silvestre. Adicionalmente, los
mutantes que habian perdido su actividad enzimatica completamente se combinaron en el segundo grupo. Se
descubrié que un tercer grupo de mutaciones de intercambio de aminoacidos potenciaba el tiempo de semivida a
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50 °C por encima de los valores encontrados con la referencia de tipo silvestre. Un valor mayor que 12 se considero
como un indicativo de un aumento sustancial en la termoestabilidad en la variante de T7 respectiva. El tercer grupo
comprende las mutaciones de acuerdo con N° 37 a 48 tal como se muestra en la Tabla 6.

Sorprendentemente, algunas de las sustituciones de aminoacidos de las que, de acuerdo con las predicciones
tedricas, se predijo que tenian un efecto positivo deseado en la termoestabilidad no condujeron a los resultados
esperados.

Muy sorprendentemente, las sustituciones de aminoacidos que se muestran en la Tabla 6 pudieron combinarse con
cualquiera de las seis sustituciones Cys-Ser descritas anteriormente, es decir, con Cysl25Ser, Cys347Ser,
Cys492Ser, Cys515Ser, Cys723Ser y Cys839Ser, en las que se obtuvieron los polipéptidos de las variantes de T7
con una actividad de ARN dependiente de ADN. Incluso méas sorprendentemente, se descubri6é que las variantes de
T7 que combinaban (a) bien Cys723Ser o todas las seis sustituciones Cys-Ser anteriores con (b) una sola, dos, tres
0 cuatro sustituciones de aminoacidos tal como se muestra en la Tabla 6 eran méas termoestables que el polipéptido
de T7 de tipo silvestre. Combinando la termoestabilidad con una tendencia reducida a formar puentes disulfuro
intramoleculares, las variantes de T7 N° 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 33, 35y 36 (de acuerdo con la
Tabla 3) son particularmente ventajosas y mucho mas preferentes.

Ejemplo 10

Determinacion de la concentracion de proteinas en las soluciones

Las concentraciones de proteinas se determinaron midiendo la densidad 6ptica a 280 nm usando un coeficiente de
extinciéon molar de E280 nm = 1,4 x 10° Mt cm™ tal como se describe (He, B., et al., Protein Expr Purif 9 (1997) 142-
151).
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atgaacacga
tteaacacte
catgagtctt
getggtgagg
atgattgcac
acageccttee
accactetqgqg
atcggteggy
cacttcaaga
gcatttatge
tggtcttegt
attgagtcaa
tetgagacta
ctggetggea
attactggtg
agtaagaaaqg
aacattgege

atcaccaaqgt

ttaacatege
tggetgacea
acgagatggag
ttgcggataa
gecatcaacga
agttaectges
cttgectaac
ccattgagga
aaaacgttga
aagttgtega
ggcataagga
ccggaatggt
tcgaactcge
tcteteagat
gtggctattg
cactgatgceqg
aaaacacege

ggaagcattg
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taagaacgac
ttacggtgag
tgaagcacge
egetgocgec
ctggtttgag
agaaatcaaq
cagtgetgac
cgaggetege
ggaacaacte
ggctgacatyg
agactctatt
tagettacac
acctgaatac
gttccaacct
ggctaacggt
ctacgaagac
atggaaaatc

tcoggtegag

ttetoctgaca
cgtttagcte
ttcecgcaaga
aagcctctea
gaagtgaaag
ccggaageeyg
aatacaaceg
tteggtegta
aacaagegcg
ctetetaagg
catgtaggag
cgccaaaatg
gctgaggoeta
tgegtagtte
cgtegtectc
gtttacatgcec
aacaagaaag

gacatcectg

27

tegaactgge
gogaacagtt
tgtttgageg
tcactaccct
etaagogogg
tagcgtacat
ttcaggetgt
teegtgacet
tagggcacgt
gtctactcgg
tacgetgcat
ctggcgtagt
tecgcaaceey
etectaages
tggcygctggt
ctgaggtgta
tectagecggt

cgattgagecg

tgectatcceg
ggcccttgag
tcaacttaaa
actcectaaqg
caagcegcceg
caccattaaqg
agcaagcgcea
tgaagctaag
ctacaagaaa
tggcgaggeg
cgagatgcte
aggtcaagac
tgcaggtgeg
gtggactggc
gegtactcae
caaagegatt
cgccaacgta

tgaagaacte

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
960

1020

1080
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ccgatgaaac cggaagacat cgacatgaat cctgaggctc tcacegegtg gaaacgtget 1140
gecgetgetg tgtaccgcaa ggacaagget cgcaagtete gecgtatcag ccttgagtte 1200
atgcttgage aagccaataa gtttgctaac cataaggeca tcotggttcee ttacaacatyg 1260
gactggegeg gtogtgttta egectgtgtca atgttcaace egocaaggtaa cgatatgace 1320
aaaggactge ttacgotgyge gaaaggtaaa ccaatcggta aggaaggtta ctactggetg 1380
aaaatccacg gtgcaaactg tgcecgggtgte gataaggttce cgtteoeetga gcgcatcaag 1440
ttcattgagy aaaaccacga gaacaécatg goettgegeta agtetecact ggagaacact 1560
tggtaggetyg agcaagatte teegttetge ttecttgegt tetgetttga gtacgotggg 1580
gtacagcacce acggoctgag ctataactge tecctiecge tggegtttga egggtcottge 1620
totggeatoc ageacticte cgegatgete cgagatgagg taggtggteg egeggttaac 1680
ttgcttcoceta gtgaaaccegt tcaggacate tacgggattg ttgctaagaa agtcaacgag 1740
attctacaag cagacgcaat caatgggacce gataacgaag tagttacegt gaccgatgag 1800
aacactggtyg aaatctctga gaaagtcaag ctgggcacta aggecactggce tggtcaatgg 1860
ctggettacyg gtgttacteg cagtgtgact aagegttcag teatgacget ggcottacggg 1820
tccaaagagt toggetteeg teaacaaghg ctggaagata ccattecagee agetattgat 1980
toccggcaagg gtcetgatgtt cactcagecg aatcaggcetg ctggatacat ggcectaagetg 2040
atttgggaat ctgtgagegt gacgghtggta getgeggttg aagcaatgaa ctggettaag 2100
tctgetgecta agectgetgge tgetgaggte aaagataaga agactggaga gattcttege 2160
aagegttgeg ctgtgcattg ggtaactccet gatggtttee ctgtgtggea ggaatacaag 2220
aagcetéttc agacgcegett gaacctgatg ttcocctoggbe agttocogeott acagectace 2280
attaacacca acaaagatag cgagattgat goacacaaac aggagtetgg tatcgeteet 2340
aactttgtace acagecaaga cggtagecac cttegtaaga ctgtagtatg ggcacacgag 2400
aagtacggaa tcgaatcttt tgeactgatt cacgactcet teggtaccat tecggetgac 2460
goctgogaace tgttcaaage agtgogegaa actatggttg acacatatga gtottgtgat 2520
gtactggetg atttctacga ccagtteget gaccagttge acgagteteca attggacaaa 2580
atgccagcac ttecggectaa aggtaacttg aacctcegtg acatcettaga gteggactte 2640
gegttegegt aataa 2655

<210> 2

<211> 883

<212> PRT

<213> Escherichia coli

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (1)..(883)

<223> T7 ARN polimerasa dependiente de ADN de tipo silvestre, secuencia de aminoacidos incluyendo la
metionina N-terminal; correspondiente a N° 1 en la Tabla 3

<400> 2

28



Ala

Ala

Ala

Ala

65

Gly

Ala

Ala

Ile

145

His

val

Lya

Ser

Gly
225

Asn

Ala

Axg

Axg

50

Asp

Ile

Lys

Vval

Asp

130

Glu

Phe

Tyxr

Gly

Ile

210

Met

Thr

Ile

Glu

35

Phe

Asn

Ala

aAla
115

Asn

Lys

Lys

Leu

195

His

vVal

Ile

Pro

20

Gln

Arg

Ala

Arg

Pro

100

Tyr

Thr

Glu

Lys

Lys

i8¢0

Leu

Val

Ser

Asn

Phe

Leu

Lys

Ala

Ile

85

Thr

Ile

Thy

Ala

Azsn

165

Ala

Gly

Gly

Leu

ES 2 538 694 T3

Ile

Asn

Ala

Ala

70

Asn

Ala

Thr

Val

Arg

150

val

Fha

Gly

val

His
230

Ala

Thr

i.eu

Phe

Lys

Asp

Phe

Ile
Gln
135
Phe
Glu
Mat
Glu
Arg
2_15

Arg

Lys

Glu

40

Glu

Pxo

Trp

Gln

Lys

120

Ala

Gly

Glu

Gln

Ala

200

Cys

Gln

29

Asn

Ala

25

His

Arg

Leu

Phe

Phe

105

Thr

val

Gln

val
185

Txrp.

Ile

Asn

Asp

10

Asp

Glu

Gln

Ile

Glu

90

Leu

Thr

Ala

Ile

Leu

170

val

Ser

Glu

Ala

Phe

His

Ser

Leu

Thr

5

Glu

Gln

Leu

Ser

Arg

155

Asn

Glu

Ser

Met

Gly
235

Ser

Tyr

Tyr

Lys

€0

Thr

Val

Glu

Ala

Ala

140

Asp

Lys

Ala

Trp

Leu

220

val

Asp

Gly

Glu

45

Ala

Leu

Lys

Ile

Cys

125

Ile

Leu

Arg

Asp

His

205

Ile

Val

Ile

Glu

30

Met

Gly

Leu

Ala

Lys

110

Leu

Gly

Glu

val

Met

190

Lys

Glu

Gly

Glu

15

Gly

Glu

Pro

Lys

95

Pro

Thr

Ala

Gly

175

Leu

Glu

Ser

Gln

Leu

Leu

Glu

Val

Lys

80

Arg

Glu

Sex

Ala

Lys

160

His

Ser

Asp

Thr

Asp
240



Ser

Val

Asn

Leu

3058

Asn

val

Pro

Tyr

385

Pro

Asn

Gly

Ala

465

Phe

Glu

Ala

Pro

Gly

290

Met

Ile

Ala

Ala

Asn

370-

Arg
Leu
Tyr
Pro
Lys
4590

Asn

Ile

‘Glua

Thr Ile

Gly Ala
260

Pro Lys
275

Arg Axg

Ala Gln

Asn Val
340

Ile Glu
355

Pro Glu
Lys AsSp
Glu G1ln
Asn Met

420
Gln Gly
435
Pro lle
Cys Ala

Glu Glu

Asn Thr

Glu

245

Leu

Pro

Pro

Glu

Asn

325

Ile

Arg

Ala

Lys

Ala

405

Asp

Asn

Gly

Gly

Asn

4185

TIp

ES 2 538 694 T3

Leu
Ala
Trp
Leu
Asp
310
Thr
Thr
Glu
Leu
Ala

aso

Asn
Trp
Asp
Ly=
Val

470

His

Trp

Ala
Gly
Thr
Ala
295
val
Ala
Lys
Glu
Thr

375

Lys

Met
Glu
455
Asp

Glu

Ala

Preo

Ile

Gly

280

Leu

Tyr

Trp

Trp

Leu

360

Ala

Lys

Phe

Gly

Thr

440

Gly

Lys

Asn

Glu

Glu

Ser

265

Ile

Val

Met

Lys

Lys

345

Pro
Txrp
éer
Ala
Arg
425
Lys
Tyr
val

Ile

Gln

30

Tyr

250

Pro

Thr

Arg

Pro

Ile

330

His

Lys

Asn
410

bal

Gly

Tyr

Pro

Met

490

Asp

Ala

Meat

Gly

Glu
315
Asn
Cys
Lys

Aryg

Arg
395

Trp

Phe
475

Ala

Ser

Glu

Pha

Gly

His

300

val

Lys

Pro

Pro

Ala

380

Ile

Lys

Ala

Leu

Leu

460

Pro

Cys

Pro

Ala

Gln

Ile

Pro

. 270

Gly

285

Ser

Tyr

Lys

Val

Glu

265

Ala

Ser

Ala

Val

Thr

445

Lys

Glu

Ala

Phe

Tyr

Lys

Lys

Val

Glu

350

Ala

Leu

Ile

Ser

430

Ile

Lys

Cys

Ala
255
Cys
TP
Lys
Ala
Leu
335
Asp
Ile

Ala

Glu

Trp
415
Mat
Ala
His
Ile
Ser
495

Phe

Thr

Val

Ala

Ala

Ile

320

Ala

Ile

Asp

val

Phe

400

Pha

Phe

Lys

Gly

Lys

480

Pro

Lau



Ala

His

545

Leu

Lys

Glu

Val

val

625

Ser

Pro

Ala

val

Leu

705

Lys

Gln

Gly

Phe

Cys

530

Phe

Leu

Val

Val

Lys

610

Thr

Lys

Ala

Ala

val

6§90

Leu

Glu

Gln

Cys

515

Ser

Ser

Pro

Asn

Val

595

Leu

Arg

Glu

Ile

Gly

675

Ala

Ala

Cys

Tyr

Phe
755

500

Phe

Leu

Ala

Ser

Glu

s80

Thr

Gly

Ser

Phe

Asp

660

Tyr

Ala

Ala

Ala

Lys

740

Arg

Glu

Pro

Met

Glu

565

Ile

Val

Val

Gly

645

Ser

Val

Glu

Val

125

Lys

ES 2 538 694 T3

Tyr Ala Gly

Leu

Leu

550

Thr

Thx

Lys

Thr

€30

Phe

Gly

Ala

Glua

Val

710

His

Pro

Gln

Ala

835

Axg

Val

Gln

Agp

Ala
615

Lys

Arg

Lys

Lys

Ala

695

Lys

Trp

Ile

Pro

520

Phe
Asp
Gln
Ala
Gln
600
Leu
Azg
Gln
Gly
Leu
€80
Met
Asp
Vval

Gln

Thr
760

31

505

val

Asp

Glu

Asp

Asp

585

Aan

Ala

Ser

Gln

Leu

665

Ile

Asn

Lys

Thr

745

Ile

Gln

Gly

val

Ile

570

Ala

Thr

Gly

val

Val

650

Met

Trp

Trp

Lys

Pro

730

Asn

His

Ser

Gly

555

Tyr

Ile

Gly

Gln

Met

635

Lau

Phe

Glua

Le

Thr

715

Asp

Leu

Thrx

His Gly
525

Cys Sar
540

Gly Arg

Gly Ile

Asn Gly

Glu Ile

605

Trp Leu
620

Thr Leu

Glu Asp

Thr Gln

Ser Val

685

Lys Ser

700

Gly Glu

Gly FPhe

Azn Leu

Asn Lys
765

510

Leu

Gly

Ala

val

Thr

590

Ser

Ala

Ala

Thr

Pro

&70

Serxr

Ala

Ile

Pro

Met

750

Asp

Ser

Ile

Val

Ala

575

Asp

Glu

Tyrx

Tyr

Ile

655

Asn

Val

Ala

Leu

Val

735

Phe

Sar

Tyr
Gln
Asn
560
Lys
Asn
Lys
Gly
Gly
640
Gln
Gln
Thr
Lys
Axqg
720

Txp

Glua
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Ala Gln Ile Ala Pro

780

Glu
7175

Ile Asp Ser Asn Phe Val

770

Lys Gly

Thr val

795

vVal Glu

800

Gln Gly His

790

Ser Ser Leu Ala His

785

Asp Lys Trp

Ile Phe Thrx

810

Ile Glu Phe Ala His Sear

805

Gly Ser Leu Asp Gly

815

Lys Tyr

Ala Ala Ala Vval Glu

830

Ile Ala Phe Thr

825

Pro Asp Asn Leu

820

Lys

val Ala Phe Gln

845

Thr
835

val Glu Ser Cys Asp Leu

840

Asp Tyx Asp Tyr Asp

Gln His Glu

855

Phe Ala Ala Leu

850

Asp Leu Ser Gln Leu Asp Lys Pro

860

Phea
&80

Ile
875

Ala Leu Asn Leu Leu Glu Ser

870

Pro Asp

865

Lys Gly

Ala Phe Ala

<210> 3

<211> 2655

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polinucledétido codificante sintético

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(2655)

<223> Secuencia de ADN que codifica la variante Cys125Ser de la T7 ARN polimerasa dependiente de ADN,
incluyendo el codoén de iniciacién que codifica la metionina N-terminal; correspondiente a N° 2 en la Tabla 3

32

<400> 3
atgaacacga ttaacatege taagaacgae ttetctgaca tcgaactgge tgctatcceg 60
ttcaacactc tggctgacca ttacggtgag cgtttagctc geogaacagtt ggeecttgag 120
catgagtctt'acgagatggg tgaagecacge ttecgeaaga tgtttgageg tecaacttaaa 180
getggtgagg ttgcggataa cgetgcocgeoce aagoctctcea tcactaceet actcecoctaag 240
atgattgcac geatcaacga ctggtttgag gaagtgaaag ctaagegegyg caagegeccyg 300
acagcocttece agttectgea agaaatcaag coggaagecg tagegtacat caccattaag 360
accactctgg ctagectaac cagtgoctgac aatacaaceg ttcecaggetgt agecaagegea 420



ateggteggg
cacttcaaga
gcatttatge
tggtettegt
attgagtcaa
tctgagacta
ctggetggca
attactggtg
agtaagaaag
aacattgege
atcaccaagt
ccgatgaaac
gcegetgetg
atgckttgage
gactggegeg
aaagéactqc
aaaatccacg
tteattgagg
tggtgggctg
gtacagcacc
tectggeatcec
ttgattcocta
attctacaag
aacactggtg
ctggettacyg
tecaaagagt
tecggcaagg
atttgggaat
tetgetgeta
aagcgttgcyg
aagectatte
attaacacca

aactttgtac

ccattgagga
aaaacgttga
aagttgtcga
ggcataagga
ccggaatggt
tcgaactoge
teteteocgat
gtggetattg
cactgatgey
aaaacaccgce
ggaagecattyg
cggaagacat
tgtaccgeaa
aagecaataa
gtegtgttta
ttacgetgge
gtgcaaactyg
aaaaccacga
agcaagatte
acggcctgag
agcacttetc
gtgaaacegt
cagacgcaat
aaatctetga
gtgttaétcg
teggettceeg
gtctgatgtt
ctgtgagegt
agctgetgge
ctgtgcattyg
agacgegett
acaaagatag

acagccaaga

ES 2 538 694 T3

cgaggctoge
ggaacaacte
gygctgacatg
agactectatt
tagcttacae
acctgaatac
gttccaacct
ggctaacggt
ctacgaagac
atggaaaate
tcocggtegag
cgacatgaat
ggacaaggct
gtttgetaac
cgotgtgtea
gaasaggtaaa
tgcgggtgte
gaacatcatg
tecgttoetge
ctataactge
cgcgatgcte
teaggacate
caatgggace
gasagtcaag
cagtgtgact
tcaacaagtyg
cactcagecyg
gacggtggta
tgctgaggte
ggtaactcect
gaacctgatg
cgagattgat

cggtagecac

tteggtogta
aacaagegeyg
ctetctaagg
catgtaggag
cgcca#aatg
gctg#ggcta
tgegtagtis
cgtegtecte
gtttacatge
aacaagaaag
gacatecctg
cetgaggetc
-egoaagtetao
cataaggcca
atgttczace
ccaatoggta
gataaggttc
gettgegeta
ttecttgegt
tecckteege
egagatgagg
tacgagattg
gataacgaag
ctgggecacta
aagegtteag
ctggaagata
aatcaggetg
gctgeggrttg
aaagataaga
gatggtttec
ttecteggte
gcacacaaac

cttegtaaga

33

teegtgaceot
tagggcacgt
gtctactcgg
tacgetygcat
ctggegtagt
tegoaacceg
ctectaagee
tggegetggt
ctgaggtgta
tecctageggt
cgattgageg
tcacegegtyg
gecgtatcag
tctggttcece
cgcaaggtaa
aggaaggtta
cgttccectga
agtctccact
tetgetttga
tggegtttga
taggtggteg
ttgctaagaa
tagttacecgt
aggcactgge
teatgacget
ccatteoagee
ctggatacat
aagcaatgaa
agactggaga
ctgtgtggea
agttocgatt
aggagtctgg

ctgtagtgty

tgaagctaag
ctacaagaaa
tggcgaggcy
<cgagatgete
aggtcaagac
tgoaggtgeg
gtggactgge
gogtactcac
caaagcgatt
cgecaacgta
tgaagaacte
gaaacgtget
ecttgagtte
ttacaacatg
cgatatgace
ctactggetg
gcgcatcaag
ggagaacact
gtacgetagy
cgagtettge
cgeggttaac
agtcaacgag
gaccgatgaqg
tggtcaatgg
ggettacggg
agctattgat

ggctaagety

ectggettaag .

gattettege
ggaatacaag
acagectace

tategetect

ggcacacgag

480

540

600

660

720

580

840

300

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340

2400



10

15

aagtacggaa tcgaatcttt
gctgegaace tgttecaaage
gtactggetg atttctacga

atgccagecae ttccggctaa

gegttegegt aataa

<210> 4
<211> 883
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2 538 694 T3

<223> Variante polipeptidica sintética

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (1)..(883)

<223> Variante Cysl125Ser de la T7 ARN polimerasa dependiente de ADN, secuencia de aminoacidos

incluyendo la metionina N-terminal; correspondiente a N° 2 en la Tabla 3

<400> 4

Met
1

Ala

Ala

Ala

65

Gly

Ala

Ala

Asan

Ala

Arg

Arg

50

Asp

Ile

Lys

val

Asp
130

Thr

Ile

Glu

35

Phe

Asn

Ala

Arg

Ala

115

Asn

Ile

Pro

20

Gln

Arg

Ala

Arg

Pro
100

Iyr

Thr

Asn

Phe

Leu

Lys

Ala

Ile

85

Thr

Ile

Thr

Ile

Ala

Mat

Ala

70

Agn

Ala

Thr

Val

Ala

Thr

Leu

Phe

55

Lys

Asp

Phe

Ile

Gln
135

Lys

Leu

Glu

40

Glu

Pro

Trp

Gln

Lys

120

Ala

Asn

Ala

25

Ris

Arg

Leu

Fhe

Phe

108

Thr

Val

34

Asp Phe Ser Asp Iie

10

Asp

Glu

Gln

Ile

Glu

90

Thx

Ala

His

Ser

Leu

Thr

75

Glu

Gln

Leu

Ser

Tyr

Tyr

Lys

60

Val

Glu

Ala

Ala
140

Gly Glu
30

Glu Met
45

Ala Gly

Leu Leu

Lys Ala

Ile Lys
110

Ser Leu
125

Ile Gly

tgcactgatt cacgactcct teggtaccat tecggetgae
agtgcgegaa actatggttg acacatatga gtettgtgat
ccagtteget gaccagttge acgagtcetca attggacaaa

aggtaacttg aacctecgtg acatcttaga gtocggacttce

Glu
Arg
Gly
Glu
Pro
Lys
95

Pro

Thx

Arg

2460
2520
2580
2640

2655

Leu

Glu

Val

Lys

80

Arg

Glu

Ser

Ala



Ile

145

His

Val

Lys

Ser

Gly

225

Ser

Val

Asn

Leu

‘305

Asn

Vval

Pro

Tyr
aBs

Glu

Phe

Tyr

Gly

Ile

210

Met

Glu

Ala

Pro

Gly

290

lle

Ala

Ala

Asn
370

Asp

Lys

Lys

Leu

195

His

Val

Thr

Gly

Pro

275

Arg

Ala

Asn

Ile

355

Pro

Lys

Glu

Lys

Lys

180

Leu

val

Ser

Ile

Ala

260

Lys

Tyr

Gln

Val

340

Glu

Glu

Asp

Ala

Asn

165

Ala

Gly

Gly

Leu

Glu

245

Leu

Pro

Pro

Glu

Asn

325

Ile

Arg

Ala

Lys

ES 2 538 694 T3

Arg

150

Val

Phe

Gly

Val

His

230

Ala

Trp

Leu

hsp

310

Thr

Thr

Glu

Ala
390

Phe

Glu

Glu
Arg
218
Arg
Ala
Gly
Thr
Ala
295
Vval
Ala
Lys
Glu
Thr
a7rs

Arg

Gly

Glu

Glp

Ala

200

Cys

Gln

Pro

Il

Gly

280

Len

Tyr

Trp

Trp

360

Ala

Lys

Arg

Gln

Val

185

Trp

Ile

Asn

Glu

Ser

285

Ile

Val

Met

Lya

Lys

345

Pxo

Trp

Ser

35

Ile

Leu

170

Val

Ser

Glu

Ala

Tyr

250

Pro

Thr

Pro

Ile

330

His

Lys

Arg
155

Asn

Glu

Ser

Gly
235
Ala
Met
Gly
Thr
Glua
315
Asgn
Cys
Lys

Arg

Arg
395

Asp

Lys

Ala

Trp

Leu

220

Val

Glu

Phe

Gly

His

300

val

Lys

Pro

Pro

Ala

380

Ile

Leu

Arg

Asp

Hisg

205

Ile

Val

Ala

Gln

Gly

285

Ser

Tyxr

Lys

val

Glu

365

Ala

Ser

Glu

val

Met

150

Lys

Glu

Gly

Ile

Pro

270

Tyrx

Lys

Lys

Val

Glu

350

Asp

Ala

Leu

Ala

Gly

175

Leu

Glu

Sarxr

Gln

Ala

255

Cys

Trp

Lys

Ala

Leu

33s

Asp

Ile

Ala

Glu

Lys
160
His
Ser
Asp
Thr
Asp
240
Thr

Val

Ala

Ila
320
Ala
Ile
Asp

Val

Phe
400



Pro

Gly
Ala

465

Phe

Ala

His
545
Leu
Lys
Glu
Val
val
625

Ser

Pro

Tyr

Pro

Lys

450

Asn

Ile

Glu

Phe

Cys

530

Phe

Leu

val

Val

Lys

610

Thr

Lys

Ala

Glu
Asn
Gln
435
Pro
Cys
Glu
Asn
Cys
515
Ser
Ser
Pro
Asn
val
595
Leu
Arg

Glu

Ile

Gln

Met

420

Gly

Ile

Ala

Glu

Thr

500

Phe

Leu

Ala

Ser

Glu

580

Thr

Gly

Ser

Phe

Asp

Ala

405

Asp

Asn

Gly

Gly

Asn
485

Trp

Glu

Fro

Met

Glu

565

Ile

Val

Thr

vVal

Gly

645

Sar

ES 2 538 694 T3

Asn

Trp

Asp

Lys

Val

470

His

Txp

g "5 o

Leu

Leu

550

Thr

Leu

Lys

Thr

630

Phe

Gly

Lys

Axrg

Glu

455

Asp

Glu

Ala

Ala

Ala

535

Arq

val

Gln

Asp

Ala

615

Lys

Axg

Lys

Phe
Gly
Thr
440
Gly
Lys
Asn
Glu
Gly
520
Phe
Asp
Gln
Ala
Glu
600
Leu
Arg
Gln

Gly

36

Ala

Axrg

425

Lys

Tyr

val

Ile

Gln

505

Val

Aszp

Glu

585

Asn

Ala

Ser

Gln

Asn

410

val

Gly

Tyr

Pro

Met

490

Asp

Gln

Gly

Vval

Ile

570

Ala

Gly

Val

Val
650

His

Tyr

Leu

Trp

Phe

475

Ala

Ser

Ris

Ser

Gly

555

Tyr

Ile

Gly

Gln

Met

635

Leu

Phe

Lys

Ala

Lau

Leu

460

Pro

Cys

Fro

His

Cys

540

Gly

Gly

Asn

Glu

620

Thr

Glu

Thr

Ala

Val

Thr

445

Lys

Glu

Ala

Phe

Gly

525

Ser

Arg

Ile

Gly

Ila
605

Asp

Gln

Ile

Sar

430

Leu

Ile

Arg

Lys

Cys

510

Leu

Gly

Ala

Val

Thr

580

Ser

Ala

Ala

Thr

Pro

Trp

415

Met

Ala

His

Ile

FPhe

Phe

Lys

Gly

Lys

480

Ser

495

Phe

Ser

Ile

val

Ala

575

Asp

Glu

Tyr

Tyx

Ile

655

AsSn

Pro

Xeu

Tyr

Gln

Asn

Se0

Lys

Asn

Lys

Gly

Gly

640

Gln

Gln



Ala Ala

Vval val
€50

Leu Leu
705

Lys Arg

Gla Glu

Gly Gln

Ile Asp
770

Ser Gln
785

Lys Tyr

Ile Pro

vVal Asp

Phe Ala
850

Pro Ala
865

Ala Phe

<210>5
<211> 2655
<212> ADN

Gly
675
Ala
Ala
Cys
Tyr
Phe
755
Ala
Asp
Gly
Ala
Thr
835
Asp

Lys

Ala

660

Tyr

Ala

Ala

Ala

Lys

740

Arg

His

Gly

Ile

Asp

820

Tyr

Gln

Gly

<213> Secuencia artificial

Met

Val

Glu

Val

125

Lys

Lau

Lys

Sarx

Glu

805

Ala

Glu

Leu

Asn

ES 2 538 694 T3

Ala

Glu

Val

710

His

Pro

Gln

Gln

Hia

790

Ser

Ala

Ser

His

Leu
810

Lys

Ala

695

LYs

Trp

ile

Pro

Glu

775

Leu

Phe

Asn

Cys

Glu

855

Asn

Leu
680

Asp

Val

Gln

Thr

760

Ser

Arg

Ala

Asp
840

Ser

Leu

665

Ile

Asn

Lys

Thr

Thr

745

Ile

Gly

Lys

Leu

Phe

825

val

Gln

Arg

37

Trp

Trp

Lys

Pro

730

Asn

Ile

Thr

Ile

810

Lys

Leu

Leu

Glu

Leu

Thr

715

Asp

Leu

Thx

Ala

Val

795

His

Ala

Ala

Asp

Ile
875

Ser

Lys

700

Gly

Gly

Asn

Pro

T80

Val

Asp

Val

Asp

Lys

860

Leu

Val

685

Ser

Glu

Phe

Leu

Lys

765

Asn

Trp

Ser

Phe
845

Met

Glu

670

Ser

Ala

Ile

Pro

Met

750

Asp

Phe

Ala

Fhe

Glu
830

Tyr

Pro

Ser

Val

Ala

Val

735

Phe

Ser

Val

His

Gly

£815

Thr

Asp

Ala

Asp

Thr

Lys

Arg

720

Trp

Leu

Glu

His

Glu

800

Thr

Gln

Leu

Phe
880
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<220>
<223> Polinucleoétido codificante sintético

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(2655)

<223> Secuencia de ADN que codifica la variante Cys347Ser de la T7 ARN polimerasa dependiente de ADN,
incluyendo el cododn de iniciacion que codifica la metionina N-terminal; correspondiente a N° 3 en la Tabla 3

10

38

<400> 5
atgaacacga ttaacatcgc taagaacgac ttetcetgaca tcegaactgge tgctatceeg 60
ttcaacacte tggcectgacea ttacggtgég egtttagete gcocgaacagtt ggecccttgag 120
catgagtett acgagatggg tgaageacge tteocogoaaga tgtttgageg tcaacttaaa 180
gcﬁggtgagg ttgeggataa cgeotgeoogec aagectctea tcactaccct actcecoctaag 240
atgattgcac gecatcaacga ctggtttgag gaagigaaag ctaagegegg caagogecoy 300
acagccttee agttectgea agaaatcaag cg¢ggaagecg tagegtacat caccattaag 360
accactetgg cttgectaac cagtgetgae aatacaaceg ttéaqgctgt agcaagegca 420
atcqggteggg ccattgagga cgaggetege tteggtegta tecgtgaccet tgaagetaag 480
cacttcaaga aaaacgttga ggaacaactc aacaagegeg tagggcacgt ctacaagaaa 540
geatttatge aagttgtega ggetgacatg ctetctaagyg gtcoctactegg tggegaggeg 600
tggtettegt ggeoataagga agactctatt catgtaggag tacgctgcat cgagatgetce 660
attgagtcaa ceggaatggt tagcttacac cgecaaaatg ctggcgtagt aggtcaagac 720
t¢tgagacta tegaactege acctgaatac getgaggeta tegcaacceg tgcaggtgeg 780
ctggctggea tcetetecgat gttccaacct.tgcgtagttc ctectaagec gtggactgge 840
attactggté gtggctattg ggctaacggt cgtcegtcete tggoegetggt gegtactceac 990
agtaagaaayg cactgatgeg ctacgaagac gtttacatge ctgaggtgta caaagegatt 960
aacattgcge aaaacaccgc atggaaaatc aacaagaaaqg tectageggt cgecaacgta 1020
atcaccaagt ggaagcatag cccggtegag gacatecctg cgattgageg tgaagaactc 1080
ccgatgaaac cggaagacat cgacatgaat cctgaggctc tcaccgegtyg gaaacgtget 1140
gecgetgetg tgtacegeaa ggacaagget cgcaagtcte goegtateag ccttgagtte 1200
atgettgage aagccaataa gtttgctaac cataaggeca teotggttecce ttacaacatg 1260
gactggegeg gtegtgttta cgctgtgteca atgttcecaace egcaaggtaa cgatatgacce 1320
aaaggactgc ttacgctgge gaaaggtaaa ccaatcggta aggaaggtta ctactggctg 1380
aaaatccacg gtgcaaactg tgegggtgtc gataaggttce cgttecctga gegeatcaag 1440
ttcattgagg aaaaccacga gaacatcatg gettgcgeta agtctecact ggagaacact 1500
tggtgggetg agcaagattc tocgttcetge ttoettgegt totgetttga gtacgetggg 1560
gtacageace acggectgag ctataactge teccttecge tggegtttga cgggtottge 1620
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tetggeatce agcacttcte cgegatgete cgagatgagg taggtggteg cgeggttaac 1680
ttgettecta gtgaaacegt tcaggacatc tacgggattq ttgctaagaa agtcaacgag 1740
attctacaag cagacgcaaF caatgggacce gataacgaag tagttacegt gaccgatgag 1800
aacactggtqg aaatctctga gasagtcaag ctgggcacta aggcactgge tggtcaatgq 1860
ctggettacg gtgttactég cagtgtgact aagcgttcag tcatgacget ggcttacgg§ 1920
tecaaagagt tcggcttcég tcaacaagtyg ctggaagata ccatteagee agctattgaﬁ 1980
tccggeaagg gtetgatgtt cactcageeg aatcaggetg ctggatacat ggctaagcectg 2040
atttgggaat ctgtgagegt gacggtggta gctgoggttg aagcaatgaa ctggcttaag 2100
tetgetgeta agetgetgge tgotgaggte aaagataaga agactggaga gattettege 2160
aagegttgeg ctgtgeattg ggtaactect gatggtttee ctgtgtggea ggaatacaag 2220
aagectatte agacgegett gaacctgatg ttecteggte agttesgeott acagectace 2280
attaacacca acaaagatag cgagattgat gcacacaaac aggagtctgg tatcgctceet 2340
aactttgtac acagcecaaga cgygtagecac cttegtaaga ctgtagtgtg ggcacacgag 2400
aagtacggaa tcgaatettt tgcactgatt cacgactect teggtaccat tecggetgac 2460
getgegaace tgtteaaage agtgcgegaa actatggttg acacatatga gtcttgtgat 2520
gtactggetg atttectacga ccagtteget gaccagttge acgagtctceca attggacaaa 2580
atgccagcac ttceggeotaa aggtaacttg aacctecgtg acatcttaga gteggactte 26490
gcegttegegt aataa 2655

<210>6

<211> 883

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Variante polipeptidica sintética

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (1)..(883)

<223> Variante Cys347Ser de la T7 ARN polimerasa dependiente de ADN, secuencia de aminoacidos
incluyendo la metionina N-terminal; correspondiente a N° 3 en la Tabla 3

<400> 6

Met Asn Thr Ile Asn Ile Ala Lys Asn Asp Phe Ser Asp Ile Glu Leu
1 S 10 15

Ala Ala Ile Pro Phe AsIn Thr Leu Ala Asp His Tyr Gly Glu Arg Leu
20 25 30

Ala Arg Glu Gln Leu Ala Leu Glu His Glu Ser Tyr Glu Met Gly Glu
35 40 45

39



Ala

Ala

65

Met

Gly

Ala

Ile

145

His

val

Lys

Ser

Gly

225

Sar

val

Asn

Arg

50

Asp

Ile

Lys

Val

Asp

130

Glu

Phe

Tyr

Gly

Ile

210

Met

Glu

Ala

Pro

Gly
290

FPhe

Asn

Ala

Arg

Ala

115

Asn

Asp

Lys

Lys

Len

195

His

Val

Thr

Gly

Pro

275

Arg

Arg

Ala

Arg

Pro

100

Tyr

Thr

Glu

Lys

Lys

180

Leu

Val

Ser

Ile

Ala

260

Lys

Arg

Lys

Ala

Ile

85

Thr

Ile

Thr

Ala

Asn

165

Ala

Gly

Gly

Leu

Glu

245

Leu

Pro

Pro

ES 2 538 694 T3

Met

Ala

70

Asn

Ala

Thr

val

150

val

Phe

Gly

vVal

His

230

Lau

Ala

Trp

Leu

Phe

55

Lys

Asp

Phoe

Ile

Gln

135

FPhe

Glu

Glu

215

Ala

Gly

Thr

Ala
295

Glu

Pro

Trp

Gln

Lys

120

Ala

Gly

Glu

Gln

Ala

200

Cys

Gln

Pro

Ile

Gly

280

Leu

Arg

Leu

Phe

Phe

105

Thr

Val

Arg

Gln

val
185

Trp

Ile

Asn

Glu

Ser

265

Ile

Val

40

Gln

Ile

Glu

90

Leu

Thr

Ile

Leu

170

Val

Ser

Glu

Ala

Tyx

250

Pro

Thr

Arg

Leu

Thr

75

Glu

Gln

Leu

Ser

Arg

155

Asn

Glu

Ser

Mat

Gly

235

Ala

Gly

Thx

Lys

60

Thr

val

Glu

Ala

Ala

140

Asp

Lys

Ala

Trp

Leu

220

Val

Glua

Phe

Gly

Hisg
300

Ala

Leu

Lys

Ile

Cys

125

Ile

Leu

Arg

Asp

His

205

Ile

Val

Ala

Gln

Gly

285

Sar

Gly

Leu

Ala

Lys=s

110

Leu

Gly

Glu

val

Met

190

Lys

Glu

Gly

Ile

Pro

270

Tyx

Lys

Glu

Pro

Lys
95

Pro

Thr

Arg

Ala

Gly

175

Leu

Glu

Ser

Gln

Ala

255

Cys

Irp

Lys

Vval
Lya
80

Axg
Glu
Ser
Ala
Lys=
160
His
Ser
Asp
Thr
Aap
240
Thr
Val

Ala

Ala



Leu

308

Asn

Val

Pxo

Tyr

385

Met

Pro

Asn

Gly

Ala

465

Phe

Leu

Ala

Asn

His
545

Mat

Ile

Ala

Ala

Asn

370

Arg

Lau

Tyr

Pro

Lys

450

Asn

Ile

Glu

Fhe

Cys
530

Phe

Arg Tyr Glu

Asn

Ile

358

Pro

Lys

G]-.'u

Aan

Gln

435

Pro

Cys

Glu

Asn

Cys

515

Ser

Ser

Gln

Val

340

Glu

Glu

Asp

Gln

Mat

420

Gly

Ila

Ala

Glu

Thr

500

Phe

Leu

Ala

Asn

325

Ile

Axg

Ala

Lys

Ala

405

Asp

Asn

Gly

Gly

Asn
485

Trp

Glu

Pro

Met
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Asp
310

Thr

Glu

Leu

Ala

390

Asn

Trp

Asp

Lys

val
479

His

Trp

Tyr

Leu

Leu
550

Val

Ala

Lys

Glu

Thr

375

Axg

Lys

Met

Glu

455

Asp

Glu

Ala

Ala

Ala
535

Tyxr

Trp

Trp

Leu

360

Ala

Lys

Phe

Gly

Thr

440

Gly

Lys

Asn

Glu

Gly

520

Phe

Asp

41

Lys

Lys

345

Pro

Trp

Ser

Ala

Arg

425

Lys

Tyx

Vval

Ile

Gln

505

val

hgp

Glu

Pro

Ile

330

His

Met

Lys

Arg

Asn

410

Val

Gly

Tyr

Pro

Met

4190

Asp

Gln

Gly

Val

Glu

315

Asn

Ser

Lys

Arg

Arg

355

His

Tyr

Trp

Phe

475

Ala

Ser

His

Ser

Gly
555

Val

Lys

Pro

Pro

Ala

380

Ile

Lys

Ala

Leu

460

Pro

Cys

Pro

His

Cys

540

Gly

Tyr

Lys

val

Glu

365

Ala

Ser

Ala

Val

Thr

445

Lys

Glu

Ala

Phe

Gly

525

Serxr

Arg

Lys

val

Glu

as50

Asp

Ala

Leu

Ile

Sar

430

Leu

Ile

Arg

Lys

Cys

510

Leu

Gly

Ala

Ala

Leu

335

Asp

Ille

Ala

Glu

Trp

415

Mat

Ala

His

Ile

Serx

495

Phe

Ser

Ile

Val

Ile

320

Ala

Tle

Asp

Val

Phe

400

Phe

Phe

Lys

Gly

Lys

480

Pro

Leu

Tyrx

Gln

Asn
560



Lau

Lys

Glu

Val

val

625

Ser

Fro

Ala

val

Leu

7035

Ly=s

Gln

Gly

Ile

Ser

785

Lys

Ile

Leu

Val

val

Lys

610

Thr

Lys

Ala

Ala

Val
€90

Glu

Gln

Asp

T10

Gln

Tyr

Pro

Pro
Asn
val
595
Leu
Arg
Glua
Ile
Gly
€75
Ala
Ala
Cysa
Tyr
Phe
755
Ala
Asp

Gly

Ala

Ser

Glu

580

Thr

Gly

Ser

Phe

Asp

660

Tyr

Ala

Ala

Ala

Lys

740

Arg

His

Gly

Ile

Asp

Glu

565

Ile

Vval

Thr

Val

Gly

645

Ser

Mot

val

Glu

val

725

Lys

Len

Lys

Ser

Glu

805

Ala
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Thr

Thr
Lys
Thr
630
Phe
Gly
Ala
Glu
Val
710
His
Pxo
Gln
Gln
Hisg
790

Ser

Ala

Val

Gln

Asp

Ala

615

Lys

Lys

Lys

Ala

695

Lys

Trp

Ile

Pro

Glu

T75

Leu

Phe

Asn

Gln
Ala
Glu
600
Leu
Arg
Gln
Gly
Leu
680
Met
Asp
val
Gln
Thr
760
Ser
Arg

Ala

Leu

42

Asp

Asp

585

Asn

Ala

Ser

Gln

Leu

665

Ile

Asn

Lys

Thr

Thr

748

Ile

Gly

Lys

Leu

Phe

Ile

570

Ala

Thr

Gly

Val

Val

650

Met

Trp

Trp

Lys

Pro

730

Arg

Asn

Ile

Thr

Ile

810

Lys

Tyr

Ile

Gly

Gln

Met

635

Phe

Glu

Leau

Thr

715

Asp

Leu

Thr

aAla

Val

795

His

Ala

Gly

AsSn

Glu

Trp

620

Thr

Glu

Thr

Ser

Lys

700

Gly

Gly

Asn

Asn

Pro

780

Val

Asp

Val

Ile

Gly

Ile

605

Lau

Asp

Gln

Val

685

Ser

Glu

Phe

Leu

Lys

765

Asn

Trp

Arg

Val

Thr

590

Serx

Ala

Ala

Thr

Pro

€70

Ser

Ala

Ile

Pro

Met

750

Asp

Fhe

Ala

Phe

Glu

Ala
5715

Aap

Glu

Tyrx

Tyrx

Ila

655

Asn

Val

Ala

Leu

val

735

Fhe

Ser

val

Gly
g15

Thr

Lys

Ran

Lys

Gly

Gly

640

Gln

Gln

Thr

Lys

Arg

720

Trp

Leu

Glu

Glu
800

Thr



10

15

val Asp

Phe Ala.

850

Pro Ala
865

Ala Phe

<210>7
<211> 2655
<212> ADN

820

Thr
835

Asp

Lys

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2 538 694 T3

855

870

<223> Polinucleoétido codificante sintético

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(2655)
<223> Secuencia de ADN que codifica la variante Cys492Ser de la T7 ARN polimerasa dependiente de ADN,

825

840

geo

875

830

845

Tyr Glu Ser Cys Asp Val Leu Ala Asp Phe Tyr Asp Gln

Gln Leu His Glu Ser Gln Leu Asp Lys Met Pro Ala Leu

Gly Asn Leu Asn Leu Arg Asp Ile Leu Glu Ser Asp Phe

.880

incluyendo el codon de iniciacion que codifica la metionina N-terminal; correspondiente a N° 4 en la Tabla 3

<400> 7

atgaacacga
tteaacacte
catgagtctt
getggtgagg
atgattgcac
acagectteeo
accacteotgg
atcggtegaq
cagttcaaga
gcatttatge
tggtecttcgt
attgagtcaa
tctgagacta
ctggctggea

attactggtyg

ttaacatege
tggctgacca
acgagatggg
ttgeggataa
geatcaacga
agttcctgea
cttgcctaac
ccattgagga
aaaacgttga
aagttgtega
ggeataagga
ceggaatggt
tcgaactege
tctcectecgat

gtggctattg

taagaacgac
ttacggtgag
tgaagcacgc
cgetgecgee
ctggtetgag
agaaatcaag
cagtgctgac
cgaggetege
ggaacaacte
ggctgacatg
agactctatt
tagecttacac
acctgaatac
gttccaacct

ggctaacggt

ttctctgaca
cgtttagete
ttccgcaaga
aagectctca
gaagtgaaag
ceggaagecg
aatacaaccyg
tteggtegta
aacaagegeg
ctetctaagy
catgtaggag
cgccaaaatg
getgaggcta
tgegtagtte
egtegtecte

43

tegaactgge
gcgaacagtt
tgtttgageg
tecactacecct
ctaagegegg
tagecgtacat
tteaggetgt
tcegtgacet
tagggcaegt
gtctactegg
tacgectgcat
ctggegtagt
tcgcaacecg

ctectaagee

tggegetggt

tgotateceg
ggcecttgag
tcaacttaaa
actcecectaag
caagegeeeyg
caccattaag
agcaagcgca
tgaagctaag
ctacaagaaa
tggcgaggag
cgagatgctc
aggteaagac
tgcaggtgeg
gtggactgge

gecgtacteac

60
120
i80
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840

900
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agtaagaaag
aacattgege
atcaccaagt
ccgatgaaac
gecgetgotyg
atgettgage
gactggegeg
aaaggactge
aaaatccacg
ttecattgagg
tggtgggctg
gtacagecace
tetggeatee
ttgettecta
attctacaag
aacactggtg
ctggettacyg
tccaaagagt
teeggeaagyg
atttgggaat
totgetgeta
aagegttgceg
aagectattc
attaacacea
aactttgtac
aagtacggaa
gctgegaace
gtactggetg
atgecageae

gegttegegt

<210>8

<211> 883
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Variante polipeptidica sintética

<220>

cactgatgeg
aaaacaccgce
ggaagcattg
cggaagacat
tgtaccgcaa
aagqccaataa
gtcgtgttea
ttacgctggce
gtgcaaastqg
aaaaccacga
agcaagatte
acggecktgag
ageacttote
gtgaaaccgt
cagacgcaat
aaatctctga
gtgttacteg
teggettecg
gtotgatgtt
ctgtgagegt
agetgetgge
ctgtgeattyg
agacgegett
acaaagatag
acagccaaga
tegaateottt
tgttcaaage
atttctacga
ttceggetaa

aataa

ES 2 538 694 T3

ctacgaagac
atggaaaate
tccecggtegag
cgacatgaat
ggacaaggcet
gtttgctaac
egetgtgtca
gaaaggtaaa
tgegggtgte
gaacatcatg
teagttetyge
ctataactge
cgcgatgete
tcaggacate
caatgggace
gaaagtcaag
cagtgtgact
tcaacaagtg
cactcageog
gacggtggta
tgctgaggte
ggtaactoct
gaacctgatg
cgagattgat
dggtagccac
tgcactgatt
agtgegegaa
ccagttcget

aggtzacttg

gtttacatge
aacaagaaag
gacatccctg
cctgaggcte
cgcaagtaete
cataaggcca
atgttcaace
ccaatcggta
gataaggtte
gctagegeta
ttecttgegt
tceecttecge
cgagatgagyg
tacgggattg
gataacgaaqg
ctgggcacta
aagegttcag
ctggaagata
aatcaggetg
getgeggttg
aaagataaga
gataggtttae
tteecteggte
goacacazac
cttegtaaga
cacgactect
actatggttg
gaccagttge

aacctecgtg

44

ctgaggtgta
tectagoggt
cgattgageg
tcaccgegtyg

geegtatcag

tctggttece

cgeaaggtaa
aggaaggtta
cgttecectga
agtcteocact
tetgetttga
tggegtttga
taggtggtcg
ttgoctaagaa
tagttacegt
aggcactggc
tcatgacget
ccatteagec
ctggatacat
aageaatgaa
agactggaga
ctgtgtggca
agttcogett
aggagteotgyg
ctgtagtgtg
tecggtaccat
acacatatga
acgagtcetca

acatcttaga

caaagcgatt
cgccaacgta
tgaagaacte
gaaacgtget
ccttgagtte
ttacaacatyg
cgatatgacc
ctactggetg
gcgcatcaag
ggagaacact
gtacgctggg
cgggtettge
cgcggttaac
agtcaacgag
gaccgatgaq
tggtcaatgg
ggcttacggy
agectattgat
ggectaagetg
etggettaag
gattcttcge
ggaatacaag
acagcctace
tatogeotect
ggcacacgag
tccggetgac
gtcottgtgat
attggacaaa

gtcggactte

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1590
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1930
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640

2655
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<221> MISC_FEATURE

<222>(1)..(883)

<223> Variante Cys492Ser de la T7 ARN polimerasa dependiente de ADN, secuencia de aminoacidos
incluyendo la metionina N-terminal; correspondiente a N° 4 en la Tabla 3

<400> 8

Met Asn Thr Ile Asn Ile Ala Lys Asn Asp Phe Ser Asp Ile Glu Leu
1 s lo 15

Ala Ala Ile Pro Phe Asn Thr Leu Ala Asp His Tyr Gly Glu Arg Leu
20 25 ao

Ala Arg Glu Gln Leu Ala Leu Glu His Glu Ser Tyr Glu Met Gly Glu
35 40 415

Ala Arg Phe Arg Lys Met Phe Glu Arg Gln Leu Lys Ala Gly Glu Val

Ala Asp Asn Ala Ala Ala Lys Pro Leu Ile Thr Thr Leu Leu Pro Lys
s 70 75 80

Met Ile Ala Arg Ile Asn Asp Trp Phe Glu Glu Val Lys Ala Lys Arg
85 20 .95

Gly Lys Arg Pro Thr Ala Phe Gln Phe Leu Gln Glu Ile Lys Pro Glu
100 105 110

Ala Val Ala Tyr Ile Thr Ile Lys Thr Thr Leu Ala Cys lLeu Thr Ser
115 120 125

Ala Asp Asn Thr Thr Val Gln Ala val Ala Ser Ala Ile Gly Arg Ala
130 135 140

Ile Glu Asp Glu Ala Arg Phe Gly Arg Ile Arg Asp Leu Glu Ala Lys
145 150 155 160

His Phe Lys Lys Asn Val Glu Glu Gln Leu Asn Lys Arg Val Gly His.
165 170 - 175

Val Tyr Lys Lys Ala Phe Met Gln Val Val Glu Ala Asp Met Leu Ser
180 185 190

Lys Gly Leu Leu Gly Gly Glu Ala Trp Ser Ser Trp His Lys Glu Asp
195 200 20s

45



Ser

Gly

225

Ser

Vval

Asn

Leu

3205

Asn

val

Pro

Tyr

385

Pro

Gly

Ile

210

Met

Glu

Ala

Pro

Gly

290

Met

1le

Asn
370

Arg

Tyr

Pro

Lys
450

His
Val
Thr
Gly
Pro
275
Arg
Arg
Ala
Asn
Ile
355
Pro
Lys
Glu
Asn
Gln

435

Pro

val

Ser

Ile

Ala

260

Lys

Arg

Tyr

Gln

val

340

Glu

Glu

Asp

Gln

Met

420

Gly

Ile

Gly

Leu

ES 2 538 694 T3

val

His

230

Glu
245

Leu

Pro

Pro

Glu

Asn

325

Ile

Arg

Ala

Lys

Ala

405

Asp

Asn

Gly

Leu

Ala

Trp

Leu

Asp

210

Thr

Thr

Glu

Leu

Ala

330

Asn

Trp

Asp

Lys

Axg

215

Arg

Ala

Gly

Thr

Ala

295

Val

Ala

Lys

Glu

Thr

375

Arg

Lys

Arg

Met

Glu
455

Cys

Gln

Pro

Ile

Gly

280

Leu

Tyr

Trp

Trp

Leu

360

Ala

Lys

Phe

Gly

Thr

440

Gly

Ile
Asn
Glu
Ser
265
Ile
Val
Met
Lys
Lys

345

Prxo
Trp
Ser
Ala
Arg
425

Lys

Tyr

46

Glu

Ala

Tyx

250

Pro

Thr

Arg

Pro

Ile

330

His

Met

Lys

Asn

410

val

Gly

Tyr

Met
Gly
235
Ala
Met
Gly
Thr
Glu
315
Asn
Cys
Lys
Axrg
Arg
395

His

Tyr

Leu

Trp

Leu

220

val

Glu

Phe

Gly

His

300

val

Lys

Pro

Pro

Ala

380

Ile

Lys

Ala

Leu

Leu
460

Ile

val

Ala

Gln

Gly

285

Ser

Tyx

Lys

Val

Glua

365

Ser

Ala

val

Thr

445

Lys

Glu
Gly
Il
Pro
270
Tyr
Lys
Lys
Val
Glu
350
Asp
Ala
Lau
Ile
Ser
430

Leu

Ile

Serx

Gln

Ala

255

Cys

Trp

Lys

Ala

Leu

335

Asp

Ile

Ala

Glu

Trp

415

Met

Ala

His

Thr

Asp

240

Thr

Val

Ala

Ala

Ile

320

Ala

Ile

Asp

Val

Phe

400

Phea

Phe

Lys

Gly



Ala
465

Phe

Ala

Asn

His

545

Leu

Lys

Glu

vVal

Val

625

Ser

Pro

Alsa

val

Leu
705

Asn

Ile

Glu

Phe

Cys

5830

Phe

Leu

Val

Val

Lys

610

Thr

Lys

Ala

val
650

Cys

Glu

Asn

Cys

515

Sear

Ser

Pro

Asn

Val

595

Leu

Arg

Glu

Ile

Gly

675

Ala

Ala

Ala

Glu

Thr

500

FPhe

Leu

Ala

Ser

Glu

580

Thr

Gly

Sar

Phe

Asp

660

Tyr

Ala

Ala

Gly

Asn
485

Trp

Glu

Pro

Mat

Glu

365

Ile

Val

Thr

Val

Gly

645

Sar

Met

Val

Glu

ES 2 538 694 T3

Val
470

His

Trp

Tyr

Lau

Leu

550

Thr

Leu

Thre

Lys

Thr

630

FPhe

Gly

Ala

Glu

val
710

Asp

Glu

Ala

Ala

Ala

535

Val

Gln

Asp

Ala

615

Lya

Arg

Lys

Lys

Ala

695

Lys

Lys

Asn

Glu

Gly

520

Phe

Asp

Gln

Ala

Glu

600

Arg

Gln

Gly

Leu

680

Asp

47

Val

Ile

Gln

505

val

Asp

Glu

Asp

Asp

585

Asn

Ala

Ser

Gln

Leu

665

Ile

Asn

Lys

Pro

Met

490

Gln

Gly

val

Ile

570

Ala

Thr

Gly

Val

Val

650

Trp

Trp

Lys

Phe
475

Ala

Pro

Ser

Glu

Ala

Ser Pro Phe

His

Ser

Gly
555

Hié

Cys
540

Gly

Gly
525

Ser

Tyr Gly Ile

Ile

Gly

Gln

Met

635

Leu

Phe

Glu

Leu

Thr
715

Asn

Glu

Icp

620

Thr

Glu

Thr

Ser

Lys

7UOI

Gly

Gly

Ile

605

Leu

Leu

Asp

Gln

Val

685

Ser

Glu

Lys

Cys

510

Leu

Gly

Ala

val

Thr

590

Sar

Ala

Ala

Thr

Pro

670

Ser

Ala

Ile

Ile

Ser

495

Phe

Ser

Ile

val

Ala

575

Asp

Glu

Tyr

Tyr

Ile

655

Asn

val

Ala

Lau

Lys

480

Pro

Leu

Tyr

Gln

Asn

560

Lys

Asn

Lys

Gly

Gly

640

Gln

Gln

Thr

Lys

Arg
120



10

15

Lys Arg

Gln Glu

Gly Gln

Ile Asp
770

Ser Gln
785

Lys Tyr
Ile Pro
Val Asp

Phe Ala
85¢

Pro Ala
865

Ala Phe

<210>9
<211> 2655
<212> ADN

Cys

Tyr

Phe

755

Ala

Asp

Gly

Thr
835

Asp

Lys

Ala

Ala

Lys

740

Arg

His

Gly

Ile

Asp

820

Tyr

Gln

Gly

<213> Secuencia artificial

<220>

val

725

Lys

Leu

Lya

Ser

Glu

805

Glu

Asn

ES 2 538 694 T3

His

Fro

Gln

Gln

His

790

Ser

Ala

Ser

His

Leu
870

<223> Polinucledétido codificante sintético

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(2655)

<223> Secuencia de ADN que codifica la variante Cys515Ser de la T7 ARN polimerasa dependiente de ADN,

Trp

Ile

Pro

Glu

775

Leu

Phe

Asn

Cys

Glu

8558

Asn

val

Gln

Thr

760

Ser

Arg

Ala

Leu

Asp

840

Ser

Thr

Thr

745

Ile

Gly

Lys

Leu

Phe

825

Val

Gln

Arg

Pro
7130
Arg
Asn
Ile
Thr
1le
810
Lys
Leu

Leu

Asp

Asp

Leu

Thr

Ala

Vval

795

His

Ala

Ala

Asp

Ile
875

Gly

Asn

Asn

Pro

780

val

Asp

Val

Asp

Phe Pro

Leu Met
750

Lys Asp
765

Asn Phe

Trp Ala

Ser Phe

Arg Glu

830

Phe Tyr

- 845

Lys
860

Leu

Met Pro

Glu Ser

val

735

Phe

Ser

Val

His

Gly

815

Thr

Asp

Ala

Asp

Trp

Leu

Glu

His=s

Glu

800

Thr

Gln

Phe
880

incluyendo el codoén de iniciacién que codifica la metionina N-terminal; correspondiente a N° 5 en la Tabla 3

<400> 9

atgaacacga ttaacatege taagaacgac ttctcotgaca tegaactgge tgotatecceg

ttcaacacte tggectgacca ttacggtgag cgtttagetce gegaacagtt ggoccttgag

48

&0

120



catgagtott
getggtgagg
atgattgcac
acagecttee
accactctgg
atcggtcggg
cacttoaagsa
geatttatge
tggtcttegt
attgagtcaa
tetgagacta
ckbggctggea
attactggtg
agtaagaaag
aacatrtgege
atcaccaagt
cegatgaaac
googetgetyg
atgettgage
gactggcgeg
aaaggactge
aaaatcocacy
ttcattgagy
tggtgggety
gtacagcacc
tetggecatce
ttgettecta
attctacaag
aacactggtg
ctggcttacg
tecaaagagt
tocggoaagy

atttgggaat

acgagatggg
ttgeggataa

gcatcaacga

agttcctgea

cttgectaac
ccattgagga
aaaacgttga
aagttgtega
ggcataagga
ccggaatggt
tegaactege
tocteteegat
gtggetattyg
cactgatgeg
aaaacacegc
ggaagcattg
cggaagacat
tgtacogeaa
aagcecaataa
gtcegtgttta
ttacqctgﬁc
gtgcaaactg
aaaaccacga
agcaagatto
acggectgag
agcacttcte
gtgaaaccgt
cagacgcaat
aaatctetga
gtgttacteg
tecggettecy
gtctgatgtt
ctgtgagegt

ES 2 538 694 T3

tgaagcacge
cgetgeagaes
ctggtttgag
agaaatcaag
cagtgctgae
cgaggetege
ggaacaacte
ggctgacatg
agactctatt
tagcettacag
acctgaatac
gttecaacct
ggctaacggt
ctacgaagac
atggaasate
tecggtagag
cgacatgaat
ggacaaggct
gtttgctaac
egetgtgtea
gasaggtaaa
tgegggtgte
gaacateatyg
teegttotge
ctataactge
cgaegatgete
tcaggacatc
céatgggacc
gaaagtcaay
cagtgtgact
tcaacaagtg
cactcagecg

gacggtggta

tteceogcaaga
aagectetea
gaagtgaaag
ccggaagecy

aatacaacecg

.ttcggtcgta

aacaagegeg
ctetctaagy
catgtaggag
egecaaaatg
getgaggcta
tgegtagtte
egtegqtecte
gtttacatge
aacaagaaaqg
gacatecatg
cetgaggcte
cgcaagtcte
cataaggcea
atgttcaace
ccaateggta
gataaggtte
gettgegeta
tteettgegt
tecetteege
cgagatgagg
tacgggattg
gataacgaag
ctgggeacta
aagegtteag
ctggaagata
aatcaggctg

getgeggttyg

49

tgtttgageqg
teactaccet
ctaagcgcegg
tagegtacat
ttecaggctgt
teccgtgacct
tagggecacgt
gtetactegg
tacgetgcat
ctggegtagt
tcgcaacecyg
ctcctaagee
tggcgetggt
ctgaggtgta
tectagegqgt
égattgagcg
tcaccgegtyg
gcegtatcag
tetggttece
cgcaaggtaa
aggaaggtta
cegttoceotga
agtctecact
tcagoetttga
tggcgtttga
taggtggtcy
ttgctaagaa
tagttaccgt
aggcactggce
tcatgacget
ccattecagee
ctggatacat

aagcaatgaa

tecaacttaaa
actcectaag
caagegeceqg
caccattaayg
agcaagcgea
tgaagctaag
ctacaagaaa
tggegaggcy
cgagatgcte
aggtcaagac
tgcaggtgcy
gtggactgge
gegtacteae
caaagegatt
cgecaacgta
tgaagaacte
gaaacgtget
ccttgagtte
ttacaacatg
cgatatgace
ctactggetg
gogecatcaag
ggagaacact
gtacgetggg
cgggtettge
cgeggttaac
agtcaacgag
gaccgatgag
tggtcaatgg
ggcttacggg
agetattgat
ggctaagetg

ctggcttaag

180
240
300
360
420
480
540
&00
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
18€0
1920
1980
2040

2100



10

15

tetgetgeta
aagegttgeg
aagectatte
attaacaceca
aactttgtac
aagtacggaa
getgegaace
gtactggetyg
atgccageac
gegttegegt
<210> 10

<211> 883
<212> PRT

agetgctgge
ctgtgeattyg
agacgecgett
acaaagatag

acagccaaga

ES 2 538 694 T3

tgetgaggte aaagataaga

ggtaacteet gatggtttee
gaacctgatg tteocteggte
cgagattgat geacacaaac
cggtagecac cttegtaaga

tgcactgatt cacgactcct

agactggaga gattcttcge
ctgtgtggea ggaatacaag

agttcegett acagectace

aggagtetgg tatcgeoctcocot

ctgtagtgtyg ggcacacgag

tcggtaccat tecggetgac

tegaatcttt
tgttcaaagé
atttctacga
ttcocggctaa

aataa

<213> Secuencia artificial

<220>

agtgegegaa
ccagtteget

aggtaacttg

<223> Variante polipeptidica sintética

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (1)..(883)

actatggttg
gaccagttge

aacctecegtyg

acacatatga
acgagtctea

acatcttaga

gtettgtgat
attggacaaa

gtcggactte

<223> Variante Cys515Ser de la T7 ARN polimerasa dependiente de ADN, secuencia de
incluyendo la metionina N-terminal; correspondiente a N° 5 en la Tabla 3

<400> 10

Met
1

Asgn

Ala Ala

Ala

Ala Arg

50

Ala
65

Ile

Gly Lys

Thr Ile Asn
5

Ile Pro Phe
20

Glu Gln Leu
35

Phe Arg Lys

Asn Ala Ala

Ala Arg Ile

g8s

Arg Pro Thr

Ile Ala

Asn Thr

Ala Leu

Met Phe

55

Ala
70

Lys
Asn

Asp

Ala Phe

Lys

Glu

410

Glu

Pro

Trp

Gln

Asn

Ala

25

His

Arg

Leu

Phe

Phe

50

Asp Phe

10

Asp His

Glu Ser
Gln

Leu

Thr
75

Ile

Glu
90

Glu

Leu Gln

Ser

Tyr

Tyr

Lys

60

Thr

Val

Glu

Asp
Gly
Glu
45

Ala
Leu

Lys

Ile

Ile Glu
15

Glu Arg
30

Met Gly

Gly Glu

Leu Pro

Ala Lys
95

Lys Pro

2160
2220
22840
2340
2400
2460
2520
2580
2640

2655

aminoacidos

Leu

Leu

Glu

Vval

Lya

a0

Arg

Glu



Ala

Ile

148

His

val

Lys

Ser

Gly

225

Ser

val

Asn

Leu

308

Asn

Val

Pro

val

Rsp

130

Glu

Phe

Tyr

Gly

Ile

210

Met

Glu

Ala

Pro

Gly

290

Met

Ile

Ala

Ala

Ala

115

Asn

Asp

Lys

Lys

Leu

195

His

val

Thr

Gly

Pro

273

Arqg

Arg

Ala

Asn

Ile
355

100

Tyr

Thr

Glu

Lys

Lys

18¢

Leu

Val

Ser

Ile

Ala

260

Lys

Tyxr

G1ln

val

340

Glu

Ile

Thr

Ala

Asn

165

Ala

Gly

Gly

Lau

Glu

245

Leu

Pro

Pro

Glu

Asn

328

Ile

Arg

ES 2 538 694 T3

Thrx

Val

150

Val

Phe

Gly

val

His

230

Leu

Ala

Trp

Leu

Asp

a1o

Thr

Thr

Glu

Ile
Gln
13%
Phe
Glu
Met
Glu
Arg
215
Axrg
Ala
Gly
Thr
Ala
295
Val
Ala

Lys

Glu

Lys

120

Ala

Gly

Glu

Gln

Ala

200

Cys

Gln

Pro

Ile

Gly

280

Leu

Tyr

Trp

Trp

Leu
360

51

105

Thr

Val

Axrg

Gln

Val
185

Trp

Ile

Asn

Glu

Ser

265

Ile

Val

Met

Lys

Lys

345

Pro

Thr

Ala

Ile

Leu

170

Vval

Sar

Glu

Ala

Tyr

250

Pro

Thr

Arg

Pro

Ile

3320

His

Mat

Leu

Ser

Axg

155

Glu

Ser

Mot

Gly

235

Ala

Gly

Thr

Glu

315

AsSn

Cys

Lys

Ala

Ala

140

Asp

Lys

Ala

Trp

Leu

2290

Val

Gla

Phe

Gly

His

300

Val

Lys

Pro

Pro

Cys
125

1lle

Leu

Hia

205

Ile

vVal

Ala

Gln

Gly

285

Ser

Tyrx

Lys

val

Glu
365

110

Lau

Gly

Glu

Val

Met

190

Lys

Glu

Gly

Ile

Pro

270

Tyr

Lys

Lys

val

Glu

as0

Asp

Thx

Arg

Ala

Gly

175

Leu

Glu

Ser

Gln

Ala

255

Cys

Trp

Lys

Ala

Leu

335

Asp

Ile

Ser

Ala

Lys

160

His

Ser

Asp

Thr

Asp

240

Thr

Val

Ala

Ala

Ile

320

Ala

Ile



Tyr

a8s

Pro

Asn

Gly

Ala

465

Pha

Leu

Asn

Hia

545

Lys

Glu

val

Asn

370

Arg

Leu

Tyr

Pro

Lys

450

Asn

Ile

Glu

Phe

Cys

530

FPhe

Leu

Val

Val

Lys
610

Proe Glu

Lys Asp

Glu Gln

Asn Met
420

Gln Gly
435

Pro Ile

Cys Ala

Glu Glu

Asn Thr
500

Ser Phe
81%

Ser Leu

Ser Ala

Pro Ser

Asn Glu
580

Val Thr
595

Leu Gly

Ala
Lys
Ala
405
Asp
Asn
Gly

Gly

Asn
485

Trp
Glua
Pro
Met
Glu
565
Ile

Val

Thr
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Leu

Ala

Thr Ala Trp

375

Arg

390 .

Trp
Asp
Lys
Val

470

His

Trp

Tyr

Leu

Laeu

550

Thr

Leu

Thr

Lys

Lys

Arg

Met

Glu

455

Asp

Glu

Ala

Ala

535

Axg

val

Gln

Asp

Ala
615

Lys

Phe

Gly

Thr

440

Gly

Lys

Asn

Glu

Gly
520

‘Phe

Asp

Gln

Ala

Glu

Ser
Ala
Axg
425
Lys
Tyr
val
Ile
Gln
505
Val
Asgp
Glu
Asp
Asp

585

Asn

600

Leu

Ala

52

Lya

Arg

Asn

410

Val

Gly

Tyr

Pro

Met

450

Asp

Gln

Gly

val

Ile

570

Ala

Thr

Gly

Arg

395

His

Tyr

Leu

Trp

Phe

475

Ala

Ser

His

Ser

Gly

§55

Tyrxr

Ile

Gly

Gln

Ala

380

Ile

Lys

Ala

Leu

Leu

460

Pro

Cys=

Pro

His

Cys

540

Gly

Gly

Asn

Glu

Trp
620

Ala

Ser

Ala

Val

Thr

445

Lys

Glu

Ala

Phe

Gly

525

Ser

Ila

Gly

Ila

605

Leu

Ala
Leu
Ile
Ser
430

Leu

Ile

Lys

Cys
510

Leu.

Gly

Ala

Val

Thrx

590

Serxr

Ala

Ala

Glu

Trp

415

Met

Ala

His

Ile

Sarx

495

Phe

Ser

Ile

val

Ala

575

Asp

Glu

Tyr

val

Phe

400

Phe

Phe

Lys

Gly

Lys

480

Pro

Leu

Tyr

Gln

Axn

560

Lys

Asn

Lys

Gly



Val
625

Ser

Pro

vVal

Leu

705

Lys

Gln

Gly

Ile

Ser

785

Lys

Ile

Val

Phe

Pro
865

Thr

Lys

Ala

Ala

Val

690

Leu

Arg

Glu

Gln

Asp

770

Glin

Tyr

Pro

Asp

Ala

850

Ala

Glu

Ile

Gly

€75

Ala

Ala

Cys

Tyr

Phe

755

Ala

Asp

Gly

Ala

Thr

83s

Asp

Lys

Ser

Phe

Asp

660

Tyr

Ala

Ala

aAla

Lys

740

Arg

His

Gly

Ile

Asp

820

Tyr

Gln

Gly

Val

Gly

645

Ser

Met

val

Glu

vVal

725

Lys

Leu

Lys

Ser

Glu

805

Ala

Glu

Leu

Asn
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Thr

630

Phe

Gly

Ala

Glu

Val

710

His

Pro

Gln

Gln

His

790

Ser

Ala

Ser

His

Leu
870

Lys

Arg

Lys

Lys

Ala

695

Lys

Trp

Ile

Pro

Glu

775

Leu

Phe

Asn

Cys

Glu

855

Asn

Arg
Gln
Gly
Leu
680
Met

Rsp

Val

Gln-

Thr

760

Ser

Arg

Ala

Leun

Asp

840

Ser

Leu

Ser

Gln

Leu

665

Ile

AsSn

Lys

Thr

745

Ile

Gly

Lys

Leu

Phe

825

Val

Gln

Arg

Val

Val

650

Mat

Trp

Trp

Lys

Pro

730

Arg

Asn

Ile

Thr

Ile

810

Lys

Leu

Leu

Asp

Ala Phe Ala

53

Met

635

Leu

Phe

Glu

Leu

Thr

715

Asp

Leu

Thre

Ala

Val

795

His

Ala

Ala

Asp

Ile
875

Thr

Glu

Thr

Ser

Lys

700

Gly

Gly

Asn

Asn

Pro

780

Val

Asp

Val

Asp

Lys

860

Leu

Leu

Asp

Gln

val

685

Ser

Glu

Phe

Leu

Lys

765

Asn

Trp

Ser

Arg

Phe

845

Glu

Ala

Thr

Pro

670

Ser

Ala

Ile

Pro

Met

750

Asp

Pha

Ala

Phe

Glu

830

Tyr

Pro

Ser

Tyx

Ile

655

Asn

Val

Ala

Leu

Vval

735

Pha

Ser

vVal

His

Gly

a1s

Thr

Ala

Asp

Gly

640

Gln

Gln

Thr

Lys

720

Trp

Leu

3Glu

His

Glu

800

Thr

Gln

Leu

Phe
880



ES 2 538 694 T3

<210> 11

<211> 2655

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polinucledétido codificante sintético

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(2655)

<223> Secuencia de ADN que codifica la variante Cys723Ser de la T7 ARN polimerasa dependiente de ADN,
incluyendo el codon de iniciacion que codifica la metionina N-terminal; correspondiente a N° 6 en la Tabla 3

15

54

<400> 11
atgaacacga ttaacatcgc taagaacgac ttetcetgaca teogaactgge tgetatcecceg 60
ttcaacactc tggetgaceca ttagcggtgag cgtttagete gegaacagtt ggecettgag 120
catgagtott acgagatggg tgaagocacgce ttccgcaaga tgtttgagog tcaacttaaa 180
getggtgagyg ttgoggataa cgetgecgee aagectcotea teactaccoot actecctaag 240
atgattgcac gcatcaacga ctggtttgag gaagtgaaag ctaagegogg caagoegoceg 300
acagecttec agttectgeca agaaatcaag coggaagecy tagegtacat caccattaag 360
accactetgg cttgectaac cagbtgetgac aatacaaccg tteaggetght agcaagegea 420
ateggtoeggg ccattgagga cgaggetcge ttcggtcogta teegtgacet tgaagctaag 480
cacttcaaga aaaacgttga ggaacaactc aacaagcgeqg tagggocacgt ctacaagaaa 549
gcatttatgc aagttgtega ggctgacatg ctetctaagg gtctaétcgg tggegaggceqg 600
tggtcttogt ggecataagga agactetatt catgtaggag tacgctgcat cgagatgcete 660
attgagtcaa ccggaatggt tagcttacac cgeocaaaatg ctggegtagt aggtcaagac 720
tectgagacta tecgaacteoge acctgaatac getgaggeta tcegoaaccoyg tgcaggtgeg 780
ctggetggea totctoegat gttecaaeet tgegtagtte ctectaagee gtggactgge 840
attactggtg gtggctattg ggetaacggt cgtegtecte tggegetggt gogtactcae 200
agtaagaaag cactgatgcg ctacgasagac gtttacatge ctgaggtgta caaagegatt 960
aacattgege aaaacaccege atggaaaatce aacaagaaaq tectageggt cgecaacgta 1020
atcaccaagt ggaagcattg tccggtegag gacatcectyg cgattgageqg tgaagaacte 1080
ccgatgaaac cggaagacat cgacatgaat cctgaggetce tcacegogtg gaaacgtget 1140
geegetgotg tgtaccgcaa ggacaagget cgcaagtctc geocgtatcag cottgagtte 1200
atgcttgage aagccaataa gtttgetaac cataaggcca totggttccc ttacaacatg 1260
gactggcegeg gtegtgttta cgotgtgteoa atgttcaace cgcaaggtaa cgatatgace 1320



ES 2 538 694 T3

aaaggactge ttacgetgge gaaaggtaza ccaateggta aggaaggtta ctactggetg 1380
azaatccacg gtgcaaactg tgcgggtgtc gataaggttc cgttecctga gegeatcaag 1440
ttcattgagg aaaaccacga gaacatcatg gettgegeta agtctecact ggagaacact 1500
tggtgggctg agcaagattc tocgttotge ttocttgegt teotgeotttga gtacgetggg 1560
gtacagcace acgﬁcctgag ctataactge tcacttecge tggegtitga cgggﬁcttge 1620
tctggeatec agéacttctc cgegatgotc cgagatgagg taggtggteyg cgcggttaac 1680
ttgcttocta gtgaaaccgtltcaggacatc tacgggattg ttgctaagaa agtcaacga§ 1740
attctacaag cagacgcaat caatgggacce gataacgaag tagttacegt gacegatgag 1800
aacactggtg aaatctetga gaaagtcecaag ctgggcacta aggcactgae tggtcaatgg 1860
ctggettacg gtgttacteg cagtgtgact aagegttcag tcatgacget ggettacggg 1920
tccaaagagt teggetteeg tcaacaagtg ctggaagata ccattcagee agetattgat 1980
teceggcaagy gtetgatgtt cactcagecg aatcaggetyg ctggatacat ggctaagetg 2040
atttgggaat ctgtgagegt gacggtggta gctgcggttg_aagcaatgaa ctggettaag 2100
tcetgetgota agotgetgge tgoctgaggtc aaagataaga agactggaga gattcettege 2160
aagcgtageg ctgtgeattg ggtaactcect gatggtttce ctghgtggca ggaatacaag 2220
aagectattce agacgegett gaacctgatg ttecteggte agttocgett acagectace .2280
attaacacca acaaagatag cgagattgat geacacaaac aggagtcectgg tatcgectccot 2340
aactttgtac acagccaaga cggtagccac ¢cttegtaaga ctgtagtgtyg ggcacacgag 2400
aagtacggaa tcgaatcttt tgeactgatt cacgacteck teggtaccat teccggetgac 2460
gctgcgaace tgttcaaage agtgcgcgaa actatggttg acacatatga gtcttgtgat 2520
gtactggctg atttctacga ccagttcgct gaccagttge acgagtctca attggacaaa 2580
atgecagcac tteeggetaa aggtaacttg aacctecegtg acatecttaga gteggactte 2640
gogttegegt aataa 2655

<210> 12

<211> 883

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Variante polipeptidica sintética

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (1)..(883)

<223> Variante Cys723Ser de la T7 ARN polimerasa dependiente de ADN, secuencia de aminodcidos
incluyendo la metionina N-terminal; correspondiente a N° 6 en la Tabla 3

<400> 12

55



Ala

Ala

Gly

Ala

Ala

Ile

145

His

Val

Lysz

Ser

Gly

225

Sex

Arg

Asn

Ala

Arg

Arg

50

Ile

Lys

Val

Asp

120

Glua

Phe

Tyrxr

Gly

Ile

210

Met

Glu

Ala

Thr

Ile

Glu
as -

Phe

Ala

Ala

115

A=sn

Asp

Lys

Lys

Leu

195

Hia

vVal

Thr

Gly

Ile

Pro

Gln

Arg

Ala

Arg

Pro

100

Iyr

Thr

Glu

Lys

Lys

180

Laeu

Val

Ser

Ile

Ala

Phe

Leu

Lys

Ala

1le

Thr

Ile

Thr

Ala

Asn

165

Ala

Gly

Gly

Glu
245

Leu
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Ile

Asn

Ala

Met

Ala

Asn

Ala

Thr

Val

Arg

150

val

Phe

Gly

Val

His

230

Leu

Ala

Ala

Thr

Leu

Phe

55

Lys

Asp

Phe

Ila

Gln

135

Phe

Glu

Met

Glu

Arg

215

Arg

Ala

Gly

Lys

31lu

40

Glu

Pro

Trp

Gln

Lys

120

Ala

Gly

Glu

Gln

Ala

200

Cys

Gln

Pro

Ile

Asn
Ala
25

His
Axg
Leu
Phe
Phe
105
Thrx
Val
Arg
Gln
Val
185
Trp
Ile
Asn

Glu

Ser

56

Asp

10

Asp

Glu

Gln

Ile

Glu

Leu

Thr

Ala

Ile

Leu

170

Val

Sar

Glu

Ala

Tyr

250

Pro

Phe
His
Ser

Leu

Glu
Gln
Leu
Ser
1 5;
Asn
Glu
Ser
Mat
Ely

235

Ala

Ser

Tyrx

Tyr

Lys

60

Thr

val

Glu

Ala

Ala

140

Asp

Lys

Ala

Trp

Leu

220

val

Glu

Phe

Asp

Gly

Glu

45

Ala

Leu

Lys

Ila

Cys

125

Ile

Leu

Arg

Asp

Hisg

205

Ile

val

Ala

Gln

Ile

Glun

a0

Mat

Gly

Leu

Ala

Lys

110

Gly

Glu

Val

Met

190

Lys

Glu

Gly

Ile

Pro

Glu
15

Gly
Glu
Pro
Lys
g5

Pro
Thr
Arg
Ala
Gly
175
Leu
Glu
Sex

Gln

Ala
255

Cys

Leu

Leu

Glu

Vval

Lys

B8O

Axrg

Glu

Ser

Ala

Lys

160

His

Ser

Agp

Thr

Asp

240

Thr

val



val

Leu

305

Asn

vVal

Pro

Tyr

388

Pro

Asn

Gly

Ala

465

Phe

Ala

Prro

Gly

290

Mat

Ile

Ala

Agn

370

Arg

Tyr

Pro

Lys

450

Asn

Ile

Glu

Phe

Pro
275

Ala

Asn

Ile

355

Pro

Ly=s

Glu

Asn

Gln

435

Pro

Cys

Glu

Asn

Cys
515

260

Lys

Tyr

G1ln

val

340

Glu

Glu

Asp

Gln

Met

420

Gly

Ile

Ala

Glu

Thr

500

Phe

Pro

Pro

Glu

Asn

325

Ile

Arg

Ala

Lys

Ala

405

Asp

Asn

Gly

Gly

Asn
485

Trp

Glu
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Trp

Leu

Asp

310

Thr

Thr

Glu

Leu

Ala

390

Asn

Trp

Asp

Lys

val

470

His

Trp

Tyr

Thr

Ala

295

Val

Ala

Lys

Glu

Thr

375

Axrqg

Lysa

Arg

Mat

Glu

455

Asp

Glu

Ala

Ala

Gly

280

Lau

Tyx

Trp

Trp

Lau

360

Ala

Lys

Phe

Gly

Thr

440

Gly

Lys

Asn

Glu

Gly
520

57

265

Ile

val

Met

Lys

Lys

345

Pro

Trp

Ser

Ala

42%

Lys

Tyr

Val

1le

Gln

505

Val

Thr

Pro

Ile

330

Meat

Lys

Arg

Asn

410

val

Gly

Tyx

Pro

Met

490

Asp

Gln

Gly

Thr

Glu

315

Cys

Lys

395

His

. Tyr

Trp

Phe

475

Ala

Ser

His

Gly

His

300

Val

Lys

Pro

Pro

Ala

iso

Ile

Lys

Ala

Leu

460

Pro

Cys

FPro

His

Gly

285

Ser

Tyr

Lys

Val

Glu

365

Ala

Ser

Ala

vVal

Thr

445

Lys

Glu

Ala

Pha

Gly
525

270

Tyx

Lys

Lys

val

Glu

350

Asp

Ala

Ile

Ser

430

Leu

Ile

Arg

Lys

Cys

51¢

Leu

Trp

Lys

Ala

Leau

335

Asp

Ile

Ala

Glu

415

Met

Ala

His

Ila

Ser

495

Phe

Ser

Ala

Ile

320

Ala

Ile

Asp

Val

Phe

400

Phe

Phe

Lys

Gly

Lys

480

Pro

Leu

Tyr



Asn

His

545

Lys

Glu

val

vVal

625

Ser

Pro

Ala

Val

Leu

705

Lys

Gln

Gly

Ile

Cys
530
Phe
Leu
val
Val
Lys
610

Thr

Lys

Ala
Val

690

Leu

Glu

Gln

770

Ser

Ser

Pro

Asn

val

395

Leu

Aryg

Glu

Ile

Gly

€75

Ala

Ala

Ser

TYD

Phe

755

Ala

Ala
Ser
Glu
580
Thr
Gly
Ser
Phe
Asp
660
Tyr
Ala
Ala
Ala
Lys
7440

Arg

His

Pro

Met

Glu

565

Ile

val

Thr

Val

Gly

645

sSerx

Mel

Val

Glu

Val

725

Lys

Leu

Lys
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Leun

Leu

£50

Thr

Leu

Thr

Lys

Thr

€30

Fhe

Gly

Ala

Glu

Vval

Ala
535

Arg

Val

Gln

Ala
615

Lys

Lys

Lys

Ala
695

Lys

710 -

His=

Pro

Gln

Gln

Tep

Ile

Preo

Glu
775

Phe

Asp

Gln

Ala

Glu

600

Leu

Arg

Gln

Gly

Leu

680

Met

Asp

Val

Gln

Thr

760

Ser

58

Asp

Glu

Asp

Asp

585

Asn

Ala

Ser

Gln

Leu

665

Ile

Asn

Lys

Thr

Thr

745

Ile

Gly

Gly

val

Ile

570

Ala

Thr

Gly

val

val

650

Met

Tzp

Trp

Lys

Pro

730

Axrg

Asn

Ile

Ser

Gly

£55

Tyr

Ile

Gly

Gln

Met:

635

Leu

Fhe

Glu

Leu

Thr

715

Asp

Leu

Thr

Ala

Cys

540

Gly

Gly

Asn

Glu

Trp

620

Thr

Glu

Thr

Sex

Lys

700

Gly

Gly

Asn

Asn

Pro
780

Ser
Arg
Il;le
Gly
Ile
€05
Leu
Lau
Asp
Gln
Val
685
Ser
Glu
Phe
Leu
Lys

765

Asn

Gly

Ala

val

Thr

590

Ser

Ala

Ala

Thr

Pro

670

Ser

Ala

Ile

Pro

Met

750

AsSp

Phe

Ile

Vval

Ala

575

Asp

Glu

Tyr

Tyx

Ile

655

Agn

val

Ala

Val
735
Phe

Ser

Val

Gln

Asn

560

Lys

Asn

Lys

Gly

Gly

640

Gln

Gln

Thr

Lys

Arg

720

Trp

Leu

Glu

His
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Val
795

Ser His val

790

Gln Asp Gly Leu Thr Ala His Glu

800

Ser
785

Arg Lys Trp

Glua
805

Ila Ser

810

Gly Ile Phe Ala Leu Phe Gly Thx

815

Lys Tyr Asp

Arg Glu Thr Met
830

Ala Ala Leu Phe

825

Ile Asp Ala Val

820

Pro Asn Lys

Thr
835

Phe
845

val Asp Tyr Glu Ser Cys Asp Val Leu Ala Tyi: Asp Gln

840

Asp

Ala
850

Leu His Glu Gln Met

855

Phe Asp Gln Ser Leu Asp Lys Pro Ala Leu

860

Ile Glu

875

Ala Gly Asn Leu

870

Lysg Asn Leu Asp Leu Ser Asp Phe

880

Pro
865

Aryg

Ala Phe Ala

<210> 13

<211> 2655

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polinucledétido codificante sintético

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(2655)

<223> Secuencia de ADN que codifica la variante Cys839Ser de la T7 ARN polimerasa dependiente de ADN,
incluyendo el codon de iniciacion que codifica la metionina N-terminal; correspondiente a N° 7 en la Tabla 3

59

<400> 13
atgaacacga ttaacat¢ge taagaacgac tteotctgaca tegaactgyc tgctatceeg €0
ttcaacacte tggctgacca ttacggtgag cgtttagectc gegaacagtt ggceccttgag 129
catgagtott acgagatggg tgaagcacyge ttccgocaaga tgtttgageg tcaactiaaa 180
getggtgagg ttgecggataa cgetgecegeoe aagectetca teactaccet actcoectaag 240
atgattgcace geatcaacga ctggtttgag gaagtgaaag ctaagegegg caagogcoccg 300
acagcctth agttectgea agaaatcaag ccggaagecg tagegtacat caccattaag 360
accactctgg cttgcctaac cagtgctgac aatacaaceg hteaggctgt_agcaagcgca 420
atcggteggy cocattgagga cgaggctege tteggtegta tecgtgacet tgaageotaag 480
cacttcaaga aaasacgttga ggaacaactc aacaagegeg tagggcacgt ctacaagaaa 540
geatttatge aagttgtega ggectgacatg ctctctaagg gtctactcegg tggegaggeg 600



tggtettegt
attgagtcaa
tctgagacta
ctggectggea
attactggtg
agtaagaaag
aacattgcgc
atcaccaagt
cegatgaaac
geegetgetg
atgcttgage
gactggcgeg
aaaggactgce
aaaatccacy
tteattgagg
tggtgggety
gtacageace
tctggcatce
ttgettecta
attetacaag
aacactyggtg
ctggettacg
teccasagagt
tcocggoaagg
atttgggaat
tetgetgeota
aagcgttgceg
aagcectattco
attaacacca
aactttgtac
aagtacggaa
getgegaace
gtactggetg
atgecagcac

gegttegegt

ggeataagga
ccggaatggt
tegaactege
tetetccgat
qgtggctattg
cactgatgeqg
aaaacaccoge
ggaageattg
eggaagacat
tgtacegcaa
aagccaataa
gtegtgttta
ttacgetgge
gtgcaaactg
aaaaccacga
agcaagatte
acggectgaqg
agcacttctc
gtgaaaccogt
cagacgcaat
aaatctetga
gtgttacteg
teggetteeg
gtctgatgtt
ctgtgagegt
agetgoetgge
ctgtgcattg
agacgegett
acaaagatag
acagccaaga
tegaatettt

tgttcaaage
atttctacga

tteeggetaa

aataa
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agactctatt
tagettacae
acctgaatac
gttecaacct
ggctaacggt
ctacgaagac
atggaaaate
tecggtoegag
cgacatgaat
ggacaagget
gtttgetaac
cgetgtgtea
gaaaggtaaa
tgegggtgte
gaacateaty
teegttetge
ctataactge
cgcgatgete
teaggacate
caatgggace
gaaagtcaag
cagtgtgact
tcaacaagtg
cacteageeg
gacggtggta
tgctgaggte
ggtaactcet
gaacetgatg
egagattgat
cggtagcecac
tgcactgatt

agtgcgcgaa
ccagtteoget

aggtaacttg

Catgtaggag
cgccaaaatg
gctgaggeta
tgegtagtte
cgtegtccte
gtrtacatge
aacaagaaag
gacatcectyg
cetgaggete
cegeaagtete
cataaggcca
atgttcaacc
ccaatcggta
gataaggttc
gottgegeta
tteettgogt
tocottecge
cgagatgagy
tacgggattg
gataacgaag
ctgggeacta
aagegttcag
ctggiagata
aatcaggectg
getgeggttg
aaagataaga
gatggtttee
ttececteggte
gcacacaasc
cttogtaaga
cacgactect

actatggttg
gaccagttgce

aacctecgtyg

60

tacgctgcat

ctggegtagt

tcgecaaceeyg

atectaagece

tggegetggt
ctgaggtgta
tcctagcggt
cgattgagcg
tcaccgegtg
geegtateag
tetggtteece
cgcaaggtaxa
aggaaggtta
cgtteectga
agtctecact
tctgetttga
tggegtttga
taggtggtcg
ttqctaagaﬁ
tagttaccgt
aggcactgge
tecatgacget
ccattcagec
ctggatacat
aagcaatgaa
agactggaga
ctgtgtggca
agttcoccgctt
aggagtctgg
ctgtagtgty
teggtaceat

acacatatga

acgagtctca

acatcttaga

cgagatgete
aggtcaagac
tgcaggtgeg
gtggactgge
gogtactcac
caaagcgatt
cgecaacgta
tgaagaactc
gaaacgtget
cottgagtte
ttacaacatg
cgatatgacd
ctactggetg
gocgcatcaag
ggagaacact
gtacgctggg
cgagtettge
cgeggttaac

agtcaacgaqg

gaccgatgag

tggtcaatgg
gagoettacyggg
agectattgat
ggetaagetg
ctggcttaag
gattettege
ggaatacaag
acagectace
tatggeteet
ggcacacgag
teeggetgac

gtctagegat
attggacaaa

gteggactte

660

720

760

840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1280
1440
15C0
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460

2520
2580

26440

2655
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<210> 14
<211> 883
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Variante polipeptidica sintética

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (1)..(883)
<223> Variante Cys839Ser de la T7 ARN polimerasa dependiente de ADN, secuencia de
incluyendo la metionina N-terminal; correspondiente a N° 7 en la Tabla 3

<400> 14

Met
1

Ala

Ala

Ala
65

Gly

Ala

Ile
145

Asn
Ala
Arg
Arg
50

Asp
Ile
Lys

Val

Asp

130

Glu

Thr

Ile

Glu

35

Phe

Asn

Ala

Arg

Ala

115

Asn

Asp

Ile

Pro

20

Gln

Arg

Ala

Arg

Pro

100

Tyrx

Thr

Glu

Asn

Phe

Leu

Lys

Ala

Ile

85

Thr

Ila

Thx

Ala
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Ile

Asn

Ala

Mat

Ala

70

Asn

Ala

Thr

val

Arg
150

Ala

Thx

Leu

Phe

55

Lys

Asp

Phe

Ile

Gln

138

Phe

Lys

Leu

Glu

40

Glu

Pro

Trp

Gln

Lys

120

Ala

Gly

61

Asn

Ala

25

His

Arg

Leu

Phe

Phe

105

Thr

Val

Arg

Asp

10

Asp

Glu

Gln

Ile

Glu

90

Leu

Thr

Ala

Ile

Phe

His

Ser

Leu

Thr

75

Glu

Gln

Leu

Ser

Arg
155

Ser

Tyxr

Tyx

Lys

60

Thr

val

Glu

Ala

Ala

140

Asp

Asp

Gly

Glu

45

Leau

Lys

1le

Cys
125

Ile

Leu

Ile

Glu

30

Met

Gly

aAla

Lys

110

Leu

Gly

Glu

Glu

15

Gly

Glu

Pro

Lys

95

Pro

Thr

Arg

Ala

aminoacidos

Leu

Leu

Glu

val

Lys

80

Arg

Glu

Ser

Ala

Lys
180



His

Val

Lys

Ser

Gly

225

Ser

val

Asn

Leu

305

Aan

val

Pro

Tyr
385

Pro

Phe

Tyr

Gly

Ile

210

Met

Glu

Ala

Pro

Gly

290

Met

Ile

Ala

Ala

Asn

370

Arg

Lau

Tyr

Lys

Lys

Leu

195

val

Thr

Gly

Pro

275

Arg

Arg

Ala

Asn

Ile

355

Pro

Lys

Glu

Asn

Lys

Lys

180

Lau

Val

Ser

Ile

Ala

260

Lys

Arg

Tyx

Gln

Val

340

Glu

Glu

Asp

Gln

Met

Asn
165

Ala

Gly

Gly

Glu

245

Leu

Pro

Pro

Glu

Asn

325

Ile

Arg

Ala

Lys

Ala

405

Asp
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Val

Phe

Gly

Val

His
230
Ala
Trp
Leu
Asp
310
Thr
Thr
Glu
Leu
Ala

a0

Asn

Trp

Glu

Mat

Glu

215

Arg

Ala

Gly

Thr

Ala

295

Val

Ala

Lys

Glu

Thr

375

Arg

Lya

Axg

Glu

Gln

Ala

200

Cya

Gln

Pro

Ile

Gly

280

Leu

Tyr

Trp

Trp

Leu

360

Ala

Lys

Phe

Gly

62

Gln

Val
185

Trp

Ile

Asn

Glu

Sar

265

Ile

Val

Met

Lys

Lys

34%

Pro

Trp

Ser

Ala

Arg

Leu
170
Val
Ser
Glu
Ala
Tyr
250
Pro
Thr
Arxg
Pro
Ile
330
Mat
Lys
Arg
Asn

410

Val

Asn

Glu

Ser

Mat

Gly

2385

Ala

Met

Gly

Thx

Glu

31s

Asn

Cys

Lys

Tyr

Lys

Ala

Trp

Leu

220

Val

Glu

Phe

Gly

His

300

val

Lys

Pro

Pro

380

Ile

Lys

Ala

Asp

*

His

205

Ile

val

Ala

Gln

Gly

285

Ser

Tyx

Lys

val

Glu

365

Ala

Ser

Ala

Val

 Val

Met

150

Lys

Glu

Gly

Ile

Pro

270

Tyr

Lys

Lys

val

Glu

350

Asp

RAla

Leu

Ile

Ser

Gly

175

Leu

Glu

Ser

Gln

Ala

255

Cys

Trp

Lys

Ala

Leu

335

Asp

Ile

Ala

Glu

Trp
415

Met

His

Ser

Asp

Thr

Asp

240

Thr

val

Ala

Ala

Ile

320

Ala

Ile

Asp

val

Pha

400

Phe

Phe



Asn

Gly

Ala

465

Phe

Ala

Asn

Hisg

545

Leu

Lys

Glu

val

Val

625

Ser

Pro

Ala

Pro

Lys=

4150

Asn

Ile

Glu

Phe

Cys

530

Phe

Leu

Val

Val

Lys

€10

Thr

Lys

Ala

Ala

Gln
435

Pro

Cys

Glu

Asn

Cys

515

Ser

Ser

Pro

Asn

val

595

Leu

Axg

8lu

Ile

Gly
675

420

Gly

Ila

Ala

Glu

Thx

500

Phe

Leu

Ala

Ser

Glu

580

Thr

Gly

Ser

Phea

Asp

660

Tyr

Asn

Gly

Gly

Asn
485

Txp

Glu

Pro

Met

Glu

565

1le

Val

Thr

val

Gly

645

Ser

Met

ES 2 538 694 T3

Asp

Lys

Val

470

His

Trp

Tyr

Leu

Leu

550

Thr

ieu

Thr

Lys

Thr

630

Phe

Gly

Ala

Met

Glu

455

Asp

Glu

Ala

Ala

Ala

535

Arg

Val

Gln

Asp

Ala

615

Lys

Arg

Lys

Lys

Thr

440

Gly

Lys

Asn

Glu

Gly

520

Phe

Asp

Gln

Ala

Glu

600

Leu

Arg

Gln

Gly

Leu
680

425

Lys

Tyr

val

Ile

Gln

508

Val

Asp

Glu

Asp

AsSp

585

Asn

Ala

Ser

Gln

Lau

€65

Ila

63

Gly

Tyr

Pro

Met

490

Asp

Gln

Gly

Val

Ile

570

Ala

Thr

Gly

Val

Val

650

Mat

Tzp

Lau

Trp
Phe
475

Ala

Ser

Ser

Gly

555

Tyr

1le

Gly

Gln

Met

635

Leu

Phe

Glu

Leu

Lau

460

Pro

Cys

Pro

Cys

540

Gly

Gly

Asn

Glu

Trp

620

Thr

Glu

Thr

Eer

445

Lys

Glu

Ala

Phe

Gly

525

Ser

Axg

Ile

Gly

Ile

605

Leu

Leu

Asp

Gln

Val
6B5

430

Leu

Ile

Arg

Lys

Cya
510

Leu.

Gly

Ala

val

Thr

550

Ser

Ala

Ala

Thr

Pro

670

Ser

Ala

Hie

Ile

Ser

495

Phe

Ser

Ile

Val

Ala

575

Asp

Glu

Tyr

Tyr

Ile

655

Asn

Val

Lys

Gly

Lys

480

Pro

Lau

Tyxr

Gln

Aszn

560

Lys

Asn

Lys

Gly

Gly

640

Gln

Gln

Thr
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Vval

Leu
795

Lys

Gln

Gly

Ile

Ser

785

Lys

Ile

Val

Phe

Pro
865

Ala

<210> 15
<211> 2655
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

Val
690

Leu

Glu
Gln
Asp
770
Gln
Tyr
Pro
Asp
Ala
850

Ala

Phe

Ala

Ala

Cys

Tyx

Phe

755

Ala

Asp

Gly

Ala

Thr

835

Asp

Lys

Ala

Ala

Ala

Ala

Lys

740

Arg

His

Ile

Asp

820

Tyr

Gln

Gly

val

Glu

val

725

Lys

Leu

Ly=

Ser

Glu

805

Ala

Glu

Leu

Asn

ES 2 538 694 T3

Glu

val

710

His

Pro

Gln

Gln

His

790

Ser

Ala

Ser

His

Leu
870

<223> Polinucledétido codificante sintético

<220>

<221> misc_feature
<222> (1)..(2655)

Ala
695

Lys

Trp

Ile

Pro

Glu

175

Leu

Phe

Asn

Ser

Glu

855

Asn

Mgt
Asp
val
Gln
Thr

760

Ser

Ala

Asp
-840

Ser

Leu

64

Asn

Lys

Thr

Thx

745

Ile

Gly

Lys

Leu

Phe

825

Val

Gln

Arg

Trp

Lys

Pro

730

Arg

Asn

Ile

Thr

Ile

810

Lys

Leu

Leu

Asp

Leu
Thx
715
Rsp
Leu
Thr
Ala
Val
795
His
Ala
Ala

Asp

Ile
875

Lys

700

Gly

Gly

Asn

Asn

Pro

780

val

Asp

val

Asp

Lys

860

Leu

Ser

Glu

Phe

Leu

Lys

765

Asn

Trp

Ser

Arg

Phe

845

Mat

Glu

Ala

Ile

Pro

Met

750

Asp

Phe

Ala

Phe

Glu

830

Tyr

Pro

Ser

Ala

Leau

Val

735

Phe

Ser

Val

His

Gly

815

Thr

Asp

Ala

Asp

Lys
Axg
720
Trp
Lau
Glu
His
Glu

800

Thr

Gln
Leu

Phe
880
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<223> Secuencia de ADN que codifica la variante Cys125Ser, Cys347Ser, Cys492Ser, Cys515Ser, Cys723Ser,
Cys839Ser de la T7 ARN polimerasa dependiente de ADN, incluyendo el codén de iniciacion que codifica la
metionina N-terminal; correspondiente a N° 8 en la Tabla 3

65

<400> 15
atgaacacga ttaacatcge taagaacgac ttctctgaca tegaactgge tgetateceg &0
ttecaacacte tggeotgacca ttacggtgag cgtttageote gegaacagtt ggcecettgag 120
catgagtctt acgagatggg tgaagcacge ttccgcaaga tgtttgageg tcaacttaaa 180
&ctggtgagg ttgeggataa cgetgecgee aagectcotea tcactacect actcectaag 240
atgattgcac gcatcaacga ctggtttgag gaagtgaaag ctaagegedqyg caagegeceg 300
acagccticc agttcctygca agaaatcaag ceggaagecg tagegtacat caccattaag 360
accactctgg ctagcectaac cagtgetgac aatacaaceg ttcaggetgt agcaagegea 420
ateggteggy ccattgagga cgaggctege tteggteogta tocgtgacet tgaagotaag 480
cacttcaaga aaaacgttga ggaacaactc aacaagegeg tagggecacgt ctacaagaaa 549
gcecatttatge aagttgtoga ggectgacatg ctctctaagg gtctactegg tggecgaggeg 600
tggtettegt ggcataagga agactatatt catgtaggag tacgetgcat cgagatgete 660
attgagtcaa ccggaatggt tagettacac cgecaaaatg ctggegtagt aggtcaagac 720
tctgagacta tegaactege acctgaatac getgaggeta tegeaaccocg tgcaggtgeqg 780
ctggetggoa tetotocgat gttocaaccet tgogtagttce ctoctaagee gtggactygge 840
attactggtg gtggctattg ggctaaecggt cgtegtecte tggegetggt gogtactoac 900
agﬁaagaaag cactgatgeg ctacgaagac gtttacatge ctgaggtgta caaagegatt 960
aacattgege aaaacaccygc atggaaaate aacaagaaag tectageggt cgecaacgta 1020
atcaccaagt ggaagcatag cccggtoegayg gacatcectyg cgattgageg tgaagaacte 1080
ccgatgaaac cggaagacat c¢gacatgaat cctgaggete tcaccdcgtg gaaacgtget 1140
geegetgetg tgtaccogeaa ggacaagget cgoaagtcte gecgtatcag cotigagtte 1200
atgcttgage aagcoccaataa gtttgotaac cataaggeca tetggttece ttacaacatg 1260
gactggcegeg gtegtgttta cgetgtgtca atgttcaace cgcaaggtaa cgatatgace 1320
aaaggactgc ttacgectgge gaaaggtaaa ccaatcggta aggaaggtta ctactggetg 1380
aaaatccacg gtgcaaactg tgegggtgte gataaggttce cgttecetga gegeatcaag 1440
ttcattgagyg aaaaccacga gaacatceatg gcoctagegcta agtctccact ggagaacact 1500
tggtgggetg agcaagatte tecegtteotge ttecttgegt toagetttga gtacqgetggg 1560
gtacagcace acggectgag ctataactge toecttooge tggegtttga cgggtcttge 1620
tetggeatee agcacttete cgegatgete cqgagatgagq taggtggteg cgoggttaac 1680
ttgcttecta gtgaaacegt tcaggacate tacgggattg ttgctaagaa agtcaacgag 1740



10

15

attctacaag
aacactggtg
ctggettacg
tccaaagagt
tecggeaagg
atttgggaat
tetgetgeta
aagegtageg
aagectatte
attaacacea
aactttgtac
aagtacggaa
getgogaace
gtactggetg
atgccageace

gegttegegt

<210> 16
<211> 883
<212> PRT

cagacgcaat
aaatctectga
gtgttacteg
teggettecg
gtctgatgtt
etgtgagegt
agetgetgge
ctgtgcattyg
agacgegett
acaaagatag
acagccaaga
tegaatettt
tgttecaaage
atttctacga
ttoceggetas

aataa

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2 538 694 T3

caatgggacce
gaaagtcaag
cagtgtgact
tcaacaagtg
cactcageceg
gacggtggta
tgetgaggte
ggtaactcet
gaacctgatg
cgagattcgat
cggtagecac
tgcactgatt
agtgagogaa
ccagttoget

aggtaacttg

<223> Variante polipeptidica sintética

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (1)..(883)

<223> Variante Cys125Ser, Cys347Ser, Cys492Ser, Cys515Ser, Cys723Ser, Cys839Ser de la T7 ARN
polimerasa dependiente de ADN, secuencia de aminoacidos incluyendo la metionina N-terminal; correspondiente

aN°8enlaTabla3

<400> 16

gataacgaag
ctgggcacta
aagegttcag
ctggaagata
aateaggoety
getgeggttg
aaagatéaga
gatggtttec
tteeteggte
gcacacaaac
cttcgtaaga
cacgactect
actatggttg
gaccagttge

aacctecgtyg

66

tagttaccgt
aggcactgge
tcatgacget
ccatteagee
ctggatacat
aagcaatgaa
agactggaga
cetgtgtggea
agtteocgett
aggagtetgg
ctgtagtgtg
teggtaccat
acaeatatga
acgagtctca

acatettaga

gaccgatgag
tggtcaatgg
ggcttacggy
agcetattgat
ggctaagety
ctggcttaag
gattettege
ggaatacaag
acagcctace
tategetect
ggcacacgag
teeggetgac
gtctagcg;t
attggacaaa

gteggactte

1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640

2655



ES 2 538 694 T3

Met Asn Thr Ile Asn Ile Ala Lys Asn Asp Phe Ser Asp Ile Glu Leu
1 5 10 15

Ala Ala Ile Pro Phe Asn Thr Leu Ala Asp His Tyr Gly Glu Arg Leu
20 25 30

Ala Arg Glu Gln Leu Ala Leu Glu His Glu Ser Tyr Glu Met Gly Glu
3s 40 45

Ala Arg Phe Arg Lys Met Phe Glu Arg Gln Leu Lys Ala Gly Glu Val
50 55 60

67



Ala

65

Gly

Ala

Ala

Ile

145

His

val

Lys

Ser

Gly

225

Sar

Azg

val

Asn

Leu
305

Asp

Ile

Lys

Val

Asp

130

Glu

Phe

Tyr

Gly

Ila

2140

Met

Glu

Ala

Pro

Gly

290

Met

Asn

Ala

Arg

Ala

115

Asn

Asp

Lys

Lys

Leu

195

His

Val

Thx

Gly

Pro

275

Arg

Arg

Ala

Arg

Pro

100

Tyr

Thr

Glu

Lys

Lys

180

Leu

Val

Ser

Ile

Ala

260

Lys

Arg

Tyr

Ala
Ile
85

Thr
Ile
Thr
Ala
Asn
165
Ala
Gly
Gly
Leu
Glu
245
Leu
Pro

Pro

Glu

ES 2 538 694 T3

Ala
T0

Asn

Thr

val

Arg

150

val

Phe

Gly

Val

His

230

Imu

Ala

Leu

Asp
310

Lys

Asp

Phe

Ile

Gln

135

Phe

Glu

Mat

Glu

Pro
Trp
Gln
Lys
120
Gly
Glu
Gln

Ala
200

Arg Cys

Ala

Gly

Thr

Ala

295

Val

Gln

Pro

Ile

Gly

280

Leu

Tyrxr

68

Leu

Phe

Phe

105

Thr

Val

Gln

Val
185

Trp

Ile

Asn

Glu

Ser

265

Ile

Val

Met

Ile

Glu

90

Leu

Thr

Ala

Ile

Leu

170

Val

Ser

Glu

Ala

Tyr

250

Pro

Thr

Arg

Pro

Thr
75

Glu
Gln
Leu
Ser
Arg
155
Asn
Glu

Sar

Gly
235

Ala

Gly
Thr

Glu
315

Thx

val

Glu

Ala

Ala

140

Asp

Lys

Ala

Trp

Lau

220

Val

Glu

Phe

Gly

His

300

Val

Leu

Lys

Ile

Ser

125

Ile

Leu

Asp

His

205

Ile

Vval

Ala

Gln

Gly

285

Ser

Tyr

Leu

Ala

Lys

110

Leu

Gly

Glu

val

Met

150

Lys

Glu

Gly

Ile

Pro

270

Tyrxr

Lys

Lys

Pro

Lys

895

Pro

Thr

Arg

Ala

Gly

175

Leu

Glu

Ser

Gin

Ala

255

Cys

Trp

Lys

Ala

Lys

80

Arg

Glu

Serx

Ala

Lys

160

Hims

Ser

Asp

Thr

Asp

240

Thxr

Val

Ala

Ala

Ile
320



Asn

Val

Pro

Tyr
38‘5
Met
Pre
Asn
Gly
Ala
465

Phe

Leu

Asn

His
545

Ile

Ala

Ala

Asn

370

Arg

Leu

Tyr

Pro

Lys

450

Asn

Ile

Glu

Phe

Cys

530

Phe

Leau

Ala

Asn

Ile

355

Pro

Lys

Glu

Asn

Gln

435

Pro

Cys

Glu

Asn

Sar

515

Ser

Ser

Pro

Gln

val

340

Glu

Glu

Asp

Gln

Met

420

Gly

Ile

Ala

Glu

Thr

500

Phea

Ala

Ser

Asn
325

Ile

Arg

Ala

Lys

Ala

405

Asp

Asn

Gly

Gly

Asn
485

Trp

Glu

Pro

Met

Clu
565
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Thr

Thr

Glu

Leu

Ala

350

Asn

Trp

Asp

Lysa

Val

470

His

Trp

Tyr

Leu

Leu

550

Thr

Ala

Lys

Glu

Thrx

375

Arg

Lys

Arg

Met

Glu

455

Asp

Glu

Rla

Ala

Ala

535

Arg

val

Trp

Trp

.Leau

360

Ala

Lys

Phe

Gly

Thr

440

Gly

Lys

Asn

Glu

Gly

520

Phe

Asp

Gln

69

Lys

Lys

345

Pxo

Trp

Ser

Ala

Arg

425

Lys

Tyr

val

Ila

Gln

505

val

Asp

Glu

Asp

Ile
330

His

Lys
Arg
Asn
410
Val
Gly
Tyr
Pro
Met
490
Asp
Gln
Gly

val

Ile
570

Asn

Ser

Lys

Arg

Arg

395

His

Tyr

Leu

Trp

Pha

475

Serxr

Bisg

Ser

Gly

555

Tyr

Lys

Pro

Pro

Ala

380

Ile

Lys

Ala

Leu

Leu

460

Pro

Ser

Pro

His

Cys

540

Gly

Gly

Lys

Val

Glu

365

Ala

Serx

Ala

Val

Thr

445

Lys

Glu

Ala

Phe

Gly

525

Ser

Arg

Ile

val

Glu

350

Asp

Ala

Leu

Ila

Ser

430

Leu

Ile

Arg

Lys

Cys

510

Len

Gly

Ala

Val

Leu

335

Asp

Ile

Ala

Glu

Trp

415

Met

Ala

His

Ile

Ser

485

Phe

Ser

Ile

Val

Ala
575

Ala

Ile

Asp

vVal

Phe

400

Phe

Phe

Lys

Gly

Lys

480

Pro

Leu

Tyr

Gln

Asn

560

Lys=s



Lys

Glu

Val

Val

625

Ser

Pro

Ala

Val

Leu

705

Lys

Gln

Gly

Ile

Ser

78%

Lys

Ile

Val

Val

Val

Lys

610

Thr

Lys

Ala

Ala

Val

€90

Leu

Arg

Glu

Gln

Asp

770

Gln

Tyr

Pro

Asp

Asn

val

595

Leu

Arg

Glu

Ile

Gly

675

Ala

Ala

Ser

Tyr

Phe

755

Ala

Gly

Ala

Thr

Glu
580

Thr

Gly

Ser

Phe

Asp

660

Tyr

Ala

Als

Ala

Lys

740

Arg

His

Gly

Ile

Asp
820

Tyr

Ile
Val
Thx
Val
Gly
645
Ser
Mat
val
Glu
val
725
Lys
Lau
Lys
Ser
Glu
805

Ala

Glu

ES 2 538 694 T3

Thrx

Lys

Thr

630

Phe

Gly

Ala

Glu

Val

710

Pro

Gln

Gln

His

790

Ser

Ala

Sar

Gln
Asp
Ala
615
Lys
Arg
Lys
Lys
Ala
695
Lys
Trp
Ile
Pro
Glu
715
Phe

Asn

Ser

Ala
Glu
600
Leu
Arg
Gln
Gly
Leu
680
Met
Asp
Val
Gln
Thr

760

Ser

Ala

Leu

Asp

70

Asp
585
Asn
Ala
Ser
Gln
Leu
665
Ile
Agn
Lys
Thr
Thr
745
Ile
Gly
Lys
Leu
Phe

825

val

Ala

Thr

Gly

val

VvVal

€50

Met

Trp

Trp

Lys

Pro

730

Aan

Ile

Thxr

Ile

810

Lys

Leu

Ile

Gly

Gln

Met

535

Leu

Phe

Glu

Lau

Thr

715

Leu

Thr

Ala

val

795

His

Ala

Ala

Asn

Glu

620

Thr

Glu

Thr

Sar

Lys

700

Gly

Gly

Asn

Asn

780

Val

Asp

val

Asp

Gly
Ile
605
Leu
Leu
Asp
Gln
val
685
Sar

Glu

Phe

Lys
765

Asn

Trp

Sear

Arg

Pha

Thr

550

Ser

Ala

Ala

Thr

Pro

€70

Ser

Ala

Ile

Pro

Mot

750

Asp

Phe

Ala

Phe

Glu

830

Tyr

Asp

Glu

Tyr

Tyr

Ile

655

Asn

val

Ala

Asn

Lys

Gly

Gly

640

Gln

G1n

Thr

Lys

Leu Arg

Vval
735
Phe
Ser
val
His
Gly
815

Thr

Asp

Leu

Glu

His

Glu

800

Thr

Met

Gln
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835 840 845

Phe Ala Asp Gln Leu His Glu Ser Gln Leu Asp Lys Met Pro Ala Leu
850 855 860

Pro Ala Lys Gly Asn Leu Asn Leu Arg Asp Ile Leu Glu Ser Asp Phe
465 -870 875 880

Ala Phe Ala

<210> 17

<211> 2655

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polinucledtido codificante sintético

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(2655)

<223> Secuencia de ADN que codifica la variante ARN Val426Leu polimerasa de T7 dependiente de ADN de tipo
silvestre, incluyendo el coddn de iniciacion que codifica la metionina N-terminal; correspondiente a N° 9 en la
Tabla 3
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<400> 17
atgaacacga ttaacatcgc taagaacgac ttctetgaca tegaactgge tgetateecg 60
ttcaacacte tggetgacca ttacggtgag egtttagoete gegaacagtt ggoecttgag 120
catgagtctt acgagatggg tgaagcacge ttecgraaga tgtttgageg tcaacttaaa 180
getggtgagg ttgeggataa cgetgecgec aagectetca tecactacccect actcocctaag 240
atgattgcac gcatcaacga ctggtttgag gaagtgaaag ctaachcgg caagegeceg 300
acagecttec agttcocetgea agaaatcaag ccggaagecyg tagegtacat caccattaag 360
accactctgyg cttgectaac cagtgotgac aatacaacceqg ttcaggetgt agcaagegea 420
ateggteggg ccattgagga cgaggeotege tteggtogta tecgtgacet tgaagetaag 480
cacttcaaga aaaacgitga ggaacaactc aacaagcegeg tagggcacgt ctacaagaaa 540
gecatttatge aagttgtcega ggctgacatg ctctcetaagg gtcetactegg tggegaggeg 600
tggtecttegt ggeataagga agactctatt catgtaggag tacgetgcat cgagatgete 660
attgagtcaa céggaatggt tagettacac cgeccaaaatg ctggcgtagt aggtcaagac 720
tctgagacta togaactege acctgaatac geotgaggeta togocaaccag tgoaggtgeg 780
ctggetggea tetctecgat gttccaacgt tgcgtagtte ctectaagec gtggactgge 840
attactggtg gtggctattg ggctaacggt cgtegtectce tggegetggt gegtactcac 900
agtaagaaag cactgatgeg ctacgaagac gtttacatge ctgaggtgta caaagcgatt 960
aacattgcge aaaacaccgc atggaaaate aacaagaaag tectagcocggt cgcecaacgta 1020
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atcaccaagt ggaagcattg tceggtegag gacatccetg cgattgageg tgaagaacte 1080
ccgatgaaac cggaagacat cgacatgaat cctgaggete tcaccgegtg gaaacgtget 1140
gcegetgety tgtaccgcaa ggacaagget cgeaagtete gecgtateag cettgagttce 1200
atgcttgage aagecaataa gtttgetaac cataaggeca tetggttece ttacaacatg 1260
gactggegeg gtegtetgta egetgtgtea atgttecaace cgcaaqgtéa cgatatgacc 1320
aaaggactge ttacgetgge gaaaggtaaa ccaatcggta aggaaggtta ctactggctg 1380
aaaatccacg gtgeaaactg tgcgggtgtc gataaggttc cgttccetga gocgeatcaag 1440
ttcattgagg aaaaccacga gaacatcatg gottgegeta agtetecact ggagaacact 1500
tggtgggctg ageaagatte tecegttetge ttecttgegt tctgetitga gtacgctggg 1560
gtacagcace acggectgag ctataactéc tecctteege tggegtttga cgggtettge 1620
tetggecatee agecacttete cgegatgete cgagatgagqg taggtgagteqg cgocggttaac 1680
ttgettecta gtgaaacegt tcaggacate tacgggattg ttgectaagaa agtcaacgag 1740
attctacaag cagacgcaat caatgggacce gataacgaag tagttaccgt gaccgatgag 1800
aacactggty aaatctotga gaaagtcaag ctgggeacta aggcactgge tggtcaatgg 1860
ctggettacg gtgbtacteg cagtgtgact aagogttcag tcatgacget ggecttacggg 1920
tccaaagagt teggecttccg tcaacaagtg ctggaagata ccattcagec agctattgat 1980
tceggcaagg gtotgatgtt cactceageeg aatcaggetyg ctggatacat ggcetaagetg 2040
atttgggaat ctgtgagegt gacggtggta getgeggttg aagcaatgaa ctggettaag 21G0
totgetgeta agetgetgge tgotgaggte aaagataaga agactggaga gattettege 2166
aagcgttgecg ctgtgeattg ggtaactect gatgatttee ctghgtggeca ggaatacaag 2220
aageoctatte agacgegett gaacetgatg ttectegate agttoegett acagectace 2280
attaacacca acaaagatag cgagattgat gcacacaaae aggagtetgg tategetect 2340
aactttgtac acagecaaga cggtagecac cttagtaaga ctgtagtgtg ggcacacgag 2400
aagtacggaa tcgaatcttt tgeactgatt cacgacteet toggtaccat tecggetgac 2460
gectgecgaace tgttcaaage agtgegegaa actatggttg acacatatga gtettgtgat 2520
gtactggectg atttctacga ccagttcget gaccagttge acgagtctca attggacaaa 2580
atgccageac ttceggectaa aggtaacttg aacctcogtg acatcttaga gtoeggacttce 2640
gegttegegt aataa 2655

<210> 18

<211> 883

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Variante polipeptidica sintética

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (1)..(883)

<223> Variante Val426Leu de la T7 ARN polimerasa dependiente de ADN, secuencia de aminoacidos incluyendo
la metionina N-terminal; correspondiente a N° 9 en la Tabla 3
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<400> 18

Mat

1

Ala

aAla

Ala

Ala

65

Gly

Ala

Ala

Ile

145

His

val

Lys

Ser

Asn

Ala

Arg

Arg

50

Asp

Ile

Lys

val

Asp

130

Glu

Phe

Tyr

Gly

Ile
210

Thr

Ile

Glu

35

Phe

Asn

Ala

Arg

Ala

115

Asn

Asp

Lys

Lys

Leu

195

His

Ile

Pro

20

Gln

Arg

Ala

Arg

Pro

100

Tyx

Thrx

Glu

Lys

Lys

180

Leu

Val

Lys

Ala

Ile

85

Thr

Ile

Thr

Ala

Asn

165

Ala

Gly

Gly

ES 2 538 694 T3

Ile

Agn

Ala

Met

Ala

Asn

Ala

Thr

Val

Arg

150

Val

Phe

Gly

val

Ala
Thrx
Leu
Phe
55

Lys
Asp
Phe
Ile
Gln
135
Phe

Glu

Met

Glu

Arg
215

Lys

Leu

Glu

40

Glu

Pro

Trp

Gln

Lys

120

Ala

Gly

Glu

Gln

Ala

200

Cys

Asn

Ala

25

His

Axg

Leu

Phe

Phe

105

Thr

Val

Arg

Gln

val
185

Trp

Ile

73

Asp

Asp

Glu

Gln

Ile

Glu

Leu

Thr

Ala

Ile

Leu

170

vVal

Ser

Glu

Phe

His

Ser

Leu

Thr

75

Glu

Gln

Leu

Ser

Arg

155

Asn

Glu

Ser

Met

Ser
Tyr
Tyr
Lys
60

Thr

val

Glu

Ala -.

Ala
140

Asp

Lys

Ala

Trp

Leu
220

Asp

Gly

Glu

45

Ala

Leu

Lys

Ile

Cys

125

Ile

Leu

His
205

Ile

Ile

Glu

30

Gly

Lau

Ala

Lys

110

Leu

Gly

Glu

Val

Met

190

Lys

Glu

Glu

15 -

Gly

Glu

Pro

Lys

95

Pro

Thr

Arg

Ala

Gly

175

Glu

Sar

Leu

Leu

Glu

Val

Lys

80

Arg

Glu

Ser

Ala

Lys

160

His

Ser

Asp

Thr



Gly
225

Ser

Val

Asn

Leun

305

Asn

vVal

Pro

Tyrx

385

Pro

Aszn

Gly

Ala
465

Met

Glu

Ala

Pro

Gly

290

Met

Ile

Ala

Ala

Asgn

370

Arg

Leu

Tyr

Pxo

Lys

450

Asn

Val

Thr

Gly

Pro

275

Arg

Arg

Ala

Asn

Ila

ass

Pro

Lys

Glu

Asn

Gln

435

Pro

Cys

Ser

Ile

Ala

260

Lys

Arg

Tyr

Gln

val

340

Glu

Glu

Asp

Gln

Met

420

Gly

Ile

Ala

Leu

Glu

245

Leu

Pxo

Pro

Glu

Asn

325

Ile

Ala

Lys

Ala

405

Asp

Asgn

Gly

Gly

ES 2 538 694 T3

His

230

Leu

Ala

Tzp

Leu

Asp

310

Thr

Thx

Glu

Ala
390

Asn

Trp

Lys

val
4170

Arg

Ala

Gly

Thrx

Ala

295

Val

Ala

Lys

Glu

Thr

375

Azg

Lys

Glu
455

Asp

Gln

Pro

Ile

Gly

280

Leu

Tyr

Trp

Trp

Leu

360

Ala

Lys

Pheae

Gly

Thr

440

Gly

Lys

74

Asn

Glu

Ser

265

Ile

Val

Met

Lys

Lys

345

Pro

Trp

Ser

Ala

Arg

425

Lys

Tyr

val

Ala

Tyr
250

Pro

Thr

Pro

Ile

330

His

Lys

Asn

41¢

Leu

Gly

Tyr

Pro

Gly

235

Ala

Met

Gly

Thr

Glu

315

Asan

Cys

Lys

Arg

Arg

395

His

Tyr

Trp

Phe
475

Val

Glu

Phe

Gly

Bis

aoo0

Val

Lys

Pro

Pro

Ala

380

Ile

Lys

Ala

Leu
460

Pro

val

Ala

Gln

Gly

285

Ser

Tyr

Lys

val

Glu

365

Ala

Ser

Ala

Val

Thr

445

Lys

Glu

Gly

Ile

Pro

27¢

Tyx

Lys

Ly=

Val

Glu

350

Ala

Leu

Ile

Ser

Gln

Ala
255

cys
Trp
Lys
Ala
Leu
335
Asp
Ile
Ala
Glu

415

Met

430

Ile

Arg

Ala

His

Ile

Asp

240

Thr

val

Ala

Ala

Ile

320

Ala

Ile

Asp

val

Phe

400

Phe

Phe

Lys

Gly

Lys
480



Phe

Leu

Ala

Asn

His

545

Leu

Lys

Glu

Val

Val

625

Sar

Pro

Ala

Val

Leu

705

Lys

Ile

Glu

Phe

Cys
530

Phe

Leu

Val.

Val

Lys

610

Thr

Lys

Ala

Ala

Val

690

Leu

Glu

Asn

Cys

515

Ser

Ser

Pro

Asn

Val

595

Leu

Arg

Glu

Ile

Gly

€75

Ala

Ala

Cys

Glu

Thr

500

Phe

Leu

Ala

Sex

Glu

580

Thr

Gly

Ser

Pha

Asp

660

Tyr

Ala

Ala

Ala

Asn
485

Trp

Glu

P'ro

Het

Glu

565

Ile

Val

Thr

Val

Gly

645

Serx

Met

Val

Glu

Val
725
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His

Trp

Tyr

Leu

Leu

550

Thr

Leu

Thr

Lys

Thr

630

Fhe

Gly

Ala

Glu

val

710

His

Glu

Ala

Ala

Ala

535

Val

Gln

Asp

Ala

615

Lys

Lys

Lys

Ala

695

Lys

Trp

Asn

Glu

Gly

520

Phe

Asp

Gln

Ala

Glu

600

Leu

Axg

Gln

Gly

Leu

680

Met

Asp

val

Ile

Gln

5058

Val

Rsp

Glu

Asp

Asp

585

Asn

Ala

Ser

Gln

Leu

665

Ile

Asn

Lys

Thr

75

Met

4190

Asp

Gln

Gly

VvVal

Ile

§70

Ala

Thr

Gly

val

Val

650

Met

Trp

Trp

Lys

Pro
730

Ala

Ser

His

Ser

Gly

555

Tyr

Ile

Gly

Gln

Met

635

Leu

Phe

Glu

Leu

Thr

715

Asp

Cys

Pro

His

Cys

540

Gly

Gly

Asn

Glu

Trp

620

Thr

Glu

Thr

Ser

Lys

700

Gly

Gly

Ala
Phe
Gly
525
Ser
Arg
Ile
Gly
Ile
605
Lau
Leu
Asp
Gln
Val
685
Ser
Glu

Phe

Lys
Cys
510
Leu
Gly
Ala
Val
Thr
590
Ser
Ala
Ala
Thr
Pro
670
Ser
Ala

Ile

Pro

Ser

495

Phe

Sar

Ile

Val

Ala

575

Asp

Glu

Tyr

Tyr

Ile

655

Aan

vVal

Ala

Leu

Val
735

Pro

Leu

Tyr

Gln

Asn

560

Lys

Asn

Lys

Gly

Gly

640

Gln

Gln

Thr

Lys

Arg

720

Trp



10

Gln

Gly

Ile

Ser

785

Lys

Ile

Val

Phe

Pro

865

Ala

<210> 19

Glu

Gln

Asp

770

Gln

Tyr

Pro

Asp

Ala

850

Ala

Phe

<211> 2655
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

Tyr

Phe

755

Ala

Asp

Gly

Ala

Thr

835

Asp

Lys

Ala

Lys

740

Arg

His

Gly

Ile

Asp

820

Tyr

Gln

Gly

Lys
Leu
Lys
Ser
Glu
B80S
Ala
Glu
I.@u

Asn

Pro

Gln

Gln

His

790

Serxr

Ala

Ser

His

Leu
870

ES 2 538 694 T3

Ile

Pro

Glu

715

Leu

Phe

Asn

Cys

Glu

855

Asn

<223> Polinucleoétido codificante sintético

<220>

Gln

Thr
760

Ser

Arg

Ala

Leu

Asp

840

Ser

Leu

Thr

T45

Ile

Gly

Lys

Leu

Phe

825

Val

Gln

Axrg

Arg Leu

Asn Thr

Ila Ala

Thr val

795

Ile His

810

Lys Ala

Leu Ala

Leu Asp

Asp Ile
875

Asn

Asn

Pro

780

val

Asp

Val

Asp

Lys=

860

Leau

Leu Met
750

Lys Asp
765

Asn Phe

Trp Ala

Ser Phe

Arg Glu

830

Phe Tyr
845

Met Pro

Glu Ser

Phe

Ser

val

i-lis

Gly

815

Thr

Asp

Ala

Leu
Glu
His
Glu
800
Thr
Met
Gln
Lgu

Phe
880

<221> misc_feature

<222> (1)..(2655)

<223> Secuencia de ADN que codifica la variante Cys723Ser, Val426Leu de la T7 ARN polimerasa dependiente
de ADN, incluyendo el coddn de iniciacién que codifica la metionina N-terminal; correspondiente a N° 10 en la
Tabla 3

<400> 19
atgaacacga ttaacatcge taagaacgac ttetctgaca tcgaactggce tgcetateccecg 60
ttcaacacte tggetgacca ttacqggtgag cgtttagcte gogaacagtt ggeccttgag 120
catgagtctt acgagatggg tgaageacge ttccgcaaga tgtttgageg tcaacttaaa 180
getggtgagg ttacggataa cgotgocgece aagecktotea tcactacccet actecoctaag 240

76



atgattgeac
acagecttcoe
accactctgg
ateggtcggg
cacitcaaga
gcﬁtttatgc
tggtcttcgt
attgagtcaa
tctgagacta
ctggetggea
attactggtg
agtaagaaag
aacattgege
atcaccaagt
ccgatgaaac
gecgetgetyg
atgettgage
gactggegeg
aaaggactge
Aaaatccacg
ttcattgagyg
tggtgggetg
gtacagcace
tetggeatee
ttgettecta
attctacaag
aacactggty
ctggettacg
tccaaagagt
teceggcaagg
atttgggaat
tctgectgeta

aagcgtageg

gcatcaacga
agttcctgea
cttgcctaac
ccattgagga
aaaacgttga

aagttgtega

.ggcataagga

ccggaatggt
tegaactege
teteotecgat
gtggctattg
cactgatgeg
aaaacacege
ggaagcattyg
cggaagacat
tgtaccgcaa
aagccaataa
gtcgtctgta
ttacgetgge
gtgcaaactg
aaaaccacga
agcaagatte
acggeoetgag
ageacttote
gtgaaacegt
cagacgceaat
aaatctcetga
gtgttacteg
teggcttecg
gtaetgatgtt
ctgtgagcgt
agotgetgge

ctgtgeattg

ES 2 538 694 T3

ctggtttgag
agaaatcaag
cagtgctgac
cgaggetogo
ggaacaacte
ggetgacaty
agactetatt
tagcttacac
acctgaatac
gttcecaacct

gqgctaacggt

ctacgaagac

atggaaaatce

tccggtcgag
cgacatgaat
ggacaaggct
gtttgetaac
cgetgtgtca
gaaaggtaaa
tgegggtgte
gaacatcatg
teegttetge
ctataactge
egcgatgete
tcaggacate
caatgggace
gaaagtcaag
cagtgtgact
tcaacaagtg
cactcageeg
gacggtggta
tgcoctgaggte

ggtaactcct

gaagtgaaaqg
ccggaagecy
aatacaaccy
ttecggtegta
aacaagegeg
ctetetaagg
catgtaggag
cgeccaaaatg
getgaggeta
tgegtagtte
cgtcgtecte
gtttacatge
aacaagaaag
gacatccoctg
cctgaggete
cgcaagtctc
cataaggeca
atgttcaaéc
ccaateggta
gataaggtte
gottgegeta
ttecttgegt
tecotteege
cgagatgagy
tacgggattyg
gataacgaag
ctgggecacta
aageqgtteaqg
ctggaagata
aatcaggetyg
gctgeggtiyg
aaagataaga

gatggtttcc

7

ctaagegcgyg
tagecgtacat
ttcaggctgt
teegtgacet
taggécacgt
gtcﬁactcgg
tacgctgcat
ctggegtagt
tegecaaceeg
ctectaagee
tggegetggt
ctgaggtgta
tcctageggt
cgattgagcy
tcaccgegtyg
gccgtatcag
tctggttece
cgcaaggtaa
aggaaggtta
cgttecctga
agtctceact
tetgetttga
tggegtttga
taggtggteg
ttgetaagaa
tagttacegt
aggcactgge
tcatgacget
cecattcagee
ctggatacat
aagcaatgaa
agactggaga

ctgtgtggca

caagcogeecy
caccattaag
agcaagcgea
tgaagetaag
ctacaagaaa
tggegaggeg
cgagatgctc
aggtcaagac
tgcaggtgeg
gtggactgge
gegtactecac
casagcgatt
cgccaacgta
tgaagaactc
gaaacgtget
cctggagttc
ttacaacatg
cgatatgacc
ctactggetg
gegeatcaag
ggagaacact
gtacgetggyg
cgggtattge
ecgeggttaac
agtcaacgag
gaccgatgaqg
tggtcaatgg
ggcttacggg
agctattgat
ggctaagctg

ctggcttaag

gattcttege

ggaatacaag

300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
260
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1580
1620
1680
1740
1900
1860
1520
1580
2040
2100
2160
2220
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aagectattc agacgegett gaacctgatg ttoeteggte agttecgett acagectace 2280
attaacacca acaaagatag cgagattgat gecacacaaac aggagtetgg tategetccot 2340
aactttgtac acagccaaga cggtagecac cttogtaaga ctgtagtgtg ggcacacqgag 2400
aagtacggaa tcgaatcettt tgecactgatt cacgactccet teggtaccat teeggetgac 2460
getgegaace tgttcaaage agtgcgcegaa actatggttg acacatatga ghicttgtgat 2520
'gt.act_ggctg atttctacga ccagtteget gaccagttge acgagtetceca attggacaaa 2580
atgccagéac tteceggectaa aggtaacttg aacctecgtg acatcttac_ﬁra gteggactte 2640
gegttogogt aataa 2655

<210> 20

<211> 883

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Variante polipeptidica sintética

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (1)..(883)

<223> Variante Cys723Ser, Val4d26Leu de la T7 ARN polimerasa dependiente de ADN, secuencia de
aminoacidos incluyendo la metionina N-terminal; correspondiente a N° 10 en la Tabla 3

<400> 20

Ile Glu

15

Met Asn Thr Ile Asn Ile Ala Phe Ser Leu

h ) S

Ly= Asn Asp Asp

Ala Ala Ile Phe Thr Glu Leu

30

Asn Leu Ala His

25

Pro
20

Asp Tyr Gly Arg

Glu
45

Ala Arg Glu Glu

a5

Gln Ala Glu

40

Leu Leu His Glu Ser Tyr Met Gly

Ala Arg Ala Glu vVal

50

Phe Arg Phe Gln Leu

55

Glu Lys

60

Lys Arg Gly

Ala Pro

65

Ile Thr

75

Asp Asn Ala Thr

10

Ala Ala Leu Leu Leu Lys

80

Ly= Pro

Ile Ala Glu

90

Ile Glu val Ala

85

Arg Asn Phe Lys Lys

95

Asp Trp Axg

Thr Ala Phe Gln Phe Gln Glu Ile Pxro Glu

105

Pro Leu

100

Gly Lys Lys

110

Ala Val Ala Tyr Ile Thr Ile Lys Thr Ala Cys Leu Thr Ser

78



Ala

Ile

145

His

val

Lys

Ser

Gly

225

Ser

val

Aan

Leu

305

Azn

Val

Pro

Asp

120

Glu

Phe

Tyr

Gly

Ile

210

Met

Glu

Ala

Pro

Gly

290

Mat

Ile

Ala

Ala

Asn
370

115

Asn

Asp

Lys

Lys

Leu

195

His

Val

Thr

Gly

Pro

275

Arg

Arg

Ala

Ile

355

Prc

Thr

Glu

Lys

Lya

180

Leu

val

Ser

Ile

Ala

260

Lys

Tyrx

Gln

Val

340

Glu

Glu

Thr

hla

Asn

165

Ala

Gly

Gly

Leu

Glu

245

Pro

Pro

Glu

Asn

3258

Ile

Ala
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Val

Arg

150

Val

Pha

Gly

Val

His

230

Lau

Ala

Trp

Leu

Asp

310

Thr

Thr

Glu

Leu

Gln

13s

Phe

Glu

Met

Glu

Axg

2158

Arg

Ala

Gly

Thr

Ala

255

Val

Ala

Lys

Gliu

Thr
375

120

Ala
Gly
Glu
Gln
Ala
200
Cys
Gln
Pro
Ile
C:I.y
280
Leu
Tyr
Trp
Trp
Leu

360

Ala

79

val

Arg

Gln

Val
18%

Trp

Ile

Asn

<E1lu

Ser

265

Ile

val

Meat

Lys

Lys

345

Pra

Trp

Ala

Ile

Leu

170

val

Ser

Glu

Ala

Tyr

2590

Pro

Thr

Arg

Pro

Ile

330

His

Lys

Ser

Axrg

155

Asn

Glu

Ser

Met

Gly

235

Ala

Gly

Thr

Glu

315

Asn

Cys

Lys

Ala

140

Asp

Lys

Ala

Trp

Leu

220

val

Glu

Phe

Gly

His

300

Val

Lys

Pro

Pro

Ala
380

125

Ile

Leu

Asp

His

205

Ile

Val

Ala

Gln

Gly

285

Ser

Tyx

Lys

val

Glu

365

Ala

Gly

Glu

Val

Met

190

Lys

Glu

Gly

Ile

Pro

270

Tyr

Lys=

Lys

vVal

Glu

350

Asp

Ala

Arg

Ala

Gly

175

Leu

Glu

Ser

Gln

Ala
255

Cys

Trp

Lys

Ala

Leu

335

Asp

Ile

Ala

Aa

Lys

160

His

Ser

Asp

Thr

Asp

240

Thr

val

Ala

Ala

Ile

320

Ala

Ile

Asp

Val



TYyT

3s8s

Pro

Asn

Gly

Ala

465

FPhe

Leu

Ala

Asn

His

545

Leu

Lys

Glu

val

Vval
625

Arg

Tyr
Pro
Lys
450
Asn
Ile
Glu
Phe
Cys
530
Phe
Leu
val
Val
Lys
610

Thr

Lys

Glu

Asan

Gln

435

Pro

Cys

Glu

Asn

Cys

51%

Ser

Sar

Pro

Val
595

Leu

Axg

Asp

Gln

Met

420

Gly

Ila

Ala

Glu

Thr

500

Phe

Leu

Ala

Ser

Glu

580

Thr

Gly

Ser

Lys

Ala

405

Asp

Asn

Gly

Gly

Asn

485

Trp

Glu

Pro

Mat

Glu

1141

Ile

Val

Thr

val
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Ala
390

Asn

Trp

Asp

Lys

Val

470

His

Trp

Tyrxr

Leu

Leau

550

Thr

Leu

Thr

Lys

Thr
630

Arg

Lys

Met

Glu

455

Asp

Glu

Ala

Ala

Ala

535

Axrg

Val

Gln

Asp

Ala

615

Lys

Lys

Phe

Gly

Thr

440

Gly

Lys

aAsn

Glu

Gly

520

Phe

Asp

Gln

Ala

Glu

600

Leu

80

Ser

Ala

aArg

425

Lys

Tyr

val

Ile

Gln

505

Val

Agsp

Glu

Asp

585

Asgn

Ser

Arg
Asn
410
Leu
Gly
Tyrx
Pro
Met
490
Asp
Gln
Gly
Val
Ile
570
Ala
Thr

Gly

val

Arg

395

His

Tyr

Leu

Trp

Phe

475

Ala

Ser

His

Ser

Gly

555

Tyx

Ile

Gly

Gln

Met
635

Ile

Lys

Ala

Leu

Leu

460

Pro

Cys

Fro

His

Cys

540

Gly

Gly

Asn

Glu

620

Thr

Ser
Ala
val
Thr
445
Lys
Glu
Ala
Phe
Gly
525
Ser
Arg
Ile
Gly
Ile
605

Leu

Leu

Leu
Ile
Ser
430
Lou
Ile
Arg
Lys
Cys
510
Leu
Gly
Ala
val
Thr
590
Sar

Ala

Ala

Glu

Trp

415

Met

Ala

His

Ile

Ser

495

Fhe

Ser

Ila

Val

Ala

575

Asp

Glu

Tyr

Tyr

Phe

400

Phe

FPhe

Lys

Gly

Lys

4180

Pro

Leu

Tyr

Gln

Asn

560

Lys

Asn

Lys

Gly

Gly
640



Serx

Pro

Ala

Val

Leu

705

Lys

Gln

Gly

Ile

Sar

785

Lys

Ile

Val

Phe

Pro

865

Ala

<210>1

Lys

Ala

Ala

Val

650

Lau

Arg

Glu

Gln

Asp

770

Gln

Tyr

Pre

Asp

Ala

850

Ala

Phe

<211> 2655

Glu

Ile

Gly

€75

Ala

Ser

Tyr

Phe

-1

Ala

Asp

Gly

Ala

Thr

835

Lys

Ala

Phe

Asp

660

Tyr

Ala

Ala

Ala

Lys

740

Arg

Hig

Gly

Ile

Asp

820

Tyr

Gln

Gly

Gly

645

Ser

Met

Val

Glu

Val

728

Lys

Leu

Lys

Serx

Glu

805

Ala

Glu

Asn

Phe

Gly

Ala

Glu

val

710

His

Pro

Gin

Gln

Bis

790

Ser

Ala

Sex

His

Leu
870
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Axg
Lys
Lys
Ala
695
Lys
Trp
Ile
Preo
Glu
75
Leu
Phe
Asn
Cys
Glu

855

Asn

Gln

Gly

Leu

680

Met

Asp

Val

Gln

Thx

760

Ser

Arg

Ala

Leau

Asp

840

Ser

Leau

Gln

Leu

665

Ila

Asn

Lys

Thr

Thr

745

Ile

Gly

Lya

Leu

Phe

825

Val

Gln

Arg

81

Val
650

Met

Trp

Trp

Lys

Pro

730

Arg

Asn

Ile

Thr

Ile

810

Lys

Leu

Leu

Asp

Leu

Phe

Glu

Leu

Thr

715

Asp

Leu

Thr

Ala

Val

795

His

Ala

Ala

Asp

Ile
875

Glu

Thr

Sar

Lys

700

Gly

Gly

Agn

Asn

Pro

780

Val

Asp

Val

Asp

Lys

860

Leu

Gln

val

685

Ser

Glu

Phe

Leu

Lys

765

Asn

Trp

Ser

Arg

Phe

845

Met

Glu

Thr

Pro

670

Ser

Ala

Ile

Pro

Met

750

Asp

Phe

Ala

Phe

Glu

830

Tyx

Pro

Ser

Ile

655

Asn

Val

Ala

Lau

Vval

735

Phe

Sear

Val

Hisa

Gly

815

Thr

Asp

Ala

Asp

Gin

Gln

Thre

Lys

Axg

720

Trp

Glu

His

Glu

800

Thr

Gln

Leu

Phe
880
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<212> ADN
<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Polinucledétido codificante sintético

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(2655)

<223> Secuencia de ADN que codifica la variante Val426Leu de la T7 ARN polimerasa dependiente de ADN,
incluyendo el codén de iniciacién que codifica la metionina N-terminal; correspondiente a N° 11 en la Tabla 3

15

82

<400> 21
atgaacacga ttaacatege taagaacgac ttctctgaca tegaactgge tgcetatceccg 60
ttecaacacte tggetgacca ttacggtgag cgtttagcte gegaacagtt ggecettgag 120
catgagtett acgagatggg tgaagcacge ttcocgeaaga tgtttgagecg tcaacttaaa 180
getggtgagg ttgeggataa cgetgocgec aagectetea teactacceet actecctaag 240
atgattgecac geatcaacga ctgygtttgag gaagtgaaag ctaagegegg caagegeceg 300
acagccttece agiicectgca agaaatcaag ccggaageeg tagegtacat caccattaag 360
accactctgg cttgoctaac cagtgetgac aatacaaceg ttcaggeotgt agcaagegca 420
atcggtcggg ccattgagga cgaggoteoge ttoggtegta tcocgtgacct tgaagetaag 480
cacticaaga aaaacgttga ggaacaacte aacaagegeg tagggcacgt ctacaagaaa 540
goatttatge aagttgtcga ggctgacatg ctetctaagg gtetactegg tggegaggeg 600
tggtettegt ggcataagga agactotatt catgtaggaé tacgetgeat cgagatgete 660
attgagtcaa ccggaatg@t tagcttacac cgecaaaatg ctggoegtagt aggtcaagac 720
tetgagacta tegaactege acectgaatac gectgaggeta tegeaacceg tgcaggtgcy 780
ctggetggea tototeegat gttecaacct tgegtagtte ctcocectaagee gtggactgge 840
attactggtg gtggctattg ggctaacggt cgtegbecte tggoegotggt gegtactcac 900
agtaagaaag cactgatgeg ctacgaagac gtttacatge ctgaggtgta caaagocgatt 9560
aacattgcgc aaaacaccgce atggaaaatc aacaagaaag toctageggt cgocaacgta 1020
atcaccaagt ggaagcattg tcoggtcgag gacatcectg cgattgageg tgaagaacte 1080
ccgatgaaac cggaagacat cgacatgaat cotgaggete toadcgegtyg gaaacgtget 1140
geegotgetg tgtaccgcaa ggacaagget cgceaagtetc gocgtatcag ccttgagtte 1200
atgettgage aagocaataa gtttﬁctaac cataaggeca tetggtteee ttacaacatg 1260
gactggegeg gtegtateta cgotgtgtca atgttcaace cgcaaggtaa cgatatgace 1320
aaaggactgc ttacgoctggc gaaaggtaaa ccaatcggta aggaaggtta ctactggetg 1380
aaaatccacg gtgcaaactg tgogggtgte gataaggtte egtteccetga gegeatcaag 1440
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ttcattgagg aaaaccacga gaacatcatqg gettgegeta agtctcocact ggagaacact 1500
tggtgggcty agcaagattc tecgttctge ttecttgegt totgetttga gtacgetgog 1560
gtacagecace acggeetgag ctataactge tcccttecge tggegtttga egggtettge 1620
toctggcatec agcacttcote egegatgete cgagatgagg taggtggteg cgeggttaac 1680
ttgettacta gtgaaaccgt tcaggac&tc tacgggattg ttgctaagaa agtcaacgag 1740
attctacaag cagacgcaat caatgggacc gataacgaag tagttaccgt gaccgatgag IBUO
aacactggtg aaatctctga gaaagtcaag ctgggcacta aggeactgge tggtcaatgg 1860
ctggcttacg gtgttacteg cagtgtgact aagegttcag tcatgacget ggcttacggg 1920
tccaaagagt tcggcttcceg teaacaagtg ctggaagata ccattcagec agetattgat 1980
tcecggoaagg gtetgatgtt cactcagecg aatcaggetg ctggatacat ggctaagetg 2040
atttgggaat ctgtgagegt gacggtggta getgeggttyg aageaatgaa ctggcettaag 2100
totgetgeta agetgetgge tgetgaggte aaagataaga agactggaga gattettege 2160
aagegttgeg ctgtgecattg ggtaactect gatggtttoe ctgtgbtggea ggagtacaag 2220
aagectattc agacgegett gaacctgatg ttectegate agttecgett acagectace 2280
attaacacca acaaagatag cgagattgat geacacaaac aggagtectgg tatcgecteet 2340
aactttgtac acagccaaga cggtagecac cttegtaaga ctgtagtgtg ggcacacgag 2400
aagtacggaa tcgaateottt tgecactgatt cacgactceet tecggtaccat técggctqac 2460
gatgegaace tgttcaaage agtgegegaa actatggttg acacatatga gtektgtgat 2520
gtactggetg atttctacga ccagtteget gaccagttge acgagtetea attggacaaa 2580
atgccageac ttocggotaa aggtaacttg aaccteegtg acatcettaga gteggacttie 26490
gegttegegt aataa 2655

<210> 22

<211> 883

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Variante polipeptidica sintética

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (1)..(883)

<223> Variante Val426Leu de la T7 ARN polimerasa dependiente de ADN, secuencia de aminoéacidos incluyendo
la metionina N-terminal; correspondiente a N° 11 en la Tabla 3

<400> 22

Met Asn Thr Ile Asn Ile Ala Lys Asn Asp Phe Ser Asp Ile Glu Leu
1 5 10 15

83



Ala

Ala

Ala

Ala

65

Gly

Ala

Ala

Ile

145

Hig

Yval

Lys

Ser

Gly

225

Sor

Val

Ala
-
Arg
Rap
Ile
Lys
Val
Asp
130
Glu
Fhe
Tyr
Gly
Ila
210
Mat
Glu

Ala

Pro

Ile

Glu

a5

Phe

Asn

Ala

Arg

Ala

115

Asn

Asp

Lys

Lys

Leu

195

Val

Thr

Gly

Pro

Pro
20

Gln

Arg

Ala

Arg

Pro

100

Tyr

Glu

Lys

Lys

180

Leu

val

Ser

Ile

Ala

260

Lys

Phe

Leu

Lys

Ala

Ile

85

Thr

Ile

Thr

Ala

Azn

188

Ala

Gly

Gly

Leu

Glu

245

Leu

Pro
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Asn

Ala

Met

lla,

70

Asn

Ala

Thr

val

Axg

150

val

Phe

Gly

val

Hixn
230

Lsu

Ala

Txp

Thr

Leu

Phe

55

Lys

ABp

Phe

Ile

Gln

135

Phe

Glu

Met

Glu

Arg

215

Arg

Ala

Gly

Thr

Leu

Glu

40

Glu

Pro

Trp

Gln

Lys

120

Ala

Gly

Glu

Gln

Ala

200

Cys

Gln

Fre

Ile

Gly

84

Ala

25

His

Arg

Leu

Phe

Phe

105

Thr

val

hrg

E1n

val

185

Ile

Asn

Glu

Ser

265

1le

Asp

Glu

Gln

Ilea

Glu

S0

Leu

Thr

Ala

Ila

Leu

176

val

Ser

Glu

Ala

Tyr

250

Proe

Thr

His

Ser

Leu

Thr

75

Glu

Gln

Leu

Ser

Axg

155

Glu

Ser

Mat

Gly

235

Ala

Het

Gly

Tyr
Tyr
Lys
60

Thr
Val
Glu
Ala
Ala
140
Asp
Lys
Ala
Trp
Lau
220
Val
Glu

Phe

Gly

Gly

Glu

45

Ala

Leu

Lyas

Ile

Cys

125

Ile

Leu

Asp

His

205

Ile

Val

Ala

Gln

Gly

Glu

30

Met

Gly

Leu

Ala

Lys

110

Leu

Gly

Glu

val

Met

150

Lys

Glu

Gly

Ile

Pro

270

Tyr

Arg

Gly

Glu

Pro

Lys

85

Pro

Thr

Ala

Gly

175

Leu

Glu

Sar

Gln

Ala

255

Cys

Trp

Leu
Glu
val
Lys
a0

Axg
Glu
Ser
Ala
Lys
160
Ser
Asp
Thr
Agp
240
Thr

val

Ala



Asn

Leu

308

Asn

val

Pro

Tyr

385

Pre

Asn

Gly

Ala

465

Phe

Ala

Asn

Gly

290

Met

Ile

Ala

Ala

Asn

370

Axg

Leu

Tyr

Pro

Lys

450

Asn

I1le

Glu

Phe

Cys
£30

275

Arg

Ala

Asn

Ile

ass

Pro

iys

Glu

Gln

435

Pro

Cys

Blu

Asn

Cys
515

Ser

Tyr

Gln

val

340

Glu

Glu

Asp

Gln

Met

420

Gly

Ile

Ala

Gin

Thrx

500

Pha

Pro

3lu

Asn
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Leu

Asp
310

Thr

325

Ile

Ala

Lys

Ala

405

Asp

Asn

Gly

Gly

Asn
485

Trp

Glu

Pro

Thr
Glu
Leu
Ala
39!2!
Agn
Trp
Asp
Lys
Val

470

His
Txp

Tyr

Ala

295

Val

Ala

Lys

Glu

Thr

375

Arg

Lys

Met

Glu

455

Asp

Gla

Ala

Ala

Ala
535

280

Leu

Tyr

Trp

Trp

Leu

360

Ala

Lys

Phe

Gly

Thr

440

Gly

Lys

Asn

Glu

Gly

520

Phe

val

Met

Lys

Lys

345

Pro

Trp

Serx

Ala

Axg

425

Lys

Tyr

vVal

Ile

Gln

505

Val

Asp

85

Arg

Pro

Ile

330

Bis

Het

Lys

Asn

410

Ile

Gly

Tyr

Pro

Mat

490

Gln

Gly

Thr

Glu

315

Asn

Cys

Lys

Arg

Arg

398

His

Tyx

Leu

Trp

Pha

475

Al

Ser

His

Ser

His

300

Vval

Lys

Pro

Pro

Ala

380

Ile

Lys

Ala

-.Lcu

Leau
460

Pxo

Cys

Pro

His

Cys
540

285

Ser

Tyx

Lys

val

Glua

365

Ala

Ser

Ala

Val

Thr

445

Lys

Glu

Ala

Phe

Gly

525

Ser

Lysa

Lys

Val

Glu

350

Asp

Ala

Ila

13

430

Leu

Ile

Arg

Lysa

Cys

510

Leu

Gly

LyYs

Ala

Leau

335

Asp

Ile

Ala

Glu

Trp

- 415

Met

Ala

Ila

Ser

495

Phe

Sar

Ile

Ala

Ile

320

Ala

Ile

Asp

val

Phe

400

Phe

Phe

Lys

Gly

Lys

480

Pro

Leu

Tyr

Gln



His

545

Leu

Lys

Glu

Val

Val

625

Sar

Pro

Ala

val

Leu

708

Lys

Gln

Gly

Ile

Ser
785

Phe

Leu

Val

Vval

Lys

610

Thr

Lys

Ala

val

690

Leu

Arg

Glu

Gln

Asp

770

Gln

Ser
Pro
Asn
Val
595
Leu
Arg
Glu
Ile
Gly
675
Ala
Ala
Cys
Tyr
Phe
755

Ala

Asp

Ala

Ser

Glu

580

Thr

Gly

Ser

Phe

Asp

€60

Tyr

Ala

Ala

Ala

Lys

740

Arg

Hisg

Gly

Glu

565

Ile

vVal

Thr

Val

Gly

645

Ser

Met

Val

Glu

Val

725

Lys

Leu

Lys

Ser
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Leu
550

Thr

Leu

Thr

Lys

Thr

630

Phe

Gly

Ala

Glu

val

710

His

Pro

Gln

Gln

His
790

Arg

Val

Gln

Asp

Ala

€15

Lys

Arg

Lys

Lys

Ala

695

Lys

Trp

Ile

Pro

Glu

775

Leu

Asp

Gln

Ala

Glu

&00

Lau

Axg

Gln

Gly

Leau

680

Asp

val

Gln

Thx

760

Ser

Arg

86

Glu

Asp

Asp

585

Asn

Ala

Ser

Gln

Leu

665

Ile

Asn

Lys

Thr

Thr

745

Ile

Gly

Lys

val

Ile

570

Ala

Thr

Gly

val

Val

650

Trp

Trp

Lys

Pro

730

Axg

Asn

Ile

Thr

Gly

555

Tyr

Ile

Gly

Gln

Met

635

Leu

Phe

Glu

Leu

Thr

715

Asp

Leu

Thr

Ala

Val
795

Gly

Gly

Asn

Glu

620

Thrx

Glu

Thr

Ser

Lys

700

Gly

Gly

Asn

Asn

Pro

780

Val

Arg

Ile

Gly

Ile

605

Leu

Leu

Asp

Gln

vVal

685

Ser

Glu

FPhe

Leu

Lys

765

Asn

Trp

Ala
Val
Thr
550
Ser
Ala
Ala
Thr
Pro
670
Ser
Ala
Ile
Pro
Met
750
Asp

Phe

Ala

val

Ala

S75

Asp

Glu

Tyr

Tyr

Ile

655

Asn

val

Ala

Leu

val

735

Phe

Ser

Val

His

Asn
560

Lys

Asn

Lys

Gly

Gly

640

Gln

Gln

Thr

Lys

Arg

720

Trp

i.eu

Glu

His

Glu
800
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Lys Tyr Gly Ile Glu Ser Phe Ala Leu Phe

805

Ile His Asp Ser
810

Gly Thr
815

Ile Ala Asn Phe

828

Glu Thr Met
830

Pro Ala Asp Ala

820

Lys Ala Val Arg

Val Asp Thr Tyr Glu Val

835

Ser Cys Asp

840

Leu Ala Asp Phe
845

Tyr Asp Gln

Ala Ala Leu

850

Phe Glu

855

Asp Gln Leu Ser Gln Leu Asp Lys Mat Pro

860

Ala Leu

870

Pro Asn Glu Ser

865

Lys Gly Asn Leu Arg Asp Ile Leu

875

Asp Phe
880

Ala Phe Ala

<210> 23

<211> 2655

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polinucledétido codificante sintético

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(2655)

<223> Secuencia de ADN que codifica la variante Cys723Ser, Val426lle de la T7 ARN polimerasa dependiente
de ADN, incluyendo el coddn de iniciacién que codifica la metionina N-terminal; correspondiente a N° 12 en la
Tabla 3

20

87

<400> 23
atgaacacga ttaacatoge taagaacgac ttctetgaca tegaactgge tgetatcceceg 60
ttecaacacte tggctgacca ttacggtgag cgtttagetc gegaacagtt ggccettgag 120
catgagtctt acgagatggg tgaagecacge ttccgeaaga tgtttgageg teaacttaaa 180
getggtgagy ttgeggataa cgetgecgee aagectetca teactaccet actccocctaag 24¢
atgattgcac gcatcaacga ctggtttgag gaagtgaaag ctaagegegy caagegoecg 300
acagecttoe agttectgea agaaatcaag coggaagecyg tagogtacat cacecattaag 360
accactectgg ctigectaac cagtgetgae aatacaaceqg ttcaggetgt agecaagegea 420
atcggteggg ccattgagga cgaggctege tteggtegta tecgtgacct tgaagotaag 480
cacttcaaga aaaacgttga ggaacaactc aacaagegeg tagggcacgt ctacaagaaa 540
géatttatgc aagttgtcga ggctgacatg ctetetaagg gtctactegg tggegaggeg 600
tggtettegt ggcataagga agactctatt catgtaggag tacgetgeat ogagatgete 660
attgagtcaa ccggaatggt tagcttacac cgccaaaatg ctggegtagt aggtcaagac 720



5

tetgagacta
atggetggea
attactggtyg
agtaagaaag
aacattgege
atcaccaagt
ccgatgaaac
geegetgetg
atgcttgage
gactggcgeg
naaggactge
aasaatccacg
tteattgagg
tggtgggctg
gtacageace
tetggeates
ttgottecta
attctacaag
aacactggtyg
ctggcttacy
tccaaagagt
tecggocaagy
atttgggaat
tetgetgeta
aagcgtageq
aagoctatto
attaacacca
aactttgtac
aagtacggaa
getgegaacs
gtastggety

atgeocagcoac

tegaactege
tetoteegat
gtggctattyg
cactgatgeg
aaaacacege

ggaagcattg

‘ecqgaagacat

tgtaccgeaa
aagccaataa
gtegtatcta
ttacgetage
gtgcaaactg
aaaacecacga
agcaagatte
acggectgag
agcacttcte
gtgaaaccgt
cagacgcaat
a#atctctga
gtgttacteg
teoggettecyg
gtetgatgtt
etgtgagegt
agetgetgge
ctgtgcattg
agacgcgett
acaaagatag
acagccaaga

tecgaatcttt

tgttcanage

atttctacga

tteeggetaa

gegttegegt aataa

<210> 24
<211> 883

ES 2 538 694 T3

acctgaatac
gttceaacet
ggctaacggt
ctacgaagac
atggaaaatc
tecggtegag
cgacatgaat
ggacaaggcet
gtttgctaac
cgctgtgtea
gqaaaggtaaa

tgegggtgte

gaacatecatg

teegttetge
ctataactge
cgegatgete
tecaggacate
caatgggacc
gaaagtcaag
cagtgtgact
tcaacaagtg
cactcageeyg
gacggtggta
tgctgaggtc
ggtaactect
gaacctgaty
cgagattgat
cggtagccac
tgcactgatt
agtgcgegaa
ccagttceget

aggtaacttg

getgaggeta
tgegtagtte
egtegtocte
gtttacatge
aacaagaaayg
gacatceetqg
cetgaggete
cgcaagtcetco
cataaggcca
atgttcaace
ccaatcggta
gataaggtte
gottgogota
ttecttgogt
teeccttaoge
cgagatgagy
tacgggatty
gataacgaag
ctgggcacta
aagegttecag
ctggaagata
aatecaggctyg
gctgcggttg
aaagataaga
gatggtttec
ttacteggte
gcacacaaac
cttegtaaga
cacgactcét
actatggttg
gaccagttge

aaccteogtg

88

tegraacoeqg
ctoctaagee
tggegetggt
ctgaggtgta
tectageggt
cgattgagey
teacegegeg
gccgtatcag
tctggttece
cgcaaggtaa
aggaaggtta
cgttoecctga
agtetecact
tetgetttga
tggcogtttga
taggtggtcg
ttgetaagaa
tagttaccgt

aggcactgge
tcatgacgcet
ceattcagen
ctggatacat
aagcaatgaa
agactggaga
ctgtgtggca
agttccgctt
aggagtctgg
ctgtagtgtyg
teggtaccat
acacatatga
mcgagtctca

acatcttaga

tgeaggtgeg
gtggactgge
gegtactcac
caaagegatt
cgecaacgta
tgaagaacte
gaaacgtget
ccttgagtte
ttacaacaty
cgatatgace
etactggectg
geqgeatcaag
ggagaacact
gtacgetggyg
cgggtettge
cgcggrttaac
agtcaacgag
gaccgatgag
tggtcaatgg
ggcttacggg
agetattgat
ggoctaagetyg
ctggcttaag
gattcttege
ggaatacaag
acagectace
tatcgcectect
ggcacacgag
tecggetgac
gtettgtgat
attggacaaa

gteggactte

780

840

500

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580

2640
2655



10

15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Variante polipeptidica sintética

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (1)..(883)

<223> Variante Cys723Ser, Val426lle de la T7 ARN polimerasa dependiente de ADN, secuencia de aminoacidos

ES 2 538 694 T3

incluyendo la metionina N-terminal; correspondiente a N° 12 en la Tabla 3

<400> 24

Met
1

Ala

Ala

Ala
65

Met

Gly

Ile
145

His

Asn

Ala

Arg

Arg

5¢

Ila

Lys

vVal

Asp

130

Glu

Phe

Thr
Ile
Glu
35

Phe
Asn
Ala
Arg
Ala
115
ASn

Asp

Lys

Ile

Pro

20

Gln

Arg

Ala

Axrg

Pro

100

Tyr

Thr

Glu

Lys

Asn

Phea

Leu

Lys

Ala

Ile

85

Thr

Ile

Thr

Ala

Asn
165

Ile

Asn

Ala

Mat

Ala
70

Thr

Val

Arg

150

Val

Ala

Thr

Leu

Phe

55

Lys

Asp

Phe

Ile

Gln

135

Phe

Glu

Lys

Glu

40

Glu

Pro

Trp

Gln

Lys

120

Ala

Gly

Glu

89

Asn

Ala

25

His

Arg

Leu

Phe

Phe

105

Thr

val

Arg

Gln

Asp

Asp

Glu

Gln

Ile

Glu

50

Leu

Thr

Ala

Ile

Leu
170

Phe

His

Ser

Leu

Thr

75

Glu

Gln

Leu

Ser

Arg

155

Asn

Ser

Tyx

Tyr

Lys

60

Thr

val

Glu

Ala

Ala

140

Asp

Lys

Asp

Gly

Glu

45

Ala

Leu

Lys

Ile

Cys

12%

Il

Leu

Arg

Ile

Glu

Met:

Gly

Leu

Ala

Lys

110

Gly

Glu

val

Glu

15

Arg

Gly

Glu

Pro

Lys

95

Pro

Thr

Arg

Ala

Gly
175

Lau

Lgu

Glu

Vval

Lysa

80

Arqg

Glu

Ser

Ala

Lys

160

His



Val

Lys

Ser

Giy

225

Ser

Arg

val

val

Pro

Tyx
385

Pro

Tyr

Gly

Ile

210

Met

Glu

Ala

Pro

Gly

290

Met

Ile

Ala

Asn

370

Arg

Leu

Tyr

Pro

Lys

Leu

185

His

val

Thr

Gly

Pro

275

Arg

Arg

Ala

AsSn

Ile

355

Pro

Lys

Glu

Asn

Gln

Lys

180

val

Ser

Ile

Ala

260

Lys

Arg

Tyr

Gln

val

340

Glua

Glu

Asp

Gln

Met

4290

Gly

Ala

Gly

Gly

Len

Glu

245

Pro

Pro

Glu

Asn

325

Ile

Arg

Ala

Lys

Ala

2405

Asp

Asn

ES 2 538 694 T3

Phe

Gly

val

His

230

Leu

Ala

Txp

Leu

Asp

310

Thr

Thr

Glu

Lau

Ala

390

Asn

Trp

Asp

Mat
Glu
Axg
215
Azxg
Ala
Gly
Thr
Ala
295
val
Ala
Lys
Glu
Thr
375
Arg
Lys

Arg

Met

Gln

Ala
200

Cys

Gln

Pro

Ile

Gly

280

Leu

Tyr

Trp

Trp

Leu

360

Ala

Lys

Phe

Gly

Thr

90

val
185

Trp

Ile

A=xn

Glu

Ser

265

Ile

Val

Met

Lys

Lys

345

Pro

Trp

Sar

Ala

Arg

425

Lys

Val

Ser

Glu

Ala

Tyr

250

Pro

Thy

Arg

Pro

Ile

330

His

Lys

Arg

Asan

410

Ile

Gly

Glu

Ser

aly

235

Ala

Mat

Gly

Thr

Glu

315

Asn

Cys

Lys

Arg
395

Tyr

Leu

Ala

Trp

Leu

220

Vai

Glu

Phe

Gly

His

2900

val

Lys

Pro

Pro

Ala

380

Ile

Lys

Ala

Leu

Asp

His

205

Ile

val

Ala

Gln

Gly

285

Ser

Tyr

Lys

Val

Glu

365

Ala

Sar

Ala

Val

Met

1%0

Lys
Glu
Gly
Ile
Pro
270
Tyrx
tre
Lys
Val
Glu
350
Asp
Ala
Leu
Ile
Ser

430

Leu

Leu

Glu

Sar

Gln

Ala

255

Cys

Trp

Lyso

Ala

Leu

335

Asp

Ila

Ala

Glu

415

Met

Ala

Sor

Asp

Thr

Asp

240

Thx

vVal

Ala

Ala

Ile

324

Ala

Ile

Asp

vVal

Phe

400

Pha

Phe

Lys



Gly

Ala

465

Phe

Ala

Asn

His

545

Leu

Lys

Glu

Val

Val

625

Ser

Pro

Ala

Val

Lys

450

AsSn

Ile

Glu

Phe

Cys

530

Phe

Leu

val

Val

Lys

&10

Thr

Lys

Ala

‘Ala

val
690

435

Pro

Cys

Glu

Asn

Cys

515

Ser

Ser

Pro

Asn

val

595

Leu

Arg

Glu

Ile

Gly

575

Ala

Ile

Ala

Glu

Thr

500

Phe

Leu

Ala

Ser

Glu

580

Thr

Gly

Ser

Phe

Asp

660

Tyr

Ala

Gly

Gly

Asn
485

Trp

Glu

Pro

Met

Glu

565

Ile

Val

Thr

val

Gly

645

Ser

Met

val

ES 2 538 694 T3

Lys

val

170

Txp

Tyr

Glu
455

Asp

Glu

Ala

Ala

535

Leu

550

Thr

Leu

Thr

Lys

Thr

€30

Phe

Gly

Ala

Glu

Val

Gln

Asp

Ala

615

Lys

Axg

Lys

Lys

Ala
695

440

Gly
Lys
Asn
Glu
Gly

520

Fhe

Gln
Ala
Glu
600
Leu
Arg
Gln
Gly
Leu

680

Mat

91

Tyr

val

Ile

Gln

505

Val

Asp

Glu

Asp

Asp

585

Asn

Ala

Ser

Gln

Leu

665

Ile

Asn

Tyr Trp Leu

Pro
Met
490

Asp

Gln

val

Ile

570

Ala

Thr

Gly

Val

Val

650

Met

Trp

Trp

Phe
475

Ala

Ser

His

Ser

Gly

555

Tyr

Ile

Gly

Gln

Met

635

Leu

Phe

Glu

Leau

460

Pro

Cys

Pro

His

Cys

540

Gly

Gly

Asn

Glu

Trp

620

Thrx

Glu

Thr

Ser

Lys
700

445

Lys

Glu

Ala

Phe

Gly

525

Ser

Arg

Ile

Gly

Ile

605

Leau

Leu

Asp

Gln

val

685

Ser

Ile

Arg

Lys

Cys

510

Gly

Ala

Val

Thr

590

Ser

Ala

Ala

Thr

Pro

€70

Ser

Ala

His
Ile
Ser
485
Pha
Ser
Ile
val
Ala
575
Asp
Glu
Tyx
Tyr
Ila
655
Asn

Val

Ala

Gly

Lys

480

Pro

Leu

Tyr

Gin

Asn

560

Lys

Asgn

Lys

Gly

Gly

640

Gln

Gln

Thr

Lys
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Leu Leu Ala Ala Glu Val Lys Asp Lys Lys Thr Gly Glu Ile Leu Arg
708 710 718 720

Lys Arg Ser Ala Val His Trp Val Thr Pro Asp Gly Phe Pro Val Trp
725 . 730 735

Gln Glu Tyr Lys Lys Pro Ile Gln Thi.-_ Arg Leu Asn Leu Met Phe Leu
740 745 , 750

Gly Gln Phe Arg Leu Gln Pro Thr Ile Asn Thr Asn Lys Asp Ser Glu
755 760 765

Ile Asp Ala His Lys Gln Glu Ser Gly Ile Ala Preo Asn Phe Val His
770 775 780

Ser Gln Asp Gly Ser His Leu Arg Lys Thr Val Val Trp Ala His Glu
785 790 795 800

Lys Tyr Gly Ile Glu Ser Phe Ala Leu Ile His Asp Ser Phe Gly Thr
€05 810 815

Ile Pro Ala Asp Ala Ala Asn Leu Phe Lys Ala Val Arg Glu Thr Met
820 825 830

Val Asp Thr Tyr Glu Ser Cys Asp Val Ieu Ala Asp Phe Tyr Asp Gln
835 840 845

Phe Ala Asp Gln Leu His Glu Ser Gln Leu Asp Lys Met Pro Ala Leu
850 855 860

Pro Ala Lys Gly Asn Leu Asn Leu Axg Asp Ile Leu Glu Ser Asp Phe
865 870 875 880

Ala Phe Ala

<210> 25

<211> 2655

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polinucledétido codificante sintético

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(2655)

<223> Secuencia de ADN que codifica la variante Val426Phe de la T7 ARN polimerasa dependiente de ADN,
incluyendo el codon de iniciacion que codifica la metionina N-terminal; correspondiente a N° 13 en la Tabla 3

<400> 25

92



atgaacacga
tteaacacte
catgagtctt
gctggtgagy
atéattgcac
acagecttee
accactetgg
ateggteggg
cacttcaaga
geatttatge
tggtettegt
attgagtcaa
tctgagacta
ctggotggea
attactggtg
agtaagaaag
aacattgege
atcaccaagt
cegatgaaae
gecgetgetg
atgcttgage
gactggegey
aaaggactge
aaaatccacg
ttcattgagg
tggtgggetg
gtacageace
tetggeatee
ttgettocta
attctacaag
aacactggtg

ctggcttacyg

ttaacatege
tggctgacca
acgagatggg
ttgeggataa
gcatcaacga
agttectgea
ckttgoctaac
ccattgagga
aaaacgttga
aagttgtcga
ggcataagga
ceggaatggt
tcgaactege
tetetcagat
gtggctattg
cactgatgeg
aaaacaccge
ggaagcattg
cggaagacat
tgtaccgcaa
aagccaataa
gtcecgtttcta
ttacgetgge
gtgcaaactg
aaaaccacga
agcaagatte
acggectgag
agcacttctc
gtgaaaccgt
cagacgcaat
aaatctctga

gtgttacteg

ES 2 538 694 T3

taagaacgac

ttacggtgag

tgaagcaege

cgetgeegee

ctggtttgag
agaaatcaag
cagtgcectgac
cgaggctege
ggaacaacte
ggctgacatyg
agactetatt
tagcttacae
acctgaatac

gttecaaccot

ggctaacggt.

ctacgaagac
atggaaaatce
teeggtogag
égacatgaat
ggacaaggci
gtttgctaac
cgctgtgtea
gaaaggtaaa
tgegggtgtc
gaacatcatg
teegttetge
ctataactge
cgcgatgete
tcaggacate
caatgggace
gaaagtcaag

cagtgtgact

ttctctgaca
cgtttagete
tteccgecaaga
aagectcecteoa
gaagtgaaag
ceggaageog
aatacaaccg
tteggtegta
aacaagecgeqg
ctotctaagqg
catgtaggag
cgccaaaatg
gctgaggeta
tgcgtagttc
cgtcgtccté
gtttacatge
aacaagaaaq
gacatcectg
cctgaggete
cgcaagtete
cataaggcea
atgttcaace
ccaatcggta
gataaggttc
gcttgegeta
ttecttgegt
tocccttecge
cgagatgagqg
tacgggattyg
gataacgaag
ctgggcacta

aagcgttcag

93

tcgaactgge
gegaacagtt
tgtttgageg

tcactaccct

‘ctaagcgegg

tagecgtacat
ttecaggetgt
tcegtgacct
tagggcacgt
gtetactegg
tacgetgeat
ctggegtagt
tcgcaacecg
ctactaagee
tggagetggt
ctgaggtgta
tcctageggt
cgattgageg
tcacegegtg
gcogtatceag
tetggttoce
cgcaaggtaa
aggaaggtta
egtteecctga
agtetccact
tetgetttga
tggegtttga
taggtggtog
ttgctaagaa
tagttacegt
aggcactgge

tcatgacget

tgetateecy
ggececttgag
teaacttaaa
acteccctaag
caagcgeceg
caccattaag
ageaagcogca
tgaagctang
ctacaagaaa
tggcgaggceg
egagatgote
aggteaagac
tgcaggtgceg
gtggactgge
gcgtacteac
caaagegatte
egecaacgta
tgaagaacte
gﬁaacgtgct
ccttgagttce
ttacaacatqg
cgatatgacce
ctactgactyg
gogcatcaag
ggagaacact
gtacgetggg
cgggtettge
cgcggttaac
agtcaacgag
gaccgatgag
tggtecaatgg

ggettacyggg

€0
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
960
1020
19080
1140
1200
1260
1320
1390
1440
1500
1560
1620
1680
17490
1800
1860

1520
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15

tccaaagagt
tcecggcaagy
atttgggaat
tetgetgcta
aagegttgeqg
aagcctatte
attaacaceca
aactttgtac
aagtacggaa
getgegaace
gtactggatyg
atgecageac

gegtteogegt

<210> 26
<211> 883
<212> PRT

teggeottecg
gtctgatgtt
ctgtgagegt
agctgectgge
ctgtgeattg
agacgcgcett
acaaagatag
acagccaaga
tegaatcettt
tgttcaaage
atttetacga
ttecggetaa

aataa

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2 538 694 T3

tcaacaagtg
cactcageeg
gacggtggta
tgctgaggte
ggtaactcet
gaacctgatg
cgagattgat
cggtagecae
tgcactgatt
agtgecgcgaa
ccagttcgot

aggtaacttyg

<223> Variante polipeptidica sintética

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (1)..(883)

<223> Variante Val4d26Phe de la T7 ARN polimerasa dependiente de ADN, secuencia de aminoacidos

ctggaagata
aatcaggetg
gctgeggttg
aaagataaga
gatggtttec
ttecteggte
gcaéacaaac
cttogtaaga
cacgactcct
actatggttg
gaccagttge

aacctecgtyg

ccattcagee
ctggatacat
aagcaatgaa
agactggaga
ctgtgtggea
agttccgett
aggagtctgg
ctgtagtgtg
tecggtaccat
acacatatga
acgagtctea

acatcttaga

incluyendo la metionina N-terminal; correspondiente a N° 13 en la Tabla 3

<400> 26

agetattgat
ggctaagetg
ctggettaag
gattcttege
ggaatacaag
acagcctace
tategeotect
ggcacacgag
tccggectgac
gtettgtgat
attggacaaa

gteggactte

1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640

2655

Met Asn Thr
1

Ala Ala Ile

Ala Arg Glu
35

Ala Arg Phe
50

Ala Asp Asn
65

Ile

Pre

20

Gln

Arg

Ala

Asn Ile Ala

Phe Asn Thr

Ala Leu

Met Phe

55

Lys

Ala Ala

70

Lys

Lys

Leu

Glu

490

Glu

Pro

94

Asn Asp Phe
10

Ala Asp His

25

His Glu Ser

Arg Gln Leu

Leu Ile Thr

Ser

Tyr

Tyr

Lys

60

Thr

Asp

Gly

Glu

45

Ala

Leau

Ile

Glu

30

Gly

Leu

Glu Leu

Arg Leu

Gly Glu

Glu val

Pro Lys
80



Gly

Ala

Ala

Ile

145

His

Val

Lys

Ser

Gly

225

Ser

val

Asn

Leu

305

Asn

Ile

Lys

val

Asp

130

Glu

Phe

Tyr

Gly

Ile

210

Glu

Ala

Pro

Gly

290

Ile

Ala

Arg

Ala

115

Asn

Asp

Lys

Lys

195

His

val

Thr

Gly

Pro

275

Arg

Arg

Ala

Arg

Pro

100

Tyr

Thr

Glu

Lys

Lys

130

Val

Ser

Ile

Ala

260

Lys

Arg

Tyr

Gln

Ile

85

Thr

Ile

Thr

Ala

Asn

165

Ala

Gly

Gly

Leu

Glu

245

Lau

Pro

Pro

Glu

Asn
325
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Asn
Ala
Thr
Val
Arg
150
Val
Phe
Gly
Vval
His
230

Leu

Ala

Trp

Asp
310

Thr

Asp

Pha

Ile

Gln

135

Phe

Glu

Met

Glu

Axg

215

Arg

Ala

Gly

Ala
295

Val

Ala

TIp

Gln

Lys

120

Ala

Gly

Glu

Gln

Ala
200

Cys

Gln

Pro

Ile

Gly

280

Leu

Tyr

Trp

95

Phe
Phe
105
Thr
val
Arg

Gln

Val
185

Trp
Ile
Asn
Glu
Ser
265
Ile
Val

Met

Lys

Glu

90

Thr

Ala

Ile

Leu

170

Val

Ser

Glu

Ala

Tyxr

250

Pro

Thx

Arg

Pro

Ile
330

Glu

Gln

Sar

Arg

158

Asn

Glu

Ser

Mei

Gly

235

Ala

Gly

Thr

Glu

315

Asn

vVal

Glu

Ala

Ala

140

Asp

Lys

Ala

Trp

Lau

220

Vval

Glu

Phe

Gly

His

300

Val

Lys

Lys

Ile

Cys

125

Ile

Axg

His

205

Ile

Val

Ala

Gln

Gly

285

Ser

Tyr

Lys

Ala

Lys

110

Leu

Gly

Glu

val

Meat

190

Ly=

Glu

Gly

Ile

Pro

270

Tyr

Lys

Lys

Val

Lys
a5

Pro
Thr
Arg
Ala
Gly
175
Ieu
Glu
Ser
Gln
Ala
25%
Cys
Trp
Lys
Ala

Leu
33s

Glu

Ser

Ala

Lys

160

His

Ser

Asp

Thr

Asp

240

Thr

Val

Ala

Ala

Ile

320

Ala



Vval

Tyx

385

Pro

Asn

Gly

Ala

465

Phe

Leu

Ala

His
545

Leu

Lys

Glu

Ala

Ala

Asn

370

Arg

Leu

Tyr

Pro

Asn

Ile

35S

Pro

Lys

Glu

Asn

Gln

© 435

Lys
450

Asn

Ile

Glu.

Pha

Cya

53¢

Phe

Leu

val

val

Pro
Cys
Glu
Asn
Cys
515
Ser

Ser

Pro

val

val

340

Glu

Glu

Asp

Gln

Met

420

Gly

Ile

Ala

Glu

Thr

500

FPhe

Lau

Ala

Ser

Glu
580

Ile

Axrg

Ala

Lys

Ala

405

Asp

Asn

Gly

Gly

Asn
485

Trp

Glu

Pro

Met

Glu

565

Ile

val
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Thr
Glu
Leu
Ala
390
Asn
Trp
Asp
Lys
val

470

His

Trp

Tyx

Leu
550
Thr

Leu

Thr

Lys

Glu

Thr

375

Lys

Glu

455

Asp

Glu

Ala

Ala

Ala
535

Arg

Val

Gln

Asgp

Trp

Leu
360

Ala

Lys

Phe

Gly

Thr

440

Gly

Lys

Asn

Glu

Gly

520

Phe

Asp

Gln

Ala

Glu

96

Lys
345

Pro

Trp

Ser

Ala

425

Lys

Tyr

val

Ile

Gln

505

Val

Asp

Glu

Asp

Asp

585

Asn

His

Lys

Arg

Asn

410

Phe

Gly

TyYyr

Pro

Met

490

Asp

Gln

Gly

val

Ile

570

Ala

Cys

Lys

Axg

Arg

395

Tyr

Leu

Trp

Phe

475

Ala

Ser

Hig

Ser

Gly

555

Tyr

Ile

Gly

Pro

Pro

Ala

380

Ile

Lys

Ala

Leu

Leu

460

FPro

Cys

Pro

Cys

540

Gly

Gly

Asn

Glu

Val

Glu

365

Ala

Ser

Ala

Val

Thr

Glu

350

Asp

Ala

Leu

Xle

Ser
430

445

Lys

Glu

Ala

Phe

Gly

525

Ser

Axg

Ile

Gly

Ile

Ila

Arg

Lys

Cys

510

Lau

Gly

Ala

Vval

Thx

590

Ser

Asp

Ile

Ala

Glu

415

Met

Ala

His

Ile

Ser

498

Phe

Sar

Ile

Val

Ala

575

Asp

Glu

Ile
Asp
Val
Phe
400
Phe
Phe
Lys
Gly
Lys
480
Pro
Leu
Tyr
Gln
Asn
S60
Lys

Asn

Lys



val
Val
625
Pro
Ala
val
Leau
705
Lys
Gln
Gly
Ile
Ser
785
Lys
Ile

Val

Phe

Lys

610

Lys

Ala

Ala

val

690

Leau

Arg

Glu

Gln

Asp

770

Gln

Tyr

Pro

Asp

Ala
850

595

Leu

Arg

Glu

Ile

Gly

675

aAla

Ala

Cys

Tyr

Phe

755

Ala

Asp

Gly

Ala

Thr
835

Gly

Ser

Phe

660

Tyr

Ala

Ala

Ala

Lys

740

Arg

His

Gly

Ile

hsp

820

Tyr

Gln

Thr

Val -

Gly-

645

Ser

Met

val

Glu

Val

125

Lys

Leu

Lys

Ser

Glu

805

Ala

Glu

Leu
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Lys

Thr

630

Phe

Gly

Ma

Glu

Val

710

Pro

Gln

Gln

His

790

Ser

Ala

Ser

His

hAla

615

Lys

Arg

Lys

Lys

Ala

695

Lys

Trp

Ile

Pro

Glu

775

Leu

Fhe

Asn

Cys

Glu
855

600

Arg

Gln

Gly

Leu

680

Met

Asp

Val

Gln

Thr

760

Ser

Arg

Ala

Leu

97

Ala

Ser

Gln

Leu

665

Ile

Asn

Lys

Thr

Thr

745

Ile

Gly

Lys

Lau

FPhea

825

Val

Gln

Gly

val

Val

630

Met

Trp

Trp

Lys

Pro

730

Arg

Asn

Ile

Thr

Ile

810

Lys

Leu

Leu

Gln
Mat
€35
Leau
Phe
Glu
Leu
Thr
715
Leu
Thr
Ala
Yal
795
His
Ala

Ala

Asp

620

Thx

Glu

Thr

Ser

Lys

700

Gly

Gly

Asn

Asn

Pro

780

vVal

Asp

val

Asp

Lys
860

€05

Leu

Leu

Asp

Gln

Val

685

Ser

Glu

Phe

Leu

Lys

765

Asn

Trp

Ser

Arg

Phe

845

Met

Ala

Ala

Thr

Pro

670

Ser

Ala

Ile

Pro

Met

750

Asp

Phe

Ala

Phe

Glu

830

Tyr

Pro

Tyrx

Tyrx

Ile

655

Asn

Val

Ala

Leu

Val

T35

Fhe

Ser

Vval

His

Gly

a15

Thx

Asp

Ala

Gly

Gly

640

Gln

Gln

Thr

Lys

720

Trp

Leu

Glu

His

Glu

8Q0

Thr

Gln

Leu
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Pro Ala Lys Gly Asn Leu Asn Leu Arg Asp Ile Leu Glu Ser Asp Phe
865 870 a7s 880

Ala Phe Ala

<210> 27

<211> 2655

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polinucleodtido codificante sintético

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(2655)

<223> Secuencia de ADN que codifica la variante Cys723Ser, Val426Phe de la T7 ARN polimerasa dependiente
de ADN, incluyendo el coddn de iniciacion que codifica la metionina N-terminal; correspondiente a N° 14 en la
Tabla 3

20

98

<400> 27
atgqaacacga ttaacatege taagaacgac ttotcotgaca tcegaactgge tgctateeey 60
ttcaacacte tggetgacca ttacégtgag cgtttagete gegaacagtt ggeecttgag 120
catgagtctt acgagatggg tgaagcacge tteegeaaga tgtttgageg teaacttaaa 180
getggtgagg ttgoggataa cgetgeoegee aagectectca tcactaccct actcectaag 240
atgattgecac gcatcaacga ctggtttgag gaagtgaaag ctaagegegq caagoegeecg ‘300
acagecttee agttectgaca agaiatcaag coggaageoeg tagogtacat caccattaag 360
accactotgg cttgectaac cagtgetgae aatacaaceg ttcaggetgt ageaagegea 420
atcggtcggg ccattgagga cgaggetege tteggtegta tecgtgacct tgaagctaag 480
cacttcaagsa aaaacgttga ggaacaactc aacaageogeg tagggeacgt ctacaagaza 540
gcatttatge aagttgtcga ggctgacatg ctctcetaagg gtctactegqg tagogaggeg 600
tggtcttegt ggcataagga agactctatt catgtaggag tacgcetgcat cgagatgeteo 660
attgagtcaa ccggaatggt tagcecttacac cgecaaaatg ctggcgtagt aggtcaagac 720
tetgagacta tcegaactege acctgaatac getgaggeta tegcaaceeg tgcaggtgeg 780
ctggetggea tetetecgat grttecaacet tgegtagtte ctectaagec gtggactgge 840
attactggtg gtagctattg ggectaacggt cgtegtecte tggogetggt goegtactcac 900
agtaagaaag cactgabtgeg ctacgaagae gtttacatge ctgaggtgta caaagogatt 960
aacattgcge aaaacaccge atggaaaatc aacaagaaag tcctageggt cgocaacgta " 1020
atcaccaagt ggaaqceattg tceggtegag gacatcectqg cgattgageg tgaagaacte 1080
ccgatgaaac cggaagacat cgacatgaat cectgaggete tcecacegoegtg gaaacgtget 1140
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gcegetgetg tgtacegeaa ggacaagget cgcaagtcte gecgtateag ccttgagtte 12900
atgcttgaﬁc aagccaataa gtttgcetaac cataaggeca tctggttcéc ttacaacatg 1260
gactggegeg gtegttteta cgetgtgtca atgttcaacc cgecaaggtaa cgatatgace 1320
aaaggactgc ttacgctgge gaaaggtaaa ccaateggta aggaaggtta ctactggetg 1380
aaaatccacsyg qtécaaactg tgegggtgte gataaggtte cgttecetga gcgéatcaag 1440
ttcattgagy aaaaepacga gaacatcatg gecttgegeta agtetecact gg&gaacact 1500
tggtgggetg agcaagnttq tcegttotge ttecttgegt tetgetttga gtacgctggg 1560
gtacagcacc acggcchbgag ctataactge tecettecge tggegtttga cgggtottge 1620
tctggeatee ageacttete cgcecgatgete cgagatgagg taggtggteg cgeocggttaac 1680
ttgettecta gtgaaacegt tcaggacétc tacgyggattg ttgctaagaa aghtcaacgag 1740
attctacaag cagacgcaat caatgggace gataacgaag tagttacegt gaccgatgag 1800
aacactggtg aaatctcectga gaaagtcaag ctgggcacta aggcactggce tggtcaatgg 1860
ctggettacg gtgttacteg cagtgtgact aagcgttcag tcatgacgct ggcttacggyg 1920
tccaaagagt toggcttecyg tecaacaagtg ctggaagata ccattcagcee agctattgat 1980
tecggeaagg gtetgatgtt cactcageocg aatcaggetg ctggatacat ggctaagetg 2040
atttgggaat ctgtgagcegt gacggtggta getgeggitg asagcaatgaa ctggecttaag 2100
tetgetgeta agetgotgge tgetgaggte aaagataaga agactggaga gattettoge 2160
aagcgtageg ctgtgcattg ggtaactcet gatggtttee ctgtgtggea ggaatacaag 2220
aagectatte agacgegett gaacctgatg ttecteggte agttecgett acagectace 2280
attaacacca acaaagatag cgagattgat gcacacaaac aggagtctgg tatcgetect 2340
aactttgtac acagecaaga cggtagecac cttegtaaga ctgtagtgtg ggcacacgag 2400
aagtacggaa tegaatettt tgcactgatt cacgactect teggtaccat tecggetgac 2460
gctgogaace tgttcaaage agtgocgcgaa actatggttg acacatatga gtcttgtgat 2520
gtactggetg atttetacga ccagtteget gaccagttge acgagtctca attggaqaaa 2580
atgccageac ttocecggctaa aggtaacttg aaccteegtg acatcttaga gtoggactte 2640
gcgttocgeogt aataa 2655

<210> 28

<211> 883

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Variante polipeptidica sintética

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (1)..(883)

<223> Variante Cys723Ser, Val426Phe de la T7 ARN polimerasa dependiente de ADN, secuencia de
aminoacidos incluyendo la metionina N-terminal; correspondiente a N° 14 en la Tabla 3

<400> 28

99



Ala
Ala
Ala
Ala
65

Gly
Ala
Ala
Ile
145
His
val
Lys
Serx

Gly
225

Asn

Ala

Arg

Arg

50

Asp

Ile

Lys

Val

Asp

130

Glu

Phea

Tyr

Gly

Ile

210

Met

Thr

Ile

Glu

Phe

Asn

Ala

Ala
115
Asn
Asgp
Lys
Lys
Leu
195

His

Val

Ile

Pro

29

Gln

Arg

Ala

Pro

100

Tyr

Thr

Glu

Lys

Lys

180

Leu

Val

Sear

Phe

Leu

Lys

Ala

Ile

85

Thr

Ile

Ala

Asn

165

Ala

Gly

Gly

Leu
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Ile

Asn

Ala

Ala
70

Asn
Ala
Thr
val
Arg
150
val
Pha
Gly

vVal

His
230

Ala

Thr

Leu

Phe

55

Lys

Asp

Phe

Ile

Gln

135

Phe

Glu

Glu

Arg
218

Arg

Lys

Leu

Glu

40

Glu

Pro

Trp

Gln

Lys

120

Ala

Gly

Glu

Gln

Ala

200

Cys

Gln

Asn

Ala

25

His

Axrg

Leu

Phe

Phe

105

Thr

Val

Gln

val
185

Trp

Ile

Asn

100

Asp

Asp

Glu

Gln

Ile

Glu

Leu

Thr

Ala

Ile

Leu

170

Val

Ser

Glu

Ala

Phe

His=

Ser

Leu

Thr

75

Glu

Gln

Leu

Ser

Arg

155

Asn

Glu

Ser

Met

Gly
235

Ser

Tyr

TyE

Lys

60

Thr

Val

Glu

Ala

Ala

140

Asp

Lys

Trp

Leu
22¢

Val

Asp

Gly

Glu

45

Ala

Leu

Lys

Ile

Cys

125

Ile

Leu

Asp

His

2Q5

Ile

val

Ile

Glu

. 15

Glu
30

Gly
Leu
Ala
Lys
110
Leu
Gly
Glu
Val
Met
190
Lys

Glu

Gly

Arg

Gly

Glu

Pro

Lys

95

Pro

Thr

Arg

Ala

Gly

175

Leu

Glu

Ser

Gln

Leu

Leu

Glu

Vval

Lys

80

Arg

Glu

Ser

Ala

Lys

160

His

Ser

Asp

Thr

Asp
240



Ser

val

Asn

Leu

305

Asn

val

Pro

Tyr

38s

Pro

Asn

Gly

Ala

465

Phe

Glu

Ala

Pro

Thr

Gly

Pro

275

Gly

290

Met

Ile

Ala

Ala

Asn

37¢

Arg

Leu

Tyr

Pro

Lys

450

Asn

Ile

Arg

Arg

Ala

Asn

Ile

355

Pro

Lys

Glu

Asn

Gln

435

Pro

Cys

Glu

Ile
Ala
260
Lys=s
Tyr
Gln
Val
340
Glu
Glu
Asp
Gln
Mat
420
Gly
Ile

Ala

Glu

Glu
245
Pro
Pro
Glu
Asn
325
Ile
Arg
Ala
Lys
Ala
405

Asp

Asn

Gly

Gly

Asn
485
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Leu
Ala
Trp
Leu
Asp
310
Thr
Thr
Glu
Leu
Ala
390
Asn
Trp
Asp
Lys
val
470

Hisg

Ala

Gly

Thr

Ala

295

Val

Ala

Lys

Glu

Thr

375

Lys

Glu
455

Asp

Glu

Pro

Ile

Gly

280

Leu

Tyr

Trp

Trp

Lau

360

Ala

Lys

Phe

Gly

Thr

440

Gly

Lys

Asgn

Glu
Ser
265

Ile

Val

Lys
Lys

345

Pro

Trp

Ser

Ala

Arg

425

Lys

Tyr

val

Ile

101

Tyr

250

Pro

Thr

Arg

Pro

Ile

3320

His

Lys

Asn

410

Phe

Gly

Tyr

Pro

Met
490

Ala

Met

Gly

Thr

Glu

315

Asn

Cys

Lys

Arg
395

His

Tyr

Leun

Trp

Phe

475

Ala

Glu
Phe
Gly
His
300
val
Lys
Pro
Pro
Ala
3go
Ile
Lya
Ala
Leu
Ley
460

Pro

Cys

Ala

Gln

Gly.

285

Ser
Tyr
Lys
Val
Glu
365
Ala
Ser
Ala
val
Thr
445
Ly=

Glu

Ala

Ile

Pro
270

Tyr
Lys
Lys
Val
Glu
350
Asp
Ala
Leu
Ile
Ser
430
Leu
Ile

Arg

Lys

Ala

255

Cys

Trp

Lys

Ala

Leu

335

Asp

Ile

Ala

Glu

Trp

415

Met

Ala

Ris

Ile

Ser
495

Thr

val

Ala

.'nla

Ile

320

Ala

Ile

Asp

val

FPhe

400

Phe

Phe

Lys

Gly

Lys

480

Pxo



Leu

Asn

Gly

Phe

cye

. 530

His

545

Lys

Glu

Val

val

625

Ser

Pro

Ala

Val

Leu

705

Lys

Gln

Gly

Phe
Leu
VvVal
val
Lys
610
The
Lys
Ala
Ala
val
€90
Len
Arg

Glu

Gln

Asn

Cys
515

Sar

Ser

Fro

Asn

val

595

Leu

Glu

Ile

Gly

675

Ala

Ala

Ser

Tyr

Pha

Thr
500

Phe

Ala
Ser
Glua
580
Thr
Gly
Ser
Phe
Asp
660
Tyr
Ala
Ala
Ala
Lys
740

Arg

Trp

Glu

Pro

Met

Glu

565

Ile

Val

Thr

val

Gly

645

Ser

Met

Val

Glu

Val

725

Lys

Leu
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Trp

Tyr

Leu

550

Thr

Leu

Thr

Lys

Thy

630

Phe

Gly

Ala

Glu

Val

710

His

Pro

Gln

Ala

Ala

Ala

535

Axg

val

Gln

hsp

Ala

615

Lys

Lys

Lys

Ala

695

1lys

Trp

Ile

Pro

Glu

Gly

520

Phe

Asp

Gln

Ala

Glu

600

Leu

Arg

Gln

Gly

Leu

680

Mat

Asp

Val

Gln

Thr

Gln

505

Val

Asp

Glu

Asp

Asp

585

Aan

Ala

Serx

Gln

Leu

665

Ilea

Asn

Lys

Thr

Thr

74%

Ile

102

Asp

Gln

Gly

Val

Ile

570

Ala

Thr

Gly

val

Val

650

Met

Trp

Trp

Lys

Pro

730

Arg

ASn

Ser

His

Ser

Gly

555

Tyr

Ile

Gly

Gln

Mat

635

Lau

Phe

Glu

Leu

Thr

715

Asp

Leu

Thr

Pro

Cys

Phe

Gly
525

Ser

540

Gly

Gly

Asn

Glu

Trp
620

Thr

Glu

Serx

Lys

700

Gly

Gly

Asn

Asn

Aryg

Ile

Gly

Ile

605

Leu

Lau

Asp

Gln

val

685

Ser

Glu

Phe

Leu

Lys

Cys

510

Lau

Gly

Ala

Val

Thr

590

Ser

Ala

Ala

Pro

670

Ser

Ala

Ils

Pro

Met
750

Phe

Serxr

1le

val

Ala

575

Asp

Glua

Tyr

Tyr

Ile

655

Asn

Val

Ala

Lau

Val

735

Phe

Sear

Leu

Tyr

Gln

Asn

560

Lys

Aan

Lys

Gly

Gly

640

Gln

Gln

Thr

Lys

720

Trp

Leu

Glu
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755 760 765

Ile Asp Ala His
770

Gln Glu
775

Ile Ala Pro Asn
780

Lys Ser Gly Phe Val His

Thr Val Vval
795

Ser Gln Asp Gly
785

Glu
800

Ser His Leu Arg Lys

790

Trp Ala His

Ile Glu His Aép Ser Phe Thr

805

Ile
810

Lys Tyr Gly Ser Phe Ala Leu Gly

815

Leu Phe Thr Met

82s

Ile Prxo Ala Asp Ala Ala Asn

820

Lys Ala val Arg Glu

830

Thr
835

Val Asp Tyr Glu Leu Ala Asp Phe

845

Ser Cys Asp Vsl Tyr Asp Gln

840

Glu Proe Ala

855

Phe Ala Asp Gln Leu Leu

850

Ser Gln Leu Asp Lys Met
860

Ile
875

Glu Phe

880

Leu Asn Leu

870

Pro Ala Lys Gly Asn Ser Asp

865

Ala Phe Ala

<210> 29

<211> 2655

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polinucledétido codificante sintético

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(2655)

<223> Secuencia de ADN que codifica la variante Ser633Met de la T7 ARN polimerasa dependiente de ADN,
incluyendo el codon de iniciacion que codifica la metionina N-terminal; correspondiente a N° 15 en la Tabla 3
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<400> 29
atgaacacga ttaacatcge taagaacgsace ttetetgaca togaactgge tgetatcoceg 60
ttcaacactc tggetgacca ttacggtgag cgtttagetce gegaacagtt ggeccttgag 120
catgagtctt acgagatggyg tgaagcacge ttecgeaaga tgtttgageg tcaacttaaa 180
getggtgagg ttgcggataa cgetgeegee aagectcetea toactaccet actecctaag 240
atgattgcac gcatcaacga ctggtttgag gaagtgaaag ctaagcgocgg caagegoeog 300
acagecttee agttcectgea agaaatcaag coggaageeg tagogtacat caccattaag 360
accactcetgg cttgectaac cagtgetgac aatacaaccg ttcaggetgt agcaageogea 420



ateggtcggg
cacttecaaga
gcatttatge
tggtcttegt
attgagtcaa
tctgagacta
ctggcﬁggca
attactggtg
agtaagaaag
aacattgeqe
atcaccaagt
ccgatgaaac
geegetgetg
atgettgage
gactggegeg
aaaggactgce
aaaatccacqg
ttecattgagg
tggtaggctg
gtacagcace
tetggoatee
ttgettecta
attctacaag
aacactggtg
ctggettacg
tecaaagagt
tcecggcaagyg
atttgggaat
tctgetgeta
aagegttgeg
aagcectattc

attaacacca

ccattgagga
aaaacgttga
aagttgtcga
ggcataagga
ccggaatggt
tegaactege
teteotecegat
gtggetattyg
cactgatgcg
aaaacaccgce
ggaagcattyg
cggaagacat
tgtaccgcaa
aagccaataa
gteogtgttta
ttacgetgge
gtgcaaactyg
aaaaccacga
agcaagatte
acggeetgay
ageacticte
gtgaaacagt
cagacggaat
aaatctctga
gtgttacteg
teggettocy
gtctgatgtt
cetgtgagegt
agctgctage
ctgtgcattyg
agacgegett

acaaagatag

ES 2 538 694 T3

¢gaggetcge
ggaacaacte
ggctgacatyg
agactctatt
tagcttacae
acctgaatac

gttccaacet

ggctaacggt,

ctacgaagac
atggaaaatc
tecggtcgag
cgacatgaat
ggacaaggcet
gtttgctaac
cgeotgtgteca
gaaaggtaaa
tgegggtgte
gaacatcatg
toegttetge
ctataacﬁgc
cgocgatgete
tocaggacate
caatgggacc
gaaagtcaag
cagtgtgact
tcaacaagtg
cactcagecg
gacggtggta
tgectgaggte
ggtaactect
gaaccotgatg

cgagattgat

tteggtegta
aacaagugeg
ctotetaagyg
catgtaggag
cgccaaaatg
gotgaggeta
tgcgtagtte
cgtegteetc
gtttacatge
aacaagaaag
gacatcectyg
cetgaggete
cgcaagtcee
cataaggecea
atgttcaacc
ccaateggta
gataaggtte
gcttgcgcta
ttecttgagt
teoctteege
cgagatgagg
tacgggattg
gataacgaag
ctgggcacta
aagegtatygg
ctggaagata
aatcaggctg
getgeggttg
aaagataaga
gatggtttce
tteeteggte

gcacacasaac

104

tecgtgacct
tagggecacgt
gtotactegy
tacgetgeat
etggegtagt
tcgcaaceeg
atcctaﬁgcc
tggegetggt
ctgaggtgta
tectageggt
cgattgagcg
tcacegeagtyg

gecgtatcag

‘tetggttece

cgcaaggtaa
aggaaggtta
cgttecetga
agtctcecact
tctgctttéa
tggegtitga
taggtggtcg
ttgetaagaa
tagttaccgt
aggcactygge
tcatgacget
ccattcagee
ctggatacat
aagcaatgaa
agactggaga
ctgtgtggca
agttecgett

aggagtetgg

tgaagctaag
ctacaagaaa
tggegaggeg
cgagat.gete
aggtcaagae
tgcaggtgeg
gtggactygge
gegtacteace
caaagogatt
cgecaacgta
tgaagaacte
gaaacgtget
ccttgagtte
ttacaacatg
cgatatgace
ctactggetg
gcgecateaag
ggagaacact
gtacgetggg
cgggtcettge
egeggttaac
agteaacgag
gaccgatgag
tggtcaatgg
ggcttacggg
agctattgat
ggctaagetg
ctggettaag
gattcttege
ggaatacaag
acagcctace

tatcgeteet

480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340



10

15

aactttgtac
aagtacggaa
getgegaace
gtactggctg
atgecageac

gegttegegt

<210> 30
<211> 883
<212> PRT

acagcceaaga
tcgaatcttt
tgttcaaage
atttctacga

ttcecggetaa

aataa

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Variante polipeptidica sintética

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (1)..(883)
<223> Variante Ser633Met de la T7 ARN polimerasa dependiente de ADN, secuencia de
incluyendo la metionina N-terminal; correspondiente a N° 15 en la Tabla 3

<400> 30
Met

1

Ala

Ala

Ala

Ala

65

Gly

Ala

Ala

Asn Thr Ile

Ala

Arg

Arg

50

Ile

Lys

Val

Asp
130

Ile

Glu

35

Phe

Agn

Ala

Ala
115

Asn

Pro

20

Gln

Arg

Ala

Arg

Pro
100

Tyr

Thr

Phe

Leau

Lys

Ala

Ile

a5

Thr

Ile

Thr

ES 2 538 694 T3

Ile

Asn

Met

Ala

70

Asn

Ala

Thr

Val

Ala

Thr

Leu

Phe

35

Lys

Asp

Phe

Ile

Gln
135

cggtageccac cttcgtaaga
tgeactgatt cacgactect
agtgcgegaa actatggttg
ccagttcget gaccagttge

aggtaacttg aacctcogtg

Lys

Leu

Glu

40

Glu

Pro

Tcp

Gln

Lys

120

Ala

Asn Asp
10

Ala Asp
25

His Glu

Arg Gln

Leu Ile

Phe Glu

80

Phe Leu
108

Thr Thr

Val Ala

105

tcggtaccat
acacatatga
acgagtetea

acatcttaga

Phe

His

Ser

Leu

Thr

75

Glu

Gln

Leau

Ser

Ser Asp

Tyr Gly

Tyr Glu
415

Lys Ala
60

Thx Leu

Val Lys

Glu Ile

Ala Cys

125

Ala Ile
140

Ile

Glu

30

Gly

Leu

Ala

Lysa

110

Leu

Gly

ctgtagtgﬁg ggcacacgag
teceggetgac
. gtettgtgat
attggacaaa

gtcggactte

Glu

15

Arg

Gly

Glu

Pro

Lys

95

Pro

Thr

Arg

2400
2460
2520
2580
2640

2655

aminoacidos

Leu

Leu

Glu

Val

Lys

80

Arg

Glu

Ser

Ala



1le

145

His

Val

Lys

Ser

Gly

225

Ser

Arg

Val

Asn

Leu

305

Asn

val

Pro

Tyr
385

Glu

Phe

Tyr

Gly

Ile

210

Met

Glu

Ala

Pro

Gly

290

Met

Ile

Ala

Asn
370

Arg

Asp

Lys

Lys

Leu

195

Bisx

val

Thr

Pro

275

Arg

Arg

Ala

Asn

Ilae

355

Pro

Lys

Glu

Lys

Lys

180

Leu

Val

Ser

Ile

Ala

2860

Lys

Arg

Tyr

Gln

Val

340

Glu

Glu

Asp

Ala

Asgn

165

Ala

Gly

Gly

Leu

Glu

245

Leu

Pro

Pro

Glu

Asn

325

Ile

Arg

Ala

Lys

ES 2 538 694 T3

Axg

150

val

Phe

Gly

val

His

230

Leu

Ala

Trp

Leu

Phe

Glu

Met

Glu

Axg

215

Ala

Gly

Thr

Ala

. 295

Asp

310

Thr

Thr

Glu

Leu

Ala
390

Val
Ala
Lys
Glu
Thr
375

Arg

Gly Axg Ile

Glu

Gln

Ala

200

Cys

Gln

Pro

Ile

Gly

280

Leu

Tyx

Trp

Trp

Leu

360

Ala

Lys

Gln

val
185

Trp

Ile

Asn

Glu

Ser

265

Ile

val

Met

Lys

Lys

345

Pro

Trp

Sar

106

Leu

170

Val

Ser

Glu

Ala

Tyr

250

Pro

Thr

Arg

Pro

Ile

330

His

Lys

Axrg

Axg

155

Asn

Glu

Ser

Met

Gly

235

Ala

Met

Gly

Thr

Glu

315

Asn

Cys

Lys

Arg

Arg
395

Asp

Lys

Ala

Trp

Lau

220

Val

Glu

Phe

Gly

His

300

Val

Lys

Pro

Pro

Ala

380

Ile

Leu

Arg

Asp

His

205

Ile

Val

Ala

Gln

Gly

285

Ser

Tyx

Lys

Val

Glu

365

Ala

Sar

Glu

Val

Met

190

Lys

Glu

Gly

Ile

Pro

270

Tyr

Lys

Lys

Val

Glu

350

Asp

Ala

Leu

Ala

Gly

178

Leu

Glu

Ser

Gln

Ala

255

Cys

Trp

Lys

Ala

Lau

335

Asp

Ile

Ala

Glu

Lys

160

His

Serx

Asp

Thr

Asp

240

Thrx

Val

Ala

Ala

Ile

320

Ala

Ile

Asp

Val

Phe
400



Met

Pro

Asn

Gly

Alx

465

Phe

Ala

Asn

Hisg

545

Leu

Lys

Glu

Val

Vval

625

Ser

Leu

Tyr

Pro

Lys

450

Asn

Ile

Glu

Phe

Cys
530

Phe

Val

Val

Lys

610

Thr

Lys

Glu

Asn

Gln

435

Pro

Cys

Glu

Aan

Cys

515

Ser

Ser

Pro

Asn

val

595

Len

Arg

Glu

Gln

Meat

420

Gly

Ile

Ala

Glu

Thr

500

Phe

Leu

Ala

Ser

Zlu

580

Thr

Gly

Ser

Phe

Ala

405

Asp

Asn

Gly

Gly

Asn
485

Trp

Glu

Pro

Met

Glu

565

Ile

Val

Thr

val

Gly
645
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Asn

Tcp

Asp

Lys

Val

470

His

Trp

Tyr

Leu

Leu

550

Thr

Leu

Thr

Lys

Thr

€30

Phe

Lys

Arg

Met

Glu

455

Asp

Glu

Ala

Ala

Ala

335

Arg

val

Gln

Asp

Ala

615

Lys

Arg

Phe

Gly

Thr

440

Gly

Lys

Asn

Glu

Gly

520

Phe

Asp

Glin

Ala

Glu

600

Leu

Arg

Gln

Ala
Arg
425
Lys
Tyr
Val
Ile
Gln
505
Val
Asp
Glu
Asp
585
Asn
Ala

Met

Gln

107

Asn

4190

Val

Gly

Tyr

Pro

Met

490

Asp

Gln

Gly

Val

Ile

570

Ala

Thr

Gly

val

val
650

His

Tyr
Leu
Trp
Phe
475

Ala

Ser

His-

Ser

Gly

555

Tyr

Ile

Gly

Gln

Met

635

Leu

Lys

Ala

Leu

Leu

4€0

Pro

Cys

Pro

His

Cys

540

Gly

Gly

Asn

Glu

Trp

620

Thr

Glu

Ala

Val

Thr

445

Lys

Glu

Ala

Phe

Gly

525

Serx

Arg

Ile

Gly

Ile

605

Leu

Asp

Ile
Ser
430
Leu
Ile
Arg
Lys
Cys
510

Leu

Gly

Vval
Thr

590

Sear

Ala

Thr

Trp

415

Ala

His

Ile

Ser

495

Phe

Ser

Ile

val

Ala

575

Asp

Glu

Tyr

Tyr

Ilae
6558

Phe

Phe

Lys

Gly

Lys

480

Pro

Leu

Tyr

Gin

Asan

560

Lys

Asn

Lys

Gly

Gly

640

Gln



Pro

Ala

val

Leu

705

Lys

Gln

Gly

Ila

Ser

785

Lys

Ile

Val

Phe

Pro

865

Ala

<210> 31
<211> 2655
<212> ADN

Ala

Ala

Val

690

Leu

Arg

Glu

Gln

Asp

770

Gln

Tyr

Pro

Asp

Ala

850

Ala

Phe

1le

Gly

675

Ala

Ala

Cys

Tyr

Phe

755

Ala

Asp

Gly

Ala

Thr

835

Asp

Lys

Ala

Asp

660

Tyr

Ala

Ala

Ala

Lys

740

Arg

His

Gly

Ile

Asp

820

Tyr

Gln

Gly

<213> Secuencia artificial

Ser

Met

Val

Glu

Val

725

Lys

Leu

Lys

Ser

Glu

805

Ala

Glu

Leu

Asn

ES 2 538 694 T3

Ala

Glu

Vval

710

His

Pro’

Gln

Gln

His

790

Ser

Ala

Ser

His

Leu
870

Lys

Lys

Ala

695

Lys

Tep

Ile

Pro

Glu

T75

Phe

Asn

Cys

Glu

853

Asn

Gly

Leu

680

Met

Asp

Val

Gln

Thr

760

Ser

Arg

Ala

Asp
840

Ser

Leu
665

Ile

Asn

Lyé

Thr

Thr

745

Ile

Gly

Lys

Leu

Phe

825

Val

Gln

Arg

108

Met

Trp

Lys

Pro

730

Arg

Asn

Ile

Thr

Ile.

810

Lys

Leu

Leu

Asp

Phe
Glu
Leu
Thr
715
Asp
Leu
Thr
Ala
Val
795
His
Ala
Ala

Asp

Ile
875

Thr

Ser

Lys

700

Gly

Gly

Asn

Asn

Pro

780

Val

Asp

val

Asp

Lys

860

Leu

Gln

val

685

Ser

Glu

Phe

Leu

Lys

765

Asn

Trp

Ser

Arg

Phe

845

Met

Glu

Pro

670

Ser

Ala

Ile

Pro

Met

750

Phe

Ala

Phe

Glu

830

Tyr

Pro

Ser

Asn

vVal

Ala

Leu

Val

735

Phe

Ser

Val

His

Gly

815

Thr

Asp

Ala

Asp

Gln

Lys

Arg

720

Trp

Leu

Glu

His

Glu

800

Thr

Met

Gln

Leu

Pha
880
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<220>
<223> Polinucleoétido codificante sintético

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(2655)

<223> Secuencia de ADN que codifica la variante Cys723Ser, Ser633Met de la T7 ARN polimerasa dependiente
de ADN, incluyendo el coddn de iniciacion que codifica la metionina N-terminal; correspondiente a N° 16 en la
Tabla 3
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<400> 31
atgaacacga ttaacatcgc taagaacgac ttetcetgaca tcgaactgge tgetatcecg 60
ttcaacactc tggctgacca ttacggtgag cgtttagetc gegaacagtt ggeccttgag 120
catgagtett acgagatggg tgaagcacge ttecegeaaga tgtttgageg tcaacttaaa 180
gctggtgagg ttgeggataa cgcotgeccgee aagectetca tcactaceet actcecectaag 240
atgattgcac gecatcaacga ctggtttgag gaagtgaaag ctaagegegg caagegoceg 300
acagecttce agttcecctgca agaamatcaag ccggaagcecg tagegtacat caccattaag 360
accactetgg pttgcctaac cagtgetgace aatacaaccqg ttcaggetgt agcaagegea 420
atcggteggy ccatigagga cgaggetege tteggtegta teocgtgacet tgaageotaag 480
cacttcaaga aaaacgtitga ggaacaactc aacsagegeyg tagggeacght ctacaagaaa 540
gcatttatge aagttgtega ggetgacatyg ctetetasgy gtotactegyg tggegaggey €00
tggtcttegt ggcataagga agactctatt catgtaggag tacgctgcat cgagatgctce €60
attgagtcaa ccggaatggt tagettacac egecaaaatg ctggegtagt aggtcaagac 720
tetgagacta tegaactege acctgaatae getgaggeta tocgecaacoeg tgeaggtgeg 780
ctggctggea tetcteegat gttccaacet tgegtagtte ctectaagece gtggactgge 840
attactggtyg gtggctattg ggetaacggt cgtegtecte tggcqétggt gegtactcac 00
agtaagaaag cactgatgeg ctacgaagac gttitacatge ctgaggtgta caaagcgatt 960
aacattgege aaaacacegce atggaaaatc aacaagaaag tcctageggt egccaacgta 1020
atcaccaagkt ggaageattg teeggtcgag gacatcectg cgattgageg tgaagaactce 1080
ccgatgaaac éggaaqaeat cgacatgaat cctgaggete tcaccgegtg gaaacgtget 1140
geegetgetyg tgtacegeaa ggacaagget cgeaagtete geoegtatcag ecttgagttce 1200
atgcttgage aagcocaataa gtttgctaac cataaggeca tetggttcee ttacaacatg 1260
gactggegeg gtegtgttta cgotgtgtca atgttcaacc cgcaaggtaa cgatatgacco 13249
aaaggactgc ttacgctgge gaaaggtaaa ccaatcggta aggaaggtta ctactggcetg 1330
aasatccacg gtgcaaactyg tgegggtgte gataaggtte cgttecctga gegeatcaag 1440
ttcattgagg aaaaccacga gaacatcatg gocttgegeta agtcoctccact gyagaacact 1500
tggtgggctg agcaagattc tecgttectge ttecttgegt totgetttga gtacgetggg 1560
gtacagcacc acggcectgag ctataactge teectteoge tggegtttga cgggtottge 1620
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tctggeatce ageactteote cgcgatgete cgagatgagg taggtggteg cgeggttaac 1680
ttgcettocta gtgaaacceqt tcaggacatc tacgﬁgattg ttgctaagaa agtcaacgag 1740
attctacaag cagacgcaat caatgggacc gataacgaag tagttaccegt gacegatgag 1800
aacactggtg aaatctctga gaaagtcaag ctgggcacta aggcactgge tggtcaatgg 1860
etggettacg gtgttactcag cagtgtgact aagegtatgg tcatgacget ggottacggg 1920
tccaaagagt tcoggettecqg tcaacaagtyg ctggaagata ccattcagec agctattgat 1980
tecggecaagg gtotgatgtt cactcaqccd aatcaggetg ctggatacat ggotaagetg 2040
atttgggaat ctgtgagegt gacggtggta gotgeggttg aagcaatgaa ctggettaag 2100
tetgetgeota agetgetgge tgetgaggtc aaagataaga agactggaga gattettege 2160
aagcgtageg ctgtgcatﬁg ggtaactect gatggtttcoe ctgtghggea ggsatacaag 2220
aagectatte agacgegeott gaacetgatg ttecteggte agtteegett acagectace 2280
attaacacca acaaagatag cgagattgat gcacacaaac aggagtetgg tategetect 2340
aactttgtac acagecaaga cggtagecac cttegtaaga ctgtagtgtg ggcacacgag 2400
aagtacggaa tcgaatcttt tgcactgatt cacgactcect tcggtaccat tecggetgac 2460
gotgegaace tgttcaaage agtgegegaa actatggttg acacatatga gtettgtgat 2520
gtactggetyg atttctacga ccagtteget gaccagttge acgagtctca attggacaaa 2580
atgccagcac ttcecggeotaa aggtaacttg aacctecgtg acatcettaga gtoeggactte 2640
goegttegegt aataa 2655

<210> 32

<211> 883

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Variante polipeptidica sintética

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (1)..(883)

<223> Secuencia de ADN que codifica la variante Cys723Ser, Ser633Met de la T7 ARN polimerasa dependiente
de ADN, incluyendo el coddn de iniciacién que codifica la metionina N-terminal; correspondiente a N° 16 en la
Tabla 3

<400> 32

Met Asn Thr Ile Asn Ile Ala Lys Asn Asp Phe Ser Asp Ile Glu Leu
1 - 10 15

Ala Ala Ile Pro Phe Asn Thr Leu Ala Asp His Tyr Gly Glu Arg Leu
20 25 30

Ala Arg Glu Gln Leu Ala Leu Glu His Glu Ser Tyr Glu Met Gly Glu

110



Ala

Ala

65

Mat

Gly

Ala

Ala

Ile

145

His

val

Lys

Ser

Cly

225

Ser

Val

Aan

Arg
50

Asp
Ile
Lys
val
Asp
130
Glu
Phe
Tyx
Gly
Ile
210
Mat
Glu
Ala

Pro

Gly
2%0

35

Phe

Asn

Ala

Arg

Ala

115

Asn

Asp

Lys

Lys

Leu

185

His

Val

Thr

Gly

Pro

275

Axrg

Ala

Arg

Pro |

100

Tyr

Thr

Glu

Lys

Lys

180

val

Sar

Ile

Ala

260

Lys

Arg

Lys

Ala

Ile

85

Ile

Thr

Ala

Asn

165

Ala

Gly

Gly

Leu

Glu

245

Leu

Pro

Fro
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Ala

70

Asn

Ala

Thx

Val

Arg

150

Val

Phe

Gly

val

His

230

Leu

Ala

Trp

Phe

.55

Lys

Asp

Phe

Ile

Gln

135

Phe

Glu

Mot

Glu

Arg

215

Ala

Gly

Ala
295

40

Glua

Pro

Trp

Gln

Lys

120

Ala

Gly

Glu

Gln

Ala
200

Cysa

Gln

Pro

1le

Gly

280

Lau

Phe

Phe

105

Thr

Val

Arg

Gln

val
185

Trp

Ile

Asn

Glu

Sar

265

Ile

val

111

Gln

Ile

Glu

Leu

Thr

Ile

Leou

170

Val

Ser

Glu

Ala

Tyz

250

Pro

Thr

Arg

Lau

Thr

75

Glu

Gln

Leu

Ser

Axrg

155

Asn

Glu

Ser

Met

Gly

235

Ala

Met

Gly

Thr

Lys

60

Thr

val

Glu

Ala

Ala

140

Asp

Lya

Ala

Trp

Leu

220

Val

Glu

Phe

Gly

His
200

45

Ala

Leu

Lys

Ile

Cys

125

Ile

Leu

Arg

Asp

His

205

Ile

Val

Ala

Gln

Gly

285

Ser

Gly
Leau
Ala
Lys
110
Leu
Gly
Glu
val
Mot
190
ILy's
Glu
Gly
Ile
Pro
270

Tyrx

Lys

Glu

Pro

Lys

95

Pro

Axrg

Ala

Gly

175

Leu

Glu

Sar

Gln

Ala

255

Cys

Trp

Lys

Val

Lys

80

Arg

Glu

Ser

Ala

Lys

160

His

Ser

Asp

Thr

Asp

240

Thr

val

Alas

Ala



Leu

305

Asn

val

Pro

Tyxr

385

Pro

Asn

Gly

Ala

465

Phe

Ala

Asn

His
545

Met

Ile

Ala

Ala

Asn

370

Arg

Leu

Tyr

Pro

Lys

450

Asn

Ile

Glu

Phe

Cys
530

Phe

Arg

Ala

Asn

Ile

355

Pro

Lys

Glu

Gln

435

Pro

Cysa

Glu

Asn

Cys
515

Ser

Sar

Tyx

Gln

Val

340

Glu

Glu

Asp

Gln

Met

420

Gly

Ile

Ala

Glu

Thy

500

Phe

Lau

Ala

Glu
Asn
325
i_le
Axrg
Ala
Lys
Ala
405
Asp
Asn
Gly

Gly

Asn
485

Trp

Glu

Pro

Met

ES 2 538 694 T3

Asp

310

Thr

Thr

Glu

Lau

Ala

390

Asn

Trp

Asp

Lys

Val

470

His

Trp

Tyr

Leu

Leu
550

Val

Ala

Lys

Glu

Thr

315

Arg

Lys

Glu

455

Asp

Glu

Ala

Ala

Ala

535

Arg

Txp

Trp

Leu

360

Ala
Lys
Phe
Gly
Thr
440
Gly
Lys
Asn
Glu
Gly
520
Fhe

Asp

Met

Lys

Lys

345

Pro

Trp

Ser

Ala

Arg

425

Lys

Tyx

Val

Ile

Gln

S05

vVal

Asp

Glu

112

Pro

Ile

330

Hig

Lys

Asn

4110

val

Gly

Tyr

Pro

Met

490

Asp

Gln

Gly

Val

Glu

315

Asn

Cys

Lys

Arg
395

His

Tyr

Lau

Trp

Phe

475

Ala

Ser

His

Ser

Gly
555

Val

Lys

Pro

Pro

Ala

380

Ile

Lys

Ala

Leu

Leu

460

Pro

Cys

Pxro

His

Cys

540

Gly

Tyr

Lys

vVal

Glu

365

Ala

Ser

Ala

vVal

Thr

445

Lys

Glu

Ala

Pha

Gly

525

Ser

Arg

Lys
Val
Glu
350
Asp
Ala
Leu
Ile
Serx
430
Leu
Ile
Arg
Lys
Cys
510
Leu
Gly

Ala

Ala

Leu

335

Asp

Ile

Glu

415

Met

Ala

His

Ile

Ser

495

Phe

Ser

Ile

Val

Ile

320

Ala

Ile

Asp

val

Phe

400

Phe

Phe

Lys

Gly

Ly=s

480

Pro

Leu

Tyr

Gln

Asn
560



Leu

Lys

Glu

Val

val

625

Ser

Pro

Ala

Val

Leu

705

Lys

Gln

Gly

Ile

Ser

785

Lys

Leu

val

val

Lys

610

Thr

Lys

Ala

Ala

val

690

Axg

Glu

Gln

Asp

770

Gln

Tyr

Pro

Asn

Val

595

Leu

Glu

Ile

Gly

675

Ala

Ala

Ser

Tyr

Phe

755

Ala

Agp

Gly

Ser
Glu
580
Thr
Gly
Ser
Phe
Asp
660

Tyr

Ala
Ala
Lys
740
Arxg
Hi=s

Gly

Ile

Glu

565

Ile

val

Thr

val

Gly

€45

Ser

Met

Val

Glu

val

725

Lys

Lau

Lys

Ser

Glu
805

ES 2 538 694 T3

Thr
Leu
Thr
Lys
Thr
630
Phe
Gly
Ala
Glu
val
710
His
Pro
Gln
Gln
His
79_0

Ser

Val
Gln
Asp
Ala
615
Lys
Axrg
Lys
Il.ys

Ala
695

Lys

Trp

Ile

Pro

Glu

775

Leu

Phe

Gln

Ala

Glu

600

Leu

Arg

Gln

Gly

Leu

680

Met

Asp

Vval

Gln

Thr

760

Ser

Arg

Ala

113

Asp

Asp

585

Ala

Gln

Leau

665

Ile

Asn

Lys

Thr

Thr

745

Ile

Gly

Lys

Leu

Ile

570

Ala

Thr

Gly

Val

val

€50

Het

Trp

Trp

Lys

Pro

730

Arg

Asn

Ile

Thx

Ile
810

Tyr

Ile

Gln

Met
635

Leu

Phe’

Glu

Thr

715

Asp

Leu

Thr

Ala

Val

795

His

Gly

Asn

Glu

620

Thx

Glu

Ser

Lys

700

Gly

Gly

Asn

Asn

Pro

780

Val

Ile

Gly

Ile

605

Leu

Leu

Asp

Gln

Val

685

Sar

Glu

Phe

Leu

Lys

765

Asn

Trp

Ser

val

Thr

590

Serxr

Ala

Ala

Thr

Pro

670

Ser

Ala

Ile

Pro

Mat

750

Asp

Phe

Ala

Phe

Ala

575

Asp

Glu

Tyrxr

Tyr

Ile

655

Asn

Vval

Ala

Leu

Val

735

Phe

Ser

Val

His

Gly
e1s

Lys

Asn

Lys

Gly

640

Gln

Gln

Thr

Lys

Arg

720

Trp

Leu

Glu

His

Glua

8soo

Thr
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15

Ile Pro

Val Asp

Phe
850

Pro Ala
865

Ala Phe

<210> 33
<211> 2655
<212> ADN

Ala Asp Ala Ala Asn Leu Phe Lys Ala Val Arg Glu

820

Thr Tyr Glu Ser Cys

835

Lys

Ala

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2 538 694 T3

Ala Asp Gln Leu His Glu

855

Gly Asn Leu Asn

870

<223> Polinucleoétido codificante sintético

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(2655)

<223> Secuencia de ADN que codifica la variante Val650Leu de la T7 ARN polimerasa dependiente de ADN,

825

Asp Val Leu Ala Asp Phe Tyr

840

Sar Gln Leu Asp Lys Met Pro

Leu Arg Asp lle Leu Glu Ser

860

875

830

845

Thr Met

Asp Gln

Ala Leun

Asp Phe

880

incluyendo el codon de iniciacion que codifica la metionina N-terminal; correspondiente a N° 17 en la Tabla 3

<400> 33
atgaacacga
ttcaacactc
catgagtett
gctggtgagg
atgattgcac
acagecttec
accactetgyg
atcggteggg
cacttcaaga
gcatttatge
tggtecttegt
attgagtcaa
tetgagacta

ctggetggca

ttaacategc
tggctgacea
acgagatggg
ttgeggataa
gcatcaacga
agttectgea
cttgectaac
Qeattgagga
aaaacgttga
aagttgtega
ggcataagga
ccggaatggt
tegaactcge

tecteteegat

taagaacgac
ttacggtgag
tgaagecacge
cgctgeogee
ctggtttgag
agaaateaag
cagtgcotgac
cgaggetege
ggaacaacte
ggctgacaty
agactctatt
tagettacac
acctgaatac

gttccaacct

ttetetgaca
cgtttagctc
tteoegeaaga
aagectetea
gaagtgaaag
ceggaagecg
aatacaaceqg
tteggtegta
aacaagegceg
ctctctaagg
catgtaggag
cgecaaaatg
getgaggeta

tgegtagtte

114

tegaactgge
gcgaacagtt
tgtttgageyg
tcactaccct
ctaagcgegg
tagegtacat
ttcaggetgt
tcegtgacct
tagggcacgt
gtctactcgg
tacgctécat
ctggegtagt
tcgeaacecg

ctectaagee

tgetatcoeg
ggceccttgag
tcaacttaaa
acteecctaag
caagcgceog
caccattaaqg
ageaagegea
tgaagctaag
ctacaagaaa
tggcgaggeg
cgagatgetce
aggtcaagac
tgeaggtgeg

gtggactgge

60
120
180
240
300
360
129
480
540
600
660
720
780

840



attactggtg
agtaagaaag
aacattgcgc
atcaccaagt
ccgatga&ac
geegetgetg
atgcttgage
gactggegeg
aaaggactge
aaaatccacg
ttcattgaqgg
tggtgggety
gtacagcace
tctggcatee
ttgecttecta
attctacaag
aacactggtg
ctggcttacg
tecaaagagt
tceggeaaqgqg
atttgggaat
tetgetgeta
aagcgttgcg
aagoctatte
attaacacca
aactttgtac
aagtacggaa
getgogaace
gtactggetg
atgccageac

gcgttegegt

gtggetattg
cactgatgeg
aaaacaccge
ggaagcattg
¢ggaagacat
tgtaccgecaa
aagccaataa
gtegtgttta
ttacgetgyge
gtgcaaactg
aaaaccacga
agcaagatte
acggectgag
agcacttcte
gtgaaacegt
cagacgcaat
aaatctctga
gtgttacteg
teggettecg
gtctgatgtt
ctgtgagegt
agetgetgge
ctgtgcattg
agacgegett
acaaagatag
acagccaaga
tegastetbtt
tgtteaaage
atttcectacga
ttccoggetaa

aataa

ES 2 538 694 T3

ggctaacggt
ctacgaagac
atggaaaatc
teeggtegag
cgacatgaat
ggacaaggct
gtttgetaae
cgetgtgtca
gaaaggtaaa
tgegggtgte
gaacatcatg
tecgttotge
ctataactge
cgegatgete
tecaggacate
caatgggace
gaaagtcaag
cagtgtgact
tcaacaactg
cactecagecg
gacggtggta
tgectgaggte
ggtaactect
gaacctgatg
cgagattgat
cggtagecac
tgeactgatt
agtgegogaa
ccagttegeot

aggtaacttyg

<210> 34

<211> 883

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Variante polipeptidica sintética

egtegtecte
gtttacatge
aacaagaaayg
gacatceetg
cectgaggete
cgcaagtete
cataaggeca
atgttcaacce
ccaateggta
gataaggtte
gcttgegeta
ttecttgegt
tecotteege
cgagatgagy
tacqgggattqg
gataacgaag
ctgggcacta
aagegtteag
ctggaagata
aatcaggctg
getgeggtty
aaagataaga
gatggtttee
tteetoggte
gcacacaaac
cttegtaaga
cacgactcet
actatggttg
gaccagttge

aaccteoecgtg

115

tggegetggt
ctg;ggtgta
toctageggt
cgattgageyg
tcacegegty
gccgtatégg
tetggttecee
cgeaaggtaa
aggaaggtta
cegttecetga
agtctecact
tectgetttga
tggegtttga
taggtggtcg
ttgetaagaa
tagttacegt
aggcactgge
teatgacqget
ccattcagee
ctggatacat
aagcaatgaa
agactggaga
ctgtgtggca
agtteeqgett
aggagtctgg
ctgtagtgtg
teggtaeecat
acacatatga
acgagtctca

acatcecttaga

gegtactcac

caaagcgatt
cegecaacgta
tgaagaacte
gaaacgtget
ccttgagtte
ttacaacatg
cgatatgacc
ctactggetyg
gegeatcaag
ggagaacact
gtacgctggg
cgggtettge
cgeggttaac
agtcaacgag
gaccgatgag
tggtcaatgg
ggcttacggg
agetattgat
ggctaagcetyg
ct.ggcttaag
gattocttege
ggaatacaag
acagcctace
tategetcct
ggcacacgaqg
teeggetgac
gtcttgtgat
attggacaaa

gtoggactte

200

960
1020
1089
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1520
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
25840
2640

2655
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<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (1)..(883) (883)

<223> Variante val650Leu de la T7 ARN polimerasa dependiente de ADN, secuencia de amino&cidos incluyendo

ES 2 538 694 T3

la metionina N-terminal; correspondiente a N° 17 en la Tabla 3

<400> 34

Ala

Ala

Ala

Gly
Ala
Ala
Ile
145
His

Vval

Lys

Asn

Ala

Arg

Arg

50

Asp

Ile

Lys

Val

Asp

130

Glu

Phe

Tyr

Gly

Thx

Ile

Glu

35

Phe

Asn

Ala

Arg

Ala

115

Asn

Asp

Lys

Lys

Leu

Ile

Pro
20

Gln

Arg

Ala

Arg

Pro

100

Tyr

Thr

Glu

Lys

Lys

180

Leu

Phe

Leu

Ly=

Ala

Ile

85

Thr

Ile

Thr

Ala

Asn

165

Ala

Gly

Ile

Asn

Ala

Met

Ala

Aan

Ala

Thr

Val

Arg

150

Val

Phe

Gly

Ala

Thr

Leu

Phe

55

Lys

Asp

Phe

Ile

Gln

135

Phe

Glu

Met

Glu

Lys

Leu

Glu

40

Glu

Pro

Trp

Gln

Lys

120

Ala

Gly

Glu

Gln

Ala

116

Asn
Ala
25

His
Arg
Leu
Phe
Phe
105
Thr
Val
Arg

Gln

Val
185

Trp

Asp
10

Asp
Glu
Gln
Ile
Glu
90

Leu
Thr
Ala
Ile
Leu
170

val

Ser

Phe

His

Ser

Leu

Thr

75

Glu

Gln

Leu

Sar

Arg

155

Asn

Glu

Ser

Ser

TYx

Tyr

Lys

60

Thr

val

Glu

Ala

Ala

140

Asp

Lys

Ala

Trp

Asp

Gly

Glu

45

Ala

Leu

Lys

Ile

Cys

125

Ile

Leu

Arg

Asp

His

Ile

Glu

30

Met

Gly

Leu

Ala

Lys

110

Leu

Gly

Glu

Val

Mat

190

Lys

Glu

15

Arg

Gly

Glu

Pro

Lys

95

Pro

Thr

Arg

Ala

Gly

175

Leu

Glu

Leu
Leu
Glu
val
Lys=s
80

Arg
Glu
Ser
Ala
Lys
160
His

Ser

Asp



Sar
Gly

225

Ser

val

Asn

Leu

3058

Aan

Val

Pro

Mat

Tyr

385

Pro

Gly

Ile
210

Met

Glu

Pro

Gly

290

Mat

Ila

Ala

Asn

370

Arg

Leu

Tyr

Pro

Lys
450

195

His

Val

Thr

Gly

Pro

278

Arg

Axrg

Alla

Asn

Ile

355

Pro

Lysg

Glu

Agn

Gln

435

Pro

Val

Ser

Ile

Ala

260

Lys

Arg

Tyr

Gln

Val

340

Glu

Glu

Gln

Met

420

Gly

Ile

Gly

Leu

Glu

245

Leu

Pro

Pre

Glu

Asn

325

Ile

Arg

Ala

Lys

Ala

405

Asp

Asn

Gly

ES 2 538 694 T3

Val

His

230

Leu

Ala

Trp

Leu

Asp

310

Thx

Thr

Glu

Leu

Ala

350

Asn

Trp

Asp

Lys

215

Arg

Ala

Gly

Thr

Ala

295

Val

Ala

Lys

Glu

375

Lys

Glu
455

200

Cys

Gln

Pro

Ile

Gly

280

Leu

Tyx

Tap

Trp

Leu

360

Lys=s

Phe

Gly

Thr

440

Gly

117

Ile

Asn

Glu

Ser

265

Ile

Val

Mat

Lys

Lys

345

Pro

Txp

Ser

Ala

Arg

425

Lys

Tyr

Glu

Ala

TYr

250

Pro

Thr

Arg

Pro

Ile

330

His

Met

Lys

Arg

Aan

410

Val

Gly

Tyr

Met

Gly

235

Ala

Gly

Thr

Glu

315

Asn

cys

Lys

Arg

Arg

395

Tyr

Leu

Trp

Leu

220

Val

Glu

Phe

Gly

His

300

Val

Lys

Pro

Pro

Ala

380

Ile

Lys

Ala

Leu

Leu
460

205

Ile

Val

Ala

Gln

Gly

285

Ser

Tyr

Lys

val

Glu

365

Ala

Ser

Ala

Val

Thr

445

Lys

Glu

Gly

Ile

Pro

270

Tyr

Lys

Lys

Val

Glu

aso

Asp

Ala

Lau

Ile

Ser

420

Leu

Ile

Sar

Gln

Ala

255

Cys

Trp

Lys

Ala

Leu

335

Asp

Ila

Ala

Glu

Trp

415

Met

Ala

His

Thr

Asp

240

Thr

Val

Ala

Ala

Ile

320

Ala

Ile

Asp

Val

Phe

400

Phe

Phe

Lys

Gly



Ala

465

Phe

Leu

Ala

Asn

Bis

545

Leu

Lys

Glu

Val

Val

625

Ser

Pro

val

Leu
705

Asn

Ile

Glu

Phe

Cys

530

Pha

Leu

val

Val

Lys

610

Thr

Lys

Ala

Ala

Val

690

Lay

Cys

Glu

Asn

Cys

515

Ser

Ser

Pro

Asn

Val

585

Leu

Arg

Glu

Ile

Gly

675

Ala

Ala

Ala

Glu

Thr

500

Phe

Leu

Ala

Ser

Glu

580

Thr

Gly

Ser

Phe

Asp

660

Tyr

Ala

Ala

Gly

Asn
485

Trp

Glu

Pro

Met

Glu

565

Ile

val

Thr

Val

Gly

645

Ser

Val

Glu

ES 2 538 694 T3

Val
470

His

Trp

Tyr

Leu

Leu

550

Thr

Leu

Thr

Lys

Thr

630

Phe

Gly

Ala

Glu

Val
710

hAsp

Glu

Ala

Ala

535

Arg

Val

Gln

Asp

Ala

615

Lys

Lys

Lys

Ala

695

Lys

Lys

Asn

Glu

Gly

520

Phe

Asp

Gln

Ala

Glu

600

Leu

Arg

Gln

Gly

Leu

680

Met

aAsp

Val

Ile

Gln
505

val

Glu

Asp

Asp

585

Asn

Ala

Ser

Gln

Leu

665

Ile

Asn

Lys

118

Pro

Mat

490

Asp

Gln

Gly

Val

Ile

570

Ala

Thr

Gly

Val

Leu

650

Met

Trp

Trp

Lys

Phe
475

Ala

Ser
His
Ser
Gly
555
Tyr
Ile
Gly
Gln
Mat
635
Leu
Phe
Glu

Leu

Thr
715

Pro

Cys

Pro

His

Cys

540

Gly

Gly

Asn

Glu

Trp

620

Glu

Thr

Ser

Lys

700

Gly

Glu

Ala

Phe

Gly

525

Ser

Arg

Ile

Gly

Tle

605

Leu

Lau

Gln

Val
685

Ser

Glu

Arg

Lys

Cys

510

Leu

Gly

Ala

Val

Thr

590

Ser

Ala

Ala

Thr

Pro

670

Ser

Ala

Ile

Ile

Ser

495

Phe

Ser

Ile

Val

Ala

375

Asp

Glu

Tyrxr

Tyr

Ile

655

Asn

Val

Ala

Leu

Lys

480

Pro

Lau

Tyr

Gln

Asn

560

Lys

Asn

Lys

Gly

Gly

640

Gln

Gln

Thr

Lys

Arg
720
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Lys Arg Cys Ala Val His Trp Val Thr Pro Asp Gly Phe Pro Val Trp
725 730 735

Gln Glu Tyr Lys Lys Pro Ile Gln Thr Arg Leu Asn Leu Met Phe Leu
740 745 750

Gly Gln Phe Arg Leu Gln Pro Thr Ile Asn Thr Asn Lys Asp Ser Glu
755 760 ) 765

Ile Asp Ala His Lys Gln Glu Ser Gly Ile Ala Pro Asn Phe Val His
770 7715 780

Ser Gln Asp Gly Ser His Leu Arg Lys Thr Val Val Trp Ala His Glu
785 790 795 800

Lys Tyr Gly Ile Glu Ser Phe Rla Leu Ile His Asp Ser Phe Gly Thr
805 810 €15

Ile Pr¢ Ala Asp Ala Ala Asn Leu Phe Lys Ala Val Arg Glu Thr Met
820 825 830

Vval Asp Thr Tyr Glu Ser Cys Asp Val Leu Ala Asp Phe Tyr Asp Gln
83s 840 845

Phe Ala Asp Gln Leu His Glu Ser Gln Leu Asp Lys Met Pro Ala Lau
850 855 860

Pro Ala Lys Gly Asn Leu Asn Leu Arg Asp Ile Leu Glu Ser Asp Phe
865 870 ) 875 880

Ala Phe Ala

<210> 35

<211> 2655

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polinucledétido codificante sintético

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(2655)

<223> Secuencia de ADN que codifica la variante Cys723Ser, Val650Leu de la T7 ARN polimerasa dependiente
de ADN, incluyendo el coddn de iniciacién que codifica la metionina N-terminal; correspondiente a N° 18 en la
Tabla 3

<400> 35
atgaacacga ttaacatcege taagaacgac ttotctgaca tcgaactgge tgetatcecceg &0
ttcaacacte tagetgacca ttacggtgag cgtttagcte gegaacagtt ggecctigaqg 120

119



catgagtett
getggtgagyg
atgattgeac
acagecttece
accactetgg
atcggtegyy
‘cacttcaaga
goatttatge
tggtettegt
attgagtcaa
tetgagacta
ctggctggea
attactggtg
agtaagaaag
aacattgcge
atcaccaaqgt
cogatgaaas
gcegectgetg
atgcttgage
gactggegeg
aaaggactge
aaaatecacg
tteattgagg
tggtgggetyg
gtacagcacc
tetggeatee
ttgettcoeota
attctacaag
aacactggtg
ctggcttacg
tecasagagt

tcooggeaagy

acgagatggg
ttgeggataa
goatcaacga
agttcctgea
ettgectaac
ccattgagga
aaaacgttga
aagttgtega
ggcataagga
ccggaatggt
tcgaactege
tctctecgat
gtggcetatty
cactgatgag
aasacacege
ggaageattyg
cqgaagacat
tgtaccgcaa
aagecaatsa
gtogtgttta
ttacgctgge
gtgcaaactg
aasaccacga
agcaagattc
acggectgag
agoacttete
gt.gaaaccgt
cagacgcaat
aaatcetetga
gtgttacteg
teggetteeg

gtetgatgtt

ES 2 538 694 T3

tgaagcacge
egetgeagoe
etggtttgag
agaaatcaag
cagtgctgac
cgaggctege
ggaacaacte
ggetgacatg
agactetatt
tagettacac
acctgaatac
gttecaacet
ggctaacggt
ctacgaagac
atggaaaatc
tceggtogag
cgacatgaat
ggacaaggcet
gtttgctaac
agotgtgteoa
gaaaggtaaa
tgcgggtgte
gaacateatg
tecgttotge
ctataactge
cgegatgete
tcaggacate
caatgggace
gaaagtcaag
cagtgtgact
tecaacaacty

cactcagecy

ttecgeaaga
aagoctetca
gaagtgaaag
ccggaagccy
aatacaaccyg
ttcggtegta
aacaagegeg
etctetaagg
catgtaggag
¢gccaaaatg
gctgaggeta
tgcgtagttce
cgtegtecte
gtttacatge
aacaagaaag
gacatccctg
cotgaggete
cgcaagtcte
cataaggeca
atgttecaace
ccaatcggta
gataaggtte
gettgegeta
ttocttgegt
tecattoege
cgagatgagg
tacgggattg
gataacgaag
ctgggecacta
aagogttcag
ctggaagata

aatcaggetyg

120

tgtttgageg
tecactaccct
ctaagegegg
tagcgtacat
ttcaggectgt
tecgtgacct
ﬁagggcacgt
gtctactegg
tacgctgcat
etggegtagt
tegcaacecyg
ctectaagee
tggcgetggt
ctgaggtgta
tcctageggr
cgattgageyg
tcacogegtyg
gccgtatcag
tcﬁggttccc
cgcaaggtaa
aggaaggtta
cgttecctga

agtetocact

‘tetgetttga

tggegtttga
taggtggteg
ttgctaagaa
tagttaceqgt
aggeactgge
tcatgacget
ecattcagee

ctggatacat

tcaacttaaa
actecetaag
caagcgecag
caccattaag
agcaagcgca
tgaagctaag
etacaagaaa
tggegaggeg
cgagatgete
aggtcaagac
tgcaggtacg

gtggactggc

gegtacteac

caaagegatt
cgecaacgta
tgaagaacte
gaaacgtget
ccttgagtte
ttacaacatg
cgatatgace
ctactggetg
gegeatcaag
ggagaacact
gtacgetggg
cgggtettge
cgeggttaac
agtcaacgag

gacegatgag

tggtcaatgg -

ggcttacggg
agetattgat

ggctaagetqg

180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
760
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980

2040



10

15

atttgggaat
tectgetgeota
aagcgtageg
aagcctatte
attaacacca
aactttgtac
aagtacggaa
gotgegaace
gtactggctg
atgccagcac

gegttogegt

<210> 36
<211> 883
<212> PRT

ctgtgagegt
agetgetgge
ctgtgeattyg
agacgcgett
acaaagatag
acagccaaga
tcgaatettt
tgttcaaage
atttctacga
ttecggetaa

aataa

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2 538 694 T3

gacggtggta
tgetgaggte
ggtaactect
gaacctgatg
cgagattgat
aggtagecac
tgecactgatt
agtgogogaa
ccagtteget

aggtaacttg

<223> Variante polipeptidica sintética

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (1)..(883)

<223> Variante Cys723Ser, Val650Leu de la T7 ARN polimerasa dependiente de ADN, secuencia de

gctgeggttg
aaagataaga
gatggtttee
ttoctcggte

gcacacaaac

-cttcgtaaga

cacgactect
actatggttg
gaccagttgc

aaccteegtyg

aagecaatgaa
agactggaga
ctgtgtggea
agttceogett
aggagtetgg
ctgtagtgtyg
tcggtaccat
acacatatga
acgagtoetca

acatcttaga

ctggcttaag
gattettege
ggaatacaag
acagcectage
tatcgeteat
ggcacacgag
tceggetgae
gtettgtgat
attggacaaa

gteggactte

aminoacidos incluyendo la metionina N-terminal; correspondiente a N° 18 en la Tabla 3

<400> 36

Asn Thr

Ile Asn

Ile Ala

Asn

Phe Ser

Ile Glu

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2655

Leu

Lys Asp

15

Ala Ala Ile Thr Ala

25

Pro Phe Leu

20

Asn Glu

30

Leu Asp His Tyr Gly Arg

Ala Ala Leu Glu Glu

40

Glu
45

Arg Glu Gln Leu His Ser Tyr Gly Glu

3s

Ala Axrg Phe Phe Glu Gln Ala Glu Val

50

Arg Lys Met Arg Leu Lys

60

Gly

Ala
65

Ala Ala Ile Thr Thr

73

Asp Asn Ala Lys Pro Leu

70

Leu Leu Pro Lys

80

Ile Ala Axrg Ile Asn Asp Phe Glu Glu Vval Lys Ala Lys

85

Trp Arg

121



Gly

Ala

Ile

145

val

Lys

Ser

Gly

225

Sar

Val

Asn

Leu

305

Asn

val

Pro

Lys

Val

Asp

130

Glu

Phe

Tyr

Gly

Ila

210

Met

Glu

Ala

Pro

Gly

250

Met

Ile

Ala

Ala

Axg

Ala

115

Asn

Asp

Lys

Lys

Leu

195

His

Vval

Gly

Pro

275

Arg

Ala

Asn

Ile

Pro

100

Tyr

Thr

Glu

Lys

Lys

180

Leu

Val

Ser

Ile

Ala

260

Lys

Arg

Tyr

Gln

Val

340

Glu

Thr

Ile

Thr

Ala

Asn

165

Ala

Gly

Gly

Leu

Glu

245

Leu

Pro

Pro

Glu

Asan

325

Ile

ES 2 538 694 T3

Ala

Thr

Val

Axg

150

Val

Phe

Gly

val

His

230

Leu

Ala

Trp

Leau

Asp

310

Thr

Thr

Glu

Phe

Ile

Gln

135

Fhe

Glu

Met

Glu

Arg

21%

Ala

Gly

Thx

Ala

295

val

Ala

Lys

Glu

Gln
Lys
120
Ala
Gly
Glu
Gln
Ala
200
Cys
Gln
Pro
Ile
Gly
280
Leu
Tyr
Trp

Trp

Leu

Phe
105

Thr

Val

Gln

val
18S%

Trp

Ile

Asn

Glu

Ser

265

Ile

Val

Mot

Lys

Lys

345

Pro

122

Leau

Thy

Ala

'Il_e

Leu

170

val

Ser

Glu

.llla.

Tyr
250

Pro

Thr

Pro

Ile

230

His

Met

GLn
Leu
Ser
155
Asn
Glu
Ser
Met
Gly
235
Ala
Met
Gly
Thr
Glu
315

Asn

Cys

Lys

Glu

Ala

Ala

140

Asp

Lys

Ala

Trp

Leu

220

Val

Glu

Phe

Gly

His

300

Val

Lys

Pro

Pro

Ile

Cys

125

Ile

Leu

Aryg

Asp

His

205

Ile

Val

Ala

Gln

Gly

285

Ser

Tyr

Lys

val

Glu

Lys

110

Leu

Gly

Glu

Val

Met

150

Lys

Glu

Gly

Ile

Pro

270

T™yr

Lya

Lys

val

Glu

350

Asp

Pro

Thr

Arg

Ala

Gly

175

Leu

Glu

Ser

Gln

Ala
255

Cys

Tzp

Lys=s

Ala

Leau

338

Asp

Ila

Glu

Ser

Ala

Lys

160

His

Ser

Asp

Thr

Asp

240

Thr

val

Ala

Ala

Ile

3240

Ala

Ile

Asp



Tyr

385

Pre

Asn

Gly

Ala

465

Fhe

Leu

Ala

Asn

His

54s

Leu

Lys

3lu

Val

Asn

370

Arg

Len

Tyx

Pro

Lys

450

Asn

Ile

Glu

Phe

Cys

530

Phe

Leu

Val

val

Lys
610

35S

Pro

Ly=

Glu

Asn

Gln

435

Pro

Cye

Glu

Aan

Cys

515

Ser

Sar

Pro

Asn

val

595

Leu

Glu

Aszp

Gln

Met

420

Gly

1le

Als

Glu

Thr

500

Phe

Leu

Ala

Ser

Glu

580

Thr

Gly

Ala

Lys

Ala

405

Asp

Asn

Gly

Gly

Asn

4905

Trp

Glu

Pro

Mat

Glu

565

Ile

Val

Thr

ES 2 538 694 T3

Leu

Ala

350

Asn

Trp

Asp

Lye

val

470

His

Tep

Tyr

Leu

Leu

550

Thr

Leu

Thr

Lys

Thr
375

Axg .

Lys

Glu

455

Asp

Glu

Ala

Ala

Ala

535

Arg

Val

Gln

Asp

Ala
615

360

Ala

Lys

Fhe

Gly

Thx

440

Gly

Lys

Asn

Glu

Gly

520

Phe

App

Gln

Ala

Glu

600

Leu

Trp

Ser

Ala

Lys

Arg

Asn

. 4190

425

Lys

Tyr

val

Ile

Gln

505

val

Asp

Glu

Asp

Asp
585

Asn

Ala

123

Val

Gly

Tyrx

Pro

Mot

490

Asp

Gln

Gly

Val

Ile

570

Ala

Thr

Gly

395

His

Tyr

Leu

Trp

Phe

475

Ala

Ser

His

Ser

Gly

555

Tyr

Ile

Gly

Gln

Ala

380

Ile

Lys

Ala

Leu

Leu

460

Pro

Cys

Pro

His

Cys

5440

Gly

Gly

Asn

Glu

620

368

Ala

Sar

Ala

Val

Thr

445

Lys

Glu

Ala

Phe

Gly

525

Ser

Ile

Gly

Ile

605

Leu

Ala

Leu

Ile

Ser

430

Lau

Ile

Arg

Lys

Cys

510

Leu

Gly

Ala

Val

Thr

590

Ser

Ala

Ala

Glu

Trp

415

Met

Ala

His

Ile

Ser

495

Phe

Sear

Ile

Val

Ala

575

Asp

Glu

Tyr

val

Phe

400

Phe

Phe

Lys

Gly

Lys

480

Pro

Tyr

Gln

Asn

560

Lys

Asn

Lys

Gly



val

625

Ser

Pro

Ala

val

Leu

705

Lys

Gln

Gly

Ile

Ser

785

Lys

Tle

Val

Phe

Pro
865

Thr

Lys

Ala

Ala

val

690

Leu

Arg

Glu

Gln

Asp

770

Gln

Tyx

Pxo

Asp

Ala

850

Ala

Glu

Ile

Gly

€75

Ala

Ala

Ser

Tyr

Phe

755

Ala

Asp

Gly

Ala

Thr

835

Asp

Lys

Ser

Phe

Asp

660

Tyr

Ala

Ala

Ala

Lys

740

Arg

His

Gly

Ile

Asp

820

Tyr

Gln

Gly

Val

Gly

645

Sar

Mat

val

Glu

val

725

Lys

Leu

Lys

Ser

Glu

805

Ala

Glu

Leu

Asn

ES 2 538 694 T3

Thr
630

Phe

Gly

Ala

Glu

Val

710

His

Pro

Gln

Gln

Hig

790

Ser

Ala

Ser

His

Leu
870

Lys
Fl' q
Lys
Lys
Ala
695
Lys
Trp
Ile
Pro
Glu
775
Leu
Phe
Asn
Cys
Glu

855

Asn

Arg

Gin

Gly

Leu

680

Asp

val

Gln

Thr

760

Ser

Arg

Ala

Leu

Asp

840

Ser

Lau

124

Ser
Gln
Lau
665
Ile
Asn
Lys
Thr
Thrx
745
Ile
Gly
Lys
Leu
Phe
825
val

Gln

Arg

val

Leu

650

Met

Trp

Tzp

Lys

Pro

730

Arg

Asn

Ile

Thr

Ile

810

Lys

Leu

Asp

Met

635

Leu

Phe

Glu

Thr

715

Asp

Leu

Thr

Ala

Val

785

His

Ala

Ala

Asp

Ile
87s

Thr

Glu

Thr

Ser

Lys

700

Gly

Gly

Asn

Asn

Pro

780

Val

Asp

Val

Asp

Lys
860

Leu

Asp

Gln

Vval

685

Ser

Glu

FPhe

Leu

Lys

765

Asn

Trp

Ser

Arg

Phe

845

Met

Glu

Ala

Thr

Pro

670

Ser

Ala

Ile

Pro

Mot

750

Asp

Phe

Ala

Phe

Glua

830

Tyr

Pro

Ser

Tyr

Ile

655

Asn

vVal

Ala

Leu

val

735

Phe

Ser

Val

His

Gly

815

Thr

Ala

Asp

Gly

640

Gln

Gln

Thr

Lys

Arg

720

Trp

Leu

Glu

His

Glu

800

Thr

Met

Gln

Leu

Phe
880
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Ala Phe Ala

<210> 37

<211> 2655

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polinucleoétido codificante sintético

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(2655)

<223> Secuencia de ADN que codifica la variante Thr654Leu de la T7 ARN polimerasa dependiente de ADN,
incluyendo el codon de iniciacion que codifica la metionina N-terminal; correspondiente a N° 19 en la Tabla 3
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<400> 37
atgaacacga ttaacatege taagaacgac ttetetgaca tcgaactgge tgetatcccg 60
ttcaacactec tggctgacca ttacggtgag cgtttagete gegaacagtt ggeccttgag 120
catgagtctt acgagatggg tgaagcacge ttcocgcaaga tgtttgageg tcaacttaaa 180
getggtgagg ttgeggatam cgotgecgee aagectetea teactaccet actecctaag 240
atgattgecac gcatcaacgga ctggtttgag gaagtgaaag ctaagegegg caagegeecy 300
acageccttcee agttcctgea agaaatcaag ccggaagceg tagegtacat caccattaag 360
accactctgg cttgectaac cagtgetgac aatacaacceg tteaggetagt ageaagogea 420
ateggtcoggg ccattgagga cgaggetege ttcggtegta teegtgacet tgaagoctaag 480
cacttcaaga aaaacgttga ggaacaactc aacaagegeg tagggcacgt ctacaagaaa 5440
gcatttaﬁgc aagttgtega ggetgacatg ctcectctaagg gtetactegg tggcgaggeg 600
tggtettegt ggecataagga agactctatt catgtaggag tacgetgecat cgagatgete 660
attgagtcaa ccggaatggt tagettacac cgecaaaatg ctggegtagt aggtcaagac 720
tctgagacta togaactcge acetgaatac gctgaggeta togcaacceceg tgeaggtgeg 780
ctggectggea tctetecgat gtteccaacct tgogtagtte ctectaagee gtggactgge 840
attactggtg gtggetattg ggctaacggt ¢gtegtectc tggegetggt gegtactcac 200
agtaagaanag cactgatgcg ctacgaagac gtttacatge ctgaggtgta caaagegatt 960
aacattgege aasacaccege atggaaaate aacaagaaag tcectagoggt cgecaacgta 1020
atcaccaagt ggaagcattg tecggtegag gacateceoctg cgattgageg tgaagaacte 1080
cocgatgaaac cggaagacat <egacatgaat cctgaggctce tcaccgegtg gaaacgtget 1140
geocgetgetg tgtaccgecaa ggacaagget cgcaagtete gecgtatcag ccttgagtte 1200
atgecttgage aagcoccaataa gtttgetaac cataaggcéa tetggtteee ttacaacatg 1260
gactggegcg gtogigttta cgetgtgtea atgttcaace cgcaaggtaa cgatatgacce 1320
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aaaggactge ttacgetgge gaaaggtaaa ccaatcggta aggaaggtta ctactggetg 1380
aaaatccacy gtgcaaactyg tgegggtgte gataaggtte cgttoecctga gcgcatcaag 1440
ttcattgagg aaaaccacga gaacatcatg gettgegeta agtctccact ggagaacact 1500
tggtgggctyg agcaagatte tecgttctge ttecttgegt tetgetttga gtacgetggg 1560
gtacagcacc acggectgag ctataactge tecettecge tggegtttga cgggtettge 1620
tetggeatee agcacttctc cgegatgcte cgagatgagg taggtggteg cgaggttaac 1680
ttgcttocta gtgasaccgt tcaggacatc tacgggattg ttgctaagaa agtcaacgag 1740
attctacaag cagacgcaat caatgggacce gataacgaag tagttacegt gacegatgag 1800
aacactggtg aaatctetga gaaagteaag ctgggcacta aggcactgge tggtecaatgg 1860
ctggcttacg gtgttacteg cagtgtgact aagegttcag tcatgacget ggettacggg 1920
tccaaagagt teggcttecg tcaacaagtg ctggaagate tgattcagec agetattgat 1980
teeqgeoaagqyg gtetgatgtt cactcagecg aatcaggetg ctggatacat ggotaagetg 2040
atttgggaat ctgtgagegt gacggtggta getgeggttg aagcaatgaa ctggettaag 2100
tctgotgeta agoctgoctgge tgcoctgaggtc aaagataaga agactggaga gattottege 2160
aagegttgeg ctgtgcattg ggtaactect gatggtttce ctgtgtggeca ggaatacaag 2220
aagcctatte agacgogett gaacctgatg ttecteggtce agttecgett acagectacce 2280
attaacacea acaaagatag cgagattgat gcacacaaac aggagtetgg tategeteet 2340
aactttgtac acagcoccaaga cggtagcecac cttcegtaags ctgtagbtgbg ggeacacgag 2400
aagtacggaa tegaatecttt tgcactgatt cacgactect teggtaccat tocggetgac 2460
gctgégaace tgttecaaage agtgegegaa actatggttyg acacatatga gtettgtgat 2520
gtactggetg atttcoctacga ccagtteget gaccagttge acgagtcectca attggacaaa 2580
atgecageac tteeggcoctaa aggtaacttg aaccteccegtg acatcttaga gtcggactte 2640
gcgttcgegt aataa 2655

<210> 38

<211> 883

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Variante polipeptidica sintética

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (1)..(883)

<223> Variante Thr654Leu de la T7 ARN polimerasa dependiente de ADN, secuencia de aminoacidos incluyendo
la metionina N-terminal; correspondiente a N° 19 en la Tabla 3

<400> 38

126



Ala

Ala

Ala

Ala

65

Gly

Ala

Ala

Ile

145

His

Val

Lys

Ser

Gly

225

Sex

Asn

Ala

Axrg

Arg

50

Asp

lle

Lys

Val

Asp

130

Glu

Phe

Tyx

Gly

Ile

210

Mat

Glu

Thr

Ila

Glu

a5

Phe

Asn

Ala

Arg

Ala

115

Asn

Asp

Lysa

Lys

Leu

195

His

Val

Thr

Ile

Pro

20

Gln

Ala

Pro

100

Tyr

Thr

Glu

Lys

Lys

180

Leu

Val

Ser

Ile

Phe

Leu

Lys

Ala

Ile

Thr

Ile

Thr

Ala

Aan

165

Ala

Gly

Gly

Leu

Glu
245
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Ile

Asn

Ala

Ala

70

Asn

Ala

Thr

val

Arg

150

val

Phe

Gly

Val

His

230

Leu

Ala

Thr

Phe
55

Lys
Asp
Phe
Ile
Gln
135
Phe
Glu
Met
Glu
Arg
215

Arg

Ala

Lys

Glu

40

Glu

Pro

Trp

Gln

Lys

120

Ala

Gly

Glu

Gln

Ma

200

Cys

Gln

Pro

Asn

Ala

25

His

Arg

Leu

Fhe

Phe

105

Thr

Val

Arg

Gln

Val
185

Trp

Ile

Asn

Glu

127

Asp
10

Asp
Glu
Gln
Ile
Glu
90

Leu
Thr
Ala
Ile
Leu
170
Val
Ser
Glu

Ala

Tyx
250

Phe

His

Ser

Leu

Thr

75

Glu

Gln

Leu

Serx

155

Asn

Glu

Ser

Met

Gly

235

Ala

Ser

Tyr

Tyr

Lys

60

Thr

val

Glu

Ala

Ala

140

Lys

Ala

Trp

Leu

220

Val

Glu

Asp

Gly

Glu

45

Ala

Leu

Lys

Ile

Cy=s
125

Ile

Arg

Asp

His

205

Ile

val

Ala

Ile
Glu
30

Mot
Gly
Leu
Ala
Lys
110
Leu
Gly
Glu
val
Met
1%0
Lys
Glu
Gly

Ile

Glu

15

Arg

Gly

Glu

Pro

Lys

85

Pro

Thr

Arg

Ala

Gly

175

Lau

Glu

Ser

Gln

Ala
255

Leu

Leu

Glu

Val

Lys

80

Glu

Ser

Ala

Lys

160

His

Ser

Asp

Thr

Asp

240

Thr



Val

Asn

Leu

305

Vval

Pro

Tyr

385

Pro

Asn

Gly

Ala

465

Phe

Ala

Ala

_Pro

Gly

290

Het

Ile

Ala

Ala

Asn

370

Axrg

Lau

Tyr

Pro

Lys

450

Asn

Ile

Glu

Phe

Gly

Pre
275

Arg

Arg

Ala

Asn

Ile

355

Pro

Lys

Glu

Asn

Gln

435

Pro

Cys

Glu

AsSn

Cys

Ala
260

Lys
.Mg
Tyr
Gln
Val
340
Glu
Glu
Asp
Gln
Met
420
Gly
1le
Ala
Glu
Thr

500

Phe

Leu

Preo

Pro

Glu.

Asan
325

Ile

Ala

Lys

Ala

4085

Asp

Asn

Gly

Gly

Asn
4885

Trp

Glu
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Ala

Trp

Leu

Asp

310

Thx

Thr

Glu

Leu

Ala

390

Asn

Trp

ASp

Lys

Val

470

Hisg

Trp

Tyr

Gly

Thr

Alas

295

val

Ala

Lys

Glu

Thr

375

Arg

Lys

Met

Glua

455

Asp

Glu

Ala

Ala

Ile

Gly

280

Leu

Tyr

Trp

Trp

Leu

260

Ala

Lys

Phe

Gly

Thr

440

Gly

Lys

Asn

Glu

Gly

Ser

265

Ile

Val

Met

Lys

Ly=

345

Pro

Trp

Ser

Ala

Axrg

425

Lys

Tyr

val

Ile

Gln

505

val

128

Pro

Thr

Axg

Pro

Ile

330

His

Lys

Arg

Aan

410

Val

Gly

Tyr

Pro

Mat

490

Asp

Gln

Gly

Thr

Glu

315

Asn

Cys

Lys

Arg

Axrg

395

Tyr

Leu

Irp

Phe

475

Ala

Ser

His

Phe

Gly

'y

His

300

val

Lys

Pro

Pro

Ala

380

Ile

Lys

Ala

Leu

460

Pro

Cys

Pro

His

Gln

Gly

285

Ser

Tyr

Lys

val

Glu

365

Ala

Ser

Ala

val

Thr

445

Lys

Glu

Ala

Phe

Gly

Pro

.270

TYT™

Lys

Lys

val

Glu

350

AsSp

Ala

Lou

Ile

Ser

430

Leu

Ile

Arg

Lys

Cys

510

Leu

Cys
Txp
Lys
Ala
Leu
335
Asp
Ile
Ala

Glu

Trp
415

Mat

Ala

Ile
Ser
495

Phe

Ser

Val

Ala

Ala

Ile

320

Ala

Ile

Asp

Val

Phe

400

Phe

Phe

Lys

Gly

Lys

480

Pro

Leu

Tyr



Asn

.

His

545

Leu

Lys

Glu

val

Val

625

Ser

Pro

Ala

Val

Lau

705

Lys

Gln

Gly

Ile

Cya

530

Phe

Leu

Val

Val

Lys

610

Thr

Lys

Ala

Ala

Val

690

Leu

Arg

Glu

Gln

770

515

Ser

Pro
Asn
val
595
Leu
Axrg
Glu
Ile
Gly
675
Ala
Ala
Cys
Tyr
Phe

755

Ala

Leu
Ala
Ser
Glu
580
Thr
Gly
Ser
Phe
Asp
660
Tyr
Ala
Ala
Ala
Lya

740

Arg

Pro

Met

Glu

565

Ile

val

Thr

val

Gly

645

Ser

Met

vVal

Glu

val

725

Lys

Lau

Lys
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Leu

Leu

550

Thr

Leu

Thr

Lys=s

Thr

630

Phe

Gly

Ala

Glu

Val

710

Pro

Gln

Gln

Ala

535

Arg

val

Gln

Aap

Ala

€15

Lys

Lys

Lys

Ala

695

Lys

Trp

Ile

Pro

Glu
775

520

Phe

Asp

Gln

Ala

Glu

€00

Leu

Arg

GIn

Gly

Leu

680

Met

Asp

val

Gln

Thr

760

Ser

Asp

Glu

Asp

Asp

58S

Asn

Ala

Ser

Gln

Leu

665

Ile

Asn

Lys

Thr

Thr

745

Ile

129

Gly

Vval

Ile

570

Ala

Thr

Gly

val

val

650

Trp

Trp

Ly=z

730

Arg

Asn

Ile

Ser

Gly

$55

Tyr

Ile

Gly

Gln

Mat

€3S

Leu

Phe

Glu

Leu

Thr

715

Asp

Leu

Thr

Ala

Cysa

540

Gly

Gly

Asn

Glu

Trp

€20

Thr

Glu

Thr

Sar

Lys

700

Gly

Gly

Asn

Azn

Pro
780

525

Serx

Arg

Ile

Gly

1le

605

Leu

Leu

Asp

Gln

Val

€85

Serx

Glu

Phe

Leu

Lys

765

Asn

Gly

Ala

val

Thx

590

Ser

Ala

Ala

Leu

Pro

670

Ser

Ala

Ila

Pro

Met

750

Asp

Phe

Ile

val

Ala

575

Asp

Glu

Tyr

Tyr

Ile

655

Asn

val

Ala

Leu

val

735

Phe

Ser

Val

Gln
Aan
560
Lys
Asn
Lys
Gly
Gly
640
Gln
Gln
Thx
Lys
Arg
720
Tzp
Leu
Giu

His
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Ser Gln Asp Gly Ser His Leu Arg Lys Thr Val Val Trp Ala His Glu
785 790 795 800

Lys Tyr Gly Ile Glu Ser Phe Ala Leu Ile His Asp Ser Phe Gly Thr
. 805 810 : 815

Ile Pro Ala Asp ARla Ala Asn Lau Phe Lys Ala Val Axrg Glu Thr Met
820 825 830

Val Asp Thr Tyr Glu Ser Cys Asp Val Leu Ala Asp Phe Tyr Asp Gln
835 840 845

Phe Ala Asp Gln Leu His Glu Ser Gln Leu Asp Lys Met Pro Ala Leu
850 855 860 :

Pro Ala Lys Gly Asn Leu Asn L.eu Arg Asp Ile Leu Glu Ser Asp Phe
865 870 875 880

Ala Phe Ala

<210> 39

<211> 2655

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polinucledétido codificante sintético

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(2655)

<223> Secuencia de ADN que codifica la variante Cys723Ser, Thr654Leu de la T7 ARN polimerasa dependiente
de ADN, incluyendo el coddn de iniciacién que codifica la metionina N-terminal; correspondiente a N° 20 en la
Tabla 3

20

130

<400> 39
atgaacacga ttaacatcge taagaacgac ttctetgaca tegaactgge tgetateeeg 60
ttcaacactc tggctgacca ttacggtgag cgtttagetc gegaacagtt ggococttgag 120
catgagtctt acgagatggg tgaagcacge tteegeaaga tgtttgageg teaacttaaa 180
getggtgagg ttgeggataa cgetgeoegee aageoetetcea teactaceet actceectaag 240
atgattgcac gcatcaacga ctggtttgag gaagtgaaag ctaagegegyg caagegaccyg 300
acagcettee agttcetgoa agasatcaag ccggaagecg tagegtacat caccattaag 360
accactetgq cttgcctaac cagtgetgac aatacaaceg tteaggetgt ageaagegea 4290
atcggtcggg ceattgagga cgaggctege tteggtegta toccgtgaect tgaagetaag 4840
cacttcaaga aaaacqgttga ggaacaactc aacaagegeg tagggcacgt ctacaagaaa 540



geatttatge
tggtcttegt
attgagtcaa
tetgagacta
ctggetggea
aﬁtactggtg
agtaagaaag
aacattgecge
atcaccaagt
cegatgaaac
gecgetgetyg
atgcttgage
gactggegeg
aaaggactge
aaaatccacg
ttcattgagg
tagtgggetg
gtacagcace
tectggeatee
ttgettecta
attectacaag
aacactggtg
ctggettacy
tocaaagagt
tceggcaagg
atttgggaat
tetgetgeta
aagcgtageg
aagcctattc
attaacacca
aactttgtac
aagtacggaa

gotgegaace

aagttgtcega
ggcataagga
ccggaatggt
tcgaactege
tctetoagat
gtggetattyg
cactgatgeyg
aaaacaccge
ggaagcattg
cggaagacat
tgtaccgcaa
aagocaataa
gtegtgttta
ttacgetgge
gtgcaaactyg
a;aaccacga
agcaagatte
acggcetgag
agcacttcte
gtgaaacegt
cagacgcaat
aaatetetga
gtgttacteg
teggettecg
gtctgatgtt
ctgtgagegt
agetgetgge
ctgtgcattg
agacgcgct£
acaaagatag
acagccaaga
tcgaatottt

tgtteaaage

ES 2 538 694 T3

ggctgacaty
agactctatt
tagettacac
acctgaatac
gttecaacct
qutaacggt
etacgaagac
atggamaatc
tceggtcgag
cgacatgaat
ggacaaggct
gtttgetaac
cgetgtgtea
gaaaggtaaa
tgcgggtgtce
gaacatcatg
tecgtteotge
ctataactge
cgcgatgete
teaggacate
caatgggace
gaaagtcaag
cagtgtgact

tcaacaagtg
cactéagccg
gacggtggta
tgetgaggte
ggtaactcct
gaacctgatg
cgagattgat
cggtagoeae
tgecactgatt

agtgegegaa

ctetctaagy
catgtaggag
cgocaaaatyg
getgaggeta
tgcgtagtte
cgtegtecte
gtttacatge
aacaagaaag
gacatecctg
cetgaggetce
cgcaagtcte
cataaggcca
atgttecaace
coaatoggta
gataaggttc
gettgegeta
ttecttgegt
tecetteage
cgagatgagyg
taecgggattyg
gataacgaag
cggggcacta
aagecgtteag
ctggaagatc
aatcaggctg
gctgeggttg
aaagataaga
gatggtttce
ttecteggtco
geacacaaac
cttcgtaaga
cacgactcet

actatggttg

131

gtctactcgg
tacgetgeat
ctggegtagt
togcaacceeg
ctcétaagcc
tggcgotggt
ctgaggtgta
tectageggt
cgattgagey
tcaccgegtg
gcegtatcag
tctggttcocec
cgeaaggtaa
aggaaggtta
cgttcectga
agtctccact
tetgetttga
tggogtttga
taggtggtcg
ttgetaagaa
tagttacegt
aggcactgge
tecatgacget
tgattecagee
ctggatacat
aagcaatgaa
agactggaga
ctgtgtggca
agttccgcett
aggagtctgg
ctgtagtgtyg
teggtaccat

acacatatga

tggcgaggcy
cgagatgcete
aggtcaagac
tgcaggtgeg
gtggactgge

gogtactcac

caaagcgatt

cgecaacgta
tgaagaactc
gaaacgtget
ccttgagtic
ttacaacatg
egatatgace
ctactggetqg
gocgoatcaag
gg;gaacact
gtacgetggg
ogggtettge
cgeggttaac
agtcaacgag
gaccgatgag
tggtcaatgg
ggettacggg
agetattgat
ggctaagc£g
ctggcttaag
gattettege
ggaatacaag
acagcctacc
tategeteoct
ggcacacgagq
teccggetgac

gtettgtgat

600

660

720

780

840

800

560
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460

2820
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gtactggctg atttctacga ccagtteget gaccagttge acgagtetea attggacaaa 2580
atgccagcac ttecggetaa aggtaacttg aaccteegtg acatettaga gteggactte 2640
gegttogegt aataa ' 2655

<210> 40

<211> 883

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Variante polipeptidica sintética

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222>(1)..(883)

<223> Variante Cys723Ser, Thr654Leu de la T7 ARN polimerasa dependiente de ADN, secuencia de
aminoacidos incluyendo la metionina N-terminal; correspondiente a N° 20 en la Tabla 3

<400> 40

Met Asn Thr Ile Asn Ile Ala Lys Asn Asp Phe Ser Asp Ile Glu Leu
1 S 10 15

Ala Ala Ile Pro Phe Asn Thr Leu Ala Asp His Tyr Gly Glu Arg Leu
20 25 30

Ala Arg Glu Gln Leu Ala Leu Glu Hig Glu Ser Tyr Glu Met Gly Glu
35 40 45

Ala Arg Phe Arg Lys Met Phe Glu Arg Gln Leu Lys Ala Gly Glu Val

Ala Asp Asn Ala Ala Ala Lys Pre Leu Ile Thr Thr Leu Leu Pro Lys
€5 70 75 80

Met Ile Ala Arg Ile Asn Asp' Trp Phe Glu Glu Val Lys Ala Lys Arg
13 90 95

Gly Lys Arg Pro Thr Ala Phe Gln Phe Leu Gln Glu Ile Lys Pro Glu
1049 ' 105 110

Ala Val Ala Tyr Ile Thr Ile Lys Thr Thr Leu Ala Cys Leu Thr Ser
115 120 125

Ala Asp Asn Thr Thr Val Gln Ala Val Ala Ser Ala Ile Gly Arg Ala
130 135 140 '

Ile Glu Asp Glu Ala Arg Phe Gly Arg Ile Arg Asp Leu Glu Ala Lys
145 150 155 160

132



His

Val

Lys

Ser -

Gly
225

Val

Asn

Leu

305

Asn

val

Pro

Met

Tyr

Phe

Tyr

Gly

Ile

210

Met:

Glu

Ala

Pro

Gly

290

Met

Ila

Ala

Ala

Asn

370

Arg

385

Lys

Lys

Leau

195

His

Val

Thx

Gly

Pro

275

Arg

Axg

Ala

Asn

Ile

as55

Pro

Lys

Glu

Lys

Lys

180

Val

Ser

Ile

Ala

260

Lys

Tyr

Gln

val

Asn

165

Ala

Gly

Gly

Leu

Glu

245

Pro

Pro

Glu

Aan

325

Ile

340

Glu

Glu

Asgp

Gln

Arg

Ala

Lys

Ala
405
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Val

Phe

Gly

Val

His

230

Leu

Ala

Trp

Leu

310

Thr

Thr

Glu

Leu

Ala
390

Asn

Glu

Glu

Arg

215

Arg

Ala

Gly

Thr

Ala

295

Val

Ala

Lys

Glu

Thr

375

Axrg

Lys

Glu

Gln

Ala

200

Cys

Gln

Pro

Ile

Gly

280

Leu

Tyr

Trp

Trp

Leu

360

Ala

Lys

Phe

Gln

Val

185

Trp

Ile

Asn

Glu

Ser

265

Ile

Val

Met.

Lys=

Lys

345

Pro

Trp

Ser

Ala

133

-Leu

170

val

Ser

Glu

Ala

Tyr

250

Pro

Thr

Arg

Pro

Ile

330

His

Lys

Arg

Asn
410

Glu

Sar

Met

Gly

235

Ala

Mat

Gly

Thy

Glu

315

Asn

Cys

Lys

Arqg

Arg

395

His

Lys

Ala

Trp

Ieu

220

Val

Glu

Phe

Gly

His

300

Val

Lys

Pro

Pro

Ala

380

Ile

Lys

Asp
His
205
Ile
Val
Ala
Gln
Gly
285

Ser

Tyr

Lys

val

Glu

365

Ala

Ser

Ala

Val
Met
150
Lys
Glu
Gly
Ile
Pro
270
Tyr
Lya
Lys
val
Glu
350
Asp
Ala

Leu

Ile

Gly

175

Leu

Glu

Ser

Gln

Ala

255

Cys

Trp

Lys

Ala

Leu

335

Asp

Ile

Ala

Glu

Trp
415

His

Sear

Asp

Thr

Asp

240

Thr

Val

Ala

Ala

Ile

320

Ala

Ile

Asp

val

Phe

400

Phe



Pro

Asn

Gly

Ala

465

Phe

Leu

Asan

His

545

Leu

Lys

Glu

val

Val

625

Ser

Proe

Ala

Tyr

Pre

Lys

450

Asn

Ile

Glu

Phe

Cys

530

Pha

Leu

Val

val

Lys

610

Thr

Lys

Ala

Ala

Asn
Gln

435

Pro
Cys
Glu
Asn
Cys
515
Ser
Ser
Pro
Asn
val

585

Leu

Glu

Ile

Gly

Met
420

Gly

Ile

Ala

Glu

Thr

S00

Phe

Leu

Ala

Ser

Glu

580

Thr

Gly

Ser

Phe

Asp

660

Tyr

Asp

Asn

Gly

Gly

Asn

485

Trp

Glu

Pro

Met

Glu

565

Ile

Val

Thr

val

Gly

645

Ser
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Trp

Asp

Lys

vYal

470

His

Trp

Tyr

Lau

Leu

550

Thr

Leu

Thr

Lys

Thr

630

Phe

Gly

Ala

Mat

Glu

458

Asp

Glu

Ala

Ala

Ala

535

Val

Gln

Asp

Ala

615

Ly=s

Arg

Lys

Lys

Gly
Thr
440
Gly
Lys
Asn
Glu
Gly

520

Phe

Gln
Ala
Glu
600
Leu
Arg
Gln

Gly

Leu

Arg

425

Lys

Tyx

val

Ile

Gln

505

Vval

Asp

Glu

Asp

Asp

L85

Asan

Ala

Ser

G1n

Lau

665

Ile

134

Val
Gi y
Tyr
Pro
Met
490
Asp
Gln
Gly
val
Ile
570
Ala
Thr
Gly
Vai
Val

650

Hat

Trp

Tyrx

Leu

Trp

Phe

475

Ala

Ser

His

Ser

Gly

555

Tyx

Ile

Gly

Gln

Met

635

Phe

Glu

Ala

Leu

Lew

460

Pro

Cys

Pro

His

Cys

540

Gly

Gly

Asn

Glu

Trp

620

Thr

Glu

Thr

Ser

Val

Thr

445

Lys

Glu

Ala

Phe

Gly

525

Ser

Axg

Ile

Gly

Ile

605

Leu

Asp

Gln

Val

Sar
430

Leu

Ile

Lys

Cys

510

Leu

Gly

Ala

Val

Thr

590

Ser

Ala

Ala

Leu

Pro

670

Ser

Met

Ala

His

Ilm

Ser

495

Phe

Ser

Ila

Val

Ala

575

Asp

Glu

Tyr

Tyr

Ile

655

Asn

val

Phe

Lys

Gly

Lysa

480

Pro

Leu

Tyr

Gln

Asn

560

Lys

Asn

Lys

Gly

Gly

640

Gln

Gln

Thr



10

Val val
690

Leu Leu
705

Lys Arg

Gln Glu

Gly Gln

Ile Asp
770

Ser Gln
785

Lys Tyr

Ile Pro

Val Asp

Phe Ala
850

Pro Ala
865

Ala Phe

<210> 41
<211> 2655
<212> ADN

675

Ala

Ser

Tyr

Phe

755

Ala

Asp

Gly

Ala

Thr

835

Lys

Ala

Ala

Ala

Lys

740

Arg

His

Gly

Ile

Asp

820

Tyr

Gln

Gly

<213> Secuencia artificial

<220>

Val

Glu

Val

725

Lys

Leu

Lys

Ser

Glu

805

Ala

Glu

Leu

Asn
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Glu

Val

710

His

Pro

Gln

Gln

His

7190

Ser

Ala

Ser

His

Leu
870

<223> Polinucledétido codificante sintético

<220>

<221> misc_feature

Ala
695

Lys

-Trp

Ile

Pro

Glu

775

Leu

Phe

Asn

Cys

Glu

855

Asn

680

Met

Asp

Val

Gln

Thr

760

Ser

Arg

Ala

Leu

Asp

g440

Ser

Leu

Asn

Lys

Thr

Thr

745

Ile

Gly

Lys

Leu

Phe

825

val

Gln

Arg

135

Trp

Lys

Pro

730

Arg

Asn

Ile

Thr

Ile

810

Lys

Leu

Asp

Leu

Thr

715

Asp

Leu

Thr

Ala

Vval

795

His

Ala

Ala

Asp

Ile
875

Lys

700

Gly

Gly

Asn

Asn

Pro

780

Val

Asp

val

Asp

Lys

860

Leu

685

Ser

Glu

Phe

Leu

Lys

765

Asn

Trp

Ser

Phe
845

Met

Glu

Ala

Ile

Pro

Met

750

Asp

Phe

Ala

Phe

Glu

830

Tyr

Pro

Ser

Ala

Leu

val

735

Phe

Ser

Vval

His

Gly

815

Thr

Ala

Asp

Lys

Arg

720

Trp

Leu

Glu

His

Glu

800

Thr

Mat

Gln

Leu

Phe
880
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<222> (1)..(2655)
<223> Secuencia de ADN que codifica la variante Ala702Val de la T7 ARN polimerasa dependiente de ADN,
incluyendo el codén de iniciacién que codifica la metionina N-terminal; correspondiente a N° 21 en la Tabla 3

136

<400> 41
atgaacacga ttaacatcge taagaacgac ttctctgaca tcgaactgge tgctatcccg . 60
ttecaacacte tggeotgacca ttacggtgag cgtttagete gegaacagtt ggccettgag 120
catgagtcott acgagatggg tgaageacge ttocgeaaga tgtttgageg tcaacttaaa 180
getggtgagyg ttgeggataa cgctgcégcc aagecteteca tecactacect actcectaag 240
atgattgcac gecatcaacga ctggtttgag gaagtgaaag ctaagegegg caagegeceq 300
acagecttec agtteetgea agaaatcaag ccggaagcocg tagegtacat caccattaag 360
accactotgg cttgoctaac cagtgetgac aatacaaccqg ttcaggetgt agcaagegea 420
atcggteggg ccattgagga cgaggetoge ttcggtegta tecgtgacet tgaagctaag 480
cacttcaaga aaaacgttga ggaacaactc aacaagegeg tagggcacgt ctacaagaaa 540
gecatttatge aagttgtcga ggctgacatg ctctcectaagg gtotactegg tagegaggeg 600
tggtcttegt ggeataagga agactetatt catgtaggag tacgctgcat c¢gagatgcte 660
attgagtcaa ccggaatggt tagcttacac cgoecaaaatd ctggegtagt aggtcaagac 720
tctgagacta tegaactcge acctgaatac gctgagécta tegeaacceg tgcaggtgeg 780
ctggetggea tetcectecgat gttecaacct tgegtagtte ctectaagec gtggactgge 840
attactggtg gtggetattg ggetaacggt cgtcgtecte tggegetggt gegtactceac 9040
agtaagaaag cactgatgcg ctacgaagac gtttacatge ctgaggtgta caaagcgatt 960
aacattgéqc aaaacacege atggaaaate aactaagaaag tcctagcgét cgcocaacgta 1020
ateaccaagt ggaagcattg tccggtogag gacatecetg cgattgageg tgaagaacte 1080
ccgatgaaac cggaagacat cgacatgaat cctgaggetce tcacegegty gaaacgtget 1140
geocgetgetyg tgtaccgcaa ggacaagget cgecaagtete gecgtatcag ccttgagtte 1200
atgcttgage aagccaataa gtttgcotaac cataaggeca tetggttcce ttacaacatg 1260
gactggcgeg gtogtgttta cgotgtgtca atgttcaacce cgcaaggtaa cgatatgace 1320
aaaggactge ttacgctggc gaaaggtaaa ccaatcggta aggaaggtta ctactggetg 1380
aaaatccacg gtgcaaactg tgcgggtgtc gataaggtte cgttecctga gogocatcaag 1440
ttcattgagg aasaccacga gqaacatcatg gettgegcta agtcetceccact ggagaacact 1500
tggtgggetyg ageaagatte tecgttotge tteettgegt tetgetttga gtacgetggg 1560
gtacagcace acggectgag ctataactge tocecctteoege tggegtitga cgggtct;gc 1620
tetggeatece agecacttote cgegatgete cgagatgagg taggtggteg cgeggttaac 1680
ttgcttocta gtgaaaccgt tcaggacatce tacgggattg ttgetaagaa agtcaacgag 1740
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attetacaag cagacgecaat caatgggace gataacgaag tagttaccgt gaccgatgag 1800
aacactggtg aaatctctga gaaagteaag ctgggeoacta aggeactgge tggtcaatgg 1860
etggettacg grtgttacteg cagtgtgact aagegttcag tcatgacget ggcttacggg 1920
tccaaagagt teggettecceg tcaacaagtg ctggaagats ccattcagece agctattgat 1980
tccggcaagg gtctgaﬁgtt cactcageeg aatcaggotyg ctggatacat ggctaagétg 2040
atttgggaat ctgtgigcgt gacggtggta gotgeggttyg aagcoaatgaa ctggcttéag 2100
tctgttgeta agetgetgge égctgaggtc aaagataaga agactggaga gattcttege 2160
aagegttgog ctgtgoattg ggtaactcet gatggttteoc ctgtgtggea ggaatacaag 2220
aagectatte agacgegett gaacetgatg ttoctoggtce agttecgett acageoctace 2280
attaacacca acaaagatag cgagattgat geacacaaac aggagtetgyg tatcegotecet 2340
aactttgtac acagecaaga cggtagecac ctteogtaaga ctgtagtgtg ggcacacgag 2400
aagtacggaa togasatcttt tgcactgatt cacgactccet tceggtaccat tccggcetgacg 2460
gcetgegaace tgttcaaage agtgeogcogaa actatggttg acacatatga gtottgtgat 2520
gtactggctg atttctacga cca&ttcgct gaccagttgec acgagtctca attggacaaa 2580
atgccagcac tteceggetaa aggtaacttg aacctcogtg acatcettaga gheggactte 2640
gegttoegegt aataa | 2655

<210> 42

<211> 883

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Variante polipeptidica sintética

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (1)..(883)

<223> Variante Ala702Val de la T7 ARN polimerasa dependiente de ADN, secuencia de aminoacidos incluyendo
la metionina N-terminal; correspondiente a N° 21 en la Tabla 3

<400> 42

Met Asn Thr Ile Asn Ile Ala Lys Asn AsSp Phe Ser Asp Ile Glu Leu
1 5 10 15

Ala Ala Ile Pro Phe Asn Thr Leu Ala Asp His Tyr Gly Glu Arg Leu
20 25 30

Ala Arg Glu Gln Leu Ala Leéu Glu His Glu Ser Tyr Glu Met Gly Glu
35 40 45

Ala Arg Phe Arg Lys Met Phe Glu Arg Gln Leu Lys Ala Gly Glu Val
50 55 60
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Ala

65

Gly

Ala

Ala

Ile

145

His

val

Lys

Ser

Gly

225

Ser

Val

Leu
305

Asp

Ile

Lys

Val

Asp

130

Glu

Phe

Ty

Gly

Ile

210

Met

Glu

Ala

Pro

Gly

290

Mot

Asn
Ala
Axrg
Ala
115
Asn
RAsp
Lys
Lys
Leu
195
His
Val
Thr
Gly
Pro
27%
Arg

Arg

Ala

Arg

Ala

Ile

- 85

Pro
100
Tyr
Thr
Glu
Lys
Lys
180
val
Ser
Ile
Ala

260

Lys

Tyr

Thr

Ile

Ala

Asn

165

Ala

Gly

Gly

Leu

Glu

245

Leu

Pro

Pro

Glu
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Ala

70

Asn

Ala

Thr

Val

Axrg

150

val

Phe

Gly

vVal

His

230

Leu

Ala

Trp

Leu

Asp
310

Lys

Asp

Phe

Ile

Gln

135

Phe

Glu

Met

Glu

Axg

215

Axg

Ala

Gly

Thr

Ala

295

Val

Pro

Trp

Gln

Lys

120

Ala

Gly

Glu

Gln

Ala

200

Cys

Gln

Pro

Ile

Gly

280

Leu

Tyr

Leu

Phe

FPhe

105

Thr

val

Arg

Gln

Val

185

Trp

Ile

Azxn

Glu

Ser

265

Ile

Val

Met

138

Ile

Glu

90

Leu

Thr

Ala

Ila

Leu

170

Vval

Ser

Glu

Ala

Tyr

250

Pro

Thr

Arg

Pro

Thr

75

Glu

Gln

Leu

Ser

Arg

155

Asn

Glu

Ser

Met

Gly

235

Ala

Gly

Thr

Glu
315

Val

Glu

Ala

Ala

140

Asp

Lys

Ala

Trp

Leu

220

Val

Glu

Phe

Gly

His

3040

val

Leu
Lys
Ile
Cys
125
Ile
Leau
Arg
hsp
His
205
Ile
Vval
Ala
Gln
Gly
285

Ser

Tyr

Leu

Ala

Lys

110

Lau

Gly

Glu

val

Met

190

Lys

Glu

Gly

Ile

Pro

270

Tyr

Lys

Lys

Pro

Lys
95

Pro

Thr

Arg

Ala

Gly

175

Glu

Ser

Gln

Ala

2585

Cys

Trp

Lys

Ala

Lys

80

Arg

Glu

Ser

Ala

Lys

160

His

Serxr

Asp

Thr

Asp

249

Thr

Val

Ala

Ala

Ile
320



Vval

Pro

Met

Tyr

385

Pro

Asn

Gly

Ala

465

Phe

Leu

Ala

Asn

His

545

Leu

Ile

Ala

Ala

Asn

370

Leu

Tyr

Pro

Lys

450

Asn

Ile

Glu

Phe

Cys

530

Phe

Ala

Asn

Ile

355

Pro

Lys

Glu

Asn

Gln

435

Pro

Cys

Glu

Asn

Cys

515

Ser

Ser

Pro

Gln

Val

3240

Glu

Glu

Asp

Gln

Met

420

Gly

Ile

Ala

Glu

Thr

500

Phe

Leu

Ala

Ser

Asn
325

Ile

Arg

nla'

Lys

Ala
408

Asp

Asn

Gly

Gly

Asn
485

Trp

Glu

Pro

Met

Glu
565
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Thr

Thr

Glu

Leu

Ala

380

Asn

Trp

Asp

Lys

Val

470

His

Trp

Tyr

Leu

Leu

550

Thr

Als

Ly=

Glu

Thrx

375

Lys

Arg

Glu

455

Asp

Glu

Ala

Ala
538

Arg

Val

Tcp

Trp

Leu

360

Ala

Lys

Phe

Gly

Thr

440

Gly

Ly=

Asn

Glu

Gly

520

Phe

Asp

Gln

Lys

Lys

345

Pro

Trp

Ser

Ala

Arg

425

Lys

Tyr

VvVal

Ile

Gln

s05

Val

Asp

Glu

Asp

139

Ile
330

Hisz

Lys

Asn

410

Val

Gly

Tyr

Pro

Met

490

Asp

Gln

Gly

Val

Ile
5710

Cys
Lys
Axrg
Arg
39%
His
Tyr
Leu
Trp
Phe
475
Ala
Ser
His
Ser
Gly

555

Tyxr

Lys

Pro

Pro

Ala

380

Ile

Lys

Ala

Leu

Len

460

Pro

Cya

Pro

His

Cys

540

Gly

Gly

Lys

Val

Glu

365

Ala

Ser

Ala

Val

Thr

445

Lys

Glu

Ala

Phe

Gly

525

Ser

Arg

Ile

Val

Glu

350

Ala

Leu

Ile

Ser

430

Leu

Ile

Arg

Lys

Cys

510

Leu

Gly

Ala

Val

Leu
335

Asp

Ile

Ala

Glu

Trp

415

Met

Ala

His

Ile

Ser

495

Phe

Sar

Ile

Val

Ala
575

Ile

Asp

Val

Phe

400

Phe

Phe

Lys

Gly

Lys

480

Pro

Leu

Tyr

Gln

Asn

560

Lys



Lys

Glu

Val

val

625

Sex

Pro

Val

Leu

705

Lys

Gln

Gly

Ile

Ser

785

Lys

Ile

Val

Val

val

Lys

810

Thr

Lys

Ala

val

690

Leu

Glu

Gln

Asp

770

Gln

Tyr

Pro

Asp

Asn
Val
595
Leu
Arg
Glu
Ile
Gly
675
Ala
Ala
Cya
Tyr
Phe
755
Ala
Asp

Gly

Ala

Glu
580

Thrx

Gly

Ser

FPhe

Asp

660

Tyr

Ala

Ala

Ala

Lys

740

Arg

Hig

Gly

Ile

Asp

820

Tyr

Ile
val
Thr
vVal
Gly
645
Ser
Met
Val
Glu
Val
725
Lys
Leu
Lys
Ser
Glu
805

Ala

Glu
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Leu

Thr

Lys

Thr

630

Pha

Gly

Ala

Glu

Val

710

Pro

Gln

Gln

His

790

Ser

Ala

Sex

Gln

Asp

Ala

615

Lys

Arg

Lys

Lys

Ala

695

Lys

Txp

Ile

Pro

Glu

775

Leu

Phe

Asn

Cys

Ala

Glu

600

Leu

Arg

Gln

Gly

Leu

680

Met

Asp

val

Gln

Thr

760

Ser

Ala

Leu

Asp

140

Asp

5B5

Asn

Ala

Ser

Gln

Leu

665

Ile

Asn

Lys

Thr

Thr

745

Ile

Gly

Lys

Leu

Phe

825

val

Ala

Thr

Gly

val

Val

650

Met

Trp

Trp

Lys

Pro

730

Arg

Asn

Ile

Thr

Ile

810

Lys

Ile

Gly

Gln

Met

635

Leu

Phe

Glu

Leu

Thx

715

Asp

Thr

Ala

Val

795

His

Ala

Ala

Asn

Glu

Trp

620

Thr

Glu

Thr

Ser

Lys

700

Gly

Gly

Asn

Asn

Pro

780

Val

Val

Asp

Gly

Ile

605

Leu

Gln

Val

685

Ser

Glu

Phe

Leu

Lys

765

Asn

Trp

Ser

Arg

Phe

Thr

590

Ser

Ala

Ala

Thr

Pro

670

Ser

Val

Ile

Pro

Mat

750

Asp

Pha

Ala

Phe

Glu

820

Tyr

Asp
Glu
Tyr
Tyr
Ile
655
Asn
Val
Ala
Leu
val
735
Phe

Sar

val

Gly
815

Thr

Asp

Asn

Lys

Gly

Gly

640

Gln

Gln

Thr

Lys

Arg

720

Tzp

Leu

Glu

His

Glu

800

Thr

Met

Gln
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835 840 845

Phe Ala Asp Gln Leu His Glu Ser Gln Leu Asp Lys Met Pro Ala Leu
850 855 860

Pr¢ Ala Lys Gly Asn Leu Asn Leu Arg Asp Ile Leu Glu Ser Asp Phe
865 870 875 880

Ala Phe Ala

<210> 43

<211> 2655

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polinucleodtido codificante sintético

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(2655)

<223> Secuencia de ADN que codifica la variante Cys723Ser, Ala702Val de la T7 ARN polimerasa dependiente
de ADN, incluyendo el coddn de iniciacién que codifica la metionina N-terminal; correspondiente a N° 22 en la
Tabla 3

20

141

<400> 43
atgaacacga ttaacatcge taagaacgac ttctetgaca tcgaactgge tgectatcceg 60
ttcaacactec tggctgacca ttacggtgag cgtttagetc gcocgaacagtt ggcoecttgag 120
catgagtctt acgagatggg tgaageacgce tteocgcaaga tgtttgagecg tcaacttaaa 180
gctggtgagg ttgeggataa cgetgecgee aagectotca tcactacect acteectaag 240
atgattgcac gcatcaacga ctggtttgag gaagtgaaag ctaagegcgg caagogoceqg 300
acagectteoe agttectgeca agaaatcaag ceggaagecyg tagegtacat caccattaag 360
accactctgyg cttgectaac cagtgetgae aatacaacceg ttcaggetgt ageasgegea 420
atcggtcocggg ccattgagga cgaggetege tteggtegta toccgtgacct tgaagcotaag 480
cacttcaaga aaaacgttga ggaacaactce aacaagegeg tagggcacgt ctacaagaaa 540
geatttatge aagttgtcga ggctgacatg ctotetaagg gtetactogg tggcgaggeg 600
tggtettegt ggcataagga agactctatt catgtaggag tacgetgecat cgagatgete 660
attgagtcaa coggaatggt tagecttacac cgccaaaaty ctggegtagt aggtceaagac 720
toctgagacta tegaactege acctgaatac goctgaggecta togecaaceeqg tgcaggtgeg 780
ctggetggea tctdtccgat gtteccaacct tgegtagttce ctectaagec gtggactgge 840
attactggtg gtggctattg ggetaacggt cgtcegtecte tggogetggt gegtactcac 9200
agtaagaaag cactgatgeg ctacgaagac gtttacatge ctgaggtgta caaagegatt 960
aacattgcge aaaacaccge atygaaaatc aacaagaaag tcctageggt cgccaacgta 1020
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atcaccaagt ggaagcattg teceggtcgag gacatecetg cgakttgageg tgaagaacte 1080
ccgatgaaac cggaagacat cgacatgaat cctgaggete tcaccagcgtg gaaacgtget 1140
gecgetgetyg tgtacegcaa ggacaaggcot cgeaagtete goegtatcag ccttgagttce 1200
atgettgage aageccaataa gtttgectaac cataaggeca tetggttece ttacaacatg 1260
gactggcueg gtegtgttta cgeotgtgtca atgttcaacc cgeaaggtaa cgatatgace 1320
aaaggactge ttacgetgge gaaaggtaaa ccaatcggta aggaaggtta ctactggetg 1380
aaaatccacé gtgcaaactg tgegggtgte gataaggtte cgttccctga'gcgcatcaag 1440
ttcattgagy aaaaccacga gaacatcatg gecttgegcecta agtotecact ggagaacact 1500
tggtgggecty ageaagatte teegttetge ttecttgegt tetgetttga gtacgetggg 1560
gtacagcace acggectgag ctataactge tcectteege tggegtttga egggtettge 1620
tetggeatce agcacttete cegegatgete cgagatgagg taggtggtcg cgcggttaac 1680
ttgcttecta gtgaaacegt tcaggacatc tacgggattg ttgeotaagaa agtcaacgag 1740
attctacaag cagacgcaat caatgggacc gataacgaag tagttacegt gaccgatgaqg 1800
aacactggtg aaatctcetga gaaagtceaag ctgggcacta aggcactgge tggtcaatgg 1860
ctggettacg gtgttacteg cagtgtgact aagegttcag tcatgaeget ggettacqggg 1920
tccaaagagt teggettceg tcaacaagtg ctggaagata ccattcagec agctattgat 1980
tecggeaagy gtetgatgtt cactcagecg aatcaggetg ctggatacat ggetaagetg 2040
atttgggaat ctgtgagegt gacggtggta gotgoggttg aagcaatgaa ctggcttaag 2100
tetgttgeta ageotgetgge tgoctgaggte aaagataaga agactggaga g;ttcttcgc 2160
aagegtageg ctgtgcattg ggtaactect gatggtttee ctgtgtggca ggaatacaag 2220
aagectatte agacgegett gaaccetgatyg ttccteggte agttecgett acagcocctacce 2280
attaacacca acaaagatag cgaéattgat gcacacaaac aggagtctgg tatcegetect 2340
aactttgtac acagecaaga oggtagecac cttegtaaga ctgtagtgtyg ggcacacgag 2400
aagtacggaa tcqaatcettt tgeactgatt cacgactect tegghtaccat tecggetgac 2460
getgegaace tgticaaage agtgegegaa actatggttg acacatatga gtettgtgat 2520
gtactggetg atttctacga ecagtteget gaccagttge acgagtctca atitggacaaa 2580
atgecagecac ttecggoctaa aggtaacttyg aaccteegtyg acatettaga gteggactte 2640
gegttcgogt aataa 2655

<210> 44

<211> 883

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Variante polipeptidica sintética

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (1)..(883)

142
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<223> Variante Cys723Ser, Ala702Val de la T7 ARN polimerasa dependiente de ADN, secuencia de
aminoécidos incluyendo la metionina N-terminal; correspondiente a N° 22 en la Tabla 3

<400> 44

Met Asn Thr Ile Asn Ile Ala Lys Asn Asp Phe Ser Asp Ile Glu Leu
1 _ 5 10 , 15

Ala Ala Ile Pro Phe Asn Thr Leu Ala Asp His Tyr Gly Glu Arg Leu
20 25 30

Ala Arg Glu Gln Leu Ala Leu Glu His Glu Ser Tyr Glu Met Gly Glu
35 40 45

Ala Arg Phe Arg Lys Met Phe Glu Arg Gln Leu Lys Ala Gly Glu Val

Ala Asp Asn Ala Ala Ala Lys Pro Leu Ile Thr Thr Leu Leu Pro Lys
65 70 75 80

Met Ile Ala Arg Ile Asn Asp Trp Phe Glu Glu Val Lys Ala Lys Arg
85 90 a5

Gly Lys Arg Fro Thr Ala Phe Gln Phe Leu Gln Glu Ile Lys Pro Glu
. ‘100 105 110

Ala Val Ala Tyr Ile Thr Jle Lys Thr Thr Leu Ala Cys Leu Thr Ser
115 120 125

Ala Asp Asn Thr Thr Val Gln Ala Val Ala Ser Ala Ile Gly Arg Ala
130 138 1490

Ile Glu Asp Glu Ala Arg Phe Gly Axrg Ile Axrg Asp Leu Glu Ala Lys
145 150 155 160

His Phe Lys Lys Asn Val Glu Glu Gln Leu Asn Lys Arg Val Gly His
165 170 175

Val Tyx Lys Lys Ala Phe Met Gln Val Val Glu Ala Asp Met Leu Ser
180 185 190

Lys Gly Leu Leu Gly Gly Glu Ala Trp Ser Ser Trp His Lys Glu Asp
195 200 205

Ser Ile His Val Gly Val Arg Cys Ile Glu Met Leu Ile Glu Ser Thr
210 215 220
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Gly
225

Ser

val

Asn

Leu

30s

Asn

Vval

Pro

Tyr

385

Pro

Asn

Gly

Ala
465

Met

Glu

Ala

Pro

Gly

290

Met

Ile

Ala

Ala

Agn

370

Arg

Leu

Tyr

Pro

Lys

450

Asn

Val

Thr

Gly

Pro

275

Axg

Arg

Ala

Asn

Ile
355

Pro

Lys

Glu

Asn

Gln

435

Pro

Cys

Ser

Ile

Ala

260

Lys

Arqg

Tyr

Gln

val

340

Glu

Glu

Asp

Gln

Mat

420

Gly

Ile

Ala

Leu

Glu

245

Lau

Pro

Pro

Glu

Asn

325

Ile

Axg

Ala

Lys

Ala

405

Asap

Asn

Gly

Gly
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His

230

Leu

Ala

Trp

Leu

Asp

310

Thr

Thr

Glu

Leu

Ala

390

Asn

Trp

Asp

Lys

val
470

Arg

Ala

Gly

Thr

Ala

295

Val

Ala

Lys

Glu

The

375

Arg

Lys

Arg

Mat

Glu

455

Asp

Gln

Pro

Ile

Gly

280

Leu

Tyr

Trp

Trp

Leu

360

Ala

Lys

Phe

Gly

Thr

440

Gly

Lys

Asn

Glu

Ser

265

Ile

Val

Lys

Lys

345

Pro

Trp

Ser

Ala

Arg

425

Lys

Tyr

Vval

144

Ala

Tyr

250

Pro

Thr

Arg

Pro

Ile

330

His

Met

Lys

Arg

Asn

410

val

Gly

Tyr

Pro

Gly
235

Ala

Gly

Thr

Glu

315

Asn

Cys

Lys

Arg
385

His

Tyrxr

Trp

Phe
475

Vval

Glu

Phe

Gly

His

300

Val

Lys

Pro

Pro

Ala

380

Ile

Lys

Ala

Leu
460

Pro

Val

Ala

Gln

Gly

285

Ser

Tyx

Lys

Val

Glu
365
Ala
Ser
Ala
val
Thr
445

Lys

Glu

Gly
Ile
Pro
270
Tyx
Lys
Lys
Val
Glu

350

Ala

Ile
Sar
430
Leu

Ile

Arg

Gln

Ala

255

Cys

Trp

Lys

Ala

Leu

335

Asp

Ile

Ala

Glu

Trp

415

Mat

Ala

His

Ila

Asp

240

Thr

val

Ala

Ala

Ile

320

Ala

iIle

Asp

val

Phe

400

Phe

Pha

Lys

Gly

Lys
480



Phe

Leu

Ala

Asn

His

545

Leu

Lys

Glu

Val

Val

625

Ser

Pro

Ala

val

Leu

705

Lys

Ile

Glu

Phe

Cys

53¢

Phe

Leu

vVal

Val

Lys

610

Thr

Lys

Ala

Ala

val

690

Leu

Arg

Glu

Asn

Cys

515

Ser

Ser

Pro

Asn

Val

595

Leu

Arg

Glu

Ile

Gly

675

Ala

Ala

Sar

Glu

Thr

500

Phe

Leu

Ala

Ser

Glu

580

Thr

Gly

Ser

Phe

Asp

- 660

Tyr

Ala

Ala

Ala

Asn
485

Trp

Glu

Pxo

Met

Glu

565

Ile

Val

Thrx

Val

Gly

645

Ser

Met

val

Glu

Val
725
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His

Trp

Tyx

Leu
550

Thr

Thr

Lys

Thr

Glu

Ala

Ala

Ala

535

Arg

Val

Gln

Asp

Ala

615

Lys

630 .

Phe

Gly

Ala

Glu

vVal

710

His

Arg

Lys

Lys

Ala

685

Lys

Trp

Asn

Glu

Gly

520

Phe

Asp

Gln

Ala

Glu

600

Leu

Arg

Gln

Gly

Leu

680

Met

Asp

Val

145

Ile

Gln

505

val

Asp

Glu

Asp

AsSP

585

Asn

Ala

Ser

Gln

Leu

665

Ile

Aan

Lys

Thr

Mat
490
Asp
Gln
Gly
val
Ile
570
Ala
Thr
Gly
val
vVal

650

Met
Trp
Trp
Lys

Pro
730

Ala

Ser

His

Ser

Gly

535

Tyr

Ile

Gly

Gln

Met

635

Leu

Phe

Glu

Leu

Thr

Cys

Pro

Cys
540
Gly
Gly

Asn

Glu

620

Thr

Glu

Thr

Ser

Lys

700

Gly

715

Asp

Gly

Ala

Phe

Gly

525

Ser

Arg

Ile

Gly

Ile

605

Leu

Leun

Asp

Gln

Val

685

Sar

Glu

Phe

Lys

Cys

510

Leu

Gly

Ala

vVal

Thr

590

Ear

Ala

Ala

Thr

Pro

670

Ser

val

Ile

Pro

Ser

495

Phe

Ser

Ile

val

Ala

575

Asp

Glu

Tyx

Tyr

Ile

655

Asn

val

Ala

Leu

vVal
735

Pro

Tyr

Gln

Asn

560

Lys

Asn

Lys

Gly

Gly

640

Gln

Gln

Thr

Lys

Arg

720

Trp



10

15

Gln
Gly
Ile
Ser
785
Lys
Ile
Val
Pha
Pro

865

Ala

<210> 45
<211> 2655
<212> ADN

Glu

Gln

Asp

770

Gln

Tyr

Pro

Asp

Ala

850

Ala

Phe

Tyr

Phe

755

Ala

Asp

Gly

Ala

Thr

833

Asp

Lys

Ala

Lys

740

Arg

His

Gly

Ile

Asp

820

Tyx

Gln

Gly

<213> Secuencia artificial

<220>

Lys

Leu

Lys

Ser

Glu

805

Ala

Glu

Leu

Asn

ES 2 538 694 T3

Pro

Gln

Gln

His

790

Ser

Ala

Ser

His

Leu
870

<223> Polinucledétido codificante sintético

<220>

<221> misc_feature
<222> (1)..(2655)

<223> Secuencia de ADN que codifica la variante Ala795lle de la T7 ARN polimerasa dependiente de ADN,

Ile

Pro

Glu

775

Leu

Phe

Asn

Cys

Glu

855

Asn

Gln

Thr

760

Ser

Arg

Ala

Leu

Asp

840

Ser

Leu

Thr
745
Ile

Gly

Lys

Phe
825

Vval

Gln

Asn

Ile

Thr

Ile
814

Lys

Leu

Leu

Thr

Ala

Vval

795

His

Ala

Ala

Asp

Ile
875

Asn

Asn

Pro

780

val

Asp

Val

Asp

Lys

860

Leu

Leu

Lys
765

Asn

Trp

Ser

Arg

Phe

845

Mat

Glu

Met

750

Asp

Phe

Ala

Phe

Glu

830

Tyr

Pro

Ser

Phe

.Sex

val

His

Gly

815

Thr

Asp

Ala

Asp

Leu

Glu

His

Glu

800

Thr

Gln

Lau

Phe
880

incluyendo el codon de iniciacion que codifica la metionina N-terminal; correspondiente a N° 23 en la Tabla 3

<400> 45

atgaacacga ttaacatege taagaacgae ttctcectgaca togaactgge tgetatcecqg

ttcaacactc tggctgacca ttacggtgag cgtttageote gegaacagtt ggecettgag

catgagtcett acgagatyggg tgaageacge ttecgcaaga i:gtttgagcg tcaacttaaa

gctggtgagg ttgeggataa cgotgocgec aagectotca teactaccet actecctaag

146

€0
120
180

240



atgattgcac
acagecttcee
accactetgg
atcqggtcggyg
cacttcaaga
goatttatge
tggtettegt
attgagtcaa
tctgagacta
ctggetggea
attactggtyg
agtaagaaag
aacattgege
atcaccaagt
ccgaktgaaae
goocgetgetg
atgettgage
gactggegeg
aaaggactge
aaaatccacyg
tteattgagqyg
tggtgggctyg
gtacagrace
tetggecatee
ttgettocta
attctacaag
aacactggtg
ctggettacyg
tccaaagagt
toccgygcaagyg
atttgggaat
tctgetacta

aagegttgeg

gcatcaacga
agttectgea
cttgoctaac
ccattgagga
aaaacgttga
aagttgtoga
ggcataagga
ccggaatggt
tegaactege
tcteteocgat
gtggctattyg
cactgatgeg
aszaacacege
ggaagcattg
cggaagacat
tgtacegcaa
aagccaataa
gtegtgttta
ttacgetygge
gtgcaaactyg
aaaaccacga
agcaagatte
acggeetgag
agcacttete
gtgaaacagt
cagacqgcaat
aaatctetga
gtattacteg
tcggetteeg
gtotgatgtt
ctgtgagcgt
agctgetgge

etgtgeattg

ES 2 538 694 T3

ctyggttigag
agaaatecaag
cagtgctgac
cgaggetege
ggaacaacté
ggctgacaig

agactctatt

tagcttacac

acctgaatac
gttecaacct
ggctaacggt
ctacgaagac
atggaaaatc
tceggtegag
cgacatgaat
ggacaaggcet
gtttgetaac
cgetgtgtea
gaaaggtaaa
tgegggtgte
gaacateatyg
teegttetge
ctataactge
cgegatgete
tecaggacate
caatgggace
gaaagtcaag
cagtgtgact
tcaacaagtg
cactcagccg
gacggtggta
tgctgaggtae

ggtaactect

gaagtgaaag
ccggaagecg
aatacaaceg
ttcggtegta
aacaagcegeg
ctetetaagg
catétaggag
cgecaaaatg
getgaggeta
tgcgtagttc
cgtegteocte
gtttacatge
aacaagasag
gacatecctg
cctgaggete
cgcaagtﬁtc
cataaggcca
atgttcaace
ccaateggta
gataaggtte
gettgegeta
ttecettgegt
tecotteege
cgagatgagg
tacgggattyg
gataacgaaqg
ctgggeacta
aagegttcaqg
ctggaagata
aatcaggetg
gctgoggttg
aaagataaga

gatggttteoe

147

ctaagegegg
tagcgtacat
ttcaggetgt
tcogtgacet
tagggcacgt
gtotactegg
tacgetgeat
ctggegtagt
tcgcaacceg
cteoectaagec
tggegetggt
ctgaggtgta
tcctageggt
cgattgageqg
tcaccgegty
geegtatcag
tetggttcee
egecaaggtaa
aggaaggtta
cgttccetga
agtetocact
tetgetttga
tggcagtttga
taggtggteg
ttgctaagaa
tagttaccgt
aggcactgge
tecatgacgect
ccattcagee
ctggatacat
aagcaatgaa
agactggaga

ctgtgtggea

caagcgcccg
caccattaag
agcaagegcea
tgaagctaag
ctacaagaaa
tggegaggeyg
cgagatgete
aggtcaagac
tgcaggtgcy
gtggactgge
gegtactcecac
caaagcgatt
egccaacgta
tgaagaacte
gazacgtget
ccttgagtte
ttacaacatg
cgatatgace
ctactggetg
gegeatcaag
ggagaacact
gtacgetggg
cgggtettge
egeggttaac
agtcaacgag

gaccgatgag

tggtcaatgy

ggcttacggg
agctattgat
ggctaagetyg
ctggcttaag
gattettege

ggaatacaag

300
.360
420
480
549
600
660
720
780
840
800
260
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
18c0
1860
1920
1980
2040
2100
2160

2220
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aagectattec agacgeogett gaacctgatg ttcctcggte agttecegett acagectace 2280
attaacacca acaaagatag cgagattgat gcacacaaac aggagtctgg tatcgetect 2340
aactttgtac acagccaaga cggtagccac cttegtaaga ctatcgtgtyg ggcacacgag 2400
aagtacggaa tcgaatcttt tgeactgatt cacgactcet teggtaccat tecggetgac 2460
getgegaace tgttecaaage agtgegegaa actatggtig acacatatga gtcttgligat 2520
gtactggetg atttctacga ccagttceget gaccagttge acgagtcectea attggacaaa 2580
atgecageac ttccggetaa aggtaacttg aaéci:ccg‘l:g acatettaga gteggactte 26440
gcgttegegt aataa 2655

<210> 46

<211> 883

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Variante polipeptidica sintética

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (1)..(883)

<223> Variante Val795lle de la T7 ARN polimerasa dependiente de ADN, secuencia de aminoéacidos incluyendo
la metionina N-terminal; correspondiente a N° 23 en la Tabla 3

<400> 46
Leu

Met Asn Thr Ile Asn Ile Ala Lys Asn Asp Phe Ser Asp Ila Glu
1 5 10 15

Ala Ala Ile Pro Phe Azsn Thr Leu Ala Asp His Tyr Gly Glu Arg Leu

20 25 30

Ala Arg Glu Gln Lau Ala Leu Glu His Glu Ser Tyr Glu Glu

35 410 45

Met Gly

Ala Arg Phe Arg Lys Met Phe Glu Arg Gln Leu Lys Ala Glu Val

50 55 60

Gly

Ala Asp Asn Ala Ala Ala Lys Pro Leu Ile Thr Thr Leu

65 : 70 75

Pro Lys

80 -

Ile Ala Arg Ile Asn Asp Trp Phe Glu Glu Val Lys Ala Lys

85 50 95

Axg

Gly Gln Phe Leu Gln Glu Ile Pro Glu

1056 -

Thx Ala Phe Lys

110

Pro
100

Lys

Ala Val Ala Tyr Ile Ile Lys Thr Thr Leu Cys Leu Thr Ser

148



Ile

145

His

Val

Lys

Ser

Gly

225

Ser

val

Asn

Lan

305

Asn

Val

Pro

Asp

130

Glu

Phe

Tyr

Gly

Ile

21490

Met

Glu

Ala

Pro

Gly

2%Q

Met

Ile

Ala

Ala

Asn
370

115

Asn

Asp

Lys

Lys

Lau

195

Val

Thr

Gly

Pro

275

Arg

Ala

Aan

Ile

358

Pro

Thr

Glu

Lys

Lys

180

Lau

Val

Ser

Ile

Ala
260

Lys

Tyr

Gln

Val

340

Glu

Glu

Thr
Ala
Asn
165
Ala

Gly

Gly

Glu
245
Leu
Pro
Pro
Glu
Asn
325
Ile

Arg

Ala
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Val

Arg

150

val

Phe

Gly

val

His

230

Leu

Ala

Trp

Leu

Asp

310

Thr

Thr

Glu

Leu

120

Gln Ala
135

Phe Gly
Glu Glu
Met Gln

Glu Ala
200

Arg Cys
215

Arg Gln
Alz Pro
Gly 1le

Thr Gly
280

Ala Leu
295

Val Tyr

Ala Trp

Lys Trp

Glu Leun
360

Thr Ala
375

val

Axrg

Gln

val
185

TP
I1le
Asn
Glu
Ser
265
Ile
val
Mat
Lys
Lys

345

Fro

Trp

149

Ala

Ile

Leu

170

Val

Ser

Glu

Ala

Tyrx

250

Pro

Arg

Pro

Ile

320

His

Met

Lys

Ser

Arg

155

Asn

Glu

Ser

Met

Gly

235

Ala

Gly

Thx

Glu

315

Asn

Cys

Lys

Axg

Ala

140

Asp

LyS

Ala

Trp

Leu

220

Val

Glu

FPhe

Gly

His

300

Val

Lys

Pro

Pro

Ala
380

125

Ile

Leu

Asp

His

205

Ile

Val

Ala

Gln

Gly

285

Ser

Tyr

Lys

val

Glu

365

Aja

Gly
Glu
val
Met
190
Lys
Glu
Gly
Ile
DPro
270
Tyr
Lys
Lys
Val
Glu
350

Asp

Ala

Azxg

Ala

Gly

175

Glnu

Ser

Gln

Ala

258

Cys

Trp

Lys

Ala

Lau

335

Asp

Ile

Ala

Ala

Lys

160

His

Ser

Asp

Thx

Asp

240

Thr

Val

Ala

Ala

Ile

320

Ala

Ile

AsSp

Val



Tyr

385

Pro

Asn

Gly

Ala

465

Phe

Leu

Ala

Asan

His

545

Lys

Glu

Val

Val
625

Arg

Lau

Tyr

Pro

Lys

450

Asn

Ile

Glu

Phe

Cys

530

Phe

Leu

Val

val

Lys

610

Thr

Lys

Glu

Asn

Gln

435

Pro

Cys

Glu

Asn

Cys

515

Ser

Ser

Pro

Asn

val

595

Axrg

Asp

Gln

Met

420

Gly

Ile

Ala

Glu

Thr

500

FPhe

Leu

Ala

Ser

Glu

S80

Thr

Gly

Ser

Lys

Ala

405

Asp

Asn

Gly

Gly

Asn
485

Trp

Glu

Pro

Mat

Glu

565

Ile

vVal

Thr

Val
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Ala
390

Asn
Trp
Asp
Lys
Val
470

His=s

TIp

Leu
Lau
550
Thr
Lau
Thr

Lys

Thr
630

Axg

Lys

Arg

Glu
455

Asp

Glu

Ala

Ala

535

vVal

Gln

Ala
615

Lys

Lys

Phe

Gly

Thr

440

Gly

Lys

Asn

Glu

Gly

520

Phe

Asp

Gln

Ala

Glu

600

I.gu

Ser
Ala
Arg
425
Lys
Tyr
Val
Ile
Gln
505
val
Asp
Glu
Asp
Asp
585
Asn

Ala

Ser

150

Arg

Asn

410

Val

Gly

Tyrx

Pro

Met

490

Asp

Gln

Gly

Val

Ile

570

Ala

Thr

Gly

val

Arg

395

Hisx

Tyr

Leu

Trp

Phe

475

Ala

Ser

His

Ser

Gly

555

Tyr

Ile

Gly

Gln

Met
635

Ile

Lys

Ala

Leu

Lau

460

Pro

Cys

Pro

His

Cys

540

Gly

Gly

Asn

Glu

Trp
620

Thr

Ser

Ala

Val

Thr

445

Lys

Glu

Phe

Gly

525

Serx

Arg

Ile

Gly

Ile
(11

Leu

Ile

Ser

430

Leu

Ile

Arg

Lys

Cys

510

Leu

Gly

Ala

Val

Thr

5950

Ser

Ala

Ala

Glu

4115

Het

Ala

His

Ile

Sar

495

Phe

Ser

Ile

vVal

Ala

575

Asp

Glu

Tyr

Tyr

Phe

400

Phe

Phe

Lya

Gly

Lys

480

Pro

Leu

Tyr

Gln

Asn

560

Lys

Asn

Lys

Gly

Gly
640



Ser

Pro

Ala

Val

Leu

0%

Lys

Gln

Gly

Ile

Ser

785

Lys

Ile

Vval

Phe

Pro

865

Ala

Lys

Ala

Ala

Val

690

Leau

Axrg

Glu

Gln

Asp

770

Gln

Tyr

Pro

Asp

Ala

aso

Ala

Phe

Glu

Ile

Gly

675

Ala

Ala

Cys

Tyr

Phe

155

Ala

Asp

Gly

Ala

Thr

835

Asp

Lys

Ala

Phe

Asp

660

Tyr

Ala

Ala

Lys

740

His

Gly

Ile

Asp

820

Tyr

Gln

Gly

Gly

645

Ser

Met

val

Glu

Val

725

Lys

Leu

Lys

Ser

Glu

805

Ala

Glu

Leu

Aan
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Phe

Gly

Ala

Glu

Vval

710

His

Pro

Gln

Gln

His

790

Ser

Ala

Ser

His

Leu
870

Arg

Lys

Lys

Ala

€95

Lys

Trp

Ile

Pro

Glu

775

Leu

Phe

Asn

Cys

Glu

855

Asn

Gln
Gly
Leu
680
Met
Asp
val
Gln
Thr
760
Ser
Arg
Ala
Leu
Asp
840

Ser

Leu

151

Gln val
650

Leu Met
665

Ile Trp

Asn Trp

Lys Lys

Thxr Pro

730

Thr Arg
745

Ile Asn

Gly Ile

Lys Thr

Leu Ile

810

Phe Lys

825

Val Leu

Gln Leu

Arg Asp

Leu

Phe

Glu

Leu

Thx

715

Asp

Leu

Thx

Ala

Ile

795

His

Ala

Ala

Asp

Ile
875

Glu

Thrx

Ser

Lys

700

Gly

Gly

Asn

Asn

Pro

780

Val

Asp

Val

Asp

Lys

860

Leu

Asp

Gln

Val

685

Ser

Glu

Phe

‘Leu

Lys
765

Asn
Trp

Ser

Phe
845

Met

Glu

Thr
Pro
€70
Ser
Ala
Ile
Pro
Met
750
Asp
Phe
Ala
Phe
Glu
830
Tyr

Pro

Ser

Ile
655
Asn
val
Ala
Leu
val
738
Phe
Sar
Val
His
Gly
815
Thr
Asp

Ala

Asp

Gln

Gln

Thr

Lys

Arg

720

Tzp

Leu

Glu

His

Glu

e00

Thr

Met

Gln

Lau

Phe
880
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<210> 47

<210>1

<211> 2655

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Polinucleoétido codificante sintético

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(2655)

<223> Secuencia de ADN que codifica la variante Cys723Ser, Val795lle de la T7 ARN polimerasa dependiente
de ADN, incluyendo el codén de iniciacién que codifica la metionina N-terminal; correspondiente a N° 24 en la
Tabla 3

20

152

<400> 47
atgaacacga ttaacatcge taagaacgac ttctotgaca tcgaactgge tgctatceeg 60
tteaacacte tggetgacca ttacggtgag cgtttagete gegaacagtt ggecettgag 120
catgagtett acgagatggg tgaagecacge ttcoccgcaaga tgtttgageg tcaacttaaa 180
gctggtgagg ttgcggataa cgetgecgee aagectctceca tcactaccet actcocctaag 240
atgattgeac geatcaacga ctggttigag gaagtgaaag ¢taagegegyg caagegeecg 300
acagccttoc agttectgea agaaatcaag ccggaagocod tagegtacat caccattaag 360
accactotgg cttgectaac cagbtgetgace aatacaaccg ttcaggetdgt agcaagegaa 420
atcggtcoggg ccattgagga cgaggctege tteggtegta tecghtgaccet tgaagetaag 480
cacttcaaga aaaacgttga ggaacaacte aacaagegeg tagggcacgt ctacaagaaa 530
geatttatgce aagttgtega ggctgacatg ctctetaagg gtetactegg tggegaggeg 600
tggtettegt ggocataagga agactctatt catgtaggag tacgoetgocat cgagatgete €60
attgagtcaa ccggaatggt tagcttacac cgecaaaatg ctgﬁcgtagt aggtcaagae 720
totgagacta tcgaactege acctgaatac goetgaggeta togeaaccegy tgcaggtgeg 780
ctggotggea tctctécgat gttccaacct tgcgtagﬁtc ctectaagece gtggactgge 840
attactggtg gtggctatty ggotaacggt cgtegtecte tggegetggt gegtacteac 990
agtaagaaag cactgatgcg ctacgaagac gtttacatge ctgaggtgta caaagcegatt 960
aacattgege aaaacaccge atggaaaate aacaagaaag toctageggt cgccaacgta 1020
atcaccaagt ggaagcattg tccggtcogag gacatcecctg cgattgageg tgaagaacte 1080
cogatgaaac ¢ggaagacat cgacatgaat cctgaggcetc tecacegegtyg gaaacgtget 1140
geegetgotg tgtaccgoaa ggacaagget cgcaagtote gocgtatcag ccocttgagtte 1200
atgcttgagé aagccaataa gtttgctaac cataaggeca totggttcce ttacaacatg 1260
gactggegeg gtegtgttta cgotgtgtca atgttcaace cgeaaggtaa cgatatgace 1320
aaaggactge ttacgcetgge gaaaggtaaa ccaateggta aggaaggtta ctactggcetg 1380
aaaateccacg gtgcaaactg tgcgggtgte gataaggttce cgttecetga gegeatcaag 1440
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ttcattgagg aaaaccacga gaacatcatg gettgcgeta agtctccact ggagaacact 1500
tggtgggctg agcaagatte tcoegttctge ttocecttgcegt tetgetttga gtacgetagg 1560
gtacagcace acggectgag ctataactge tceettecge tggogtttga egggtettge 1620
tctggcatce ageacttcote cgegatgete cgagatgagg taggtggtcg cgeggttaac 1680
ttgettceta gﬁgaaaccgt tecaggacate tacgggattg ttgetaagaa agﬁcaacgag 1740
attctacaag cagacgcaat caatgggacc gataacgaag tagttacegt géccgatgag 1800
aacactggty aaatctctga gaaagtcaag ctgggcacta aggcecactgge tggtcaatgg 1860
ctggettacyg gtgttacteg cagtgtgact aagegttcag tcatgacget ggettacggg 1920
tccaaagagt teggettecyg tcaacaagtg ctggaagata ccattcagec agetattgat 19840
teceggeaagg gtoctgatgtt cactcagoeg aatcaggeotg ctggatacat ggcetaagetg 20490
atttgggaat ctgtgagegt gaceggtggta getgeggttyg aageaatgaa ctggettaag 2100
tctgctgcta agectgetgge tgctgaggte aaagataaga agactggaga gattcettege 2160
aagcgtageg ctgtgecattg ggtaactceet gatggtttqc ctgtgtggea ggaatacaag 2220
aagectattc agacgegett gaacctgatg ttocctoggte agticcgetbt acagectace 2280
attaacacca acaaagatag cgagattgat gcacacaaac aggagtcetgg tategeteet 2340
aactttgtac acagccaaga cggtagccac cttogtaaga ctategtgtg ggcacacgag 2400
aagtacggaa tcgaatettt tgcactgatt cacgactect toggtaccat tecggetgae 2460
gctgcgaace tgttcaaage agtgegcegaa actatggttg acacatatga gtettgtgat 2520
gtactggctg atttetacga ccagticget gaccagttgc acgagteotca attggacaaa 25890
atgecagecae ttcooggetaa aggtaacttg aaccteoeghbg acatettaga gtoeggactte 2640
gegttegegt aataa 2655

<210> 48

<211> 883

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Variante polipeptidica sintética

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (1)..(883)

<223> Variante Cys723Ser, Val795lle de la T7 ARN polimerasa dependiente de ADN, secuencia de
aminoacidos incluyendo la metionina N-terminal; correspondiente a N° 24 en la Tabla 3

<400> 48

Mat Asn Thr Ile Asn Ile Ala Lys Asn Asp Phe Ser Asp Ile Glu Leu
1 5 10 15

153



Ala

65

Gly

Ala

Ile

1458

His

val

Lys

Ser

Gly

225

Ser

Val

Ala

Asp

Ile

Lys

val

Asp

130

Glu

Phe

Tyr

Gly

Ile

210

Met

Glu

Ala

Pro

Ile
Glu
ghe
AsSn

Ala

Ala
115
Asn
Aszp
Lys
Lys
Leu
195
His
Val
Thr

Gly

Pro

Fro

Gln

Arg

Ala

Arxrg

Pxo

100

Tyr

Thr

Glu

Lys

Lys

180

Leu

val

Sear

Ile

Ala

260

Lys

Phe

Lys

Ala

Ile

85

Thr

Ile

Thr

Ala

Asn

185

Ala

Gly

Gly

Lau

Glu

245

Leu

Pro

ES 2 538 694 T3

Asn

Ala

Met

Ala

70

Asn

Ala

Thr

val

Arg

150

Val

Phe

Gly

val

Hisg

230

Leu

Ala

Trp

Thr

Leu

Phe

55

Lys

Phe

Ile

Gln

135

Phe

Glu

Glu

215

Ala

Gly

Thr

Leu

Glu

40

Glu

Pro

Trp

Gln

Lys

120

Ala

Gly

Glu

Gln

Ala

200

Cys

Gln

Pro

Ile

Gly

154

Ala

His

Arg

Phe

FPhe

105

Thr

val

Arg

Gln

val
185

Trp

Ile

Asn

Glu

Ser

265

Ile

Asp

Glu

Gln

Ile

Glu

20

Leu

Thx

Ala

Ile

Leu

170

Val

Ser

Glua

Ala

Ty

250

Pxo

Thr

His

Ser

Leu

Thr

75

Glua

Gln

Leu

Ser

Arg

1588

Asn

Glu

Ser

Met

Gly

235

Ala

Gly

Tyr

Tyr

Lys

60

Thr

Val

Glu

Ala

Ala

140

Asp

Lye

Ala

Trp

Leu

220

val

Glu

Phe

Gly

Gly Glu Arg

Glu

30

Met

Gly

Ala Gly Glu

Leu

Lya

Ila

Cys

1z5

Ila

Leu

Arg

Asp

His

205

Ile

Val

Ala

Gln

Gly

Leu

Alx

Lys

110

Leu

Gly

Glu

Val

Met

190

Ly=s

Glua

Gly

Ila

Pxo

270

Tyr

Pro
Lya
95

Pro

Thr

Ala

Gly

175

Leu

Glu

Ser

Gln

Ala

255

Cys

Trp

Leu

Glu

val

Lys

80

Arg

Glu

Ser

Lys

160

His

Serx

Asp

Thr

Asp

240

Thr

vVal

Ala



Leu

305

Asn

val

Pro

Tyr

385

Pro

Asn

Gly

Ala

465

Phe

Leu

Asn

Gly
290

‘Mat

Ile

Ala

Ala

Asn

370

Arg

Leu

Tyrx

Pro

Lys=

as0

Asn

Ile

Glu

Phea

Cys
530

275

Arg
Arg
Ala
Asn
Ile
355
Pro
Lys
Glu
Asn
Gln
.‘ 35
Pro
Cys
Glu
Asn
Cys

515

Ser

Arg

Tyr

Gln

val

340

Glu

Glu

Asp

Gln

Mot

420

Gly

Ile

Ala

Glu

Thr

500

Fhe

Leu

Pro

Glu

Asn

325

Ile

Axrg

Ala

Lys

Ala

405

Asp

Agn

Gly

Gly

Asn
485

Trp

Glu

Pro

ES 2 538 694 T3

Leu

Asp

310

Thr

Thx

Glu

Leu

Ala

390

Asn

Trp

Asp

Lya

Val

470

His

Trp

Tyr

Leu

Ala

295

Val

Ala

Lys

Glu

Thr

375

Arg

Lys

Arg

Meat

Gla

4255

Asp

Glu

Ala

Ala

Ala
535

280

Leu
Tyr
Trp
Trp
Leu
360
Ala
Lys
Phe
Gly
Thr
440
Gly
Lyali
Asn
Glu
Gly

520

Phe

IVal
Met
Lys
Lys

345

Pro
Trp
Ser
Ala
Arg
425
Lys
Tyrx
Val
Ile
Gln
505

val

Asp

155

Arg

Pro

Ile

330

Mot

Lys

Arcg

Asan

410

val

Gly

Tyr

Pro

Met

430

Gln

Gly

Thr

Glu

315

Agn

Cys

Lya

Arg
395

His

Tyx

Leu

Trp

Phe

475

Ala

Ser

His

Ser

His
300
val
Lys
Pro
Pro
Ala
380
Ile
Lys
Ala
Leu

460

Pro

Cys

Preo

Cys
540

285

Ser

Tyr

Lys

val

Glu

365

Ala

Ser

Ala

val

Thy

445

Lys

Glu

Phe

Gly
525

Ser

Lys

Lys

Val

Glu

350

Asp

Ala

Lou

Ile

Ser

430

Lau

Ilm

Arg

Lya

Cys

510

Lau

Gly

Ly=s

Ala

Leu

335

Asp

Ilae

Ala

Gla

TCp

415

Met

Ala

Hisg

Ila

Ser

495

Phe

Ser

Ile

Ala
Ile
320
Ala
Ile
Asp
val
Phe
400
Phea
Phe
Lys
Gly
Lys
480
Pro
Leu

Tyrx

Gln



His
545
I'Y.ﬁ
Glu
val
Val
625

Sar

Pro

Val
Lau
708
Lys
Gln
Gly

Ile

Sar
785

Phe

Leu

Val

val

Lys

610

Thr

Lys

Ala

Ala

vVal

690

Leu

Glu

Gln

Rsp

770

Gln

Ser

Pro

Asn

vVal

595

Leu

Arg

Glu

Ila

Gly

675

Ala

Ala

Ser

Tyx

Phe

755

Ala

Asp

Ala

Ser

Glu

580

Thr

Gly

Ser

Phe

Asp

660

Tyr

Ala

Ala

Lys

740

Axg

His

Gly

Glu

565

Ile

Val

Thr

vVal

Gly

645

Ser

Met

Val

Glu

Val

725

Lys

Leu

Lys

Ser
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Leu

550

Thr

Leu

Thrx

Lys

Thr

630

Phe

Gly

Ala

Glu

Val

710

His

Pro

Gln

Gln

His
790

val

Gln

Asp

Ala

€15

Lys

Lys

Lys

Ala

695

Lys

Trp

Ile

Pro

Glu
775

Leu

Rsp

Gln

Ala

Glu

600

Leu

Arg

Gln

Gly

Leu

680

Met

Asp

Val

Gln

Thr

760

Ser

Glu

Asp

Asp

585

Asn

Ala

Ser

Gin

Leu

665

Ile

Asn

Lys

Thr

745

Ile

Gly

Lys

156

val

Ile

570

Ala

Thr

Gly

val

Val

650

Met

Tzp

Trp

Lys

Pro

730

Arg

Asn

Ile

Thr

Gly

558

Tyr

Ile

Gly

Gln

Met

635

Leu

Phe

Glu

Leu

Thr

715

Asp

Leu

Ala

Ila
795

Gly
Gly
Asnl
Glu
Trp
620
Thr
Glu
Thrx
Ser
Lys
700
Gly
Gly
Asn
Asn
Pro

780

Val

Ile

Gly

Ile

605

Lau

Leu

Asp

Gln

Val

€85

Ser

Glu

Phe

Leu

Lys

165

Asn

Trp

Ala

val

Thr

580

Ser

Ala

Ala

Thr

Pro

670

Ser

Ala

Ile

Pro

Met

750

Asp

Phe

Ala

Val

Ala

575

Asp

Glu

Tyr

Tyr

Ile

655

Asn

Val

Ala

Leu

val

735

Phe

Ser

Val

His

Asn

560

Lys

Asn

Lys

Gly

Gly

640

Gln

Gln

Thr

Lys

Axg

720

Trp

Leu

Glu

His

Glu
800



10

15

20

Lys Tyr

Ile Pro
val

Asp

Ala
850

Phe

Pro Ala

B6S

Ala Phe

<210> 49

<211> 2655
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polinucleodtido codificante sintético

<220>
<221> misc_feature
<222> (1)..(2655)

<223> Secuencia de ADN que codifica la variante Ala702Val, Val795Ile de la T7 ARN polimerasa dependiente de
ADN, incluyendo el codén de iniciacidon que codifica la metionina N-terminal; correspondiente a N° 25 en la Tabla

3

<400> 49

atgaacacga
ttcaacacte
catgagtett
getggtgagg
atgattgeac
acageettee
accactelbgg
atecggtcgag
cacttcaaga
geatttatge
tggtettegt

attgagtcaa

Gly Ile

Glu Ser

ES 2 538 694 T3

Phe

805

Ala Asp Ala Ala

820

Thr Tyr
835

Asp Gln

Lys Gly

Ala

ttaacatege
tggectgacca
acgagatggg
ttgeggataa
geatcaagga
agtteectgea
cttgcctaac
ccattgagga
aaaacgttga
aagttgtcga
ggcataagga

cecggaatgqt

Glu

Leu

Asn

Asn
Ser

Cys

Glu
as55

His

Leu Asn
870

taagaacgac
ttacggtgag
tgaagcaege
cgetgecgee
ctggtttgag
agaaatcaag
cagtgctgac
cgaggetege
ggaacaacte
ggetgacatyg
agactctatt

tagcttacace

Ala Leu

Ile Ris

Asp

810

Leu Phe
825

Asp Val
840

Ser Gln

Axg

ttetetgaca
egtttagete
ttecgeaaga
aagectetea
gaagtgaaag
ceggaageooeqg
aatacaaccg
tteggtegta
aacaagegeyg
ctetetaagyg
catgtaggag

cgocaaaatyg

157

Lys Ala

Leu Ala.

Asp Ile

val

Asp

Leu Asp Lys

860

Leu
875

tcgaactgge
gcgaacagtt
tgtttgageg
tecactacect
ctaagegegg
tagegtacat
ttcaggetgt
teegtgacet
tagggecacgt
gtetactegg
tacgctgeat

ctggegtagt

Ser Phe Gly

815

Glu Thr
830

Arg

Phe
845

Tyr Asp

Met Pro Ala

Glu Ser Asp

tgectatcecg
ggecettgay
tcaacttaaa
actccctaag
caagegeeeg
caccattaag
agecaagcgea
tgaagetaag
ctacaagaaa
tggegaggog
cgagatgcte

aggtcaagac

Thr

Met

Gln

Leu

Phe
880

€0
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660

720



tctgagacta
etggetggea
attactggtyg
agtaagaaag
ascattgege
atcaccaagt
cegatgaaac
geegetgetg
atgcttgage
gactggegeg
asaggactge
aaaatccacyg
ttecattgagg
tggtggacty
gtacagcacc
tetggeatee
ttgettecta
attctacaag
aacactggtg
ctggettacyg
teccaaagagt
teeggeaagg
atttgggaat
tetgttgota
aagcgttgeg
aagectatte
attaacacea
aactttétac
aagtacggaa
getgegaace
gtactggctg

atgccagcac

gogttcgegt

tcgaactege
tcteoteecgat
gtggetattg
cactgatgcg
aaaacacegce
ggaagcattg
cggaagacat
tgtaccegcaa
aagcecaataa
gtegtgttta
ttacgctgge
gtgcaaactg
aaaaccacga
agcaagatte
acggcctgag
agcacttete
gtgaaaccgt
cagacgcaat
aaat¢tetga
gtgttacteqg
teggctteecg
gtctgatgtt
ctgtgagegt
agctgeotgge
ctgtgecattg
agacgegett
acaaagatag
acagcecaaga
tegaatettt
tgttcaaage
atttctacga

ttecqggetaa

aataa
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acctgaatac
gttccaacct
ggctaacggt
ctacgaagac
atggaaaate
tecgategag
cgacatgaat
ggacaaggcet
gtttgctaac

egetgtgtea

gaaaggtaaa

tgoggatgte
gaacatcatg
tecgttetge
ctataactge
cgegatgete
tcaggacatce
caatgggacc
gasaagteaaqg
cagqtgtgact
tcaacaagtyg
cactcagecg
gacggtggta
tgetgaggte
ggtaactect
gaacctgatg
cgagattgat
cggtagecac
tgcactgatt
agtgegegaa
ccagttcgcet

aggtaacttg

gctgaggeta
tgegtagtte
cgtegtcete
gtttacatge
aacaagaaag
gacatcccfg
cctgaggete
aegeaagtoete
cataaggcca
atgttcaace
ccaatcggta
gataaggtte
gcettgegeta
ttecttgegt
teocettocge
<cgagatgagg
tacgggattg
gataacgaag
ctgggcacta
aagcegttcag
ctggaagata
aatcaggetg
getgeggttg
aaagataaga
gatggtttce
ttectaggte
gcacacaaac
cttegtaaga
cacgactcct
actatggttyg
gaccagttge

aaccteegtg

158

togeaaceeyg
cteetaages
tggcgetggt
ctgaggtgta
tectageqggt
cgattgagcg
tcacéécgtg
gecgtatcaqg
tctggttcee
cgcaaggtaa
aggaaggtta
egtteectga
agteotecact
tetgetttga
tggegtttga
taggtggteg
ttgctaagaa
tagttaccgt
aggcactgge
tcatgacget
ccattcageco
ctggatacat
aagcaatgaa
agactggaga
ctgtgtggea
agttecgett
aggagtctgyg
ctatcgtgtg
tcggtaccat
acacatatga
acgagtctez

acatcttaga

tgcaggtgeg
gtggactgye
gegtactcae
caaagcgatt
cgecaacgta
tgaagaactc
gaaaegtgcet
accttgagtte
ttacaacatyg
cgatatgacc
ctactggetg
gcgecatcaag
ggagaacact
atacgetggy
cgggtettge
cgcggttaac
agtcaacgag
gacogatgag
tggtcaatag
ggcttacggg
agctattgat
ggctaagetg
ctggettaag
gattcttege
ggaatacasg
acagcctacee
tatcgctcet
ggcacacgag
tooggotgac
gtcttgtgat
attggacaaa

gteggactte

780

840

900

260
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580

2640

2655



10

15

<210> 50
<211> 883
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Variante polipeptidica sintética

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (1)..(883)
<223> Ala702Val, Vval795lle de la T7 ARN polimerasa dependiente de ADN, secuencia de
incluyendo la metionina N-terminal; correspondiente a N° 25 en la Tabla 3

<400> 50

Meat
1
Ala
Ala
Ala
Ala
65
Gly
Ala
Ala
Ile
145

His

Asn

Ala

Arg

Asp

Ile

Lys

Val

Asp

130

Glu

Phe

Thr

Ile

Glu

as

Phe

Asn

Ala

Ala

115

Asn

Asp

Lys

Ile

Pro

20

Gln

Arg

Ala

Arg

Pro

100

Tyr

Thr

Glu

Lys

Phe

Leu

Lys

Ala

Ile

85

Thr

Ile

Thr

Ala

Asn
165

ES 2 538 694 T3

Ile

Asn

Ala

Met

Ala

70

Asn

Ala

Thr

val

Arg

150

Val

Ala

Thr

Leu

Phe

5%

Lys

Asp

Phe

Ile

Gln

138

Phe

Glu

Lys

Leu

Glu

40

Glu

Pro

Trp

Gln

Lys

120

Ala

Gly

Glu

159

Asn

Ala

25

His

Arqg

Leu

Phe

Phe

105

Thr

Val

Gln

Asp

10

Asp

Glu

Gln

Ile

Glu

50

Leu

Thr

Ala

Ile

Leu
170

Phe

His

Ser

Leu

Thr

75

Glu

Gln

Leu

Ser

Arg

155

Asn

Ser

Tyr

Tyr

Lys

60

Thr

Val

Glu

Ala

Alsa

140

Asp

Lys

Asp
Gly
Glu
45

Ala
Leu
Lys
Ile
Cys
125

Ile

Leu

Ile

Glu
15

Glu Arg

30

Met

Gly

Leu

Ala

Lys

110

Leu

Gly

Glu

val

Gly
Glu
Pro
Lys
95

Pro

Thr

Als

Gly
175

aminoacidos

Leu

Leu

Glu

val

Lys

g0

Arg

Glu

Ser

Ala

Lys

160

His



val
Lys
Ser
Gly

225

Sar

val
Asn
Leu
308
Asn

Vval

Pro

Tyr
385

Pro

Asn

Tyx

Gly

Ile

210

Mot

Glu

Pro

Gly

290

Met

Ile

Ala

Asn

370

Arg

Leu

Tyr

Pro

Lys

Leu

195

His

Val

Thr

Gly

Pro

275

Axrg

Axryg

Ala

Asn

Ile

355

Pro

Lys

Glu

Asn

Gln

Lys

180

vVal

Ser

Ile

Ala

260

Lys

Arg

Tyr

Gln

val

340

Glu

Glu

Asp

Gln

Met

420

Gly

Ala

Gly

Gly

Leu

Glu

245

Leu

Pro

Pro

Glu

Asn

325

Ile

Arg

Ala

Lys

Ala

405

Asp

ES 2 538 694 T3

Phe

Gly

Val

His
230
Leu

Ala

Trp

Asp

210

Thr

Thr

Glu

Leu

390

Asn

Trp

Met

Glu

Axrg

215

Axrg

Ala

Gly

Thrx

Ala

295

val

Ala

Lys

Glu

Thr

375

Lys

Azg

Met

Gln

Ala

200

Cys

Gln

Pro

Ile

Gly

280

Leu

Tyr

Trp

Trp

Leu

360

Ala

Lys

Phe

Gly

Thr

Val
185

Trp

Ila

Asn

Glu

Ser

265

Ile

val

Met

Lys

Lys

345

Prxo

Trp

Ser

Ala

Axg

425

Lys

160

Val

Ser

Glu

Ala

Tyr

250

Pro

Thr

Arg

Pro

Ile

330

His

Lys

Arg

Asn

410

val

Gly

Glu

Ser

Mot

Gly

235

Ala

Gly

Thr

Glu

315

Asn

Cys

Lys

Arg

Arg

395

Tyr

Leu

Ala

Trp

Leu

220

val

Glu

Phe

Gly

His

300

val

Lys

Pro

Pro

Ala
380

Asp

His

205

Ile

val

Ala

Gln

Gly

285

Ser

Tyr

Lys

val

Glu

365

Ala

Met
150
Lys
Glu
Gly
Ile
Pro
270
Tyr
Lys
Lys
Val
Glu
350

Asp

Ala

Leu

Glu

Ser

G1ln

Ala
255

Cys

Trp

Lys

Ala

Leu

325

Asp

Ile

Ala

Ser

Asp

Thr

Asp

240

Thr

val

Ala

Ala

Ile

320

Ala

Ile

Asp

Val

Ile Ser Leu Glu Phe

Lys

Ala

Leu

Ala

Val

Thr

Ile

Ser
430

Trp
415

Met

Ala

400

Phe

Phe

Lys



Gly

Ala

465

Phe

Leu

Ala

Asn

His

545

Leu

Lys

Glu

val

Val

625

Ser

Pro

Ala

val

Lys

450

Asn

Ile

Glu

Phe

Cys
S30

Phe

val

val

Lys

610

Thr

Lys

Ala,

Ala

Val
630

435

Pro

Cys

Glu

Asn

Cys

515

Sex

Ser

Pro

Asn

vVal

595

Leu

Axrg

Glu

Ile

Gly

675

Ala

Ile

Ala

Glu

Thr

500

Phe

Lau

Ser

Glu

580

Thy

Gly

Sex

Phea

Azp

660

Tyr

Ala

Gly

Gly

Asn

485

Trp

Glu

Pro

Glu
565
Ile
val
Thr
Val
Gly
645
Ser

Met

vVal

ES 2 538 694 T3

Lys

val

4170

His

Trp

Tyr

Leu

Leu

550

Thr

Leu

Thr

Lys

Thr

630

Phe

Gly

Ala

Glu

Glu
455

Asp

Glu

Ala

Ala

Ala

535

Axg

Vval

Gln

Asp

Ala

615

Lys

Aryg

Lys

Lys

Ala
695

440

Gly

Lys

Asn

Glu

Gly

520

Phe

Asp

Gln

Rla

Glu

600

Len

Axrg

Gln

Gly

Leu

€80

Met

Tyr

val

Ile

Gln

505

val

Asp

Glu

ASp

Asp

585

Asn

Ala

Ser

Gln

Leu

€65

Ile

Asn

161

Tyr

Pro

Met

490

Asp

Gln

Gly

Val

Ile

570

Ala

Thr

Gly

Val

val

€50

Met

Trp

Trp

Trp
Phe
478

Ala

Ser

Ser
Gly
555
Tyr
Ile
Gly
Gln
Met
635
Leu
Phe

Glu

Leu

Leu
460

Pro

Cys

Pro

Cys

540

Gly

Gly

Asn

Glu

620

Thr

Glu

Thr

Ser

Lys
700

445

Lys

Glu

Ala

Phea

Gly

525

Ser

Arg

Ile

Gly

Ile

605

Leu

Leu

Asp

Gln

val

685

Ser

Ile

Lys

Cys

510

Leu

Gly

Ala

Val

Thr

550

Ser

Ala

Ala

Thr

Pro

670

Ser

Val

His

Ile

Ser

495

Phe

Ser

Ile

Val

Ala

578

Asp

Glu

Tyr

Tyx

Ile

655

Asn

Val

Ala

Gly
Lys
4840
Pro
Leu
Tyx
Gln
Asn
560
Lys
Asn
Lye
Gly
Gly
640
Gln
Gln

Thr

Lys
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Leu Leu Ala Ala Glu Val Lys Asp Lys Lys Thr Gly Glu Ile Leu Arg
705 710 715 720

Lys Arg Cys Ala Val His Trp Val Thr Pro Asp Gly Phe Pro Val Trp
725 : 730 735

Gln Glu Tyr Lys Lys Pro Ile Gln Thr Arg Leu Asn Leu Met Phe Leu
740 745 750

Gly Gln Phe Arg Leu Gln Pro Thr Ile Asn Thr Asn Lys Asp Ser Glu
755 760 765

Ile Asp Ala His Lys Gln Glu Ser Gly Ile Ala Pro Asn Phe Val His
770 775 780

Ser Gln Asp Gly Ser His Leu Arg Lys Thr Ile Val Trp Ala His Glu
185 790 795 800

Lys Tyr Gly Ile Glu Ser Phe Ala Leu Ile His Asp Ser Phe Gly Thr
' 805 810 815

Ile Pro Ala Asp Ala Ala Asn Leu Phe Lys Ala Val Arg Glu Thr Met
820 825 830

Val Asp Thr Tyr Glu Ser Cys Asp Val Leu Ala Asp Phe Tyr Asp Gln
835 840 845

Phe Ala Asp Gln Leu His Glu Ser Gln lLeu Asp Lys Met Pro Ala Leu
850 855 8690

Pro Ala Lys Gly Asn Leu Asn Leu Arg Asp Ile Leu Glu Ser Asp Phe
865 870 875 880

Ala Phe Ala

<210> 51

<211> 2655

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polinucledétido codificante sintético

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (1)..(883) (2655)

<223> Secuencia de ADN que codifica la variante Cys723Ser, Ala702Val, Val795Ille de la T7 ARN polimerasa
dependiente de ADN, incluyendo el coddn de iniciacion que codifica la metionina N-terminal; correspondiente a
N° 26 en la Tabla 3

<400> 51

162



atgaacacga
tteaacacte
catgagtctt
gctggtgagg
atgattgecac
acagecttceeo
accactctgg
atcggtcggg
cacttcaaga
gcatttatge
tggtctitegt
attgagtcaa
tctgagacta
ctggctggea
attactggtyg
agtaagaaagq
aacattgege
atcaccaagt
ccgatgaaac
gecgetgetg
atgettgage
gactyggegeg
aaaggactgce
aaaatccacyg
ttcattgagyg
tggtgggetg
gtacagcace
tctggeatee
ttgettecta
attctacaag
aacactggtg

ctggettacy

ttaacatege
tggetgacea
acgagatggyg
ttgcggataa
gcatcaacga
agttcctgea
cttgectaac
ccattgagga
aaaacgttga
aagttgtcga
ggecataagga
coggaatggt
tegaactege
tectceteocgat
gtggctattg
¢actgatgeg
aaaacacege
ggaagcattg
cggaagacat
tgtaccgcaa
aagccaataa
gtegtgttta
ttacgectage
gtgcaaactg
aaaaccacga
agcaagattce
acggectgag
ageacttete
gtgaaaccgt
cagacgcaat
aaatcteotga

gtgttactcg

ES 2 538 694 T3

taagaacgac
ttacggtgag
tgaagcacge
cgctgecegee
ctggtttgag
agaaatcaég
cagtgetgac
cgaggectoge
ggaacaacte
ggetgacatg
agactctatt
tagcettacac
acctgaatac
gttccaacet
ggctaacggt
ctacgaagac
atggaaaate
tceggtegag
cgacatgaat
ggacaaggot
gtttgetaace
cgetgtgtea
gaaaggtaaa
tgegagtgte
gaacatcatg
teccgttetge
ctataactge
cgegatgete
tcaggacatc
caatgggacc
gaaagtcaag
cagtgtgact

ttectctgaca

cgtttagete

ttecgeaaga

aagectetea
gaagtgaaag
ccggaagecyg
aatacaaccyg
tteggtegta
aacaagcgceg
ctetetaagg
catgtaggag
cgccaaaaty
gctgaggcta
tgegtagttc
egtegtecte
gtttacatge
aacaagaaag
gacatcccty
cctgaggete
cgcaagtcete
cataaggeca
atgttcaace
ccaateggta
gataaggttce
gettgegeta
ttocttgegt
tecetteocge
cgagatgagg
tacgggattg
gataacgaag
ctgggcacta

aagecgtteag

163

tegaactgge
gcgaacagtt
tgttigagcg
tecactaccet
ctaagegegqg
tagegtacat
ttcaggetgt
teccgtgacet
tagggcacgt
gtectactegg
tacgectgcat
ctggegtagt
tcgcaaceeg
ctectaagece
tggegetggt

ctgaggtgta

tectageggt

cgattgagcyg
tcaccgegtyg
gecgtatcag
tetggtteee
cgcaaggtaa
aggaaggtta
cgttcectga
agtctccact
tetgetttga
tggegtttga
taggtggtcg
ttgctaagaa
tagttacegt
aggcactgge

tcatgacgcet

tgctatcecg
ggeoeoettgag
tcaacttaaa
actccctaag
caagegeceyg
caccattaag
agcaagegea
tgaagetaag
ctacaagaaa
tggcgaggeg

cgagatgcte

aggtcaagac

tgecaggtgcey
gtggactgge
gegtactcac
caaagegatt
cgccaacgta
tgaagaactc
gaaacgtgct
ccttgagttc
ttacaacatg
egatatgace
¢ctactggetg
gegcatcaag
ggagaacact
gtacgetggg
egggtctige
cgeggttaae
agtcaacgag
gaccgatgag
tggtcaatgg

ggcttacggg

60
120
180

24090

. 300

360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860

1920



10

15

tccaaagagt
teccggcaagg
atttgggaat
teotgttgeta
aagocgtageg
aagectatte
attaacacea
aactttgtac
aagtacggaa
agetgegaace
gtactggctg
atgcecageac

gegttegegt

teggetteeyg
gtctgatgtte
etgtgagegt
agctgoctgge
ctatgeattg
agacgegett
acaaagatag
acagccaaga
tcgaatcttt
tgttcaaage
atttctacga
ttccggetaa

aataa
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tcaacaagtg
cactcagceg
gacggtggta

tgctgaggtc

ggtaactect

gaacctgatg
cgagattgat
cggtagecace
tgcactgatt
agtgegegaa
cecagtteget

aggtaacttg

ctggaagata
aatcaggetg
gctgegygttg
aaagataaga
gatggtttec
ttccteggte
gcacacaaac
¢ttegtaaga
cacgactect
actatggttg
gaccagttge

aacctecegtg

ccattcagee
¢tggatacat
aagcaatgaa
agactggaga
ctgtgtggea
agtteegett
aggagtctgg
ctatcgtgtg
tcggtaccat
acacatatga
acgagtectea

acatcttaga

agectattgat
ggctaagetyg
ctggettaag
gattcttege
ggaatacaag
acagectacc
tategetect
ggcacacgag
tceggectgac
gtettgtgat
attggacaaa

gteggactte

<210> 52

<211> 883

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Variante polipeptidica sintética

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (1)..(883)

<223> Variante Cys723Ser, Ala702Val, Val795lle de la T7 ARN polimerasa dependiente de ADN, secuencia de

aminoacidos incluyendo la metionina N-terminal; correspondiente a N° 26 en la Tabla 3

<400> 52

Met Asn Thr Ile Asn Ile Ala Lys Asn Asp Phe Ser Asp
1 5 10 15

Ala Ala Ile Pro Phe Asn Thr Leu Ala Asp His
20 25 30

Ala Arg Glu Gln Leu Ala Leu Glu His Glu Ser Tyr Glu Met Gly
35 40 45

Ala Arg Phe Arg Lys Met :
50 55 60

Ala Asp Asn Ala Ala Ala Lys Pro Leu Ile
65 70 75

164

1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640

2655

Ile Glu Leu

Tyr Gly Glu Arg Leu

Glu

Phe Glu Arg Gln leu Lys Ala Gly Glu Vval

Thr Thr Leu Leu Pro Lys

80



Met

Gly

Ala

Ile

145

His

Val

Lys

Ser

Gly

225

Ser

val

Asn

Leu
305

Ile

Lys

Val

Asp

130

Glu

Phe

‘Tyr

Gly

Ile

210

Met

Glu

Ala

Pro

Gly

290

Ile

Ala

'axg

Ala

115

Asn

Asp

Lys

Lys

Leu

195

His

Val

Thr

Gly

Pro

275

Arg

Arg

Ala

Arg
Pro
100
Tyr
Thr
Glu
Lys
Lys
1890
Leu
Val
Ser
Ile
Ala
260
Lys
Arg
Tyr

Gln

Ile

85

Thr

Ile

Thr

Ala

Asn

165

Gly

Gly

Leu

Glu

248

Leu

Pro

Pro

Glu

Asn
325

ES 2 538 694 T3

Asn

Ala

Thr

val

Arg

150

val

Fhe

ély

Val

His

230

Leu

Ala

Trp

Asp
310

Thr

Asp

Phe

Ile

Gln

135

Phe

Glu

Glu

Arg

215

Arg

Ala

Gly

Thr

Ala

295

Val

Ala

Trp

Gln

Lys

120

Ala

Gly

Glu

Gln

Ala

200

Cys

Gln

Pro

Ile

Gly

280

Leu

Tyr

Trp

Phe Glu Glu

Phe

105

Thr

Val

Arg

Gln

val
185

Trp

Ile

Asn

Glu

Ser

265

Ile

Val

Lys

165

20

Leu

Thr

Ala

Ile

Leu

170

Val

Sar

Glu

Ala

Tyr

250

Pro

Thr

Arg

Pro

Ile
330

Gln

Leu

Ser

Arg

155

Asn

Glu

Ser

Met

Gly

238

Ala

Gly

Glu
315

Aan

Val

Glu

Ala

Ala

140

Asp

Lys

Ala

Trp

Leu

220

Val

Glu

Phe

Gly

His

300

Val

Lys

Lys
Ile
Cys
125
Ile
Lau
Arg
Asp
His
205
Ile
Val
Ala
Gln
Gly
285
Serxr

Tyr

Lys

Ala

Lys

110

Leu

Gly

Glu

Val

Mat

130

Lys

Glu

Gly

Ile

Pro
270

Ty:

Lys

Lys

Val

Lys

95

Pro

Thr

Arg

Ala

Gly

175

Glu

Ser

Gln

Ala

255

Cys

Trp

Lys

Lau
335

Arg

Glu

Ser

Ala

Lys

160

His

Ser

Asp

Thr

Asp

240

Thr

Val

Ala

Ala

Ile

320

Ala



val

Pro

Tyr
385

Pro

Gly

Ala

465

Phe

Leu

Ala

Asn

Hia

545

Lau

Lys

Glu

Ala

Asn

370

Arg

Leu

Tyr

Pro

Lys

450

Asn

Ile

Glu

Phe

Cys

530

Phe

Leu

val

val

Asn

Ile

355

Preo

Lys

Glu

Asn

Gln

435

Pro

Cys

Glu

Asn

Cys

515

Ser

Ser

Pro

Agn

Yal

val

340

Glu

Glu

Asp

Gln

Met

420

Gly

Ile

Ala

Glu

Thr

500

Phe

Leu

Ala

Ser

Glu

580

Thr

Ile
Arg
Ala
Lys
Ala
405
Asp
Asn
Giy
Gly

Asn
485

Trp
Glu
Pro
Met
Glu
565

Ile

val

ES 2 538 694 T3

Thr

Glu

Lau

Ala

390

Aan

Trp

Asp

Lys

vVal

470

His

Trp

Tyx

Lau

Leau

550

Thr

Lau

Lys

Glu

Thr
375

Arg

Lys

Arg

Met

Glu

455

Agp

Glu

Ala

Ala

Ala

535

val

Gln

Asp

Trp

Leu

360

Ala

Lys

Phe

Gly

Thr

440

Gly

Lys

Asn

Glu

Gly

520

Phe

Gln

Glu

Lys
34s

Pro

Trp

Ser

Ala

425

Lys

Tyr

val

Ile

Gln

505

Val

Asp

Glu

Asp

585

166

His

Met

Lys

Arg

Asn

410

val

Gly

Tyr

Bro

Mat

480

Asp

Gln

Gly

Val

Ila

870

Ala

Thr

Cys

Lys

Arg

Arg

3585

His

Tyr

Leu

Trp

Phe

478

Ala

Sar

His

Ser

Gly

555

Tyr

Ila

Gly

Pro

Pro

Ala

380

Ile

Lys

Ala

Leu

Leu

460

Pro

Cys

Pro

His

Cys

540

Gly

Gly

Asn

Glu

val

Glu

365

Ala

Ser

Ala

val

Thr

445

Lys

Glu

Ala

Phe

Gly

52%

Ser

Axrg

Ile

Gly

Ile

Glu

350

Ala

Leu

Ile

Ser

4390

Leu

Ile

Arg

Lys

Cys

510

Leu

Gly

Ala

Val

Thrx

590

Ser

Asp

Ile

Ala

Glu

Trp

415

Met

Ala

His

Ile

Ser

495

Phe

Ser

Ile

Vval

Ala

575

Asp

Glu

Ile
Asp
val
Phe
400
Phe
Phe
Lys
Gly
Lys
480
Pro
Leu
Tyr
Gln
Asn
560
Lys

Agn

Lys



Val

Val

625

Ser

Pro

Ala

val

Leu

705

Lys

Gln

Gly

Ile

Ser

785

Lys

Ile

val

Phe

Ly=

610

Thr

Lys

Ala

Ala

Val

690

Leu

Arg

Glu

Gln

Asp

770

Gln

Tyr

Pre

Asp

Ala
850

$95

Leau

Arg

Glu

Ile

Gly

675

Ala

Ser

Tyr

Phe

158

Ala

Asp

Gly

Ala

Thr

835

Asp

Gly

Ser

Phe

Asp

660

Tyr

Ala

Ala

Ala

Lys

740

Axg

Gly

Ile

Asp

820

Tyr

Gln

Thr

Val

Gly

645

Ser

val

Glu

Val

725

Lys

Leau

Lys

Ser

Glu

805

Ala

Glu

Leau

ES 2 538 694 T3

Lys

Thr

630

Phe

Gly

Ala

Glu

Val

710

His

Pro

Glin

Gln

His

790

Ser

Ala

Ser

His

Ala
615

Lya

Arg

Lys

Lys

Ala

695

Lya

Trp

Ile

Pro

Glu

715

Leu

Phe

Asn

Cys

Glu
858

600

Lau
Arg
Gln
Gly
Leu

680

Mat

Val
C;;l.n
Thr
760
Ser
Arg
Ala
Leu
Asp

840

Ser

Ala

Ser

Gln

Leu

665

Ile

Asn

Lys

Thr

Thr

745

Ile

Gly

Lys

Len

Phe

825

val

Gln

167

Gly

val

val

650

Met

Trp

Trp

Lys

Pro

730

Arg

Asn

Ile

Thr

Ile

810

Lys

Lau

Leu

Gln

Met

635

Leu

Phe

Glu

Leu

Thr

715

Asp

Leu

Thr

Ala

Ile

795

His

Ala

Ala

Asp

Trp

€620

Thr

Glu

Thr

Ser

Lys

700

Gly

Gly

Asn

Asn

Pro

780

Val

Asp

val

Asp

Lys
860

€05

Leu

Leu

Asp

G1ln

Val

685

Ser

Glu

Phe

Lys
765

Asn

Trp

Ser

Arg

Phe

845

Met

Ala

Ala

Thr

Pro

670

Ser

Val

Ila

Pro

Met

750

Asp

Phe

Ala

Phe

Glu
830

Tyr

Pro

Tyr

Tyr

Ile

655

Asn

val

Ala

Leu

Val

735

Phe

-Ser

val

His

Gly

815

Thr

Asp

Ala

Gly

Gly

640

Gln

Gln

Thr

Lys

Arg

720

Trp

Leu

Glu

Glu

800

Thr

Met

Gln

Leu
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Pro Ala Lys Gly Asn Leu Asn Leu Arg Asp Ile Leu Glu Ser Asp Phe
865 870 875 880

Ala Phe Ala

<210> 53

<211> 2655

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polinucleodtido codificante sintético

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(2655)

<223> Secuencia de ADN que codifica la variante Val426Leu, Ala702Val de la T7 ARN polimerasa dependiente
de ADN, incluyendo el coddn de iniciacion que codifica la metionina N-terminal; correspondiente a N° 27 en la
Tabla 3

20

168

<400> 53
atgaacacga ttaacatecge taagaacgac ttetcotgaca teogaactgge tgctatccqg €0
ttcaacacte tggctgaceca ttacggtgag cgtttagete gogqaacagtt ggoocttgag 120
catgagtctt acgagatggg tgaagcacge ttccgcecaaga tgtttgageg tcaacttaaa 180
gctgotgagyg ttgeggataa cgetgeegec aagecceteotea tcactacecet actecectaag 240
atgattgcac gcatcaacga ctggtttgag gaagtgaaag ctaagcgcgy caagegeccyg 300
acagoettee agttoctgea agaaatcaag coggaageeg tagegtacat caccattaaj 360
accactctgg cttgcctaac cagtgetgac aatacaacég ttcaggctgt agcaagegea 420
atcggteggy ccattgagga cgaggetege ttoggtegta tecgtgaccet tgaagetaag 480
cacttcaaga aaaacgttga ggaacaactc aacaagegeg tagggcacgt ctacaagaaa 540
gcatttatgec aagttgtcga ggetgacatg ctctctaagg gtcoctactegg tggegaggeg 600
tggtettegt ggcataagga agactctatt catgtaggag tacgetgeat cgagatgete 660
attgagtcaa ccggaatggt tagettacac cgcecaaaatyg ctggogtagt aggtcaagac 720
tetgagacta tegaactege acctgaatac getgaggecta togcaacecg tgcaggtgeg 780
ctggetggea teotetecgat gttecaacct tgegtaghte ctectaagee gtggactgge 840
attactggtg gtggctattg ggctaacggt cgtegtcocete tggegetggt gegtacteac 200
agtaagaaag cactgatgcg ctacgaagac gtttacatge ctgaggtgta caaagcgatt 860
aacattgegc amaacaccge atggaaaatc aacaagaaag tcctageggt cgocaacgta 1020
atcaccaagt ggaagcattg tcoggtegag gacatcocetg cgattgageg tgaagaactce 1080
ccgatgazac cggaagacat cgacatgaat cctgaggete tcaccegoegbg gaaacgtget 1140
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geegetgetg tgtacegcaa ggacaagget cgcaagtete gcocegtatcag ccttgagtte 1200
aﬁgcttgagc aagccaataa gtttgctaac cataaggeca tetggttece ttacaacatg 1260
gactggegeg gtegtetgta cgetgtgtca atgttcaace cgcaaggtaa ggatatgace 1320
aaaggactge ttacgetgge gaaaggtaaa ccaatceggta aggaaggtta ctactggotg 1380
aaaatcéacg gtgcaaacty tgogggtgte gataaggtte cgttcccéga gegeatoaag 1440
ttcattgagg aaaaccacga gaacatcatg gettgogeta agtctcdact ggagaacact 1500
tggtgggctg agcaagatte teccgttctge tteccttgegt totgetttga gfacgctggg 1560
gtacageace acggectgag ctataactge tecctteege tggegtttga cgggtcottge 1620
tctggcatee agecacttcte cgogatgete cgagatgagg taggtggteg cgeggttaac 1680
ttgeottecta gtgaaacegt tcaggacate tacgggattyg ttgctaagaa agtcaacgag 1740
attctacaag cagacgcaat caatgggacc gataacgaag tagttacegt gaccgatgag 1800
aacactggtg aaatctctga gaaagtceaag ctgggcecacta aggcactgge tggtcaatgg 1860
ctggettacyg gtgttacteg cagtgtgact aagegttcag tcatgacget ggettacqggg 1920
tecaaagagt teggetteoocyg tcaacaagtg ¢tggaagata ccattcageoco agctattgat 1980
tecggcaagy gtetgatgtt cactcagecg aatcaggetg ctggatacat ggetaagetg 2040
atttgggaat ctgtgagegt gacggtggta getgcggttg aagcaatgaa ctggcttaag 2100
tetgttgeta agetgetgge tgetgaggte aaagataaga agactggaga gattettege 2160
aagcgttgog ctgtgecattg ggtaactoct gatggtttec ctgtgtggea ggaatacaag 2220
aagcctattc agacgegett gaaccectgatg ttecteggte agtteegett acagectace 2280
attaacacca acaasgatag cgagattgat goacacaaac aggagtcetgg tategctcet 2340
aactttgtac acagecaaga cggtagecac cttcogtaaga ctgtagtgtg ggcacacgaqg 24400
aagtacggaa tegaatettt tgcactgatt cacgactcect teggtaccat teeggetgac 2460
gctgcgaace tgttcaaage agtgecgegaa actatggttg acacatatga gtcttgtgat 2520
gtactggetg atttetacga ccagttoget gaccagtige acgagtctca attggacaaa 2580
atgccageac ttceggetaa aggtaacttg aacetecatg acatcttaga gteggactte 2640
gegttcgegt aataa 2655

<210>54

<211> 883

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Variante polipeptidica sintética

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (1)..(883)

<223> Variante Val426Leu, Ala702Val de la T7 ARN polimerasa dependiente de ADN, secuencia de aminoacidos
incluyendo la metionina N-terminal; correspondiente a N° 27 en la Tabla 3

<400> 54

169



Ala

Ala

65

Gly

Ala

Ala

Ila

145

His

Val

Lys

Sex

Gly
225

Asn

 A1a

Arg

Arg

Asp

Ile

Lys

val

Asp

130

Glu

Phe

Tyr

Gly

Ile

210

Met

Thr

Ile

Glu

Phe

Asn

Ala

Ala

115

Aan

Asp

Lys

Lys

Leu

195

His

Val

Ile

Pro

Gln

Arg

Ala

Arg

Pro

100

Tyr

Thr

Glu

Lys

Lys

180

Leu

vVal

Sear

Lys
Ala
Ile
85

Thr
Ile
Thr
Ala
Asn
165
Ala
Gly

Gly

Leu

ES 2 538 694 T3

Ile

Asn

Ala

Met

Ala

70

Asn

Ala

Thr

Val

Arg

150

val

Phe

Gly

val

His
230

Thr

Lys

Asn

Ala
25

leu Glu His

Phe

55

Lys

Asp

Phe

Ile

Gln

135

Phe

Glu

Met

Glu

Arg
215

40

Glu

Pro

Trp

Gln

Lys

120

Ala

Gly

Glu

Gln

Ala

200

Cys

Gln

170

Arg

Leu

Phe

Phe

105

Thr

Val

Arg

Gln

Val
185

Trp

Ile

Asan

Asp

10

Asp

Glu

Gln

Ile

Glu

90

Leu

Thr

Ala

Ile

Leu

170

Val

Ser

Glu

Ala

Phe

His

Ser

Leu

Thx

75

Glu

Gln

Ser

Axg

155

Asn

Glu

Ser

Gly
235

Ser

Tyr

Tyr

Lys

60

Thr

Val

Glu

Ala
140

Asp

Lys

Trp

Leu
220

Val

Asp

Gly

Glu

45

Ala

Leu

Lys

Ile

Cys

125

Ile

Lau

Axrg

Asp

Hisg

205

Ile

val

Ile

Glu

30

Mat

Gly

Leu

Ala

Lys

110

Leu

Gly

Glu

Val

Met

190

Lys

Glu

Gly

Glu

15

Arg

Gly

Glu

Pro

Lys

95

Pro

Thr

Ala

Gly

175

Leu

Glu

Ser

Gln

Leu

Leu

Glu

val

Lys

80

Arqg

Glu

Ser

Ala

Lys

160

His

Ser

Asp

Thr

240



Ser

val

Asn

Leu

305

Asn

Val

Pro

Met

Tyr

385

Pro

Asn

Gly

Ala

465

Phe

Glu

Ala

Pro

Gly

290

Met

Ila

Ala

Ala

Asn

370

Azg

Leu

Tyx

Pro

Lys

450

Asn

Ile

Thr

Gly

Pro.
275

Arg

Arg

Ala

Asn

Ile

358

Pro

Lys

Glu

Asn

Gln

435

Pro

Cys

Glu

Ile

Ala

260

Lys

Arg

Tys

Gln

Val

340

Glu

Glu

Asp

Gln

Met

420

Gly

Ile

Ala

Glu

Glu
245

Pro

Pro.

Glu

Asn

325

Ile

Arg

Ala

Lys

Ala

405

Asp

Aan

Gly

Gly

Asn
485

ES 2 538 694 T3

Ala

Trp

‘Leu

Asp
310
Thr
Thr
Glu
Leu
Ala
390

Asn

Trp

Lys

Val
470

His

Ala

Gly

Thr

Ala

295

Val

Ala

Lys

Glu

Thr

75

Axg

Lys

Glu
45%

Asp

Glu

Pro

Ile

Gly

280

Tyr

Trp

Trp

Leu

360

Ala

Lys

Phe

Gly

Thr

4490

Gly

Lys=s

Asn

Glu

Ser

265

Ile

Val

Met

Lys

Lys

345

Pro

Trp

Ser

Ala

Arg

425

Lys

Tyr

Val

Ile

171

Tyr

250

Pro

Thr

Arg

Pro

Ile

320

His

Ly=s

Arg

Asn

410

Leu

Gly

Tyr

Pro

Met
450

Ala

Gly

Glu

315

Asn

Cys

Lys

Arg

395

His

Tyr

Leu

Trp

Phe
475

Glu

Phe

Gly

His

300

Val

Lys

Pro

Pro

Ala

380

Ile

Lys

Ala

Leu
460

Pro

Cys

Ala

Gln

Gly

285

Ser

Tyr

Lys

Val

Glu

365

Ala

Ser

Ala

vVal

Thr

445

Lys

Glu

Ala

Ile

Pro

270

Tyxr

Lys

Lys

vVal

Glu

350

Ala

Leu

Ile

Ser

430

Ile

Axrg

Lys

Ala

255

Cys

Trp

Lys

Ala

Leu

3a3s

Asp

Ile

Ala

Glu

Ala

His

Xle

Sar
495

Thr

Vval

Ala

Ala

Ile

320

Ala

Ile

Asp

val

Phe

400

Phe

Phe

Lys

Gly

Lys=s

480

Pro



Ala

His

545

Lys

Glu

Val

Val

625

Ser

Pro

Ala

Val

Leay

705

Lys

Gln

Gly

Glu

Phe

Cys

530

Phe

Leu

val

Vval

Lys

610

Thr

Lys

Ala

Ala

Val

690

Leu

Glu

Gln

Asn
Cys
515
Ser
Ser
Pro
Asn
val

595

Leu

Glu

Ile

Gly

675

RAla

Ala

Cysa

Tyr

Phe

Thr
500

Phe

Ala

Ser

Glu

580

Thr

Gly

Ser

Phe

Asp

660

TY:

Ala

Ala

Ala

Lys

740

Arg

Trp

Glu

Pro

Met

Glu

565

Ile

Val

Thr

Val

Gly

645

Ser

Met

val

Glu

val

725

Lys

Leu

ES 2 538 694 T3

Trp

Tyr

Lau

Leu

550

Thr

Leu

Thr

Lys

Thr

630

Phe

Gly

Ala

Glu

val

710

His

Pro

Gln

Ala

Ala

Ala

535

Arg

val

Gln

Asp

Ala

615

Lys

Arg

Lys

Lys

Ala

695

Lys

Trp

Ile

Pro

Glu

Gly

520

Phe

Asp

Gln

Ala

Glu

600

Leu

Axg

Gln

Gly

Leu

€80

Asp

Val

Gln

Thr

Gln
505
Val
Asp
Glu
Asp
Asp
585
Asn
Ala
Serx
Gln
Leu
665
Ile
Asn
Lys
Thr
Thr

745

Ile

172

Asp
Gln
Gly
Val
Ile
570
Ala
Th_r
Gly
Val
Val
650
Met
Trp
Trp
Lys
Pro

730

Asn

Ser

His

Ser

Gly

555

Tyr

Ile

Gly

Gln

Met

635

Leu

Phe

Glu

Leu

Thr

715

Asp

Leu

Thr

Pro

His

Cys

540

Gly

Gly

Asn

Glu

Trp

€20

Thr

Glu

Thy

Ser

Lys=s

700

Gly

Gly

Aan

Asn

Phe

Gly

525

Ser

Arg

Ile

Gly

Ile

605

Leu

Leu

Asp

Gln

val

685

Sar

Glu

Phe

Leu

Lys

Cys
510
Leu
Gly
Ala
val
Thr
590
Sar
Ala
Ala
Thr
Pro
670
Ser
Val
Ile
Pro
Mat

750

Asp

Phe

Ser

Ila

val

Ala

575

Asp

Glu

TyYyr

Tyr

Ile

655

Asn

Val

Ala

Leu

val

735

Phea

Ser

Leu

Tyr

Gln

Asn

560

Lys

Asan

Lys

Gly

Gly

€40

Gln.

Gln

Thr

Lys

720

Trp

Leu

Glu
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755 760 765

Ile Ala Gln Glu

775

Ile Ala Pro Asn Phe Val His

780

Asp Ser

770

Lys Gly

Gln His

790

Leu Thr Val

795

val His Glu

800

Ser Ser Ala

785

Asp Gly Arg Lys Trp

Ile Glu Phe

805

Ile
E10

lys 'fyr Gly Ser Leu His Ser Phe Gly Thr

815

Ile Glu Thr

830

Phe Met

825

Pro Ala Asp ARla Ala Asn Leu Ala Vval

820

Lys Axrg

Glu Phe Gln

845

Thr
a3s

Val Asp Tyrx Ser Cys Asp Val Leu Rla

840

Asp Tyr Asp

Fhe Ala Gln Ala

850

Glu
855

Asp Leu His Ser Gln Leu Asp Lys Met Pro Leu

860

Ala Glu Phe

880

Ile
875

Leu Ser

B70

Ero Gly Asn Asn Leu Leu

8635

Lys Axrg Asp

Ala Phe Ala

<210> 55

<211> 2655

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polinucledétido codificante sintético

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(2655)

<223> Secuencia de ADN que codifica la variante Cys723Ser, Val426Leu, Ala702Val de la T7 ARN polimerasa
dependiente de ADN, incluyendo el coddn de iniciacion que codifica la metionina N-terminal; correspondiente a
N° 28 en la Tabla 3

20

173

<400> 55
atgaacacga ttaacatege taagaacgac ttcoteotgaca tegaactgge tgcoctatcccg 60
ttcaacacte tggectgacca ttacggtgag cgtttagete gogaacagtt ggcecttgag 120
catgagtctt acgagatgqgg tgaagcacge ttecgcaaga tgtttgageg tcaacttaaa 180
gctggtgagg ttgeggataa cgetgcecgec aagoctctca tcactaccct acteocctaag 240
atgattgcac geateaacga ctggtttgag gaagtgaaag ctaagegegg caagegeceg 300
acagecttec agttcctgeoa agaaatcaaq coggaageeqg tagegtacat caccattaag 360
accactctgg cttgcctaac cagtgcetgac aatacaaceqg ttcaggectgt agcaagegcea 420



atcggtcggag

cacttcaaga
geatttatge
tggtcttegt
attgagtcaa

tctgagacta

ctggctggca

attactggtg
agtaagaaag
aacattgecge
atcaccaagt
ccgatgaaac
geegetgetg
atgettgage
gactyggegeg
asaggactgc
aaaatccacg
ttcattgagyg
tggtgggctyg
gtacagcace
tetggecateo
ttgcttceccta
attetacaag
aacactggtg
ctggettacy
tecaaagagt
teocggeaagy
atttgggaat

tetgttgota

aagcgtagog

aagectatte

attaacacca

ccattgagga
aaaacgttga
aagttgtega
ggcataagga
ceggaatggt
tegaactege
totectecgat
gtggctattg
cactgatgcg
aaaacaccge
ggaagcattyg
eggaagacat
tgtaccgeoaa
aagccaataa
gtegtetgta
ttacgetgge
gtgcaaactg
aaaaccacga
aécaagattc
acggectgag
agcacttete
gtgaaaccgt
cagacgcaat
aaatetcetga
gtgttacteg
teggetteoy
gtotgatgtt
ctygtgagegt
agetgetgge
ctgtgcattg
agacgcgett

acaaagatag

ES 2 538 694 T3

cgaggectage
ggaacaactc
ggctgacatg
agactctatt
tagcettacac
acctgaatac
gttecaacet
ggctaacggt
ctacgaagac
atggaaaate
tecggtegag
cgacatgaat
ggacaaggct
gtttgctaac
cgctgtgtca
gaaaggtaaa
tgcgagtgte
gaacatcatg
tcegtictge
ctataactgce
cagegatgete
tcaggacate
caatgggacce
gaaagtcaag
cégtgtgact
tcaacaagtyg
cacteageey
gacggtgagta
tgetgaggte
ggtaactoct
gaécctgatg

cgagattgat

tteggtegta
aacaagcgeg
ctetectaagg
catgtaggag
cgccaaaatg
getgaggeta
tgcgtagtte
cgtcgtocte
gtttacatge
aacaagaaag
gacatcectg
cetgaggete
cgcaagtctc
cataaggeca
atgttcaacc
ccaateoggta
gataaggtte
gettgegeta
ttccttgegt
tocecttoege
cgagatgaqgq
tacgggattg
gataacgaag
ctgggcacta
aagcgttcag
ctggaagata
aatcaggcetg
gctgcggtig
aaagataaga
gatggtttee
ttectcggte

gcacacaaac

174

teegtgacet
tagggcacgt
gtcatactegyg
tacgetgeat
ctggcgtagt
togeaacceg
ctectaagec
tggcgcetggt
ctgaggtgta
tectageggt
cgattgageg
teacegegtyg
gcocgtatcag
tctggttece
cgcaaggtaa
aggaaggtta
cgttecctga
agtctccact
tctgectttga
tggcocgtttga
taggtgqgteg
ttgctaagaa
tagttaccgt
aggcactgge
teatgacget
ccatteagee
ctggatacat
aagcaatgaa
agactggaga
ctgtgtggca
agttccgett

aggagtetgg

tgaagctaag
ctacaagaaa
tggcgaggeg
cgagatgoete
agatcaagac
tgeaggtgeg
gtggactggc
gegtacteac
caaagegatt
cgccaacgta
tgaagaactc
gaaacgtgct
cettgagtte
ttacaacatyg
cgatatgace
ctactggetyg
gegeatQaag
ggagaacact
gtacgctggg
cgggtcttge
cgeggttaace
agtcaacgag
gaccgatgag
tggtcaatygy
ggcttacggg
agctattgat
ggctaagetg
ctggecttaag
gattettege
ggaatacaag
acagcctacce

tatcgctect

480

540

600

660

720

780

840

300

260
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280

23230
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aactttgtac acagccaaga cggtagecac cttcgtaaga ctgtagtgtg ggcacacgag 2400
aagtacggaa tcgaatcttt tgeactgatt cacgactect toggtaccat teeggotgac 2460
gectgegaace tgttcaaage agtgegegaa actatggttg acacatatga gtettgtgat 2520
gtactggcotg atttctacga ccagttcgct gaccagttge acgagtctca attggacaaa 2580
atgccagcac tteceggetaa aggtaacttg aaccteegtyg é\catcttaga gteggactte 2640
gegttcgegt aataa 2655

<210> 56

<211> 883

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Variante polipeptidica sintética

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (1)..(883)

<223> Variante Cys723Ser, Val426Leu, Ala702Val de la T7 ARN polimerasa dependiente de ADN, secuencia de
aminoacidos incluyendo la metionina N-terminal; correspondiente a N° 28 en la Tabla 3

<400> 56

Met Asn Thr Ile Asn Ile Ala Lys Asn Asp Phe Ser Asp Ile Glu Leuw

Ala Ala Ile Pro Phe Asn Thr Leu Ala Agp His Tyr Gly Glu Arxrg Leu
: 20 25 30

Ala Arg Glu Gln Leu Ala Leu Glu His Glu Ser Tyr Glu Met Gly Glu
35 40 45

Ala Arg Phe Arg Lys Met Phe Glu Arg Glm Leu Lys Ala Gly Glu Val
50 55 €0

Ala Asp Asn Ala Ala Ala Lys Pro Leu Ile Thr Thr Leu Leu Pro Lys
65 70 75 80

Met Ile Ala Arxrg Jle Asn Asp Trp Phe Glu Glu Val Lys Ala Lys Arg
8s 20 95

Gly Lys Arg Pro Thr Ala Phe Gln Phe Leu Gln Glu Ile Lys Pro Glu
100 105 110

Ala Val Ala Tyr Ile Thr Ile Lys Thr Thr Leu Ala Cys Leu Thr Ser
115 120 125

Ala Asp Asn Thr Thr Val Gln Ala Vil Ala Ser Ala Ile Gly Arg Ala
130 135 140

175



1le

145

His

vVal

Lys

Ser

Gly

225

Ser

Val

Asn

Leu

308

Asn

Va_].

Pro

Tyr
385

Glu
Phe
Tyr
Gly
Ile
210
Met
Glu
Ala
Pro
Gly
250
Met
Ile
Ala
Ala
Asn
370

Arg

Asp Glu Ala

Lys

Lys

Leu

185

His

val

Thr

Gly

Pro
275

Ala

Asn

Ile

355

Pro

Lys

Lys
Lys
180
Leu
Val
Ser
Ile
Ala
260

Lys

Tyr
Gln
Val
340

Glu

Glu

Asn

165

Ala

Gly

Gly

Leu

Glu

245

Pro

Pro

Glu

Asn

azs

Ile

Lys
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Arg

150

Val

Phe

Gly

vVal

His

230

Leu

Ala

Trp

Leau

Asp

310

Thr

Thr

Glu

Leu

Ala
390

Phe

Glu

Gluy
Arg
215
Axrg
Ala
Gly
Thr
Ala
295
Val
Ala
Ly§
Glu
Thx

375

Axg

Gly

Glu

Gln

Ala

200

Cys

Gln

Pro

Ila

Gly

280

Tyr

Trp

Trp

Leu

360

Ala

Lys

Arg

Gln

Vval
185

Trp

Ile

Asn

Glu

Ser

265

Ile

Val

Met

Lys

Lys

345

Pro

Trp

Ser

176

Ile

Leu

170

Val

Ser

Glu

Ala

Tyr

250

Pro

Thr

Arg

Pro

Ile

330

His

Lys

Arg

Arg
155
Asn
Glu
Ser
Met
Gly
235
Ala
Met
Gly
Thr
Glu
315
Asn
Cys
Lys

Arg

Arg
395

Asp Leu Glu Ala

Lys

Ala

Trp

Leu

220

vVal

Glu

Phe

Gly

His

300

val

Lys

Pro

Pro

Ala

aso

Ile

Arg

Asp

His

20%

Ile

Val

Ala

G1ln

Gly

285

Ser

TyT

Lys

val

Glu

365

Ala

Serxr

Val

Met

130

Lys

Glu

Gly

Ile.

Pro

270

Tyr

Lys

Lys

Val

Glu

350

Asp

Lew

Gly
178
Leu
Glu
Ser
Gln
Ala
255
Cys
Trp
Lys
Ala
Leu
338
Asp
Ile

Ala

Glu

Lys

160

His

Ser

Asp

Thr

Asp

240

Thr

val

Ala

Ala

Ile

320

Ala

Ila

Asp

Vval

Phe
4400



Pro
Asn
ély
Ala

465

Phea

Ala

Amn

His

545

Lys

Glu

Val

Val

625

Ser

Tyr

Pro

Lys

450

Asn

Ile

Glu

‘Phe

Cys

530

Phe

Leu

Val

Val

Lys

610

Thr

Lys

Glu

Gln

435

Prxo

Cys

Glu

Asn

Cys

515

Ser

Sar

Pro

Asn

val

595

Leu

Glu

Gln

Met

420

Gly

Ile

Ala

Glu

Thx

500

Phe

Leu

Ala

Ser

Glu

580

Gly

Ser

Phe

Ala
405

Asp

Asn

Gly

Gly

Asn

485

Trp

Glua

Pro

Mat

Glu

565

Ile

val

Thx

val

Gly
645
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Asn

Trp

Asp

Lys

val

470

His

Trp

Tyr

Leu

Leu

550

Thr

Leu

Thr

Lys

Thr

630

Phe

Lys

Met

Glu

455

Asp

Glu

Ala

Ala

Ala

535

val

Gln

Asp

Ala

el5

Lys

Axg

Phe

Gly

Thx

440

Gly

Lys

Asn

Glu

Gly

520

Phe

Asp

Gln

Ala

Glu

600

Leu

Arg

Gln

Ala

Arg

425

Lys

Tyr

Val

Ile

Gln

505

Val

Asp

Glu

Asp

Asp

585

Asn

Ala

Ser

Gln

177

Asn

410

Leu

Gly

Tyr

Pro

Met

4190

Asp

Gln

Gly

Vval

1le

570

Ala

Thr

Gly

val

Vval
€50

His
Tyr
Leu
i
Phe
475
Ala
Ser
His
Ser
Gly
555
Tyr
ile
Gly
Gln
Met

635

Leu

Lys

Ala

Leu

Leu

460

Pro

Cys

Pro

His

Cys

540

Gly

Gly

Asn

Glu

Irp
620

Thx

Glu

Ala

Val

Thx

445

Lys

Glu

Ala

Phe

Gly

525

Ser

Arg

Ile

Gly

Ile

605

Leu

Asp

Ile

Ser

430

Leu

Ile

Axrg

Lys

Cys

510

Leu

Gly

Ala

Val

Thr

590

Ser

Ala

Ala

Thr

Trp

415

Ala

His

Ile

Ser

495

Phe

Ser

Ile

Val

Ala

575

Asp

Glu

Tyr

Tyr

Ile
658

Phe

Phe

Lys

Gly

Lys

480

Pro

Leu

Tyr

Gln

Asn

560

Lys

Asn

Lys

Gly

Gly
640

Gln



Pro

Ala

val

Leu

705

Lys

Gln

Gly

Ile

Ser

785

-Lys

Ile

Val

Phe

Pro

865

Ala

<210> 57
<211> 2655
<212> ADN

Ala

Ala

Val

690

Leu

Arg

Glu

Gln

Asp

710

Gln

Tyr

Pro

Asp

Ala

as0

Ala

Phe

Ile

Gly

675

Ala

Ala

Ser

Tyx

Phe

755

Ala

Asp

Gly

Ala

Thr

835

Asp

Lys

Ala

Asp

660

Tyr

Ala

Ala

Ala

Lys

740

Arg

His

Gly

Ile

Asp

820

Tyx

Gln

Gly

<213> Secuencia artificial

Ser

Met

Val

Glu

Val

725

Lys

Lys

Ser

Glu

805

Ala

Glu

Leu

Asn

ES 2 538 694 T3

Gly
Ala
Glu
val
710
Hisg
Pro
Gln
Gln
His
790
Ser
Ala
Ser
His

Leu
870

Lys

Lys

Ala

695

Lys

Trp

Ile

Pro

Glu

775

Phe

Asn

Cys

Glu

855

Asn

Gly
Leu
680
Mat
Asp
val
Gln
Thr
760
Ser
Arg
Ala
Leu
Asp
840

Ser

Leu

Leu
665
Ile
Asn
Lys
Thr
Thr
745
Ile
Gly
Lys
Leu
Phe
B82S
val

Gln

Arg

178

Met

Trp

Trp

Lys

Pro

730

Arqg

Asn

Ile

Thr

Ile

810

Lys

Leu

Leu

Asp

Phe

Glu

Leu

Thr

715

Asp

Leu

Thr

Ala

Val

795

His

Ala

Ala

Asp

Ile
875

Thr

Ser

Lys

700

Gly

Gly

Asn

Asn

Pro

780

Val

Asp

Vval

Lys
860

Leu

Gln

Val

685

Ser

Glu

Phe

Leu

Lys

765

Asn

Trp

Sar

Phe
845

Met

Glu

Pro

670

Ser

Val

Ila

Pro

Met

750

Asp

Phe

Ala

Phe

Glu

830

Tyr

Pro

Ser

Asn

val

Ala

Leu

val

735

Phe

Ser

Val

His

Gly

815

Thr

Asp

Ala

Asp

Gln

Thr

Lys

720

Trp

Leu

Glu

His

Glu

800

Thr

Mat

Gln

Leu

Phe
880
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<220>
<223> Polinucleodtido codificante sintético

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(2655)

<223> Secuencia de ADN que codifica la variante Val426, Val 795lle de la T7 ARN polimerasa dependiente de
ADN de tipo silvestre, incluyendo el coddn de iniciacion que codifica la metionina N-terminal; correspondiente a
N° 29 en la Tabla 3

179

<400> 57
atgaacacga ttaacatcge taagaacgac ttctctgaca tcgaactgge tgctatcceg 60
ttcaacagte tggetgacea ttacggtgag cgtttagete gegaacagtt ggcccttgag 120
catgagtctt acgagatggg tgaagcacgec ttecgceaaga tgtttgageg tecaacttaaa 180
gctggtgagg ttgeggataa cgotgococgeoc aagectcetea teactacect actcectaag 240
atgattgeac geatcaacga ctggtttgag gaagtgaaag ctaagegegg caagegeceyg 300
acageettoe agttectgeca agaaatcaag ccggaageeyg tagegtacat cageattaag 360
accactetgg octtgectaac cagtgetgac aatacaaceg ttecaggetgt agcaagegea 420
atcggteggg ccattgagga cgaggetcege ttecggtcgta tcoecgtgacet tgaagctaag 480
cacttcaaga aaaacgttga ggaacaactc aacaagcgeg tagggcacgt ctacaagaaa . 540
geatttatge aagttgtega ggctgacatyg ctcectctaagg gtctactegg tggcgaggeqg 600
tggtctteogt ggcataagga agactctatt catgtaggag tacgetgeat cgagatgcte 660
attgagtcaa cceggaatggt tagettacac cgecaaaatg ctggegtagt aggtcaagac 720
tctgagacta tcgaactoege acctgaatac getgaggecta togeaacceyg tgcaggtgeg 780
ctggetggea tetoctecgat gtteocaacet tgegtagtte ctectaagec ghtggactgge 840
attactggtg gtggetattg ggctaacgg£ cgtcgtecte tggegetggt gogtactcac 900
agtaagaaag cactgatgeg ctacgaagac gtttacatge ctgaggtgta caaagcgatt 260
aacattgege aaaacacoge atggaaaate aacaagasag tectageggt egecaacgta 1020
atcaccaagt ggaagcattg tecgategag gacatecetg cgattgageg tgaagaactce 1080
ccgatgaaac c¢ggaagacat cgacatgaat cctgaggete teaccgegtg gaaacgtget 1140
geegetgetg tgtaccgecaa ggacaagget cgeaagtete gccgtazcag cettgagtte 1200
atgettgage aagocaataa gtttgcoctaac cataaggeca tetggttcoce ttacaacatg 1260
gactggegeg gtcgtectgta cgotgtgtca atgttcaace cgeaaggtaa ecgatatgace 1320
aaaggactge ttacgectggc gaaaggtaaa ccaateggta aggaaggtta ctactggetg 1380
aaaatccacy gtgcaaactg tgcgggtgte gataaggtte egttecctga gogecatcaag 1440
tteattgagg aaaaccacga gaacatcatg gettgegeota agtctecact ggagaacact 1500
tggtgggctg ageaagatte tcogttotge ttocttgegt tetgettiga gtacgetggg 1560
gtacagcacc acggcctgag ctataactge teccttecge tggegtttga cgggtcottge 1620
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tetggcatoo ageoacttete cgecgatgete egagatgagg taggtggteg cgoggttaac 1680
ttgettcecta gtgaaaccgt tcaggacate tacgggattg ttgctaagaa agtcaacgag 1740
attetacaag cagacgeaat caatgggacc gataacgaag tagttacegt gacegatgag 1800
aacactggtg aaatetetga gaaagtcecaag ctgggcacta aggeactgge tggtcaatgg 1860
ctggettacg gtgttactcg cagtgtgact aagegttcag tcatgacget ggettacggg 1920
tccaaagagt tcggetteeyg tcaacaigtg ctggaagata ccattcagee agctattgat 198O
teccggcaagg gtotgatgtt cactcageeg aatéaggctg ctggatacat ggctaagctg 2040
atttgggaat ctgtgagegt gacggtggta getgeggttg aageaatgaa ctggettaag 2100
tctgetgota agetgetgge tgetgaggte asagataaga agactggaga gatteottege 2160
aagegttgeg ctgtgcattyg ggtaactect gatggtttee ctgtgtggea ggaatacaag 2220
aagcctattc agacgegett gaacctgatg ttoccteoggte agttecgett acagectace 2280
attaacacea acaaagatag cgagattgat geacacaaac aggagtetgg tatcgotect 2340
aactttgtac acagccaaga cggtagccac cttocgtaaga ctategtgtg ggeacacgag 2400
aagtacggaa tcgaatcttt tgecactgatt cacgactccet teggtaccat teeggetgac 2460
gectgegaace tgttcasage agtgegegaa actatggttg acacatatga gtettgtgat 2520
gtactggetg atttctacga ccagtteget gaccagttge acgagtetca attggacaaa 2580
atgecageac ttceggetaa aggtaacttg aacctecegtg acatcttaga gtoggactte 2640
gegttcgegt aataa 2655

<210> 58

<211> 883

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Variante polipeptidica sintética

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (1)..(883)

<223> Variante Val426Leu, Val795lle de la T7 ARN polimerasa dependiente de ADN, secuencia de aminoacidos
incluyendo la metionina N-terminal; correspondiente a N° 29 en la Tabla 3

<400> 58

Mot Asn Thr Ile Asn Ile Ala Lys Asn Asp Phe Ser Asp Ile Glu Leu
l 5 10 15

Ala Ala Ile Pro Phe Asn Thr Leu Ala Asp His Tyr Gly Glu Arg Leu
20 25 30

Ala Arg Glu Gln Leu Ala Leu Glu His Glu Ser Tyr Glu Met Gly Glu

180



Ala

Ala

65

Gly

Ala

Ala

Ile

145

val

Lys

Ser

Gly

225

Ser

Vval

Asn

Arg

50

Ile

Lys

Vval

Asp

130

Glu

Phe

Tyr

Gly

Ile

21¢

Met

Glu

Ala

Pro

Gly
290

35

Phe

Asn

Ala

Ala

115

Asn

Asp

Lys

Lys

Leu

195

His

val

Thr

Gly

Prec

275

Arg

Arg

Arg

Pro

100

Tyr

Thr

Glu

Lys

Lys

180

Leu

Val

Ser

Ile

Ala

260

Lys

Arg

Lys

Ala

Ile

as

Thr

Ile

Thr

Ala

Asn

165

Ala

Gly

Gly

Glu
245

Pro

Pro
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Met

Ala

Asn

Ala

Thr

val

Arg

150

Val

Phe

Gly

Vval

His

230

Leu

Ala

Trp

Lau

Phe

55

Lys

Asp

Phe

Ile

Gln

135

Phe

Glu

Met

Glu

Axg

215

Axrg

Ala

Gly

Thr

Ala
295

40

Glu

Pro

Trp

Gln

Lys

120

Ala

Gly

Glu

Gln

Ala

200

Cys

Gln

Pro

Ile

Gly

280

Leu

Arg

Leu

Phe

Phe

105

Thr

val

Arg

Gln

Val

185

Tzp

Ile

Asn

Glu

Ser

265

Ile

Val

181

Gln

Ile

Glu .

20

Leu

Thr

Ala

Ile

Leu

170

Val

Ser

Glu

Ala

Tyr

250

Pro

Thr

Arg

Leu
Thr
Glu
Gln
Leu
Ser
Arg
155
A}n
Glu
Ser
Met
Gly

235

Ala

Gly

Thr

Lys

60

Thr

Val

Glu

Rla

Ala

140

Asp

Lys

Ala

Trp

Lau

220

Val

Glu

Phe

Gly

His
300

45

Ala

Leu

Lys

Ile

Cys=

125

Ile

Leu

Asp

His

205

Ile

Val

Ala

Eln

Gly

285

Ser

Gly

Leu

Ala

Lys

110

Gly

Glu

Val

Met

130

Lys

Gln

Gly

Ile

Pro

270

Tyr

Lys

Glu

Pro

Lys

95

Pro

Thr

Arg

Ala

Gly

175

Leu

G.l u

Ser

Gln

Ala
255

Cys

Trp

Lys

Vval

Lys

80

Axg

Glu

Ser

Ala

Lys

160

His

Ser

Asp

Thr

Aszp

240

Thr

Val

Ala

Ala



Leu

305

Asn

val

Pro

Tyr
385

Met

Pro

Gly

Ala

465

Phe

Leu

Ala

Asn

His
545

Met

Ile

Ala

Ala

Asn

370

Arg

Leu

Tyr

Pro

Lys

450

Asn

Ile

Glu

Phe

Cys

530

Phe

Axg

Ala

Asn

Ila

355

Pro

Lys

Glu

Asn

Gln

435

Pro

Cys

Glu

Asn

Cys

515

Ser

Ser

Tyx
Gln
Val
340
Glu
Glu
Asp
Gln
Mat
420
Gly
Ile
Ala
Glu
Thr
500
Phe
Leu

Ala

Glu

Agn

325

Ile

Axg

Ala

Lys

Ala

405

Asp

Asn

Gly

Gly

Asn
485

Trp

Glu

Pro

Met
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Asgp
310
Thr
Thr
Glu
Leu
Ala
390

Asn
Trp
Asp
Lys
Val

470

His

Trp

Tyr

Leau

Leu
350

Vval

Ala

Lys

Glu

Thr

315

Arg

Lys

Arg

Glu

455

Asp

Glu

Ala

Ala

Ala

535

Rrg

Tyr

Trp

Tep

Leu

360

Lys

Phe

Gly

Thr

440

Gly

Lys

Asn

Glu

Gly

520

Phe

Asp

Meat
Lys
Lys
345

Pxo
Trp
Ser
Ala
Arg
425
Ly=s
Tyr
val
Ile
Gln
505
val

Asp

Glu

182

Pro

Ile

330

His

Met

Lys

Arg

Asn

410

Leu

Gly

Tyr

Pro

Met

490

Asp

Gln

Gly

Val

Glu

315

Asn

Cys

Lys

395

His

Tyr

Leu

Txp

Phe

475

Ala

Ser

His

Ser

Gly
555

vVal

Lys

Pro

Pro

Ala

380

Ile

Lys

Ala

Len

Leu

460

Pro

Cys

Pro

His

Cys
540

Gly

Tyr

Lys

Val

Glu

365

Ala

Ser

Ala

val

Thr

445

Lys

Glu

Ala

Phe

Gly

525

Ser

Arg

Lys
Val
Glu
350
Ala
Leu
Ile
Ser
430

Leu

Ile

Lys
Cys
510
Leu

Gly

Ala

Ala

Leu'

338

Asp

Ile

Ala

Glu

Trp

415

Mat

Ala

Hisg

Ile

Ser

495

Phe

Ser

Ile

val

Yle

320

Ala

Jle

Asp

Val

Pha

400

Phe

Phe

Lys

Gly

Lys

480

Pro

Lau

Tyr

Gln

Asn
560



Leu

Lys

Glu

val

val

625

Ser

Pro

Ala

Val

Leu

705

Lys

Gln

Gly

Ile

Ser

785

Lys

Leu

Val

Val

Lys

610

Thr

Lys

Ala

Ala

Val

690

Leu

Arg

Glu

Gln

Asp

770

Gln

Tyrxr

Pro

Asn

Val

595

Arg

Glu

lle

Gly

€75

Ala

Ala

Cys

Tyr

Phe

755

Ala

Asp

Gly

Ser

Glu

580

Thr

Gly

Ser

Phe

Asp

660

Tyr

Ala

Ala

Ala

Lys

740

Arg

His

Gly

Ile

Glu
565

Ile

Vval

Val

Gly

645

Ser

Met

Val

Glu

Vval

725

Lys

Leu

Lys

Ser

Glu
805
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Thr

Leu

Thr

Lys

Thr

630

Phe

Gly

Ala

Glu

Val

710

His

Pro

Gin

Gln

His

790

Ser

val

Gln

Asp

Ala

€15

Lys

Lys

Lys

Ala

€95

Lys

Trp

Ile

Pro

Glu

775

Leu

Phe

Gln
Ala
Glu
600

Leu

Gln
Gly
Leu
680
Asp
Val
Gln
Thr
760
Ser
Arg

Ala

183

Asp

Asp

585

Asn

a'].a

Ser

Gln

Leu

665

Ile

Asn

Lys

Thr

Thr

745

Ile

Gly

Lys

Leu

Ile

570

Ala

Thx

Gly

Val

val

650

Mot

Trp

Trp

Lys

Pro

730

Arg

Asn

Ile

Thr

Ile
810

Tyr

Ile

Gly

Gln

Met

635

Leu

Phe

Glu

Leu

Thr

715

Asp

Teu

Thr

Ala

Ile

195

His

Gly

Asn

Glu

Trp

620

Thr

Glu

Thr

Sar

Lys

700

Gly

Gly

Asn

Asn

Pro

780

Val

Asp

Ile

Gly

Ile

605

Leu

Leu

Asp

Gln

vVal

685

Ser

Glu

Phe

Leu

Lys

765

Asn

Trp

Ser

Val

Thr

590

Ser

Ala

Ala

Thr

Pro

€70

Ser

Ala

Ile

Pro

Met

750

Asp

Phe

Ala

Phe

Ala

575

Asp

Glu

Tyr

Tyr

Ile

655

Asn

val

Ala

Leu

Val

735

Phe

Ser

vVal

His

Gly
815

Lys

Asn

Lys.

Gly

Gly

640

Gln

Gln

Thr

Lya

Arg

720

Trp

Leu

Glu

Hia

Glu

800

Thr
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Ile Pro Ala Asp Ala Ala Asn Leu Phe Lys Ala Val Arg Glu Thr Met
820 825 : 830
Val Asp Thr Tyr Glu Ser Cys Asp Val Leu Ala Asp Phe Tyr Asp Gln
835 840 845
Phe Ala Asp Gln Leu His Glu Ser Gln Leu Asp Lys Met Pro Ala Leu
850 855 860

Pro Ala I..yé Gly Asn Leu Asn Leu Axrg Asp Ile Leu Glu Ser Asp FPhe
865 870 a7s 880
Ala Phe Ala

<210> 59

<211> 2655

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polinucleodtido codificante sintético

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(2655)

<223> Secuencia de ADN que codifica la variante Cys723Ser, Val426Leu, Val795lle de la T7 ARN polimerasa
dependiente de ADN, incluyendo el coddn de iniciacién que codifica la metionina N-terminal; correspondiente a
N° 30 en la Tabla 3

20

184

<400> 59
atgaacacga ttaacatcege taagaacgac ttctctgaca tcgaactgge tgectatceceg 60
ttcaacacte tggctgacca ttacggtgag cgttiagctc gaegaacagtt ggeccettgag 120
catgagtctt acgagatggg tgaagcacge ttccgcaaga tgtttgageqg tcaacttaaa 1890
gctggtgagg ttgeggataa cgetgoccgec aagcctctca tcactacect actcecctaag 249
atgattgcac gocatcaacga ctggtttgag gaagtgaaag ctaagcgogg caagegecog 300
acagectteoe agttoctgeca agaaatcaag coggaagecg tagogtacat caccattaag 360
accactetgg cttgectaac caghgetgac aatacaaccg ttcaggetgt agcaagcogea 420
atcggteggg ¢cattgagga cgaggetege tteggtegta toegtgacet tgaagotaag 480
cacttecaaga aaaacgttga ggaacaactc aacaagegeg tagggeacgt ctacaagaaa 540
geatttatge aagttgtoga ggetgacatg ctotbotaagg gtcectactegy tggegaggey €00
tggtetteogt ggcataagga agactctatt catgtaggag tacgetgecat cgagatgcecte €60
attgagteaa ccggaatggt tagcttacac cgccaaaatg ctggeogtagt aggtcaagae 720
tctgagacta tcgaactege acctgaatac getgaggeta togeaaceeg tgeaggtgoeg 780
ctggctggea tetectocogat gttccaacet tgegtagttc ctocctaagec gtggactggo 840
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attactggtg gtggctattg ggctaacggt cgtcgtoctc tggegotggt geogtactcac 200
agtaagaaag cactg;tgcg ctacgaagac gtttacatéc ctgaggtgta caaagcegatt 960
aacattgege aaaacaccge atggaaaate aacaagaaag teoctageggt cegocaacgta 1020
atcaccaagt ggaagcattg tceeggtcogag qacatcéctg cgattgageg tgaagaacte 1080
ccﬁatgaaac cggzagacat cgacatgaat ccetgaggctc tcaecgcgtg gaaacgtgct 1140
qﬁcqctgctg tgtaccgoaa ggacaagget cgcaagtete gc&gtatcag ecttgagtte 1200
atqcttgégc aagccaataa gtttgctaac cataaggeca tctggttcéc‘ttacaacatq 12690
gactggegeg gtegtotgta cgetgtgteca atgttcaace egeaaggtaa cgatatgace 1320
aaaggactgc ttacgetgge gaaaggtaaa ccaatcggta aggaaggtta ctactggetg 1380
aaaatecacg gbtgcaaactg tgegggtgte gataaggttc cgttccctga gegcatcaag 1440
ttcattgagg aaaaccacga gaacatcatg gettgegeta agtctccact ggagaacact 1500
tggtgggctg ageaagatte teegttetge ttoecttgegt tctgetttga gtacgetggg 1560
gtacagcacc acggectgag ctataactge teectteege tggegtttga cgggtettge 1620
tctggeatee agcapttctc cgegatgoete cgagatgagg taggtggteg cgeggttaac 1680
ttgottocta gtgaaacagt teaggacate tacgggattg ttgctaagaa agtcaacgag 1740
attctacaag cagacgcaat caatgggace gataacgaag tagttaccgt gaccgatgag 1800
aacactggtg aaatctctga gaaagtcaag ctgggecacta aggcaétggc tggtcaatgg 1860
ctggcttacg gtgttactog cagtgtgact aagegtteag tcatgacget ggettacggg 1920
tccaaagagt teggetteoeqg tcaacaagtg ctggaagata ccattcagéc agctattgat 1980
tecggeaagg gtetgatgtbt cactcecagecg aatcaggetg ctggatacat ggetaagcetg 2040
atttgggaat ctgtgagegt gacggtggta goctgeggttg aagcaatgaa ctggettaag 2100
totgetgota agetgetgge tgetgaggte aaagataaga agactggaga gattettege 2160
aagegtageg ctgtgeattg ggtaactect gatggtttoe ctgtgtggca ggaatacaag 2220
aagcctatte agacgegett gaacctgatg tiecteggtc agttccgett acagectacce 2280
attaacaceca acaaaéatag cgagattgat geacacaaac aggagtctgg tatcgeteoct 2340
aactttgtac acageccaaga cggtagccac cttegtaaga ctategtgtyg ggcacacgag 2460
aagtacggaa tcgaatettt tgcactgatt cacgactcect tcocggtaccat tecggetgac 2460
getgegaace tgttcaaage agtgcgogaa actatggttg acacatatga gtettgtgat 2520
gtactggetyg atttctacga ccagtteget gaccagttge acgagtctcea attggacaaa 2580
atgccageac ticeggetaa aggtaacttg aacctcegtg acatettaga gteggactte 2640
gegttegegt aataa 2655

<210> 60

<211> 883

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

185
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<223> Variante polipeptidica sintética

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (1)..(883)

<223> Secuencia de ADN que codifica la variante Cys723Ser, Val426Leu, Val795lle de la T7 ARN polimerasa
dependiente de ADN, incluyendo el codén de iniciacion que codifica la metionina N-terminal; correspondiente a
N° 30 en la Tabla 3

<400> 60

Met Asn Thr Ile Asn Ile Ala Lys Asn Asp Phe Ser Asp Ile Glu Leu
1 s 10 15

Ala Ala Ile Pro Phe Asn Thr Leu Ala Asp His Tyr Gly Glu Arg Leu
20 25 30

Ala Arg Glu 6ln Leu Ala Leu Glu His Glu Ser Tyr Glu Met Gly Glu
35 40 45

Ala Arg Phe Arg Lys Met Phe Glu Arg Gln Leu Lys Ala Gly Glu Val
50 : 55 60

Ala Asp'Asn Ala Ala Ala Lys Pro Leu Ile Thr Thr Leu Leu Pro Lys
65 70 75 80

Mat Ile Ala Axrg Ile Asn Asp Trp Phe Glu Glu Val Lys Ala Lys Arg
85 90 95

Gly Lys Arg Pro Thr Ala Phe Gln Phe Leu Gln Glu Ile Lys Pro Glu
100 105 110

Ala val Ala Tyr Ile Thr 1Ile Lys Thr Thr Leu Ala Cys Leu Thr Ser
115 120 125

Ala Asp Asn Thr Thr Val Gln Ala Val Ala Ser Ala Ile Gly Arg Ala
130 135 140

Ile Glu Asp Glu Ala Arg Phe Gly Arg Ile Arg Asp Leu Glu Ala Lys
145 150 155 160

His Phe Lys Lys Asn Val Glu Glu Gln Leu Asn Lys Arg Val Gly His
165 170 178

Val Tyr Lys Lys Ala Phe Met Gln Val Vval Glu Ala Asp Met Leu Ser
180 185 190

Lys Gly Leu Leu Gly Gly Glu Ala Trp Ser Ser Trp His Lys Glu Asp

186



Ser

Gly

225

Sar

val

Asn

Leu

308

Asn

val

Pro

Tyx

385

Pro

Asn

Gly

Ile

210

Met

Glu

Ala

Pro

Gly

2590

Met

Ile

Ala

Ala

Agn

370

Axg

Leu

Tyr

Pro

Lys
450

195

His

val

Thr

Gly

Pro

275

Arg

Ala

Asn

Ile

355

Pro

Lys

Glu

Asn

Gln

435

Pro

val

Ser

Ile

Ala

260

Lys

Tyrxr

Gin

vVal

340

Glu

Glu

Asp

Gln

Met

420

Gly

Ile

Gly

Leu

Glu

245

Leau

Pro

Pro

Glu

Asn

325

Ile

Arg

Ala

Lys

Ala

405

Asp

Asn

Gly
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val

His
230

Ala

Trp

Lau

Asp

210

Thr

Thr

Glu

Leu

Ala

350

Asn

Trp

Asp

Lys

Arg

215

Arg

Ala

Gly

Thr

Ala

295

val

Ala

Lys

Glu

375

Axrg

Lys

Arg

Meat

Glu
455

200

Cys

Gln

Pxo

Ile

Gly

280

Leu

Tyr

Trp

Trp

Leu

360

Ala

Lys

Phe

Gly

Thr

440

Gly

Ila

Asn

Glu

Ser

268

Ile

Val

Met

Lys

Lys

345

Pro

Trp

Ser

Ala

Arg

425

Lys

Tyr

187

Glu

Ala

Tyr

250

Pro

Thy

Axg

Pro

Ile

330

His

Lys

Asn
410

Gly

Tyr

Mot

Gly

235

Ala

Met

Gly

Thr

Glu

318

Asn

Cys

Lys

Arg

Axg

388

Tyr

Leu

Trp

Len

220

Val

Glu

Phe

Gly

His

300

Val

Lys

Pro

Pro

Ala

380

Ile

Lys

Ala

Leu
460

205

Ile

val

Ala

Gln

Gly

285

Sar

Tyr

Lys

val

Glu

365

Ala

Serxr

Ala

val

Thr

445

Lys

Glu

Gly

Ile

Pro

270

Tyr

Lys

Lys

val

Glu

350

Asp

Ala

Ile

Ser

430

Leu

Ile

Ser

Gln

Ala

255

Cys

Txp

Lys=

Ala

Lew

335

Asp

Ile

Ala

Glu

Trp
415

Met

Ala

Thr

Asp

240

Thr

Val

Ala

Ala

Ile

320

Ala

Ile

Asp

val

Phe

400

Phe

Phe

Lys

Gly



Ala

465

Phe

Leu

Ala

Asn

His

545

Leu

Lys

Glu

val

val

625

Ser

Pro

\_'al

Lau
705

Asn

Ile

Glu

Phe

Cys

530

Phe

Leu

val

val

Lys

610

Thr

Lys

Ala

Ala

Val

6590

Leu

Cys

Glu

Asn

Cys

515

Ser

Ser

Pro

Asn

Val

595

Leu

Arg

Glu

Ile

Gly

€75

Ala

Ala

Ala

Glu

Thr

300

Phe

Leu

Ala

Ser

Glu

580

Thr

Gly

Ser

Phe

Asp

660

Tyr

Ala

Ala

Gly

Asn
485

Trp

Glu

Pro

Glu

565

Ile

Val

Thr

Val

Gly

645

Sear

Vval

Glu
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val
470

His

Trp

Tyr

Leu

Leu

550

Thr

Thr

Lys

Thr

630

Phe

Gly

Glu

val
710

Asp

Glu

Ala

Ala

535

Arg

Val

Gln

Asp

Ala

615

Lys

Arg

Lya

Lys

Ala

695

Lys

Lys

Glu

Gly

520

Phe

Asp

Gln

Ala

Glu
600

Gln

Gly

Leu

680

Met

Asp

vVal

Ila

Gln

505

val

Asp

Glu

Asp

Asp

585

Asn

Ala

Sear

Gln

Leu

665

Ile

Asn

Lys

188

Pro
Met
490
Asp
Gln
Gly
Val
Ile
570
Ala
Thr
Gly
val
Val

650

Mat

Trp

Trp

Lys

Phe

475

Ala

Ser

His

Ser

Gly

55%

Tyr

Ile

Gly

Gln

Met

635

Phe

Glu

Thr
715

Pro

Cys

Pro

His

Cys

540

Gly

Gly

Asn

Glu

Trp

620

Thr

Glu

Thr

Ser

Lys

700

Gly

Glu

Phe
Gly
525
Ser
Axg
Ile
Gly
Ile
605
Leu
Leu
Asp
Gln
val
685

Ser

Glu

Lys
Cys
510
Leu
ély
Ala
Val
Thr
590
Ser
Ala
Ala
Thr
Pro
670
Ser

Ala

Ile

Ile

Ser

495

Phe

Ser

Ila

Val

Ala

575

Asp

Glu

Tyr

Tyrx

Ile

655

Asn

val

Ala

Leu

Lys

480

Pro

Leu

Tyr

Gln

Aan

560

Lys

Asn

Lya

Gly

Gly

640

Gln

Gln

Thr

Lys

Arg
720
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Lys Arg Ser Ala Val His Trp Val Thr Pro Asp Gly Phe Pro Val Trp
725 730 735

Gln Glu Tyr Lys Lys Pro Ile Gln Thr Arg L.eu Asn Leu Met Phe Leu
740 745 750

Gly Gln Phe Arg Leu Gln Pr¢ Thr Ile Asn Thr Asn Lys Asp Ser Glu
755 760 765

Ile Asp Ala His Lys Gln Glu Ser Gly Ile Ala Pro Asn Phe Val His
770 778 780 -

Ser Gln Asp Gly Ser His Leu Arg Lys Thr Ile Val Trp Ala His Glu
785 790 795 800

Lys Tyr Gly Xle Glu Ser Phe Ala Leu Ile His Asp Ser Phe Gly Thr
805 810 815

Ile Pro Ala Asp Ala Ala Asn Leu Phe Lys Ala Val Arg Glu Thr Met
820 825 830

Val Asp Thr Tyr Glu Ser Cys Asp Val Leu Ala Asp Phe Tyr Asp Gln
835 840 845

Phe Ala Asp Gln Leu Hisz Glu Ser Gln Leu Asp Lys Met Pro Ala Leu
850 855 ' 260

Proe Ala Lys Gly Asn lLeu Asn Leu Arg Asp Ile Leu Glu Ser Asp Phe
865 870 875 880

Ala Phe Ala

<210> 61

<211> 2655

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polinucledétido codificante sintético

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(2655)

<223> Secuencia de ADN que codifica la variante Val426Leu, Ala702Val, Val795lle de la T7 ARN polimerasa
dependiente de ADN, incluyendo el codon de iniciacion que codifica la metionina N-terminal; correspondiente a
N° 31 enlaTabla3

<400> 61

189



atgaacacga

tteaacacte

catgagtett
getggtgagyg
atgattgecac
acagccttee
accactetgqg
atecggteggg
cacttcaaga
gcatttatge
tggtettcgt
attgagtcaa
tetgagacta
ctyggetggea
attactggtg
agtaagaaag
aacattgege
atcaccaagt
ccgatgaaac
gecgetgotg
atgcttgage
gactggcgcyg
aaaggactgce
aaaatccacg
ttecattgagg
tggtgggetyg
gtacagcace
tectggeatce
ttgcttecta
attctacaag
aacactggtg
ctggettacy
tecaaagagt

tccggcaagg

ttaacatcge

tggctgacca

acgagatggg
ttgcggataa
gcatcaacga
agttcctgca
cttgectaac
ccattgagga
aaaacgttga
aagttgtega
ggcataagga
ccggaatggt
tcgaactoge
tetetecgat
gtggctattyg
cactgatgceg
aaaacaccge
ggaagcattyg
cggaagacat
tgtaccgcaa
aageccaataa
gtcgtetﬁta
ttacgctgge
gtgcaaactg
aaaaccacga
agcaagatte
acggectgag
ageacttete
gtgaaaccgt
cagacgeaat
aaatctctga
gtgttacteg
teggettecg

gtetgatgtt
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taagaacgac

ttacggtgag

tgaagcacge
cgetgeegea
etggtttgay
agaaatcaaq
cagtgctgace
cgaqqctcﬁc
ggaacaactc
ggcetgacatg
agactctatt
tagettacac
acctgaatac
gttccaaccet
ggetaacggt
ctacgaagac
atggsaaatc
tceggtegag
cgacatgaat
ggacaaggcet
gtttgetaac
cgetghbgtca
gaaaggtaaa
tgogggtgte
gaacatcatg
tecgttetge
ctataactge
cgaegatgete
tcaggacatc
caatgggace
gaaagtcaag
cagtgtgact
tcaacaagtyg

cactcagecg

ttetetgaca

cgtttagete

ttcogecaaga
aagectetea
gaagtgaaag
ceggaageeg
aatacaaceg
tteggtegta
aacaaécgcg
cteotctaagy
catgtaggag
cgccaaaatg
gctgaggeta
tgegtagtte
cgtegtocte
gtttacatge
aacaagaaag
gacatccetg
cctgaggctce
cgcaagtete
cataaggcca
atgttcaacc
ccaateggta
gataaggtte
gettgegeta
ttecttgegt
teccttocge
cgagatgagg
tacgggattg
gataacgaag
etgggcacta
aagcgttcag
ctggaagata

aatcaggetyg

190

tegaactgge tgctateecqg

gegaacagtt ggeccttgag

tgtttgageg
tcactaccet
ctaagegegg
tagegtacat
ttcaggetgt
tecegtgacct
tagggcacgt
gtctactegg
tacgetgeat
ctggegtagt
tegcaacceg
ctectaageeo
tggcgetggt
ctgaggtgta
tectageggt
cgattgageg
tcaccgegtg
geegtatcag
tctggtteee
cgcaaggtaa
aggaaggtta
cgtteectga
agtotccact
tetgettiga
tggcecgtttga
taggtggteg
ttgetaagaa
tagttacogt
aggcactgge
tcatgacgct
ccatteagec

ctggatacat

tcaacttaaa
actcccetaag
caagcgeceq
caccattaag
agcaagegca
tgaagctaag
ctacaagaaa
tggegaggeg
cgagatgcte
aggtcaagac
tgeaggtgeg
gtggactgge
gegtacteac
caaagcgatt
cgocaacgta
tgaagaacte
gaaacgtget
ccttgagttce
ttacaacaty
cgatatéacc
ctactggetg
gcgcatcaag
ggagaacact
gtacgectggg
cgggtcttgc
cgoggttaac
agteaacgag
gaccgatgag
tggtcaatgg
ggcttacggg
agetattgat

ggctaagetg

60

120

180
240
300
360
420
430
540
600
660
720
780
840
200
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320

1380

' 1440

1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980

2040



10

15

atttgggaat
tetgttgeta
aagcgttgeg
aagecctatte
attaacacca
aactttgtac
aagtacggaa
getgcgaacs
gtactggetg

atgccageac

ctgtgagegt
agetgetgge
ctgtgcattg
agacgegett
acaaagatag
acagecaaga
tegaatettt
tgtteaaaqe
atttetacga

ttceggetaa
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gacggtggta
tgetgaggte
ggtaactect
gaacctgatg
cgagatfgat
cggtaéccac
tgecactgatt
agtgcgagaa
cecagtteget

aggtaacttg

getgeggttg
aaagataaga
gatggtttoo
ttecteggte
gcacacaaac
cttcgtaaga
cacgactcect
actatggttg
gaccagttge

aaccteegtg

aagcaatgaa
agactggaga
ctgtgtggea
agttcegett
aggagtetgg
ctatcgtgtg
teggtaccat
acacatatga
acgagtctca

acatcttaga

ctggettaag
gattettege
ggaatacaag
acagectacce
tategectcet
ggcacacgag
tececggetgac
gtcttgtgat
attggacaaa

gtcggactte

gogttegegt aataa

<210> 62

<211> 883

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Variante polipeptidica sintética

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (1)..(883)

<223> Variante Val426Leu, Ala702Val, Val795lle de la T7 ARN polimerasa dependiente de ADN,

aminoacidos incluyendo la metionina N-terminal; correspondiente a N° 31 en la Tabla 3

<400> 62

Met Asn Thr Ile Asn Ile Ala Lys Asn Asp Phe Ser Asp Ile Glu
1 5 10 15

Ala Ala Ile Pro Phe Asn Thr Leu Ala Asp His Tyr Gly Glu Arg

20 . 25 30

Ala Arg Glu Gln Leu Ala Leu Glu His Glu Ser Tyr Glu Met
35 40 45

Gly

Ala Arg Phe Arg Lys Met Phe Glu Arg Gln
50 55 60

Ala Gly Glu

Ala Asp Asn Ala Ala Ala Lys Pro Leu Ile Thr Thr

Leu Leu Pro
65 70 75 :

Ile Ala Arg Ile Asn Asp Trp Phe Glu Glu Val Lys Ala Lys

85 20 95

191

2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640

2655

secuencia de

Leu

Leu

Glu

Val

Lys

80

Arg



Gly

Ala

Ala

Ile

145

His

Val

Lys

Ser

Gly

2258

Ser

val

Leu
305

Asn

vVal '

Pro

Lys

Val

Asp

130

Glu

Phe

Tyr

Gly

Ile

21¢

Met

Glu

Ala

Pro

Gly

290

Met

Ile

Ala

115

Asn

Asp

Lys

Lys

Leu

195

Val

Thr

Gly

Pro

275

Arg

Ala

Asn

Ile

Pro

100

Tyr

Thr

Glu

Lys

Lys

180

Leu

val

Ser

Ile

Ala

260

Lys

Arg

Tyr

Gln

Val

340

Glu

Ile

Thre

Ala

Asn

165

Ala

Gly

Gly

Leu

Glu

245

Leau

Pro

Pro

Glu

Asn

325

Ile

Arg
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Ala

Thr

Val

Arg

150

Val

Fhe

Gly

val

His

230

Leu

Ala

Trp

Leu

Asp

310

Thr

Thr

Glu

Phe
1le
Gin
135
Phe
Glu

Met

Glu

Ala

Gly

Thr

Ala

295

Val

Ala

Lys

Glu

Gln

Lys

120

Ala

Gly

Gl

Gln

Ala

200

Cys

Gln

Pro

Ile

Gly

280

Leu

Tyr

Trp

Trp

Phe

105

Thr

val

Arg

Gln

val

185

Trp

Ile

Asn

Glu

Ser

265

Ile

val

Met

Lys

Lys

345

Pro

192

Thr

Ala

Ila

Leu

170

val

Ser

‘Glu

Ala

Tyr

250

Pro

Thr

Arg

Pro

Ile
330

His

1 Gln

Leu

Sear

Azg

155

Asn

Glu

Ser

Met

Gly

23%

Ala

Gly

Thr

Glu

315

Asn

Cys

Lys

Glu

Ala

Ala

140

Asp

Lys

Ala

Trp

Leu

220

val

Glu

Phe

Gly

His

300

val

Lys

Pre

Pro

Ile

Cya

125

Ile

Arg

Asp

His

205

Ile

val

Alsa

Gln

Gly

285

Ser

Tyr

Lys

Vval

Glu

Lys
110
Leu
Gly
Glu
val
Met
190
Lys
Glu
Gly

Ile

Pro
270

Tyr
Lys
Lys
val
Glu

350

Asp

Pro
Thx
Arg
Ala
Gly
175
Leu
Glu
Ser
Gln
Ala
25%
Cys
Trp
Lys
Ala
Leu
335

Asp

Ile

Glu

Ser

Ala

Lys

160

His

Ser

Asp

Thr

Asp

240

Thr

val

Ala

Ala

Ile

320

Ala

Ile

Asp



Tyr

3ass

Pro

Asn

Gly

Ala

465

Phe

Leu

Ala

Asn

His

545

Leu

Lys

Glu

Val

Asn
370
Arg
Leu
Tyr
Pro
Lys
450
Asn
Ile
Glu
Phe
Cys
530
Phe
Lau
Val

Val

Lys
€10

355

Proe

Lys

Glu

Gln
435
Pro
Cys
Glu
Asn
Cys
S15
Ser
Ser
Pro
Asn
Val

£95

Leu

Glu

Asp

Gln

Met

420

Gly

Ile

Ala

Glu

Thr

500

Phe

Lau

Ala

Ser

Glu

580

Thr

Gly

Ala

Lys

Ala

405

Asp

Aan

Gly

Gly

Asn

485

Trp

Glu

Pro

Met

Glu

565

Ile

val

Thr
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Leu
Ala
390
Asn
Trp
Asp
Lys
Val
470
Hia
Trp
Tyr
Leu
Lau
550
Thr
Leu

Thr

Lys

Thr

375

Lys

Arg

Met

Glu

455

Asp

Glu

Ala

Ala

Ala

535

Arg

Val

Gln

Asp

Ala
615

360

Ala

Lys

Phe

Gly

Thr

440

Gly

Lys

Asn

Glu

Trp

Sar

Ala

Arg

425

Lys

Tyx

Vval

Ile

Gln

-505

Gly

520

Phe

Asp

Gln

Ala

Glu

600

Lau

193

Val

Agp

Glu

Asp

Asp

585

Asn

Ala

Lys

Arg

Asn

410

Gly

Tyr

Pro

Mot

4920

Gln

Gly

Val

Ile

570

Ala

Thr

Gly

Arg
Arg
395
His
Tyx
Leu
Trp
Phe
475

Ala

Ser

Ser
Gly
555
Tyr
Ile

Gly

Gln

Ala

380

Ila

Lys

Ala

Leu

460

Pro

Cys

Pro

His

Cys

540

Gly

Gly

Asn

Glu

Trp
620

365

Ala

Ser

Ala

Vval

Thr

445

Lys

Glu

Ala

Phe

Gly

525

Sar

Arg

Ile

Gly

Ile

605

Leu

Ala
Leu
Ile
Serx
430
Leu
Ile
Arg
Lys
Cys
510
Gly
Ala
Val
Thr
590

Ser

Ala

Ala

Glu

Trp

415

Mat

Ala

His

Ile

Ser

495

Phe

Ser

Ile

val

Ala

575

Asp

Glu

Tyr

val

Phe

400

Phe

Phe

Lys

Gly

Lys

480

Pro

Tyr

Gln

Azn

560

Lys

Asn

Lys

Gly



Val

625

Ser

Pro

Ala

val

Leu

705

Lys

Gln

Gly

Ile

Ser

785

Lys

Ile

val

Phe

Pro
865

Thr

Lys

Ala

Ala

Val

6§50

Leu

Glu

Gln

Asp

770

Gln

Tyr

Pro

Ala
850

Ala

Arg

Glu

Ile

Gly

675

Ala

Ala

Cys

Tyr

Phe

755

Ala

Asp

Gly

Ala

Thr

835

Asp

Lys

Serx

Phe

Asp

660

Tyr

Ala

Ala

Ala

Lys

740

Arg

His

Gly

Ile

Asp

820

Tyr

Gln

Gly

Val
Gly

645

Serxr

val
Glu
Val
725
Lys
Leu
Lys
Ser
Glu
805
Ala
Glu

Leu

Asn

ES 2 538 694 T3

Thr

630

Phe

Gly

Ala

Glu

Val

710

His

Pro

Gln

Gln

Hisz

790

Ser

Ala

Serx

His

Leu
870

Lys

Lys

Lys

Ala

695

Lys

Trp

Ile

Pro

Glu

775

Leu

Phe

Asn

Cys

Glu

855

Asn

Arg
Gln
Gly
Leau
680
Met
Asp
Val
Gln
Thr
760
Ser
Arg
Ala
Leu
Asp
840

Ser

Leu

Ser

Gln

Lay

665

Ile

Asn

Lys

Thr

Thx

745

Ile

Gly

Lys

Leu

Phe

825

Val

Gln

Arg

194

val

val

650

Met

Trp

Trp

Lys

Fro

730

Arg

Ile

Thr

Ile

810-

Lys

Leu

Asp

Met

635

Leu

Phe

Glu

Leu

Thr

715

Asp

Leu

Thr

Ala

Ile

795

His

Ala

Ala

Ile
875

Thr

Glu

Thr

Serxr

Lys

700

Gly

Gly

Asn

Asn

Pro

780

val

Asp

val

Asp

Lys

g860

Leu

Leu

Asp

Gln

Val

685

Ser

Glu

Phe

Leu

Lys

765

Asn

Trp

Ser

Axrg

Phe

845

Glu

Ala

Thr

Pro

670

Ser

Val

Ile

Pro

Mat

750

Asp

Phe

Ala

Phe

Glu

830

Tyr

Pro

Ser

Tyr

Ile

655

Asn

val

Leau

val

735

Phe

Sar

val

His

Gly

g1s

Thr

Ala

Asp

Gly
640
Gln
Gln
Thr
Lys
Arg
720
Trp
Leu
Glu
His
Glu
800
Thr
Met
Gln

Leu

Phe
880
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Ala Phe Ala

<210> 63

<211> 2655

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polinucledétido codificante sintético

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(2655)

<223> Secuencia de ADN que codifica la variante Cys723Ser, Val426Leu, Ala702Val, V795lle de la T7 ARN
polimerasa dependiente de ADN, incluyendo el coddn de iniciacion que codifica la metionina N-terminal;
correspondiente a N° 32 en la Tabla 3

20

195

<400> 63
atgaacacga ttaacatege taagaacgae ttcoctotgaca tcgaactgge tgetateoceg 60
ttcaacactc tggectgacca ttacggtgag cgtttagete gocgaacagtt ggeccettgag . 120
catgagtctt acgagatggg tgaagcacgec ttocgecaaga tgtttgageg tcaacttaaa 180
gctggtgagg ttgcoggataa cgotgcocges aagectetaa tdadtacccet actccctaag 240
atgattgcac geatcaacga ctggtttgag gaagtgaaag ctaagegegg caagcegcocoeg 300
acageettece agttectgea agaaatcaag eceggaageeyg tagegtacat caccattaag 360
accactctgg cttgoctaac cagtgetgac aatacaaccg ttcaggetgt agcaagegea 420
atcggteggg ceattgagga egaggetege ttoggtogta tccgtgacct tgaagoetaag 480
cacttcaaga aaaacgttga ggaacaactc aacaagegeg tagégcacgt ctacaagaaa 540
gecatttatge aagttgtega ggetgacatg ctcectctaagg gtetactegg tggcecgaggeg 600
tggtcttcgt ggecataagga agactctatt catgtaggag tacgetgeoat cgagatgete 660
attgagtcaa ccggaatggt tagettacace cgccaaaatyg ctggegtagt aggtcaagac 720
tctgagacta tcgaactege acetgaatac getgaggeta tegecaacceg tgcaggtgeg 780
ctggotggea totetcocogat gttcocaaccet tgogtagtte ctectaagec gtggactgge 840
attactggtg gtggctattg ggctaacggt cgtogtecte tggogetggt goegtactcac 200
agtaagaaag cactgatgeg ctacgaagac gtttacatgce ¢tgaggtgta caaagogatt 9640
aacattgege aaaacaccge atggaaaatc aacaagaaag tcctagcocggt cgecaacgta 1020
atcaccaagt ggaagecattg tecggtegag gacatecetg egattgageg tgaagaacte 1080
ccgatgaaac cggaagacat cgacatgaat cctgaggete tcaccgogtg gaaacgtget 1140
gocegetgetg tgtaccgoaa ggacaagget egoaaghete gecgtatcag ccocttgagtte 1200
atgcttgage aageccaataa gtttgetaac cataaggeca tctggttece ttacaacatg 1260
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gactggcgeg gtegteotgta cgectgtgtca atgttcaace cgecaaggtaa cgatatgace 1320
aaaggacﬁqc ttacgctgge gaaaggtaaa ccaatcggta aggaaqgtﬁa ctactggetg 1380
aaaatcecacg gtgcaaactg tgegggtgtc gataaggtte cgttccctga gogeatcaag 1440
ttcattgagg aaaaccacga gaacatcatg gettgegeta agtctccact ggagaacact 1500
tgatgggetg aﬁcaagattc teegttetge ttecttgegt tctgetttga gtéegctggg 1560
gtacagcace écggcctgag ctataactge teoccttecge tggegtitga céggtcttgc 1620
tctggcatee agcactictg cgcgatgete cgagatgagg taggtggteg cchgttﬁaq 1680
ttgettecta gtgaaaccgt tcaggacate tacgggattg ttgctaagaa agtcaacgag 1740
attctacaag cagacgcaat caatgggace gataacgaag tagttacegt gaccgatgag 1800
aacactggtg aaatctectga gaaagtcaaq ctgggeacta aggcactgge tggtcaatgg 1860
ctggcttacg gtgttactcg cagtgtgact aagegttceag teatgacget ggottacggg 1920
tccaaagagt tcggcttocg teaacaagtg ctggaagata ccattcagec agctattgat 1980
tecggeaagy gtetgatgtt cactcagecg aatcaggc;g ctggatacat ggctaagetg 2040
atttgggaat ctgbigagegt gacggtggta getgeggttyg aageaatgaa ctggcocttaag 2100
tcoctgttgeta agetgetgge tgotgaggte aaagataaga agactggaga gattetteoge 2160
aagegtageg ctgtgeattyg ggtaactect gatggtttee ctgtgtggea ggaatacaag 2220
aageatatte agacgogett gaacctgatg ttocteggtc agttcogett acagoctace 2280
attaacacca acaaagatag ¢gagattgat gcacacaaac aggagtctgg tategetcecet 2340
aactttgtac acagccaaga cggtagecac cttcogtaaga ctatcgtgtg ggecacacgag 2400
aagtacggaa tcgaatecttt tgcactgatt cacgactect teggtaceat teeggetgac 2460
getgegaace tgtteaaage agtgcgegaa actatgattyg acacatatga gtettgtgat 2520
gtactggctg atttetacga ccagtteget gaccagttge acgagtctca attggacaaa 2580
atgccagcac ttccggetaa aggtaacttg aacctccgté acatcttaga gtcggactte 2640
gegttegegt aataa 2655

<210> 64

<211> 883

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Variante polipeptidica sintética

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (1)..(883)

<223> Variante Cys723Ser, Val426Leu, Ala702Val, Val795lle de la T7 ARN polimerasa dependiente de ADN,
secuencia de aminoacidos incluyendo la metionina N-terminal; correspondiente a N° 32 en la Tabla 3

<400> 64

196



Ala

Ala

Ala

Ala

65

Gly

Ala

Ala

Ile

145

His

vVal

Lys

Ser

Gly

228

Ser

Asn

Ala

Axg

50

Asp

1le

Lys

val

Asp

130

Glu

Phe

Tyr

Gly

Ile

210

Met

Glu

Thrx

Ile

élu

35

Phe

Asn

Ala

Arg

Ala

115

Asn

Asp

Lys

Lys

Lau

185

His

Val

Ile

Pro

20

Gln

Arg

Ala

Axg

Pro

100

Tyr

Thr

Glu

Lys

Lys

180

Lau

val

Ser

Ile

Asn

Phe

Leu

Lys

Ala

Ile

85

Thrx

Ile

Thr

Ala

Asn

165

Ala

Gly

Leu

Glu
245
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Ile
Asn
Ala
Met
Ala
70

Asn
Ala
Thr
val
Arg
150
val
Phe
Gly

Val

His
230

Ala

Thr

Leau

Phe

55

Lys

Asp

Phe

Ile

Gln

135

Phe

Glu

Glu

Arg

215

Arg

Ala

Lys

Leu

Glu

40

Glu

Pro

Tep

Gln

Lys

120

Ala

Gly

Glu

Gln

Ala

200

Cys

Gln

Pro

Asn
Ala
25

His
Arg
Leu
Phea
Phe
105
Thr
val
Arg

Gln

val
185

Trp
Ile
Asn

Glu

197

Asp

Asp

Glu

Gln

Ile

Glu

90

Leu

Ala

Ile

Leu

170

vVal

Ser

Glu

Tyr
250

Phe

Ser

Len

Thr

75

Glua

Gln

Leu

Ser

Aryg

155

Asn

Glu

Sar

Mot

Gly

235

Ala

Ser

Tyr

Tyr

Lya

60

Thr

Val

Glu

Ala

Ala

149

Asp
Lys
Ala
Trp
Leu
220

Val

Glu

Asp

Gly

Glu

45

Ala

Leu

Lys

Ile

cys

125

Ile

Leu

Arg

Asp

His

205

Ile

Val

Ala

Ile

Glu

30

Met

Gly

Leu

Ala

Lys

110

Leu

Gly

Glu

val

Met

150

Lys

Glu

Gly

Ile

Gly

Glu

P

Lys=

85

Pro

Thr

Arg

Ala

Cly

175

Leu

Glu

Ser

Gln

Ala
255

Leu

Leu

Glu

val

Lys

80

Arg

Glu

Ser

Ala

Lys

160

His

Ser

Thr

Asp
240

Thr



Val

Asn

Leu

308

val

Pro

Met

Tyr

385

Pro

Asgn

Gly

Ala

465

Phe

Leu

Ala

Pro

Gly

Gly

Pro
275

Aryg

290

Met

Ile

Ala

Asn
370

Leu

Tyr

Pro

Lys

450

Asn

Ile

Glu

Arg

Ala

Asn

Ile

355

Pro

Lys

Glu

Gln
435

Pro

Cys

Glu

Ala
260
Lys
Arg
Tyr
Gln
val
340
Glu
Glu
Asp
Gln
Met
420

Gly

Ile

Glu

Thr
500

Leu

Pro

Pro

Glu

Asn

325

Ile

Arg

Ala

Lys

Ala

405

Asp

Asn

Gly

Gly

Asn
485

Trp

ES 2 538 694 T3

Ala

Trp

Leu

Asp

310

Thr

Glu

Ala
3%0

Asn

Trp

Asp

Lys

Val

170

Hig

Trp

Gly

Thr

Ala

295

val

Ala

Lys

Glu

Thr

375

Arg

Lys

Arg

Met

Glu

455

hsp

Glu

Ala

Ile

Gly

280

Leu

Tyr

Trp

Trp

Leu

360

Ala

Lys

Phe

Gly

Thr

440

Gly

Lys

Asn

Glu

Serxr

265

Ile

val

Met:

Lys

Lys
345

Pro

Trp

Ser

Ala

Arg

425

Lys

Tyx

val

Ile

Gln
505

198

Pro

Thr

Arg

Pro

Ile

330

His

Lys

Axg

Asn

410

Leu

Gly

Tyr

Pro

Met
490

Gly

Thr

Glu

315

Asn

Cys

Lys

Axrg

Arg

395

His

Tyr

Leu

Trp

Phe

475

Ala

Ser

Phe

Gly

His

300

val

Lys

Pro

Pro

Ala

380

Ile

Lys

Ala

Leu

460

Pro

Cys

Pro

Gln

Gly

285

Ser

Tyr

Lys

Vval

Glu

365

Ala

Sar

Ala

Val

Thr

445

Lys

Glu

Ala

Phe

Pro

270

Tyr

Lys

Lys

val

Glu

350

Asp

Ala

Lau

Ile

Ser

430

Leau

Ile

Arg

Lys

Cya
510

Cys

Txp

Lys

ala

Leu

335

Asp

Ile

Ala

Glu

Trp

415

Ala

His

Ile

Ser

495

Phe

val

Ala
Ile
320
Ala
Ile
Asp
val
Phea
400
Phe
Phe
Lys
Gly
Lys
480

Pro

Lau



Ala

545

Lya

Glu

Val

Val

625

Ser

Pro

Ala

val

Leu

705

Lys

Gln

Gly

Ile

His

Phe

Cys

530

Phe

Lieu

Val

Val

Lys

€10

Thr

Lys

Ala

Ala

Vval

650

Arg

Glu

Gln

Cys

515

Ser

Sar

Pro

Asn

val

595

Leu

Arg

Glu

Ile

Gly

675

Ala

Ala

Ser

Tyr

Phe
755

Asp Ala

Phe
Leun
Ala
Ser
Glu
580
Thr
Gly
Ser
Phe
Asp
660
Tyr
Ala
Ala
Ala
Lys
740

Arg

His

Glu

Pro

Met

Glu

565

Ile

val

Thr

Val

Gly

645

Sar

Met

Val

Glu

Val

725

Lys

Leu

Lys
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Tyr

Laeu

Leu

550

Thr

Leu

Thr

Lys

The

630

Phe

Gly

Ala

Glu

Val

710

Pro

Gln

Gln

Ala

Ala

535

Arg

Val

Gln

Asp

Ala

615

Lys

Lys

Lys

Ala

695

Lys

Tzp

Ile

Pro

Glu

Gly

520

Phe

Asp

Gin

Ala

Glu

600

Leu

Arg

Gln

Gly

Leu

680

Met

Asp

val

Gln

Thr

760

Ser

Val

Asp

Glu

Asp

Asp

585

Asn

Ala

Ser

Gln

Leu
665
Ile

Asn

Lys

Thr
745

Ilea

Gly

199

Gln
Gly
V}l
Ile
570
Ala
Thr
Gly
val
vVal

650

Mat
Trp
Trp
Lys
Pro
730
Axg

Asn

Ile

His
Ser
Gly
555
Tyr
Ile
Gly
Gln
Met
635
Leu
Phe
Glu
Leu
Thr
715
Asp
Leu

Thr

Ala

His

Cys
540

Gly

Gly

Asn

Glu

Trp

620

Thr

Glu

Thr

Ser

Lys

700

Gly

Gly

Asn

Asan

Pro

Gly
525
Ser
Arg
Ile
Gly
Ile
605
Lan
Leu
Asp
Gln
val
685
Ser
Glu
Phe
Lau
Lys
765

AsSn

Leu

Gly

Ala

val

Thr

590

Ser

Ala

Ala

Thr

Pro

670

Ser

val

Ile

Pro

Met
750

Agp

Phe

Ser
Ile
Val
Ala
57%
Asp
Glu
Tyr
Tyr
Ile
655
Agn
Val
Ala
Leau
Val
735
Phe

Ser

Val

Tyr
Gln
Asn
560
Lys
Asn
Lys
Gly
Gly
640
Gln

Gln
Thx
Lys
Arg
720
Trp
Leu

Glu

His
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770 7758 780

Ile
755

Gln Thr Val Glu

800

His Leu Ala His

790

Ser Ser

785

Asp Gly Arg Lys Txp

Ile Glu His

805

Phe Ala Ile

810

Leu Phe Gly Thr

815

Lys Tyr Gly Ser Agsp Ser

Ala val Glu Thr

830

Ile Ala Phe Ala

825

Pro Asp Ala Asn Leu Met

820

Lys Arg

Val Thr Ala Gln

835

Glu Phe

845

Asp Tyr Sexr Cys Asp Val Leu Asp

840

Tyr Asp

Phe Ala Asp Gln Leu His Glu Ser Gln Asp Lys Met Pro Ala Leu

10

15

20

850

Pro
865

Ala

<210> 65
<211> 2655
<212> ADN

Ala

Phe

Lys Gly

Ala

<213> Secuencia artificial

<220>

855

Asn Leu

870

<223> Polinucledétido codificante sintético

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(2655)
<223> Secuencia de ADN que codifica la variante Cys125Ser, Cys347Ser, Cys492Ser, Cys515Ser, Cys723Ser,
Cys839Ser, Val426Leu, Ala702Val, Val795lle de la T7 ARN polimerasa dependiente de ADN, incluyendo el

Asn

Leu Arg

hsp

860

Ile
875

Leu

Glu Ser

cododn de iniciacion que codifica la metionina N-terminal; correspondiente a N° 33 en la Tabla 3

<400> 65
atgaacacga
ttcaacacte
catgagtett
gctggtgagg
atgattgecac
acagecttec

accactetgg

atcggteggy

ttaacatege
tggctgacea
acgagatggg
ttgcggataa
geatcaacga
agttcctgea
ctagecctaac

ccattgagga

taagaacgac
ttacggtgag
tgaagcacge
cgctgcegee
ctggtttgag
agaaatcaag
cagtgctgac

cgaggetege

ttctetgaca
cgtttagete
tteegeaaga
aagcctctca
gaagtgaaag
ccggaagecg
aatacaaccg

tteggtegta

200

tcgaactgge
gegaacagtt
tgtttgageyg
tcactaccct
ctaagaegegg
tagcgtacat
ttcaggctgt

teegtgacet

tgetateceg
ggeeccttgag
tcaacttaaa
actccctaag
caagcgecey
caccattaag
agcaagogea

tgaagctaag

Asp

Phe
880

60
120
180
240
300
360
420

480



cacttcaaga
gcatttatge
tggtettegt
attgagtcaa
tectgagacta
ctggetggea
attactggtg
agtaagaaay
aacattgoge
atcaccaagt
ccgatgaaac
geegetgetyg
atgecttgage
gactggegeg
aaaggactge
aaaatcc#cg
ttcattgagg
tggtggacty
gtacageace
tctggeatee
ttgettecta
attetacaag
aacactggtg
ctggcttacg
tccaaagagt
toccggcaagyg
atttgggaat
tectgttgeta
aagegtageyg
aageetatte
attaacacca

aactttgtacs

aagtacggaa

aaaacgttga
aagttgtcga
ggecataagga
ceggaatggt
tecgaactege
tetetecgat
gtggctattg
cactgatgeg
aaaacaccge
ggaagcatag
cggaagacat
tgtacaegecaa
aagecaataa
gtogtetgta
ttacgetgge
gtgcaaactyg
aaaaccacga
agcaagatte
acggectgag
agcacttcte
gtgaaaccgt
cagacgcaat
aaatctctga
gtgttactcg
teggettoceg
gtetgatgtt
ctgtgagogt
agectgaetgge
ctgtgcattqg
agacgegett
acaaagatag
acagccaaga

tegaatettt

ES 2 538 694 T3

ggaacaacte
ggctygacatyg
agactctatt
tagecttacac
acctgaatac
gttecaacct
ggctaacggt
ctacgaagac
atggaaaate
ceeggtegag
cgacatgaat
ggacaagget
gttggctaac
cgotgtgtoa
gaaaggtaaa
tgegagtgte
gaacateatg
tcegttetge
ctataactge
cgcgatgetce
tecaggacate
caatgggace
gaaagtcaag
cagtgtgact
tcaacaagtyg
cactcagccyg
gacggtggta
tgctgaggte
ggtaactcct
gaacetgatg
cgagattgat
aggtagaocac

tgcactgatt

aacaagcgey
ctctctaagy
catgtaggag
egccaaaatg
qctgaggcfa
tgegtagtte
cgtcgtccte
gtttacatge
aacaagaaag
gacatcectg
cctgaggeote
cgcaagtete
cataaggcea
atgttaaaéc
ccaateggta
gataaggtte
gctagegeta
ttecttgegt
tcecttecge
cgagatgagyg
tacgggattyg
gataacgaag
ctgggcacta
aagegttcayg
ctggaagata
aatcaggctg
getgeggttg
aaagataaga
gatggtttce
ttecteggte
geacacaaac
cttegtaaga

cacgacteot

201

tagggeacgt
gtctactegy
tacgetgeat
ctggegtagt
tcgeaacceg
ctectaagee
tggcgetggt
ctgaggtgta
tcctageggt
cgattgageg
tcaccgegtyg
geegtatcag
tctggtteec
cgeaaggtaa
aggaaggtta
egttecetga
agteteocaet
tcagetttga
tggegtttga
taggtggteg
ttgctaagaa
tagttacegt
aggcactgge
tcatgacget
ccattcagee
ctggatacat
aagcaatgaa
agactggaga
ctgtgtggea
agttcggcgt
aggagtatgqg
ctategtgtg

teggtaceat

ctacaagaaa
tggegaggeg
cgagatgcte
aggtcaagac
tgcaggtgcg
gtggactgge
gecgtactcac
caaagcegatt
cgecaacgta
tgaagaacte
gaaaegtgct
cottgagtte
ttacaacatg
cgatatgace
qtactggctg
gegeatcaag
ggagaacact
gtacgetyggy
egggtettge
cgeggttaac
agtcaacgag
gaccgatgayg
tggtcaatgg
ggcttacggg
agctattgat
ggctaagety
ctggcttaag
gattcttege
ggaatacaag
agagectace
tategeteat
ggeacaegag

teocggatgac

540

600

660

720

780

840

200

960
10240
10890
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1520
1380
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400

2460



10

15

20
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getgcgaace tgttcaaage agtgegogaa actatggttyg acacatatga gtctagcogat

gtactggctg atttctacga ccagtteget gaccagttge acgagtctca attggacaaa

atgccagcace ttcecggcetaa aggtaacttg aaceteegtg acatettaga gteggactte

gegttoegegt aataa

<210> 66
<211> 883

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Variante polipeptidica sintética

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (1)..(883)

<223> Variante Cys125Ser, Cys347Ser, Cys492Ser, Cys515Ser, Cys723Ser, Cys839Ser, Val426Leu, Ala702Val,
Val795lle de la T7 ARN polimerasa dependiente de ADN, secuencia de aminoacidos incluyendo la metionina N-

terminal; correspondiente a N° 33 en la Tabla 3

<400> 66

Met

1

Ala

Ala

Ala

Ala

Asn

Ala

Arg

Arg

50

Asp

Ile

Lys

Val

Asp
130

Thr

Ile

Glu

35

Phe

Asn

Ala

Ala
115

Asn

Ile

Pre

20

Gln

Arg

Ala

Arg

Pro

100

Tyr

Thr

Phe

Leu

Lys

Ala

Ile

85

Thr

Ile

Thr

Ile

Asn

Ala

Ala

70

Asn

Ala

Thr

Val

Ala

Thr

Leu

Phe

585

Lys

Asp

Phe

Ile

Gln
135

Lys

Leu

Glu

40

Glu

Pro

Trp

Gln

Lys

120

Ala

Asn

Ala

25

His

Arg

Leau

Phe

Phe

105

Thr

Val

202

Asp

Glu

Gln

Ile

Glu

90

Thr

Ala

Phe

His

Ser

Leau

Thr

75

Glu

Gln

Leu

Ser

Ser

Tyr

Tyx

Lys

€0

Thr

val

Glu

Ala

Ala
140

Asp
Gly
Glu
45

Ala
Leu
Lys
Ile
Ser

125

Ile

Ilea

Glu

30

Gly

Leu

Ala

Lysa

110

Leu

Gly

Glu

15

Arg

Gly

Glu

Pro

Lys

95

Pro

Thr

Arg

2520
2580
2640

2655

Teu

Lau

Glu

Val

Lys

80

Arg

Glu

Ser

Ala



Ile

145

His

Val

Lys

Ser

Gly

225

Ser

val

Asn

Leau

305

Asun

Val

Pro

Tyr
385

Glu

Phe

Gly

Ile

210

Mot

Glu

Ala

Pro

Gly

290

Mat

Il

Ala

Ala

Asn

370

Leu

Asp

Lys

Lys

Leu

195

His

Val

Thr

Cly

Pro

275

Arg

Arg

Ala

Asn

Ila

355

Pro

Lys

Glu

Glu

Lys

Lys

180

Leu

Val

Ser

Ile

Ala

260

Lya

Arg

Tyr

Gln

Vval

340

Glu

Glu

Asp

Gln

Ala

Aan

165

Ala

Gly

Gly

Leu

Glu

245

Leu

Pro

Pro

Glu

Asn

325

Ile

Arg

Ala

Lys

Ala
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Arg

150

Val

Phe

Gly

Val

His

230

Leu

Ala

Trp

asp

310

Thx

Thr

Glu

Leu

Ala

350

Asn

Phe

Glu

Met

Glu

Arg

215

Arg

Als

Gly

Thr

Ala

295

val

Ala

Lys

Glu

Thr

375

Arg

Lys

Gly Arg Ile

Glu

Gln

Ala
200

Cys

Gln

Pre

Ile

Gly

280

Tyr

Txp

Trp

Leu

360

Ala

Lys

Phe

Gln

vVal
185

Trp

Ile

Asn

Glu

Ser

265

Ile

Val

Lys

Lys

345

Pro

Trp

Ser

Ala

203

Leu
170

Val

Ser

Glu

Ala

Tyr

250

Pro

Thr

Pro

Ile

330

His

Met

Lys

Asn

Arg
155

Asn

Glu

Ser

Met

Gly

235

Ala

Met

Gly

Glu

315

Asn

Sex

Lys

3595

His

Asp
Lys
Ala
Tzp
Leu
220
Val
Glu
Phe
Gly
His
300
val
Lys
Pro
Pro
Ala
380

Ile

Lys

Lau

Axg

Asp

His

205

Ile

Val

Ala

&1ln

Gly

288

Sar

Tyr

Lys

Val

Glu

365

Ala

Ser

Ala

Glu

Val

Mat

190

Lys

Glu

Gly

Ile

Pro

270

Tyr

Lys

Lys

Vval

Glu

350

Asp

Ala

Lau

Ile

Ala

Gly

175

Leu

Glu

Ser

Gln

Ala

255

Cys

Trp

Lys

Ala

Leu

335

Aap

Ile

Ala

Glu

Trp

Lys

160

His

Ser

Agp

Thr

Asp

240

Val

Ala

Ala

Ile

320

Ala

Ile

Asp

val

Pha

400

Phe



Pro

Gly

Ala

465

Phe

Lew

Ala

His

545

Lys

Glu

Val

Val

625

Ser

Pro

Tyr

Pro

Lys

450

Asn

Ile

Glu

Phe

Cys

£30

Phe

Leau

Val

Val

Lys

€10

Thr

Lys

Ala

Axn

Gln

438

Pro

Cys

Glu

Asn

Ser

515

Sar

Ser

Pro

Asn

Val

595

Leu

Aryg

Glu

Ile

Met

420

Gly

Ila

Ala

Glu

Thr

so00

Phe

Leu

Ala

Ser

Glu

580

Thr

Gly

Ser

Phe

Asp
660

405

Asp

Asn

Gly

Gly

Asn

485

Trp

Glu

Pro

Met

Glu

565

Ila

val

Thr

val

Gly

645

Ser
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Trp

Asp

Lys

Val

4170

His

Trp

Tyx

Leu

S50

Thr

Lau

Thr

Lys

Thr

630

Pha

Gly

Meat

Glu

455

Asp

Glu

Ala

Ala

Ala
535
Arg
val
Gln
Asp
Ala
615
Lys

Arg

Lys

Gly

Thr

440

Gly

Lys

Asn

Glu

Gly

520

Phe

Asp

Gln

Ala

Glu

600

Leu

Arg

Gln

Gly

Axrg

425

Lys

Tyr

Val

Ile

Gln

508

val

Asp

Glu

Asp

Asp

585

Asn

Ala

Ser

Gln

Leu
6635

204

410

Leu

Gly

Tyr

Proe

Mot
490

Asp

Gln

Gly

Val

Ile

57¢

Ala

Thr

Gly

Val

Val

650

Met

Tyr

Leu

Trp

Phe

475

Ala

Ser

His

Sar

Gly

555

Tyr

Ile

Gly

Gln

Met

635

Leu

Phe

Ala

Leu

Lau

460

Pro

Ser

Pro

cys

540

Gly

Cly

AsSn

Glu

Trp
€20
Thr

Glu

Thr

val

445

Lys

Glu

Ala

Phe

Gly

525

Ser

Arg

1le

Gly

Ile

605

Leu

Leu

Asp

Gln

Ser

430

Ila

Axg

Lys

Cys

510

Leu

Gly

Ala

val

Thr

590

Ser

Ala

Ala

Thr

Prxo
670

415

Met

Ala

His

Ile

Ser

495

Phe

Ser

Ila

Val

Ala

575

Asp

Glu

Tyr

Tyr

Ile

655

Asn

Phe

Lys

Gly

Lys

430

Pro

Leu

Tyr

Gln

Asn

560

Lys

Asn

Lys

Gly

Gly

640

Gln

Gln
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Ala

val

Leu

705

Lys

Gln

Gly

Ile

Ser

785

Lys

Ile

val

Phe

Pro

865

Ala

<210> 67
<211> 2655
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

Ala

val

650

Leu

Arg

Glu

Gin

Asp

770

Gln

Tyr

Proe

Ala
850

Ala

Phe

Gly

675

Ala

Ala

Ser

Phe

755

Ala

Asp

Gly

Ala

Thx

835

Asp

Lys

Ala

Tyx

Ala

Ala

Ala

Lys

740

Arg

Bis

Gly

Ile

Asp

820

Tyx

Gln

Gly

val

Glu

Val

725

Lys

Leu

Lys

Ser

Glu

805

Ala

Glu

Leu

Asn
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Ala

Glu

Vval

710

His

Pro

Gln

Gln

His

790

Ser

Ala

Serx

His

Leu
870

<223> Polinucleodtido codificante sintético

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(2655)

Lys

Ala
695

Lys

TrP

Ile

Pro

Glu

775

Leu

Phe

Asn

Serx

Glu

855

Asn

Leu
680
Met
Asp
Val
Gln
Thr
760
Ser
Arg
Ala
Leu
Asp
840

Ser

Ile

Asn

Lys

Thr

Thr

745

Ile

Gly

Lys

Phe

825

Val

Gln

Arg

205

Trp

Trp

Lys

Pro

730

Arg

Asn

Ile

Thr

Ile

810

Lys

Lau

Leu

Asp

Glu

Leu

Thx

715

Asp

Thr

Ala

Ile

795

His

Ala

Ala

Asp

Ile
875

Serx

Lys

700

Gly

Gly

Asn

Asn

Pro

780

val

Asp

Vval

Asp

Lys

860

Leu

vVal

685

Ser

Glu

Phe

Lau

Lys

765

Asn

Trp

Ser

Arg

FPhe

845

Met

Glu

Ser

vVal

Ile

Pro

Met

750

Asp

Phe

Ala

Phe

Glu

830

Tyr

Pro

Ser

Val

Ala

Leu

val

735

Phe

Sar

Val

His

Gly

815

Thr

Asp

Ala

Asp

Thr

Lys

Arg

720

Trp

Lou

Gl

His

Glu

800

Thr

Mat

Gln

Leu

Phe
880
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<223> Secuencia de ADN que codifica la variante Val426Leu, Val650Leu, Ala702Val, Val795lle de la T7 ARN
polimerasa dependiente de ADN, incluyendo el coddn de iniciacion que codifica la metionina N-terminal;
correspondiente a N° 34 en la Tabla 3

206

<400> 67
atgaacacga ttaacatcge taagaacgac ttcetetgaca tegaactgge tgctatceceq 60
ttecaacacte tggetgacca ttacggtgag égtttagcta gegaacagtt ggceceettgayg 120
catgagtctt acgagatggg tgaagcacge ttcegeaaga tgtttgageg tecaacttaaa 180
gctggtgagg ttgcggataa cgetgeccgec argecctetca tcactacect actecctaag . 240
atgattgcae geoatcaacga ctggtttgag gaagtgaaag ctaagegegg caagegecceg 300
acagectteoc agtteoctgea agaaatcaag ccggaagoccocg tagegtacat caccattaag 360
accactetgg ctitgectaac cagtgetgac aatacaaccg ttcaggetgt agceaagegea 420
atcggteggg ccattgagga cgaggcetege tteggtegta tecegbtgacet tgaagetaag 480
cactteaaga aaaacgttga ggaacaactc aacaagecgcg tagggcacgt ctacaagaaa 540
gecatttatge aagttgtega ggectgacatyg ctcectcetaagyg gtetactegg tggegaggeg 600
tggtcttegt ggcataaqga agactetatt catghtaggag tacgetgeat cgagatgete 660
attgagtcaa ceggaatggt tagettacac cgecaasaatg ctggegtagt aggteaagac 720
tctgagacta tegaactege acctgaatac getgaggeta tegecaacceg tgcaggtgeg 780
ctggctggca tctcteococgat gttccaacet tgegtagtte etcoctaagec gtggactgge 840
attactggtg gtggctattg ggctaacggt cgtegtccte tggogetggt gcgtactcac 900
agtaagaaag cactgatgeqg ctacgaagac gtttacatge ctgaggtgta caaagegatt 960
aacattgcgec aaaacaccge atggaaaatc aacaagaaag tcctageggt cgccaacgta 1020
atcaccaagt ggaagcattg teoggtegag gacatecctyg cgattgageg tgaagaacte 1080
ccgatgaaac cggaagacat cgacatgaat ecctgaggcte tcaccgegtg gaaacgtget 1140
gecegetgetg tgtacegeaa ggacaagget cgcaagtetce gecgtatcag cettgagtte 1200
atgettgage aagecaataa gtttgetaac cataaggeca tetggttece ttacaacatyg 1260
gactggegeg gtegteotgta egetgtgtca atgttcaace cgrecaaggtaa cgatatgace 1320
aaaggactge ttacgetgge gaaaggtaaa ccaateggta aggaaggtta ctactggetg 1380
aaaatccacg gtgcaaactg tgogggtgtc gataaggttc cgttcectga gogeatcaag 1440
ttcattgagg aaaaccacga gaacatcatg gcttgegcta agtctccact ggagaacact 1500
tggtggygctyg ageaagatte tecgttetge ttocttgegt totgetttga gtacgetgog 1560
gtacagecace acggoctgag ctataactge teccetteocge tggegtttga cgggtettge 1620
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tctggeatce ageacttcte cgegatgete cgagatgagg taggtggteg cgoggttaac 16€0
ttgettecta gtgaaaccgt tcaggacate tacgggattyg ttgctaagaa agtcaacgag 1740
attetacaag cagacgcaat caatgggacc gataacgaag tagttacegt gaccgatgag 1800
aacactggtg aaatetctga gaaagtcaag ctgggeacta aggeactgge tggtceaatgg 1860
ctggettacyg gtgttacteg éagtgtgact aagegttcag tcatgacget ggcttacggg 1920
tecaaagagt tcggcttccg.tcaacaactg ctggaagata ccattcagec agctattgat 1980
teceggeaagy gtetgatgtt cactceagecyg aatcaggetg ctggatacat ggetaagetg 2040
atttgggaat ctgtgagegt gacggtggta gotgocggttyg aagcaatgaa etggettaag 2100
tetgttgeta agotgetgge tgetgaggtce aaagataaga agactggaga gattcttege 2160
aagegttgeg ctgtgeattg ggtaactoct gatgghttcoe etgtgtggea ggaatacaaq 2220
aagcctattc agacgegett gaacctgatg ttecteggbte agtteegett acagectace 2280
attaacacca acaaagatag cgagattgat gcacacaaac aggagtctgg tatcgetccet 2344
aactttgtac acagccaaga cggtagccac cttcegtaaga ctatcgtgtg ggcacacgag 2400
aagtacggaa tegaatettt tgecactgatt cacgactcet tcggtaccat tocoggcotgac 2460
getgocgaace tgttcaaage agtgegegaa actatggtig acacatatga gtettgtgat 2520
gtactggetg atttctacga ccagttceget gaccagttge acgagtctea attggacaaa 2580
atgecagcac ttecggetaa aggtaacttg aacctceegtg acatettaga gtoggactte 2640
gcgttogegt aataa 2655

<210> 68

<211> 883

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Variante polipeptidica sintética

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (1)..(883)

<223> Variante Val426Leu, Val650Leu, Ala702Val, Val795lle de la T7 ARN polimerasa dependiente de ADN,
secuencia de aminoacidos incluyendo la metionina N-terminal; correspondiente a N° 34 en la Tabla 3

<400> 68

Met Asn Thr Ile Asn Ile Ala Lys Asn Asp Phe Ser Asp Ile Glu leu
1 5 10 15

Ala Ala Ile Pro Phe Asn Thr Leu Ala Asp His Tyr Gly Glu Arg Leu
20 25 30

Ala Arg Glu Gln Leu Ala Leu Glu His Glu Ser Tyr Glu Met Gly Glu
35 40 45

207



Ala

Ala

65

Gly

Ala

Ala

Ile

145

His

Val

Lys

Ser

Gly

225

Sar

Val

Agsn

Axg

50

Asp

Ile

Lys

val

Asp

130

Glu

Phe

Tyr

Gly

Ila

210

Met

Glu

Ala

Pro

Gly
290

Phe

Asn

Ala

Ala

115

Asn

Asp

Lys

Lys

Leu

195

Hisg

Val

Thr

Gly

Pro

275

Arg

Arg

Ala

Arg

Pro

100

Tyr

Thr

Glu

Lys

Lys

180

Leu

Val

Ser

Ile

Ala

260

Lys

Arg

Lys
Ala
Ile
85

Thr
Ile
Thr
Ala
Asn
165
Ala

Gly

Gly

Glu
245

Pro

Pro
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Met

Ala

70

Asn

Ala

Thr

Val

Arg

150

Val

Phe

Gly

val

His

230

Lau

Ala

Trp

Leu

Phe

55

Lys

Asp

Phe

Ile

Gln

135

Phe

Glu

Met

Glu

Arg

215

Aryg

Ala

Gly

Thr

Ala
295

Glu
Pro
Txp
Gln
Lys
120
Gly
G1u
Gln
Ala
200
Cysa
Gln
Pro
Ile
Gly

280

Leu

Arg

Lau

Phe

Phe

105

Thrx

val

Axg

Gln

Val

185

Trp

Ile

Asn

Glu

Ser

265

Ile

val

208

Gln

Ile

Glu

20

Thr

Ile

Leu

170

vVal

Sar

Glu

Ala

Tyr

250

Prxo

The

Arg

Leu

Thr

75

Glu

Gln

Leu

Ser

Axyg

155

Asn

Glu

Ser

Gly
235

Ala

Gly

Thr

Lys

60

Thr

Val

Glu

Ala

Ala

140

Asp

Lys

Ala

Trp

Leu

220

val

Glu

Phe

Gly

His
300

Ala

Leu

Lys

Ile

Cys

125

Ile

Leu

Asp

His

205

Ile

Val

Ala

Gln

Gly

285

Sar

Gly

Leu

Ala

Lys

110

Leu

Gly

Glu

Val

Met

190

Lys

Glu

Gly

Ila

Pro

270

Tyr

Lys

Glu

Pro

Lys

95

Pro

Thr

Arg

Ala

Gly

175

Lenu

Glu

Ser

Gln

Ala
255

Cys

Trp

Lys

Vval

Lys

80

Arg

Glu

Ser

Ala

Lys

160

His

Serx

Asp

Thx

Asp

240

Thr

val

Ala

Ala



Leu

305

Asn

Val

Pro

Tyr

385

Pro

Asn

Gly

Ala

465

Phe

Leu

Ala

Asn

His
545

Met

Ile

Ala

Ala

Asn

370

Arg

Tyr

Pro

Lys

450

Asn

Ile

Glu

Phe

Cys

530

Phe
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Arg Tyr Glu Asp Val

Ala

Asn

Ila

3585

Pro

Lys

Glu

Asn

Gln

435

Pro

Cys

Glu

Asn

Cys

515

Ser

Ser

Gln

Val

Asn
325

Ile

340

Glu

Glu

Asp

Gln

Met

420

Gly

Ilae

Ala

Glu

The

500

Phe

Leu

Ala

Arg

Rla

Lys

Bla

405

Asp

Asn

Gly

Gly

Asn
485

Trp

Glu

Pro

Met

310

Thr

Thr

Glu

Leu

Ala

390

Agn

Trp

Asp

Lys

val

470

His

Trp

TYr

Leu
550

Ala
Lys
Glu
Thr
375

Arg

Lys

Met
Gla
455
Asp

Glu

Ala

Ala
535

Arg

Tyr

Trp

Trp

Leu

360

Ala

Lys

Phe

Gly

Thr

440

Gly

Lys

Asn

Glu

Gly

520

Phe

hsp

209

Met

Lys

Lys

345

Pro

Trp

Ser

Ala

Arg

425

Lys

Tyr

val

Ile

Gln

505

val

Asp

Glu

Pro

Ile

330

His

Lys

Arg

Asn

410

Leu

Gly

Tyr

Pro

Met

490

AsSp

Gln

Gly

Val

Glu
315

Asn

Cys

Lys

Arg

Arg

395

His

Tyr

Leu

Trp

Pha

475

Ala

Ser

His

Sexr

Gly
555

val

Lys

Pro

Pro

Ala

380

Jle

Lys

Ala

Leau

Lau

460

Pro

Cys

Pro

His

Cys

540

Gly

Tyr

Lys

val

Glu

365

Ala

Ser

Ala

Val

Thr

445

Lys

Glu

Ala

Phe

Gly

525

Ser

Arg

Lys

Val

Glu

350

Asp

Ala

Leu

Ile

Ser

430

Leu

Ile

Arg

Lys

Cys

510

Gly

Ala

Ala

Leu

335

Ile

Ala

Glu

Trp

415

Met

Ala

His

Ile

Ser

495

Phe

Ser

Ile

Val

Ile

320

Ala

Ile

Asp

val

Phe

400

Phe

Phe

Lys

Gly

Lys

480

Pro

Leu

Tyr

Gln

Asn
560



Leu

Lys

Glu

val

Val

625

Ser

Pro

val

Lau

705

Lys

Gln

Gly

Ile

Ser

785

Lys

Ile

Isu

val

Val

Lys

610

Thr

Lys

Ala

Ala

Val

690

Leu

Arg

Glu

Gln

Agsp

770

Gln

Tyx

Pro

Pro

Agn

Val

595

Leu

Glu

Ile

Gly

€75

Ala

Ala

Cys

Tyr

Phe

758

Ala

Asp

Gly

Ser
Glu
580
Thr
Gly
Ser
FPhe
Asp
660
Tyr
Ala
Ala
Ala
Lys
740

Axg

Gly

Ile

Asp

Glu

565

Ila

Val

Thr

Vval

Gly

645

Ser

Val

Glu

val

725

Lys

Leu

Lys

Ser

Glu

805

Ala
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Thr

Leu

Thr

Lys

Thr

630

Phe

Gly

Ala

Glu

Val

710

Pro

Gln

Gln

Hime
790

Sar.

Ala

val

Gln

Asp

Ala

615

Lys

Arg

Lys
Lys
Ala
695
Lys
Trp
Ile
Pro
Glu
775
Leu

Phe

Asn

Gin

Ala

Glu

600

Leu

Axg

Gln

Gly

Leu

680

Mat

Asp

Yal

Gln

760

Ser

Ala

Asp

Asp

585

Asn

Ala

Ser

Gln

Leu

665

Ile

Asn

Lys

Thr

Thr

745

Ile

Gly

Lys

Leu

Pha

210

Ile

570

Ala

Thr

Gly

Val

Leu

€50

Trp

Trp

Lys

Pro

730

Arg

Asn

Ile

Thr

Ila

010

Lys

Tyr

Ile

Gly

Gin

Met

635

Leu

Phe

Glu

Lau

Thr

715

Asp

Leu

Thr

Ala

Ile

795

His

Ala

Gly

Asn

Glu

Trp

620

Thr

Glu

Thr

Ser

Lys

700

Gly

Gly

Asn

Asn

Pro

780

val

Asp

val

Ile

Gly

1le

605

Leu

Leu

Asp

G1ln

val

685

Ser

Glu

.Phe

Leu

Lys

765

Asn

Trp

Ser

Arg

val

Thr

590

Ser

Ala

Ala

Thr

Pro

670

Ser

Val

Ile

Pre

Mat

750

Asp

Phe

Ala

Phe

Glu

Ala
578
Asp
Glu
Tyr
Tyr
Ile
655
Asn
val
Ala
Leu
val
735
Phe

Ser

val

Gly
815

The

Lys

Lys

Gly

Gly

640

Gln

Gln

Thr

Lys

Arg

720

Trp

Let

Glu

His

Glu

eoo

Thr

Met



10

15

20

ES 2 538 694 T3

820 825 830

Val Asp Thr Tyr Glu Ser Cys Asp Val Leu Ala Asp Phe Tyr Asp Gln
835 840 845

Phe Ala Asp Cln Leuz Higs Glu Ser Gln Leu Asp Lys Met Pro Ala Leu
850 855 860

Pro Ala Lys Gly Asn Leu Asn Leu Arg Asp Ile Leu Glu Ser Asp Phe
865 870 875 880

Ala Phe Ala

<210> 69

<211> 2655

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Polinucleoétido codificante sintético

<220>

<221> misc_feature
<222> (1)..(2655)

<223> Secuencia de ADN que codifica la variante Cys723Ser, Val426Leu, Val650Leu, Ala702Val, Val795Ille de la
T7 ARN polimerasa dependiente de ADN, incluyendo el codén de iniciacion que codifica la metionina N-terminal;

correspondiente a N° 35 en la Tabla 3

<400> 69

atgaacacga
ttcaacacte
catgagtctt
gctggtgagg
atgattgcac
acageecttee
accactctygg
atcggteggg
cacttcaaga
geatttatge
tggtcttegt
attgagtcaa
tetgagacta

ctggetggea

ttaacatcge
tggetgacca
acgagatgyy
ttgeggataa
gcatcaacga
agttcctgea
cttgectaac
ccattgagga
aaaacgttga
aagttgtcga
ggeataagga
ceggaatgogt
taegaactege

tctctecgat

taagaacgac
ttacggtgag
tgaagcacge
cgetgeegee
ctggtttgag
agaaatcsag
cagtgetgac
cgaggetcege
ggaacaactce
ggctgacatg
agactctatt
tagettacac
acctgaatac

gttcecaacct

ttctetgaca
cgtttagete
ttecgeaaga
aagcctceteoa
gaagtgaaag
ceggaageeg
aatacaaceg
tteggtcegta
aacaagcgcyg
ctctetaagg
catgtaggag
cgecaaaatg
getgaggcta

tgegtagtte

211

tcgaactygge
gocgaacagtt
tgtttgageg
teactaccet
ctaagcgegg
tagegtacat
ttcaggetgt
tcegtgacet
tagggcacgt
gtetactegyg
tacgetgeat
etggcgtagt
tegeaaccag

ctcctaageco

tgctatecceg
ggecettgag
tcaacttaaa
actcectaag
caagcgoocg
caccattaag
agcaagegea
tgaagctaag
ctacaagaaa
tggcgaggeg
cgagatgete
aggtcaagac
tgcaggtgeg
gtggactgge

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780

B840
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attactggtg gtggetattg ggetaaeggt cgtegtecte tggegetggt geogtactcac 900
agtaagaaayg cactgatgey ctacgaagac gtttacatgc ctgaggtgta caaagcgatt 560
aacattgege aaaacacege atggaaaatc aacaagaaag tcectagoggt egecaacgta 1020
atcaccaagt ggaagcattg tccggtcgag gacatccotyg cgattgagog tgaagaactco 1080
ccgatgaéac cggaagacat cgacatgaat ectgaggetc tcaccchtg gaaacgtget 1140
gecgetgetg tgtacegocaa ggacaagget cgcaagtete qccgtatéag ccttgagtte 1200
atgettgage iagccaataa gtttgetaac cataaggeca tetggttcoee tﬁac;acatg_ 1260
gactggcgeqg gtagtetgta cgetgtgteca atgttcecaace cgeaaggtaa cgatatgace 1220
aaaggactge ttacgetgge gaaaggtaaa ccaatcggta aggaaggtta ctactggetg 1380
aaaatccacg gtgcaaactg tgegggtgte gataaggtte egttcectga gogeatcoaag 1440
ttcattgagg aaaaccacga gaacatcatg gettgegeta agtcectoccact ggagaacact 1500
tggtgggetg agcaagattce tcegttetge ttcottgegt tcotgetttga grtacgetggyg 1560
gtacagcace acggectgag ctataactge teccttecge tggegtitga cgggtettge 1620
tetggeatec agecacttete egegatgetc cgagatgagg tagghggteg cgeggttaac 1680
ttgcttcocta gtgaaacegt tcaggacate tacgggattg ttgetaagaa agteaacgag 1740
attctacaag cagacgcaat caatgggacc gataacgaag tagttacegt gaccgatéag 1a00
aacactggtg aaatetcectga gaaagtcaag ctgggoacta aggcecactgge tggtcaatgyg 1860
ctggecttacg gtgttacteg cagtgtgact aagegttcag tcatgacget ggecttacggg 1920
tccaaagagt teggottocg tcaacaactg ctggaagata ccattcagec agetattgat 1980
tecggeaagg gtetgatgbt cactecagecg aatcaggetg ctggatacat ggetaagetg 2040
atttgggaat ctgtgagcgt gacggtggta goetgoggttg aageaatgaa ctggcettaag 2100
tctagttgeta agetgetgge tgetgaggte aaagataaga agactggaga gattcecttege 2160
aagcgtageg ctgtgecattg ggtaactect gatggttteoe ctgtgtggca ggaatacaag 2220
aagcctattc agacgegett gaaccetgatg tteetegghke agttcecgett acagectacce 2280
attaacacca acaaagatag cgagattgat gcacacaaac aggagtctgg tategcectect 2340
&actttgtac acagccaaga cggtagcecac ¢tteogtaaga ctategtgtg ggecacacgag 2400
aagtacggaa tcgaatcttt tgeactgatt cacgactect teggtaccat tcoeggctgac 2460
goctgogaacc tgttcaaagc agtgcgcgaa actatggttg acacatatga gtcttgtgat 2520
gtactggcetg atttctacga ceagttcget gaccagttge acgagtctca attggacaaa 2580
atgccagcac ttecggetaa aggtaacttg aacctcocogtg acatcttaga gteggactte 2640
gegttegegt aataa 2655

<210> 70

<211> 883

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

212
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<220>

<223> Variante polipeptidica sintética

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (1)..(883)

<223> Variante Cys723Ser, Val426Leu, Val650Leu, Ala702Val, Val795lle de la T7 ARN polimerasa dependiente
de ADN; secuencia de aminodcidos incluyendo la metionina N-terminal; correspondiente a N° 35 en la Tabla 3

<400> 70

Mat Asn Thr Ile Asn Ile Ala Lys Asn Asp Phe Ser Asp Ile Glu Leu
1 5 10 15

Ala Ala Ile Pro Phe Asn Thr Leu Ala Asp His Tyr Gly Glu Arg Leu

Ala Arg Glu Gln Leu Ala Leu Glu His Glu Ser Tyr Glu Met Gly Glu
35 40 ' 45

Ala Arg Phe Arg Lys Met Phe Glu Arg Gln Leu Lys Ala Gly Glu Val

Ala Asp Asn Ala Ala Ala Lys Pro Leu Ile Thr Thr Leu Leu Pr¢ Lys
65 70 75 80

Met Ile Ala Arg Ile Asn Asp Trp Phe Glu Glu Val Lys Ala Lys Arg
85 90 95

Gly Lys Arg Pfo Thr Ala Phe Gln Phe Leu Gln Glu Ile Lys Pro Glu
100 105 110

Ala val Ala Tyr Ile Thr Ile Lys Thr Thr Leu Ala Cys Leu Thr Ser
115 120 125

Ala Asp Asn Thr Thr Val Gln Ala Val Ala Ser Ala Ile Gly Arg Ala
130 135 140

Ile Glu Asp Glu Ala Arg Phe Gly Arg Ile Arg Asp Leu Glu Ala Lys
145 150 155 160

His Phe Lys Lys Aan Val Glu Glu Gln Leu Asn Lys Arg Val Gly His
165 170 175

Vval Tyr Lys Lys Ala Phe Met Gln Val Val Glu Ala Asp Met Leu Ser
180 185 190

Lys Gly Leu Leu Gly Gly Glu Ala Trp Ser Ser Trp His Lys Glu Asp

213



Ser
Gly

225

Ser

Val

Leu
305
val
Pro
Met
Tyr
385
Pro
Asn

Gly

Ile

210

Met

Glu

Ala

Pro

Gly

280

Met

Ile

Ala

Ala

Asn

370

Arg

Tyr

Pro

Lys
450

195

His

Val

Thr

Gly

Pro

275

Arg

Axrg

Ala

Asn

Ile

355

Pro

Lys

Glu

Asn

&1ln

43S

Pro

Val

Ser

Ile

Ala

260

Lys

Tyr

Gln

val

340

Glu

Glu

Gln

Met

420

Gly

Ile

Gly

Leu

Glu

245

Leu

Pro

Pro

Glu

Asn

328

Ile

Ala

Lys

Ala

405

Asp

Asn

Gly

ES 2 538 694 T3

val
His
230
Leu
Ala
Trp
Leu
Asp
310
Thr
Glu
Leu
Ala
380
Asn
Trp

Asp

Lys

Arg

215

Axg

Ala

Gly

Thr

aAla

295

val

Ala

Lys

Glu

Thr

375

Arg

Lys

Arg

Met

Glu
455

200

Cys

Gln

Pro

Ile

Gly

280

Leu

Tyr

Trp

Trp

Leu

360

Ala

Lys

Fhe

Gly

Thr

440

Gly

Ile

Asn

Glu

Ser

265

Ile

val

Met

Lys

Lys

345

Pro

Trp

Ser

Ala

Arg

425

Lys

Tyr

214

Glu

Ala

Tyr

2506

Pro

Thr

Arg

Pro

Ile

330

His

Lys

Arg

Asn

410

Gly

Tyr

Met

Gly

235

Ala

Gly

Thr

Glu

3i1s

Asan

Cys

Lys

Arg

Arg

395

Hism

Tyr

Leu

Trp

Leu

220

val

Giu

Phe

Gly

His

300

val

Lys

Pro

Pro

Ala

380

Ile

Lys

Ala

Leu

Len
460

205

Ile

Val

Ala

Gln

Gly

285

Ser

TYr

Lys

Val

Glu

365

Ala

Ser

Ala

Val

Thr

445

Lys

Glu

Gly

Ile

Pro

270

Tyr

Lys

Lys

val

Glu

350.

Asp

Ala

Leu

Ile

Ser

430

Ila

Ser

Gln

Ala

258

Cys

Trp

Lys

Ala

Leu

335

Asp

Ile

Ala

Glu

Trp

415

Met

Ala

His

Thr

Asp

240

val

Ala

Ala

Ile

320

Ala

Ile

Asp

Val

Phe

400

Phe

Phe

Lys

Gly



Ala
465

Phe

Ala

Asn

His

548

Leu

Lys

Glu

Val

val

625

Ser

Pro

Ala

val

Leu
705

Asn

Ile

Glu

Phe

Cys
530

Phe

val

vVal

Lys

610

Thr

Lys

Ala

Ala

Vval
690

Leu

Cys
Glu

Asn

Cys
515
Ser
Serx
Pro
Asn
Val
585
Leu
Arg
Glu
Ile
Gly
675

Ala

Ala

Ala

Glu

Thr

500

Phe

Leu

Ala

Ser

Glu

580

Thr

Gly

Ser

Phe

Asp

660

Tyr

Ala

Ala

Gly

Asn
485

Trp

Glu

Pro

Met

Glu

565

Ile

Val

Thr

Val

Gly

€45

Sar

Met

Val

Glu

ES 2 538 694 T3

vVal
470

His

Trp

Tyr

Leu

Leu

550

Thr

Lau

Thr

Lys

Thr

630

Fhe

Gly

Ala

Glu

Val
710

Asp

Glu

Ala

Ala

Ala

535

Arg

Val

Gln

Asp

Ala

615

Lys

Arg

Lys

1lys

Ala

€95

Lys

Lys

Asn

Glu

Gly

520

Phe

Asp

Gln

Ala

Glu

600

Arg

Gln

Gly

Leu

680

Met

Asp

215

val

Ile

Gln

505

val

Asp

Glu

Asp

Asp

585

Asn

Ala

Ser

Gln

Leu

665

Ile

Asn

Lys

Pro

Met

490

Asp

Gln

Gly

val

Ile

570

Ala

Thr

Gly

Vval

Leu

650

Met

Trp

Trp

Lys

Phe
475
Ala
Sé_r
His
Sar
Gly
555
Tyr
Ile
Gly
Gln
Met
635
Leu
Phe
Glu

Leu

Thr
715

Pro

Cys

Pro

His

Cys

540

Gly

Gly

Asn

Glu

620

Thr

Glu

Thrx

Ser

Lys

700

Gly

Glu

Ala

Phe

Gly

525

Ser

Ile

Gly

Ile

605

Leu

Leu

Asp

Gln

Val

685

Ser

Glu

Arg
Lys
Cys
3510
Leu
Gly
Ala
val
Thr
590
Ser
Ala
Ala
Thr
Pro
€70
Ser

Val

Ile

Ile

Ser

495

Phe

Sar

Ile

Val

Ala

575

Asp

Glu

Tyr

Tyr

Ile

655

Asn

val

Ala

Lewu

Lys

480

Pro

Leu

Tyr

Gln

Asn

560

Lys

Asn

Lys

Gly

Gly

640

Gln

Gln

Thr

Lys

720
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20

Lys

Gln

Gly

1le

Ser

785

Lys

Ile

vVal

Phe

Pro

865

Ala

<210>71
<211> 2655
<212> ADN

Axrg
Glu
Gln
Asp
770
Gln
Tyr
Pro
Asp
Ala
B850

Ala

Phe

Ser

Tyr

Phe

755

Ala

Asp

Gly

Ala

Thr

835

Asp

Lys

Ala

Ala

Lys

740

Arg

His

Gly

Ile

820

Tyr

Gln

Gly

<213> Secuencia artificial

<220>

Val

725

Lys

Leu

Lys

Sex

Glu

BOS

Glu

Leu

Asn

ES 2 538 694 T3

His

Pro

Gln

Gln

His

790

Ser

Ala

Ser

His

Leu
870

<223> Polinucledétido codificante sintético

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(2655)
<223> Secuencia de ADN que codifica la variante C125Ser, C347S, C492S, C515S, C723S, C839S, V426L,
V650L, A702V, V795! de la T7 ARN polimerasa dependiente de ADN, incluyendo el codon de iniciacion que

Txp

Ile

Pro

Glu

775

Leu

Phe

Asn

Cys

Glu

853

Aan

Val Thr

Gln Thr
745

Thr Ile
760

Ser Gly

Arg Lys

Ala 1eu

Leu Phe

825

Asp Val
840

Ser Gln

Leu Arg

Pro

730

Arg

Asn

Ile

Thr

Ile

810

Lys

Leu

Leu

Asp

Asp

Leu

Thr

Ala

Ile

755

His

Ala

Ala

Ila
875

codifica la metionina N-terminal; correspondiente a N° 36 en la Tabla 3

<400> 71

Gly

Asn

Asn

l?rd

780

Val

Asp

val

Asp

Lys

860

Leu

Phe
Leu
Lys
765

Asgn

Trp

Ser

Phe
845

Met

Glu

Pro

Met

750

Asp

Phe

Ala

Phe

Glu

830

Tyr

Pro

Ser

Val

7358

Phe

Ser

Val

His

Gly

815

Thr

Asp

Ala

Asp

atgaacacga ttaacatege taagaacgac ttcectotgaca tcgaactgge tgctatceceg

216

Trp

Leu

Glu

His

Glu

800

Thr

Met

Gln

Leu

Phe
880

60



ttcaacacte
catgagtett
getggtgagg
atgattgeac
acageccttec
accactetgy
atcggtoggg
cacttcaaga
geatttatge
tggtottage
attgagtcaa
tetgagacta
ctggetggea
attactggtg
agtaagaaag
aacattgege
itcaccaagt
ccgatgaaac
goegetgetg
atgettgage
gactggcgeg
aaaggactge
aaaateocacy
ttcattgagy
tggtgggetg
gtacagcace
totggcates
ttgcttecta
attctacaag
aacactggtg
ctggettacg
tecaaagagt

teccggoaagg

tggectgacca
acgagatggg
ttgcggataa
gcatcaacga
agttectgea
ctagectaac
ccattgagga
aaaacgttga
aagttgtega
ggceataagga
ceggaatgagt
tegaactege
tetotecgat
gtggetattg
cactgatgeg
aaaacaccgce
ggaagcataqg
cggaagacat
tgtaccgcaa
aagoccaataa
gtegtctgta
ttacgectgge
gtgcaaantyg
aazaccacya
agcaagatte
acggectgay
agcacttetc
gtgaaaccgt
cagacgcaakt
aaagtctetga
gtgttacteyg
teggetteoeg

gtoctgatgtt

ES 2 538 694 T3

ttacggtgag
tgaagcacge
cgetgesges
c¢tggtttgag
agaaatcaag
cagtgctgac
cgaggctege
ggaacaaete
ggetgacaty
agactetatt
tagettacac
acctgaatac
gttceaacet
ggetaacggt
ctacgaagac
atggaaaatc
cocggtegag
cgacatgaat
ggacaaggot
gtttgetaac
egctgtgtca
gaaaggtaaa
tgeggygtgte
gaacatecatg
teegttetge
ctataactge
cgegatgate
tcaggacate
caatgggace
gaaagtcaag
cagtgtgact
tcaacaactyg

cactcagecg

cgtttagete
tteegoaaga
aagecetetca
gaagtgaaag
ccggaagccg
aaﬁacuaccg
ttecggtcocgta
aacaagegeg
ctetctaagy
catgtaggag
<gecaaaatg
getgaggeta
tgegtagtte
cegtegtecte
gtttacatge
aacaagaaag
gacatceooty
cetgaggete
cgcaagtcte
cataaggcca
atgttcazce
ccaateggta
gataaggtte
gctagegeta
ttecttgegt
tecctiecge
cgagatgagg
tacgggattg
gataacgaag
ctgggcacta
aagogtteag
ctggaagata

aatcaggetyg

217

gegaacagtt
tgtttgagcg
tcactaccct
ctaagecgegy
tagegtacat

ttcaggectgt

tecegtgacet

tagggcacgt
gtetactegg
tacgetgeat
etggegtagt
tcgeaacecy
ctectaagee
tggcegetggt
ctgaggtgta
tccfagcggt
cgattgageg
tcaccgegtg
geegtateag
tetggttece
cgeaaggtaa
aggaaggtta
egttccoetga
agteotccact
teagetttga
tggogtttga
taggtggteg
ttgctaagaa
tagttacegt
aggcactgge
teatgacget
ccattcagec

ctggatacat

ggecccettgag
tcaacttasaa
actcoctaay
caagegeccy
caccattaay
agcaagcogea
tgaagctaag
cteacaagaaa
tggcgaggeg
ecgagatgete
aggtcaagac

tgcaggtgceg

gtggactgge

gcgtactcaé
caaagogatt
cgocaacgta
tgaagaacte
gaaacgtgct
ccttgagtte
ttacaacatg
cgatatgace
ctactggetg
gegeoatcaayg
ggagaacact
gtacgetggg
cgggtettge
cgoggttaac
agtcaacgaqg
gacegatgag
tggtcaatgg
ggcttacgay
agetattgat

ggctaagety

120
180
240
300
360
420
480
540
€00
€60
720
780
840
200
260
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1060
1920
1980

2040



10
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20

atttgggaat
tetgttgeta
aagcegtageqg
aagccetatte
attaacacca
aactttgtac
aagtacggaa
gctgegaace
gtactggetg
atgeccagceac
gegttegegt
<210> 72

<211> 883
<212> PRT

ctgtgagegt
agetgetgge
ctgtgcattg
agacgegett
acaaagatag
acagecaaga
tocgaatcttt
tgttcaaage
atttctacga
ttoeggctaa

aataa

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2 538 694 T3

gacggtgata

‘tgetgaggte

gataacteet

gaacctgatg

cgagattgat.

cggtagececac
tgcactgatt
agtgcgegaa
ccagtteget

aggtaacttg

<223> Variante polipeptidica sintética

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (1)..(883)

<223> Variante C125S, C347S, C492S, C515S, C723S, C839S, V426L, V650L, A702V, V795l de la T7 ARN
polimerasa dependiente de ADN de tipo silvestre, secuencia de aminoacidos incluyendo la metionina N-terminal;

correspondiente a N° 36 en la Tabla 3

<400> 72

Ala

Ala

Ala
65

Asn

Ala

Arg

Arg

Asp

Ile

Thr Ile

Ile Pro

20

Glu
35

Gln
Phe Arg
Asn

Ala

Ala Arg

Agn Ile

Phe

Leu

Lys

Ala

Ile

Ala

Asn Thr

Leu

Phe
55

Ala
70

Lys

Asp

85

getgeggttg
aaagataaga
gatggtttee
ttecteggtce

gcacacaaac

cttegtaaga

cacqactéeh
actatggttg
gaccagttge

aacctcegtg

Lys Asn

Asp

aagcaatgaa
agactggaga
ctgtgtggea
agttecgett
aggagtetgyg
ctategtgtg
tcggtacceat
acacatatga
acgagtetca

acatettaga

Phe Ser

10

Ala
25

Leu

Glu
40

Glu Arg

Pro

Trp Phe

Asp

Glu

Gln

Ile

Glu

His Tyr

Ser Tyr

Leu Lys

60

Thr
75

Thr

Glu val

920

218

ctggcttaag
gattettege
ggaatacaag
acagcctace
tatcgeteet
ggcacacgag
tcoggetgac
gtctagegat
attggacaaa

gteggactte

Asp Ile

15

Glu
20

Gly

Glu
45

Met

Ala

Gly

Leu

Lys Ala

95

Glu

Gly

Glu

Pro

Lys

2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640

2655

Leu

Leu

Glu

val

Lys

a0

Arg



Gly

Ala

Ala

lla

145

His

Val

Lys

Ser

Gly

225

Sar

Val

Asn

Leu

305

Asn

Val

Lys

val

Asp

130

Glu

Phe

Tyr

Gly

Ile

210

Mot

Glu

Ala

Pro

Gly

290

Met

Ile

Arg

Ala

115

Asn

Asp

Lys

Lys

Leu

195

His

Val

Gly

Pro

275

Arg

Axrg

Ala

Agn

Pro
100

Tyx

Glu

Lys

Lys

180

Leu

val

Ila

Ala

260

Lys

Tyr

Gln

Val
340

Thr

Ile

Thr

Ala

Asn

165

Ala

Gly

Gly

Leu

Glu

245

Leu

Pro

Pro

Glu

Asn

325

Ile

ES 2 538 694 T3

Ala

Thr

Val

Arg

150

val

Phe

Gly

Val

His

230

Leu

Ala

Trp

Leu

Asp

Phe

lle

Gln

135

Phe

Glu

Met

Glua

Arg

215

Arg

Ala

Gly

Thr

Ala

295

val

310

Thr

Thr

Ala

Lys

Gln
Lys
120
Alla
Gly
Glu
Gin
Ala
200
Cys
Gln
Pro
Ile
Gly
280
Leu
Tyr

Trp

Trp

Phe

105

Thr

val

Arg

GLln

val
185

Trp

Ile

Asn

Glu

Ser

265

Ile

Val

Met

Lys

Lys
345

219

Leu

Thr

Ile

Leu

170

val

Ser

Glu

Ala

Tyx

250

Pro

Thr

Arg

Pro

Ile

330

His

Gln

Leu

Sear

Arg

155

Asn

Glu

Ser

Met

Gly

235

Ala

Mat

Gly

Thr

Glu

315

Asn

Ser

Glu

Ala

Ala

149

Asp

Lys

Ala

Trp

Leu

220

Val

Glu

Fhe

Gly

Hiz

300

Val

Lys

Pro

Ile

Ser

125

Ile

Leu

Arg

Asp

His

205

Ile

Val

Ala

Gln

Gly

285

Sar

Tyr

Lys

Val

Lys

110

Leu

Gly

Glu

val

Met

150

Lys

Glu

Gly

Ile

Fro

270

Tyx

Lys

Lys

val

Glu
350

Pro

Thr

Ala

Gly

175

Leau

Glu

Sar

Gln

Ala
255

Cys

Trp

Lys

Ala

Leu

335

Asp

Glu

Ser

Ala

Lys

160

His

Ser

Asp

Thr

Asp

240

Thr

Val

Ala

Ala

Ile

320

Ala

Ile



Pro

Met

Tyr
385

Met

Pro

Gly

Ala

465

Phe

Leu

Asn

His

545

Leu

Lys

Glu

Ala

Asn

370

Arg

Tyr

Pro

Lys

450

Asn

Ile

Glu

Phe

Cys

530

Phe

Leu

Val

Val

Ile

355

Pro

Lys

Glu

Asn

Gln

435

Fro

Cys

Glu

Aan

Sar

515

Ser

Ser

Pro

Asn

Val
595

Glu

Glu

Asp

Gln

Met

420

Gly

Ile

Ala

Glu

Thr

500

Phe

Leu

Ala

Ser

Glu

580

Thr

Arg

ala

Lys

Ala

405

Asp

Asn

Gly

Gly

Asn
485

Trp

Glu

Pxo

Met

Glu

565

Ila

Val
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Glu

Leu

Ala

390

Agn

Trp

AsSp

Lys

val

470

His

Trp

Tyr

Leu

Leu

550

The

Leu

Thr

Glu

Thr

375

Arg

Lys

ixg

Met

Glu

455

Asp

Glu

Ala

Ala

Ala

525

val

Gln

Asp

Lou

360

Ala

Ly=

Phe

Gly

Thr

440

Gly

Lys

Asn

Glu

Gly

520

Phe

Asp

Gln

Ala

Glu
600

Pro

Trp

Ser

Ala

Arg

425

Lys

Tyr

val

Ile

Gln

505

val

Asp

Glu

Asp

Asp

585

Asn

220

Met

Lys

Arg

Asn

410

Leu

Gly

Tyxr

Pro

Met

490

Asp

Gln

Gly

Val

Ile

570

Ala

Thx

Lya

Arg

Pro

Ala

- 380

Arg

385

His

Tyr

Leu

Trp

Phe

475

Ala

Sar

His

Ser

Gly

555

Tyr

Ile

Gly

Ile

Lys

Ala

Leu

Leu

460

Pro

Ser

Pro

His

Cys

540

Gly

Gly

Asn

Glu

Glu

365

Ala

Ser

Ala

val

Thr

445

Lys

Glu

Ala

Phe

Gly

525

Ser

Arg

Ile

Gly

Ile
605

Asp

Ala

Leu

1la

Ser

430

Leu

Ile

Arg

Lys

Cys

510

Leu

Gly

Ala

Val

Thy

590

Ser

Ile

Ala

Glu

Trp

415

Mot

Ala

His

Ile

Ser

495

Phe

Ser

Ile

val

Ala

575

Agp

Glu

Asp

Val

Phe

4100

Phe

Phe

Lys

Gly

Lys

480

Pro

Leu

Tyx

Gln

Asn

560

Lys

Asn

Lys



val

Val

625

Ser

Pro

Ala

val

Leu

705

Lys

Gln

Gly

Ile

Ser

785

Lys

Ile

val

Phe

Pro

Lys

610

Thr

Lys

Ala

Ala

val

650

Lau

Arg

Glu

Gln

Asp

770

Gln

Tyr

Pro

Asp

Ala

850

Ala

Lew

Arg

Glu

Ile

Gly

€75

Ala

Ala

Ser

Tyr

Phe

155

Ala

Asp

Gly

Ala

Thy

835

Lys

Gly

Ser

Phe

Asp

660

Tyx

Ala

Ala

Ala

Lys

740

His

Gly

Ile

Asp

820

Tyr

Gln

Gly

Thr

Val

Gly

645

Sar

Met

val

Glu

Val

725

Lys

Leu

Lys

Serx

Glu

805

Ala

Glu

Leu

Asn
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Lys

Thr
630

Phe .

Gly

Ala

Glu

val

710

His

Pro

Gln

Gln

His

790

Ser

Ala

Sar

His

Leu

Ala
615

Lys

Arg

Lys

Lys

Ala

695

Lys

Trp

Ile

Pro

Glu

778

Leu

FPhe

Aan

Ser

Glu

855

Asn

Leu

Arg

Gln

Gly

Leu

€80

Asp

val

Gln

Thr

760

Ser

Arg

Ala

Asp
e840

Ser

Leu

Ala

Ser

Gln

Leu

665

Ile

Asn

Lys

Thr

745

Ile

Gly

Lys

Len

Phe

82s%

val

Gln

Arg

221

Gly

val

Leu

650

Met

Trp

Trp

Lys

Pro

730

Arg

Asn

Ile

Thx

Ile

810

Lys

Leu

Leu

Asp

Gln
Met
635
Leu

Phe

Glu

Thr
715
Asp
Lau
Thr
Ala
Ile
795
Ris
Ala
Ala

Asp

Ile

Ip

620

Thr

Glu

Thr

Ser

Lys

700

Gly

Gly

Asan

Asn

Pro

780

val

Asp

val

Asp

Lys

860

Leau

Leun

Leau

Asp

Gln

val

€8s

Sar

Gla

Phe

Leu

Lys

765

Asn

Tzp

Sar

Arg

Phe

845

Met

Glu

Ala
Ala
Thr
Pro
670
Ser
val
Ile
Pro
Met
750
Asp
Phe
Ala
Phe
Glu
830
Tyr

Proe

Ser

Tyr

Tyr

Ile

655

Asn

val

Ala

Lo

Val

735

Phe

Ser

Val

His

Gly

B1S

Thr

Rsp

Ala

Asp

Gly

Gly

640

Gln

Gln

Thr

Lys

Arg

720

Trp

Leu

Glu

His

Glu

800

Thr

Met

Gln

Lau

Phe
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665 870 875 880

Ala Phe Ala

<210> 73

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleotido sintético

<220>

<221> misc_feature

<223> ADN que codifica el marcador de Histidina N-terminal (His6) con una secuencia enlazadora, fusionada a
los dos primeros aminoacidos N-terminales de T7 (Met y Asn)

<220>

<221> misc_feature

<222> (28)..(33)

<223> codones que codifican los dos primeros aminoacidos de T7 Met y Asn

<220>

<221> misc_feature

<222>(31)..(33)

<223> codon correspondiente a las posiciones de 4 a 6 en cada una de las SEC ID N°: 1, 3,5, 7, 9, 11, 13, 15,
17,19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 39, 41, 43, 45, 47, 49, 51, 53, 55, 57, 59, 61, 63, 65, 67, 69, 71

<400> 73
atgcatcacc atcatcacca cggatccatg aac 33

<210> 74

<211>11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<220>

<221> MISC_FEATURE

<223> Secuencia de aminoacidos del marcador de Histidina N-terminal (His6) con una secuencia enlazadora,
fusionada a los dos primeros aminoacidos N-terminales de T7 (Met y Asn)

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (1)..(11)

<223> Aminoécido Asn que corresponde a la Asn de la posicion 2 de cada una de las SEC ID N°: 2, 4, 6, 8, 10,
12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34, 36, 38, 40, 42, 44, 46, 48, 50, 52, 54, 56, 58, 60, 62, 64, 66, 68, 70,
72

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (2)..(7)

<223> Marcador de histidina (His6)

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (8)..(9)

<223> Secuencia enlazadora

Met His His His His His His Gly Ser Met Asn
1 5 10
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<210>75

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Marcador His sintética

<220>
<221> MISC_FEATURE

<223> véase la memoria descriptiva tal como se expidi6 para la descripcién detallada de las sustituciones y de

las realizaciones preferentes

<220>
<221> MISC_FEATURE
<2225 (1)..(7)

ES 2 538 694 T3

<223> Esta region puede abarcar de 3 a 7 restos "His"

<400> 75

His His His His His His His

1

<210> 76

<211>6

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Marcador 6xHis sintética (His6)

<400> 76

His His His His His His

1

223

5

5
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REIVINDICACIONES

1. Una solucién acuosa en la que esta ausente un agente reductor con un grupo tiol, comprendiendo la solucion
acuosa un polipéptido, comprendiendo el polipéptido una variante de la T7 ARN polimerasa (variante de T7),
teniendo la variante de T7 las propiedades de (i) actividad de ARN polimerasa dependiente de ADN, vy (ii) una
composicion distinta de aminoacidos en comparacion con el polipéptido de 883 aminoacidos de la T7 ARN
polimerasa de SEC ID N°: 2 (referencia de tipo silvestre),

en la que en una posicidn seleccionada de la 510 a la 530 de la variante de T7, numerada a partir del extremo
N-terminal de la referencia de tipo silvestre, esta presente un resto de Cisteina,

en la que la variante de T7 comprende una 0 mas sustituciones de aminoacidos de las cuales una (o la primera) esta
en la posicién 723 y donde la Serina sustituye al resto de Cisteina (Cys723Ser),

y en la que esta ausente la formacién de homomultimeros en la solucién acuosa de la variante de T7 como resultado
de uno o mas enlaces disulfuro intermoleculares.

2. La solucién acuosa de acuerdo con la reivindicacion 1, en la que en el polipéptido el nimero de aminoacidos
sustituidos en la variante de T7 es de 1 a 10.

3. La solucién acuosa de acuerdo con la reivindicacion 2, en la que el polipéptido de la variante de T7 ademas
comprende una sustitucion de Cisteina-Serina seleccionada del grupo que consiste en Cys125Ser, Cys347Ser,
Cys492Ser, Cys515Ser y Cys839Ser.

4. La solucién acuosa de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 2 y 3, en la que el polipéptido de la
variante de T7 ademas comprende una sustitucion de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en
Val426Leu, Val426lle, Val426Phe, Ser633Val, Ser633Met, Val650Leu, Thr654Leu, Ala702Val y Val795lle.

5. La solucidén acuosa de acuerdo con la reivindicacion 4, en la que el polipéptido de la variante de T7 comprende las
sustituciones de aminoéacidos Val426Leu, Val650Leu, Ala702Val y Val795lle.

6. La solucion acuosa de acuerdo con la reivindicacion 4, en la que el polipéptido de la variante de T7 comprende las
sustituciones de aminoacidos Val426Leu, Ala702Val y Val795lle.

7. La solucion acuosa de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en la que el polipéptido
comprende la variante de T7 y un marcador His N-terminal.

8. La soluciéon acuosa de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en la que el polipéptido
comprende la variante de T7 con una Metionina N-terminal.

9. Una solucién acuosa de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en la que el agente reductor
ausente con un grupo tiol se selecciona del grupo que consiste en mercaptoetanol, ditiotreitol, ditioeritritol.

10. Un método para producir una solucién acuosa con un polipéptido que comprende una variante de la T7 ARN
polimerasa (variante de T7), teniendo la variante de T7 las propiedades de (i) actividad de ARN polimerasa
dependiente de ADN, y (ii) una composicion distinta de aminoacidos en comparacién con el polipéptido de 883
aminoéacidos de la T7 ARN polimerasa de SEC ID N°: 2 (referencia de tipo silvestre), en la que esta ausente la
formacion de homomultimeros en la solucibn acuosa como un resultado de uno o mas enlaces disulfuro
intermoleculares, comprendiendo el método las etapas de:

(a) proporcionar la variante de T7 sustituyendo la Cys723 en la referencia de tipo silvestre, numerada a partir del
extremo N-terminal por Serina (Cys723 Ser);

(b) opcionalmente incluir ademas en la variante de T7 una o mas sustitucidon(es) de aminoacidos seleccionadas
del grupo que consiste en Cys125Ser, Cys347Ser, Cys492Ser, Cys515Ser y Cys839Ser;

(c) opcionalmente incluir ademas en la variante de T7 una o mas sustituciones de aminoacidos seleccionadas del
grupo que consiste en Val426Leu, Val426lle, Val426Phe, Ser633Val, Ser633Met, Val650Leu, Thr654Leu,
Ala702Val y Val795lle;

(d) retrotranscribir la secuencia de aminoacidos del polipéptido, comprendiendo el polipéptido la variante de T7
obtenida en las etapas (a), (b) y (c), obteniendo de ese modo una secuencia de nucleétidos que codifica el
polipéptido;

(e) expresar una molécula de acido nucleico que comprende la secuencia de nucleétidos de la etapa (d) en un
sistema de expresion, y posteriormente purificar el polipéptido expresado a partir del sistema de expresion por
medio de una cromatografia usando una fase moévil acuosa en la que esta ausente un agente reductor con un
grupo tiol;

obteniendo de ese modo una solucién acuosa con el polipéptido que comprende la variante de T7.

11. El método de acuerdo con la reivindicacién 10, en el que la solucién acuosa obtenida en la etapa (e) se
almacena en ausencia de un agente reductor con un grupo tiol.
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12. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 10 y 11, en el que una cantidad de
aproximadamente 1 ug a 3 ug de la proteina de la variante de T7 purificada de la solucidon acuosa esta libre de un
modo detectable de homomultimeros tal como se determina mediante electroforesis en SDS poliacrilamida y tincion
del gel de electroforesis con el Kit Colorante Simply Blue Safe de Invitrogen.

13. Un método para sintetizar una molécula de ARN, que comprende las etapas de

(a) proporcionar una solucién acuosa con un polipéptido de la variante de la T7 ARN polimerasa (variante de T7)
de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9;

(b) proporcionar una molécula de ADN molde que comprende un promotor de T7, estando el promotor de T7
ligado funcionalmente a una secuencia de nucleétidos diana para su transcripcion;

(c) poner en contacto en la solucién acuosa el ADN molde de la etapa (b) con la variante de T7 de la etapa (a) en
presencia de ribonucledsidos trifosfato, formando de ese modo una mezcla de reaccion;

(d) incubar la mezcla de reaccion en condiciones que permitan la actividad de la ARN polimerasa;

sintetizando de ese modo la molécula de ARN.

14. Una mezcla de reaccidon que comprende una solucion acuosa con un polipéptido de la variante de la T7 ARN
polimerasa (variante de T7) de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en la que la solucion
acuosa ademas comprende una molécula molde de ADN que comprende un promotor de T7 ligado funcionalmente a
una secuencia de nucleétidos diana para la transcripcion, y ribonucledsidos trifosfato.

15. Un kit que comprende, en envases separados, una solucion acuosa con una variante del polipéptido de la T7

ARN polimerasa (variante de T7) de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9 y un tampdn con uno o
mas ribonucledsidos trifosfato.
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Fig. 1
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Fig. 2
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Fig. 3
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