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DESCRIPCION
Variantes de ARN polimerasa
Antecedentes

La transcripcion in vitro (TIV) usa polimerasas de acido ribonucleico (ARN) dependientes de ADN de bacteriéfago (p.
ej., SP6, T3y T7) para sintetizar transcritos de ARNm dirigidos por molde. Los problemas en la reaccidén de TIV pueden
dar como resultado un fallo total (p. ej., no se genera un transcrito) o transcritos de tamafio incorrecto (p. €j., mas
cortos 0 mas largos de lo esperado). Los problemas especificos asociados con las reacciones de TIV incluyen, por
ejemplo, transcritos abortivos (truncados), transcritos continuos, variantes de cola de poliA/heterogeneidad 3,
transcritos mutados y/o contaminantes bicatenarios producidos durante las reacciones.

Las ARN polimerasas exhiben tres fases de transcripcion: iniciacion, elongacién y terminacién. Durante la fase de
iniciacion, la ARN polimerasa se une a una secuencia de ADN promotora especifica, abre el diplex de ADN y alimenta
la hebra de molde en el sitio activo. La ARN polimerasa T7, por ejemplo, forma una estructura denominada complejo
de iniciacién, que incluye un subdominio de haz de seis hélices (el dominio de unién a promotor) que interactiia con
el promotor para iniciar la fusién del duplex de ADN. Mientras est4 unida al promotor, la polimerasa produce muchos
transcritos cortos (truncados) de 2 a 12 nucleétidos (nt) de longitud, un proceso a menudo denominado
sintesis/iniciaciéon abortiva. Los transcritos de ARN truncados no pueden convertirse en transcritos de longitud
completa mediante la ARN polimerasa y se vuelven subproductos que se acumulan durante la transcripcién. Después
de la transicién a la fase de elongacién y la liberacién del promotor, la polimerasa avanza por el molde de ADN
produciendo un transcrito de ARN de longitud completa.

Durante la fase de elongacién, la ARN polimerasa a menudo continla transcribiendo el ADN mas alla del punto en el
que deberia iniciarse la terminacién, generando transcritos de ARN més largos de lo esperado ("transcritos
continuos"). La ARN polimerasa T7, por ejemplo, afiade nucledtidos al final de un transcrito antes de desprenderse el
molde. Los estudios sugieren que mas del 70 % de los transcritos generados por la ARN polimerasa T7 in vitro pueden
ser transcritos continuos. En algunos casos, estos productos de ARN aberrantes tienen el doble de longitud que la
secuencia codificada. Debido a que la transcripciéon continua es estocéastica, a menudo existe una gran heterogeneidad
3' entre los productos en una reaccién de TIV dada. Esta heterogeneidad 3' es problematica para aplicaciones
posteriores, tales como reacciones de ligacién, que dependen de transcritos de ARN de una longitud y/o composicién
de nucledtidos definida.

Bandwar, RP et al. Journal of Biological Chemistry 282, 22879-22886 (2007) se refiere a la transicién a un complejo
de elongacién mediante la ARN polimerasa T7 como un proceso multietapa.

Sumario

Basandose en la divulgacién contenida en el presente documento, la presente invencién proporciona una variante de
la polimerasa de acido ribonucleico (ARN) T7 que comprende una secuencia de aminoacidos al menos un 95 %, al
menos un 98 % o al menos un 99 % idéntica a la SEQ ID NO:1 modificada para incluir una sustitucién de aminoacido
correspondiente a la posicién G47 de SEQ ID NO:1; en donde la sustitucién de aminoacido es alanina (G47A).

En otro aspecto, la presente invenciéon proporciona un método para efectuar una reacciéon de transcripciénin
vitro (TIV), que comprende poner en contacto un molde de ADN con la ARN polimerasa T7 de la invencién en
presencia de trifosfatos de nucledsidos y tampén en condiciones que dan como resultado la produccién de transcrito
de ARN.

En otros aspectos adicionales, la presente invencidn proporciona un acido nucleico que codifica la variante de ARN
polimerasa T7 de la invencién, asi como un vector que comprende dicho &cido nucleico y una célula hospedadora que
comprende dicho acido nucleico.

En otro aspecto adicional, la presente invencioén proporciona un método de adiciéon de caperuza cotranscripcional para
la sintesis de acido ribonucleico (ARN), comprendiendo el método hacer reaccionar un molde de polinucleétido con:
(i) la variante de ARN polimerasa T7 de la invencion, (ii) trifosfatos de nucleésidos y (iii) un analogo de caperuza, en
condiciones de reaccidn de transcripcién in vitro para producir transcritos de ARN.

La presente invencién algunas realizaciones preferidas de la misma se exponen en las reivindicaciones adjuntas.
Descripcidn detallada
La informacion técnica expuesta a continuacién puede, en algunos aspectos, ir mas alla del alcance de la invencién,

que se define exclusivamente por las reivindicaciones adjuntas. La informacién técnica adicional se proporciona para
ubicar la invencidn real en un contexto técnico mas amplio y para ilustrar posibles desarrollos técnicos relacionados.
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Ademas, las referencias incidentales a métodos para el tratamiento del cuerpo humano o animal mediante cirugia o
terapia y métodos de diagnéstico practicados en el cuerpo humano o animal no deben interpretarse como una
reivindicacién de proteccién para tales métodos como tales, sino que deben interpretarse como refiriéndose a
productos, en particular sustancias o composiciones, para uso en cualquiera de estos métodos.

Durante la iniciacion de la transcripcion, la ARN polimerasa equilibra dos fases opuestas. La polimerasa primero debe
asociarse con el promotor lo suficientemente fuerte como para permitir la disociaciéon de las dos hebras de ADN (una
de las cuales es la hebra de molde) y comenzar la transcripcidn. Luego, la polimerasa debe liberar el promotor y entrar
en una fase de elongacién altamente procesiva. La competencia entre estas dos fases conduce a la produccién de
transcritos abortivos. La polimerasa intenta repetidamente eliminar el promotor, pero es incapaz de superar la barrera
de transicion y libera productos de ARN cortos (abortivos). Por el contrario, la polimerasa a menudo no logra
"desprender” el molde de ADN, generando una poblacién de transcritos de ARN con heterogeneidad 3'. En el presente
documento se proporcionan variantes de ARN polimerasas, que aumentan la eficiencia de la transcripcién y la
homogeneidad 3', transcritos continuos, contaminantes bicatenarios o cualquier combinacién de los mismos,
producidos durante una reaccién de transcripcion in vitro (TIV), por ejemplo.

Durante la transicién de la iniciacién a la elongacién, la ARN polimerasa experimenta un cambio conformacional que
requiere una gran reordenacién del dominio amino-terminal (dominio N-terminal) (véanse, p. ej., Bandwar, RP et al.
Journal of Biological Chemistry 282, 22879-22886 (2009); Guillerez, J. et al. Proc National Acad Sci 102, 5958-5963
(2005); Durniak, K. et al. Science (Nueva York, N.Y.) 322, 553 (2008); y Tahirov, TH et al. Nature 420, 43-50 (2002)).
Dentro de este dominio N-terminal hay una "hélice C" (p. ej., los aminoacidos 28-71 de la ARN polimerasa T7) y un
"enlazador C" (p. ej., los aminoacidos 258-266 de la ARN polimerasa T7), cada uno de los cuales contiene subregiones
(aminoacidos 42-47 y 257-262, respectivamente) que experimentan un cambio conformacional de una estructura de
bucle a una estructura de hélice a medida que la ARN polimerasa pasa de un complejo de iniciacién a un complejo de
elongacién (véase, p. €j., la FIG. 10), anulando el sitio de unién al promotor, ampliando el sitio activo y creando un
tunel de salida para el transcrito de ARN. Las mutaciones en subregiones en la estructura de hélice C y/o en la regién
del enlazador C pueden impulsar el equilibrio conformacional hacia el complejo de elongacién al aumentar la
estabilidad termodinamica del complejo de elongacién con respecto al complejo de iniciacién. Sin estar cefiido a
ninguna teoria, también se cree que las mutaciones en regiones seleccionadas, tales como la estructura de hélice C
y/o la regién enlazadora del enlazador C, pueden cambiar la forma en que el tinel de salida de la polimerasa interactla
con el transcrito durante la elongacién, causando una reduccién significativa de los errores de transcripcion (p. €j.,
transcritos continuos). Por tanto, las polimerasas variantes de la presente divulgacién incluyen una (al menos una)
mutacién en la hélice C y/o el enlazador C para impulsar el equilibrio conformacional hacia el complejo de elongacién.

Pueden mutarse otras regiones del dominio N-terminal que contienen estructuras de bucle que pasan a estructuras
de hélice a medida que la polimerasa avanza desde la iniciacion hasta la elongacién (mutacién puntual, denominada
sustitucidén), como se divulga en el presente documento. Los ejemplos de tales regiones de bucle a hélice incluyen
regiones que abarcan los aminoacidos 55-73, 164-169 o 176-187 de la ARN polimerasa T7 (p. ej., SEQ ID NO:1), o
regiones de otras ARN polimerasas de subunidad Unica (véase, por ejemplo, Cermakian, N. et al. J Mol Evol 45, 671-
681 (1997)) que son homélogas (p. €j., al menos un 80 %, al menos un 90 %, al menos un 95 % o al menos un 98%
idénticas) a las regiones anteriores. Los ejemplos de otras ARN polimerasas de subunidad Unica incluyen ARN
polimerasa T3, ARN polimerasa K11 y ARN polimerasa SP6.

En el presente documento se divulgan variantes de ARN polimerasa (es decir, variantes de ARN polimerasa T7), que
incluyen mutaciones en residuos que tienen una alta propensién a la hélice (es decir, alanina) o que limitan la
flexibilidad de la cadena principal para coincidir especificamente con la del complejo de elongacién. En la invencién,
la variante de ARN polimerasa T7 comprende una secuencia de aminoacidos al menos un 95 %, al menos un 98 % o
al menos un 99 % idéntica a la SEQ ID NO:1 modificada para incluir una sustitucion de aminoécido G47A.

En el presente documento se proporcionan ademas variantes de ARN polimerasa que incluyen al menos un
aminoécido adicional en el extremo C de la polimerasa. Por ejemplo, las variantes de ARN polimerasa T7 pueden
incluir al menos un aminoacido adicional, tal como una glicina (G) adicional en el extremo C de la polimerasa.
Sorprendentemente, la poblacién de transcritos de ARN producidos usando una ARN polimerasa T7 modificada para
incluir una G adicional en la regién "de pie" C-terminal (p. €j., la regién que comprende aminoacidos "FAFA" en las
posiciones 880-883 de ARNP T7 de tipo silvestre) exhibe menos heterogeneidad 3'. Por ejemplo, como se muestra en
la FIG. 23, una variante de ARN polimerasa T7 que incluye una glicina C-terminal (es decir, ...FAFAG) produce una
poblacién de transcritos de ARN en la que al menos un 85 % de los transcritos son homogéneos en el extremo 3'.
Estos datos son particularmente inesperados, dado que estudios previos han mostrado que las adiciones/inserciones
C-terminales daban como resultado la pérdida de funcién de la polimerasa T7 (Gardner LP, et al. Biochemistry 36,
2908-2918 (1997) y Gross L, et al. Journal of Molecular Biology 228, 488-505 (1992)).

También se proporcionan en el presente documento métodos para afiadir caperuza a un ARNmc (p. ej., ARNm) con
analogos de caperuza (p. ej., ftrinuclebtidos) cotranscripcionalmente (métodos de adicibn de caperuza
cotranscripcional) en un ensayo de transcripcién in vitro usando una variante de ARN polimerasa T7 descrita en el
presente documento (p. ej., variante de ARN polimerasa T7 G47A o variante C-terminal G47A*). La adicién de
caperuza cotranscripcional eficiente tipicamente incluye un molde de ADN bicatenario (ADNbc) que inicia la
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transcripcion con 5'ATP y concentraciones equimolares de NTP y trinucleétidos. En estas condiciones, la ARN
polimerasa T7 exhibe una actividad de iniciacién muy reducida con 5'ATP. Inesperadamente, los datos proporcionados
en este documento muestran que, en presencia de trinucledtidos GAG (p. ej., m’GpppAzomepG), por ejemplo, la
actividad de iniciacién limitada de la ARN polimerasa T7 con 5'ATP impulsa la iniciacién con el trinucleétido en lugar
de 5'ATP, generando productos de ARN con caperuza cotranscripcionalmente. Sorprendentemente, en algunas
realizaciones, mas de un 90 % del ARN producido comprende transcritos monocatenarios de longitud completa, al
menos un 90 % del ARN producido incluye una caperuza funcional y el ARN producido no desencadena una respuesta
sustancial de citocinas, incluso en ausencia de purificacion post-TIV.

La presente invencién se define como se expone en las reivindicaciones adjuntas.

La presente divulgacién proporciona variantes de ARN polimerasa que comprenden al menos una sustitucién de
aminoécido, con respecto a la polimerasa de tipo silvestre, que causa que al menos una estructura de bucle de la
variante de ARN polimerasa experimente un cambio conformacional a una estructura de hélice a medida que la
variante de ARN polimerasa pasa de un complejo de iniciacién a un complejo de elongacién. Se puede estimar que al
menos una sustitucién de aminoé&cido tiene un cambio mas negativo en la energia libre de plegamiento en el complejo
de elongacién que en el complejo de iniciaciéon. Al menos una sustitucién de aminoacido puede tener una alta
propension a la hélice, con respecto al aminoacido de tipo silvestre. La variante de ARN polimerasa puede comprender
un residuo (al menos uno) de aminoacido adicional en el extremo C. Por ejemplo, una variante de ARN polimerasa
(es decir, una variante de ARN polimerasa T7) puede comprender una glicina (G) en el extremo C.

En la invencién, la ARN polimerasa es ARN polimerasa T7.

La al menos una estructura de bucle puede estar en la estructura de hélice C. La al menos una estructura de bucle
puede estar en la estructura del enlazador C. En la invencién, la variante de ARN polimerasa T7 comprende una
secuencia de aminoacidos al menos un 95 %, al menos un 98 % o al menos un 99 % idéntica a la SEQ ID NO:1
modificada para incluir una sustitucién de aminoacido G47A.

Se divulga en el presente documento, en algunos casos, al menos una sustitucion de aminoacido que es al menos
una sustitucién de aminoécido de alta propensién a hélice. Por ejemplo, al menos una sustitucién de aminoacido con
alta propensidn a hélice puede seleccionarse de alanina, isoleucina, leucina, arginina, metionina, lisina, glutamina y/o
glutamato. En la invencién, la al menos una sustitucién de aminoacido con alta propension a hélice es alanina. En la
invencién, la variante de ARN polimerasa T7 comprende una secuencia de aminoacidos al menos un 95 %, al menos
un 98 % o al menos un 99 % idéntica a la SEQ ID NO:1 modificada para incluir una sustitucion de aminoacido G47A.

La ARN polimerasa T7 puede comprender ademas, en algunas realizaciones, una o mas sustituciones de aminoacidos
adicionales (ademas de al menos una sustitucién de aminoacido con alta propensién a hélice). Por tanto, la presente
divulgacidén abarca la modificacién adicional de variantes de ARN polimerasa T7 existentes (p. ej., actualmente
disponibles y/o comercialmente disponibles) con una o mas sustituciones de aminoacidos con alta propensién a hélice
como se proporciona en el presente documento.

En algunas realizaciones, una ARN polimerasa T7 comprende una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:1
modificada para incluir al menos una sustitucién de aminoacido de un aminoécido con alta propensién a hélice, en
donde la al menos una sustitucién de aminoacido comprende G47A.

En algunas realizaciones, una ARN polimerasa T7 comprende al menos un aminoacido C-terminal adicional. En
algunas realizaciones, una ARN polimerasa T7 comprende al menos dos aminoacidos C-terminales adicionales.

En algunas realizaciones, los al menos dos aminoéacidos C-terminales adicionales comprenden el mismo tipo de
aminoécido (p. ej., todos Gly, todos Ala). En algunas realizaciones, los al menos dos aminoacidos C-terminales
adicionales comprenden al menos dos tipos diferentes de aminoécidos (p. ej., GlyAla, AlaGly).

En algunas realizaciones, una ARN polimerasa T7 comprende al menos tres aminoacidos C-terminales adicionales.
En algunas realizaciones, los al menos tres aminoacidos C-terminales adicionales comprenden al menos dos o al
menos tres del mismo tipo o tipos diferentes de aminoécidos (p. ej., GlyGlyGly, AlaAlaAla).

En algunas realizaciones, una ARN polimerasa T7 comprendede 1a10(p. ej., 1,2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9 0 10) aminoacidos
C-terminales adicionales. En algunas realizaciones, una ARN polimerasa T7 comprende 1 a 5 aminoéacidos C-
terminales adicionales.

En algunas realizaciones, una ARN polimerasa T7 comprende un extremo C que comprende un motivo FAFAX,, en
donde X es cualquier aminoé&cido y n es cualquier nimero entero mayor de cero. En algunas realizaciones, X es glicina
(G). En algunas realizaciones, n es 1, 2, 3, 4 0 5. Debe entenderse que, en realizaciones donde n es mayor de 1, de
tal modo que el motivo C terminal es FAFXX, FAFAXXX, FAFAXXXX 0 FAFAXXXXX, por ejemplo, las X pueden ser
el mismo aminoacido o pueden ser aminoacidos diferentes. Por ejemplo, el motivo C-terminal puede ser FAFAGG o
FAFAGGG, o el motivo C-terminal puede ser FAFAGA, FAFAGC, FAFAGAA, FAFAGAG, FAFAGAC, etc. Pueden
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usarse otras combinaciones de aminoacidos C-terminales.
En algunas realizaciones, una ARN polimerasa T7 comprende un extremo C que comprende un motivo FAFAG.

En algunas realizaciones, una ARN polimerasa T7 comprende un motivo XAFAX,, un motivo FXFAX,, un motivo
FAXAXno un motivo FAFXX,, en donde cada X es cualquier aminoacido y n es cualquier nimero entero mayor de
cero. Por tanto, la presente divulgacion comprende diversos motivos C-terminales F380A881F832A883  en donde el
aminoé&cido en una o més de las posiciones 880, 881, 882 u 883 (p. ej., con respecto a la ARNP T7 de tipo silvestre,
p. €j., de SEQ ID NO:1) se modifica para incluir al menos una sustitucién de aminoacido, con o sin un aminoacido C-
terminal adicional (Xn).

En algunos aspectos, la presente divulgacién proporciona ARN polimerasas que comprenden al menos un aminoacido
C-terminal adicional con respecto a una ARN polimerasa de tipo silvestre correspondiente.

La presente divulgacién también proporciona métodos para producir ARN que comprenden poner en contacto un
molde de ADN con una variante de ARN polimerasa como se describe en el presente documento en condiciones que
dan como resultado la produccién de un transcrito de ARN (p. ej., en condiciones de TIV).

La presente divulgacion proporciona ademéas métodos para realizar una reaccién de TIV, que comprende poner en
contacto un molde de ADN con una variante de ARN polimerasa como se proporciona en el presente documento en
presencia de trifosfatos de nucleésidos (NTP) y tampén en condiciones que dan como resultado la produccién de
transcritos de ARN.

En la invencién, el método para efectuar una reaccidén de TIV comprende poner en contacto un molde de ADN con la
ARN polimerasa ARN polimerasa T7 como se define en las reivindicaciones adjuntas en presencia de trifosfatos de
nucleésidos y tampén en condiciones que dan como resultado la produccién de transcrito de ARN.

En algunas realizaciones, el transcrito de ARN producido, cuando se suministra a las células, opcionalmente en forma
no purificada, estimula una respuesta de citocinas que es al menos un 50 % (p. €j., al menos un 60 %, al menos un
70 %, al menos un 80 %, al menos un 95 % o al menos un 98 %) menor con respecto al ARN producido usando ARN
polimerasa de tipo silvestre en las mismas condiciones de TIV.

En algunas realizaciones, la concentracién de transcrito de ARNbc producido por TIV es al menos un 50 % (p. €j., al
menos un 60 %, al menos un 70 %, al menos un 80 %, al menos un 95 % o al menos un 98 %) menor con respecto al
transcrito de ARNbc producido usando polimerasa de tipo silvestre.

En algunas realizaciones, menos de un 20 % (p. €j., menos de un 15 %, menos de un 10 %, menos de un 5 %) de los
transcritos de ARN producidos exhiben heterogeneidad 3'.

En algunas realizaciones, menos de un 50 % (p. €j., menos de un 40 %, menos de un 30 %, menos de un 20 %, menos
de un 10 %) del transcrito de ARN producido es un transcrito de ARN truncado.

En algunas realizaciones, menos de un 50 % (p. €j., menos de un 40 %, menos de un 30 %, menos de un 20 %, menos
de un 10 %) del transcrito de ARN producido es un transcrito continuo.

En algunas realizaciones, la cantidad de transcrito de ARN de longitud completa producido es al menos 15 veces
mayor que la cantidad de molde de ADN.

En algunas realizaciones, la relacién de transcrito de ARN truncado:transcrito de ARN de longitud completa producido
es menor de 1:1.

En algunas realizaciones, el transcrito de ARN producido tiene menos de 1 mutacién por 100 nucleétidos con respecto
al molde de ADN.

La presente divulgacion, en algunos aspectos, proporciona acidos nucleicos que codifican variantes de ARN
polimerasa y, en algunas realizaciones, vectores (p. ej., plasmidos) y/o células hospedadoras (p. ej., células de
mamifero, p. ej., células humanas) que comprenden los acidos nucleicos.

También se proporcionan los transcritos de ARN producidos mediante los métodos de la presente divulgacion. En
algunas realizaciones, los transcritos de ARN (p. ej.,, ARNm) se formulan en una nanoparticula lipidica. La
nanoparticula lipidica puede comprender, por ejemplo, una relacién molar de 20-60 % de lipido catidnico ionizable, 5-
25 % de lipido no catiénico, 25-55 % de esterol y 0,5-15 % de lipido modificado con PEG. Véase, por ejemplo, el
documento WO 2017/070624, publicado el 27 de abril de 2017.

En el presente documento se divulgan otras composiciones y kits que comprenden las variantes de ARN polimerasa.
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También se proporcionan en el presente documento métodos de adicién de caperuza cotranscripcional para la sintesis
de é&cido ribonucleico (ARN), comprendiendo los métodos hacer reaccionar un molde de polinucleétido con una
variante de ARN polimerasa T7, trifosfatos de nucleésidos y un analogo de caperuza en condiciones de reaccién de
transcripcién in vitro para producir transcrito de ARN.

En algunas realizaciones, mas de un 80 %, més de un 85 % o més de un 90 % del transcrito de ARN producido incluye
una caperuza funcional. En algunas realizaciones,

méas de un 95 % del transcrito de ARN producido incluye una caperuza funcional.

En algunas realizaciones, los trifosfatos de nucleésidos comprenden ATP modificado o no modificado, UTP modificado
o no modificado, GTP modificado o no modificado y/o CTP modificado o no modificado.

En la invencién, la variante de polimerasa T7 comprende una secuencia de aminoéacidos de SEQ ID NO:1 (o una
secuencia de aminoacidos que comparte al menos un 95 %, al menos un 96 %, al menos un 97 %, al menos un 98 %
%, 0 al menos un 99 % de identidad con la SEQ ID NO:1) modificada para incluir la sustitucién de aminoécido G47A.

En algunas realizaciones, los trifosfatos de nucledsidos y el analogo de caperuza estan presentes en la reaccién en
concentraciones equimolares. En algunas realizaciones, la relacién molar de analogo de caperuza a trifosfatos de
nucledsidos en la reaccién es mayor de 1:1. En algunas realizaciones, la relacién molar de analogo de caperuza a
trifosfatos de nucledsidos en la reaccion es menor de 1:1.

En algunas realizaciones, el analogo de caperuza es una caperuza de dinucleétido, una caperuza de trinucleétido o
una caperuza de tetranucleétido. En algunas realizaciones, el analogo de caperuza es una caperuza de trinucleétido.

En algunas realizaciones, la caperuza de trinucleétido comprende una secuencia seleccionada de las siguientes
secuencias: GAA, GAC, GAG, GAU, GCA, GCC, GCG, GCU, GGA, GGC, GGG, GGU, GUA, GUC, GUG y GUU.

En algunas realizaciones, la caperuza de trinucleétido comprende una secuencia seleccionada de las siguientes
secuencias: M’GpppApA, M/'GpppApC, M/'GpppApG, m’GpppApU, m’GpppCpA, m’GpppCpC, m’GpppCpG,
m’GpppCpU, m’GpppGpA, m’GpppGpC, m’GpppGpG, m’GpppGpU, m’GpppUpA, m’GpppUpC, m’GpppUpG, y
m’GpppUpU.

En algunas realizaciones, la caperuza de trinucleétido comprende una secuencia seleccionada de las siguientes
secuencias:  mM’GzomepppPApPA,  M’GzomepppApC, M’ GzomepppAPG, M’ GsomepppApU,  m’GzomepppCpA,
M’ GzomepppCpC, M’ GzomepppCpG, M GzomepppCpU, M’ GzomepppGpA, M’ GsomepppGpC, m’GzomepppGpG,
m’GzomepppGpU, m’GzomepppUpA, m’GzomepppUpC, M’ GzomepppUpG y m’GzomepppUpU.

En algunas realizaciones, la caperuza de trinucleétido comprende una secuencia seleccionada de las siguientes
secuencias: m’GsomepppA2omepA, m’GsomepppAzomepC, m’ GsomepppAzomepG, m’ Gs'omepppA2omepU,
M’ GzomepppCoomepA, M’GzomepppCromepC, M’GzompppCromepG, M’ GzomepppCromepl, M’ GzomepppGomepA,
m’GzomepppGoomepC, M GzomepppGoomepG, M’ GzomepppGzomepl, M’ GzomepppUzomepA, m’GzomeppUzomepC,
m’ GzomepppUzomepG y m’GsomepppUzomepU.

En algunas realizaciones, la caperuza de trinucleétido comprende una secuencia seleccionada de las siguientes
secuencias. mM/GpppAzomepA,  M’GpppAzomepC, M/ GpppAzomepG, mM’GpppAzomeplU, M/ GpppCromepA,
m’GpppCaomepC, M’ GpppCromepG, M’ GpppCaomepl, M GpppGzomepA, M GpppGzomepC, mM’GpppGomepG,
m’GpppGzomepU, m’GpppUzomepA, m’GpppUzonepC, m’GpppUzomepG y m’GpppUzomepU.

En algunas realizaciones, la caperuza de trinucleétido comprende una secuencia seleccionada de las siguientes
secuencias: GAG, GCG, GUG y GGG. En algunas realizaciones, la caperuza de trinucleétido comprende la secuencia
GAG. En algunas realizaciones, la caperuza de trinucleétido comprende m’GpppAzomepG.

En algunas realizaciones, el molde de polinucleétido incluye un residuo de 2'-desoxitimidina en la posicién del molde
+1. En algunas realizaciones, el molde de polinucledtido incluye un residuo de 2'-desoxicitidina en la posicién del
molde +1. En algunas realizaciones, el molde de polinucleétido incluye un residuo de 2'-desoxiadenosina en la posicién
del molde +1. En algunas realizaciones, el molde de polinucleétido incluye un residuo de 2'-desoxiguanosina en la
posicién del molde +1.

También se proporcionan en el presente documento métodos de adicién de caperuza cotranscripcional para la sintesis
de ARN, comprendiendo los métodos hacer reaccionar un molde de polinucleétido con (a) una variante de ARN
polimerasa T7 que comprende al menos una sustitucién de aminoacido, con respecto a la ARN polimerasa de tipo
silvestre, que causa que al menos una estructura de bucle de la variante de ARN polimerasa experimente un cambio
conformacional a una estructura de hélice a medida que la variante de ARN polimerasa pasa de un complejo de
iniciacion a un complejo de elongacién, (b) trifosfatos de nucleésidos, y (¢) una caperuza de trinucledtido que
comprende la secuencia GpppAzomepG, en condiciones de reaccidn de transcripcidn in vitro para producir un transcrito
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de ARN, en donde el molde de polinucleétido incluye un residuo de 2'-desoxitimidina en la posicién del molde +1. En
la invencién, la ARN polimerasa T7 se modifica para incluir una sustitucién de aminoacido G47A como se define en
las reivindicaciones adjuntas.

En algunas realizaciones, el transcrito de ARN producido, cuando se suministra a las células, opcionalmente en forma
no purificada, no estimula una respuesta de citocina detectable.

En el presente documento se divulgan ademas composiciones que comprenden un ARN transcrito in vitro (TIV) y un
excipiente farmacéuticamente aceptable, en donde la composicidén estd sustancialmente libre de ARN contaminante
inductor de citocinas en ausencia de purificacién post-TIV.

Una composicién puede comprender un ARN de TIV y un excipiente farmacéuticamente aceptable, en donde la
composicién tiene menos de un 5 % de especies de ARN sin caperuza.

Més de un 80 %, 85 % 0 90 % del ARN de TIV puede incluir una caperuza funcional. Mas de un 95 % del ARN de TIV
puede incluir una caperuza funcional.

En algunos casos, el ARN de TIV no se modifica quimicamente. En otros casos, el ARN de TIV se modifica
quimicamente.

Més de un 95 % del ARN de TIV puede comprender transcritos monocatenarios de longitud completa.

El ARN se puede producir mediante un proceso que comprende: hacer reaccionar un molde de polinucleétido con (a)
una variante de ARN polimerasa T7 que comprende al menos una sustitucién de aminoacido, con respecto a la ARN
polimerasa de tipo silvestre, que causa que al menos una estructura de bucle de la variante de ARN polimerasa
experimente un cambio conformacional a una estructura de hélice a medida que la variante de ARN polimerasa pasa
de un complejo de iniciacién a un complejo de elongacién, (b) trifosfatos de nucleésidos, y (c) una caperuza de
trinucleétido que comprende la secuencia GpppAzomepG, en condiciones de reaccién de transcripcién in vitro para
producir un transcrito de ARN, en donde el molde de polinucleétido incluye un residuo de 2'-desoxitimidina en la
posicién del molde +1.

En algunos aspectos, la divulgacién proporciona un método para efectuar una reaccién de TIV, que comprende poner
en contacto un molde de ADN con una variante de ARN polimerasa de la divulgaciéon en presencia de trifosfato de
nucleésido y tampén en condiciones que dan como resultado la produccién de transcritos de ARN. En algunas
realizaciones, el ARN producido, cuando se suministra a las células, opcionalmente en forma no purificada, estimula
una respuesta de citocinas que es al menos un 50 % menor con respecto al transcrito de ARNbc producido usando
una WT. En algunas realizaciones, menos de un 30 % de los transcritos de ARN producidos por la reaccién de TIV
exhiben heterogeneidad 3'.

Breve descripcién de los dibujos

La FIG. 1 muestra cromatogramas de HPLC a 260 nm de ARNm de eritropoyetina humana (hEPO) generado usando
polimerasa T7 de tipo silvestre (WT) o variantes de polimerasa T7, G47A* (con G C-terminal) y S43A* (con G C-
terminal).

La FIG 2, panel izquierdo, muestra un grafico que representa la respuesta de IFNB en fibroblastos BJ transfectados
con transcrito de ARN de hEPO quimicamente no modificado producido usando ARN polimerasa WTT7 o una de las
variantes de ARN polimerasa T7, S43A* (con G C-terminal) o G47A* (con G C-terminal), con o sin purificacién en fase
inversa (RP). la FIG. 2, panel derecho, muestra un grafico que representa la expresién de hEPO en células
transfectadas.

La FIG. 3, panel superior, muestra un grafico que representa la respuesta de IFNP en fibroblastos BJ transfectados
con transcritos de ARN de hEPO quimicamente modificados (modificaciones de N1-metilpseudouracilo (m'y))
producidos usando ARN polimerasa WTT7 o una de las variantes de ARN polimerasa T7, S43A* (con G C-terminal) o
G47A* (con G C-terminal), con o sin purificacion en fase inversa (RP). La FIG. 3, panel inferior, muestra un grafico que
representa la respuesta de IFNf en fibroblastos BJ transfectados con transcrito de ARN de hEPO quimicamente
modificados (modificaciones de 5-metoxiuridina (mo®U)) producidos usando ARN polimerasa WTT7 o una de las
variantes de ARN polimerasa T7, S43A* (con G C-terminal) o G47A* (con G C-terminal), con o sin purificacién en fase
inversa (RP).

La FIG. 4, paneles superior e inferior, muestran graficos que representan la expresién de hEPO en células
transfectadas con los transcritos de ARN de hEPO usados para la FIG. 3. La expresién de hEPO modificada con N1-
metilpseudouracilo (m'y) se muestra en el grafico superior y la expresion de hEPO modificada con 5-metoxiuridina
(mo®U) se muestra en el grafico inferior.

La FIG. 5 muestra un gréafico de la respuesta de IP10 en macréfagos derivados de monocitos transfectados con
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transcrito de ARN de hEPO quimicamente no modificado producido usando ARN polimerasa T7 WT o variantes de
ARN polimerasa T7, S43A* (con G C-terminal) o G47A* (con G C-terminal).

La FIG. 6, panel superior, muestra un grafico que representa la respuesta de IP10 en macréfagos derivados de
monocitos transfectados con transcrito de ARN de hEPO quimicamente modificado (N1-metilpseudouracilo (m'y))
producido usando ARN polimerasa WTT7 o una de las variantes de ARN polimerasa T7, S43A* (con G C-terminal) o
G47A* (con G C-terminal). La FIG. 8, panel inferior, muestra un gréfico que representa la respuesta de IP10 en
macroéfagos derivados de monocitos transfectados con transcrito de ARN de hEPO quimicamente modificado (5-
metoxiuridina (mo®U)) producido usando ARN polimerasa WTT7 o una de las variantes de ARN polimerasa T7, S43A*
(con G C-terminal) o G47A* (con G C-terminal).

La FIG. 7 muestra graficos que representan la concentracién de ARN bicatenario (bc) contaminante detectado usando
un ELISA de ARNbc con 1 g de transcrito de ARN de hEPO quimicamente no modificado (izquierda) o 5 ug de
transcrito de ARN de hEPO quimicamente no modificado producido mediante reaccién de TIV usando ARN polimerasa
T7 WT o variantes de ARN polimerasa T7, S43A* (con G C-terminal) o G47A* (con G C-terminal).

La FIG. 8 muestra gréficos que representan la concentraciéon de ARNbc contaminante detectado usando un ELISA de
ARNbc con transcrito de ARN de hEPO modificado quimicamente (modificacion N1-metilpseudouracilo (m'y),
superior; modificacion 5-metoxiuridina (mo®°U), inferior).

Las FIG. 9A-9B muestran resultados de cromatograma de masas de una digestién de cola de ARNasa T1 de un
transcrito de ARN de hEPO producido usando ARN polimerasa T7 WT o variantes de ARN polimerasa T7, S43A* (con
G C-terminal) o0 G47A* (con G C-terminal). La FIG. 9A muestra los resultados de un anélisis de LCMS. La FIG. 9B
muestra la cuantificacién de la distribucidén de la poblacién del extremo 3' de la FIG. 9A.

La FIG.10 muestra un esquema de las estructuras de hélice C y bucle de enlazador C que cambian su conformacién
a estructuras de hélice C y hélice de bucle C a medida que la ARN polimerasa T7 pasa del complejo de iniciacién al
complejo de elongacién.

La FIG. 10 se generd a partir de las estructuras cristalinas de PDB 1MSW y 1QLN y se representé en Molecular
Operating Environment [Chemical Computing Group ULC].

La FIG. 11A muestra un esquema del uso de un puente de ADN en presencia de ligasa para ligar un transcrito de
ARN "de lado izquierdo" producido por TIV a una sefial poliA marcada fluorescentemente "de lado derecho”. Incluso
un solo nucleétido protuberante en el sitio de ligacién anula la ligacién de manera eficiente. La FIG. 11B es un gel de
PAGE-D que muestra la eficacia de ligacidén para los lados derechos producidos con variantes de ARN polimerasa T7
WT y ARN polimerasa T7, G47A* (con G C-terminal) o S43A* (con G C-terminal).

La FIG. 12 muestra un gel radiactivo que usa 32P-GTP para marcar transcritos abortivos o 32P-CTP para marcar
complementos inversos. Las TIV se efectuaron usando un transcrito modelo corto. Estos datos demuestran que las
variantes de la ARN polimerasa T7 S43A* (con G C-terminal) y G47A* (con G C-terminal) reducen la formacién de
complemento inverso.

La FIG. 13 es un esquema de un método convencional para producir un ARNm con caperuza mediante transcripcién in
vitro.

Las FIG. 14A-14E son graficos que muestran los resultados de un ensayo de adiciéon de caperuza cotranscripcional
usando ARN polimerasa T7 de tipo silvestre o una variante de ARN polimerasa T7 de la presente divulgacion (G47A*).
La FIG. 14A muestra ejemplos de caperuzas de dinucledtido (cap1 de Vaccinia) o de trinucleétido (GAG o GmAG). Se
usaron caperuzas de trinucleétidos en el ensayo de adicién de caperuza cotranscripcional. La FIG. 14B muestra los
rendimientos de ARNm del ensayo de adicién de caperuza cotranscripcional. La FIG 14C muestra que los ARNm
producidos en el ensayo de adicién de caperuza cotranscripcional tenian una alta integridad. La FIG. 14D muestra
que los ARNm con caperuza producidos por la ARN polimerasa T7 WT inducian la producciéon de citocinas en
fibroblastos BJ, mientras que los ARNm con caperuza producidos por la variante G47A* de la ARN polimerasa T7 (con
G C-terminal), sorprendentemente, no inducian la produccién de citocinas. La FIG. 14E muestra que los ARNm con
caperuza producidos por la ARN polimerasa T7 WT no expresaban la proteina codificada (hEPO) en fibroblastos BJ,
mientras que los ARNm con caperuza producidos por la variante G47A* de la ARN polimerasa T7 (con G C-terminal)
conducen a un nivel de expresién de hEPO comparable al control. El control es un ARNm producido por la ARN
polimerasa WTT7 y con caperuza cap1 de Vaccinia.

La FIG. 15 muestra los resultados del anélisis de espectrometria de masas por LC del ARNm producido en el ensayo
de adicién de caperuza cotranscripcional. El resultado muestra inesperadamente que la variante G47A* de la ARN
polimerasa T7 (con G C-terminal) producia un ARNm mas limpio que la ARN polimerasa T7 WT. Las tasas de
incorporacién de trinucleétidos parecian equivalentes para ambas enzimas.

Las FIG. 16A y 16B son graficos que comparan la respuesta de citocinas (FIG. 16A) o expresion (FIG. 16B) de ARNm
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producidos y con caperuza de trinucleétido GAG en el ensayo de adicién de caperuza cotranscripcional o con caperuza
de un ensayo de adicién de caperuza estdndar con cap1 de Vaccinia.

La FIG. 17 es un esquema que muestra el ensayo de adiciéon de caperuza cotranscripcional descrito en el presente
documento usando la variante G47A* de la ARN polimerasa T7 y una caperuza de trinucleétido m’GpppAzomepG.

Las FIG. 18A y 18B son resultados de cromatografia liquida-espectrometria de masas (LCMS) que muestran la
comparacién de la eficacia de adicién de caperuza para ARNm que comienzan con 5'ATP o 5'GTP. La FIG. 18A
muestra el anélisis de ARNm intactos. La FIG. 18B muestra el anélisis de los extremos &' de los ARNm escindidos por
la ARNasa H.

Las FIG. 19A-19C son graficos que muestran el analisis de ARNm modificado quimicamente con 1-metilpseudouridina
producido a partir de moldes de fragmentos de PCR para tres constructos modelo (hEPO, luciferasa y eGFP). La FIG.
19A muestra que los ARNm tienen la misma secuencia, segln se analiza mediante el ensayo de huella genética de
ARNasa T1. La FIG. 19B muestra que los ARNm tienen un alto grado de integridad. La FIG. 19C muestra que los
ARNmM no inducian respuesta de citocinas en fibroblastos BJ.

Las FIG. 20A-20F son graficos que muestran el analisis de ARNm modificados quimicamente con 1-
metilpseudouridina producidos a partir de moldes de fragmentos de plasmidos para tres constructos modelo (hEPO,
luciferasa y eGFP). Se muestra el consumo de NTP en los ensayos de adicién de caperuza cotranscripcional usando
plasmidos de hEPO (FIG. 20A) o pladsmidos de eGFP (FIG. 20B) como moldes. La FIG. 20C muestra que los productos
de ARNm tienen una alta integridad. La FIG 20D muestra la respuesta de citocinas de los productos de ARNm. La
FIG. 20E muestra la expresion de ARNm que codifica hEPO en fibroblastos BJ. La FIG. 20F muestra la expresidén de
ARNmM que codifica luciferasa (Luc) en fibroblastos BJ. La FIG. 20G muestra la expresiéon de ARNm que codifica eGFP
en fibroblastos BJ.

La FIG. 21 es un grafico que muestra que méas de un 85 % (p. ej. -90 %) de los transcritos de ARNm producidos
usando la variante G47A* de ARNP T7 que comprende una glicina C-terminal (G) tienen un grupo hidroxilo en el
extremo 3'.

La FIG. 22 muestra la produccién de ARNm de hEPO no modificado a partir de reacciones de TIV que contienen
variantes de ARNP WT o G47A T7, algunas de las cuales tienen aminoacidos adicionales en el extremo C (p. €j., una
o dos glicinas o dos alaninas).

La FIG. 23 muestra la produccién de ARNm de hEPO modificado con 1-metilpseudouridina a partir de reacciones de
TIV que contienen variantes de ARNP T7 WT, G47A o S43A/G47A como se indica, algunas de las cuales tienen
aminoécidos adicionales en el extremo C (p. €], una o dos glicinas o dos alaninas).

Las FIG. 24A-24D muestran resultados de una digestién de cola de ARNasa T1 del transcrito de ARNm de hEPO
producido usando variantes de ARNP T7 WT, G47A o S43A/G47A como se indica, algunas de las cuales tienen
aminoécidos adicionales en el extremo C terminal (p. €j., una o dos glicinas o dos alaninas). La FIG. 24A muestra los
resultados de un analisis de LCMS de ARNm de hEPO producido a partir de reacciones de TIV usando ARNP T7 WT
con concentraciones equimolares de NTP (WT EQ), ARNP T7 WT con exceso de GTP y ATP (WT alfa), o ARNP T7
G47A* con una glicina C-terminal adicional con concentraciones equimolares de NTP (G47A* EQ). La FIG. 24B
muestra la cuantificacién de la distribucién de la poblacion del extremo 3' de la FIG. 24A. La FIG. 24C muestra el
porcentaje de poblaciones de extremo 3' limpio producidas en reacciones de TIV usando ARNm no modificado. La
FIG. 24D muestra el porcentaje de poblaciones de extremo 3' limpio producidas en reacciones de TIV usando ARNm
modificado con 1-metilpseudouridina.

Las FIG. 25A-25B son graficos que comparan la respuesta de citocinas de fibroblastos BJ con ARNm no modificados
(FIG. 25A) y modificados con 1-metilpseudouridina (FIG. 25B) producidos a partir de reacciones de TIV que contienen
variantes de ARNP T7 WT, G47A o S43A/G47A como se indica, algunas de las cuales tienen sustituciones en el
extremo C.

Las FIG. 26 A-26B muestran ARNm radiomarcados producidos a partir de reacciones de TIV que contienen variantes
de ARNP T7 WT o G47A como se indica, algunas de las cuales tienen aminoacidos adicionales en el extremo C-
terminal. Los productos de ARNm de TIV se separan por tamafio en un gel desnaturalizante de poliacrilamida. En la
FIG. 26A, el ARNm no modificado o modificado con 1-metilpseudouridina esta radiomarcado con 3P-CTP. En la FIG.
26B, el ARNm del complemento inverso esta radiomarcado con *P-CTP.

Las FIG. 27A y 27B muestran graficos de datos que demuestran que los ARNm de G47A* con caperuza trinuc que
codifican la luciferasa de luciérnaga (ffLuc) inducen niveles de citocina sérica IP-10 jn vivo en el dia 1 (FIG. 27A) y el
dia 29 (FIG. 27B) que son similares a los controles de ARNm.

Las FIG. 28A y 28B muestran graficos de datos que demuestran que los ARNm de G47A* con caperuza trinuc que
codifican ffLuc inducen niveles basales de citocinas in vitro en fibroblastos BJ (BJF) (FIG. 28A) y en macréfagos
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derivados de monocitos (MDM) (FIG. 28B) que son similar a los controles de ARNm.

La FIG. 29 muestra un gréfico de datos que demuestra que los ARNm de G47A* con caperuza trinuc que codifican
fflLuc mantienen una alta expresién in vivo después de seis (6) dosis semanales.

La FIG. 30 muestra un grafico de datos que demuestran que los ARNm de G47A* con caperuza trinuc que codifican
fflLuc inducen niveles bajos de IgM anti-PEG después de seis (6) dosis semanales.

La FIG. 31 muestra un gréfico de datos que demuestra que los ARNm de G47A* con caperuza trinuc que codifican
fflLuc exhiben una baja activacién de células B, similar a los controles de ARNm.

Las FIG. 32A y 32B muestran graficos de datos que demuestran que los ARNm de G47A* con caperuza trinuc que
codifican la eritropoyetina humana (hEPO) inducen niveles de citocina sérica IP-10 in vivo en el dia 1 (FIG. 32A) y el
dia 22 (FIG. 32B) que son similares a los controles de ARNm.

Las FIG. 33A y 33B muestran graficos de datos que demuestran que los ARNm de G47A* con caperuza trinuc que
codifican hEPO inducen niveles basales de citocinas in vitro en fibroblastos BJ (BJF) (FIG. 33A) y en macréfagos
derivados de monocitos (MDM) (FIG. 33B) que son similares a los controles de ARNm.

La FIG. 34 muestra un gréfico de datos que demuestra que los ARNm de G47A* con caperuza trinuc que codifican
hEPO mantienen una alta expresion in vivo después de seis (6) dosis semanales.

La FIG. 35 muestra un grafico de datos que demuestran que los ARNm de G47A* con caperuza trinuc que codifican
hEPO inducen niveles bajos de IgM anti-PEG después de seis (6) dosis semanales.

La FIG. 36 muestra un gréfico de datos que demuestra que los ARNm de G47A* con caperuza trinuc que codifican
hEPO exhiben una baja activacion de células B, similar a los controles de ARNm.

Las FIG. 37A y 37B muestran que la variante de ARN polimerasa T7 G47A* no afecta la frecuencia de indeles (FIG.
37A) o la frecuencia de mutacién puntual (FIG. 37B).

Descripcidn detallada adicional
La presente invencién se define como se expone en las reivindicaciones adjuntas.

La presente divulgacion proporciona variantes de ARN polimerasa (ARNP) que aumentan la eficiencia de la
transcripcion y la homogeneidad 3' al tiempo que reducen el nimero de transcritos continuos y/o contaminantes
bicatenarios producidos durante una reaccién de transcripcién in vitro (TIV), por ejemplo. Estas variantes de ARNP,
que pueden incluir una sustitucién de un solo aminoacido, facilitan la transiciéon conformacional de ARNP del complejo
de iniciacién al complejo de elongacién, reduciendo asi muchos de los problemas asociados con la fase de iniciacién
de la transcripcién.

En el presente documento se proporcionan resultados experimentales inesperados que demuestran que la
modificaciéon o modificaciones de la hélice C N-terminal y/o de la estructura o estructuras del enlazador C de la ARN
polimerasa dependiente de ADN (es decir, ARN polimerasa T7) impulsan el equilibrio de conformacién de la
polimerasa hacia el complejo de elongacién, facilitando la liberacién del promotor del molde de ADN y el comienzo de
una fase de elongacién altamente procesiva. Sorprendentemente, el uso de las variantes de polimerasa
proporcionadas en el presente documento en reacciones de VIT reduce la heterogeneidad 3' entre los transcritos
producidos y también reduce (o elimina) la produccién de contaminantes bicatenarios. Ademas, los resultados
muestran que los niveles de pureza y expresion de los transcritos producidos usando las variantes de polimerasa son
comparables a los de los transcritos producidos usando polimerasa de tipo silvestre.

Por tanto, el uso de las variantes de ARN polimerasa de la presente divulgacién reduce muchos de los problemas
asociados con los productos de reaccién de VIT. Aunque la ARN polimerasa T7 (ARNP) de tipo silvestre se usa
comlnmente tanto en la industria como en el mundo académico, varias de sus actividades comprometen
significativamente la pureza de los transcritos de ARN resultantes. En particular, el uso de esta enzima ARNP T7 de
tipo silvestre da como resultado la adiciéon sin molde de nucleétidos al extremo 3' de los transcritos de ARN. Por
ejemplo, la ARNP T7 de tipo silvestre coloca al menos 1, y a menudo 2 o0 mas, nucleétidos sin molde en el extremo 3'
con aparentemente poca preferencia por la identidad de las nucleobases. Sorprendentemente, las variantes de ARNP
T7 proporcionadas en el presente documento reducen la aparicién de heterogeneidad 3'. En la presente invencion, la
variante de ARN polimerasa T7 comprende una secuencia de aminoacidos al menos un 95 %, al menos un 98 % o al
menos un 99 % idéntica a la SEQ ID NO:1 modificada para incluir una sustitucién de aminoécido G47A.

En algunas realizaciones, menos de un 30 % de los transcritos de ARN producidos por VIT usando una variante de

ARN polimerasa de la presente divulgacién exhiben heterogeneidad 3'. En algunas realizaciones, menos de un 20 %
(p- €j., menos de un 15 %, 10 % o 5 %) de los transcritos de ARN producidos por VIT usando una variante de ARN
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polimerasa de la presente divulgacién exhiben heterogeneidad 3'. En algunas realizaciones, 1-20 %, 1-15 %, 1-10 %
0 1-5 % de los transcritos de ARN producidos por VIT exhiben heterogeneidad 3'. En algunas realizaciones, menos
de un 1 % de los transcritos de ARN producidos por VIT usando una variante de ARN polimerasa de la presente
divulgacidon exhiben heterogeneidad 3'.

Por tanto, el uso de las variantes de ARN polimerasa de la presente divulgacién, por ejemplo, en una reaccién de VIT,
da como resultado la produccién de un transcrito de ARN "més limpio" (una poblacién de transcritos de ARN con
heterogeneidad reducida/homogeneidad aumentada en el extremo 3'). En algunas realizaciones, al menos un 70 %
de los transcritos de ARN producidos usando las variantes de ARN polimerasa de la presente divulgacién exhiben
homogeneidad 3'. En algunas realizaciones, al menos un 75 %, al menos un 80 %, al menos un 85 %, al menos un 90
% o al menos un 95 % de los transcritos de ARN producidos usando las variantes de ARN polimerasa de la presente
divulgacién exhiben homogeneidad 3'. En algunas realizaciones, al menos un 90 % de los transcritos de ARN
producidos usando las variantes de ARN polimerasa de la presente divulgacién exhiben homogeneidad 3'. En algunas
realizaciones, al menos un 90 %, al menos un 91 %, al menos un 92 %, al menos un 93 %, al menos un 94 %, al
menos un 95 %, al menos un 96 %, al menos un 97 %, al menos un 98 %, o al menos al menos un 99% de los
transcritos de ARN producidos usando las variantes de ARN polimerasa de la presente divulgacién exhiben
homogeneidad 3'.

Ademas, en el presente documento fueron sorprendentes los resultados que demuestran que los transcritos de ARN
producidos usando variantes de ARN polimerasa T7 con sustituciones de aminoacidos (p. €., S43A y/o G47A de SEQ
ID NO:1) o adiciones C-terminales (p. ej., WT, S43A*, y/o G47A* con una o més adiciones de aminoécidos), cuando
se suministran a las células, opcionalmente en forma no purificada (p. ej., no purificada mediante cromatografia de
fase inversa), estimulan una respuesta de citocinas que es menor con respecto al ARN producido usando ARN
polimerasa de tipo silvestre. En la invencién, la variante de ARN polimerasa T7 comprende una secuencia de
aminoécidos al menos un 95 %, al menos un 98 % o al menos un 99 % idéntica a la SEQ ID NO:1 modificada para
incluir una sustituciéon de aminoacido G47A.

En algunas realizaciones, no hay respuesta de citocina detectable de las células que han recibido un transcrito de
ARN producido usando una polimerasa variante de ARN T7 de la presente divulgacién. En algunas realizaciones, el
ARN producido usando una variante de ARN polimerasa estimula una respuesta de citocinas que es al menos un 50
% (p. €j., 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 % o 100 %) menor con respecto al ARN producido
usando ARN polimerasa de tipo silvestre. En algunas realizaciones, el ARN producido usando una variante de ARN
polimerasa estimula una respuesta de citocinas que es un 50-60 %, 50-70 %, 50-80 %, 50-90 %, 50-100 %, 60-70 %,
60-80 %, 60-90 %, 60-100 %, 70-80 %, 70-90 %, 70-100 %, 80-90 %, 80-100 % o 90-100 % menor con respecto al
ARN producido usando ARN polimerasa de tipo silvestre. En algunas realizaciones, el ARN producido usando una
variante de ARN polimerasa estimula una respuesta de citocinas que es al menos 2 veces, 3 veces, 4 veces 0 5 veces
menor con respecto al ARN producido usando ARN polimerasa de tipo silvestre. En algunas realizaciones, las células
usadas para probar una respuesta de citocinas son células de fibroblastos humanos (p. €j., células BJ (ATCC® CRL-
2522™)). En algunas realizaciones, las células usadas para probar una respuesta de citocinas son macréfagos
derivados de monocitos (MDM).

En algunas realizaciones, la concentracion de transcrito de ARNbc producido usando una variante de ARN polimerasa
es al menos un 50 % (por ejemplo, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 % o 100 %) menor con
respecto al transcrito de ARNbc producido usando polimerasa de tipo silvestre. En algunas realizaciones, la
concentracién de transcrito de ARNbc producido es un 50-60 %, 50-70 %, 50-80 %, 50-90 %, 50-100 %, 60-70 %, 60-
80 %, 60-90 %., 60-100 %, 70-80 %, 70-90 %, 70-100 %, 80-90 %, 80-100 % o 90-100 % menor con respecto al
transcrito de ARNbc producido usando polimerasa de tipo silvestre. En algunas realizaciones, la concentracién de
transcrito de ARNbc producido es al menos 2 veces, 3 veces, 4 veces 0 5 veces menor con respecto al transcrito de
ARNbc producido usando polimerasa de tipo silvestre.

El uso de las variantes de ARN polimerasa de la presente divulgacién también daba como resultado inesperadamente
la produccién de contaminantes bicatenarios y menos transcritos continuos.

En algunas realizaciones, menos de un 50 % (por ejemplo, menos de un 45 %, 40 %, 35 %, 30 %, 25 %, 20 %, 15 %,
10 %, 5 % o0 1 %) del transcrito de ARN producido, por ejemplo, mediante VIT, usando una variante de ARN polimerasa
es un contaminante bicatenario. En algunas realizaciones, un 1-50 %, 1-40 %, 1-30 %, 1-20 %, 1-10 %, 1-5 %, 5-50
%, 5-40 %, 5-30 %, 5 20 %, 5-10 %, 10-50 %, 10-40 %, 10-30 % o 10-20 % del transcrito de ARN producido es
contaminante bicatenario.

En algunas realizaciones, menos de un 50% (por ejemplo, menos de un 45 %, 40 %, 35 %, 30 %, 25 %, 20 %, 15 %,
10 %, 5 % o 1 %) del transcrito de ARN producido usando una variante de ARN polimerasa es transcrito de ARN
continuo. En algunas realizaciones, un 1-50 %, 1-40 %, 1-30 %, 1-20 %, 1-10 %, 1-5 %, 5-50 %, 5-40 %, 5-30 %, 5 -
20 %, 5-10 %, 10-50 %, 10-40 %, 10-30 % o 10-20 % del transcrito de ARN producido es transcrito de ARN continuo.

En algunas realizaciones, la cantidad de transcrito de ARN de longitud completa producido usando una variante de
ARN polimerasa es al menos 15 veces mayor que la cantidad de molde de ADN. Por ejemplo, la cantidad de transcrito
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de ARN de longitud completa producida puede ser al menos 20, 30, 40, 45, 50, 60, 70, 80, 90 o 100 veces mayor que
la cantidad de molde de ADN. En algunas realizaciones, la cantidad de transcrito de ARN de longitud completa
producido es 15-100, 15-90, 15-80, 15-70, 15-60, 15-50, 15-40, 15-30, 15-20, 20-100, 20-90, 20-80, 20-70, 20-60, 20-
50, 20-40 o 20-30 veces mayor que la cantidad de molde de ADN. En algunas realizaciones, la cantidad de transcrito
de ARN de longitud completa producido es 2 veces, 3 veces, 4 veces 0 5 veces mayor que la cantidad de molde de
ADN.

En algunas realizaciones, la relacién de contaminante bicatenario:transcrito de ARN de longitud completa producido
usando una variante de ARN polimerasa es menor de 1:1. Por ejemplo, la relacién de contaminante
bicatenario:transcrito de ARN de longitud completa producido puede ser 0,9:1, 0,8:1, 0,7:1, 0,6:1, 0,5:1, 0,4:1, 0,3:1,
0,22100,1:1.

En algunas realizaciones, el transcrito de ARN producido utilizando una variante de ARN polimerasa tiene menos de
1 mutacién por cada 100 nucleétidos con respecto al molde de ADN. Por ejemplo, el transcrito de ARN producido
puede tener menos de 1 mutacién por 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900 o 1000 nucleétidos con respecto al
molde de ADN.

ARN polimerasas

La ARN polimerasa (ARN polimerasa dependiente de ADN) es una enzima que cataliza la adicién secuencial de un
ribonucleétido al extremo 3' de una cadena de ARN en crecimiento (transcripciéon de ARN en la direccién 5' — 3'), con
trifosfatos de nucleésidos (NTP) actuando como sustratos de la enzima y con la secuencia de nucleétidos especificada
por un molde de ADN. La transcripciéon se basa en el emparejamiento complementario de bases. Las dos hebras de
una doble hélice se separan localmente y una de las hebras separadas sirve como molde (molde de ADN). Luego, la
ARN polimerasa cataliza el alineamiento de los nucleétidos libres en el molde de ADN mediante sus bases
complementarias en el molde. Por tanto, se considera que una ARN polimerasa tiene actividad de ARN polimerasa si
la polimerasa cataliza la adicién secuencial de un ribonucleétido al extremo 3' de una cadena de ARN en crecimiento.

La ARN polimerasa T7 (ARNP T7) es una ARN polimerasa dependiente de ADN de 99 kDa codificada por el genoma
del bacteriéfago T7 y es altamente especifica para los promotores del fago T7. Los estudios estructurales de ARNP
T7 han mostrado que la conformacién del dominio N-terminal cambia sustancialmente entre la fase de iniciacién y la
fase de elongacién de la transcripcién. El dominio N-terminal comprende un subdominio de hélice C y el dominio de
unién al promotor, que incluye dos segmentos separados por el subdominio H. El dominio de unién al promotor y el
promotor unido giran aproximadamente 45 grados tras la sintesis de un transcrito de ARN de 8 nt, lo que permite
mantener los contactos del promotor mientras el sitio activo se expande para dar cabida a un heteroduplex en
crecimiento. El subdominio de hélice C se mueve moderadamente hacia su conformacion de elongacién, mientras que
el subdominio H permanece en su localizacién de fase de iniciacién, en lugar de elongacién, a mas de 70 angstroms
de distancia. La comparacion de las estructuras de los complejos de iniciacion y elongacién de la ARNP T7 revela
cambios conformacionales extensos dentro de los 267 residuos N-terminales (dominio N-terminal) y pocos cambios
en el resto de la ARNP. Una rotacién del cuerpo rigido del dominio de unién al promotor, asi como el replegamiento
de los subdominios de hélice C N-terminal (residuos 28-71) y H (residuos 151-190) son responsables de la anulacién
del sitio de unién al promotor, la ampliacién del sitio activo y la creacién de un tdnel de salida para el transcrito de
ARN. Los cambios estructurales dentro del dominio N-terminal dan cuenta del aumento de estabilidad y procesividad
del complejo de elongacién (véase, p. ej., Durniak, KJ et al., Science 322(5901): 553-557, 2008).

En el presente documento, en algunos aspectos, se proporcionan variantes de ARN polimerasa (es decir, variantes
de ARNP T7) que facilitan el cambio conformacional del complejo de iniciacién de ARNP al complejo de elongacién
de ARNP. Una variante de ARN polimerasa es una enzima que tiene actividad de ARN polimerasa y al menos una
sustitucién con respecto a la contrapartida de ARN polimerasa de tipo silvestre. Como se indica anteriormente, se
considera que una ARN polimerasa tiene actividad de ARN polimerasa si la polimerasa cataliza la adicién secuencial
de un ribonucleétido al extremo 3' de una cadena de ARN en crecimiento. Por ejemplo, una enzima que incluye la
secuencia de aminoécidos SEQ ID NO:1 con una sustitucién de aminoégcido en la posicion S43 (p. ej., S43A) o G47
(p- ej., G47A) y mantiene la actividad de ARN polimerasa se considera una variante de ARNP T7 de la ARNP T7 de
tipo silvestre (SEQ ID NO:1).

Una variante de ARN polimerasa puede comprender al menos una modificacién de aminoécido, con respecto a la
ARN polimerasa de tipo silvestre, que causa que al menos una estructura de bucle tridimensional de la variante de
ARN polimerasa experimente un cambio conformacional a una estructura de hélice a medida que la variante de ARN
polimerasa pasa de un complejo de iniciacién a un complejo de elongacién. Por tanto, al menos una modificacién de
aminoécido puede tener una alta propensién a la hélice, con respecto al aminoacido de tipo silvestre.

Los ejemplos de estructuras de bucle incluyen, pero sin limitacion, los aminoacidos (aa) 42-47 en la estructura de
hélice C (p. ej., aa 28-71 de SEQ ID NO:1) de la conformacién del complejo de iniciacién (Cl) de la ARN polimerasa
T7 y los aa 257-262 en la estructura del enlazador C (p. €j., aa 258-266 de SEQ ID NO:1) del Cl. En la invencién, la
variante de ARN polimerasa T7 comprende una secuencia de aminoacidos al menos un 95 %, al menos un 98 % o al
menos un 99 % idéntica a la SEQ ID NO:1 modificada para incluir una sustitucién de aminoécido G47A.
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También se proporcionan en el presente documento variantes de ARN polimerasa (es decir, variantes de ARNP T7)
que incluyen al menos un aminoacido adicional en el extremo C terminal. El al menos un aminoacido adicional, en
algunas realizaciones, se selecciona de alanina, arginina, asparagina, acido aspartico, cisteina, acido glutdmico,
glutamina, glicina, histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina, prolina, serina, treonina, triptéfano,
tirosina y valina. En algunas realizaciones, el al menos un aminoacido adicional es un aminoécido polar. En algunas
realizaciones, el al menos un aminoacido adicional es un aminoéacido no polar. En algunas realizaciones, el al menos
un aminoacido adicional es glicina. En algunas realizaciones, el al menos un aminoacido adicional es alanina. En
algunas realizaciones, el al menos un aminoacido adicional es serina.

En algunas realizaciones, el extremo C de una ARN polimerasa comprende la siguiente secuencia consenso:
FAFAXn (SEQ ID NO:294), en donde x es cualquier aminogcido yn es cualquier nimero entero, p. €j., entre 1y 5 (p.
ej., 1,2, 3,4 05). En algunas realizaciones, el extremo C de una ARN polimerasa comprende la siguiente secuencia
consenso: FAFAGH (SEQ ID NO:295), en donde n es cualquier nimero entero, p. ej., entre 1 y 5. En algunas
realizaciones, el extremo C de una ARN polimerasa comprende la siguiente secuencia consenso: FAFAA, (SEQ ID
NO: 296), en donde n es cualquier nimero entero, p. ej., entre 1y 5. En algunas realizaciones, el extremo C de una
ARN polimerasa comprende la siguiente secuencia consenso: FAFARn ( SEQ ID NO:297), en donde n es cualquier
ndmero entero, p. €j., entre 1 y 5. En algunas realizaciones, el extremo C de una ARN polimerasa comprende la
siguiente secuencia consenso: FAFANn (SEQ ID NO:298), en donde n es cualquier nimero entero, p. €j., entre 1y 5.
En algunas realizaciones, el extremo C de una ARN polimerasa comprende la siguiente secuencia consenso:
FAFADn (SEQ ID NO: 299), en donde n es cualquier niUmero entero, p. €], entre 1y 5. En algunas realizaciones, el
extremo C de una ARN polimerasa comprende la siguiente secuencia consenso: FAFAC, (SEQ ID NO:300), en donde
n es cualquier nimero entero, p. ej., entre 1 y 5. En algunas realizaciones, el extremo C de una ARN polimerasa
comprende la siguiente secuencia consenso: FAFAE. (SEQ ID NO: 301), en donde n es cualquier nimero entero, p.
ej., entre 1 y 5. En algunas realizaciones, el extremo C de una ARN polimerasa comprende la siguiente secuencia
consenso: FAFAQn ( SEQ ID NO:302), en donde n es cualquier nimero entero, p. ej.,, entre 1 y 5. En algunas
realizaciones, el extremo C de una ARN polimerasa comprende la siguiente secuencia consenso: FAFAH, (SEQ ID
NO:303), en donde n es cualquier numero entero, p. €j., entre 1 y 5. En algunas realizaciones, el extremo C de una
ARN polimerasa comprende la siguiente secuencia consenso: FAFAI, (SEQ ID NO: 304), en donde n es cualquier
ndmero entero, p. €j., entre 1 y 5. En algunas realizaciones, el extremo C de una ARN polimerasa comprende la
siguiente secuencia consenso: FAFALn (SEQ ID NO:305), n es cualquier nimero entero, p. ej., entre 1y 5. En algunas
realizaciones, el extremo C de una ARN polimerasa comprende la siguiente secuencia consenso: FAFAKn (SEQ ID
NO: 306), en donde n es cualquier nimero entero, p. ej., entre 1y 5. En algunas realizaciones, el extremo C de una
ARN polimerasa comprende la siguiente secuencia consenso: FAFAM» (SEQ ID NO:307), en donde n es cualquier
ndmero entero, p. €j., entre 1 y 5. En algunas realizaciones, el extremo C de una ARN polimerasa comprende la
siguiente secuencia consenso: FAFAF, (SEQ ID NO:308), en donde n es cualquier nimero entero, p. ej., entre 1y 5.
En algunas realizaciones, el extremo C de una ARN polimerasa comprende la siguiente secuencia consenso:
FAFAP, (SEQ ID NO:309), en donde n es cualquier nimero entero, p. €j., entre 1 y 5. En algunas realizaciones, el
extremo C de una ARN polimerasa comprende la siguiente secuencia consenso: FAFAS, (SEQ ID NO:310), en donde
n es cualquier nimero entero, p. ej., entre 1 y 5. En algunas realizaciones, el extremo C de una ARN polimerasa
comprende la siguiente secuencia consenso: FAFATn (SEQ ID NO:311), en donde n es cualquier nimero entero, p.
ej., entre 1 y 5. En algunas realizaciones, el extremo C de una ARN polimerasa comprende la siguiente secuencia
consenso: FAFAW, (SEQ ID NO:312), en donde n es cualquier numero entero, p. €], entre 1 y 5. En algunas
realizaciones, el extremo C de una ARN polimerasa comprende la siguiente secuencia consenso: FAFAY, (SEQ ID
NO:313), n es cualquier numero entero, p. ej., entre 1 y 5. En algunas realizaciones, el extremo C de una ARN
polimerasa comprende la siguiente secuencia consenso: FAFAV» (SEQ ID NO: 314), en donde n es cualquier nimero
entero, p. ej., entre 1y 5.

En algunas realizaciones, el motivo C-terminal (FAFA o FAFAX:n) comprende una sustitucién de aminoécido en una o
méas de las posiciones 880, 881, 882 u 883, con respecto a la ARNP de T7 de tipo silvestre (p. ej., SEQ ID NO:1). Por
tanto, la presente divulgacién comprende diversos motivos C-terminales FECAB1F882A883 an donde el aminoacido en
una o mas de las posiciones 880, 881, 882 u 883 con respecto a la ARNP T7 de tipo silvestre, (p. €., de SEQ ID NO:1)
se modifica para incluir al menos una sustitucién de aminoacido, con o sin un aminoécido C-terminal adicional (Xx).

Sustituciones de aminoéacidos

Las variantes de ARN polimerasa de la presente divulgacién incluyen al menos una sustitucién de aminoacido, con
respecto a la ARN polimerasa WT. Por ejemplo, con referencia a la ARN polimerasa T7 WT que tiene una secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:1, la serina en la posicién 43 se considera un "aminoacido de tipo silvestre", mientras
que una sustitucién de la serina por alanina en la posicién 43 se considera una "sustitucién de aminoécido" que tiene
una alta propensién a la hélice. En la invencién, la variante de ARN polimerasa T7 comprende una secuencia de
aminoécidos al menos un 95 %, al menos un 98 % o al menos un 99 % idéntica a la SEQ ID NO:1 modificada para
incluir una sustituciéon de aminoacido G47A.

La proteina globular promedio contiene un 30 % de a-hélice, el tipo mas comun de estructura secundaria. Algunos
aminoécidos aparecen con mas frecuencia en las hélices a que otros; esta tendencia se conoce como propensién a
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la hélice. Véase, por ejemplo, Pace, NC y Scholtz, JM Biophysical Journal, 75:422-427 (1998). Al menos una
sustitucién de aminoacido puede tener una alta propensién a la hélice, con respecto al aminoécido de tipo silvestre.
En general, las sustituciones de aminoéacidos con alta propensién a la hélice se seleccionan para sesgar
termodindmicamente la poblacién de conférmeros de polimerasa hacia el complejo de elongacién. Las AAG (energias
libres) relativas se calculan para sustituciones en las estructuras de Cl y del complejo de elongacién (CE) usando
software disponible publicamente (p. ej., Rosetta de la Universidad de Washington y Maestro de Schrédinger). Luego
se seleccionan las sustituciones basandose en los célculos y en conocimientos adicionales, incluyendo, por ejemplo,
la propensién a la hélice de los aminoacidos y/o la compatibilidad phi-psi de la cadena principal del polipéptido.

En el presente documento se divulga una variante de ARN polimerasa que es una variante de ARN polimerasa T7 que
comprende al menos una (una o mas) sustitucién de aminoacido con respecto a la ARN polimerasa T7 WT (por
ejemplo, la ARN polimerasa T7 WT que tiene una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:1). La sustituciéon de
aminoécidos puede ser una sustitucién de aminoacidos con alta propensidn a la hélice. Los ejemplos de aminoacidos
con alta propensién a la hélice incluyen alanina, isoleucina, leucina, arginina, metionina, lisina, glutamina y/o
glutamato.

La variante de ARN polimerasa puede ser una variante de ARN polimerasa T7 que comprende al menos un aminoacido
adicional en el extremo C (p. ej., de SEQ ID NO:99, SEQ ID NO:100, SEQ ID NO:294, SEQ ID NO:295, o SEQ ID
NO:296, o una secuencia de aminoacidos que comparte un 90%-99 %, p. €j., al menos un 90 %, al menos un 95 %,
al menos un 96 %, al menos un 97 %, al menos un 98 %, o al menos un 99 % de identidad con las SEQ ID NO:99,
SEQ ID NO:100, SEQ ID NO:294, SEQ ID NO:295 0 SEQ ID NO:296). La variante de ARN polimerasa puede ser una
variante de ARN polimerasa T7 que comprende al menos un aminoacido adicional en el extremo C terminal y una
sustitucién de aminoécido con respecto a la ARN polimerasa T7 WT. La sustitucién de aminoacidos puede ser una
sustitucién de aminoéacidos con alta propensién a la hélice. En la invencién, la variante de ARN polimerasa T7
comprende una secuencia de aminoacidos al menos un 95 %, al menos un 98 % o al menos un 99 % idéntica a la
SEQ ID NO:1 modificada para incluir una sustitucion de aminoécido G47A.

En el presente documento se proporcionan dos enfoques que pueden usarse para identificar sustituciones de
aminoé&cidos con propension a la hélice alta o superior que favorecen/sesgan termodinamicamente el equilibrio
conformacional hacia el CE. En ambos enfoques, se tiene cuidado de evitar realizar sustituciones de aminoacidos en
cualquier posicién que esté directamente implicada en la unién o catélisis del promotor (basédndose en la revisién de
las estructuras y busquedas bibliograficas). En el Método A, se usa un software especializado para calcular el cambio
en la energia libre del plegamiento de proteinas debido a la mutacién (AAGmut) en CE y Cl. Mediante este método se
evaluan todas las posibles sustituciones de aminoéacidos en las posiciones de secuencia deseadas. Las sustituciones
de aminoacidos deseadas (es decir, aquellas que favorecen al CE sobre el Cl) son aquellas para las cuales la
diferencia AAGmut (AAGLE, — AAGEL,) es negativa. En el Método B, las anotaciones de las estructuras secundarias
de Cly CE (p. ¢j., segln lo determinado a partir de modelos 3D de estructuras terciarias de Cl y CE usando el software
DSSP (Dictionary of protein secondary structure: pattern recognition of hydrogen-bonded and geometrical
features. Kabsch W, Sander C, Biopolymers. 1983 22 2577-2637)) se inspeccionan para identificar regiones con un
bucle en el Cl y una hélice en el CE. Las posiciones de secuencia con residuos de baja propensidn a la hélice (p. ej.,
Gly) se sustituyen después por aminoacidos con alta propensién a la hélice (p. ej., Ala). Para ARNP T7, por ejemplo,
se identificé la superposicién mutacional (p. ej., sustitucional) de los Métodos A y B, asi como la variante superior del
Método B.

En el presente documento se divulga una sustitucién de aminoacido que es una sustitucién de un aminoacido con alta
propension a la hélice (p. ej., alanina, isoleucina, leucina, arginina, metionina, lisina, glutamina y/o glutamato) en una
cualquiera de las posiciones de aminoécidos 42-47 (E42, S43, Y44, E45, M46 y/o G47) de SEQ ID NO:1. La sustitucion
de aminoacido puede ser una sustitucién de un aminoécido con alta propension a la hélice (p. €j., alanina, isoleucina,
leucina, arginina, metionina, lisina, glutamina y/o glutamato) en cualquiera de las posiciones de aminoéacidos 42-47
(E42, S43, Y44, E45, M46 y/o G47) de una secuencia de aminoacidos que comparte al menos un 95 %, al menos un
96 %, al menos un 97 %, al menos un 98 % o al menos un 99 % de identidad con la SEQ ID NO:1. La sustitucién de
aminoécido puede ser una sustituciéon de aminoécido con alta propensién a la hélice en la posicién de aminoacido 47
de SEQ ID NO:1. En la invencidn, la variante de ARN polimerasa T7 comprende una secuencia de aminoécidos al
menos un 95 %, al menos un 98 % o al menos un 99 % idéntica a la SEQ ID NO:1 modificada para incluir una
sustitucién de aminoacido G47A.

En el presente documento se describe una sustitucién de aminoacido que es una alanina en una cualquiera de las
posiciones de aminogcidos 42-47 de SEQ ID NO:1. La sustitucién de aminoacido puede ser una alanina en una
cualquiera de las posiciones de aminoacidos 42-47 de una secuencia de aminoacidos que comparte al menos un 95
%, al menos un 96 %, al menos un 97 %, al menos un 98 % o al menos un 99 % de identidad con la SEQ ID NO:1. La
sustitucién de aminoacido puede ser una alanina en la posicion 47 de SEQ ID NO:1. En la invencién, la variante de
ARN polimerasa T7 comprende una secuencia de aminoacidos al menos un 95 %, al menos un 98 % o al menos un
99 % idéntica a la SEQ ID NO:1 modificada para incluir una sustitucién de aminoécido G47A. En algunas realizaciones,
una variante de ARN polimerasa T7 comprende una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:3. En algunas
realizaciones, una variante de ARN polimerasa T7 comprende una secuencia de aminoécidos de SEQ ID NO: 109 o
110.
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También se proporcionan en el presente documento variantes de ARN polimerasa con al menos 2 (2 o mas)
sustituciones. Como se divulga en el presente documento, una ARN polimerasa puede comprender al menos 2
sustituciones de aminoacidos con alta propensién a la hélice (p. €j., alanina, isoleucina, leucina, arginina, metionina,
lisina, glutamina y/o glutamato) en cualquiera de las posiciones de aminoacidos 42-47 (E42, S43, Y44, E45, M46 y/o
G47) ylo las posiciones de aminoécidos 257-262 (R257, A258, G259, A260, L261 y/o A262) de SEQ ID NO:1 o una
secuencia de aminoacidos que comparte al menos un 95 %, al menos un 96 %, al menos un 97 %, al menos un 98 %
o al menos un 99 % de identidad con la SEQ ID NO:1. En la invencién, la variante de ARN polimerasa T7 comprende
una secuencia de aminoéacidos al menos un 95 %, al menos un 98 % o al menos un 99 % idéntica a la SEQ ID NO:1
modificada para incluir una sustitucién de aminoacido G47A.

Por ejemplo, una variante de ARN polimerasa puede comprender una sustitucién de aminoécido (p. ej., alanina,
isoleucina, leucina, arginina, metionina, lisina, glutamina y/o glutamato) en las posiciones E42 y G47, S43 y G47, Y44
y G47, E45y G47, 0 M46 y G47 de SEQ ID NO:1 o una secuencia de aminoacidos que comparte al menos un 95 %,
al menos un 96 %, al menos un 97 %, al menos un 98 % o al menos un 99 % identidad con la SEQ ID NO:1. En la
invencién, la variante de ARN polimerasa T7 comprende una secuencia de aminoacidos al menos un 95 %, al menos
un 98 % o al menos un 99 % idéntica a la SEQ ID NO:1 modificada para incluir una sustitucion de aminoacido G47A.

Una variante de ARN polimerasa puede comprender una sustitucién de aminoécido (p. €j., alanina, isoleucina, leucina,
arginina, metionina, lisina, glutamina y/o glutamato) en las posiciones G47 y R257, G47 y A258, G47 y G259, G47 y
A260, G47 y L261 0 G47 y A262 de SEQ ID NO:1 o una secuencia de aminoacidos que comparte al menos un 95 %,
al menos un 96 %, al menos un 97 %, al menos un 98 % o al menos un 99 % de identidad con la SEQ ID NO:1. En la
invencién, la variante de ARN polimerasa T7 comprende una secuencia de aminoacidos al menos un 95 %, al menos
un 98 % o al menos un 99 % idéntica a la SEQ ID NO:1 modificada para incluir una sustitucion de aminoacido G47A.

En algunas realizaciones, una ARN polimerasa comprende las sustituciones de aminoécidos S43A y G47A de SEQ
ID NO:1 o una secuencia de aminoacidos que comparte al menos un 95 %, al menos un 96 %, al menos un 97 %, al
menos un 98 %, o al menos un 99 % de identidad con la SEQ ID NO:1. En algunas realizaciones, una ARN polimerasa
comprende las sustituciones de aminoéacidos G47A y R257A de SEQ ID NO:1 o una secuencia de aminoacidos que
comparte al menos un 95 %, al menos un 96 %, al menos un 97 %, al menos un 98 % o al menos un 99% de identidad
con la SEQ ID NO:1. En algunas realizaciones, una ARN polimerasa comprende las sustituciones de aminoacidos
G47A y R257A de SEQ ID NO:1 o una secuencia de aminoacidos que comparte al menos un 95 %, al menos un 96
%, al menos un 97 %, al menos un 98 % o al menos un 99% de identidad con la SEQ ID NO:1. En algunas
realizaciones, una ARN polimerasa comprende las sustituciones de aminoacidos G47A y G259A de SEQ ID NO:1 o
una secuencia de aminoacidos que comparte al menos un 95 %, al menos un 96 %, al menos un 97 %, al menos un
98 % o al menos un 99% de identidad con la SEQ ID NO:1.

Como se divulga en el presente documento, una variante de ARN polimerasa puede comprender al menos 3 (o al
menos 4 o al menos 5) sustituciones de aminoacidos con alta propensién a la hélice (p. j., alanina, isoleucina, leucina,
arginina, metionina, lisina, glutamina y/o glutamato) en una cualquiera de las posiciones de aminoacidos 42-47 (E42,
S43, Y44, E45, M46 y/o GAT7) y/o las posiciones de aminoacidos 257-262 (R257, A258, G259, A260, L261 y/o A262)
de SEQ ID NO:1 o una secuencia de aminoacidos que comparte al menos un 95 %, al menos un 96 %, al menos un
97 %, al menos un 98 % o al menos un 99 % de identidad con la SEQ ID NO:1. En la invencién, la variante de ARN
polimerasa T7 comprende una secuencia de aminoacidos al menos un 95 %, al menos un 98 % o al menos un 99 %
idéntica a la SEQ ID NO:1 modificada para incluir una sustitucién de aminoécido G47A.

El término "identidad" se refiere a la relacién entre las secuencias de dos o més polipéptidos (p. ej., enzimas) o
polinucleétidos, (4cidos nucleicos) segin se determina comparando las secuencias. ldentidad también significa el
grado de similitud de secuencia entre secuencias segln lo determinado por el nimero de coincidencias entre cadenas
de dos o mas residuos de aminoacidos o residuos de &cidos nucleicos. La identidad mide el porcentaje de
coincidencias idénticas entre la menor de dos 0 més secuencias con alineamientos de huecos (silos hubiera) conforme
a un modelo mateméatico o programa informético particular (p. €j., "algoritmos"). La identidad de las proteinas o acidos
nucleicos relacionados se puede calcular facilmente mediante métodos conocidos. "Porcentaje de identidad", como
se aplica a las secuencias de polipéptidos o polinucledtidos, se define como el porcentaje de residuos (residuos de
aminoécidos o residuos de acido nucleico) en la secuencia de aminoéacidos o 4cido nucleico candidata que son
idénticos a los residuos en la secuencia de aminoacidos o secuencia de acido nucleico de una segunda secuencia
después de alinear las secuencias e introducir huecos, de ser necesario, para lograr el méximo porcentaje de
identidad. Los métodos y programas informaticos para el alineamiento son bien conocidos en la materia. Se entiende
que la identidad depende del célculo del porcentaje de identidad, pero puede diferir en valor debido a los huecos y las
penalizaciones introducidas en el calculo. En general, las variantes de un polinucleétido o polipéptido particular (p. €j.,
antigeno) tienen al menos un 40 %, 45 %, 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93
%, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 %, pero menos de 100 % de identidad de secuencia con ese polinucleétido o
polipéptido de referencia particular, segun se determina mediante parametros y programas de alineamiento de
secuencia descritos en el presente documento y conocidos por los expertos en la materia. Tales herramientas para el
alineamiento incluyen las del paquete BLAST (Stephen F. Altschul, et al. (1997), "Gapped BLAST and PSI-BLAST: a
new generation of protein database search programs", Nucleic Acids Res. 25:3389-3402"). Otra técnica popular de

15



10

15

20

25

30

35

40

ES 2 983 060 T3

alineamiento local se basa en el algoritmo de Smith-Waterman (Smith, T.F. & Waterman, M.S. (1981) "Identification of
common molecular subsequences." J. Mol. Biol. 147:195-197). Una técnica general de alineacion global basada en la
programacién dinamica es el algoritmo de Needleman-Wunsch (Needleman, S.B. & Wunsch, C.D. (1970) "A general
method applicable to the search for similarities in the amino acid sequences of two proteins." J. Mol. Biol. 48: 443-453).
Mas recientemente, se ha desarrollado un algoritmo de alineamiento de secuencia global éptima rapida (FOGSAA en
inglés) que supuestamente produce un alineamiento global de secuencias de nucledtidos y proteinas mas rapidamente
que con otros métodos de alineamiento global éptimo, incluyendo el algoritmo de Needlieman-Wunsch.

Caperuzas de trinucleétidos

También se proporcionan en el presente documento métodos de adicidn de caperuza cotranscripcional para la sintesis
de acido ribonucleico (ARN). Es decir, el ARN se produce en una reaccion de "un solo recipiente”, sin necesidad de
una reaccién de adicion de caperuza separada. Por tanto, los métodos de la invencidn comprenden hacer reaccionar
un molde de polinucleétido con una variante de ARN polimerasa T7 como se expone en las reivindicaciones adjuntas,
trifosfatos de nucledsidos y un anélogo de caperuza en condiciones de reaccién de transcripcidn in vitro para producir
un transcrito de ARN.

Un analogo de caperuza puede ser, por ejemplo, una caperuza de dinucledtido, una caperuza de trinucleétido o una
caperuza de tetranucledtido. En algunas realizaciones, el analogo de caperuza es una caperuza de dinucleétido. En
algunas realizaciones, el analogo de caperuza es una caperuza de trinucleétido. En algunas realizaciones, el analogo
de caperuza es una caperuza de tetranucleétido.

Una caperuza de trinucleotido, en algunas realizaciones, comprende un compuesto de férmula (1)
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el anillo B1 es una guanina modificada o no modificada;
el anillo B2 y el anillo Bs son cada uno independientemente una nucleobase o una nucleobase modificada;
X2 es O, S(O)p, NR24 0 CR2sR2sen que pes 0,1 0 2;

Yo es O o CReR7;
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Y1 es O, S(O)n, CReR7, 0 NRs, enquenes0, 102

cada -— es un enlace sencillo o estd ausente, en donde cuando cada --- es un enlace sencillo, Yi es O, S(O), CRsRy7,
o NRs y cuando cada — esta ausente, Y+ es nulo;

Y2 es (OP(O)R4)m en que mes 0, 1 0 2, 0-O-(CR40R41)u-Qo-(CR42R43)v-, en que Qo es un enlace, O, S(O), NRa4, 0
CR4sR46, res 0,1 02, y cada u y v es independientemente 1, 2, 3 0 4;

cada Rz y R2' es independientemente halégeno, LNA u ORs;

cada Rs es independientemente H, alquilo C1-Cs, alquenilo C2-Cs, 0 alquinilo C2>-Cs y Rs, cuando es alquilo C1-Cs,
alquenilo C2-Cs 0 alquinilo C2-Cs, esta opcionalmente sustituido con uno o més de halégeno, OH y alcoxilo C1-Cs que
esta opcionalmente sustituido con uno 0 més de OH u OC(O)-alquilo C1-Cs;

cada Rs y R4' es independientemente H, haldégeno, alquilo C1-Cs, OH, SH, SeH o BHs-;

cada uno de Rs, R7 y Rs, es independientemente -Qi-T1, en que Q1 es un enlace o un enlazador alquilo C1-Cs
opcionalmente sustituido con uno o mas de halégeno, ciano, OH y alcoxi C1-Cs, ¥y T1 es H, halégeno, OH, COCH,
ciano, 0 Rs1, en que Rs1es alquilo C1-Cs, alquenilo C2-Cs, alquinilo C2>-Ce, alcoxilo C1-Ce, C(O)O-alquilo C1-Cs,
cicloalquilo C3-Cs, arilo Ce-C10, NR31R32, (NR31R32R33)*, heterocicloalquilo de 4 a 12 miembros, o heteroarilo de 50 6
miembros, y Rs1 estd opcionalmente sustituido con uno o mas sustituyentes seleccionados del grupo consistente en
halégeno, OH, oxo, alquilo C1-Cs, COOH, C(O)O-alquilo C1-Cs, ciano, alcoxilo C1-Cs, NR31R32, (NR31R32Rs3)",
cicloalquilo Cs-Cs, arilo Ce-C1o, heterocicloalquilo de 4 a 12 miembros y heteroarilo de 5 0 6 miembros;

cada uno de Rio, R11, R12, R13 R14 ¥ R1s5 es, independientemente, -Q2-T2, en que Q2 es un enlace o un enlazador
alquilo C+4-C3 opcionalmente sustituido con uno o mas de halégeno, ciano, OH y alcoxi C1-Cs y T2 es H, halégeno, OH,
NHz, ciano, NO2, N3, Rs2, 0 ORs2, en que Rs2 es alquilo C4-Ce, alquenilo Co-Cs, alquinilo Co-Cs, cicloalquilo C3-Cs,
arilo Ce-C10, NHC(O)-C1-alquilo Ces, NR31R32, (NR31R32R33)*, heterocicloalquilo de 4 a 12 miembros, o heteroarilo de 5
0 6 miembros,

y Rs2 estd opcionalmente sustituido con uno o més sustituyentes seleccionados del grupo consistente en haldgeno,
OH, oxo, alquilo C1-Cs, COOH, C(O)O-alquilo C1-Cs, ciano, alcoxilo C1 - Cs, NR31R32, (NR31R32Rs3)*, cicloalquilo Cs-
Cs, arilo Cs-C10, heterocicloalquilo de 4 a 12 miembros

y heteroarilo de 5 0 6 miembros; o como alternativa R12 junto con R14 es oxo, 0 R4z junto con R1s es oxo,

cada uno de Rzo, R21, R22y R2s es independientemente -Qs-Ts, en que Qs es un enlace o un enlazador alquilo C+-Cs
opcionalmente sustituido con uno o mas de haldégeno, ciano, OH y alcoxi C1-Cs, y T3 es H, halégeno, OH, NHz, ciano,
NO2, Ns, Rs3, 0 ORss, en que Rss es alquilo C1-Cs, alquenilo C2-Ce, alquinilo C2-Cs, cicloalquilo C3-Cs, arilo Cs-Co,
NHC(O)-C1-alquilo Cs, monoalquil C1+-Cs-amino, dialquil C1-Cs-amino, heterocicloalquilo de 4 a 12 miembros, o
heteroarilo de 5 0 6 miembros, y Rss estd opcionalmente sustituido con uno o mas sustituyentes seleccionados del
grupo consistente en halégeno, OH, oxo, alquilo C1-Cs, COOH, C(O)O-alquilo C1-Cs, ciano, alcoxilo C4-Cs, amino,
monoalquil C1+-Ce-amino, dialquil C1-Ce-amino, cicloalquilo Cs-Cs, arilo Cs-C1o, heterocicloalquilo de 4 a 12 miembros,
y heteroarilo de 5 0 6 miembros; cada uno de Rz4, R2sy R2s es independientemente H o alquilo C1-Cs;

cada uno de Rz7 y Ras es independientemente H u OR2e; 0 R27 y R2s forman conjuntamente O-R30-O; cada Rz es
independientemente H, alquilo C1-Cs, alquenilo C2-Ce 0 alquinilo C2-Ce y Rag, cuando es alquilo C1-Ce, alquenilo C2-Ce
o alquinilo C2>-Cs, estd opcionalmente sustituido con uno o més de halégeno, OH y alcoxilo C1-Cs que esta
opcionalmente sustituido con uno o més de OH u OC(O)-alquilo C1-Cs;

Rso0 es alquileno C1-Cs opcionalmente sustituido con uno o méas de halégeno, OH y alcoxilo C1-Cs;

cada uno de Rs1, Ra2 ¥ Rss, es independientemente H, alquilo C1-Cs, cicloalquilo C3-Cs, arilo Cs-C1o, heterocicloalquilo
de 4 a 12 miembros o heteroarilo de 5 0 6 miembros;

cada uno de Ru4o, Ra1, Ra2 y R4z es independientemente H, halégeno, OH, ciano, N3, OP(O)R47R4s, 0 alquilo C1-Cs
opcionalmente sustituido con uno o mas de OP(O)R47R4s, 0 un Ra1 y un Ras, junto con los atomos de carbono a los
que estan conectados y Qo, forman cicloalquilo C4-C1o, heterocicloalquilo de 4 a 14 miembros, arilo Cs-C1o, ©
heteroarilo de 5 a 14 miembros, y cada uno de cicloalquilo, heterocicloalquilo, fenilo o heteroarilo de 5 0 6 miembros
estd opcionalmente sustituido con uno o mas de OH, halégeno, ciano, N3, oxo, OP(O)Ra7R4s, Ci-alquilo Cs,
halogenoalquilo C1-Cs, COOH, C(O)O-alquilo C1-Cs, alcoxilo C1-Cs, halogenoalcoxilo C1-Cs, amino, monoalquil C1-Ce-
amino y dialquil C1+-Cs-amino;

R4 es H, alquilo C4+-Cs 0 un grupo protector de aming;
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cada uno de Ras y Ras es independientemente H, OP(O)R47Ru4s, 0 alquilo C1-Csopcionalmente sustituido con uno o mas
OP(O)R47R4s, ¥

cada R47 y Ras es independientemente H, halégeno, alquilo C4-Ce, OH, SH, SeH o BHs-.

Debe entenderse que un analogo de caperuza, como se proporciona en el presente documento, puede incluir
cualquiera de los analogos de caperuza descritos en la publicacién internacional WO 2017/066797, publicada el 20
de abril de 2017.

En algunas realizaciones, la posicion media B2 puede ser una molécula que no es ribosa, tal como arabinosa.

En algunas realizaciones, Rz tiene una base de etilo.

Por tanto, en algunas realizaciones, una caperuza de trinucleétido comprende la siguiente estructura:

wd b EH ST
S N A o
ﬂ(}\\&‘@ 2k N ;
& sy

o
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HO DR i

En aun otras realizaciones, una caperuza de trinucleétido comprende la siguiente estructura:
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HO O O )

En todavia otras realizaciones, una caperuza de trinucleétido comprende |a siguiente estructura:

HO  On

En algunas realizaciones, una caperuza de trinucleétido comprende una secuencia seleccionada de las siguientes
secuencias: GAA, GAC, GAG, GAU, GCA, GCC, GCG, GCU, GGA, GGC, GGG, GGU, GUA, GUC, GUGy GUU. En
algunas realizaciones, una caperuza de trinucledtido comprende GAA. En algunas realizaciones, una caperuza de
trinucleétido comprende GAC. En algunas realizaciones, una caperuza de trinucleétido comprende GAG. En algunas
realizaciones, una caperuza de trinucleétido comprende GAU. En algunas realizaciones, una caperuza de trinucledtido
comprende GCA. En algunas realizaciones, una caperuza de trinucleétido comprende GCC. En algunas realizaciones,
una caperuza de trinucleotido comprende GCG. En algunas realizaciones, una caperuza de trinucleotido comprende
GCU. En algunas realizaciones, una caperuza de trinucleétido comprende GGA. En algunas realizaciones, una
caperuza de trinucledtido comprende GGC. En algunas realizaciones, una caperuza de trinucleétido comprende GGG.
En algunas realizaciones, una caperuza de trinucleétido comprende GGU. En algunas realizaciones, una caperuza de
trinucleétido comprende GUA. En algunas realizaciones, una caperuza de trinucleétido comprende GUC. En algunas
realizaciones, una caperuza de trinucleotido comprende GUG. En algunas realizaciones, una caperuza de trinucledtido
comprende GUU.

En algunas realizaciones, una caperuza de trinucleétido comprende una secuencia selecciona de las siguientes
secuencias: m’GpppApA, m’GpppApC, m’GpppApG, m’GpppApU, m’GpppCpA, m’GpppCpC, m’GpppCpG,
m’GpppCpU, m’GpppGpA, m’GpppGpC, m’GpppGpG, m’GpppGpU, m’GpppUpA, m’GpppUpC, m’GpppUpG vy
m’GpppUpU.

En algunas realizaciones, una caperuza de trinucleétido comprende m’GpppApA. En algunas realizaciones, una
caperuza de ftrinucledtido comprende m’GpppApC. En algunas realizaciones, una caperuza de trinucleétido
comprende m’GpppApG. En algunas realizaciones, una caperuza de trinucleétido comprende m’GpppApU. En
algunas realizaciones, una caperuza de trinucledtido comprende m’GpppCpA. En algunas realizaciones, una caperuza
de trinucledtido comprende m’GpppCpC. En algunas realizaciones, una caperuza de trinucledtido comprende
m’GpppCpG. En algunas realizaciones, una caperuza de trinucledtido comprende m’GpppCpU. En algunas
realizaciones, una caperuza de trinucledtido comprende m’GpppGpA. En algunas realizaciones, una caperuza de
trinucledtido comprende m’GpppGpC. En algunas realizaciones, una caperuza de trinucleétido comprende
m’GpppGpG. En algunas realizaciones, una caperuza de trinucleétido comprende m’GpppGpU. En algunas
realizaciones, una caperuza de trinucleétido comprende m’GpppUpA. En algunas realizaciones, una caperuza de
trinucledtido comprende m’GpppUpC. En algunas realizaciones, una caperuza de trinucleétido comprende
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m’GpppUpG. En algunas realizaciones, una caperuza de trinucle6tido comprende m’GpppUpU.

Una caperuza de trinucleétido, en algunas realizaciones, comprende una secuencia seleccionada de las siguientes
secuencias:  M’GzomepppApA, M’ GzomepppApPC, M’ GzomepppApG, M GzomepppApU, m’GzomepppCpA,
M’ G3omepppCpC, M’ GaomepppCpG, M GzomepppCplU, m’GzomepppGpA, M’ GzomepppGpC, m’GzomepppGpG,
m’GsomepppGpU, m’GzomepppUpA, m’GsomepppUpC, m’GsomepppUpG, y m’GsomepppUpU.

En algunas realizaciones, una caperuza de trinucleétido comprende m’GzomepppApA. En algunas realizaciones, una
caperuza de trinucledtido comprende m’GzomepppApC. En algunas realizaciones, una caperuza de trinucleétido
comprende m’GzomepppApG. En algunas realizaciones, una caperuza de trinucleétido comprende m’GzomepppApU.
En algunas realizaciones, una caperuza de trinucle6tido comprende m’GszomepppCpA. En algunas realizaciones, una
caperuza de trinucledtido comprende m’GzomepppCpC. En algunas realizaciones, una caperuza de trinucleétido
comprende m’GzomepppCpG. En algunas realizaciones, una caperuza de trinucleétido comprende m?GsowmepppCpU.
En algunas realizaciones, una caperuza de trinucleétido comprende m’GsomepppGpA. En algunas realizaciones, una
caperuza de trinucledtido comprende m’GsomepppGpC. En algunas realizaciones, una caperuza de trinucleétido
comprende m’GzomepppGpG. En algunas realizaciones, una caperuza de trinucleétido comprende m’GaomepppGpU.
En algunas realizaciones, una caperuza de trinucle6tido comprende m’GszomepppUpA. En algunas realizaciones, una
caperuza de trinucledtido comprende m’GzomepppUpC. En algunas realizaciones, una caperuza de trinucleétido
comprende m’GsowmepppUpG. En algunas realizaciones, una caperuza de trinucleétido comprende m’GsowmepppUpU.

Una caperuza de trinucleétido, en otras realizaciones, comprende una secuencia seleccionada de las siguientes
secuencias: m’GsomepppA2omepA, m’GsomepppAzomepC, m’ GsomepppAzomepG, m’ Gs'omepppA2omepU,
M’ GzomepppCoomePA, M’ GzomepppCromepC, M’GzomepppCromepG, mM’GzomepppCromepl, M’ GzomepppGomepA,
M’ GzomepppG2omepC, M?GzomepppGomepG, M’ GzomepppGromepl, M’ GzomepppUzomepA, M’ GzomepppU2omepC,
M’ GzomepppU2zomepG y m?GsowmepppUzomepU.

En algunas realizaciones, una caperuza de trinucle6tido comprende m’GsowmepppAzonvepA. En algunas realizaciones,
una caperuza de ftrinucleétido comprende m’GszomepppAzomepC. En algunas realizaciones, una caperuza de
trinucleétido comprende m’GzomepppA2omepG. En algunas realizaciones, una caperuza de trinucleétido comprende
m’GzomepppAzomepU. En algunas realizaciones, una caperuza de trinucleétido comprende m’GzomepppCzomepA. En
algunas realizaciones, una caperuza de trinucleétido comprende m’GzomepppC2omepC. En algunas realizaciones, una
caperuza de trinucleétido comprende m’GsomepppC2omepG. En algunas realizaciones, una caperuza de trinucleétido
comprende m’GsomepppCoomepU. En algunas realizaciones, una caperuza de trinucledtido comprende
m’GsomepppGzomepA. En algunas realizaciones, una caperuza de trinucleétido comprende m’GsomepppGzomepC. En
algunas realizaciones, una caperuza de trinucleétido comprende m’GzomepppG2omepG. En algunas realizaciones, una
caperuza de trinucleétido comprende m’GzomepppG2omepU. En algunas realizaciones, una caperuza de trinucleétido
comprende m’GazomepppUzomepA. En algunas realizaciones, una caperuza de trinucledtido comprende
m’GzomepppU2zomepC. En algunas realizaciones, una caperuza de trinucleétido comprende m’GzomepppU2omepG. En
algunas realizaciones, una caperuza de trinucleétido comprende m’GzomepppU2zomepU.

Una caperuza de trinucledtido, en aln otras realizaciones, comprende una secuencia seleccionada de las siguientes
secuencias:  M’GpppAzomepA, M’ GpppAzomepC, M GpppAzomepG, M’ GpppAzomeplU,  m’GpppCoomepA,
m’GpppCzomepC, M’GpppC2omepG, mM’GpppCoromepl, mM’GpppGromepA, M’ GpppGomepC, mM’GpppGromepG,
m’GpppGzomepU, m’GpppUzomepA, m’GpppUzomepC, m’GpppU2zomepG y m’GpppUzomepU.

En algunas realizaciones, una caperuza de trinucleétido comprende m’GpppAzomepA. En algunas realizaciones, una
caperuza de trinucledtido comprende m’GpppA2omepC. En algunas realizaciones, una caperuza de trinucleétido
comprende m’GpppA2omepG. En algunas realizaciones, una caperuza de trinucleétido comprende m’GpppAzomepU.
En algunas realizaciones, una caperuza de trinucleétido comprende m’GpppCzomepA. En algunas realizaciones, una
caperuza de trinucledtido comprende m’GpppCzomepC. En algunas realizaciones, una caperuza de trinucleétido
comprende m’GpppC2omepG. En algunas realizaciones, una caperuza de trinucle6tido comprende m’GpppCzowmepU.
En algunas realizaciones, una caperuza de trinucleétido comprende m’GpppGzomepA. En algunas realizaciones, una
caperuza de trinucleétido comprende m’GpppGzomepC. En algunas realizaciones, una caperuza de trinuclettido
comprende m’GpppGzomepG. En algunas realizaciones, una caperuza de trinucleétido comprende m’GpppGzomepU.
En algunas realizaciones, una caperuza de trinucleétido comprende m’GpppUzomepA. En algunas realizaciones, una
caperuza de trinucleétido comprende m’GpppU2omepC. En algunas realizaciones, una caperuza de trinucleétido
comprende m’GpppUzomepG. En algunas realizaciones, una caperuza de trinucleétido comprende m’GpppU2omepU.

En algunas realizaciones, una caperuza de trinucleétido comprende GAG. En algunas realizaciones, una caperuza de
trinucleétido comprende GCG. En algunas realizaciones, una caperuza de trinucleétido comprende GUG. En algunas
realizaciones, una caperuza de trinucleétido comprende GGG.

Métodos de transcripcién in vitro

Algunos aspectos de la presente divulgacién proporcionan métodos para producir (sintetizar) un transcrito de ARN (p.
ej., transcrito de ARNm) que comprende poner en contacto un molde de ADN con una ARN polimerasa (es decir, una
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variante de ARN polimerasa T7) en condiciones que dan como resultado la produccién de transcrito de ARN.

Los métodos pueden comprender poner en contacto un molde de ADN con una variante de ARN polimerasa T7 que
tiene una sustitucidén G47A (p. €j., una variante de ARNP T7 G47A o una variante de ARNP T7 G47A*) en condiciones
que dan como resultado la produccion de transcrito de ARN. La presente invencién proporciona un método para
efectuar una reaccién de transcripcién in vitro (TIV), que comprende poner en contacto un molde de ADN con la ARN
polimerasa T7 de la invencién en presencia de trifosfatos de nucledsidos y tampén en condiciones que dan como
resultado la produccién de transcrito de ARN.

En algunas realizaciones, los métodos comprenden poner en contacto un molde de ADN con una variante de ARN
polimerasa T7 que comprende un (al menos un) aminoéacido C terminal adicional (p. ej., Gly, Ala, GlyGly, AlaAla,
GlyAla o AlaGly).

En algunos aspectos, la presente divulgacién proporciona métodos para efectuar una reaccién de TIV, que comprende
poner en contacto un molde de ADN con una variante de ARN polimerasa (es decir, una variante de ARN polimerasa
T7) en presencia de trifosfato de nucledsido y tampén en condiciones que dan como resultado la produccién de
transcritos de ARN.

Otros aspectos de la presente divulgacion proporcionan métodos de adicién de caperuza cotranscripcional que
comprenden hacer reaccionar un molde de polinucleétido con una variante de ARN polimerasa T7, trifosfatos de
nucledsidos y un analogo de caperuza en condiciones de reaccién de transcripcidn in vitro para producir un transcrito
de ARN.

Un método de adicién de caperuza cotranscripcional para la sintesis de ARN puede comprender hacer reaccionar un
molde de polinucleétido con (a) una variante de ARN polimerasa T7 que comprende al menos una sustitucién de
aminoécido, con respecto a la ARN polimerasa de tipo silvestre, que causa que al menos una estructura de bucle de
la variante de ARN polimerasa experimente un cambio conformacional a una estructura de hélice a medida que la
variante de ARN polimerasa pasa de un complejo de iniciacién a un complejo de elongacién, (b) trifosfatos de
nucleésidos, y (¢) una caperuza de trinucleétido que comprende la secuencia GpppA2omepG, en condiciones de
reaccidn de transcripcion in vitro para producir un transcrito de ARN, en donde el molde de polinucledtido incluye un
residuo de 2'-desoxitimidina en la posicién del molde +1. La presente invencidn proporciona un método de adicion de
caperuza cotranscripcional para la sintesis de ARN, comprendiendo el método hacer reaccionar un molde de
polinucleétido con: (i) la variante de ARN polimerasa T7 expuesta en las reivindicaciones adjuntas, (ii) trifosfatos de
nucledsidos y (iii)) un analogo de caperuza, en condiciones de reaccidn de transcripcién in vitro para producir transcritos
de ARN.

Las condiciones de VIT tipicamente requieren un molde de ADN lineal purificado que contiene un promotor, trifosfatos
de nucleésidos, un sistema tampén que incluye ditiotreitol (DTT) e iones de magnesio, y una ARN polimerasa. Las
condiciones exactas usadas en la reaccién de transcripciéon dependen de la cantidad de ARN necesaria para una
aplicacion especifica. Las reacciones tipicas de VIT se efectlan incubando un molde de ADN con una ARN polimerasa
y trifosfatos de nucledsidos, incluyendo GTP, ATP, CTP y UTP (o anélogos nucleotidicos) en un tampén de
transcripcién. A partir de esta reaccién se produce un transcrito de ARN que tiene un trifosfato de guanosina ' terminal.

Un é&cido desoxirribonucleico (ADN) es simplemente un molde de acido nucleico para la ARN polimerasa. Un molde
de ADN puede incluir un polinucleétido que codifica un polipéptido de interés (p. ej., un polipéptido antigénico). En
algunas realizaciones, el molde de ADN incluye un promotor de ARN polimerasa (p. ej., un promotor de ARN
polimerasa T7) localizado en 5 'y ligado operativamente al polinucleétido que codifica un polipéptido de interés. Un
molde de ADN también puede incluir una secuencia de nucleétidos que codifica una cola de poliadenilacién (poliA)
localizada en el extremo 3' del gen de interés.

Los polipéptidos de interés incluyen, pero sin limitacién, productos biolégicos, anticuerpos, antigenos (vacunas) y
proteinas terapéuticas. El término "proteina" abarca péptidos.

Un transcrito de ARN, en algunas realizaciones, es el producto de una reaccién de VIT. Un transcrito de ARN, en
algunas realizaciones, es un ARN mensajero (ARNm) que incluye una secuencia de nucleétidos que codifica un
polipéptido de interés ligado a una cola poliA. En algunas realizaciones, el ARNm es ARNm modificado (ARNmm),
que incluye al menos un nucleétido modificado.

Un nucleétido incluye una base nitrogenada, un azlcar de cinco carbonos (ribosa o desoxirribosa) y al menos un grupo
fosfato. Los nucleétidos incluyen monofosfatos de nucleésidos, difosfatos de nucleésidos y trifosfatos de nucleésidos.
Un monofosfato de nucledsido (NMP) incluye una nucleobase ligada a una ribosa y un solo fosfato; un difosfato de
nucledsido (NDP) incluye una nucleobase ligada a una ribosa y dos fosfatos; y un trifosfato de nucleésido (NTP) incluye
una nucleobase ligada a una ribosa y tres fosfatos. Los anélogos de nucleétidos son compuestos que tienen la
estructura general de un nucleétido o son estructuralmente similares a un nucleétido. Los anélogos de nucleétidos,
por ejemplo, incluyen un analogo de la nucleobase, un anélogo del azlcar y/o un analogo del grupo o grupos fosfato
de un nucledtido.
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Un nucleésido incluye una base nitrogenada y un azlcar de 5 carbonos. Por tanto, un nucledsido mas un grupo fosfato
procura un nucleétido. Los analogos de nucledsidos son compuestos que tienen la estructura general de un nucleésido
o son estructuralmente similares a un nucleésido. Los analogos de nucleésidos, por ejemplo, incluyen un analogo de
la nucleobase y/o un analogo del azlcar de un nucleésido.

Debe entenderse que el término "nucledétido” incluye nucleétidos de origen natural, nucleétidos sintéticos y nucleétidos
modificados, a menos que se indique lo contrario. Los ejemplos de nucleétidos de origen natural usados para la
produccién de ARN, p. ej., en una reaccion de VIT, como se proporciona en el presente documento, incluyen trifosfato
de adenosina (ATP), trifosfato de guanosina (GTP), trifosfato de citidina (CTP), trifosfato de uridina (UTP) y trifosfato
de 5-metiluridina (m3UTP). En algunas realizaciones, se usan difosfato de adenosina (ADP), difosfato de guanosina
(GDP), difosfato de citidina (CDP) y/o difosfato de uridina (UDP).

Los ejemplos de analogos de nucleétidos incluyen, pero sin limitacién, andlogos de nucleétidos antiviricos, analogos
de fosfato (solubles o inmovilizados, hidrolizables o no hidrolizables), dinucleétidos, trinucleétidos, tetranucleétidos, p.
ej., un analogo de caperuza, o un precursor/sustrato para la adicién enzimatica de caperuza (Vaccinia o ligasa), un
nucleétido marcado con un grupo funcional para facilitar la ligacién/conjugacion de la caperuza o resto 5' (IRES), un
nucleétido marcado con 5' PO4 para facilitar la ligaciéon de la caperuza o resto 5', o un nucleétido marcado con un
grupo funcional/grupo protector que se puede escindir quimica o enzimaticamente. Los ejemplos de
nucledtidos/nucledsidos antiviricos incluyen, pero sin limitacién, ganciclovir, entecavir, telbivudina, vidarabina y
cidofovir.

Los nucleétidos modificados pueden incluir nucleobases modificadas. Por ejemplo, un transcrito de ARN (p. €j., un
transcrito de ARNm) de la presente divulgacién puede incluir una nucleobase modificada seleccionada de
pseudouridina (y), 1-metilpseudouridina (m1y), 1-etilpseudouridina, 2-tiouridina, 4'-tiouridina, 2-tio-1-metil-1-
desazapseudouridina, 2-tio-1-metilpseudouridina, 2-tio-5-azauridina, 2-tiodihidropseudouridina, 2-tiodihidrouridina, 2-
tiopseudouridina, 4-metoxi-2-tiopseudouridina, 4-metoxipseudouridina, 4-tio-1-metilpseudouridina, 4-tiopseudouridina,
5-azauridina, dihidropseudouridina, 5-metiluridina, 5-metoxiuridina (mo5U) o 2'-O-metiluridina. En algunas
realizaciones, un transcrito de ARN (p. ej., transcrito de ARNm) incluye una combinacién de al menos dos (p. €], 2, 3,
4 0 més) de las nucleobases modificadas anteriores.

Los trifosfatos de nucledsidos (NTP) como se proporcionan en el presente documento pueden comprender ATP
modificado 0 no modificado, UTP modificado o no modificado, GTP modificado o ho modificado y/o CTP modificado o
no modificado. En algunas realizaciones, los NTP de una reaccién de VIT comprenden ATP no modificado. En algunas
realizaciones, los NTP de una reaccién de VIT comprenden ATP modificado. En algunas realizaciones, los NTP de
una reaccién de VIT comprenden UTP no modificado. En algunas realizaciones, los NTP de una reaccién de VIT
comprenden UTP modificado. En algunas realizaciones, los NTP de una reaccién de VIT comprenden GTP no
modificado. En algunas realizaciones, los NTP de una reaccién de VIT comprenden GTP modificado. En algunas
realizaciones, los NTP de una reaccién de VIT comprenden CTP no modificado. En algunas realizaciones, los NTP de
una reaccién de VIT comprenden CTP modificado.

La concentracién de trifosfatos de nucledsidos y andlogo de caperuza presentes en una reaccién de VIT puede variar.
En algunas realizaciones, los NTP y el analogo de caperuza estédn presentes en la reaccién en concentraciones
equimolares. En algunas realizaciones, la relacién molar de analogo de caperuza (p. ej., caperuza de trinucleétido) a
trifosfatos de nucleésidos en la reaccién es mayor de 1:1. Por ejemplo, la relacién molar de analogo de caperuza a
trifosfatos de nucleésido en la reaccién puede ser 2:1, 3:1, 4:1, 51, 6:1, 7:1, 81, 9:1, 10:1, 15:1, 20:1, 25:1, 50:1 o
100:1. En algunas realizaciones, la relacién molar de analogo de caperuza (p. e€j., caperuza de trinucledtido) a
trifosfatos de nucledsidos en la reaccién es menor de 1:1. Por ejemplo, la relacién molar de analogo de caperuza (p.
ej., caperuza de trinucleétido) a trifosfatos de nucleésidos en la reaccién puede ser 1:2, 1:3, 1:4, 1:5, 1:6, 1:7, 1:8, 1:9,
1:10, 1:15, 1:20, 1:25, 1:50 0 1:100.

La composicién de NTP en una reaccién de VIT también puede variar. Por ejemplo, se puede usar ATP en exceso de
GTP, CTP y UTP. Como ejemplo no limitante, una reaccion de VIT puede incluir GTP 7,5 milimolar, CTP 7,5 milimolar,
UTP 7,5 milimolary ATP 3,75 milimolar. La misma reaccién de VIT puede incluir un analogo de caperuza 3,75 milimolar
(p. €j., caperuza de trinucleétido). En algunas realizaciones, la relacién molar de G:C:U:A:caperuza es 1:1:1:0,5:0,5.
En algunas realizaciones, la relacién molar de G:C:U:A:caperuza es 1:1:0,5:1:0,5. En algunas realizaciones, la relacién
molar de G:C:U:A:caperuza es 1:0,5:1:1:0,5. En algunas realizaciones, la relacién molar de G:C:U:A:caperuza es
0,5:1:1:1:0,5.

En algunas realizaciones, un transcrito de ARN (p. ej., transcrito de ARNm) incluye una nucleobase modificada
seleccionada de pseudouridina (y), 1-metil-pseudouridina (m'y), 5-metoxiuridina (mo®U), 5-metilcitidina (m°C), a -
tioguanosina y a-tioadenosina. En algunas realizaciones, un transcrito de ARN (p. ej., transcrito de ARNm) incluye una
combinacién de al menos dos (p. €j., 2, 3, 4 0 mas) de las nucleobases modificadas anteriores.

En algunas realizaciones, un transcrito de ARN (p. ej., un transcrito de ARNm) incluye pseudouridina (). En algunas
realizaciones, un transcrito de ARN (p. ej., un transcrito de ARNm) incluye 1-metilpseudouridina (m'y). En algunas
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realizaciones, un transcrito de ARN (p. ej., un transcrito de ARNm) incluye 5-metoxiuridina (mo°U). En algunas
realizaciones, un transcrito de ARN (p. ej., un transcrito de ARNm) incluye 5-metilcitidina (m3C). En algunas
realizaciones, un transcrito de ARN (p. ej., un transcrito de ARNm) incluye a-tioguanosina. En algunas realizaciones,
un transcrito de ARN (p. ej., un transcrito de ARNm) incluye a-tioadenosina.

En algunas realizaciones, el polinucleétido (p. ej., polinucleétido de ARN, tal como polinucleétido de ARNm) se
modifica de forma uniforme (p. ej., completamente modificado, modificado a lo largo de toda la secuencia) para una
modificaciéon particular. Por ejemplo, es posible modificar de forma uniforme un polinucleétido con 1-
metilpseudouridina (m'y), lo que significa que se reemplazan todos los residuos de uridina en la secuencia de ARNm
por 1-metilpseudouridina (m'y). De manera similar, es posible modificar de modo uniforme un polinucleétido para
cualquier tipo de residuo de nucleésido presente en la secuencia mediante el reemplazo por un residuo modificado tal
como cualquiera de los expuestos anteriormente. Como alternativa, el polinucleétido (p. ej., polinucleétido de ARN, tal
como polinucleétido de ARNm) puede no modificarse uniformemente (p. ej., parcialmente modificado, parte de la
secuencia esta modificada). Cada posibilidad representa una realizacién separada de la presente invencién.

En algunas realizaciones, el sistema tampén contiene tris. La concentracién de tris usada en una reaccién de VIT, por
ejemplo, puede ser fosfato al menos 10 mM, al menos 20 mM, al menos 30 mM, al menos 40 mM, al menos 50 mM,
al menos 60 mM, al menos 70 mM, al menos 80 mM, al menos 90 mM, al menos 100 mM o al menos 110 mM. En
algunas realizaciones, la concentracién de fosfato es de 20-60 mM o de 10-100 mM.

En algunas realizaciones, el sistema tampén contiene ditiotreitol (DTT). La concentracién de DTT usada en una
reaccién de VIT, por ejemplo, puede ser al menos 1 mM, al menos 5 mM o al menos 50 mM. En algunas realizaciones,
la concentracién de DTT usada en una reaccién de VIT es de 1-50 mM o de 5-50 mM. En algunas realizaciones, la
concentracion de DTT usada en una reaccién de VIT es de 5 mM.

En algunas realizaciones, el sistema tampdn contiene magnesio. En algunas realizaciones, la relacién molar de NTP
a iones de magnesio (Mg?*; p. ej., MgClz) presentes en una reaccién de VIT es de 1:1 a 1:5. Por ejemplo, la relacion
molar de NTP a iones de magnesio puede ser 1:1, 1:2, 1:3, 1:4 0 1:5.

En algunas realizaciones, la relacién molar de NTP mas anélogo de caperuza (p. €j., caperuza de trinucledtido, tal
como GAG) a iones de magnesio (Mg?*; p. ej., MgCl2) presentes en una reaccién de VIT es de 1:1 a 1:5. Por ejemplo,
la relacién molar de NTP + caperuza de trinucleétido (p. ej., GAG) a iones de magnesio puede ser 1:1, 1:2, 1:3, 114 o
1:5.

En algunas realizaciones, el sistema tampdn contiene Tris-HCI, espermidina (p. €j., a una concentracién de 1-30 mM),
TRITON® X-100 (p-(1,1,3,3-tetrametilbutil)feniléter de polietilenglicol) y/o polietilenglicol (PEG).

La adicion de trifosfatos de nucledsidos (NTP) al extremo 3' de una hebra de ARN en crecimiento esta catalizada por
una variante de ARN polimerasa T7 de la presente divulgacién. En algunas realizaciones, la ARN polimerasa (es decir,
variante de ARN polimerasa T7) esta presente en una reaccién (p. ej., una reaccién de VIT) en una concentracién de
0,01 mg/ml a 1 mg/ml. Por ejemplo, la ARN polimerasa puede estar presente en una reaccién a una concentracion de
0,01 mg/ml, 0,05 mg/ml, 0,1 mg/ml, 0,5 mg/ml o 1,0 mg/ml.

Sorprendentemente, el uso de la combinacién de una variante de ARNP T7 como se proporciona en el presente
documento con un anélogo de caperuza (p. ej., GpppA2omepG), €n una reaccidn de transcripcion in vitro, por ejemplo,
da como resultado la produccién de un transcrito de ARN, en donde més de un 80 % del transcrito de ARN producido
incluye una caperuza funcional. En algunas realizaciones, mas de un 85 % del transcrito de ARN producido incluye
una caperuza funcional. En algunas realizaciones, mas de un 90 % del transcrito de ARN producido incluye una
caperuza funcional. En algunas realizaciones, mas de un 95 % del transcrito de ARN producido incluye una caperuza
funcional. En algunas realizaciones, mas de un 96 % del transcrito de ARN producido incluye una caperuza funcional.
En algunas realizaciones, mas de un 97 % del transcrito de ARN producido incluye una caperuza funcional. En algunas
realizaciones, mas de un 98 % del transcrito de ARN producido incluye una caperuza funcional. En algunas
realizaciones, mas de un 99 % del transcrito de ARN producido incluye una caperuza funcional.

También fue sorprendente el hallazgo de que el uso de un molde de polinucleétido que incluye un residuo de 2'-
desoxitimidina o un residuo de 2'-desoxicitidina en la posicién del molde +1 da como resultado la produccién de un
transcrito de ARN en donde més de un 80 % (p. ej., més de un 85 %, méas de un 90 % o mas de un 95 %) del transcrito
de ARN producido incluye una caperuza funcional. Por tanto, en algunas realizaciones, un molde de polinucledtido (p.
ej., ADN) usado, por ejemplo, en una reaccién de VIT, incluye un residuo de 2'-desoxitimidina en la posicién del molde
+1. En otras realizaciones, un molde de polinucleétido (p. ej., ADN) usado, por ejemplo, en una reaccién de VIT,
incluye un residuo de 2'-desoxicitidina en la posiciéon del molde +1.

Aplicaciones

Los transcritos de ARN producidos segln la presente divulgacion incluyen ARNm (incluyendo ARNm modificado y/o
ARN no modificado), ARNInc, ARN autorreplicante, ARN circular, ARN guia de CRISPR y similares. En realizaciones,
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el ARN es ARN (p. ej., ARNm o ARN autorreplicante) que codifica un polipéptido (p. €j., un polipéptido terapéutico).
Por tanto, los transcritos de ARN producidos usando variantes de ARN polimerasa de la presente divulgacién se
pueden usar en una infinidad de aplicaciones.

Por ejemplo, los transcritos de ARN se pueden usar para producir polipéptidos de interés, p. ]., proteinas terapéuticas,
antigenos de vacunas y similares. En algunas realizaciones, los transcritos de ARN son ARN terapéuticos. Un ARNm
terapéutico es un ARNm que codifica una proteina terapéutica (el término "proteina" abarca péptidos). Las proteinas
terapéuticas median una variedad de efectos en una célula hospedadora o en un sujeto para tratar una enfermedad o
mejorar los signos y sintomas de una enfermedad. Por ejemplo, una proteina terapéutica puede reemplazar a una
proteina que es deficiente o anormal, aumentar la funcién de una proteina endbgena, proporcionar una funcién
novedosa a una célula (p. ej., inhibir o activar una actividad celular endégena, o actuar como agente de suministro
para otro compuesto terapéutico (p. €j., un conjugado anticuerpo-farmaco). EI ARNm terapéutico puede ser (til para
el tratamiento de las siguientes enfermedades y afecciones: infecciones bacterianas, infecciones viricas, infecciones
parasitarias, trastornos de proliferaciéon celular, trastornos genéticos y trastornos autoinmunes. En el presente
documento se abarcan otras enfermedades y afecciones.

Una proteina de interés codificada por un ARNm como se proporciona en el presente documento puede ser
esencialmente cualquier proteina. En algunas realizaciones, la proteina terapéutica es una citocina, un factor de
crecimiento, un anticuerpo o una proteina de fusién. Los ejemplos no limitantes de proteinas terapéuticas incluyen
factores sanguineos (tales como Factor VIl y Factor VII), factores del complemento, receptor de lipoproteinas de baja
densidad (LDLR en inglés) y MUT1. Los ejemplos no limitantes de citocinas incluyen interleucinas, interferones,
quimiocinas, linfocinas y similares. Los ejemplos no limitantes de factores de crecimiento incluyen eritropoyetina, EGF,
PDGF, FGF, TGF, IGF, TNF, CSF, MCSF, GMCSF y similares. Los ejemplos no limitantes de anticuerpos incluyen
adalimumab, infliximab, rituximab, ipilimumab, tocilizumab, canakinumab, itolizumab, tralokinumab. Los ejemplos no
limitantes de proteinas de fusidn incluyen, por ejemplo, etanercept, abatacept y belatacept.

En algunas realizaciones, la proteina de interés es eritropoyetina humana, LDLR (para usar en la inhibicién del
colesterol) o MUT1 (para usar en el tratamiento de la acidemia metilmalénica (MMA)). En otras realizaciones, la
proteina de interés codificada por el ARNm es un anticuerpo terapéutico incluyendo, pero sin limitacién, los anticuerpos
enumerados anteriormente.

Un transcrito de ARN producido usando una variante de ARN polimerasa como se divulga en el presente documento
puede codificar uno o mas productos biolégicos. Un producto bioldgico es una molécula basada en polipéptido que
puede usarse para tratar, curar, mitigar, prevenir o diagnosticar una enfermedad o afeccién médica grave o
potencialmente mortal. Los productos biolégicos incluyen, pero sin limitaciéon, extractos alergénicos (p. ej., para
inyecciones y pruebas de alergia), componentes sanguineos, productos de terapia génica, tejido humano o productos
celulares usados en trasplantes, vacunas, anticuerpos monoclonales, citocinas, factores de crecimiento, enzimas,
productos tromboliticos, e inmunomoduladores, entre otros.

Uno o mas productos biolégicos actualmente comercializados o en desarrollo pueden estar codificados por el ARN de
la presente divulgacion. Aunque no se desea ceflirse a la teoria, se cree que la incorporacién de los polinucleétidos
codificantes de un producto biolégico conocido al ARN de la presente divulgacién dard como resultado una eficacia
terapéutica mejorada debido al menos en parte a la especificidad, pureza y/o selectividad de los disefios de constructo.

Un transcrito de ARN producido usando una variante de ARN polimerasa como se divulga en el presente documento
puede codificar uno o més anticuerpos. El término "anticuerpo” incluye anticuerpos monoclonales (que incluyen
anticuerpos de longitud completa que tienen una regién Fc de inmunoglobulina), composiciones de anticuerpos con
especificidad poliepitépica, anticuerpos multiespecificos (p. ej., anticuerpos biespecificos, diacuerpos y moléculas
monocatenarias), asi como fragmentos de anticuerpo. El término "inmunoglobulina" (Ig) se usa de manera
intercambiable con "anticuerpo" en el presente documento. Un anticuerpo monoclonal es un anticuerpo obtenido de
una poblacién de anticuerpos sustancialmente homogéneos, es decir, los anticuerpos individuales que comprenden
la poblacién son idénticos con la excepcién de posibles mutaciones de origen natural y/o modificaciones
postraduccionales (p. ej., isomerizaciones, amidaciones) que pueden estar presentes en cantidades minimas. Los
anticuerpos monoclonales son altamente especificos, y se dirigen contra un Unico sitio antigénico.

Los anticuerpos monoclonales incluyen especificamente anticuerpos quiméricos (inmunoglobulinas) en los cuales una
porcién de la cadena pesada y/o ligera es idéntica a u homdloga de secuencias correspondientes en anticuerpos
derivados de una especie particular o que pertenecen a una clase o subclase de anticuerpo particular, mientras que
el resto de la cadena o cadenas es idéntico a homélogo de las secuencias correspondientes en los anticuerpos
derivados de otra especie 0 que pertenecen a otra clase o subclase de anticuerpo, asi como también fragmentos de
tales anticuerpos, siempre y cuando exhiban la actividad bioldgica deseada. Los anticuerpos quiméricos incluyen, pero
sin limitacién, anticuerpos "primatizados" que comprenden secuencias de unién al antigeno de dominio variable
derivadas de un primate no humano (p. €., monos del viejo mundo, simios, etc.) y secuencias de regién constante
humana.

Los anticuerpos codificados en el ARN de la presente divulgacion pueden usarse para tratar afecciones o
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enfermedades en muchas éreas terapéuticas, tales como, pero sin limitacién, hematologia, cardiovascular, del SNC,
intoxicacién (incluyendo antivenenos), dermatologia, endocrinologia, gastrointestinal, imagenologia médica,
musculoesquelética, oncologia, inmunologia, respiratoria, sensorial y antiinfecciosa.

Un transcrito de ARN producido usando una variante de ARN polimerasa como se divulga en el presente documento
puede codificar uno o mas antigenos de vacuna. Un antigeno de vacuna es una preparacién biolégica que mejora la
inmunidad ante una enfermedad o agente infeccioso particular. EI ARN de la presente divulgacién puede codificar uno
0 mas antigenos de vacunas que actualmente se comercializan o se encuentran en desarrollo. Los antigenos de
vacuna codificados en el ARN se pueden utilizar para tratar afecciones o enfermedades en muchas areas terapéuticas
tales como, pero sin limitacién, cancer, alergias y enfermedades infecciosas. Por ejemplo, una vacuna contra el cancer
puede ser una vacuna contra el cancer personalizada en forma de un concatémero o ARN individuales que codifican
epitopos peptidicos 0 una combinacién de los mismos.

Un transcrito de ARN producido usando una variante de ARN polimerasa como se divulga en el presente documento
puede disefiarse para codificar uno o mas péptidos antimicrobianos (PAM) o péptidos antiviricos (PAV). Se han aislado
y descrito PAM y PAV de una amplia gama de animales tales como, pero sin limitacién, microorganismos,
invertebrados, plantas, anfibios, aves, peces y mamiferos. Los polipéptidos antimicrobianos pueden bloquear la fusién
celular y/o la entrada virica por uno o més virus envueltos (p.ej., HIV, HCV). Por ejemplo, el polipéptido antimicrobiano
puede comprender o consistir en un péptido sintético correspondiente a una regién, p. €j., una secuencia consecutiva
de al menos aproximadamente 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55 o 60 aminoacidos de la subunidad
transmembrana de una proteina de envoltura virica, p. €j., gp120 o gp41 del HIV-1. Las secuencias de aminoacidos y
nucleétidos de gp120 o gp41 de HIV-1 se describen en, por ejemplo, Kuiken et al., (2008). "HIV Sequence
Compendium," Los Alamos National Laboratory.

Por ejemplo, se pueden usar transcritos de ARN como sondas de ARN radiomarcadas. Pueden usarse transcritos de
ARN para el marcaje de ARN no isotépico. Pueden usarse transcritos de ARN como ARN guia (ARNg) para
modificaciéon genética dirigida. Pueden usarse transcritos de ARN (p. ej., ARNm) para traduccidén y microinyeccién in
vitro. Pueden usarse transcritos de ARN para estudios de estructura, procesamiento y catalisis del ARN. Pueden
usarse transcritos de ARN para la amplificacion de ARN. Pueden usarse transcritos de ARN como ARN antisentido
para experimentos de expresidén génica. La presente divulgacién abarca otras aplicaciones.

Composiciones

Las variantes de ARNP T7 de la presente divulgacion, cuando se usan en combinacién con un analogo de caperuza,
tal como una caperuza de trinucleétido, en una reaccién de VIT producen ARN que no induce una respuesta de
citocinas detectable, incluso en ausencia de purificacién post-TIV. Por tanto, en el presente documento se divulga una
composicién que comprende ARN de VIT y un excipiente farmacéuticamente aceptable, en donde la composicién esta
sustancialmente libre (p. ej., no comprende, o comprende menos de un 10 %, menos de un 1 %, menos de un 0,1 %
o menos de un 0,01 %) de contaminante de ARN inductor de citocinas en ausencia de purificacién post-VIT.

Como se describe en otra parte del presente documento, las variantes de ARNP T7 y los métodos de la presente
divulgacidn producen transcritos de ARN, en donde al menos un 80 % (p. ej., 80-90 %, 80-95 %, 90-95 %, 80-99 %,
90-99 % o 90-100 %) del transcrito incluye una caperuza funcional. Por tanto, también se proporciona en el presente
documento una composicién que comprende un ARN de VIT y un excipiente farmacéuticamente aceptable, en donde
la composicién comprende menos de un 20 % (p. €j., un 5-15 %, 5-10 %, 1-15 % o0 1-10 %) de especies de ARN sin
caperuza. En algunas realizaciones, la composicién comprende menos de un 15 % (p. €j., 5-10 %, 1-10 % o0 1-5 %)
de especies de ARN sin caperuza. En algunas realizaciones, la composicién comprende menos de un 10 % de
especies de ARN sin caperuza. En algunas realizaciones, la composicién comprende menos de un 5 % de especies
de ARN sin caperuza.

En algunas realizaciones, mas de un 80 % del ARN de VIT incluye una caperuza funcional. En algunas realizaciones,
més de un 85 % del ARN de VIT incluye una caperuza funcional. En algunas realizaciones, mas de un 90 % del ARN
de VIT incluye una caperuza funcional. En algunas realizaciones, mas de un 95 % del ARN de VIT incluye una
caperuza funcional.

El ARN de VIT, en algunas realizaciones, no se modifica quimicamente, mientras que en otras realizaciones, el ARN
de VIT se modifica quimicamente.

En algunas realizaciones, inesperadamente, mas de un 80 % del ARN de VIT comprende transcritos monocatenarios
de longitud completa. Por ejemplo, mas de un 85 % del ARN de TIV puede comprender transcritos monocatenarios
de longitud completa. En algunas realizaciones, mas de un 90 % del ARN de VIT comprende transcritos
monocatenarios de longitud completa. Mas de un 95 % del ARN de VIT comprende transcritos monocatenarios de
longitud completa.

Se divulga en el presente documento ARN producido mediante un proceso que comprende hacer reaccionar un molde
de polinucleétido con (a) una variante de ARN polimerasa T7 que comprende al menos una sustitucién de aminoacido,

25



10

15

ES 2 983 060 T3

con respecto a la ARN polimerasa de tipo silvestre, que causa que al menos una estructura de bucle de la variante de
ARN polimerasa experimente un cambio conformacional a una estructura de hélice a medida que la variante de ARN
polimerasa pasa de un complejo de iniciacién a un complejo de elongacién, (b) trifosfatos de nucledsidos, y (c) una
caperuza de trinucleétido que comprende la secuencia GpppA2omepG, en condiciones de reaccién de transcripcion in
vitro para producir un transcrito de ARN, en donde el molde de polinucleétido incluye un residuo de 2'-desoxitimidina
en la posicién del molde +1.

Kits

También se divulgan en el presente documento kits, tales como kits de transcripcién in vitro que comprenden una
variante de ARN polimerasa de la presente divulgacién. Los kits pueden comprender uno cualquiera o mas (al menos
uno) componente de VIT descrito en el presente documento y una o mas (al menos una) variante de ARN polimerasa.
Por ejemplo, un kit de la presente divulgacién puede incluir un sistema tampén, NTP y una variante de ARN polimerasa
T7 que tiene una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1, 99 o0 100 que tiene al menos uno (o al menos dos, o al
menos al menos tres) sustituciones de aminoacidos en la posicidén E42, S43, Y44, E45, M46, G47, A255, R257, A258,
G259, A260, L261 y/o A262 y opcionalmente al menos una adicién de aminoacido en el extremo C-terminal.

Tabla 1. Secuencias de ARN polimerasa

..................................................................................................................................................................................................................................

/ARN polimerasa Secuencia de aminoacidos SEQ IDNO

ey R R R R R R R R R R R R R e e e ey e e

EARN polimerasa T7 i MNTINIAKNDFSDIELAAIPFNTLADHY GERLAREQLALEHESYEM 1
§ GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARIND WFEE
VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAYITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM
QVVEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEY AEAIATRAGALAGISPMFQPCV
VPPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPE
VYKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPM
KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK
FANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGK
PIGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSP
LENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGS
CSGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIYGIVAKKVNEILQAD
AINGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVT
KRSVMTLAYGSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAA
GYMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEIL
RKRCAVHWTPDGFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINT
NKDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVVWAHEKYGIESFA
LIHDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQL
HESQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFA

EARN polimerasa T3 i MNIENIEKNDFSEIELAAIPFNTLADHYGSALAKEQLALEHESYEL 6
§ GERRFLKMLERQAKAGEIADNAAAKPLLATLLPKLTTRIVEWLEEY
ASKKGRKPSAYAPLQLLKPEASAFITLKVILASLTSTNMTTIQAAAG
MLGKAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKHVEEQLNKRHGQVYKKAFM

QVVEADMIGRGLLGGEAWSSWDKETTMHVGIRLIEMLIES TGLVE

LQRHNAGNAGSDHEALQLAQEYVDVLAKRAGALAGISPMFQPCV
VPPKPYWAITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKGLMRYEDVYMPE

VYKAVNLAQNTAWKINKKVLAVVNE IVNWKNCPVADIPSLERQEL

PPKPDDIDTNEAALKEWKKAAAGIYRLDKARVSRRISLEFMLEQA
NKFASKKAIWFPYNMDWRGRVYAVPMFNPQGNDMTKGLLTLAK

GKPIGEEGFYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIAFIEKHVDDILACAK
DPINNTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVTHHGLSYNCSLPLAFDG

SCSGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIYGIVAQKVNEILKQ
DAINGTPNEMITVTDKDTGEISEKLKLGTS TLAQQWLAYGVTRSVT
KRSVMTLAY GSKEFGFRQQVLDDTIQPAID SGKGLMFTQPNQAA

GYMAKLIWDAVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTKEIL
RHRCAVHWTTPDGFPVWQEYRKPLQKRLDMIFLGQFRLQPTINT

LKDSGIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRMTVVYAHEKYGIESFA
LIHDSFGTIPADAGKLFKAVRETMVITYENNDVLADFYSQFADQLH
ETQLDKMPPLPKKGNLNLQDILKSDFAFA
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EARN polimerasa Secuencia de aminoéacidos SEQIDNO

\EARN polimerasa SP6 | MQDLHAIQLQLEEEMFNGGIRRFEADQQRQIAAGSESDTAWNRR 7
§ LLSELIAPMAEGIQAYKEEYEGKKGRAPRALAFLQCVENEVAAYIT
MKVVMDMLNTDATLQAIAMSVAERIEDQVRFSKLEGHAAKYFEKY
KKSLKASRTKSYRHAHNVAVVAEKSVAEKDADFDRWEAWPKET
QLQIGTTLLEILEGSVFYNGEPVFMRAMRTYGGKTIYYLQTSESVG
QWISAFKEHVAQLSPAYAPCVIPPRPWRTPFNGGFHTEKVASRIR
LVKGNREHVRKLTQKQMPKVYKAINALONTQWQINKDVLAVIEEV
IRLDLGYGVPSFKPLIDKENKPANPVPVEFQHLRGRELKEMLSPE
QWQQFINWKGECARLYTAETKRGSKSAAVVRMVGQARKYSAFE
SIYFVYAMDSRSRVYVQSSTLSPQSNDLGKALLRFTEGRPVNGV
EALKWFCINGANLWGWDKKTFDVRVSNVLDEEFQDMCRDIAADP
LTFTQWAKADAPYEFLAWCFEYAQYLDLVDEGRADEFRTHLPVH
QDGSCSGIQHYSAMLRDEVGAKAVNLKPSDAPQDIYGAVAQVVI
KKNALYMDADDATTFTSGSVTLSGTELRAMASAWDSIGITRSLTK
KPVMTLPYGSTRLTCRESVIDY VDLEEKEAQKAVAEGRTANKVH
PFEDDRQDYLTPGAAYNYMTALIWPSISEVVKAPIVAMKMIRQLA
RFAAKRNEGLMY TLPTGFILEQKIMATEMLRY RTCLM GDIKMSLQ
VETDIVDEAAMMGAAAPNFVHGHDASHLILTVCELVDKGVTSIAVI
HDSFGTHADNTLTLRVALKGQMVAMYID GNALQKLLEEHEVRWM
VDTGIEVPEQGEFDLNEIVDSEYVFA

co

EARN polimerasa K11 { MNALNIGRNDFSEIELAAIPYNILSEHYGDQAAREQLALEHEAYEL

§ GRQRFLKMLERQVKAGEFADNAAAKPLVLTLHPQLTKRIDDWKE
EQANARGKKPRAYYPIKHGVASELAVSMGAEVLKEKRGVSSEAIA
LLTIKVVLGNAHRPLKGHNPAVSSQLGKALEDEARFGRIREQEAA
YFKKNVADQLDKRVGHVYKKAFMQVVEADMISKGMLGGDNWAS
WKTDEQMHVGTKLLELLIEGTGLVEMTKNKMADGSDDVTSMQM
VQLAPAFVELLSKRAGALAGISPMHQPCVVPPKPYWETVGGGYW
SVGRRPLALVRTHSKKALRRYADVHMPEVYKAVNLAQNTPWKVN
KKVLAVVNEIVNWKHCPVGDVPAIEREELPPRPDDIDTNEVARKA
WRKEAAAVYRKDKARQSRRCRCEFMVAQANKFANHKAIWFPYN
MDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGSLTLAKGKPIGLDGFYWLKI
HGANCAGVDKVPFPERIKFIEENEGNILASAADPLNNTWWTQQD
SPFCFLAFCFEYAGVKHHGLNYNCSLPLAFDGSCSGIQHFSAMLR
DSIGGRAVNLLPSDTVQDIYKIVADKVNEVLHQHAVNGSEQTVVEQI
ADKETGEFHEKVTLGESVLAAQWLQYGVTRKVTKRSVMTLAYGS
KESLVRQQVLEDTIQPAIDNGEGLMFTHPNQAAGYMAKLIWDAVT
VTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTKEVLRKRCAIHWVTP
DGFPVWQEYRKQNQARLKLVFLGQANVKMTYNTGKDSEIDAHK
QESGIAPNFVHSQDGSHLRMTVVHANEVYGIDSFALIHDSSGTIPA
DAGNLFKAVRETMVKTYEDNDVIADFYDQFADQLHESQLDKMPA
VPAKGDLNLRDILESDFAFA
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Tabla 2. Secuencias de variantes del extremo C de la ARN polimerasa

EVariante C-terminal de ARN ;i MNTINIAKNDFSDIELAAIPFNTLADHYGERLAREQLALEHESYEM

‘polimerasa T7 GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE

‘ VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAYITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM
QVVEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRAGALAGISPMFQPCV
VPPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPE
VYKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPM
KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK
FANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGK
PIGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSP
LENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGS

CSGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIY GIVAKKVNEILQAD

AWNGTONDVWIVIDENTERBERVELETKALAGRWLAYGYIRSVY
KRSVMTLAY SR EFGFROOGVLENTIORAIDSGKGLAWF TORNGAS,
FYRAKLMESVEVTVVAAVEAMNBLKSAAMLLAAEVKDRETRERL
RERCAVHWWTRDGIPVIIGE YREFIQTRINUMFLGOFRLGP TINT
MEDSEDAMKOESGAFNEVHESGDESMLERTVVWANEKY GIESF A
LHDESFGTIPARAANIF AVRE VDR TYESCUVLADFYDOF ALQL
HEBOLDKMPRL FARGMN MURDEESREAFAK,,

donde X es cualquier aminoacido y n es cualquier nimero entero,

p-ej.,entre1y5
Variante C-terminal de ARN:MNTINIAKNDFSDIELAAIPFNTLADHYGERLAREQLALEHESYEM 100
§po|imerasa T7 (G adicional) GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE

: VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAYITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM
QVVEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
SLHRQANAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRAGALAGISPMFQPCV
VPPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPE
VY KAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPM
KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK
FANHKAWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGK
PIGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSP
LENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGS
CSGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIYGIVAKKVNEILQAD
AINGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVT
KRSVMTLAYGSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAA
GYMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEIL
RKRCAVHWVTPDGFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINT
NKDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVVWAHEKYGIESFA
LIHDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQL
HESQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFAG
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.............................................................................
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Secuencia de aminoéacidos

MNEERIERNDFEE IELAAMPFRTLADHY GEALABEDL ALEHESYEL
SERRFLEMLERQAKASERONSAS R PLLATLLPKLTTRR EEY
ABKEGRKPESAYARLOUNPEASAF MUKV ABLTE TNMTROAAAG
MLOKAEDE ARFN‘\‘?QF}LF»«K*‘?KKWVFFQ M EHGIIV Y RKHAFR
QVVEADMIGRGLULGEEANSEVDRETTMMVGIRUEMURE TRLVE
PAGRAGRDHEALQLAQEYVDVLAKRAGALAGIEPMFUGPCY
PEPVWYAITGEGY WANGRRPLALVRTHEK K GIMRYE VY MPE
Y KAVNLAONTARRINK VL AVWVNE I NAKMOPVADIPELERQEL
PREPDDD TN ASLKEWKKAAAGIY RLOKARVERRISLEFMEEQA
NEF ASKV ARERYMMDWROREVYAUPRPNPOGHDNTHGLLTLAR
SHEPIGEESFYWLKIHEGANCAGVDKYRFPERIBFIEKHVDRLACAK
DPNNTOWAECDSPFOFLAFCFEY AGVTHNGLEY NCSLPLAFDG
SLERIHF ‘«N&QL% ‘»’Guﬁ%x’*&khﬁ%k"ﬁv@'}ﬁ SR AGEKVWMNELKQ
DAMGTRNENM TRAGIVRAYGUTREVT
EREVMTIAYGE ] ADBEHGLMETUPRAA
&Viﬂﬂsﬁw%ﬁ&)ﬁ\’sf\; » ALK S AAHLLAAEVEDKKTKER,
RHRCAVHWTTROEFMAVREY REPLOKRUIDMFLEOFRLOGP TINT
LROSGERAMKOESRISFNFVHBQDGEHLRMTVWY Y AHEKY GIEEFA
LHDEFGTPSDAGRIFEAVERETRIVITY ENNDVLADFY SGFAD QLR
ETGLONMPRLPKEGNLI QDML ESDFAFAK,,

donde X es cualquier aminoacido y n es cualquier nimero entero,

p-ej.,entre1y5

MNIENIEKNDFSEIELAAIPFNTLADHY GSALAKEQLALEHESYEL
GERRFLKMLERQAKAGEIADNAAAKPLLATLLPKLTTRIVEWLEEY
ASKKGRKPSAYAPLQLLKPEASAFITLKVILASLTSTNMTTIQAAAG
MLGKAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKHVEEQLNKRHGQVYKKAFM
QVVEADMIGRGLLGGEAWSSWDKETTMHVGIRLIEMLIES TGLVE
LORHNAGNAGSDHEALQLAQEYVDVLAKRAGALAGISPMFQPCV
VPPKPVWVAITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKGLMRYEDVYMPE
VYKAVNLAQNTAWKINKKVLAVVNEIVNWKNCPVADIPSLERQEL
PPKPDDIDTNEAALKEWKKAAAGIYRLDKARVSRRISLEFMLEQA
NKFASKKAIWFPYNMDWRGRVYAVPMFNPQGNDMTKGLLTLAK
GKPIGEEGFYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIAFIEKHVDDILACAK
DPINNTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVTHHGLSYNCSLPLAFDG
SCSGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIY GIVAQKVNEILKQ
DAINGTPNEMITVTDKDTGEISEKLKLGTS TLAQQWLAYGVTRSVT
KRSVMTLAYGSKEFGFRQQVLDDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAA
GYMAKLIWDAVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTKEIL
RHRCAVHWTTPDGFPVWQEYRKPLQKRLDMIFLGQFRLQPTINT
LKDSGIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRMTVVYAHEKYGIESFA
LIHDSFGTIPADAGKLFKAVRETMVITYENNDVLADFYSQFADQLH
ETQLDKMPPLPKKGNLNLQDILKSDFAFAG
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Vanantectermmal ....... e SRR
:po||merasa SP6 LLS&LRAPM&EC%Q}H’KE‘:&V— “KR:‘C‘RA@RH@M— LQ‘”’“ f&h VA

\.c.&\FK‘:i‘* W, g*{é“
i ‘»K\:‘K’

{:m.i"\WrL N&A?\L»X’{.«QUKKT F'QWW ssWLsi}:E:E:% "““‘\%RJLML}W
LYFTOWARADARYEFLAWIFEYAQYLDIVDEGRADEFRTHUPYR
GRGBLESIHY BAMLRBEVEAKAVRLEPSDAPGDIY B AARV
KKNALYMDADDATIFTSESVILSSTELRAMASAWD S MAITRELTK
KRR Y QS TRLTCRESVIDY WL EERESAQRAVAE SR TANKHM
PRERDROGDYLTPASAY R MTALWPSIBEVWEAF M ARKMIRQLA
REAANRNEGLMYTLPTORLEGHIMATEMLEVRTOLMGURMELG
VETOMOEAAMMGBAAAPNEVRHEHD ASHULDVCELVDKGWTRIRW
HOSFETHADNTUTLRVALKGOMYAMY IR GNALGKLLEEHE VRN
YRTRIRVPRQGEFOLNERMDEEYWEAX,,

donde X es cualquier aminoacido y n es cualquier nimero entero,

5,'2

p-ej.,entre1y5

Variante C-terminal de ARN; MQDLHAIQLQLEEEMFNGGIRRFEADQQRQIAAGSESDTAWNRR 104
\polimerasa SP6 LLSELIAPMAEGIQAYKEEYEGKKGRAPRALAFLQCVENEVAAYIT
i MKVWVMDMLNTDATLQAIAMSVAERIEDQVRFSKLEGHAAKYFEKV
KKSLKASRTKSYRHAHNVAVVAEKSVAEKDADFDRWEAWPKET
QLQIGTTLLEILEGSVFYNGEPVFMRAMRTYGGKTIYYLQTSESVG
QWISAFKEHVAQLSPAYAPCVIPPRPWRTPFNGGFHTEKVASRIR
LVKGNREHVRKLTQKQMPKVYKAINALQONTQWQINKDVLAVIEEV
IRLDLGYGVPSFKPLIDKENKPANPVPVEFQHLRGRELKEMLSPE
QWQQFINWKGECARLYTAETKRGSKSAAVVRMVGQARKYSAFE
SIYFVYAMD SRSRVYVQSSTLSPQSNDLGKALLRFTEGRPVNGYV
EALKWFCINGANLWGWDKKTFDVRVSNVLDEEFQDMCRDIAADP
LTFTQWAKADAPYEFLAWCFEYAQYLDLVDEGRADEFRTHLPVH
QDGSCSGIQHYSAMLRDEVGAKAVNLKPSDAPQDIY GAVAQVVI
KKNALYMDADDATTFTSGSVTLSGTELRAMASAWDSIGITRSLTK
KPVMTLPYGSTRLTCRESVIDYIVDLEEKEAQKAVAEGRTANKVH
PFEDDRQDYLTPGAAYNYMTALIWPSISEVVKAPIVAMKMIRQLA
RFAAKRNEGLMY TLPTGFILEQKIMATEMLRVYRTCLMGDIKMSLQ
VETDIVDEAAMMGAAAPNFVHGHDASHLILTVCELVDKGVTSIAVI
HDSFGTHADNTLTLRVALKGQMVAMYID GNALQKLLEEHEVRWM
VDTGIEVPEQGEFDLNEIMDSEYVFAG
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Varlante C-terminal de
:pollmerasa K11

E(.MNAF’GKK‘?QQYYP K“t \#ﬁSELA\N?a‘CéﬁvLKLNF‘GU Sfﬁw\
LETIRWYYLENAMRPLE GHNPAY ‘““‘z}L&sKALﬁﬁbAQFGR REQEAA
YRRKRMNYADCLDERVGHY \"K}iﬂ??&%‘ﬁ,‘y’\fﬁa "sﬁi&a}‘é fi{:‘:i?ﬁ NS
. v :

B \.?“PKFFWVE“" “’“izuﬂe‘“
S Vu\?}apbx@’ﬁEHQKK&LQPE‘ADU HMPEVY AV ATINTRYWRN
ERVLAVVNELGDH PYGDVRAEREELPFRPDDMDTNS VARKA
WRKEASAVY REDK ARG RRCHECEFMVAQANKF ANHK AMFRYN
MOVRGRVY SV ERFNFOENDMTHGRLTLAKGEMIGLDGEYIRLKE
MEANCAGVIRVETPERKF EENEGNLASAADPLNNTARWTORR
SPFCFLAFCFEY AGVRHNBINY NOSPIAF DESLEGIHF RAMLR
D& 84 TRQRYRVADKVHEVUHOHAVNGEQTVVED
AREETEEF “&RWL!SEESVLM S QY GV TRIVTRRSVAITLAYES

KESLYRGOWVLEDTOPADNGEGLMFTHRNOASG Y MAKLIAGAYY
YT SAVESAW N%‘s(_}‘: SAARLLAARVKDEX TREVLRERG MHW‘J ?Q
DEFRVQEYRIIINGARLK VLGOS NVEMTYNTIKDEE
TESGAPNFVMEIDEEHLEMTVHANEVYQIREF ALMDE :
DAGNLFKAVRETAY f":’*‘{}hi}\! ADFYDOQFADQGLMNE Q&WK\NA
YPAKGDUMIRDEESOFAFAK,,
donde X es cualquier aminoacido y n es cualquier nimero entero,

J wéir;sixa;m«i;s\t;zs'mm%mpw

p-ej.,entre1y5

Vanante Cterminal de ARN:MNALNIGRNDFSEIELAAIPYNILSEHYGDQAAREQLALEHEAYEL
:pollmerasa K11 GRQRFLKMLERQVKAGEFADNAAAKPLVLTLHPQLTKRIDDWKE

3 EQANARGKKPRAYYPIKHGVASELAVSMGAEVLKEKRGVSSEAIA
LLTIKVWLGNAHRPLKGHNPAVSSQLGKALEDEARFGRIREQEAA
YFKKNVADQLDKRVGHVYKKAFMQVVEADMISKGMLGGDNWAS
WKTDEQMHVGTKLLELLIEGTGLVEMTKNKMADGSDDVTSMQM
VQLAPAFVELLSKRAGALAGISPMHQPCVVPPKPWVETVGGGYW
SVGRRPLALVRTHSKKALRRYADVHMPEVYKAVNLAQNTPWKVN
KKVLAVVNEIVNWKHCPVGDVPAIEREELPPRPDDIDTNEVARKA
WRKEAAAVYRKDKARQSRRCRCEFMVAQANKFANHKAIWFPYN
MDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGSLTLAKGKPIGLDGFYWLKI
HGANCAGVDKVPFPERIKFIEENEGNILASAADPLNNTWWTQQD
SPFCFLAFCFEYAGVKHHGLNYNCSLPLAFDGSCSGIQHFSAMLR
DSIGGRAVNLLPSDTVQDIYKIVADKVNEVLHQHAVNGSQTVVEAQI
ADKETGEFHEKVTLGESVLAAQWLQYGVTRKVTKRSVMTLAYGS
KESLVRQQVLEDTIQPAIDNGEGLMFTHPNQAAGYMAKLIWDAVT
VTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTKEVLRKRCAIHWVTP
DGFPVWQEYRKQNQARLKLVFLGQANVKMTYNTGKDSEIDAHK
QESGIAPNFVHSQDGSHLRMTVVHANEVYGIDSFALIHDSSGTIPA
DAGNLFKAVRETMVKTYEDNDVIADFYDQFADQLHESQLDKMPA
VPAKGDLNLRDILESDFAFAG

Ejemplos
Ejemplo 1. Produccién de ARN polimerasas T7 variantes.

Se generaron variantes de ARN polimerasa T7 de hélice C y enlazador C con las sustituciones mostradas en las
Tablas 3y 4.
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Tabla 3. Variantes de ARN polimerasa T7

MNTINIAKNDFSDIELAAIPFNTLADHYGERLAREQLALEHEAYEM
GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE

VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAYITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM
QVVEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRAGALAGISPMFQPCV
VPPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPE
VYKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPM
KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK
FANHKAWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGK
PIGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSP
LENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGS
CSGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIYGIVAKKVNEILQAD
AINGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVT
KRSVMTLAYGSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAA
GYMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEIL
RKRCAVHWTPDGFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINT
NKDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVVWAHEKYGIESFA
LIHDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQL
HESQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFA

MNTINIAKNDFSDIELAAIPFNTLADHY GERLAREQLALEHESYEM
AEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARIND WFEE
VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAYITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM
QVVEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
SLHRQANAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRAGALAGISPMFQPCV
VPPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPE
VYKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPM
KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK
FANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGK
PIGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSP
LENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGS
CSGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIYGIVAKKVNEILQAD
AINGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVT
KRSVMTLAYGSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAA
GYMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEIL
RKRCAVHWVTPDGFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINT
NKDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVVWAHEKYGIESFA
LIHDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQL
HESQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFA
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iVariantes de ARN polimerasa T7 :Secuencia de aminoécidos SEQ
: ID NO

IR257A MNTINIAKNDFSDIELAAIPFNTLADHYGERLAREQLALEHESYEM 4
5 GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE
VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAYITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM
QVVEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATAAGALAGISPMFQPCV
VPPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPE
VYKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPM
KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK
FANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGK
PIGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSP
LENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGS
CSGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIYGIVAKKVNEILQAD
AINGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVT
KRSVMTLAYGSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAA
GYMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEIL
RKRCAVHWVTPDGFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINT
NKDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVVWAHEKYGIESFA

LIHDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQL
HESQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFA

MNTINIAKNDFSDIELAAIPFNTLADHY GERLAREQLALEHESYEM 5
GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARIND WFEE
VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAYITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM
QVVEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRAAALAGISPMFQPCV
VPPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPE
VYKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPM
KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK
FANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGK
PIGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSP
LENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGS
CSGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIYGIVAKKVNEILQAD
AINGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVT
KRSVMTLAYGSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAA
GYMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEIL
RKRCAVHWVTPDGFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINT
NKDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVVWAHEKYGIESFA
LIHDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQL
HESQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFA
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MNTINIAKNDFSDIELAAIPFNTLADHY GERLAREQLALEHASYEM
GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE
VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAYITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM
QVVEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRAGALAGISPMFQPCV
VPPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPE
VYKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPM
KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK
FANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGK
PIGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSP
LENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGS
CSGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIYGIVAKKVNEILQAD
AINGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVT
KRSVMTLAYGSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAA
GYMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEIL
RKRCAVHWVTPDGFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINT
NKDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVWWAHEKYGIESFA
LIHDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQL
HESQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFA

MNTINIAKNDFSDIELAAIPFNTLADHY GERLAREQLALEHISYEMG
EARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEEVK
AKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAYITIKTTLACLTSADNTTVQAVASA
IGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFMQV
VEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMVSL
HRQANAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRAGALAGISPMFQPCVVP
PKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPEVY
KAINIAQNTAWKINKKYLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPMKP
EDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANKFA
NHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGKP!I
GKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSPL
ENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGSC
SGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIYGIVAKKVNEILQADA
INGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVTK

RSVMTLAYGSKEFGFRQQVLED TIQPAIDSGKGLMFTQPNQAAG
YMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEILR
KRCAVHVWTPDGFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINTN
KDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVVWAHEKYGIESFALI
HDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQLHE
SQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFA
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MNTINIAKNDFSDIELAAIPFNTLADHY GERLAREQLALEHLSYEM
GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE
VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAYITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM
QVVEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEY AEAIATRAGALAGISPMFQPCV
VPPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPE
VYKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPM
KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK
FANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGK
PIGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSP
LENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGS
CSGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIY GIVAKKVNEILQAD
AINGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVT
KRSVMTLAYGSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAA
GYMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEIL
RKRCAVHWVTPDGFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINT
NKDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVWWAHEKYGIESFA
LIHDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQL
HESQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFA

MNTINIAKNDFSDIELAAIPFNTLADHY GERLAREQLALEHMSYEM
GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE
VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAY ITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM
QVVEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
SLHRQANAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRAGALAGISPMFQPCV
VPPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPE
VYKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPM
KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK
FANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGK
PIGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSP
LENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGS
CSGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIYGIVAKKVNEILQAD
AINGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVT
KRSVMTLAYGSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAA
GYMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEIL
RKRCAVHWTPDGFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINT
NKDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVVWAHEKYGIESFA
LIHDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQL
HESQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFA

MNTINIAKNDF SDIELAAIPFNTLADHY GERLAREQLALEHKSYEM
GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE
VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAYITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVYGHVYKKAFM
QVVEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRAGALAGISPMFQPCV
VPPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPE
VYKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPM
KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK
FANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGK
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PIGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSP
LENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGS
CSGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIYGIVAKKVNEILQAD
AINGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVT
KRSVMTLAYGSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAA
GYMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEIL
RKRCAVHWWTPDGFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINT
NKDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQD GSHLRKTVVWAHEKYGIESFA
LIHDSFGTIPADAANLFKAVRETMVYDTYESCDVLADFYDQFADQL
HESQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFA

MNTINIAKNDFSDIELAAIPFNTLADHY GERLAREQLALEHQSYEM
GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARIND WFEE
VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAY ITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM
QVVEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRAGALAGISPMFQPCV
VPPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPE
VYKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPM
KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK
FANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGK
PIGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSP
LENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGS
CSGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIYGIVAKKVNEILQAD
AINGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVT
KRSVMTLAYGSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAA
GYMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEIL
RKRCAVHWVTPDGFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINT
NKDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVVWAHEKY GIESFA
LIHDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQL
HESQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFA

MNTINIAKNDFSDIELAAIPFNTLADHY GERLAREQLALEHEIYEMG
EARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEEVK
AKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAYITIKTTLACLTSADNTTVQAVASA
IGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFMQV
VEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMVSL
HRAQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRAGALAGISPMFQPCVVP
PKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPEVY
KAINIJAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVED IPAIEREELPMKP
EDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANKFA
NHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGKPI
GKEGYYWLKIHGANCAGVYDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSPL
ENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGSC
SGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIYGIVAKKVNEILQADA
INGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVTK
RSVMTLAYGSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAAG
YMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEILR
KRCAVHWVTPDGFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINTN
KDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVVWAHEKYGIESFALI
HDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQLHE
SQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFA

MNTINIAKNDFSDIELAAIPFNTLADHY GERLAREQLALEHELYEM
GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE
VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAY ITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM
QVVEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRAGALAGISPMFQPCV
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VPPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPE
VYKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPM
KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK
FANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGK
PIGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSP
LENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGS
CSGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIY GIVAKKVNEILQAD
AINGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVT
KRSVMTLAYGSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAA
GYMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEIL
RKRCAVHWVTPDGFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINT
NKDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVVWAHEKY GIESFA
LIHDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQL
HESQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFA

'S43M

MNTINIAKNDFSDIELAAIPFNTLADHY GERLAREQLALEHEMYEM

GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARIND WFEE
VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAYITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM
QVVEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRAGALAGISPMFQPCV
VPPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPE
VYKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPM
KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK
FANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGK
PIGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSP
LENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGS
CSGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIY GIVAKKVNEILQAD
AINGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVT
KRSVMTLAYGSKEFGFRQQVLEDTIQPAID SGKGLMFTQPNQAA
GYMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEIL
RKRCAVHWVTPDGFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINT
NKDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVVWAHEKYGIESFA
LIHDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQL
HESQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFA

17

:S43K

MNTINIAKNDF SDIELAAIPFNTLADHYGERLAREQLALEHEKYEM
GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE
VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAYITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM
QVVEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRAGALAGISPMFQPCV
VPPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPE
VYKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPM
KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK
FANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGK
PIGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSP
LENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGS
CSGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIYGIVAKKVNEILQAD
AINGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVT
KRSVMTLAYGSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAA
GYMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEIL
RKRCAVHWVTPDGFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINT
NKDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVVWAHEKYGIESFA
LIHDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQL
HESQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFA

18

'$43Q

MNTINIAKNDFSDIELAAIPFNTLADHYGERLAREQLALEHEQYEM
GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE

19
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VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAYITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM
QVVEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRAGALAGISPMFQPCV
VPPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPE
VYKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPM
KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK
FANHKAWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGK
PIGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSP
LENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGS
CSGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIY GIVAKKVNEILQAD
AINGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVT
KRSVMTLAYGSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAA
GYMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEIL
RKRCAVHWVTPDGFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINT
NKDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVVWAHEKYGIESFA
LIHDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQL
HESQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFA

'S43E MNTINIAKNDFSDIELAAIPFNTLADHYGERLAREQLALEHEEYEM 20
: GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE
VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAYITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM
QVVEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRAGALAGISPMFQPCV
VPPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPE
VYKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPM
KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK
FANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGK
PIGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSP
LENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGS
CSGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIY GIVAKKVNEILQAD
AINGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVT
KRSVMTLAYGSKEFGFRQQVLEDTIQPAID SGKGLMFTQPNQAA
GYMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEIL
RKRCAVHWVTPDGFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINT
NKDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVWWAHEKYGIESFA
LIHDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQL
HESQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFA

Y44A MNTINIAKNDFSDIELAAIPFNTLADHY GERLAREQLALEHESAEM 21 '
5 GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE
VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAYITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM
QVVEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRAGALAGISPMFQPCV
VPPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPE
VYKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPM
KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK
FANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGK
PIGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSP
LENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGS
CSGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIYGIVAKKVNEILQAD
AINGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVT
KRSVMTLAYGSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAA
GYMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEIL
RKRCAVHWVTPDGFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINT
NKDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQD GSHLRKTVWWAHEKYGIESFA
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LIHDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQL
HESQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFA

MNTINIAKNDFSDIELAAIPFNTLADHY GERLAREQLALEHESIEMG
EARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEEVK
AKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAYITIKTTLACLTSADNTTVQAVASA
IGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFMQV
VEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMVSL
HRAQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRAGALAGISPMFQPCVVP
PKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPEVY
KAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVED IPAIEREELPMKP
EDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANKFA
NHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGKPI
GKEGYYWLKIHGANCAGVYDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSPL
ENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGSC
SGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIYGIVAKKVNEILQADA
INGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVTK
RSVMTLAYGSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAAG
YMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEILR
KRCAVHVWTPDGFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINTN
KDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVVWAHEKYGIESFALI
HDSFGTIPADAANLFKAVRETMYDTYESCDVLADFYDQFADQLHE
SQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFA

MNTINIAKNDF SDIELAAIPFNTLADHY GERLAREQLALEHESLEM
GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE
VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAYITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM
QVVEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
SLHRQANAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRAGALAGISPMFQPCV
VPPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPE
VYKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPM
KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK
FANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGK
PIGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSP
LENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGS
CSGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIYGIVAKKVNEILQAD
AINGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVT
KRSVMTLAYGSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAA
GYMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEIL
RKRCAVHWVTPDGFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINT
NKDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVVWAHEKYGIESFA
LIHDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQL
HESQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFA

MNTINIAKNDF SDIELAAIPFNTLADHY GERLAREQLALEHESMEM
GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE
VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAYITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM
QVVEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRAGALAGISPMFQPCV
VPPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPE
VYKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPM
KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK
FANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGK
PIGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSP
LENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGS
CSGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIY GIVAKKVNEILQAD
AINGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVT
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KRSVMTLAYGSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAA
GYMAKLIWESVYSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEIL
RKRCAVHVWTPDGFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINT
NKDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVVWAHEKYGIESFA
LIHDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQL
HESQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFA

MNTINIAKNDFSDIELAAIPFNTLADHYGERLAREQLALEHESKEM

GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE
VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAYITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM
QVVEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRAGALAGISPMFQPCV
VPPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPE
VYKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPM
KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK
FANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGK
PIGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSP
LENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGS
CSGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIYGIVAKKVNEILQAD
AINGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVT
KRSVMTLAYGSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAA
GYMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEIL
RKRCAVHWVTPDGFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINT
NKDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVVWAHEKYGIESFA
LIHDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQL
HESQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFA

25

Y44Q

MNTINIAKNDF SDIELAAIPFNTLADHY GERLAREQLALEHESQEM
GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE
VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAYITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM
QVVEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEY AEAIATRAGALAGISPMFQPCV
VPPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPE
VYKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPM
KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK
FANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGK
PIGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSP
LENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGS
CSGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIYGIVAKKVNEILQAD
AINGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVT
KRSVMTLAYGSKEFGFRQQVLEDTIQPAID SGKGLMFTQPNQAA
GYMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEIL
RKRCAVHWVTPDGFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINT
NKDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVVWAHEKYGIESFA
LIHDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQL
HESQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFA

26

Y44E

MNTINIAKNDFSDIELAAIPFNTLADHYGERLAREQLALEHESEEM
GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE
VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAY ITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM
QVVEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRAGALAGISPMFQPCV
VPPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPE
VYKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPM
KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK
FANHKAMWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGK
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PIGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSP
LENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGS
CSGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIYGIVAKKVNEILQAD
AINGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVT
KRSVMTLAYGSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAA
GYMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEIL
RKRCAVHWWTPDGFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINT
NKDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQD GSHLRKTVVWAHEKYGIESFA
LIHDSFGTIPADAANLFKAVRETMVYDTYESCDVLADFYDQFADQL
HESQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFA

MNTINIAKNDFSDIELAAIPFNTLADHY GERLAREQLALEHESYAM
GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARIND WFEE
VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAY ITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM
QVVEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRAGALAGISPMFQPCV
VPPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPE
VYKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPM
KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK
FANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGK
PIGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSP
LENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGS
CSGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIYGIVAKKVNEILQAD
AINGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVT
KRSVMTLAYGSKEFGFRQQVLEDTIQPAID SGKGLMFTQPNQAA
GYMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEIL
RKRCAVHWVTPDGFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINT
NKDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVVWAHEKY GIESFA
LIHDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQL
HESQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFA

MNTINIAKNDFSDIELAAIPFNTLADHY GERLAREQLALEHESYIMG
EARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEEVK
AKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAYITIKTTLACLTSADNTTVQAVASA
IGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFMQV
VEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMVSL
HRAQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRAGALAGISPMFQPCVVP
PKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPEVY
KAINIJAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVED IPAIEREELPMKP
EDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANKFA
NHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGKPI
GKEGYYWLKIHGANCAGVYDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSPL
ENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGSC
SGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIYGIVAKKVNEILQADA
INGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVTK
RSVMTLAYGSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAAG
YMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEILR
KRCAVHWVTPDGFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINTN
KDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVVWAHEKYGIESFALI
HDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQLHE
SQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFA

MNTINIAKNDFSDIELAAIPFNTLADHY GERLAREQLALEHESYLM
GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE
VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAY ITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM
QVVEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRAGALAGISPMFQPCV

41
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VPPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPE
VYKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPM
KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK
FANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGK
PIGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSP
LENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGS
CSGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIY GIVAKKVNEILQAD
AINGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVT
KRSVMTLAYGSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAA
GYMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEIL
RKRCAVHWVTPDGFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINT
NKDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVVWAHEKY GIESFA
LIHDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQL
HESQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFA

[E45M

MNTINIAKNDFSDIELAAIPFNTLADHY GERLAREQLALEHESYMM

GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARIND WFEE
VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAYITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM
QVVEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRAGALAGISPMFQPCV
VPPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPE
VYKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPM
KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK
FANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGK
PIGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSP
LENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGS
CSGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIY GIVAKKVNEILQAD
AINGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVT
KRSVMTLAYGSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAA
GYMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEIL
RKRCAVHWVTPDGFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINT
NKDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVVWAHEKYGIESFA
LIHDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQL
HESQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFA

31

E45K

MNTINIAKNDF SDIELAAIPFNTLADHYGERLAREQLALEHESYKM
GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE
VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAYITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM
QVVEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRAGALAGISPMFQPCV
VPPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPE
VYKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPM
KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK
FANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGK
PIGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSP
LENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGS
CSGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIYGIVAKKVNEILQAD
AINGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVT
KRSVMTLAYGSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAA
GYMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEIL
RKRCAVHWVTPDGFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINT
NKDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVVWAHEKYGIESFA
LIHDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQL
HESQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFA

32

E45Q

MNTINIAKNDFSDIELAAIPFNTLADHYGERLAREQLALEHESYQM
GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE
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VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAYITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM
QVVEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRAGALAGISPMFQPCV
VPPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPE
VYKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPM
KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK
FANHKAWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGK
PIGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSP
LENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGS
CSGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIY GIVAKKVNEILQAD
AINGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVT
KRSVMTLAYGSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAA
GYMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEIL
RKRCAVHWVTPDGFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINT
NKDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVVWAHEKYGIESFA
LIHDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQL
HESQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFA

M46A

MNTINIAKNDF SDIELAAIPFNTLADHY GERLAREQLALEHESYEA
GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE
VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAYITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM
QVVEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRAGALAGISPMFQPCV
VPPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPE
VYKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPM
KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK
FANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGK
PIGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSP
LENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGS
CSGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIY GIVAKKVNEILQAD
AINGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVT
KRSVMTLAYGSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAA
GYMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEIL
RKRCAVHWVTPDGFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINT
NKDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVWWAHEKYGIESFA
LIHDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQL
HESQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFA

MNTINIAKNDFSDIELAAIPFNTLADHY GERLAREQLALEHESYEIG
EARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEEVK
AKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAYITIKTTLACLTSADNTTVQAVASA
IGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFMQV
VEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMVSL
HRAQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRAGALAGISPMFQPCVVP
PKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPEVY
KAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPMKP
EDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANKFA
NHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGKPI
GKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSPL
ENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGSC
SGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIY GIVAKKVNEILQADA
INGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVTK
RSVMTLAYGSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAAG
YMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEILR
KRCAVHVWTPDGFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINTN
KDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVVWAHEKY GIESFALI
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HDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQLHE
SQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFA

MNTINIAKNDFSDIELAAIPFNTLADHY GERLAREQLALEHESYELG
EARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEEVK
AKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAYITIKTTLACLTSADNTTVQAVASA
IGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFMQV
VEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMVSL
HRAQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRAGALAGISPMFQPCVVP
PKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPEVY
KAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVED IPAIEREELPMKP
EDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANKFA
NHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGKPI
GKEGYYWLKIHGANCAGVYDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSPL
ENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGSC
SGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIYGIVAKKVNEILQADA
INGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVTK
RSVMTLAYGSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAAG
YMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEILR
KRCAVHVWTPDGFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINTN
KDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQD GSHLRKTVVWAHEKYGIESFALI
HDSFGTIPADAANLFKAVRETMYDTYESCDVLADFYDQFADQLHE
SQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFA

MNTINIAKNDFSDIELAAIPFNTLADHY GERLAREQLALEHESYEK
GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE
VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAYITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM
QVVEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
SLHRQANAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRAGALAGISPMFQPCV
VPPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPE
VYKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPM
KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK
FANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGK
PIGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSP
LENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGS
CSGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIYGIVAKKVNEILQAD
AINGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVT
KRSVMTLAYGSKEFGFRQQVLEDTIQPAID SGKGLMFTQPNQAA
GYMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEIL
RKRCAVHWVTPDGFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINT
NKDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVVWAHEKYGIESFA
LIHDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQL
HESQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFA

MNTINIAKNDF SDIELAAIPFNTLADHYGERLAREQLALEHESYEQ
GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE
VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAYITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM
QVVEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRAGALAGISPMFQPCV
VPPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPE
VYKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPM
KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK
FANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGK
PIGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSP
LENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVYQHHGLSYNCSLPLAFDGS
CSGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIY GIVAKKVNEILQAD
AINGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVT
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KRSVMTLAYGSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAA
GYMAKLIWESVYSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEIL
RKRCAVHVWTPDGFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINT
NKDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVVWAHEKYGIESFA
LIHDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQL
HESQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFA

MNTINIAKNDFSDIELAAIPFNTLADHYGERLAREQLALEHESYEE

GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE
VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAYITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM
QVVEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRAGALAGISPMFQPCV
VPPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPE
VYKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPM
KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK
FANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGK
PIGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSP
LENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGS
CSGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIYGIVAKKVNEILQAD
AINGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVT
KRSVMTLAYGSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAA
GYMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEIL
RKRCAVHWVTPDGFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINT
NKDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVVWAHEKYGIESFA
LIHDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQL
HESQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFA

40
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MNTINIAKNDFSDIELAAIPFNTLADHY GERLAREQLALEHESYEMI
EARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEEVK
AKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAYITIKTTLACLTSADNTTVQAVASA
IGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFMQV
VEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMVSL
HRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRAGALAGISPMFQPCVVP
PKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPEVY
KAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPMKP
EDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANKFA
NHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGKPI
GKEGY YWLKIHGANCAGVYDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSPL
ENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGSC
SGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIY GIVAKKVNEILQADA
INGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVTK
RSVMTLAYGSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAAG
YMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEILR
KRCAVHVWTPDGFPVYWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINTN
KDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVVWAHEKYGIESFALI
HDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQLHE
SQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFA

41

GATL

MNTINIAKNDFSDIELAAIPFNTLADHY GERLAREQLALEHESYEML
EARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEEVK
AKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAYITIKTTLACLTSADNTTVQAVASA
IGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFMQV
VEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMVSL
HRQANAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRAGALAGISPMFQPCVVP
PKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPEVY
KAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPMKP
EDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANKFA
NHKAMWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGKPI

42
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GKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSPL
ENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGSC
SGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIY GIVAKKVNEILQADA
INGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVTK
RSVMTLAYGSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAAG
YMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEILR
KRCAVHVWTPDGFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINTN
KDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVVWAHEKYGIESFALI
HDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQLHE
SQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFA

MNTINIAKNDFSDIELAAIPFNTLADHY GERLAREQLALEHESYEM
MEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE
VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAY ITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM
QVVEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRAGALAGISPMFQPCV
VPPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPE
VYKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPM
KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK
FANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGK
PIGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSP
LENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGS
CSGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIYGIVAKKVNEILQAD
AINGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVT
KRSVMTLAYGSKEFGFRQQVLEDTIQPAID SGKGLMFTQPNQAA
GYMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEIL
RKRCAVHWVTPDGFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINT
NKDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVVWAHEKY GIESFA
LIHDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQL
HESQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFA

MNTINIAKNDFSDIELAAIPFNTLADHY GERLAREQLALEHESYEM
KEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEEV
KAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAYITIKTTLACLTSADNTTVQAVAS
AIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVYGHVYKKAFMQ
VVEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMVS
LHRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRAGALAGISPMFQPCVV
PPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPEV
YKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPMK
PEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANKF
ANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGKP
IGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSPL
ENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGSC
SGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIYGIVAKKVNEILQADA
INGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVTK
RSVMTLAYGSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAAG
YMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEILR
KRCAVHWVTPDGFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINTN
KDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQD GSHLRKTVVWAHEKYGIESFALI
HDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQLHE
SQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFA

MNTINIAKNDFSDIELAAIPFNTLADHY GERLAREQLALEHESYEM
QEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE
VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAY ITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM
QVVEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRAGALAGISPMFQPCV
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VPPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPE
VYKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPM
KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK
FANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGK
PIGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSP
LENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGS
CSGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIY GIVAKKVNEILQAD
AINGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVT
KRSVMTLAYGSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAA
GYMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEIL
RKRCAVHWVTPDGFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINT
NKDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVVWAHEKY GIESFA
LIHDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQL
HESQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFA

‘GATE

MNTINIAKNDFSDIELAAIPFNTLADHY GERLAREQLALEHESYEM

EEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEEV
KAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAYITIKTTLACLTSADNTTVQAVAS
AIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFMQ
VVEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMVS
LHRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRAGALAGISPMFQPCVV
PPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPEV
YKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPMK
PEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANKF
ANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGKP
IGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSPL
ENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGSC
SGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIYGIVAKKVNEILQADA
INGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVTK
RSVMTLAYGSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAAG
YMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEILR
KRCAVHVWTPDGFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINTN
KDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVVWAHEKYGIESFALI
HDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQLHE
SQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFA

46

A255]

MNTINIAKNDFSDIELAAIPFNTLADHY GERLAREQLALEHESYEM
GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE
VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAY ITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM
QVVEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAITIAGALAGISPMFQPCVV
PPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPEV
YKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPMK
PEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANKF
ANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGKP
IGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSPL
ENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGSC
SGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIYGIVAKKVNEILQADA
INGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVTK
RSVMTLAYGSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAAG
YMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEILR
KRCAVHWVTPDGFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINTN
KDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVVWAHEKYGIESFALI
HDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQLHE
SQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFA

315

{A255K

MNTINIAKNDFSDIELAAIPFNTLADHYGERLAREQLALEHESYEM
GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE

316
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VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAY ITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM
QVVEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIKTIAGALAGISPMFQPCVV
PPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPEV
YKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPMK
PEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANKF
ANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGKP
IGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSPL
ENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGSC
SGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIY GIVAKKVNEILQADA
INGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVTK
RSVMTLAYGSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAAG
YMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEILR
KRCAVHVWTPDGFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINTN
KDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVWWAHEKYGIESFALI
HDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQLHE
SQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFA

A255Q

MNTINIAKNDFSDIELAAIPFNTLADHY GERLAREQLALEHESYEM
GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE
VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAY ITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM
QVVEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIQTIAGALAGISPMFQPCVV
PPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPEV
YKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPMK
PEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANKF
ANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGKP
IGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSPL
ENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGSC
SGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIYGIVAKKVNEILQADA
INGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVTK
RSVMTLAYGSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAAG
YMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEILR
KRCAVHVWTPDGFPVYWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINTN
KDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVVWAHEKYGIESFALI
HDSFGTIPADAANLFKAVRETMYDTYESCDVLADFYDQFADQLHE
SQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFA

MNTINIAKNDFSDIELAAIPFNTLADHY GERLAREQLALEHESYEM
GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE
VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAYITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM
QVVEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMY
SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIY TIAGALAGISPMFQPCVV
PPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPEV
YKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPMK
PEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANKF
ANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGKP
IGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSPL
ENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGSC
SGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIYGIVAKKVNEILQADA
INGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVTK
RSVMTLAYGSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAAG
YMAKLIWESVYSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEILR
KRCAVHVWTPDGFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINTN
KDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVVWAHEKY GIESFALI
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HDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQLHE
SQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFA

MNTINIAKNDFSDIELAAIPFNTLADHY GERLAREQLALEHESYEM
GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE
VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAY ITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM
QVVEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATIAGALAGISPMFQPCVV
PPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPEV
YKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPMK
PEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANKF
ANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGKP
IGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSPL
ENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGSC
SGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIYGIVAKKVNEILQADA
INGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVTK
RSVMTLAYGSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAAG
YMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEILR
KRCAVHVWTPDGFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINTN
KDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVVWAHEKYGIESFALI
HDSFGTIPADAANLFKAVRETMYDTYESCDVLADFYDQFADQLHE
SQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFA
MNTINIAKNDFSDIELAAIPFNTLADHY GERLAREQLALEHESYEM
GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE
VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAYITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM
QVVEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
SLHRQANAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATLAGALAGISPMFQPCV
VPPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPE
VYKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPM
KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK
FANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGK
PIGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSP
LENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGS
CSGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIYGIVAKKVNEILQAD
AINGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVT
KRSVMTLAYGSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAA
GYMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEIL
RKRCAVHWVTPDGFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINT
NKDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVVWAHEKYGIESFA
LIHDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQL
HESQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFA

MNTINIAKNDF SDIELAAIPFNTLADHYGERLAREQLALEHESYEM
GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE
VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAYITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVYGHVYKKAFM
QVVEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATMAGALAGISPMFQPCV
VPPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPE
VYKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVED IPAIEREELPM
KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK
FANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGK
PIGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSP
LENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGS
CSGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIYGIVAKKVNEILQAD
AINGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVT
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KRSVMTLAYGSKEFGFRQQVLEDTIQPAID SGKGLMFTQPNQAA
GYMAKLIWESVYSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEIL
RKRCAVHVWTPDGFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINT
NKDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVVWAHEKYGIESFA
LIHDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQL
HESQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFA

MNTINIAKNDFSDIELAAIPFNTLADHYGERLAREQLALEHESYEM

GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE
VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAYITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM
QVVEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATKAGALAGISPMFQPCV
VPPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPE
VYKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPM
KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK
FANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGK
PIGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSP
LENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGS
CSGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIYGIVAKKVNEILQAD
AINGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVT
KRSVMTLAYGSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAA
GYMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEIL
RKRCAVHWVTPDGFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINT
NKDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVVWAHEKYGIESFA
LIHDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQL
HESQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFA

50

R257Q

MNTINIAKNDFSDIELAAIPFNTLADHYGERLAREQLALEHESYEM
GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE
VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAYITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM
QVVEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATQAGALAGISPMFQPCV
VPPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPE
VYKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPM
KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK
FANHKAWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGK
PIGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSP
LENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGS
CSGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIYGIVAKKVNEILQAD
AINGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVT
KRSVMTLAYGSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAA
GYMAKLIWESVSVTVWAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEIL
RKRCAVHWWTPDGFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINT
NKDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVVWAHEKYGIESFA
LIHDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQL
HESQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFA

51

‘R257E

MNTINIAKNDFSDIELAAIPFNTLADHYGERLAREQLALEHESYEM
GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE
VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAY ITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM
QVVEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATEAGALAGISPMFQPCV
VPPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPE
VYKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPM
KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK
FANHKAMWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGK
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PIGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSP
LENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGS
CSGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIYGIVAKKVNEILQAD
AINGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVT
KRSVMTLAYGSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAA
GYMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEIL
RKRCAVHWWTPDGFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINT
NKDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVVWAHEKYGIESFA
LIHDSFGTIPADAANLFKAVRETMVYDTYESCDVLADFYDQFADQL
HESQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFA

MNTINIAKNDFSDIELAAIPFNTLADHY GERLAREQLALEHESYEM
GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE
VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAYITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM
QVVEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRIGALAGISPMFQPCVV
PPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPEV
YKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPMK
PEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANKF
ANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGKP
IGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSPL
ENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGSC
SGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIYGIVAKKVNEILQADA
INGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVTK
RSVMTLAYGSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAAG
YMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEILR
KRCAVHVWTPDGFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINTN
KDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVVWAHEKYGIESFALI
HDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQLHE
SQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFA

MNTINIAKNDF SDIELAAIPFNTLADHYGERLAREQLALEHESYEM
GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE
VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAYITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM
QVVEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRLGALAGISPMFQPCV
VPPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPE
VYKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPM
KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK
FANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGK
PIGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSP
LENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGS
CSGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIYGIVAKKVNEILQAD
AINGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVT
KRSVMTLAYGSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAA
GYMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEIL
RKRCAVHWVTPDGFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINT
NKDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVVWAHEKYGIESFA
LIHDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQL
HESQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFA

MNTINIAKNDFSDIELAAIPFNTLADHY GERLAREQLALEHESYEM
GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE
VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAY ITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM
QVVEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRMGALAGISPMFQPCV
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VPPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPE
VYKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPM
KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK
FANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGK
PIGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSP
LENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGS
CSGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIY GIVAKKVNEILQAD
AINGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVT
KRSVMTLAYGSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAA
GYMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEIL
RKRCAVHWVTPDGFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINT
NKDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVVWAHEKY GIESFA
LIHDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQL
HESQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFA

{A258K

MNTINIAKNDFSDIELAAIPFNTLADHYGERLAREQLALEHESYEM

GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARIND WFEE
VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAYITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM
QVVEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRKGALAGISPMFQPCV
VPPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPE
VYKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPM
KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK
FANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGK
PIGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSP
LENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGS
CSGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIY GIVAKKVNEILQAD
AINGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVT
KRSVMTLAYGSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAA
GYMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEIL
RKRCAVHWVTPDGFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINT
NKDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVVWAHEKYGIESFA
LIHDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQL
HESQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFA

56

A258Q

MNTINIAKNDF SDIELAAIPFNTLADHYGERLAREQLALEHESYEM
GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE
VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAYITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM
QVVEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRQGALAGISPMFQPCV
VPPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPE
VYKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPM
KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK
FANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGK
PIGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSP
LENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGS
CSGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIYGIVAKKVNEILQAD
AINGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVT
KRSVMTLAYGSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAA
GYMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEIL
RKRCAVHWVTPDGFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINT
NKDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVVWAHEKYGIESFA
LIHDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQL
HESQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFA
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‘A258E

MNTINIAKNDFSDIELAAIPFNTLADHYGERLAREQLALEHESYEM
GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE
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VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAYITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM
QVVEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATREGALAGISPMFQPCV
VPPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPE
VYKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVED IPAIEREELPM
KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK
FANHKAMWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGK
PIGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSP
LENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGS
CSGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIYGIVAKKVNEILQAD
AINGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVT
KRSVMTLAYGSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAA
GYMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEIL
RKRCAVHWTPDGFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINT
NKDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVVWAHEKYGIESFA
LIHDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQL
HESQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFA

G259

MNTINIAKNDFSDIELAAIPFNTLADHY GERLAREQLALEHESYEM
GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE
VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAY ITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM
QVVEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRAIALAGISPMFQPCVV
PPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPEV
YKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPMK
PEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANKF
ANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGKP
IGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSPL
ENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGSC
SGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIYGIVAKKVNEILQADA
INGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVTK
RSVMTLAYGSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAAG
YMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEILR
KRCAVHVWTPDGFPVYWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINTN
KDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQD GSHLRKTVWWAHEKYGIESFALI
HDSFGTIPADAANLFKAVRETMYDTYESCDVLADFYDQFADQLHE
SQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFA

MNTINIAKNDFSDIELAAIPFNTLADHY GERLAREQLALEHESYEM
GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE
VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAYITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM
QVVEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMY
SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRALALAGISPMFQPCVV
PPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPEV
YKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPMK
PEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANKF
ANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGKP
IGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSPL
ENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGSC
SGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIYGIVAKKVNEILQADA
INGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVTK
RSVMTLAYGSKEFGFRQQVLEDTIQPAID SGKGLMFTQPNQAAG
YMAKLIWESVYSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEILR
KRCAVHVWTPDGFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINTN
KDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVVWAHEKY GIESFALI
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HDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQLHE
SQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFA

MNTINIAKNDF SDIELAAIPFNTLADHYGERLAREQLALEHESYEM
GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE
VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAYITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM
QVVEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRAMALAGISPMFQPCV
VPPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPE
VYKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPM
KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK
FANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGK
PIGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSP
LENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGS
CSGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIYGIVAKKVNEILQAD
AINGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVT
KRSVMTLAYGSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAA
GYMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEIL
RKRCAVHWVTPDGFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINT
NKDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVWWAHEKYGIESFA
LIHDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQL
HESQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFA

MNTINIAKNDFSDIELAAIPFNTLADHY GERLAREQLALEHESYEM
GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE
VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAYITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM
QVVEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRAKALAGISPMFQPCV
VPPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPE
VYKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPM
KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK
FANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGK
PIGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSP
LENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGS
CSGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIYGIVAKKVNEILQAD
AINGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVT
KRSVMTLAYGSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAA
GYMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEIL
RKRCAVHWVTPDGFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINT
NKDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVVWAHEKYGIESFA
LIHDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQL
HESQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFA

MNTINIAKNDF SDIELAAIPFNTLADHYGERLAREQLALEHESYEM
GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE
VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAYITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM
QVVEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRAQALAGISPMFQPCYV
VPPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPE
VYKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVED IPAIEREELPM
KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK
FANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGK
PIGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSP
LENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGS
CSGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIYGIVAKKVNEILQAD
AINGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVT
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KRSVMTLAYGSKEFGFRQQVLEDTIQPAID SGKGLMFTQPNQAA
GYMAKLIWESVYSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEIL
RKRCAVHVWTPDGFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINT
NKDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVVWAHEKYGIESFA
LIHDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQL
HESQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFA

MNTINIAKNDFSDIELAAIPFNTLADHYGERLAREQLALEHESYEM

GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE
VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAYITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM
QVVEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRAEALAGISPMFQPCV
VPPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPE
VYKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPM
KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK
FANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGK
PIGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSP
LENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGS
CSGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIYGIVAKKVNEILQAD
AINGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVT
KRSVMTLAYGSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAA
GYMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEIL
RKRCAVHWVTPDGFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINT
NKDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVVWAHEKYGIESFA
LIHDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQL
HESQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFA

64

/A260I

MNTINIAKNDFSDIELAAIPFNTLADHY GERLAREQLALEHESYEM
GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE
VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAY ITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM
QVVEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRAGILAGISPMFQPCVV
PPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPEV
YKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPMK
PEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANKF
ANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGKP
IGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSPL
ENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGSC
SGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIY GIVAKKVNEILQADA
INGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVTK
RSVMTLAYGSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAAG
YMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEILR
KRCAVHVWTPDGFPVYWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINTN
KDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVVWAHEKYGIESFALI
HDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQLHE
SQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFA

65

‘A260L

MNTINIAKNDFSDIELAAIPFNTLADHYGERLAREQLALEHESYEM
GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE
VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAY ITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM
QVVEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRAGLLAGISPMFQPCV
VPPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPE
VYKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPM
KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK
FANHKAMWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGK
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PIGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSP
LENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGS
CSGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIYGIVAKKVNEILQAD
AINGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVT
KRSVMTLAYGSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAA
GYMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEIL
RKRCAVHWWTPDGFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINT
NKDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVVWAHEKYGIESFA
LIHDSFGTIPADAANLFKAVRETMVYDTYESCDVLADFYDQFADQL
HESQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFA

MNTINIAKNDFSDIELAAIPFNTLADHY GERLAREQLALEHESYEM
GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARIND WFEE
VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAY ITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM
QVVEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRAGMLAGISPMFQPCV
VPPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPE
VYKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPM
KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK
FANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGK
PIGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSP
LENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGS
CSGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIYGIVAKKVNEILQAD
AINGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVT
KRSVMTLAYGSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAA
GYMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEIL
RKRCAVHWVTPDGFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINT
NKDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVVWAHEKY GIESFA
LIHDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQL
HESQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFA

MNTINIAKNDF SDIELAAIPFNTLADHYGERLAREQLALEHESYEM
GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE
VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAYITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM
QVVEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRAGKLAGISPMFQPCV
VPPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPE
VYKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPM
KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK
FANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGK
PIGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSP
LENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGS
CSGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIYGIVAKKVNEILQAD
AINGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVT
KRSVMTLAYGSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAA
GYMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEIL
RKRCAVHWVTPDGFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINT
NKDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVVWAHEKYGIESFA
LIHDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQL
HESQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFA

MNTINIAKNDFSDIELAAIPFNTLADHY GERLAREQLALEHESYEM
GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE
VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAY ITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM
QVVEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRAGQLAGISPMFQPCV

56
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VPPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPE
VYKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVED IPAIEREELPM
KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK
FANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGK
PIGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSP
LENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGS
CSGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIYGIVAKKVNEILQAD
AINGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVT
KRSVMTLAYGSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAA
GYMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEIL
RKRCAVHWVTPDGFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINT
NKDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVVWAHEKYGIESFA
LIHDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQL
HESQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFA

{A260E

MNTINIAKNDFSDIELAAIPFNTLADHYGERLAREQLALEHESYEM

GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARIND WFEE
VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAYITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM
QVVEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRAGELAGISPMFQPCV
VPPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPE
VYKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPM
KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK
FANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGK
PIGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSP
LENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGS
CSGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIY GIVAKKVNEILQAD
AINGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVT
KRSVMTLAYGSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAA
GYMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEIL
RKRCAVHWVTPDGFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINT
NKDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVVWAHEKYGIESFA
LIHDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQL
HESQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFA

70

L261A

MNTINIAKNDF SDIELAAIPFNTLADHYGERLAREQLALEHESYEM
GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE
VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAYITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM
QVVEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRAGAAAGISPMFQPCV
VPPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPE
VYKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPM
KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK
FANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGK
PIGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSP
LENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGS
CSGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIYGIVAKKVNEILQAD
AINGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVT
KRSVMTLAYGSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAA
GYMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEIL
RKRCAVHWVTPDGFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINT
NKDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVVWAHEKYGIESFA
LIHDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQL
HESQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFA

71

L2611

MNTINIAKNDFSDIELAAIPFNTLADHYGERLAREQLALEHESYEM
GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE
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VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAY ITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM
QVVEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRAGAIAGISPMFQPCVV
PPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPEV
YKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPMK
PEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANKF
ANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGKP
IGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSPL
ENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGSC
SGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIY GIVAKKVNEILQADA
INGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVTK
RSVMTLAYGSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAAG
YMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEILR
KRCAVHVWTPDGFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINTN
KDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVWWAHEKYGIESFALI
HDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQLHE
SQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFA

L261M

MNTINIAKNDFSDIELAAIPFNTLADHYGERLAREQLALEHESYEM
GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE
VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAYITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM
QVVEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRAGAMAGISPMFQPCV
VPPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPE
VYKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVED IPAIEREELPM
KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK
FANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGK
PIGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSP
LENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGS
CSGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIYGIVAKKVNEILQAD
AINGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVT
KRSVMTLAYGSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAA
GYMAKLIWESVSVTVWAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEIL
RKRCAVHWTPDGFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINT
NKDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVVWAHEKYGIESFA
LIHDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQL
HESQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFA
MNTINIAKNDFSDIELAAIPFNTLADHY GERLAREQLALEHESYEM
GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE
VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAYITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM
QVVEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEY AEAIATRAGAKAGISPMFQPCV
VPPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPE
VYKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPM
KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK
FANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGK
PIGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSP
LENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGS
CSGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIYGIVAKKVNEILQAD
AINGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVT
KRSVMTLAYGSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAA
GYMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEIL
RKRCAVHWVTPDGFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINT
NKDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQD GSHLRKTVVWAHEKYGIESFA
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LIHDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQL
HESQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFA

MNTINIAKNDF SDIELAAIPFNTLADHYGERLAREQLALEHESYEM
GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE
VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAYITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM
QVVEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRAGAQAGISPMFQPCV
VPPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPE
VYKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPM
KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK
FANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGK
PIGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSP
LENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGS
CSGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIYGIVAKKVNEILQAD
AINGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVT
KRSVMTLAYGSKEFGFRQQVLEDTIQPAID SGKGLMFTQPNQAA
GYMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEIL
RKRCAVHWVTPDGFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINT
NKDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVWWAHEKYGIESFA
LIHDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQL
HESQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFA

MNTINIAKNDFSDIELAAIPFNTLADHY GERLAREQLALEHESYEM
GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE
VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAYITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM
QVVEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRAGAEAGISPMFQPCV
VPPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPE
VYKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPM
KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK
FANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGK
PIGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSP
LENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGS
CSGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIYGIVAKKVNEILQAD
AINGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVT
KRSVMTLAYGSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAA
GYMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEIL
RKRCAVHWVTPDGFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINT
NKDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVVWAHEKYGIESFA
LIHDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQL
HESQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFA

MNTINIAKNDFSDIELAAIPFNTLADHY GERLAREQLALEHESYEM
GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE
VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAYITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM
QVVEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRAGALIGISPMFQPCVV
PPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPEV
YKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPMK
PEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANKF
ANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGKP
IGKEGYYWLKIHGANCAGVYDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSPL
ENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGSC
SGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIY GIVAKKVNEILQADA
INGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVTK
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RSVMTLAYGSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAAG
YMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEILR
KRCAVHWVTPDGFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINTN
KDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVVWAHEKY GIESFALI
HDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQLHE
SQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFA

MNTINIAKNDFSDIELAAIPFNTLADHYGERLAREQLALEHESYEM

GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE
VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAYITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM
QVVEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRAGALLGISPMFQPCV
VPPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPE
VYKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVED IPAIEREELPM
KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK
FANHKAWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGK
PIGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSP
LENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGS
CSGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIYGIVAKKVNEILQAD
AINGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVT
KRSVMTLAYGSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAA
GYMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEIL
RKRCAVHWVTPDGFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINT
NKDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVVWAHEKYGIESFA
LIHDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQL
HESQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFA

78

/A262M

MNTINIAKNDFSDIELAAIPFNTLADHY GERLAREQLALEHESYEM
GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE
VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAYITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM
QVVEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEY AEAIATRAGALMGISPMFQPCV
VPPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPE
VYKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPM
KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK
FANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGK
PIGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSP
LENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGS
CSGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIYGIVAKKVNEILQAD
AINGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVT
KRSVMTLAYGSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAA
GYMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEIL
RKRCAVHWVTPDGFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINT
NKDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVVWAHEKYGIESFA
LIHDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQL
HESQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFA

79

A262K

MNTINIAKNDFSDIELAAIPFNTLADHYGERLAREQLALEHESYEM
GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE
VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAY ITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM
QVVEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRAGALKGISPMFQPCV
VPPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPE
VYKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPM
KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK
FANHKAMWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGK

80
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PIGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSP
LENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGS
CSGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIYGIVAKKVNEILQAD
AINGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVT
KRSVMTLAYGSKEFGFRQQVLEDTIQPAID SGKGLMFTQPNQAA
GYMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEIL
RKRCAVHWWTPDGFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINT
NKDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVVWAHEKYGIESFA
LIHDSFGTIPADAANLFKAVRETMVYDTYESCDVLADFYDQFADQL
HESQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFA

MNTINIAKNDFSDIELAAIPFNTLADHY GERLAREQLALEHESYEM
GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARIND WFEE
VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAY ITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM
QVVEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
SLHRQANAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRAGALQGISPMFQPCV
VPPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPE
VYKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPM
KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK
FANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGK
PIGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSP
LENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGS
CSGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIYGIVAKKVNEILQAD
AINGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVT
KRSVMTLAYGSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAA
GYMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEIL
RKRCAVHWVTPDGFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINT
NKDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVVWAHEKY GIESFA
LIHDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQL
HESQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFA

MNTINIAKNDF SDIELAAIPFNTLADHYGERLAREQLALEHESYEM
GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE
VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAYITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM
QVVEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRAGALEGISPMFQPCV
VPPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPE
VYKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPM
KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK
FANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGK
PIGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSP
LENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGS
CSGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIYGIVAKKVNEILQAD
AINGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVT
KRSVMTLAYGSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAA
GYMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEIL
RKRCAVHWVTPDGFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINT
NKDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVVWAHEKYGIESFA
LIHDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQL
HESQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFA

MNTINIAKNDFSDIELAAIPFNTLADHY GERLAREQLALEHERYEM
GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE
VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAY ITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM
QVVEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRAGALAGISPMFQPCV

61
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VPPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPE
VYKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPM
KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK
FANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGK
PIGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSP
LENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGS
CSGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIY GIVAKKVNEILQAD
AINGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVT
KRSVMTLAYGSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAA
GYMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEIL
RKRCAVHWVTPDGFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINT
NKDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVVWAHEKY GIESFA
LIHDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQL
HESQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFA

E45R

MNTINIAKNDFSDIELAAIPFNTLADHY GERLAREQLALEHESYRM

GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARIND WFEE
VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAYITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM
QVVEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRAGALAGISPMFQPCV
VPPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPE
VYKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPM
KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK
FANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGK
PIGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSP
LENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGS
CSGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIY GIVAKKVNEILQAD
AINGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVT
KRSVMTLAYGSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAA
GYMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEIL
RKRCAVHWVTPDGFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINT
NKDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVVWAHEKYGIESFA
LIHDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQL
HESQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFA

84

G47R

MNTINIAKNDF SDIELAAIPFNTLADHYGERLAREQLALEHESYEM
REARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE
VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAYITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM
QVVEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRAGALAGISPMFQPCV
VPPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPE
VYKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPM
KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK
FANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGK
PIGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSP
LENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGS
CSGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIYGIVAKKVNEILQAD
AINGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVT
KRSVMTLAYGSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAA
GYMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEIL
RKRCAVHWVTPDGFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINT
NKDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVVWAHEKYGIESFA
LIHDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQL
HESQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFA

85

‘R257W

MNTINIAKNDFSDIELAAIPFNTLADHYGERLAREQLALEHESYEM
GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE

86

62



ES 2 983 060 T3

VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAYITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM
QVVEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATWAGALAGISPMFQPCV
VPPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPE
VYKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPM
KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK
FANHKAWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGK
PIGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSP
LENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGS
CSGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIY GIVAKKVNEILQAD
AINGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVT
KRSVMTLAYGSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAA
GYMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEIL
RKRCAVHWVTPDGFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINT
NKDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVVWAHEKYGIESFA
LIHDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQL
HESQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFA

.G259R

MNTINIAKNDFSDIELAAIPFNTLADHY GERLAREQLALEHESYEM
GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE
VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAYITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM
QVVEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRARALAGISPMFQPCV
VPPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPE
VYKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPM
KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK
FANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGK
PIGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSP
LENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGS
CSGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIY GIVAKKVNEILQAD
AINGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVT
KRSVMTLAYGSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAA
GYMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEIL
RKRCAVHWVTPDGFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINT
NKDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVWWAHEKYGIESFA
LIHDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQL
HESQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFA

MNTINIAKNDFSDIELAAIPFNTLADHY GERLAREQLALEHESYEM
GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE
VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAYITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM
QVVEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEY AEAIATRAGRLAGISPMFQPCV
VPPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPE
VYKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPM
KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK
FANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGK
PIGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSP
LENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGS
CSGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIYGIVAKKVNEILQAD
AINGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVT
KRSVMTLAYGSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAA
GYMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEIL
RKRCAVHWVTPDGFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINT
NKDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQD GSHLRKTVVWAHEKYGIESFA
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LIHDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQL
HESQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFA

MNTINIAKNDF SDIELAAIPFNTLADHYGERLAREQLALEHESYEM
GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE
VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAYITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKWVEEQLNKRVGHVYKKAFM
QVVEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRAGALAGISPMFQPCV
VPPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPE
VYKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPM
KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK
FANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGK
PIGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSP
LENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGS
CSGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIYGIVAKKVNEILQAD
AINGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVT
KRSVMTLAYGSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAA
GYMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEIL
RKRCAVHWVTPDGFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINT
NKDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVWWAHEKYGIESFA
LIHDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQL
HESQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFA

MNTINIAKNDFSDIELAAIPFNTLADHY GERLAREQLALEHESYEM
GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE
VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAYITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVMEQLNKRVGHVYKKAFM
QVVEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
SLHRQANAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRAGALAGISPMFQPCV
VPPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPE
VYKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPM
KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK
FANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGK
PIGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSP
LENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGS
CSGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIYGIVAKKVNEILQAD
AINGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVT
KRSVMTLAYGSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAA
GYMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEIL
RKRCAVHWVTPDGFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINT
NKDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVVWAHEKYGIESFA
LIHDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQL
HESQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFA

MNTINIAKNDF SDIELAAIPFNTLADHY GERLAREQLALEHESYEM
GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE
VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAYITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVNEQLNKRVGHVYKKAFM
QVVEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRAGALAGISPMFQPCV
VPPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPE
VYKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPM
KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK
FANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGK
PIGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSP
LENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGS
CSGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIY GIVAKKVNEILQAD
AINGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVT
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KRSVMTLAYGSKEFGFRQQVLEDTIQPAID SGKGLMFTQPNQAA
GYMAKLIWESVYSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEIL
RKRCAVHVWTPDGFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINT
NKDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVVWAHEKYGIESFA
LIHDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQL
HESQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFA

MNTINIAKNDFSDIELAAIPFNTLADHY GERLAREQLALEHESYEM

GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE
VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAY ITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEIQLNKRVYGHVYKKAFMQ
VVEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMVS
LHRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRAGALAGISPMFQPCVV
PPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPEV
YKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPMK
PEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANKF
ANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGKP
IGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSPL
ENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGSC
SGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIYGIVAKKVNEILQADA
INGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVTK
RSVMTLAYGSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAAG
YMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEILR
KRCAVHWVTPDGFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINTN
KDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQD GSHLRKTVVWAHEKYGIESFALI
HDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQLHE
SQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFA

92

E168T

MNTINIAKNDFSDIELAAIPFNTLADHY GERLAREQLALEHESYEM
GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE
VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAYITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVETQLNKRVGHVYKKAFM
QVVEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEY AEAIATRAGALAGISPMFQPCV
VPPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPE
VYKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPM
KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK
FANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGK
PIGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSP
LENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGS
CSGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIYGIVAKKVNEILQAD
AINGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVT
KRSVMTLAYGSKEFGFRQQVLEDTIQPAID SGKGLMFTQPNQAA
GYMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEIL
RKRCAVHWVTPDGFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINT
NKDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVVWAHEKYGIESFA
LIHDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQL
HESQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFA

93

E168V

MNTINIAKNDFSDIELAAIPFNTLADHYGERLAREQLALEHESYEM
GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE
VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAY ITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEVQLNKRVGHVYKKAFM
QVVEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRAGALAGISPMFQPCV
VPPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPE
VYKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPM
KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK
FANHKAMWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGK

94
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PIGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSP
LENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGS
CSGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIYGIVAKKVNEILQAD
AINGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVT
KRSVMTLAYGSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAA
GYMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEIL
RKRCAVHWWTPDGFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINT
NKDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVVWAHEKYGIESFA
LIHDSFGTIPADAANLFKAVRETMVYDTYESCDVLADFYDQFADQL
HESQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFA

MNTINIAKNDFSDIELAAIPFNTLADHY GERLAREQLALEHESYEM
GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARIND WFEE
VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAY ITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKEFM
QVVEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRAGALAGISPMFQPCV
VPPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPE
VYKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPM
KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK
FANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGK
PIGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSP
LENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGS
CSGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIYGIVAKKVNEILQAD
AINGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVT
KRSVMTLAYGSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAA
GYMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEIL
RKRCAVHWVTPDGFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINT
NKDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVVWAHEKY GIESFA
LIHDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQL
HESQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFA

MNTINIAKNDF SDIELAAIPFNTLADHYGERLAREQLALEHESYEM
GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE
VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAYITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKWFM
QVVEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRAGALAGISPMFQPCV
VPPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPE
VYKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPM
KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK
FANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGK
PIGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSP
LENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGS
CSGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIYGIVAKKVNEILQAD
AINGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVT
KRSVMTLAYGSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAA
GYMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEIL
RKRCAVHWVTPDGFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINT
NKDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVVWAHEKYGIESFA
LIHDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQL
HESQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFA

MNTINIAKNDFSDIELAAIPFNTLADHY GERLAREQLALEHESYEM
GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE
VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAY ITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM
MVVEADMLSKGLLGGEAWSSWHKED SIHVGVRCIEMLIESTGMV
SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRAGALAGISPMFQPCV
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VPPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPE
VYKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPM
KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK
FANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGK
PIGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSP
LENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGS
CSGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIYGIVAKKVNEILQAD
AINGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVT
KRSVMTLAYGSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAA
GYMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEIL
RKRCAVHWVTPDGFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINT
NKDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVVWAHEKY GIESFA
LIHDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQL
HESQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFA

E187F

MNTINIAKNDFSDIELAAIPFNTLADHYGERLAREQLALEHESYEM

GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARIND WFEE
VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAYITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM
QVVEADMLSKGLLGGEAWSSWHKED SIHVGVRCIEMLIESTGMV
SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRAGALAGISPMFQPCV
VPPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPE
VYKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPM
KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK
FANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGK
PIGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSP
LENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGS
CSGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIY GIVAKKVNEILQAD
AINGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVT
KRSVMTLAYGSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAA
GYMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEIL
RKRCAVHWVTPDGFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINT
NKDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVVWAHEKYGIESFA
LIHDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQL
HESQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFA

98

Tabla 4. Variantes C-terminales de ARN polimerasa T7

@Variante C-terminal de ARNéSecuenciadeaminoécidos

ipolimerasa T7

SEQ ID'
NO

Variante C-terminal S43A

i MNTINIAKNDF SDIELAAIPFNTLADHYGERLAREQLALEHEAYEM
| GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE
{ VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAY ITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
! SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM
{ QVVEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
! SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRAGALAGISPMFQPCV
| VPPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPE
| VYKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPM
{ KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK
i FANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGK
i PIGKEGYYWLKIHGANCAGVYDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSP

107
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Variante  C-terminal  de ARN {Secuencia de aminoacidos
\polimerasa T7 :

..........................................................................

LENTWWAEQDEPFOFLAFCFEY AGVORHGLEYMOSLPLAFDEE
| COGIONFEAMLRDEVEGRAVNLLPSE TWQIY G AFRVNELOAD
CANGTRNEVYTVIDENTOEISER VKL TRALAGDWLAYBYTRSVT

[ ERSYM LAY GEKEFGFROVLEDTIGP &IOS GRELMF TORENQAA
CEYMAKLWESVEVTVVAAVEAMMAM X SSARLLAAEVKINK TR
RERCAVHBNTRPL S PVWOE Y KEPTHLNLMP LG OFRLOFTINT
MKOSEDAHK QERGIAPHFVHEQDGEHLIRK DAV HER Y GIEEF &
HOSFGTRPADAANLFRSYVRE TRV TYESCDVLADF YDOFADGL

P HESQLDHMPALPAKGNUNERDL ESDIFAT AR,

§donde X es cualquier aminoacido y n es cualquier nimero entero,

p ej.,entre1y5

?Variante C-terminal S43A (variante§ MNTINIAKNDFSDIELAAIPFNTLADHYGERLAREQLALEHEAYEM 108

/G C-terminal S43A o S43A%) { GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE

{ VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAYITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
: SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHF KKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM
{ QVWVEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
! SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRAGALAGISPMFQPCV
{ VPPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPE
{ VYKAINIAQGNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVED IPAIEREELPM
{ KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK
! FANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGK
{ PIGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSP
| LENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGS
| CSGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIYGIVAKKVNEILQAD
{ AINGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVT
| KRSVMTLAY GSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAA
{ GYMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEIL
! RKRCAVHWVTPD GFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINT
 NKDSEIDAHKQESGIAPNFYHSQDGSHLRKTVVWAHEKYGIESFA
i LIHDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQL
i HESQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFAG

Variante C-terminal G47A | MNTRSAKNDF SDIELAAPFNTLADHY GERLAREGLALEHESYEM 100
| AEARFRBFERQLEAGEVADMAAAKPLITTLLREMIARINDWIEE
CVKAKRGHRRTAFGFLGE R PFEAVAYITITTLACL TSADNT TWRAVA
| SARESEDEARFOGRIEDLEANMF K NVEELNERVEHVYKIAFM
LRVEADMLSHGLLGGEAWS SWHKEDS VG VRGEMUES TGMY
| SLHRONAGWYERDSETELAPEY AR AN TRAGALABISPRIFQRLY
L VPPRPWTGITOGRYWANGRRPLALVR THEKKALMRYEDVYMPE
VYR AR ONTAME K AL AVAN WMRHCERY ERELEW
{EPEHDMNPEALTAWHRASAAV Y REDEARKERRISLEF MLECANK
| EARHKARVEPYHMOWRGENY AVEMENPOGHDMTKELL TLAKGK
| PIGKEGYYWLKIHGANCAGVDKYPFPERIKFBENHE -
CLENTWIWABQDERPCPLAFCPE YAGVLIHHGL £33
OSGIRMPFSAMURDEVIGRAVNLLPSE DVRD I GIVARIOWNELGAD
[ ANGTONEVWTVTDENTOEISER VKL THALASCWLAYEVTRSYT
KEEVMTIAYGOHEFGFRQOVEERTIORAID SGRELMETOPNGSAA
LY MAKLIMESVSVTVVAAVEAMMML K SAAKLIASE VR DEX TOEN.
{ REKRCAVRWTPOGFPYWIREYKKPITRINMUMFLGOFRLOPTINT
M DERIDAHKQERGIA FNEVHEQDGEHLRE TWVWAHE K Y GIRSFA
HEEFETIPARAANLFAVRETMVOTYRSCINADTYDOF ARG,
| HESCH DK MPALPAKEM N AN ESOFAFAK,,

§donde X es cualquier aminoacido y n es cualquier nimero entero,

p ej.,entre1y5
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Variante C-terminal de  ARN iSecuencia de aminoacidos

\polimerasa T7 5

Variante C-terminal G47A (varlante MNTINIAKNDFSDIELAAIPFNTLADHYGERLAREQLALEHESYEM

G C-terminal G47A o G47A*) { AEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARIND WFEE

i | VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAYITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
i SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM
| QVWEADMLSKGLLGGEAWSSWHKED SIHVGVRCIEMLIESTGMY
i SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRAGALAGISPMFQPCV
| VPPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPE
{ VYKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPM

{ KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK
i FANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGK
i PIGKEGYYWLKIHGANCAGVYDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSP
| LENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGS

| CSGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIYGIVAKKVNEILQAD
{ AINGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVT
! KRSVMTLAYGSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAA

| GYMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEIL
{ RKRCAVHWVTPD GFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINT
: NKDSEIDAHKQESGIAPNFVYHSQDGSHLRKTVVWAHEKYGIESFA
i LIHDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQL
i HESQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFAG

\Variante C-terminal R257A | NTRSAKNDF SDIELAAIPFNTLADHY SERLAREQLALEHERYENM 111
i & EARFRHMPERGLKAGEY, h?}MF&MK“‘ TR PR%‘?EJ&?N&‘F@}‘:QE

CVKAKRGHRRTAFGFLOE R PFEAVAYITITTLACL TSSDNT TVRAVA
I SARERIEREARF {;tRMLLLMAK“%F’KK?%‘JEE;QLNKR‘J‘GHV“’K*’Lﬁ?m
P OVVEADMLSKAULGGEAWESWRREDSHVEWVRIIEMLIES TG
-SLHRQ@@»GV‘J@QBSE“ﬂi‘iﬂag‘t"&mﬁ AW&AQQ L:\&NF ‘QFQ Fﬁ‘u\t

DRFR P W Seh g

FVYHAL hQ

: M ,“AH ‘&kﬁ"‘f &US%;% :
ﬁ\’\”nﬁ(ﬁ\&ﬁi\‘f:&u ERVYRRRER]
: é"’ﬂ\‘s’%‘eﬂ&!;} SEPFCFLAFCFEY AGVIINNGLBYHCELPLAFLUGE
ORI ESAMURDEVEORAWLLRSE TR I G ARKVYRELQAD
FANG TONEVYTVTDENTOEISERVKLO TALATOWLAY GV TREYT
Kﬁ‘xb“i‘a‘i“’“ AYGOHEFQFROQIAAEDTRIRAIS K ELMFTORNQAA
[ GYMARLINESVEVTWAAVEAMMAWLESAAKLLAABVRIKKTGEL
%?{‘%&\: FAVTRUGFFVWGEYRERPIOTRLNLEFLGOFRLQFTINT
CNKOERIDAREQESGIAPHNF VHEQDGBHLRK TVVINARHEK Y GIESF 4
LHDSFGTIRARAANLFAVRETMVOTYESCOVESDFYDOQF ADGHE.
| HESCH DK MPALPAKENCMLEDL ESOFAF S X,
gdonde X es cualquier aminoacido y n es cualquier nimero entero,

“‘&ﬁKG»L?UM&K

BHE HERBMACAKSR

p ej.,entre1y5
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Variante  C-terminal  de ARN {Secuencia de aminoacidos
?polimerasa T7 :

.................................................................................................................................................................................................................................

Varlante C-terminal R257A { MNTINIAKNDFSDIELAAIPFNTLADHY GERLAREQLALEHESYEM
| GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE
{ VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAYITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
! SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM
{ QVVEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
| SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATAAGALAGISPMFQPCV
| VPPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPE
{ VYKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVED IPAIEREELPM
{ KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK
i FANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGK
! PIGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSP
| LENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGS
| CSGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIYGIVAKKVNEILQAD
i AINGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVT
! KRSVMTLAYGSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAA
| GYMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEIL
i RKRCAVHYWTPD GFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQP TINT
: NKDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVVWAHEKYGIESFA
i LIHDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQL
! HESQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFAG

Varlante C-terminal G259A i MNTINIAKNDFSDIELAAIPFNTLADHYGERLAREQLALEHESYEM
| GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE
{ VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAY ITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
i SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM
! QYWWEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMYV
i SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRAAALAGISPMFQPCV

Y P“EPW‘“‘ STEGEY WAL GRR“ LALVRTHSREKALMRYEDVYMPE
§VYEAAONTAWKINE KVLAVAN MHOPVES EELPW
EALTAY WQA&\&A\ ; FARKEERIBLEFMLECQGANK
PRMDVIRGEVY AVEMPNFUENOMTKGLULTLARGK
i SORGANCAGYINRFPERIKE FHEMIMALANER
WE:WW‘ %,»AE: QU EPROFLAFCRE Y AGVIIHHGLS YNCELPLAFDGS

P ORGIOHESAMURDEVEORAVKLLREE VORI I O ARKYRELQAD
CANGTONEVYTVTDENTOEISENVELE TR ALAGOWLAYEVTREVT
KR"NM“@&* GEREFGFROINVIEDTIPAID SERELMFTOPNGAA

P GYMARLIMEZVEVTVVAAVEAMNMALE SAAKLLAARVKDKKTGRE,
REROAVHVA TRO GFFVAWGE Y EXPIOTRLNLMFL GARRLOPTINT
NKOSEIDAMK QESGIAPNFVHEODGEHLRK TWYWAHERY GIESFA
HEEFGTIFAL AA\R T AVRE RV TY ESODVLADFYIIF ADGL
HESQLOMMPALRPANGNLKIRDLEZDFAFAX,,

donde X es cualquier aminoacido y n es cualquier nimero entero,

p ej.,entre1y5
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Variante  C-terminal  de ARN {Secuencia de aminoacidos
?polimerasa T7 :

.................................................................................................................................................................................................................................

Varlante C-terminal G259A { MNTINIAKNDFSDIELAAIPFNTLADHY GERLAREQLALEHESYEM
{ GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE
{ VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAY ITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
{ SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM
{ QVVEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
! SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRAAALAGISPMFQPCV
| VPPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPE
i VYKAINIAQGNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPM
{ KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK
i FANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGK
! PIGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSP
| LENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGS
{ CSGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIYGIVAKKVNEILQAD
{ AINGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVT
| KRSVMTLAYGSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAA
| GYMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEIL
{ RKRCAVHYWTPD GFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINT
: NKDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVVWAHEKYGIESFA
i LIHDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQL
! HESQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFAG

Varlante C-terminal E42A

ML
*%E.‘}?\aa‘-\,r’mﬁ f‘*‘_ﬁ ?‘Lhi-‘i"h *«}5 EAF“N& "\,‘}‘3

N B N

MFERGLEAGEY

L VRAKRGK ROTAFOFLOEKFEAVAYITITTLAC Jgp\t\m“m%
Acss:r D ARPGRIRDLE SKHPRKMVEEGLNKR
GLLOGEAWSSWHKE!

EP‘&“-,%E&{?‘:"’%’*«%*LKiHGﬂE\ﬁg&w\*Z}i{h?f’?hﬁlf‘h iﬁ\“-%hﬁN M»XQAKSP
HTWRREBODREFCFLAFCREYAGYOHHGLSYNCSLPLAFRDGS

| DBGIRHF SAMURDEVEERAVNLLFSETVRID P G AKKYREL QAD

&,NQ‘ST{‘}N&‘@%?‘J‘S’GE%‘H‘E SERVRLGTRALASZOWLAYGVTREWT

FRESVMTLAY GOREFSFROMILESTIORAIDS GRGLMPTOPNOAA

| GYMAKLAESVEYTAAAVEAMMAML R EAAN LLASEVRKDKKTEEL

| R RS TROHEFFAE Y N PIOTRLNLWFLAOPRLOP TINT

KOSERANKQESSIAPHNEVHEQ tQGSHLRKW SRANERYGESFA

LSEFQTIFADRAANMFEAVRETMVDTY ERCOVEARFYDROEADAL

| MESQLDERMPALPAKGRUNIRDILEBDFAF 8%,

gdonde X es cualquier aminoacido y n es cualquier nimero entero,

p ej.,entre1y5

EVariante C-terminal E42A MNTINIAKNDFSDIELAAIPFNTLADHY GERLAREQLALEHASYEM 116
5 { GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE
{ VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAY ITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
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Variante C-terminal de ARN iSecuencia de aminoacidos
\polimerasa T7 5
| SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM
! QVVEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
i SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEY AEAIATRAGALAGISPMFQPCV
| VPPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPE
{ VYKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPM
{ KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK
i FANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGK
| PIGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSP
{ LENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGS
i CSGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDYGIVAKKVNEILQAD
{ AINGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVT
| KRSVMTLAYGSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAA
{ GYMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEIL
{ RKRCAVHWVTPDGFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINT
 NKDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVVWAHEKYGIESFA
{ LIHDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQL
i HESQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFAG

..........................................................................

Varlante C-terminal E42| ' ”QBEEL&&E?FNW@H?QERL &

QLKf SE AB%&-@mKPL?“T‘

:(JW\ f. 53&: &‘\Fﬁ QRIRDLES
‘v’EAD?&*LQ*ﬁuL\,GGE &W‘*« :QRHHESE H *"x AV
HRM\&AG&WQQU’S: *‘ﬁ&PE‘?&FAMWAQAL&@% EREQPOVE
RRRWTGITGREY WANGRIMFPLALVRE THRERALMEY EDWYMPEYY
r'm FEAGNTAWK MR EVLAVARNYITKWKNCEVERIFAISRERLPMEP
P EDIDMNPEALTARKRAAAAYY RO ARK SRRISLEFMLEQANKER,
MEK S INFPY R AWRGRY SVERMPNPOGMNDRI TRGLULUTL S K GREY
LECE Wmmmmcmw F‘\fPi'S'PERi?@gt’?i’;“&“ﬁ’di&#s&t\?s&l’(ﬁr;
H 3 3 SEYAGVEHHELEYMNGELPLAF
hGQHFQAML*{D&VﬁQQNV LLPSETVG *‘EY\JE\%%{KUN&.&QAE‘A
‘tﬁ‘*}\g\}”‘ *WYGENTG E»QEW&&(U&"K»&L\»«C Q’k*‘*”tm‘ﬂé\f? R SN‘W

£¥ iu,\HKQ&SGmP\L VHS TR HEKY GIESFALL
FHREFGTIRADAANLF %Efk‘fﬁ’&i?ﬁbu?‘ft& PR ADFYDOFADQLRE
| BCLOKMPALPARGHRLNIRDILESDFAF & X,
§donde X es cualquier aminoacido y n es cualquier nimero entero,

p ej.,entre1y5
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Variante  C-terminal  de ARN {Secuencia de aminoacidos
?polimerasa T7 :

.................................................................................................................................................................................................................................

Varlante C-terminal E42I i MNTINIAKNDFSDIELAAIPFNTLADHYGERLAREQLALEHISYEMG
{ EARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEEVK
| AKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAY ITKTTLACLTSADNTTVQAVASA
{ IGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFMQV
| VEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMVSL
i HRQNAGVVGQD SETIELAPEYAEAIATRAGALAGISPMFQPCVVP
| PKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPEVY
| KAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPMKP
| EDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANKFA
i NHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGKPI
| GKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSPL
| ENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGSC
{ SGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIYGIVAKKVNEILQADA
{ INGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVTK
| RSVMTLAYGSKEFGFRQQVLED TIQPAIDSGKGLMFTQPNQAAG
! YMAKLIWESYSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEILR
{ KRCAVHWV/TPDGFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINTN
i KDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVVWAHEKYGIESFALI
{ HDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQLHE
! SQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFAG

A RN

Varlante C-terminal E42L

m ‘NQ A X
HUTKIKSER

gwswxmmwx NGREPUALVR THSKKAMRYEDVVEPE
VYR AINACNTAK INCRVEAVANYITCWKHCPVEDIPA EREELPM

i ?VWLV\ 3‘%@&% Aﬁha"m{\a F?*«“i: "Z‘EH?I‘\EWEE-&R?AK. ’
Li’l?\e #‘v‘\ SLDERECE LM‘ CFEYAGWVEMNSLEYROSLPLAFDGE
P CSEIGHFSAMLRD HRAVHLLPSE wm‘mwam&wha L3883
| AINGTONEVWVTVID \Tw“\:F KWL THRALAGOWLAY G TRSYT
| KREVMTLAY GEKEFGFRQBAEDTIOPAIDSGRELMETOPNGAS
| GYMAKLIAESVEVTVVAAYEAMNALKSARKLLAABVRKDRKTGEL
| RERCAVHWYTRDGEPYVIRGE Y RK IO TRUMUMFLGGFRLGP TINT
NS{QQEKNHK REGIAFMPVHEQLRGEHLFEN TVYVIWAHERYGIREFA
! LHOSFGTRADA AR FEAVRETIVD TYRERCODWLADF YN ADGL
| HESOLOKMPALPSKGNLNIRDLERDRAFA X,

donde X es cualquier aminoacido y n es cualquier nimero entero,

p ej.,entre1y5
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Variante  C-terminal  de ARN {Secuencia de aminoacidos

\polimerasa T7 5

Variante C-terminal E42L i MNTINIAKNDFSDIELAAIPFNTLADHY GERLAREQLALEHLSYEM

i { GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE
| VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAYITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
i SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM
| QVVEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
| SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRAGALAGISPMFQPCV
| VPPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPE
i VYKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPM
| KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK
{ FANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGK
i PIGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSP
! LENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGS
i CSGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIYGIVAKKVNEILQAD
i AINGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVT
| KRSVMTLAYGSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAA
! GYMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEIL
{ RKRCAVHWVTPDGFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINT
{ NKDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVVWAHEKYGIESFA
¢ LIHDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQL
i HESQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFAG

.................................................................................................................................................................................................................................

\Variante C-terminal E42M { MNTINIAKNDF SDIELAAIPFNTLADHY GERLAREQLALEHMSYEM

| | GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE
| VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAYITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
| SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM
| QVVEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
| SLHRONAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRAGALAGISPMFQPCV
| VPPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPE
| VYKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPM
| KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK
| FANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGK
| PIGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSP
| LENTWWAE QDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGS
| CSGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQD IYGIVAKKVNEILQAD
| ANGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAY GV TRSV T
| KRSVMTLAYGSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAA
| GYMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEIL
| RKRCAVHWVTPDGFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINT
| NKDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVVWAHEKY GIESFA
| LIHDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQL

HESQLEFMPALPAKGNLNLRDLERDF 8F X,
gdonde X es cualquier aminoacido y n es cualquier nimero entero,

p ej.,entre1y5
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Variante  C-terminal  de ARN {Secuencia de aminoacidos
?polimerasa T7 :

.................................................................................................................................................................................................................................

Varlante C-terminal E42M { MNTINIAKNDF SDIELAAIPFNTLADHY GERLAREQLALEHMSYEM
| GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE
{ VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAY ITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
! SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM
| QVWEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
i SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRAGALAGISPMFQPCV
| VPPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPE
{ VYKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPM
{ KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK
i FANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGK
| PIGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSP
{ LENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGS
{ CSGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIYGIVAKKVNEILQAD
{ AINGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVT
| KRSVMTLAYGSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAA
| GYMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEIL
{ RKRCAVHWVTPDGFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINT
: NKDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVVWAHEKYGIESFA
i LIHDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQL
! HESQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFAG

..........................................................................{..

Varlante C-terminal E42K

123

§QWEA&
| BLHRONAGVVGODSETELAPEY AEAATRAGALAGISFYFQPCY
VPPKPWIGTOGE Y WANGRRPLALVRTHSKKALURYEDVYPE

P LEGK bﬁ&?»f-ﬁu*ﬂv *%V\ELU‘E». NQD‘W M‘ii‘w?«ixi»&\&
| ARNGTONEVYIVTID ENTGEISER VLS TR ALAGIMLAY SV TREVT
! EREVMTLAYGEREFGFROQVLEDTIORMDSGRELAMY SQN?\W‘»\A
LY MAKLIMESVEVTVVAAVE AMNBLR S S AR LLAAEVKDEK T
! RMRCAVHWTRDGFPVRIGEYE KO TRUNUMFLEQFRLOP TIN
| NEKDSEIDAMNGESGIUENFVHEQLGEMBK TVVIWAREK Y GIE8F,
| LHOSFETIPADAAM FAVRETIVDTYERCOVLADFYROF ARG

| HESQLUKMPALPAKGNLNLRDLEBDFAFAK .

gdonde X es cualquier aminoacido y n es cualquier nimero entero,

p ej.,entre1y5
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Variante  C-terminal  de ARN {Secuencia de aminoacidos
?polimerasa T7 :

.................................................................................................................................................................................................................................

Varlante C-terminal E42K i MNTINIAKNDFSDIELAAIPFNTLADHY GERLAREQLALEHKSYEM
! GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE
| VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAY ITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
i SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM
{ QVWEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
i SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRAGALAGISPMFQPCV
i VPPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPE
i VYKAINIAGNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPM
i KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK
! FANHKAIMWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGK
i PIGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSP
i LENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGS
i CSGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIYGIVAKKVNEILQAD
i AINGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVT
{ KRSVMTLAY GSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAA
| GYMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEIL

! RKRCAVHWVTPDGFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINT
{NKDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVVWAHEKY GIESFA
i LIHDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQL
i HESQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFAG

\f“: - RIS b e R
;&FMNW hi«{'\LK&xt‘ vaamfmaww IRLPK%M&RQN{N\‘F_E
: o L0 LSS TSADNTIVIRAVS
g%,ﬁmwwg O ARFERIEDL m\ﬁ-: LRMRYGHWY KR AFRM
COVVEADMLEKGLLGEEAWS SWHKEDE wcm{:ma& S
| BLHRONACVVEQDRETELAFE Y ARA M TRASALAGISPMFQP QY
gvpvxpw*t:s GSC%%*“&M{::WRW&L THE KF»\W}W Y RIEE
gw»«:w\ ..a*(‘.z"‘@{hbﬁ?\,.fi:ZEE?A.E.?EEL?&?
: SKERRIBLEFMLERANK
§ w&c% mv»«mmm:@w MTESLLTLAKGY
ws&m&m& DR PERKFEENHENIMACAKS®
Ekwwm& OUSPSIPLASCPEYAS mmmww&.&awm
SO SAMLBDEVEERAVRNLLFSE TVODIY SIVAR K VNELQAD
A‘Nu‘?‘ﬁ b.;\"h*‘f\f‘i'*& E\sm's ssmww mm Ammwmm VTRSVY

ariante C-terminal E42Q

RK‘\&»‘N*’S»‘W TEOGFPVRQEYERPRG ?R-..NL\““L' !‘%LQPT N*
FEDSEDAHKGESGIAPNFVHBOUGSHLEE WA HEK Y GIESFA
LRHDSFETIPARAANLF R AVRETINOTY ESCOVEADRFY DGR ADQL

P HESUL DR MR ALPAKGMUNLRDLESDFAFAKS,

:donde X es cualquier aminoacido y n es cualquier nimero entero,

p ej.,entre1y5
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Variante  C-terminal  de ARN {Secuencia de aminoacidos
?polimerasa T7 :

.................................................................................................................................................................................................................................

Varlante C-terminal E42Q i MNTINIAKNDFSDIELAAIPFNTLADHY GERLAREQLALEHQSYEM
{ GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE
| VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAY ITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
! SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM
| QVWEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
i SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRAGALAGISPMFQPCV
| VPPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPE
{ VYKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPM
! KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK
{ FANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGK
! PIGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSP
| LENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGS
! CSGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIYGIVAKKVNEILQAD
{ AINGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVT
i KRSVMTLAY GSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAA
| GYMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEIL
{ RKRCAVHWVTPDGFPVYWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINT
: NKDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVVWAHEKYGIESFA
i LIHDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQL
! HESQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFAG

Varlante C-terminal S43I { MNTINJAKNDF SDIELAAIPFNTLADHY GERLAREQLALEHE IYEMG 127
{ EARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEEVK
! AKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAYITIKTTLACLTSADNTTVQAVASA
{ IGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFMQV
! VEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMVSL
{ HRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRAGALAGISPMFQPCVVP
i PKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPEVY
| KAINIAGNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPMKP
{ EDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANKFA
| NHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGKPI
{ GKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSPL
i ENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGSC
{ SGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIY GIVAKKVNEILQADA
{ INGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVTK

CREBVTLAY GSHEFGFROEVIEDTIORA QSuKuLﬁF*’Wi\iG»\&G
\s"i\.ﬂﬁsﬁ_ WESVSVTWWARVEAMNWLESAARLLAAE : 3
CRRCAVHWYTPOGF PR GEYKKPHITRUNLMFLGG R QF |§\+‘{ N
FKDSEIDAHKQESE! ,xsp*\i‘ﬂ\fﬁﬁu’}m' BETWORAHER YRIESFALL
HDSPFOTRADAANLFRAY ERCDWVLADRYDOFALQIHE
RN &WﬁLF‘,m{C&U\L?Q. HLESOFAFAK,,

gdonde X es cualquier aminoacido y n es cualquier nimero entero,

p ej.,entre1y5
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Variante C-terminal de ARN iSecuencia de aminoacidos
?polimerasa T7 :
Varlante C-terminal S43| { MNTINIAKNDFSDIELAAIPFNTLADHY GERLAREQLALEHE IYEMG
: EARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEEVK
! AKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAY ITIKTTLACLTSADNTTVQAVASA
| IGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFMQV
{ VEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMVSL
{ HRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRAGALAGISPMFQPCVVP
{ PKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPEVY
i KAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPMKP
| EDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANKFA
{ NHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGKPI
| GKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSPL
| ENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGSC
: SGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIY GIVAKKVNEILQADA
{ INGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVTK
| RSVMTLAYGSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAAG
{ YMAKLIWESYSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEILR
! KRCAVHWVTPDGFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQP TINTN
| KDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVVWAHEKYGIESFALI
{ HDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQLHE
: SQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFAG

129

Varlante C-terminal S43L

LORAREN B %ﬁmm& mmmw%mmm%.«sm;w& NEEE
VRAKROKED) ,zFf‘,&L{&*‘LMPhA?M’fTM TLACLTSAONTTVOAVA
| BAIGRA EDEARE

::sw\mwz\

kE“@?\\?@%&{é \EaP*'&‘“L C ‘““*’M\s\suHH L&I‘YNCQLPNA?iJQ 3
LSGRINFSAMLRDEVEORAVANLLFSETYVGRIY GV AKKVRELGAD
CARSTONEWY T TOEN TS EISER VKL TR ALASQWLAYSVYTREVT
EKR@UM&&‘?’GSK’FFSFR@C‘VLFE”}TEC‘Fi‘ai{? Wsﬁ((“ E M FTQP‘\“ZA&

KQSE§EJ'.&HKEESGL&PNF‘VHSQDGESH PP{ WU ’Wm%&r{‘s’ t&yf?x\
LIHDSFGTIRADAAMLFKAVRETMVOTYRSCOVEARFYDQF ARG
CHESOLDHMPALPARKGNINLEDLESDFAFAX,,
gdonde X es cualquier aminoacido y n es cualquier nimero entero,

p ej.,entre1y5

EVariante C-terminal S43L i MNTINIAKNDF SDIELAAIPFNTLADHY GERLAREQLALEHELYEM 130
3 { GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE
i VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAYITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
! SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM
{ QVVEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
{ SLHRONAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRAGALAGISPMFQPCV
| VPPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVR THSKKALMRYEDVYMPE
{ VYKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPM
{ KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK
{ FANHKAIMWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGK
i PIGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSP
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ARN {Secuencia de aminoacidos

?Variante C-terminal de
\polimerasa T7

.................................................................................................................................................................................................................................

{ LENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGS

i CSGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIYGIVAKKVNEILQAD
i AINGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVT
| KRSVMTLAYGSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAA

| GYMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEIL
! RKRCAVHWVTPDGFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINT
{ NKDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVVWAHEKYGIESFA
: LIHDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQL
{ HESQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFAG

ES 2 983 060 T3

Variante C-terminal S43M

.................................................................................................................................................................................................................................

i MNTINIAKNDF SDIELAAIPFNTLADHY GERLAREQLALEHEMYEM

{ GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE

{ VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAY ITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
i SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM
{ QVVEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
| SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRAGALAGISPMFQPCY
| VPPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPE

{ VYKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVED IPAIEREELPM
{ KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK
i FANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGK
! PIGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSP
! LENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGS

| CSGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIYGIVAKKVNEILQAD
{ ANGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVT
| KRSVMTLAYGSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAA

| GYMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEIL
{ RKRCAVHWVTPDGFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINT
: NKDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVVWAHEKYGIESFA
{ LIHDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQL
{ HESQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFAG

Varlante C-terminal S43M

NNT&’@&&KNE&F&Q ELAAIFFNTLADHYGERLAREQLALEHEMYEM

BEARFREMFERGLEAGEY. HE‘MEXM%‘;’“ ITILLPRAMIARMDAFEE

"’ HAKRGHRPFTAFQFLGEK FERCAY TIKTILACL TOSADMT TWRAVA
P SAGEAEDEARFGRRDLEAKNWF R K MVEECLNERVONVYKR AP
Q‘v‘\i AL‘&*‘LbKGmmGE&L ‘x“:k'ﬁ”i{E“B }*\.«‘C"s‘QG EMHE&T\:MU‘

AECDEPPORLAPCE
SMLRDEVGORAV Lu‘st‘fsmm mfsf,amw\r—: CAD

ARNG ‘?f‘ EVYTVTDENTOEIBERVELOTH ALAGOWLAYQVTREYT
KH:@VM“ AYGOREFGFRQLV LEE}TWPAEJSE‘(&LMFTQP\‘QA&

SYMARLIMESVEVTWAAVEAMMGLKEAARLLAS, wmxm

RERCAVHAWTRPLGFFWAE YRE PIOTRLNLMFLGOFRLOFT N“C
[ NKDEE §D~AH&QE§¢L&PNF\MNQE}@’\:‘HLRK‘{\NWMEKY ‘;E&Fﬁx
HUHDSFRTIPATAANMUFKAVRETMVITY RSCOVIADF YRR A0

ESCLOEMPALPAKGHNUNIBLLESDRAF AN,

idonde X es cualquier aminoacido y n es cualquier niimero entero,

p ej.,entre1y5
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Variante C-terminal de  ARN iSecuencia de aminoacidos
?polimerasa T7 :
Varlante C-terminal 843K { MNTINIAKNDFSDIELAAIPFNTLADHYGERLAREQLALEHEKYEM
| GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE
{ VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAY ITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
: SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM
{ QVWEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
{ SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRAGALAGISPMFQPCV
{ VPPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVR THSKKALMRYEDVYMPE
| VYKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPM
{ KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK

| FANHICARNERYNIIDA TLAKGK

REFVYAVEMPNEGENDRTHEEL
TGV ; QVEHYPRRE .EI.FES?Q_.“ ERRACAK SR
HLENTWWARBQRSPFOFLAFCRRY AGVOHHGELEY CSLBLARDGE
S SAMLREEVEGRAVHLLPSETVRDY GV AKKYN EELQ.%S
f’s‘f‘fﬁ?@f\*‘\" m‘m&:@m&%wwm&mamm SLAYGVTRSVT

IR LAY : ' OFSIDEGKG L%,@FTQEPNHAA

: YM&@{LiW»e}‘v’\VTV\:%U&AM‘Q‘LL&HAAELL&A&\?E{ SEETREL
| REFCAVHWYTRDGFRPVIRQE YR ERFIQTRLNLMFLOOFRLFTINT

D MMDEEDAMHKQESSMPNAVHED G EHLRK TV WAHER YBIESF S,
LMD ESFGTRADAANLFRAVEETMYD TYERCOVLADFYROF ALLL
{HESOLOKMPALRAKGNLMNURDLESDFAF S X,

§donde X es cualquier aminoacido y n es cualquier nimero entero,

p ej.,entre1y5

‘Variante C-terminal S43K MNTINIAKNDFSDIELAAIPEFNTLADHYGERLAREQLALEHEKYEM 134
? ! GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE
VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAYITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
{ SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM
QVVEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
i SLHRQAONAGVVGQDSETIELAPEY AEAIATRAGALAGISPMFQPCV
VPPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPE
{ VYKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPM
{ KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK
FANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGK
i PIGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSP
LENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGS
i CSGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIYGIVAKKVNEILQAD
AINGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVT
i KRSVMTLAYGSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAA
i GYMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEIL
RKRCAVHWVTPDGFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINT
i NKDSEIDAHKQESGIAPNFVYHSQDGSHLRKTVVWAHEKYGIESFA
LIHDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQL
i HESQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFAG
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ES 2 983 060 T3

Variante C-terminal de  ARN iSecuencia de aminoacidos SEQ ID
\polimerasa T7 NO

.................................................................................................................................................................................................................................

Variante C-terminal $43Q

P MMNTRIAKNDFEDIELAA TLADHY GERLARECGLALEHEQVYERM 135

| GEARFRECMPERQLKAGEVADMALAHNPUTILLPKMISRININEEE
DR A ROK R TAFFL GBI REAVAYITIK TTLACL TRADNTTVOAVA
| SAIGRAEDRE GRIRDLEARMPNKKN CLNSRVOHW Y RKARM
GYRCEMUERTOMY

{EPEDIDMNPEALTAWKEAAAAY Y RKDHARKSRRISLEFMLEQANK
P FANHEANMFRYNMOWRGRVTAZVSMFNPOGND TR UL TLARGY
CPGRESY YW KIHGANCAGVDRUPFPERIKF EENHENIMATAKSP
LENTWWAEQDSPFOFLAFCREY AGVCHHGLEYNUELPLAFDGE

| CECIQNFSAMURDEVORRAVNLLFEE VOO IV GV AR KVRELQAD
ARG TRRNEVYTYTREN TR ISEROVKLETRALAGOWLAYGBWVTREVY

[ KREVALAY GSREFSFROGVLED TIGRAIDSGR GLIMF THIPHIAA

LAY MARLAVERSY TS AVE A MMMLE S ARLLAA T WHDRK TR
| RERCAVHIBVTRPOGF PUVRICE Y KK PIO TRINUFLGQFRLGP TINT

P NRDSERIDAHKGESGIAPNEVHEQDGSHLEBE TWVWVWAHEKY GIEEFA
CLHDERGTIPADSANLFE AVRETMVOTYRECOVLADFY DGR ALQL
CHESQLOSMPALPARGHLKNLRDLESDFAF A XS,

§donde X es cualquier aminoacido y n es cualquier nimero entero,

p ej.,entre1y5

Variante C-terminal $43Q { MNTINIAKNDF SDIELAAIPFNTLADHY GERLAREQLALEHEQYEM 136

{ GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE
| VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAY ITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
i SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM
{ QVWEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
i SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRAGALAGISPMFQPCV

S VPPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVR THSKKALMRYEDVYMPE
{ VYKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPM
| KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK
i FANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGK
! PIGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSP
| LENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGS

{ CSGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIYGIVAKKVNEILQAD
i AINGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVT
{ KRSVMTLAYGSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAA

| GYMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEIL
! RKRCAVHWVTPDGFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINT

{ NKDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVVWAHEKY GIESFA
! LIHDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQL
i HESQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFAG
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?Variante C-terminal de ARN
?polimerasa T7

..........................................................................

Varlante C-terminal S43E

..................................................................................................................................................................................................................................

{ MNTINIAKNDFSDIELAAIPFNTLADHY GERLAREQLALEHEEYEM

{ GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE
| VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAY ITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
{ SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM
{ QVVEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
i SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEY AEAIATRAGALAGISPMFQPCV
{ VPPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPE
{ VYKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPM
! KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK
i FANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGK
{ PIGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSP
| LENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGS

Varlante C-terminal S43E

ES 2 983 060 T3

iSecuencia de aminoacidos

LTI PRAARINDVREE
o FOFLOEIKPEAY, CTTLACL TSADNT TVEAVA
gwmw»ﬂmgm SRIDLEARHF KK NVEE GLNKRVEHVY KKAFM
L OVVEADMLSH OGO EAWE SWHKED S HVEYROEMLIES TOMY

| B HRONAGVYGQDEETELAFEY AES A TRAGALAGISPMFGPOY

| VEPKEWIGITOGEY WANGRRPLALVR THSKKALMRYSDVYMPE

LYK AN GNTAY g B BLEW
§£H$‘~‘~§§§E%DMN§E&' WRRAARAYY FEDK ARKSRRISLEFMLEDANK
NHK&E‘;\FF*YNM HARGRUVY AVSMPNROGHNTM TKGLL TLAKEK

BGKEGY VIV IRGANCAG VDK VEFPERICF BENHENIMATAKSE
‘\azm*ms: NSPRCPLARDFE Y AGVEHHOLS YN BLPLAFDIGS

| RGNS AMLRDEVEGRAVNLLPSE TVADHY G AKKUNELQAD
gm&x:z:-:m-sxzm‘vwmEW&Es EXVELGTHALABGWLAYGY TRSVY
KRSUMILAY S SKEFGPROOVLED TORAIDSSRGLMF TORNGAS

| GYMAKLIESVSYTVVAAVEAMNMKSAAKLLASEVKDRK TOER
| RERCAVML **’\*“}“F‘-"“‘Grﬁia’\ﬁ*ﬁﬁ‘s’ﬁsip GTRIMLEFLGORRLGPTINY

LNKDS 5:D&HK‘EK‘;@&?N?\EH&QEMSHLQEW&*W&*«;{ZKV ESFA
LHOSFOTIRADAANLER AVRETIIVD TY ESCOVEADFY DGR ADOL

| HESQLOKMPALPAKGNLNLRDILESDRAFAK,,

§donde Xes cualqmer aminoacido y n es cualquier nimero entero,

p ej.,entre1y5

! CSGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIYGIVAKKVNEILQAD
{ AINGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVT
i KRSVMTLAY GSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAA

| GYMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEIL
{ RKRCAVHWVTPDGFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINT
: NKDSEIDAHKQESGIAPNFVYHSQDGSHLRKTVVWAHEKYGIESFA
i LIHDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQL
! HESQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFAG

................................................................................................................................................................................................................................

i MNTINIAKNDFSDIELAAIPFNTLADHY GERLAREQLALEHESAEM

Varlante C-terminal Y44A

{ GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE
| VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAY ITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
i SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM

139
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ES 2 983 060 T3

Variante C-terminal de  ARN iSecuencia de aminoacidos SEQ ID'
\polimerasa T7 5 '

[ WVEADMLE
§Smf‘¢,a.,m:sw«:* *‘i“ ST
xaw,mwmﬂ‘mm wsstRRsﬁLs&WR ,

TRELE QMK
AHGK
TENMHENRACAKSP

| KPEC @mumz;au,aws-'{ammmxmhan RRISLE
| FANMKARAFRY MMDWRGRVY AVESRMFNPOENDI TS
| PIGKEGYYWLKINGANCAGVDKVPEPE
| LENTWAEGDSPECFLAFCFE Y AGVQHHGLS YNCSLPLAFT
AMLRDEVOGRAVNLLPSE TVED Y CIVARKYNE L ZAD
Y wauwm?s-:zEmmasswvzm;‘rmwmwm\fwmsm’
| KRSVMTLAY GIXEFGFRONVLED THIPAIDSBELMF TOPNGAA

| Y MAKLIVESVEY TVVAAVE AMNILKSASKLLAASVROKK TGEL
| RRREAVHA TRDGEPVIRGE Y KKFIOTRUIMUMFLGCGFRLOP TINT

| KOS EDAMK OSSP YHESQD G SRUE TV WARER Y GIESFA
| OIS FE TIRAD AR FKAVRE TIIVD TY SRCOVEAD FYDRF ADGL
| HESOLDKMPALPAKGNUNPRDEESTFAFAK.,

gdonde X es cualquier aminoacido y n es cualquier nimero entero,

p ej.,entre1y5

Variante C-terminal Y44A i MNTINIAKNDFSDIELAAIPFNTLADHYGERLAREQLALEHESAEM 140

5 i GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE
| VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAY ITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
! SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM
{ QVVEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
i SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRAGALAGISPMFQPCV
| VPPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPE
! VYKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPM
i KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK
i FANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGK
i PIGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSP
i LENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGS
i CSGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIYGIVAKKVNEILQAD
! AINGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVT
| KRSVMTLAYGSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAA
i GYMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEIL
! RKRCAVHWVTPDGFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINT
i NKDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVVWAHEKYGIESFA
¢ LIHDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQL
| HESQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFAG
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ES 2 983 060 T3

Variante  C-terminal  de ARN {Secuencia de aminoacidos
?polimerasa T7 :

......................................................................

Varlante C-terminal Y44l :
3 é.b\% hD‘d‘;?— EE *K

ARERIN &R\}_K«af}&%&\i}*@&\ﬁxﬁprLi‘“I :
ARREKRETAFQFLOERPESVAYITR TTLACLTSADNTTVOQAVASS
RARAEDEARFORIRLEAR HF KR SVEEQLNRRVEH NVS{VAFKKW
CVEADMLSHOULGGEAWSSWHNEDSHVEVRCEMLESTEMVE

P MEGRAGYVERIDSETIELAPE ?AE‘#&%A?FIAGM»{33“?‘%’3?@?‘{&\?9
| PRPWTGITGHEYWANGERPLALVR THS KK ALMRYEDVY MPEWY
DR ANIRONTARKRKEVLAVANVITRWKHOPYE NP AIERERELPMKF
| BRI AMNPEAL TAWKRARASYY RKDKAFKSREISLEF MLEQANKF S
| MHRS AT PY NMDWRGRWY AVEMPNPOG I TR GLLTLAK GRM
uf(EC“‘f'( L HGANCARVOEVPFPERK FIEENHENIMACAKSRL

| EMTWAAE QRISPFOFLAFCFEY AGVAHHOLSYMESLPLAFENEEC
SGMHF&;AML*{D&Vu&?m*J\L»F’ﬁ?:WQSW\:Nﬁ*ﬁ&*’w‘d&w}mt‘&
INETOREWY E'SJTC‘EN‘S'GE%EKVK* STEALAGOWLAYGVTREVYTK
(R ‘“‘h‘"&*" LAY GEHEFOFROVLEDTIORAIDSGKGLMFTONGAAS
’?M" \ *“M%*‘EX'%’U#\%VE#\ ?E‘\IWLKJ‘% fw\n L%&E KRRKTQRLR
i IFRLOFPTINTN
HRRYGIREFAL

a@LﬁKMP&LF}& .G.i*.,_L-. _LR&,S,E.SSF' -ﬁF'.‘f\,X.m
§donde X es cualquier aminoacido y n es cualquier nimero entero,

p ej.,entre1y5

éVariante C-terminal Y44l MNTINIAKNDFSDIELAAIPFNTLADHY GERLAREQLALEHESIEMG

| EARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEEVK
! AKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAY ITIKTTLACLTSADNTTVQAVASA
{ IGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFMQV
{ VEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMVSL

{ HRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRAGALAGISPMFQPCVVP
: PKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPEVY
| KAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPMKP
! EDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANKFA
{ NHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGKPI

P AKECVVAM KL ARNCACA/NK/DEDERIKEIEENLERIMACAK QDI
TVONEDT T VVENT PROAINCVCAO VYL NANVE T NN DN T INHIVIAVVANDT -

| ENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGSC

| SGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIYGIVAKKVNEILQADA
{ INGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVTK

i RSVMTLAY GSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAAG

{ YMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEILR
{ KRCAVHWVTPDGFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQP TINTN

| KDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVVWAHEKYGIESFALI
{ HDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQLHE
{ SQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFAG
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ES 2 983 060 T3

.................................................................................................................................................................................................................................

Variante C-terminal de ARN iSecuencia de aminoacidos
?polimerasa T7 :

..........................................................................

Varlante C-terminal Y44L

L\A{‘\W{‘ n 2 AL

L URPKPWITGITEGGY RYEDVYMPE

vm&mmmmmmmymyf»w KHOBVEDIPASRERLPY
| KPEDIDMMPEALTAWKRARASY Y RKDHARK SRAISLEFMLENANK

| FANME ARMFPYNMDARGRYY AVSMFNRQGMIR TKGELLTLARGK
§E"‘fGi‘{ "s’\’*f’?“ﬁ(&‘iﬁﬂE**C«‘-\w\ﬂ)ﬂw?i'?‘ﬁ‘{!ﬁ iEm’ %“EN?MA ?"\SP

RKR S \wm 1?;} 'F“"VWQ&‘S'K‘(P*CKR@\*L‘S“L&Q, RLQPT MY

: *‘ﬂé?{“‘-‘&& RAHKOESGIAPNFVHSODGEHLRK TVVWRHEK YGRS ?-a\
EFETIPADAANLFK AVRETINOTYRSCOVE ADFYDOFADG

| HESOLDRMPALP AKGNULRD I ESDEAFAK,

idonde X es cualquier aminoacido y n es cualquier nimero entero,

ip.ej.,entre1y5

Varlante C-terminal Y44L MNTINIAKNDF SDIELAAIPFNTLADHY GERLAREQLALEHESLEM

‘ ! GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE
| VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAY ITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
{ SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHF KKNVEEQLNKRVYGHVYKKAFM
{ QVWEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
| SLHRQONAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRAGALAGISPMFQPCV
{ VPPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPE
{ VYKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVED IPAIEREELPM
{ KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK
: FANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGK
! PIGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSP
{ LENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGS
{ CSGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIYGIVAKKVNEILQAD
{ AINGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVT
i KRSVMTLAYGSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAA
| GYMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEIL
{ RKRCAVHWVTPD GFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINT
{ NKDSEID AHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVVWAHEKY GIESFA
i LIHDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQL

HESQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFAG
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Variante  C-terminal  de ARN {Secuencia de aminoacidos

\polimerasa T7

................................................................

ES 2 983 060 T3

CYRAKNOKRRTAR
P BAKIRAEDEAR LREREVGEHVYREAFS
FOVVEADMLBHGLLGGEAWSESWHK EDS VG VR ESTEMY
P SLMRCRSOWEODEETELAREYAEAIAT Al FRIFGROY
CVRREPWTGITGBGY WANGRRPLALVR THSKEALMRYEDVYMRE

VYR ARAAOMNTARKINEEVLAVANVITEWKHOPVERIPARREELPY
| KPEDID MNP EALTARKEAAAAY YREKDH ARK SERISLEFRMLEQANK
FANHEABAFFYNMOWRGRYY AVEMFNPOGHEMTEGLLTLARGY
FIGKEGY Y IB IHGANCAG VDK VYPFRPERINF RENHENBIACAKSFH
LENTWWAEQDSPFOFLAFOFE Y AGVOHHBLSYNUOELPLAFDGE
| CEGIQHF SAMURDEVOORAVNLLPSE TWODHY G AR KVREL QAL
NGTDMNEVUTWTDENTGEISERVRLGTRALAGIBVLAY GV TREVY

P RRSVMTLAY SSHEFGFROGVIEDTORFAIDSSHGLMETORNG &4
LY MARLIESVEVTVVASVEAMMGLKS AAHLLAGE VR KK TRER
RKECAWHWYTPOGFFVWIEYKHP TR S OFRLORTINT

PR OBEIDARKQESGIAPNEVHEQUGEHLRR TWARAHE K YRR SEA,
LHRESFGTIRARAANLFE AVRE TV TY RECIOVEARFY D OF ARG
CHESQLOSMPALPARGHLNLRDLESDFAF AKX,

§donde X es cualquier aminoacido y n es cualquier nimero entero,

T A RN

p ej.,entre1y5

@Variante C-terminal Y44M

 MNTINIAKNDFSDIELAAIPFNTLADHY GERLAREQLALEHESMEM
{ GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE
| VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAYITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
| SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM
{ QVVEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
{ SLHRONAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRAGALAGISPMFQPCV
| VPPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVR THSKKALMRYEDVYMPE
| VYKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPM
{ KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK
i FANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGK
{ PIGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSP
| LENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGS

i CSGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIYGIVAKKVNEILQAD
{ AINGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVT
{ KRSVMTLAYGSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAA

| GYMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLK SAAKLLAAEVKDKKTGEIL
{ RKRCAVHWVTPD GFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINT
 NKDSEIDAHKQESGIAPNFYHSQDGSHLRKTVVWAHEKY GIESFA
i LIHDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQL
i HESQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFAG
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ES 2 983 060 T3

Variante  C-terminal  de ARN {Secuencia de aminoacidos
\polimerasa T7 :

.................................................................................................................................................................................................................................

Variante C-terminal Y44K * MNTINIAKNDF SDIELAAIPFNTLADHY GERLAREQLALEHESKEM

| GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE
| VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAY ITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
| SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM
| QVVEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
| SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRAGALAGISPMFQPCV
| VPPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVR THSKKALMRYEDVYMPE
| VYKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPM
| KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK
| FANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGK
| PIGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSP
| LENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGS
| CSGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIYGIVAKKVNEILQAD
| ANGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAY GV TRSVT
| KRSVMTLAY GSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAA
| GYMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEIL
| RKRCAVHWVTPDGFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINT

DR DEEINAHKOESSIAPNEVHEQUGSHURK DANAHEK Y GIESEA
[LHDSFOTRADAAMNLFKAVRETMVOTYESCOVLADFYDOFADOL
{MESQLDRWFALFAKGNLMESDL ESOPAF AR

§donde X es cualquier aminoacido y n es cualquier nimero entero,

ip.ej.,entre1y 5
Variante C-terminal Y44K . MNTINIAKNDF SDIELAAIPFNTLADHYGERLAREQLALEHESKEM 148
: GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE

i VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAYITIKTTLACLTSADNTTVQAVA

SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM

i QVWVEADMLSKGLLGGEAWSSWHKED SIHVGVRCIEMLIESTGMV

SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRAGALAGISPMFQPCV

{ VPPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPE

VYKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPM

{ KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK

i FANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGK

PIGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSP

i LENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGS

CSGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIYGIVAKKVNEILQAD

{ AINGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVT

KRSVMTLAYGSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAA

i GYMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEIL

RKRCAVHWVTPD GFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINT

i NKDSEIDAHKQESGIAPNFVYHSQDGSHLRKTVVWAHEKYGIESFA

i LIHDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQL

HESQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFAG
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ES 2 983 060 T3

Variante  C-terminal  de ARN {Secuencia de aminoacidos
?polimerasa T7 :

..........................................................................

Varlante C-terminal Y44Q

: FOSLOE

£ Muﬂwmmﬂ\ bﬁiﬁt"mh&‘ ¥ mw
L ONVVEA =2
SUHRONAGWGEDSETELAPEY SALAG

| VPPKPWIGITOOGYWANGRRELAL VRTHSKKAL mﬁwww PE
\}vm r«m@mmm*«mmﬂ AVANYITIAKHCRYED PAEREELPY
1 i 'ﬁ;m& Mm?ms‘ QANK

: i‘SCiQHkS&MHG:‘J CM&E‘KLL?ME‘WQEJ W"\»’* ¥ "p J

CANGTRMNEVTVTRENTGERISEXVELGTRALAGIANVLAYEVTREVY

CERSYRMTLAY SBKEFSFROGVIEDTIORADSGRELMFTORNQAS

ST MAKLESVSYTVVAAVEAMNGLKS ASKLLARB VR DRK TRRLL

| RKFCAVNWTRO GFPVWRE Y KPR TRUNLWSLGOFRLOR TINT
P OSEDANKQESGIAPHEVHEQROSMER TWWAMEK Y ESEA

WHDSFGTIPADAANUFRAVRETINWOTYESCOVIAREYDOFALGL

FHESCLOKMPALPARGNUNBRDLESOFAF AKX,

§donde X es cualquier aminoacido y n es cualquier nimero entero,

T AR

p ej.,entre1y5

?Variante C-terminal Y44Q i MNTINIAKNDF SDIELAAIPFNTLADHYGERLAREQLALEHESQEM 150
i | GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE
{ VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAY ITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
! SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM
{ QVWEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
{ SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRAGALAGISPMFQPCV
{ VPPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPE
| VYKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPM
{ KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK
i FANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGK
{ PIGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSP
| LENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGS
{ CSGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIYGIVAKKVNEILQAD
{ AINGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVT

{KRSVMTLAYGSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAA

i GYMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEIL
{ RKRCAVHYWTPD GFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINT

! NKDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVVWAHEKYGIESFA
i LIHDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQL

i HESQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFAG
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ES 2 983 060 T3

Variante  C-terminal  de ARN {Secuencia de aminoacidos
?polimerasa T7 :

..........................................................................

Varlante C-terminal Y44E S8
P GEARFRIKM
VKAKF%‘ ‘KR\"

' i ERERLEW
H@\QQED\#NPRMJM Kw«s\mv\fﬁmm*&xm !Q&Q’MLQQA‘\&K
"ANH&MWF’F*Y\%M RGRVYAVEMFNROGNDM TR GLLTLARGY
FIGRESY YL KIHGANCARVDRVPFPERIKFECKHENIBMADAKSR
;&;\mwmt: DDEFFOFLAPCFEY AVUFHGLEYNUCELPLARDGE
P ORG i*&Hf‘“3RM&R&\“VSERA\MLLP;;&"3’&*’{“@W AR KRELQAD
ARG TRREWVE TV TRENTE ATHALSGLANLAYGYTREYT
CERSVMELAYGSKEREER DOFARESGHGLMFTORPRAR
YHRAKLIWER TVSAVEANNWLKS AR LLAARVWRDRETGERY
| RKRCAVHWTPOGR PYWOE Y KO TRINLWFLGOFRLGPT N"‘
CNEDSEIDAHKQESGIAPNIVHSQDGSHLRE TWVWWAMEK Y GIEEFA
LHRESFGTIRARAANLFE AVRE TV TY RECIOVEARFY D OF ARG
CHESQLOSMPALPARGHLNLRDLESDFAF AKX,
§donde X es cualquier aminoacido y n es cualquier nimero entero,

p ej.,entre1y5

?Variante C-terminal Y44E { MNTINIAKNDF SDIELAAIPFNTLADHYGERLAREQLALEHESEEM 152

i | GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE
{ VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAY ITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
! SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM
| QVVEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
! SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRAGALAGISPMFQPCV
{ VPPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPE
| VYKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPM
{ KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK
i FANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGK
{ PIGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSP
| LENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGS
{ CSGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIYGIVAKKVYNEILQAD
i AINGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVT
| KRSVMTLAYGSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAA
! GYMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEIL
{ RKRCAVHWVTPDGFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINT
i NKDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVVWAHEKY GIESFA
{ LIHDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQL
i HESQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFAG

Variante C-terminal E45A | MNTINIAKNDF SDIELAAIPFNTLADHYGERLAREQLALEHESYAM 1153
: | GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE
| VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAY ITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
| SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM
| QVVEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
{ SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRAGALAGISPMFQPCV
{ VPPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVR THSKKALMRYEDVYMPE
| VYKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPM
: KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK
| FANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGK
| PIGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSP
| LENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGS
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ES 2 983 060 T3

Variante C-terminal de  ARN iSecuencia de aminoacidos SEQ ID'
\polimerasa T7 NO
; [ CSGIGHFSAMLRDEVOSRAVNLLPSE TVODIY SIVARKYNELOAD
CANGTDNEVWWTVTUENTERISEKVELGTHALAGORLAYEVTREYY
KRSV LAY OSHEFCRRUGVIED TOPAIDS GHGLIMF TUPNGAK
L GYMAKLINESVEVTVVAAVEAMNMLESAAKLLAAEVEDKKTGEL
| RKRCAVNAWTPRGEFVNOEYKHPIOTRUNLMFLGOFRLOPTINT
[ MHDSEDAHKOESSIARNFVIEQD G EHLRK TVVWAHER YGIETF A
LEMDEFETRARAMMLFRAVRETRIVOTYEECOWVLADFYDOFADGL
| HESQLDHMPALPAKGNUNURDLESDFAF Xy,
§donde X es cualquier aminoacido y n es cualquier nimero entero,

p ej.,entre1y5

e e e e e e e e e e,

Variante C-terminal E45A i MNTINIAKNDFSDIELAAIPFNTLADHY GERLAREQLALEHESY AM 154
| GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE
! VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAYITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
{ SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM
{ QVVEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
{ SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRAGALAGISPMFQPCV
{ VPPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPE
! VYKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPM
| KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK
{ FANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGK
i PIGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSP
! LENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGS
{ CSGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIYGIVAKKVNEILQAD
{ AINGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVT
| KRSVMTLAY GSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAA
| GYMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEIL
{ RKRCAVHWVTPD GFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINT
{ NKDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVVWAHEKY GIESFA
{ LIHDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQL
i HESQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFAG

.........................................................................

\Variante C-terminal E45I

RN
| AERGHRAPTAFQFLOERPEAVAYITHTTLACL TRADNTTVOAVASA
EGRAEDEARFGRIBDLEANHER K RWEEBQINKEVEHWY M AFRMOV
FVEADMLSHOUGGEAWSSWHKEDSIMVEVRCEMUESTEMYEL

| HRONAGYVOQDRENELAPE Y AEAIRTRAGALAGIEPMFOPOVWE

D PE PWTGITRERYWANGREFLALVE THEKEALMBY BERVYMPREVY
PEAPIAGNTARK BREE VLAVANYITRAE HOPYEDIPAKREERLPMEP
CEDIMINSEAL TAWKRARAAVY REDEARK SRIISLEFMLERANKES

P NHR AT PO WRORYY AVEMPNPOGHNINTRGLLTLAKGRM

P GREGYYWE M HEANCASVORVPFPERKFIEENHENIMACAKSRL
{ENTWWAEGDSPROFLAFCFEY AGVOMHOLE Y MOSLPLAFDHIEC

D EROHESAMLRDEVEERAVHLLPSETVODY GIAAR KWNERLGADA

| INGTONEWVYTYTRENTOESEXVRLGTHALAGOWLAY GV TRSVTK

| REVATLAY SR EFGFEOAAED TP AIRSGHGLF TUP NGAAGS

DY MAMUMESVEVTVAAVEAINI KEAAKLLASREVRDRKK TGRS
FERCAVHWYTRPDGFPYWORYKKPIQTRUNLMFLGOFRUGP TINTN

P KDSERDAHRQESGWRPNFVHEQDGSHLEETVWNAHEE Y GIESFALL
CHDSFGTIPALAANIFRAVERTMVDTYESCOVLADRYDOFAROLRE

P BOLDRMPALPARGNEMLRORESDRAF AKX,

gdonde X es cualquier aminoacido y n es cualquier nimero entero,

p ej.,entre1y5
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ES 2 983 060 T3

Variante  C-terminal  de ARN {Secuencia de aminoacidos
?polimerasa T7 :

.................................................................................................................................................................................................................................

Varlante C-terminal E45] i MNTINIAKNDFSDIELAAIPFNTLADHY GERLAREQLALEHESYIMG
{ EARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEEVK
| AKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAY ITIKTTLACLTSADNTTVQAVASA
! IGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFMQV
{ VEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMVSL
{ HRQNAGVVGQD SETIELAPEYAEAIATRAGALAGISPMFQPCVVP
| PKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPEVY
| KAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPMKP
{ EDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANKFA

{ NHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGKPI

| GKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSPL
| ENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGSC
i SGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIYGIVAKKVNEILQADA
{ INGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVTK
{ RSVMTLAYGSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAAG

| YMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEILR
{ KRCAVHWVTPDGFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINTN

: KDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVVWAHEKYGIESFALI
i HDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQLHE
 SQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFAG

Variante C-terminal E45L | MINTRSAK IR STHELARIFFNTLADHY GERLAREQLALEHERYLM 157
| BEARFRMMP %:RQL&M}E:K;&\E‘M&MK“‘ ITRALRPRMIARINDVATER
DR AKRGH RETAFGFLOE R PFEAVAYITI TTLACL TSADMTTVOAYA
| SAIRRAEDEARFGRIRDLEAMMPRKMVEEQLMNKRVOHVYKKAFH
FVVEADMLSRGLLGGE AR S SV EDS INVOVYRTIEMLIES TGMY
| SLHRGRAGYY BQRSETELARPEY ARA RA@%LAS%*’:P FORCY
§‘fP=~»‘?§PW3 e WYM

3 F &Ni?ﬁ«‘% A}’{QP
u;m‘m&mawrcrm F *AO&#QHH\\;LQYMC LRLAFRGE
OSQINIMESARMIRDEVYEORAVMLLRSE DD GIVAKIOVRELLAD
CANGTONEWY TV TDENTOE B ER VKL T ALARDWALAY GV TREYT
PRESVMTLAYQOHEFGFROGNVLEGTIORAD B GLNFTOPNQAK
[ GYMAKLINERVEVTWAAVEAMMALESAAKLLAABVRDKKTGEL
D RERCAVNZWTRLGFFWWEEY KR PO TRLNLEFLGOFRLOQFPTING
NEDSRIDAREQREGIAPNFVHEQDGEEHIREK TVVINAREEY G =E"%FA
HRSFGRTIP "Lm x\i«“}’f ﬁx\»‘pﬁ?ﬂﬂ%«TY{E“\”D»L&EEFVGHF ARG
| HESGLEKRPA
gdonde Xes cualqmer ammoamdo ynes cualquier nimero entero,

p ej.,entre1y5
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ES 2 983 060 T3

Variante  C-terminal  de ARN {Secuencia de aminoacidos
?polimerasa T7 :

.................................................................................................................................................................................................................................

Varlante C-terminal E45L { MNTINIAKNDFSDIELAAIPFNTLADHYGERLAREQLALEHESY LM

{ GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE

{ VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAYITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
! SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM
{ QVVEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
| SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRAGALAGISPMFQPCV
| VPPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPE
{ VYKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVED IPAIEREELPM
{ KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK
i FANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGK
! PIGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSP
| LENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGS

{ CSGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIYGIVAKKVYNEILQAD
i AINGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVT
! KRSVMTLAYGSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAA

| GYMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEIL
{ RKRCAVHYWTPD GFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINT
: NKDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVVWAHEKYGIESFA
i LIHDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQL
! HESQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFAG

R

Varlante C-terminal E45M { MNTINIAKNDFSDIELAAIPFNTLADHY GERLAREQLALEHESYMM 159
| GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE
! VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAYITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
{ SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM
{ QVVEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
{ SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRAGALAGISPMFQPCV
{ VPPKPWTGITGGGY WANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPE

R AR O TAYRK M VL AVANVITH WHHCRVED P AE SEE LR
RFEDDMMPEALTAVRRASASY RRDRARKSRRISLEFMLEGANK
NHEARFPYNMDWRGRWY AVSMPNPOGHDMTRGULTLAKGK
PIGREGYYWLK EHG?{MLA;;V DEVPFRERIKFIESNHER! ?»Mm&?(bi»’
CLEMTWWAEODSRFOFLAF ?:‘*‘ﬁu‘»*ﬁhHuLbYNC&LQ& DES
| SEQICHFSAMLRDEVOSRAVNLLPSETVQIHY SR SKKVNR ,m(”ef‘@

P ARG TRNEVYTYTRENTGE SEKVK&F Wﬁiﬁx FPRLAYEVTRE

| HREVMTLAYGER EFGFROQVLED TIGRPAIDSGHGL MFT{Z‘N&MH
CEYMARLME R SVTVVAAVEAMMW K S AAKLLAAR YR DEX TSR,
CRRRCAVHEWYTPOGF PURIQEY KKPG TRINUMFLGOFRLGP TINT
CNEDSRIDARKOESGIAFNIVHEQDGEHLEE TWVWAHEKY GIREFA
HOEFGTIRADAANLFKAVRETINOTY WVESDRYDQRADQL
{HESOL DR MPAL PAKGNLNLRDE ESDFAFAK,

§donde X es cualquier aminoacido y n es cualquier nimero entero,

p ej.,entre1y5
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Variante  C-terminal  de ARN {Secuencia de aminoacidos
?polimerasa T7 :

.................................................................................................................................................................................................................................

Varlante C-terminal E45M i MNTINIAKNDFSDIELAAIPFNTLADHY GERLAREQLALEHESYMM
{ GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE
{ VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAY ITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
{ SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM
i QVWEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
! SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEY AEAIATRAGALAGISPMFQPCV
| VPPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPE
| VYKAINIAQGNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPM
{ KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK
i FANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGK
! PIGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSP
| LENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGS
{ CSGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIYGIVAKKVNEILQAD
{ AINGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVT
| KRSVMTLAYGSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAA
! GYMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEIL
{ RKRCAVHWVTPD GFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINT
: NKDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVVWAHEKYGIESFA
i LIHDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQL
! HESQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFAG

Varlante C-terminal E45K

i v 4 £ NTLAURYGERLAREGLALEHE 'E'K&*‘ 161
| SEARFREMPERGLEAGEVADNSAAAKPLITILLFE MIARIMDGWERE

P WRKAKRGKERY Hl‘ .ér:MF? EAVAYITIRTTLACLTSADNY f"‘JQf-\M}\
| BRAIGRAIEDE, : ‘ ) :
Q‘u*u EADMLE
: HRQ@&A(‘V

KF&DM \?NPEALWN&KR»\Q&AVY R*‘ia\ﬁr\hﬂ$$‘ RISLE FM i RQANK
§r~AMH*§AtWFF“f NEDWRGRVY AVEMPNPOGNDMTERULTLARGY,
FPGKEGY VWL IRGAKCAGVR R VPFPERNFREENHENBIACAR SR
H L*\?W‘@ I‘J&\FQ SP“CFL '"C Yﬁ\u\’QﬁHGi\SYNCﬁiFEﬂ?ﬁﬁ@-

Le } ? r""m ﬁd\z‘lﬁ‘m wa.. RL&F’
KOEEL E:W*?i(&i:“w SRV HR QDS HURK TVAVAHEK Y () E:&M
_ ﬁa:sm AT AAMLEKAVRE BIVE TYESCOVLADEYDORADGL
| HESOLDKMPALPAKGNUNLRDILESDEARAX.,

§donde X es cualquier aminoacido y n es cualquier nimero entero,

p ej.,entre1y5

R

Varlante C-terminal E45K { MNTINIAKNDF SDIELAAIPFNTLADHYGERLAREQLALEHESYKM 162
| GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE
| VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAY ITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
i SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM
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ES 2 983 060 T3

Variante C-terminal de ARN iSecuencia de aminoacidos

\polimerasa T7 :
! QVVEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
: SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRAGALAGISPMFQPCV
| VPPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPE
{ VYKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPM
{ KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK
: FANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGK
i PIGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSP
| LENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGS
{ CSGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIYGIVAKKVNEILQAD
{ ANGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVT
{ KREVMTLAYGSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAA
| GYMAKLIWESYSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEIL
! RKRCAVHWVTPDGFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQP TINT
| NKDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVVWAHEKYGIESFA
{ LIHDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQL
i HESQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFAG

FENTLADHY GERLAREGLALEHESY

2 ; YADMASARPLITILLE KR AR =

§W§A§§R‘ BRW E"‘(}FLQM&F’EAV}’W T‘KWL_AM_T\_MSMT'*VWAXM
| SAIGRARDEARFGRIRDLEAKHFRENVEEQLNKREVO NV YK AFM
HAEVEADMLSKGLLOGRAWSSWHREDSINVEVYRGEMLUIES TEMY
D SLHRONAGVVERDEETIRLAPR Y ARAIAT AGISPMFQPLY
| VPRKEWTGITEGE Y WANGRRS YR THSKEALMRYEDWVYMEE
DU YRARSONTAYE N*{}{VLAVANE' TR WRKHCPYEDFRERERLFW

: P’F\vi}i"%#NPCK&LWWW{Q%V&-&VVR S \K“\k\?i‘\i&l?ﬁﬁif:ﬁ ANK

Varlante C-terminal E45Q

i P ) niﬁf 5-5 ‘E} 3
‘“““b%if‘ﬁ“bé\?&’ib SWGORHAVRLLPESETVQIHY GV AKKEN 9]
CANGTONEV TWTDENTOEISERVHLOTHALASOWLAY GV TRS
P{R VR TLAY K EFSFROOGVLEDTIGRAID SO SLMFTORHG AL
P EYMARLWERVSYTVVAAVEAMNMLKSAARLLAAEWRDERTGRL.
D RERCS ‘W“Tpi}GFPVE&QEYE{KP;‘Q“E*R'\NL%‘PL SOFRLGPTINY
MEDSEIRAHKGESGIAPNEVHEQDOSHLRE TWYWAT iﬁ*(”fb‘&:taﬁ\
HEBFETIRATIAAY i FRAVRETWIWOTYESOOVLADFYDQFARD

P HESOLORMPALPARGNLMLRDE EEDFAFAX,,

idonde X es cualquier aminoacido y n es cualquier niimero entero,

p ej.,entre1y5
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Variante  C-terminal  de ARN {Secuencia de aminoacidos
?polimerasa T7 :

.................................................................................................................................................................................................................................

Varlante C-terminal E45Q { MNTINIAKNDFSDIELAAIPFNTLADHYGERLAREQLALEHESYQM
{ GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE
{ VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAY ITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
{ SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM
| QVWEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
i SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRAGALAGISPMFQPCV
| VPPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPE
{ VYKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPM
{ KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK
i FANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGK
! PIGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSP
| LENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGS
{ CSGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIYGIVAKKVNEILQAD
{ AINGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVT
| KRSVMTLAYGSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAA
! GYMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEIL
{ RKRCAVHWVTPDGFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINT
{ NKDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVVWAHEKYGIESFA
i LIHDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQL
! HESQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFAG

R

Varlante C-terminal M46A ! MNTINIAKNDF SDIELAAIPFNTLADHY GERLAREQLALEHESYEA 165
| GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE

L VKA RGHRP TAFOFLOEKPEAY A YITH TTLACL TSADNTTVGAYA
| SAOSARDE ARG HRDLEAKHEKKNVEEULMKRVEHV Y KSR
| WVEADMLEKGLLOGEAWS SHWHKED SMVEVROIEMLIESTGRY
| SUNRONAGVVRGDSETELAPEY ABAATRAZALAGISPUMPOROY
\"PPf\m?\“ﬁ-ﬁcﬂwuil‘fﬁeﬁNGRF?*‘ktﬁsﬁ\*ﬁ*}*aﬁﬁm\‘&%ﬁ?ES‘J“"M:’E

: ‘f‘ﬁ*%\bﬂ *ﬂﬁ A‘sﬁm&&ﬁ(’?&??“?
CLENTWWAEQUSPFIMLAFCPEY AGVQ SLPLAFRGS

P o8 EQ:?* SAMLBDEVOERAVNLLPSE : ‘a‘:‘ﬁi“xfu?‘iﬁ' JERCEATS
: ERHLSTRALAGIIMAY BV TREVT
KRS\.’M L;*\Vi.sgi*\m\ SERSQVLERTIORAIDEGK GLMFTRRPNQAS

| GYMAKLIMESY SVTVVAAVEAMNRLKSAMKLLAAEVKDRK TGEIL
fRKRCAVHRWTRDEPEVGE YRR TRLNUMPLEOF RLOP TINT

| NKDBEDAHKGESGIARNFVHRQDOSHULAK TVWVWARBR ¢ GIESFA
LMD EFGTIPADAAMLFK AVREY mWE)‘”VF SCRVLADFYOFADGL

| HERQLDKMPALPAK G NLEDLESORAF A,

§donde X es cualquier aminoacido y n es cualquier nimero entero,

E\;ﬁﬂmmaxc

p ej.,entre1y5
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Variante C-terminal de  ARN iSecuencia de aminoacidos SEQ ID'
?polimerasa T7 NO :
\Varlante C-terminal M46A i MNTINIAKNDFSDIELAAIPFNTLADHYGERLAREQLALEHESYEA 166

| GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE
| VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAYITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
i SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM
i QVWEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
i SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRAGALAGISPMFQPCV
| VPPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPE
i VYKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPM
{ KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK
i FANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGK
¢ PIGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSP
i LENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGS

i CSGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIYGIVAKKVNEILQAD
i AINGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVT
! KRSVMTLAY GSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAA
i GYMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEIL
! RKRCAVHWVTPDGFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINT
i NKDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVVWAHEKYGIESFA
i LIHDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQL
i HESQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFAG

.........................................................................

Varlante C-terminal M46l

“H"*&b&?&i DAWFEEVK
§ :‘AG?‘{‘“WQ*’\V#\S&

hmmﬁwmm mw*mxm f‘\:m Nma\m\auﬂm\}iﬁhm
| GHEGYYRLKHGANCAGVIRVEFPERIKFIRENHENMACAKSP

L ENTWWARGDSRPOPLAFCREYAGVWLIHHE z_sm"t*@_m_w‘mcm
| BROMFEAMLEDEVOERAVILLFSE VDY GIVAKKYNELTADA
g,mmmwrmm E ISERVKLGT &mﬁm‘w;\wmw \mf

CHRCAVE W‘TF”DC?FVWLF‘%*KR?;\QL L NEMPLGOFRS TR

[ KRERNANKGESGWPHNF %’HHQE}GS"‘%LQKW“W“*AH K"t”‘a SEF AL
qTip#\B*w\NLFKﬂVREWﬁ VRTYESDINWLADFYROF &DC&}*E
LM ALPAHGRLNLRTHLES DR AFAX,,,

S8

idonde X es cualquier aminoacido y n es cualquier nimero entero,

p ej.,entre1y5
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Variante  C-terminal  de ARN {Secuencia de aminoacidos
?polimerasa T7 :

.................................................................................................................................................................................................................................

Varlante C-terminal M46| i MNTINIAKNDFSDIELAAIPFNTLADHY GERLAREQLALEHESYEIG
{ EARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEEVK
| AKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAY ITIKTTLACLTSADNTTVQAVASA
! IGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFMQV
| VEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMVSL
{ HRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRAGALAGISPMFQPCVVP
| PKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPEVY
i KAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPMKP
| EDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANKFA
i NHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGKPI
| GKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSPL
{ ENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGSC
{ SGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIYGIVAKKVNEILQADA
{ INGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVTK
| RSVMTLAYGSKEFGFRQQVLED TIQPAIDSGKGLMFTQPNQAAG
| YMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEILR
{ KRCAVHWV/TPDGFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINTN
i KDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVVWAHEKYGIESFALI
{ HDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQLHE
! SQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFAG

AAPENTLADHY GERLARESLALERESYELS
QLR ASEVADNAAAKSLITTLUPMIARIND WRE EVH
RETAFGFLOEKPEAVAYTK TTLACL TEADNTTVOAVASA
| IGRAEDEARFGRIRDLEAKHFRKNVEEDLNKRVEHYY KKAFMOV
| VEADMLOKGLLGGEANSSWHKED BINVGYRCIEMLIES TOMYSL

L HRONAGVVERD SETELARPEY AEA M TRAGALAGIEPMFGROVYR
| PRPWTGITOGGY WANGRRFLALR THIKHALMEY SOVY MPEVWY
| KA MACINTARK K VLAV ANYITK WK HOFVEDIP AR REEL PMKE
| EDEMINPEAL TAWKRAAAAYY REDRARK SRRSLEFMLEQANKEA
| N ARERY D WRGRVY AVEMF NP O GNOMTKGLL TLAR 31!

| CKEGYY WL HGANCAGY DR PO E RS EENHE MM ATAKSPL

| ENTWWAERDSRFCFLAFCREY AGYOHHBLS Y NCSLRLAFDGST

| SHOHPSAMLRDEVOERAVNLLPSETVOD Y GWVAKKVNELGADA
NGNSV IV IDE NTSRISERVKLO TKALASOWLAYGVTREVIK

| RSVMTLAYOSHERGFROOVEED TGP AIDSCREUME TOPNGAAG

| AR LIWE SUSVTVVAAVEARNBLKSASKLLAAE VR DR K TG EILR
L RCAVH TRDGERPVIRQE Y KK PO TRLNLMELGRERLQP TINTN

| KOSEDANK TS LA YHSGD O SHURK TWWWAHEK Y GESFALI
HE} SFGTIPARASNLFY AVRE VO TYESCOVEADF YDOFADGLHE
| SQUDHMPALPAKGHLNURDILESDFARAX:,

donde Xes cualqmer aminoacido y n es cualqmer nimero entero,

Varlante C-terminal M46L

p ej.,entre1y5
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Variante  C-terminal  de ARN {Secuencia de aminoacidos
?polimerasa T7 :

.................................................................................................................................................................................................................................

Varlante C-terminal M46L i MNTINIAKNDFSDIELAAIPFNTLADHYGERLAREQLALEHESYELG

‘ i EARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEEVK
| AKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAYITIKTTLACLTSADNTTVQAVASA
! IGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFMQV
| VEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMVSL
i HRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRAGALAGISPMFQPCVVP
| PKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPEVY
! KAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPMKP
i EDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANKFA
i NHKAIWFPYNMDWRGRVY AVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGKPI
! GKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSPL
| ENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGSC
| SGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIYGIVAKKVNEILQADA
i INGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVTK
! RSVMTLAYGSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAAG
| YMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEILR
i KRCAVHWVTPDGFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINTN

KDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVVWAHEKY GIESFALI
i HDSFGTIPADAANLFKAVRETMYDTYESCDVLADFYDQFADQLHE
: SQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFAG

..........................................................................

Varlante C-terminal M46K

chxe?\ CEMLES TaMY
RAGALARISOMEQRCY

hwvms*m KA GO ANESWHIEL
| SLHRONAGVVOODSETIELAPEY &
YPPKPUTGTGGEY WANGRRPLALYS

3

Y EOWYMPE

: WRHCPYEDFARRERLPW

K_p:‘:{} NP,“.M \M K%«AA&VVR ‘"‘*Kp&%ﬁhﬁ!‘%i EFMLERANK

FARHE ,%&*\*F’F"f\i&i SARGRVYAVEMPNPOGNDM TR GLLTLARGY

GRESY YLK G ANCAGVDK YPFPERIKF EERHENMACAK S

'.*E;\S}WWAE: MOEFPIFLAFCFEY AR VQ%HSL&:Y\&L;}LP..APE“‘ =

| CECIQNFSAMLRREVORRAVHLLFEE VRD TGN ARKY w\ NRE

§A‘E\SQT‘CNM\*“&*WWE\{TQEESEKVELQWR& OWLAYOVTREVT

P RRSVMTLAY GOREFGFRODVIEDTIRFAIDSERELMETORNG S

wYM&KLM{Q\*S‘»‘“ AERAVEAMMOWLKSAAKLLASR WK I K TERR

LRE HETRD WOEYEKEGTRUNLMF RLQPT INT
*ﬂéﬁ&&s&: DFEHKQE"‘(\ APMFVHSQDGSHLRR AHERKYGIESFA

HOSFETIPARARNLFRAVRETING :”u*&:&*“&kfu@ﬁb(:? ATGEL

CHEEQLOKMRALPARGNLNLEDLEEDF&F A,

§donde X es cualquier aminoacido y n es cualquier nimero entero,

p ej.,entre1y5
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Variante  C-terminal  de ARN {Secuencia de aminoacidos
\polimerasa T7 :

.................................................................................................................................................................................................................................

Variante C-terminal M46K : MNTINIAKNDFSDIELAAIPFNTLADHY GERLAREQLALEHESYEK

| | GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE
| VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAY ITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
| SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM
| QVVEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
| SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRAGALAGISPMFQPCV
| VPPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPE
£ VYKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPM
| KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK
| FANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGK
| PIGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSP
| LENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGS
| CSGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIYGIVAKKVNEILQAD
| ANGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAY GV TRSVT
| KRSVMTLAY GSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAA
| GYMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEIL
| RKRCAVHWVTPD GFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQP TINT
| NKDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVVWAHEKY GIESFA
| LIHDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQL
| HESQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFAG

R R RN R AR

‘Variante C-terminal M46Q | MNTINIAKNDFSDIELAAIPFNTLADHYGERLAREQLALEHESYEQ 175
3 | GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE
{ VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAY ITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
| SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM
| QVVEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
| SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRAGALAGISPMFQPCV
| VPPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPE
{ VYKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPM
{ KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK
| FANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGK
| PIGKEGY YWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSP
| LENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGS
| CSGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQD IYGIVAKKVNEILQAD
: AINGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVT
| KRSVMTLAYGSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAA

[ EYMAKLAVESVSVTVWAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDER TGEL.

P RERCAVHEWTRFOGRPVRGEY R PIQTRUNLMFLGGERRLDPTINT

MDD SEIDAMN SR SGAPNFVHS QD GEHRLEF TV RSHER YGIESF A
DEMDSFETIFADAANLFEAVRE TMVDTYESCINLAGRYDROF ADGL

[ HESQUDKMPALPAKGNLNLRDILE SDFAF 8Xa,

gdonde X es cualquier aminoacido y n es cualquier nimero entero,

p ej.,entre1y5
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.................................................................................................................................................................................................................................

Variante C-terminal de ARN iSecuencia de aminoacidos
?polimerasa T7 :

.................................................................................................................................................................................................................................

Varlante C-terminal M46Q i MNTINIAKNDFSDIELAAIPFNTLADHYGERLAREQLALEHESYEQ

‘ { GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE
{ VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAY ITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
! SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM
{ QVVEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
| SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRAGALAGISPMFQPCV
| VPPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPE
{ VYKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVED IPAIEREELPM
{ KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK
i FANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGK
! PIGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSP
| LENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGS
{ CSGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIYGIVAKKVYNEILQAD
{ AINGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVT
i KRSVMTLAY GSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAA
| GYMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEIL
{ RKRCAVHWVTPDGFPVYWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINT
i NKDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVVWAHEKYGIESFA
i LIHDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQL
! HESQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFAG

Varlante C-terminal M46E

NTLADRYGERLAREQLALEMESYEE 177
ARFRK &mmm ADINA AAKPLITTLLPK MIARINDWFE
gvmm SKEPTAFQELGEIKPEAVAY T TTLACL TS ADNTTVOAVA

| SAGRAEDE GHIRDLE ARMEKKMVEE GUNKRVG HV KK ARSS
g::sw\mwz bele wsgm DSIYGYROEMUESTOMY

H ‘}ziﬁfﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁiﬁﬁ?m EECHANK
rAMH*{MMFF‘YMMN@\*RQRVVf& S%&FN?QGN@MWGLLTL#&@K

PYEKESRYYW LKEH%R%& W w*;sww&&w«&m SKCAKER

LENTWHAEQDEPFCPLAFCREYAGVORHOLEYNCILPLAF LGS

DCSQINESAMLRDE vwmvmu«qswammw ARAVRELGADR

DA TONEWYTY TOEN TS EISER VKL TR ALASQWLAYSVYTREVT

(ERSVMTLAY GSKER sFR&"C“JLF DTOPAIDRGRGLMFTIPNIAA

P Y MARIWER SV ARVEAMMB K SRARLIAAE VK IDKE TGRE.
RERCAVHVWWTPOGIEPWQE Y KR PIQTRLMNMFLGOERLGP TINT

ROSEIRARKGESHARPNFVHSODGSHLER TWVWWAHERY GIESFA

HUSFETIRADASNLFRAVRE VD TY ESCOVLADFYDOFADGL

P HESGLOKMPALPAKGNUNLRDLESDFAF 8 X,

gdonde X es cualquier aminoacido y n es cualquier nimero entero,

p ej.,entre1y5

'Variante C-terminal M46E | MNTINIAKNDF SDIELAAIPFNTLADHYGERLAREQLALEHESYEE 1178
| GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE
| VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAY ITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
| SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM
| QVVEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
{ SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRAGALAGISPMFQPCV
{ VPPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVR THSKKALMRYEDVYMPE
| VYKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPM
: KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK
| FANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGK
| PIGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSP
| LENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGS
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ES 2 983 060 T3

Variante C-terminal de  ARN iSecuencia de aminoacidos

\polimerasa T7 5

: | CSGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIYGIVAKKVNEILQAD
| AINGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVT
' KRSVMTLAYGSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAA
| GYMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEIL
! RKRCAVHWVTPDGFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINT
i NKDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVVWAHEKYGIESFA
¢ LIHDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQL
i HESQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFAG

......................................................................

Variante C-terminal G471

HUNISHINDFSDIELAAIPFNTLADHY GERLAREQLALEHERYEM
| EARFREWFERGUKAGEVADNASAKPLITTLLRPKINARNDVMFEEVE
| ARRORRFTAFGFLOERPEAVAYITKTILACL TSARNK TTYGAVATA
| IGRAEDEARFERIRDLEAK MPR KOVEEGLNKRVGHV Y KIAFNQY
FVEADMLEKGLLGGEAWESWHEEDSHVGVROEMLESTRMVEL
CHROMNAGYVORNDSETELAPEVAE AR TRAGALAGISPNFOPOVE
P PWIGITR R WANGREFLALVE THEKEA LMY EWYRIPRYY
DRAREAQNTABM R VLAVANVITRREHEPVEDPAISREELPMES
PHDRINPEAL TRWKHAS AR VY RKDKAHK SRMEISLEFMLEQANKES,
| MHE AT RYNMDWRGRVY AVEMPNPOGHNOMTRGLLTLAR GRE

| GREGY VMM HBANCAGYORVFFPERKFIEENHENMACAKSPL
ENTAVAEQDEPFOFLAFCEEY AQVQMNGLEY HUSLPLAF TGRS

| BEHIMEGAMIRDEVRERAVNLR FQUIR A RKEVNERQADS

179

k TYTRENTOERERVRUETRALAGQWILAYEVTRIVY
REVMTLAY GEHEFGRROGVIEDTIOPAIDEGRGLVMFTOPNGAAG

CYMAMLIMERVSVEARAVES MK SASKLLAAEYK KK TOELR
FERCAVHWYTRPDGFPYWORYKKPIQTRUNLMFLGOFRUGP TINTN

| KOSEIDAHKOE SORPNFVHEQD G HLRE TV INAHEK YGIESFALL
CHRSFOTIPARSANUFRAVERETMVDTYRSCOVILADRYDOFALOLNE
P BOLDRMPALPARGNEMLRORESDRAF AKX,

gdonde X es cualquier aminoacido y n es cualquier nimero entero,

p ej.,entre1y5

T T e e e e e e e e e e e e e e e e e e e R

\Variante C-terminal G47| i MNTINIAKNDFSDIELAAIPFNTLADHY GERLAREQLALEHESYEMI 180
{ EARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEEVK
| AKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAY ITKTTLACLTSADNTTVQAVASA
{ IGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVYGHVYKKAFMQV
{ VEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMVSL
{ HRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRAGALAGISPMFQPCVVP
| PKPWTGITGGGY WANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPEVY
{ KAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPMKP
: EDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANKFA
i NHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGKPI
! GKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSPL
| ENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGSC
| SGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIYGIVAKKVNEILQADA
| INGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVTK
| RSVMTLAY GSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAAG
! YMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEILR
{ KRCAVHWVTPDGFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINTN
| KDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVVWAHEKYGIESFALI
{ HDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQLHE
{ SQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFAG
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ES 2 983 060 T3

.................................................................................................................................................................................................................................

Variante C-terminal de ARN iSecuencia de aminoacidos
?polimerasa T7 :

.................................................................................................................................................................................................................................

Varlante C-terminal G47L i MNTINIAKNDFSDIELAAIPFNTLADHYGERLAREQLALEHESYEML

‘ { EARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEEVK
| AKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAYITIKTTLACLTSADNTTVQAVASA
! IGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFMQV
{ VEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMVSL
! HRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRAGALAGISPMFQPCVVP
{ PKPWTGITGGGY WANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPEVY
! KAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPMKP
| EDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANKFA
i NHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGKPI

ERECY YLK HGAMCABVOKVRFPERBFEEMHENIMACAKSRL

FENTWWAEQUEPFCFLAFCFEY ABVOMHHGLEYMUSLPLAFDGEC

| BONIHPSAMLRDEVEGEAVNLLPIETY QDY GIVAMKVNERLOADA

RNGTOREVYTVTDENTGE B ENVRLGTR ALAGOWLAYEVTREWIR

| REVMTLAY GSHEFGFROGQVLEDTIOPADSGRGIMF TOPNGAAR

DY MAKLESVEVTVWAAVE SMMNWLE S ASKLLAABVEDRKTGELR

| ERCAVHWWIFDGFPYIWOE Y KNPIOTRUMNLMPLGRFRLRP TINTN
RESEDAHKQESGHPNMYVHBLD GEHLRE TVYRRHEK Y GIESFALL

CHDSFETPADAANUIFRAVERTM CESCINLADPYDOFADOLHR

D BN DRMPALRAFNGNLNLRD n,E:?n‘}F«& A,

§donde X es cualquier aminoacido y n es cualquier nimero entero,

ip.ej.,entre1y 5

Varlante C-terminal G47L i MNTINIAKNDFSDIELAAIPFNTLADHY GERLAREQLALEHESYEML
EARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEEVK
: AKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAY ITIKTTLACLTSADNTTVQAVASA
{ IGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFMQV
VEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMVSL
{ HRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRAGALAGISPMFQPCVVP
PKPWTGITGGGYWANGRRPLALYRTHSKKALMRYEDVYMPEVY
: KAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPMKP
EDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANKFA
i NHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGKPI
! GKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSPL
ENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGSC
! SGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIYGIVAKKVNEILQADA
INGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVTK
i RSVMTLAYGSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAAG
YMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEILR
{ KRCAVHWVTPDGFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINTN
{ KDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVVWAHEKYGIESFALI
HDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQLHE
SQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFAG
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ES 2 983 060 T3

Variante  C-terminal  de ARN {Secuencia de aminoacidos
\polimerasa T7 :

..........................................................................

\Variante C-terminal G47M

PTHEARNDFSMELSA

NHLADRHYGERLARECLALEHESYEM
I MEARFRKMEE

i ROUKAGEVADNARARPLITI LM AARMOWEEE

[ VEAKRORKRPTAFQFLOE P ESWAY ITIKTTLACL TRADNTTVIAVS,
| SAIGRAEDEARFORIRDLEAKMP K NVEEQUNKRVOHY KK ARM
HANEADRL SEEAWSDRHKED GVRGEMLERTGMY

[ SLHROMAGWWEQDRETELAPEY AR AR TRAGALAGISPMFOFLY
 VPPKPWTGITOSO Y WANGRAPLALVE THEK K ALMRY EDVYMPR

: | DIFARRERLFR
{EPEDIDMNPEALTAWKEAAAAY Y RKDHARKSRRISLEFMLEQANK
FARNHEARMFRFY NMDWREGRVY AVSMFNROGRND TR CLE TLAKEY
FIGRESY YL KIHGANCARVDRVPFPERIKFECKHENIBMADAKSR
LENTWWAEQDSPFOFLAFCREY AGVIHGLEYNCELPLAFDGE

| CRGIONESAMIRDEVOSRAVILLPSE TRV G ARKVRELQAD

| ANGTONEVVTVTDRENTGE ISERVELGTHALASGWLAY GV TRESYT

[ KREVAMLAYGSKEFSFROGVLED TIGFAID SGR GLIMF THIPHIAA

LAY MARLAVERSY TV AVE A MMM S AR LLAAT DR TR

| RERCAVHUWWTPO G PFVRQEY KN PIQTRINLWFLEQFRLGPTINT
HNEDSEIDAHKGESGIAPNEVHEQDGEHLEBE TWVVIWAHEKY GIREFA
LHRESFGTIRARAANLFE AVRE TV TY RECIOVEARFY D OF ARG
CHESQLOSMPALPARGHLNLRDLESDFAF AKX,

§donde X es cualquier aminoacido y n es cualquier nimero entero,

p ej.,entre1y5

?Variante C-terminal G47M { MNTINIAKNDFSDIELAAIPFNTLADHY GERLAREQLALEHESYEM 184
| MEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE
{ VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAY ITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
! SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM
{ QVVEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
i SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRAGALAGISPMFQPCV
{ VPPKPWTGITGGGY WANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPE

{ VYKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPM
| KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK
{ FANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGK
: PIGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSP
| LENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGS

i CSGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIYGIVAKKVNEILQAD
i AINGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVT
| KRSVMTLAY GSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAA

! GYMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLK SAAKLLAAEVKDKKTGEIL
{ RKRCAVHWVTPDGFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINT

: NKDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVVWAHEKYGIESFA
i LIHDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQL
i HESQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFAG
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ES 2 983 060 T3

Variante  C-terminal  de ARN {Secuencia de aminoacidos
\polimerasa T7 :

......................................................................

CVVEADMLSHOLLGCEAWSSWHNEDSMVEVROIEMLIESTEMVS

FENRONAGWEQDEETELAPEY SEA R TRAGALAGISPRFQPOW
: DUVYMPEY

i iate SIEREELPME

| FEDIDMNPEALTAVKRAAAAVY REDHARK SARSLEFMLE QAWK

FANHEANMFRR D WRERVY AVEMPNPOCHDMTRGLLTEAKGHR

CIGKEGY Y WLKHSANCAGVIIRVPFFERKF IEENHENMACAKERL

| EMNTWAWAEGLISPRIFLAFCFE Y AGVOHHGLES Y MESUPLAFDGEC

| BGHPSAMLRDEVESRAVRLLPSETVODIV S AREVREILOADA

NG TOE WY TY TREN TOESEK VKL THALAGOWLAY QVTRSWTK

P REVIMTLAY QSR EFOFROUVLEDTIORAIDSORGLVF AP NGAAS

Y RAKLE VST AAVEAMMNMLES SARLLAGEVRIKK TRELR

FRRCAVHETRPRGFPVAGE YK PETRUNLMPLGQOFRLOPTINTN

CHESEDAHNOESGWPNEVHEQDOSHL RN TWONAHER YGIESFALL

CHDESFGTRPADAANUFRAVRETMVDTYESCOVLADFYDGFADURE

CBOLDKMPS] FARGNENL RO ESDFAFAX,,

§donde X es cualquier aminoacido y n es cualquier nimero entero,

p ej.,entre1y5

?Variante C-terminal G47K { MNTINIAKNDFSDIELAAIPFNTLADHY GERLAREQLALEHESYEM 186
i { KEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEEV
: KAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAYITIKTTLACLTSADNTTVQAVAS
¢ AIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHYYKKAFMQ
{ VWEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMVS
! LHRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRAGALAGISPMFQPCVV
| PPKPWTGITGGGY WANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPEV
{ YKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPMK
! PEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANKF
i ANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGKP
! IGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSPL
{ ENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGSC
{ SGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIY GIVAKKVNEILQADA
{ INGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVTK
| RSVMTLAYGSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAAG
{ YMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEILR
! KRCAVHWVTPDGFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINTN
: KDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVVWAHEKYGIESFALI
i HDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQLHE
 SQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFAG

'Variante C-terminal G47Q | MNTINIAKNDF SDIELAAIPFNTLADHYGERLAREQLALEHESYEM 1187

{ QEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE
: VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAY ITIKTTLACL TSADNTTVQAVA
| SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM
{ QVVEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
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ES 2 983 060 T3

Variante  C-terminal  de ARN {Secuencia de aminoacidos
\polimerasa T7 :

| ALHRGNASVVGODSETIELAPE Y AEAIATRAGS
D VERK RTINSO Y WANGERPLALVR THEKHALR
EVTRARIRONTAWK KRVEAVAI TR IWKHE PVEDINAL
| EPERDMMEEALUTAWHEARSAVYRR DRARKSRRISLEFNMED
| FAN K AR DY M ARG Y Y AVSMEND OGO TH G K.
| FIGHERYYWLEK HGANCAGVRRVPERE EEMHENN M:ﬁri@?
| LEMTWAWAEQUESRFCFLARCFEY SEVOHNGLEYNCELRLAFDGS
| CEGINHFSAMLRDEVOGRAVNLLFSETVODIY O AKE WRERLOAD
| AMGTDNEVWYIVTD ENTGEISERVK LG TKALAGIIMAAYSVTREVT
! EREVMTLAYBSKEFGFROOVILBDTIORMDRGKS LN‘FTQ}*N«R&
: $Y%‘AKL E%};QQ‘Q%WUAA\*EAMN‘J‘&K‘aﬁ}«ﬁ“ﬁ\«%& DHRETGER
R -EOF’QK&\P“E‘%T
SWAH GIEERS

,;W(

: i P,\{} t\.&‘*@i& &AU PYERCDWILADFYROFADQL
H&:SQLUKMF‘&&&&&:NL\ *\i}!\j:ts DFAF ALy,
Edonde X es cualquier aminoacido y n es cualquier nimero entero,

p ej.,entre1y5
Varlante C-terminal G47Q i MNTINIAKNDFSDIELAAIPFNTLADHYGERLAREQLALEHESYEM 188
QEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE
i VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAYITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM
i QVVEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRAGALAGISPMFQPCV
i VPPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPE
VYKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPM
i KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK
FANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGK
i PIGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSP
LENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGS
i CSGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIYGIVAKKVNEILQAD
AINGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVT
i KRSVMTLAYGSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAA
GYMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEIL
i RKRCAVHWVTPDGFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINT
NKDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVVWAHEKY GIESFA
i LIHDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQL
HESQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFAG
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Variante  C-terminal  de ARN {Secuencia de aminoacidos
?polimerasa T7 :

......................................................................

Varlante C-terminal G47E

MUNIBENDFSDIELAAIPFNTLADHY GERLARE S ALEHESYE
EAR M@r‘E.:czmu(;aassw,mmﬁmmpu*@‘z-‘s_s_;‘am@xmnm& )
L KAMRBKRY LOER
| ARIRARED "‘&em :
gwm{mmma&m&wmmm@;;m; ROIEMLIES TGN »%m
L MRONASVVEGDSE TELSPEY AEA KR TRAGALAGISPMEOROWY
YED

,1

HPKF‘W GFGSG\““}A\&JRRH\AL “F‘\T’bﬁ?&ié’\i ‘W \f\"?ﬁv““

A 3{}\&:‘* Fﬁ‘f*h‘&éiﬁ)\’\'ﬁw%’\f‘{&‘*SMF’%VLQ *{3 ;‘?}2{3 L
GKEGY Y WLKHGANCAS VDR VEF PERK S IS ENHENRACAS
CENTAWAE QUSPROFLARCFE Y ASVOHHOLS vm&wmhmw

| BOUHESAMLRDEVESRAVILLPSE TVODIY G ARKVHELOADA
i \CT‘”‘KEV\;‘!‘»’TC"EN?GE\bEKWﬁ~ GTHALAGOWLAYGVTRSVTK
| REVAMTLAY GSHEFGFROCVLED TIOFAIDSCKELMF TOPNOAAS
w Y fmwwww\wm :m&w;q HARLLABEVKDIKKTGELR
IERLOPTINTN
) .ﬁm a\smu

5&&0%%&?#&?&&53\&“\&5“ é&“? mf‘ »\XQ)
idonde X es cualquier aminoacido y n es cualquier nimero entero,

p ej.,entre1y5

éVariante C-terminal G47E MNTINIAKNDFSDIELAAIPFNTLADHY GERLAREQLALEHESYEM 190
5 : EEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEEV

| KAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAY ITKTTLACLTSADNTTVQAVAS
{ AIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFMQ
{ VWVEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMVS

! LHRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRAGALAGISPMFQPCVYV
| PPKPWTGITGGGY WANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPEY
| YKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPMK
i PEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANKF
! ANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGKP
{ IGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSPL
i ENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGSC

! SGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIYGIVAKKVNEILQADA
{ INGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVTK

! RSVMTLAY GSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAAG

{ YMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEILR
! KRCAVHWVTPDGFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINTN

{ KDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVVWAHEKYGIESFALI
{ HDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQLHE
i SQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFAG
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ES 2 983 060 T3

Variante  C-terminal  de ARN {Secuencia de aminoacidos
\polimerasa T7 :

..........................................................................

LARADMLEKGLLGEE
BLHROMNAGYVYRUDRE

: P EVLAVARVITOWRBCFVERQIPARREELPMY
| PEDIDMNPEALTAWKRAAAAVY REDKARK SRS ERMLEQANKFR
| ANHKAMF PR MD WRGEHWYAVSMPNFLGHKI M TG TLAKGHR
VIGKESYY WLKMSANCASVDRYEFEERKF EEMNHEMNRMACAKERL
S HTWWAE GRSPFOFLAFCFEY AGVYRHHGLEY NESLPLAFRGRC
SONHFEAMLRDEVOGRSMNLLPSETVERIYGIVARKYNELQADS
TOENTGEIRENVERLETRALAGOWIAYIVTREVIK
KEFGERDOVLELNTIPADSGRGLMETORMCARE
FSYTVEAAVEAMNRILES L

HOSPGTIPADAANLPRAVEE TMUSTY ESCOVLADPYDOFADOLRE
FBOLDKMPALFARGMLMNIRDILESDFAF & Xa,
§donde X es cualquier aminoacido y n es cualquier nimero entero,

ip.ej.,entre1y5
\Variante C-terminal R257] { MNTINIAKNDF SDIELAAIPFNTLADHY GERLAREQLALEHESYEM
! GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE
{ VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAYITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
{ SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM
! QVWEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
i SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATIAGALAGISPMFQPCVV
PPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPEV
{ YKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPMK
! PEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANKF
i ANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGKP
i IGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSPL
| ENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGSC
{ SGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIYGIVAKKVNEILQADA
{ INGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVTK
| RSVMTLAYGSKEFGFRQQVLED TIQPAIDSGKGLMFTQPNQAAG
i YMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEILR
KRCAVHWVTPDGFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINTN
| KDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVVWAHEKYGIESFALI
{ HDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQLHE
{ SQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFAG
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Variante  C-terminal  de ARN {Secuencia de aminoacidos

?polimerasa T7

.................................................................................................................................................................................................................................

Varlante C-terminal R257L

GE; ﬁ?RKM? £ F3 L‘a’i »%\:z EV, ﬁsL}Nf’a s&xﬂ.i‘(ﬁ'Lﬁ“‘LU-‘-”Kﬁ* §
X!Kﬁﬁ*%uﬁﬁ@ T &%ﬁ‘iﬂ&iﬂ?iﬁ‘a’ﬂﬁ’ E?ﬁ'& “‘3&\ “L TERUNY WQ*‘W A

ES 2 983 060 T3

WEEE

%;Sf&a?»‘.‘v’

| SLHRONAS SWEaDS m&mmmammm ALAGISPRFOPCY
| VPP PWTEHTGGRY WANGRRELALVR THERK ALMRYEDVYMPE
| VTKANIAGNTAWK xwmwwmwﬁﬁ PVEDIPAERE

PR
CANE,

m\wmmw ‘*i‘«»&?{l‘%ﬁmf—l«?‘\j‘*"&V%«:ﬁ??\:?ﬁmki}%ﬁ\{ Lﬁiﬁ\a{uﬁ
| IGKEGYYWLK! H»JJ&‘QM‘\.C‘JDM’P?“EF?,i‘;‘? EENHEMNNACAKSP
| LENTWWWAEQUEPFCFLARCFEY SGWVOHNGLEYNCBLPLAFDGS
CCES Eu?‘*L&»ﬁ&a%;ﬁ‘ﬁ“*tﬂ%*&‘&&?%&?‘#@f} Y VAR VHE L SIAD
| ARNGTONEWYTVTD ENTOEISER VLG TKALAGIDLAY BV TRSYT
| KREVMTLAYGIE
P QY MAKLINERWEY
| PHRCAVHWYTRDEFPVEGE YK PIYTRLNLMFLGOFRLQPT \T
| NROSEIDANKQERSG
FLHOSFETRADAANLFHAVRE TRIVDTYRSCINVEADF YR GRADG.

| HESQLDEMPALPAKGHNLNBRLESDRAFA K.

Edonde X es cualquier aminoacido y n es cualquier nimero entero,

ROGVLEDTIORAIDSOKGLME ‘:‘zﬁf\f&‘&&
TVEARVEAMNWIK S AAKLLAAEWKY

IEPNFVHEOREERLRKTVVRANER Y IREEA

p ej.,entre1y5

@Variante C-terminal R257L

i MNTINIAKNDFSDIELAAIPFNTLADHY GERLAREQLALEHESYEM

! GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE
| VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAYITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
! SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM
{ QVVEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
! SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATLAGALAGISPMFQPCV
i VPPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPE
i VYKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPM
i KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK
{ FANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGK
i PIGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSP
! LENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGS

i CSGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIYGIVAKKVNEILQAD
i AINGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVT
| KRSVMTLAYGSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAA
! GYMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEIL
| RKRCAVHWVTPDGFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINT
! NKDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVVWAHEKYGIESFA
{ LIHDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQL
| HESQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFAG

194
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ES 2 983 060 T3

Variante  C-terminal  de ARN {Secuencia de aminoacidos
\polimerasa T7 :

‘Variante C-terminal R257M { MNTINIAKNDFSDIELAAIPFNTLADHY GERLAREQLALEHESYEM

{ GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE
{ VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAY ITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
{ SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVYGHVYKKAFM
{ QVWEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
: SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATMAGALAGISPMFQPCV
{ VPPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVR THSKKALMRYEDVYMPE
| VYKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPM
{ KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK
{ FANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGK
i PIGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSP
i LENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGS
 CSGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIYGIVAKKVNEILQAD
{ AINGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVT
{ KRSVMTLAYGSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAA
{ GYMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEIL
| RKRCAVHWVTPDGFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINT
{ NKDSEIDAHKQE SGIAPNFVHSQD GSHLRKTVVWAHEKY GIESFA

LHDSFOSTRADAANLFRAVRETIMVOTYRECTVLAD Py ROF ARG
HESHDOKMPALFAR GNUMURINESDFAF S %y,
§donde X es cualquier aminoacido y n es cualquier nimero entero,

p ej.,entre1y5

Variante C-terminal R257M i MNTINIAKNDF SDIELAAIPFNTLADHYGERLAREQLALEHESYEM 196

! GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE
{ VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAY ITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
{ SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM
{ QVVEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
{ SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEY AEAIATMAGALAGISPMFQPCV
{ VPPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVR THSKKALMRYEDVYMPE
! VYKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPM
{ KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK
i FANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGK
! PIGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSP
| LENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGS
! CSGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIYGIVAKKVNEILQAD
{ AINGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVT
i KRSVMTLAY GSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAA
| GYMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEIL
! RKRCAVHWVTPDGFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINT
| NKDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVVWAHEKYGIESFA
i LIHDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQL
{ HESQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFAG

109



ES 2 983 060 T3

Variante  C-terminal  de ARN {Secuencia de aminoacidos

?polimerasa T7 :

Varlante C-terminal R257K §RNTINBENOFSDIBLAAPFNTLADHY GERLAREQLALEHESYERM
| GEAMFREMPERGLHAGEVADNAAAKPLITILLFIGEARMDWYER
D VRAK ROKRPTAFQFLOERPEAVAYITIITILACL TEADNTTVEAVA
| SMOSABDEARFORIRDLEAKHP K KNVEERLNKRVEGHY KR AFM
| QWYEADMLSKGLLOGEARGOVWHKEDS MV VROIEMLESTGY
| SLHRONAGYVETDRENELAREY ABAIATHARALAGISPUMFORCY
D VPR PWTEHTEARY WANGRRELAL VR THEN K ALMRY EQVYMPE
§VYEAMAGNTARWKINR K VEAVANITIOAMHOPVEDRE !
| KPFEDIDMENPEALTAVERAASAVY RKIN ARK SRNISLE k.

: ﬁAsWF §3 ‘*i‘n&?{l‘%ﬁmi‘—:« \.N »vwmmmmmw L;“Tiﬁ\*(w(
EENHEMMACAK SR

\\»’NL&'F) QDG ARKVYNERQAD
BEKWRLATRALABOWAAY BV TREVT
BROAR

Kﬁgk&aﬂij‘-ﬁ*ﬁsﬁihﬁh}fﬁa LA EDTHIAIDSERSLEFT
P @Y MAKLIESVEVTWEAAVE AMNY K BAAKLLASEWRTRK
| FERCAVHWYTRDEFPVRGE YK PEYTRLNLMPLBOFRLOPTINT
Nﬁ*\{' SERDAHKOERGIAPNFYHSODGEHLRK TWVWANER Y NESFA
CBFETIFADAANLFRAVREE TRVD TYESCINLADFYDGRADG
Hh, TEDKMPALPAHGRINIRDRESOFSF A Xy,

Edonde X es cualquier aminoacido y n es cualquier nimero entero,

p ej.,entre1y5

Variante C-terminal R257K i MNTINIAKNDFSDIELAAIPFNTLADHYGERLAREQLALEHESYEM 108
3 ! GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE
| VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAYITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
i SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM
| QVWEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
! SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATKAGALAGISPMFQPCV
| VPPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPE
i VYKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPM
! KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK
i FANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGK
| PIGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSP
| LENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGS
i CSGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIYGIVAKKVNEILQAD
{ AINGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVT
| KRSVMTLAYGSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAA

{ GYMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEIL
i RKRCAVHWVTPDGFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINT

: NKDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVVWAHEKYGIESFA
{ LIHDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQL
i HESQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFAG
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ES 2 983 060 T3

Variante  C-terminal  de ARN {Secuencia de aminoacidos
?polimerasa T7 :

L OEAREEIOM

L VKAKRGKRPTAF ;
mmmmm SREDLEAKHEKKNY
L OVVEADMLSKGULOGEAWS SWHKEDS

CSLHROMAGWWEQDRETELAPEY AR AR TOAGALAGISRMFGRCY
' ‘P"KPW”G \t‘aqi’%”f #‘ b\’*&nﬁﬁ"l&i '*TH *(?’AL MF?\’% Y RMPER
i DIFAEREELPW
H@\QQED\#NFRMCM K&’m&wxvﬁa{"ﬂ{m’*&xw\ !Qiﬁﬁ’MLCQA\iK
"ANH&MWF’F*Y\%M RGRVYAVEMFNROGNDM TR GLLTLARGY
FIGRESY YL KIHGANCARVDRVPFPERIKFECKHENIBMADAKSR
g'.*E;\N“.f%ﬁAE: QUEFFCFLAPCREY AV HGLEYNCELPLARDGE
P CRGIQMFSAMLRDEVOGRAVLLPEETVRD I QAR KURELQAD
| ANGTONEVVTVTDRENTGE ISERVELGTHALASGWLAY GV TRESYT
CERSVMTLAYY FEFROOVLEDTICRAID SGRGLME TURHAA,
VR ARUWESRVSYTVVASAVEAMNVLK S SAKLLAAEVRDEKTSERL
| RKRCAYRWY TROGF BURWOE YKKPIO TRUNUFLGOFRLGPTINT
FNEDSEDARKQESCGIARNFVHSODGSHLRE TVWAHEKY GIEEFA
HOSFETIPADSANLFRAVRETMVOTYESCIVLADFYDRQFADQL
CHESQLOSMPALPARGNLNLRDLESDRAFR X,
§donde X es cualquier aminoacido y n es cualquier nimero entero,

p ej.,entre1y5

?Variante C-terminal R257Q { MNTINIAKNDF SDIELAAIPFNTLADHYGERLAREQLALEHESYEM 200

i | GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE
{ VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAY ITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
! SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM
| QVVEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
! SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATQAGALAGISPMFQPCV
| VPPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPE
| VYKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPM
{ KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK
i FANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGK
{ PIGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSP
| LENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGS
{ CSGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIYGIVAKKVYNEILQAD
i AINGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVT
| KRSVMTLAYGSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAA
! GYMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEIL
{ RKRCAVHWVTPDGFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINT
i NKDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVVWAHEKY GIESFA
i LIHDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQL
i HESQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFAG

'Variante C-terminal R257E | MNTINIAKNDF SDIELAAIPFNTLADHYGERLAREQLALEHESYEM 1201
| GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE
| VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAYITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
| SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM
: QUVEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
{ SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATEAGALAGISPMFQPCV
| VPPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPE
| VYKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPM
| KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK
| FANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGK
| PIGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSP
| LENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGS
| CSGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQD IYGIVAKKVNEILQAD

1M



ES 2 983 060 T3

.................................................................................................................................................................................................................................

Variante C-terminal de ARN iSecuencia de aminoacidos

\polimerasa T7 5

: CANGTOREVY IYTOENTGEISERWKLETALAGQWLAYGVTRIVT

[ ERSVMTLAY GERKEFGFROGVIEDTIGRANS GRGLMAFTQENGAR

G‘c’&ﬁa“(§_§s‘k*‘*S‘JSVM‘&ﬂ‘s‘v‘“&kr‘i?*.‘k%*t_rﬂs,»w?ii_x AAEVEORKTGEL

| RERCAVRWYTPLGFRYW FLEOFRUGPTINT
KOSEDAHK OESARPNFVHE DS SHIRK TVVIWAHEK Y GIES Fé\

WHOEFGTIRADSANLFEA iy DA SDFYLOF ARG

: HESOLOKMPALPAKGNLNLRDLESDF AF &Ky,

idonde X es cualquier aminoacido y n es cualquier nimero entero,

p ej,entre1y5

EVariante C-terminal R257E i MNTINIAKNDF SDIELAAIPFNTLADHY GERLAREQLALEHESYEM 202
! GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE
{ VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAY ITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
{ SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM
{ QVVEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
i SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEY AEAIATEAGALAGISPMFQPCV
{ VPPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPE
{ VYKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPM
! KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK
{ FANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGK
| PIGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSP
| LENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGS
i CSGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQD IYGIVAKKVNEILQAD
{ AINGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVT
| KRSVMTLAYGSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAA
| GYMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEIL
{ RKRCAVHWVTPDGFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINT
{ NKDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVVWAHEKYGIESFA
! LIHDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQL
i HESQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFAG

\Variante C-terminal A258| : ¥ : 203
i *“L 'MF‘ RK%«E—}:RQ LRAGH ‘e; zﬁ‘si\mﬁﬁiﬂa‘i_f: T‘ wmmmmwr }‘:‘E
MKAﬁRSﬁRF‘TAFQFuQEEK&*E%‘ IR TTLACLTSADNT TWOAVA
CEAGRAED hAﬁ.thiRwLEAKH. HENVE E.QL‘\{KF:&%H‘»NKHRFH
ﬁ‘ AEADMLEKGLULGGREANSSHHREQEMHVGWHECEMUBETONY
| SLMRGMARYRGDR ‘%E VELAPEY SEARTRIGALAGIBPHMEFQIOVY
| PREPWTG RO WANGREFLALE THER ALMRYRDVY PR
DR ARIAQNTARK KK VLAY AN TG HOPVEDIPAR 3
| EPEDIDMMEEALTARKESAAATREDKARE SRR S&Pxﬂw{:w\?@?
AN R Y NMDWRGRVY AVEMFNPRGROMTRGLLUTE ARG
COREGYYWLKHGANCAG VDK VPFRE .FiEENE‘iEMNACN{‘? *

P ENTWWAEQREPFOFLAFCFEY AGVUHHELEYNGELPLAF E}ﬁ‘:ﬁﬁ

| SEFSAMLRDEVEORAVINLLPSETVQDIVEVAKEVNERQADS,

D RGTONEVY TV TRDENTOESERVKLATR ALAGQWLAYRVTREVTK

| REVTLAY GOMEFGFROGWVLEDTIORPSIDIGRGLMFTOFNGARG
CYMARLMESVEVTVWARVEAMNWLESAAKLLASMEYVRDEKTGRELR

R RCAVHAWTPRGFPYRRE Y KKP TRINUAFLGOFRLQP TIMTR
 KOSERAHKOESGWENFVHBRQD GERLEK TVVIVAHRE Y GIRERAL
CHDSPETRADAANUPRAVRE TMVOTYRSCINVLADF YR ADGURR
PSR DR MPALPAKGRLNLRGILESUFAF A,

§donde X es cualquier aminoacido y n es cualquier nimero entero,

p ej.,entre1y5
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ARN {Secuencia de aminoacidos

?Variante C-terminal de
?polimerasa T7

....................................................................

Varlante C-terminal A258l|

i MNTINIAKNDFSDIELAAIPFNTLADHY GERLAREQLALEHESYEM

| GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE

{ VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAY ITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
! SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRYGHVYKKAFM
{ QVWEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
! SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRIGALAGISPMFQPCVV
{ PPKPWTGITGGGY WANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPEV
{ YKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPMK
 PEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANKF
i ANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGKP

{ IGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSPL

{ ENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVYQHHGLSYNCSLPLAFDGSC

i SGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIYGIVAKKVNEILQADA
{ INGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVTK

i RSVMTLAYGSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAAG

{ YMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEILR
| KRCAVHWVTPDGFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINTN

{ KDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVVWAHEKYGIESFALI
{ HDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQLHE
{ SQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFAG

ES 2 983 060 T3

@Variante C-terminal A258L

\iN?ﬁ\iAKMDF“’\D ELAMPFNTLADHYCERLAREDL ALEHESYEM
P
MKAK?\ W RFTAFORLOEMPEAVAYITIKTTLACL TRADNT TVGAVA

SARRAEDREARFORIRDLEAKHFHENVEEQLNKEVII NV YRR AF M
Q‘i‘“ EADMLOSKGLLGGEAWNSSWHK EDSINVOVRCIEMUES TRMY

gwmm» SAMLRDEVOGRA ’\ti?";:F“%*Qﬁi\’{.uN’&}i_r{m\Em@%E}
| ARG TDNEV TVTDENTOEISER VLG TRALAGTWLAY GV TREVT
| HROVMTLAY GSKESGPROGVLEDTIGNAID SGROLMP TIIHIAA
LY MAKLIVESVEVTVVAAVEAMMM KSAAKLLAAE VDN TGEN,
| RKRCAVIHAA TPOGE PYARE Y KNP TRUMLMFLEOFRLAPTINT

| HESOLIRMPALP AR GMUNLRDLESDRAR A,
§donde X es cualquier aminoacido y n es cualquier nimero entero,

p ej.,entre1y5

CADMNAAAKPLUTILLPKAIARINDWEER

i&‘ﬁf}. \Mi‘ \NhQ@&EWF‘ L&*’%’EY&EH “ﬁamamwmw "QPUJ

EDERIDAMKUESGIAPNSVHEQDGSHLEK TVVWANEK Y GIREFA
HOBFETIPARAANUFKAYRETMVRTYRSCOVISDFYDQFARQL

205
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ES 2 983 060 T3

Variante C-terminal de ARN iSecuencia de aminoacidos

?polimerasa T7 :

Varlante C-terminal A258L i MNTINIAKNDFSDIELAAIPFNTLADHYGERLAREQLALEHESYEM
| GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE
{ VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAY ITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
| SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM
{ QVVEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
: SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRLGALAGISPMFQPCV
| VPPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPE
| VYKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPM
| KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK
{ FANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGK
: PIGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSP
| LENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGS
| CSGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIYGIVAKKVNEILQAD
{ AINGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVT
| KRSVMTLAY GSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAA
| GYMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEIL
| RKRCAVHWVTPDGFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINT
| NKDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVVWAHEKYGIESFA
{ LIHDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQL
: HESQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFAG

R

Var|ante C-terminal A258M { MNTINIAKNDF SDIELAAIPFNTLADHY GERLAREQLALEHESYEM 207
{ GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE
{ VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAY ITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
: SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVYGHVYKKAFM
{ QVVEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
i SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEY AEAIATRMGALAGISPMFQPCV
{ VPPKPWTGITGGGY WANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPE
{ VYKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPM

KREDID MMPEALTAVRKHARARVY EHDHARKERRIBLEFMLEQAKNK
‘RNH%*"\?L\FF“W\%M“WE &W,wa N?Q&M FNP‘QG;UL “;L«

| CBGOHFE t\i‘«?iﬁ{) B :umxa '\LLF‘%E“JQ{}W & \:'Xssf,hlfmﬂn.&»&{}
K\(NGTE}?\&\!\WNW ENTOEBERVELETHALAGOWLAYGVTREYY
CKRSVMTLAYGSREFGFROGVLEDTIOPAIDSGRGLMF TUPNCAA
G"# MARLIMESVEVTWAAVEAMNNL KEAAXLLAAR VKDKKTGER
CRMRCAVEHRWTRDSFPVRIQE Y ERPIGTRUNLWFLAGFRLIP TINY
! %K‘““SE E}QHKQE A?*NI”% ?‘{SMDC‘%HLQK“}\N N&%E K. ‘f ESFA

Hi:‘\QL“W M ﬁf,}“sSS(CNL?\LRD Lﬁﬁiﬁ?ﬁ?ﬁﬂn
gdonde X es cualquier aminoacido y n es cualquier nimero entero,

p ej.,entre1y5

14



ES 2 983 060 T3

Variante  C-terminal  de ARN {Secuencia de aminoacidos
?polimerasa T7 :

.................................................................................................................................................................................................................................

Varlante C-terminal A258M { MNTINIAKNDFSDIELAAIPFNTLADHY GERLAREQLALEHESYEM
{ GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE
{ VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAY ITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
{ SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM
| QVWEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
i SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRMGALAGISPMFQPCV
| VPPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPE
| VYKAINIAQGNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPM
{ KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK
i FANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGK
! PIGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSP
| LENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGS
{ CSGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIYGIVAKKVNEILQAD
{ AINGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVT
| KRSVMTLAYGSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAA
! GYMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEIL
{ RKRCAVHWVTPDGFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINT
: NKDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVVWAHEKYGIESFA
i LIHDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQL
! HESQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFAG

Varlante C-terminal A258K

: *\f(:“% W(‘ FM& F\Wﬁ?ﬂ W
QE.:‘?.-\Q.\ Gb%‘u&@“iﬁﬂhhapﬁ‘fﬁﬁ TRHGALAGIBPMEGRQY
‘JP""HPW‘”"‘ ”':G\" ‘*\:&“&*":RR‘“‘L\M\ QTE‘N'&.K%L‘&R\K QVYMPR

RPEDIDS e SNSRRIS irwgmmﬁ
|~m»mnmwvwmwbww FSMENPGOND M TKGLLTLAK GY
m: Yy u»:tsm«,r\w DKV ;»w;s&wwa&&w«&m

k ‘\z !: SQLKVE&&.&:EEAL 04
4 . SFOFRGIRLEDRTIOPANK WiR &

: YMAKL&&*‘{I“V&&‘“‘V‘;&&V EAMMALKEAAMLL t\s%:, WK TRER,

P RKRCAVHWYTROGRPWWRE Y KK P TRUNMFLGOFRLOPTINT
§NK%SE@-&H?&ERW%F‘NWH%:Qﬁ‘}ﬁ HLRE DAWAHE K Y GIESEA
CLUHDEFGTIRADAAML S AVRETMVOTYRSCOVEADF YD QR ARG,
CHESQLDKMPALPAKGNUNLEDILEBDFAF X,

gdonde X es cualquier aminoacido y n es cualquier nimero entero,

p ej.,entre1y5

'Variante C-terminal A258K | MNTINIAKNDF SDIELAAIPFNTLADHYGERLAREQLALEHESYEM 1210

{ GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE
: VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAY ITIKTTLACL TSADNTTVQAVA
| SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM
{ QVVEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV

115



ES 2 983 060 T3

Variante C-terminal de  ARN iSecuencia de aminoacidos
\polimerasa T7 5
: ! SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRKGALAGISPMFQPCV
| VPPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPE
! VYKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPM
| KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK
{ FANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGK
i PIGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSP
| LENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGS
| CSGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIYGIVAKKVNEILQAD
{ AINGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVT
i KRSVMTLAYGSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAA
{ GYMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEIL
{ RKRCAVHWVTPDGFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINT
{ NKDSEIDAHKQE SGIAPNFVHSQDGSHLRKTVVWAHEKYGIESFA
{ LIHDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQL
i HESQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFAG

Varlante C-terminal A258Q

: FAQFQKM &%\QLK&&E?#\&N}\& ;‘»"L NLLF‘KHRARW{}WF*%:
§\£§€AKE§3 SHRRTAFQFLQERPEAVAYIIKTTLACL TEALNTTVIIAVS
| SAGRAEDEARFOREDLEANHFHKNVEEQLKKRVGHVWY KEAFM
CAVEADMLSKGLLOCEAWS SWHKE! NEVROEMLIERTEMY
| BLHROMAGYVEQDIETELAFRYARA QEALAGIRFMEOROY
PQKF’ %;‘"’ ""@ﬁﬁ‘fﬁ&"&ﬁpﬁmi A Qmw&:m SRY n*wm‘?%

Er? ummpmﬁmmv\mwwﬁxw,«&x«a aug*%:fvm;éﬁmﬁ
R AR AV B M OVRGRVY AVSMENPOGRI M TR GLLTLAKIZK

5 P.sc_sgzggjfmﬁssmmuc;amfmww&‘wﬁ‘asn'wm f%f‘*% KS#

SﬁifaiaH“b&Mt :
| ANGTONEVYTVTRENTGEISE R8T
CRRBVMTLAYSBKEFGF RQ{\‘&L&E}T QPAES&&?&IQL&%F— YQF"*&QA.&
i4 9%&&%&‘%’%{&@ SYTVAAVEAMNMIKEAARUISABVHDHKTGEL
| RERCAHUGTPOGF PR QEY RPN TRONMWFLEOFRLOGPTINY
HEDSET D&HK‘EﬁSGiﬁ?NfVHF)QEMSHiﬁi?’iT\A*Wﬁ“‘}{:i’(’f SRS FA\
LHRSFOTIPARAANLFR AVRETMVOTYEGCOVESRFYDOFARGL
| HESOLOSMPALPANGNINLRDLESDFAFAK:,

idonde X es cualquier aminoacido y n es cualquier niimero entero,

ip.ej.,entre1y 5
Varlante C-terminal A258Q MNTINIAKNDFSDIELAAIPFNTLADHYGERLAREQLALEHESYEM 212

{ GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE

VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAYITIKTTLACLTSADNTTVQAVA

{ SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM

i QYVEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV

SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEY AEAIATRQGALAGISPMFQPCV

{ VPPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPE

VYKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPM

i KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK

FANHKAMWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGK

{ PIGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSP

LENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGS

i CSGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIYGIVAKKVNEILQAD

AINGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVT

i KRSVMTLAYGSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAA

i GYMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEIL

RKRCAVHWVTPD GFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINT

i NKDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVVWAHEKYGIESFA

LIHDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQL

i HESQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFAG




ARN {Secuencia de aminoacidos

?Variante C-terminal de
?polimerasa T7

.................................................................................................................................................................................................................................

{ MNTINIAKNDFSDIELAAIPFNTLADHY GERLAREQLALEHESYEM
{ GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE
| VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAY ITIKTTLACLTSADNTTVQAVA

Varlante C-terminal A258E

o o (\Ji: \v‘\ ;
SLHRONAGVYGADSETIELAPE Y AEAIA TREGALAGIBRMFOPOY
| VPRRKPWTRITOREY WANGRRPLALVR THEKKALMRYEDVYRFE
VY HARAONTAVM INKEVL AV ARVITIOWKNOPVEDIR A IEREELFM
EFEDIDMNFEALTAVERRAAAVYRKIK AR SHRISLEFMUE GANE,
Pm\&wm‘*‘ﬁ}?‘ﬂ\m{ﬂﬁ&‘@ﬁ‘ wmvwﬂw&wm:}ww”g L& mra

RHRG vmw*@a \M'wmswwm mmm LHOPRS a:;;*{
NKDSES
z.,m SFG

ES 2 983 060 T3

SAKSRARDEARFERRD ESKHFRKINERQENKEVO Y Y KHARR
KEGLLGGEAWSEVHKEDSMWEWRCIEMLIESTOMY

LM‘\W’B"{’#A&QD Pg‘GFLAF'EIFE‘s’AS‘ L«M’* LS‘{&QS,PLAFSGS

ﬁﬁﬁ&_\{ﬁi&?i\_ﬁwaiﬁ s‘ggwmqmwsmw%

RAHEQESGIAPNFVHEQDBERLRE TWWIVANERYRIEGF.
TPARARAMLFKAVRETRIVRTYESCOVLADFYROF ARG
HESR UK MPALPARGHNINLRDREGDFAF AL,

§donde X es cualquier aminoacido y n es cualquier nimero entero,

p ej.,entre1y5

EVariante C-terminal A258E

i MNTINIAKNDFSDIELAAIPFNTLADHYGERLAREQLALEHESYEM
! GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE
| VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAY ITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
{ SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM
| QVVEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
{ SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATREGALAGISPMFQPCV
| VPPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPE
! VYKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPM
i KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK
i FANHKAIMWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGK
i PIGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSP
| LENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGS
i CSGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIYGIVAKKVNEILQAD
i AINGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVT
| KRSVMTLAYGSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAA
! GYMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEIL
| RKRCAVHWVTPDGFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINT
i NKDSEIDAHKQESGIAPNFVYHSQDGSHLRKTVVWAHEKY GIESFA
¢ LIHDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQL
| HESQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFAG

214
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ES 2 983 060 T3

.................................................................................................................................................................................................................................

Variante C-terminal de ARN iSecuencia de aminoacidos
?polimerasa T7 :

..........................................................................

Varlante C-terminal G259

Ho S ARPRKMFERO! ..}'QA{ECK'AS&AAAKI‘L ‘S‘TLLPKM »ﬂRi!\&“%‘&' ‘&E:
D VHARRGRER MFQF_“‘%EQKPEH’MY THYTLASL TEADNTTWIAVA
‘Ahﬁﬁ i*-i'}E RFGRIRDLEAKHF R ENVEECL NKREVEMY KR AR
: ‘ ANESRRKEDSMVGVRCENLESTEMY
1'\‘ “f'n AEATQH\RLN“ RAF QRO
J OWYMPEY
‘s*?i&if”éiﬁ WKTAW Eixﬁm 'w\‘i\fi‘*‘&‘!‘h*r{?*&?ﬁhﬁipﬁ EREELPMY
| FEDDMNPEALTANWKEAASAVY REDKARK S RRISLEFMLEQSKNKF
D ANMKAMFRYNMDWRERNY AVSHFNPLGRDNTHRE ‘JL:&H@%{F
KE‘G ’?"&’LKH@M&&-‘\% ’QFE'PFJEF@“F{Si*ENHS"é&W&GAK%
4 3 { SEELPLA FF‘*@%(‘

YRIAKLIMERSYR ‘-“u‘\‘f»"&ﬁ "fi \&‘s‘L?( 3\.&?’&&\#&:% LR K“‘ E:aLR
FERCAVHWYTPDGFPYVRGE VKPP TRUNLMFLGOFRLGP TINTN

L KDSERAHRQESGRPHFVHEQDGSHLERTVWAHER YIESFALL
CHDEFETFADAANFEKAVRE TRIVOTY ESLINVLADF Y IR ADOURE
P SO DEMPALRPAKGNLRLRDILESUFAFAX

idonde X es cualquier aminoacido y n es cualquier nimero entero,

ip.ej.,entre1y5
Varlante C-terminal G259I MNTINIAKNDF SDIELAAIPFNTLADHYGERLAREQLALEHESYEM
‘ ! GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE
| VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAYITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
i SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM
{ QVWEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
! SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRAIALAGISPMFQPCVV
{ PPKPWTGITGGGY WANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPEV
{ YKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPMK
| PEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANKF
i ANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGKP
{ IGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSPL
| ENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGSC
: SGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIYGIVAKKVNEILQADA
| INGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVTK
| RSVMTLAY GSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAAG
{ YMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEILR
{ KRCAVHWVTPDGFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINTN
| KDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVVWAHEKYGIESFALI
{ HDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQLHE
{ SQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFAG

118



.................................................................................................................................................................................................................................

Variante C-terminal de
?polimerasa T7

ES 2 983 060 T3

ARN {Secuencia de aminoacidos

| GEARPRRWFERG ..f"ﬁf\ﬁi‘%’&ﬁf‘iﬂ\ﬂ}\ﬂ?‘im ‘mmw RRINOWEEE
| VHARRGREFTAFOFLOEKFEAVAY THTTLACL TSADNTTWOAVA
| BAGRAEDEANFGRIRDLEAKHF R KNVEEDLNKRVE MY KR AFM
CVVEADMLERGLLOCEARESMHKED S HVGVRCIEMLIES TOMY
NAGWEODS APEYAEAITRALALAGISPMP QRO
| PREPWTEITOOB VWA NORRPLALVR THERK SLURY EDVYMPEY
LY RAINIAINTAW IRINKMLAVANY TKWKHCPVED A EREELOMK
| FEDIDMNPEALTAWMRAALAVYRK D ARK SRRISLEFMLEQAMKE
| ARNE ARMFPYRMDARGRYY AVEMFNPOGHDM TN SLLTLAKGXP
|IGKEGY Y WLKHEANCAGY DR VPP FERKF ISENHENMACAK SR
| ENTWWAEQOSPROFLAFCFE ¥ AGVQHHGLSY NOSLPLAFDGEC
| SOHFSAMLRDEVECRAVRLLPEE TWOUDIVG M ANKVNERLOADS
;N E?”u"!‘»‘i‘bt‘:‘.w“&& KW .K»«LA&QWLA‘ 4 'RSV‘?}{
GSMEFOFROOVLEDT NIZAAG
nf‘w%w ww&fx mxm:% z\fxruﬂ

gkbmti LR
DRPaTIACAANLPKAVRETMVDTY ERCDVAADFY DOFADOLHE
| BOLDKMPALPSKENLNLRTLEBOFAF Ay,

§donde X es cualquier aminoacido y n es cualquier nimero entero,

p ej.,entre1y5

@Variante C-terminal G259L

 MNTINIAKNDFSDIELAAIPFNTLADHY GERLAREQLALEHESYEM
| GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE
i VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAYITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
i SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM
! QWWEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
i SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRALALAGISPMFQPCVV
! PPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPEV
| YKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPMK
{ PEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANKF
¢ ANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGKP
{ IGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSPL
| ENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGSC
| SGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIY GIVAKKVNEILQADA
{ INGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVTK
i RSVMTLAY GSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAAG
| YMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEILR
{ KRCAVHWVTPDGFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINTN
! KDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVVWAHEKYGIESFALI

HDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQLHE
: SQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFAG

218

119




ES 2 983 060 T3

Variante  C-terminal  de ARN {Secuencia de aminoacidos
\polimerasa T7 :

..........................................................................

\Variante C-terminal G259M

MMTEARNGF SDIELANPINTLARRY GERLAREGIAL
[ GEARFREMFERQLKAGEVADMARSHEUTILLPKS
YHAKRGKRPTAPQFLOER PEAVAY ITKITLACL TSADNTIVRAVA
{ BAGRAEDEARFGRIEDLEAKHF KRNV LRERVGHVYREAFY
FOVVEADMLBHGLLGGEARSESWHK EDS VA VROCEMLIES TEMY
P SLMRCRSOWRODEETELAREY AEA A TRARALAGIEPMFQRQY
CVRREPWTGITGRGY WANGRRPLALVR THSKEALMRYEDVYMRE
Y RATNIR T TANRINI OV A AN MHOPVEDIFAERERLFEW
| KPEDID MNP EALTARKEAAAAY YREKDH ARK SERISLEFRMLEQANK
FARNHRABAF RV MNMOWRERVY AVRMENPOGHUEM TEGLLTLARGK
FIGKEGY VI K HGANCABVDRVFFPERINFEENHENIMACAKSR
LENTWWAEQDSPFOFLAFOFE Y AGVOHHBLSYNCEBLPLAFDGE
| CEGIQHF SAMURDEVOORAVNLLPSE TWODHY G AR KVREL QAL
CANGTRMNEVTVTRENTGERISEXVELGTRALAGIANVLAYEVTREVY
P RRSVMTLAY SSHEFGFROGVIEDTORFAIDSSHGLMETORNG &4
LY MARLIESVEVTVVASVEAMMGLKS AAHLLAGE VR KK TRER
RKECAWHWYTPOGFFVWIEYKHP TR S OFRLORTINT
CNHDSEIRAHKGESGIPNFVHSODGSHLEK TWVWAHEK Y GIREFA
LHDSRETIPARSARLEE AVRETWVETY ESCOVESDFY DGR SQQL
FHESQLDEMPALPARGNLKLRDLESDR&FAK,
§donde X es cualquier aminoacido y n es cualquier nimero entero,

Ry

T AR

p ej.,entre1y5

?Variante C-terminal G259M { MNTINIAKNDF SDIELAAIPFNTLADHYGERLAREQLALEHESYEM 220
{ GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE
| VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAYITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
| SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM
{ QVVEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
{ SLHRONAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRAMALAGISPMFQPCV
| VPPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVR THSKKALMRYEDVYMPE
| VYKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPM
{ KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK
i FANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGK
i PIGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSP
{ LENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGS
i CSGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIYGIVAKKVNEILQAD
{ AINGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVT
{ KRSVMTLAYGSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAA
| GYMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLK SAAKLLAAEVKDKKTGEIL
{ RKRCAVHWVTPD GFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINT
 NKDSEIDAHKQESGIAPNFYHSQDGSHLRKTVVWAHEKY GIESFA
i LIHDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQL
i HESQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFAG

120
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Variante  C-terminal  de ARN {Secuencia de aminoacidos
\polimerasa T7 :

.................................................................................................................................................................................................................................

Variante C-terminal G259K * MNTINIAKNDFSDIELAAIPFNTLADHY GERLAREQLALEHESYEM

| GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE
| VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAY ITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
| SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM
| QVVEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
| SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRAKALAGISPMFQPCV
| VPPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPE
| VYKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPM
| KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK
| FANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGK
| PIGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSP
| LENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGS
| CSGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQD IYGIVAKKVNEILQAD
| AINGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAY GV TRSVT
| KRSVMTLAYGSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMF TQPNQAA
| GYMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEIL

R R AVHIA TED SR PYROE YKKPIO TRUINLMSLGOFRLE TINT
FNKDSEIDAHSIESGAPNF VHERODGEHLRK TWYWAHER Y GIESF S,
CUHUBFETFARAARNLFRAVRETMVOTYRSCOVIARFYDQF ARG

{ MESDLDRWMPALPAKGNUMLEDLE SOFAFAK.,

§donde X es cualquier aminoacido y n es cualquier nimero entero,

ip.ej.,entre1y 5
EVariante C-terminal G259K i MNTINIAKNDFSDIELAAIPFNTLADHYGERLAREQLALEHESYEM
: GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE
i VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAYITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM
i QVWWEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
SLHRQANAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRAKALAGISPMFQPCV
 VPPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPE
I VYKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPM
KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK
i FANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGK
PIGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSP
i LENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGS
{ CSGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIYGIVAKKVNEILQAD
AINGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVT
i KRSVMTLAY GSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAA
GYMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEIL
{ RKRCAVHWVTPD GFPVYWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINT
NKDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVVWAHEKY GIESFA
i LIHDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQL
HESQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFAG
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.................................................................................................................................................................................................................................

Variante C-terminal de ARN iSecuencia de aminoacidos
?polimerasa T7 :

P GEARFRICM
CVEAKRORRPTAF

| SAGRAEDEARFIRN . - y
Q‘x AVEADMLERGLLGE &M’&“‘Q\s\hi{ SOSMVGVROEMUESTENY
D SLHRONAGWVEODERETELAREY S RAQALAGISPMFQPCY
L VPPRPWIGITGEEYWANGRRPLALVR THSEKALMRYEDVYMPE
CVYRAMRAONTAWKINEEVEAVANITR REHOPVERQIPAERERLPW

P KPEDIDMNPEAL TAWR RSASAVY R DK ARK SRMISLEFMLEGANK
"ANHKMWF’F*Y\%M SRR v“’iMFN?{}@N“&&?K.G;.LTL@(&;..
FIGRESY YL KIHGANCARVDRVPFPERIKFECKHENIBMADAKSR
g'.*E;\N“.f%ﬁAE: QUEFFCFLAPCREY AV HGLEYNCELPLARDGE

P CRGIQMFSAMLRDEVOGRAVLLPEETVRD I QAR KURELQAD
| ANGTONEVVTVTDRENTGE ISERVELGTHALASGWLAY GV TRESYT

| RRSVMTLAYSSK EQ‘TGFF{\J RQVLEDTRARSERELMETOFNGSA

L EYRAKLINESVEVTVWAAWEAMMAL KSM&VL* ‘\%‘M{}W{Tuﬁh
i KQ‘“A\M&\*‘TP«SF:W\:‘XQ YREPIDTRINLMFLG )
DAHRQESGIAPNEVHRODGEHLR V\Jw \H&P’L‘f £
SFOTIRADAAMLFKAVRETMVOTYESCH EVQXBFY'E}G:FM} i

P HESQLOKMPALPAKGNUNLRDLESDFAF AX.,

§donde X es cualquier aminoacido y n es cualquier nimero entero,

p ej.,entre1y5

?Variante C-terminal G259Q { MNTINIAKNDF SDIELAAIPFNTLADHYGERLAREQLALEHESYEM 224
i { GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE
i VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAYITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
| SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM
! QVWWEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
i SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRAQALAGISPMFQPCV
i VPPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPE
| VYKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPM
{ KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK
| FANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGK
i PIGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSP
{ LENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGS
i CSGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIYGIVAKKVNEILQAD

{ AINGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVT
| KRSVMTLAYGSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAA
{ GYMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEIL
{ RKRCAVHWVTPDGFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINT
 NKDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVVWAHEKYGIESFA
i LIHDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQL
i HESQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFAG

122



ES 2 983 060 T3

Variante  C-terminal  de ARN {Secuencia de aminoacidos
?polimerasa T7 :

| SAGRAEDE
Y &amm,

3 “?H{‘ _F:MK,*'%?* *‘i ¥ Ms’
e(.‘ &A\"‘J‘*‘:SV&"NK EE Z} §

' i NS4 El F*%

H@\QQED\#NPRMJM Kw«s\mv\fﬁmm*&xm !Q&Q’MLQQA‘\&K
"ANH&MWF’F*Y\%M RGRVYAVEMFNROGNDM TR GLLTLARGY
FIGRESY YL KIHGANCARVDRVPFPERIKFECKHENIBMADAKSR
;&;\mwmt: DDEFFOFLAPCFEY AVUFHGLEYNUCELPLARDGE
\ao\\‘if‘Hg‘? fﬂMi ‘EEJ&:‘ e ﬁs&'@ \t w%g“‘wmm B ARBWVHELQAD

QRIS ATHALSGLANLAYGYTREYT
W SR DOFARESGHGLMFTORPRAR
YRARKLIWESR TR AYEAMMNM K S SAKLLSARVEDRR TGEN
P RKREA \K;FWM%’V“?PWGF*‘V\’?\AEX‘KWP WIRLMLWFLGOFRLOPT N"‘
P NRDSE] D&HK‘E&S@%&?N?\EHF;QEMSHmﬁiWW\FA%QKV JESEA
LHDSRETIPARSARLEE AVRETWVETY ESCOVESDFY DGR SQQL
CHESQLOSMPALPARGNUNLRDILESD F‘«»F‘AXV
§donde X es cualquier aminoacido y n es cualquier nimero entero,

p ej.,entre1y5

?Variante C-terminal G259E { MNTINIAKNDF SDIELAAIPFNTLADHYGERLAREQLALEHESYEM 226
i | GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE
{ VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAY ITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
! SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM
| QVVEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
! SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRAEALAGISPMFQPCV
| VPPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVR THSKKALMRYEDVYMPE
| VYKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPM
{ KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK
i FANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGK
{ PIGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSP
| LENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGS
{ CSGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIYGIVAKKVYNEILQAD
i AINGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVT
| KRSVMTLAYGSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAA
! GYMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEIL
{ RKRCAVHWVTPDGFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINT
 NKDSEIDAHKQESGIAPNFYHSQDGSHLRKTVVWAHEKY GIESFA
i LIHDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQL
i HESQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFAG

EVariante C-terminal A260I i MNTINIAKNDF SDIELAAIPFNTLADHY GERLAREQLALEHESYEM 227
| GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE
{ VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAY ITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
! SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM
{ QVWEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
{ SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRAGILAGISPMFQPCVY
| PPKPWTGITGGGY WANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPEV
{ YKAINJAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPMK
{ PEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANKF
i ANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGKP
{ IGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSPL
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ES 2 983 060 T3

Variante C-terminal de ARN iSecuencia de aminoacidos

\polimerasa T7

Varlante C-terminal A260I

.....................................................................

Varlante C-terminal A260L

xpmm .\RNPL‘.M.. ‘

| ENTWWARQDSPFORLAFCRFEY AGVOHHGLEYNOSLPLAFDGSC
| SNAMFE &M&‘%&&E’Gﬁ?{ﬂk‘ SIPSETVRDIY GIVARKUNERLQADA
GTOMEVYTYTRDENTGESERVELGTRALAGRWLAYGWTREVTE
| REVIITEAY GEKEFGFROMARD TGP AIDSGKGLMF TEPNGAAG
DYMAKLAVESVEVTVVAAVEAMNIW K S AAKUAARVHDKKIGRLR
R RCAVHWYTRPLGRPYWRE YR PHROTRUNDMFLOOPRLOPTINTH
: KDSERNAHKOESGRPHFVHEODGEHLRK TV A HER (GIESFALL
P HOSFOTRADAANLFRAVRETRIVO TY EBCRWVLADEY DGRADQLHE

§donde X es cualquier aminoacido y n es cualquier nimero entero,

p ej.,entre1y5

{ MNTINIJAKNDF SDIELAAIPFNTLADHYGERLAREQLALEHESYEM

{ GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE
| VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAYITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
| SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM
i QWEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
! SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRAGILAGISPMFQPCVV
| PPKPWTGITGGGY WANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPEV
| YKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPMK
i PEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANKF
{ ANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGKP
{ IGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSPL
! ENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGSC

i SGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIYGIVAKKVNEILQADA
{ INGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVTK
i RSVMTLAYGSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAAG

{ YMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEILR
{ KRCAVHWVTPDGFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINTN

{ KDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVVWAHEKYGIESFALI
{ HDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQLHE
{ SQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFAG

OHYGERLAREGLALEHESYEM
R. LK@*—&&EW&&%AA&%" ITTLLPRAIARNINGFEE
PTAFGELOEMPEAVAYITIKTTLACL TEADNTTVIIAVS
FRRIEDLEAKHFKENVEEQLNKRYGOHYY R AFN
SOGEAWEIVREDSIVEVRTEMLIESTGMY
,Qa‘:ﬂnhé\gﬁ‘f‘%hﬂ AGLEAGIBEMFGROY
JKFALMSRE% VY RMPER
LEEE PYEDFARRERLEW
.‘o' K%«A&AVYR?{_ K,nr“ﬁﬁ%ﬁ?!‘%i EFRLERANK
F&NH?{}%M"F’F"?’“\EM DWRERWY A SMPNPOGNOMTEGLLTLARGY,
GRESY YU K IHGARCAG VDR YPFPERIKF EENHENRACAKSD

CQUVEADMLS
'aah:»fmmgm
: PQKF‘B&J’" 3

L,E:\NWWAE: MOEFPIFLAFCFEY AR VQ%HNL&:Y\&SL@AFE‘" =
P CSGIMNFSAMLBLEVORRAVRLLPSETVRDIY SN ARKVRELQAD
| ANGTOMNEVVTVTRENTGEISEKVE L(p'E‘}‘i ALAGTWLAYGVTREVT
| RRSVMTLAY GUNEFQFRODVIEDTIGPAILS SR GLMFTORNGSS,

CRARLIAERVEVTVWVARVEAMNWLE SAARLLAAEVHDERTGENL
RSV TGP PYRIQEY KNG TRUIMURFLEQFRLIGP TINT
MEDSEIDARKOESGIAPHNFVHEQDGBHLEK TWWWAHEKYGIREFA
LHDSRGTIPARSARNLEE AVRE VO TY ESCOVEAREYDGF SQQL

CHESQL DS MPALPARKGNUNLRDLESDEAFAX:,
§donde X es cualquier aminoacido y n es cualquier nimero entero,

228

p ej.,entre1y5
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Variante C-terminal de  ARN iSecuencia de aminoacidos
?polimerasa T7 :
Varlante C-terminal A260L { MNTINIAKNDFSDIELAAIPFNTLADHY GERLAREQLALEHESYEM

{ GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE

| VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAYITIKTTLACLTSADNTTVQAVA

i SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM

| QVWEADMLSKGLLGGEAWSSWHKED SIHVGVRCIEMLIESTGMY

i SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRAGLLAGISPMFQPCV

| VPPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPE

{ VYKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPM

{ KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK
| FANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGK
| PIGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSP
| LENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGS

i CSGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIYGIVAKKVNEILQAD
{ AINGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVT
! KRSVMTLAYGSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAA

| GYMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEIL
{ RKRCAVHWWTPD GFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINT
: NKDSEIDAHKQESGIAPNFVYHSQDGSHLRKTVVWAHEKYGIESFA
i LIHDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQL
i HESQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFAG

Variante C-terminal A260M | AINTRSAK MR STHELAAIPF NTLADHY GERLAREQLALEHERYEM 231
?  BEARFREMFERGLEAGEY wﬁ%\;\ﬁmiﬁ"‘ TTLLPRAARIMINAFEE
YR AKRSHRETAFGFLOE IR FEAVAY ITIKTTLACL TSALMT TVRANA
| SAIRRAEDEARFGRIRDLEAMMPRKMVEEQLMNKRVOHVYKKAFH
P OVVEADMISKRGULGGE AW SR EDSHVGWVRIIEMLIES TGV
| SLMRGMAGYYGQDRSETELAPE Y ACAA TRAGMLAS SSFAMFOPCY
PRFEPIWTRITGEEY WANGREPLALERTHEKKALMRYSDVYMPE
5 \:’f HASRAOMTARKEMREVLAW ﬁN‘s.*. THAKHOPVEDQIPAERERLPW
: & NKSQR!S&EFM LECANK
uNﬁ&&'@'KGi;LTL&WGK
3 ERMACAKSP
&Lﬂ\‘f@&EﬁBh?.‘"CfL : 2 LAFLGE
ORI H*‘@AMQ&E&%MG&H&W@L.LF?‘ ‘r‘?\!&D PRERAKKYNELOAD
[ ANGTONEVYTVTDENTOEIBER VKL TR ALAGQOWLAY BV TRSVT
PRESVAMTLAYQSHEFOFROGINVLEGTRAR S ELVFTOPNG A&
[ GYMARLINERVEVTWAAVEAMMALESAARLLAABVRDKKTGEL
P RERCAVNZWTRLGFFVWEEYRE PO TRLNLEFLGOFRLOFPTINGT
NEKDERIDAHEQRESBIAPNFVHEQDGEHLRK TVVINAHERY GIRBF A
HERFOTIRA ZM&NL*RM”%&WNSWE :WL«?\DF\. DQF AL
| HESGHL KPR,
§donde Xes cualqmer ammoamdo ynes cualquier nimero entero,

p ej.,entre1y5
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Variante C-terminal de ARN iSecuencia de aminoacidos

?polimerasa T7 :

Varlante C-terminal A260M i MNTINIAKNDFSDIELAAIPFNTLADHYGERLAREQLALEHESYEM
| GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE
| VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAYITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
| SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM
{ QVVEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
: SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRAGMLAGISPMFQPCV
| VPPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPE
| VYKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPM
| KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK
{ FANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGK
: PIGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSP
| LENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGS
{ CSGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIYGIVAKKVNEILQAD
{ ANGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVT
{ KRSVMTLAYGSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAA
| GYMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEIL
| RKRCAVHWVTPDGFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINT
| NKDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVVWAHEKYGIESFA
{ LIHDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQL
: HESQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFAG

R

Varlante C-terminal A260K i MNTINIAKNDFSDIELAAIPFNTLADHYGERLAREQLALEHESYEM 233
| GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE
{ VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAY ITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
i SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM
! QYWEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
i SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRAGKLAGISPMFQPCV

YRR P WTGITH OO Y WANGRRPLALVR THEKKALMR FEDVY MPE
DR A MACINT ARSI ROVE AWV AR MAMLCPVEDNISAEREELPW
ARRSERISLEFRLEGAMK

K?LQEL}\?N?‘&ALmA’WK“{H SAWYREE

v,wmmw ¥ ‘\&M 'b’%‘RE 51“1\#"?’&‘;?3“??‘4?{3{;5‘5 M'Wiw LTLAKGE

& & FTRLM RLEXPT NT"
"‘&,»E: H&H'(&b i:L&PN?VHS»QE}ubH FRTYVSWAHERK Y GIESFA
LHDSFOTIPARAANLFKAVRETIWVRTY ESCOVLADFY DGR ADGE
| HESQLOKMPALP AR GMILRILESOFAFAX,
§donde X es cualquier aminoacido y n es cualquier nimero entero,

p ej.,entre1y5
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Variante  C-terminal  de ARN {Secuencia de aminoacidos
?polimerasa T7 :

.................................................................................................................................................................................................................................

Varlante C-terminal A260K { MNTINIAKNDFSDIELAAIPFNTLADHY GERLAREQLALEHESYEM
{ GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE
{ VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAY ITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
{ SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM
{ QVVEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
! SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEY AEAIATRAGKLAGISPMFQPCV
| VPPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPE
| VYKAINIAQGNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPM
{ KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK
i FANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGK
! PIGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSP
| LENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGS
{ CSGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIYGIVAKKVNEILQAD
{ AINGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVT
| KRSVMTLAYGSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAA
| GYMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEIL
{ RKRCAVHYWTPD GFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINT
: NKDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVVWAHEKYGIESFA
i LIHDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQL
! HESQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFAG

Varlante C-terminal A260Q

RANTIDEAKIRDF SUHELARPFNTLAURYGERLAREGL ALEHE N’E&*"

t’a%i‘ ?‘x’iﬁr{ﬁm:@'ﬁﬁ{&Li"{Ai*‘sE’s.!AE.‘Z*N;&NRKEF*UT‘?‘LU-‘SH: ] E&F‘ Nﬁé "\,‘}‘3

v EADMLEKELL
| BLHRONAGVVEQDS
g$rwxﬁ»- X

P 'r*‘t,s!-\ \s\”‘t‘ *LKE%*G» NE&&:\*“N%?*’P ?l*" iF ”stN M»&“»&KQP
S HTWWAREGDSRFCFLAFCREY AGVQRHGLESYMNOSERLAFDES

| DBGIRHF SAMURDEVEGRAVNLLFSETVRID P G AKKYREL QAD
&NS?&!\%‘N“W‘S’GE%‘H‘E SERVELEGTRALASZOWLAYGVTRET
'{RSVM“’L GOREFSFROMILEDTIORAIDSGREGLMPTOPNOAA

| GYMAKLAESVEYTAAAVEAMMAML R EAAVM LLASEVRKDKKTGEL
| R RSN TROHEFFAE Y N PIOTRLNLWFLAOPRLOP TINT
KOSERARRQESSAPHNE VMEQDOSHLRK TWINANER Y SIESFA
MESFETIFARSARN FEAVRETMNETY DVEADFYROFADRQL
| MESQLOKMPALFAKGRUNIRDRLEEDRFAF & X,

§donde X es cualquier aminoacido y n es cualquier nimero entero,

p ej.,entre1y5
"\'/‘é"'r'.'é'r}'t'é"6"t'é}'r}ii'r‘{éi")&é'é66"""""'"""E"M'Nﬁi\'jiARNBFéB [ELAAIPFNTLADHYGERLAREQLALEHESYEM 236

: GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE

: VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAY ITIKTTLACLTSADNTTVQAVA

127



ARN {Secuencia de aminoacidos

?Variante C-terminal de
\polimerasa T7

ES 2 983 060 T3

! SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM
{ QVWEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
| SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRAGQLAGISPMFQPCY
| VPPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPE
{ VYKAINIAQGNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVED IPAIEREELPM
i KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK
! FANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGK
{ PIGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSP
| LENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGS

! CSGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIYGIVAKKVNEILQAD
{ AINGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVT
i KRSVMTLAY GSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAA

{ GYMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEIL
{ RKRCAVHWVTPDGFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINT
{ NKDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVVWAHEKYGIESFA
i LIHDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQL
{ HESQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFAG

Variante C-terminal A260E

WV“«"’« N\aommwwvmmwmv "FV@R“*( PYEDR

RGO Hs\:ﬁ&&ﬁfw‘.i}“\f{? mﬁf\‘xﬁ\su}“‘{“&,‘ﬁ S :Vné{ i{*aji\
| ANGTOMNEVY TVTRENTGE SEXVELSTHALABTAWLAY GV TREVY

| ERSVMTLAYGIKEFGFRUQVLEDTIGRAIDSGHGLMFTORNQAS,
CRYMAKUNRSYEVTVVAAVRAMMBKSAAKILASEVRREX TRRL
| RKHCAVHIWTPO G PVAIRE YK KPR TR MFLBOFRLOPTINT

| HESGH KPR
§donde Xes cualqmer ammoamdo ynes cualquier nimero entero,

| RINTHEARNDIF STIELAABFNTLADRY SERLAREQLALEHERY EM
| GEARFREMMER

| UK AKRGKRR
s-;%ms&sgﬁ*«ﬁmsmmL&AKHF: KNVEEQLNKRVEHYYRRAFSE

ROLKAGEY, aﬁmﬁs«}i"‘ ITILLPRAARMDNVAFEE
FOFLOEMPEAVAYTIKTTLACL TEADNTTVLRAVS

RPE DD MNPE AL TAWKRARAAYY RK DHARKERRISLEF MLEGANK
rrwwmmmwm SWRGRYY é«@mm@m@u&mf::k\g.ﬁmx.xg&

SR

LA

MEDERIDARKQESGIAPNEVHEQUGEH R TWWAAHE K YGEREEA
HEERFGT *ﬁ.Z}‘h&NL?‘R&vW&’WNSWE Cﬁ\i"{g‘l\ﬂi‘:‘s’i}(ﬁfﬂﬂﬁk

p ej.,entre1y5
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ES 2 983 060 T3

Variante  C-terminal  de ARN {Secuencia de aminoacidos
?polimerasa T7 :

.................................................................................................................................................................................................................................

Varlante C-terminal A260E { MNTINIAKNDFSDIELAAIPFNTLADHY GERLAREQLALEHESYEM
{ GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE
{ VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAY ITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
{ SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM
| QVWEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
i SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRAGELAGISPMFQPCV
| VPPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPE
{ VYKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPM
{ KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK
i FANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGK
! PIGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSP
| LENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGS
{ CSGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIYGIVAKKVNEILQAD
{ AINGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVT
| KRSVMTLAYGSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAA
! GYMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEIL
{ RKRCAVHWVTPDGFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINT
{ NKDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVVWAHEKYGIESFA
i LIHDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQL
! HESQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFAG

?Variante C-terminal L261A MNTINIAKNDFSDIELAAIPFNTLADHYGERLAREQLALEHESYEM

“GR ‘\i' m;‘am wmvamuma, egs
AR AN SWHE RD S VG VRIS MLIE S TRy
e °Pawgmammmm4@&1&&@*

vppw\m‘umsu

S"LM‘&?- P‘f?\k#&"\&‘w‘.{s £t b’VAV‘;MF M" “V ‘f i M“ WA

SY YW NGANCAGVIEVE EHNENRIACAREE

£ 9"&\ ALMQ‘\'\F“ CE‘ LAFCFEY A HMBLAYNISLFLAFDES
GORAVNLLPSETVRD Y GIVARKVYNERLQAD

| AINGTE v SEKVRLGTEALAGOWLAY BV TREWT

| KREVMTLAY GEKEFGFRQBAEDTIOPAIDSGRELMETOPNGAS

: V‘&ﬁ%?"m E&V@‘J‘?‘&VAA’VEM@N%’ﬁiﬁiu&&?hﬁ,&&ﬁ%’?ﬁ)ﬁKTGEL

z:iér:;;{
=

gesmmw, YOO BRI YA S S
P LHOSFETIPAD AAKNLFEAVRETRIVD TYRRCOWADFY {:}QF&{)Q“
| HESOLDKMPALPAKGNLINLRD L ESORAF A X,

§donde X es cualquier aminoacido y n es cualquier nimero entero,

p ej.,entre1y5
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ES 2 983 060 T3

Variante  C-terminal  de ARN {Secuencia de aminoacidos

\polimerasa T7 5

Variante C-terminal L261A i MNTINIAKNDFSDIELAAIPFNTLADHY GERLAREQLALEHESYEM

i { GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE
| VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAYITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
i SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM
| QVVEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
| SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRAGAAAGISPMFQPCV
| VPPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPE
i VYKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPM
| KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK
{ FANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGK
i PIGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSP
! LENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGS
i CSGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIYGIVAKKVNEILQAD
i AINGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVT
| KRSVMTLAYGSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAA
! GYMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEIL
{ RKRCAVHWVTPDGFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINT
{ NKDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVVWAHEKYGIESFA
¢ LIHDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQL
i HESQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFAG

.................................................................................................................................................................................................................................

Variante C-terminal L261! { MNTINIAKNDFSDIELAAIPFNTLADHY GERLAREQLALEHESYEM

3 | GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE
{ VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAYITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
{ SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM
{ QVWEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
{ SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRAGAIAGISPMFQPCVV
{ PPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPEV
| YKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPMK
i PEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANKF
{ ANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGKP
! IGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSPL
| ENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGSC
i SGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIYGIVAKKVNEILQADA
{ INGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVTK
! RSVMTLAY GSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAAG
i YMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEILR
{ KRCAVHWTPDGFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINTN
{ KDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVVWAHEKYGIESFALI
i HDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQLHE

SQLDEMPALPAKGNINLREIMLESORAFAX,,
gdonde X es cualquier aminoacido y n es cualquier nimero entero,

p ej.,entre1y5
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ES 2 983 060 T3

Variante  C-terminal  de ARN {Secuencia de aminoacidos
?polimerasa T7 :

.................................................................................................................................................................................................................................

Varlante C-terminal L2611 { MNTINIAKNDFSDIELAAIPFNTLADHYGERLAREQLALEHESYEM
! GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE
{ VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAYITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
! SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM
| QVWEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
i SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRAGAIAGISPMFQPCVV
| PPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPEV
{ YKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPMK
| PEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANKF
i ANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGKP
! IGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSPL
{ ENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGSC
{ SGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIYGIVAKKVNEILQADA
{ INGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVTK
| RSVMTLAYGSKEFGFRQQVLED TIQPAIDSGKGLMFTQPNQAAG
| YMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEILR
{ KRCAVHWV/TPDGFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINTN
: KDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVVWAHEKYGIESFALI
{ HDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQLHE
! SQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFAG

Varlante C-terminal L261M | MMTINWENDFSDIELAARFNTLADHYGERLAREQLALERESYEM 1242
| BEARFREKMPERGLKABEVADNASARPLITTLLRICRHARINDWYEE
| VHARKNGKRPTAFGFLOEMPEAVAYITR TTLACL TRADNT TVQAVA
| BAIGRAEDEARFORRILEAKHFKKMNVEEQLNKRVGE VY HH AR
[ OAVEADMLOKGLLEGEAWSEVWHKED SIMVEVREIEMLIESTGWY
| BLMRGNASVVERDSETELAPE Y AR AR TRAGAMAGISPMEGROY
uﬂmwwr{aimamx ANGRRPL Asm*wwﬁm MRYF* SYRIPE

‘E:;PW KL% ¥K foX\U’“‘& ¥ ‘x*‘ ?‘RRVT

hR%V\%‘?U\Y{S“KF»uFQf\}w_&E}“EQfJAiJ%{‘}K L;x“‘ ‘:}wr\'mm

DY MAKLIESVEVTVVAAVE SMNILK S S AR LA AEVKDKK ‘“"“‘ﬁL

! RMRCAVHWYTRDGFPVRIQEYE KO TRUNUMFLEQFRLOP TINT

| NEKDSEIDAMNGESGIENFVHEQLGIMBK TVVWAREK Y GIEEFA

L‘H*Ww GTPADARMLFKAVRETIVR TYESCUVIAREYROF ARG
REOL {”KMF‘A;\ FARGMNLML R{IEE\\E%{}F FaKn,

donde Xes cualquier aminoacido y n es cualquier nimero entero,

p ej.,entre1y5
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ARN §Secuencia de aminoacidos

?Variante C-terminal de
?polimerasa T7

..................................................................

Varlante C-terminal L261M

..................................................................

Varlante C-terminal L261K

ES 2 983 060 T3

i MNTINIAKNDFSDIELAAIPFNTLADHY GERLAREQLALEHESYEM

! GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE
| VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAY ITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
i SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM
{ QVWEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
i SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRAGAMAGISPMFQPCV
i VPPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPE
i VYKAINIAGNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPM
i KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK
! FANHKAIMWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGK
i PIGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSP
i LENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGS

i CSGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIYGIVAKKVNEILQAD
i AINGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVT
{ KRSVMTLAY GSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAA
| GYMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEIL

! RKRCAVHWVTPDGFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINT
{NKDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVVWAHEKY GIESFA
i LIHDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQL
i HESQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFAG

§*sawammmsz. BRIEDLEAKHER mm 'mw\ KRAENE
| VVEADMLEK GLLGEEAWESWHK OSIVGVRCEMLES TRMY
gammmam ,mamﬁmﬁ&v&m AL Aé{a\w%wmm

' ‘vapwf ALYRTHEKEALMRY SO mwm
; TN HOEVEDIRAERERLFW
g:-:p.:@ Nph.m Taw xﬁ,«,{\m«v\fﬁ DK ARKSRRISLEFMLERANK
FMH:M*\WWM HYRGRYTAVSMPNPOGNI I TROLL TLAK K

GHESY VIV MG ANCASVD KU PEPERKF EENHENIMADAKSD
g'L,E:\NWﬁM‘E: OUSFELFLASCEE Y AR vamm*w\mwﬁm“

| SGIRNFSAMLRDEVOGRAVILLESE TVRD I GV AR KVRELQAD
| ANGTRMEVVTVTDENTRESEKVE mm ALAGSTWLAYGYTRSYT
= w‘aww AYGSK E&fsm\mi Emmmm fsr:sm*:x METAPNGAA

*ﬂéﬁ&&s&: DFEHKQE"‘(\ APNE \fﬁbu&us HEL YGRS
HOSFETIPARARNLFRAVRETING i”h‘&:&*‘\jvu{‘fﬂ‘*fb(ﬁv ’i*‘“i\}'
CHESQLOKMRALPARGNUNLERDLESDRAF A,

§donde X es cualquier aminoacido y n es cualquier nimero entero,

p ej.,entre1y5
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ES 2 983 060 T3

Variante C-terminal de ARN iSecuencia de aminoacidos

?polimerasa T7 :

Varlante C-terminal L261K i MNTINIAKNDFSDIELAAIPFNTLADHYGERLAREQLALEHESYEM
| GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE
{ VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAYITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
: SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM
| QVVEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMVY
| SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRAGAKAGISPMFQPCV
{ VPPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPE
{ VYKAINIAQGNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPM
{ KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK
{ FANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGK
| PIGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSP
| LENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGS
: CSGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIYGIVAKKVNEILQAD
{ AINGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVT
| KRSVMTLAYGSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAA
| GYMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLK SAAKLLAAEVKDKKTGEIL
! RKRCAVHWVTPDGFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINT
i NKDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVVWAHEKYGIESFA
{ LIHDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQL
: HESQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFAG

R

Varlante C-terminal L261Q { MNTINIAKNDFSDIELAAIPFNTLADHY GERLAREQLALEHESYEM 246
| GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE
! VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAYITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
| SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM
! QVWEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
i SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEY AEAIATRAGAQAGISPMFQPCV
i VPPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPE
| VYKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPM
{ KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK
! FANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGK
i PIGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSP
i LENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGS
| CSGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIYGIVAKKVNEILQAD
{ AINGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVT

| KREVMTLAYGSKEFGFROOVLED TRPADISGKGLMFTOPNGAS
| SYMAKUWESVEVIVVARYE AMNY w;"~,wfz,.z.a E‘s«"KS;&ﬁ&&.L

§donde X es cualqmer ammoamdo y nes cualquier nimero entero,

p ej.,entre1y5
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ES 2 983 060 T3

.................................................................................................................................................................................................................................

Variante C-terminal de ARN iSecuencia de aminoacidos
?polimerasa T7 :

.................................................................................................................................................................................................................................

Varlante C-terminal L261Q { MNTINIAKNDFSDIELAAIPFNTLADHY GERLAREQLALEHESYEM

; { GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE
{ VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAYITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
! SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM
{ QVVEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
{ SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRAGAQAGISPMFQPCV
| VPPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPE
{ VYKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVED IPAIEREELPM
{ KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK
i FANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGK
! PIGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSP
| LENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGS
! CSGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIYGIVAKKVNEILQAD
{ AINGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVT
i KRSVMTLAY GSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAA
| GYMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEIL
{ RKRCAVHWVTPDGFPVYWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINT
: NKDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVVWAHEKYGIESFA
i LIHDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQL
! HESQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFAG

Varlante C-terminal L261E

NTLADHYGERLAREQLALEHESYEN 248

‘ &mmm AONAAAKPLITILLRK MMINDWE S
O TAFCEL CEKPEAVAY K TTLACL TSADNTTVOAVA
GRIRDLEAKHE KIKNVEEQUNKRYGHY VKK APH
WOSWHKES ES

ng%HR 3K
| SAGRAEDE
QUVEADIL

3 ¥ TRAGARAGIEPN Wi?’“‘ !
"-“'G SG*?’ s‘& &*«ks F%R‘Pi ALYRTHEKKALMBY SDVYMPE
HHOPYEQIFAKRREELEW
] § W HESRRISLEFMLEQANK
|~AMH*(»«MFF‘YNM“&N*R&;RVV& FEMPNPOGONDMTRKGLLTLAKGK
PYEKESRYYW LKE?«‘ME\L& DHVEPRERRF EEMHENIRACAKES
LENTWHERAEQDEPFCPLAFCREY AGYVUHHOLS Y MOSLPLAF LGS
DCSQINESAMLRDE vwmvmu«qswammw ARAVRELGADR
ARG TONEWYTY TOENTSEISER VKL TR ALASQWLAYSVY TREVT
(ERSVMTLAY GSKER sFR&"C“JLF DTOPAIDRGRGLMFTIPNIAA
P Y MARIWER SV ARVEAMMB K SRARLIAAE VK IDKE TGRE.
RERCAVHVWWTPOGIEPWQE Y KR PIQTRLMNMFLGOERLGP TINT
NKOSEIDAHKOESMAPNFVHSUD G SHLER TWWANAHERY GIESFA
CLHDSFGTIPADAAML S AVRETMVOTARSCOVEADFYD QR AR,
CHESQLDKMPALPAKGNUNLRDILESDFAFAX,,
gdonde X es cualquier aminoacido y n es cualquier nimero entero,

p ej.,entre1y5

EVariante C-terminal L261E MNTINIAKNDFSDIELAAIPFNTLADHY GERLAREQLALEHESYEM

| GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE
| VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAYITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
! SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM
{ QVVEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
{ SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRAGAEAGISPMFQPCV
{ VPPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVR THSKKALMRYEDVYMPE
{ VYKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPM
{ KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK
! FANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGK
| PIGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSP

249

134



.................................................................................................................................................................................................................................

Variante C-terminal de
\polimerasa T7

ES 2 983 060 T3

ARN {Secuencia de aminoacidos

{ LENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGS

! CSGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIYGIVAKKVNEILQAD
{ AINGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVT
: KRSVMTLAY GSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAA
{ GYMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEIL
{ RKRCAVHW/TPDGFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINT
 NKDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVVWAHEKYGIESFA
! LIHDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQL
i HESQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFAG

\Variante C-terminal A262|

gu&wﬁ—zw. V.R@;hm Hmmsmwm L Lum% 3 m‘s.

KQKR(MQP?AF‘QFLQEEK@EMbAV§?<m;%£L"‘S}\SW“‘\‘QMM
| SARRAEDEASFRRIFDLEAKHFY K NVEE QLUKRVE MY KK AR
§:2b VEADMLSKGLLOGEAWSSRHKED S MUGVROEMLIESTGMY
| SLHRLMAGVVOGDSETIRLAPE Y ARA I TRAGALMSPMFPORCVY
L FPRPWTRITEG5Y FUANGRAPLALVR THSKKALMRYED WYMPEY
PR ARDNASINT SWKEIOLAVANRY MO HOPVEDIPAS ‘
L FEDIMNPEAL TAWKRAARAWY REDKARK SRRISL
: SAFEY NMDWRERYY AVSMFNPOGHNDMTRG Lmr«hmp
EREGY YWLKHGANCASVRRVPFPERKFIEENHENR ACAKSPL
s&\.w&&sﬁammJ\pmwms FOHHGLSYNOSLFLAFDGSC
__r:*s&}\sm;‘mvmww& aﬁm

o

[ RSV ""HQ %Afl}
DY RIAHLIES \s’&‘x&é T‘sf\f w&mmmw AAKJ.AA{:VK DHKTGELR
CERCAVIMWYTRDGFPYWOE Y KKFIQTRUNLMFLGOFRLIP TINTH
RDSERDAHKQESGHPNFVHOTID G SMLRN T WAMHERYQIBEGFALL
FHREFOTIPARAANUFHAVRERTMVOTYRSCOVIADFYRGFARGAHE
| B OKMPALP AN GRIMNLRGLESDFAFRA X,

§donde X es cualquier aminoacido y n es cualquier nimero entero,

p ej.,entre1y5

250

\Variante C-terminal A262|

i MNTINIAKNDFSDIELAAIPFNTLADHYGERLAREQLALEHESYEM

| GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE

i VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAYITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
i SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM

! QVVEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
i SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRAGALIGISPMFQPCVV
i PPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPEV

{ YKAINJAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPMK
i PEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANKF
! ANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGKP

{ IGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSPL
i ENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGSC

{ SGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIY GIVAKKVNEILQADA
{ INGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVTK

{ RSVMTLAYGSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAAG

{ YMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEILR
{ KRCAVHWVTPDGFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINTN

{ KDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVVWAHEKYGIESFALI
! HDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQLHE
 SQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFAG

251
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ES 2 983 060 T3

Variante  C-terminal  de ARN {Secuencia de aminoacidos
?polimerasa T7 :

.................................................................................................................................................................................................................................

Varlante C-terminal A262L { MNTINIAKNDFSDIELAAIPFNTLADHYGERLAREQLALEHESYEM
! GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE
{ VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAY ITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
! SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM
{ QVVEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
| SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRAGALLGISPMFQPCV
{ VPPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPE
| VYKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPM
{ KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK

| FANHICARNERYNIIDA TLAKGK

ROENYY AW EMPNEGEMNORTREEL
RER S ; SUDKYPEPERIE EAIRIACAK SR
CUENTWNARQRDEPFOFLAFCERY SGVHHGLEYT CHLBLAFDGS
 USGIOHF SAMLREEVGORAVHLLPSE TVRDHY GIVAKKYN EELQ.&S
ﬁs‘f*ﬁﬁ?@?\a*‘\" %‘m&mmﬁisw\xm@mamm SLAYEVTRSVT
LR TLAY ; ' P SIDRGKE LW%’TQP"J“#&
: YM&?{LiW»e}‘v’\VTV\.'&HU&AM‘%‘LL&HAARLLAA&\?K SERTHREL
| RKECAWHW TRBGFPVOQEYEEPIOTRLNLMFLGIFRLGRTINT
PEDREDAHRKQESSHBPNFVMEQODGEM K TWWWAHER YSIESFA
LB EFETIPADAANLFRAVRETMVYOD TYESCDVLADFYDOF ADGL
CHESOLOKMPALRAKONLURDLESDFAF 8 X,

idonde X es cualquier aminoacido y n es cualquier niimero entero,

p ej.,entre1y5

: MNTINIAKNDFSDIELAAIPFNTLADHY GERLAREQLALEHESYEM
{ GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE

{ VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAY ITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
i SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM

! QVVEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
i SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRAGALLGISPMFQPCV

! VPPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPE

{ VYKAINIAQGNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPM
{ KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK
i FANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGK
! PIGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSP
| LENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGS

| CSGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIYGIVAKKVNEILQAD
{ AINGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVT

| KRSVMTLAYGSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAA

! GYMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEIL
| RKRCAVHWVTPDGFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINT

i NKDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVVWAHEKYGIESFA
{ LIHDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQL
{ HESQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFAG

Variante C-terminal A2621

136



ARN {Secuencia de aminoacidos

?Variante C-terminal de
?polimerasa T7

\.......................................................................... ......................................................................................................................................................

Varlante C-terminal A262M

..................................................................................................................................................................................................................................

{ MNTINIAKNDFSDIELAAIPFNTLADHY GERLAREQLALEHESYEM
{ GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE
{ VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAY ITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
| SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVYGHVYKKAFM
{ QVVEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
i SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRAGALMGISPMFQPCV

Varlante C-terminal A262M

ES 2 983 060 T3

Rﬁs}i Rwﬁ &

| SAGRAEDE RO ARRE RN ﬁmxwngwﬂm
VVEADMLEKGLLCOEANSSWHKEDS! r:*\f%wwsmhw

L{p\vgmmg\gpkmjm xwmmvvmmm&xmm%&rmL-QQ»WK
»"ANH?RN\*JF’F"Y MMDWRERVYAVEMPNPOONDMTRGLLTLAKGY

GREGY YT KIHGANCAGVDRVPFPERKMFEEIHENMADAK SR

§;§;\m&mt~* A EFFOFLAFCREY AGVRPHGLEYNCELPLAFDGE

CRSKMNFSAMLERLEVORRAVILLERETVRDIV OV ARKVNELQAD

L ANG TSV TY T EN TG E S ENVKL G T ALAGOWLAY BV TREYT
| KREVMTILAYGSKEFSEROGVLEDTIORAID BGK GLMF TLIPHIAL

’v"MAKQ%ﬁE»QEf SYTVYAAVERMNWLKEAARLLAABVRDKRTGEL

B RCAVHWWTRRGFPWVRQEYERPICTRIMWWFLGQFRLIGP TINT
CHEDSEIDAHKOESGIAPNEVHSODGEHLRE TWWARHEK Y BIREFA
CLHDERGTIPADSANLFE AVRETMVOTYRECOVLADFY DGR ALQL

CHESQL OB NP ALPANGNLRLRDLESDRAP A X,

§donde X es cualquier aminoacido y n es cualquier nimero entero,

p ej.,entre1y5

{ VPPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPE
! VYKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPM
{ KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK
| FANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGK
i PIGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSP
| LENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGS

i CSGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIYGIVAKKVNEILQAD
{ AINGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVT
| KRSVMTLAYGSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAA

{ GYMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEIL
{ RKRCAVHWVTPDGFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINT
: NKDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVVWAHEKYGIESFA
{ LIHDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQL
! HESQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFAG

137



ES 2 983 060 T3

Variante  C-terminal  de ARN {Secuencia de aminoacidos
?polimerasa T7 :

IRLPK%M&\RSN{‘}WF“‘%‘:‘
i E?J‘Q%‘ .“\ EARE TTLADLTSADNTIVIIAVS
18 ﬁhﬂm&&iﬁf\*‘-‘{ SRR ‘L‘"LLM{‘ iFKKNVk CRLKERVGHWYREAFM
FOVVEADKMLSHOULGGEAWSSWHKEDSIMVEVROIEMLIES TEMY
CELHRONAGWWEQDERETIELAPEYAES SGALNGIEPMFQPOY
: PQKPW* ?GGQ;’ v‘» &’\In F’Rmi,,\ﬁ WE TH“%F’ ?:Al SMRYEDWVYRE F*@
EH?%GEDMNPE& ' ‘;’Sﬂﬁ*f&éﬁm’ YR Wiﬁ&%ﬂ\ﬁw!\i&?f\%@&&ﬁi{
i NHK&%‘;\FF*YNM FARGRAVY RVEMFNPOCMOMTKGLLTLAKGY
FGREY il KHGANCAGVDEVEFPERIKFEENHENBIACAKSE
‘W‘&M‘ﬁ&ﬁ: OGP OFLAFOFEY AGVOHHGLEYNCELPLAFDIGE
i CEGIOHESAMURDEVEGRAVNLLBSE TVODHY GV AKKUNELQAD
MN&‘?&?\EE\"&'W‘WEW‘?&EEE EXVELEGTHALAGTAMLAY GV TREYT
P RRSVMTLAY SRKEFGFROGVIEDTORAIDSGRELMF TORNG &S
§mf&mmm*\«v%\f‘“mmwmwm*s K%i\‘%ﬁ&&-‘%& BORETGEER
| RERCAVHWNTPRGF PYRQEY KO TRINLRL RLOPTING
HEDSEIDAHKGESGIS PNEVHEQDGSHE BR TWVWARERKY GIESFA
LHRSFOTIPARAANLFL AVRETMVOTYBSCOVEARFYDOFARGL
FHEESQLDEMPALPARGNUKLRDILESDFSF AKX,
§donde X es cualquier aminoacido y n es cualquier nimero entero,

ip.ej.,entre1y5

Varlante C-terminal A262K MNTINIAKNDF SDIELAAIPFNTLADHY GERLAREQLALEHESYEM

‘ ! GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE
| VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAY ITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
{ SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM
{ QVVEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
{ SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEY AEAIATRAGALKGISPMFQPCY
| VPPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPE
{ VYKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPM
{ KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK
i FANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGK
! PIGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSP
| LENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGS
! CSGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIYGIVAKKVNEILQAD
{ AINGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVT
i KRSVMTLAYGSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAA
! GYMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEIL
{ RKRCAVHWVTPDGFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINT
: NKDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVVWAHEKYGIESFA
i LIHDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQL
{ HESQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFAG

..............................................................................................................................................................................................................................................

Varlante C-terminal A262Q : MNTINIAKNDF SDIELAAIPFNTLADHYGERLAREQLALEHESYEM 258
| GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE
| VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAY ITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
i SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM

138



ES 2 983 060 T3

Variante  C-terminal  de ARN {Secuencia de aminoacidos

\polimerasa T7

D CRAVEAD ML SHOLLESEANSEWHKEDRMVEVRCIEMUIESTOMY
| SUHRONASVYGRDSETELAPE Y AEAATRAGALDGISPMFGROY
D WPRPKFRTERITSOOYWANGRRPLUALYR THIKKALMRYEDVYMRE
DV AR ONTAWK INKEVEAVARYITHWKHCPVELRP A IEREELPM
! EREDDHANPEAL TAVKRASAAVYRK DK ARK ERRIBELEFRILUE SANK
| FANMKYAIFRY MM WRERVYAVSMERPQENDMTHGLL AR GHE

| FIGKEGYYWIK HGANCAGVDEVPFRE EENHENIACAKSER
CLENTWWARQUSPFIFLAFOFEY AGVR LBYNGELPLAFDGS
| CEBIOHFEAMURDEVT LB : !
| AINGTDNEVYTA G ERAVHLETHALAGTA AYEVTREVT

| KROVMTLAY BEREFOFRQVLEDMOPAIDICROGLMF TLIRNGAS

[ GYMAKLIMESVEVTIVVAAVEAMNVALRSAARLLAAEVEDHK TEEL
P RKECAVHRTPRGFFVRGE YR PR TRLNLMFLGOFRLOP TINT

| MEDSEDANMOE SGIPNFVHEQDGEMHIBE TWVAWARERY BIESFA
| LHDSFETIPADAANLFKAVRE TMVD TYESOIVIADF YD GFADQL

| HESQLDEMPAPAKGHURDLESDFAF ARy,

§donde X es cualquier aminoacido y n es cualquier nimero entero,

p ej.,entre1y5

EVariante C-terminal A262Q

! MNTINIAKNDFSDIELAAIPFNTLADHYGERLAREQLALEHESYEM

| GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE
! VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAYITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
i SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM
! QVVEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
i SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRAGALQGISPMFQPCV
! VPPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPE
i VYKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPM
{ KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK
i FANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGK
! PIGKEGYYWLKIHGANCAGVYDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSP
| LENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGS

i CSGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIYGIVAKKVNEILQAD
i AINGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVT
! KRSVMTLAYGSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAA
| GYMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEIL
{ RKRCAVHWVTPDGFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINT
i NKDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVVWAHEKYGIESFA
i LIHDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQL
i HESQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFAG

259
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ES 2 983 060 T3

Variante  C-terminal  de ARN {Secuencia de aminoacidos
?polimerasa T7 :

IRL#‘JKKERARSNQWF EE

i ETJ‘Q%‘ .“\ ‘*&Ab‘fﬁ‘x’ﬂ:ﬁ TEACL TEADNTTVIAVS

18 ﬁhﬂm&&iﬁf\*‘-‘{ SRIBDLEAKHFRENVEEQLKERVGHVYREAFM

FOVVEADKMLSHOULGGEAWSSWHKEDSIMVEVROIEMLIES TEMY

P SLMRCRNAGWWGERDSETELAPEY S TRAGALEGIBFMFOPCY

L VPPRPWIGITGREYWANGRRPLALYR THS H’K,&QLWFEY‘TDW‘MPE

VYR ARAAOMNTARKINEEVLAVANVITEWKHOPVERIPARREELPY

KPR MNPEALTAY KﬁmAMVVRa{"‘K}x’ﬁxaﬁ?iﬁiﬁrmLQQA‘@K

; \‘@H&AM‘F’P‘@”*&&ﬁSWQ&sQB?A\.N%% MPOGHEMTHGLLTLAREGY

il KHGANCAGVDEVEFPERIKFEENHENBIACAKSE

‘W‘&M‘ﬁ&ﬁ: OGP OFLAFOFEY AGVOHHGLEYNCELPLAFDIGE

| ORGIQHF SAMURDEVOGRAVNLLPSETVODHY G AKKUNEL QAD

mm@mmm‘v‘:\f‘m ENTOEISERVELGTHALAGIWLAY OV TREVT

P RRSVMTLAY SSHEFGFROGVIEDTORFAIDSSHGLMETORNG &4

L SYMARLIGES VEVTUVVAAVEAMWMLKSASKLLASEVRDERTRER

| RKECAVRWTROGESVGE YKY P“TQL‘@L&&TLGQ»RLQF‘T%N“
P SR A HKQESGIAPNEVHEQDGEHURK WA MER S

HEOSFGTIRADAAMLUFKAVRETMVVO T ESCOVEADFYD QR AL

CHESQLOSMEALPARGNLNLRDLESDFAFAK,

§donde X es cualquier aminoacido y n es cualquier nimero entero,

p ej.,entre1y5

éVariante C-terminal A262E §MNTINIAKNDFSDIELAAIPFNTLADHYGERLAREQLALEHESYEM 261

{ GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE
{ VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAYITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
| SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM
{ QVWEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
i SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEY AEAIATRAGALEGISPMFQPCV
{ VPPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVR THSKKALMRYEDVYMPE
{ VYKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPM
! KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK
{ FANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGK

I DINKEAVVWM WKL ARICACA/NIK\V/DEDERIKEIEENIENIMANAKCD
TEIONEND T TVVRENT ROAINVCAO VL NNV T F LN TN IENIIVIAAVANNO T

! LENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGS

i CSGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIYGIVAKKVNEILQAD
! AINGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVT
| KRSVMTLAYGSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAA

{ GYMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEIL
{ RKRCAVHWVTPDGFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINT
: NKDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVVWAHEKYGIESFA
i LIHDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQL
i HESQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFAG
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ES 2 983 060 T3

.................................................................................................................................................................................................................................

Variante C-terminal de ARN iSecuencia de aminoacidos
?polimerasa T7 :

..........................................................................

Varlante C-terminal S43R

L\A{‘\W{‘ n
L URPKPWITGITEGGY

vm&mmmmmmmymyf»w TRKHEEY
| HREDIDMMREALTAWKRAASANYR

DYYMRE
A qa&m‘
HARKSRRISLEFMLESANK

| FANME ARMFPYNMDARGRYY AVSMFNRQGMIR TKGELLTLARGK
§E"‘fGi‘{ "s’\’*f’?“ﬁ(&‘iﬁﬂE**C«‘-\w\ﬂ)ﬂw?i'?‘ﬁ‘{!ﬁ iEm’ %“EN?MA ?"\SP

RKR S \wm 1?;} 'F“"VWQ&‘S'K‘(P*CKR@\*L‘S“L&Q, RLQPT MY

: *‘ﬂé?{“‘-‘&& RAHKOESGIAPNFVHSODGEHLRK TVVWRHEK YGRS ?-a\
EFETIPADAANLFK AVRETINOTYRSCOVE ADFYDOFADG

| HESOLORMPALP AKGNULRDILESDEAFAK,,

idonde X es cualquier aminoacido y n es cualquier nimero entero,

ip.ej.,entre1y5
Vanante C-terminal S43R MNTINIAKNDFSDIELAAIPFNTLADHYGERLAREQLALEHERYEM
‘ { GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE
| VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAY ITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
: SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM
QVVEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMYV
i SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRAGALAGISPMFQPCVY
VPPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPE
{ VYKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVED IPAIEREELPM
{ KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK
: FANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGK
i PIGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSP
{ LENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGS
i CSGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIYGIVAKKVNEILQAD
AINGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVT
: KRSVMTLAYGSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAA
| GYMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEIL
{ RKRCAVHWVTPD GFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINT
{ NKDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVVWAHEKYGIESFA
LIHDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQL

HESQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFAG
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.................................................................................................................................................................................................................................

Variante C-terminal de ARN iSecuencia de aminoacidos
?polimerasa T7 :

..........................................................................

Varlante C-terminal E45R

LVRAKRGK
L SAGRAEDEARS
QVUEAE)?&&L}SE}{G (“mi-,«%r’\m:&;\}‘&f ““)\ §F‘\'§hﬁw
 BLHRONAGWEODEETELAREY AEAATRAGAL FRIFGRY
VRREPWTHITOGEYWANGREFLALR THSEKAL “RVSE‘VYMFE
L ATAONTA K BVLAVANY T WO PVEDIPAEREELPM
| KPEDHD MNP EAL TAWKHAAR AV YR @Kmmﬁmsmm LEQANK
S ARNHEARMF R NBMODWRGRWY AVEMENPOGHNIMTEGLLTLARGK
FIGRESY VYV K HGANCABVDRVFFRERIKFIEENHENMAZAKSR
LENTWWARQDSPFIFLAFCFEY ARVRHHEBLSYNCBLPLAFDGE
L ORSIOHSANMURDEVEGRAVNLLFSETVAD I SN ARKUNELOAD
NG TENEVV VTR N TR ISERVRLG T ALAG VLAY GV TREVT
ERSVMITLAYSSKERGFRGGVLIEDTIORADRSSEGLMF TORMNGSS
w\’!‘é’m!‘i&ftﬂﬁ FVEVTVAAVEAMMMWLKSAAKLLASEVRIERTGENL
| RKRCAVHIY TROGEPVAREY KK P TRLNLMEL SOFRLOPTINT
MM OSEDANKQERGIAPNSVHEQROGESHIRN TWWIRVAHER Y IR RES,
DS TIRADAANLERL AVRETMVO TYBECOVEADRY DGR S DAL
| HESOLUKMPALP ARGNLILRDILESDEAF AKX,

idonde X es cualquier aminoacido y n es cualquier nimero entero,

T A RN

ip.ej.,entre1y5
Varlante C-terminal E45R MNTINIAKNDFSDIELAAIPFNTLADHYGERLAREQLALEHESYRM
: { GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE
| VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAY ITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
{ SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVYGHVYKKAFM
QVVEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMYV
{ SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRAGALAGISPMFQPCV
VPPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPE
{ VYKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPM
{ KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK
{ FANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGK
{ PIGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSP
| LENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGS
{ CSGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIYGIVAKKVNEILQAD
AINGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVT
: KRSVMTLAY GSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAA
| GYMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEIL
: RKRCAVHWVTPDGFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINT
i NKDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVVWAHEKYGIESFA
i LIHDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQL
: HESQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFAG
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Variante C-terminal de ARN {Secuencia de aminoacidos

b

polimerasa T7

.................................................................................................................................................................................................................................

Variante C-terminal G47R

{ MNTINIAKNDFSDIELAAIPFNTLADHYGERLAREQLALEHESYEM

| REARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE

{ VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAY ITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
{ SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM
| QVVEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
i SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEY AEAIATRAGALAGISPMFQPCV
{ VPPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPE

! VYKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPM
{ KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK
{ FANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGK
| PIGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSP
| LENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGS

{ CSGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIYGIVAKKVNEILQAD
i AINGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVT
| KRSVMTLAYGSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAA

! GYMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEIL
{ RKRCAVHWVTPDGFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINT

MEDSE D AHKOESGISPNEVHEQDIGEHLRR DA HEX Y GIEEFA
LMD BFO TIRADASNLEY
PHEGGLDRMPALFARGNUNLERELESDPAF AR,

‘donde X es cualquier aminoacido y n es cualquier numero entero,

AVRETMYOTYESCOVLADFYDQFADOL

p ej.,entre1y5

3

Variante C-terminal G47R

i MNTINIAKNDFSDIELAAIPFNTLADHY GERLAREQLALEHESYEM

{ REARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE

i VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAYITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
! SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM
{ QVVEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
{ SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEY AEAIATRAGALAGISPMFQPCV
{ VPPKPWTGITGGGY WANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPE

{ VYKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPM
{ KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK
! FANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGK
i PIGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSP
i LENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGS

| CSGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIYGIVAKKVNEILQAD
{ AINGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVT
| KRSVMTLAY GSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAA

| GYMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEIL
{ RKRCAVHWVTPDGFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINT
 NKDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVVWAHEKY GIESFA
! LIHDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQL
i HESQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFAG

143

267




ES 2 983 060 T3

Variante  C-terminal  de ARN {Secuencia de aminoacidos
?polimerasa T7 :

{3 ESERLARE ALEHESYEM
: ‘FEQLK&KGE:‘W\E?@ SERPUTILLRKMIARININSFEE
H?‘QAKF% §{ FOFLOERPEAVAYITIKTTLACLTEADNTTIVOAVS
*ﬁm*{ﬂ‘ti,}i:fiﬁ &;RWE‘LL}\&‘ ﬁ- ?MNV L RERYGMYWYREAFRE
THRAE = 2 DRENVEVECIEMLIESTEMY
SIS “ﬁ&\ﬁ{\:\i‘\&‘:ﬂ{‘ A 3N TRIAGARLAGISPMFGROY
CVRREPWIGITERGY WA {SIFER“‘i AUVRTHSHEAL 'z.mw WY MPE
\*Ywﬁ Nv’&@?ﬂf\’&%}ﬂ“ﬁﬁ <'i A\MNV"‘" AKHOPYERQIPARRERLPS
RY 'r{iﬁi{ QM!%FFML .AN?(

FRBCIQHFSAMLRDEY CM&E‘KLL?ME‘WQEJ W"\»’* R J

DANGTRMNEVTVTDENTGEE! b»KVK&.&;Eﬁ%LA"“WLA FEVTREVT

CERSYRMTLAY SBKEFSFROGVIEDTIORADSGRELMF TORNGAS

ST MAKLESVSYTVVAAVEAMNGLKS ASKLLARB VR DRK TRRLL

| RKFCAVNWTRO GFPVWRE Y KPR TRUNLWSLGOFRLOR TINT
P OSEDANKQESGIAPHEVHEQROSMER TWWAMEK Y ESEA

WHDSFGTIPADAANUFRAVRETINWOTYESCOVIAREYDOFALGL

P HESTL DR MPALF AR GMUNLEDLESUFAF AKX,

§donde X es cualquier aminoacido y n es cualquier nimero entero,

T AR

ip.ej.,entre1y5
Varlante C-terminal R257W MNTINIAKNDF SDIELAAIPFNTLADHY GERLAREQLALEHESYEM
‘ ! GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE
| VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAY ITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
: SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM
{ QVVEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
{ SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEY AEAIATWAGALAGISPMFQPCV
{ VPPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPE
{ VYKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVED IPAIEREELPM
| KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK
{ FANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGK
{ PIGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSP
| LENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGS
i CSGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIYGIVAKKVNEILQAD
! AINGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVT

{ KRSVMTLAYGSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAA

i GYMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEIL
| RKRCAVHYWTPD GFPVYWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINT

i NKDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVVWAHEKYGIESFA
i LIHDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQL

i HESQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFAG
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Variante  C-terminal  de ARN {Secuencia de aminoacidos
?polimerasa T7 :

OEARPRICM
| VHAKRGKRPT

: \GEE W%{HGP\:‘ i NS El ?*‘m
H@\QQED\#NPRMJM Kw«s\mv\fﬁmm*&xm !Q&Q’MLQQA‘\&K
"ANH&MWF’F*Y\%M RGRVYAVEMFNROGNDM TR GLLTLARGY
FIGRESY YL KIHGANCARVDRVPFPERIKFECKHENIBMADAKSR
;&;\mwmt: DOEFFLFLAPCFEY AVUFHGLEYNCELPLARDIGE

P ORG i*&Hf‘“3RM&R&\“VSERA\MLLP;;&"3’&*’{“@W AR KRELQAD
ARG TRREWVE TV TRENTE ATHALSGLANLAYGYTREYT

[ ERSVMELAYGSKERTER DOFARESGHGLMFTOPRIAS
VRAKLIWE WTWVSAVEAMNWLKSAAKLLAAEVRDRETGERL
| RKRCAVHETPOGR PYWQE Y KKOTRINLMFLEGORRLGP TINT
FNEDSEDARKGESCIARNFVHBODGESHLPE TVWAHEKY GIESFA
LHDSRETIPADSANLEE AVRETWVETY ESCOVEARFY DGR SQQL
CHESOLOBMPALPARGHNLMLRDLESDFAF XS,

§donde X es cualquier aminoacido y n es cualquier nimero entero,

ip.ej.,entre1y5
Varlante C-terminal G259R MNTINIAKNDF SDIELAAIPFNTLADHY GERLAREQLALEHESYEM

! GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE

{ VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAY ITIKTTLACLTSADNTTVQAVA

: SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM

! QWWEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV

i SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRARALAGISPMFQPCV

! VPPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPE

{ VYKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPM

| KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK

{ FANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGK

! PIGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSP

| LENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGS

{ CSGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIYGIVAKKVNEILQAD

| AINGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVT

| KRSVMTLAY GSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAA

! GYMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEIL

! RKRCAVHWVTPDGFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINT

{ NKDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVVWAHEKY GIESFA

i LIHDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQL

{ HESQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFAG

R

Varlante C-terminal A260R i MNTINIAKNDF SDIELAAIPFNTLADHY GERLAREQLALEHESYEM 272
{ GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE
{ VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAY ITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
{ SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM
{ QVWEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
i SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEY AEAIATRAGRLAGISPMFQPCV
| VPPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVR THSKKALMRYEDVYMPE
| VYKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPM
{ KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK
i FANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGK
! PIGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSP
| LENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGS

145



ES 2 983 060 T3

Variante  C-terminal  de ARN {Secuencia de aminoacidos
\polimerasa T7 :

.................................................................................................................................................................................................................................

L CSGHHFRAMLRDEVOSRAVIGLPSETVODIY GIARKKYNERLGAD
CANGTDNEVWWTVTUENTERISEKVELGTHALAGORLAYRVTRESYY
KRSV LAY OSHEFCRRUGVIED TOPAIDS GHGLIMF TUPNGAK

L GYMAKLINESVEVTVVAAVEAMNMLESAAKLLAAEVEDKKTGEL

| RKRCAVNAWTPRGEFVNOEYKHPIOTRUNLMFLGOFRLOPTINT

[ MHDSEDAHKOESSIARNFVIEQD G EHLRK TVVWAHER YGIETF A
LHDEFITRADRAANLFEAVRETMVITYESCOVLADFYDOF ADGL

| HESQLDHMPALPAKGNUNURDLESDFAF Xy,

§donde X es cualquier aminoacido y n es cualquier nimero entero,

ip.ej.,entre1y 5

Variante C-terminal A260R i MNTINIAKNDFSDIELAAIPFNTLADHYGERLAREQLALEHESYEM
GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE
{ VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAYITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
! SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM
QVVEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
i SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRAGRLAGISPMFQPCV
VPPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPE
{ VYKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPM
{ KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK
FANHKAIMWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGK
PIGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSP
i LENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGS
! CSGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIYGIVAKKVNEILQAD
AINGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVT
i KRSVMTLAYGSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAA
GYMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEIL
i RKRCAVHWVTPDGFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINT
NKDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVVWAHEKYGIESFA
i LIHDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQL
HESQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFAG

e e e e e e e e

......................................................................

\Variante C-terminal N165W b - HULADHYGERLAREQL ALEHEZYEM

i | GEARFRMMPERQLEAGEVADNASAEPLITILLPEAISRINDWIEE
CVEAKRORRRTAFQFL FEAVAYITIKTILACLTSADNTIVIAVA
| SAIGRAEDEARFGREDLEAKMF K HVEEDU NKRVEHITK K AFRY
FOVVEADKMLSKGULGGEARESWHKEDSMVOVROEMUES TRMY
| SLHRGNAGWVGQDSETELAFEY AEA I TRAGALAGIEPMFQPOY
P VPPKPWTGSITOGSRYVWANGREPLAUR THEKEALMBYRDVYMPR
UK AR ONTAVE N EVEAVANVITH WHHCPVEDFPARREELFW

EPRIMDMNPE AL TRWKEARAAY Y REDH ARKSRRISLEFMLERANK

FANHEARMT Y NMUWRGRYY AVEMPNPOGHNOMTRGLLTLARGK

GHRESYYWLKIHGANCASVDXVPFPERIKFESNHEMIBATAKSP

LEMTWWAEQDERFOFLAFCREVAGVURHGLEYNCELPLAFDGE

| CREIONPSAMLRDEVOGRAVILLPSETWRDIY GV AR WRELQAD

P ANOTONEVYTVTRENTOEISEKVELETHALAGUWLAY GV TREVY

PRREVMTIAY GEREFGFHQOVIEDTIDRPAD S ER ELMPTORNQ S A

| GYMARLIAESVEVTVAAVEAMMABLKS ARV LLAAE VK IR TERL

| RERCAVHA TROGF PYRIQEY KK PIGTRIMUAFLGOFRLOPTINT

MEDSEIRAHKGESGIAPNEVHEQDGSHERR TWYWAHE Y GIESFA

RERGTIPADSANL FRAVRETMVOTYRSCINVLADFYDORADOL

EECLURMPALPARGHRUKLROLESOFRAFAK,,

§donde X es cualquier aminoacido y n es cualquier nimero entero,

p ej.,entre1y5
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Variante  C-terminal  de ARN {Secuencia de aminoacidos
?polimerasa T7 :

.................................................................................................................................................................................................................................

Varlante C-terminal N165W i MNTINIAKNDFSDIELAAIPFNTLADHY GERLAREQLALEHESYEM
! GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE
| VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAY ITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
! SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKWYEEQLNKRVGHVYKKAFM
{ QVVEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
| SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRAALAGISPMFQPCVY
{ PPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPEV
| YKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPMK
i PEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANKF

¢ ANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGKP
{ IGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSPL
| ENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGSC
i SGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIYGIVAKKVNEILQADA
{ INGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVTK
{ RSVMTLAYGSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAAG

| YMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEILR
{ KRCAVHWVTPDGFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINTN

: KDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVVWAHEKYGIESFALI
i HDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQLHE
 SQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFAG

Variante C-terminal E167M | MNTHIRKNDF SDIELAAPFNTLADHY GERLAREQLALEHERYEM 276
| GEARERKME EROLKAGEY ADNAAAKPLITTLLPKMARINDWFEE
VKAKREGHRPTAFOFLOE K PEAVAYITI TTLATL TSADNTTVRAVA
| SAIGRAEDEARFGRISDLEAKHEK KM MEGLNKRVGHVY KKAEM
| QUVEADMLSKGLLOGGE AWSSWHKEDSINVOVRIEMLIES TOMY
| SLHROMAGVYGODSENELAPEY ATARTRAGALAGISPMFORCY
§‘fP=~»‘?§PW3 155G -

:h&\@ﬂE?@&EQBhF‘"CFLﬂ. F *AO\@QHH@L@?NQ L?“A}“ Li.u“‘
OSQINIMESARMIRDEVYEORAVMLLRSE DD GIVAKIOVRELLAD
CANGTONEWY TV TDENTOE B ER VKL T ALARDWALAY GV TREYT
PRESVMTLAYQOHEFGFROGNVLEGTIORAD B GLNFTOPNQAK

[ GYMAKLINERVEVTWAAVEAMMALESAAKLLAABVRDKKTGEL
D RERCAVNZWTRLGFFWWEEY KR PO TRLNLEFLGOFRLOQFPTING
NEDSRIDAREQREGIAPNFVHEQDGEEHIREK TVVINAREEY G =E"%Fﬁ&
HRSFGRTIP "Lm x\i«“}‘f ﬁx\»‘pﬁ?‘m&TY{E“\’"D»L&\EEFV&&F ARG
PHESTH OKMPA FAK,

gdonde Xes cualqmer ammoamdo y n es cualquier nimero entero,

p ej.,entre1y5
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Variante C-terminal de ARN iSecuencia de aminoacidos

?polimerasa T7 :

Varlante C-terminal E167M i MNTINIAKNDFSDIELAAIPFNTLADHYGERLAREQLALEHESYEM
| GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE
! VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAYITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
| SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVMEQLNKRVGHVYKKAFM
{ QVVEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
{ SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRAGALAGISPMFQPCV
| VPPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPE
| VYKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPM
| KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK
{ FANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGK
: PIGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSP
| LENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGS
| CSGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIYGIVAKKVNEILQAD
{ ANGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVT
{ KRSVMTLAYGSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAA
| GYMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEIL
| RKRCAVHWVTPDGFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINT
| NKDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVVWAHEKYGIESFA
{ LIHDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQL
: HESQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFAG

R

Varlante C-terminal E167N { MNTINIAKNDFSDIELAAIPFNTLADHY GERLAREQLALEHESYEM 278
| GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE
! VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAYITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
{ SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVNEQLNKRVGHVYKKAFM
{ QVVEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
{ SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRAGALAGISPMFQPCV
{ VPPKPWTGITGGGY WANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPE

R AR O TAYRK M VL AVANVITH WHHCRVED P AE SEE LR
CHRPEDID MMREALTAVIRASLAY BRDM ARKERRISLEFMLECARNK
NHRARAF Y NMIAARGRVY AVEMFPND 'Q?’J&H‘mbd.l‘{.mmm

| PIGRESYYWLKIRGAMNCAGVIIRKVPFPERINE ERIBSATAKSR
FLENTWIAEQD &?“‘br LA‘*C“‘%‘:‘Qw\fﬁthLb‘fNﬁbLﬁ»&?E.}

[ SEQICHFSAMLRDEVOGRAVNLLPSETVOIHY S AXKVIEN &#@
P ARNGTRNEVYTVTRENTGEIREKWRLE TKM AGTMAYEYTRE

| HREVMRLAYGER EFGFROQVIEDTIGRAIDEGHGL MFT{Z‘D‘*&M‘A
CEYMAKLMESSVTVVAAVEAMMW K S AAKLLAAEWE DEX TSR,
CRKRCA wwmm{;r%wwm REPQTRUMLUMFLGOFRLOPTINY
"éh*}‘if‘ BAHK{’f\x i&?N‘“V‘fSQF} GEHEBEETWRRHRITEIREFA
VESBRYDOFADOL
i B CWENT FE s xﬁ

gdonde Xes cualqmer ammoamdo ynes cualqmer nimero entero,

p ej.,entre1y5
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Variante C-terminal de ARN iSecuencia de aminoacidos

?polimerasa T7 :

Varlante C-terminal E167N i MNTINIAKNDFSDIELAAIPFNTLADHYGERLAREQLALEHESYEM
| GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE
{ VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAY ITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
| SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVNEQLNKRVGHVYKKAFM
i QVWEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
{ SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRAGALAGISPMFQPCV
| VPPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVR THSKKALMRYEDVYMPE
P VYKAINIAQGNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPM
| KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK
{ FANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGK
: PIGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSP
| LENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGS
{ CSGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIYGIVAKKVNEILQAD
{ AINGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVT
| KRSVMTLAY GSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAA
{ GYMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEIL
! RKRCAVHWVTPDGFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINT
| NKDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVVWAHEKYGIESFA
{ LIHDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQL
: HESQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFAG

280

Varlante C-terminal E168l|

sF-‘& RQ.LK éﬁ& ‘u" A.J‘é.ix%ﬁaKF*LF:?‘TLLF*EM BRIMDWEEE
RETAFOFLOEMPEAVAYITIITLACL TSADNT VG AVS
| BA JEREARFORIRULEAR HFKKNYEIOLNKEVEHYYKEAFMQ
| WY ADMLERSLLOGEANSSTHKEDS HVGVECIEMUES TOMYS

5E Wi&'\i%ﬂ“@&sﬁ\thﬂEif‘@t EARTRAGALAGIEBPMFOPOVY

D RERPWTGITOGEY WANGREPLALVE THER AL MRYEINY MPEY
‘s" KNNM SNTARFUNE VLAY ARNITKAM HCPVERP AIEREELPMK
| PEDDENPEALTAWRAASAVYREDK ARK SRS L B MIEQANKF
| ANMARMFPYMMDWRGREVY AVSMFNPQGND M THBLLUTEAKGKS
BEYYWLKHGANCAGYRHVPFPERBFISENHENA
TTVRRAR ‘Q%P"*"C?LAFCF&?Y AC&*&HH\SL SYMNOELPL
W&‘{KVN

REED
i3

H Hw\\fﬁ ’W TROGF P‘J\*‘s‘ﬁ;\’ﬁm’-}\i} “5 LN&.M}* Lu B
LRDSE L} MH&(Q&&» xmmw@ﬁasawmv{‘w \:“s &‘Mmé{"f %:QFMLE
CHRREG
_ s&;ﬁmww&mmx R .L.:‘:«E}?mﬁ .*\X.m

gdonde X es cualquier aminoacido y n es cualquier nimero entero,

p ej.,entre1y5

EVariante C-terminal E168I i MNTINIAKNDF SDIELAAIPFNTLADHY GERLAREQLALEHESYEM 281
3 ! GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE
{ VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAY ITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
i SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEIQLNKRVGHVYKKAFMQ
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.................................................................................................................................................................................................................................

Variante C-terminal de ARN iSecuencia de aminoacidos
\polimerasa T7 :

.................................................................................................................................................................................................................................

{ VWEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMVS

| LHRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRAGALAGISPMFQPCVV

| PPKPWTGITGGGY WANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPEV

! YKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPMK
i PEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANKF
i ANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGKP

{ IGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSPL

i ENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGSC

{ SGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIY GIVAKKVNEILQADA
{ INGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVTK

{ RSVMTLAYGSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAAG

| YMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEILR
{ KRCAVHWVTPDGFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINTN

| KDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVVWAHEKYGIESFALI
{ HDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQLHE
{ SQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFAG

..........................................................................

Varlante C-terminal E168T

: E‘.AQF*{V{MS’&F\QLK&GEV’&&i\r\&ﬁs?ﬁ:’" IRLPKHRAR;N&‘WFEE
V%A&(R SKEPTAFQFLOERPEAVAYITIRTTLACLTSADNTTVIIAYS
SAGRAREDEARFGRIRDLEAKMNFKENVE TOLMK RGN YRKAFS

CIVEADMLSKGLLEGEAWSSWRHK R VRCIEMUESTEMY
D RLARONACWVEQDSEDE ¢

D RO AT TSI NG

THSKKALMRY ELVY MEE

VORANBONTAK Nwwwmv TKWKHCPVEDIPAEREELPM

‘“‘“faiuH“b.&?&’itﬂiﬁ‘hifﬁﬁm *a‘\LL?***-&“V&U "1" 3 A xz‘iK‘Ji\E QAD

P ANGTRNEVYTVTRENTOE ISER VELS TRALAGGWLAY GV TRSYT

{ KREVAMTILAYGSKEFSFROGVLED TIGPAID SGH GLMF THPHGAM

P EYMAKLMMERSV TS AVEA MMM KEAAAS AR WRDEX TGRE.

| RERCAHEWTPOGF PURQEY KRN TRINMFLEOFRLOPTINY
FNEDSEIRAHKOESGIAPNEVHEQDO SHLER TVYVWARHEKY L::‘E:taF'A\
HOSFOTIPARAANLFRAVRETIVETYRECODVIARFYDRGRARQ

CHESQLORMPALPAKGNLRNLEDLESDORAPAX,

idonde X es cualquier aminoacido y n es cualquier niimero entero,

p ej.,entre1y5
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Variante  C-terminal  de ARN {Secuencia de aminoacidos
?polimerasa T7 :

.................................................................................................................................................................................................................................

Varlante C-terminal E168T { MNTINIAKNDFSDIELAAIPFNTLADHY GERLAREQLALEHESYEM
{ GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE
{ VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAY ITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
{ SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVETQLNKRYGHVYKKAFM
| QVWEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
i SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRAGALAGISPMFQPCV
| VPPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPE
{ VYKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPM
{ KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK
i FANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGK
! PIGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSP
| LENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGS
{ CSGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIYGIVAKKVNEILQAD
{ AINGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVT
| KRSVMTLAYGSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAA
! GYMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEIL
{ RKRCAVHWVTPDGFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINT
{ NKDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVVWAHEKYGIESFA
i LIHDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQL
! HESQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFAG

R

Varlante C-terminal E168V {MNTINIAKNDFSDIELAAIPFNTLADHY GERLAREQLALEHESYEM 284
| GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE

DV AK REKRP TAFDQFLOEPEAVAYITH TTLACL TSSDNT TVRAVA
| SAIBRABDEARFORIRDLEAMHFKKNVEYDLNEKRYAHYYRKATM
| AWVVEADMLESKGLLOGEAWS SWHKEDSIMVEVROIEMLIESTGMY
| SLNRONASVVEGDSETELAPEY ARMATEARALAGISPUMEQROY
\I'PF‘r\'ﬂk“t’}‘ﬁcﬂwi;«il‘f”»“zeﬁNGRF?hu&ﬂ*?ﬁ?’}*aﬁﬁm»«&ﬁﬁ‘f{ED‘J“"M:’E

: ‘f "‘*S\'{Jﬁ *‘f A‘Qm&{,'\f{’?&@?“?
CLENTRWWARQDEPFLPLARCFEY AGY
P o8 EC}* SAMLRDE

E&HEWM&CQKC
SYMOSLPLAFDGS
GRAVHLLPSETWOIYEM A RNERGAD

: ERVHLGE TR AL AGLINLAY QY TREYT
KRS\.’M L;*\Vi.sgi*\m\ SERSQVLERTIORAIDEGK GLMFTRRPNQAS

| GYMAKUWESVEVTVVA SYEAMHAKEAAKLLAAEVRDRKTORR
fRKRCAVHRWTRDEPEVGE YRR TRLNUMPLEOF RLOP TINT

| NKDBEDAHKGESGIARNFVHRQDOSHULAK TVWVWARBR ¢ GIESFA
LMD EFGTIPADAAHLFAVRETVD TYESCOVLADFYROF ADQL

| HERQLDKMPALPAK G NLEDLESDRAF A,

§donde X es cualquier aminoacido y n es cualquier nimero entero,

p ej.,entre1y5
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?Variante C-terminal de ARN iSecuencia de aminoacidos SEQ ID:
?polimerasa T7 NO :
\Varlante C-terminal E168V { MNTINIAKNDFSDIELAAIPFNTLADHY GERLAREQLALEHESYEM 285 '

| GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE
| VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAYITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
i SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEVQLNKRVYGHVYKKAFM
i QVWEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
i SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRAGALAGISPMFQPCV
| VPPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPE
i VYKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPM
{ KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK
i FANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGK
¢ PIGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSP
| LENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGS

i CSGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIYGIVAKKVNEILQAD
i AINGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVT
! KRSVMTLAY GSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAA
i GYMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEIL
! RKRCAVHWVTPDGFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINT
i NKDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVVWAHEKYGIESFA
i LIHDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQL
i HESQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFAG

............................................................................................................................................................................................................................................

Varlante C-terminal A181F MNTRAKMDESDE . FHLADHYGERLAREGLALEHMESYEM 286
SEARFEKMFERO LKMxE‘:"*&Q‘h&*\, %*tir‘h ?E‘LLPKWE&RQNSWFEE

ﬂxm%w
wwpw‘.

F&?@H*ﬂhﬂ%??\”«i?ﬁ"WF;‘GWVYAMQM‘*NP 1bN &#W?%LTL&K(,K
CPIGRESYYWLKIHGANCAGVODRVPRFPER K EENHENIMATAKSP
,.“&j%‘{\:'@ﬁﬁ\»q&n“\ ERCCRLAFCREYAGVIHMOLEYHOCEL PLAFLGE
OSGIMEFSAMLRDEVEORAVNLLFSE DV GV AKKVNERLGADR
ﬁ» NQTQ *‘V\*WTE‘F%?&E SERVEKLETHALAGOIMLAYGVYIREVY
: A - TP ADEGHGLMFTOPNOAL
GVMAM i%“v SSVER «““VV&& EAMNELKSAAKLLASEVKDKKTGEL
R‘KQ*Z&V*%\.‘%VT?WH@F“‘ ROE Y KX PIOTRLMLMEL GG RLOP TINT
| NKDSEIAREOESGIAPNEF VHEQDGESHLREK DNGRARERY m\F‘%Fﬁ%

P E}'QFuT‘P”“‘R‘»{ FEAVREETMVDTYERCDVLADFYDRRRSDQ
| HESQLDHMPALPAKGNLNLRDLESDFAF AK,.

idonde X es cualquier aminoacido y n es cualquier nimero entero,

p ej.,entre1y5
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Variante  C-terminal  de ARN {Secuencia de aminoacidos
?polimerasa T7 :

.................................................................................................................................................................................................................................

Varlante C-terminal A181F { MNTINIAKNDFSDIELAAIPFNTLADHY GERLAREQLALEHESYEM
| GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE
{ VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAY ITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
! SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKEFM
| QVWEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
i SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRAGALAGISPMFQPCV
| VPPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPE
{ VYKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPM
{ KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK
i FANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGK
| PIGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSP
| LENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGS
{ CSGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIYGIVAKKVNEILQAD
{ AINGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVT
| KRSVMTLAYGSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAA
| GYMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEIL
{ RKRCAVHWVTPDGFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINT
{ NKDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVVWAHEKYGIESFA
i LIHDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQL
! HESQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFAG

Varlante C-terminal A181W | RMMTINWENDFSDIELAAPRPFNILADHY GERLAREQLALERES Y EM 288
| BEARFREKMPERGLKABEVADNASARPLITTLLRICRHARINDWYEE
D VR AKRGKBRTAFIFLOEMPEAVAYITIKTTLACL TSADNT VAV
| BAIGRABDE ARFORIRILE AKHEKKINWE EQLNKRWEMYY HHNFM
[ IANAVEADMLOKGLLSGEAWSEWHKEDSIMVGEVR FLIESTOWY
| BLNRGNARWEQLDIETELAPEY AEAIATRAGALAGIEPNMFQPOY
| VPPRPWTGITRGOY WANGERPLALVR THEKKALMRYEDIVYMPR
\!"?’}\MN%& NT*».‘.:" r{' ‘(i’i‘u’{ﬁm A? ’*Ji"’i‘i%ﬁ(ﬁ\er“‘dﬁﬂ PM%FR”"LF‘M

P LE ‘CS‘L&»“GE‘- EYABVIIHRG b? bs_pmﬁjﬁs
CS‘“ Eﬂ"‘M‘-S ?\ﬂLRDQ\! OHAVRLIPSETVODNWGE J«’ZKKM*NJ&G%&
EVVYTVTD GEISERVILETKALSAGLIAAY SVTREVT
hR%U\%‘I‘U\YG‘“KF FRAGVLEDTIORAIDSGRS i.}\ TLIPIAS
DY MAKLIMESVEVTVVAAVE ARMNVLK S SARLLAAE VKKK ‘“"ClﬁL
! AMECAVHWYTRDGFPVRIQE YR KRIOTRUMUMFLEQFRLIP TINT

| NEDSEIDAMNUESGIENFVHEQRGEMPK TVVWAREK Y GIEEFA

| LHOSFETIPSDAAN FAVRETIVDTYEBCOVIADFYROF ARG

HESOHLUOKMPALPAKGNL N RDEESDRAR &K .
Edonde X es cualquier aminoacido y n es cualquier nimero entero,

p ej.,entre1y5
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Variante  C-terminal  de ARN {Secuencia de aminoacidos
?polimerasa T7 :

.................................................................................................................................................................................................................................

Varlante C-terminal A181W i MNTINIAKNDFSDIELAAIPFNTLADHY GERLAREQLALEHESYEM
i GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE
| VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAYITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
! SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRYGHVYKKWFM
| QVWEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
i SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRAGALAGISPMFQPCYV
i VPPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPE
! VYKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPM
i KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK
i FANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGK
¢ PIGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSP
| LENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGS
! CSGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIYGIVAKKVNEILQAD
i AINGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVT
! KRSVMTLAYGSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAA
| GYMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEIL
i RKRCAVHWVTPDGFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINT

NKDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVVWAHEKYGIESFA
i LIHDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQL
i HESQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFAG

..........................................................................

Varlante C-terminal Q184M

FVHSARMOF EDIELAAIPFNTLADHY GERLARECL AL EHESYER
gSFAQFQKM ROLKAG W‘&hx\ééiﬁ" I?LLPK\MﬁRQN{N&‘FgE

{Wf. TELLA?E.Y& *RA{JALA(:J‘WK%R_ SOV
GSS%&‘M}{WRW ﬁL JEKKHLN}P\( VY RMPER
: ; ; HOPVEDEFAERERLAW
xpm mmﬂm A m,«;\m«wﬁa{ KARKSRRISLEFMUERANK
L‘&NH?{;%EWF’ FYRNMOWRERVY AVEMPNPQONGTEGLL TLAKGY,
GRESY YLK G ANCAGVDK YPFPERIKF EERHENMACAK S
;E;\NWWAE: MBRFLFLAFCE \“N‘WLA%H&WL\YNL;:L?..APE*" =
[ CESIQNESAMLBREVOGRAVRILPIETVORDIY GV AR KYNELQAD
| ANGTOMNEVVTVTRENTGEISEKVE me SLASTWLAYQYTRENT
P RRSVMTLAY GSREFGFRODVIEDTIPAIDSERELMETORNGSA
| GYMAKLIRRSVEY TV ASVEAMMALKSAAYLLAAR VR DK TERE
| RKRCAVHETPOGF PYWQE Y KKO TRUNUMFLEGGFRLEP TINT
| HEDSEDAHKGESGIAPNPVHSOQDG SHLEE TWWWAMEKYBIESFA
FERETIPADAANL FEAVRETVOTYRSCINVLADEY DGR ADQL
CHESQLOKMPALPARGNUNLEDLESDRAFAK,,
§donde X es cualquier aminoacido y n es cualquier nimero entero,

p ej.,entre1y5
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Variante  C-terminal  de ARN {Secuencia de aminoacidos
\polimerasa T7 :

.................................................................................................................................................................................................................................

‘Variante C-terminal Q184M { MNTINIAKNDFSDIELAAIPFNTLADHY GERLAREQLALEHESYEM
3 { GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE

| VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAY ITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
! SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM
i MVWEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
i SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRAGALAGISPMFQPCV
| VPPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPE

{ VYKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPM
! KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK
i FANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGK
! PIGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSP
| LENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGS

! CSGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIYGIVAKKVNEILQAD
{ AINGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVT
i KRSVMTLAY GSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAA

| GYMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEIL
{ RKRCAVHWVTPDGFPVYWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINT
: NKDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVVWAHEKYGIESFA
i LIHDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQL
! HESQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFAG

R R RN R AR

‘Variante C-terminal E187F { MNTINIAKNDFSDIELAAIPFNTLADHYGERLAREQLALEHESYEM 1292
3 | GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE
{ VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAY ITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
| SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM
{ QVVFADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMVY
| SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRAGALAGISPMFQPCV
| VPPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPE
{ VYKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPM
{ KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK
| FANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGK
| PIGKEGY YWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSP
| LENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGS
| CSGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQD IYGIVAKKVNEILQAD
: AINGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVT
| KRSVMTLAYGSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAA

[ EYMAKLAVESVSVTVWAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDER TGEL.

P RERCAVHEWTRFOGRPVRGEY R PIQTRUNLMFLGGERRLDPTINT

MDD SEIDAMN SR SGAPNFVHS QD GEHRLEF TV RSHER YGIESF A
DEMDSFETIFADAANLFEAVRE TMVDTYESCINLAGRYDROF ADGL

[ HESQUDKMPALPAKGHNLNLRDILESDF AF 8Xa

§donde X es cualquier aminoacido y n es cualquier nimero entero,

p ej.,entre1y5
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Variante C-terminal de ARN iSecuencia de aminoacidos

?polimerasa T7 :

Varlante C-terminal E187F i MNTINIAKNDFSDIELAAIPFNTLADHYGERLAREQLALEHESYEM
| GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE
{ VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAY ITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
| SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM
{ QVWFADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMY
{ SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRAGALAGISPMFQPCV
| VPPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPE
| VYKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPM
| KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK
{ FANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGK
: PIGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSP
| LENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGS
| CSGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIYGIVAKKVNEILQAD
{ AINGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVT
| KRSVMTLAYGSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAA
| GYMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLK SAAKLLAAEVKDKKTGEIL
! RKRCAVHWVTPDGFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINT
: NKDSEIDAHKQESGIAPNFVYHSQDGSHLRKTVVWAHEKYGIESFA
{ LIHDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQL
: HESQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFAG

R

Varlante C-terminal de ARN: MNTINIAKNDFSDIELAAIPFNTLADHYGERLAREQLALEHESYEM 204

:pollmerasa T7 (GG C-terminal) GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE

: i VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAYITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
{ SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM
QVVEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
i SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRAGALAGISPMFQPCV
VPPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPE
{ VYKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPM
KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK
i FANHKAWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGK
PIGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSP
i LENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGS
{ CSGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIYGIVAKKVNEILQAD
AINGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVT
i KRSVMTLAYGSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAA
GYMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEIL
i RKRCAVHWVTPD GFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINT
i NKDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVVWAHEKYGIESFA
LIHDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQL
HESQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFAGG

..................................................................................................................................................................................................................................

Extremo C de ARN polimerasa T7 MNTINIAKNDFSDIELAAIPFNTLADHYGERLAREQLALEHESYEM

(A C-terminal) ! GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE

‘ | VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAY ITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
! SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHF KKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM
{ QVVEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
{ SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRAGALAGISPMFQPCV
{ VPPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVR THSKKALMRYEDVYMPE
{ VYKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPM
i KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK
! FANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGK
i PIGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSP
i LENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGS
i CSGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIYGIVAKKVNEILQAD
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Variante C-terminal de  ARN iSecuencia de aminoacidos

\polimerasa T7 5
 ANGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVT
i KRSVMTLAYGSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAA
{ GYMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEIL
{ RKRCAVHWVTPDGFPVWQE YKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINT
i NKDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVVWAHEKYGIESFA
! LIHDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQL
i HESQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFAA

.................................................................................................................................................................................................................................

Variante C-terminal de ARN i MNTINIAKNDFSDIELAAIPFNTLADHYGERLAREQLALEHESYEM 206
‘polimerasa T7 (AA C-terminal) { GEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE
i { VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAYITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
! SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM
{ QVVEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
| SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRAGALAGISPMFQPCV
| VPPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPE
{ VYKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVED IPAIEREELPM
{ KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK
i FANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGK
! PIGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSP
| LENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGS
! CSGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIYGIVAKKVNEILQAD
{ AINGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVT
i KRSVMTLAY GSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAA
| GYMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEIL
{ RKRCAVHWVTPDGFPVYWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINT
: NKDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVVWAHEKYGIESFA
i LIHDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQL
! HESQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFAAA

R R RN R AR

b

Variante C-terminal C G47A (GG ; MNTINIAKNDFSDIELAAIPFNTLADHYGERLAREQLALEHESYEM 207

\C-terminal) : AEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE

3 ! VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAYITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
{ SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM
{ QVWEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
{ SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRAGALAGISPMFQPCV
{ VPPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVR THSKKALMRYEDVYMPE
{ VYKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPM
{ KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK
! FANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGK
i PIGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSP
i LENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGS
{ CSGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQD IYGIVAKKVNEILQAD
{ AINGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVT
| KRSVMTLAY GSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAA
| GYMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEIL
{ RKRCAVHWVTPD GFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINT
 NKDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVVWAHEKYGIESFA
i LIHDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQL
i HESQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFAGG
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Variante C-terminal de  ARN iSecuencia de aminoacidos

\polimerasa T7 5

Variante C-terminal G47A (A C-: MNTINIAKNDFSDIELAAIPFNTLADHYGERLAREQLALEHESYEM

terminal) | AEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARIND WFEE

i { VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAYITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
i SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM
| QVVEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
{ SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRAGALAGISPMFQPCV
! VPPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVR THSKKALMRYEDVYMPE
| VYKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPM
 KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK
: FANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGK
{ PIGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSP
{ LENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGS

i CSGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIY GIVAKKVNEILQAD
! AINGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVT
i KRSVMTLAYGSKEFGFRQQVLED TIQPAIDSGKGLMFTQPNQAA

! GYMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEIL
{ RKRCAVHWVTPDGFPYWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINT
i NKDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVVWAHEKYGIESFA
i LIHDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQL
i HESQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFAA

EVariante C-terminal G47A (AA C-i MNTINIAKNDFSDIELAAIPFNTLADHYGERLAREQLALEHESYEM 209
iterminal) { AEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE
i { VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAY ITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
{ SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM
{ QVVEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
{ SLHRQANAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRAGALAGISPMFQPCV
{ VPPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPE
{ VYKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPM
! KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK
{ FANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGK
| PIGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSP
| LENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGS
i CSGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQD IYGIVAKKVNEILQAD
{ AINGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVT
| KRSVMTLAYGSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAA
| GYMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEIL
{ RKRCAVHWVTPDGFPVWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQP TINT
{ NKDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVVWAHEKYGIESFA
! LIHDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQL
{ HESQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFAAA
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Variante  C-terminal  de ARN {Secuencia de aminoacidos
\polimerasa T7 :

.................................................................................................................................................................................................................................

'S43A/GATA { MNTINIAKNDFSDIELAAIPFNTLADHYGERLAREQLALEHE AYEM

| AEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE
{ VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAY ITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
{ SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM
! QVVEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
i SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRAGALAGISPMFQPCV
| VPPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPE
{ VYKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVED IPAIEREELPM
{ KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK
i FANHKAIWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGK
! PIGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSP
| LENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGS
{ CSGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIYGIVAKKVYNEILQAD
| AINGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVT
| KRSVMTLAYGSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAA
! GYMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEIL
{ RKRCAVHWVTPDGFPVYWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINT
: NKDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVVWAHEKYGIESFA
i LIHDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCDVLADFYDQFADQL
{ HESQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFA

..............................................................................................................................................................................................................................................

EVariante C-terminal S43A/G47A (G i MNTINIAKNDFSDIELAAIPFNTLADHY GERLAREQLALEHE AY EM 301
\C-terminal) | AEARFRKMFERQLKAGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWFEE
i { VKAKRGKRPTAFQFLQEIKPEAVAY ITIKTTLACLTSADNTTVQAVA
{ SAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHFKKNVEEQLNKRVGHVYKKAFM
{ QVVEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSIHVGVRCIEMLIESTGMV
! SLHRQNAGVVGQDSETIELAPEYAEAIATRAGALAGISPMFQPCV
| VPPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTHSKKALMRYEDVYMPE
! VYKAINIAQNTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREELPM
{ KPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANK
i FANHKAWFPYNMDWRGRVYAVSMFNPQGNDMTKGLLTLAKGK
i PIGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPFPERIKFIEENHENIMACAKSP

' LENTWWAEQDSPFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGS

i CSGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQDIYGIVAKKVNEILQAD
{ AINGTDNEVVTVTDENTGEISEKVKLGTKALAGQWLAYGVTRSVT
{ KRSVMTLAYGSKEFGFRQQVLEDTIQPAIDSGKGLMFTQPNQAA

| GYMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEIL
{ RKRCAVHWVTPDGFPVYWQEYKKPIQTRLNLMFLGQFRLQPTINT
{ NKDSEIDAHKQESGIAPNFVHSQDGSHLRKTVVWAHEKYGIESFA
i LIHDSFGTIPADAANLFKAVRETMVD TYESCDVLADFYDQFADQL
{ HESQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFAG

Ejemplo 2. La pureza del ARNm de hEPO producido usando las variantes de ARN polimerasa T7 es comparable a la
pureza del ARNm de hEPO producido usando una ARN polimerasa T7 de tipo silvestre.

Las reacciones de transcripcién in vitro se efectuaron usando un molde de ADN de hEPO y (1) ARN polimerasa T7 de
tipo silvestre (WT) (WT n.° 1y WT n.° 2), (2) una variante de ARN polimerasa T7 G C-terminal G47A ("G47A*") (SEQ
ID NO: 110), y (3) una variante de ARN polimerasa T7 G C-terminal S43A ("S43A*") (SEQ ID NO: 108). Los anélisis
de HPLC con DBAA (acetato de dibutilamonio) mostraron que la pureza de todos los transcritos de hEPO era
aproximadamente la misma (FIG. 1).

Ejemplo 3. EI ARNm de hEPO producido usando las variantes de ARN polimerasa T7 no desencadena una respuesta
de citocina celular.

Se transfectaron fibroblastos BJ con ARNm de hEPO producido mediante las reacciones de VIT descritas en el
Ejemplo 2. EI ARNm no se purifico o se purificd mediante cromatografia de fase inversa (RP). Como se muestra en la
FIG. 2 (gréfico izquierdo), el ARNm no purificado producido usando la variante de ARN polimerasa T7 S43A* o la
variante de ARN polimerasa T7 G47A* estaba tan "frio" (no desencadenaba una respuesta de citocina) como el ARNm
purificado producido usando polimerasa T7 WT. En la FIG. 2 se muestran niveles de expresién de ARNmM
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aproximadamente equivalentes (grafico derecho). EIl ARNm usado en estos experimentos no contenia ninguna
modificacién de nucledtidos.

Se repiti6 un ensayo de transfecciéon celular similar usando ARNm de hEPO que contenia modificaciones de
nucledtidos m'y (FIG. 3, grafico superior) o modificaciones de nucledtidos moSU (FIG. 3, gréfico inferior). Las células
de fibroblastos BJ transfectadas con ARNm de hEPO m'y no purificado producido usando las variantes de ARN
polimerasa T7 G47A* y S43A* exhibian respuestas de IFNB mas bajas que las células transfectadas con ARNm de
hEPO m'y no purificado producido usando ARN polimerasa T7 WT. En la FIG. 4 se muestran niveles de expresion de
ARNm aproximadamente equivalentes.

Se usaron luego macréfagos derivados de monocitos (MDM) para examinar més a fondo la respuesta de citocinas.
Se midié la relacién de IP10 a hipoxantina-guanina fosfororribosiltransferasa (HPRT) en MDM transfectados con
ARNmM de hEPO generado en las condiciones descritas en el Ejemplo 2. Los MDM son muy sensibles a la quimica no
modificada, por lo que no se observaron diferencias drasticas entre las muestras usando ARNm de hEPO no
modificado. Sin embargo, los MDM transfectados con ARNm de hEPO m'y no purificado producido usando las
variantes de ARN polimerasa T7 G47A* y S43A* exhibian respuestas de IP10 mas bajas que los MDM transfectados
con ARNm de hEPO m'y purificado producido usando ARN polimerasa T7 WT (FIG. 5, gréafico superior).

Ejemplo 4. Las variantes de ARN polimerasa T7 producen ARNm asociado con menos ARNbc contaminante que la
ARN polimerasa T7 WT.

Se us6 un ELISA de ARNbc estandar para valorar los contaminantes de ARNbc (p. ej., de mas de 40 pares de bases
de nucleétidos) en reacciones de VIT usadas para producir ARNm de hEPO no modificado (FIG. 7) o ARNm de hEPO
que contiene modificaciones de nucledtidos m'y (FIG. 8, grafico superior) o modificaciones de nucledtidos mo®U (FIG.
8, grafico inferior). El ensayo de ARNbc demostré que la variante de ARN polimerasa T7 S43A* y la variante de ARN
polimerasa T7 G47A* producian menos ARNbc que la ARN polimerasa T7 WT (FIG. 7 y 8).

Ejemplo 5. Las variantes de la ARN polimerasa T7 reducen la heterogeneidad 3' del ARNm.

La heterogeneidad 3' de los transcritos se puede medir usando una digestién con ARNasa T1. La ARNasa T1 escinde
el ARNm especificamente después de un nucleétido G. La escisiéon endonucleolitica da como resultado una "cicatriz”
de hidréxido 5' (OH) y monofosfato 3' (mP). Por tanto, se puede usar una digestién de ARNasa T1 para diferenciar
entre transcritos que tienen y no adiciones sin molde en el extremo 3'. En este Ejemplo, el ARNm de hEPO producido
en el Ejemplo 2 termina con una cola de poliA y un sitio de restriccidon Xba/ (p. ej., AWWUCUAG). El ARNm de hEPO
producido usando ARN polimerasa T7 WT, la variante de ARN polimerasa T7 S43A* o la variante de ARN polimerasa
T7 GA7A* se digirieron con ARNasa T1 y se analizaron mediante LCMS para generar huellas genéticas de oligos. Se
encontré que un extremo 3' limpio (5' OH/3' OH) alcanza un pico de 32780 Da, mientras que una "cicatriz" (5' OH/3'
mP) alcanza un pico de 32860 Da (FIG. 9A). Una 'cicatriz' indica que el transcrito tenia adiciones sin molde en el
extremo carboxi. EIl ARNm de hEPO producido usando las variantes de ARN polimerasa T7, S43A* o G47A*, tenia
una distribucién de poblacién del extremo 3' mas alta, lo que indica que tienen extremos 3' mas limpios y una
heterogeneidad mejorada del extremo 3' (FIG. 9B).

Ejemplo 6. Las variantes de ARN polimerasa T7 producen extremos 3' "més limpios"

Se usé un ensayo para sondear la extension de las adiciones sin molde producidas por las variantes de ARNP T7,
G47A* y S43A*. En este ensayo, los lados izquierdos de ligacién se realizaron usando una polimerasa enzimatica
(véase, p. ej., la Figura 11A). Luego, los lados izquierdos se reasociaron con un puente de ADN totalmente
complementario inmediatamente adyacente a un ARN del lado derecho 5'-monofosforilado. Un puente de ADN tiene
tipicamente una longitud de 40 nt y el lado derecho esta tipicamente guarnecido con un fluoréforo en el extremo 5'.
Luego se afiadié ADN ligasa | en condiciones cataliticas y se dej6 que la ligacién continuara durante el tiempo de
reaccién deseado antes de que la reaccién se inactivara con EDTA. Luego se desnaturalizé la mezcla en urea 4 M a
95 °C durante 5 minutos antes de cargarla en un gel desnaturalizante de poliacrilamida (PAGE-D) (FIG. 11B). El
porcentaje de acrilamida en el gel depende de la longitud del constructo esperado, pero es tipicamente de 6 % de
acrilamida para los lados izquierdos > 50 nt de longitud y 20 % de acrilamida para los lados izquierdos que se
aproximan a la longitud del ARNm tipico. Los geles de acrilamida al 6 % se corrieron durante 25 minutos a 180 V
constantes y los geles de acrilamida al 20 % se corrieron durante 120 minutos a 180 V constantes. Luego se tomaron
imagenes de los geles en un escaner Typhoon o similar usando longitudes de onda de excitacién y emisién apropiadas
para el fluoréforo presente en el lado derecho y el producto recién ligado. El lado derecho y los productos ligados
migran de manera diferente en el gel segln el tamafio, y la intensidad de las dos bandas corresponderé exactamente
a la eficiencia de la reaccién de ligacién. Cuanto mayor sea la extensidén de adicién de nucleétidos sin molde durante
la sintesis enzimatica del lado izquierdo, menor sera el rendimiento de ligacién esperado.

El rendimiento de ligacién se calcul6 como la relacién de bandas correspondientes al lado derecho no ligado y al
producto de longitud completa ligado. La reaccién se terminé antes de tiempo para exagerar las diferencias en los
rendimientos de la reaccién. Basandose en estos resultados, la variante de ARNP T7 G47A* incorporaba la menor
cantidad de nucleétidos sin molde en el extremo 3' del ARN del lado izquierdo.
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Ejemplo 7. Producciéon de ARNm con caperuza en una Unica reaccion de transcripcidn in vitro

En un ensayo de transcripcién in vitro (VIT) estdndar, la ARN polimerasa T7 prefiere iniciar la transcripcién con un
5'GTP. Una molécula de ARN monocatenario (ARNmc) producida mediante tales ensayos de VIT estandar requiere
una etapa de adicién de caperuza enzimatica independiente (FIG. 13). Por ejemplo, se puede producir un ARN cap1
(7mGpppN2'-Om-ARN) en un ensayo de adicién de caperuza usando una enzima de adicién de caperuza de Vaccinia
y una 2'-O-metil transferasa (2'OMTasa). Cap1 se usa tipicamente por la traduccién eficiente de proteinas y la
estabilidad del ARNm en las células. Sin embargo, en algunas secuencias de ARNm es dificil la adicién de caperuza
y las enzimas de adicién de caperuza/metilacién son muy caras.

La presente divulgacién proporciona, en algunas realizaciones, métodos para la adicién de caperuza a un ARN
monocatenario (p. €j.,, ARNm) con trinucleétidos cotranscripcionalmente en un ensayo de transcripcién in vitro usando
una variante de ARN polimerasa T7 descrita en el presente documento (p. ej., la variante de ARN polimerasa T7
G47A*). La adicidén de caperuza cotranscripcional eficiente tipicamente incluye un molde de ADN bicatenario (ADNbc)
que inicia la transcripcién con 5'ATP y concentraciones equimolares de NTP y trinucleétidos. Normalmente, la ARN
polimerasa T7 tiene una actividad de iniciacién muy reducida con 5'ATP. Sin embargo, en presencia de trinucleétidos
XAG (donde X es cualquier nucleétido, por ejemplo, 5™Gppp), la actividad de iniciacién limitada de la ARN polimerasa
T7 con 5'ATP impulsa la iniciacién con el trinucleétido en lugar de 5'ATP, generando productos de ARNm protegidos.
cotranscripcionalmente.

Se muestran caperuzas de dinucleétido y trinucleétido ejemplares disponibles comercialmente en la FIG. 14A. Cap1
de Vaccinia es una caperuza de dinucleétido tipica y no se puede afiadir cotranscripcionalmente. Otra caperuza de
dinucleétido que se puede afiadir cotranscripcionalmente es el analogo de caperuza antirreverso (ARCA en inglés),
también disponible comercialmente (p. ej., de Thermo Fisher, nimero de catalogo: AM8045). ARCA es un analogo de
caperuza modificado en el que el grupo 3' OH (mas cercano a m’G) se reemplaza por -OCH3z. ARCA se usa como
control en algunos de los ensayos de adiciéon de caperuza cotranscripcional descritos en este estudio.

En un ensayo de adicién de caperuza cotranscripcional, se usé un molde de ADN de EPO humana (hEPO). También
estaban presentes en la mezcla de ensayo NTP 5 mM con o sin trinucleétidos 5 mM ("GpppAG, "GmpppAG y ARCA).
Los productos de ARNm no modificados se analizaron mediante ensayo de caperuza de ARNasa H o LCMS. Como
se muestra en la Tabla 5, tanto la ARN polimerasa T7 de tipo silvestre (WT) como la variante de ARN polimerasa T7
G47A* fueron capaces de producir ARNm con caperuza completa con una eficiencia igualmente alta. El rendimiento
de ARN era comparable entre diferentes reacciones de VIT (FIG. 14B) y se produjeron productos de ARNm con un
alto grado de integridad (FIG. 14C).

Tabla 5. Eficiencia de adicién de caperuza de la ARN polimerasa T7 WT o la variante de ARN polimerasa T7 G47A*

ARN polimerasa T7 Trinucledtido |Eficacia de adicion de caperuza (%);
T o : O ...........................................................................
Variante de ARN polimerasa T7 G47A* i- 0,0

WT m’GpppAG 93,9

Variante de ARN polimerasa T7 G47A* im’GpppAG  {100,0

La actividad inmunoestimulante de los productos de ARNm se valoré evaluando su capacidad para inducir la
produccién de citocinas (IFNB) en fibroblastos BJ. Curiosamente, la ARN polimerasa T7 WT producia ARNm no
modificado que inducia una alta respuesta de citocinas, mientras que la variante de ARN polimerasa T7 G47A*
producia ARNm no modificado que no estimulaba la produccién de citocinas en fibroblastos BJ (FIG. 14D),
minimizando la necesidad de purificar adicionalmente el ARN después el ensayo de VIT/adicion de caperuza. También
se evalué la expresion de hEPO a partir de los productos de ARNm. No se observé expresién de hEPO a partir del
ARNmMm producido por la ARN polimerasa T7 WT, mientras que el ARNm producido por la variante de ARN polimerasa
T7 G47A* conducia a una expresion de hEPO comparable a la del ARNm modificado con 1-metilpseudurina con
caperuza cap1 de Vaccinia (FIG. 14E). Los experimentos de LCMS también muestran que la variante de ARN
polimerasa T7 G47A* producia un ARN mas limpio que la ARN polimerasa T7 WT, aunque la eficiencia de
incorporacién de trinucleétidos parecia ser equivalente para las dos enzimas (FIG. 15).
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En un experimento diferente, se comparé la eficacia de adicién de caperuza de la variante de ARN polimerasa T7
G47A* con la eficacia lograda en un ensayo de adicién de caperuza estandar usando cap1 de Vaccinia. En este
experimento, la mezcla de reaccién contenia un molde de ADNbc de hEPO con una desoxitimidina en la posicién +1
de la hebra molde (también denominada "Astart" para el primer nucleétido con molde), la variante de ARN polimerasa
T7 G47A*, y NTP y trinucleétidos GAG equimolares (7,5 mM). Los productos de ARNm resultantes se purificaron
usando oligo dT y se analizé la eficacia de adicién de caperuza, la respuesta de citocinas in vitro y la expresion in vitro.
Los resultados muestran que la variante de ARN polimerasa T7 G47A* producia ARNm con caperuza con una eficacia
comparativamente alta como el proceso de adicion de caperuza estandar (Tabla 6), que el ARNm no inducia respuesta
de citocinas en fibroblastos BJ (FIG. 16A), y que el ARNm conducia a una alta expresién de hEPO en fibroblastos BJ
(FIG. 16B).

Tabla 6. Eficiencia de adicién de caperuza de la adicién de caperuza cotranscripcional y del proceso estandar

Identidad de caperuza % de caperuza funcional

..............................................................................................................

iSin caperuza 0

/GAG (un recipiente) 1960

icap1 de Vaccinia (+RP):99,8

En resumen, se demostrd en el presente documento que la variante de ARN polimerasa T7 G47A* puede iniciar
eficientemente la transcripcién en el 3'dTTP de la hebra molde en presencia de trinucleétidos XAG (p. ej.,, GAG o
GmAGQG). Los trinucledtidos, proporcionados en concentraciones equimolares como los NTP en los ensayos, se pueden
afadir cotranscripcionalmente para producir ARNm con caperuza completa que no estimulan una respuesta inmune
y dan como resultado una alta expresién de proteinas (FIG. 17).

Ejemplo 8. Comparacidn del inicio de la transcripciéon con 5'GTP (Gstart) o 5'ATP (Astart)

Usando los ensayos de adicién de caperuza cotranscripcional descritos en el Ejemplo 7, se comparé la eficiencia de
adicién de caperuza en constructos modelo donde el inicio de la transcripcion requiere 5'-GTP (Gstart) o 5-ATP
(Astart). Se usé como molde para VIT un constructo modelo que codifica una 5'UTR y un oligonucleétido de ARN de
47 unidades. Los productos de ARN total se valoraron mediante espectrometria de masas y los resultados muestran
que los constructos Astart incorporan mas eficientemente los trinucleétidos GAG o GmAG, en comparacién con los
constructos Gstart (FIG.18A). Aunque los datos no se muestran aqui, también se observd que los constructos Cstart
y Ustart producian bajas cantidades de productos con caperuza.

Ademas, los productos de ARN se sometieron a escisién con ARNasa H y los extremos 5' escindidos de los productos
de ARN se analizaron usando espectrometria de masas para determinar la presencia de la caperuza. Se obtuvieron
resultados similares a los de los productos de ARN total (FIG. 18B).

También se efectud un experimento de titulacién de trinucleétidos usando el constructo modelo usado en las FIG. 18A
y 18B. En el ensayo de adiciéon de caperuza cotranscripcional, se usaron 5 mM de NTP (A, U modificado, G, C en
relacién equimolar) mientras que la concentracién del trinucleétido (GAG o GmAG) variaba para evaluar la eficiencia
de adicién de caperuza a diferentes relaciones molares de NTP. y trinucleétido. Luego, los productos de ARN brutos
se analizaron mediante LC-MS. El resultado muestra que la eficiencia de adicién de caperuza es méxima cuando el
NTP y el trinucleétido estan a una relacién equimolar tanto para GAG como para GmAG (Tabla 7).

Tabla 7. Titulacion de trinucleétidos

EConcentracién de trinucleétidos (mM) % de caperuza (GAG) % de caperuza (GmAG)E
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{Concentracién de trinucledtidos (mM) i% de caperuza (GAG) :% de caperuza (GmAG)

Ejemplo 9. Adicidn de caperuza de ARNm modificados quimicamente con 1-metilpseudouridina

También se valoré la adicién de caperuza cotranscripcional de ARNm modificados quimicamente con 1-
metilpseudouridina. Se usaron tres constructos modelo: hEPO, Luc (que codifica luciferasa) y eGFP. Todos los moldes
de VIT eran moldes Astart. Los moldes pueden ser fragmentos de PCR o pldsmidos. La mezcla de reaccién del ensayo
de adicién de caperuza contenia el molde, la variante de ARN polimerasa T7 G47A* 7,5 mM de NTP y 7,5 mM de
trinucleétidos (GAG o GmAG). Los UTP en los NTP se reemplazaron por 1-metilpseudouridina para producir ARNm
quimicamente modificado. Se us6 cap1 de Vaccinia como control de produccién en un ensayo de adicién de caperuza
estandar. Los productos de ARNm se analizaron usando el ensayo de caperuza de ARNasa H, huellas genéticas con
T1 y un analizador de fragmentos para determinar su integridad. También se ensayaron las capacidades de los
productos de ARNm para inducir la respuesta de citocinas y expresar la proteina codificada en fibroblastos BJ.

Como se muestra en la Tabla 8, al ARNm modificado quimicamente con 1-metilpseudouridina para los tres constructos
modelo producidos a partir de moldes de fragmentos de PCR se le afiadié caperuza eficientemente, la eficiencia de
adicién de caperuza era comparable al control cap1 de Vaccinia. La Quimica A designa el uso de nucleétido de
trifosfato de uridina no modificado y la Quimica B designa el uso de nucledtido de trifosfato de 1-metilpseudouridina.
La Quimica C designa nucleétidos de trifosfato de 5-metilcitidina y trifosfato de 1-metilpseudouridina. Se obtuvieron
resultados similares para el ARNm modificado quimicamente con 1-metilpseudouridina producido a partir de moldes
de plasmido (Tabla 9). Ademas, el analisis de huellas genéticas con ARNasa T1 mostraba que los ARNm producidos
a partir de los constructos modelo usando moldes de fragmentos de PCR tenian la secuencia correcta (FIG. 19A).
También se mostré que el ARNm producido a partir de moldes de fragmentos de PCR (FIG. 19B) o moldes de
plasmidos (FIG. 20C) tenia un alto grado de integridad. Los ARNm con caperuza producidos a partir de moldes de
fragmentos de PCR asi como moldes de pldsmidos no inducian ninguna expresién de citocinas en fibroblastos BJ
(FIG. 19C, FIG. 20D). Ademas, los ARNm producidos a partir de moldes de pladsmidos daban como resultado la
expresion de las proteinas codificadas en fibroblastos BJ (FIG. 20E-20G). Los niveles de expresion de los ARNm con
caperuza GAG eran ligeramente superiores, comparables o ligeramente inferiores a los niveles de expresién de los
ARNmMm de control de cap1 de Vaccinia.

Tabla 8. Eficiencia de adicién de caperuza del ARNm modificado quimicamente con 1-metilpseudouridina—moldes de
fragmentos de PCR

§Constructo §Caperuza % de caperuza (% resefiado)
%hEPO §Sin caperuza ‘O

; ap1(VaCC|n|a) ............. 99,8(nod|3pon|b|e) .......................
hEPO .............. GAG(trlnucIeotldo) ...... 5 61 ........................................................
%hEPO gGmAG (trinucledtido) (94,9

%Luc Sln caperuza 0

%Luc §Cap1 (Vaccinia) 85,7 (100 %)
LchAG(trlnucIeotldo) 944 .......................................................
LucGmAG(trlnucIeot|do)933 .......................................................
%eGFP Sln caperuza ‘O

%eGFP §Cap1 (Vaccinia) ‘99,4 (88 %)
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§Constructo iCaperuza 1% de caperuza (% resefiado) |

{GAG (trinucledtido) {93,

%eGFP gGmAG (trinucleétido) §94,9

Tabla 9. Eficiencia de adicién de caperuza del ARNm modificado quimicamente con 1-metilpseudouridina—moldes de
plasmido

§Constructo §Caperuza % de caperuza (% resefiado)
%hEPO Sln caperuza ‘O
hEPOCap1(Vaccm|a) ............. 998(nod|spon|ble) .......................
hEPOGAG(trlnucIeotldo) ...... 964 .......................................................
hEPO .............. GmAG(trlnucIeotldo) 963 ........................................................
éLuc Sln caperuza 0

%Luc §Cap1 (Vaccinia) 85,7 (100 %)

TP S— GAG(trlnucIeotldo) 957 .......................................................
LucGmAG(trlnucIeot|do)996 .......................................................
geGFPeqd Sln caperuza ‘O

%eGFPdeg §Cap1 (Vaccinia) ‘92,1 (no disponible)

%eGFPdeg gGAG (trinucledtido) 94,3

eGFPdeg ...... GmAG(trlnucIeotldo) 921 ........................................................

El consumo de NTP en el ensayo de adicién de caperuza cotranscripcional también se valoré para reacciones que
usan moldes de plasmido para constructos modelo de hEPO (FIG. 20A) y eGFP (FIG. 20B). Los resultados muestran
que los trinucleétidos GAG y GmAG apenas se consumieron durante la duraciéon del ensayo (2 horas). Esto es
consistente con el hecho de que la concentracién de los trinucleétidos en el ensayo estaba en exceso extremo. Puede
ser posible recuperar trinucleétidos una vez completado el ensayo.

Ejemplo 10. Las sustituciones en el extremo C de la ARN polimerasa T7 afectan los rendimientos de ARN

La polimerasa G47A* contiene una glicina adicional en el extremo C ("glicina de pie") de la proteina traducida. La
presencia de esta glicina de pie se confirmé mediante digestién con tripsina y analisis de espectrometria de masas de
la proteina G47A* purificada (datos no mostrados). El papel de la regién de pie C-terminal de G47A* se examiné con
mayor detalle debido a su proximidad al sitio activo de G47A*.

Las reacciones de transcripcion in vitro (VIT) se efectuaron usando un molde de ADN de hEPO y (1) una ARN
polimerasa T7 (WT) de tipo silvestre (WT), (2) una ARN polimerasa T7 W7 con una glicina de pie (WT + G), (3) una
ARN polimerasa T7 WT con dos glicinas de pie (WT + GG), (4) una ARN polimerasa de tipo silvestre con dos alaninas
de pie (WT + AA), (5) una variante de ARN polimerasa T7 G47A, (6) una variante de ARN polimerasa T7 G47A* con
una glicina de pie (G47A + G), (7) una variante de ARN polimerasa T7 G47A con dos glicinas de pie (G47A + GG), (8)
una variante de ARN polimerasa G47A T7 con dos alaninas de pie (G47A + AA), (9) una variante de ARN polimerasa
T7 S43AIG4ATA (S43A/GA7A) y (10) una variante de ARN polimerasa T7 S43A/G47A con una glicina de pie
(S43A/G4ATA + G). Las mezclas de reaccién de VIT contenian molde de ADN de hEPO, una de las variantes de ARN
polimerasa T7 enumeradas anteriormente y NTP. Las reacciones de VIT con quimica no modificada (FIG. 22) se
efectuaron con NTP estandares (ATP, CTP, GTP, UTP), mientras que las reacciones de VIT con quimica modificada
con pseudouridina (m1y) (FIG. 23) contenian 1-metilpseudouridina en lugar de UTP para producir ARNm modificado
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quimicamente. El rendimiento de ARN se midié6 mediante absorcién de UV.

El rendimiento de ARNm de hEPO disminuyé con la presencia de una glicina de pie en la ARN polimerasa T7 WT o
variante G47A* (FIG. 22-23). El rendimiento de ARNm continud disminuyendo con dos glicinas de pie o dos residuos
de alanina de pie, aunque hubo menos disminucién con G47A* que con la ARN polimerasa T7 WT.

Ejemplo 11. Impacto de la glicina de pie de la ARN polimerasa T7 en la heterogeneidad del ARNm 3'

El ARNm de hEPO producido usando ARNP T7 WT o G47A* con una glicina de pie se digiri6 con ARNAsa T1 y se
analizé mediante LCMS para generar huellas genéticas de oligo como en el Ejemplo 5. Las reacciones de VIT de
ARNP T7 WT se realizaron con concentraciones equimolares de NTP (WT EQ) o con exceso molar de GTP y ATP
(WT alfa (A)). El analisis de LCMS revelé un pico de extremo 3' limpio (5' OH/3' OH) a 32780 Da, y un pico de "cicatriz"
(5' OH/3' mP) a 32860 Da (FIG. 24A). Una "cicatriz" indica que la transcripcion tenia adiciones sin molde en el extremo
3" El ARNm de hEPO producido usando ARNP T7 WT y concentraciones equimolares de NTP (WT EQ) tenia una
distribuciéon de poblacién del extremo 3' disminuida, lo que indica una homogeneidad 3' disminuida y mas productos
continuos con adiciones sin molde (FIG. 24B). Sin embargo, el ARNm de hEPO producido usando ARNP T7 G47A*
con un pie de glicina tenia una distribucién de poblacién en el extremo 3' més alta, lo que indica que tienen extremos
3' més limpios y una heterogeneidad mejorada en el extremo 3' (FIG. 24B).

Para examinar directamente el efecto de la regién de pie de ARNP T7 sobre la homogeneidad del ARNm de hEPO 3/,
se efectuaron reacciones de VIT usando un molde de ADN de hEPO y (1) una ARNP T7 de tipo silvestre (WT), (2)
una ARNP T7 WT con una glicina de pie (WT + G), (3) una ARNP T7 WT con dos glicinas de pie (WT + GG), (4) una
ARNP T7 de tipo silvestre con dos alaninas de pie (WT + AA), (5) una variante de ARNP T7 G47A, (6) una variante
de ARNP T7 G47A* con una glicina de pie (G47A + G), (7) una variante de ARNP T7 G47A con dos glicinas de pie
(G47A + GG), (8) una variante de ARNP T7 G47A con dos alaninas de pie (G47A + AA), (9) una variante de ARNP
T7 S43A/GATA (S43A/G47A) y (10) una variante de ARNP T7 S43A/G47A con una glicina de pie (S43A/G47A + G).
Las mezclas de reaccidon de VIT contenian molde de ADN de hEPO, una de las variantes de ARNP T7 enumeradas
anteriormente y NTP equimolares. Se realizaron reacciones de VIT que produjeron ARNm no modificado (FIG. 24C)
o ARNm modificado con pseudouridina (FIG. 24D). El ARNm de hEPO se digiri6 con ARNasa T1 como en el Ejemplo
5y anteriores. La presencia de una glicina de pie aumentaba la homogeneidad del extremo 3' del ARNm de hEPO en
un 60 % (FIG. 24C-24D). Dos glicinas de pie o dos alaninas de pie en ARNP T7 también mejoraban la homogeneidad
del extremo 3' en un 60-70 % con respecto a las ARNP T7 WT o G47A (FIG. 24C-24D). Estos resultados indican que
la presencia de una sola glicina de pie en ARNP T7 puede aumentar la homogeneidad del extremo 3' observada en la
FIG. 24B.

Ejemplo 12. Impacto de la glicina de pie de ARNP T7 sobre la estimulacién inmune

El papel de la glicina de pie de ARNP T7 sobre la estimulacién de una respuesta inmune a los productos de ARNm de
hEPO se valoré evaluando su capacidad para inducir la produccién de citocinas (IFNB) en fibroblastos BJ como en el
Ejemplo 7. Curiosamente, mientras que el ARNm de hEPO no modificado y modificado con pseudouridina producido
por ARNP T7 WT inducia una respuesta alta de citocinas, el ARNm de hEPO no modificado y modificado con
pseudouridina producido por ARNP T7 WT estimulaba menos produccién de citocinas en fibroblastos BJ (FIG. 25). El
ARNmM de hEPO producido por la variante de ARNP T7 G47A* con una glicina de pie no lograba estimular la produccién
de citocinas en fibroblastos BJ, lo que indica un efecto aditivo entre la glicina de pie y la variante de ARN polimerasa
T7 GA7A para no lograr inducir una respuesta inmune (FIG. 25).

Ejemplo 13. Impacto de la glicina de pie de la ARN polimerasa T7 sobre la produccién de ARNm

Se desarrollé un ensayo para sondear el efecto de un residuo de glicina de pie sobre especies de ARNm de hEPO
producidas por ARNP T7 WT y variante G47A. Las enzimas ARNP T7 analizadas fueron: (1) WT + G (glicina de pie),
(2) variante G47A o (3) variante G47A + G (variante G47A*). Las reacciones de VIT contenian una de las ARNP T7
enumeradas, molde shORFan, NTP (UTP modificado o no modificado) y*?P-CTP. Las reacciones se terminaron con
EDTA después del tiempo deseado. Luego se desnaturalizé la mezcla en urea 4 M a 95 °C durante 5 minutos antes
de cargarla en un gel desnaturalizante de poliacrilamida (poliacrilamida al 20 %) (FIG. 26A). El gel se corrié durante
30 minutos a 20 vatios y luego 2 horas adicionales a 40 vatios. La imagen se transfirié a una pantalla de fésforo (tiempo
de exposicién de 1 h) antes de obtener la imagen utilizando el escaner Typhoon. El uso de 32P-CTP marca el producto
de longitud completa (flecha que indica ARNm de shORFan), los productos de transcripcidén continua (cuadro superior)
(FIG. 26A) y los productos de ARNm de complemento inverso (FIG. 26A, cuadro inferior). Los resultados se resumen
también en la Tabla 10 siguiente. Estos datos demuestran que la ARNP T7 con una glicina de pie se asocia con menos
ARNbc contaminante que la ARNP T7 WT o G47A (FIG. 26A (cuadro inferior) y FIG. 26B). Ademés, una glicina de pie
se asocia con una transcripcién continua reducida (FIG. 26A (cuadro superior), FIG. 26B) en comparacién con ARNP
T7 WT o variante G47A.
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Tabla 10. Relacion de ARNm de complemento inverso (RC): longitud completa (FL)

\;Mutante

VVT+G(ARNmnomod|f|cado) ..................

EG47A (ARNm no modificado) 016 ”

EG47A + G (G47A*) (ARNm no modificado) ' 1

T AR ot e
G47A(ARdeepseudourldlna)018 ........ e ————————
.§G47A + G (ARNm de pseudouridina) _ 1

Ejemplo 14. Evaluacién de la dosificacién repetida de ARNm G47A * con caperuza trinuc que codifica luciferasa de
luciérnaga

El ARNm transcrito in vitro tipicamente se purifica, por ejemplo, mediante cromatografia de fase inversa (RP) para
retirar impurezas inductoras de citocinas (ARNbc) y procesar impurezas (p. €j., proteina/ADN), y para mejorar la pureza
total del ARN. Sin embargo, este proceso de purificacién a menudo da como resultado una pérdida significativa de
producto de ARNm. La eliminacién de la RP reduce el tiempo de proceso, elimina la complejidad operativa y de
ingenieria a escala y ahorra costes. Ademas, debido a que las altas temperaturas usadas durante la RP pueden
hidrolizar una fraccién del ARNm, la eliminacién de la RP aumenta los niveles de expresién del ARNm. Por tanto, se
ha desarrollado una estrategia de produccién y purificacién de ARNm para eliminar la necesidad de RP. Los ARNm
producidos mediante los métodos proporcionados en este Ejemplo se denominan "ARNm G47A* con caperuza trinuc",
que son ARNm con adicién de caperuza de trinucleétido GpppAzomepG cotranscripcionalmente en un ensayo de
transcripcién in vitro usando la variante de ARNP T7 G47A* (que tiene una sustitucién G47A y una G C-terminal
adicional).

En este ejemplo, se formuld una dosis Unica de 0,5 mpk de ARNm que codifica luciferasa de luciérnaga (ffLuc) en
nanoparticulas lipidicas MC3 y se administré semanalmente a ratones C57BI/6 (n= 5) durante 6 semanas (el dia 1,
dia 8, dia 15, dia 22, dia 29 y dia 36). Se administraron los siguientes ARNm: (1) ARNm no modificado producido
usando polimerasa T7 de tipo silvestre en presencia de concentraciones equimolares de NTP y purificado mediante
purificacion con oligo dT (Proceso 1 Quimica A dT); (2) ARNm modificado con pseudouridina producido usando
polimerasa T7 de tipo silvestre en presencia de una concentracién en exceso de GTP/ATP, y purificado mediante
cromatografia de fase inversa (Proceso 2 Quimica B RP); (3) ARNm modificado con pseudouridina producido usando
polimerasa T7 de tipo silvestre en presencia de una concentracién en exceso de GTP/ATP y purificado mediante
purificacion con oligo dT (Proceso 2 Quimica B dT); (4) ARNm modificado con pseudouridina producido usando
polimerasa T7 de tipo silvestre en presencia de concentraciones equimolares de NTP y purificado mediante
purificacion con oligo dT (Proceso 1 Quimica B dT); (5) ARNm de G47A* con caperuza trinuc modificado con
pseudouridina (con caperuza de trinucledtido y producido usando la variante de ARNP T7 G47A*) purificado mediante
cromatografia de fase inversa (Proceso 3 Quimica B RP); (6) ARNm de G47A* con caperuza trinuc modificado con
pseudouridina purificado mediante purificacién con oligo dT (Proceso 3 Quimica B dT); y (7) ARNm modificado con
pseudouridina sin caperuza producido usando la variante ARNP T7 G47A* y purificado mediante purificacién con oligo
dT (Proceso 4 Quimica B dT)). Seis horas después de cada dosis, se evalué lo siguiente: niveles de citocinas séricas,
expresion de ARNm y niveles de IgM anti-PEG. La activacion de las células B se valord seis horas después de la dosis
del dia 36. La Quimica A designa el uso de nucledtido de trifosfato de uridina no modificado y la Quimica B designa el
uso de nucleétido de trifosfato de 1-metilpseudouridina.. El Proceso 1 se refiere a NTP equimolares en VIT y cap1 de
Vaccinia, el Proceso 2 se refiere a una VIT que contiene 4:2:1:1 de GTP:ATP:CTP:UTP (véase el documento WO
2018/053209 A1, publicado el 22 de marzo de 2018) y cap1 de Vaccinia, el Proceso 3 se refiere a NTP equimolares y
GAG en VIT, y el Proceso 4 se refiere a NTP equimolares en VIT y sin caperuza.

Los resultados de la valoracién de citocinas séricas (IP-10) en ratones el dia 1 y el dia 29 se presentan en la FIG. 27A
y FIG. 27B, que muestran que los ARNm de G47A* con caperuza trinuc inducen niveles de citocinas séricas in
vivo, similares a los controles de ARNm alfa. Los resultados fueron similares para experimentos in vitro en los que los
ARNmM se suministraron a fibroblastos humanos BJ (FIG. 28A) y macréfagos derivados de monocitos (MDM) (FIG.
28B).

Los estudios de expresién de ARNm (FIG. 29) mostraban que los ARNm de G47A* con caperuza trinuc mantenian
una alta expresioén in vivo después de 6 dosis semanales.

La valoracién de IgM anti-PEG (FIG. 30) mostraba que los ARNm de G47A* con caperuza trinuc N1U producen niveles
bajos de IgM anti-PEG después de 6 dosis semanales.
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El analisis de activacidén de células B (FIG. 31) mostraba que la activacidén de células B esplénicas transfectadas con
ARNmM de G47A* con caperuza trinuc era baja, similar a los controles de ARNm alfa.

En conjunto, estos resultados indican que los ARNm de G47A* con caperuza trinuc que codifican ffLuc, que no se
someten a purificacién de RP, no inducen una respuesta de citocinas por encima del valor basal, mantienen altos
niveles de expresién in vivo, mantienen bajos niveles de IgM anti-PEG in vivo y exhiben una baja activacién de las
células B.

Ejemplo 15. Evaluacién de la dosificacién repetida de ARNm G47A* con caperuza Trinuc que codifica la eritropoyetina
humana

En este ejemplo, se formulé una dosis Unica de 0,5 mpk de ARNm que codifica eritropoyetina humana (hEPO) en
nanoparticulas lipidicas MC3 y se administré semanalmente a ratones C57BI/6 (n= 5) durante 6 semanas (el dia 1,
dia 8, dia 15, dia 22, dia 29 y dia 36). Se administraron los siguientes ARNm: (1) ARNm no modificado producido
usando polimerasa T7 de tipo silvestre en presencia de concentraciones equimolares de NTP y purificado mediante
purificacion con oligo dT (Proceso 1 Quimica A dT); (2) ARNm modificado con pseudouridina producido usando
polimerasa T7 de tipo silvestre en presencia de una concentracién en exceso de GTP/ATP, y purificado mediante
cromatografia de fase inversa (Proceso 2 Quimica B RP); (3) ARNm modificado con pseudouridina producido usando
polimerasa T7 de tipo silvestre en presencia de una concentracién en exceso de GTP/ATP y purificado mediante
purificacion con oligo dT (Proceso 2 Quimica B dT); (4) ARNm modificado con pseudouridina producido usando
polimerasa T7 de tipo silvestre en presencia de concentraciones equimolares de NTP y purificado mediante
purificacion con oligo dT (Proceso 1 Quimica B dT); (5) ARNm de G47A* con caperuza trinuc modificado con
pseudouridina (con caperuza de trinucledtido y producido usando la variante de ARNP T7 G47A*) purificado mediante
cromatografia de fase inversa (Proceso 3 Quimica B RP); (6) ARNm de G47A* con caperuza trinuc modificado con
pseudouridina purificado mediante purificacién con oligo dT (Proceso 3 Quimica B dT); y (7) ARNm modificado con
pseudouridina sin caperuza producido usando la variante ARNP T7 G47A* y purificado mediante purificacién con oligo
dT (Proceso 4 Quimica B dT)). Seis horas después de cada dosis, se evalué lo siguiente: niveles de citocinas séricas,
expresion de ARNm y niveles de IgM anti-PEG. La activacion de las células B se valord seis horas después de la dosis
del dia 36. La Quimica A designa el uso de nucledtido de trifosfato de uridina no modificado y la Quimica B designa el
uso de nucleétido de trifosfato de 1-metilpseudouridina. El Proceso 1 se refiere a NTP equimolares en VIT y cap1 de
Vaccinia, el Proceso 2 se refiere a una VIT que contiene GTP:ATP:CTP:UTP 4:2:1:1 y cap1 de Vaccinia, el Proceso 3
se refiere a NTP equimolares y GAG en VIT, y el Proceso 4 se refiere a NTP equimolares en VIT y sin caperuza.

Los resultados de la valoracién de citocinas séricas (IP-10) en ratones el dia 1 y el dia 22 se presentan en la FIG. 32A
y FIG. 32B, que muestran que los ARNm de G47A* con caperuza trinuc inducen niveles de citocinas séricas in
vivo, similares a los controles de ARNm alfa. Los resultados fueron similares para experimentos in vitro en los que los
ARNmM se suministraron a fibroblastos humanos BJ (FIG. 33A) y macréfagos derivados de monocitos (MDM) (FIG.
33B).

Los estudios de expresién de ARNm (FIG. 34) mostraban que los ARNm de G47A* con caperuza trinuc mantenian
una alta expresioén in vivo después de 6 dosis semanales.

La valoracién de IgM anti-PEG (FIG. 35) mostraba que los ARNm de G47A* con caperuza trinuc producen niveles
bajos de IgM anti-PEG después de 6 dosis semanales.

El analisis de activacidén de células B (FIG. 36) mostraba que la activacidén de células B esplénicas transfectadas con
ARNmM de G47A* con caperuza trinuc era baja, similar a los controles de ARNm alfa.

En conjunto, estos resultados indican que los ARNm de G47A* con caperuza trinuc que codifican hEPO, que no se
someten a purificacién de RP, no inducen una respuesta de citocinas por encima del valor basal, mantienen altos
niveles de expresién in vivo, mantienen bajos niveles de IgM anti-PEG in vivo y exhiben una baja activacién de las
células B.

Ejemplo 16. Evaluacién de la frecuencia de indel y la frecuencia de mutacién puntual

Se prepararon ARNm con enzimas WT o G47A* usando el Proceso 1 (NTP equimolares) o el Proceso 2
(GTP:ATP:CTP:UTP 4:2:1:1). Para la secuenciacién de nueva generacion (NGS), los ARNm se convirtieron en ADNc
mediante transcriptasa inversa y se ligaron adaptadores para preparar la coleccién de secuenciacidén. Los datos de
NGS se compararon con la secuencia principal y se tabularon los indeles observados. La frecuencia de indel era
comparable para WT y G47A* (FIG. 37A). Asimismo, los datos de NGS se analizaron en busca de mutaciones
puntuales. La frecuencia de mutacién puntual era comparable para WT y G47A* (FIG. 37B).

Los articulos indefinidos "un" y "una", como se usan en el presente documento en la memoria descriptiva y en las
reivindicaciones, a menos que se indique claramente lo contrario, deben entenderse como "al menos uno".
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También debe entenderse que, a menos que se indique claramente lo contrario, en cualquier método reivindicado en
el presente documento que incluya més de una etapa o acto, el orden de las etapas o actos del método no se limita
necesariamente al orden en que se enumeran las etapas o actos del método.

En las reivindicaciones, asi como en la memoria descriptiva anterior, todas las frases de transicién tales como "que
comprende", "que incluye", "que porta", "que tiene", "que contiene”, "que implica", "que retiene", "compuesto de, "y
similares deben entenderse como abiertas, es decir, que significan que incluyen pero sin limitacién. Solo las frases de
transicion "que consiste en" y "que consiste esencialmente en" seran frases de transicién cerradas o semicerradas,
respectivamente, como se expone en el United States Patent Office Manual of Patent Examining Procedures, seccién
2111.03
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REIVINDICACIONES
1. Una variante de polimerasa de 4cido ribonucleico (ARN) T7 que comprende una secuencia de aminoacidos al
menos un 95 %, al menos un 98 % o al menos un 99 % idéntica a la SEQ ID NO:1 modificada para incluir una
sustitucién de aminoacido correspondiente a la posicion G47 de SEQ ID NO:1; en donde la sustitucién de aminoacido
es alanina (G47A).

2. La variante de ARN polimerasa T7 de la reivindicacién 1, en donde la variante de ARN polimerasa T7 comprende
una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:3.

3. La variante de ARN polimerasa T7 de la reivindicacién 1 o la reivindicaciéon 2, que comprende ademas un
aminoacido C-terminal adicional.

4. La variante de ARN polimerasa T7 de la reivindicacién 3, en donde el aminoacido C-terminal adicional es glicina
(G).

5. La variante de ARN polimerasa T7 de la reivindicaciéon 1, en donde la variante de ARN polimerasa comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:110 o SEQ ID NO:109.

6. Un método para efectuar una reaccion de transcripcion in vitro (TIV), que comprende poner en contacto un molde
de ADN con la ARN polimerasa T7 de una cualquiera de las reivindicaciones 1-5 en presencia de trifosfatos de
nucleésidos y tampén en condiciones que dan como resultado la produccién de transcrito de ARN.

7. Un acido nucleico que codifica la variante de ARN polimerasa T7 de una cualquiera de las reivindicaciones 1-5.

8. Un vector que comprende el acido nucleico de la reivindicacién 7.

9. Una célula hospedadora que comprende el 4cido nucleico de la reivindicacién 7.

10. Un método de adicién de caperuza cotranscripcional para la sintesis de &cido ribonucleico (ARN), comprendiendo
el método hacer reaccionar un molde de polinucleétido con:

(i) la variante de ARN polimerasa T7 de una cualquiera de las reivindicaciones 1-5,

(i) trifosfatos de nucleésidos, y

(iii) un analogo de caperuza,

en condiciones de reaccién de transcripcidn in vitro para producir un transcrito de ARN.

11. El método de adicién de caperuza cotranscripcional de la reivindicacién 10, en donde el analogo de caperuza es
una caperuza de dinucleétido, una caperuza de trinucledtido o una caperuza de tetranucleétido.

12. El método de adiciéon de caperuza cotranscripcional de la reivindicacion 10 o la reivindicacién 11, en donde la
caperuza de trinucleétido comprende GpppA2omepG.
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