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DESCRIPCION
Grupo de genes NRPS-PKS, su manipulacién y su utilidad

La presente in vencion se r efiere ala c lonacion y s ecuenciacion d el grupo de genes que c¢ odifica | a maq uinaria
biosintética para la sintesis de la macrolactama policétido BE-14106, que incluye tanto un dominio de adenilacién de
péptido sintetasas no ribosomales (NRPS) como una enzima biosintética o complejo enzimatico policétido modular
(PKS; enzima o complejo enzimatico policétido sintasa). La maquinaria para la biosi ntesis comprende por tanto un
sistema enzimatico NRPS-PKS hibrido. Por consiguiente, la invencion se refiere a nuevos genes y a moléculas de
acido nucleico que codifican la maquinaria biosintética para la si ntesis de la m acrolactama BE-14106, que incluye
una enzima biosintética o un sistema enzimatico NRPS-policétido modular que interviene en la biosintesis de BE-
14106 y a la maquinaria biosintética que incluye el propio sistema o co mplejo enzimatico NRPS-policétido sintasa
modular (asi como sus componentes). Adicionalmente, la invencion se refiere al uso de estos genes, a moléculas de
acido nucleico, a la maquinaria, a enzimas y a sistemas enzimaticos o complejos de los mismos, que facilitan tanto
la biosintesis de BE-14106 como la sintesis de derivados de BE-14106 y nuevas estructuras macrolactama.

Los policétidos, o estructur adas rel acionadas o b asadas en policétidos, son, o formanlab ase de, pr oductos
naturales sintetizados por ba cterias, ho ngos, plantas y animales, much os de los cuales tienen la p osibilidad de
aplicarse com o age ntes farmacéuticos o como pro ductos agricolas o veterinarios, p or ejemplo, como antibi 6ticos,
antifungicos, citostaticos, anticolesterolémicos, antiparasitarios, coccidiostaticos, y promotores de crecimiento animal
e insecticidas naturales.

Las bacterias Streptomyces gram positivas son las principales productoras de policétidos y de moléculas basadas en
policétidos y la genética y la bioquimica de la biosintesis de policétidos en estos organismos estan relativamente
bien caracterizadas (McDaniel R, et al., Chem Rev. 2005 Feb; 105(2): 543.58).

Otros productores incluyen otros actinomicetos. Se conoce una serie de diferentes moléculas basadas en policétidos
(o relacionadas con polic étidos), cuyas macrolactamas representan una clase. Ogasawara Y. et al; Chem Biol. Ene
2004; 11(1): 79-98 y Udwary et al; Proc Natl Acad Sci US A, 19 jun 2007; 104(25): 10376-81, respectivamente, han
descrito los grupos de genes biosintéticos para la sintesis de las macrolactamas vicenistatina y salinilactama.

BE-14106 (nombre alternativo GT-32A) es un antibiético de macrolactama que tiene una estructura quimica como se
expone en la Figura 1. Se ha aislado de una cepa de Streptomyces spheroides y se ha observado que tiene efectos
citotéxicos e n lineas d e cél ulas de le ucemia, asi como actividad antimi crobiana c ontra una s erie d e orga nismos
ensayados, actividad antiproliferativa contra una linea de células BALB3T3 transformada mediante H-ras y actividad
inhibidora contra la reaccion linfocitaria mixta (documento JP4001179, Kojiri et al 1992 Journal of Antibiotics, 868-74,
Takahashi et al 1997, Journal of Antibiotics 186-8). También se ha aislado un analogo 8-desoxi (GT-32B) de una
especie de Streptomyces n o esp ecificada y se observé que comp artia much as d e las actividades de BE- 14106
(Takahashi et al, citados anteriormente).

Los compuestos de macrolactama, tales como BE-14106, puede formarse mediante activacion y cebado del sistema
PKS con un aminoacido activado y la e xtension d el resto amin oacidico (cadena aminoacilo) por condensaciones
repetidas de acidos carboxilicos simples por policétido sintasas (PKS) de maner a similar a la bi osintesis de acidos
grasos. Por tanto, a diferencia del caso con una simple cadena de policétido en el que la “unidad iniciadora” es un
resto de aci do carbo xilico, en este caso, | a unidad iniciadora parala P KS es un prod ucto interme dio amin oacilo
sintetizado a partir de un aminoacido y de una cadena acilo. Las PKS pueden organizarse como PKS repetitivas que
re-utilizan dominios en una manera ciclica o como PKS modulares (de Tipo I) que ¢ ontienen una secuenciade
modulos (o u nidades r epetidas) distintos y no r e-utilizan domi nios. Cada mé dulo es respo nsable de un ciclo de
condensacion en la sintesis de la cadena del policétido y contiene diversos dominios enzimaticos. En el caso de BE-
14106 la cadena “policetidica” es, estrictamente ha blando, una cad ena de aminoacidos - policetidica hibrida, o una
cadena amin oacilo, per o en el prese nte docum ento se denomina “c adena policetidica”. Por tant 0, ad emas de
dominios p ara la con densacion de | s iguiente ac ido car boxilico so bre la cad ena del policétido en crec imiento,
catalizada por el dominio de la -cetoacil sintasa (KS), los moédulos de la PKS de tipo | pueden contener dominios
con actividades B-cetorreductasa (KR), deshidratasa (DH) o enoil reductasa (ER), que determinan el estado reducido
de unidades extendedoras incorporadas. Los dominios de la acetiltransferasa (AT) y de la proteina transportadora de
acilos (ACP, Acyl C arrier P rotein) pres entes e n c ada modulo s on r esponsables d e | a eleccion de la un idad
extendedora y de la conservacion de la cadena del policétido en crecimiento en la PKS, respectivamente. Después
de finalizar la sintesis, la cadena del policétido se libera de las PKS mediante la accién de una tioesterasa (TE), que
también esta probablemente implicada en la ciclacién del producto final. Por tanto, las PKS de tipo | representan una
linea de ensamblaje para la biosintesis de policétidos, que puede manipularse cambiando el niumero de médulos,
sus esp ecificidades hacia | os acid os carb oxilicos e inactivando o insertando dominios con actividades reductoras
(Weissman y Leadlay, Nat. Rev. Microbiol. 2005 Dec; 3(12): 925-36). Desp ués de que la fraccion polic étido se
sintetiza y cic la par a forma run an illo de macrolacto na (o macrol actama), esta pu ede mo dificarse medi ante
hidroxilacién, gluc osilacién, metilacion y/o acil acién. Estas modific aciones pueden serimp ortantes para las
actividades biolégicas de determinados productos basados en policétidos. Como se d escribira con mas detalle mas
adelante, en el trabajo que conduce a la presente invencion, los g enes que codifican el sistema enzimatico NRPS-

2



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2543203 T3

PKS de B- 14106 (el “grupo de genes” de BE-14106) se han clonado y secuenciado y se ha determinado que el
sistema enzimatico NRPS-PKS de BE-14106 contiene diversas PKS de tipo I, cada una de las cuales se organiza de
manera modular y esta constituida por unidades repetidas (médulos).

Los genes para la biosi ntesis de polic étidos en Strepfomyces se orga nizan generalmente en grup os, y diversos de
dichos grupos ya id entificados son los responsables de |a sintesis de diversos productos naturales. La clonacion
molecular y secuenciacién completa de ADN de divers os grupos de ge nes antibidticos macrolidos de Streptomyces
se ha descrito, incluyendo los de la avermectina, pikromicina y rapamicina (Ikeda H., Omura S. (2002). Biosynthesis,
Regulation, and Genetics of Macrolide Production. In: Macrolide Antibiotics: Chemistry, Biology and Practice, 22 Ed.
(ed. S. Omura), pags. 286-326, Academic Press, Nueva York). Como se ha mencionado anteriormente, también se
han notificado grupos de genes para los biosistemas de determinados antibiéticos de macrolactama.

Como s e ha indicado a nteriormente y co mo se describe mas adelante, la presente inv enciénseb asa en la
identificacion, clonacién y secuenciacién de un nuevo grupo de gen es para la biosintesis de BE-14106 que hasta
ahora no estaba dis ponible. Adicio nalmente, el ana lisis de los g enes clona dos h a permiti do a clarar | a rut a
biosintética de BE-14106. Por consiguiente ahora se pr opone que el proceso normal de sintesis de BE-14016 se
inicia a través de la sintesis d e una unidad iniciadora (C17-C25), en la que una fraccion acilo se sintetiza a partir de
1 unidad de propionato y 2 de acetato. La sintesis de la unidad iniciadora continta con la activacion de una molécula
de g licina me diante un dominio de adenilacién NRP S y car gando la gl icina ac tivada s obre una proteina
transportadora peptidilo. La desam inacién oxidativa de | a g licina li bera am oniaco, lo q ue constit uye u n ataque
nucledfilo en el carbonilo C-17 para formar un grupo imino C-17, que posteriormente se reduce a un grupo amino. La
liberacion d e | a cade na am inoacilo d e la proteina tra nsportadora p eptidilo, prod uce la formaci én de un ac ido
carboxilico, que después se adenila y seligaconlacoenzima A (CoA). La am inoacil-CoA activada resultante se
transfiere a | d ominio ACP d e una PKS m ediante u na a ciltransferasa y se e xtiende y mod ifica p or la acci 6n
secuencial de las enzimas en el sistema PKS como se describe adelante con mas detalle. EI dominio enzimatico p-
cetoacil sintasa (KS) en cada modulo cataliza la condensacion del acido carboxilico apropiado (por ejemplo, acetato
o pro pionato), determi nada por el m 6dulo ac iltransferasa (AT ). Los domi nios e nzimaticos ¢ on activid ad p-
cetorreductasa (KR) o deshidratasa (DH) determinan el estado reducido de las unidades extendedoras incorporadas.

La cadena lateral de hidratos de carbono C20-C25 de B E-14106 c ontiene parte de la unidad iniciadora y es el
resultado de la ciclacion del anillo de macrolactama. Finalmente, la modificacion adicional del anillo de macrolactama
se produce mediante hidroxilacion.

El grupo de genes biosintético de BE-14 106 también codifica o incluye diversos elementos reguladores y proteinas
para el transporte de las moléculas sintetizadas.

Dado que la sintesis quimica de compuestos tales como éste es muy compleja, en la practica se requiere usar una
ruta biosintética y por consiguiente es deseable el aislamiento o la purificacion de los compuestos de hospedadores
apropiados. Como se ha reconocido en la técnica, est o ofrece la oportunidad de manipular ge nes del grup o de
genes de PKS para camb iar la biosi ntesis y porlo tanto dar como res ultado | a sintesis de nu evos p olicétidos o
compuestos basados en policétidos modificados. Aunque se ha descrito que la modificacion de diversos grupos de
genes de PKS da como resultado la sintesis de diversos nuevos compuestos, aun continia habiendo una necesidad
y un deseo de aume ntar el repertorio d e compuestos disponibles, esp ecialmente antibidticos, y/o de mejorar las
propiedades ( por e jemplo, e ficacia, to xicidad, sol ubilidad en a gua, etc.) de los f armacos e xistentes. La pr esente
invencion se dirige a estos objetivos, yse bajaenl aclonacion y s ecuenciacion d e ADN de | grupo d e ge nes
biosintético de BE-14106. Esto prop orciona la primera secuencia para estos genes biosintéticos de antibioticos, asi
como una herramienta para la manipulacion gen ética con obj eto de modific ar los nivel es de e xpresién o las
propiedades de BE-14106 y/o la produccién de organismos, u obte ner nuevos compuestos posiblemente utiles. A
este respecto, aunque se con oce el antibiético BE-14106, en el fo ndo de una p luralidad de moléc ulas basadas en
policétido sintetizadas en Streptomyces y correspondientes a una pluralidad de grupos de genes biosintéticos, no fue
una cuestion sencilla identificar y clonar el grupo de genes correcto para BE-14106; se ha requerido un considerable
esfuerzo e ingenuidad en cuanto al andlisis de secuencias y disefio o seleccion de sondas.

Los autores de la presente invencién han aislado y purificado BE-14106 de una fuente previamente desconocida, el
aislado bacteriano MP28-13, que se piensa que es una nueva cepa de Streptomyces (depositada con el numero de
depésito DSM21069, el 25 de enero de 2008, en la Deutsche S ammlung von Mikroorganismem und Z ellkulturen
GmbH (DSMZ)) que se aislo de sedimento de agua superficial en el fiordo de Trondheim, Noruega. El aislamiento de
este nuevo microorganismo ha permitido a los inv entores clonar y secuenciar todo el grup o de genes biosintético
BE-14106. Est e gru po c ontiene 22 genes que c odifican pr oteinas qu e se su pone que estan implicadasenla
biosintesis de la molécula BE-14106 (véase la Tabla 1).

Para re alizar esta clo nacion, se usar on ¢ ebadores ol igonucleotidicos espec ialmente disefiados qu e representan
secuencias qu e cod ifican p artes del dom inio cetos intasa (KS) para la amplificacion d e regi ones co dificantes del
dominio KS d el aislado MP 28-13. Una vez obtenidas y caracterizadas las secuencias amplificadas, basandose en
analisis bioinformaticos complejos e intensos, se selecciond una de las secuencias como una sonda. Esta sonda se
uso6 para explorar la biblioteca gendmica que se construyé para MP28-13. Los cosmidos que se identificaron de esta
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manera se a nalizaron y s e secuenciaron para pro porcionar to do el gr upo bi osintético. La sec uencia s e habia
anotado por completo y se habia aclarado una ruta de dos partes para la biosintesis BE-14106, como se expone en
las Figuras 2A y 2B. La primera parte de la ruta de la biosintesis de la unidad aminoacilo iniciadora se muestra en la
Figura 2A y en la Figura 2B se representa la segunda parte, el alargamiento de la cadena aminoacilo, su ciclacion
resultante en la formacion del anillo de macrolactama y la post-modificacion de PKS. Por tanto, se ha propuesto que
el grupo de genes biosintético de BE-14106 codifica un primer sistema o complejo enzimatico que comprende PKS y
otras enzimas o proteinas para la sintesis de la cadena aminoacilo y un sistema enzimatico o complejo enzimatico
PKS adicional para la prolongacion de dicha cadena de aminoacilo, asi como una enz ima para la post-modificacion
de la molécula PKS, proteinas para la regulacién de la ruta, y proteinas de resistencia/salida.

Basandose en el conocimiento de la secuencia, se d esarrollé un método de manipulaciéon genética de MP28-13 de
especies de Streptomyces. De este modo fue posible demostrar que la nueva secuencia era de hecho responsable
de la biosintesis de BE-14106.

Ademas, como se d escribira adelante con mas detalle, la manipulacién de secuencias de A DN funcionales dentro
del nuevo grupo de genes biosintético que se ha id entificado, puede conducir a la sin tesis de n uevas estructuras
moleculares, por ejemplo, derivados o analogos de BE-14106, con funciones o propiedades alteradas, por ejemplo,
mejoradas. Como tal, el grupo de genes de BE-14106 puede manipularse para obtener no solo nuevos derivados o
analogos de BE-14106 beneficiosos, sino también para mejorar y facilitar el proces o de produccién biosintética (por
ejemplo, mejorar el re ndimiento, o las co ndiciones de produccién o expandir el intervalo de células hosp edadoras
disponibles) o mas preferentemente proporcionar nuevos compuestos con nuevas actividades y/o propiedades.

Enla SEC ID N° 1 se muestra la secuencia codificante completa (es decir la secuencia codificante de nucleétidos
completa) del grupo de genes biosintético de BE-14106. Se ha observado que esta contiene diversos genes u ORF,
que codifican las diversas proteinas y polipéptidos que son responsables de las actividades que se requieren para la
biosintesis de BE-14106.

El grupo de genes biosintético contiene genes y ORF que se piensa que codifican todas las proteinas y polipéptidos
que se necesitan para la biosintesis normal de BE- 14106. Sin emb argo, no a to das las proteinas y polipéptidos
codificados s e les h a atrib uido an un p apel enla biosintesis y por eso p uede q ue no to das las proteinas o
polipéptidos c odificados d el grupo se an esenciales para | a bi osintesis d e BE-14106. L os diversos genes y ORF
pueden co dificar enzimas que catalizan una o m as re acciones b ioquimicas, o pr oteinas que no tienen actividad
catalitica pero que, en su lu gar, estan implicadas en otros procesos, tales como la regu lacion de los procesos de la
sintesis de BE-14106, o el transporte de BE-14106, por ejemplo.

Diversas enzimas son policétido sintasas (PKS) y es posible que varias de estas PKS puedan asociarse fisicamente
para formar un complejo enzimatico, aunque esto aln no se ha establecido. En el presente documento dicho grupo o
conjunto de enzimas recibe el nombre de sistema o complejo enzimatico biosintético policétido o sistema o complejo
enzimatico PKS, aunque no es necesario que todas las e nzimas/proteinas en e | siste ma/complejo sean policétido
sintasas r eales, es dec ir, q ue te ngan actividad policétido si ntasa; pudiendo ten er otras activi dades o papeles
funcionales en la sintesis de BE-14106. Por ejemplo, un dominio de adenilacion especifico de péptido sintetasas no
ribosomales (NRPS) (Becl) , junto co n al gunas otras p roteinas acc esorias (p or €j emplo BecJ, BecS, Bec U)
codificadas por el gr upo estan implicados en |a sintesis de la unidad iniciadora para la b iosintesis de BE- 14106
activando u n aminoacido (s upuestamente una g licina) y suc arga enunod el os diversos mé dulos de | a PKS
BE14106 para una prolongacion adicional. Otras proteinas, tales como BecO, realizan la hidroxilacion del anillo de
macrolactama en C-8. Un grupo o ¢ onjunto de e nzimas que com prende dicho dominio de NRPS y enzimas PKS
pueden recib ir el nombr e d e sistema e nzimatico o com plejo enz imatico NRPS-PKS hibrido. L a a grupacion de
proteinas y polipéptidos qu e co difica el grupo d e genes e nsu tota lidad r ecibe ¢ onjuntamente el nombre d e
maquinaria biosintética para la biosintesis de BE-14106.

Por tanto, en un aspecto, la presente invencion proporciona una molécula de acido nucleico que comprende:

(a) una secuencia de nucleétidos como se muestra enla SEC ID N° 1; o

(b) una secuencia de nucledtidos que es el complemento de la SEC ID N° 1; o

(c) una secuencia de nucleétidos que tiene una identidad de secuencia de al menos 85 % (preferentemente una
identidad de secuencia de al menos 87 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95%, 96 %, 97 %, 98 % o 99 %) con
laSECIDN°1;0

(d) una parte de uno cualquiera de (a) a (c), en el que dicha parte comprende:

(i) una secuencia de nucl eétidos como se muestra en un a cualquiera de las SEC ID Nos 2, 6, 8, 10, 12, 14,
16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34, 36, 38, 40 0 44 o una secuencia de nucledétidos que es complementaria
de la misma o que tiene una identidad de secuencia de al menos 85 %; o

(ii) una secuencia de nucleétidos que codifica una o mas secuencias de aminoacidos seleccionadas de la s
SECID Nos 3,7, 9, 11, 13, 15, 17, 19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 39, 41 0 45 o que tiene una identidad
de secuencia de al me nos 85 % (prefere ntemente al menos 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 9 6 %, 97
%, 98 % 0 99 %) con las mismas,
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en el que dicha molécula de acido nucleico codifica o e s complementaria a una molécula de ac ido nucleico que
codifica uno o mas polipéptidos que tienen actividad funcional en la sintesis de BE-14106.

Una actividad funcional puede ser una actividad e nzimatica, por ejemplo, una actividad implicada en la si ntesis o
transporte o transferencia de BE-14106 (ésta puede ser la sintesis de BE-14106 o cualquier etapa que contribuya a
la misma, o u na modificacion de la ca dena BE-14106, etc.) y/o puede ser una activ idad reguladora, por ejem plo
regulacion d e la expres ién d e los ge nes (p or ejemplo, un regul ador tran scripcional) o proteinas im plicadas en la
sintesis, o regulacion del proceso sintético, y/o puede ser una “actividad transportadora”. Por ta nto, generalmente
también se incluyen proteinas transportadoras implicadas en la transferencia o transporte de BE-14106, por ejemplo,
en el transporte o salida de la molécula sintetizada dentro o fuera de la célula.

En el presente documento también se desvelan secuencias de nucleétidos que comprenden elementos ge néticos
funcionales ta les como pr omotores, reg iones oper adoras prom otoras, potenci adores, u otras  secuenc ias
reguladoras, etc. Por tant o, no es necesario que la molécula de acido nucleico de la invencion comprenda todo el
grupo de ge nes de PKS sino qu e pue de compren der una p orcién o parte de este , por ejempl o, una parte g ue
codifique un p olipéptido que tenga una funcion particular como se d escribe a nteriormente y o pcionalmente u na
secuencia re guladora. Esta pue de comprender uno o m as genes y opcionalmente secue ncias re guladoras, uno o
mas mad ulos, domi nios e nzimaticos o elementos genéticos funcionales codific antes (por e jemplo e lementos que
controlen la e xpresion, la transcri pcion, la traduccié n, etc, de genes). Generalmente hablando, un a molécul a de
acido nucleico de la invencion comprendera diversos genes diferentes y opcionalmente secuencias reguladoras que
conducen a la sintesis de BE-14106.

Un “gen biosintético u ORF de BE-14106" se define adicionalmente més adelante, pero en resumen en el contexto
de la secci 6n (e) anterior si gnifica un gen u ORF que codifi ca una proteina o po lipéptido qu e es funcio nal en el
proceso biosintético de BE-14106. Como s e ha in dicado anteriormente, éste podria s er una e nzima que estuvi ese
implicada e n | a activ acion d el am inoacido de partida, en la transfer encia del am inoacido/cadena de aminoacilo
activada a una enzima PKS, la gener acién de la ¢ adena policétido o modificacion de la misma, o una proteina que
es n ecesaria parala reg ulacién o para el transp orte 0 transferencia de la m olécula e n cu alquier fase desu
biosintesis.

Una molécula de &cido nucleico de la invencién puede ser una molécula de acido nucleico aislada (en otras palabras
aislada o separada de los componentes con los que normalmente se encuentra en la naturaleza) o puede seruna
molécula de acido nucleico recombinante o sintética.

Como se trata en cualquier parte del presente documento, el grupo de genes biosintético de BE-14106 es una gran
molécula d e a cido n ucleico que co ntiene | os diversos e lementos g enéticos o diferen tes genes ol as ORF que
codifican las proteinas o los péptidos que se necesitan para la biosintesis de la mol écula BE-14106 o un derivado o
analogo de BE-14106 o m olécula relacionada con BE-14106. C ada ge n biosintético u ORF de BE-14 106 codifica
una sola cadena polipeptidica (que, como alternativa, puede describirse como una proteina) que tiene o que se cree
que tiene una funcién en la biosintesis de la molécula BE-14106 o un derivado o analogo de BE-14106 o molécula
relacionada con BE-14106. Se han identificado 22 de dichos genes u ORF (véase la Tabla 1). Como se observa en
las Figuras 2A y 2B, a 14 de éstos se les atribuye un papel directo en la biosintesis de BE-14106. Como se explica
mas adelante, también se piensa o se propone que algunos otros desempefian un pa pel en la bi osintesis de BE-
14106. Por tanto, por ejemplo, se piensa que becH y M codifican reguladores, se piensa que BecL esta impicada en
la activacion de glicina, se piensa que BecU media la interaccion proteica entre la ACP de BecC y se piensa que la
PCP de BecS, BecN esta implicada en la salida y/o resistencia, se piensa que BecP ayuda a la ciclacién del anillo de
macrolactama y BecQ en la liberacion de la cadena aminoacilo de inicio para el complejo BecC-BecU-BecS.

Determinadas proteinas tienen actividad enzimatica y puede por tanto definirse como enzimas. Diversas de estas
enzimas pueden describirse como policétido sintasas (PKS). Dichas enzimas contienen uno o mas de un moédulo y
cada maédulo puede contener de uno a s eis, preferentemente dos, tres, cuatro o cinco dominios enzimaticos, cada
uno de los cuales es responsable de una actividad diferente en la biosintesis de la molécula BE-14106 o un derivado
0 analogo de BE-14106 o molécula relacionada con BE-14106. Como tal, en estas PK S puede haber sitios activos
multiples en un solo polipéptido o enzima.

Por ejemplo, la enzima BecB es una PKS y tiene tres médulos; el moédulo 1 (*“mddulo de carga” en la Figura 2B) tiene
un solo sitio a ctivo o domi nio (ACP), y cada uno de los mdédulos 2 y 3 (Médulos 1 y 2 en la F igura 2B) tiene cinco
sitios activos o dominios que tienen actividades KS, AT , DH, KR y ACP. Otras PKS codificadas por el grupode
genes son BecA, BecC, BecD, BecG, BecF y BecE. Dichas PKS pueden contener numerosos dominios, poseyendo
cada uno actividad catalitica para extender y/o alterar la estructura del policétido. El policétido pasa a lo largo de la
proteina de tal manera que las difere ntes actividades se realizan secuencialmente en la cadena del policétido en
crecimiento. Como se h a indicado anteriormente, diversas de las PKS codificadas por el gru po de genes pueden
asociarse para formar un complejo enzimatico biosintético.

La molécula d e &cido nucleico d e | a invencion c odifica (0 comprende una secu encia de nucleétidos codific ante)
algunos, o ma s preferentem ente todos, lo s polip éptidos o proteinas qu e estan implic ados en | a bios intesis de | a
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molécula BE-14106. Por ejemplo, la molécula de acido nucleico puede contener cada uno de los 22 genes u ORF y
por tanto codificar cada una de las proteinas que estan implicadas en la biosintesis de la molécula BE-14106 como
se expone en la Tabla 1, o pued e comprender una porcioén o parte de la secuencia de nucleotidos de SEC ID N°: 1
que es u na se cuencia qu e codifica una so la proteina o p olipéptido codificado por un's olo gen u ORF dentro del
grupo de genes bios intético de BE-14 016 como se d efine e nlar eivindicacién 1. Se contem plan partes q ue
comprenden, por ejemplo, al menos 11,12,13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21,0 hasta 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11, (por
ejemplo 1 -21, 2-20, 3-19, 4-18, 5-17,6-16, 7-15, 8-14, 9-13, 10-12) genes u ORF, en el que dichas partes son como
se define en | a reivindicacion 1. Pref erentemente |a molécula de ac ido nucleico de la invencion codifica todas | as
proteinas qu e estan implicadas en la biosintesis de |a molécula BE-14105 como se expone enla Tabla 1. Com o
alternativa, puede comprender todas las O RF/genes como se indica en la Tabla 1 excepto cualquiera de uno o mas
de becR y ORF6. Dado que la Tabla 1 expone todos los genes u ORF que se han caracterizado, una molécula de
acido nucleico que c odifica todas las proteinas que estan implicadas en la biosintesis de | a molécula BE- 14106
como se expone en la Tabla 1, puede definirse como una secuencia que comprende el grupo de genes biosintético
de BE-14106.

Por tanto, la moléc ula de a cido nucl eico de la invencion cod ifica uno o mas polipéptidos como se define en la
reivindicacion 1 implicados en la biosintesis de, o qu e tiene actividad funcional en, la sintesis d e BE-14106. Como
alternativa puede codificar una o mas variantes funcionalmente equivalentes o sus equivalentes funcionales. Como
se defi ne anteriormente, la s moléc ulas de ac ido nuc leicode la invencién pu ede com prender vari antes
funcionalmente equivalentes de SEC ID N° 1 y dichas variantes pueden incluir partes u homdlogos definidos por un
% de id entidad d e sec uenciaconlaSEC IDN% 1c omose defineen lar eivindicacion 1. D ichas v ariantes
funcionalmente equ ivalentes codific an proteinas/polipéptidos q ue ti enen actividad funcio nal c omo se d efine
anteriormente. Dicha actividad funcional puede ser una actividad enzimatica, por ejemplo una actividad implicada en
la sintesis o el transporte o la transferencia de BE-14106 (ésta puede ser la etapa de sintesis de la cadena o anillo o
cualquier etapa que contribuya a la misma, o una modificacion, etc. en cualquier fase de la biosintesis, por ejemplo,
BecA, BecU, BecB, BecJ, BecK, BecS, BecO, BecD, BecG, BecF, BecE, BecT, BecQ, BecP, BecC, Becl, BeclL) y/o
puede ser una actividad reguladora, por e jemplo, la re gulaciéon de la e xpresién de | os genes o proteinas que estan
implicados en la sintesis, o regu lacién d e | os proces os si ntéticos, por e jemplo, BecH, BecM, y /o puede ser u na
“actividad transportadora” o r esistencia por ejemplo, BecN. Por tanto, ge neralmente también se i ncluyen proteinas
transportadoras implicadas en la transfer encia, transporte o sa lida de la molécula sintetizada dentro o fuerad e la
célula.

Dichas mo léculas pueden te ner al menos 300, 500, 6 00, 700, 8 00, 900, 1000, 1500, 2000, 30 00, 5000, 10000,
15000, 200 00, 30000, 050 000 bases. Por tanto, las| ongitudes representativas de los fra gmentos i ncluyen
fragmentos que tienen de 300 pb a 18000 pb de longitud, por ejemplo 300-3000 pb, 300-2500 pb, 2000-8000 pb,
3000-5000 p b, 4000-1 7000 pb, 700 0-12000p bu 8 000-11000 pb delo ngitud. Comoseh a menci onado
anteriormente, dentro de la SEQ ID N° 1seh anidentificado diversos genes y ORF y, como se defineenla
reivindicacion 1, partes o fragmentos que comprenden dichos genes u ORF representan “partes” de la SEC ID N°: 1.
Estos se clasifican en la Tabla 1 indicada a continuacién:

Tabla 1
Nombre Fosici 6n inicial | Posicion final Supuesta funcion de la proteina SEC ID N¢:
en laSECI D | en laSE CI D | codificada (acido
N°:1 N°:1 nucleico/proteina)
becH 458 3313 Regulador transcripcional de tipo LuxR 2/3
becA 3664 20412 PKS de tipo |, mod 1 de carga+ mod 2 + | 4/5
mod 3 incompleto
becl 21832 20744 C glicina oxidasa/oxidorreductasa 6/7
dependiente de FAD
becC 23913 21829 C PKS de tipo I, médulo 3 incompleto 8/9
becU 24508 23945 C homélogo de S. avermitilis SAV_606, 10/11
supuesta proteina accesoria NRPS
becB 35088 24505 C PKS de tipo I, médulos 1,2y 3 12/13
becK 36752 35154 C supuesta acil CoA sintasalligasa 14/15
becK 36947 37918 acil transferasa 16/17
beeS 38170 37934 C proteina transportadora de peptidilo/acilo | 18/19
becL 38288 39805 NRPS, dominio de adenilacion 20/21
becM 40384 39788 C regulador transcripcional de tipo TetR 22/23
becN 40486 42060 bomba de salida de tipo MFS 24/25
becO 43388 42153 C P450 monooxigenasa 26/27
becD 53553 43435 C PKS de tipo I, médulos 4y 5 28/29
becP 54502 53561 C L-aminoacido amidasa/prolina 30/31
iminopeptidasa
becG 60565 54605 C PKS de tipo I, médulo 9 + dominio TE 32/33
becF 70706 60573 C PKS de tipo |, médulos 7y 8 34/35
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Nombre Fosici 6n inicial | Posicion final Supuesta funcién de la proteina SEC ID N°:
en 1aSECI| D | en laSE CI D | codificada (acido
N°:1 N°:1 nucleico/proteina)
becE 75649 70754 C PKS de tipo |, médulo 6 36/37
becT 76241 75954 C proteina similar a SimX2, supuesta 38/39
subunidad de la propionil CoA
carboxilasa
becQ 76563 77336 tioesterasa, tipo | 40/41
becR 77489 78202 fosfolipido de tipo PlsC/glicerol 42/43
aciltransferasa
orfé 79912 78302 C Tripeptidil aminopeptidasa, secretada 44/45

En la Tabla anterior, “C” indica que la proteina esta codificada por la cadena complementaria.

Las secuencias indicadas anteriormente re presentan por tanto ge nes biosintéticos u ORF de BE-1 4106. En otras
palabras, dic hos gen es/ORF se encue ntran dentro d el grupo de g enes bios intéticos de BE-141 06 y co difican
proteinas y polipéptidos que tienen, o qu e se ha pro puesto que tienen, un pa pel en | a biosintesis de BE-14106 en
Streptomyces. La expresion “gen biosintético de BE-14106) u “ORF biosintética BE-14106” también incluye genes y
ORF que ¢ odifican pr oteinas que comp arten actividad o funcién c onlas proteinas anteriores,y por ejem plo
comparten a ltos niveles de identidad d e s ecuencia, como se define en la reivindicacién 1. Estos pue den, como
alternativa, describirse como “variantes funcionalmente equivalentes” o “equivalentes funcionales”.

En g eneral, el términ o “g en” incl uye la ORF qu e co difica | a pr oteina, junto con cu alquiera d e las secu encias
reguladoras tales como prom otores, mientras que el térmi no “ORF” se refiere sol amente a la parte de | gen que es
responsable de codificar la proteina.

Como se indica en el presente documento, las “variantes funcionalmente equivalentes” o “equivalentes funcionales”
conservan al menos una funcién de la entidad con la que esta relacionada (o de la que procede), por ej emplo,
codifican u na proteina con, sustancialmente, las mismas propi edades, o pres entan s ustancialmente las misma s
propiedades o activida des r eguladoras o fu ncionales disti ntas. Las pr opiedades o actividades p ueden ens ayarse
para su uso en técnicas convencionales conocidas en la materia.

En el presente documento también se desvelan secuencias de nucleétidos que comprenden elementos ge néticos
funcionales tales como prom otores, regiones operadoras promotoras, potenciadores, otras secue ncias reguladoras,
etc. Por tanto, la mol écula de acido nucleico de la invenciéon no comprende necesariamente todo el grupo de genes
sino que puede comprender una porcién o parte de la que es una parte que codifica un polipéptido que tiene una
funcidn particular y opcionalmente una secuencia reguladora. Preferentemente ésta comprende uno o mas genes y
opcionalmente secuencias reguladoras. En el presente documento se desvelan secuencias que son mas cortas que
ésta y que codifican uno o mas maédulos, o dominios enzimaticos, o elementos genéticos funcionales no codificantes
o codificantes (por ejemplo, elementos que controlan la expresion, la transcripcion, la traduccion, etc, de genes).

Por tanto, en lainve ncion se e xtiende a una mol écula de acid o nuc leico que c omprende u na s ecuencia de
nucleétidos seleccionada de SEC ID N°: 2, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34, 36, 38,40 y 44
(identificada por referencia a las posiciones de nucledétidos de inicio y fin en la SEC ID N°: 1 como se muestraen| a
Tabla 1) o una secuencia de nucleétidos que es complementaria a las mismas.

También se pr oporcionan moléculas de ac ido nucleico que comprenden secuencias de nucleétidos que pr esentan
una identidad de secuencia de al menos 85 % (preferentemente al menos 87 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95
%, 96 %, 97 %, 98 % 0 99 %) con una cualquiera de SEC ID N°: 2, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32,
34, 36, 38, 40 y 44 o una secuencia de nucleétidos que es complementaria a las mismas.

La invencién también se refiere a una molécula de acido nucleico que comprende una secuencia de nucleétidos que
codifica una o mas secuencias de aminoacidos seleccionadas de SEC ID N°: 3,7, 9, 11,13, 15,17, 19, 21, 23, 25,
27, 29, 31, 33, 35, 37, 39, 41 0 45 o una secuencia de nucleotidos que es complementaria a las mismas.

También se proporcionan moléculas de acido nucleico que com prenden secuencias de nucledtidos que codifican
una o m as se cuencias d e a minoacidos (e s decir po lipéptidos) q ue presentan un a i dentidad de s ecuencia de al
menos 85 % (preferentemente al menos 87 %, 87 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o 99
%) con una cualquiera de SEC ID N°: 3, 7, 9, 11, 13, 15, 17, 19,21, 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 39, 41 0 45 o una
secuencia de nucledtidos que es complementaria a las mismas.

En cada caso, la molécula de acido nucleico es un ge n biosintético o una ORF de BE-14106, como se define en el
presente documento.
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Lai dentidad de sec uencia de am inoacidos o de nucleétidos p uede ev aluarse medi ante cu alquier m étodo
conveniente. Sin em bargo, para determinar e | gra do de i dentidad de sec uencia entre sec uencias, son uti les
programas informaticos que realizan alineamientos multiples de secuencias, por ejemplo, Clustal W (Thompson, J. D
et al.,, 1994, “CLUST AL W: Improving the sensitivity of pr ogressive multiple sequence alignment through se quence
weighting, position-specific gap penalties and weight matrix Choice”. Nucleic Acids Res 22: 467 3-4680). Para esta
finalidad, también son utiles programas que comparan y alinean pares de secuencias, como ALIGN (E. Myers y W.
Miller, 1988, “Optical Alignments in Linear Space”, CABIOS 4: 11-17), FASTA (W.R. Pearson y D.J. Lipman, 1988,
“Improved tools for biological sequence analysis”, PNAS 85:2444-2448, y W.R. Pearson, 1990, “Rapid and sensitive
sequence comparison with FASTP and FASTA “Methods in Enzymology 183:63-98) y BLAST con huecos (Altschull,
S.F., etal., 1997, “Gapped BLAST and PSI-BLAST: a new generation of protein database search programs”. Nucleic
Acids Res. 25: 3389-3402). Ademas, el servidor Dali en el European Bioinformatics In stitute ofrece alineamientos
basados e n e structuras de secuencias de proteinas (H olm, 1993, J. o f Mol. Biolo gy, 233: 1 23-38; Holm, 19 95,
Trends in Biochemical Sciences, 20: 478-480; Holm, 1998, Nucleic Acid Research, 26: 316-9).

Por ejem plo, la ide ntidad d e secu encias de n ucleétidos pue de d eterminarse usando el programa BestF it del
Genetics Computer Group (GCG) Versién 10 del Paquete Informético de la Universidad de Wisconsin. El programa
usa el algoritmo de homologia local de Smith y Waterman con los valores por defecto: p enalizacién por creacién de
huecos = 50, pen alizacion p or ext ension d e huec os = 3, promed io d e empar ejamiento = 10.000, p romediod e
emparejamiento erroneo = -9.000.

Las secuencias de n ucleétidos de acuerdo con | a invencion pueden presentar una id entidad de secuenciade al
menos 85 %, 87 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % 099 % conla SEC N°: 1y dichas
secuencias codifican o s on complementarias a un a secuencia que codifica alguna o todas las proteinas que estan
implicadas en la biosintesis de la molécula BE-14106. Las secuencias de nucledtidos que cumplen los criterios de %
dei dentidad de s ecuencia defi nidos enel pres ente doc umento pue den co nsiderarse ¢ omo secu encias
“sustancialmente idénticas”.

Un aspecto adicional de la invencion proporciona polipéptidos codificados por una molécula de acido nucleico de la
invencién, como se define en el presente documento.

Como se h aindicado anteriormente, la S EC ID N°: 1 codi fica div ersas proteinas o polipéptidos y como tal est e
aspecto de la invencion proporciona un polipéptido que comprende:

(a) todas las secuencias de aminoacidos como se muestra en una cualquiera o mas de las SEC ID N°: 3,7, 9,
11,13, 15,17, 19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 39, 41 0 45;

(b) todas las secuencias de amin oacidos que tienen una ide ntidad de secuencia de al menos 85 % con una
cualquiera o mas de las SEC IDN®: 3,7, 9, 11, 13,15, 17, 19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37,39,410 45 en
las que dicho polipéptido tiene una actividad funcional en la sintesis de BE-14106.

En particular la secuencia de aminoacidos puede presentar una identidad de secuencia de al menos 87 %, 90 %, 91
%, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %,98 % 0 99 % con el polipéptido de una cualquiera de las SEC ID Nos, 3, 7,
9, 11,13, 15, 17,19, 21,23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 39,41 045 en | a que dicho polipéptido tiene una actividad
funcional en la sintesis de BE-14106.

Las s ecuencias de ami noacidos ( polipéptido) q ue c umplen con | os criterios de % de id entidad d e secuencia o
similitud del presente documento se consideran como “sustancialmente idénticas”.

El polipéptido de la i nvencién puede ser un polipéptido aislado, purificado o sintetizado. El término “poli péptido” se
usa en el presente documento para incluir cualquier secuencia de aminoacidos de dos 0 mas aminoacidos, es decir,
se incluyen péptidos de longitudes tanto cortas como mas largas (es decir, polipéptidos o proteinas).

Anteriormente se mencionan programas que determinan la identidad de s ecuencia de aminoacidos, por ejemplo, la
identidad de s ecuencia o similitud de aminoacidos puede determinarse usando el programa BestFit del Genetic s
Computer Gro up (GCG) Ver sié6n 1 0, pa quete inform atico de la  Universidad de W isconsin. El pro grama usa el
algoritmo de homologia de local de Smith y Waterman con los va lores por defecto: p enalizacién por creacidon de
hueco -8, penalizacion por e xtensiond e hu eco= 2, promediod e emp arejamiento = 2,9 12, prom ediod e
emparejamiento erréneo = -2,003. Una “parte” de la secuencia de aminoacidos de una cualquiera de las SEC ID Nos
3,5,7,9,11,13,15,1 7,19, 21, 23, 25,2 7, 29, 31, 33, 35, 37, 39,41, 43 0 45 (0 una secuencia “sustancialmente
idéntica” como se d efine anteriormente) puede comprender al menos 20, 30, 40, 50, 70, 100, 150, 200, 30 0, 400,
500, 1.000, 2.000, 5.000 o 10.000 aminoacidos contiguos.

El pol ipéptido es funcio nalmente activo de acuerd o c on las defi niciones dadas a nteriormente, por ejemplo, e s
enzimaticamente activo o tie ne una actividad funcional reguladora o trans portadora en la biosintesis BE-14106 o un
derivado de BE-14106. Una parte de un polipéptido puede corresponder a, o comprender, un dominio o sitio activo o
un modulo como se indica anteriormente.
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Las secuencias de nuc leétidos y polipéptidos de | a invencion se han caracterizado y se han identificado diversas
regiones funcionales en las mismas. En el prese nte documento se desv elan “partes” que corresponden a al men os
un moédulo o d ominio enzimatico, o elemento genético funcional no codificante o ¢ odificante. La siguiente Tabla 2
muestra las re giones funcionales identificadas con los pro ductos de trad uccién de las ORF identificados en la SEC
ID N° 1 que codifican enzimas PKS.

Tabla 2
Limites de dominio en las proteinas PKS BE-14016
BecA (SEC ID N° 5)
Molécula Proteina BecA, 5582 aa
Caracteristicas de la molécula:
Tipo Inicio  Fin Nombre Descripcion
REGION 17 436 KSq Dominio similar a KS, médulo de carga
REGION 543 858 ATO Dominio AT, médulo de carga, propionato
REGION 933 1004 ACPO Dominio ACP, médulo de carga
REGION 1027 1450 KS1 Dominio KS, médulo 1
REGION 1561 1879 AT1 Dominio AT, acetato, modulo 1
REGION 1892 2095 DH1 Dominio DH, médulo 1
REGION 2415 2662 KRf1 Dominio KR, mdédulo 1
REGION 2698 2771 ACP1 Dominio ACP, médulo 1
REGION 2795 3220 KS2 Dominio KS, moédulo 2
REGION 3331 3649 AT2 Dominio AT, acetato, médulo 2

REGION 3663 3868 DH2 Dominio DH2, médulo 2
REGION 4189 4435 KR2 Dominio KR, médulo 2
REGION 4472 4545 ACP2 Dominio ACP, médulo 2

REGION 4572 4995 KSx Dominio KS, médulo 3
REGION 5103 5416 ATx Dominio AT, acetato, médulo 3
BecB(SEC ID N° 13)

Molécula: Proteina BecB, 3527 aa

Caracteristicas de la molécula:

Tipo Inicio  Fin Nombre Descripcion

REGION 10 90 ACP1 Dominio ACP, modulo 1
REGION 112 537 KS2 Dominio KS, médulo 2
REGION 645 961 AT2 Dominio AT, acetato, médulo 2
REGION 975 1169 DH2 Dominio DH, médulo 2
REGION 1424 1672 KR2 Dominio KR, médulo 2
REGION 1709 1782 ACP2 Dominio ACP, modulo 2
REGION 1801 2225 KS3 Dominio KS, moédulo 3
REGION 2332 2651 AT3 Dominio AT, propionato, médulo 3
REGION 2665 2865 DH3 Dominio DH, médulo 3
REGION 3132 3374 KR3 Dominio KR, médulo 3

REGION 3411 3485 ACP3 Dominio ACP, médulo 3

BecC (SEC ID N° 9)

Molécula: Proteina BecC, 694 aa

Caracteristicas de la molécula:

Tipo Inicio  Fin  Nombre Descripcion

REGION 346 600 KR Dominio KR, médulo 3

REGION 615 689 ACP Dominio ACP, médulo 3

BecD (SEC ID N° 29)

Molécula: Proteina BecD, 3372 aa

Caracteristicas de la molécula:

Tipo Inicio  Fin Nombre Descripcion

REGION 38 447 KS4 Dominio KS, médulo 4
REGION 561 861 AT4 Dominio AT, acetato, médulo 4
REGION 875 1070 DH4 Dominio DH, médulo 4
REGION 1321 1570 KR4 Dominio KR, médulo 4
REGION 1586 1659 ACP4 Dominio ACP, modulo 4
REGION 1678 2089 KS5 Dominio KS, modulo 5
REGION 2173 2466 AT5 Dominio AT, acetato, médulo 5

REGION 2480 2672 DH5 Dominio DH, médulo 5
REGIQN 2934 3178 KRS Dominio KR, médulo 5
REGION 3217 3290 ACP5 Dominio ACP, médulo 5
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BecE (SEC ID N° 37)

Molécula: Proteina BecE, 1631 aa

Caracteristicas de la molécula:

Tipo Inicio  Fin Nombre Descripcion

REGION 34 445 KS6 Dominio KS, médulo 6

REGION 529 822 AT6 Dominio AT, acetato, médulo 6

REGION 836 984 DHG6i Dominio DH, médulo 6, delecion C-term, probablemente inactiva

REGION 1201 1448 KR®6 Dominio KR, médulo 6
REGION 1476 1550 ACP6 Dominio ACP, médulo 6

BecF (SEC ID N° 35)

Molécula: Proteina BecF, 3377 aa

Caracteristicas de la molécula:

Tipo Inicio  Fin Nombre Descripcion

REGION 37 447 KS7 Dominio KS, médulo 7

REGION 558 864  AT7 Dominio AT, propionato, médulo 7
REGION 878 1079 DH7 Dominio DH, médulo 7

REGION 1341 1585 KR7 Dominio KR, mddulo 7

REGION 1618 1691 ACP7 Dominio ACP, modulo 7

REGION 1710 2121 KS8 Dominio KS, moédulo 8

REGION 2203 2496 ATS8 Dominio AT, acetato, médulo 8

REGION 2510 2702 DHS8 Dominio DH, médulo 8
REGION 2944 3186 KRS8 Dominio KR, médulo 8
REGION 3221 3294 ACPS8 Dominio ACP, médulo 8

BecG (SEC ID N° 33)

Molécula: Proteina BecG, 1986 aa

Caracteristicas de la molécula:

Tipo Inicio  Fin Nombre Descripcion

REGION 35 445  KS9 Dominio KS, médulo 9
REGION 553 847 AT9 Dominio AT, acetato, médulo 9
REGION 861 1066 DH9 Dominio DH, médulo 9
REGION 1341 1586 KR9 Dominio KR, médulo 9
REGION 1616 1690 ACP9 Dominio ACP, modulo 9
REGION 1767 1986 TE Dominio TE

La ruta de la biosintesis de BE-14106 se ha aclarado de la siguiente manera y se muestra en las Figuras 2A y 2B.

La biosintesis de BE-14106 comienza con el ensamblaje de una fraccién acilo C17-C25 por las proteinas BecA (que
tiene la secuencia SEC ID N°: 5 y esta codificada por la SEC ID N°: 4) y BecC (que tiene la secuencia SEC ID N°: 9y
se codifica por la SEC ID N°: 8) de 1 unidad de propionato y 2 de acetato (Figura 2A). El dominio KR en BecC es
mas pr obablemente inactivo, dej ando un grupo carboniloen el C19 dela cadena de pol icétido sintetiza da. La
biosintesis de este aminoacilo iniciador contindia con la activacién de la glicina mediante el domi nio de adenilacion
NRPS distinto BecL (que tiene la secuencia de SEC ID N°: 21 y esté codificada por la SEC ID N°: 20) y la carga de la
glicina activada sobre |a proteina transportadora peptidilo distinta BecS ( que tiene la secuencia de SEC ID N°: 19 y
esta codificada por la SEC ID N°: 18). S e piensa que BecU (que tiene la secuencia de SEC ID N°: 11 y se codifica
porla SECI| D N° 10) m edia lainteraccion entre el ACP de B ecC y B ecS, acerc ando e ntre si los sustratos .
Presumiblemente, la D- aminoacido oxidasa Becl ¢ ataliza la desaminacion o xidativa de la glicina, li berando
amoniaco, qu e constitu ye un ataq ue n ucledfiloene | carbonilo C- 17 par adar un gru po C-1 7 imino, q ue
posteriormente se reduc e a un grupo amino. La ultim a reduccién s upuestamente c onduce ala o xidacion del a
cadena acilo y a la migracion de d obles enlaces. La BecQ tioesterasa (que tiene la secuencia de SEC ID N°: 41 y
esta codificada porla SEC ID N°: 4 0) libera | a cadena aminoacilo del comp lejo B ecC-BecU-BecS, dando como
resultado la formacién de un aminoacil-acido carboxilico. La supuesta acil-CoA ligasa, BecJ (que tiene la secuencia
de SEC ID N°: 15 vy est4 co dificada por | a SEC ID N°:  14), se supo ne que i nactiva aminoac il-4cido carb oxilico
resultante a tr avés d e la ad enilacion y posterior ligamiento con la C oA, hacie ndo q ue | a aminoacil-CoA sea un
sustrato ace ptable para |la aciltransferasa Beck (que tiene la s ecuencia de SEC ID N°: 17 y esta c odificada por la
SEC ID N° 16 ). Una aci Iltransferasa Beck distinta tra nsfiere la ¢ adena amin oacilo activada al dominio ACP e n el
moédulo 1 en BecB PKS, que tiene la secuencia de SEC ID N°: 13 y esta codificada por la SEC ID N°: 12. La ultima
PKS carece de todos | os dominios en el médulo 1 excepto para la AC P (médulo de carga d e la Figura 2 B). Los
moédulos 2 y 3 (mddulos 1 y 2 enla F igura 2B) de BecB alar gan la fraccion ami noacilo de C1 7 con 1 uni dad de
acetato y 1 de propionato (C16-15y C14-C13), respectivamente.

Después, la cadena en crecimiento pasa a BecD, que tiene la secuencia SEC ID N°: 29 y esta codificada por la SEC
ID N°: 28, para prolongacion y modificacion adicional, BecD que contiene los médulos 4 y 5 (mdédulos 3 y 4 enla
Figura 2B), que alargan la cadena con 2 unidades de acetato (C12-11y C10-9).
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Después, la cadena pasa a B ecE que tiene la secuencia SEC ID N° 37 y esta codificada por la SEC ID N°: 36. E |
moédulo 6 (modulo 4 en la Figura 2B) de PKS BecE alarga la cadena con una unidad de acetato (C8-7). El hecho de
que el dominio DH en este mddulo esté inactivado es responsable de la aparicion del grupo C-9 hidroxi. (Se piensa
que el dominio DH contiene una delecién en la regién C-terminal que elimina la actividad).

Después, la cadena pasa a BecF que tiene la secuencia SEC ID N°: 35 y esta codificada por la SEC ID N°: 34. Los
mddulos 7 y 8 (mddulos 6 y 7 en la Figura 2B) de PKS BecF alargan la cadena con una unidad de propionato (C6-5)
y una de acetato (C4-3), respectivamente.

Después, la cadena pasa a BecG que tiene la secuencia SEC ID N°: 33 y esta codificada por la SEC ID N°: 32. E |
moddulo 9 (mddulo 8 en la Figura 2B) de PKS BecG extiende la cadena con una unidad de acetato y el domino TE de
BecG es resp onsable de la hidrdlisis de | e nlace tioéster y de la |l iberaciéon d e la ¢ adena d el p olicétido ami nada
completa de la PKS. Esto c ausa la ciclacion del anillo de macrolactama, probablemente con la ayuda del supuesto
homologo de la prolina iminopeptidasa BecP (que tiene la secuencia SEC ID N°: 31 y esta codificada por la SEC ID
N°: 30). La biosintesis se completa mediante la P450 monooxigenasa BecO (que tiene la secuencia SEC ID N°: 27 y
esta codificada por la SEC ID N°: 26), que hidroxila 8-desoxi BE-14106 en C-8.

En la biosintesis de BE-14106 no puede definirse ningun papel claro para BecT (que tiene la s ecuencia SEC ID N°:
39 y esta codificada por la SEC ID N°: 38). BecR (que tiene la secuencia SEC ID N°: 43 y esta codificada por la SEC
ID N°: 42) no esta implicada en la biosintesis de BE-14106, demostrado por el experimento de inactivaciéon de genes
(Ejemplo 10).

Las proteinas que se piensa que estan implicadas en la regulacion de la ruta incluyen la proteina BecH de tipo LuxR
(que tiene la secuencia SEC ID N°: 3 y esta codificada por la SEC ID N°: 2) y el regulador BecM de tipo TetR (que
tiene la secuencia SEC ID N°: 23 y esta codificada por la SEC ID N°: 22).

Se piensa que la bomba de salida BecN de tipo MFS (que tiene la secuencia SEC ID N°: 25 y esta codificada por la
SEC ID N°: 24) es la responsable de la salida/resistencia de BE-14106.

Las secuencias de nucleétidos de la presente invenciéon proporcionan importantes herramientas e informacién que
pueden utilizarse en diversas formas para manipular la biosintesis de BE-14106, para sintetizar nuevos derivados o
analogos de BE-14106 o nuevas moléculas o estructuras de macrolactama y proporcionar maquinaria biosintética de
PKS nuev a o modificada parala biosintesis de d ichas nuevas mol éculas o estructuras de m acrolactama. Por
magquinaria biosintética PKS se entiende un grupo de proteinas (por ejemplo, codificadas por un gr upo de genes)
que comprende una o mas PKS que pueden informar un complejo de proteinas, un conjunto o ensamblaje, que es
funcional en la sintesis de policétidos, pero que no esta n ecesariamente limitada s olo a la pres encia de enzimas o
dominios enzimaticos PKS, y que pueden contener también otra s actividades funcionales, por ejem plo, otras
proteinas enzi maticas (por ejemplo, modifi cadoras) o fu ncionales tran sportadoras o regul adoras). Las protein as
codificadas p orel grupo de ge nes puede por ta nto ¢ onsiderarse co mo u n “siste ma e nzimatico” o “com plejo
enzimatico” o “sistema de proteinas” o “com plejo de proteinas” sin implicar necesariamente que las proteinas en el
sistema estén fisicamente asociadas de ningin modo. Estan asociadas “funcionalmente” en el se ntido de constituir
la maquinaria biosintética para BE-14106. Como alternativa puede denominarse “sistema biosintético” o “c omplejo
biosintético” o “ensamblaje”.

Por tanto, por ejemplo, todo el grupo de genes biosintético o maquinaria biosintética o un constituyente enzimatico o
un com plejo e nzimatico d e BE-14106, como se proporciona en el presente documento, o u na parte del mismo,
puede someterse a m odificaciéon. La modificacion se realiza modificando uno o m as genes u ORF en el grupo de
genes par a pr oducir la mo dificaciéon de u na o mas prot einas o p éptidos codific ados (por ejem plo, enzimas o
médulos, o dominios enziméticos, o secuencias funcionales dentro de la proteina/péptido o enzima codificados). Por
tanto, la actividad enzimatica puede alterarse o inactiv arse para d ar como resultado la modificacion en la moléc ula
(por ejemplo, estructura de macrol actama) que se sintetiza. Dicha maq uinaria biosintética NRPS-PKS modificada o
derivatizada p uede p or tanto usarse para sintetizar fracciones d e macrolactama nuevas o m odificadas, como s e
describira con mas detalle a continuacién. En esta situacion, el grupo de genes biosintético o complejo enzimatico o
grupos de enzimas de BE- 14106 pr oporcionados en e | pr esente doc umento puede func ionar co mo sistema o
secuencia “originario” o “molde” o “fuente” o para la modificacion. Por tanto, la maquinaria biosintética de NRPS-PKS
puede verse como un sistema biosintético NRPS-PKS o “sistema NRPS-PKS”.

Como se describe con mas detalle a continuacion, en una re alizaciéon la modificacién del grupo de genes puede
tener lugar in situ. En otras palabras, el grupo de genes enddgeno que esta c ontenido en un microorganismo que
produce BE-14106 puede modificarse, por ejemplo por reemplazo de genes o inactivacién de genes. Por tanto, el
grupo de genes nativo, tal como se produce de manera natura en un microorganismo, puede modificarse. Aunque la
expresion rec ombinante d e un a m oléculad e acido nucleico dela invencién es una p osibilidad (es d ecir, | a
introduccién d e la mol écula de acido nucleico en una c élula h ospedadora (por e€j emplo una ¢ élula h ospedadora
heterdloga) y el cultivo (o crecimiento) de esa célula hospedadora en condiciones que permitan expresar la molécula
de acido nucleico y que se produzca la molécula de macrolactama (es decir, condiciones que permitan la expresion
del producto de la molécula de acido nucleico para sintetizar la molécula de macrolactama), es menos preferida. En
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dicho sistema de expresion recombinante, la molécula de acido nucleico puede someterse a modific acion antes de
introducirse en la célula hospedadora y expresarse.

De acuerdo con la invencién y como s e describe adicionalmente ma s ad elante, | as partes n o fu ncionales ( por
ejemplo, partes no biolégicamente activas, por ejemplo, partes no codificantes) de dicho sistema (es decir, el grupo
de genes o complejo de proteina o ensamblaje o m aquinaria biosintética) pueden utilizarse como un “armazén”, y
dejar las p artes no mod ificadas y func ionales (por e jemplo, secu encias qu e cod ifican partes enzimaticas) q ue
pueden mod ificarse p ara producir el sistema NRPS-PKS derivado o modificado. En re alizaciones pr eferidas so6lo
puede modificarse una uUnica region (por ejemplo, enzimatica), médulo o dominio funcional seleccionado, o algunas,
dejando la secuencia o estructura restante en gran parte intacta

Dentro de | am bito de la invencion se incluyen policétido sintasas recombinantes o sintéticas u otras e nzimas y
complejos o si stemas qu e c ontienen dic has enzimas, u otras protein as de | a maq uinaria bi osintética, es dec ir,
enzimas o proteinas o complejos o sistemas procedentes del armazon codificado por el grupo de genes biosintético
de BE-14 106 que se mo difican para cambiar las pro piedades de al menos una proteina codificada por el grupo de
genes biosintético de BE-14106.

Por ej emplo, dich a mod ificaciéon podria incluir sec uencias qu e cod ifiquen una o mas uni dades fu ncionales (po r
ejemplo, médulos o dominios o incluso genes /ORF en su totalidad) procedentes de otras enzimas modulares. Como
alternativa, dicha m odificacién p odria intro ducir secu encias q ue cod ifiquen una o mas u nidades funci onales
procedentes del grupo de g enes biosintético BE-14106 pero que se en cuentren en u na localizacion diferente en la
secuencia de origen n atural. La mod ificacion tamb ién puede ser u na modificac i6n que dé com oresultadol a
inactivacion o de lecién d e un dominio, modulo, enzima u otra u nidad func ional cod ificada enla maq uinaria
biosintética BE-14106.

Dichas unidades funcionales pue den s er c ataliticas o un dominio de p roteina trans portadora o re guladora. Para
realizar dichas manipulaciones, las secuencias que se usan pueden proceder de la molécula de acido nucleico de la
invencion, o | as secuencias apropiadas que codifican dominios pueden proceder de moléculas de nucledtidos que
codifican otra s enzimas qu e sintetiz an p olicétidos, enz imas qu e sintetiz an p éptidos, enzimas q ue sintetiz an
policétidos péptidos hibridos, enzimas que s intetizan acidos grasos, u otros domi nios e nzimaticos conocidos en | a
técnica.

Por tanto, en u n sentido muy general, la presente invencién proporciona el uso d e las moléculas de acido nucleico
de la invencidon como se define en el presente documento en la preparacion de un grupo de genes biosintético de
BE-14106 modificado, de la maquinaria biosintética codificada (o sistem a proteico) y de las mol éculas modificadas
resultantes que se sintetizan de las mismas.

La secuencia de nucledétidos de las mo léculas de acido nucleico de la invencion pueden utilizarse de este modo de
acuerdo con la presente invencién de una manera al azar o dirigida o disefiada, por ejemplo, para obtener y ensayar
una estructura particular predeterminada o pre-disefiada, o para crear moléculas al azar, por ejemplo bibliotecas de
estructuras de policétidos, por ejemplo, para explorar.

Por molécula de BE-14106 o derivado de BE-14106 modificado se entiende que la estructura quimica de BE-14106
se ha cam biado con r especto ala qu e se representaen la F igura 1. Dichas mo dificaciones p ueden alter ar | as
propiedades funcio nales de BE-14106, de tal manera que la inte nsidad o la fuerza d e la moléc ula (por ej emplo,
efectos citotd xicos o activi dad antipr oliferativa) se pot encia o red uce, por ej emplo, o pue den influ enciaren| a
toxicidad, so lubilidad, farmac ocinética, afi nidad sel ectiva con res pecto a u na diana ( o di anas) ce lularu otra s
propiedades del compuesto.

Como alternativa, las modificaciones descritas en el presente documento pueden usarse para cambiar la manera en
la que se transporta la molécula BE-14106 o se regula su biosintesis.

En el presente documento se describe un grupo de genes biosintético nuevo o modificado, incluyendo la maquinaria
biosintética codificada las proteinas constituyentes o el sistema de proteinas y las moléculas modificadas resultantes
que s e sintetizan a partir del mismo. En e | prese nte d ocumento tam bién se d escriben células en las que se ha
introducido un grupo de genes biosintético o células que contienen o comprenden dicho grupo de genes biosintético
modificado o la maquinaria biosintética codificada modificada.

Los genes o elementos genéticos que pueden modificarse no solo incluyen los genes o las ORF de PKS reales (que
codifican BecA, BecB, BecC, BecD, Be cE, BecF, BecG) o los mddulos indivi duales o sus dominios, sino tam bién
genes u ORF que codifican otras enzimas o proteinas funcionales implicadas en la biosintesis de BE-14106 (por
ejemplo que codifican BecU, Becl, BecP, BecJ, BecK, BecS , BeclL, BecO, BecT , BecQ) y transporte (por e jemplo
que codifican BecN) o reg ulacién (por ej emplo que codifican BecH, BecM), todos los cuales se denominan en el
presente documento en su conjunto “genes biosintéticos de BE-14106".
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Con relacion alos genes de PKS reales, como se descr  ibira con mas detalle mas adelant e, éstos pueden
modificarse para cambiar la naturaleza de un dominio de médulo de carga que determina la naturaleza de la unidad
iniciadora, el nimero de mé dulos, | a naturaleza del extendedor, asi como las divers as actividades deshidratasa,
reductasa y sintasa que determinan la estructura de la cadena del policétido.

Por tanto, por ejemplo, el nGmero de m 6dulos de una enzima PKS pu ede aumentarse o disminuirse, por ej emplo,
pueden delecionarse uno o mas modulos de una enzima PKS; los dom inios KS, DH y/o KR de una enzima PK S
pueden d elecionarse, in activarse o intro ducirse (p or ejemplo del mismo gende PKS o d e otro gen de PKS), un
dominio AT de una enzim a PKS puede modificarse para alter ar su especificidad por una unid ad iniciador a o
extendedora; el dominio KS® de BecA (SEC ID N° 4/5) puede modificarse (por ejemplo inactivarse) para alterar la
naturaleza de la unidad iniciadora que constituira parte de la cadena lateral.

El cambio de especificidad de la BecO hidroxilasa puede posibilitar la hidroxilacién en los atomos de carbono de BE-
14106 (o sus analogos) distintos de C-8.

Ademas de la modificacion de las enzimas NRPS o PKS para cambiar la naturaleza de las moléculas sintetizadas,
las mo léculas de acido nucleico de la inv encidén tam bién p ueden utilizarse para ma nipular o fac ilitar el proceso
biosintético, por ejemplo, extendiendo el intervalo del hospedador o aumentado la eficiencia del rendimiento o de la
produccién etc.

Para permitir la expresion recombinante de una molécula de acido nucleico de la invencion, la invencion contempla
un vector, por ejemplo un vector de clonacion o e xpresién, que comprende el aci do nucleico de la invencién y una
célula hospedadora que contiene dicha molécula.

En | a pr actica, la m odificacion p uede r ealizarse v entajosamente m anipulando | a sec uencia del grupo de genes
biosintético de BE-14106 in situ en una célula (que puede considerarse en el presente documento como “una célula
hospedadora”) por ejemp lo para alterar la secuencia de nucleétidos q ue cod ifica un a activid ad en zimatica, para
inactivar o modificar esa activida d o para introd ucir una actividad. Pu eden generarse construcci ones gen éticas
apropiadas q ue co ntengan s ecuencias q ue teng an las m odificaciones necesarias q ue van aintroducirse en |l a
secuencia del grupo de genes biosintético de BE-14106 (por ejemplo en la SEC ID N° 1) como las contenidas en una
molécula de acido nucleico enddgena (en otras palabras una m olécula de ac ido nucleico contenida en | a célula
hospedadora). La introduccion de un vector (por ejemplo, un plasmido) con esta secuencia en la célula hospedadora
apropiada puede realizarse después. Finalmente, esto c onduce a | a integracién de la secue ncia modificada en el
grupo de genes (por ejemplo dentro del genoma de la célula hospedadora) cerca de la parte c orrespondiente (por
ejemplo enddgena o de origen natural) del grupo de genes biosintético mediante recombinacién homéloga. Después
de un seg undo eve nto de r ecombinacion, la parte enddgena de | gru po de g enes s e reemp laza p or la vers i6n
modificada y el vector se elimina.

La célula hospedadora mod ificada resultante conte ndra por lo ta nto un grupo de genes biosintético de BE-14106
modificado, q ue cod ifica u n sistema en zimatico BE- 14106 modific ado. La ma quinaria bios intética BE-14 106
modificada por tanto sintetiza una molécula BE-14106 modificada.

Como se ha indicado anteriormente, el grupo de genes que se modifica puede ser el grupo de genes nativo que esta
presente de manera natural en una célula hospedadora ( microorganismo) qu e produce BE-14 106 (y por ta nto se
modifica un ac ido nucleico nativo o un a molécula de acido nucleico endégena). Menos prefere ntemente, pero a un
dentro e n la presente inv encion, la molécula de acido nucleico de lain vencién pu ede introducirse e n la célula
hospedadora antes de la modificacién. Como alternativa, la molécula de acido nucleico se introduce en la célula
hospedadora después de la modificacion. Por tanto, puede modificarse una molécula de acido nucleico exdgena.

Dado qu e | ainvenciéon proporciona | a sec uencia d el grupo d e ge nes de BE-14106 de | ongitud c ompleta, esta
estrategia de reemplazo de gen es es de aplic acion gen eral para m odificar el grupo de genes de BE-14106. L a
estrategia puede usarse, por ejemplo, para delecionar una parte del grupo de g enes, para i ntroducir actividades o
sustituir actividades encontradas dentro de las moléculas en la s ecuencia nativa o d e tipo si lvestre. L a estrategia
requiere el conocimiento de la secuencia del grupo de genes pero para realizar la manipulacion no se requiere que
todo el grupo de genes esté necesariamente aislado de una célula hospedadora.

Por tanto, e n un as pecto adicional la presente i nvencion prop orciona un métod o p ara prep arar una molécula de
acido nucleico que codifique una maquinaria biosintética BE-14106 NRPS-PKS modificada (o un sistema BE-14106
NRPS-PKS modificado), comprendiendo dicho método modificar una molécula de acido nucleico de la invencion que
codifique dicha maquinaria biosintética BE-14106 NRPS-PKS (o un sistema BE-14106 NRPS-PKS modificado).

La molécula de acido nucleico se m odifica modificando su secuencia, y mas p articularmente la molécula de acido
nucleico puede modificarse introduciendo, mutando, delecionando, reemplazando o i nactivando una secuencia que
codifique una o mas actividades (o proteinas) codificadas por dicha molécula de acido nucleico. Por tanto, pueden
modificarse una o mas s ecuencias qu e codifiquen actividades enzimaticas u otras actividades fu ncionales. Dicha
modificacién da como resultado una molécula de acido nucleico que codifica una maquinaria biosintética BE-14106
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NRPS-PKS (o un sistema BE-14106 NRPS-PKS) que tiene la funcién o la actividad o las propiedades alteradas en
comparacioén con la ma quinaria biosintética BE-14106 NRPS-PKS nativa o de tipo silv estre (o siste ma BE-141 06
NRPS-PKS). Por tanto, la maquinaria biosintética modificada (0 s istema NRPS-P KS) puede t eneruna o mas
actividades e nzimaticas alt eradas o mo dificadas y pu ede dar como r esultado la si ntesis de u na molécul a (por
ejemplo, una molécula de policétido o de macrolactama) que es distinta (o diferente a) de la molécula sintetizada a
partir de la m aquinaria biosintética (o sistema NRPS-PKS) nativa (es decir, no modificada). Como alternativa, como
se ha indicado anteriormente, la modificacion de la maquinaria biosintética puede dar como resultado una mejora en
el proceso biosintético, por ejemplo, un rendimiento aumentado, etc.

El acido nucleico que se modifica puede estar contenido dentro de una célula u organismo, que puede ser la célula u
organismo usado p ara | a pr oduccién de | a moléc ula de ma crolactama que si ntetiza la maq uinaria biosi ntética
modificada.

Como se ha indicado anteriormente, la molécula de acido nucleico que se modifica puede ser ventajosamente la
molécula de acido nucleico que esta presente enddégenamente (o naturalmente) en un organismo que produce BE-
14106. Por tanto, el méto do de la invencion puede implicar modificar in situ una molécula de acido nucleico nativa
(mas partic ularmente mo dificando la sec uencia d e u na mol écula d e aci do nucleico) de ntrod e unac élula u
organismo (generalmente una célula microbiana o un microorganismo) que produce BE-14106. La molécula de acido
nucleico es o representa el grupo de gen es biosintético BE-14106 o una parte d el mismo y puede por tanto v erse
como una molécula de acido nucleico que codifique la maquinaria biosintética de BE-14106 o el sistema BE-14106
NRPS-PKS o una parte del mismo.

Diversos microorganismos difere ntes pu eden prod ucir BE-14 106 vy ad icionalmente se s abe que al gunos
microorganismos p ueden pr oducir d erivados d e or igen natur al de BE-14106t ales como derivado 8-d esoxy
(Takahashi et al., citados anteriormente). La referencia a un grupo de genes BE-14106 o maquinaria biosintética (o
sistema NRPS-PKS, etc.) pretende incluir grupos de genes o maquinaria biosintética, etc. que produzcan no solo la
propia BE-14106 sino también derivados de origen natural tales como el derivado 8-desoxy (denominado GT32-B).

La invencién p roporciona a dicionalmente un métod o para prep arar una maquinaria biosintética B E-14106 NR PS-
PKS modifica da (o un siste ma BE-141 06 NRPS-PKS modific ado), c omprendiendo dicho méto do prep arar un a
molécula de a cido nucl eico como se defi ne anteriormente y e xpresar dich a molécula de acid o nucleico en un
microorganismo. Esto pued e realiz arse mo dificando sim plemente | a mol écula de ac ido nucl eico contenidaen | a
célula, como se ha descrito anteriormente, y permitiendo que la célula crezca en condiciones en las que se exprese
la molécula de acido nucleico modificada. Por tanto, p or ejemplo, la molécula de acido nucleico nativa en la célula
puede modificarse in situ y se puede dejar que la célula crezca.

En el presente documento se describe una maquinaria biosintética BE-14106 NRPS-PKS modificada (o sistema BE-
14106 NRPS-PKS modificado) obtenida mediante dicho método.

Lai nvencién tambi én proporciona u n método par a pre pararun a mol écula de macro lactama mod ificada,
comprendiendo dich o méto do pre parar una mo lécula de aci do n ucleico mod ificadacom os ehad efinido
anteriormente, y expresar dicha molécula de acido nucleico en un microorganismo.

Generalmente hablando, la molécula de acido nucleico se expresara en una célula hospedadora en condiciones en
las qu e la m aquinaria biosintética modificada p ueda e xpresarse. Como se ha i ndicado anteriormente, esto pue de
realizarse i ntroduciendo la m olécula de &cido nucleico en una cé lula ho spedadora, pe ro gen eralmente la “célu la
hospedadora” sera la célula u organismo en el que la molécula de acido nucleico esté presente de manera natural o
endoégena y en la que se modifique la molécula de acido nucleico. La célula hospedadora crecera o se cultivara en
condiciones que permitan que se e xprese la molécula de acido nucleico y la m aquinaria biosintética modificada, y
que se sintetice la molécula producida a partir de la maquinaria biosintética.

Por tanto, la molécula de acido nuc leico pue de e xpresarse e n cua lquier cél ula hospedadora deseada, p ero
preferentemente se expresar a en la cé lula o microorganismo del cual procede (o del ¢ ual puede proceder) y en el
que la molécula esté presente de manera natural (no modificada).

El método de la invencién para preparar una molécula de macrolactama modificada puede incluir la etapa adicional
de rec uperar ( por e jemplo ai slar o pur ificar) la m olécula, por ejemplo, del medio de cultivo, en elquese ha
desarrollado la célu la h ospedadora, o de la cél ula h ospedadora. Por tanto, un a moléc ula de macrol actama
modificada obtenida por dicho método también se describe en el presente documento.

En el pres ente docume nto también se desc ribe una célula o microorg anismo que ¢ ontiene una molécula de acido
nucleico que codific a una maquinar ia biosinté tica BE- 14106 NRPS-PKS (0os istema BE-14106 NRPS-PKS
modificado) obtenida me diante un métod o como se define anteriormente en el presente doc umento. La cé lula o
microorganismo puede contener una maquinaria biosintética BE-14106 NRPS-PKS modificada (o sistema BE-14106
NRPS-PKS modificado) obtenida mediante un método como se ha definido anteriormente.
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La invencion también puede proporcionar una célula hospedadora que contenga una molécula de acido nucleico de
la invencidn, en la que dicha molécula se ha introducido en una célula hospedadora heteréloga.

A modo de ejemplo representativo, se contempla que dichas manipulaciones del grupo de genes puedan realizarse
con el objetivo de generar una molécula BE-14106 modificada en la que se introduce un grupo hidroxilo en una o
mas cual quiera de | as posiciones C-2, 3,4,7,11, 13,15,17,21 y 23 de BE- 14106 o u n derivado o v ersion
modificada del mismo. Esto puede realizarse inactivando o delecionando el dominio (o dominios) DH apropiado en el
grupo de genes biosintético BE-14106. De acuerdo con la ruta biosintética proporcionada en el presente documento
podrian realizarse las siguientes modificaciones:

Tabla 3
Posicion en la que se introduce un grupo OH | Dominio DH a inactivar/delecionarse
3 dominio DH médulo 9 BecG
5 dominio DH médulo 8 BecF
7 dominio DH médulo 7 BecF
11 dominio DH médulo 5 BecD
13 dominio DH mdédulo 4 BecD
15 dominio DH médulo 3 BecB
17 dominio DH médulo 2 BecB
23 dominio DH maédulo 1 BecA

Ademas, o como alternativa, se contempla que dichas manipulaciones del grupo de genes puedan realizarse con el
objetivo de generar una molécula BE-14016 modificada en la que se introduce un grupo oxo (ceto) en una cualquiera
0 mas de las posiciones C-2, 3,4,7, 9,11, 13, 15, 17,21 y 23 de BE-14106 una versién derivada o modificada del
mismo. Esto p uede re alizarse in activando o de lecionando el dominio (o dominios) KR apropiado en el grupo de
genes b iosintético BE-14106. De acuerdo con | a ruta biosintética propuesta en el pr esente documento podri an
realizarse las siguientes modificaciones:

Tabla 4
Posicion en la que se introduce un grupo oxo | Dominio KR a inactivar/delecionar
3 dominio KR médulo 9 BecG
5 dominio KR médulo 8 BecF
7 dominio KR modulo 7 BecF
11 dominio KR médulo 5 BecD
13 dominio KR médulo 4 BecD
15 dominio KR médulo 3 BecB
17 dominio KR maédulo 2 BecB
23 dominio KR médulo 1 BecA

Por tanto, puede producirse un analogo de BE-14106 modificando los genes/proteina de la ruta biosintética de BE-
14106. U n a nalogo de B E-14106 del ainv encion incluye un a m olécula que c omprende una mod ificacién
seleccionada de una cualquiera o mas del grupo que comprende 3-, 5-, 7-, 11-, 13-, 15-, 17- 0 23-hidroxi BE-14106 o
3-, 5-, 7-, 9-, 11-, 13-, 15-, 17- 0 23-oxo BE-14106 o combinaciones de las mismas o un analogo que comprende una
combinacion de un grupo 8-desoxi con una o mas m odificaciones s eleccionadas de la intro duccion de u n grupo
hidroxi u oxo en cualquiera de las posiciones 3,5, 7, 11, 13, 15, 17 0 23 0 un grupo oxo en la posicién 9. En la tabla 5
se muestra un a sel eccién d e las estructuras de dic hos analogos y m édulos r epresentativos de B E-14106 que
requieren la inactivacion para generar dichos analogos.
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Tabla 5 — Analogos de BE-14106 que pueden producirse después de maodificar por ingenieria genética los genes de
la policétido sintasa

Estructura Mutacién
Nombre
(s)
BE-14106 ninguna
8-desoxi
BE-14106 BeCO
(1)17-
hidroxi BE- (gel-::zB)
14106
(2) 15-
hidroxi BE- (ge'fé)
14106
(3) 3-oxo KR9
BE-14106 (BecG)

16
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Estructura Mutacién

Nombre
(s)
(4) 3-
hidroxi BE- (gel;l%)
14106
(5) 11-oxo0 KR5
BE-14106 (BecD)
(6) 11-
hidroxi BE- (é);'g)
14106
(7) 17-oxo0 KR2
BE-14106 (BecB)
(8) 15-oxo KR3
BE-14106 (BecB)
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Estructura Mutacién

(s)

Nombre
(9) 7-oxo
KR7
BE-14106 (BecF)
(10) 7-
hidroxi BE- DH7
14106 (BecF)
(11) 13-
hidroxi BE- DH4
14106 (BecD)
(12) 13-
oxo BE- KR4
14106 (BecD)
(13) 9-oxo
KR6
BE-14106 (BecE)
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Ademas de, o como una alternativa a las modificaciones anteriores, la cadena lateral C20-C25 puede acortarse por
deleciéon de las regiones de ADN en tod o el mod ulo (0 mod ulos) q ue cod ifican becA de la PKS BecA. Como
alternativa, una o mas mol éculas d e BecA pued en delecionarse p ara a cortar la ca dena later al. Por ejemplo, | a
delecién de un modulo entero de BecA puede acortar la cadena lateral.

Ademas de, o como una alter nativa a las modificaciones anteriores, uno o mas de los mé dulos de PKS (por ejemplo
de B ecA, Bec B, BecD, Bec E, BecF , BecG) pue den d elecionarse p ara pro ducir a ndlogos que te ngan anillo de
macrolactama que tengan menos miembros (por ejemplo anillos de 18-, 16-, 14-, 12-, 10- y 8- miembros).

Como se muestraen la T abla 5, y ademas de o como un a alternativa a otras modificaciones descritas o tabuladas
anteriormente, BecO puede inactivarse o delecionarse para eliminar el grupo hidroxilo en la posicion 8.

Otras modificaciones que pueden realizarse ademas de o como alternativa a las modifi caciones anteriores incluyen
la sustituc ion del c arbonilo C-1 d e BE-14 106 c on tio-c arbonilo ( C=S) o carb oxamida (C= NH) par a aume ntar | a
estabilidad d e la mol écula ( por ej emplo c ontra | a de gradacién p or pr oteasas ala quela BE-14106 p uede ser
susceptible debido a la simi litud del enlace —N-C=0 en BE-141 06 con un enlace peptidico); la glucosilacién de BE-
14106 o d e una molécula BE-14106 modificada, por e jemplo con fracciones de mo nosacaridos; la acilacion de los
grupos hidroxilo libres, y la reduccion del doble enlace C21-C22 que esta en la cadena lateral de BE-14106.

Las protein as reguladoras pueden sobre expresarse para aumentar la produccién d e la mol écula sintetizada, p or
ejemplo BE-141060 un derivado o analogo de la misma.

Como tal, se proporciona un método para producir un grupo de genes biosintético de BE-14106 modificado, en el
que en la molécula de acido nucleico de la invencion, como se define en el presente documento, se realizan una o
mas de las modificaciones expuestas anteriormente. Co nvenientemente, dich as modificaciones pueden re alizarse
llevando a cabo reemplazo de genes en una célula hospedadora que contenga endégenamente la molécula de acido
nucleico de la invencion.

Por “reemplazo de genes” se entiende cualquier método en el que un gen o una ORF o parte d e los mismos (por
ejemplo un médulo, un dominio u otra unidad funcional), tal como se encuentra en la molécula de acido nucleico de
la invencioén, se reemplaza eficazmente con, o se su stituye por, una v ersion modificada de los mismos. La version
modificada de los mismos puede ser una en la que el gen o la ORF o porcién o parte d e los mismos (por ejemplo la
secuencia que codifica la proteina o péptido o dominio o médulo de los mismos) se cambia o altera (por ejemplo se
muta tal c omo por s ustitucion, delecién o insercion de uno o mas r estos de nucleétidos). Dichos cambios d arian
como resultado cambios en la actividad del polipéptido codificado, pero también incluirian cambios que dan como
resultado una o mas proteinas o p olipéptidos o d ominios 0 médulos de los mismos que se d elecionan o i nactivan.
Preferentemente, la version modificada es una en la que la secuencia que codifica dicha proteina o polipéptido o uno
0 mas modulos o dominios de la misma se inactiva o deleciona.

Debe observarse que el método no re quiere que todo e | gen u ORF esté fisicamente retirado y reemplazado, sino
que alguna parte, o toda la s ecuencia, tal como se encuentra en la mo lécula de acido nucleico de la invencion, se
reemplaza con una version modificada de los mismos.

Los reemplazos de genes pueden realizarse de acuerdo con técnicas conocidas en la materia (vé ase, por ejemplo,
Sekurova et al., 1999 FEMS Microbiol. Lett., 177, 297-304).

Una cél ula h ospedadora ( por €j emplo u n microorganismo) q ue c ontiene endégenamente la m olécula de ac ido
nucleico de la invencion se somete prefer entemente a m odificacion de |a molécula de acido nucleico, por ejem plo,
por reemplazo de genes, para cambiar o alterar el grupo de genes biosintético BE-14106 que esta presente en dicha
célula hospedadora. Un a c élula hospedadora co ntiene en dégenamente | a m olécula de acido n ucleico del a
invencion si dicha molécula de acido nucleico de la invencién se encuentra normalmente en esa célula hospedadora
o si se produce de manera natural en esta célula hospedadora (es decir, la molécula de acido nucleico esta presente
en el material genético de la célula hospedadora). En otras palabras, la molécula de acido nucleico de la invencién
no esta presente en la célula hospedadora simplemente en virtud de haberse introducido (por ejemplo, transfectado
o transferido) en la célula hospedadora, por ejemplo, en una molécula de ADN recombinante tal como un plasmido.

Si una célula hospedadora contiene o no la molécula de acido nucleico de la presente invencion puede averiguarse
determinando si la célula hospedadora puede sintetizar BE-14106 o un derivado de la misma. C omo alternativa o
adicionalmente, puede n rea lizarse técnic as genétic as pa ra ana lizar | as secuenc ias d e las mol éculas de aci do
nucleico presentes en lac élula hospedadora (p or ej emplo P CR, T ransferencia de Souther n y otras técnic as
convencionales conocidas en la materi a). Dichas téc nicas genéticas pueden usarse para determinar si la moléc ula
de &cido nucleico esta presente endégenamente.

La cél ula hos pedadora p arasuusoe nlos métodosd e lainv encién puede ser ¢ ualquier c élula u orga nismo,

procariota o eucariota, que se desee, pero generalmente sera un microorganismo particularmente una bacteria. Mas
particularmente, la célula hospedadora sera un actinomiceto.
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Las células h ospedadoras preferi das incl uyen cepas d e Streptomyces, que cont engan de ma nera pr eferida,
enddégenamente la mo Iécula de acido nucleico de la invencion. Un ejemplo adecuado es la ce pa espi-A14106 de
Streptomyces (FERMP-11378, como se denomina en el documento JP4001179). La nueva cepa aislada nombrada
anteriormente, de la cual se secuencio el grupo de genes (aislado MP28-13), depositada en la DSMZ con el nimero
de depdsito DSM21069, es particularmente preferida.

Ademas, se d escribe un mé todo p ara producir un polipéptido mo dificado c odificado por e | sistem a enz imatico
biosintético BE-14106, en e | que u n grupo de ge nes biosintético BE-14 106 mod ificado obtenible por | os métodos
descritos anteriormente, se e xpresa en una célula hospedadora. Una vez realizadas las modificaciones apropiadas
en el grupo de genes biosintético BE-14106, por ej emplo mediante los métodos expuestos anteriormente, la cé lula
hospedadora puede crecer o cultivarse en condiciones que permitan la expresién de los polipéptidos o proteinas del
grupo de genes modificado para producir el polipéptido (o polipéptidos) biosintético BE-14106 modificado.

Como tal, | a c élula h ospedadora mo dificada qu e conti ene el gr upo de gen es bi osintético BE-1 4106 modific ado
expresaba los poli péptidos y las proteinas codificados por el grupo de genes y esto permitira la pr oducciéon de un
polipéptido o una proteina modificados, asi como de las otras proteinas codificadas por el grupo de genes. Como
resultado de | a presencia de uno o mas poli péptidos o proteinas mo dificados en la maqu inaria bi osintética, la s
propiedades d e la ma quinaria bi osintética para BE-1 4106 camb iaran. Depe ndiendodelan aturalezad el a
modificacién (o modificaciones) que se ha realizado en el grupo de genes biosintético BE-14106, las propiedades de
los polipéptidos, proteinas y enzimas codificados seran diferentes a las del tipo silvestre.

Para la mayoria de los propdésitos, sera suficiente la produccion de la maquinaria biosintética BE-14106 dentro de la
célula. Como alternativa, las proteinas que constituyen la maquinaria biosintética BE-14106 pueden purificarse de la
célula en la que se expresan.

En el pres ente docume nto tambié n se desv ela un polipéptido co dificado por la mol écula de aci do nucleico de la
invencidn que se ha modificado como se describe anteriormente.

También se proporciona un método de produccién de una mo lécula BE-14106 mod ificada. De acuerdo con este
método, u n g rupo d e g enes biosi ntético BE-141 06 m odificado s e prepara me diante | os méto dos d escritos
anteriormente y se expresa en una célula hospedadora. Esto puede realizarse desarrollando o cultivando una célula
hospedadora en|a que esté pres ente un grup o d e g enes biosintético BE-14106 modific ado pre parado por los
métodos descritos anteriormente, en condiciones que permitan la expresion de los polipéptidos, proteinas y enzimas
codificados por el gr upo de genes biosintético BE-14 106 modificado. La célula contendra por tanto la ma quinaria
biosintética ne cesaria par a | a biosintesis de la m olécula BE-14106 m odificada y se producira la sintesis d e esta
molécula.

El método puede comprender adicionalmente la etapa de recuperar, por ejemplo, aislar o purificar la molécula BE-
14106 m odificada. Esta puede aislarse o purificarse del medio de cultivo celular en el que se ha transportado o
secretado si fuera apr opiado, o de otra manera, de | a célula hospedadora en la q ue se ha inc luido. Por tanto, po r
ejemplo, | as c élulas d el or ganismo de produccion p ueden reco gerse, p or ejem plo, po r centrifug acién, y p ueden
extraerse, p or ejemp lo, co nuno o m as disolv entes or ganicos (por ejemplo, meta nol u otros al coholes). Las
moléculas pueden recuperarse de dic ho extracto, p or e jemplo, por precipitacion. La purificacién a dicionalde un
producto en bruto obt enido de esta ma nera p uede i ncluir, p or ej emplo, cromato grafia, por ej emplo, HPL C
(Cromatografia liquida de alto rendimiento, High Performance Liquid Chromatography).

Para posibilitar la realizacion practica de la invencién de acuerdo con los principios anteriores, la invencion también
proporciona una célula hospedadora heteréloga que contiene la molécula de acido nucleico como se define en el
presente documento. En el presente documento también se desvela una célula que contiene una molécula de acido
nucleico de la invenciéon modificada como se define anteriormente.

En g eneral, los métod os de la inv encidon pueden re alizarse e n ¢ ualquier cé lula hospedadora q ue contengal a
molécula de acido nucleico de la inve ncién, preferentemente células hospedadoras que contengan endégenamente
la mol écula. Como se ha indic ado ant eriormente, la s célul as hos pedadoras pr eferidas inc luyen cél ulas d e
Streptomyces spp. Las cé lulas mas prefer idas so n cél ulas de Streptomyces que tie nen | as caract eristicas d e
resistencia a antibiéticos y sensibilidad expuestas en la Tabla 6.

En una r ealizacion altamente preferida, los métodos se r ealizan usando la nu eva cepa de Streptomyces MP28-13
depositada con el nimero DSM21069 en la DSMZ) o un mutante o una cepa modificada de la misma que produce
BE-14106 o un derivado del mismo.

También se d esvela u n microorganismo, particularmente u na bacteria y especialmente una Streptomyces, que
puede obtenerse mediante los métodos descritos en el presente documento.
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Un importante aspecto de la i nvencion también proporciona una ce pa de Streptomyces depositada con el nim ero
DSMZ 21069 en la D SMZ, o un mutante o una ce pa modificada de la misma que produce BE-14106 o un derivado
del mismo.

Puede o bservarse q ue | os métodos de | a inve ncién d an como r esultado la pr oduccion de mo léculas de acido
nucleico derivadas, procedentes de las moléculas de acido nucleico de la invencién definidas anteriormente.

La molécula de acido nucleico derivada puede formarse in situ en c élulas hospedadoras o micro organismos en los
que estan incluidas las moléculas de acido nucleico no modificadas. Como alternativa, pueden formarse en células
hospedadoras en las que se introducen las moléculas de acido nucleico. Dichos microorganismos “modificados” que
contienen las moléculas de acido nucleico derivadas o modificadas de acuerdo con la pres ente invenciéon pueden
usarse para f ormar b ibliotecas, por ejemplo, bibliotecas de policétidos o m oléculas bas adas en pol icétidos o
macrolactama en las q ue | os miembr os de la b iblioteca se sintetiz an por maq uinarias b iosintéticas BE-141 06
modificadas o sistemas NR PS-PKS proce dentes d el sis tema BE-141 06 de ori gen n atural pr oporcionados e n el
presente documento. Gen eralmente, much os miembros de estas bibliotecas p ueden ser, en si mis mos, nu evos
compuestos. Por tanto, los m étodos pueden dirigirse para la preparacién de un compuesto individual. EI compuesto
puede ser n uevo o no, per o el métod o de preparacion p ermite un méto do mas conv eniente para prepararlo. L os
compuestos resultantes (por ejemplo policétidos) pueden modificarse adicionalmente, por ejemplo, para convertirlos
en mo léculas adicionalmente activas, por ejemplo antibidticos, por ejemplo por glucosilacion. En el pr esente
documento se desvel an mét odos p ara rec uperar nuev os compuestos con activi dades desea das e xplorando las
bibliotecas.

Las bibliotecas o formas modificadas individuales, finalmente de moléculas basadas en policétidos, o macrolactama,
pueden generarse modificando el grupo de genes BE-14106 NRPS-PKS de tal manera que las proteinas producidas
por el grupo tengan actividades alteradas en uno o mas aspectos, y produzcan por tanto compuestos distintos del
producto natural del sistema NRPS-PKS codificado por el grupo de genes (es decir BE-14106). Por t anto, pueden
prepararse n uevos comp uestos, o en gen eral pr epararse compu estos mas facilme nte, usan do e ste método.

Proporcionando una gran cantidad de genes o grupos de genes diferentes procedentes del grupo de genes BE-
14106 de origen natural, cada uno de |l os cuales se ha modificado de una manera diferente del grupo nativo, puede
producirse eficazmente una biblioteca combinatoria de compuestos como resultado de las multiples variaciones de
estas actividades. Las s ecuencias codificantes de NRPS-PKS modificadas y la maquinar ia/sistema de biosintesis
desvelados en el presente documento representan por tanto secuencias codificantes y maquinaria o sistemas d e
enzimas/proteinas “procedentes de” una maquinaria o sistema biosintético BE-14106 NRPS-PKS de origen natural.

Por una maquinaria biosintética o si stema NRPS-PKS “procedente de” la maqu inaria biosintética B E-14106 se
entiende una magquinaria biosintética o sistema NRPS-PKS en el que al menos una actividad enzimatica o funcional
esta mutad a, del ecionada, i nactivada o r eemplazada, para alterar la actividad. La a lteraciéon se produce c uando
estas activi dades esta n d elecionadas o reemp lazadas por una v ersion difer ente de la activ idad, o simp lemente
mutadas d e tal manera q ue se obtien e un compu esto (por ej emplo u n polic étido o macrolactama ) distinto de |
producto natural de estas actividades colectivas. Esto ocurre porque ha habido una alteracion resultante de la unidad
iniciadora y/o unidad extendedora y/o de la estereoquimica y/o del resultado de la longitud o ciclacién de la cadena
y/o del ciclo reductor o d e de shidrataciéon en una p osicion correspondiente en el comp uesto del producto. Cuando
una actividad delecionada se reemplaza, el origen de la actividad del reemplazo puede provenir de una actividad
correspondiente en una NRPS o policétido sintasa diferente de origen natural o de una regién diferente del mismo
sistema/maquinaria NRPS-PKS.

La m odificacion o m anipulacion del NRPS- PKS modular puede implicar truncami ento, por ejemplo, deleciéon de
genes o dominios o modulos o translocacién, adicion o inactivacién de dominios/genes/médulos, que puede implicar
insercion o delecion. Como alternativa, en la secuencia de nucleétidos de la parte s eleccionada (por ejemplo en un
gen/dominio/mddulo, etc.) pueden realizarse modificaciones al azar o dirigidas (es decir mutaciones).

Ventajosamente, una m aquinaria biosintética o sistem a NRPS-PKS “procedente de” la maquinaria o sistema BE-
14106 contiene al menos un dominio de ade nilacién de NRPSy al menos dos modulos de un a enzima PKS y
opcionalmente pued e conte ner mutacio nes, deleciones o reemplazos de una o mas d e las activi dades de estos

dominios o médulos funcionales de tal manera que se altere la naturaleza del com puesto resultante. Esta definicion
se aplica a niveles tanto proteicos como genéticos. Las realizaciones particulares preferidas incluyen aquellas en las
que una KS, AT, KR o D H se hainactivado o delecionado o r eemplazado por una version de la actividad de una
maquinaria o sistema PKS/NRPS diferente o de otra localizacion dentro la misma magquinaria o sistema NRPS-PKS.
También se pr efieren derivados en los que al menos una actividad e nzimatica del ciclo de n o cond ensacion (por
ejemplo KR o DH) se ha delecionado o e n la qu e cualquiera de estas actividades se ha mutad o para cambiar el
compuesto final sintetizado.

Por tanto, hay cinco grados de liber tad para construir una maquinaria o sistema biosintético PKS en cuanto al
compuesto que se producira. En prim er lugar, la longitud de la cad ena del policétido se determinara mediante el
numero de médulos en la m aquinaria o sistema. En se gundo lugar, la naturaleza del esqu eleto de carbono del
policétido se determinara a través de las especificidades de las acil transferasas que determinan la naturaleza de las
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unidades extendedoras en cada posicién, por ejemplo, malonilo, metil malonilo o etil malonilo, etc. En tercer lugar, la
especificidad del dominio de carga también tendra un efecto sobre el esqueleto de carbono resultante del policétido.
Por tanto, e | d ominio d e carga p uede usarse como una unidad iniciadora diferente, tal como acetilo, propionilo y
similar. En cuarto lugar, el estado de oxidacion en diversas posiciones del policétido |o determinara las p orciones
deshidratasa y reductasa de los médulos. Esto determinara la presencia y localizacién de acetona, alcohol, enlaces
dobles o sencillos en el policétido.

Finalmente, la estereoquimica del policétido resultante es una funcién de diversos aspectos de |a sintasa. El primer
aspecto se relaciona con la especificidad AT/KS asociada con maloilos sustituid os como unidades extendedoras,
que afecta a la ester eoquimica so lamente cua ndo e | ciclo r eductor desa parece o cua ndo co ntiene s olo u na
cetorreductasa dado qu e la desh idratasa p odria anu lar la quiralidad. En segundo lugar, la esp ecificidad de la
cetorreductasa determinara la quiralidad de cualquier 3-OH.

Modificando | a PKS impl icada en la biosintesis de aminoacilo “i niciador”, el com puesto qu e se produce p uede
alterarse.

Por tanto, la maquinar ia modificada del sistema NRPS -PKS puede permitir si ntetizar una amplia variedad d e
compuestos.

El tamafio del producto sintetizado puede variar modificando el nimero de médulos.

Los pr oductos de p olicétido/macrolactama de lam aquinaria biosintética m odificada pueden mod fificarse
adicionalmente, por ej emplo, por gl ucosilacién u otra d erivatizacién, p ara pr esentar o mejor ar la actividad, p or
ejemplo, actividad antibiética. Los m étodos para la glucosilacién de policétidos son generalmente conocidos en la
técnica; la glucosilacion puede efectuarse intracelularmente proporcionando las enzimas de glucosilacion apropiadas
o puede efectuarse in vitro usando medios sintéticos quimicos.

Para obtener moléculas de acido nucleico que codifiquen una variedad de derivados (o analogos) del sistema BE -
14106 NRPS-PKS de origen natural, y por tanto una variedad de compuestos basados en policétidos macrolactama,
pueden o btenerse d iversas construcciones des eadas “m ezclandoy emparejando” p orciones codificantes de | a
actividad enzimatica y p ueden intro ducirse modificaciones en la moléc ula d e acid o n ucleico hos pedadora nativ a/
grupo de genes o porciones de los mismos.

Las mutaciones pueden realizarse en las s ecuencias nativas usando técnicas convencionales. Los sustratos para la
mutacion puede ser un grupo de genes entero o solamente uno o dos de los mismos; el sustrato para la mutacion
también puede ser porciones de uno o mas de estos genes. Las técnicas para la mutacion son muy conocidas en la
materia y se describen en la bibliografia. Dichas técnicas incluyen la preparacion de oligonucleétidos sintéticos que
incluyen la m utacién (o0 mu taciones) e in sercion d e | a secu encia m utadae ne | gen usa ndo d igestiéon ¢ on
endonucleasas de restricci 6n. Com o alternativa, las mutaciones pu eden efectu arse us ando un ceb ador co n
emparejamiento err6 neo (g eneralmente d e 15-3 0 nucledtidos de longitud) q ue se hibrida co nla s ecuenciad e
nucledtidos nativa, a una temperatura por debajo de la temperatura de fusion, del duplex desemparejado. El cebador
puede realizarse especificamente manteniendo la longitud del cebador y la composicion de bases dentro de limites
relativamente estrechos y manteniendo la base mutante centralmente loc alizada. L a e xtension del c ebador se
efectiia usando ADN pol imerasa, el pro ducto clonado y los clones que contienen el ADN mutad o, obtenidos por
segregacion de la ¢ adena e xtendida del ¢ ebador, se leccionarse. L a té cnica tam bién es ap licable para generar
multiples muta ciones p untuales. La m utagénesis por P CR también e ncontrara us o p ara efectu ar las mutacio nes
deseadas.

Los vectores usados para realizar las diversas operaciones para reemplazar la actividad enzimatica en los genes u
ORF hosp edadores, o p ara suportar muta ciones e n estas regiones de los genes u ORF hosp edadores, pu eden
seleccionarse para g ue c ontengan secu encias de c ontrol u nidas operativamente a la s secu encias codificantes
resultantes de manera q ue en el h ospedador pu eda efe ctuarse la e xpresion de las secuencias c odificantes. Sin
embargo, también pueden usarse vectores de clonacion sencillos.

A continuacion se describira la invencién con mas detalle en los siguientes ejemplos no limitantes con referencia a
los dibujos en los que:

La Figura 1 muestra la estructura quimica del antibiético macrolactama BE-14106;
La Figura 2A muestra el inicio propuesto de la ruta biosintética para BE-14106;
La Figura 2B muestra el fin propuesto de la biosintesis de BE-14106.

Ejemplo 1 — Caracterizacion del aislado MP28-13 (cepa de Streptomyces DSM 21069)

En medio de crecimiento agar ISP2 (Dif co, Estados U nidos): el miceli o sustrato es am arillo palido, el mismo col or
que las placas de agar ISP2. El micelio aéreo es blanco y las esporas son casi blancas, solo ligeramente verduzcas.
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En medio de crecimiento agar SFM (harina de soja, 20 g/l; manitol, 20 g/I; agar 20 g/l): El micelio sustrato es mas
beige que en ISP2, el micelio aéreo y las esporas son iguales que en ISP2.

El crecimiento en placas con ISP2 es visible después de 2 dias, pero | a esporulacion tarda aproximadamente 20
dias. La esporulaciéon es muy pobre en ambos medios.

Crecimiento en medios liquidos: crece bien en medio de crecimiento liquido TSB (Oxoid, RU), con agitaciéon a 225
rpm y perlas de vidrio (3 mm). Se necesitan 2 dias a 25 °C para obtener suficiente micelio.

Lacepacrecea20°C,25°C y 30 °C, au nque la temperatura 6 ptima es de aproximadamente 25°C. A 30°C la
esporulacion esta afectada.

En la SEC ID N°: 46 se muestra la secuencia génica del ARN 16S de la cepa DSM 21069 (aislado MP28-13).
La Tabla 6 muestra las caracteristicas de resistencia a antibiéticos de la cepa DSM 21069.

Tabla 6 Resistencia a antibiéticos

Antibiotico 5 pg/ml 10 pg/ml 20 pg/ml 50 pg/ml
Apramicina sensible sensible sensible sensible
Kanamicina sensible sensible sensible sensible
Neomicina sensible sensible sensible sensible
Rifamicina resistente resistente resistente sensi ble
Estreptomicina resistente resistente resistente resistente

Thiostrepton sensible sensible sensible sensible

Ejemplo 2 — Generacién de una sonda para el grupo de genes de biosintesis BE-14106

Se aisl6 ADN total de DSM 21069 (MP28-13) usando el Kit DNeasy Blood & T issue (QIAGEN). Los domi nios B-
cetoacil sintasa (KS) se amplificaron usando los cebadores degenerados KSMA-F (5-TS GCS ATG GAC CCS CAG
CAG-3' [SECID N°47])y  KSMB-R (5-CC SGT SCC GTG SGC C TC SAC-3'[SEC ID N°48])  descritos p or
Izumikawa et al. ((2003) Bioorg. Med. Ch em., 11, 340 1-3405). La mezcla de r eaccion de 50 pl contenia ADN tot al
aislado d e MP28-1 3 (10-2 0 ng), T ampdn de Re accion 1 x T hermoPol (Ne w Eng land Biola bs), 400 nM de cad a
cebador, 200 uM de cada dNTP y 2,5 U de Taq ADN Polimerasa (New England Biolabs). La reaccion se proceso a
95 °C durante 5 min, después 35 ciclos de 1 mina 95 °C, 1 min a 60 °Cy 2 min a 72 °C, y después una e xtension
final de 5 min a 72 °C.

La mezcl a de reaccio nde 50 pl se sometid aun a el ectroforesis en gel y el fragm ento de AD N resultante de
aproximadamente 700 pb se purificé usando el QIAEX Il Suspension (QIAGEN). El producto PCR purificado se clon6
en el vector pDrive (QIAGEN) en células EZ de E. coli usando el Kit de Clonacion por PCR de QIAGEN (QIAGEN).
ElI ADN plasm idico de | os transforma ntes se aisl6 us ando el Sistema de Purificacién de ADN W izard® Plus SV
Minipreps (Promega).

Se secuenciaron 8 plasmidos recombinantes usando los cebadores especificos de pDrive M13 directo (-20) (5° GTA
AAA CGACGGCCAGT I [SECIDN°4 9]) yM13inv erso (5 AAC AGC TAT GAC CAT G 3’ [SEC ID N° 50])
descritos en el Manual de Clonacién por PCR de QIAGEN (QIAGEN, 2 001). La secuenciacion se realizd usando el
Kit de Secuenciacion BigDye® Terminator v1.1 Cycle (Applied Biosystems). De las 8 secuencias obtenidas 5 fueron
diferentes entre si. La traduccion en secuencias de proteina y las busquedas BLAST dieron lugar a una coincidencia
para la PKS de tipo | para todas las secuencias (véase Tabla 7).

Las secuencias mas interesantes fueron la n® 1, 3, 6, 7 y 8. La secuencia n° 1 coincidié con una PKS implicada en la
biosintesis de meridamicina en S. violaceusniger (Sun et al., 2006 Microbiol., 152, 3507-3515). Las secuencias n° 3,
7, 8 dieron una coincidencia con LnmJ implicada en la biosintesis de leinamicina en S. atroolivaceus (Cheng et al.,
2003 Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 100, 3149- 3154). La sec uencian® 6 dio un a fuerte coinc idencia con Vin P1
implicada en | a biosintesis de la macro lactama vicenistatina en S.halstedii (Ogasawara et al., 2004 Chem. & Biol.,
11, 79-86) y también con AVES 2 implicada en la biosintesis del macrolido avermectina en S. avermitilis (lkeda et al.,
1999 Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 96, 9509-9514).

La secuencia n° 6 (SEC ID N°: 51) se s elecciond como una sonda para explorar la biblioteca genémica construida
para DSM 2 1069 (MP28-13). Se gen eré una sonda marcada con digoxigenina (DIG) u sando el Kit d e Sintesis de
Sondas PCR DIG (Roche Applied Science) y los cebadores M13 descritos anteriormente. El plasmido que contenia
la secuencia n® 6 se usé como un molde. La reaccion se proceso a 95 °C durante 3 min, después 30 ciclos de 45 s a
95°C, 1 mina 55°C y 3 min a 68 °C, y después una extension final de 7 min a 68 °C. El producto PCR resultante se
sometid a una electroforesis en gel y el fragmento de ADN se purificé con el QIAEX Il Suspensién (QIAGEN).
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Tabla 7. Secuenciacion de dominios KS amplificados por PCR de DSM 21069

Secuencia Acierto inicial Otros aciertos importantes

1 PKS de S. aizunensis PKS de S. violaceusniger/biosintesis del policétido
meridamicina

2,4 B-cetoacil sintasa de Clostridium sp. | PKS de Bacillus sp.

3,7,8 PKS de S. atroolivaceus/biosintesis PKS de Bacillus sp.

de leinamicina

5 PKS de Amycolatopsis orientalis PKS de S.violaceusnigeri/biosintesis del poliéter
nigericina

6 PKS de S.halstedii/biosintesis de PKS de S.halstedii/biosintesis de la macrolactama

(SEC ID N°51) | halstoctacosanolido vicenistatina y PKS de S.avermitilis/ biosintesis de
macrolactama avermectina

Ejemplo 3 — Optimizacién del procedimiento de conjugacion

Para establecer u n pr ocedimiento par a modificar g enéticamente la c epa DSM 21069 (MP 28-13), se ensaydla
conjugacion con la cepa ET 12567 de E. coli (pSOK804 + pUZ8002) (Sekurova et al., 2004, J. Bacteriol., 186, 1345-
1354) siguiendo el proc edimiento descrito por Flett et al. (1997 FEMS Microbiol. Lett., 155, 223- 229). Se realizaron
pocas modificaciones del procedimiento. El donante de E. coli se desarroll6 a una DOgqo de 0,4-0,5. Se us6 solo una
suspensién de esporas reciente de MP28-13 y la suspension de esporas se hizo con 2xYT (Sambrook et al., 2000
Molecular cloning: a lab oratory manual. Cold Spring Harbor Laboratory Press, Nueva York, NY). Las esporas y las
células donantes se mezclaron y se sedimentaron por centrifugacion, y el sedimento se resuspendié en un volumen
mas pequeio y se disemind sobre dos placas SFM. Las placas de conjugacion se incubaron 24 h antes de la adicion
de antibisticos (acido nalidixico 0,9 mg/ml y apramicina 1,5 mg/ml). La temperatura de incubacién y la temperatura y
tiempo d el cho que térmic o se modific aron para e ncontrar el éptimo. Se obtuvieron los mejores resu Iltados a un a
temperatura de incubacion de 25 °C y con un choque térmico a 50 °C durante 5 min.

Ejemplo 4 — Experimento de inactivacion de genes

La secuencia PKS n°6 de lacepa DSM 21069 (MP28-13) clonada en el vector pDrive se escindi6 del plasmido

usando enzimas de re striccion BamH | y Hind lll, y se ligd con el fr agmento BamH I/Hind 11l de 3,1 kb del vector

pSOK201 (Zotchev et al., 2000 Microbiol., 146, 611-619) y se transform6 en DH5a de E. coli. La nueva construccion
se verifico por analisis de restriccion y después se transformé en ET 12576 (pUZ8002) de E.coli. La construccion se
transfiri6 a DS M 21069 por conjugacion si guiendo e | pro cedimiento de scrito anteriormente. El frag mento Bam H
I/Hind 111 de 3,1 kb del vector pPSOK201 no contiene elementos genéticos necesarios para la replicacion auténoma en
Streptomyces. Por |o tanto, los transconjugantes solamente pueden obtenerse si esta parte del vector esta ligada
con un fragmento que tiene un alto nivel de homologia con el fragmento de ADN cromosémico en DSM 21069. Dicha
homologia permite con ducir la recom binaciéon ala integraciond eto doe | vector enl areg idon cromosémica
correspondiente. Silos frag mentos cl onados no conti enen co dones de inicio o d e terminacion del g en, d icha
integracion conducira a la alteracion génica, inactivando eficazmente las copias cromosomicas del gen.

Se obtuvo un solo transconjugante y se analizé para la produccion de BE-14106. No se observé produccion de BE-
14106, verificando que la secuencia n° 6 pertenecia al grupo de genes biosintético BE-14106.

Ejemplo 5 — Construccion de la biblioteca genémica

La biblioteca gendémica para DSM 21069 se construyé en el vector cés mido SuperCos 1 (Stratagen e) de ac uerdo
con las i nstrucciones de | fab ricante (Strata gene, 200 5). EI ADN ge noémico se ais 16 de DSM 2 1069 sigu iendo el
procedimiento de mezcla de Kirby (Kieser et al., 2000 Practical Streptomyces Genetics, The John Innes Foundation,
Norwich, Inglaterra.), se digirié parcialmente con Mbo | y se desfosforilé antes del ligamiento con SuperCos 1 tratado
con Xba |-, CIAP- y BamH |. Para la co nstruccion de la biblioteca se usé XL1-Blue MR de E. coli (Stratagene) como
hospedador.

Ejemplo 6 — Exploracion de la biblioteca genémica

La biblioteca se sembré e n placas de agar de Lur iana-Bertani (LB) (Cor ning® Low Profile Square BioAssay Dish)
que contenia 100 pg/ml de ampicilina para dar ~2000 colonias por placa. Se seleccionaron 2304 colonias usando un
Genetix QPixIl Colony Picker y se transfir ieron a 2 4 placas de 96 pocillos (Nunc) q ue contenian caldo LB y a 24
placas de 96 pocillos que contenian medio Hi+Ye Reducido (120 pul en cada pocillo). Las placas con los pocillos se
incubaron con agitacion (900 rpm) a 30 °C d urante una noche. Se afi adi6 glicerol a las 24 placas LB para dar una
concentracion final de 15 % (v/v) y después se conservaron a -80 °C.

El cultivo de las 24 placas con Hi+Ye Reducido se transfirié a 6 placas de 384 pocillos (Nunc) usando un sistema de
manipulacion de liquidos robético T ecan Genesis RSP 200 y des pués se estampd en un filtro ( estampados de 4
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copias) usando el Genetix Qpixll Colony Picker. El proceso se repitié 4 veces para dar 4 copias de filtros. Los filtros
se secaron durante 20 min en una campana estéril.

Los cultivos se lisaron colocando los filtros en un papel de filtro 3 MM Whatman saturado con SDS al 10 % durante 5
min. EI ADN se desnaturalizé colocando los filtros en papel de filiro 3 MM saturado con tampén NaOH/Cloruro (NaCl
1,5 M, NaOH 0,5 m) durante 10 min y se neutralizé con Tampén Tris/NacL (NaCl 3 M, Tris-Cl 1 M, pH 7,4) d urante
10 min. Finalmente los filtros se sumergieron en Tampdn 2X SSCP (2X SSC + Pirofosfato Sédico al 0,1 % (p/v) para
eliminar los restos de colonias y se hornearon a 80 °C durante 2 horas. Los filtros se conservaron a 4 °C hasta que
comenzo la hibridacion. La h ibridacion se r ealizé como se describe para el Sistem a DIG (Roche A pplied Science)
usando la sonda obtenida de DSM 21069. Exponiendo el filtro a una pelicula de rayos X, se identificaron 3 césmidos
candidatos y sus huéspedes correspondientes pudieron volver a sembrarse en estrias de las placas LB conservadas
a-80 °C.

ElI ADN cosmi do se ais 16 de cultivos de una noche usando el Sist ema de Purificaciéon de ADN W izard® Plus SV
Minipreps (Promega) y se secuencio hasta el final usando cebadores disefiados para las regiones de | os cosmidos
flanqueando el sitio de inserto (SuperCos_dir; GGC CGC AAT TAACCC TCA C 3’ [SEC ID N°52] y SuperCos_inv;
5" GGC CGC ATA CGA CTC AC 3’ [SEC ID N° 53]). La secuenciacion se realizd usando el Kit de Secuenciacién por
Ciclos BigDye® Terminator v1.1 (Applied Biosystems). En la Tabla 8 se dan los resultados.

Tabla 8: Secuenciacion final del césmido 1,2y 3
Césmido Cebador SuperCos_dir | Cebador SuperCos_inv
cosmido 1 | Biotina sintasa PKS (enlazador de dominio AT-DH)
cosmido 2 | PKS (dominio KS) PKS (dominio AT)
césmido 3 | Péptido deformilasa PKS (dominio DH)

Los resultados indican que el césmido 1 podria contener un extremo del grupo y el césmido 3 el otro extremo. Los 3
césmidos se ensayaron para observar si contenian cualquiera de las secuencias solapantes disefiando cebadores
para las secuencias finales y usando aquellos cebadores para la secuenciacion de los otros cosmidos. A partir de
estos resultados se Ilegd a la conclusion de que el césmido 2 y el cdsmido 3 se so lapaban, pero el cosmido 1 no
tenia ningun solapamiento con el césmido 2 y 3. Se disefiaron cebadores para la secuencia final del cebador directo
del cdsmido 2 para amplificar una nueva sonda para la parte ausente del grupo. Se generé una sonda marcada con
digoxigenina (DIG) usando el Kit de Sintesi s de Son das por PCR DIG (Roch e Applied Science) c on el c6smido 2
como molde. La reaccion se proces6 a 95 °C durante 5 min, después 35 ciclosde 1 mina95°C,1mina60°Cy 2
mina 72°C,y después una e xtension final de 5min a 72 °C. El pr oducto PCR r esultante se sometié auna
electroforesis en gel y el fragmento de ADN se purificd con el QIAEX Il Suspension ( QIAGEN). Para la hibridacion
con la nueva sonda se us6é uno de los filtros copiados y se identificaron 2 nuevos césmidos candidatos (césmido 4 y
5). Este proce so con sec uenciacion fi nal y sec uenciacion e n cruza do con | os otro s cosmidos s e repitio ys e
descubrid que el cosmido 4 se solapaba tanto con el cdsmido 1 como con el césmido 2.

Ejemplo 7 Verificacion de la funcion de BecA

Para verificar que el grupo de genes contenido en los cosmidos 1-4 era responsable de la produccién de BE-14106,
se realizé otro experimento de inactivacion de genes. Se amplificaron fragmentos de PKS del cdsmido 2 y 3 usando
un cebador césmido (SuperCos_dir [SEC ID N° 52] o Supe rCos_inv [SEC ID N° 53]) y un cebador degenerado para
el d ominio KS (KSMA-D [SE C ID N° 47] o KSMB-I [SEC ID N° 4 8]). Se o btuvo un fragmentode 1,2 kb parael
coésmido 2 y un fragmento de 3,8 kb para el cosmido 3. Ambos fragmentos se clonaron en pDrive y pSOK201 como
se ha descrito anteriormente y | a c onstruccion se tr ansfiri6 a MP2 8-13 por co njugacion. Para el fragmento del
césmido 2 sol amente se o btuvo un trans conjugante. Par a el fragment o del cdsmido 3 se obtuvier on div ersos
transconjugantes y se seleccionaron 6 para analisis posterior.

Tabla 9 Analisis de produccion de BE-14106 en mutantes knock-out

Produccion de BE-14106 en comparacion con el TS (%)

MP28-13 (TS) 100
cosmido 2 mutante 0

césmido 3 mutante 1 0,7
cosmido 3 mutante 2 0,9
cosmido 3 mutante 3 0,6
cosmido 3 mutante 4 0,6
cosmido 3 mutante 5 0,6
césmido 3 mutante 6 0,7

Basandose en los resulta dos de la sec uenciacién e n cr uzado de | os césmidos ye nlosd el e xperimentod e
inactivacion de genes, se secuenciaron los cosmidos 1, 2, 3y 4.

Ejemplo 8 — Produccién, purificacion e identificacion de BE-14106
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Cultivo de MP28-13

Preparacion de indculo convencional

Inéculo:

Incubacion:

Conservacion:

Esporas de una placa de agar se transfirieron a un matraz agita dor (250 ml, deflector) con 50 mi d e
medio T SB modific ado ¢ omplementado ¢ on gl ucosa (compos icion da daen la T abla 9). Para
aumentar las fuerzas de cizalla en el matraz agitador, se afiadieron 3 g de perlas de vidrio de 3 mm.
El cultivo seincubd a 25 °C durante 3 dias a 225 rpm ( incubadora agitadora d e Infors Multitron,
movimiento orbital, amplitud 2,5 cm).

Se afiadio glicerol al cultivo a una concentracion del 15 %. La mezcla se transfirié a cri oviales y se
conservo a -80 °C.

Preparacion del pre-cultivo para la produccién

Inéculo:

Incubacion:

1,5 ml de indculo convencional se transfirieron a un matraz agitador (250 ml, deflector) con 50 ml de
medio T SB modificado com plementado co n glucosa (composicién dadaen laTabla 10) y3 gde
perlas de vidrio de 3 mm.

El cultivo s e incubd a 2 5°C dura nte 2 d ias a 200 r pm (incub adora a gitadora d e Infors Multitro n
movimiento orbital, amplitud 2,5 cm).

Cultivo de produccion

Inéculo:

Incubacion:

3 ml de pre-cultivo para produccion se transfirieron a un matraz agitador (500 ml, deflector) con 100
ml de m edio BPS 0,3 x com plementado con glucosa (composicion dada enla Tabla11)y 5g de
perlas de vidrio de 3 mm.

El cultivo seincubéa 25° C durante 2 dias a2 00 rpm (incubadora agitadora d e Infors Multitron
movimiento orbital, amplitud 2,5 cm).

Composiciéon de medios usados para la produccion

Tabla 10 Composicién del medio TSB modificado complementado con glucosa
Compuesto Conc entracion (g/l)
Caldo de soja triptica | 18,5

Glucosa® 20

?Esterilizado en autoclave por separado

Tabla 11 Composicion del medio 0,3 x PBS complementado con glucosa

Compuesto Conc entracion (g/l)
Harina de avena 9,0

Extracto de malta 1,5

Extracto de levadura 0,9

MgSO4-7H20 0,12

NaCl 0,3

CaCOs 1,5

Almidon soluble 9,0

MOPS 11,1

Glucosa® 20

Solucién rojo fenol (10 mg/mi)*° 1,5

@Esterilizado en autoclave por separado.

®)Solucion rojo fenol 10 mg/ml, pH ajustado a 8,2 con NaOH.

Los componentes se afiadieron a agua pre-calentada y los componentes se hincharon durante 10 minutos antes de
esterilizar el medio e autoclave. El pH del medio se ajusté con HCI o NaOH después de la esterilizacion en autoclave
hasta obtener un color naranja lo que se producia a un pH = 7 cuando se usaba rojo fenol como indicador de pH.

Purificacién de BE-14106

Recogida y homogeneizacién de masa celular

La masa celular en el c ultivo de produccion se rec ogi6é p or centrifugacion y se liofilizé. El se dimento liofilizado se
homogeneiz6 con perlas de hierro magnéticas hasta obtener un sedimento fino.

Purificacién en bruto de BE-14106
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El sedimento celular liofilizado se e xtrajo con metanol 240 ml/g durante 1 hora. Se afadieron perlas de vidrio para
aumentar las fuerzas d e cizalla. El sedimento celular se re tiré por centrif ugacion seguido de filtraci 6n para eliminar
toda la mat eria ins oluble. Al sobre nadante transp arente se aii adié agu a ys e mantuvo e n hiel o dur ante
aproximadamente 30 min utos para precipitar el BE-14106. El precipitado se recogio por centrifugacion, se lavé con
agua para retirar el metanol restante y se liofilizé. El producto liofilizado representa un producto bruto.

Purificacién HPLC preparativa del producto bruto
El producto bruto se disolvié en DMSO vy la purificacion se realizé en una columna de fase inversa.

Método preparativo: BIOP PREP BE14106_KFD.M

Sistema HPLC: HPLC preparativa Serie Agilent 1100 con sistema de recogida de fraccion
Columna: PREP-C1 8, 10 um, 50x250 mm (PN410910)
Temperatura de la columna: Ambiente
Fase movil: acetato amonico 10 mM pH 4,0 (A) y metanol (B).

Tiempo % B

0,00 85

8,50 85

8,60 100

10,60 100

10,70 85

13,00 85

Flujo eluyente: 85 ml/min
Las fracciones se afadieron al 1 % de una solucion NH3 2 M y se conservaron a -20 °C.
Concentracion del producto en las fracciones HPLC preparativas

La mayor parte del metanol en |las fracciones se ev apordé en u n evaporador de vacio rotacional a 50 °C. La fase
acuosa restante que contenia BE-14106 se congeld para aumentar el pro ducto de precipitacién y el precipitado se
sedimento por centrifugacion. El sedimento se lavo con agua y se liofilizé para dar el producto final.

Andlisis LC-DAD TOF de BE-14106 purificado por HPLC preparativa
Calculo de pureza por LC-DAD-TOF

Después de la purificacion por LC pr eparativa, se o bservé que BE-14 106 constituia > 99 % de compuestos en la
muestra qu e se absor be a2 91 nm como se determina por UV y datos TOF. Se su pone que el c oeficientede
extincion de los contaminantes es el mismo que para BE-14106.

Datos TOF-MS de BE-14106

EI' T OF-MS p ermite obte ner una re presentacion gr afica LCT OF de BE-141 06 p urificado. A partir de esto,| a
proporcion m/z tedrica exacta (i6n negativo) de BE- 14106 (C27H73NO3) es de 422,2701. Esta m/z se observo con
precision aceptable y el pico 422 se correlaciona con el pico UV del heptano.

Método LCTOF: BIOP BE14106 SE.M

Columna: Zorbax Bonus-RP 2,1x50 mm, 3,5 mm (Agilent Technologies).
Fase mévil A: acetato de amonio 10 mM (Riedel-de-Haén Cat N°: 34674),
Fase movil B: acetonitrilo al 100 % superprado (Labscan UN1648)

Flujo: 0,3 ml/min

Temperatura de la columna: Ambiente

Tiempo %B

0,00 40
10,00 70
10,10 90
12,00 90
12,10 40
17,00 40

Parametros TOF-MS:
lonizacion API-ES negativa
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Gas de secado: 10 I/min

Presién del nebulizador: 40 psig
Temp. del gas de secado: 350 °C
Tension capilar: 3000 V
Fragmentador: 200 V

Ejemplo 9 — Caracterizacién de la actividad antifungica de la cepa DSM 21069

Se investigo la produccién de la actividad antifungica de la cepa DSM 21069, las co ndiciones de crecimiento de 25
°C en medio PM2 (Bredholt et. al, 2008, Marine Drugs, 6(1) pags. 12-24) durante 7 dias, produjo una fuerte actividad
antifangica. Después de la incubacion el m edio se sec6 y después se extrajo con DMSO. Después de la filtracion,
los e xtractos de DMSO s e usaron com o muestras e n un pr ocedimiento d e bi oensayo ro bético c on | as ce pas
CCUG3943 de Candida albicans y CCUG3942 de C. glabrata como organismos indicadores. La Ultima cepa tenia un
alto nivel de resistencia contra antibiéticos de polieno, mientras que la cepa de C. albicans era sensible a polienos.
El medio usado en el bioensayos fue AM 19(B) (peptona 9,4 g/l [Oxoid], extracto de levadura 4,7 g/l [Oxoi], extracto
de carne 2,4 g/l [Difco], glucosa 10 g/l [BDH], agua destilada).

Las muestras de los extractos de DMSO c on bioactividad interesante se fraccionaron usando un sistema de HPLC
de la s erie Agilent 1 100 dotado con un detector de matri z de diodos (DAD) y un recolector d e frac ciones. Cad a
muestra se fra cciond en p aralelo usando 2 tipos diferentes de colum nas LC: Agilent ZORBAX Eclipse XDB-C18, 5
um, 4,6 x 150 mm y Agilent SB-CN 3,5 um, 4,6 x 76 mm. Para ambos tipos de columnas, se us6 un flujo de 1 ml/min
de una mezcla de acido formico al 0,005 % en agua desionizada y como fase movil se us6 acetonitrilo. En amb os
casos la concentracion del acetonitrilo se mantuvo al 40 % los primeros minutos, aumentando después linealmente
del 40 al 95 % durante los 9 minutos siguientes y manteniéndose a una concentracion del 95 % para el resto del
proceso. El recolector de fracciones se us6 para recoger 12 fracciones del eluente desde 1 minuto hasta 13 minutos
de la inyeccion.

Las muestras se secaron en un instrumento SpeedVac (Thermo Scientific), se d isolvieron en DMSO y se midi6 la
bioactividad de las fracciones (ensayo descrito anteriormente).

Las fracciones con bio actividad se an alizaron usando un sistema HPL C de la seri e Agilent 1100 conectado a un
detector de matriz de diodo (DAD)y a un espectrometro de masas de tiempo de vuelo (TOF). En este a nalisis se
usaron | as mis mas co lumnas y tampones que los d escritos a nteriormente p ara la etapa d e fracci onamiento. Se
realiz6 ionizacion por electr opulverizacion en el modo negativo (ESI-). Se us aron representaciones graficas DAD
para identificar el tiempo de retenciéon aproximado de los compuestos bioactivos en los procesos de fraccionamiento
y en el analisis LC-MS-T OF. Las mas as moleculares que correspondian a pic os sig nificativos identificados en las
muestras b ioactivas de fraccionamientos e n paralelo (columnas C18 y CN) se compararon y se ide ntificaron las
masas moleculares comunes a las fra cciones de las columnas C18 y CN. Estas masas moleculares (ventana de 10
ppm) se s ometieron alav ersion on line del Dictionary of Natural Pr oducts (http://dnp.chemnetbase.com/) par a
investigar los compuestos previamente caracterizados con bioactividad.

En el an alisis LCMS de las fracciones b ioactivas, se identificaron pic os sign ificativos con una ma sa molec ular
correspondiente al Antibiético BE14106. La masa molecular observada en el analisis LC-MS-TOF estaba dentro de 1
ppm de la masa molecular dada en el DNP (masa exacta 423.277344). Ademas, los perfiles DAD de estos extractos
se compararon con la informacién dada en el DNP sobre los espectros de absorbancia UV del Antibiético BE14106.
Se observé una buena correlacion entre los datos dados en el DNP y el perfil DAD del compuesto identificado en los
extractos.

Ejemplo 10 — Caracterizacion de las funciones de Becl, BecO, BecR, BecC y BecP

Para ver ificar las func iones de d eterminados ge nes en la b iosintesis de BE-1 4106, serea liz6 unaseriede
experimentos de i nactivacion de genes. C omo se ha de scrito anter iormente (Ej emplo 7), tamb ién se realizé un
experimento de in activacion de g enes usando fragme ntos amplificados por PCR de los cosm idos2 y 3.Lla
secuenciacion de estos fra gmentos y I a compar acion co n el gr upo BE -14106 mostré que estos dos fragmento s
formaban parte del becA, el fragmento de 1,1 kb que codifica las partes de los dominios KS y AT del médulo 2 y el
fragmento de 3,7 kb g ue c odifica los d ominios KS, AT y DJ de I médulo 2. La producciéon de BE- 14106 se v io
claramente afectada en ambos mutantes (Tabla 9).

Construccién de vectores para experimentos de inactivacion de genes

Vector de ree mplazo de becl: El fragmento Bgl llI-Kpn | de 3,63 kb de | cosmido 2 se clon6 e n pGEM3Zf(-) se digirio
con BamH 1-Kpnl, dando como resultado la construccién pBIR1. A parti r de esta co nstrucciéon un fragmento Nru I-
FspA | de 0,8 kb se retird y la construccién se volvio a ligar, dando como resultado la construccion pBIR2. A partir de
la nueva construccion, un fragmento EcoR I-Hind 11l de 2,86 kb se escindio y se ligé con un fragmento EcoR I-Hind I
de 3,11 kB de pSOK201, dando como resultado el vector de reemplazo de bec/, pBIR3.
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Vector de reemplazo de becO: El fragmento Sph | de 14,77 kb del cdsmido 4 se clon6 en pGEM3Zf(-) se digirié con
Sph |, dando como resultado la construcciéon pBOR1A. A partir de pBOR1A un fragmento Sph I-Xba | de 3,71 kb se
escindio y se ligé en el pGEM3Zf(-) digerido con Sph I-Xba |, dando la c onstruccion pBOR1B. El fragmento EcoN |-
Age I de 6,37 kb de pBOR1B se traté co n Klenow para rellenar los extremos y se volvié a ligar como construccién
pBOR2. Un fragmento EcoR I-Hind Il de 3,23 kb se escindié de la construccion pBOR2 vy se ligd con el fragmento
EcoR I-Hind Ill de 3,11 kb de pSOK201, dando como resultado el vector de reemplazo de becO, pBORS3.

Vector de ree mplazo de becR: El fragmento Hind Ill-BamH | de 4,35 kb del cosmido 1 se clon6 e n pGEM3Zf(-) se
digirié con Hind 1lI-BamH |, dando como resultado la construccion pBRR1. Un fragmento SnaB |-BsaB | de 0,4 kb se
retir6 de pBRR1 y el religamiento dio como resultado la nueva construccién, pBRR2. El fragmento EcoR I-Hind 11l de
3,96 kb de la construccion pBRR2 se ligoé con el fragmento EcoR I-Hind 1l de 3,11 k b de pSOK 201, dando com o
resultado el vector de reemplazo de becR, pBRR3.

Vector de reemplazo de becC: El fragmento BamH |-Sac | de 5,24 kb del cosmido 3 se cloné en pGEM3Zf(-) se
digirié con con BamH |-Sac |, produciendo la construccion pBCR1. El fragmento Not I-Acc65 | de 7,48 kb de pBCR1
se traté con Klenow para rellenar los extremos y se volvio a ligar como construccion pBCR2. Un fragmento EcoR |-
Hind 11l de 4,33 se escindié de la construc cion pBCR2 y se ligé con el fragmento EcoR |- Hind Ill de 3,11 kb de
pSOK201, dando como resultado el vector de reemplazo de becC, pBCR3.

Vector de re emplazo de becP: El fragmento Sac I-Sph | de 6,49 kb del cosmido 4 s e ligé en pGEM3Zf(-) se digirio
con Sac I-Sph |, dando como resultado la construccion pBPR1A. Un fragmento Hind 1lI-Bcl 1 de 3,7 5 kb se escindio
de pBPRA1A y se ligdé en pLITMUS28 se digirié con Hind IlI-BamH |, dando como resultado la construccién pBPR1B.
El fragmento Xmn |-BbvC | de 5,85 kb de pBPR1B se traté con Klenow para rellenar los extremos y volvi6 a ligarse
como construccion pBPR2. El fragmento EcoR I-Apa | de 1,82 kb y el fragmento Hind IlI-Apa | 1,23 kb de pBPR2 se
ligaron con el fragmento EcoR |- Hind lll de 3,11 kb de pSOK201, dando como re sultado el vector de reemplazo de
becP, pBPR3.

Todos los vectores de reemplazo se introdujeron en ET 12567 (pUZ8002) y des pués se usaron para la conjugacion
con Streptomyces sp. DSM 21069 siguiendo el procedimiento descrito por Flett et al., 1997 (FEMS Microbiol. Lett.,
155, péags., 223,-229), pero con las células donantes desarrolladas a una DOggo de 0, 4-0,5 y el tiempo de choque
térmico reducido a 5 min. Los antibidticos se afiadieron después de 24 h de incubacion.

A BecR se le asigné inicialmente un supuesto papel de engarce junto con la cadena lateral acilo C20-C25 fabricada
por BecA y el anillo de macrolactama. El mutante, verificado por un andlisis de transferencia de Southern, se ensayo
con respecto a la pro duccién de BE-14 106 mediante L C-MS de e xtractos de ferme ntacion. La pr oduccion de BE-
14106 no se vio afectada en el mutante dbecR, lo que implicaba que éste no participaba en la biosintesis.

Ademas del papel de B ecR habia tam bién cuesti ones acerca de | as funcio nes d e Becl, BecCyBecP enla
biosintesis de BE-14106, y el pap el su gerido d e BecO co mo un a hidroxilasa C-8 d ebia verificarse. Usando | os
vectores anteriores, se obtuvieron segundos mutantes cruzados para todos los genes y se verific6 mediante analisis
de tra nsferencia de Sout hern. La producciéon de BE-14106 para cada cepa muta nte se e nsayo p or LC-MS de
extractos de fermentacion. Para el mutante AbecO, la masa esperada correspondiente a la formula est oiquiométrica
(C27H37NO3) d e la BE- 4106 8-des oxi s ugerida se encontréo con 1,0 ppmd e d iferenciad ela masa tedr ica,
confirmando por lo tanto el papel de BecO como una P450 monooxigenasa de hidroxilacion BE-14106. El carb ono
C-8 representa la Unica diana probable de BecO, dado que el grupo hidroxilo en el C-9 parece deberse a la ausencia
de la actividad del dominio DH en la PKS de BecE implicada en la biosintesis del anillo de macrolactama.

Todos los analisis LC-MS de e xtractos de fermentacion de | os mutantes Abecl, AbecCy AbecP mostraron una
ausencia completa de la pro duccion de BE -14106, y no pudieron identificarse sup uestos analogos/precursores de
BE-14106. Esto podriai ndicar que | as tre s enzimas fun cionan muy te mpranamente enla b iosintesis, estand o
presumiblemente implicadas en la sintesis de la unidad amioacilo iniciadora.

Ejemplo 11 — Estudios de alimentacion para determinar la incorporacion de aminoacidos en BE-14106

Se realizaron estudios de alimentacion de DSN21069 usando un medio de produccién definido basado en el medio
®N Silantes OD2 (Silantes pr. N° 103202). La composicion de los medios era medio '*N Silantes OD2 536 ml/l yeng
de a dicion p or I: MgSO 4x7H;0, 0,4; CaCO 3, 5,0; ( 15NH4)ZSO4, 0,54; KH ,P0O4, 0,2y g lucosa, 10. El medi o se
complementd con una solucién de mineral de nutrientes traza, T MS1 (Borgos et al., 2006, Arch. Mic robiol., 185,
pags. 165-171) 3 ml/l. La incorporacién de aminoacidos no marcados se ensay6 afadiendo D-asparagina 0,14 g/l o
glicina 0,06 g/l o glutamato sédico 0,10 g/l o sin adicion de aminoacido no marcado. Los cultivos de produccién se
inocularon con 3 % de un pre-cultivo de TSB 0,5 x cultivado como se ha descrito anteriormente, salvo que las células
se lavaron con el medi o de produccién una vez antes d e la inoculacion para retir ar compo nentes del pr e-cultivo.
Tanto el cultivo de producciéon como el pre-cultivo se cultivaron en matraces deflectores de agitacion con perlas de
vidrio como se ha descrito anteriormente.
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Se realizaron analisis LC-MS cuantitativos y cualitativos de BE-14106 8-desoxi y BE-14106 en extractos de metanol
de sedimentos de cu ltivo usando un sistema HPLC de la serie Agilent 1100 conectado a un detector de matriz de
diodo (DAD) y a un espectr émetro de ma sas T OF. Se realizd io nizacién con e lectropulverizacion en el mo do
negativo (ESI-) o positivo ( ESI+), esencialme nte como se ha descr ito anteriorm ente (Bruheim eta /., 2004 ,
Antimicrob. Agents Chem other, 48, pags. 4 120-4129), pero con las siguientes modificaciones: la sep aracion LC se
realizé en una columna de 2,1 x 50 mm Bonus-RP de Agilent ZORBAX. La concentracion de acetonitrilo se aumentd
linealmente del 40 al 70 % durante los 10 primeros min y después se mantuvo a una concentracion del 90 % durante
el resto del proceso. Las concentraciones de BE-14106 se determinaron mediante absorcion de pico UV a291 nm
usando, como patrén, BE-14106 purificado mediante una HPLC preparativa.

Todos los nitré genos en los medios antes de la adicion de los am inoacidos a e nsayar para | a incorporacién en la
biosintesis se marcaron con el |sotopo °N. Los am inoacidos a ensayar se afi adieron como “N. Ademas de la D-
asparagina y la glicina, la adicion de L-glutamato y la no adicidon de aminoacidos extra se usaron como controles en
el experimento. La concentraciéon de aminoacidos ®N relevantes en los medios fue: as paragina 0 pM (aspartato 54
uM), glicina 29 uM (serlna 11 uM) y glutamato 29 uM. La ad|C|on de los aminoacidos no marcados afiadidos fue a 20
x concentracion de °N aspartato, 27 x concentracion de N glicina y 20 x concentracion de "N glutamato para D-
asparagina, glicina y glutamato respectivamente. Los cultivos de produccién se extrajeron en DMSO y los extractos
se analizaron en LC-DAD-TOF. La molécu la BE- 14106 contenla un atomo de nitrégeno y por lo tanto se esperaba
que si se inc orporaba el N d e uno de los am inoacidos N afiadidos, se observaria u na molécula de BE-14106 con
una masa exacta (M-H) de 422,27 en un espectro L C-TOF mientras q ue la m olécula BE-14106 marcada con °N
tendra una masa e xacta (M-H) de 423,28. Los cultivos de produccion se e xtrajeron en DMSO vy los e xtractos se
analizaron en LC-DAD-TOF. Los espectros de masa TOF mostraron que la adiciéon de glicina no marcada dio como
resultado un 20 % de incorporacion de "N, mientras que la proporcién de incorporacion por adicion de D-asparagina
y glutamato fue del 3 %, que es la misma que para el control.
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€cggecgecce

ccegttggec

cctgcgegtt

cgcgatctce

ccgecaccgce

gatcgactgg
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gacgacgcgc
ggccacgtag
ccgeeegtge
ccagcggatc
gtcctcacaa
cgataggggt
gccgcagegy
gacaacgcgt
atctgctice
gccgggaaga
ccggeeatey
gacctgéacc
gcceggetga
cgcgcaccegt
gccaacgtgc
cggctgatca
ggcactccac
acgctggacg
ttccegggty
cagctgatcg
cgccggaggce

actctcgect

acgaggtgct
tcagggtgca
tttctecgtyg
gaccccctaa
caacgggccg
catgaggggt
cttcageegy
ccaattggat
ccecacgcgygg
tcgaagtect
gcaacgtcga
ggacctggct
tggaacggga
cceggttecyg
agtcgctcag
tgccggeget
gcgtcgegtg
aggtcggcag
accacttcta
tggagcccac
ggtgggatcy

gtgtgttgtg
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cggcaggtgt

tgatttccct

cttictctcc

ttcccegett

ccattccgga

cgccacgege

atcgatccaa

tcgagaattt

€ggtgcggcy

cgccatccag

ggccctcgec

cttcgggcac

gttgaaccag

tcccgagace

cggtaccgac

gcgagccgac

cccgatccac

ctggcgcgac

tctgacggeg

ccagacccgce

gcgtcgggce

atcaggcgaa

gacggcgacg

ccggtactct

ttcattgaaa

cgtcccecta

ccgagcgcga

<cgtacacac

ggaacttgat

catccggcgg

agctactact

taccgggagc

gccgcggtet

agcatgagyg

tcgectgteg

ctccacctge

gcgatcctct

taccgggccea

accttcgtgg

cacacctcgg

cgtgccgtcg

ggctgatcge

ggaacgcgac

cagcgaggea



77535 %9

77380 7"
F7ed0" o
79780
79760
776200 °

77880 00

caaggtcggg
77940

780007 2

atccggttc
?8060gg

ggcggtccgce
78120

gtacgtggac
78180

gttcccgege
78240

gggcggctge
78300
acggcttggg
783%0

gcagatacga
78420

aaccggegtc
78488

cgccceccgta
73540

cgcggccegt
78600

f8es0"

ccecggrecca
?8?%0

agaccgcgtt
73780

cagagtggga

ctgcggttgce

gcgatcgtcg

cggcggegga

cgcctcaccyg

gaggccggga

gggatctacc

gtggcggtga

ttcgagatcc

ggtgagccge

gcggtcaccg

cggtacgeceg

ctgcgacgct

cgtctccggce

tgtggcgtgc

ctcgacccgyg

ccgeteggtg

€ggggtggcy

accgacctcg

ggcgtrggec

ggtgcgoecag

gctgttctcy
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gaaacgccgt

tcttoeggec

cgggcaatca

tcacgtttct

cctocttctt

aggccgcgat

cggaggacac

tggccatcag

agccgeeegg

tggacttcte

acgagatcat

ccgaggtgaa

gagcaccgceg

cgccgeccect

ggtgcgcacg

tcgttgatgc

atcaggcgtg

gcgrcacgeg

atcggtgtct

caggtgagga

ctcgtgggce

gcgcgggtgt

grtctactac
ccggatcgag
tctctecttc
cgcgaaggcec
ccgeggegtc
€Cgggaagygy
gcgctcgeac
ggcgcaggtc
tcagaagatc
gcgetacgeg
gtacgcgatc
ggccgaggag
gggcegeecy
ccceeggrte
tcacgtcgeg
acgcgttcgc
agcccttgaa
tggactgcgce
gctgctctac
acgggtggtc
acttggcgtc

tgccocaccgt

90

gtactgaagt
gggctcgaac
tccgaccact
gagtacttca
ggccagatcc
ctcggggrgc
gacggacggc
ccggtggtgc
ccgaacatcc
ggtctggaga
ctcggtctgt
gcgcagcagg
gcagccggac
accggtgctg
gcggtccage
gacattggtg
gcgcrtgtge
gatcagtacg
gccccagytc
gcggtggagc
ggcgcactcg

gtcggacagg

acgtgctgtt
acatccecggc
tcctgatgec
ccggtecegg
cggtcgaccg
tcgécaaggg
tctacaaggg
cgtgcgcgat
ggcgggreac
accagaaggc
ccgggcagga
cgccgaagaa
ggcgaageag
cccgrgectt
tcgccgctga
atgccgtgcg
agctcgacgg
ggcggcaggc
gaacagggca
cgggtgttgt
acggcggtgt

TCCcggcocyy



cggcgtegac

78848

gcacccagct
8900

¢cacgacgece
7896

cgaccrtgge
78020

tccagtegtce
79088

tcttctcett
79140

78280°°9°

tcttgtcgee
79263

ssggeoee
585"
sgazgee
Hgsspe

79586799

acgctcacc
9620

cgttcggacy
73680
gggccecagte
79740

cgatctecgge
79800

ggccactgte
79860
gcgtgeecgce
79923

Tcccecctgge
79980 99

tatctcigt
80040 9te

36080° °

gagcgectgg

ggagtcgtag

gccgatcggg

gacggtgtcg

gaagcgtgtc

cgacgggttg

gragacggcg

gagcgcggcc

catccageeg

gcgctrgteg

cgggrtcgacg

gtcgtacgec

cgccatgecg

cgccgteecy

ggcgtagtcg

ggccgggcag

gceggecgec

99cgcggecy

gagcagagtg

tgacgcgccg

ggccggttga

gttccgctca
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gtgtctccgg

tagggcgcgc

ttcttettgg

ccgatgtgga

tcgaaggcga

accacgctgt

cccaggtagg

cgcaggacgt

ctgcgctect

gcctcggtgre

caggagatgg

ttggcggcgt

gacgcgecgg

gtgttgccga

agcgggacac

tccgeccagt

tgggcgttca

tcggegetcg

ccggccgagce

cacgctgcgg

gaacaggcca

ccaggtactt
tctggaacag
€ggtggcgcy
acgccgegtce
égtcctggtc
ccagcaccat
tgccgtagga
ccaggtcgcg
tgcagcegte
€gg9gacggg
gcgtcgageyg
ccgcccagat
ggccaccgygg
tccggtegac
tgatgtagcc
cgatgccctt
gcgtcttctg
ccgacgaggce
caagcactgc
cgctgttegt

tacggcatat

gctccaggtg
cccgatgagt
gagcttgtee
gttctcggeg
caggttggcc
gcgccgtaca
gacacccacg
cgcgctgttg
cgcgtacteg
gtcggecttg
ccegacgeeg
ggcgttcttg
gttgtagacg
ggctatctty
gcactggatc
cttcgeggec
ttccttgeec
ggcgagegtg
tgtgcgtctc
agggttaccg

tctttgecga

tcggegaccg

tcggecgygtc

cactgcttct

acccactrct

tggtaccaga

tgggacggga

tagttgagct

ggcgtcgtca

gccgegaget

ggagccttga

€gcgggtcga

gtcacgacgc

agggagecct

atctgcttge

ggcttcteca

cgcteggegy

gacgcggecy

gtcgctatga

aagtggtacc

agaggatcct

accgatagcc

<210> 2
<211> 2856
<212> ADN
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<213> Streptomyces sp. MP28-13

<400> 2

gtgttgaagg
0
€g9g9g9caggg
120
Ctcaacgccc
180
tcgccgecacy
240
gcccagtgea
300
aggcaggegag
360
gtcgcacggc
420
acggtggacg
280
cagcgtctga
54
cagccggetce
603
gagccgctct

60
tcggaccggce
730
gcactcatcg

80
ccgcagagcg
840
gccttctace
900
gcceggrgeg
960

ggtatcgaca
1020

foga” >

1348°99<%

ccgcaageceg
1200

aacgggacaa
gggccatcgce
tggccegaacg
agcgcgaggt
ccaccgecga
acgaggecge
ggacctacca
acatccagcea
cccagetcte
gtgtcctgoa
cgcgggtgga
tcatcgtega
aggagcacag
acggcatcg§
aggccgtect
tcgecctect
cggaactgtc
ggttygcggca
cccagcageg

tcgecatgea

gatactcgaa

cgcgatcage

ggcgacttcg

tccctacage

cgttccgege

cgccectcgcec

gatcatcygcc

caccgacacg

actcgcgetg

cgacctectc

catcatgggg

gatccaccgg

gctgegtetc

ccgecggtcg

cgcctaccty

ggacgaggcy

gaaacgttac

cgcgggcgta

ctaccgcgec

tctgetegge

cagctcgatg

ggttcgaccg

gcggacatca

gcecectegecce

9cc9ggg9cy

ccgccgttgg

gagctgaccg

gccaccctca

gtgttcacgc

taccgcacga

ctggccgega

c€tgagcgggg

gcgtccgatt

accaccgagg

caccggeteg

acgactcccc

ttacggttgt

cggcaggecg

gctcgectec

gtcggteege
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ccctactgat

cgatcggcaa

cggtgctcag

agctgctgea

ccgggaccegt

cccaggacga

cectgeggcee

cgtgcctgey

acgggatctce

gcgcgegeca

accggcetcec

gcaatccgct

ccoteygcgyy

gcggggcgtc

gccegegege

ttctgtigag

tcaccggett

tactgggtga

tgaacgaggg

tccacgacgg

ccagtccacg

gaccacgaca

cgtggtgagt

trcgatcgaa

ccatgccgge

cccgatgaca

tctgctgatce

ctacctggcg

cgtcgacgag

cttccacctyg

gogtcctcecy

gctcgecccag

gccgatgeeg

gatcggccecce

ggtccgtctce

tcggetcagc

9ggcgtgctg

gatgcctcac

aggagcgccg

atgggtoctyg



cccgractec
1260

cgttatctgg
1%20
tcgctgtacg
1380
gcgctcaagg
440
agggcatgc
$588°°7%9
agcggcgagg
1968
gtcccgggec
1620
tcccattcgg

1680

aagtacgcca
1740
aagctcageg
1800
gccgecgegt
1860
tgggcccaga
192¢
gccgtacgece
1980
agcgegettg
2040
cggccaagt
3168°°*%

ctgcactacc
2160
ctgtccgact
2230 .
ctggegeccet
2233
gcggeccggc
2340
ggtatgaccc
2400
cgggacgcgt
3480

gccgatctea
2520

aggaggccgc
agctggectg
cctrcggeca
gcccecatect
tcttecacct
cggacatgtc
tgctegaacg
agttaagagc
tcgecctgge
gcctgccgaa
ggtacgacct
tcgaaagegt
aggcggagac
cgctgaccgt
atctggagac
tgtacgcgeg
tccaggagtg
gg9cggctagg
tcgtcgagaa
tgcacgcect
tccgtctget

gcegegecta
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ggcccacgec
cgaatgctec
gtggcagctc
tgaggggaag
cgacttcgac
caccgegetg
gctggageac
ccgtcacgee
cgaccaggtg
ggcgctgetg
gctcgeggec
cggegegetc
ggcccacgec
gctcatcgag
gtccgagecg
cggccgtcat
cggcacgetg
agaggcggag
gcagctggec
ggccctggtc
g9aggoccgcy

ccagcagttg

atggaggacg
ctggacgagyg
aggccegeeg
ctcacgggca
gaggccgtcg
cacagcacce
ccactgecgg
ctcgecctea
ttccagggca
gccetgtget
gaggtggaac
ctggcgetge
cggetgtecg
gcccacaccy
ccgeccgege
cacctcgega
atgcgteget
gtgtgygctgc
aacccggacg
caggcaaccg
ggcgegegtt

ggcgacaaac
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gtgacgtacc

gacagcggct

agtccgeccce

ccgacgecet

aggttgrcga

ggatgctcat

ccacaaccgc

tccttgagaa

gccagaacty

acgcggatca

gacacgacgc

ggcgegggcy

ggccgagatg

ccatgggcaa

tgttcctcac

ccggcaacac

ggaacatcga

gcctgggega

ccgggctcac

ccaagcagcec

acgaggctgc

aggcccggec

gcagggcatc
ctcggcgaag
gcacttccgc
gtgggtcgec
ccatgtcaac
ggccgcggag
ccecggegacy
c¢ggagcggac
gccgacgtcg
actcgacacc
ccctggetygg
gctggcggac
gaacgtcagc
ccatcagacc
€C9CcgCagggy
ctacctggct
cacaccctcc
ccagaaacag
€cggtegeyc
cccgatccty
ccgtgtecty

gaccgcacgg
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ggggcctggc ggctcgecaa gagctgccag gcggagtcecc tctgecagge tctgetccecy

ggatccatac cccagaacat ggacacaaag ccgagcgagg ggtcctgegg cgecgacege
40

g;gggccagg acageticgg cacactcagt gaatccgaac ggcgegtcge cacactggece

ggggaggggt acgccaaccg tgagatcgec gagaggcetgt tcatcacggt cagcaccgtg
gagcagcatc tgacccgcgt ctaccgcaag atgggcatca ggaaccgcga gcagctcctg

2820
gggggagccc acgcggtcag ctacgagtcc gtctga

<210>3

<211> 951

<212> PRT

<213> Streptomyces sp. MP28-13

<400> 3

Met Leu Lys Glu Arg Asp Lys Ile Leu Glu GIn Leu Asp Ala Leu Leu
1 5 10 15

Ite GIn Ser Thr Arg Gly Arg Gly Ala Ile Ala Ala Ile Ser Gly Ser
20 25 30

Thr Ala %;e Gly Lys Thr Thr Igr Leu Asn Ala Leu Q;a Glu Arg Ala

Thr Ser Ala Asp Ile Thr val Leu Ser val val Ser Ser Pro His Glu
50 55 - 60

Arg Glu val Pro Tyr Ser Ala Leu Ala GIn Leu Leu His Ser Ile Glu
65 70 75 80

Ala GIn cys Thr ;gr Ala Asp val Pro Ssg Ala Gly Gly Ala g}y Thr

val His Ala Gly Arg GIn Ala Asp Glu Ala Ala Ala Leu Ala Pro Pro
100 105 110

Leu Ala Gln Asp Asp Pro Met Thr val Ala Arg Arg Thr Tyr GIn Itle

115 120

[y
N
Lk

ITe Ala Glu Leu Thr Ala Leu Arg Pro Leu Leu Ile Thr val Asp Asp
130 135 140

Ile GIn His Thr Asp Thr Ala Thr Leu Thr c¥s Leu Arg Tyr Leu Ala
145 150 155 160
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Gln
ser
Thr
Met
Ile
225
ala
Gly
Glu
Tyr
Ala
305
Gly
Leu
Ala
Arg
Ala
385

Pro

Pro

Arg

val

ser

Leu

Pro

Gly

Led

290

Leu

Ile

Gly

val

Ala

370

Met

val

Gln

Leu

Asp

Ala

195

Leu

Glu

Ile

Met

Gl

27

His

Leu

Asp

val

Leu

355

Ala

His

Leu

Gly

Thr
Glu
180
Arg
Ala
Ile
Glu
Pro
260
Ala
Arg
Asp
Thr
Leu
340
Gly
Arg
Leu

GIn

Ile

Gln

165

GIn

His

Ala

His

Glu

245

Pro

ser

Lew

Glu

Glu

Glu

Glu

Leu

Leu

Glu

405

Arg

Leu

Pro

Phe

Asn

Arg

230

His

Gln

Ile

Gly

Ala

310

Leuw

Gly

Met

Leu

Tyr
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ser

Ala

His

Ar

21

L.eu

Arg

Ser

Gly

Pro

295

Thr

Ser

Ala

Pro

Asn

375

val

Ala

Leu

Leu

Arg

Leu

200

Leu

ser

Leu

Asp

Pro

280

Arg

Thr

LysS

Arg

His

360

Glu

Gly

Ala

Glu

Ala

val

185

Glu

Pro

Gly

Arg

Ala

Pro

Arg

Lew

345

Gly

Gly

Pro

His

Leu

95

Leu

170

Leu

Pro

val

Gly

Leu

250

Ile

Phe

val

Leu

Arg

Glu

Gly

Leu

Ala

410

Ala

val
Asp
Ley
Leu
AsSn
235
Ala
Gly
Tyr
Arg
Leu
315
Leu
His
Ala
Ala
His
395

Met

Cys

Phe

Asp

ser

Pro

220

Pro

ser

Arg

Gln

Leu

300

Leu

Arg

Ala

Thr

Pro

380

Asp

Glu

Glu

Thr
Leuw
Ar

205
ser
Leu
Asp
Arg
Ala
Ala
ser
Leu
Gly
S8
Pro
Gly

ASp

Cys

His

Leu
190

g val

Asp

Leu

Ser

ser

270

val

Arg

Arg

Phe

val

350

GIn

Gin

Trp

Gly

Ser

Gly

Tyr

Asp

Arg

Ala

val

255

Thr

Leu

cys

Leuw

Thr

335

Arg

Arg

Ala

val

Ile

Arg

Leu

GIn
240

val
Ser
320
Gly
Gln
Tyr
val
Leuy
400

val

Asp



G'I u
GIn
Pro
465
Glu
Asp
Thr
Glu
Leu
545
Lys
Trp
Cys
Ala
Glu
625
Ala

Trp

Thr

Gly

Leu

450

Ile

Gly

His

Arg

Arg

TYFP

Pro

TYI

Ala

610

Ser

val

ASn

Ala

GIn

435

Arg

Leu

Met

val

Met

515

Pro

Ala

Ala

Thr

Ala

595

Glu

val

Arg

val

Met
675

420

Arg

Pro

Glu

Leu

AsSn

500

Leu

Leu

Arg

Ile

ser

580

Asp

val

Gly

Gln

ser

660

Gly

Leu

Ala

Gly

Phe

485

ser

Met

Pro

His

Ala

565

Lys

GIn

Glu

Ala

Ala

645

ser

ASnh

ser
Glu
4%
His
Gly
Ala
Ala
Ala
550
Leu
Leu
Leu
Arg
Leu

630

Glu

Ala

His
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Ala

ser

455

Leu

Leu

Glu

Ala

Thr

535

Leu

Ala

ser

Asp

His

615

Leu

Thr

Leu

GIn

Thr

ASp

Ala

Glu

520

Thr

Ala

ASP

Gly

Thr

600

Asp

Ala

Ala

Ala

Thr
680

425

ser

Pro

Gly

Phe

505

val

Ala

Leu

GIn

Leu

585

Ala

Ala

Leuw

His

Leu

665

Ala

96

Leu

His

Thr

Pro

Pro

Ile

val

570

Pro

Ala

Pro

Arg

Ala

650

Thr

Ala

Tyr

Phe

ASp

Glu

Ser

Gly

Ala

Leu

555

Phe

Lys

Ala

Gly

Arg

val

Lys

Ala

Ar

46

Ala

Ala

Thr

Leu

Thr

540

Glu

Gln

Ala

Trp

Leu

Leu

TY"r

Phe

445

Ala

Leu

val

Ala

Leu

525

Ser

Asn

Gly

Leu

Tyr

605

Trp

Arg

Ser

Ile

Leu
685

430

Gly

Leu

Trp

Glu

Leu

510

Glu

His

Gly

Ser

Leu

590

Asp

Ala

Leu

Gly

Glu

670

Glu

GlIn

LyS

val

val

495

His

Arg

ser

Ala

Gln

575

Ala

Leu

GIn

Ala

Pro

655

Ala

Thr

Trp

Gly

Ala

480

val

ser

Leu

Glu

ASp

560

Asn

Leuw

Leu

Ile

Asp

640

Arg

His

Ser



AsSp

Leu

Leu

His

785

Arg

>
i

LysS

Cys

Gln

865

Ala

Ala

Leu

Arg

Ala

945

Pro

690

Ala

ser

Thr

Arg

Ala

770

Ala

AsSp

Ja
"1
1

Gln

GIn

850

Asn

Gly

Thr

Phe

Pro

Arg

Asp

Pro

Leu

755

ASN

Leu

Ala

<
o

Ala

835

Ala

Met

Gln

Leu

Ile

915

Met

Ser

Pro

Gly

pPhe

ser

740

Gly

Pro

Ala

Glu

Asp

ASp

Ala

900

Thr

Gly

Tyr

Ala

Arg

GIn

725

Leu

Asp

ASD

Leu

Pro

ser

Thre

Ser

885

Ala

val

Ile

Glu

Leu

His

710

Glu

Ala

GlIn

Ala

val

790

Leu

»
7]
h)

Thr

Leu

Gln

ser

Arg

ser

950
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Phe

695

His

Cys

Pro

Lys

Leu

-
[ =

Ala
853
Pro
Gly
Gly
Thr
Asn

935

val

Leu

Leu

Gly

Trp

Gln

760

Leu

Ala

Glu

ser

Thr

Tyr

val

920

Arg

Thr

Ala

Thr

Thr

Thr

Ala

Glu

Leu

Ala

905

Glu

Glu

97

Arg

Thr

Leu

730

Leu

Ala

Arg

Ala

Leu

Gly

ser

890

Asn

GIn

GlIn

Ala

Gl

715

Met

Gly

Arg

Ser

Lys

795

Gly

Trp

Leu

ser

875

Glu

Arg

His

Lew

Arg

Glu

Leu

Ar

78

Gln

Arg

Pro

860

Cys

ser

Glu

Leu

Leu
940

Leu

Thr

Arg

Ala

val

765

Gly

Pro

Leu
845
Thr
Gly
Glu
ITe
Thr
925

G1n

His

Tyr

Trp

Glu

750

Glu

Met

Pro

Ser

Ala

Arg

ATa

910

Arg

Arg

Tyr
Leu
AsSn
735
val
LYyS

Thr

Ile

Lys
Ile
AsSp
Ar

89

Glu
val

Ala

Leu

Ala

720

Ile

Trp

Gin

Leu

Leu

800

Ala

»»
tn
h~]

Ser
Pro
Ar

88

val
Arg
Tyr

His
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<210>4

<211> 16749

<212> ADN

<213> Streptomyces sp. MP28-13

<400> 4

atgagggagg
60

atcaccggca
120

ctgcggtegg
180

tgctgecgg
948
cgagtggacc
300

acccgeage
gGO
gtcccegaga
420
tacgcggcgce
480
cgcggtgtca
540

tcgactcgg
200
aagggtgagt
660
gccgaagtrcg
720
gcgcgggcca
780
gcacacgcgg
840
aacgacggct
900
cgccaggegt
960
ggcacgggca
1020

188979

€tggagggcy
1140

cactcgcecat

tgtcatgccg

gccgtagtge

actcaccgga

agttcgacgc

agcggetctt

cgetgeggtce

tggcacaccg

tcgccaaceg

cgcagtcgtc

gcaccctggc

ccggaatgtt

acggctacgt

tgcgcgacgg

ccaccgacgg

gcgaggacgc

ctccgacggy

ctgegggctce

<ggcgggcat

catgtcgagt
cctecccccag
gatcaccgag
gcggeaccge
ggccttcttc
cgccgagetg
caccgcgacc
€g9cggtgcy
ggtgtcctac
gtcgctegtg
cctggcgggce
€ggcgggtig
gcgcggtgag
cgacacggtg
gctcacggtg
cggcgtggac
cgatccgcetg
accggtactc

cgtcgggctg

gatcttgttc

gcacccgacg

gtgccgccgg

gcagcgetgce

gggatctcgce

gccTgggagy

gccgrcatcg

atcacacagc

gcgctgggac

gcggtgeatce

g9gtgtggcgce

tcgecggacy

99cggcggcy

tacggggtca

cccagegecy

cCcggccgagyg

gaggcggcgg

gtcggcetcgg

atcaagacgg
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acggcacgga

ccaactcctt

accgctggga

gccacggegg

cgcgcgaggce

cgctggagga

tgggagcgat

actcgctgec

tgaacggcecc

tggccgtgga

tcaacttcoc

gacgctgctt

tcgtcgtact

tccgtggcac

aggcccaggc

tccgttacgt

gtgtgggcgc

ccaagaccaa

cgctgagcat

cgcaatcgca

ctgggagrtg

cccggacgag

gttcctegac

cgtggcgate

cgcgggaatc

cgccggggac

ggggctgaac

gagcatgocg

gagtctgcgce

geccgagagce

cacctrcgac

gaagccgcetg

cgcggtcaac

gaccgtgcty

ggaactccac

cgcgtacgge

cgtcgggcac

ccggcaccgy



agatcccgg
1336
aatctgcge
1260 9c9c9
agctccttceg
13

20
255899
I
o300
igggagcacc
jesgoeoccs
igggtgttcc
isggessees
jaggeocces
ggggtccagc
fg3gacone
f5ggoscee
saggeoctos

gagtacatcg
2100

actgtcgtgy
2168

3335

11 R

%cgttctact
340
tggtactcca
2430

acggcttcg
460

ccagcctcaa
tccagaccgce
9tgtg99cag
aggaggacgc
ggcgtaccga
acgccgacye
gcgeegtege
acgtaccggg
€ggg9gcagyg
tccgegegtc
tggacacgct
ccgtgctgt£
ccgacgcggt
tcgacctgge
cgggtaccag
cccecttegg
c€cggaaacce
cgagggcecgt
accggtrgcet
ccacggtcac
accttcgecg

gcacgttcgt
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ctacgagacg

gtccggeccy

aacgaactgc

gccgcaggge

ggcggctctg

gttcgacatc

gctcgggctc

gctegtcacg

crcgcagtgg

gatcgaggcg

caccgatgag

cgcggtgatg

catcgggcac

ggacgccgee

ggccatggcyg

cgacgggctyg

cgacgccatc

ctcggecgtg

ggagcagttc

cgcgagegcec

gccegtecte

cgagtcgagt

cccaacccge
tggccggacyg
catgtcgtac
gacgagccgg
cgcgeccagg
ggccgetege
ggacacgacg
ggggtcaccg
gagggcatgg
tgccacgaag
1ccggegega
gtctcgetcg
tcgcagggcg
aggatcgtgg
tcggtgccyge
agcatcgecg
gccgagttgc
gacttcgect
gccgaggtga
atcgacacgg
ttcgaggcga

ccgcaceccyg
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ggatcgaccc

cgccgetget

tggccgagygc

agatcccget

ccgggegget

tcgcgggeac

cgcagettga

gcgaccacgg

cgcgcgagtt

ccetegegec

cgtccctoga

ccagggigtg

agatcgegge

cecctgegeag

tggceggecga

cggrtcaacgg

tggceeogctg

cccactctee

cgcegegtc

ccggtetega

cgctcagggc

ttcrcacger

cgaggcegetg
ggccgggglc
gcccgagegg
ggctcegtgg
gctggagcag
ccgtacccac
ggcgttgcgg
gaagatcgcg
gatgcgcacg
gtacgtcgac
ccgcgceggac
ggagtcgclg
ggcgcacatc
ccagacgatc
ccgggtcace
gccgaccace
cgaggcggag
gcacatggag
gtgcgacatc
cgccggetac
catggcggag

cggattgcgg



cgacgctge
3530
cagctgctga
2530
gtcttcaagg

2640

cgctactgge
2700

caggaagccg
27%8
actgccgg
3836
atcgtgctcg
2883
ggcatggact
40
gcgergecgyg
3000
tgcgaactgg
3060
tcggtgctgg
3120
ggcgccagea
3380
ggcttcccca
40
cgcggcaaga
3300
gagttctrcg

3360

ctccaggtca
3420 %9

agcagcacceg
3480

cgacgacy
3848
cggatctcgt
3600

tcgtegetcg
3660

gccctggegyg
3720

cagcgtggtc
3730

cggacgcgct
ccteectggc
ggcgtacacc
ccgaggtetc
cgcgcgagga
c€ggacgagcyg
gtcatctgag
ccacgatggc
agaccgtcgt
ccctgggcega
acgccgacga
ccccggacga
ccgatcgcgg
cctacacacg
ggatcagcce
cctgggaggce
gtgtgttcot
gactgggcgg
acaccttcgg
tcgegatgea
gcogegtege

tggctcecga
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ggtcgcggac
ggaactgcac
gggtcgegtg
gaccgcgttc
gatcccecegeg
ctcccgtgag
cacggacggg
cgtcéagctc
cttcgacrac
ggacacgtcg
tcegategtg
gctgtggcag
gtgggacctg
gcacggcggg
gcgcgaggcec
gctggaacgc
gggcgcgatg
ctatctgcte
tcttgagggce
ccaggcggeg
ggtcatggcg

cggccggtgc

tcgctgcgee
gtatccggcc
gcgctgeeca
gagcccggga
gcgageteca
gcgctggage
gtcgatgrcg
cgtcagaacc
gcgagcecgt
tcggccgegt
atcgtcggcea
ctcgtcéacg
gacgccctgt
ttcctcgacg
accgcgatgg
gccgggateg
tcgcaggagt
accggcacca
ccggcggtca
caggcgetge
acgcceggea

aagtcgtteg
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gtaacgaggc

tgccegtgga

cgtacgecet

cgcgeggegce

cctggtcgga

tggtgcgyct

gccaggegtt

tcgtggacat

cececggetggce

ccgegetgtc

tggcctgcecg

acggcgtgag

acgaccccga

aggccgccga

acccgcagea

acccggacgg

dCggcccecy

ccgcgagtgr

ccgtcgacac

gcgtcgggga

tgttcgtgga

ccggrgeggc

tccgtggecg

ctggtcegec

ccagcgcgag

cgtccagcac

tcggetgacce

gcgcacggeyg

ccgcgagetg

caccgggctg

cagccggcte

gcggtcggeg

ttacccegge

cgcgatctcy

gcccggggtg

gttcgacacc

gcggetgctc

ccrccagggce

gctgcacgag

cgtctccggy

ggcctgetcg

gtgctcgetg

gttrcggacag

ggacggcacc



atctgggccyg
3840

acacac
3866° 2<%
ggcctcaccg
960
gcgggcctca
4020

cgacccga
2380
ctgtggctcg
4140

ggggtcatca
4200

acgagccca
2263
cgggcctggc
432
ggcaccaacg
4?80
gacgacgagc
4440
gcceecgcgce
4500
gtcgacccgg
4560
gcggtggtygg
4620

acgagtcat
2680
ttcacgggac
4740

tcttccggg
gBOO
cagccgotca
4860
acccaggecg
4920

atcacccegce
4980

ggcgtcttca
040

ccctgeecg
?100 9

agggcgcggg

tcetggecgt

cccceaacgg

cgcccgacca

tcgaggecca

ggtcgttgaa

agatgatcca

gcccgcacat

ccgagaccga

cccacctcat

aggagacccc

tccgegacca

cgcacatcgg

tgggagaggyg

cccgegeggt

agggcgegca

acagcttcga

aggacgtcgt

ctctctteoe

agcacctgac

ccctgaacga

ccaacggegce
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catggtcctc

catccgecggce

gcecetcgeag

ggtcgacgcg

ggcgctectg

gtcgaacatc

ggccatgcgce

cgactgggac

ccacccgege

cctcgaacag

gcagggggcc

ggcccagege

ccgtgeecty

ccgtgacgaa

cgtcaccggc

gcgggcecggc

cgaggtctgc

crrcgecgac

gatcgagacc

cggccactec

cgcctgecgg

gatgatctcc

ctggagcgtc

tccgeggtea

cagcgggtca

gtcgaggcac

gccacctacg

ggccacacgc

cacggcacce

tccggcaacg

cgetccgecg

gcccccgcga

cregtrcect

ctcctcgacc

acagccaccco

ctactcgegg

acggcacgag

atgggccgeg

gcecaccetceg

gacgccacec

tegetcetace

atcggtgaac-

ctcgtcgccg

ctgcgcgcca
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tgtccgacgce

accaggacgg

tcaccgecge

acggcaccgg

gccagaaccyg

aggccgecge

tgccccggac

tgcggctect

tctectectt

cgccggagec

gottectgte

atgtcatcgc

gcgecegttt

gtcttcoggce

aaggcaccac

agctctacga

accggcatct

tgctcaacca

gcetggtcga

tcaccgeege

cgcgeggetce

ccgaggagca

gaaggccaac

cgccagcaac

tctggccgac

aaccccgtrg

tgaagaaccg

cggtatcgge

cctgcacgtc

caccgaggcc

cggcatcagc

cgtggacggc

cgccaagagce

gcgocccggg

ccagcaccgt

gctgagcaac

cgcgtrectg

cacgtacceg

gaacgccgaa

gacccgetac

atcattcggg

ccatatcgceg

actgatgcag

gatccttccyg



ttcctcgaag
5160
tcatatc
g220 9
gtcaagacgc
5280
ctggaggagt
5340
tctccaacc
400
cagcacgtcc
54%0

acccggceact
5520gg

ctcggcaaga
5583
gccacgcttc
640
agccacctct
5700
cgttactggc
5760 9
acgggacacc
5820
accggeeggg
5880
ccggtcatge
5948
cgccctegta
&0

00

shesTeces
sisgeocs
sifpoesrs
g5ggecoces
ggs57eom
gsegeoees

ctcgactcc
6azd °

gccacgagea
gcgaccagga
ggcgecteac
tcgagcgtac
tcaccggeca
gggacgccgt
acctcgaact
cccggggeac
téacggcgct
cggcccceca
acgcggecac
cggtgctgac
tgaacgcggc
€gggcgtggc
tcgaggaact
gggtggtcgt
ccgaggacgc
ccccggecgt
cggtcctcega
cggtcttcca
ccetgecege

cgctgcacce
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ccacgtcgece

agccaccace

ggtctcccac

ggcggceggac

actcgecgac

gcgcttcgcc

cggacccgac

catccccacce

cgccaccgeg

cacccacccc

caccgccacy

cacggcegec

gtcacccgec

gttcgtcgac

cacccaccat

ccgeccggcg

cccgetggoc

acecgecggec

caccgacggce

ggggctcgcec

ggggacctcc

gatcgecctg

atcgcggecgg

gccatcgegg

gcgttccact

ctgacgtacc

caccgcatca

gacaccatca

ccegtectcea

gcegtectge

tacaccgcecg

gacctgceca

ggagacgtgt

gagcttceeg

tgg9gcggcag

atgctgctgce

gtcttectgy

gacgactccyg

gccgactgga

cttccgcceeg

ttctaccggce

gccgectggy

ccgggetegt

gccgcgaccg
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tcaacgggcc

aagccctgge

ccccccacat

acgccccgac

ccacccecgea

ccaccctcga

¢cactctegt

gcaaggggca

gcgcgeccgt

cgtacccctt

cgtcggecgg

atccgggcag

accacgccgt

acgccgegge

ccctgoegga

ggcggceggtc

cctgecacgc

tggacgegge

ggatcgccga

aggacggaga

acggcgteca

gtgccgagac

caactcgatc
cgagacaggt
ggaccccatg
gagcccgatce
gtactgggtc
tcagcetcgge
caacgagacc
ctccgaagec
caacctcagc
ccagcgecag
gctgaccgee
gttgctgctg
cttcggcace
9ctggtcggg
acacggcgec
cttcgcecgte
caccggtgcey
ctggcceccg
ggccgggttc
cacgctgtac
cceceggectg

ggacggcaca



ctccatgtge
6480

cgcgtecggce
6?48
cgcgcegg
8600
aagccgeca
3660
cgccgecac
8720
cgtgacccge
6?88
acgccgaa
gaag 00
gcecegettcy
6900
gggacacgcc
6960
cggctggtga
7020
atggccggtg
7080
ttcacgctcce

7140

tcegecggtyg
7200

cgggtgaccc
793877
798679
7440 2%
ctggagacce
758579

ctccgeccga
7620

acctggac
9680 99359

gccaactacg
740

cgttctectg
tcgtgegete
tgctgaccgt
ggcccgaccg
gcgecaactce
gagtcgcecgc
cgctgegege
ccaccgggac
acgccatgea
tcctcaccga
cggcggtcetg
tcgacgtcga
agccccaact
cgggcgcgat
gcgcgctggg
tgctgaccag
tcggegecga
tgctcg;ggg
tggacgacgg
aggtggacgg
ccttegtget

ccgccgecaa
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gagcggtgtg
cacgccggag
cgactcccte
cgacggtgcg
gcgccccgac
cgtgctggea
ctcgttgcgg
cgccgaagac
Ectgctccag
gaacgcgaga
gggcctgatc
€ggctcgeag
ggccgtacgc
tcccgecacyg
ctcgattetce
caggagcggt
ggtcaccgtc
cctgcecgacyg
tgtggtcacg
cgcgtggaac
gttcrcgtec

ctccttectc

acgctccacyg

acggtcgege

gccatgcgcg

ctgcacgacg

.ggcgregget

tcgeteggtg
gccggegegg
ggcgccgace
gccgtcctgg
tacaccggaa
cgttcggccc
gcctccgacy
gaaggeeggc
ttcgacgcgce
gcgegecacce
¢gtacggcgg
gcggcctgcg
gagcatccgc
gagctgaccyg
ctgcaccagg
gtggtcgotyg

gacgaactcg
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cgtcecggege
tgaccgtcac
gggteccgtgc
tcgectggeg
gggccgtggt
cggccgecga
tceggeectc
cggtcgeggc
ccgacggggc
ccggegacgc
agtccgagcea
aggcegtegt
tgttcgttec
ggcgtacggt
tggtcacceg
acagcaccgt
acgtcaccga
tcggcgcggt
aggaccggct
tgacccgtga
tccteggetc

ccgageaccg

gcacaccctg
ggaccegtee
cgagcagctc
cgcggtgccc
gggagacacc
gtcgtacccg
gacgatcgtc
ggcacacacc
accggactcc
ggcggccgac
ccccgaccﬁg

cgcggcgete

ccgectegece

gctcatcace

gcacggcgtc

cgtcgcggaa

cecggetgteg

cgtgcactgc

ggacgcggtg

catgggcectg

goccggacag

ccgtacggcc



ggggtccccg
7868 2<%
foggreoes
gggatgtct
8096 o9
8185729
g} ggcaagc

agctcgttca
8%20

cgagtcca

8380
ttgctgatca
8340
gcggacaccg
840
ggcatggagt
8260
accgagggag
8528
ctgttcgatc
8530
tacgacgceeg
8643
ctcgaccege
8700
atccgecceg
8760

agtacggct
gsgo
acgacggcga
8680
gtcaccgtcg

940
ctgcggaaca

9000
ggaatgttcc
9060

ccaagtccet

accgggcgcg

tcttcgactc

cccacgegeg

cccaggcggc

agttggccct

atgtcgcgge

aggacctcgg

tggggctgca

cccacctcag

cggcegtege

gccgctacec

tggacgccat

ccgacccecga

accgtttcga

agcagcgact

acaccctgeg

ccctegrcca

gtgtcgectc

acaccgegtyg

acgagtccac

tggagttcag
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cgcctoggga

gatgagccgc

ggcactcgeg

cacgcagcgg

gcccgecgaa

cctgcccgag

ggttctgggc

tttcgactcg

cctgecgtec

ggacgaactg

cgtggcacca

gggcggcgcc

cggctecttce

catgcgcgag

ccccgagttc

cctcctggag

cggcaagccc

ccggggcacce

cgggcgactg

ctcctectcg

gatggccctg

ccgecagegce

ctgtgggaga
ggcggactct
Acgg9cycggg
gcgtcgatge
cgaggcggtg
cccgaacage
cacagctcte
ctcgceggea
acgatgctgt
gtcgacgacg
cgcgacgacg
accacgecgg
cccaccaace
aagacctatg
ttcggcatca
accacctggy
gtcggcgtct
gagccggtcg
gcctacacgce
ctggtcgcega
gccggtggcg

ggtctggetc
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gcggcatggc
cgccgatgec
cggtgctcgt
TCcteccctct
aagcggrega
gcgaactcct
cgctegtcat
tcgaactcct
tcgaécéccc
aggccgtacce
acgaacccat
acgagctgtg
gcggctggga
cccgcaagygg
gceccccgega
agacgttcga
tcgecggegt
acggcttect
tgggtcttga
tgcacctgge
ccacggtgat

c€cgacggccy

cgacaccctc

cgccgagcqg

gcccgecggy

gctcgecgaa

cgagtccteg

cctggaggtc

cgaccccgag

catggtgctyg

gacgcecgag

tgtcaccgcc

cgccgtgatc

gcgactggrc

tctggaggag

cgggttccte

ggccecctggceg

gaacgcgggc

cgtcacccag

gctgacgggt

gggcccgycg

ctgccagtcg

ggccaaccce

gtgcaagtcg



ttcgecgotg
9128
cgtctgtcgg
9180
tcaacca
3240 %9

gtcatcaccg
9300

acacggca
ggso
tacggccagg
9420
ggccacgegce
9480

cacggcacte
9540

tcgggcaacg
9600
cgcteegecg
9360
gccececgega
9720
ctggtcccgt
5780
ctgcgcacgt
9840
gccaccaccc
900
ttcgaccgtg

9960

acgccgeace
0020

10089 %<

gccaccctcg
0140

gacgccatce
10280

tcgetctace
10260

10538°9%%°

ctggtcgeeg
10380

gcgeegacyg
acgccaaggce
acggcgccag
ccgetetgge
ccggaaccce
gccgtgaage
aggccgeege
tcececggac
tgcggetect
tetectectt
cgccggagec
gggtcctgrc
acctcgaact
gcgcccagtt
ccctgggeac
ccggcaagac
agctctacga
accggcatct
tgctcaacca
gcctggtcga
tcacggccgce

cgcgeggetce
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caccatctgg

Caacggacac

caacggactg

cggcgegggce

gttgggcgac

cgaccagccg

cggtatcggc

ccrgeacgtc

caccgaggag

cggcatcagc

cgccgaggat

cggcaagacg

CaacCcCCcggg

ccagtaccgg

gctcaccctc

agccttcatg

cacgtacccg

gaacgccgaa

gacccgetac

atcattcggg

ccacgtggcc

actgatgcag

gccgaggycy

accgttctcg

accgctccga

ctcacctccg

ccgatcgagg

ctgtggctcg

ggggtcatca

gacgagccca

cgcgcctgge

ggcaccaacg

gaccacgage

gagcaggecc

ctgcgcacygg

gecgtggtge

ggcgagccgt

ttcacgggac

gtcttccggg

cagccggtca

acccaggcecg

atcaccccegce

gggatcttca

gctctgeecyg
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cgggcatggt

ccgtgatccg

gcggeccgtce

accaggtcga

cccaggeget

ggtcgttcaa

agatgatcca

gcccgeacat

ccgagaccga

cccatgtcat

aggacgcgcc

tccgegacca

accgagrege

tcggeaccega

ccceggeget

agggcgcegcea

acacgttcga

aggacgtcgt

ctctcttcygce

actacctgac

ccctcgacga

ccaacggcgt

cctcctggag
cggcteggee
ccagcagegg
cgcggtcgaa
cctggcgacg
gtcgaacatc
ggccatgege
caactgggcc
ccacccgcge
cctcgaacag
gcaggcgace
ggcgcageag
tcacgcgetc
ccaccaggeg
ggtacgcggg
gcgggcegge
cgaggtctge
cttcgccgac
gatcgagacc
cggccactcg
cgcctgccga

catgatctcg



ctgcgggcca
1024099

gtcacgacgg
10580
ccatcgecg
g0560
gcgttccact
0620
ctgaccrace
10680

cactacatca
10740

10500

cccgtectea
10860

gccaccctgt
10920

cacgceccatg
10930

ctc
110

acctcgogtg
11100

SCCtCC

gccgaactcce
11160

11356797

gacctcctgce
11280

cacgtgttcc
11340

1188029

gaaaccgact
11460

FEaeoccs
R

gggctcaaga
11640

ggctccgatce
11700 S

ccgaggagca
tcaacgggec
gecgetetege
ccceccacat
acgceccgac
ccaccccgea
ccaccctcga
ccaccatgygc
accgcgaccg
gcatccaggt
ccacctaccce
ccgacggtct
cggacggagg
ccgagcacat
tcecacgeggce
tcgecgtygec
ccggaagecg
ggacccteca
actégctcag
tctaccgeeg
aggcctggcea

ccggegacta
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gatcgtcccg
cagctcgatc
cgagacgggt
ggaccecatg
gatcccgatc
gtactgggtc
ccggetegge
gcaggacagc
ggacgagaac
cggctggacc
cttccagegce
ggggctgaco
cgggcacctg
catcrtcgag
acgccatgtg
ggagcgcgece
ggcecttcyeg
cgccacggoc
gaacgaggtc
ggtcacggac

ggacgggaac

cggcatccac

ttcctcgaag
gicatctcgg
gtcaagacgc
ctggacgagt
gfctccaacc
cagcacgtece
acccggceact
gtggccgatg
cacagcttcc
ccecgtggteg
cagcactact
gcgaccgacce
ttcaccggec
acaatgatcg
gactgcgage
gcectccage
ttctactcgc
gcgctcgygag
tggccgectyg
ggtggcrtcg
acgacgtacg

cccggtetge

106

gccacgagca

gcgaccagga

ggcgectcac

tcgaactcgt

tcaccggcca

gggaggccgt

acctcgaact

acagcgacgc

tcaccgeect

gtgagacctc

9gctggaggc

atceggtyct

gcgtctecgg

ttccgggtgt

acatcgagga

tgcggctect

ggccggagga

ccgaacgcag

acatctcgga

gctacggacc

cggaagtctc

tcgactcggc

ccacgtcage

afccaccacc

ggteteccac

ggccyggagayg

actcgecgac

ccgettetee

cggacccgac

cgecectegte

ggccacggea

ggtceccgec

ggcgaagecce

gaccaccttg

gaacgatccg

ggcettegtce

actcacccac

gatcgagccg

cgrccegotc

ggaagrcccce

caccatggac

gctgttccga

cttgcccgee

gctccageceg



gccgcgetca
11760

gccggtgtgt
118%8 .
acaccggaca
11880
gactccctcg

1940
gccggagagc
12000

ggcgcgggea
12060

gcactctece
12120

acaccggggg
12180
ggcgccgacc
12240

gcggtccrct
12300

tcegecgota
12320

accgctcaga
12420

tcgctgegyy
12480

ggccggctec
540

gcaccgocgt

12600

ggcacgetec
12660

13720 0"

gaggtcacca
12780

agcctgecygg
12840
ggcatcgtca
1%900

19686°°9%°

tcgtccgtgg
13820

tcatgggaga
ccctecacge
ccgegteget
ccatgecggac
tgtacaaggt
ccgccaagtqg
cgctcggcgc
acgacaccac
cggcacaggc
ccgacgatcyg
g9cggcggegc
ccgaacaccc
€Cgtgogcgc
tcgcececteg
cgttcgacce
tcgcecgtca
gccgtecgyge
tcgtggcctyg
acgagcatcc
cggcgctgac
acctgcacga

tcggtgtect
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gaccgaggcyg

gacgggggcc

ggtcatcgece

ggrcggcgcc

cgactggttce

ggcggtgotc

cgcggtcgag

ccggcecggac

cgcgcgetcc

gccggactece

ggccgacctg

cgatcggttc

tgccctgaac

cctcgeccgt

ggacaagacg

cctggtcacc

aggcagcacc

<gacgcggcg

gctcggageg

acctgaccgg

gcrgacccgt

cggcrcgecg

gccgactcga

gactccctgc

gaccagacgg

gaccaactcg

gacgtccaga

gcecgacceegg

gtggagccgg

gtggtcttca

ttcacccacc

cgcctggtga

gccggagccyg

atcctgatgg

gccggcgaac

atcggcaccg

gtgctcatca

cgccacggtg

atcaccgcgg

gaccgggagt

gtggtgcact

ttcgacgagg

gacctggacc

ggacagtcca
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tccgggtgec
gtatccgeca
ggacaccggt
ccgccaccey
c€cgtggagga
ggaacaccca
acgcggtgac
catggtgcgt
gcgtrgctegg
tcctcaccaa
cggtctgggg
acctcgacgg
cccaactcge
ccgactccga
ccggcggeac
tgaagaagct
aactcgccga
cgctggaagce
gcgcgggaac
tgctecggec
tggacgectt

actacgccgce

gttctcctgg

cacgtggacc

catgacgatc

tgcggcggac

caagacccag

ggtcgecygcy

gctcccgacg

ctccgagcce

cctegtecag

g9g9cgcgatyg

gctgatccge

ttcggatgcg

cgttcgcgac

gecgaccgec

cggcgeectg

gctcectgacc

actcggegec

cctgetcgeg

gctcgacgac

gaaggtggac

cgtgacgttc

cgcgaacgtc



ttcctcgacy
13080

tggggactgt
1314
aaccgcggcy
13203
ctcgcgaccg
13220

13520 0
FLEL IO

L77 B

accgtcctcy
13500

ggcttcgact
13560

cgactcccgt
1?620

cgcaaccaac
13680

gtrcgceegg
13740
tgccgcttcc
1380

cgtgacgcgg
13820

gac accccyg
3920

€1 A
1aga0” 9%

gacactctgc
4100

tcgctcacce
14160

agtgtcgect
142%0 9

gacacggcct
14280gg

aacgagtcca
14340

agctggecga
999agagcgg
gccteetgec
accagaccgt
cggtcccégt
aggcgggcegyg
aggccgagca
gacacggctc
cgctcagete
ccaccctgrt
tggcggaocygg
cgtcetegeg
ccggtggege
tgggggcctt

acgtacgggg

accccgagtt
tgctgctcga
gcggeaagec
accacgg;gg
ccgggcgeat
gctcgtegte

cgatggccect
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acaccgcegt

catggccgac

gatgcccgec

cgtagtcccg

ggcgccgatce

cgcgggagceg

ggaccagatc

ggcgaacgceg

ggtggaactg

gttcgactac

caagcaggcy

gagcgacgeg

cgacacgeccc

ccccgacaac

gaagtcgtac

cttcggcatc

aaccacctgg

cgtcggegtce

cgagcecgtc

ctcgtacacg

gctcgtcgeg

ggccggeggce

acggccggac
accctcgacg
gaacaggcac
gccaagctcy
ttcegtgggyc
gaggtcggag
atcctggact
atcgaccccg
cgcaactcgc
cceacccect
gaggcagycg
gccgaccega
gaggcgctgt
CQCQQCtégg
gccagtgagg
agccctegeg
gaagcgttcg
ttegecggcy
gagggttacc
ctgggtcttg
atgcacctgg

gccacgatca

108

tgcccgecaa
agcaggacca
tcgggcactt
acctcgccgg
tggtccgtac
ccetgggoca
tcctgegeaa
cgcactectt
tcaacaaggc
cggractggc
cgcaagtggc
tcgtgatcgt
ggaagctggt
acatcgagaa
gcgggttect
aggcectgge
agaacgcggg
tcgeggecygg
tQCtQaCQQQ
agggccecge
cgtgccagtc

tgtccaacge

gtccctegec
ggcgcggatg
cgactcggcg
gctcegtgec
gccgergege
gtcgatcgcg
tcacgtggcce
caaggagctg
gtccgggatg
cggctacatc
ccgeegeace
99g9catgog99
cgcggacgag
cctcttcgac
ctacgacgcc
gctcgacccyg
catccgceccce
ggagtacgtc
tacgacggcg
ggtcaccgtc
actgcggaac

gggcatgrec



atggagttca
14380°

144857
fas?o %

fasggeoe

acggcgctcg
14%40

accggaacgc
14700

aaccgtgaag
14760

CCgCCggce
g4820 99¢9

188800

ctcetgaccy
14940

tcctteggea
15000

caccctgagce
15060

e
iig5eom
o
sig35cees
ctcctettca

15360

cacccegtct
15420

gccgaacage
15480
cggtacaccc
1??40
gagttcgge
15%00 9¢9

cacacggc
15660 99

gcecgccageg
gcaccatctg
ccaacggaca
gcaacggect
ccagcgeggg
<gctgggtga
agccgetgtg
tcggcggggt
acgtcgacga
aggcccggge
tcagcggcac
cggcceecga
aacaggccgt
tccagecggt
ccgtcgegat
accccggeac
ccggtcaggg
accgggacgc
cggtcaagga
agccegecat
tctcccccac

ggatcctcac
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tgogtctgget
ggccgagagc
cacggtcctyg
caccgeceee
tetcaccece
cccgatcgag
gctcggatcg
catcaagatg
gcecageccy
ctygcccgag
caacgcccac
gagcgcaccg
gcgggaccag
cgacatcgcg
cggcgecacce
cgcectectyg
ctcccagcac
gttcgacgag
cgtcgtcttc
cttegecete
ccatctcatc

cctcgacgac

cccgacagece
gcgggcatgg
gccgtcatcec
aacgggccct
gaccaggtcg
gcccaggecc
ttcaagtcca
atccaggcca
aacatcgact
accgaccgcec
ctcatcctgy
caggcaacca
gcccageget
tactcgctgg
catgacgaac
cacggccagt

ccgggcecatgg

gtgaccgcca

gccgacgacc
caggtggecce
ggccactcga

gcctgecgge

109

gtgccaagtc

tcctcctgga

gcggcetcggco

cgcagcagcg

acgccgtcga

tgctctccac

acatcggcca

tgcgccacgg

gggactccgg

€gCcgeegetc

aggaagcgcc

cggtgeectyg

tgctcgacca

ccaccgeecyg

tcgtcgacca

cccactccaa

gccgtcaget

ccctggacca

ccaccctget

tcacccgget

tcggcgagat

tggtegecgce

ctacgcgggc

gcgtctgtcg

cgtcaaccag

ggtcatcaac

aggacacggc

ctacggccag

cgcgeaggcc

caccctgccc

caatgtgcgg

cgccgteteg

cactcccacc

gatactctcyg

cgtcagcgag

tacctccttc

ccteegetcg

gaaggtggcc

ctacgacacg

gcacctccag

caaccagacc

cctcgtcgac

ctcggeggcce

ccgeggeact



10

ctcatgcaga
157209 ?

-gtgeteecye

15?80
gtcgtctcecg
15840
cgacgcatcc
1590

ctcggcegage
15920

%tctccaccg
6020

?atcacgccc
6080

?tcaccacgt
6140

ctgcccgacg
16?00
ctcgacgggc
16220

gcacgacgcg
16323

18356°%°%°

caccecgetge
16440g 9

gtgacgctgg
16?00

16960

atagcggaac
16620

caggtgatcg
16%80

16940 0°%

gtctcctga
16749

<210>5
<211> 5582
<212> PRT

ccctccccgc
acctcacgga
gggacgaagc
gccgtctcac
tccacgcggt
tcaceggecy
gcaacgccac
acatcgaggt
ccaccgccgt
tcgtccggyc
ggggcaggag
ccgeegacec
tggccacgac
ccgaccaccee
ccttcgtgoa
tcgtcctgea
tcggacctga

accagtccetg

<213> Streptomyces sp. MP28-13

<400> 5
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caccggegey

gcgggrcggt

cgctgtcatce

cgtcagccac

ggccgacacg

cctggecggce

ccgcttccac

cggecccgac

accgctgatc

tcacgtgtcc

cgtcgacctt

cgrcggtacg

caccgaactc

gtggctcagce

gctegegetce

cgegecggtce

cgacccgtcg

gaccgagaac

atgacggccg
atcgeegegg
gccgtcggcg
gcctrccact
ctgacctacc
tccgagatca
gacggcctca
gcecgtactceg
<gggccaagg
ggcgccacag
cccacgtacg
gccgecgycec
ccggacggaa
gaccacaccy
cacgcgygecy
aécttcgggt
gcgggccgga

gcgaccggcea

tcgaggcgac

tgaacggccc

aggagttcgce

cgcaccacat

acgtgccacg

ccagegcecac

acacgcttca

ccgcgetgac

cctecgagec

tcgactggge

ccttccageg

tcggtctgga

ccgccctgtt

tcatgggaac

agacggtgog

cccagtccge

ccctcaccat

cgcteggege

cgaggaagag
gcgttcggfg
cggtcaggga
ggacccgatg
cacccegetc
ctactggagc
cgagcaggyc
ccgtgaageg
ggccactctg
agggttcctc
tcggegeeac
gtecgectce
€acgy9ggcyyg
ggtcatccte
tctcgacgag
ggcccttctce

caggtccegt

actggtaggyg

Met Arg Glu Ala teu Ala Ile Met Ser Ser Asp Leu val His Gly Thr
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Asp Ala Ile g&a Ile Thr Gly Met ggr Cys Arg Leu Pro ggn Ala Pro

Asp Ala ;gn ser Phe Trp Glu hgu Leu Arg Ser Gly ﬁgg ser Ala Ile

Thr ggu val Pro Pro Asp ggg Trp Asp Pro Asp ggu val Leu Pro Asp

ser Pro Glu Arg His Arg Ala Ala Leu Arg His 61y Gly Phe Leu Asp
65 70 75 80

Arg val Asp GIn g?e Asp Ala Ala Phe gge Gly Ile Ser Pro 3;9 Glu

Ala val Ala 1le Asp Pro GIn GIn Arg Leu Phe Ala Glu Leu Ala Trp
100 10 110

Glu ala Leu Glu Asp Ala Gly Ile val pro Glu Thr Leu arg Ser Thr
115 120 125

Ala Thr Ala val 1le val Gly Ala Ile Ala Gly Asp Tyr Ala ala Leu
130 135 140

Ala His Arg Gly Gly Ala Ile Thr GIn His Ser Leu Pro Gly Leu Asn
145 150 155 160

Arg Gly val Ile Ala Asn Arg val Ser Tyr Ala Leu Gly Leu Asn Gly
165 170 175

Pro Ser Met Ala val Asp Ser Ala GIn Ser Ser Ser Leu val ala val
180 185 190

His Leu Ala val Glu Ser Leu Agg Lys Gly Glu Cys Thr Leu Ala Leu
195 2 205

Ala Gly Gly val Ala Leu Asn Phe Ala Pro Glu Ser Ala Glu val Ala
210 215 220

Gly Met Phe Gly Gly Leu Ser Pro Asp Gly Arg Cys Phe Thr Phe Asp
225 230 235 240

Ala Arg Ala Asn Gly Tyr val Arg Gly Glu Gly Gly Gly val val val
245 250 255

Leu Lys Pro Leu Ala His Ala val Arg Asp Gly Asp Thr val Tyr Gly
260 265 270

111



val

Thr

Glu

305

Gly

Ala

ser

Gly

ser

385

AsSn

Leu

val

GIn

Arg

Thre

ASp

val

Ile

val

290

ASp

Thr

Ala

Ala

Leu

370

Leu

Leu

Ala

Leu

The

Arg

Ala

The

278
Pro
Ala
Gty
Tyr
353
Ile
Asn
Arg
Gly

Ala

| ASp

Glu

Ala

Thr

Gln

515

Gly

Gly
ser
Gly

Thr

Lys
Tyr
val
val
420
Glu
Glu
Ala
AsSp
His
500

Leu

val

Thr

Ala

va'l

Pro

325

ser

AsSn

Thr

Glu

GIn

405

Ser

Ala

Pro

Ala

Ala

485

Phe

Glu

Thr

Ala

Glu

ASp

310

Thr

Ala

val

Ala

Thr

390

Thr

Ser

Pro

Glu

Leuy

470

Asp

Glu

Ala

Gly
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val

Ala

295

Pro

Gly

Arg

Gly

Leu

375

Pro

Ala

Phe

Glu

Ile

455

Arg

Ala

His

Leu

AsSp

Asn Asn Asp Gly

280

Gln

Ala

ASp

Pro

His

360

Ser

Asn

ser

Gly

Ar

44

Pro

Ala

Phe

Arg

Ar

52

His

Ala

Glu

Pro

Ala

345

Leu

Ile

Pro

Gly

val

425

Ala

Leu

GIn

Asp

Ala

505

Ser

Gly

112

Thr

val

Leu

330

Gly

Glu

Arg

Arg

Pro

410

Gly

Ala

Ala

Ala

Ile

490

val

Gly

Lys

val

Ar

31

Glu

ser

Gly-

His

Ile

395

Trp

Gly

Ser

Pro

Gly

Gly

Ala

Ala

Ile

Ser

Leu

300

Tyr

Ala

Pro

Ala

Ar

38

Asp

Pro

Thr

Glu

Arg

Leu

ASp

Ala

Thr

285

Arg

val

Ala

val

Ala

365

Glu

Pro

AsSp

Asn

Glu

445

Leu

Leu

Ser

Gly

val

525

Leu

Asp
Gln
Glu
Gly
Leu
350
Gly
Ile
Glu
Ala
4%
Asp
val
Leu
Leu
Leu
510

Pro

val

Gly

Ala

Leu

val

335

val

Ile

Pro

Ala

Pro

415

His

Ala

ser

Glu

Ala

495

Gly

Gly

Phe

Leu

Cys

His

320

Gly

Gly

val

Ala

Leu

400

Leuy

val

Pro

Gly

His

Leuw

Pro



Pro

Ala

val

ser

Pro

Gly

Ser

val

Ser

Ley
785

530

Gln

Ala

Tyr

Thr

Met

610

Ala

Gly

GIn

Leu

Leu

690

AsSn

ile

His

Thr

Ala

770

Arg

Gly

val

val

ser

595

val

val

Ala

Thr

Pro

Arg

Met

Pro

755

Ile

Arg

ser

Phe

Ser

Ile

Leu

Ile

660

Ala

Ile

Asp

Ala

Glu

740

Arg

Asp

Pro

Gln
Ar

569
™
Asp
Leu

Gly

ASp
Ala
Ala
Ar

72

Ala
ser
Thr

val

Trp

550

Ala

ser

Arg

Ala

His

630

Leu

Thr

Arg

Ala

Ile

710

Ala

val

Cys

Ala

Leu
790

ES 2543203 T3

535

Glu

Ser

Leu

Ala

Ala

Leu

val

val

695

Ala

val

Lys

AsSp

Gl

77

Phe

Gly

Ile

Leu

AsSp

600

val

.GlIn

ASp

Ala

Thr

680

Asn

Glu

Ser

ASp

Ile

760

Leu

Glu

Met

Glu

AS

58

val

Trp

Gly

Ala

Gly

Leu

Ala

Arg

Ala

Asp

Ala

113

Ala
Ala
570
Thr
val
Glu
Glu
Ala
650
Thr
Tyr
Pro
Leu
val

730
Leu
Phe

Ala

Thr

Ar

55

Cys

Leu

Gin

Ser

Ile

Arg

Gly

Ile

The

Ala

715

Asp

Leu

TYr

Gly

teu
793

540

Glu

His

Thr

Pro

Leu

620

Ala

Ile

Ala

Ala

Thr

700

Arg

Phe

Glu

ser

Tyr

Arg

Leu

Glu

Asp

val

605

Gly

Ala

val

Met

Pro

685

Thr

Cys

Ala

GIn

Thr

765

Trp

Ala

Met

Ala

Glu

590

Leuw

val

Ala

Ala

Ala

670

Phe

val

Glu

Ser

Phe

750

val

Tyr

Met

Arg

Leu

575

Ser

Phe

Arg

His

Lew

655

Ser

Gly

val

Ala

His

Ala

Thr

ser

Ala

Thr
560
Ala
Gly
Ala
Pro
Ile
640
Arg

val
ASp
Ala
Glu
720
ser
Glu
Ala

Asn

Glu
800
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Asp Gly phe Gly Thr Phe val Glu Ser Ser Pro His Pro val Leu Thr
805 810 815

Leu Gly Leu Ala Thr Leu Pro Asp Ala Leu val Ala Asp Ser Leu

Ar
82 825 830

Arg Arg Asn Glu Ala Pro Trp Pro Gln Leu Leu Thr Ser teu Ala Glu
835 840 845

teu His val Ser Gly Leu Pro val Asp Trp Ser Ala val phe Lys Gly
850 855 860

Arg Thr Pro Gly Arg val Ala Leu Pro Thr T;r‘ Ala Phe GIn Arg Glu
865 870 875 880

Arg Tyr Trp Pro Glu val Ser Thr aAla Phe Glu Pro Gly Thr Gly

Ar
885 890 89

Ala val GIn His GIn Glu Ala Ala Arg Glu Glu Ile Pro Ala Ala Ser
900 905 910

Ser Thr Trp Ser Asp Arg Leu Ala Gly Leu Pro Ala

Asp Glu Arg Ser
915 920 92

Arg Glu Ala Leu Glu Leu val Arg Leu Arg Thr Ala Ile val Leu Gly
930 935 940 :

His Leu Ser Thr Asp Gly val asp val Gly GIn Ala Phe Arg Glu Leu
945 950 955 960

Gly Met Asp Ser Thr Met Ala val GIn Leu Arg Gln Asn Leu val Asp
965 : 970 : 975

Ile Thr Gly Leu Ala Leu Pro Glu Thr val val pPhe Asp Tyr Ala Ser

r
380 985 990

Pro ser Arg Leu Ala ser Arg Leu Cys Glu Leu Ala Leu Gly Glu Asp
99 1000 1005

Thr Ser Ser Ala Ala Ser Ala Leu Ser Arg Ser Ala Ser val Leu
1010 1015 1020

Asp Ala Asp Asp Pro Ile val 1Ile val Gly Met Ala Cys Arg Tyr
1025 1030 1035

Pro 6ly Gly Ala Ser Thr Pro Asp Glu Leu Trp GIn Leu val Asp
1040 1045 1050

Asp Gly val Ser Ala Ile Ser Gly Phe Pro Thr Asp Arg Gly Trp
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ASp

Thr

Asp

ASp

Glu

Gly

His

Thr

Glu

val

Ser

Met

Arg

Glu

Ala

Asn

1055

Leu
1070

Tyr
1085

Thr
1100

Pro
1115

Arg
1130

val
1145

Glu
1160

Ala
1175

Gly
1190

Ala
1205

Leu
1220

Phe
1235

ASH
1280

GIn
1295

ASp

Thr

Glu

GIn

Ala

Phe

Gly

Ser

Pro

Met

Ala

val

Lys

ala

Gly

ASp

Ala

Arg

Phe

GIn

Gly

val

Asp

val

Ala

His

Leu

Glu

Ser

Gly

His

Gly

Leu

His

Phe

Arg

Ile

Gly

ASp

val

val

Gln

Ala

Phe

Phe

Met

Thr

Ala

Tyr

Gly

Gly

Leu

Asp

Ala

Gly

Ser

Thr

Ala

Gly

Gly

Ala

val

val

Ser
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1060

Asp
1075

Ile
1105

Leu
1120

Pro
1135

Met
1150

Leu
1165

val
1195

Ala
1210

Gl
1225

Gln
1240

Leu
1270

Leu
1285

Asn
1300

Pro

Phe

Ser

Leu

ASp

Ser

Gly

Arg

Asp

Gln

val

Gln

Ala

Leu

Ala

Gly

Glu

Leu

Pro

Gln

Gly

Gin

Gly

Ile

Thr

Ala

Arg

Ala

Glu

val

Leu

115

Pro

ASp

Arg

val

Leu

Glu

Tyr

Ser

ala

Leu
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Ala Ala

His Gly

His Ile

Arg Ala

ser Phe

Ala Pro

Thr Pro

Ala Pro

Ile Ala

Thr Ala

Glu Gly

Asp Glu

Thr Thr
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Gln

Tyr
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Leu

val

Thr

Arg
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Met

Thr

val

Gly

Thr

Ser

Ala

Leu

Trp

1560

Ley
1575

Cys
1590

Asp
- 1605

TYT
1620

Leu
1635

Ser
1650

Leu
1665

GIn
1680

Glu
1695

Ala
1710

Pro
1755

Asp
1770

Thr
1785

val
1800

Tyr

Ala

val

Thr

val

Ile

Asn

Ala

Glu

Ile

GIn

val

His

Leu

Gly

GIn

Asp

Thr

val

GlIn

Glu

Gly

Asp

Leuw

GlIn

Ala

Glu

Lys

Met

Thr

GlIn

His

Thr

Leu

Phe

Ala

ser

Glu

Ala

Pro

Ile

Ala

Ala

Thr

AsSp

Tyr

Leu

val



Arg

Leuw

Thr

Pro
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Pro

Ala
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Glu
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Thr

Tyr
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Leu
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His
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Gln
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His

Thr

Met

Thr

val

Gly

Thr

Ser
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Leu
3345
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Ala
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Ile
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Leu
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Leu
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Leu
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Ile

Leu
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Leu

Thr

Leu
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Gln

Gly

Ala

Ser

Thre

Ala

His
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His
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Tyr

Ile

Gly

ASp
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His
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Tyr
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Leu
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Ile
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Phe
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Leu

Trp

Thr

Pro
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Glu

Gly

Pro

Trp
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Leu
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Thr
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Leu
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Thr
3690
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Pro
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Leu
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Ala
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Ile
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3815
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Trp
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Trp
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Leu
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Thr

Leu
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Asp
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Leu
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Leu
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Thr

Cys

Leu

Thr

Phe

Ala

Leu

Gly

Ala

ASp

Arg

val

Thr

ASp

Leu

Leu

Ala

ASp

Pro

Leu



Asp

val

Thr

val

Asn

Leu

Ala

Gly

Ser

Asp

Pro

GIn

Ile

Phe

Asn

ser

Gly

AS
4380
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Leu
5430

Ala
5445

ser
5460

Ala
5475

ser
5490

Phe
5505

Glu

Arg

His

Leu

Gly

Asp

Leu

Ala

Ala

Leu

Trp

Pro

Asp

His

Leu

ASp

val

Ile

Arg

Met

Thr

Arg

His

His

val

val

ASp

Ala

Thr

Pro

Pro

Phe

His

Glu

Ala

Ile

AsSp

Tyr

Leu

Glu

Leu

Pro

Gly

Gly

Tyr

val

Leu

Thr

Thr

Leu

Glu
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5510

val
5525

Leu

Leu
5540

Leu
Thr

Glu
$570

<210>6

<211> 1089

<212> ADN

<213> Streptomyces sp. MP28-13

<400> 6

gggagaactg trgtcgtcag

Leu His Ala Pro
GIn val 1le val
Leu Thr Ile Arg Ser
5555

asn Ata Thr Gly Thr

cgcgaaggc
120 99 g_

tcggcgggac
180
ctgtgcctgg
243
ccggcegget
308
atcctrcgace
360
gccgaggagt
420
ccggacgacg
480
gccetgggeg
540
ctcgacaccg
600
caccagatcg
660
atccteegec
720
ggcaagtccc
780

aggagegce
340 'g 9co

tctecegtcac

tgctceccgge

cctcecgtga

tccggegega

gccaactggc

gcgeccaaget

gcgccatcga

gcagcgtcgt

gtgacaaggt

aggggctgec

tgcgctecga

tctacctgge

gctacgacga

ES 2543203 T3

5515

val
5530

5545

5575

cggtggtgtc

ggtgatcgac

catcaacgac

gctgtacccg

cggcgtcctg

cttccagaag

ccagcecggcec

cccgegegtt

acgcagggga

gcccttcgac

€gcgggcacy

cgtgccactg

tccecgectg

gaccgtcacc

Thr Phe Gly Ser Gln

Gly Pro Asp Asp Pro Ser

atcggectgg
cctgcecegg
cagctgtacg
tecttegteg
gacgcggcgt
tccatcggtg
ttcgececccg
ctcgacgegg
gccacccgga
cgtctegtec
atcccggaga
ctcaacgtga
gacggtgaac

gccgagggca

133

5520

ser
5535

Ala
5550

Arg ser Glu Glu Asp GIn Ser
5560 5565

Leu Gly Ala Leu val Gly val

580

ccaccgeatg

gcagcaagge

accagccgga

aggaactgga

tcgacgagga

tgcgcaccga

tggtcggcgg

cgctgatcac

tcgaggacca

tggccgecygyg

tccgtecegt

cggcccgegce

tcgtegtegg

ccggcageet

Ala Ala

Gly Arg

Trp Thr

Ser

gcgggccocy
gtcccacgece
actcctgcge
ggagttcget
atccctgecy
acggctgacc
cctgctgtec
cgccatcgaa
caccgtcgtc
ctgctggacc
caagggccag
catctccaag
cgccacctac

gctgcgecge
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ES 2543203 T3

ggggccgagg tcattcccga ggtgggcgec ctgegtticg

cgtcccgect cgeccgacga cctecccgte atgggtccga

960

igggcgagcg gtcacttccg gatgggagtc cagctggetce

gcggcctacc tgaccgacac cgtcceccgcac gccgegacgg

108
ttctcctga
1089
<210>7
<211> 362
<212> PRT
<213> Streptomyces sp. MP28-13

<400> 7

Tet Arg Thr val ga1 val

Ala Glu

20

Trp Arg Ala Arg

Pro Gly Ser Ala Ser

LysS
35

Asn Asp Gln

50

Lteu Tyr AsSp

ser Glu

65

Pro
70

Arg Leu Tyr

Pro Ala Gly phe Arg

Arg
85

Glu Leu Pro Ile Leu

100

Ser

Gly val Arg Thr Glu Arg

Ala phe Ala Pro val

130

Pro

val
150

Ala Ile

145

Asp Pro Arg

Ala ser val

165

Leu Gly Gly

Gly Gly Gly

Gly
His
Gln
55

Ser
Asp
Asp
Leu
val
135

Leu

val

val
ala
40

Pro
Phe
Gly
Arg
Thr
129
Gly

ASp

Arg

Ser
25

Ser
Glu
val
val
Gln
105
Ala
Gly

Ala

Arg

134

val

10

val

Ala

Leu

Glu

Leu

a0

Leu

Glu

Leu

Ala

Ile

Thr

Gly

Leu

Glu

75

ASp

Ala

Glu

Leu

Leu

155

Ala

ccgagatcac cgcggggctc

ccacggttcc cgatgtctac

ccgtcacgge cgtggcecatg

cgccgttcac ccegetecyge

Thr Ala

15

Gly Leu Ala

val Ile Asp Pro Ala

30

Leu Ala Ile

45

Leu Pro

Arg Leu Cys Leu Ala

60

Ala
80

teu Glu Glu Phe

Ala Ala Phe Asp Glu

95

Phe G1n Lys Ser Ile

110

Cys Ala Lys Leu GlIn

ser Pro

140

Asp Asp Gly

Glu
160

Ile Thr Ala Ile

Thr Glu

175

Arg Ile Asp



ES 2543203 T3

His Thr val val Leu Asp Thr Gly Asp Lys val Pro Phe Asp Arg Leu
180 18?

val Leu Ala Ala Gly Cys Trp Thr His GIn Ile Glu Gly Leu Pro Ala
195 200 20

Gly Ala 1Ile Pro Glu Ile Arg Pro val Lys Gly GIn Ile Leu Arg Leu
210 21 : 220

Arg Ser Asp val Pro Leu Leu Asn val Thr Ala Arg Ala Ile Ser Lys
225 230 235 240

Gly Lys Ser Leu Tyr Leuw Ala Pro Arg Leu Asp Gly 6Tu Leu val val
245 250 255

Gly Ala Thr Tyr Glu Glu Arg Gly Tyr Asp Glu Thr val Thr Ala Glu
260 265 270

Gly Thr Gly Ser Leu Leu Arg Arg Ala Ala Glu val Ile Pro Glu val
275 280 285

Gly Ala Leu Arg Phe Ala Glu Ile Thr Ala Gly Leu Arg Pro Ala Ser
290 295 300

Pro Asp Asp Leu Pro val Met Gly Pro Thr Thr val Pro Asp val Tyr
305 310 315 320

Leu Ala Ser Gly His Phe Arg Met Gly val GIn Leu Ala Pro val Thr
325 330 335

Ala val Ala Met Ala Ala Tyr Leu Thr Asp Thr val Pro His Ala Ala
340 345 350

Thr Ala Pro Phe Thr Pro Leu Arg Phe Ser
355 36

<210>8

<211> 2085

<212> ADN

<213> Streptomyces sp. MP28-13

<400> 8

gagagtaaag cagaacggcc cgggcttcct gacggagtcc gcgaggtcga catcgagcac
gggtacagcc gcttegecga ccgcggtctc cagtacggge cggecttecg gggoctgege
ggggtgtggt cgcacggcga ggaggtctac gccgactcag ¢getcgacac cgcgacegge

135



ggggactacc
gggatcgacc
gggggcggcg
gggctcaccg
g;gacggccg
233tccgtcg
gggcgcatcg
gggctgcgcg
gggtcctgca
gggcaggagt
ggggccgtcg
gggctgctcc
ggscccggga
1658 9o
1880 229

ctcgcececgge
1140

ggtcecgget
1%00

tcgacgtgg
gZSO

atccccgece
1320

accctecacge
1380

ctgcacgacc
1440

ctggtcggca
1500

tectgcacce

gcgacgaccg

cccgegeegt

gcgacgacgg

agcagctcga

tacagcagtc

gcctcaccgg

aactcgactc

cggacgagga

gcctggecega

ccgeeegege

gcagcgtcca

actcgggccg

acggcgeget

tcacgggtac

acctcgtcac

cgcececggege

tcgectgega

cgtccgecgt

cacgcggact

tgatccagga

acgcggyggca

ES 2543203 T3

ggccctgetc
gacgttcctyg
ccgcatccac
cgagccgate
cgccgeggcy
ggacaactcc
cgcgctgaag
cgtgctecgg
ctcgecggta
ccaccgecte
cggggaggac
gtccgaacac
ctccctegec
gctcaggecg
cgtcgtgatc
cggccatgac
cgccgagetg
cgtcgccgac
catccacace
cgacaaggtt
cccggactge

gggcaactac

gacaccgcgc

ccgttcgege

accgtcccag

gccacgatcg

cagcgcaccce

gaccagcagc

gccacccgece

gccgecacag

c€gctcggeygy

gccaagaccc

ctgtccgacg

ccecgacceget

gccgeecgtcg

cgtctcgtac

accggcggca

gtccggeacc

gatgccgaac

cgctegtege

gcgggtgtgc

ctgcgtccca

gcgttcgtgg

gcagccgeca

136

tccaagegge
tgcgcgggat
gcgacgacgg
gttccgtegt
aactgctgcg
gctggggatt
ccttgttcga
ccgteccgga
cgcaacgcgc
gcctggtgct
tgtcgggcge
tcgtectggt
ccrecggega
gcagcccacc
ccggagaact
tcgtgergcet
tcaccgcget
tggagagcgc
tgtccgacgyg
aggtcgacgc
tgttctcgte

acgeegrect

actggtcccce

acgggtgcac

cttetecctg

cagccggeec

cgtcgtatgg

cctcggaace

ctcctacccce

cgtgatcgtc

cctcatggtce

ggtcagtage

cgccgtctgg

cgacgtcgac

accccaactc

gccgecgegg

gggccgectg

cagccgeegce

cggcgccegt

actggccggce

cgcgatcgge

cgcgetecac

c€gtcgcggag

cgacgcgctc
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gcccaccacce
1560

1829 ¢

ggctrtegccc
1680

gacgaggcgg
1740
ccegtectgg
1808
gtcagccgge
1860
cgctcggtgt
1836
gagttcagcg
1980
gccgecaceg

2040

ctcgectece
2085

<210>9
<211> 694
<212> PRT

gcecgtgeccy

gcatgggctc

ccctggggca

tcctggegee

aggagctggc

tggccgaget

ccgecttggt

ccgecggget

gcctgcgget

acctgcgtcg

<213> Streptomyces sp. MP28-13

<400> 9

Met Ser

1

Asp Ile

Gly Pro

val

Leu
65

Asp Ile

Ite Arg

Lys

Glu

Ala

35

Ala

Pro.

Asp

val

Ala Glu

His Leu

20

Phe Arg

Ser

Asp

Ala Leu

Arg

Tyr

Gly

Ala

Leu

ES 2543203 T3

cagactgcag

cgacctgtcce

cgaccaggge

cgtccggetc

gcccacccgt

gccecgaggece

cttcggetac

cgactccate

cccggcgacc

actcctccag

Pro Gly

ser Arg

Leu Arg

40

Leu
55

AsSp

Asp Thr

70

Arg Asp

85

His
100

Lys

AsSp

Gly

Arg Thr

Gly Ala

ggcctctcge

gccgecgace

ctggctetet

aacgaggcgg

accggcaage

gaacgcgacg

gagagcggceg

ggcaacctcg

ctcgtcttcy

gagagcaatt

Leu Pro

10

ASp

Phe Ala

25

ASp

Ala val Trp

Thr Ala Thr

Gln
75

Ala Leu

Phe Leu Pro

90

Ala val

137

tcgectgggg

acaaccgcat

tcgacgcecac

gcctcaccgg

ccgccgtgac

cecgecgecct

acgagatcga

aactcagccg

accatcccac

catga

Gly val

Arg Gly

His
45

Ser

Gly
60

Ala Ala

Ala

Phe

Arg Ile

Arg

Leuw

30

Gly

Gly Asp

Leu

Leu

His

tctgtgggag

caagcggtce

gctcggcage

ggacatcccg

cgacaccctg

ggagttcgtc

cccgcagegg

ccacctggeg

ccccgecagaa

Glu val

15

GIn Tyr

Glu Glu
Leu

TYIR

Pro
80

val

Arg Gly

95

Thr val

110



Pro

Pro

GIn

145

Lys

Phe

Arg

Leu

225

val

Leu

Asp

clu

Ser

305

Ala

Pro

Gly

His

Gly
Ile
130
Leu
Ser
Leu
Pro
Ar

21

Glu
GIn
val
val
His
290
Gly
val

Pro

Thre

370

Asp

val

Gly

Leu

195

Ala

Asp

Glu

Ser

ser

275

Pro

Arg

Arg

Pro

Gly

val

Asp

Thr

Ala

val

Thr

180

Phe

Ala

ser

Cys

Ser

260

Gly

ASp

Ser

AsSn

Ar

34

Glu

Arg

Gly

Ile

Ala

GIn

165

ASp

AsSp

Thr

Pro

Leu

245

Gly

Ala

Arg

Leu

Gly

Arg

Leu

His

Phe

Gly

Ala

150

GIn

Arg

Ser

Ala

val

230

Ala

Ala

Ala

Phe

Arg

Gly

Leuw

ES 2543203 T3

sSer

ser

Ile

Tyr

val

215

Arg

Asp

val

val

val

295

Ala

Leu

Ser

Arg

val
375

Leu

120

val

Arg

Asp

Gly

Pro

200

Fro

Ser

His

Ala

Leu

Ala

Leu

Leu

Leu

360

Leu

Ala

val

Thr

Asn

Leu

185

Thr

ASp

Ala

Arg

Ala

265

Gly

val

val

Arg

Thr

345

Leu

Leu

138

Leu
ser
GIn
ser
170
Thr
Leu
val
Ala
Leu
250
Arg
Leu
Asp
Ala
Pro
330
Gly

Ala

Ser

Thr

Arg

Leu

155

ASp

Gly

Arg

Ile

Gln

Ala

Ala

Leu

val

Ser

315

Arg

Thre

Arg

Arg

Gly
Pro
140
Leu
Gln
Ala
Glu
val
220
Arg
LyS
Gly
Arg
300
Gly
Leu

val

His

380

Arg

GIn

Leu

Leu

205

val

Ala

Thr

Glu

Ser

285

ASp

Glu

val

val

Leu

365

Gly

AsSp

Thr

val

Arg

Ser

Leu

Arg

Pro

Pro

Arg

Pro

Gly

Ala

val

Trp

Ala

Ser

Cys

Met

Leu

Gln

Gly

Gln

Ser

335

Thr

Thr

Gly

Glu

Glu

Thr
val
Thr

val

240

val

Ser

ser

Ash

Leu

320

Pro

Gly

Gly

Ser



Pro Gly Ala Ala Glu
385

val

Ala

val

LysS

Ile

465

Leuw

Leu

Ser

Leu

Leu

545

Asp

Gly

Lys

Glu

Ala
625

Asp

Leu

Leu

val

450

GIn

val

Asp

Leu

ser

530

Gly

Glu

Asp

Pro

Ala

610

Leu

val

Ala

ser

435

Lew

Asp

Gly

Ala

Ala

515

Ala

His

Ala

Ile

Ala

595

Glu

val

val

Gly

Asp

Arg

ero

Asn

Leu

500

Trp

Ala

AsSp

val

Pro

580

val

Arg

Phe

Ala
405
Ile
Gly
Pro
Asp
Ala
485
Ala
Gly
AsSp
GIn
Leu
565
Pro
Thr

ASp

Gly

Leuw

390

Cys

Pro

Ala

LyS

Cys

470

Gly

His

Leuw

His

val

Asp

Ala

Tyr
630

ES 2543203 T3

Asp

Asp

Ala

Ile

val

455

Ala

Gln

His

Trp

ASn

335

Leu

Pro

Leu

Thr

Ala

615

Glu

Ala
val

Pro

Asp
Phe
Gly
Arg
Glu
520
Arg
Ala
val
Glu
Leu
600
Ala

Ser

Glu

Ala

Ser

425

Thr

Ala

val

ASn

Ar

50

Ser

Ile

Leu

Arg

Glu

val

Leu

Gly

139

Leu

Leu

Ala

val

Glu

Lys

Phe

Leu

570

Leu

Ser

Glu

Asp

Thr
395
Arg
val
Thr
Leu
Phe
475
Ala
Arg
Asn
Arg
ASp
ASN
Ala
Arg

Phe

Glu

Ala

Ser

Ile

Pro

His

460

ser

Ala

Arg

Gly

s5er

540

Ala

Glu

Pro

Leu

val

620

Ile

Leu

Ser

His

s5er

Ala

Leu

Met

525

Gly

Thr

Ala

Thr

Ala

605

Arg

Asp

Gly

Leu

Thr

430

Gly

His

val

AsSn

Gln

510

Gly

Phe

Leu

Gly

Ar

59

Glu

Ser

Pro

Ala

Glu

415

Ala

Leu

Asp

Ala

Ala

495

Gly

Ser

Ala

Gly

Leu

575

Thr

Leu

val

GIn

Al
40
ser
Gly

ASp

Leu

Leu

Asp

Pro

Ser

560

Thr

Gly

Pro

ser

Arg
640
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15

ES 2543203 T3

Glu Phe Ser Ala Ala Gly Leu Asp Ser Ile Gly Asn Leu Glu Leu Ser
645 650 655

Arg His Leu Ala Ala Ala Thr Gly teu Arg Leu Pro Ala Thr Leu val
660 665 670

Phe Asp 2;§ Pro Thr Pro Ala Glu Leu Ala Ser His Egg Arg Arg Leu

Leu GIn Glu Ser Asn Ser .
690

<210> 10

<211> 564

<212> ADN

<213> Streptomyces sp. MP28-13

<400> 10

atgacccagce
60
caccgggtgce
120
acctcggagg
180
cccgagtcect
240
ttcaaccaga
300
trcteeggcet
360
gacttcaaga

20
atcatcgaca
480

accaagtgcc
540

gtcaccaacc
564

trctcgaaga
tgacccecta
gcgacccccg
gctacatcga
tggcctacta
ggacgatcga
gcagcttccg
tcgecgaatg
actacgccga

cgcccgtgat

caccgaccgg

ccgggcecaag

cgacggcgga

cgacaccggg

cctgctggec

gcagttcrgg

cagcgcgatg

ggacgccaac

c¢gagcaaggt

ctga

cgcgtettec

cggtgcgagt

cgactcatcg

cacttcaact

atgtcggtac

acccggeage

cagggcegec

ccaccgacga
accrcacctc
ccacctgcac
cggtcgagtt
gggagtcact
tcgccgacgt

gcttcaccgg

gacctgcgcg. acgeectggt

ggcgagagcc

acggcgagat

cgaactgctg
ggccacggtc
cttcgagatc
caacat;tgc
cgtcgagccg
gttcatcacc
cgagatcgao
gatcctgcgg

caccgeegec

<210> 11

<211> 187

<212> PRT

<213> Streptomyces sp. MP28-13

<400> 11

140



Met

Asp

Glu

Gly

Tyr

Phe

L.eu

Gln

Ala

Ala

145

Thr

Ile

Thr

Glu

TYyr

Gly

50

Ile

AsSn

val

Leuw

Met

130

Glu

Lys

Thr

<210> 12
<211> 10584
<212> ADN
<213> Streptomyces sp. MP28-13

<400> 12

GIn

Leuw

Leu

Arg

Asp

Gln

Glu

Ala

115

Gln

Trp

Cys

Ala

Leu

Leu

20

Thr

Leu

ASp

Met

Pro

100

Asp

Gly

ASp

His Ty

Ala
180

Leu

His

Ser

Ile

Thr

Ala

85

Phe

val

Arg

Ala

Glu

Arg

Ala

Ala

Gly

70

TYr

Ser

Phe

Arg

Asn

150

Ala

Thr

ES 2543203 T3

ASp

val

Thr

Thr

55

His

Tyr

Gly

Ile

fhe

135

AsSp

Asp

Asn

Thr

Leu

val

40

Cys

Phe

Leu

Trp

Thr

120

Thr

Leu

Glu

Pro

ASp

Thr
25

Thr

Thr

Asn

Leu

Thr

105

Asp

Gly

Arg

Pro
185

141

Arg
10

Pro

Ser

Phe

Ser

Ala

90

Ile

Phe

Glu

ASp

Gly

170

val

Arg

Tyr

Glu

Glu

val

75

Met

Glu

LySs

Itle

Ala

Gly

Ile

val

Arg

Gly

Ile

60

Glu

ser

Gln

ser

Glu

140

Leu

Glu

Phe

Ala

AsSp

45

Pro

Phe

val

Phe

Ser

125

Ie

val

ser

Pro

Pro

Glu

Asn

Arg

Trp

110

Phe

Ile

Ile

His

Thr
15
Arg
Arg
ser
Ile
Glu
95

Thre
Arg

Asp

Leu

Asp
Cys
Asp
Cys
s
ser
Arg
Ser
Ile
Ar

16

Glu



atgaccgagc
60
ttgcggaccy
120
ccgttcctgg
180
gccgaggtgg
240
ctcgecggec
300

acggcggcge
360

agtcaagggc

ccgacccgga

€gggggocct

gggcggacct

acctggccga

ccgeectygec

ES 2543203 T3

cgcgatgcetg gaactggtgce
cgcctacggg 9aaggggccy
ggactcgetyg ggectggtcee
gceeogtcace cttgocttceg
cctgetgeac ggcaccgecg

gtcggcgtic ggcgagccga

142

tggcgcaage

tcgacctggce

ggttgcagcg

accacccgac

gagcggacgce

tcgcgatcgt

cgcagcegatog

cgccgaccgce

gcgoctegece

accgatcgcce

acccgacgag

cggaatcggc



tgccgettec
430
acccatgtgce
480

ccggaccegt
540

ccgactte
o6 0
cagcageggc
660
ccgcctge
736
cccecggacge
780
agcgtcggt
820g
acaccgegt
800
ggggagtgcg

accaccttca
1020

gcggcggacg
1080

13639

1568799

cgcgcgctca
1260

accggcacca
1320

gggggctcac

9933C99C99
144

ctgccgegea
1500

gtccagetec
1560
atctecctegt
1620

cccgtegee
1688 9cco

ccggtggtgt

tcacggactt

ccgtcaccgy

acgccgactt

tgctygctgga

gcggcacacce

acgaggcccc

ccggecgegt

gctcgggetc

ggctggcgcet

gcecgecaacg

gcacctcgtt

gcgatgggca

ccaacggcct

ccgacgeccg

cactcggega

€Cgagaagcc

€gggcaccgce

ccetgecacgt

tcaccgagcec

tcggcgcgag

ccgecgacgg

ES 2543203 T3

gagcacgccc
tcectecgac
cgccagttat
¢ttccagatc
gacctcctgg
ctcgggcgtg
cgacggtctc
cgcctacacc
gctcacggec
ggccggeggc
cggretggec
cgccgaagge
ccccgtactg
gtccgeeccee
tetgacegee
ccccatcgag
cctgtggety
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ggcggatcgt
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gccagcgggy

cagtggccege

gcgcaggggt

gacgacgtgt

cccgegetgce
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ggcaccggcg
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ggctggtcge

ccgacgacat
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ccgccttett

acgeggecce
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cgggetcgec
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cggtgtgttc
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ctacaccctg
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<210> 13

<211> 3527

<212> PRT

<213> Streptomyces sp. MP28-13

<400> 13

ggaatcgtcc
agaatggccg
gccggtcaag
gccggacagg
cgcgcgaacg
atgaccggeg
atcggctecg
ctggcgececy
cgcgatctcg
ccggcecgaga
ctgctcgaca
grcgacgecg
cgcaacgccec
ccgacctege
aacgaaccgg

atgagcctgg
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acctcteggce
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ggctctcgge
aactggccga
acgagggcct
tccggetcega
tacgcggccc
géctgcgcga
tegtecggge
accggtegtt
tcggcgaggt
tcgtectcac
agcccgagtc

ccgaccrrct

mMet Thr Glu Gln ger Arg Ala Ala Met igu Glu Leu val Leu
1 .

cgtcctcgac
ccccaaggtce
gttcgtgatg
cgccgecaac
acagtcecctg
cgccgacgtg
ggcgatgctg
cctgagegyg
gtcccgeege
ccggetggea
gcaggccgee
ccgcgacatg
catcggggaa
teggcaccty
ggccgagggt

ccgcaccgeg
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Asp

ser

val

Gly

Ser

Ser

Trp

val

Arg

TYr

Leu

Phe

Asp

Met

Leuw

Leu

Ala

Leu

val

Ala

Arg

val

Asp

val

Leu

Ala

Thr

Tyr

Ala

Gly
Gly
Ley
val
Ala
é]y
Leu
val
Ala
Gly
val
Asp
ser
Glu
Ser

Glu



Tyr

Thr

ser

Ser

Ser

val

Gly

Arg

Ile

Pro

Leu

val

Gly

Ala

val

Asp

Thr

Trp
2570

258s

Pro
2600

Ala
2615

Ala
2660

Tyr
2675

Gl
2690

val
2705

ser
2720

Leu
2735

Asp
2750
Pro

2765

val
2780

Asn
2795

Leu

Tyr

Ala

His

Gly

ser

Gly

GIn

Trp

Gin

Ala

Gly

Phe

Glu

Leu

ASp

Ata

Thr

Thr

Leu

Pro

val

Pro

Ala

His

Leu

Ile

Gly

GIn

Pro

val

Ala

Ala

Pro

Asp

AsSn

Leu

Gly

Ala

Arg

Thr

val

His

Pro

Ala

Pro

Gly

Gly

Leu

Asp

Ala

Ala

Leu
Ala
Leu
Ala
GIn
val
Glu
Leu
Thr
Gly
Trp
Ser
Arg
Pro
Leu
Asp

Ala

ES 2543203 T3

ASp
2590

Ley
2605

Thr
2620

Phe
2635

Asp
2650

Leuy
2665

Ser
2680

Asp
2695

G1
27{0

Leu
2725

Gly
2755

Glu
2770

Ar
2785
Thr

2800

Pro

GIn

Gly

Fhr

Leu

val

Trp

Pro

Glu

His

val

Ala

Phe

Arg

Arg

Thr

Leu

Glu

Thr

Phe

Gly

val

Thr

ASp

Thre

His

Pro

Leu

ASp

val

val

Gly

val

Trp

Pro

161

val

Glu

Leu

Gly

ser

Thr

Tyr

Thr

Leu

Leu

His

Glu

Glu

Gly

Ser

Thr

Ala

Arg
Thr
Asp
Thr
%eu
GlIn
Pro
Gly
Leu
Thr
val
Leu
Glu
val
Ile
Arg

His

Phe
2580

Phe
2595

Glu
2610

Leu
2625

Ala
2640

Phe
2655

Phe
2670

val
2730

Ala
2745

Leu
2760

Ala
2775

His
2790

His
2805

Glu

Glu

Ile

Thr

Arg

Glu

val

GIn

Ala

Ala

Arg

Gly

val

Thr

Ile

ser

Ala

Pro

ASp

Glu

Ala

Arg

Ala

Gly

Arg

val

Ala

Leu

Gly

Arg

Leu

Gln

Arg

GIn

Ala

Thr

Ala

Glu

Asp

Tyr

Thr

LyS

Gly

val

ser

Thr

val

Pro

Gly

Ala



Trp

Glu

Gly

Ile

Leu

Leu

Arg

Met

Thr

Pro

Ser

Gly

Thr

Leu

val

ASp

2810

Pro
2825

Fro
2840

Leu
2855

Thr
2870

His
2885

Ala
2900

val
2915

Thr
2930

Ala
2945

val
2960

Leu
2975

Thr
2990

Ala
3005

Gln
3020

val
3035

Leu
3050

Pro

Ala

Arg

Leu

Pro

Thr

ASp

Ser

Gly

Ala

Phe

Ala

Ala

Ser

Thr

Ala

Pro Gly Ala

Ala

Ala

Pro

Ala

Asp

Leu

Leu

Arg

Pro

Glu

Pro

Ser

Trp

Arg

Gly

ASp

Ala

Glu

Ala

Ala

His

Gly

Pro

Gly

Leu

Arg

Ala

Leu

Gly

Ala

Gly

Trp

GIn

Leu

Gln

Ala

ASp

val

Gly

val

Thr

His

Glu

Ala

Ala

ES 2543203 T3

2815

Glu
2830

Ala
2875

Asp
2890

Arg
2905

ser
2920

ASD
2935
Ala

2950

Pro
2965

Trp
2980

val
2995

Ala
3010

ser
3025

Leu
3040

val
3055

Pro

val

Asp

Leu Ala Tyr

ser Gly Asp

Ala

Ala

val

Gly

Glu

Ser

Ile

Ala

val

Glu

Gly

Ser

Trp

Ala

Ala

Thr

Ala

val

val

Arg

Pro

His

Thr

Ala

val

Gly

162

Glu

Leu

Leu

Ala

Ala

Ghu

Thr

Ala

His

Ala

Asp

ASn

Leu

Leu

Gly

Glu

Ala

His

Pro

Ala

Leu

ser

Gly

Ala

Cys

Thr

Asp

Gly

val

2820

Thr
2835

Pro
2850

val
2865

Glin
2880

Ala
2895

Phe
2910

Leu
2925

Arg
2940

Leu
2955

Ala
2970

Pro
2985

Thr
3000

Thr
3015

Ala
3030

Glu
3045

Ar
3000

Gly

val

Phe

Arg

Thr

Ala

Arg

Leuw

val

Tyr

val

Gly

Leuw

val

Asp

- Ser

Phe

Phe

Ala

Phe

Gly

Trp

Leu

Thr

Leu

Asp

Pro

Gly

Ala

Leu

val

Ala

Tyr

Gcln

Glu

Gly

Leu

Thr

Arg

Asp

Arg

AsSp

Gly

Thr

val

Ala

Thr

Gln



Thr

AsSp

Ala

Arg

Ala

Gly

Thr

Ala

Gly

Ala

His

Pro

Leu

val

Gly

His

Leu

Glu
3065

Asp
3080
Thr

3095

Pro
3110

Thr
3125

Thr
3140

His
3155

Ala
3170

Ala
3185

Leu
3200

Thr
3215

Glu
3230

Asn
3245

Met
3260

Asn
3275

Arg
3290

Trp

Asn
Arg
Gly
arg
val
Gly
Gly
Pro
Arg
Ala
Ala
Arg
Leu
Phe
Tyr
Arg

Glu

Pro

Ala

Glu

t.eu

Phe

Thr

val

Gly

val

Ala

Gly

Met

His

Ser

Ala

Ala

Glu

Gly

ASD

Ala

Ala

Gly

Leu

Thr

Ala

Glu

val

val

Ala

Glu

ser

Ala

AsSn

Ala

Arg

His

GIn

Arg

Asp

Gly

Asp

Ala

val

Leu

Leu

Ala

Leu

Ala

Ala

Gly

ser

ES 2543203 T3

val
3070

Thr
3085

Ile
3100

val
3115

Arg
- 3130

ser
3145

Leu
3160

Glu
3175

val
3190

Ala
3205

ASp
3220

val
3235

Thr
3250

Ala
3265

Asn
3280

Leu
3295

Gly

val

ASp

Ala

Thr

Pro

Leuw

Leu

Leu

Ala

Asp

AsSp

Met

Ala

Gly

Thr

Ser

Met

Leu

Ala

Itle

Gly

Gly

val

Leu

Asp

Cys

Arg

Gly

Arg

Gly

val

Phe

Ala

Thr

163

Ile

Asp

Arg

Asp

Thr

Ala

Thr

Ala

ASp

Thr

Pro

Gln

Thr

Leu

GIn

Gly

Asp

Ile

ser

Leu

val

Arg

Ser

Glu

Thr

Leu

Leu

Lys

ASp

Gly

ASp

Ser

Glu

Leu
3075

ASp
3090

sSer
3120

Leu
3135

His
3150

Ar
3165
Leu

3180

Ala
3195

Thr
3210

ser
3225

val
3240

Leu
3300

Leu

Asp

Ala

Thr

Gly

Ile

Leu

Arg

Thr

AsSp

Gly

Ser

Asp

ser

Ala

Leu

Ala

Ala

Ala
Ala
Leu
Thr
Thr
val
Gly
Ala
Arg
Ite
Leu
Ala
Ala
G]y
Ala
Trp

Asp

val
val
His
Ala
Gly
Thr
Pro
Leu
Asp
val
Thr
Ala
Phe
Gln
Ala
Gly

Ala



3305

Asp val
: 3320

Asp Glu
3335

Ala Phe
3350

ser As
Arg Ar

Ser Leu
3395

GIn Thr
3410

Gly Phe
3425

ASp Met
3440

Leu Gly

ASp His
3470

Met Ala
3485

Glu 61

Ala As

<210> 14
<211> 1599
<212> ADN

<213> Streptomyces sp. MP28-13

<400> 14

Ala

Gly

Leu

val

val

Arg

Leu

Gly

Gly

Glu

Pro

Ile

Ala

Leu

Gly

Leu

Ala

Pro

val

Asp

Leu

Asp

Phe

val

Thr

Asp

Ala

Leu

Met’

Ala

Pro

Tyr

ASp

Arg

ASp

Ala

ASD

Ile

Ser

val

Asp

Arg

val

Met

vat

Leu

Pro

Leu

Ile

Asp

ser

Gly

Leu

Pro

Arg

Thr

ES 2543203 T3

3310
Ar
3325

Leu
3340

Met
3370

Ala
3385

Ala
3400

val
3415

Glu
3430

Leu
3445

Glu
3460

val
3475

Glu
3490

Thr
3505

Ala
3520

Asp

Asp

Leu

Arg

Ala

Arg

Arg

val

Ala

Arg

Leu

ASn

Ala

Arg

Gly

Ala

Asp

ASp

Arg

Leu

Ala

ASp

Ala

Leu

Thr

Glu

Ala

Arg

164

val

Ala

Leu

Leu

Ala

Thr

Gln

Ala

val

Pro

Arg

Pro

Ile

Ser

Leu

Gly

Ser

val

Ala

Pro

Ala

ASp

Arg

Ala

His

Glu

GIn

Gly

3315

Pro
3330

Ala
3345

Gly
3360

Ar
3375

Glu
3390

Ser
3405

Ala
3420

Arg
3435

Phe
3450

Thr
3465

Ley
3480

Pro
3495

Asn
3510

AS
3

Ile

Leu

Gln

Gly

Pro

Arg

Thr

Ser

Arg

Lteu

Leu

Glu

Met

Pro

Gly

Asp

Ser

Pro

Ala

Arg

Thr

Phe

ASn

val

Glu

Ser

Ser

Thr

Ser

Arg

Arg

Ser

Glu

Glu

Leu

Arg

Ala

Phe

Glu

Ala

Leu



gggagcccga
igsctgctgg
gggggtggtc
gﬂggcgctcg
ggggccgacg
gggaQCthg
gggcacatcc
iggttcggcc
ggggtggtga
gggaagggcg
gggcggctcg
?ggctgttcg
gggcggctca
g&ggacggtg
gggatgggcc
ggggagctgc
foz0 0%

gaacgcctct
1080

ggcageccecg
1140

ttctccgget
1200

caccccggat
1260

ggcgagctgt
1320

atggagcccy

ccgcegccceg

tggagaccgt

acgcgcetcgg

cggtggcgac

aggtcccgga

agtccgacca

ccggeggect

cgcccatcga

tggtcatgag

tcacggccga

acatcggcct

actggeeccg

tcccgteegt

aggagggcgt

ggcgecteca

cgatggccge

ccatcggtta

tcgacgagec

actggcgcga

cgggacaggt

acttcegegg

ES 2543203 T3

tccggtecgg
gagggacccc
cacctacggc
cctggatgtg
cctgetggcee
cgagcggetg
€gggcagcgc
caccgtggag
caccgcgtac
ccaccgeggyg
ggaccgggtg
cgcecetegye
ccgettectt
ctggegeccg
cctcagecge
ggaactgctyg
gtccatcace
cgcegtegec
cggcaccatc
cccggaggec
ggtgttcaag

tcgegtcgac

gcgcacgcgt
gaccggccecy
gaactggagc
ggcgaccgcg
tgcgecacgce
ctgacgatca
accggcattc
cgggcgcecg
atcaccttca
gtcatcgcgt
gcgaacacct
cacggcgeca
tcgtacctge
gtactgcgcece
atcaccttct
ccgaaggcegce
gaggtgccca
ggcgcegaga
ggcgagatct
acccgegeeg
accggcgacc

tcccaggtge

165

cggtggacaa

ccgtgatcca

ggcgegtega

tcatcctgga

tggggctgec

tcgacagege

ccgagacggt

cgccgegegt

cgtcgggcac

tccegcgggg

ctcecgeteca

cgctggtocce

gcgatgcggg

acgaatccga

ccggggagga

gcttcaccaa

acccgetgec

tgatgctect

acctgcgcag

tegtectece

tggcccatat

agatccgcegg

cctgeggacy

ggcagcggcy

ccgectegtc

atccgacace -

gttcaccccg

ggagcccgeyg
cggcaccgec
ccgccgecge
gaccggecgg
cgctgaggcc
gttcgacttc
cgtgecgegce
ggtcﬁcacag
cctgctggcc‘
cttceccectg
cggttacggg
gcccggeacc
cgggtccgac
cccctcgétc
ggacccgctg

ggggcccgag

caaccgcgtc
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gaactcggcg
1380
atggtcctge
14%0

cgggtcccg
gsog

tacatggtcc
1560

ggggaccgca

<210> 15
<211> 532
<212> PRT

ES 2543203 T3

aggtggagcg ccgtatcggc cagttcgccg gtgtcaccgg cgcggtcgcg
cgcgcgagga cggcgaccca Ctgelgeacg cgttcgtcac Ctgegeecee
cgccggacac cagagaagtc Ctcgcgtict grcgegecge getgeccgec
cgcacggtct gagcgtggtg aacgagttcc ccgtgaccgt caacggcaag

ccgeectygge cgcccacgtyg gegtcctga

<213> Streptomyces sp. MP28-13

<400> 15

Met Ser Pro

1

AsSn Leu Arg

Pro Ala val
35

Tyr Gly Glu
50

Ala Leu Gly
65

Asn Ala Asp
Pro Phe Thr
Ile I1e Asp
Gln Arg Thr

Gly Gly lLeu

Arg val val

Asn Gly Ala Arg Pro val Arg Ala His Ala Ser val Asp
5 10 15

Thr Tyr Leu Leu Ala Ala Ala Arg Arg Asp Pro Asp Arg
20 25 30

Ile GIn Ala Ala ::;I)a Asp Gly Gly teu 3;” Thr val Thr

Leu Glu Arg ?gg val Asp Arg Leu gg1 Asp Ala Leu Asp

Leu Asp val Gly Asp Arg val Ile Leu Glu Ser Asp Thr
70 75 80

Ala val Ala Thr Leﬁ Leu Ala Cys Ala Thr Leu Gly Leu
85 20 95

Pro Thr Ser Pro Glu val Pro Asp Glu Arg Leu Leu Thr
100 105 110

Ser Ala Glu Pro Ala Leu His Xle GIn Ser Asp His Gly
120 125

Gly Ile Pro Glu Thr val Gly Thr Ala Arg Phe Gly Pro
135 140

Thr val Glu Arg Ala Pro Ala Pro Arg val Arg Arg Arg
150 155 160

Thr pPro Ile Asp Thr Ala Tyr Ile Thr Phe Thr Ser Gly
165 170 175

166



Thr

Ala

Arg

Ile

225

Ala

Gly

Arg

ser

Pro

Glu

Thr

Met

val

Thr

Phe

val

210

Gly

Arg

val

His

Arg

290

Leu

Thr

Pro

Met

Arg

Pro

Gly

Gln

Gly
Leu
195
Ala
Leu
Leu
Thr
Glu
275
Ile
Gin
Glu
Gly
Mex
355
Gly
Asp
Gly

Pro

Ile

Arg Pro
180

Arg Gly
Asn Thr
Ala teu
Asn Trp
6ln val
260

ser Asp
Thr Phe
Glu Leu
Thr Met

325
Thr Glu
340
Leu Leu
Glu Ile
Pro Glu
ser Gly
Glu Gly
420

Arg Gly

Lys

Ala

Ser

Gly

Pro

Asp

Leu

ser

Leu

310

Ala

Arg

Gly

TYr

Ala

390

Gln

Glu

Asn

ES 2543203 T3

Gly

Glu

Pro

215

His

Arg

Gly

Leu

Ala

Leu

Ser

Leu

375

Thr

val

Leu

Arg

val

Ala

200

Lew

Gly

Arg

val

Ala

280

Glu

Lys

ser

ser

Arg

Arg

val

Tyr

val

val

185

Ala

GIn

Ala

Phe

Pro

265

Glu

Asp

Ala

Ile

Ile

345

Gly

ser

Ala

Phe

Phe

425

Glu

167

Met
Arg
Phe
Thr
Leu
250
Ser
Met
rhe
Arg
Thr
330
Gly
ser
Pro
val
LyS
410
Arg

Leu

ser
Leu
ASp
Leu
235
ser
val
Gly
Pro
Phe
315
Glu
TYr
Pfo
ser
val
395
Thr

Gly

Gly

His

val

Phe

220

val

Tyr

Trp

Gin

Leu

300

Thr

val

Ala

val,

Leu
380
Leu
Gly

Arg

Glu

Arg

Thr

205

Ala

Pro

Leu

Arg

Glu

285

ASp

Asn

Pro

val

365

Phe

Pro

Asp

val

val

Gly
190
Ala
Leu
val
Arg
Pro
270
Gly
Glu
Gly
Asn
Ala
350
Glu
ser

Asp

Leu

val

Glu

Phe

Pro

AsSp

val

val

Leu

Tyr

Pro

335

Gly

Pro

Gly

Pro

Ala

415

ser

Arg

Ile
AsSp
Asp
Ar

24

Ala
Leu
Leu

Arg

w i
o

Leu

Gly
Tyr
Leu
400
His

Gln

Arg
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435

Ile Gly GlIn
450

Arg Glu Asp
263

Ala Gly Pro

Ala Leu

Pro

val
515

Phe Pro

His val Ala

530

Phe Ala Gly val

Gly Asp Pro Leu

ES 2543203 T3

440

Thr
455

Leu

470

Ala Pro Asp Thr

485

Ala Tyr
500

Thr val

Ser

Met

AsSnh

<210> 16

<211> 972

<212> ADN

<213> Streptomyces sp. MP28-13

<400> 16

atgagcccga
60
ceggtecgge
128
gtcgcrgaga
180
gaccgegacy
240 9¢9

ctggcgetgg
300

" gccagettcg
360

ggggagatga
gggatcgtca
g:gctggacg
gggctgtcgg

gg{c}ctgccgc

caaataggga

tcgecgactce

cggaccgaat

accagggggc

ccgagtgggc

gcggcacggc

ccgcegegtg

cccagtcatt

cacggggcga

tgcgcgagga

tgtacgtcat

Arg

val Pro

Gly LyS

520

gagcgagaat
ggcgcggttc
actgggctat
grtccccgag
cgtcaaggag
ggcagcggtg
gggccgecga
cgeccgegtce
ctggaacgag
cgtggtcgag

gcggeegecyg

Gly

His

Glu

His

val

Ala val

pPhe
475

Ala

val
490

Leuw

Gly Leuy

ASp Arg

atgtcggcga
ctggtgaccce
tccctectcg
ccggcccgga
aacgacctygg
cactccggeg
gtcgacgact
gcgcecgace
gtggccetgec
tggttgcagg

atgcactcga

168

“Thr

445

Ala Met val

460

val

Ala Phe

Ser val val

510

Ala
525

ttatctttcc
atcccatage
acagctatcg
tcgegttect
acccggtegt
cgctgtegtt
acttcacccg
cgctcgegga
aggtcgacaa
gacggctecg

cgctgtrcga

Thr Cys

Cys

Leu

Leu Pro

Ala Pro
480

Arg Ala
49
Asn Glu

Ala Ala

cggaatcggc
ccgcegacte
cgaggccgaa
ggtccagtgc
ctgcgccgge
ccccgaagec
tgagcaccgce
gatccaggce
cgacttccac
€gcggcgggc

ggcgctgcag
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ggggagatcg cgaacgggat caccacggac atcacgttct ccgatccccg gatcccegtg
?ggtccgacc acgacgggtc gcrggtacgg acgggggecg gggtgcggga grrgctgctg
g:ggccgtga cgcacaccgt gcggtggecg gacgtcgtcg acacgatcaa ggggctcgge
ggggagcggg tgcatgtcac cgggcaggac gccctgtygg gacgggtgga tgtcatgacc
Sgggcgttcc aggtggtggc ggtgcgtccg gacacagcta tgcgaccgeg ccgtcgeagce

gggatcgcat ag

<210> 17

<211> 323

<212> PRT

<213> Streptomyces sp. MP28-13

<400> 17

Met Ser Pro Thr gsn Arg Glu Ser Glu qgn Met Ser Ala Ile i;e Phe
1

Pro Gly Ile §Ay Pro val Arg Leu g}a Asp Ser Ala Arg ;Be Leu val

Thr His gro ITe Ala Arg Arg kgu val Ala Glu Thr ﬁgp Arg Ile Leu
5

Gly ;5r ser Leu Leu Asp ggr Tyr Arg Glu Ala gAu ASpP Arg Asp Asp

Gln Gly Ala Phe Pro Glu Pro Ala Arg Ile Ala Phe Leu val Gln Cys
€5 70 75 80

Leu Ala Leu Ala Glu Trp Ala val Lys Glu Asn Asp Leu Asp Pro val
8s 90 95

val Cys Ala Gly Ala Ser Phe Gly Gly Thr Ala Ala Ala val His Ser
100 105 110

Gly Ala Leu Ser Phe Pro Glu Ala val Glu Met Thr Ala Ala Trp Gly
115 120 125

Arg Arg val Asp Asp Tyr Phe Thr arg Glu His Arg Asp ITe val Thr
13 135 140

GIn ser phe Ala Arg val Ala Pro Asp Pro Leu Ala Glu Ile GIn Ala
145 150 155 160

169
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Glu Leu Asp Ala Arg Gly Asp Trp Asn Glu val Ala Cys GIn val Asp
165 170 175

Asn Asp Phe His Met Leu Ser val Arg Glu asp val val Glu Trp Leu
180 185 190

GIn Gly Arg Leu Arg Ala Ala Gly Gly Leu Pro Leu Tyr val Met Arg
19 200 205

Pro Pro Met His Ser Thr Leu Phe Glu Ala Leu Arg Glu Glu Ile Ala
210 215 220 °

Asn Gly Ile Thr Thr Asp Ile Thr Phe Ser Asp Pro Arg Ile Pro val
225 230 235 240

val Ser Asp His Asp Gly Ser Leu val Arg Thr Gly Ala Gly val Arg
24 250 255

Glu Leu Leu Leu asn Ala val Thr His Thr val Arg Trp Pro Ala val
260 265 . 270

val Asp Thr Ile Lys Gly Leu Gly val Glu Arg val His val Thr Gly
275 280 285

GIn Asp Ala Leu Trp Gly Arg val Asp val Met Thr Asn ATa Phe GIn
290 295 300

val val ala val Arg Pro Asp Thr Ala Met Arg Pro Arg Arg Arg Ser
305 310 31 320

Ala Ile Ala

<210> 18

<211> 237

<212> ADN

<213> Streptomyces sp. MP28-13

<400> 18
gggtgggacg aatcattcga gcaacttctc cgcaaacaga ttcctttgct ggaaccggat
%ggéagttga ccgccgaatt gagcctgege gattgcggtc tcgactccat ggggatggtc
Eggctgctgt cctcgatgga ggacgcatat ggagtccgtt tcgtcgacga tgcgctcaac

g;ggataact tcgegactce ¢ggggetctc tggaaaaccc tggacgccat gcgetga

<210> 19

<211>78

<212> PRT

<213> Streptomyces sp. MP28-13

170
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<400> 19

Met Trp Asp Glu Ser pPhe

1 5

Leu Glu Pro Asp Glu Glu
20

Gly Leu ggp Ser Met Gly

Ala ggr Gly val Arg Phe

65

<210> 20
<211> 1518
<212> ADN

<213> Streptomyces sp. MP28-13

<400> 20

atgaatcaga
60
crgtegeccy
120
atgcacgaac
180
cacaacgtcg
240
ctgtacgcgg
308
tccatgctca
360
ctcgcggaga
420

acacgccegg
gBO
acgggccgec
540
ctggaccggc
608
ttcgactgcg
660

gtceccgeee
720 9

Ala Thr pro ¢ly Ala %gu

cacccgtecc
gccggaccge
tggcgatgeg
ccgtgetggc
gcgccaccegt
tcgecgecaa
ccgagctgga
tggccgtcaa
ccaagggggt
gctacgactt
ccatgttcga

ccgeccaccey

ES 2543203 T3

cggacacggce

gatccgcgtyg

ccgggecgeg

ggacaagagc

cgtaccgcete

cgtctccace

tctgeecegte

cccttecgat

gccgatcacc

cagccccgac

gatgttctgc

ggacctgccg

Glu GIn Leu
Leu Thr Ala

25
Met val Sser
val Asp Asp
5%

Trp Lys Thr

Leu
10

Arg

Glu Leu

Leu Leu

Ala Leu

Leu Asp

75

ctgcacgaac
cacgccaccg
gcactgcoagy
ctgaccgcett
aacccgcggt
gtcatcgctg
ctggacgagg
gtcgegtacg
cacggggcca
gacgtgttct
gcgtggggca

gcgttettgg

171

Lys

Ser

Ser

Asn
60

ggttcctgac

agagcctgac

ccatggctcc

atgtcgggat

tcccggecga

atccgatcygg

gcaggacggd

tcctgttcac

accaccacta

gccagaacgt

acggggcgca

ccgagcggaa

Met Arg

GIn Ile Pro Leu

15

Leu Arg Asp Cys
30
Ser Met Glu Asp

Met Asp Asn Phe

cggcctggeg

gtacgagcag

gcaagggccg

catcgccgeg

gcgcaccege

ccgectcctca

gcecetcgety

ctcgggceteg

cttcgacctg

cggactcaac

ggtgcacccc

gatgaccgtg
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tggttctcca
780
tcgatgccca
840

ccgactgge
800
ctgaccgtga
960
aacggcagcg
1020
gacggcgagt
1080

tacctggacg
1140

cggaccggeg
1280

gacgcccagg
12

1396°99<

ctggaactcg
1380

ctggccgcgc
1448
ccgctcaatt
1500
tcagacggtc
1513
<210> 21

<211> 505
<212> PRT

<213> Streptomyces sp. MP28-13

<400> 21

1

ccccgagegg

cactgcgctg

acgtcgceegc

ccatcaccgg

tgccgatcgg

cggcggtgga

gcgacgacaa

accgggtgcg

tgcagatcca

ccggtgtgca

tcctctacta

acctgcccga

ccaaccgcaa

gtgcctga

ES 2543203 T3

catcacgttc
gaccttettce
accccagreg
gcaccgctgg
aaaggtgcac
gggcgaactg
ccggggccygc
gcggetggac
gggattccgg
gaacgcggce
cacgggcgag
tccgatggtg

ggtfgaccgg

Met Asn GIn Thr Pro val Pro Gly
5

Thr Gly Leu gga Leu Ser Pro Gly

Thr Glu Ser Leu Thr TyE Glu GIn
35 40

Ala Ala Ala Leu Arg Ala Met Ala
50 55

atccggcgga

gccggtgagg

aagatcgaga

tcgccgaaga

cccggecacg

tgcgtcgecg

ttcctegage

gacgacgagce

gtcgaactgg

accgtcaccc

cgcattcegt

cccaagacct

gcgcagttgg

10

tgggcggcct

cgctgctgca

atctgtacgg

ccaccgagga

accacctgcet

gaccgcagat

acgccgaccg

tgatctacct

ccgaggtcoga

ggccggceace

cggcgacgct

tccggeacgt

cCCgggaggc

gacccccgga

cgaggacgcc

gccgaccgag

gcagaccgtg

gctggacgac

gacacccgge

tcgetggtac

cggccggatg

ccatgtcgte

gaacggcgga

gcgccgegag

gccggagttc

cgcegegetg

His Gly Leu His Glu Arg Ege Leu

25

Arg Thr Ala Ile Arg §S1 His Ala

Met His Glu Leu ﬁ;a Met Arg Arg

Pro GIn Gly 250 His Asn val Ala

172



val

65

Leu

Glu

Ala

Pro

Ala

145

Thr

Tyr

Phe

Phe

Ala

225

Trp

Leu

Glu

GIn

Ile

305

Asn

Leu

Tyr

Arg

ASp
val
130
val
Gly

Phe

Cys

Phe
Thr
Ala
Ser
290

Thr

Gly

Ala
Ala
Thr
Pro
115
Leu
Asn
Arg
ASp
Gln
195
Ala
Arg
ser
Pro
Leu
275
Lys

Gly

Gly

Asp
Gly
Ar

100
Ile
AsSp
Pro
Pro
LLeu
180
AsSn
Trp
Asp
Thr
Gly
260
Leu
Ile
His

val

Lys

Ala
85

g Ser

Gly

Glu

Ser

Lys

165

Leu

val

Gly

Leu

Pro

245

Ser

His

Glu

Arg

Pro
325

Ser
70

Thr
Met

Arg

Gly

ASp

Gly

AsSn

Pro

230

Ser

Met

Glu

Asn

ES 2543203 T3

Leu

val

Leu

Ser

val

Arg

Leu

Gl

21

Ala

Gly

Pro

Asp

Leu

295

Ser

Gly

Thr

val

Ile

ser

120

Thr

Ala

Pro

Arg

ASn

200

Ala

Phe

Ile

Thr

Ala

280

Tyr

Pro

Lys

Ala

Pro

Ala

105

Leu

Gly

Tyr

Ile

Tyr

185

Phe

GIn

Leu

Thr

Ley

265

Ala

Gly

LysS

val

173

Tyr

Leu

90

Ala

Ala

Pro

val

Thr

170

ASp

Asp

val

Ala

Phe

250

Arg

Asp

Pro

Thr

His

val

75

Asn

Asn

Glu

ser

Leu

155

His

Phe

Cys

His

Glu

Ile

Trp

Trp

Thr

Thr

315

Pro

Gly

Pro

val

Thr

Leu

140

Phe

Gly

sSer

Ala

Pro

220

Arg

Arg

Thr

His

Glu

300

Glu

Gly

Ile

Arg

Ser

Glu

125

ASp

Thr

Al a.

Pro

Met

205

val

Lys

Arg

Phe

val

285

Leu

Glu

His

Ile
Phe
Thr
110
Leu
Thr

Ser

AsSn

Pro
Met
Met
Phe
270
Ala
Thr

GlIn

Asp

‘Ala

Pro
95

val
Asp
Pro
Gly
His
17s
Asp
Glu
Pro
Thr
Gly
Ala
Ala
val

Thr

His
3

Ala

80

Ala

Ile

Leu

val

ser

160

His

val

Met

Ala

val

240

Gly

Gly

Pro

Thr

val

320

Leu
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Leu
Ala
Gly
Ar

385
ASp
ASp
Thr
Gly
Leu
465

Pro

Ala

Leu

Gly

Ar
37

g val

Ala

His

Arg

Glu

450

Pro

Leu

Ala

<210> 22

<211> 597
<212> ADN
<213> Streptomyces sp. MP28-13

<400> 22

ASp

ero

353

Phe

Arg

GIn

val

Pro

435

Arg

Asp

Asn

Ala

Leuw

Arg

val

val

420

Ala

Ile

Pro

sSer

Leu
500

ASp

Met

Glu

Leu

GlIn

405

Arg

Pro

Pro

Met

Asn

485

Ser

Gly

Thr

His

390

Ile

Gln

Asn

ser

val

470

Arg

Asp

ES 2543203 T3

Glu

Pro

Ala

375

Asp

GIn

Cys

Gly

Lys

Gly

ser
Gly
360
Gly

Asp

Gly

Thr

LysS

val

Arg

3
Tyr‘
Arg
Glu
Phe
Gly
Leu
Leu
Thr

Asp

Ala
505

val

Leu

Arg

Leu

Ar

41

val

Glu

Arg

Phe

Glu
AsSp
Trp
Ile
395
val
GIn
Leu
Arg
Ar

475

Ala

gagggacacc gagaggatct gctggccgga gcgaagcaat

gggcgtacca ccgcgcgega catcgtcgag gettccggta

tggcactacg gcaccaagga agcactcctc aacgccgeca
1

ggggcccagg agctgaagag tgctctggca gacgtgggag

gggcggttcg aggtggcctg gacgcgegtg atcgagctgt

174

Gly Glu Leu Cys val
350

Gly Asp Asp Asn Arg

Tyr Arg Thr Gly Asp

380

Tyr Leu Gly Arg Met

Glu Leu Ala

Asn Ala Ala

400

Glu val
415

Thr val

430

val Leu Tyr

445

Glu Leu Ala

460

Tyr Thr

Ala His

g His val Pro Glu Phe

480

GIn Leu Ala Arg Glu

gccrctacga

cgaatctcge

tcatggaggc

acctceccga

tcgagcgcca

gaaggggtac
ctcgatcgge
gctggagoag
cgatccgatc

ccgeceggty
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ES 2543203 T3

;ggggggccc agttcgacgc gatctcccag cgcgaccatg

:ggatagagg cgcagcagca ggcacagaac ggcctggtcc

gggctgccgg gceccaccge gaccgeggtc gggeagttcet

g}gatgatgc agtgggtcgt cgacccggag cacgcctcga

gggctacgga cggtcgegga gaacgeccgt cacttcgagt

<210> 23

<211> 198
<212> PRT
<213> Streptomyces sp. MP28-13

<400> 23

Met Gly His Arg Glu Asp Leu
1 5

Glu
Gly
Leu
Leu
65

Lys
His
His
Gln
Pro

145

val

Lys

Thr

Leuw

50

LyS

Arg

Arg

val

Asn

130

Thr

Met

Gly
AsSn
35

AsSn
Ser
Phe
Pro
Pro
115
Gly

Ala

Met

Tyr

20

Leu

Ala

Ala

Glu

val

100

Glu

Leu

Thr

GIn

Ala

Ala

Ala

Leu

val

85

Trp

val

val

Ala

Trp

Arg

Ser

Ile

Ala

70

Ala

Gly

Gly

Arg

val

150

val

Thr

Ile

Met

55

ASp

Trp

Ala

Ser

Leu

135

Gly

val

Leu

Thr

Gly

40

Glu

val

Thr

Gln

Phe

120

Leu

Gln

Asp

Ala

Ala

25

Tyr

Ala

Gly

Arg

Phe

105

Phe

Trp

Phe

Pro

175

Gly

10

Arg

His

Leu

Asp

val

90

AsSp

Ile

Gly

Tyr

Glu
170

Ala

ASp

Tyr

Glu

Leu

75

Ile

Ala

Glu

Gly

His

155

His

tgcccgaggt cggcagette
ggctcctgtg ggg;ggcgaa
accacgcget gcotcageggc
cgggcgagtc gctcgocgag

caggcacgac cgtctga

Lys GIn Cys Leu Tyr
15

Ile val Glu Ala ser
30

Gly Thr Lys Glu Ala
45 -

Glu Trp Ala GIn Glu
60

Pro Asp Asp Pro Ile
80

Glu Leu Phe Glu Arg
a5

Ile Ser GIn Arg Asp
110

Ala GIn G1n GIn Ala
125

Glu Glu teu Pro Gly
140

Ala Leu Leu Ser Gly

Ala Ser Thr Gly Glu
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ES 2543203 T3

Ser Leu Ala Glu Ala Leu Arg Thr {g} Ala Glu Asn Ala Arg His Phe

Gly Ser Gly Thr Thr val
195

<210> 24

<211> 1575

<212> ADN

<213> Streptomyces sp. MP28-13

<400> 24

atgagtccgce
60
gtcctcatga
.20
accctggaac
180
gccgggetac
240
atcatcggcg
300

agcttctga
360
acgctctege
220

gtatggaccg
480

ctggagcact
540

tggtgcteg
€00
ttcctcggtyg
660
ctegecgacg
720
ggggtgctct
78
ttecgegace
840
atcgggttcc
900
gaggcgggcc
360

gtC899Ct99
102

aacgtgcaac
tgtcgatgga
cgagcgecac
tcatcgcgat
cgotggtott
tectegeecy
tgatccgcaa
ccggtetcte
actggtgggg
gccecatect
ccgtgetgte
acggcticga
tcgtectgeg
gggggttcac
tgctettegc
tctggacact

cgaagaagat

cttgagggac
catgacggtg
cgagcaactg
gggcacactc
cggcgegtcy
cgccgtgetce
éatgttccag
cggcggegee
cteggtettc
cctgecggag
gctggecgeg
ctggaagtac
ccagegegey
cgcgtecatc
gacccagtgg
gcccgegecg

ccgccccgge

tgggtcggcc
ctgtacttceg
tggatcgtgg
ggtgaccaca
tcactggcct
ggtatgtccy
gatcccggec
gceccrcggte
ctgatcaaca
caccgcgace
atgcttceccg
gtggcggtca
gcccccaatc
ggagtcaacc
atccagctgg
ttggocggtgg

tacatcatgg

176

190

tcgcegtect

cgctgeegtt

acatctacgc

tcggeegeey

ccgecctacgce

gcgccgtract

agcgecgtac

cgatcgtgtc

tcccggtgac

ccgageccgg

tcatctacgg

€Cgccgecgg

cgcrgatcga

tggtggccct

tccacgggct

cggtcacgac

ccatcggcat

tgtcgtccct

cctcagcgeg

gttcatgctc

gcggctgetg

gaccagcgee

cgcgeegrec

cgccatcgcg

9ggagtgctg

gatcctgatc

ccgtrtegac

catcaaggaa
cctggtcatc
cctgagectc
gttcgcgatg
gaatccgétg
atcggtegee

ggtcatcgeg
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figgeooo

atc¢ggcegega
1140

atcgtctccg
1208

aaccagctcg
1260

acccgtgacg
1320
ggttcgetcg
1280

ctcgtcacgt
144
ggcgtegtca
1500
cccaccgtca
1560

cccgteccca
157

tcgccatcat
gcgtgctgtc
cggctccgga
gcggagceget
tcgccgacgt
gcggcgegac
ccgceggoga
tgctgetegg
cgtcegegec

agtag

<210> 25

<211> 524

<212> PRT

<213> Streptomyces sp. MP28-13

<400> 25

Tet ser Pro Gln

val Pro val

20

Leu val

teu Pro Phe

35

Phe Ala

Gln Leu Ile val

50

Trp

Ile Ala Met Gly Thr

Arg Ala
5

Leu
Leu
Asp

Leu

ES 2543203 T3

gacgcaactg
ggccggegtce
ggaccgegtg
gggcgtageg
gacgacgggg
ggaagtggce
ggccttcacc
tgcecgeogggc

ggcggacgag

Thr Leu

Met Met

Ala
40

ser
Ile Tyr

Gly Asp

65 70

val
85

ITe Ile Gly Ala

Ala
100

Ata Thr ser

val

Leuw

Phe Gly

Leu Ile

Arg

Thr

Ala

aAla

cgcgccgatt
ggcatggcga
ggcgctgccg
atcctcggcea
ctgccacccg
aaacacctge
cgcggeatga
gcggegetge

acgaagggcg

Asp
10

Ser Met

25

Leu Glu

Phe Met

His Ile

75

Ser
90

Leu Ala

105

Arg

177

Trp

Asp

Gly

Ser

cgagcetgge
tcecccctgac
cegegetgec
gcatcggtge
aggccgegga
ccggtgacac
acctcagcge
tcctgegeca

agacggcgga

val Gly

Thr

Met

ser
45

Pro

Leu Ala

60

Arg Arg

Ala

Leu

Ala val

Leu

val

30

Ala

Gly

Arg

Ser

Leu

catggcggtg
cgcegacctg
cgagaccgce
cgcegtgtac
ggcagcggag
gggcgacgece
€gcggtgggc
tgtcaagact

cgagccctca

Ala wvatl

15

Leu Tyr

Thr Glu
Leu

Leu

Leu
80

Leu

Ala

Tyr
95

Gly Met

110



sSer

Phe

Leu

Thr

Asp

Ala

AsSp

Asn

Gln

305

val

Met

Asp

Gly

Gly

GIn

130

Leu

Glu

Ile

Pro

Ala

210

Phe

val

Leu

Leu

Trp

290

Thr

Gly

val

sSer

val

Ala

115

Asp

Ser

His

Leu

Glu

195

Met

Asp

Leu

ser

val

275

Ile

Leu

Leu

Ile

ser

355

Gly

val
Pro
Gly
TYr
Ile
180
Pro
Leu
Trp
Phe
Leu
260
Ala
GIn
Pro
Ala
Ala
340

Leu

Met

Leu
Gly

Gly

Gly
Pro
LYyS
val
245
Phe
Leu
Leu
Ala
Lys
3%5
ser

Ala

Ala

Ala

GIn

Ala

150

Trp

val

Arg

val

TYIr

230

Leu

Arg

Phe

val

Pro

310

Lys

Ala

Met

Ile

ES 2543203 T3

Pro

Ar

13

Ala

Gly

Leu

Phe

Ile

215

val

Arg

Asp

Ala

His

295

Leu

Ile

Gly

Ala

Pro

Ser
120
Arg
Leu
ser
Gly
ASp
200
Tyr
Ala
GIn
Arg
Met
280
Gly
Alta
Arg
Phe
val

360

Leu

Thr

Leu

Thr Ala

Gly
val
Pro
185

Phe

Gly

Pro

Phe

170

Ile

Leu

Ile

val Thr

Arg Ala

Gly

Ile

250

Phe

Gly

Leu Asn

val Ala

Pro

Ala

Ile

Thr

178

Gly

Ala

Ser

Ile

Ile

155

Leu

Leu

Gly

Lys

Ala

235

Ala

The

Phe

Pro

val
315

Tyr

Met

Ala

AsSp

Leu

Ala

140

val

Ile

Leu

Ala

Glu

220

Ala

Pro

Ala

Leu

Leu

300

Thr

Ile

Thr

Ser

Leuy

ser

ASn

Pro

val

205

Leu

Gly

ASn

ser

Leu

285

Glu

Thr

Met

Gln

val

365

Ile

Arg

Trp

Gly

Ile

Glu

190

Leu

Ala

Leu

Pro

Ile

270

Phe

Ala

Ser

Ala

Leu

350

Leu

val

AsSn

Thr

val

Pro

175

His

Ser

Asp

val

Leu

255

Ala

Gly

val

Ile

Arg

ser

ser

Met

Ala

Leu

160

val

Arg

Leu

Asp

Ile

240

Ile

val

Thr

Leu

Ala

320

Gly

Ala

Ala

Ala
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370

ES 2543203 T3

375

380

Glu

Thr Ala

Ala

385

Asn

Ala

Pro

val

Ala

465

Gly

His

Gly

Pro

GIn

Ala

Glu

Ala

450

Gly

val

val

Glu

Glu

Leu

val

Ala

435

Lys

Glu

val

Lys

Thr

ASp
Gly
¥
Ala
His
Ala
Met
Thr

500

Ala

Glu

Leu

Phe

Leuw

485

Pro

ASp

val

390

Ala

Arg

Ala

Pro

Thr

470

Leu

Thr

Glu

Gly

Leu

Asp

Ala

Gly

Arg

Gly

val

fro

Ala

Gly

val

Glu

440

Asp

Gly

Ala

Thr

Ser

Ala
val
i3
Gly
Thr
Met
Ala
ser

505

Pro

Ala

Ala

410

ASp

ser

Gly

Asn

Gly

490

Ala

val

Ala

395

Ile

val

Leu

Asp

Leu

475

Ala

Pro

Pro

Leu

Leu

Thr

Gly

Ala

460

Ser

Ala

Ala

LyS

Pro

Gly

Thr

Ala

Leu

AsSp

Ser

val

Ala

Leu

Glu
510

Ile

415

Leu

Thre

Thr

val

Leu

495

Thr

400

Gly
Pro
Glu

ser

Arg

Lys

515

<210> 26

<211> 1236

<212> ADN

<213> Streptomyces sp. MP28-13

<400> 26

gggaccaccg aagcgacgec

tcgccgecct
120

gtccacaagt
80

tccccgacga
ccgcgetegy
ctgaagatgc ccgatgtcca
248

ccgagcaca tctecetgeg
366

cacggacggg ttcgcggect
360

cagcccgegg tggagaagceg
428

520

caccacccayg

ccecttcecy

tatctacgcg

cagtggggcec

tatgtacctg

ggccgoccgg

gaccgacgag

caggccgacg

atcracgaga

ctctccgggt

cgtgccgecg

aactcgatgg

gtgttcacce

ctgatcaacg

179

aagcgctgat

ccttgcagtce

acgaggaggt

ctcagatgcg

tcacactcaa

ccagcaagat

aactcgtcga

gaagctgctg
ggtgaaccgg
gaccgagctc
cgaggactgg
cgcgcecgac
caagaagatg

gaggtccgec
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g9g9cggcgage
480
agcgacatgce
540
tggtcacggg
600
2ccgaggagc
60
gacgacctga
720
ctgatggcgce
780
cgaccggce
gag 990
aagagcatca
900
Tcgagccgte
960
ctcgtcctgg

1020

cgtctggacce
1880

tgcttcggeg
1140
acgttcacga
1200

ggttacacct
1236

cggtcgacat

tcggeettec

tcttetcegg

tgaccgggta

tgtccgecct

TCatcctctt

tgctegeget

ccecgacgge

tgacgacgcg

ccetgetetce

tgagccgcga

gcagcctcge

acatcgagct

cgcttecggt

<210> 27

<211> 411

<212> PRT

<213> Streptomyces sp. MP28-13

<400> 27

Met Thr Thr Glu Ala Thr Pro Thy Thr GIn Gln

1 5 10

Met Lys Leu Leu Ser Pro Pro Phe Pro Asp Asp
20 25

Glu Thr Leu GIn Ser val Asn 259 val His Lys

Tyr gga Leu Ser Gly Tyr g}u Glu val Thr Glu

ES 2543203 T3

cgrcgagctg

gtacgaggac

tgtctacace

cttcaatgac

cgtccaggag

cctgtrcacy

catcgagcac

cgtcgaggag

ccccatcacce

cgccgecaac

caacggegece

ccgtatggag

ggcgggcacc

gactcrcggce

ctggccatge

ggcaagcgca

gatgaggacc

gtgatcaagg

gcggccaacyg

gcgggetteg

cccgacgagce

ctgctgegtce

atcggceggca

cgggacccgg

cacctgagct

gccgeegace

€cCgggegee

cgctga

180

ccttcceegt
cctgggaget
tggcggcggc
cggtccgegce
ggaagctcga
cggccaccac
tgaagégctg
acaccgecca
ccgacattcc
cgcgettecc
tcagcgcecegg
tcttcccgaa

gcgecatcat

cgcggtcatce

ggcegacgac

cgacgccgcec

cgaacccaag

cgaggaggag

caacctcatc

gcgcgcggac

caccacggceg

cgagggcgtrt

cgacccegeac

cggccacttc

gctgatcgac

gggcctgace

Ala Asp Glu Ala Leu
15

Pro Phe Pro Ile Tyr
30

ser Ala Leu Gly Ile
45

Leu Leu Lys Met Pro



ASp
65

Ala
Asn
Thr
Asp
val
145
ser
Leu
ASp
Asn
sSer
225
Leu
Thr
Glu
Glu
Thr

305

Leuw

val

Glu

Ala

Pro

Glu

130

AsSp

AsSp

Ala

Leuw

Met

ASn

Leu

Glu

290

Thr

val

His

His

Pro

sSer

115

Leu

Ile

Met

Asp

Ala

195

val

Leu

Ala

Leu

Lys

275

Leu

Arg

Leu

Ser

Ile

Lys

Ile

val

Leu

Ile

val

Leuw

Ile

260

Arg

Leu

Pro

Ala

Gly

Ser

85

His

Ile

Asn

Glu

Gt

16

Trp

Ala

LyS

GIn

Ile

245

Ala

Trp

Arg

Ile

Leu
325

Ala

70

Leu

Gly

Lys

Glu

Leu

150

Leuw

Ser

ASp

Ala

Glu

230

Leu

Thr

Arg

His

Thr

310

Leu

ES 2543203 T3

Arg

Arg

Arg

Lys

Leu

135

Leu

Pro

Arg

Ala

val

215

Ala

Phe

Gly

Ala

Thr

295

Ile

ser

Ala

Met

val

Met

120

val

Ala

Tyr

val

Ala

200

Arg

Ala

Leu

val

280

Ala

IG'I y

Ala

Ala

TYr

Ar

10

Gln

Glu

Met

Glu

Phe

185

Ala

Ala

AsSn

Phe

Leu

265

LyS

His

Gly

Ala

181

Ala

Leu

90

Gly

Pro

Arg

Pro

Glu

Glu

Gly

Thr

250

Ala

ser

Thr

Thr

Asn
330

GIn

75

ASn

Leu

Ala

Ser

Phe

155

Gly

Gly

Glu

Pro

LyS

235

Ala

Leu

Ile

Thr

Met
Ser
Ala
val
Ala
140
Pro
Lys
val
Leuw
7%
Leu
Gly
Ile
Thr
S

Ile

Asp

Arg
Met
Ala
Golu
125
Gly
val
Arg
Tyr
Thr
205
Asp
ASp
Phe
Gtu
Pro
285
ser

Pro

Pro

Glu

val

Arg

110

Lys

Gly

Ala

Thr

Thr

190

Gly

Asp

Glu

Ala

His

270

Thr

ser

Glu

Ala

AsSp
Thr
95

val
Arg

Glu

val

Tyr
Leu

Glu

Pro
Ala
Arg

Gly

333

Trp

80

Leu

Phe

Thr

Pro

Ile

160

Glu

Glu

Phe

Met

Glu

240

Thr

Asp

val

Leu

val

320

Phe
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Pro Asp Pro His

ser Phe Ser Ala

340

355

Met Glu
370

Ile Glu
385

Gly Tyr

<210> 28
<211> 10119
<212> ADN

Ala ala

Leu Ala

Thr Sser

Arg Leu

Gly Gly

Asp Leu

Gly Thr

ES 2543203 T3

His
360

Phe
375

Pro

390

405

<213> Streptomyces sp. MP28-13

<400> 28

atgaacgccg
&0
aggctgcgge
120
gcgatcatcg
180
gcgctggtcg
240
atgagcgegce
300
ggattccrtge
360

gcecctcacca
420

cgegeeggac
430
atgraccaco
540
tacaccctcy

gtcgcactec
660

ggcggcgtca
720

ctcteggecg
780

aagtcgagga

aggacaacga

gcatggcectg

aggaaggccg

tgtacgaccce

acgacgecge

tggaccccca

tcgacccggce

actacggcat

ggctggaagy

agtggocgtc

gcgtcatggce

acggccgcetg

Leu Pro

val

gatcgtcgag

cagcctgege

ccggtaccece

tgacgcgatc

cgagcccgga

gcagttcgac

gcagcggetc

gtcgetgege

caccagcagc

cccggeggtce

gcaggccctg

cacgcccgag

ccgctegtte

ASp Leu Ser

345
Phe Cys
Pro Lys
Gly Arg

Thr Leu

Arg Asp

Phe Gly

Leu Ile

Ala

Arg
395

Arg

gcactgcgtg
gccgecgega
ggtggcgtcg
agccegttec
aagcccggea
cccgagtict
ctgctggaga
ggcagccgca
gacggcagcc
accgtcgaca
cgctcgggag
acgttcatcg

gccgectecy

182

Asn Gly Ala His Leu
350

Gly Ser Leu Ala Arg

365

asp Thr Phe Thr Asn

380

ITe mMet

gctcgectggt

gcgtaaccac

gatcccccga

cggacgaccyg

agacgtacgc

tcgggatcag

tcacctggga

ccggtgtett

tegtetccgg

cggectgetce

agtgcaccct

agttcagcga

ccgacgggac

Gly Leu Thr

400

cgagaacgag
cgaacccatc
ggagctgtgg
cggctgggac
gcgcgagggc
ccecgegegag
gtcgatggag
cgccggegey
acgcgtcgeg
gtcgtegetg
ggcactggec
gcagegegga

gg9ctgggcc



gagggcgccg
840
gtactggccg
900
gcccccaacy
960
acgaccgccg
1636
atcgaggcgce
1080
ggttcgatca
1140¢
aagatggtcg
12060

tcgccccagg
1260

cCcgacgccyg
1323

gcccatgtga
1380

ccgcaccge
440

ccggcaceg
gsog
acgectgace
1520
acccgecgeg
1620
ttgocggacg
1680 -

ttcaccggec
1740

gtgttcgcac
1800
atgrgaggcy
1820
ctccagatcg

1920

ggacactcca
1980

gccgectcge
2040

atggtgacgg
2100

gcgtectget
tcgtgegegy
gccectegea
atgtcgacgt
aggcactgct
agtccaacat
aggccatccg
tggactggga
accggccgég
tcatcgagca
gcccgtcecac
agaccgcgat
tcgaccctgt
ccgtegtggt
gcgeteeect
;gggcagcca
gcgccettega
acgaagaggc
cccrgtteeg
tcggcgaact
tgatcaccgc

tcgaggecgce

ES 2543203 T3

gctggagaag

ctcggeggtce

gcgccgtgte

catggagggc

cgccacgtac

cggtcacacg

acgcggeacg

ggccggaaac
ccgegecgeg
ggcgeagece
cgacgtaccc
gcgcgeccag
ggacatggcg
cggccacgac
cggeggegee
gcgeotegge
cgaggtgtge
cctgeggegt
gctgetcgaa
cgcegecgec
gcgggcacgg

cgaggaggag

ctgtccgacg

aaccaggacg

atccagcagg

cacggcaccg

ggacagggec

caggccgeeg

ctgccgaaga

gtccgectge

gtgtcctcgt

gaccccgegt

ctgaccgtge

gcecggeage

tactcccteyg

cgcgacgaga

gcgeggtcga

atgggccgcy

tecgegetcg

accgagtrtca

tcgtggggty

catgtggccy

ctgatgcagg

gtcgtcccge

183

cccgecgeaa
gcgegtccaa
cgctcaccge
gcacctcgct
gcgaagaacc
ccggtgtege
cactgcacgt
tcaccgaggce
tcggegteag
ccgactcega
cgctgccget
tggccgacca
ccaccgeecg
tcctcggege
ccgggetgac
acctgcacgc
accccgeegt
cccagccege
Fécggcccga
gcgtgtrctc
cgctgeccce

tgcttcggga

cgggcaccce
cggettcage
ggccggactg
cggcgaccec
gcrgtggctg
gggcgtcatc
cgacgaggcg
gcgrgcctgg
cggcaccaac
gccggagece
gccgetgteg
cttgcggace
cgcecgegetc
gctgaccgeg
cgcettcctc
gécgttcccc
gcgcgagoty
gatcttcgea
cttegtegeg
cctgeecgac
gggcggggacyg

cggcgtgaga



atcgecgecg
2168
gcggtcgtcg
222
cactcgacge
2280
tacgcggagce
2340
gtggggcatg
2400
ggcgtcacce
2463

tgcctcacga
2520

ggacccgtcg
2?80 '
tgggcgogotyg
2640
cagcgegeee
2700
ctcgaccgge
2768
gtggtgttca
282
atgggctccg
2880
caggtgggart
2940
cacggcggeg
3003
gtgagggtgt
3060
gagggcttce
3128
cgcgacgecg
3180
ttccagggac
3240 9
cccgaggoty
3303

cacgtgctcg
3360 9

accctgcacg
3420

tcaacggccc

aacagctcgg

tgatggacce

ccggecttec

tccgtgacac

ggtacgtcga

ccaccgecga

cegtectcac

tcttcgacgg

gttactogtt

ccgaccacce

ccggacgget

tcetgetgece

ggaaccgegt

tccacatceca

tctcecgage

tggcgcccga

agcccetege

tgcgegeggg

cggacgccgg

acctggccgg

€ggagggcgce

ES 2543203 T3

cgcctecgtg

cgcgcgcagy

gatgctcgac

cgtcgtggec

cgtccgette

actgggcece

caccgcegta

cgceetcgge

ccgeggegec

cgacaagcygc

gctgctegygt

gtccaccgog

cggcaccgcg

cgaggaactc

ggtcgcegtc

cgacgacgcc

cgccggtoag

ggtcgaagga

atggcggcegce

cggcttcgge

€gaggacgcyqg

cacgaccgcg

gtgctctegg
accaaccggce
gacttccgcec
aacggcgatg
gccgacgecg
gacggcatcc
ctcgteecgg
ggcctgeaca
cggcgegtcg
QQCCtQQQCQ
gcgatggtgc
gcccacccct
tacgtggaac
aacgtcgcgg
gacgcgeecg
ccgetegace
ccggecaceg
ctctacgaac
ggcgacgagc
ctccatcccg

aaggtacttc

cgggtgagce

184

gcaccgagga
tgaaggtgtc
gtgtcgcgga
tcaccaccgc
tgacccgget
tcaccgcgat
ccetgegecg
ccgcgggect
acctgcccac
gcgacgteac
acctgcccgg
ggctgtccga
tcgeggtgeg
cgcegetgtt
acgcgtcggg
gcgaatggat
acctcacggt
ggctggagta
tgttcgccga
ccctgrtega
cgtrcacctg

tgcgtgtecg

ggccgtggac
gcacgegttc
gcgegtegee
cgcgtactgg
ggaatccgaa
ggcccgecag
taacgaaacc
gaaagtcgac
ctacccctte
ctcecgeeggt
ﬁtc;gacggt
ccacaccgtg
€gcgggggac
cctgcccgag
actccgeect
cctgcacgce
gtggcctccg
cgggccgacg
gacagctctg
cgcggegttg
gtcggacgtc

gggagacaag



tcegtgtece
3488
acgctgegee
3540
ctettecggg
3600

f680° ¢

accacceggeg
3720

grcaccgacg

3780

€9Cgccygccy

3840

gaccccgccc
900

ggggtgcccc

cgcaccgtec
4020

gtcaccegee
4080

ggagccgccg
414
tgcgacgccyg
4200

gtcgtacacg
4260

gtcgaccacyg
4323
gacatggggc
4380
ggacagggca
4440 99
gccgecggac
4500
gacggtcrcg
4560
gacgccgecg
4620
ttcgactcge
4680

gacaacgacg
4740

tggagctggce
ccgteacggc
tggactgggt
accactgecc
tactggccgc
gcgccaccga
agggcgagﬁa
gcgtegtcge
ggctggrcgg
tgatcaccgg
acgaggtacg
agctcgecga
ccgaccgega
ccgcgggcgt
tgctecgtec
tgaccgettt
actacgccge
tgccggeget
cctcggregy
ccggcgtggce
cgccgcccat

cgtccgegac

ES 2543203 T3

cgacgccatg

ggacggccte

c€ccggecggc

gccgacgacc

cgtccagggc

cggctccgac

tccecggecge

gatcggcgaa

cgtaccgctc

cgggaccggt

gcggetgetyg

ggaactgacc

cgccctggec

cctggatgac

gaaggcggac

cgtgctgtic

cgccagcace

grcactggece

catgcgetcce

ggagcccgta

catgcgcggc

cggcgtcctg

ggacggccgg
gcgecggecy
gaggtccgot
ggcggcacac
gcagtcgacg
ctcggecacg
ttcttecteg
cccgaactge
gattcgaccg
gccctcgggg
ctgaccagcec
gggctcggcg
acgctgeteg
ggcgtgatcc
gcggcctggc
tcgteegteg
ctgctcgacy
tggggrecgt
ctggcaccgg
ctggtgcccg
ctecgrecgey

cggcagegcec

185

tcgectcggt
cggcccgagt
caccggctga
cggccgeegt
gcggecaccgce
ccgcegectyg
tcgacaccga
gcgtgagcgg
cctecacctg
ccgeegtege
gacggggcce
ccgaggtcga
acggccggac
tctcgatgac
atctgcacga
cgggcgtact
gcctcgegeg
gggccggaga
aggagggcct
tecggrrega
gccggtcgey

tggcgggact

cggatcgctg
cgcgaacgcec
gaacaccgag
acgcgeggtg
Ectcgtcgtc
ggggctgagta
cgceceggte
cggcgagaca
ggacaccgaa
ccggcaccte
gcaggcgecg
ggtggccgcg
catcggcggg
gcccgagege
actcacccge
cggtgccccec
gcatcggceac
gggcatggcg
cgccctgete -
cctcgetgee
ccgrgtectce

€ggcgacgcg



aacgegecy
800

gccggagcecg
4860
acggcgatcg
2920

ctegtetteg
4988

ggagccgtgg
504

gccattgtct
5100

cggctcgtcg

5160

giggaggaca

5220

ggattcctgc
80

gccctggaca
5340

cgtgccggga
5408
atgtaccacg
54%0

tacaccctcg
5520

ggggccctgc
ggsgoeess
siagecocs
g38g0°0c9
A
g5g5eee>c?

tcgacggcyg
5940

atcgaggccce
0000

tggcetgggtt
6060 -

acgaactcct

aggeggtcga

aactgcgcaa

actaccccac

agtcggcetce

cgatggegtyg

acgagggtgt

tctacgaccc

acgacgccac

tggacccgea

tcgcacccac

actaccccgg

gtctcgaagg

actgggeggc

ccgtcatggy

acggcecgetyg

gcgrcctggr

tggtgcgcgg

gcccetecca

atgtggacgc

aggccctgtt

cgatcaagtc

ES 2543203 T3

cgctctcgta
cccggagegg
cctgctgggt
cccegtegte
ggtcgcgrcc
ccgctacceg
cgacgcgata
cgagcccgga
acagttcgac
gcagcggttg
cacgctgaag
cggcaccggce
ccccgeggty
gcaggcactg
aacaccgcgg
Caagtccttc
9gtogagcgt
gagcgecgetce
gcgtcgegtg
9gtcgagacy
ggagacgtac

gaacatcggt

cgctcecagg

gcctteccgeg

gecegecaccy

€tggcggygcc

gtcgtgegec

ggtggcgtgg

tcggagttcc

attccgggga

gccgatttct

ctgctggaga

ggcagcccga

ggcggcagec

agcgtggaca

cgttceggey

tcgttcateg

tcgtecteca

ctgtcggagg

aaccaggacg

atcaagcagg

catggcacgg

ggtcaggatc

catacgcagg

186

cggcgatggt
acctcggatt
gactgcgect
acctgctgcg
cggcggacga
actcgcccga
cggcégaccg
agacctatgt
tcggcatcag
ccfcgtggga
ccggtgtgtt
tC9£9tC999
cggcatgctc
agtgctcgcet
acttcagcga
ccgacggcac
cgcgrcggcet
gcgccagceaa
cgctggcgaa
gcacgacgct
gccccgaagg

€g9cggcggg

cctgegecat
cgacteccte
gcccgecacc
ggagctctce
cgagccgatc
g9g9ttgtgg
tggctggyggc
gcgcgacgyc
cccgegegag
ggcgctggag
€gccggggty
ccgggrggcc
gtcgtccctyg
cgcectegtc
gcagegegge
€gggtggagc
ggggcatcco
cggcatcacc
ggcgggctg
gggcgacccy
gcggccgttg

tgtggcgggg



atcatcaaga
0120
gagccgacga
6180

agtggccga
3240gg 9

acgaacgccc
6300

cgggagttgc
6360
cagatcggce
6420
gccgegacag
6480
acgggcgaga
6540
cttggtatgg
6600
tgtgtggcg
8660
gecgtacg
8720g 9
gtggagtcgt
780
gcggegeatg
6840
gggcggttga
6900
gaggaggtgg
6960
tcggtggtga
7023 99%9
cgcaagacga

7080
ctggacgaCt

714

7260 00
728577
73287°9"¢

cggcgtgacc
7380

tggtcgaggc

dagcaggtgga

gcgagggccy

acgtgatcgt

cggtggcgec

gcttcggega

gccgggacgo

€cggtgtggg

ggcgggagtt

tgctcgatcc

agttcaccca

9g99gggtcaa

19g9cgggggt

tgcaggcgtt

ttccgeatct

tttcgggega

ctcggetgaa

tccgcaaggt

tcggttcggce

tgcgctattt

tgacggcgat

gccccgaggt
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gatgcgccac
ctgggacgcg
tccgegecyy
cgaggaagtc
ggtgotggtg
actggcegeg
gctggaacac
Caaggtggcg
gtacgagacg
cgctgtgegt
gceccgegatce
gccggactece
gttcggtctg
gccggegggt
cagcggcectg
ggaﬁaaggcg
ggtgtcgcac
cgcggagagce
cgagtactgg
gcaggacgag
ggcgggacag

ggagagtgtg

ggcaggctgc

ggtgaggtgc

gcagcegtgt

gtgccggttg

tcggggaaga

aacggcgacc

c€gcgcggtygc

ttcctgtica

ttececgect

gaggtgatgt

ttcgetettg

ctggtgggcc

gaggatgcgg

ggggcgatgg

gtgagtgttg

g9tgacggcag

gcgttccact

gccacctacc

gtggggcatg

ggtgtgacqgc

agtgccgacg

ttcgeeggtyg

187

ccaagacgct

ggctgctgac

ccrecttegg

ctgaagtggt

cceceggegoc

cgcrggacgt

tcatcgggtc

ccgggcaggg

tcgcatcegge

ggggtgatga

aggtggcgtt

attcgatcgg

gccggttgat

tcgcgatcca

ccgeggtcaa

tcgcggageg

cgccgctgat

gggagccgac

tgcgggacgc

ggttcctgga

gcaccctgge

tgggccgott

gcatgtggat

ggaggcgcgt

aatcagtggc

ggtggagcgg

gctggaggcg

cgcgtactcg

ggagacggtc

gagtcaacgc

gttcgacgag

ggaggctctg

gttccggttg

tgagitggcg

ctcggcgegt

ggccacggag

cagcctttct

gttcaccgac

ggacccgatg

catccggcty

ggtgcgtttc

gatcggtccg

gcccacgcetg

gtrcgeggec



ggtgtggcgy
7440

cccacgtate
7500

ggggecs=cs
gasgrooess
gagstomes
9535797°99
ggggagggcg
reggreseer
ctecteccgt

7920
acgccgctec
79%0

cccacgttcc
8040 :

grtctcgetce
8100

gcggcgatge
8160

tTrctectgga
8220

tcgaacccgg
8280

gtgctctcey
8340

ggcgaccacc
8400

ctggagacac
8460
cgcacgegg
gSgO
aggagcgatg
8520
gtcgatctga

864

ggccggttcc
8700

tggactggga
ccttccageg
cggtcgatca
tcaccggacg
ccetgetget
actgcggeac
cggtcgcegt
tctactcgtc
cggcegtatc
cggtggacgy
aggggctgaa
cggagggaac
acgtgggtct
acggtgtcac
agggcgécga
tcgcgagect
gcgagtcget
ccgtcgtgot
tcgccgacga
agaagctcge
gceaggeace

ttctgctcga
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cgcggrgtc

caagcgttac

cccecctgete

Tcrcrcectc
gcctggeacco
ggtcgacgag
gcgegttctc
cctggacgac
tccctegtec
cgcctacgag
agcggcectygg
ggaggctgcc
catcgaggaa
gctecaccge
cggcacggag
gacctcgegg
gttcgcectc
gtacgaggtc
ggtgctggcg
cgtcgtcacc
€gtgtggagg

cctgggcgac

gacgggcgtg

tggctgatcg

acctcggoca

gacacccacc

gggctogicy

ctgaccctgg

gtgggcggcc

gagatctgga

gacctgatcc

cggctccteg

€999acggty

aggttcggec

ggcgecgeca

gceggegect

gttetggtcg

ccegtgtcgg

acctggacca

ccgegegecy

cgcgtecagg

cgtcgcgcgg

ctggtccgag

ggggccaccg

188

gtgcgcggcy
agcagtcgac
tcggyctgec
cctggetcge
aactcgeget
aggcgecget
ccgacgactc
cccgcaacge
agtggccgec
cccgeggtta
acggcgtcgt
tgcatccggce
ccgacgegec
ccgegetgeg
ccgacggaac
ccgagcaget
aggccggega
aaggtgacac
aatggctgge
tgccgatcga
€9gCggcgac

ttccgeectt

ggtcgatctg

ggcggcagcc

cgacaccggc

cgaccacgac

gcaagccgec

cgtcgrcce

cgagtcacgc

ggccgygtgce

gatcggcgec

cgactacggc

gttcgccgag

gttgctggac

ggagctgccg

cgtcegtety

cggcgcgeec

acgggccgac

cgtgcccgta

atccgaggcec

ggacaagggc

gggcgaggac

ggagaatccc

cgtcgacgca



cccgaggtgg
8?68
tcgycggtgg
8820 ¢
ggcaccageg
8380

catctggtcc
8940

gaactoaccg
9000

gcgetggeeg
9020

tggacaacg
120

aaggtggacg
9180

gtcctgttct
9240

gcgaacgttt
9300

tcactggegt
9360
cgcaagcgcea
9420
ctggacgacg
9480
gccctgcgga
540

tcgegecgtce
9600

€gacggacce
660

grccgtacce
9720

cgggcgttca
5780
cgttcggcca
9840
gccgtegecg
9900
ctggaggcgg
9960

acgrtcggec
10820

cggttcgagg
acgccggacg
gtctcggtgce
tgaccagccyg
gcecacggegce
cggtgctcga
ggctggtccy
gcgecctggea
cctcgatggg
tcctggacge
tcggtetgtg
tgctecgeat
cgttgcgtac
cccgegecgt
QCQCCQQQQQ
tg9gcggcggc
acgrggeggc
aggacctcgg
€ggggctgaa
agtccctgeg
aactggccceg

gcgtcgecga
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cggcgaactt

cgacccgtgg

cctggtegec

1C9999<c99g

gcgggtggac

ccggeratcco

cgggctgacyg

tctgcacgag

cggeetgetg

gctcgececac

ggaagccgag

gggcctgecc

gggggagccc

cgaccaactg

€gcgggcgcg

ggccgacgaa

ggtgcicggt

attcgactcg

gctgccggee

cgaacagctg

tctggaageg

ccggetgege

ctcgtacceg
gagtcgtegce
cgccacctgg
agcgcaccygg
atcgaggcgt
gtcgggygcagg
ccggagcegta
ctgactgccg
C€1g9cgacgg
caccgccacc
accgggcteg
gccetgtege
gcgctggcge
ccgtcgetgce
gccggegacyg
gccgegegeg
cacgacggcg
ctcaccgecg
accctggtct
accggegacc
gcgttggegt

gccctggcgg
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ccctcacceg

cgaccgtgct

tgacggagca

gcgcggcgga

gcgacgtggc

tcgtccacygc

tggacacggt

accgcgacct

gccagggcaa

aggceggect

gtgagctgac

agaaggaggyg

cgttccgcect

tgcgtggrct

gggacggcgg

acagcatcct

tggacgcggt

tggaactgcy

tcgaccatcc

aggagcececgc

cggtgacgcc

ccggctggac

cgtacccgcec
gatcaccggc
cggcatccgg
actgcgegece
cgaccgegec
ggccggtgte
cctgcggece
grccgegtte
ctacgccgceg
gccggtgacc
cgacgccgac
cctggcgetg
ggacacaggg
ggtgcccaca
cgcgggactg
ggtcgagttg
ccgctccgac
caacacgctg
caccccttec
cgggtcaccg
cgacgaggag

cgagacccac
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iggggggacg agagcgacga ggccgaactc gggtcgctct cggecgatga gctgrtcgac

gsiigcgacg acgagctcga tacgcggtcc gcgtcgtag

<210> 29

<211> 3372

<212> PRT

<213> Streptomyces sp. MP28-13

<400> 29

Tet Asn Ala Glu val Glu Glu Ile val Glu Ala Leu Arg Gly Ser Leu

val Glu Asn gau Arg Leu Arg GlIn ggp AsSn Asp Ser Leu ggg Ala Ala

Ata ser val Thr Thr Glu Pro Ile Ala Ile Ile Gly Met Ala Cys Arg
35 40 45

Tyr ggo Gly Gly val Gly ggr Pro Glu Glu Leu Egp Ala Leu val Glu

Glu Gly Arg Asp Ala Ile Ser Pro Phe Pro Asp Asp Arg Gly Trp Asp
65 70 75 80

Met Ser Ala Leu ;gr Asp Pro Glu Pro gAy Lys Pro Gly Lys ggr Tyr

Ala Arg Glu Gly Gly Phe Leu His Asp Ala Ala GIn Phe Asp Pro Glu

Phe Phe Gly Ile Ser Pro Arg Glu Ala Lteu Thr Met Asp Pro GIn Gln
115 120 125

Arg Leu Leu Leu Glu Ile Thr Trp Glu Ser Met Glu Arg Ala Gly Leu
130 135 140

Asp Pro Ala Ser Leu Arg Gly Ser Arg Thr Gly val Phe Ala Gly Ala
145 150 155 160

Met Tyr His Asp Tyr Gly Ile Thr Ser Ser Asp Gly Ser Leu val Ser
165 170 175

Gly Arg val Ala Tyr Thr Leu Gly Leu Glu Gly Pro Ala val Thr val
180 185 190

Asp Thr Ala Cys Ser Ser Ser Leu val Ala Leu GIn Trp Ala Ser GlIn
195 200 205

190



Ala
val
225
Leu
Thr
ASp
Ala
Pro
305
Thr
Leu
Gly
His
Ala
385
ser
Ala
ser

Gn

Pro

Leu

210

Met

ser

Gly

Ala

val

290

Ser

Thr

Gly

Arg

Thr

370

Ile

Pro

Arg

Phe

Pro

450

Ser

Arg
Ala
Ala
Trp
Ar

27

Asn
Gln
Ala

Asp

Arg
GIn

Ala

Asp

Thr

ser Gly Glu

Thr

Asp

Ala

260

Arg

GIn

Arg

AsSp

Pro

340

Glu

Ala

Arg

val

Pro

ASp

Pro
Gly
Glu
Asn
Asp
Arg
val
325
Ile
Pro
Ala
Gly
Asp
405
Pro
ser

Ala

val

Arg

Gly

Gly

Gly

val

310

ASp

Glu

Leu

Ala

Thr

390

Trp

Asp

Gly

ser

Pro
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Cys

215

Thr

Cys

Ala

His

Ala

295

Ile

val

Ala

Trp

Gly

Leu

Glu

ATa

Thr

Thr

Phe

Arg

Gly

Pro

280

Ser

GIn

Met

Gln

Leu

360

val

Pro

Ala

Asp

Asn

440

ser

Thr

Leu

Ile

Ser

val

265

val

Asn

Gln

Glu

Ala

345

Gly

Ala

Lys

Gly

Glu

val

191

Ala
Glu
Phe
250
Leu
Leu

Gly

Ala

Ser

Gly

Asn
410
Pro
His

Pro

Pro

Leu Ala Gly

Phe

235

Ala

Leu

Ala

Phe

Ley

315

His

Leu

Ile

val

Leu

395

val

Arg

val

Glu

Leu

220

ser

Ala

Leu

val

sSer

300

Thr

Gly

Ala

Lys

Ile

380

His

Arg

Arg

Ile

Pro

460

Pro

Glu

Ser

Glu

val

285

Ala

Ala

Thr

Thr

Ser

365

Lys

val

Leu

Ala

Ile

445

Ala

Leu

Gly

GIn

Ala

LYyS

Arg

Pro

Ala

Gly

Tyr

AsSn

Met

Asp

Leu

Ala

430

Glu

Ala

Pro

val
Arg
ASp
Leu
Gly
Asn
Gly
Thr
335
Gly
Ile
val
Glu
Thr
415
val
Gin

Pro

Leu

ser

ser

Ser

Gly

Leu

320

Ser

GIn

Gly

Glu

Ala

400

Glu

Ser

Ala

Arg

Ser
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465 470 475 480

Ala Gly Thr Glu Thr Ala Met Arg Ala GIn Ala Arg GIn Leu Ala Asp
485 490 . 495

His Leu Arg Thr Thr Pro Asp Leu Asp Pro vVal Asp Met Ala Tyr Ser
500 505 510

Leu Ala Thr Ala Arg Ala Ala Leu Thr Arg Arg Ala val val val Gly
515 520 525

His Asp Arg Asp Glu Ile Leu Gly Ala Leu Thr Ala Leu Ala Asp Gly
530 535 540

teu Thr Ala phe Leu

Ala Pro Leu Gly Gly Ala Ala Arg Ser Thr Ley

545 550

wvi )
W

Phe Thr Gly GIn Gly Ser Gln Arg Leu Gly Met Gly Arg Asp Leu His
565 570 575

Ala Ala phe Pro val Phe Ala Arg Ala Phe asp Glu val Cys Ser Ala
580 585 590

Leu Asp Pro Ala val Arg Glu val Met Trp G1y Asp Glu Glu Ala .Leu
595 600 605

Thr Glu Phe Thr GIn Pro Ala Ile Phe Ala Leu GIn Ile Ala

Arg Ar
61 615 620

Leu Phe Arg teu Leu Glu Ser Trp Gly val Arg Pro Asp Phe val Ala
625 630 635 640

Gly His Ser Ile Gly Glu Leu Ala Ala Ala His val Ala Gly val Phe
645 650 655

Ser Leu Pro Asp Ala Ala Ser Leu Ile Thr Ala Arg Ala Arg Leu Met
660 665 670

Gln Ala Leu Pro Pro Gly Gly Ala met val Ala val Glu Ala Ala Glu
675 . 680 685

Glu Glu val val Pro Leu Leu Arg Asp Gly val Gly Ile Ala Ala val
690 695 700

Asn Gly Pro Ala Ser val val Leu Ser Gly Thr Glu Glu Ala val Asp
705 710 715 720

Ala val val Glu Gln Leu Gly Ala Arg Arg Thr Asn Arg Leu Lys val
725 73 735
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Ser His Ala Phe His Ser Thr Leu Met Asp Pro Met Leu Asp Asp Phe
740 745 750

Arg Arg val Ala Glu Arg val Ala Tyr Ala Glu Pro Gly Leu Pro val
755 760 765

val Ala Asn Gly Asp val Thr Thr Ala Ala Tyr Trp val Gly His val
770 7735 780

Arg Asp Thr val Arg Phe Ala Asp Ala val Thr Arg Leu Glu Ser Glu
785 790 795 800

Gly val Thr Arg Tyr val Glu Leu Gly Pro Asp Gly Ile Leu Thr Ala
805 810 815

met Ala Arg GIn Cys Leu Thr Thr Thr Ala Asp Thr Ala val Leu val
820 825 830

Pro Ala Leu Arg Arg Asn Glu Thr Gly Pro val Ala val Leu Thr Ala
835 840 845

Leu Gly Gly Leu His Thr Ala Gly Leu Lys val asp Trp Ala Gly val
850 835 860

Phe Asp Gly Arg Gly Ala Arg arg val asp Leu Pro Thr Tyr Pro Phe
865 870 875 880

GIn Arg Ala Arg Tyr Trp Phe Asp Lys Arg Gly Leu Gly Gly Asp val
885 890 895

Thr Ser Ala Gly Leu Asp Arg Pro Asp His Pro Leu Leu Gly Ala Met
900 - 905 91

val His Leu Pro Gly Ser Asp Gly val val Phe Thr Gly Arg Leu Ser
915 920 925

Thr Gly Ala His Pro Trp Leu Ser Asp His Thr val Met Gly Ser val
930 : 935 940

Leu Leu Pro Gly The Ala Tyr val Glu Leu Ala val Arg Ala Gly Asp
945 950 955 960

Gln val Gly Trp Asn Arg val Glu Glu Leu Asn val Ala Ala Pro Leu
965 970 975

Phe Leu Pro Glu His Gly Gly val His Ile GIn val Ala val Asp Ala
980 985 990

Pro Asp Ala Ser Gly Leu Arg Pro Vval Arg val Phe Ser Arg Ala Asp
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Asp

Leu

Pro

Arg

Arg

Ala

Ala

Pro

Thr

Leu

Ser

Ala

Ala

His

Ala

Gly

995

Ala Pro Leu

1010

Ala
1025

Pro
1040

Leu
1055

Ar
1070
Asp

1085

Leu
1100

Phe
1115

Ala
1130

Glu
1145

Leu
1160

Ala
1175

His
1205

val
1220

Pro

Arg

Glu

Gly

Ala

His

Thr

Arg

Leu

Thr

Arg

Glu

Cys

Thr

Thr

ASp

ASp

Tyr

Asp

Gly

val

Trp

val

Ala

Leu

val

val

Pro

Thr

Ala

Asp

Ala

Ala

Gly

Glu

Gly

Leu

Ser

ser

Asp

Arg

Ala

Arg

Pro

Gly

Leu

Arg

Gly

Glu

Pro

Leu

Phe

Asp

Asp

Leu

Ala

Pro

Ash

ser

Thr

val

val
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1000

Glu
1015

Glu
1030

Pro
1045

Thr
1060

Phe
1075

Leu
1105

val
1120

Arg
1135

Met
1150

val
1165

Ala
1180

Pro
1195

Thr
1210

Leu
1225

val
1240

Trp

Pro

Leu

Phe

Ala

Leu

Ala

Thr

val

Gly

Thr

Léeu

Ala

Gly

Ala

val

Ile

Ala

Ala

GIn

Glu

His

Gly

Leu

Arg

Arg

Ala

Phe

Glu

Gly

Ala

Thr
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Leu

Thr

val

Gly

Thr

Pro

Glu

His

Gly

Pro

Asp

Arg

Asn

Thr

val

Asp

His

ASp

Glu

Leu

Ala

Ala

Asp

Ala

ASp

val

Gly

val

Thr

Pro

Gln

Gly

1005

Ala
1020

Leu
1035

Arg
1065

Leu
1080

Leu
1095

Ala
1110

Glu
1125

LyS
1140

Ala
1155

Ley
1170

ASp
1185
Glu

1200

Ala
1215

Y
1230

Ala
1245

Glu

Thr

Lau

ala

Pro

Phe

Lys

Gly

Ser

ser

Ala

Trp

val

Ala

Ala

Thr

Gly

val

Tyr

Gly

Glu

ASp

val

Ala

val

val

Pro

val

Ser

val

val

Asp

Phe

Trp

Glu

Trp

Gly

Ala

Leu

Thr

Ser

Gly

Pro

val

Arg

Asp

Gly



Ser
Glu
Pro
Arg
Pro
Leu
His
Arg
Leu
Ala
Gly
Leu
Ala
Leu
Ala
Gly

Leu

val
1280

val
1295

Leu
1310

Ile
1325

Leu
1340

Arg
1355

Thr
1370

Asp
1385

Gly
1400

Ser
1415

As
1430

Thr
1445

Pro
1460

Leu
1475

Ala

Leu
Glu
ASP
ser
Asp

Thr

val

Gly
Gly
Arg
val
Met
Ala
Ala
Gly
A1a

Trp

Gly

His

Pro

Gly

Ser

Gly

Thr

Pro

Leu

Asp

val

Thr

Ala

Phe

GIn

Arg

Gly

His

Pro

Ala

Gly

Thr

Gly

Arg

GIn

Gly

Ala

His

Pro

Trp

val

Gly

His

Pro

Ala

Gly

Arg

Glu

Ala

Thr

His

Ala

Ala

Leu

Ala

Glu

His

Leu

Asn

Arg

Trp
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Ala
1255

Ar
1270
val

1285

Thr
1300

ser
1315

Gly
1345

Pro
1360

Glu
1375

Ala
1390

Ala
1405

1430

Leu
1435

Phe
1450

TYI
1465

His
1480

Ala

Ala

Phe

val

Arg

Thre

Ala

val

Gly

val

Thr

Gly

val

His

ser

Ala

Ala

Gly

Trp
Phe
Ala
val
Trp
Leu
Arg
Ala
Glu
Leu
val
Asp
Glu
-Ser
Ala
Ala

Glu
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Gly

Leu

Ile

Pro

Asp

Gly

Arg

Ala

val

Leu

Leu

His

Leu

val

Ala

Gly

Gly

Leu
val
Gly
Arg
Thr
Ala
teu
Glu
Ala
Asp
AsSp
val
Thr
Ala
Ser
Leu

Met

val
1260

AsSp
1275

Glu
1290

Leu
1305

Glu
1320

Ala
1335

Leu
1350

tey
1365

Ala
1380

ASp
1410

Leu
1425

Arg
1440

Gl
1455

Thre
1470

Pro
1485

Ala -

Arg
Thr
Pro
Vaj
Arg
val
Leu
Ala
Cys
Arg
Gly
Arg
Asp
val
Leu
Ala

Asp

Ala

ASp

Glu

Gly

Thr

Ala

Thr

Glu

ASp

Thr

val

Pro

Met

Leu

Leu

Leu

Gly

Ala

Ala

Leu

val

val

Arg

ser

Glu

Ala

Ile

Ile

LysS

Gly

Gly

Asp

Ser

Leu



Ala

Leu

val

Arg

Ala

AsSp

Ala

‘Glu

Glu

Ala

His

Ala

ser

Leu

Pro

Pro

1490

ser
1505

Leu
1520

ser
1565

Ala
1580

Ala
1595

Arg
1610

Leu
1625

Thr
1640

Leu
1655

ser
1670

Met
1685

Tr
1760

Ala
1715

Gly
1730

val

ASp

Rhe

Leu

Ala

Glu

Met

Ala

Arg

Leu

Leu

val

Ala

Arg

AsSp

Ile

Gly
Ala
Asp
val
Thr
Arg
val
phe
Asn
val
Arg
Ya1
Cys
Leu
Arg

Pro

Met

Ala

Leu

Arg

Gly

Ala

‘Leu

Arg

Leu

Phe

Glu

Arg

Arg

val

Gly

Gly

Arg

Ala

Ala

Gly

val

Asp

Arg

Asp

Leu

Asp

Leu

Pro

Tyr

ASp

Trp

LyS
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1495

Ser
1510

Gly
1525

Ala
1540

Ar
1555
Leu

1570

Glu
1585

His
1600

Leu
1615

ser
1660

Ala
1675

Pro
1690

Glu
1705

Thr
1735

Leu

val

Phe

ser

Arg

Leu

Ala

Gly

Ala

Pro

Gly

ASp

Gly

Gly

val

TYr

Ala

Ala

ASp

Arg

GlIn

Leu

Gly

Phe

Ala

Thr

Ala

ASp

Gly

val

Glu

val

196

Pro

Glu

Ser

Arg

Arg

Ala

Ala

Asp

Thr

Pro

val

Glu

val

Asp

ASp

Arg

Glu

Pro

Pro

val

Leu

Leu

Glu

Ser

Gly

val

Glu

Pro

ASp

Ala

Ile

Asp

1500

Glu
1515

val
1530

Pro
1545

Leu
1560

Ala
1575

val
1590

Ala
1605

Leu
1620

Leu
1635

val
1650

ser
1665

Ile
1680

Ser
1695

Ile
1710

TYr
1725

Gly
1740

Gly

Leu

Pro

Asp

Gly

Arg

val

Thr

Arg

Leu

Ala

Ala

Pro

Ser

Asp

Gly

Leu

val

Ile

AsSn

Leu

Ser

Asp

Ala

Leu

Ala

Pro

Ile

Glu

Glu

Pro

Phe

Ala

Pro

Met

ASp

Gly

GIn

Pro

Ile

Pro

Gly

val

val

Gly

Phe

Glu

Leu



His

Arg

Thr

Leu

Asp

val

Thr

Arg

Thr

Glu

val

Ile

Ala

Glu

GIn

ASp
1745

Glu
1760

Ser
1775

LyS
1790

Tyr
1305

Ala
1820

Ala
1835

Leu
1850

e "1
Vdi

1865

AsSp
1895

Arg
1910

val
1925

Thr
1940

Leu
1955

Ala
1970

Ala

Ala

Ala

Trp

Gly

Pro

TYr

cys

Arg

=
m
r

Leu

Gly

Leu

Arg

Ala

Ala

His

Leu

Thr

Leu

Glu

Ser

Gly

Thr

ser

Ser

—

o

Ala

Thr

Ser

Gly

Pro

LyS

Gly

Leu

GIn

ASp

Ala

Pro

Gly

Leu

ser

Gly

=
|

Ala

Gly

Glu

ser

Asn

Ala

Thr

Glu

Phe

Met

Leu

Thr

Thr

Gly

Ser

Glu

o
3
[

Asp

Trp

Ala

Ala

Gly

Gly

Gly

Thr
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ASp
1750

ASp
1765

Glu
1780

Leu
1825

Leu
1840

Leu
1930

Pro
1945

Leu
1960

Thr
1975

Tyr

Ala

Pro

Arg

val

Gly

Glu

val

Ser

W
T
=

Arg

Glu

Arg

AsSn

ser

ser

Thr

Gly

ASp

GlIn

Ala

Phe

Gly

Gly

Ala

Leu

T
=
;]

Cys

Gly

Leu

GIn

Gin

Thr

Leu

GIn
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Phe

GIn

Gly

Ala

ser

Pro

teu

Ala

L]
—
1]

Lys

Ala

Gly

ASD

Arg

Ala

Gly

ASp

Phe

Arg

ITe

Gly

Leu

Ala

His

Leu

Ser

Gly

His

Gly

Arg

ASp

Asp

Arg

Leu
1770

Ala
1785

val
1800

val
1815

val
1830

Tr
1845

val
1860

Py

Phe
1875

Phe
1390

val
1905

Pro
1920

Ala
1935

val
1950

val
1965

Pro
1980

Pro

ITe

Leu

Pro

Met

ser

Ser

Ala

Gly

1o
m
|

Ser

Leu

val

Ser

Ile

Asp

Ile

Glu

Ser
Leu
fhr
Tyr
Gly
val
Ala

Gly

—

o

ser

val

Leu

Asn

LYyS

Ala

Glu

Gly

Pro

Glu

Thr

His

Arg

Asp

GIn

val

()
-
b= |

ser

val

Ala

Gly

Gln

val

Ala

Arg



Pro

Ala

Arg

Lys

Ala

Ser

Glu

Pro

Glu

Pro

Glu

Thr

GIn

Phe

val

Glu

1985

Leu
2000

Ala
2015

His
2030

GIn
2045

Arg
2060

ser
2075

Ala
2195

Arg
2210

Phe
2225

Trp

Ala

Gly

val

Glu

Phe

val

Ala

Gln

ASp

Arg

val

Leu

sSer

Glu

Thr

Leu

Gly

Arg

ASp

Trp

Gly

Pro

Pro

Ile

val

Ala

Gly

Gly

Ala

val

GIn

Gly

val

Leu

Trp

Pro

Ile

val

val

Gly

Ala

val

Lys

Met

Phe

Met

Pro

ser

Ala

Pro

ASp

Ser

Ser

Ala

val

Arg

Tyr

Leu

val

Gly

Asp

Trp

Ala
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1990

Ile
2005

Gly
2020

2035

Ala
2050

Glu
2065

Lys
Ile
Thf
Gly
Gly
Thr
val
Ser
Gly
Ala
Gly
Phe
Glu
val
Asp

Phe

Ser
Ile
Leu
Glu
Arg
Asn
val
Gly
Glu
Ala
Ser
Leu
Leu
Cys
Glu

Ala
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ASN
Lys
His
val
Pro
Ala
val
Lys
Leu
Thr
Glu
Phe
Tyr
Gly
Glu

Leu

Ile

Met

val

Arg

Arg

His

Glu

Thr

Ala

Gly

Thr

Thr

Glu

val

Ala

Glu

val
2025

Asp
2040

Leu
2055

Arg
2070

val
2085

val
2160

G)
2175

Thr
2190

Leu
2205

Ley
2220

val
2235

His

Glu

Glu

Leu

Ala

Ile

Arg

Ala

Asnh

Ala

Thr

GIn

Phe

Asp

Gly

Ala

Thr
Ala
Pro
Thr
Ala
v?1
Glu
Ala
Gly
Ala
Gly
Gly
Pro
Pro
Arg

Leu

GIn

Met

Thr

Glu

val

Leu

Leu

Asp

Leu

Glu

Ser

Ala

Ala

Thr

Phe



Arg

His

Gly

Met

Thr

Ala

Lys

Thr

Pro

Arg

Tyr

val

Gly

Gly

ser

val

Asp

Leu
2240

ser
2255

Leu
2270

Gln
2285

Glu
2300

Ala
2315

Ala
2330

Ar
2345
Met

2360

Glu
2375

Trp
2390

Ar
2405

Pro
2420

Thr
2435

val
2450

ASp
2465

Leuw

val

Ile

Glu

Ala

Glu

val

val

Leu

Leu

Pro

val

TYr

Asp

Leu

Phe

Trp

Pro

Glu

Gly

Asp

Leu

Glu

Asn

Thr

Lys

Asp

Thr

Gly

Leu

Gly

Ala

Ala

Asp

Thr

Ser

Glu

Ala

Pro

val

ser

Ala

val

Asp

Ile

His

GIn

val

Pro

Gly

Ala

Tyr

Trp

Leu

Gly

Ala

val

Leu

val

ser

Phe

Arg

val

Asp

Leu

Thr

val

val

Pro

ES 2543203 T3

Gly
2245

Ala
2260

Arg
2275

Gly
2290

Pro
2305

ser
2320

Ala
2335

His
2350

Arg
2365

Leu
2380

Ar
2395

Glu
2410

Thr
2425

Leu
2440

Phe
2470

Phe

val

Ala

Leu

Gly

His

ser

Glu

Ala

LysS

Thr

Asp

Gly

Ala

Arg

Arg

Asp

Gln

Lys

Ala

Ile

Ala

Leu

val

Arg

Phe

val

LyS

Ala

val

Met

Arg

Leu

Gly

Arg

199

Pro

His

Ser

Met

Ser

val

Phe

His

Ala

ASp

val

Thr

Ala

Asp

pPhe

Arg

LysS

ASp

val

Ala

val

Gly

Ile

Thr

Ser

Glu

val

Arg

Arg

Gly

Arg

Ala

Gly

Arg

Phe
2250

Ala
2265

Arg
2280

Ala
2295

Leu
2310

ser
2325

Pro
2355

ser
2370

Phe
2400

Phe
2415

GIn
2430

Pro
2445

Ala
2469

Ala
2475

Tyr

Leu

Gly

Gly

Ile

val

Gly

Arg

Leuw

Ala

Ser

Ala

Leu

ser

Glu

Gly

Arg

Trp

val

val

Arg

GIn

Ser

Glu

Lys

Met

Thr

Ala

ASp

Glu

Ala

val

val

Arg

Leu

Gly

Phe

Leu

Ala

val

Glu

Thr

ASp

Tyr

Glu

AsSp

Ile

Asp

Glu

Ala

val

Ile



Glu

Leu

Phe

His

Glu

Asp

Ala

Ser

Thr

ser

Pro

Tyr

Asp

Ala

His

Leu

2480

GIn
2495

Leu
2510

Thr
252%

Leu
2555

Glu
2570

val
2585

Arg
2600

Ar
2615

ser
2630

val
2645

Gly
2660

Ala
2690

val
2705

Pro
2720

Ser

Thr

Gly

val

Ala

Leu

Ala

Thr

Asn

ASp

Asp

Pro

val

Arg

Gly

Phe

Thr

Ser

Arg

Leu

Leu

Thr

val

val

Ala

Leu

Gly

Thr

val

Phe

Leu

Ser

Ala

Gly

Leu

Gly

Gln

Leu

Arg

Glu

Ala

Ile

Ala

Phe

Phe

Gly

Ile

Trp

Ala
Ile
ser
Thr
Ala
Glu
val
I1§
Gly
GIn
TYr
GIn
Ala

Leu

‘Glu

Asn

ES 2543203 T3

2485

Ala
2500

Leu
2530

Leu
2545

2560

Ala
2575

Leu
2590

Tyr
2605

Ala
2620

Tr
2635

Glu
2650

Gly
2
Glu

2680

His
2695

Glu
2710

Gly

Leu

ASp

Leu

Ala

Pro

val

Ser

Lew

Pro

Arg

Leu

val

Pro

Gly

val

Ala

Pro

Thr

Leu

Gln

Leu

Gly

sSer

Leu

Pro

Leu

Lys

Ser

Ala

Ala

Thr

200

Asp
ASp
His
Pro
val
val
Gly
Leu
Pro
i1e
Leu
Ala
Leu
Leu
Ala

Leu

Ala

Thr

Pro

Gly

ASp

val

Pro

ASp

ser

Gly

Ala

Ala

Pro

Leu

Thr

His

2490

val
2505

Thr
2550

Cys
2565

Pro
2580

ASp
2610

Ala
2625

Ala
2640

Arg
2655
Trp
2670

Glu
2685

Asp

Gly

Leu

Gly

Gly

Glu

Asp

Glu

val

Thr

Gly

Arg

Gly

Ala

Ala

Ala

His

val

Ala

l.eu

Thr

Lys

ser

Ile

Ser

Pro

Tyr

ASp

Thr

Ala

Pro

Gly

Pro

val

Asp

val

val

Gly

Glu

Trp

Pro

Leu

ASp

Gly

Glu

Met

Glu

Ala



Ser

Thr

val

Ala

LysS

Glu

val

Lys

val

Trp

Leu

ASp

Ala

Pro

Gly

Ile

Gly

Ala
2735

Glu
2750

Ala
2765

Asp
2780

Ala
2795

val
2810

Ala
2825

Gly
2840

Pro
2855

Gly
2
Leu

2885

Ala
2900

Leu
2915

Trp
2930

Leu
2945

Ar
2960

Ala

Leu

val

Ser

Gly

Gly

Pro

ASp

Arg

Ile

Leu

Leu

Pro

Thr

Glu

Gly

His

Ala

Arg

Leu

Ley

Asp

ASp

Arg

Glu

Ser

Glu

val

ASp

Glu

Arg

Ser

Ala

Lew

Glu

val

val

Thr

His

val

Ala

val

Asp

Gly

Arg

Leu

val

val

Ser

Leu

val

Leu

Arg

Ala

Ser

Arg

Pro

Glu

Leu

Glu

Glu

Ala

Gly

Ala

Pro

Pro

val

Leu

Arg

ES 2543203 T3

Glu
2785

val
2800

Gly
2815

Ala
2830

LyS
2845

ASp
2860

Ala
2875

AsSp
2890

val
2905

Alé
2920

Thr
2935

Ala
2950

Thr
2965

Ala

ser

Gly

Pro

ser

Leu

ASp

Arg

L.eu

val

Ala

Gly

Arg

Ser

val

Arg

Ser

Glu

Asn

Thr

val

Leu

Glu

Thr

val

Ala

ASp

Ala

Ala

Gly

Ala

Leu

His

Arg

Leu

201

Pro

Gly

ser

Phe

Thr

Ser

Gln

val

Leu

Glu

Thr

Gly

val

Ile

Leu

Arg

Thr

Glu

Ala

Ala

Ala

Pro

Glu

Glu

val

Ser

Asn

val

Glu

ASp

Thr

val

Gly

Gly

Pro
2760

Glu
2775

Leu
2790

val
2805

Ala
2820

Trp
2835

Thr
2850

GlIn
2865

Pro
2880

Pro
2895

Leu
2910

Ala
2925

Gly

val

GIn

Thr

val

Ala

Leu

Arg

Ala

Gly

Pro

Leu

Gly

Gly

Glu

ser

Gly

AsSp

Leuw

Leu

Trp

val

His

Ala

Arg

Pro

Arg

Phe

val

Arg

Thr

His

Ala

Ala

Gly
Ser
Arg
Thr
Tyr
Ala
Asp
Ala
val
Phe
val
Pro
Asp
Ser
Gly
Pro

Arg



val

Ala

Gly

Met

His

ser

Ala

Gln

Ala

Met

Ala

Pro

Gin

Arg

Gly

ASp

2975

Asp
2990

val
3005

val
3020

Asp
3035

Glu
3050

ser
3065

Ata
3080

Ala
3095

Glu
3110

Leu
3125

Leu
3140

fhe
3155

Leu
3170

Ala
3185

Leu
3200

ser
3215

Ile

Leuw

val

Thr

Leuy

Met

Ala

Gly

Thr

Arg

Leu

Arg

Pro

Gly

Arg

Ile

Glu

Asp

Asp

val

Thr

Gly

Asn

Leu

Gly

Met

Asp

Leu

Ser

Gly

Arg

Leu

Ala

Arg

Asn

Leu

Ala

Gly

val

Pro

Leu

Gly

Asp

Asp

Leu

Ala

Thr

val

Cys

His

Gly

Arg

Asp

Leu

Phe

val

Gly

Leu

aAla

Thr

Leu

Gly

Leu

Glu
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Pro
3010

Leu
3025

Pro
3040

Arg
3055

Leu
3070

Leu
3085

Thr
3100

Glu
3115

Pro
3130

Leu
3145

Arg
3175

Ala
3190

Ala
3205

Leu
3220

val

val

val

LYyS

Asp

Leu

ASp

Ser

Leu

Ala

Arg

Ala

Gly

Ala

Ala

val

Ala

Gly

Arg

val

Leu

Ala

Ala

Leu

Thr

Leu

Thr

Leu

Leu

Gly

Ala

Arg

202

ASp

Ala

Gly

Asp

Ser

Ala

Leu

Ala

AsSp

Ser

Gly

Arg

val

Gly

Ala

Thr

Arg

val

Leu

Gly

Ala

Gly

Ala

Phe

Ala

Gin

Glu

Thr

Pro

Gly

Asp

His

2985

Ala
3000

val
3015

Thr
3030

Ala
3045

Phe
3060

Gln
3075

His
3090

Pro
3150

Arg
3165

Thr
3180

ASp
3195

Glu
3210

val
3225

Ala

His

Pro

Trp

val

Gly

His

Leu

Arg

Glu

Ala

Ala

Ser

Gly

Ala

Ala

Leu

Ala

Glu

His

Leu

Asn

Arg

Trp

LYyS

Gly

Leu

val

Arg

Gly

Ala

Ala

Ala

Ala

Arg

Leu

Phe

TYr

His

Glu

Arg

Leu

Ala

Asp

Arg

Ala

Arg

val
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Leu His Asp Gly

LyS teu Gly Phe

Thr Arg Ser Ala

Phe His Pro Thr

Gln Leu Thr Gly

3290

ASp

Glu Leu Ala Leu

Ar
3305 ¢

Glu Thr Phe

3320

Glu Gly

Ala Gl Thr Glu

Trp
3335

Glu Leu Gly Ser teu

3350

Glu Thr

3365

Asp Leu Asp

<210> 30

<211> 942

<212> ADN

<213> Streptomyces sp. MP28-13

<400> 30

atggegtcca €gcccacgge
60

tggtaccgcg tcaccgggcea
12

gggcccggct ccacccacga
tcggtggtge actacgacca
248

cccggettct ggacccceca
300

gggatcgccg acgactacgt

val

ASD

Thr

Pro

Gin

Glu

Arg

Thr

Ser

Arg

ES 2543203 T3

Ala

Leu

Leu

ser Ala

3280

Glu
3295

Pro

Ala

val Ala

3325

His

Ar
3340 ¢

Ala
3355

AsSpD

ser Ala

3370

cacggccaaa

geecgetgag

ctacctgaca

gatcgggaac

gctcttccge

cctgttcgga

val Arg

Thr Ala

LyS Leu

val Ala

Ala Gly

Leu Ala

ASp Arg

Arg Asp

Glu Leu

ser

ggaactgttc
ggccgeccgg
gggctgtccg
ggcggctcca
gacgagctgg

cagtcgtggg

203

Ser

val

Pro

Glu

Ser

ser

Leu

Glu

Phe

ASp Arg

3240

Glu Leu

3255

Ala Thr

3270

Ser Leu

3285

Pro Leu

3300

val Thr

3315

Ar Ala

3330

Ser

Asp
3345

val

ccttcgggga

ccctcgtcgt

tctacgccga

cccaccttcc

agaacctgct

gcggactgct

Ala Phe

Arg Asn

Leu val

Arg Glu

Glu Ala

Pro Asp

Leu

Glu

Leu Asp

gtacaagacc

cgtgcacgga

acagggctgg

cgacgecgac

gcgceggctc

cgccgectgg
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cacgcctegg
420
taccctctgt
480
gagacactgc
540
atgctggtct
603
gcctcctacc

60

agttccatg
726
agecgegeeca
780
ccctaccagg
840
ccgcacctyg
908
cgcgtgagcy
542

<210> 31
<211> 313
<212> PRT

ccgaacccge

ggcrgtcgga

gacggcacga

tctacagecy

tggaagccgt

tcatcggcag

ccctcatcat

aactcattcc

aggagccgga

acacgcggac

ES 2543203 T3

cgggctgegc
gatggacgtc
ggccgecggce
ccacgtctgc
caccgacccyg
catccgegac
gtcgggecgc
gggcgcccge
gctgttctac

cacgaccgtg

<213> Streptomyces sp. MP28-13

<400> 31

ggcctggtca
ctgecgegecc
accaccgaca
cgcgtcgage
acggtctacc
tggtcggtga
cacgacgagg
tgggaaatcc
gaggtgctcg

agcggaggcet

tcgccaacgce

aactgccgec

gcgacgagta

cgtggcccag

gcacgatgaa

tcgactgect

ccaccecggt

ttgagaactc

gcggattect

ga

accggeetee

cggcgtcgac

cctggaggceg

Cgaactcatg

cggtcccaac

gcccgacatc

cacggtgcgce

cagccacaac

tgactcggta

Met Ala Ser
1l

Glu Tyr Lys

Pro Ala Leu

35

Thre
50

Leu Gly

T r'Asp GIn
6

Pro Gly Phe

Leu Arg Arg

Thr Pro

Thr

Trp
20

val val

Leu ser

Ile Gly

Thr

Trp
85

Leu

ASp
100

Thr Ala

TYr Arg

val His

val Tyr

Asn Gly

70

Pro Glin

Ile Ala

Thr

val

Gly

40

Ala

Gly

Leu

ASp

Ala

Thr

25

Gly

Glu

Ser

Phe

204

Pro

Gln

Thr

Arg

90

TYr

Gly

Gln

Gly

Gly

His

75

Asp

val

Thr

Pro

Ser

Trp

60

Leu

Glu

Leu

val

Ala

Thr

45

Ser

Pro

Leu

Phe

fro

Glu

30

His

val

Asp

Glu

Phe
15

Gly
Asp
val
Ala
Asn
95

G1In

Gly

Arg

Tyr

His

Asp

80

Leu

Ser
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Trp Gly Gly Leu Leu Ala Ala Trp His Ala Ser Ala Glu Pro Ala Gly
115 120 125

Leu Arg Gly Leu val Ile Ala Asn Ala Pro Ala Ser Tyr Pro Leu Trp
130 135 140

Leu Ser Glu Met Asp val Leu Arg Ala GIn Leu Pro Pro Gly val Asp
145 150 155 160

Glu Thr Leu Arg Arg His Glu Ala Ala Gly Thr Thr Asp Ser As
165 170 17

Tyr Leu Glu Ala Met Leu val Phe Tyr Ser Arg His val Cys Arg val
180 185 190

Glu Pro Trp Pro Ser Glu Leu Met Ala Ser Tyr Leu Glu Ala val Thr
195 200 205

Asp Pro Thr val Tyr Arg Thr Met Asn Gly Pro Asn Glu Phe His val
210 215 220

Ile Gly Ser Ile Arg Asp Trp Ser val Ile Asp Cys Leu Pro Asp Ile
225 230 235 240

Ser Ala Pro Thr Leu Ile Met Ser Gly Arg His Asp Glu Ala Thr Pro
245 25 255

val Thr val Arg Pro Tyr GIn Glu Leu Ile Pro Gly ala Arg Trp Glu
260 265 27

ITe Leu Glu Asn Ser Ser His Asn Pro His Leu Glu Glu Pro Glu Leu

275 280 285
Phe Tyr Glu val Leu Gly Gly Phe Leu Asp Ser val Arg val Ser Asp
290 29 300
Thr Arg Thr Thr Thr val Ser Gly Gly
305 310
<210> 32
<211> 5961
<212> ADN

<213> Streptomyces sp. MP28-13
<400> 32

gsggccgaca ccgaccagaa actcgtggcg gcgctgegeg cgtcgcrcaa ggagtccgag
i%gctgcgta cgcgcaaccyg cgccctgcag gocgoctcce gegaaccgat cgcgatcgtg

%Egatgagct gcegctacce cggegcgact tctcccgagyg agetgtggcyg gctggtcgece

205



gacgggacgyg
240

tacgaccccg
300

gacgcggecy
360

gacccteage
420

gacccgacga
480

tacacgtaca
540

cttgagggcc
600
tgggcggtcc
660
gtgatggcga
720

ggccgcetgea
780

atgatcctgyg
840

tgcgcggta
360
ccggoccage
960
gtcgacctga
1023

gccctgetcg
1080

atcaagtcga
1140

gtcgaggeca
1200

caggtggact
1260

caggagcacc
1320

gtcatcatcg
1380

gggggcccgg
1440

gaaagcctte
1500

acgcecgtctc
agccgggaaa
agttcgatcc
agcgattget
ctctcaaggg
acagcagcac
ccgeggtgac
aggeectgeg
cacccgagac
agtcgtacgc
tggagcggct
cggcgatcaa
agcgggtgat
tcgagggcca
ccgectacgg
acatcggfca
tccggeacgg
gggaggccgg
cgcgeegege
aggaggcacc
tgctgtggac

acrtcccatct

ES 2543203 T3

gcggtrccce
gcccggeaag
cggtttcttc
9ctggaggcy
cagcccgace
gggcgcecaty

gatcgacacc

gtcgggggag
cttcatcgag
€gCggcgacc
gtcggacgec
ccaggacgge
caggcaggcg
cggcaccggce
gcaggaccgc
cacccaggece
tgtcatgccg
cgacgtccgg
gggggtatcg
gccecgecgag
ccrgtccggce

gcgcgagegyg

gccgaccgeg
acgtactegc
gggatcgegce
tcgtgggaag
ggtgtgticy
gcetccggec
gcctgetcgt
tgctcgetey
ttcagccace
gacggcaccg
cgccgeaacg
gccagcaacg
ctggccaacg
acgacgctcg
cccggggace
9cgg9Cggacy
cccacgetge
ctgctcaccg
tccttcggea
gagcacgcege
aggacccage

cccgacctga

206

gctgggacga
gcgaaggcgg
cgaacgagge
tgctcgageg
ccgggatgat
gggrcgecta
cctegetggt
ccctegecgg
agcgcgggcet
gctggggtga
accacccggt
gcatcacage
ccegggtgte
gcgaccégat
gaccgctgtg
tggcgggcat
acgtcgatgc
aggcgcggcy
tcagcgggac
ccecggtege
aggcgetgte

cgcctgcgga

ggagggcatc

gttcctgtac

gctggtgatg

ggcgggcatc

gtaccacgac

caccctgggt

cgccctgcac

cggtrgtcacc

ggcgaccgac

g9ggcgicggc

gctggggatc

‘€ceccaacggce

cgccgacggg

cgaggcgcag

gctgggttcy

catcaaggtg

cccgacaccc

gtggcccgac

caacgcccac

ggcgaccacc

cgcgcaggece

cgtgggcctg



tccctggega
1560 99c9

cagggccttc
16 8
accggcaagc
1688
crcggeatgg
1740
gtgtgcgagg
1800g 929
caccgcaccg
1860
gtggagtcct
1920
cggcccatg
1583
9ggcogctga
40
gaggaagtcg
210
tccgtggtcg
2160
cgcaggacgc
2%20
ctggaggact
22%0
gtgaaggaca
2340
ccgacgacg
9460
acggggccc
9260
ctgcgecgeg
2530°
acgggcgtet
2580

ctgcccacct
2640

ggcggcagceg
2?00
atcgecgttc
2760

ccctggeteg
2820

9999ccgcgc
tcgcgggget
g9cgcgaggy
gacgggagtt
ccacgggect
agtacgccca
ggggaatcaa
tcgcgggegt
tgcaggcgct
cgccgetget
tttcggacag
gacggetgac
tccgcaaggt
tggcgtccge
tacgacgcct
tcgcegecat
accggeecga
ctcccgactg
actccttcca
cggcgtccat
ccggetcacg

ccgaccacga
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ggctctcgaa
cacegcgctg
caaggtggcyg
gtacgagacc
gtcgctcaag
gcecgegatce
gcccgactac
tcteggeetet
€ccggegggc
cacggaggag
cgaggacgct
cgtctctcac
cgccgagtec
cgactactgg
ggaggccgag
ggccegeeag
ggccacgaca
gaccgecttc
gcgcacccgt
gggcctcage
gacggtgatc

ggtactggqgc

caccgtgcgg

gccgigggaa

ttcctettca

TTCCCggtct

gacgtggtgt

ttcgctetgg

ctcgecggge

gaggacgccg

ggggccatga

gtggggatcyg

gtggaggcgg

gcgttecace

ctcaccracy

gtacggcatg

ggcgtcacee

accgcgeegy

ctgctgacceg

ttcgcgggec

tactggetec

gcgetegace

tgcacgggcc

gcgacgctgce
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cgatcgtege

ccecectegec

ccggecagyg

tcaccgeege

ggggcgacga

aagtcgecect

actccatcgg

cgcggctggt

cggccatcga

ccgecectcaa

tcaccgagca

cgccgctgat

aacggccgeg

tgcgcgacge

ggttcctgga

aggccaccac

ccgtcgecca

ggcgggcaca

aggagccggt

acccectget

gtctgtcgac

tgcecggeac

cgacgaccgt
gtc;gtcgtc
cagccagege
gctcg;cgag
gtcggcgttg
gttccggctg
cgagcrggeg
cgccgaacgc
ggccaccgag
cagcecegtee
cttegecgac
ggaaccgatg
catccggcety
ggtgcggtic
gctcggaccee
cgccgecgec
tctgcacace
ccgggtcgat
ggacgcagga
gagcgccgag
cgacacccac

ggcgttegtc



gaactggc
gaac g99cgg
cgcgegecgce
2340
ccggtcgagg
3000
acgacgcge
3060

gcgacctcct
3120

ggcgegtacg
3180
aaggcggcot
3240
gccgacgecg
3300

atactcgocy
3360

ctgcacgect
3420

acgacgatcc
3480

tcccgggagy
3540
ttccacctcyg
3600

gtcaccgaac
660

gcaggcaccg
3720

crccagacct
3780

ggtgacgacc
3840

ccggageget
3560
gtcgegtegg
3960
gcgcgegrec
4020

ggagcegrac
4080

gtcgccgaac
4140

tacgcgtggg

tggtcctgec

acaccggeeg

catgggtect

tcgacctgtc

aaaggttcgc

ggcgcgtcag

agaggtrtcgt

cgggcgagga

tcggcgcecag

gcgtcegecga

tctccgecga

cgtggacacc

tggccgaact

gcceggatege

ggctcacgga

tggcacacgc

tcgegetget

gcgageecga

cggccgeace

tgatcaccgg

gcggcgtccg
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cgaccaggtc
€gaggycgygc
gcgcceccty
gcacgccgaa
gcgctggecyg
ggacctcgga
tgacgagaca
actgcacccg
cgaagccacc
ggccgegege
éccccagggc
gcagctcgca
cgccgecacce
ctccggeccy
cgacgacgte
cgaacggttc
ctccgeetgy
cgacaccgac
cctgcgegta
ggaggaggac
cggcacaggc

ggacctgctg

ggccacggcg

ggcgtacaac

agcatccact

ggcgccctgg

cccgacgagg

tacgtctacg

ttcgecgagg

gcgetgerey

tcactgcctt

gtccggttca

cgtcccgtcg

ccggcgeccg

gccaccgecg

gtgccctega

aggacggtca

gccggeagea

ggcctggtac

ggcgacgacce

€ggggccagg

gcacccrcge

ggtcteggeg

ctgaccagcee
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tcctcgaaga

tgcggcetgac

cgctcgccega

tggccgagga

cgacgaggat

gccecgegtt

tggcgctegce

actccgetret

tcgectggaa

cClccaacgc

cgtacgtgga

€cg9g9ccogy

ccgaggcgga

cggtcgcectg

ccgeccagac

ggctectggt

gcgeegeccy

cggagacgat

agatcctggr

gctcgeecty

cgctcgtcgc

gtcgcggceat

actgacgctg

ggtcggtgaa

ggacgccgac

gtccaacgag

caccaccgag

ccaggcgete

cgacgacgtg

gcacgeggtg

gggtgtgcygg

€gagggcggc

gtcgetgatce

cgactccctce

ctggacgacg

gacacccccy

gctccggace

ggtcaccege

ttcggaggac

cgyccggycec

cccccggetce

ggaccggeece

ccgccacttg

cgacgcgcag



ggcgcggecy
3200
tgcgacgtag
4260
gtcgtccaca
4328

ctcgaccagg
4383

gaccaggagc
4440
ggccagggea
4500
gccgagggac
4560
gcgggecace
4620

tcgtcccagg
4680

gtgccgatga
3740

gtcetgcgeg
4800
ctgcggcgag
48%0
gtgctgagcc
4926

Egggacttcc

atcgccgeca
5040

$106 29°°°
3T
825679977
538070 0
LE)T N
cagcacgccc

5400
cccggattec
5460

acctccacca
ccgaccggga
ccgccggégt
teetgegece
tgggcgcctt
actacgccgc
tgcccgegea
tgagcgaggce
acggcctcgce
gcctggacct
gcctggtecc
agctggccgce
tcgeegectc
tggagtccgg
ccggggcgaa
gtctectege
agccctcgga
gtgacacgac
rcacaccege
gccecccgget
ggctcggttc

accgggacga
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ggagctgacc

cgccgtcgag

actggccgac

caaggtggac

cgtcctgtic

€gCccCaacacc

gtccctegec

agacctgcgg

gctgttcgac

gcgggcegetyg

cgccgtacgg

gatgcccgeg

cgtgctcgga

gttcgactcg

gctgeccacy

cgacgagatg

agaggacgac

aggggcactg

cgacctcgcg

gatctgectyg

cgaattccgy

gccactgece

gccctcggtg
gcgctgetgg
agcatgatcg
ggcgcactta
tcgtcegegg
ttcctegacy
tgggggctgr
cggctgegec
gccgegtecy
cggaacgggg
cgccgetocg
cagcagcggg
cacgccgacy
ctcaccgcga
atggcggtgt
gagtccggga
gagacggtga
ggcctgatgt
aggaccccga
gccacaccca
gacgtgcggc

gactccgteg
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cgacggtcga

ccggeegetce

ccaacctgac

acctgcacga

cgggcgtgcet

ccctegecge

gggcggacac

gccagggceat

tgaggcccga

ccggaggcga

cgaccaccga

agcgggceget

ccgaagecgt

tggaactgcy

tcgacagcaa

cggeccgecyc

ccgagatgtt

€ggcggtcgc

agacggtgcg

tggcgggcgg

acgrtgregge

aggtgctgac

gatcgccgec

cctecggctcc

ggcgcacgge

CCctcacccyc

cggcregecc

gcggcgecac

cggcggaatg

gcccgegetg

gccggegete

actccccgto

ccegteggeg

cagcgatctg

cgaccccago

caccgegetg

gaccccggec

cggcgccgag

cCggcggacy

ggcgetgega

gttggcggac

cggcgtgceac

ggrggcactg

acaggtgctg



10

gaccacctca
5700

cgactgicc
5760 grecs

gacacaccga
5820

gacgtggcgg
5883 _

ggcaaccatt
5940

tggctggaga
5961
<210> 33

<211> 1986
<212> PRT

Tgctggcggc

tcggccacat

tcctgatcga

tgggcgaact

cgatgccgca

ccectgttegt

agatgcgggc

tctcgetegy

cgctcgactg

<213> Streptomyces sp. MP28-13

<400> 33

Met Ala
1

Lys Glu
Ser

Arg

Thr
50

Ala

Ala val

65

Tyr Asp

Gly Phe

Ala Pro

Asp Thr

Ser

Glu

35

ser

ser

Pro

Leu

Asn

Glu
20

ser
Pro Ile
Glu

Pro

Arg Phe

Asp GlIn
5

Leu

Ala

Glu

Pro
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ggcggacggt

catcgcccgt

caccttcagg

gctgacggtg

ctacttccag

ccaggegtece

ccgeccecgtag

gcaggaccac

a

LYS Leu

Thr

Arg

val
40

Ile

Leu

Trp
55

Ala Asp

70

Glu Pro

85

Tyr
100

Asp

Glu Ala

115

Gly

Ala

Leu

Lys Pro

Ala Glu

val Met

120

gagccgttcyg

cacctgaagg

gtcgaggaca

gagacgaccc

gtactggcgg

gagcegttceg

gactccgage

gccccggega

Ala
10

val

Ala

tactgctcgg
agacgctcaa
cggcgatgaa
tcggcaacta
gcttcgacce
ttcageeeee
acaccetgey

ccgcccgagt

Leu Arg

Ala

ctactcctcc

ggtcccgeec

cgtcgggttc

Cgacgcgacy

cgtacggctg

cgagggggtc

caccgtcgaa

catcgaggaa

Ser Leu

15

Ala

Arg

25

Ala

Arg

Arg

Gly

Phe

105

ASp

210

Asn

Met

Leu

Gly

Lys

20

Asp

Pro

Arg

ser

val

Trp

75

Thr

Pro

Gln

Ala

Cys

Ala

60

ASp

Tyr

Gly

GIn

Leu

Arg

45

Asp

Glu

Ser

Phe

Arg
125

GIn

30

Tyr

Gly

Glu

Arg

Phe

110

Leu

Ala

Pro

Thr

Gly

Glu

95

Gly

Leu

Gly

Asp

Ile

80

Gly

Ile

Leu



Glu

Leu

145

Tyr

Tyr

ser

Gly

Pro

225

Gly

Glu

ASn

Asp

305

val

Ile

AsSp

GIn

Ala
130
LyS
Thr
Thr
Ser
Glu
210
Glu
Arg
Gly
ASp
Gly
2

val
ASp
Glu

Arg

Ala
370

Ser

Gly

Tyr

Leu

ser

195

Cys

Thr

Cys

val

His

275

Ala

Ile

Leu

Ala

Pro

355

Ala

Trp

ser

Asn

Ser

Phe

LyS

Gly

260

Pro

ser

Arg

Ile

GIn

340

Leu

Ala

Glu

Pro

Ser

165

Leu

val

Leu

Ile

Ser

245

Met

val

Asn

Gln

Glu

Ala

Trp

Gly

val

Thr

150

ser

Glu

Ala

Ala

Glu

230

Tyr

Ile

Leu

Gly

Ala

310

Gly

Leu

Leu

val
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Leu

135

Gly

Thr

Gly

Leuw

Leu

215

Phe

Ala

Leu

Gly-

Ile

295

Leu

His

Leu

Gly

Ala
375

Glu

val

Gly

Pro

His

200

Ala

ser

Ala

vatl

Ile

280

Thr

Ala

Gly

Ala

Ser

360

Gly

Arg
Phe
Ala
Ala
185
Trp
Gly
His
Ala
Glu
265
val
Ala
Asn
Thr
Ala
345

Ile

Ile

21

Ala

Ala

Met

170

val

Ala

Gly

GIn

Ala

Arg

Arg

Pro

Ala

Gly

Tyr

Lys

Ile

Thr

val

val

Ar

23

AsSp

Leu

Gly

Asnh

Arg

315

Thr

Gly

Ser

Lys

Ile

140

Met

5er

Ile

GIn

Thr

220

Gly

Gly

Ser

Thr

Thr

GlIn

ASnN

val
380

ASp
Met
Gly
Asp
2
val
Leu
Thr
Asp
Ala
285
Pro
ser
Leu
Asp
Ile

365

val

Pro

Tyr

Arg

Thr

190

Leu

Met

Ala

Gly

Ala

270

Ile

Ala

Ala

Gly

Ar

35

Gly

Glu

Thr

His

val

175

Ala

Arg

Ala

Thr

Trp

Arg

ASD

Gln

Asp

AsSp

Pro

His

Ala

Cys

Ser

Thr

240

Gly

Arg

GIn

GIn

Gly

Thr

Ile



Arg

385

6ln

Arg

Gly

Ala

Leu

465

Glu

ASD

Ala

Ala

Arg

545

Leu

Ala

val

Ala

His

val

TTrp

Ile

Glu

450

Trp

ser

val

Ala

Leu

530

Glu

Gly

Leu

Trp

Ile

610

Ile

Ala

Gly

AsSp

Pro

Ser

435

Glu

Thr

Leu

Gly

Ile

515

Ala

Gly

Met

Asp

LysS

His

val

Trp

His

Leu

His

Leu

500

val

Ala

Lys

Gly

Glu

380

Asp

Ala

Pro

val

Met

Gilu

405

Gln

Thr

Ala

ser

Ser

485

Ser

Ala

Gly

val

Arg

val

Glu

Leu

Asp

Ala
645

Pro

390

Ala

Glu

Asn

Pro

Leu

Asp

Thr

Ala

550

Glu

Cys

ser
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Pro

Gly

His

Ala

Pro

455

Arg

Leu

Ala

Asp

Pro

535

Phe

Leu

Glu

Ala

val

615

Leuw

val

Thr

Asp

Pro

His

440

val

Thr

Arg

Arg

Arg

Ser

Leu

TYFr

Ala

Leu

600

Ala

Ala

Leu

Leu

val

Ar

42

val

Ala

Gln

Glu

Pro

Phe

Glu

Thr

585

His

Leu

Gly

Gly

212

His

Ar

41

Arg

1le

Ala

Gln

Ar

49

Arg

Gly

Ser

Thr

Thr

570

Gly

Arg

Phe

His

Leu
650

val

395

Leu

Ala

Ile

Thr

Ala

Pro

Ala

Leu

val

Gly

Phe

Leu

Thr

Arg

Ser

635

Glu

Asp

Leu

Gly

Glu

Thr

460

Leu

ASp

Ala

Leu

val

540

GIn

Pro

ser

Glu

Leu

620

Ile

ASp

Ala

Thr

val

Glu

445

Gly

Ser

Leu

Leu

Ala

Thr

Gly

val

Leu

TYr

605

val

Gly

Ala

Pro

Glu

Ser

430

Ala

Gly

Ala

Thr

Glu

510

Gly

Gly

Ser

Phe

Lys

590

Ala

Glu

Glu

Ala

Thr

Ala

415

Ser

Pro

Pro

Gln

Pro

495

His

Leuw

Lys

Galn

Thr

575

Asp

Gln

ser

Leu

Pro

400

Arg

Phe

Pro

val

Ala

480

Ala

Arg

Thr

Arg

Arg

560

val

Pro

Trp

Ala

640

Leu



val

Met

Glu

Ser

705

Arg

Met

Tyr

Tyr

ASp

Thr

Thr

Ala

Ser

865

Gly

Leu

Ala

Thr

Glu

690

Gly

Arg

Glu

Glu

Arg

Gly

Ala

Ala

Phe

850

Phe

Gly

ser

Ser
Thr
Pro
Ar

75

val
Leu
Ala
Ala
val
835
Phe
Glin

Ser

Ala

Ar

660
Ile
Gly
Glu
Arg
Met
740

Pro

Arg

Glu

Léeu

Ala

820

Ala

Ala

Arg

Ala

Glu
900

g Gly

Glu

Ile

Asp

Ar

72

Leu

Arg

His

Ala

Ala

805

Leu

His

Gly

Thr

Ala

885

Ile

Arg
Ala
Ala
Ala
710
Leu
Glu
Ile
val
G'I'u
790
Ala
Arg
Leu
Arg
Ar

87

Ser

Ala

ES 2543203 T3

Leu

Thr

Ala

695

val

Thr

Asp

Arg

Arg

Gly

Met

Arg

His

Arg

855

Tyr

Met

val

Met

Glu

680

Leu

Glu

val

Phe

Leu

760

Asp

val

Ala

ASp

Thr

840

Ala

Trp

Gly

Pro

GlIn

665

Glu

Ash

Ala

Ser

Arg

val

Ala

Thr

Arg

Arg

Thr

His

Leu

Leu

213

Ala
Glu
Ser
val
His
730
LyS
Lys
val
Arg
GIn
810
Pro
Gly
Arg
G'I.n
ser

890

Ser

Leu

val

Pro

Thr

715

Ala

val

Asp

Arg

Phe

795

Thr

Glu

val

val

Glu

875

Ala

Arg

Pro

Ala

Ser

700

Glu

Phe

Ala

Met:

Phe

780

Leu

Ala

Ala

ser

Leu

Thr

Ala

Pro

685

Ser

His

His

Glu

Ala

765

Ala

Glu

Pro

Thr

Pro

845

Leu

val

Asp

val

Leu

val

Phe

Ser

Ser

750

Ser

Asp

Leu

Glu

Thr

830

Asp

Pro

Asp

His

Ile

Gly

Lew

val

Ala

Pro

735

Leu

Ala

Asp

Gly

Ala

815

Leu

Trp

Thr

Ala

Pro

895

Cys

Ala

The

val

Thr

ASp

val

Pro

800

Thr

Leu

Thr

TYyr

Leu

Thr
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Gly Arg Leu Ser Thr Asp Thr His Pro Trp Leu Ala Asp His Glu val
915 920 925

Leu Gly Ala Thr Leu Leu Pro Gly Thr Ala Phe val Glu Leu Ala val
930 935 940

Arg val Gly Asp G1ln val Gly His Gly val Leu Glu Glu Leu Thr Leu
945 950 955 960

Arg Ala Pro Leu val Leu Pro Glu Gly Gly Gly val Gln Leu Arg Leu
965 970 97

Thr val Gly Glu Pro val Glu Asp Thr Gly Arg Arg Pro Leu Ser Ile
980 985 990

His Ser Leu Ala Glu Asp Ala Asp Asp Asp Ala Pro Trp Vval Leu His
995 1000 1005

Ala Glu Gly Ala Leu val Ala Glu Glu Ser Asn Glu Ala Thr Ser
1010 1015 1020

Phe Asp Leu Ser Arg Trp Pro Pro Asp Glu Ala Thr Arg Ile Thr

1025 1030 1035

Thr Glu Gly Ala Tyr Glu Arg Phe Ala Asb Leu G1 Tyr val Tyr
1040 1045 1050

Gly Pro Ala Phe GIn Ala Leu Lys Ala Ala Trp Arg val Gly Asp
1055 1060 1065

Glu Thr Phe Ala Glu val Ala Leu Ala Asp Asp val Ala Asp Ala
1070 1075 1080

Glu Arg Phe val Leu His Pro Ala Leu Leu ASp Ser Ala Leu His
1085 1090 1095

Ala val 1Ile Leu Gly Ala Gly Glu Asp Glu Ala Thr Ser Leu Pro
1100 1105 1110

Phe Ala Trp Lys Gly Va?IArg Leu His Ala pPhe Gly Ala Arg Ala
1115 1120 1125

Ala Arg val Arg Phe Thr Pre Asn Ala Glu Gly Gly Thr Thr Ile
113¢C 1135 1140

Arg val Ala Asp Pro GIn Gly Arg Pro val Ala Tyr val Glu Ser
1145 1150 1155

Leu Ile Ser Arg Glu val Ser Ala Glu GIn Leu Ala Pro Ala Pro
1160 1165 117¢

214



Ala

Ala

Leu

Pro

Thr

Arg

Leuw

Glu

Pro

Arg

Pro

Arg

Ala

feu

ASp

Ala

Thr
1190

Ala
1205

Pro
1220

Ala
1235

Phe
1250

Ala
1265

AS
12g0

Glu
1295

val
1310

Ala
1325

Pro
1340

Leu
1355

Leu
1370

Leu
1385

Ala
1400

Pro Gly Asp

Ala

Glu

Ala

Gln

Ala

His

Pro

Thre

Arg

Ala

Gly

val

Leu

His

Cys

Thr

Leu

Gly

Thr

Gly

Ala

Glu

Ile

Gly

Pro

Ala

Ala

Thr

GIn

Asp

Ala

Ser

Thr

Leu

Ser

ser

Arg

Gly

GlIn

Glu

val

Arg

ser

Glu

val

ser

Ala

Gly

Gly

Arg

Arg

Ala

Phe

Arg

Glu

Glu

Leu

His

Arg

Leu

Ala
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Leu
1180

Gluy
1195

Pro
1210

Arg
1225

The
1240

Leu
1255

Trp
1270

Ala
1285

Ala
1300

Ile
1315

AsSp
1330

Ile
1345

Leu
1360

Ar
1375
Thr

1390

As
1485

Phe

Ala

val

Ile

Leu

Leu

Gly

Leu

val

Leu

Ala

Thr

val

Gly

Ala

Arg

His
Asp
Pro
Ala
Gln
ya]
Leq
Leu
Ala
val
Pro
Gly
Ala
Ile
Leu

Asp

215

Leu

Trp

Ser

ASp

Thr

val

val

ASD

sSer

Pro

Ser

Gly

Glu

Asp

Gly

Ala

Ala

Thr

Thr

ASp

Trp

Thr

Arg

Thr

Gly

Arg

Arg

Thr

Arg

Ala

Ala

val

Trp
1185
Thr
1200

val
1215

val
1230

Leu
1245

Arg
1260

Ala
1275

Glu
1305

Leu
1320

ser
1335

Thr

val

Ala

Arg

Thr

Gly

Ala

Gly

Pro

Ala

Pro

Gly

val

Gly

val

Ala

Pro

Thr

Trp

Thr

Asp

Asp

Arg

ASp

Asp

Arg

Trp

Leu

Arg

Ala

Glu

Leu

Ala

Glu

Thr

val

Glu

Asp

ser

ASp

Leu

val

Asp

AsSp

Ala

Ile

Leu



Ala

Ala

val

Thr

Ala

AsSn

Leu

Gly

Arg

Phe

ser

Pro

Ala

Pro

Leu

Pro

Met

Thr
1490

Pro
1505

Met
1520

GIn
1535

Leu
1565

val
1580

Thr
1595

Ala
1610

Ala
1625

ser
1640

Glu
1655

Arg

ser

Arg

ASp

val

Phe

Ala

Ala

Gly

Ala

Asp

val

Thr

GIn

Ala

Arg

Leu

ser

Met

Pro

GlIn

Leu

Leu

GIn

Gly

Met

Ala

Leu

Leu

Asp

Gln

Ser

Asp

Arg

Leu

Ile

LysS

Glu

Gly

Asp

sSer

His

Pro

ser

Arg

Arg

Pro

Arg

val

Phe

Thr

Gly

Ala

val

Leuw

ser

Ala

Leu

Leu

Ala

val

Ala

Gly

Ser

Glu

Leu

Leu

Ala
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Ser
1420

Asn
1435

Asp
1450

Pro
1480

Leu
1495

Ala
1510

Ser
1525

Leu
1540

Arg
1555

Leu
1570

Leu
1585

Ala
1600

Arg
1615

Gl
1630

Glu
1645

Leu
1660

val

Leu

Gly

Ala

Gly

Ala

TTrp

Glu

ser

Pro

Arg

val

Leu

Ala

His

Ser

Ile

val

Thr

Ala

fhe

GIn

Ala

Gly

Ala

ser

Glu

AsSn

Pro

Arg

Leu

Ala

Gly

Ala

216

His

Ala

Leu

val

Gly

Arg

Leu

Asp

GIn

Pro

Gly

Ala

Arg

Ser

Asp

Phe

Ala

Thr
His
ASD
Leu
Asn
Arg
Trp
Leu
ASp
Ala
Ala
val
Glu
Asp
Ala
Asp

Thr

Ala
1425

Gly
1440

Leu
1455

Phe
1470

Tyr
1485

His
1500

Leu
1605

Leu
1620

Glu
1635

Ser
1650

Gly

Leu

His

ser

Ala

Ala

ASp

Arg

Leu

val

Gly

Arg

Ala

val

Ala

Leu

Ala

val

ASp

ASp

ser

Ala

Glu

Thr

Leu

Ala

Pro

Glu

Arg

Ala

Leu

val

Thr

Lys

Leu

GIn

Leu

Ala

Ala

Gly

Gly

Arg

Leuy

Met

Leu

s5er

Met

Ser

Asp

Ala

Leu



Pro

Arg

Ala

Thr

Ala

val

Ala

Met

Phe

His

val

val

Ala

val

Gly

Leu

Thr
1670

Leu
1685

Glu
1700

Glu
1715

Leu
1730

Thr
1745

AsSp
1760
Ala
1775

Ar
1790

Arg
1805

Leu
1820

Ley
1835

Arg
1850

Leu
1865

Phe
1880

Met

Leu

Ser

Met

Gly

Pro

Gly

Gly

Asp

Asp

Gly

Leu

His

Ile

Asp

Asn

Ala

Ala

Ala

Phe

Leu

Ala

Pro

Gly

val

Glu

Asp

Gly

Leu

ASp

His

Tyr

val
Asp
Ala
Arg
Met
Asp
Gly
Gly
Arg
Pro
Ala
Tyr
LyS
Thr
Leu

Asp

Phe

Glu

Glu

Arg

Ser

Leu

Arg

val

His

Leu

val

Ser

Glu

Phe

Met

Ala

ES 2543203 T3

AS
1675

Met

1690.

Pro
1705

Ala
1720

Ala
1735

Ala
1750

Pro
1765

His
1780

val
1795

Pro
1810

Leu
1825

Ser
1840

Thr
1855
ArF
1870

Ala
1900

ser

Glu

Ser

val

val

Arg

Arg

Gln

sSer

Asp

Ala

Gly

Leu

val

Glu

Arg

Lys Thr

ser Gly

Glu Glu

Arg Ala

Ala Ala

Thr Pro

Leu Ile

His Ala

Ala val

Ser vai

Ala Ala

Gly Ile

Lys val

Glu Asp

Leu Leu

Leu Ser

217

Pro

Thr

Asp

Gly

Leu

Lys

Cys

Arg

Ala

Glu

Asp

Ile

Pro

Thr

Thr

Ala

Ala
1680

Ala
1695

ASp
1710
AS
1725
Arg
1740

Thr
1755

Leu
1770

Leu
1785

Leu
1800

val
1815

Pro
1860

Ala
1875

val
1890

Met
1905

Asn

Ala

Glu

Thr

Pro

val

Ala

Gly

Pro

Leu

Glu

His

Ala

Met

Glu

Pro

Leu

Ala

Thr

Thr

Arg

Arg

Thr

Ser

Gly

Thr

Pro

Ile

Gly

Asn

Thr

His

Ala

Gly

val

Gly

Phe

Leu

Pro

Glu

Phe

Gin

Phe

Ile

Leu

val

Thr

Tyr
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Phe

Thr

Gly

His

ASp

Thr

Gln val

1910

Leu Phe

1925

val
1940

ASp

Thr
1955

Leu

His Ala

1970

Leu Asp
1985

<210> 34
<211> 10134
<212> ADN

<213> Streptomyces sp. MP28-13

<400> 34

Arg Thr val

atgtcgaagg
Eggéagcaga
atcgtgggaa
gﬁggtcgccg
?83‘°9°‘9t
gggctggacg
3539C93t99
ggggggatcg
gggcacgact
2CgCtg9ggc
gggctggaca

?gsgtgacga

actccaacga

ctcggcgecg

tggcatgceg

acggtctgga

acgaccctga

gcgcgggega

accegeagea

acccgeegre

atccgageag

tggagggtcc

tggcggtcaa

tcatgtcgac

ES 2543203 T3

Leu Ala Gly Phe Asp

1915

val ¢In Ala Ser Glu

1930

val Ala Glu Met Arg

1945

Glu Gly
1960

Pro Ala Thr Ala Arg

1975

cgaacggctt

tctgcgtgag

cttecceggt

aacggtgggc

ctgggacgggc

cttcgacccc

gcggetgetyg

gctgaaggac

cagtgtgacc

ggcggtgacc

ggcectgege

gccggtcacc

Pro val Arg

Pro Phe val

Ala Arg Pro

Asn His Phe

val Ile Glu

cgcgagtatc
gcggaggatc
ggcgegtect
gagttcccca
gagaacacca
gagttcttcg
ctggaaacct
accgecaccg
gg9tgcgctagg
gtcgacaccg

agtggggaat

ttcgtggagt

218

Ley
1920

6In
1935

1950

Ser
1965

1980

tgcggcrtge

gg9gagcggga

cgccggaagg

€Cgaccggyyg

gctacgtcaa

gcatcagcec

cctgggagygc

gagtcttcgce

tttccggecg

cctgctcgtce

gttcectege

tcagccggea

Asp Thr pro

Pro Pro Glu

Trp ASp Ser Glu

Leu Gly Gln

Glu Trp Leu Glu

caccggtgag

gccgatcgeg

actctgggac

ctggaacctg

caagggcagce

ccttgaggcg

€gtggagcgg

cgggctcegtg

ggtggcctac

ctegetggte

cctggccggce

gcggggtcig



tcgacggacg
780
ggtgtcggca
820
ctggcggtcg
908
ccgaacggcc
960
%ggtccgatg

020

aggcgcagg
1086
ctcgggtcgg
1143
atcaagatgg
1200
ccgrececge
1260
tggccggagg
1336

gcccacatcg
1380

gagtcgccgg
1440
aagaccgagg
1500
ctacggcec
156099 99
ccgecgtac
€620
g
0

ggaagcac
B

g
1
99
16
cagggctcece
1740
agcagatgt
1806
gcgcteggtg
18%0 :

gtcatggtgt
1920

ggccactcce
1380

1,77 S

gccgetgcaa

tgctggtggt

tgcgcggcag

cgtcccageg

tggacgtcgt

cgctgetggce

tcaagtcgaa

tccaggegat

aggtggactyg

gcggcccgey

tcctggagga

agccgegtga

ccgcegtacg

tggacgrggg

tggccgecga

cggtgacage

agtgggtgag

ccgegtgega

acgaggccct

cactggccgg

agggcgagat

tggtcgeect

ES 2543203 T3

ggcgtrtcgee

ggagcggctg

cgccgrcaac

ccgggtgatc

ggaggcccac

cacctacggg

catcgggcac

acgccacgygce

gacggcggga

CCocgCcgCc

ggctccgeag

gcaccgggaa

cgcctacgeg

atggtccctg

Ccgaagaggygc

ggcecggece

catggcgace

ggaggcactg

gctggaacgt

tctgtggcgg

CgeCgCggcy

gcgcagcaag

tcggcggecy
tcggacgecc
caggacggcyg
cagcaggccc
ggtaccggga
caggaccgec
acacaggccg
tccctgecca
agcgtecgyc
gtgtcctegt
gccgaggacy
cttceggtog
gagcggctce
gccacgeggc
ttctcccagg
ggcgccgocyg
gagctgatgg
gcgecgttcg
gtagacgtcyg
cactacggag
agcgtggecg

gcgctgctgg

219

acggcaccgg
gccgcaacgg
ccagcaacgg
tggccaacgce
ccaccctggg
ccgaggaccg
ccgecggtgt
agacactgca
tgctcaccga
tcggggccag
taccggccga
tgccctgget
aggccgtcge
gggcgtcgta
ggctcgecge
cggtcatggt
cgtcgtécgc
tggactggtc
tgcagcccgt
tcgagcccgt
gagcgctgtc

¢cccretecgg

gtggggtoag
ccacccgatt
catcaccgce
gggcctggty
cgacccgatc
cccgetctgg
ggcogggcatc
cgtggacgaa
ggcccgegece
cgggaccaac
agagtcgcecyg
gatctccggg
cacgcacgac
cgactaccgg
tctggtgcag
gttcccegga
cgtgttcacg
gttgagcgag
ccrgtgggcg
€ggcgtgglg
gttgcaggac

ccagggcgag



atggtgtcgg
2100
cggacggygca
2160

cgcetggac
3220 993¢9

ggggactacg

ctggcgeeca
5390
ctgctggaca
2430

gagttcgacc
24690

dgcccgeacc
2520

aacgacggcg
2588

gacgtcgact
2640

tacgccttcc
2700

tccatgggee
2760

tcggagga
2823 99499

catgtcatcg
2888

3545”57

ctcgecgaac
3008

cgccgegagg
3860

cacgccace
3120 9

CCCCCgCCe
3180 9cees

cac tt
$940°9%
gacgaggtgt
3308 99t9

cacccggecc
3360

tcgccctccce

tcgcggtggt

aactgatggc

cctegeactce

tcaagccccg

ccaccgctct

ggaccatccg

cggtgciggc

gcctcgaccg

gggagaaggt

agcacaaccy

tgggcteget

tcgtgctcac

gcggctcegat

aggtcggctg

gcggcgggat

tccaggtgta

gtcrgetegce

gcgecgagec

tggcgtacgg

tcgecegagat

tcrtcgacge

ES 2543203 T3

ccgggaggag
caacggcaac
ctcctgegag
ggcacaggtyg
cgccgegegg
cgacgccggce
ccggetgace
gccgageaty
tttcctgage
gtacgacgcg
ctactggctg
gggccacccg
cggacggctg
ccfcttcccc
cggccgtgrc
cgccgtecag
ctcccgegac
caccgccacc
gctggacctce
gccgaccttce
cgccctgecy

gggcctgcac

accgagcggc
gccgecacceg
gccgacggcg
gagcgcatag
atcccctece
tactggtacc
gagcagggceg
gaacagacca
gtgctggcecc
accggggcgg
aacgacgaga
ctgctcgagy
tcgaccggga
ggcaccggat
gaggagctga
gtcgtegtcg
caggacbcga
tccgecgogg
gatgtcgaca
€gggggcttc
gacaacgcgg

gccatcggac

220

tgatcgageg

tggtctcggy

tacgggcgcy

agcgggaact

actccacegt

ggaatctgcg

tgggggtgtt

cgatcggcac

aggcacacac

ggcagacgga

cggcgaacgc

cgatggtcat

cgctgccetg

tcgtggaget

cgatcgagyc

gagcggegga

ccgaccrgec

gaggggaact

ccctetacga

gggccgectg

tggcggacgc

tcteccccgge

ctggggcacc

cgaggtcgac

ccggatccag

gctcgacgtg

gaccggcggy

ccagaccgtg

catcgaggcc

gctgegeege

ccgcggegtg

actgcccacg

cgacgcggcec

gctcgcggac

gctcaccgac

ggtgatccgg

gccgetggtc

Cgaagagyggc

ctggaaccgg

ggccgagtgg

ggagttggtc

9Cgggccggc

ctttggtctg

gggaaccggc



atgtggega
2428
gcgcrgcgag
3430
cgaccggcce
3540 9
gcgaccaagg
600

accgcctcca
366

g;ggacgtac
crggrontcs
ggggco9ccs
ggggtcgacc
csrgcoctar
sgggtovcce
gacgasatac
gicaccoaat
ggcgesscas
sgegecotes
giggrocacs
gggacetas

gacatggacc
3440

ggcagggca
4986
gcgggtggcc
4560

gccagtgaac
4620

tcccacagceg
4680

tgctgcegtt
tgcgcgtcac
ggcccgtege
ccegtacgga
<cggggggca
gcgcggegot
tcacgcgegy
tctggggtet
tggacggtga
cgaccggtoa
gcgtgtccge
tgatcaccgg
acggogtotce
agttggtgga
gcgaccgtga
cggcgggtgt
tgatgcgecc
tgaccgcgtt
actacgcggc
tgcccegecca
tgacggacac

aggggctggce
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cgeetggteyg

gcccgtacag

cacggtcgac

gccgetgtac

gccgeccaac

gaacctggcg

cgcggtctcg

ggtgcgtace

caccgacgag

gccccgggtg

ggtgccggag

tggagtgggt

acggctectg

ggagttgagc

ggcgctcgcyg

cctggacgac

caaggtggac

cgtactcttc

ggccaacgcc

gtccctggcg

cgaccggtec

gctettegac

ggagtggaac
gacggcgtgg
tcgttggtcc
cacgregecc
gacgaggagy
ctggaggcac
gtgaacggcy
gcccagacceg
gcgccgageg
gtggtacgcg
acgacggacg
gtcctgggtg
ctgaccggfc
999Cctggggg
gcgctgetgg
ggtgtgatcg
gccgeectgt
tcctcegegg
tatctggacg
tggggcctgt

cgtatggaac

gctgcgacgg

221

tgcacgecte

cggcectgac

tgcggccect

tggccecggt

tgttccgect

tgcagtccgce

gggacgtcga

aagaccccgg

cggacaacgc

acggtgtcge

acctggegcec

ctetgetggce

gccggggcat

ccgaggtcga

ccgggcgttce

ggtccctgac

atctgcacga

ccggegtgat

ccctggecga

ggcggaccag

gc<ggcggcat

cggcggacgg

€g9cgCyggyc
catcgccgac
cacggacatg
cgccgecggt
ccceggegga
cggctcccgt
cgacctggec
ccggrtctte
cgacctegeg
ccacgtgeec
gocgttcgge
ccggeatcec
ggacacgccc
ggtcgccgec
gctcaccggt
gcccgagegg
gctgacacgc
cggctcgeeg
gcgcegecgt
caccggtatg
cctgtcgetg

acccgcecgta



ctcgtceceg
4740

ctgegeggce
4880
gggctccgeg
2860
ctggtccgey
4920
gagcgagegt
49380
cteggeggcg
5048

accgttctcg
510

acccecegtcg
5160

tacccggga
3335 9ggag
gccatctcac
5280

gccacccgece
5340

ttcgatcccg
5400

cggctgctge
5460

ctcaagggca
5520 999

agcagcacgg
5580
gcggtgaccg
5640

ccctgeggt
g?OO

gcggacaact
5760

tccttege
5820 9c99
gagcggctgt
5830

gcgaccaacc
940

cgggtgatca
200

tcaagctcga

tggtcccggt

agcggctegt

cgcaggccgce

tccgegatet

cgaccggect

cgcgtcatct

cggececggt

gcgtgtcctc

acttccccac

cccgcaccag

gcttcrrcgg

tggaggcgtc

gcetgaccgg

gcgccatcge

tcgacaccge

€gggggagtg

tcatcgagtt

ccgecgecga

cggacgcccg

aggacggcgc

agcaggcgct
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cctececggec
cgtcaccegt
gggcatgt&c
caccacgctc
gggtgtcgac
gcggcttecg
gctggacgag
cggcgacgac
gccygaggac
cgaccgcggce
ctacgtcgac
gatcgcgecg
gtgggaggrt
tgtcrtegec
ctccggecge
ctgctcgtece
crecgetegec
cagcgagcag
cggcegeegge
ccgcaacggc
gagcaacggc

ggccaacgcg

gtccgegeeg
ggcaccgeec
gacgaccage
ggctacgcceg
tCgcrggcygy
gccacgetgg
gtctcgggaa
ccgategega
ctgtggcgge
tgggacctgg
aagggcggat
aacgaggcge
cttgagegeg
gggatgatgt
gtctcctaca
tcgctggteg
ctggccggcyg
€ggggtctygg
t99agtgagg
cacccggtge
ctgaccgecc

ggccetggcag

222

gcggcgcgat
gcaccegege
gcttcgacat
gaccggggygc
cgatggaact
tgttcgacta
cggtgcacga
tcgtcgegat
tggtcgacag
agcggatcta
tcctttacga
tggtgatgéa
cgggcatcga
accacgacta
ccctgggget
ccctgeacct
gcgtcaccgt
cgaccgacgg
gtgtcggcat
tggccctegt
ccaacgggec

gcgccgatgt

gccggagcetg
cgacgcggac
gctgctgaac
cgtcgacccg
gcgcaacggt
cccgaaccecc
gggccgtete
ggcgtgecgc
cggcacggac
cgaccccacg
cgcggcccag
ccctcageag
cccgacgact
cacccacaac
cgaaggcccc
ggcggcgeag
gatggccgcg
ccgctgcaag
gctectggtg
acggggcacy
gtcccageag

ggacgcggtc



gaggcgcacg
6060
acctacggcec
6120
atcggtcaca
6180
cggcagggca
6240
gaggceggee
6300
cgccgegeyy
6360
gaggccgtcc
420
gtgctgtc
6430 9 99
gacgcggacg
540
cgcgeggtge
6%08
ttcctgttca

6660

ttccecgert
6720

gaggtgatgt
6780
ttegetctec
6840
atgaccggec
6900

ctgatgecg
3960

cgat

9833999
gtgagcgtcy
7080
gtcaccgegg
7140

?gggtccact

tcacctacc
260

tacggcac
932099 9

gcacgggcac
agggccgecc
ccecaggecge
cgctgccacg
aggtccaget
gcgtgtectc
cggtcgagga
cccggacceeg
agctggacgt
ggatcggctc
Ccggacaggg
tcgceacgge
ggggcgacga
aggtcgeect
actccatcogg
cceggetgat
tggcgatccg
cggcggtcaa
tcgecgagey
cgccgetgat
gcgagceggt

tgcgcgacgc
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caccctgggt

cgaggaccga

cgcgggtatyg

gacgctgcac

gctcaccgag

cttcggecatc

agcgeeggty

taccgegete

'ggcgtactcg

cgagaccgtg
cagtcagtgg
gttcgacgag
ggaggccctyg
gttccggetyg
ggaactcgcec
cacggegegc
ggccaccgag
cacccecgge
gttcgecgac
ggaéccgatg
catccagctg

ggtgcggttc

gatccgatcg
ccgergtyge
gcgggcatca
gtggacgcgc
acgagggagt
agcggcacca
gagcggcogyg
caggcccage
gccgegaceg
atcgactcgg
gccgggatgg
gtgtgcgcco
ggccgeaccg
gtggagtcgat
gcegeccata
ggacggctga
gaggaggtca
tcggtggtga
cgcaagacga
ctcgaagagt
accaaggacg

gccgacgacg

223

aggcgcaggco

tggggtcygat

tcaagatggt

cgacacccca

ggccgaacga

acgcccacgt

agttgecegt

tcgaccggat

gccggygocgc

tcaccgaggg

gccaggaget

tgctcgaccc

agttcaccca

gggggatcaa

€ggccggggt

tccaggaact

cgeegeacct

tctcgggcge

ctcggcetgaa

tccggaaggt

tggcgtcggce

tacgccacct

gctgctggee

caagtcgaac

cgaggcgatg

ggtggactgg

cggccgeccg

catcatcgag

cgtceccccey

cacctccgtc

cctggaacac

cggactggcy
gtacgagacg
cgcgetgege
gcccgegatce
gccggaccte
gttcgatctg
€Cegeeegge
cacégagcag
cgaggaggcc
ggtgtcgeac
cgccgagage
ggagtactgg

gcaggaccgg



ggcatcaccc
7380
accgecgacy
?448

ttcaccggcg
7500

gacgggcgcg
756
tggatcgagt
7620

ctgtcocgg
?683
tggctcgecy
7740
ctggeegtee
7800
gcaccgctgg
7860
gacggagcgg
7920
ccctggaccc
7980
gcgatgaccc
8040
agcctggcgy
8100
cgcgaagagy
8160

atccacccgg
8220

cgcgtcgtec
8288

ctccgtgtcc
8340

gccgggcage
8400
ctcacgegceg
8460
gcggecoote
520
CC ctgctca
8580

gogscests

ggttcatgga
ggacggtcgc
tcggcegget
g9gcgcgacg
€gggycgcgg
gggcggaccg
aacacgcggt
gcgcgggcga
tecttgecga
gccaccggge
gccacgecgce
agtggccacc
aagccggagt
ggacggtcta
cactcctgga
tgccgttcte
ggatgacgct
cggtcgtctc
tcgactcget
acgcgaaggt
aggcgatcca

ccggtgageg
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ggtcggaccg

ggccacccag

gttcgcegec

ggtcgagctg

cgcggacgcg

gaccgtgcetyg

cgccggcacc

cgaggtcggc

acacaccgcc

tgtcgaggrg

cggaaccctg

gccecggegea

cgagtracggg

cgccgacgtc

cgcggecctg

ctgggcggga

ccgeggecag

cgrggacgcc

cttccaggtc

gtggcogacc

ggcggagacc

ggtgagcgac

gacagtgtgce

cgaaacgace

ggtgtgcagg

ccgacgtace

tccgaccacc

accgggegtc

ctgctetrec

tgcggccgga

acggccgtac

tacgcccgag

gccecggeca

gagcccglgg

ccggcgticce

gtcctgtccg

cacacggtcc

gtggaactgc

gaccgggtgg

ctgaccctyge

gagtggacgc

gagggcgacy

gagaccctcg

ctggccaycyg

224

tcaccgcgat

gtccgggegt

tcgactggaa

cctrcecageg

cgctgctgga

tgtcgetcgy

ccggtacggg

tcgaggaact

aggtcgtggt

gcgcggacga

ccggcggecc

aactggcggg

agggactcaa

999cggcaga

cgttgctgre

acgectecgg

ccctccacgce

gtccgatggce

ccgtegeegt

acgtgctctc

cggtcgtcac

cctcggegtyg

ggtgcggcag

ggaaaccctce

cgcecgtgttc

gcagccgttc

ccagacggtc

tacccagecc

cttcgtcgaa

gacgatcgag

cggggtggac

tccccatctg

cgcggccgag

gctgtacgag

gtcecgectgg

ccgcttegag

gggcgacgac

cgceaccgeg

cgtcgacggce

cgcecggtgeg

acgcgacgac

cacactgcat

gcgcggecgcg

gggactggtg



€gcagcgccc
8700
agaaggcgg
278
gaaggtct
8820
tettcggeg
2880
cgccatctcg
8940
9¢g9gcgcccg
9008
gtcgccgcct

906

ctcaccggtg
9120

cccgaacgec
9188
ctgacacgcyg
9240

8360 >0

caccggegeg
360
gccggcatgg
420
gtgggactct
480
ccggcgctgg
9540
atgctgcegeg
9600
99<ggggccy
9668
gtcctcgacc
9720
gtcgaaccgg
9780
cgcaacaccc

9840
ccgaccgece
9980

886979

agtcggagga
acatcgcect
acgtaccgag
acgaggtact
tcaccgggca
gcgcggcgga
gcgacgtcgg
tggtgcacgc
tggacaaggt
acatggacct
ggcagggcaa
ccgacggect
ccggtgacct
cgccegagea
tgcccatgaa
gactggtacg
cgctgegceaa
tecgtecgtac
agcgggectt
tcaacgeege
gg9gtgctcge

ccgacgagga
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tccgggecgg
99cgctggcy
gctgagggcy
gatcacgggc
cggcgtacgg
gttagtggag
cgaccgtgag
ggcgggcgtt
cgtcacaccc
gaccgegttce
ctacgccgeg
gccegeccag
ggcggacace
gggtctcgaa
cctggacacce
cggctectcg
gcgcctggeg
ccacgeggcg
cggcgatctg
9g9ccgggcty
cgagcacatc

gacggtccgce

ttcgtectgg

gcgggagagce

gccteggtcg

gcgteeggeg

cgactgctgc

gagctggecg

gcgetagagg

ctggacgacg

aaggcggtrgg

gtactctict

gccaacgcgc

tccctggect

gaccggcagc

ctcectcgacy

aggacgctga

cggcgtgcecg

gcactgeccey

gcggtactag

ggcttcgact

cgactgtccg

gg9cgcggagce

cgcctgeteg
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tcgacgtggc

cccaggtggce

cggagtccga

ccctgggegg

tgaccagccg

99Ctgggggc

cgctgetgge

gcgtgatcgce

ccgccctgea

cctcggtgygc

ttctggacge

ggggcctotg

ggatcgaccg

tggcgggcgc

acgrggecga

tgtcggcgea

ccgacgatcg

gtcacgcggyg

€gctgggege

ccaccatgat

tggcacccga

ggtcgatrcc

cggtgaggac

cgtccgggac

gcegtecteyg

actggtcgeg

ccggggcctg

cgaggtcgag

€gggcottcyg

gtcgctgacc

tctgcacgag

cggcgtgatc

actggccgceg

gacgaccgac

cgcgggectc

gctggccaca

cgtgcctttg

atccacgggc

gtacgacgaa

tcccgaggece

tgtcgagttc

cttcgaccat

cggtgacgcc

gctcacccgg
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gggggcgacg cgoggctgat ggaggcccty ctcgaactcg ccggatccgg Cgecgcctce
%gggaggcgg cagccgtgcc cgaggaggac tcgatcgacg cgatggacge cgaagccectg

%Egggcatgg ccctgecagga caccgatccg gacgaagcga cgcgggaagt ctga

<210> 35
<211> 3377

<212> PRT
<213> Streptomyces sp. MP28-13

<400> 35

Met Ser Lys Asp Ser Asn Asp Glu Arg Leu Arg Glu Tyr Leu Arg Leu
1 S 10 15

Ala Thr Gly gau Led GIn GIn Thr ;gg Arg Arg Leu Arg §$u Ala Glu

Asp Arg g;u Arg Glu Pro 1Ile A%a Ile val Gly Met g}a Cys Arg Phe
4

Pro Gly Gly Ala Ser Ser Pro.Glu Gly Leu Trp Asp Leu val Ala Asp
50 55 60

Gly Leu Glu Thr val Gly Glu Phe Pro Thr Asp Arg Gly Trp Asn Leu
65 70 75 80

Asp Ser Leu Tyr gsp Pro Asp Gly Thr ggy Glu Asn Thr Ser ggr val
5

Asn Lys Gly Ser Phe Leu Asp Gly Ala Gly Asp Phe Asp Pro Glu Phe
100 105 110

Phe Gly f1e Ser Pro teu Glu Ala Met Ala Met Asp Pro Gln GIn Arg
115 120 125

Leu Leu Leu Glu Thr Ser Trp Glu Ala val Glu Arg Ala Gly Ile Asp
130 135 14

Pro Pro Ser Leu Lys Gly Thr Ala Thr Gly val Phe Ala Gly Leu val
145 150 155 160

Tyr His Asp Tyr Pro Ser Ser Ser val Thr Gly Ala Leu val Ser Gly
165 170 175

Arg val Ala Tyr Thr Leu Gly Leu Glu Gly hro Ala val Thr val Asp
180 185 190

Thr Ala Cys Ser Ser Ser Leu val Ala Leu Asp Met Ala val Lys Ala

226



Leu

Met

225

Ser

Gly

Ala

val

Ser

305

Gly

Gly

Arg

Gly

GIn

383

Pro

Glu

ser

Pro

Arg

Ser

Thr

Trp

Arg

Asn

290

GIn

Ser

AsSp

Pro

His

Ala

Ser

Ala

Phe

GIn
450

195

Ser

Thr

AsSp

Gly

Al

27

GlIn

Arg

ASp

Pro

Glu

355

Thr

Ile

Pro

Arg

G1

43

Ala

Gly

Pro

Gly

Glu

260

Asn

Asp

Arg

val

Ile

340

Asp

Gln

Arg

Gin

Ala

420

Ala

Glu

q'lu

val

Gly
Gly
Gly
val
ASp
325
Glu
Arg
Ala
His
val
405
Trp

Ser

Asp

Cys

Thr

230

Cys

val

His

Ala

Ile

310

val

Ala

Pro

Ala

Gly

390

Asp

Pro

Gly

val
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Ser

215

Phe

Lys

Gly

Pro

Ser

295

G1n

val

Gln

Leu

Ala

375

Ser

Trp

Glu

Thr

Pro
455

200

Leu

val

Ala

Met

Ije

280

ASn

GIn

Glu

Ala

Trp

360

Gly

Leu

Thr

Gly

Asn

440

Ala

Ala

Glu

Phe

Leu

265

Leu

Gly

Ala

Ala

Leu

345

Leu

val

Pro

Ala

Glu

227

Leu

Phe

Ala

250

val

Ala

Ile

Leu

His

330

Leu

Gly

Ala

LyS

His

Glu

Ala

ser

235

ser

val

val

Thr

Ala
315

Gly

Ala

ser

Gly

Thr

395

Ser

Arg

Ile

Ser

Arg

Ala

Glu

val

Ala

300

AsSn

Thr

Thr

val

Ile

380

teu

val

Arg

val

Pro
460

205

Gly

Gln

Ala

Arg

Pro

Ala

Gly

TYr

LysS

365

Ile

His

Arg

Ala

Leu
445

Glu

val

Arg

AsSp

Leu

270

Gly

Asn

Gly

Thr

Lys

val

Leu

Ala

430

Glu

Ser

Thr

Gly

Gly

sSer

Ser

Gly

Leu

Thr

335

Gln

AsSn

Met

Asp

Leu

415

val

Glu

Pro

Ile
Leu
240
Thr
ASp
Ala
Pro
val
320
Leu
ASp
Ile
val
Glu
400
Thr
sSer
Ala

Glu



Pro

465

LYyS

Ala

Arg

Glu

val

545

GIn

Ala

Phe

Glu

Leu

625

Gly

Ser

Leu

Glu

Ala

705

Ala

Arg

Thr

Thr

Arg

Gly

val

val
Ar

61

Ala
His
Leu
Ala
Glu
690

val

Leu

Glu

Glu

His

Ala

515

Phe

Ala

Ser

Phe

Gly

Ser

Gin

Leu

675

Thr

val

ASp

His

Ala

Asp

500

ser

Ser

Ala

Gln

Thr

580

Trp

Asp

Leu

GIn

Asp

660

Ser

Glu

Asn

Glu

Arg

Ala

485

Leu

Tyr

GIn

Arg

565

Glu

ser

val

Trp

Gly

Gly

Arg

Gly

Leu

Glu
470
val
Arg
Asp
Gly
Pro
550
val
Gin
Leu
val
Ar

63

Glu
Ala
GIn
Leu
ASN

710

Met
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Leu

Arg

Pro

Tyr

Leu

535

Gly

Gly

Met

ser

GIn

615

His

Ile

Arg

Gly

Ala

Pro

Ala

val

Ar

52

Ala

Ala

Met

Ser

Glu

600

Pro

Tyr

Ala

val

Ala

sSer

val

Tyr

Ala

Gly

Ala

Ala

585

Ala

val

Gly

Ala

val

665

Met

Arg

Thr

Cys

228

val
Ala
490
val
Ala
Leu
Ala
Thr
870
Cys
Leu
Leu
val
Ala
650
Ala
val
Trp

val

Glu

Pro
475
Glu
Gly
val
val
val
555
Glu
Glu
Gly
Trp
Glu
635
ser
Leu
ser
Gly
val

715

Ala

Trp

Arg

Trp

Leu

Gln

540

Met

Leu

Glu

ASp

Ala

620

Pro

val

Arg

val

Thr

700

ser

ASp

Leu

Leu

ser

Ala

525

Gly

val

Met

Ala

Glu

605

val

val

Ala

ser

Ala

685

Arg

Gly

Gly

Ile

Glin

Leu

510

Ala

Glu

Phe

Ala

Leu

590

Ala

Met

Gly

Gly

Thr

Glu

val

ser

Ala

495

Asp

Ala

Pro

ser

575

Ala

Leu

val

val

Ala

655

Ala

Pro

Gly

val

Arg

Gly

val

Thr

Glu

Pro

Pro

Leu

Ser

val

640

Leu

Leuw

Arg

Ile

720

Ala



Arg

Ile

Ala

Thr

785

Glu

Phe

Thr

Leu

Glu

865

Tyr

Ala

Gly

Arg

Ala

Arg

Glu

Arg

Ala

Phe

Ile

Thr

Ser

850

Lys

Ala

ASp

Ala

Leu

930

Ser

Gly

Pro

Ile

Arg

Ile

Leu

Asp

Glu

Ile

val

val

Phe

Ala

Met

915

Ser

Ile

ASp

Leu

Gln

740

Glu

Pro

Asp

Arg

Ala

820

Gly

Leu

Tyr

Gln

Ala

900

val

Thr

Leu

Glu

val
980

725

val

Leu

Phe

Ala

Thr

805

ser

Thr

Ala

ASp

His

885

ser

Met

Gly

Phe

val

965

Leu

Asp

Leu

Tyr

Pro

Leu

GIn

Ala

870

Asn

Met

Leuw

Thr

Pro

950

Gly

Ala
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Tyr

ASp

Ser

775

Tyr

Arg

His

Arg

Ala

855

Thr

Arg

Gly

Ala

Leu

935

Gly

Cys

Glu

Ala

val

760

Thr

Trp

Arg

Pro

Arg

840

His

Gly

Tyr

Leu

Thr

Gly

Arg

Ser

745

Leu

val

Tyr

Leu

val

825

Asn

Thr

Ala

Trp

Trp

Gly

Arg

Gly

229

730
His

Ala

Thr

Arg

Thr

810

Leu

ASp

Arg

Gly

Leu

890

Ser

Glu

Leu

Phe

val

970

Gly

Ser

Pro

Gly

Asn

795

Glu

Ala

Gly

Gly

Glin

875

Asn

Leu

Glu

Thr

val

955

Glu

val

Ala

Ile

Gln

Pro

Gly

val

860

Thr

Asp

Gly

val

Glu

Ala

GIn

765

Leu

Arg

Gly

sSer

Leu

845

ASp

Glu

Glu

His

val

925

His

LeL

Leu

val

val

750

Pro

Leu

GlIn

val

Met,

830

ASp

val

Leu

Thr

Pro

910

Leu

val

val

Thr

Gln
990

735

Glu

Arg

ASp

Thr

Arg

Asp

Pro

Ala

895

Leu

Thr

e

1le

Itle

val

Arg

Ala

Thr

val

800

val

GIn

Phe

Trp

Thr

880

Asn

Leu

Gly

val
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val Gly Ala Ala asp Glu Glu Gly Arg Arg Glu val Gln val Tyr Ser
995 1000 1005

Arg Asp Gln Asp Ala Thr Asp Leu Pro Trp Asn Arg His Ala Thr
1010 1015 1020

Gly Leu Leu Ala Thr Ala Thr Ser Ala Gly Gly Glu Leu Ala

Gly
1025 1030 1035

Glu Trp Pro Pro Pro Gly Ala Glu Pro Leu Asp Leu Asp val Asp
1040 1045 1050

Thr Leu Tyr Glu Glu Leu val Gly Thr Gly Leu Ala Tyr Gly Pro
1055 1060 1065

Thr Phe Arg Gly Leu Arg Ala Ala Trp Arg Ala Gly Asp Glu val
1070 1075 1080

Phe Ala Glu Ile Ala Leu Pro Asp Asn Ala val Ala Asp Ala Phe
1085 1090 1095

Gly Leu His Pro Ala Leu Phe Asp Ala Gly Leu His Ala Ile Gly
1100 1105 1110

Leu Ser pro Ala Gly Thr Gly Asp val Ala Met Leu Pro Phe Ala
1115 1120 1125

Trp Ser Gly val Glu Leu His Ala Ser Gly Ala Gly Ala Leu Arg
1130 1135 1140

val Arg val Thr Pro val 6ln Asp Gly val Ala Ala Leu Thr Ile
1145 1150 1155

Ala asp Ala Thr Gly Arg Pro val Ala Thr val Asp Ser Leu val
1160 1165 1170

Leu Arg pPro Leu Thr Asp Met Ala Thr Lys Ala Arg Thr Glu Pro
1175 1180 1185

Leu His val Ala Leu Ala Pro val Ala Ala Gly Thr Ala ser

Tyr
1190 1195 1200

Thr Gly Gly GIn Pro Pro Asn Asp Glu Glu val Phe Arg Leu Pro
1205 1210 1215

Gly Gly Leu Asp val Arg Ala Ala val Asn Leu Ala Leu Glu Ala
1220 1225 1230

Leu GIn Ser Ala Gly Ser Arg Leu val val val Thr Arg Gly Ala

230



val
val
Phe
Ala
Arg
Arg
Phe
Ala
Leu
Glu
Ala
Ala
Asp
val
Thr

Ala

1235

Ser
1250

Trp
1265

Phe
1280

val
1310

val
1325

Leu
1355

Ley
1370

Leu
1385

Ala
1400

val

Gly

Leu

AsSn

val

Ser

Asp

Leu

Leu

val

cys

Arg

Gly

Arg

AsSp

val

AsSn

Leuw

Ile

Ala

val

Ala

Glu

Ala

Thr

Glu

ASp

Ser

val

Pro

Met

Ile

Gly
val
Asp
Asp
Arg
val
val
Arg
Gly
Glu
val
Leu
Ile
Lys
Asp

Gly

Gly

Arg

Leu

Leu

Asp

Pro
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1240
As
1

Thr
1270

Asp
1285
Ala

1300

Glu

1330

Leu

His

Arg

Leu

Gly

Thr

Gly

val

Leu

ser

Ie
1345

Leu
1360

Arg
1375

Ser
1390
AsSp
1405
Gl

1420

ser
1435

As
1450

Thr
1465

Pro
1480

val

Ala

Gly

Pro

val

Thr

Thr

val

Gly

Gly

Arg

val

Leu

Ala

Ala

Gly

ASp

GIn

Asp

Ala

Ala

Thr

Gly

Thr

val

Leu

Glu

val

Thr

Ala

Phe

Gin

231

Asp

Thr

Thr

Leu

His

Asp

Gly

Glu

Asp

Gly

Ala

His

Pro

Leu

val

Gly

Leu
Glu
ASD
Ser
val
AsSp
val
Tyr
Thr
Ala
Leu
Ala
Glu
TYr
Lteu

Asn

1245

Ala
1260

Glu
1290

Thr
1305

Pro
1320

Leu
1335

Gl
1350

Pro
1380

Glu
1395

Ala
1410

Ala
1425

Ar
1440

Leu
1455

Phe
1470

ala

Pro

Ala

Gly

APg

Ala

val

va)l

Gly

val

Ala

Gly

val

His

Ser

Ala

Ala

Gly

Pro

Glu

Leu

Pro

Leu

Ser

Ala

Glu

Leu

val

ASp

Glu

Ser

Ala

Ala

Arg

Ser

Pro

Ala

Ala

Gly

Arg

Ala

val

Leu

Leu

Leu

Leu

Ala

Ala



Asn

Leu

Gly

Arg

Phe

val

Glu

Arg

Met

Ala

Asp

Ala

Leu

Ala

Arg

Ile

Glu

Ala
1490

Pro
1505

Met
1520

Lys
1565

Leu
1580

Thr
1595

ser
1610

Gln
1625

Pro
1640

Met
1655

Pro
1670

Arg
1685
Leu

1700

val
1715

AsSp

Tyr

Ala

Ala

Gly

Ala

Leu

Leu

Arg

ASp

Ala

Glu

Glu

Ala

His

Ala

Leu

Leu

GIn

ser

Ile

Ala

Asp

Arg

Ala

ASp

Ala

Arg

Leu

Thr

Leu

Pro

Met

Trp

Asp

Ser

Glu

Leu

Thr

Leu

Gly

Asp

Gln

Thr

Ala

Arg

Leu

teu

val

Ala

Arg

Ala

teu

Leu

Ser

Ala

Pro

Leu

Ala

Arg

Thr

Phe

Asn

val

Asp

Ala

Cys

Leu
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Leu
1495

Ala
1510

Thr
1525

Leu
1540

Ala
1555

Ala
1570

val
1585

AsSp
1600
Phe

1615

Leu
1630

Phe
1675

Glu
1690

Ala
1705

Arg
1720

val

Ala

Trp

ASp

Ser

ASp

val

Pro

Gly

Asp

Gly

ASp

Leu

ASp

val

Pro

TYr

ASp

Glu

Gly

Thr

His

Gly

Arg

val

Leu

Met

Tyer

Leu

Gly

Tyr

Ser

val

Pro

ser
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Arg
Leu
Asp
ser
Pro
Ala
val
Arg
Leu
Ala
Gly
cly
Pro
Gly
Gly
Gly

Gly

Arg

Trp

Arg

Glu

Ala

Gly

Thr

Glu

Leu

Gly

val

Ala

Asn

Thr

ASp

Gly

Thr

Arg
1500

Ar
1515

Ser

1530

val
1560

Gl
1575

Arg
1590

Ar
1605
ASn

1620

Pro
1635

Asp
1650

Thr
1665

Pro
1680

val
1695

Asp
1710

val
1725

Asp

Ala

Thr

Arg

Leu

Leu

Ala

Gly

Leu

Leu

Gly

S5er

Gly

Thr

His

Pro

Ser

Ala

Gly

ser

Met

Ala

val

val

Thr

val

val

Ala

Leu

Leu

val

Glu

Ile

Ser

Ile

Gly

Thr

Glu

Leu

Pro

Pro

Ala

Gly

Arg

val

Ala

Arg

Leu

Gly

Ala

Pro

Ser



His

Pro

Phe

Ala

Leu

Thr

Tyr

Gly

val

Ala

Gly

Glu

Ala

Leu

Leu

Asn

1730

Phe
1745

Thr
1760

Leu
1775

Pro
1790

Glu
1805

Thr
1820

His
1835

Ar
1850

Asp
1865

Gin
1880

val
1895

GIn
1910

Ala
1925

val
1940

Ala
1955

Gl
1970

Pro

ala

TYr

AsSh

Ala

Leu

Asp

val

Ala

Thr

Arg

Ala

Glu

Leu

Leu

Thr

Thr

Asp

Glu

Ser

Lys

Tyr

Ser

Ala

Leu

val

Gly

Asp

Arg

val

Thr

Asp

Arg

Ala

Ala

Trp

Gly

Thr

Tyr

Cys

Arg

Met

Leu

Gly

Leu

Arg

Ala

Arg

Pro

Ala

leu

Glu

ser

His

Thr

Ser

Ser

Ala

Ala

Ala

Ser

Gly

Pro
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GIn
1780
val
1795

val
1810

Leu
1825

ASD
1840

Leu
1855

Ser
1870

Ala
1900

Thr
1915

Thr
1960

Asn
1975

Trp

Thr

Phe

Met

Leu

Thr

ser

Gly

Ser

Glu

Ala

Asp

Trp

Ala

Ala

Gly

Asp

Ser

ASp

ASp

Glu

Gly

Ser

Leu

Leu

Cys

Asp

Gly

Ser

Arg

Thr

Pro
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Leu

Tyr

Pro

Pro

Arg

val

Thr

Glu

val

Ser

AsSn

Arg

Glu

Arg

ASn

Ser

Glu

val

Gly

GIn

Ala

Phe

Gly

Gly

Ala

Leu

Phe

Cys

Gly

Asn

GIn

Gln

1740

Arg
1755

ASp
1770

pPhe
1785

Gln
1800

Gly
1815

Ala
1830

Ala
1845

Pro
1860

Leu
1875

Ala
1890

Ile
1905

LYyS
1920

val
1935

GlIn
1980

Ile

LySs

Phe

Arg

Ile

Gly

Ile

Ala

His

Leu

Glu

Ser

Gly

His

Gly

Arg

Tyr

Gly

Gly

Leu

AsSp

Met

Ala

val

Leu

Ala

Phe

Phe

Met

Pro

Ala

val

ASp

Gly

Ile

Leu

Pro

Met

Ser

Thr

Ala

Gly

Ser

Ala

Leu

val

Ser

Ile



Lys

Ala

Gilu

Asp

Thr

Ala

Pro

Thr

Gly

Ile

Glu

Ala

Glu

Glu

val

Gln

Phe

GIn
1985

val
2000

Ala
2015

Arg
2030

GIn
2045

Met
2060

Thr
2075

Glu
2090

val
2105

Glu
2120

Leu
2135

Leu
2150

Leu
2165

His
2180

Thr
2195

Trp
2210

Ala

Ala

Glu

GIn

Pro

Ala

Arg

Pro

Thr

Ser

Glu

Pro

GIn

Asp

Arg

Glu

Ala

Thr

Leu

Ala

Ala

Leu

Ala

Gln

GlIn

Arg

ser

Ala

val

Ala

val

Ala

Gly

Gly

Ala

Aala

His

Leu

Trp

Ala

Gly

val

Glu

Phe

val

val

GIn

Ala

val

Gly

Met

Phe

ASn
Gly
Leu
Leu
Gly
Thr
Asp
Trp
61y
Pro
Pro
Leu
Tyr
Arg
Leu
Gly

Asp
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Ala
1990

Thr
2005

val
2050

Leu
2065

Trp
2080

Pro
2095

Ile
2110

val
2125

Leu
2140

Asp
2155

ser
2170

Ile
2185

Ala
2200

GIn
2215

Glu

Gly

Gly

Thr

Ser

Ala

Pro

Glu

Asn

Ser

Glu

val

Arg

Ala

Gly

Phe

Glu

val

Leu

Thr

TYr

Ile

Gly

Arg

Ala

ASp

Gly

Glu

Leu

Ile

Ala

Ser

Leu

Leu

cys

234

Ala

The

Gly

Lys

Ile

Thr

Gly

Gly

Thr

Ala

Ser

Thr

Thr

Glu

Phe

Tyr

Ala

Gly
Leu
GTn
Ser
Ile
Leu
Gln
Arg
Asn
Pro
Ala
ser
Gly
Thr
Thr
Glu

val

Ala
1995

His
2070

val
2085

Pro
2100

Ala
2115

val
2130

Arg
2145

val
2160

Arg
2175

val
2190

y
2205

Thr
2220

Leu

Asp

Asp

Arg

Ie

Met

val

GIn

Arg

His

Glu

Thr

AsSp

Ala

Ile

Gln

Phe

AsSp

val
Pro
Pro
Gly
val
Asp
Leu
Arg
val
Arg
Arg
Ala
Ala
gsp
Gly
Pro

Pro

Asp

Ile

Glu

His

Glu

Ala

Leu

Ala

Ile

Arg

Thr

Asp

Leuw

Ser

Ser

Ala



Leu

Glu

Arg

His

Asp

Ile

Thr

Ala

Glu

Thr

Pro

Arg

Tyr

val

Gly

Gly

2225

Arg
2240
Phe
2255

Leu
2270

ser
2285

Leu
2300

Gln
2315

Ala
2345

Ala
2360

Ar
2375
Met

2390

Gluy
2405

T
2420

2435

Pro
2450

Thr
2465

Glu
Thr
val
Ile
Ala
Glu
Glu
val
val
Leu
Leu
Pro
vg]
His
Asp

val

val

Gln

Glu

Gly

Asp

Lew

Glu

Asn

Thr

Lys

Glu

val

Arg

Leu

Ser

Ala

Met

Pro

Ser

Glu

Ala

Pro

val

Thr

Ala

val

Ghu

Ile

His

GIn

val

Ala

Trp

Ala

Trp

Leuw

Ala

Pro

Thr

Pro

val

Ser

Phe

Gln

val

ASp

Leu

Thr

ES 2543203 T3

Ile
2260

Gly
2275

Ala
2290

Ar
2305

Pro
2335

Gl
2350

Ala
2365

His
2380

Arg
2395

Leu
2410

2435

Arg
2440

The
2455

GIn
2470

Asp

Phe

Ile

Ala

Leu

Gly

His

Ser

Glu

Ala

LysS

Thr

Asp

Gly

Ala

Arg

Glu

Ala

Lys

Ala

Ile

Ala

Leuw

val

Arg

Phe

val

Lys

Ala

Ile

Met

ASn

235

Glu

Leu

Pro

His

Thr

Met

Thr

val

Phe

His

Ala

AsSp

val

Thr

val

ASp

Ala

Gln

Asp

Thr

Ala

val

Glu

Ile

Ala

‘Ser

Glu

val

Arg

Arg

Arg

Arg

2235

Leu
2250

val
2265

Leu
2280

Ala
2295

Arg
2310

Gin
2340

Ser
2355

Asp
2370

Pro
2385

Ser
2400

Ala
2415

Phe
2430

phe
2445

GlIn
2460

Pro
2475

Gly

Ala

Met

Gly

Gly

Ile

val

Gly

Arg

Leu

val

Ser

Ala

Met

Thr

Gly

Arg

Leu

Thr

val

Arg

Arg

Ser

Ala

Lys

Met

Thr

Ala

Asp

Glu

Ala

val

Thr

Phe

Gly

Phe

Leu

Ala

val

Glu

Thr

Asp

Tyr

Glu

Asp

val

Asp

Glu



Thr

val

Glu

Ser

Thr

Leu

Gly

Arg

Ile

Gln

Glu

Arg

Ala

Glu

TyFr

Gly

Phe

Leu
2480

Leu
2510

Gly
2525

val
2540

ser
2555

Thr
2570

Glu
2600

val
2615

val
2630

His
2645

Glu
2660

Leu
2675

Thr
2705

Gly

Phe

Trp

Pro

Arg

Ala

Leu

Leu

Gly

Ala

val

Tyr

Ala

Ala

Ala

Fro

val

Ile

Thr
Asn
Thr
Gly
val
Gly
Leu
Asp
Pro
val
Ala
Ala
Met
Gly
Ala
Tyr

His

Gly

Ala

Tyr

Ala

Ala

Thr

Phe

Glu

Leu

Gly

Arg

Gly

Thr

Leu

Phe

Ala

Pro

val

val

Pro

ASp

Gly

Gln

Pro

val

val

val

Gly

Thr

Gln

Tyr

Glin

Asp

Ala

ES 2543203 T3

Phe
2500

Phe
2515

Ala
2530

Ala
2545

Pro
2560

Leu
2605

AS
3650
Ala

2635

Leu
2650

Trp
2665

Glu
2680

val
2710

Leu

Arg

AsSp

Gln

ser

Asp

Trp

Thr

Cys

Ala

Asp

ASp

Ala

Pro

Ser

Leu

val

Leu

Leu

Gly

Arg

Asp

Arg

Leu

Gly

Gly

Glu

Gly

AsSp

Pro

Pro

Leu

Lys

Leu

ASp

236

Phe

Arg

GIn

His

Thr

Ala

Phe

Arg

His

Ala

Pro

Ala

Pro

Ala

ser

Ser

Ala

Ala

Gly

Pro

Pro

val

Glu

val

Ile

Thr

Gly

His

Thr

Gly

Glu

Ala

Gly

Ala

Ala
2490

Ala
2505

Phe
2520

Leu
2535

Leu
2550

His
2565

Glu
2580

Glu
2595

Ala
2610

His
2625

Leu
2640

Ala
2670

Ala
2685

Ala
2715

Leu

Gly

Arg

Trp

Leu

Thr

Ala

Leu

Glu

Thr

Arg

Pro

Gly

Glu

Gly

Arg

Ala

His

val

Arg

Ile

ASp

Gly

val

Ala

Leu

Ala

Ala

Trp

Pro

Pro

val

Glu

Asp

Thr

Arg

val

Glu

Gln

Arg

Ala

val

Thr

val

val

Thr

Ala

val

Glu

Glu

Arg

val



Pro

Ala

Arg

ASpP

Arg

GIn

Asp

Leu

Ala

Ser

Gln

Glu

Pro

Arg

Asp

val

2720

Leu
2735

Gly
2750

Met
2765

Gly
2780

Pro
2795

val
2810

Ala
2825

His
2840

val
2855

AsSp
2870

Ser
2885

ASp
2900

Gln
2915

Ala
2930

Glu
2945

Ala
2960

Leu

val

Thr

Ala

Met

Glu

Lys

Pro-

val

Lew

Glu

Glu

val

Ala

val

Arg

Ser
Glu
Leu
Gly
Ala
Trp
val
Leu
Thr
Afa
AsSp
Lys
Ala
Ser
Leu

His

Gly

Leu

Arg

Gin

Ala

Thr

Trp

Leu

Arg

Gly

Pro

Ala

val

val

Ile

Leu

ASp

His

Gly

Pro

Gly

Pro

Arg

LysS

Gly

Ala

Gly

Asp

Arg

Ala

Thr

val

ES 2543203 T3

2725
ASp
2740

Ala
2755

Gln
2770

val
2785

Ala
2800

val
2815

Thr
2830

Ala
2845

Ala
2860

ser
2875

Ar
2890

Ile
2905

AS
2920

Glu
2935

Thr
2965

Arg

Ser

Asp

val

Leu

Ala

Glu

Ile

val

Ala

Phe

Ala

Gly

ser

Ala

“Gly

val

Gly

Arg

Ser

Thr

val

Gly

Gln

ser

Trp

val

Leu

Lys

Glu

Ser

His

237

val

Ala

val

val

Arg

Arg

AsSp

Ala

val

Gly

Leu

Ala

val

Pro

Gly

Gly

Leu

Thy

Ala

Asp

val

Asp

ASp

Glu

Ala

Leu

val

Leu

TYr

ser

Ala

val

2730

Pro
2745

Ala
2760

Leu
2775

Ala
2790

ASp
2805

Asp
2820

val
2835

Thr
2850

val
2880

AsSp
2895
Ala

2910

val
2925

Ser
2940

Ley
2955

AT
2970

Phe

Leu

His

Leu

ser

Ala

Leu

Glu

Glu

Arg

val

Ala

Pro

val

Gly

Arg

Ser
Arg
Ala
Thr
Leu
Ala
Ser
Thr
Arg
ser
Ala
Gly
Arg
Phe
Gly

Leu

Trp

val

val

Leu

Phe

Gly

Thr

Leu

val

Ala

Gly

Glu

Leu

Gly

Leu

Leu



Leu

val

Cys

Arg

Gly

Thr

ASp

val

Leu

Ala

Ala

Gly

val

Asp

Gly

Thr

Ala

Thr
2975

Glu
2990

Asp
3005
Ser

3020

val
3035

Pro
3050

Met
3065

Ile
3080

Leu
3095

Gln
3110

Gl
3125

Leu
3140

Ala
3155

Thr
3170

Leu
3185

Gl
3200

Asp

ser

Glu

val

Leu

Ile

Lys

Asp

Gly

Asp

ser

Asp

val

Gly

Arg

val

Gly

AsSp

Arg

Leu

Gly

Thr

Ala

Ala

Leu

Thr

Ala

Leu

Leu

Gly

Ala

Thr

Arg

Gly

Arg

Arg

Ala

Asp

Gly

ser

val

Thr

Pro

Leu

Ala

Ala

Leu

Leu

Leuw

Gly

Ala

TYr

Gly

Gly

Arg

val

t.eu

Ala

Ala

Gly

Ala

Trp

Asp

Ser

Ala

Asn

ser

Ala

ASp

ES 2543203 T3

Leu
2980

Leu
2995

Glu
3010

val
3025

Thr
3040

Ala
3055

Phe
3070

Gin
3085

Ala
3100

Ther
3130

Pro
3145

Thr
3160

Ala
3175

Ser
3190

Leu
3205

Glu

Ala

Gly

Ala

His

Pro

Leu

val

Gly

His

Leu

ASp

Glu

Pro

Ala

Arg

Arg

val

Ala

Ala

Leu

Ala

Glu

His

Leu

Asn

Arg

Trp

Arg

GIn

Ala

ASp

Arg

Lys

Leuw

238

Pro

Glu

Ala

Ala

Arg.

Leu

Phe

Tyr

Arg

Thr

GlIn

Gly

Leu

val

Ala

Arg

AsSp

Gly
val
A?a
Gly
Leu
His
ser
Ala
Ala
Thr
Arg
Leu
Ya1
Pro
val
Leu

Leu

Ala
2985

Glu
3000

Leu
3015

val
3030

Glu
3060

Ser
3075

Ala
3090

Ile
3135

Glu
3150

Pro
3165

Leu
3180

ser
3195

Ala
3210

val

Ala
val
Leu
Leu
Lys
Leu
val
Ala
Gly
Ala
Asp
Leu
Met
Met
Ala
Ala

Arg

Glu

Ala

Ala

Asp

val

Thr

Ala

AsSn

Leu

Gly

Arg

Leu

Asnh

Leu

GlIn

Leu

Thr

Leu

Ala

Gly

Asp

val

Arg

Gly

Ala

Pro

Met

Ala

ASp

Leu

Arg

Ser

Pro

His
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3215

Ala Ala
3230

Glu Arg
3245

Glu Phe
3260

Ala Thr
3275

His Ile
3290

Ala Asp
3305

Thr Ar
3320

Ala Gly

Glu As

Ala Leu
3365

<210> 36
<211> 4896
<212> ADN

<213> Streptomyces sp. MP28-13

<400> 36

gtgagcgacc
0
gcgcgeagac
120
atggcgtgcc
180
gagggcgtcyg
240
tacgaccccg
300

acgcagcgg
360

Ala

Ala

Arg

Met

Gly

Glu

Leu

Ser

Ser

Gln

val

Phe

Asn

Ile

Ala

Glu

His

Gly

Ile

Asp

Leu

Gly

Thy

Phe

Glu

Thr

ASp

Ala

Asp

Thr

aggagaagct
gcgtcgecga
gctacccggg
acgcgatctc
aggtcggcaa

agttcgacgc

ES 2543203 T3

3220

Gly His
3235

Asp Leu
3250

Leu Asn
3265

AsSp His
3280

Leu Ala
3295

v 854

Ala Gly

Ala ser
3340

Ala Mmet
3355

Asp Pro
3370

Ala

Gly

Ala

Pro

Pro

Arg

Leu

Gly

Asp

Asp

Gly

Phe

Ala

Thr

Asp

Leu

Met

Met

Ala

Glu

239

Pro

Asp

Ala

Ala

Gly

Leu

Glu

Ala

Glu

Ala

tcttgactac ctcaagegceg
gcttgagcag cgtgaccagg
cggtgtgaac tcgcccgagg
cgagttcccg gcagacegeg
gcccggaaag acaacgtcce

cgagttcttc ggtatcagtc

3225

Glu Ala
3240

ser Leu
3255

Gly Leu
Y 3270

Arg val
3285

Asp Ala
3300
Gly S
3
Ala Leu
Ala Ala

Ala Leu

Thr Arg

val

Gly

Arg

Leuw

Gly

Ile

Leu

val

Ile

Glu

cgaccacgga

agccgatcge

acttgtggcy

gctggggagt

gcgagggcgg

€gcgcgagac

Glu Pro

Ala val

Leu Ser

Ala Glu

Ala Ala

Pro Leu

Glu Leu

Pro Glu

Ser Met

val

tctgcgcaca

cattgtctcg

gctegtcgac

ggaggacatc

attcctrgcac

cctggagacc



gacccgcage
420
gaccccgect
480
tacgccggcg
540
ctggtgggtc
600
acggcgatcc
660
gtgatgtcca
72
ggccgetgea

780

gtactccttc
840
gtgcgeggga
900
ccggcgeage
960
gtggacgegg
1020
gcgctgetygg
1080

atcaagtcga
1140

gtcgaggcga
1203
caggtggact
1260
aaggccgrc
g328
tcatcgteg
1380
gtggcgccgg
1440
ttcggcgaac

1500

cgcgctgtic
1560

gccgagggea
1628

1683°9%°%"

agcggctgcet
Cgctgaaggg
gcagcagcgg
ccgeggteac
agtcgetgeg
cgcecgagat
agtcgttcag
tggagcggct
gcgcgctgaa
gccgggtgat
tcgaggcaca
agacgtacgg
acatcggtca
tgcgecacgg
gggacacegg
cgcgeegege
aagaggccegt
tggtggtgtc
tggcegegaa
tggagcaccg
aggtggcgrt

acgagacgtt

ES 2543203 T3

gctrggaggcyg

cagcccgacc

cggcagcatc

catggacacc

ttccggtgag

gttectctac

cgacgeegec

gtcggacgcg

ccaggacggg

caagcaggcg

c€ggcacgggt

tcagggecegt

tacgcaggcg

caggctgccc

tgaggtgcgg

gggagtgtcg

cccecgtcgag

ggggaagacc

cgggaacgcg

ggcggtgctg

cctgttcace

cccegectte

tcctgggagy
ggtgtgttcg
gtctccgyge
gcgtgetegt
tgctcgctcg
ttcagcgagce
aacggcatga
cgtcgectgy
gccagcaacyg
ctggcgaagy
acgacgctgg
ccggaggggc
gcggcggagrg
aagacgctgc
ctgctgacgg
tcgttcggge
gaagtggtag
€Cggcggege
ctcgacgtgg
gtgggccccyg
gggcagggga

gcgtceggogt

240

tgctggageg
ccggggtgat
gcgtcgccta
cctegctggt
ctctcgeggy
agcgcggect
gctgctecga
ggcatccggt
gtctgaccge
cgggtetgte
gtgacccgat
ggccgttgtg
tggcggggat
atgtggatga
aggcgcgtga
tcagcggaac
tggagcggeg
tggaggcgca
cgtactcggc
agaccgtgac
gtcaacgcct

tcgacgaggt

cgccgggatc
gtaccacgac
cacgttygggc
cgcgctgceac
tggtgtgacg
gtcgatcgac
/
aggtgtcgga
gctggcogtg
ccccaacgge
gacggcggat
cgaggcgcag
gcrgggttcyg
catcaagatg
gccgacgaag
gtggccgagce
caacgcccac
ggagttgecg
gatcggccgce
cgcgacaggg
cggctcggtce
gggtatggga

gtgtgcggtg



ctcgacceey
1?48

ttcacccagce
1800

%gggtcaagc
155g990°5"
caggeoneee

ccgetgetca
2040

tcgggcgagy
2100
cgtctgacgg
2160
cgcgagatcg
2%20
QgttCQQCQQ
2280

cggcatttge
2?40

2408799
2860 0 09
3526°99°¢¢

ttccagcgea
2580

grcgaccace
2640

accggacgtc
2700

grggtcgtge
2760
€gcggg9cygcy
2820

gacacgacac
2880

gcgaccgga
3940 99

gagtcctcgt
000

ctgtgcgtga

ctgcgatctt

cggacttcct

Tcggtetgga

€ggcgggtyg

cggacgaggt

agaaggcggt

tctegeacge

ccgagagcegt

agtactgggt

aggacgaggg

cgggacagag

agagtgtott

cggtgttcga

agcgttactg

ccctgetgac

tCctCccLcga

ccggggaagt

tcgaagcgct

tgcgcgegat

cggcggcecty

ggacacgtga
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ggtgatgtgg

cgctcttgag

ggtggggcat

ggatgcgggc

ggcgatggtc

gagtgtcgcg

gacggcggtc

cttccactca

cacgtacagce

cgggcacgta

tgtgacgcgg

tgccgacggce

cgccgggyty

cgggcgtggt

gctgatcgag

ctccggcatg

cacccacccc

gttcctggaa

cgacctccac

ggtcgacgag

ggtcaagcac

cgacgagacyg

ggcgacgaag
gtggcgttgt
tcgatcggtyg
cggttrgatct
gcgatccagg
gcggtcaaca
gcggagcggt
ccgctgatgg
gaaccggccea
cgcgacgcgg
ttcctggaga
accctggegce
ggccggttgt
9Ccgcggcyggoa
cagtccaagt
gtgctcecceyg
tggcrcgeceg
ctcgecctga
gcgecgetag
QCCQQQQCQt
gccaccggeg

tacgccacgg

241

aagtactgag

tccggttggt

agctggcggc

cggcgcgtgg

ccaccgaaga

gceccgtectc

tcaccgaccg

acccgatgct

tccggetgac

tgcggttcgc

tcggtcecgga

ccacgctgeg

tcgeggecgg

tggatctgcec

ccacggecgg

acaccggegy

accacgacgc

cggcagcgga

tcatggccgg

tcagcgtgta

tcctgaccte

tgctcgaagc

ccgtacggag
ggagtcgtgg
ggcgcatgtg
gcggttgatg
agaagtactc
ggtggtgatt
caagcgcaac
ggacgacttc
caaggacgtc
cgatgatgtc
tggtgtgctg
acgcgaccgce
tgttccggtc

cacgtacgcc

€gcggacycc

tgtggtgttc

cttcggegec

gcagacgggt

caccgaggac

cgcgegeegt

cgaggccace

cgccgegeac



accgeceggac
3060

gtgagcgtc
3130g It

atcaccacgg
3180

tgggrcgcag
3240

ccgccactgg
3300

gtcatccage
3360
cgcggcegega
3428

348879

cccgacgagg
3540

tggcgaggc
3600
ggcacgatcc
3260
gccgeggage
3720
ggcgcggecyg
3780
tgcgacgtca
3840

ctcgtgcact
3900

3980 9

gaccacgatc
4020

ggacagggca
4080
accaaggggc
4140

gccgaccgtce
4200

tcccecggacy
4260

acgctgecgg
43%0

tccaccccga

gccaggacgg

acgaggtacg

ccccegeace

acgagcccgce

ggtggctgoa

ccgacggaag

agcacccggg

tgctgcgect

tggcccgegt

tgatcaccgg

acggcgcgaa

aactggtggc

ccgaccggga

cggccggtot

tcatgaggcec

tetegtegtt

actacgccgc

tgcccgeget

tggacgacgc

aggggctggc

tceggttcga

ES 2543203 T3

cggcgagccg
acagcccgtt
ggcacacacc
cgtcggetcc
gcccgaagge
cgacgagcag
cgacctcggg
cecggrregte
cgccgagece
ccecgeggte
tggcctgaac
gagcctgctg
ggagctgacc
cgcgctggec
gctggacgac
gaaggtcgac
cgtgatctte
cgcgaacgce
gaccctcgygce
cgagctggcyg
gctgatggat

cctggcggtg

acgctcgecec

ctgtcggtgg

ggcggccgtg

gagaccggtg

ttccggacga

gcggcatceg

cacgcggcag

ctggtggacc

gagatcgccg

gaaggccgcy

g9ggctcgacg

ctgaccagcece

ggatcgggcg

geecetgetgg

ggactcatgg

gcecgectggce

tcctecgtcg

tggctggacg

tggggaccct

cggctcaggc

gcegegacce

atgcggtccc

242

atgtgtggcg

cctcggtega

aatcgctgtt

ctcatgtcgt

tcacccatca

ccaagctcegt

tctggggcect

tggacgccga

tacgggacgg

tccagtcgtyg

ccctggecge

gccggggeat

ccgaggtgga

ccgageggec

gagcgttgac

atctgcacga

ccggcacgcet

cgctcgecag

ggaccgaggt

gctcgggaat

tgcgcggceg

tcgccgagac

cggcgectcg

gacccgetcg

ccacgtcgac

ctacgagtgc

ggatgctcccc

cgtcgtcacg

ggtgcgttcog

agccgaactc

cgagatccgg

gggcacgcac

ccggcacctg

ggacacgccg

ggtcgtegte

cctgacggge

gcccgagegy

actcaccctyg

c€ggcggcegeg

gcatcgcgeg

cgggggcatg

gcecgeegetg

gcecgeegatg

ggggacactg
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cccgegatat
4338

tcggcggact

ggctgtccgy

tcgtgggagce
4440

tacggggce acgtcgecca
gSOO

cgcgetttca
4960

aacaccgaga
4620

gccatcgecy
4680

ctgctggecyg
4?20

acgaactcgg
cagggctgtc
agctcgtgea
aactgaaccg

gaagcccacg ccaaggtceac
4808

gggaQCQQCQ tgacggacoa
4860 '

ttcgcggtgc tgaacaagga
4896

<210> 37

<211> 1631

<212> PRT

<213> Streptomyces sp. MP28-13

<400> 37

ES 2543203 T3

ggtacgcgge
actgaccgtg
ggtgctcgga
ccrcaccteg
actgceecceg
cgacgggctg
gctggaagcc

ggcecegectc

gcecgtegygce

actcggactg

cagaaccgtc

ccggaacgeg

€acggcggcg

€1999cgcgg

accctggect

cgcccggagy

gtgctgaccg

gaaaccatgt

ggcctcgtga

tcctga

gcgcgecggce

agaagttcct

ccgacgaggt

tggaactgcg

tcgactaccc

aggccgacgg

agctggceatc

cgcgacgggc

ccgaatccga

aggccggacy

cctggagrtg

gcceccggac

caacgccctc

gaccccccty

ggcggccegeg

gggcgaccgc

gcgagacgcec

tgacgagttg

Met
1
ASp
Gln
val
Ala
65

Tyr

Gly

ser

Leu

Glu

ASNn
50

Ile

Asp

Phe

Asp GlIn glu Lys

Arg

Pro

35

Ser

ser

Pro

Leu

Thr

20

Ile

Pro

Glu

Glu

His
100

Ala

Ala

Glu

Phe

val

85

Asp

Arg

Ile

Asp

Pro

70

Gly

Ala

Leu

Arg

val

Leu

55

Ala

Lys

Ala

Leu
Arg
Ser
40

Trp
ASpP

Pro

Glu

Asp

val

25

Met

Arg

Arg

Gly

Phe
105

243

Tyr
10

Ala
Ala
Ley
Gly
LyS
20

Asp

Leu

Glu

Cys

val

Trp

75

Thr

Ala

Lys

Leu

Arg

AsSp

60

Gly

Thr

Glu

Arg

Glu

TY P

Glu

val
ser

Phe

GIn

30

Pro

Gly

Glu

Arg

Phe
110

Thr
15

Arg
Gly
val
AsSp
Glu
95

Gly

Thr

ASp

Gly

Asp

Ile

8O

Gly

Ile



Ser

Glu

Leu

145

Tyr

Tyr

ser

Gly

Pro

225

Gly

Glu

Leu

ASp

Ile

Gly

Gln

Pro

Ala

130

Lys

Ala

Thr

ser

Glu

210

Glu

Arg

Gly

Gly

Asp

Glu

Arg

Ala

ser

Gly

Gly

Leu

ser

195

Cys

Met

Cys

val

His

275

Ala

Ile

Ala

Ala

Pro

355

Ala

Glu

Trp

Ser

Gly

Ser

Phe

LysS

ser

LyS

val

Gin

340

Leu

Ala

Ala

Glu

Pro

Ser

165

Leu

val

Leu

Leu

Ser

245

val

val

Asn

GIn

Glu

325

Ala

Trp

Gly

Leu

val

Thr

150

Ser

val

Ala

Ala

Tyr

230

Phe

Leuw

Leu

Gly

Ata

310

Ala

Leu

Leu

val

ES 2543203 T3

Glu

Leu

135

Gly

Gly

Gly

Leu

Leu

215

Phe

Ser

Leu

Ala

Leu

295

Leu

His

Leu

Gly

Ala

120

Glu

val

Gly

Pro

His

200

Ala

ser

Asp

Leu

val

280

Thr

Ala

Gly

Glu

Ser

360

Gly

Asp

Arg

Phe

Ser

Ala

185

Thr

Gly

Glu

Ala

Glu

265

val

Ala

LyS

Thr

Thr

345

Ile

Ile

244

Pro
Ala
Ala
Ile
170
val
Ala
Gly
GIn
Ala
250
Arg
Arg
Pro

Ala

LYS

Ile

Gln

Gly

Thr

Ile

val

Arg

AsSn

Leu

Gly

AsSn

Gly

Thr

Gly

Ser

Lys

GlIn
Ile
140
val
ser
Met
GlIn
Thr
220
Gly
Gly
ser
ser
Gly
300
Leu
Thr
Gln

Asn

Met

Ar

125
Asp
Met
Gly
ASp
ser
205
val
Leu

Met

Asp

Pro
Ser
Leu
Gly
Ile

365

val

g Leu

Pro
Tyr
Arg
Thr
190
Leu
Met
ser
ser
Ala
270
Leu
Ala
Thre
Gly
Arg
350

Gly

Glu

Leu

Ala

His

val

175

Ala

Arg

Ser

Ile

Cys

Arg

Asn

G1ln

Ala

Asp

Pro

His

Ala

Leu

Ser

Asp

160

Ala

Cys

ser

Thr

Asp

240

Ser

Arg

Gln

Arg

Glu

Thr

Met



Ar

385
GIn
Glu
Gly
val
val
465
Phe
Ala
Pro
Phe
Glu
545
Leu
ser

Leu

Gly

623

370

g His

val

Trp

Leu

Glu

450

val

Gly

Ala

Glu

Thr

$30

Thr

Asp

Arg

Phe

His

610

Leuw

Gly

ASp

Pro

Ser

435

Glu

Ser

Glu

Thr

Thr

515

Gly

Phe

Pro

Thr

Arg

595

Ser

Glu

Arg

Trp

Ser

420

Gly

val

Gly

Leu

500

val

GIn

Pro

Ala

Glu

580

Leu

Ile

Asp

Leu

Thr

val

LysS

Ala

485

Arg

Thr

Gly

Ala

val

565

Phe

val

Gly

Ala

Pro
390
Ala
Gly
Asn
val
Thr
470
Ala
Ala
Gly
Ser
Phe
550
Arg
Thr

Glu

Glu

63

ES 2543203 T3

375

Lys

Gly

Arg

Ala

Glu

Pro

Asn

val

Ser

Gln

Ala

Glu

Gin

Ser

Leu

615

Arg

Thr

Glu

Pro

His

440

Arg

Ala

Gly

Leu

val

520

Arg

ser

val

Pro

Leuw

Leu

val

Arg

425

val

Arg

Ala

Asn

Glu

505

Ala

Leu

Ala

Met

Ala

585

Gly

Ala

Ile

245

His
Arg
410
Arg
Ile
Glu
Leu
Ala
490
His
Glu
Gly

Phe

val
Ala

Ser

val

395

Leu

Ala

val

Leu

Glu

475

Leu

Arg

Gly

Met

ASp

Gly

Phe

Lys

His

Ala
635

380

Asp

Leu

Gly

Glu

Pro

460

Ala

ASp

Ala

LyS

Asp

Ala

Pro

val

620

Arg

Glu

Thr

val

Glu

445

val

Gln

val

val

val

525

Arg

val

Glu

Leu

ASp

605

Ala

Gly

Pro

Glu

ser

430

Ala

Ala

Ile

Ala

Leu

510

Ala

Glu

Cys

Glu

Glu

590

Phe

Gly

Arg

Thr
Ala
415
ser
val
Pro
Gly
Tyr
4%5
val
Phe
Leuy
Ala
val
575
val
Leu

val

Leu

LysS
400
Arg
Phe
Pro
val
Ar

48

ser
Gly
Leu
Tyr
val

560

Leu

val
Phe

Met
640



GIn

Glu

Asn

Ala

ser

705

Arg

Thr

Ala

Thr

Gly

Pro

Gly

Arg

Ile

Leuw

865

Thr

Ala

Ala

Glu

ser

val

690

His

Glu

Lys

val

Ar

77

Gln

Glu

val

val

Glu

850

Leu

Gly

Phe

Leu

val

Pro

675

Ala

Ala

Ite

ASp

Arg

Phe

ser

val

Pro

Thr

Arg

Gly

Pro

Leu

660

ser

Glu

rPhe

Ala

val

740

Phe

Leu

Ala

Glu

val

820

Leu

Ser

Ser

Leu

Ala

Ala

645

Pro

ser

Arg

His

Glu

Gly

Ala

Glu

AsSp

ser

805

Asp

Pro

Lys

Gly

Ser

885

val

Gly

Leu

val

Phe

Ser

710

Ser

ser

Asp

Ile

Trp

Thr

Ser

Met

870

Leu

val

ES 2543203 T3

Gly

Leu

val

Thr

695

Pro

val

Ala

Asp

Gly

Thr

Phe

Asp

Tyr

The

BS55

val

Asp

val

Ala
Thr
Ile
680
ASp
Leu
Thr
Glu
val
760
Pro
Leu
Ala
Ala
Ala
840
Ala
Leu

Thr

Pro

Met

Arg

Met

Tyr

TYI

745

Arg

Asp

Ala

Gly

val

825

Phe

Gly

Pro

His

Gly

246

val
650
Glu
Gly
Lys
AsSp
Ser
730
Trp
His
Gly

Pro

val

810

pPhe

Gln

Ala

AsSp

Pro

890

Glu

Ala
val
Glu
Arg
Pro
715
Glu
val
Leu
val
Thr
795
Gly
AsSp
Arg
Asp
Thr
875

Trp

val

Ile

Ser

Glu

Asn

700

Met

Pro

Gly

Gln

Leu

780

Leu

Arg

Gly

LyS

Ala

860

Gly

Leu

Phe

GIn
val
Lys
685
Arg
Ley
Ala
His
AS

76

Thr
Arg
Ley
Arg
Arg
845
val
Gly

Ala

Leu

Ala

Ala

670

Ala

Leu

ASp

Ile

val

750

Gilu

Ala

Arg

Phe

Asp

val

Asp

Glu

Thr

655

Ala

val

Thr

ASp

Ar

73

Arg

Gly

Met

ASp

Ala

815

Ala

Trp

His

val

His

895

Leuw

Glu
val
Thr
val
Phe
720
Leu
Asp
val
Ala
Arg
800
Ala
Arg
Leu
Pro
Phe
880

Asp

Ala



Leu

Leu

ser
Thr
q]u
Gly
Arg
Glu
Gly
ASp
Leu
Ala
Leu

Glu

ES 2543203 T3

900 905 910

Thr Ala Ala Glu GIn Thr Gly Arg Gly Arg val Glu Ala Leu Asp

915 920 92
His Ala Pro Leu val Met Ala Gly Thr Glu Asp Asp Thr Thr Leu
930 935 940
ala Met val Asp Glu Ala Gly Ala phe Ser val Tyr Ala Arg Arg

950 955 960
Asp Arg Thr Ala Ala Trp val Lys His Ala Thr Gly val Leu Thr
965 970 975
Glu Ala Thr Glu Ser ser Trp Thr Arg Asp Asp Glu Thr Tyr Ala
980 985 990

val Leu Glu Ala Ala Ala His Thr Ala Gly Leu His Pro Asp Gly

995 1000 1005
Pro Thr Leu Ala His val Trp Arg Gly Ala Ser val Ser val
1010 1015 1020
Gln Asp Gly GIn Pro val Leu Ser val Ala Ser val Glu Thr
1025 1030 1035
ser 1le Thr Thr Asp Glu val Arg Ala His Thr Gly Gly Arg
1040 1045 1050
Ser Leu Phe His val Aasp Trp val Ala Ala pro  Ala Pro val
1055 1060 1065
ser Glu Thr Gly Ala His val val Tyr Glu Cys ¥Pro Pro Leu
1070 1075 1080
Glu Pro Ala Pro Glu Gly Phe Arg Thr Ile Thr His G1n val
1085 1090 1095
Pro val Ile GIln Arg Trp Leu Asp Asp Glu GIn_ Ala Ala Ser
1100 1105 ' 1110
Lys Leu val val val Thr Arg Gly Ala Thr Asp Gly Ser Asp
1115 1120 1125
Gly His Ala Ala val Trp Gly Leu val arg ser Ala Glu Ser
1130 1135 1140
His Pro Gly Arg Phe val Leu val Asp Leu Asp Ala Glu aAla
1145 1150 1155

247



Glu

val

Ala

Leu

His

Arg

Leu

Thr

Thr

Gly

val

Leu

Gly

Ala

Leu

Leu

Pro

Leu
1160

Arg
1175

val
1190

Ile
1205

Leu
1220

Ar
1235

Thr
1250

Asp
1265

Gly
1280

Ala
1295

AsSp
1310

ser
1325

Ala

1340

Leu
1355

Pro

Asp

Glu

Thre

Ala

Gly

Gly

Arg

Leu

Leuw

Ala

Ser

Gly

Ala

Trp

Asp

Ser

Asp
Gly
Gly
Gly
Ala
Met
Ser
Asp
val
Thr
Ala
Phe
Gln
Arg
Gly
Ala

Pro

Glu

Glu

Arg

Gly

Glu

Asp

Gly

Ala

His

Pro

Trp

val

Gly

His

Pro

Glu

ASp

val

Ile

val

Leu

His

Thr

Ala

Leu

Ser

6lu

His

Ie

Asn

Arg

Trp

Leu

Glu

ES 2543203 T3

Leu
1165

Arg
1180

GIn
1195

Asn
1210

Pro
1240

Glu
1255

Ala
1270

Ala
1285

Arg
1300

Leu
1315

Phe
1330

TYr
1345
Ala

1360

Thr
1375

Ala
1390

Gly

Arg

val

Ser

Gly

Ala

Gly

val

Ala

Gly

Leu

His

Ser

Ala

Thre

Glu

Arg

Leu

Leu

Ala

Trp

Leu

Lys

Ala

Glu

Leu

val

ASp

Glu

ser

Ala

Lys

val

Leu

Ala

248

Ala

Arg

Gly

Gly

Ser

Ala

val

Leu

Leu

Thr

Leu

val

Ala

Gly

Gly

Arg

Leu

Glu

Leu

Thr

Ala

Leu

Glu

val

Ala

ASp

val

Thr

Ala

Asn

Leu

Gly

Arg

Met

Pro
1170

Ala
1185

His
1200

Leu
1215

Leu
1230

Leu
1245

val
1260

Glu
1275

Asp
1290

Met
1305

Leu
1320

Gl
1335

Ala
1350

Pro
1365

Met
1330

ser
1395

Asp

Glu

Arg

Gly

Ala

Leu

val

Cys

Arg

Gly

Arg

Asp

Thr

Trp

Ala

Ala

Gly

Ala

Ile

val

Thr

Ala

Thr

Ala

Asp

Pro

Leu

Pro

His

Leu

Leu

Leu

ASp

Met

Ala

Ala

Pro

Ile

Arg

ser

val

Leu

Met

Lys

Asp

Gly

ASp

Thr

Arg

Pro

Thr



Leu

Ala

Phe

Arg

Glu

Leu

Asn

Ala

Phe

Gly

Glu

Asp

ser

val

Leu

1400
Ar
14%5

val
1430

Gly
1445

Ala
1460

LYS
1475

Gly
1490

Glu
1505

Leu
1520

Leu
1550

Leu
1565

Arg
1580
Ar

1595

Gly
1610

Asn
1625

<210> 38

<211> 288
<212> ADN
<213> Streptomyces sp. MP28-13

<400> 38

Gly

Met

Gly

Ser

Phe

His

Leu

AsSn

Tyr

Arg

Asn

Glu

Arg

Gly

LysS

Arg

Arg

tLeuw

Trp

Leu

Gly

Gly

Thr

Pro

Pro

Arg

Ala

Ala

Leu

Glu

Pro

Ser

val

Glu

Leu

Gly

Leu

Glu

Thr

Glu

Leu

His

Arg

val

Leu

Pro

Leuw

Arg

Arg

Glu

Ala

Thr

Thr

Pro

Glu

Glu

Ala

ASp

Thr

Gly

ES 2543203 T3

1405

Met
1420

Ala
1435

G1
1430

Leuy
1465

Leu
1480

As
1295

Ser
1510

Leu
1540

Ala
1555

Ala
1570

ala
1600

Glu
1615

Leu
1630

Thr
Glu
Gln
Ser
val
Glu
Leu
Leu
Ala
Asp
val
val
Gly
Ser

Ser

Leu

Thr

ASn

Gly

Arg

val

Gly

Ser

Ile

Gly

Leuw

Thr

Ser

ASp

249

Pro

Gly

Arg

Leu

Gly

Pro

Ala

Leu

Ala

Ala

Thr

Ala

Gly

ASp

val

Thr

Arg

Thr

His

Pro

val

Pro

Glu

Ala

Glu

Arg

val

Glu

1410

Arg
1425

Leu
1440

Ala
1455

val
1470

val
1485

AsSp
1500

Glu
1515

Pro
1530

Leu
1545

Ala
1560

Leu
1575

Leu
1590

Thr
1605

Leu
1620

Phe

Pro

Pro

Pro

Ala

Arg

Leu

Thr

val

Leu

Ala

Glu

ASp

Phe

Asp

Ala

Ala

Glu

Gln

Ala

Arg

Leu

His

Leu

Ser

Thr

Glu

Ala

Leu

Ile

Gly

Arg

val

Phe

Asn

Ala

ASp

Ala

Gly

Met

Pro

val



ES 2543203 T3

gsgcaccctg actacgtggc ¢ggcccgcga acacgggaac ccgtegeegt cacacctgec
gggcacctcg tgcgcgtcgt caggggecget ccgggagaga tggaactgge ggcgctgetc
ggggtgttga gcgccctgac cggtacccgg gagcaggecg tegegtectc cgeggeccga
gggcggcgca actccgectyg gggegeggte cgttacgcct cacccggtge ctggtacaca

gggccgggcg cctggacggg cggccaggac agagagtggc ggcactga

<210> 39

<211>95

<212> PRT

<213> Streptomyces sp. MP28-13

<400> 39

Tet His Pro Asp Eyr val Ala Gly Pro ggg Thr Arg Glu Pro ¥§1 Ala

val Thr Pro Ala Glu His Leu val Arg val val Arg Gly Ala pro Gly
20 25 A 30

Glu Met g;u Leu Ala Ala Leu Lgu Ala val Leu Ser Aga Leu Thr Gly
4 4

Thr ?Bg Glu GIn Ala val ?}a Ser Ser Ala Ala 259 GIn Arg Arg Asn

Ser Ala Trp Gly Ala val Arg Tyr Ala Ser Pro Gly Ala Trp Tyr Thr
65 70 75 80

Pre Pro Gly Ala Trp Thr Gly Gly GIn Asp Arg Glu Trp Arg His
8s 90 95

<210> 40

<211>774

<212> ADN

<213> Streptomyces sp. MP28-13

<400> 40

gagaccgcca tatcgagcga caacgcgtcc aattggattc gagaatttca tccggcggac

ig acatccc cgaggatgat crgcttcccc cacgegggcg gtgcggcgag ctactacttc

ggggtctccc gggcygctgge’ cgggaagatc gaagrcctcg ccatccagta €ccggggcgc

250



10

caggaccgtt
240

acacggaacc

cgacggagga

cgtgagcttc
300
ggggtcgcct tcgaggtggce

atcatcctce
420

ccggecgygcg

ggcgacgcgg cgatcatcge
480

gaggaccccg
540

gagacctacc
00

acacccageg

ggccgcccgg

ggggccgacc cgttggccac

?ggtacaccc tgcgcgtrtt

grcatctccg cgatctccca
774

<210> 41

<211> 257

<212> PRT

<213> Streptomyces sp. MP28-13

<400> 41

Tet Thr Ala Ile Ser Se

His Pro Ala Asp Th

20

Arg

Ala Ala ser

35

Gly Gly TY

ITe Glu val

50

Lys Leu

Thr Glu Ala Ile

65

Pro
70

Thr
85

Arg Glu Leu Pro

Ala Ala

100

Ser Met Gly va

Ala

Gly

Glu

ES 2543203 T3

ggccatcgge

cctggaccgg

ccggetgatg

cgcaccgtec

caacgtgcag

gctgatcatg

cactccacge

gctggacgayg

cccgggtgac

gctgatcgty

r Asp Asn

r 5er Pro

Ala

Arg

aacgtcgagg

acctggctct

gaacgggagt

cggtteegrc

tcgctcageg

ccggegetgc

gtcgegtgec

gtcggcagcet

cacttctatc

gagcccacce

sar Asn

10

Met Ile

25

Phe
40

r Tyr

Ile GIn

55

Asn val

Leu

Asp

1 Ala Phe

Pro

Tyr

Glu

ASp

Glu

val Sser

Pro Gly

Ala Leu

75

Arg Thr

90

val Ala

105

251

ccctegeegce
tcgggcacag
tgaaccagtc
ccgagaccct
gtaccgacgce
gagccgacta
cgatccacac
ggcgcgacca
tgacg;cgcg

agacccgegg

Trp Ile

Cys Phe

30

Ala

Ar
9 45

Arg Gln

60

Ala Ala

Leu

Trp

Arg Leu

Arg

Pro

Leu

Asp

Ala

Phe

Met
110

cgcggtettc
catgggggcc
gectgtcggg
ccacctgcag
gatcctcttc
ccgggecatce
cttcgtgggce
cacctcggece
tgccgtcgag

ctga

Glu Phe

15

His Ala

Ala Gly
Arg Tyr

Phe
80

val

Gly His

95

Glu Arg



10

Glu

Pro

Ile

145

Glu

TYIr

Cys

Asp

Arg

225

val

Leu

ser

130

Ile

Asp

Arg

Pro

Glu

val

ITe

AsSn

115

Arg

Ala

Pro

Ala

Ile

195

val

Phe

Ser

Gln

Phe

Asn

ASp

Ile

180

His

Gly

Pro

Ala

Ser

Arg

val

Thr

165

Glu

Thr

ser

Gly

Ile

Pro

Pro

GIn

150

Gln

Thr

Phe

Trp

Asp

230

Ser

ES 2543203 T3

Ser

Arg

TYr

val

Arg

His

GIn

Leu

Leu

Arg

Gly

200

ASp

Phe

Leu

Ile

Leu

ser

Ile

Pro

185

Asp

His

Tyr

Ile

Ile

His

Gly

Met

170

Pro

Ala

Thr

Leu

val

Leu

Leu

The

155

Pro

Gly

Asp

ser

Thr

235

Glu

Gly

<210> 42
<211>714
<212> ADN

245

<213> Streptomyces sp. MP28-13

<400> 42
gtgttctact
00
ccceggatcg
120
catctctcct
180
ctcgcgaagg
240
ttccocggcy
300
atccgggaag
360

acgcgetcge
420

acgtactgaa

aggggctcga

tctccgacca

ccgagtactt

tcggccagat

ggctcggggt

acgacggacg

gtacgtgctyg

acacatcccg

crtcctgatg

caccggtece

cccggtcgac

gctcggcaag

gctctacaag

250

ttggggcccg

gcggacggey

cccgcgatca

ggcgtcaagg

cggtccggcea

ggtgagttgc

ggcaaggtcg

252

ser Gly

Gln
140

Gly
Asp Ala
Ala Leu
Thr

Pro

Leu
205

Pro

Ala Glu

220

Ala Arg

Pro Thr

tgctgeggtt

ccgegatcegt

tccggcggeg

gacgcctcac

aggaggccgg

tggggatcta

gggtggcggt

Arg

Asp

Ile

Arg

Ar

19

Ala

Tyr

Arg

Ala

Leu

Ala

175

val

Thr

Thr

val

Thr

Ala

Phe

160

Asp

Ala

Leu

Leuw

Glu

240

Arg

255

gctettecgg

cgcgggcaat

gatcacgttt

cgcctecttc

gaaggccgeg

ccecggaggge

gatggccatce
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igggcgcagg tcccggtggt goccgtgegeg atggtgggta cgttcgagat

ggtcagaaga tcccgaacat
540

€Cggcgggtc acgatccggt tcggtgagec

Eggcgctacg €gggtctgga gaaccagaag gcggcggtec gegceggtcac

atgtacgcga tcctcggtct
663

gtccgggcag gagtacgtgg accggtacgce

?gggccgagg aggcgcagca ggcgcecgaag aagttccoccgce goctgcgacg

<210> 43

<211> 237
<212> PRT
<213> Streptomyces sp. MP28-13

<400> 43

Met Phe Tyr Tyr
1l

Leu

Gly

Leu

Glu

65

Phe

Gly

Leu

Tyr

Pro

145

Gly

Leu
Ala
Met
50

Tyr
Aryg
Lys
Leu
LYyS
1§0
val

GIn

Phe

Ala

35

Pro

Phe

Gly

Ala

Gly

val

Lys

Arg
20

Ile
Ala
Thr
val
Ala
100
Ile
Lys

Pro

ITe

val
5
Pro
val
Ile
Gly
Gly
85
Ile
Tyr
val

Cys

Pro
165

Leu

Arg

Ala

Ile

Pro

70

GIn

Arg

Pro

Gly

Ala

150

Asn

LyS

Ile

Gly

Arg

35

Gly

Ile

Glu

Glu

val

135

Met

Ile

TYr

Glu

Asn

40

Arg

val

Pro

Gly

val

Arg

val

Gly

25

His

Arg

LYyS

val

Leu

105

Thr

val

Gly

Arg

Leu

10

Leu

Lew

Ile

Gly

Asp

90

Gly

Arg

Met

Thr

val
170

253

Leu

Glu

sSer

Thr

Arg

75

Arg

val

Ser

Ala

Phe

155

Thr

Gly

His

Phe

Phe

60

Leu

Ser

Leuw

His

Ile

140

Glu

Ile

Pro

Ile

sSer

45

iLeu

Thr

Gly

Gly

Asp

Arg

Ile

Arg

val

Pro

30

ASp

Ala

Ala

Lys

LYS

110

Gly

Ala

Gln

Phe

ccagccgecc
gctggacttc
cgacgagatc
cgccgaggtg

ctga

Leu Arg
15

Ala Asp

His Phe

Lys Ala

ser Phe

80

Glu Ala
a5

Gly Glu

Arg Leu

GIn val

Pro Pro

160

Gly Glu
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Pro Leu Asp Phe Ser Arg Tyr ala Gly Leu Glu
180 185

val Arg Ala val Thr Asp Glu Ile Met Tyr Ala
195 200

Gly GIn Glu Tyr val Asp Arg Tyr Ala Ala Glu

210

225

<210> 44
<211> 1611
<212> ADN

<213> Streptomyces sp. MP28-13

<400> 44
ttgagacgca
60
accacgctcg
120
tcgggcaagy
180
cgggccgega
240g
c¢cgatccagt
308
atcaagatag
360
ctcgtctaca
420
accaagaacg
480
€gcggcegreg
540
c€ccaaggecg
600
gccgagtacg
660
cccaacagcg
720
tacgtggotg
780

catgtacggc
840

cagcagtgct

ccgectegtce

aacagaagac

agaagggcat

gcggctacat

ccgtcgaccg

accecgatgg

ccatctggge

ggcgetcgac

accecegtece

cggacggctg

cgcgcgacct

tctcctacgg

gcatggtgcet

215

Ala GIn Gin Ala Pro 5%3 Lys Phe Pro Arg Leu

tggctcggec

ggcgagcgcc

gctgaacgcc

cgactgggceg

cagtgtcccg

gatcggcaac

ccceggegeg

ggacgccgcec

gceceatctec

cgacaccgag

caaggagcgc

ggacgtcctg

cacctacctg

ggacagcgty

235

ggcactctge
gacggccgeg
caggcggecg
gactgccegg
ctcgactacg
accgggacgg
tcecggeatgg
aaggcgtacg
tgcgtcgacc
gccgacaage
agcggetgga
cgggccgcygc
ggcgecgtet

gtcaacccgt

254

Asn GIn Lys Ala Ala
190

Ile Leu Gly Leu Ser

205

val Lys Ala Glu Glu

220

Arg Arg

tcgegggceac
ccgacagtgg
gcgccgagat
ccgactgggce
cccgtccgaa
cgggtgagcg
cgtrtccecgeg
acttcgtcgg
cgcaggagtt
gcgeccagey
tgctgecgea
tcggcgacaa
acggcacgct

€gaaggagaa

gctcatagcg

cccggecgeg

cgccgecgag

cctggagaag

cggcaagcag

tcagggctce

ccgcgtcgtg

cttcgaccceg

cgtcaaggct

caagctcgcg

catgacgacg

gaagctcaac

cttcccgtcec

gatctggtac
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caggccaacc tggaccagga
90

gtcgccgaga
60

Egggacaagc

gaactcatcg
080

acgacgcggc
tccgegecac
ggctgttcca

gacacctgga
1140

acctgtcc
1206

gcaagtacct

acacggtggg
gtcgagtgcg ccgacgccaa
1260

cggctccacce
1320

gcgaccacece

tcgacctggg gcgtagagea
1330

cccgtactga tcgegcagte

144

ctgcacaage
1500

gcttcaaggg

atcaccaatg
1560

tcgcgaacgce

gagctggacc gccgcgacgt
1611

<210> 45

<211> 537

<212> PRT

<213> Streptomyces sp. MP28-13

<400> 45

Tet Arg Arg Thr ?1a val Leu Gly Ser
Thr Leu Ile Ala Thr Thr Leu Ala Ala
20 25
Arg Ala ggp ser Gly Pro Ala Ala Ser
Asn Ala Gln Ala Ala Gly Ala Glu Ile
50 5%

Lys Gly 1le Asp Trp Ala Asp Cys Pro
65 70

ES 2543203 T3

cgtcgccttc

gttccacatc

cgccaagaag

gagcgcgccc

gg<cggagac

caacacccgc

gtggcccacyg

gttcctcace

gcagacaccg

cacgcgtgac

ctcacgectg

gtgcatcaac

gacgtgcgca

40

gagacacgct tcgacgactg
ggcgacaccg tcgccaaggt

aacccgatcg gcggegtegt

tactacgact ccagctgggt

acccaggege tcgtcgacgce

gccgagaaca gcaacgcggt

agctggcgca cctgggaccg

tgggccaacg cctggatgaa

atcgaggtcg gtacgggecg

gccgecaccc cgtacgggag

atcaccgage gggacgccgg

gaccgggtcg agtcgtatct

ccgcacgcca <accCaagcc

Ala Gly Thr Leu
10

ser Ser Ala Ser

30

Glu GIn
45

Gly Lys
Ala Ala Glu Arg
60

Ala Asp Trp Ala
75

255

Leu

Ala

Lys

Ala

Leu

gaagaagtgg

cgagaagcag

gggaccggcc

gccggtcgcec

cgcegegeeyg

Cctacaccgcc

ggacaacacc

cctgecctyt

cggcctgeccg

cgccgtegag

ttcgcacggc

gctcagegoc

Ala
15

Gly
Asp Gjy
Thr Leu
Ala Lys

Glu



Pro
Asn
Thr
Gly
Ile
145
Arg
Phe
Lys
Glu
Arg
Tyr
Leu

Pro

Ala

Trp

val

Ile

Gly

Ala

Ala

130

Trp

Gly

val

Arg

Asp

val

Phe

ser

Phe

290

Ala

Asp

Gly

GIn

Lys

G)

11

ser

Ala

val

LyS

Ala

195

ser

Leu

Gly

Pro

LYS

275

Glu

Ala

LyS

Pro

Cys

Gin

100

Glu

Gly

ASp

Gly

Ala

180

GIn

Gly

Asp

val

ser

260

Glu

Thr

rPhe

Leu

Ala

Gly
85

Ile
Arg
Met
Ala
Arg
165
Pro
Arg
Trp
val
Ser
245
His
LYyS
Arg
His
Ar

325

Glu

Tyr

LysS

GIn

Ala

Ala

150

Ser

LyS

Lys

Met

Leu

230

Tyr

val

Ile

Phe

Ile
310

9 Ala

Leu:

ES 2543203 T3

Ile

Ile

Gly

Phe

135

Lys

Thr

Ala

Leu

Ley

215

Arg

Gly

Arg

Trp

Gly

Thr

Ile

Ser

Ala

ser

120

Pro

Ala

Pro

Asp

‘Ala

200

Pro

Ala

Thr

Arg

AsSp

Ala

Gly

val

val

105

Leu

Arg

Tyr

Ile

Pro

185

Ala

His

Ala

TYr

Met

265

Gln

Trp

Thr

Lys

Leu

256

Pro

90

Asp

val

Arg

Asp

Ser

170

val

Glu

Met

Leu

Leu

250

val

Ala

Lys

val

Lys

Phe

Leu

Arg

Tyr

val

Phe

155

Cys

Pro

Tyr

Thr

Leu

ASn

LYS

Ala

315

ASn

GIn

Asp

Ile

Asn

val

140

val

val

Asp

Ala

Thr

220

ASp

Ala

Asp

Leu

Trp

300

Lys

Pro

ser

Tyr

Gly

Pro

125

Thr

Gly

ASp

Thr

Lys

val

ser

val

Ile

Ala

Ala

Asn

110

Gly

Lys

Phe

Pro

Glu

190

Gly

AsSn

LYyS

TYyr

val

270

GIn

Ala

Glu

Gly

Pro

Arg

95

Thr

Gly

Asn

Asp

Gin

175

Ala

Cys

Ser

Leu

Gl

25

val

Asp

Glu

Lys

Gly

Tyr

Pro

Gly

Pro

Ala

Pro

160

Glu

Asp

LyS

Ala

Asn

240

Thr

Asn

val

Asn

GIn

320

val

TYr
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340 345 350

Asp Ser Ser Trp val Pro val Ala Asp Thr Trp Ser Lys Tyr Leu Ala
355 360 365

Gly Asp Thr GIn Ala Leu val Asp Ala Ala Ala Pro AsSp Leu Ser Asp
370 375 380

Thr val Gly Asn Thr Arg Ala Glu Asn Ser Asn Ala val Tyr Thr Ala
385 390 395 400

val Glu Cys Ala Asp Ala Lys Trp Pro Thr Ser Trp Arg Thr Trp Asp
405 410 415

Arg Asp Asn Thr Arg Leu His Arg Asp His Pro Phe Leu Thr Trp Ala
420 425 ' 430

Asn Ala Trp Met Asn Leu Pro Cys Ser Thr Trp Gly val Glu GIn GlIn
435 440 445

Thr pPro Ile Glu val Gly Thr Gly Arg Gly Leu Pro Pro val Leu Ile
450 455 460

Ala GIn Ser Thr Arg Asp Ala Ala Thr Pro Tyr Gly Gly Ala val Glu
465 470 475 480

Leu His Lys Arg Phe Lys Gly Ser Arg Leu Ite Thr Glu Arg Asp Ala
485 490 495 -

Gly Ser His Gly Ile Thr Asn val Ala Asn Ala Cys Ile Asn ASp Arg
500 505 510

val Glu Ser Tyr Leu Leu Ser Gly Glu Leu Asp Arg Arg Asp val Thr
515 520 525

Cys Ala Pro His Ala Thr Pro Lys Pro
530 535

<210> 46

<211> 1490

<212> ADN

<213> Streptomyces sp. MP28-13

<400> 46

Eggagtttga tcatggctca ggacgaacgc tggcggegtg cttaacacat gcaagtcgaa
gggtgaagcc ttcgggtgga ttagtggcga acgggtgagt aacacgtggg caatctgecc

}ggactctgg gacaagccct ggaaacgggg tctaataccg gataatactg tgcccctcat

257



gggggacggt
240
ggggtaatgg
00
tgggactgag
360
ggcgaaagce
420
tttcagcagg
480
gccagcagec
540
ctcgtaggce
860
tcgatacggg
660
tgcgcagata
720
tgaggagcga
780
cgttgggaac
840
ttcceegect
9500
acaagcagcg
960
catacaccgg

1020
ggctgtcgtc
1080
gttecrgtgtt
1140
aactcggagg
1200

acgtgctaca
1280

agccggtcte
13500

aatcgcagat
1380

acgtcacgaa
1440

tcgaaggtgg
1430

tgaaagctec

cctaccaagg

acacggccca

tgatgcagcg

gaagaagcga

gcggtaatac

ggtctgtcac

cagactagag

tcaggaggaa

aagcgtgggy

taggtgttogg

ggggagtacg

gagcatgtgg

aaagcatcag

agctcgtgte

gccageatge

aaggtgggga

atggccggta

agttcggatt

cagcattgct

agtcggtaac

gactggcgat

ES 2543203 T3

ggcggtgcag
cgacgacggg
gactcctacg
acgccgegtg
aagtgacggt
gtagggcgcea
gtcgggtgty
tgtggtaggg
caccggtggce
agcgaacagg
cgacattcca
gccgcaaggc
cttaattcga
agatggtgcc
gtgagatgtt
ccttcggogt
cgacgtcaag
caatgagctg
ggggtctgea
gcggtgaata
acccgaagcc

tgggacgaag

gatgagcceg
tagccggect
ggaggcagca
agggatgacg
acctgcagaa
agcgttgtce
aaagcccgag
gagatcggaa
gaaggcggat
attagatacc
cgtcgtcggt
taaaactcaa
cgcaacgcga
ccecttgtag
gggttaagtc
gatggggact
tcatcatgcc
cgataccgca
actcgacccc
cgttcccggy
ggtggcccaa

tcgtaacaag

cggcctatca

gagagggcga

gtggggaata

gccttegggt

gaagcgccgg

ggaattattg

gcttaaccce

ttcctggtgt

ctctgggceca

ctggtagtcc

gccgeagceta

aggaattgac

agaaccttac

tcggtgtaca

ccgcaacgag

cacaggagac

ccttatgtct

aggtggagcg

atgaagtcgg

ccttgtacac

cccecttgtgg

gtagccgtaa

gcttgtiggt
ccggecacac
;tgcacaatg
tgtaaacctc
ctaactacgt
ggcgtaaaga
gggtctgcat
agcggtgaaa
ttactgacgc
acgccgtaaa
acgcattaag
§9999CCcgc
caaggcttga
ggtggtgcat
cgcaaccctt
cgccggggtc
tgggctgcac
aatctcaaaa
agttgctagt
accgcccgtce

gagggagctg

<210> 47
<211> 20
<212> ADN

258
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<213> Secuencia artificial
<220>
<223> cebador degenerado KSMA-D

<400> 47

Eggcsatgga ccescageag

<210> 48

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> cebador degenerado KSMB-I

<400> 48

ggsgtsccgt gsgcctcesac

<210> 49

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> cebador directo M13 (-20)

<400> 49

g;aaaacgac ggccagt

<210> 50

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador inverso M13

<400> 50

aacagctatg accatg
16

<210> 51

<211>725

<212> ADN

<213> Streptomyces sp. MP28-13

<220>

<221> misc_feature
<222> (633)..(633)
<223>nesa,c,got

<400> 51
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20

25

Egcggtcccg
gggctgcttg
%gggtcctgg
gggctccgac
ggtagaggac
ggggatgaac
ggggccggaa
ggggtccacg
giggctgccg
283C999Ct9
2ggctccagc

tacgtaacgc

tgcgectega

atcacgcgac

ttgagcgegce

agacgctceca

gagaaggact

gaccgeggty

cgcagtygcct

ctcaccgegg

ccgceggtge

ccettcageg

agcaaccgcet

gtctgcagea

720

gcttyg
725

<210> 52

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador SuperCos directo

<400> 52

<210> 53

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador SuperCos inverso

<400> 53

ES 2543203 T3

ccgcgtccac

9ctgggaggg

tcccgegeac

ccaccaggac

tgcagcggec

ttcccatgac

gcgeegecca

ggccttegag

cgccggggta

tggtgggtgc

gctacgggtc

tgcgtggtac

ggccg Caatlt aaccctcac

a9
20

260

atccgeegte

gccgtteggc

caccgcgage

gccegegeee

gtccgcggcc

ggtcacgcecy

gtgcagggcee

accgagggtg

gtcgtggtac

gatcccggea

canggccgaa

cgagctttec

ccgcataa tacgactcac

gacagacccg
gcgytgatgc
accggatgcc
tegeeccace
aggccgeget
cccacgagyy
accagggacg
taggccacce
atcaccccgg
cgctccageg
atcacgaatt

ctatagtgag

ccttcgecag
cgttgctggc
ccagccgacg
cggtgecgtc
gctcgctgaa
cgagcgagca
acgagcatge
ggcccgacac
cgaacacacc
cctcccacga
ctggatccga

tcgtattaga
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REIVINDICACIONES
1. Una molécula de acido nucleico que comprende:

(a) una secuencia de nuclettidos como se muestra enla SEC ID N° 1; o

(b) una secuencia de nucledétidos que es el complemento de la SEC ID N° 1; o

(c) una secuencia de nucledtidos que tiene una identidad de secuencia de al menos 85 % (preferentemente una
identidad de secuencia de al menos 87 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95%, 96 %, 97 %, 98 % o0 99 %) con
laSECIDN°1;0

(d) una parte de una cualquiera de (a) a (c), en la que dicha parte comprende:

(i) una secuencia de nucleétidos como se muestra en una cualquiera de las SEC ID N° 2, 6, 8, 10, 12, 14, 16,
18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34, 36, 38, 40 0 44 o una secuencia de nucleétidos que es complementaria de
las mismas o que tiene una identidad de secuencia de al menos 85 % con las mismas; o

(ii) una secuencia de nucledtidos que codifica una o mas secuencias de aminoacidos seleccionadas de SEC
IDN°3,7,9,11,13,1 5,17, 19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 3 3, 35, 37, 39, 41 0 45 o que tiene una id entidad de
secuencia de al menos 85 % (preferentemente al menos 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %,
98 % 0 99 %) con las mismas,

en la que dicha molécula de acido nucleico codifica o e s complementaria a una molécula de ac ido nucleico que
codifica uno o mas polipéptidos que tienen actividad funcional en la sintesis de BE-14106.

2. La moléc ula de acid o nucleico de la reiv indicacién 1, e n la qu e dicha molécula codifica un sistem a biosintético
NRPS-PKS para la sintesis de BE-14106.

3. Un polipéptido codificado por una molécula de acido nucleico como se define en la reivindicacion 1 0 2, en el que
dicho polipéptido comprende:

(a) la totalidad de una secuencia de aminoacidos como se muestra en una cualquiera o mas de las SEC ID N° 3,
7,9,11,13,15, 17,19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 39, 41 045; 0

(b) la totalid ad de una sec uencia de aminodacidos que tie ne una identidad de sec uencia de al me nos 85 % co n
una cualquiera o mas de las SEC ID N° 3, 7, 9, 11, 13, 15, 17, 19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 39, 41 o0 45,
preferentemente al menos una identidad de secuencia del 87 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97
%, 98 % 0 99 %, en el que dicho polipéptido tiene una actividad funcional en la sintesis de BE-14106.

4. El uso de una molécula de acido nucleico como se define en la reivindicacion 1 o 2 en la preparaciéon de un grupo
de genes biosintéticos de BE-14106 para la preparacion de una molécula de BE-14106 modificada.

5. Un método de preparacion de una molécula de acido nucleico que codifica un sistema NRPS-PKS modificado de
BE-14106, co mprendiendo dich o métod o modific ar un a moléc ula d e a cido n ucleico que co difica d icho sistem a
NRPS-NKS de BE-14106 y que comprende:

(a) una secuencia de nucleétidos como se muestra en la SEC ID N° 1; o

(b) una secuencia de nucledtidos que tiene una identidad de secuencia de al menos 85 % (preferentemente una
identidad de secuencia de al menos 87 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95%, 96 %, 97 %, 98 % o 99 %) con
laSECIDN°1;0

(c) una parte de (a) o (b).

6. El método de la reivindicacion 5 en el que dicha molécula de acido nucleico se modifica introduciendo, mutando,
delecionando, reemplaz ando o inactiva ndo un a secue ncia q ue cod ificaunaom as activid ades o proteinas
codificadas por dicha molécula de acido nucleico.

7. El método de lareiv  indicacién 5 0 6 en el que se modifica una o mas de las secuenc ias d e nucl eétidos
seleccionadas de:

(i) una secuencia de nucleétidos como se muestra en una cualquiera de las SEC ID N° 2, 4,6, 8,10, 12, 14, 16,
18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34, 36, 38,40,42044;0

(i) una secuencia de nucledtidos que tiene una identidad de secuencia de al menos 85 % con una secuencia de
nucleoétidos como se muestra en una cualquiera de las SEC ID N° 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28,
30, 32, 34, 36, 38,40,4 2 044 y que codifica un polipéptido que tiene actividad funcional en | a sintesis de BE-
14106; o

(iii) una secuencia de nucleotidos que es complementaria de (i) o (ii).

8. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 5 a 7 en el que dicha molécula de acido nucleico se modifica
de una o mas de las siguientes maneras:
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(i) modificaciéon de una secuencia que codifica una PKS para modificar un dominio de un médulo de ¢ arga para
alterar la naturaleza de la unidad iniciadora;

(ii) modificacién de una secuencia que codifica una PKS para modificar el nUmero de médulos, preferentemente
para disminuir el nimero de médulos;

(iii) m odificacion de una s ecuencia que c odifica u na P KS par a mo dificar u n d ominio AT para alterar su
especificidad por una unidad extendedora;

(iv) modificacion de una secuencia que codifica una PKS para alterar la actividad de un dominio de deshidratasa
(DH) o de cetorreductasa (KR), preferentemente para inactivar o delecionar un dominio DK o KR;

(v) modificacion d e una sec uencia que c odifica una hidroxilasa como se muestra enla SECID N°: 26 para
inactivar la enzima hidroxilasa o alterar su especificidad;

(vi) delecién de una secuencia que codifica una PKS o la modificaciéon de una secuencia que codifica una PKS
para inactivar la enzima PKS codificada;

(vii) introduccion de una secuencia de nucledtidos que codifica una enzima de glucosilacion.

9. El método de la reivindicacién 8 en el que la modificacion de la molécula de acido nucleico comprende uno o mas
de:

(i) la delecioén o inactivacion de una secuencia de nucleétidos que codifica el dominio DH como se e xpone en la
Tabla 3;

(i) la delecion o inactivacion de una secuencia de nucleétidos que codifica el dominio KR como se expone en la
Tabla 4;

(iii) la delecion o inactivacion de becA como se muestra en la SEC ID N° 5 o de uno de sus modulos;

(iv) la delecion o inactivacion de una o mas secuencias de nucledtidos que codifican un médulo de BecB, BecD,
BecE, BecF o BecG como se define por las posiciones de nucleétidos indicadas en la Tabla 2;

(v) la delecion o inactivacion de becO como se muestra en la SEC ID N° 26.

10. EI métod o de un a cualquiera de | as reivin dicaciones 5a9,enel quel a moléculade acido nucleico esta
enddégenamente pres ente e n un microorganismo que produce BE-14106 o uno de sus derivados, y el método se
realiza en dich o microorganismo, preferentemente en el g ue dicho microorganismo es Streptomyces sp com o el
depositado en la DSMZ el 25 de enero de 2008 con el numero de depdsito DSM21069 o uno de sus mutantes o una
de sus cepas modificadas que produce BE-14106 o uno de sus derivados.

11. U n méto do p ara preparar un sistem a NPRS-PKS modificado de BE-14 106, c omprendiendo dich o m étodo
preparar una molécula de &acido n ucleico modific ada d e ac uerdo co n el méto do de una cu alquierad el as
reivindicaciones 5 a 10 y expresar dicha molécula de acido nucleico en un microorganismo.

12. Un método para preparar una molécula de macrolactama; comprendiendo dicho método preparar una molécula
de acido nucleico modificada de acuerdo con el método de una cualquiera de las reivindicaciones 5 a 10 y expresar
dicha mol écula de &cido nucleico en un microorganismo, que ad emas compre nde preferentemente recu perar la
molécula de macrolactama.

13. Una cepade Streptomyces d epositadaenla DSMZ con el num ero d e d epésito DSM21 069 ounode sus
mutantes o una de sus cepas modificadas que produce BE-14106 o uno de sus derivados.

14. Un analogo de BE-14106 que comprende una modificacion seleccionada de una cualquiera o mas del grupo que
comprende, 3-, 5-, 7-, 11-, 13-, 15-, 17- 0 23-hidroxi BE-14106, 3-, 5-, 7-, 9-, 11-, 13-, 15-, 17-, 0 23- oxo BE-14106 o
una de sus combinaciones o un analogo que comprende una combinacién de un grupo 8-desoxi conuna o mas
modificaciones seleccionadas de | a introduccion de un grupo hidroxi u oxo en cualquiera de las posiciones 3, 5, 7,
11, 13, 15, 17 0 23 o un grupo oxo en la posicion 9.

15. Una célula hospedadora que contiene una molécula de acido nucleico como se define en la reivindicaciéon 1 o 2,
en la que dicha molécula se ha introducido en una célula hospedadora heteréloga.

262



ES 2543203 T3

Figura 1
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Figura 2
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