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DESCRIPCION
Genes y proteinas de biosintesis de [S,S]-EDDS y método para la biosintesis de [S,S]-EDDS
Campo de aplicacion y estado de la técnica

[0001] La presente invencion se refiere a acidos nucleicos y proteinas o péptidos aislados para la biosintesis de
[S,S]-etilendiaminodisuccinato ([S,S]-EDDS), vectores de delecion y de expresion, células huésped y mutantes de
delecion de la especie Amycolatopsis japonicum, método, asi como un kit para la biosintesis de [S,S]-EDDS.

[0002] El etilendiaminodisuccinato (EDDS, también denominado acido etilendiaminodisuccinico) es un agente
quelante hexadentado. EI EDDS posee dos estereocentros y ocurre de manera correspondiente en tres
estereoisomeros diferentes, es decir, [R,R]-EDDS, [S,S]-EDDS vy [R,S]-(meso)-EDDS]. Se ha demostrado que
exclusivamente el esterecisomero [S,S]-EDDS se puede degradar de forma completamente biolégica (Schowanek
et al., Chemosphere (1997), 34(11): 2375-91).

[0003] El EDDS es ademés un isomero estructural del etilendiaminotetraacetato (EDTA), un agente quelante
hexadentado también ampliamente extendido. Ambos compuestos son muy similares en cuanto a sus
caracteristicas quimicas, particularmente en cuanto a su capacidad para la formacion de complejos de iones
metalicos. Asi, el EDDS y el EDTA presentan para una serie entera de iones metélicos constantes de formacion de
complejos comparables.

[0004] El EDTA se usa ya desde hace muchos decenios a causa de su marcada capacidad para la formacion de
complejos en los d&mbitos mas variados para la eliminacion de iones metalicos y actualmente es el agente
complejante més frecuentemente utilizado. Forma complejos especialmente estables con iones de cobre (Il), de
niquel (I1), de hierro (Ill) y de cobalto (Il), pero también con iones de metales pesados, asi como con iones de calcio
y de magnesio.

[0005] ElI EDTA se afade por lo tanto particularmente como ablandador del agua a detergentes, sirve para la
estabilizacion de blanqueadores en el &mbito de la industria papelera y textil y se utiliza como fertilizante en forma
de sus complejos de hierro, de cobre y de zinc. Ademas, el EDTA se utiliza en el &mbito de la medicina para el
tratamiento de intoxicaciones por metales pesados.

[0006] Una desventaja es que el EDTA no es degradable de forma bioldgica y por lo tanto puede detectarse
entretanto ubicuamente en aguas. Se clasifica por eso como ecoldgicamente peligroso, dado que puede liberar
metales pesados de sedimentos y de este modo hacerlos biodisponibles.

[0007] Ante estos antecedentes es deseable sustituir el EDTA, en términos de una politica sobre sustancias
quimicas sostenible, por compuestos equivalentes pero biodegradables.

[0008] EI EDDS en forma del estereocisémero biodegradable [S,S]-EDDS representa un sustituto fundamentalmente
apropiado a causa de las constantes de formacion de complejos comparables al EDTA.

[0009] Se conoce la sintesis quimica del [S,S]-EDDS partiendo de &cido L-aspartico y 1,2-dibromoetano en
presencia de cobalto trivalente (Neal and Rose, Inorganic Chemistry (1968), 7(11): 2405-12). A este respecto es
una desventaja el acido bromhidrico producido como subproducto téxico, que debe eliminarse de modo costoso.
Ademas, la sintesis se realiza utilizando reactivos fésiles.

[0010] Ademas se conoce un método quimico no enantioselectivo, donde se hace reaccionar acido maleico o
anhidrido maleico con etilendiamina, donde se obtienen ademas de meso-EDDS al 50 % [R,R]-EDDS y [S,S]-EDDS
como mezcla racémica. A causa de solo un bajo rendimiento de [S,S]-EDDS y la separacion del racemato
fundamentalmente muy costosa, este método es sin embargo generalmente inadecuado para una aplicacion
industrial.

[0011] Se conoce un método para la fabricacion biocatalizada de [S,S]-EDDS de la EP 0 731 171 A2. Mediante el
método alli descrito puede obtenerse [S,S]-EDDS a partir de acido fumarico y etilendiamina bajo influencia de
microorganismos con actividad liasa con una pureza 6ptica de hasta un 97%. Se conoce otro método biocatalizado
para la fabricacion de [S,S]-EDDS de la EP 1 043 400 Al, donde puede obtenerse [S,S]-EDDS partiendo de acido
maleico y etilendiamina en presencia de microorganismos con actividad malatoisomerasa y iones metalicos con
una pureza optica de hasta un 98%. Ambos métodos biocatalizados se basan sin embargo en el uso de precursores
sintéticos que no pueden proporcionar los propios microorganismos utilizados.
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[0012] Ademas se conoce la biosintesis de [S,S]-EDDS mediante la especie bacteriana Amycolatopsis japonicum
(Zwicker et al., Journal of Industrial Microbiology & Biotechnology (1997); 19(4): 280-285). Sin embargo, a este
respecto es una desventaja que la biosintesis esté sujeta a una dependencia del zinc y ya una concentracion de
zinc de 2 pM puede provocar en el medio de cultivo una interrupcion casi completa de la sintesis de [S,S]-EDDS
(Cebulla 1., Dissertation (1995), Universidad de Tibingen).

[0013] Ademas se conoce el desarrollo de un sistema de clonacion génica para Amycolatopsis japonicum
(Stegmann et al.: "Development of three different gene cloning systems for genetic investigation of the new species
Amycolatopsis japonicum MG417-CF17, the ethylenediaminedisuccinic acid producer", Journal of Biotechnology 92
(2001) 195-204).

[0014] Ademas se conoce que la cepa de los actinomicetos MG417-CF17 es Amycolatopsis japonicum y que esta
cepa es capaz de producir [S,S]-EDDS (Goodfellow et al.: "Amycolatopsis japonicum sp. nov., an Ac-tinomycete
Producing (S,S)-N,N'-Ethylenediaminedisuccinic Acid", System. Appl. Microbiol. 20, 78-84 (1997)).

[0015] Ademés se conoce la produccién de [S,S]-EDDS partiendo de etilendiamina y &cido fumarico utilizando
cepas microbianas diversas (Takahashi et al.: "Production of (S,S)-Ethylenediamine-N,N'-disuccinic acid from
Ethylenediamine and Fumaric Acid by Bacteria", Biosci. Biotechnol. Biochem., 63 (7), 1269-1273, 1999).

[0016] Ademés se conoce el desarrollo de un plug-in de Cytoscape para el andlisis de datos de secuenciacion de
alto rendimiento de genomas microbianos (Tang et al.: "ContigScape: a Cytoscape plugin facilitating microbial
genome gap closing”, BMC Genomics 2013, 14:289).

[0017] Ademas se conoce la secuencia de una proteina reguladora de la captacion de hierro (n.° de acceso de
UNIPROT del EBI: R4SX04).

[0018] Se describe un método bajo condiciones de reaccién sin zinc para la produccién de [S,S]-EDDS mediante
Amycolatopsis japonicum utilizando un medio de cultivo optimizado en WO 96/36725 Al.

[0019] Particularmente problemético en los métodos de biosintesis genéricos para [S,S]-EDDS es el hecho de que
una aplicacién de las sintesis a mayor escala resulta dificil o no rentable a causa de la dependencia del zinc y el
bajo rendimiento ligado a la misma. Por lo tanto, generar un entorno sin zinc en medios de cultivo, asi como en
fermentadores est asociado con costes considerables o es casi imposible.

Objetivo y solucion

[0020] Ante estos antecedentes es por lo tanto un objetivo de la invencidn proporcionar proteinas o péptidos, acidos
nucleicos, grupos de genes, vectores, células huésped, células bacterianas, asi como método y un kit para la
biosintesis de [S,S]-EDDS.

[0021] Este objetivo se consigue mediante una proteina o un péptido segun la reivindicacion 1, mediante un acido
nucleico segun la reivindicacion 2, mediante un grupo de genes con las caracteristicas de la reivindicacion 4,
mediante la utilizacion de una proteina o un péptido segun la reivindicacion 5, mediante un vector segun la
reivindicacion 6, mediante una célula huésped con las caracteristicas de la reivindicacion 7, mediante un método
con las caracteristicas de la reivindicacién 8, asi como mediante un kit con las caracteristicas de la reivindicacion
9. Se describen formas de realizacion preferidas en las reivindicaciones dependientes. La redaccion de todas las
reivindicaciones se hace por la presente por referencia explicita al contenido de esta descripcion.

[0022] Los inventores han logrado por primera vez, en el ejemplo de Amycolatopsis japonicum, identificar y
proporcionar genes y proteinas responsables de la biosintesis de [S,S]-etilendiaminodisuccinato, en lo sucesivo
denominado [S,S]-EDDS.

[0023] Ademas, los inventores han logrado por primera vez aclarar el mecanismo de la dependencia del zinc
subyacente a esta biosintesis.

[0024] Por la presente es posible con particular ventaja una produccion de [S,S]-EDDS mas econdémica y mas
eficiente frente a métodos genéricos, particularmente con mayores rendimientos y mayor pureza. Los objetos de la
invencién descritos en lo sucesivo forman el fundamento para ello.
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[0025] En un primer aspecto, la invencion se refiere a una proteina o un péptido aislado, que es funcional
preferiblemente para un paso de sintesis parcial de la biosintesis de [S,S]-EDDS, es decir, permite la realizacion
de un tal paso de sintesis parcial.

[0026] La expresién "biosintesis" define en términos de la presente invencion no solo una sintesis intracelular de
[S,S]-EDDS, sino que comprende también la captacion en una célula asi como la descarga fuera de una célula
(transporte a través de una membrana celular).

[0027] La expresion "proteina” puede, en términos de la presente invencién, significar no solo una Unica proteina o
péptido segun la invencién, sino también una combinacién de varias proteinas o péptidos diferentes segin la
invencion.

[0028] Una proteina o un péptido segln la invencién puede producirse quimicamente o por recombinacién, es decir,
mediante biotecnologia.

[0029] Alternativamente, una proteina o un péptido segun la invencion puede provenir de una bacteria,
particularmente de una bacteria grampositiva, preferiblemente de una bacteria del género Amycolatopsis, de
manera particularmente preferida de una bacteria de la especie Amycolatopsis japonicum o tomarse de una tal
bacteria.

[0030] La proteina o péptido contiene 0 consiste en una secuencia aminoacidica, que se selecciona del grupo
consistente en SEQ ID NO 39, SEQ ID NO 41, SEQ ID NO 43, SEQ ID NO 45, SEQ ID NO 47, SEQ ID NO 49, SEQ
ID NO 51y SEQ ID NO 53.

[0031] Preferiblemente, una proteina o un péptido segun la invencion, que contiene una de las secuencias
aminoacidicas especificadas a continuacion o consiste en una secuencia tal, presenta la actividad asignada
respectivamente:

- SEQ ID NO 39 actividad N-acetiltransferasa,

- SEQ ID NO 41 actividad cisteina dioxigenasa (EC 1.13.11.20),

- SEQ ID NO 43 actividad reguladora de la transcripcion de tipo HTH,

- SEQ ID NO 45 actividad amidasa (EC 3.5.1.4),

- SEQ ID NO 47 actividad ornitina cicloamidasa (EC 1.4.1.12),

- SEQ ID NO 49 actividad diaminopimelato descarboxilasa (EC 4.1.1.20),
- SEQ ID NO 51 actividad cistationina 3-sintasa (EC 4.2.1.22),

- SEQ ID NO 53 actividad de proteina transportadora.

[0032] La proteina o péptido que contiene o consistente en una secuencia aminoacidica segun la SEQ ID NO 53
es responsable particularmente del transporte de [S,S]-EDDS o el complejo de [S,S]-EDDS-zinc fuera de una célula
y/o en una célula o al menos esta implicado en este transporte.

[0033] La invencion se refiere ademas a un acido nucleico aislado, que codifica preferiblemente una proteina o un
péptido, que es funcional para un paso de sintesis parcial de la biosintesis de [S,S]-EDDS, es decir, permite la
realizacién de un tal paso de sintesis parcial.

[0034] El &cido nucleico contiene o consiste en una secuencia aminoacidica, que se selecciona del grupo
consistente en

a) secuencia aminoacidica, codificante de una proteina o un péptido, que contiene o consistente en una
secuencia aminoacidica, que se selecciona del grupo consistente en SEQ ID NO 39, SEQ ID NO 41, SEQ ID
NO 43, SEQ ID NO 45, SEQ ID NO 47, SEQ ID NO 49, SEQ ID NO 51y SEQ ID NO 53y

b) secuencia aminoacidica, que corresponde a la cadena complementaria de la secuencia aminoacidica segun
a).

[0035] La expresion "acido nucleico” puede significar, en términos de la presente invencion, no solo un Gnico acido
nucleico segun la invencion, sino también una combinacién de varios acidos nucleicos diferentes segun la
invencion.

[0036] Ademas la expresion "acido nucleico” puede significar, en términos de la presente invencién, un ADN o un
ARN. Un acido nucleico segun la invencién se puede seleccionar particularmente del grupo consistente en un gen
0 marco de lectura abierto (open reading frame, ORF), ADNc y ARNm.
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[0037] Un acido nucleico segun la invencién puede producirse quimicamente o por recombinacién, es decir, por
ingenieria genética.

[0038] Alternativamente, un acido nucleico segin la invencién puede provenir de una bacteria, particularmente de
una bacteria grampositiva, preferiblemente de una bacteria del género Amycolatopsis, de manera particularmente
preferida de una bacteria de la especie Amycolatopsis japonicum, o tomarse de una tal bacteria.

[0039] En otro aspecto, la invencién se refiere a un acido nucleico aislado, que codifica preferiblemente para una
proteina o un péptido, que es funcional para un paso de sintesis parcial de la biosintesis de [S,S]-EDDS, es decir,
permite la realizacion de un tal paso de sintesis parcial, donde el acido nucleico contiene una secuencia
aminoacidica o consiste en una tal secuencia, que se selecciona del grupo consistente en SEQ ID NO 40, SEQ ID
NO 42, SEQ ID NO 44, SEQ ID NO 46, SEQ ID NO 48, SEQ ID NO 50, SEQ ID NO 52 y SEQ ID NO 54.

[0040] Las secuencias de &cido nucleico citadas arriba codifican preferiblemente como sigue:

- SEQ ID NO 40 para una secuencia aminoacidica segun la SEQ ID NO 39,
- SEQ ID NO 42 para una secuencia aminoacidica segun la SEQ ID NO 41,
- SEQ ID NO 44 para una secuencia aminoacidica segun la SEQ ID NO 43,
- SEQ ID NO 46 para una secuencia aminoacidica segun la SEQ ID NO 45,
- SEQ ID NO 48 para una secuencia aminoacidica segun la SEQ ID NO 47,
- SEQ ID NO 50 para una secuencia aminoacidica segun la SEQ ID NO 49,
- SEQ ID NO 52 para una secuencia aminoacidica segun la SEQ ID NO 51,
- SEQ ID NO 54 para una secuencia aminoacidica segun la SEQ ID NO 53.

[0041] EI &cido nucleico contiene o consiste en una secuencia aminoacidica, que se selecciona del grupo
consistente en SEQ ID NO 40, SEQ ID NO 42, SEQ ID NO 44, SEQ ID NO 46, SEQ ID NO 48, SEQ ID NO 50, SEQ
ID NO 52y SEQ ID NO 54.

[0042] La invencién comprende ademas un grupo de genes o un operén aislado, que preferiblemente es funcional
para la biosintesis de [S,S]-EDDS, es decir, permite la realizacion de una tal biosintesis.

[0043] El operén mencionado arriba contiene generalmente ademas un promotor, asi como particularmente uno u
opcionalmente varios operadores.

[0044] EI grupo de genes u operdn contiene o consiste en al menos dos secuencias de &cido nucleico, que se
seleccionan del grupo consistente en SEQ ID NO 40, SEQ ID NO 42, SEQ ID NO 44, SEQ ID NO 46, SEQ ID NO
48, SEQ ID NO 50, SEQ ID NO 52, SEQ ID NO 54 y combinaciones de las mismas.

[0045] EI grupo de genes u operdon puede contener particularmente todas las secuencias de acido nucleico citadas
en el parrafo precedente o consistir en estas secuencias.

[0046] La denominacion grupos de genes proviene del conocimiento de que las bacterias y muchos eucariotas
aplican generalmente un mecanismo coordinado para la regulacion de tales genes, cuyos productos (proteinas o
péptidos) estan implicados en procesos relacionados, por ejemplo, una biosintesis. Los genes de este tipo se
encuentran juntos en un Unico cromosoma en estructuras que se denominan grupos de genes, y pueden
transcribirse juntos bajo control de una Unica secuencia reguladora o varias secuencias reguladoras. Sin embargo,
un grupo de genes también puede contener fundamentalmente varios promotores y estar controlado también por
varios reguladores. Un grupo de genes, un promotor y opcionalmente otras secuencias, que cooperan en la
regulacion, pueden denominarse también operoén.

[0047] En otro aspecto, la invencién se refiere a una proteina o un péptido aislado, que es funcional para una
inhibicion o represion de la biosintesis de [S,S]-EDDS, es decir, permite una tal inhibicion o represion.
Preferiblemente, la proteina o péptido es un inhibidor o represor de la transcripcion para la biosintesis de [S,S]-
EDDS.

[0048] La proteina o péptido contiene o consiste en una secuencia aminoacidica segun la SEQ ID NO 61.

[0049] La proteina es preferiblemente una proteina reguladora de la captacion de zinc, una proteina llamada Zur
(zinc uptake regulator), es decir, una proteina que presenta actividad reguladora para la captacion celular de zinc.
En general, una proteina Zur es capaz de unirse a iones de zinc a partir de una concentracion determinada y regular
el equilibrio de zinc en una célula bacteriana mediante una represién génica o expresion génica dependiente de
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zinc. Esta regulacién de genes dependiente de zinc estda mediada en muchas bacterias, en tanto una proteina Zur
saturada de zinc, una llamada holoproteina Zur, se une a secuencias de acido nucleico especificas antes de los
genes diana correspondientes, de modo que se impide a la enzima polimerasa de ARN esencial para la
transcripcion de genes diana el acceso a los mismos. Se impide de este modo la transcripcion de los genes diana.
Las secuencias de acido nucleico especificas que funcionan como el sitio de unién de Zur son generalmente
promotores/regiones promotoras u operadores.

[0050] Puesto que la regulacién dependiente de zinc de la represién génica o expresion génica depende de la
concentracion de los iones de zinc en el interior celular y fuera de la célula, los sistemas de este tipo sirven
particularmente también como sistemas indicadores para la determinacién de la concentracion de iones de zinc.

[0051] Sorprendentemente ahora los inventores han constatado en el ejemplo de Amycolatopsis japonicum, como
se explicara todavia mas en detalle en la parte de ejemplo, que los genes diana, que se reprimen en presencia de
zinc mediante la proteina o péptido segun la invencion, que contiene o consistente en la secuencia aminoacidica
segun la SEQ ID NO 61, son entre otros genes de biosintesis para la produccion de [S,S]-EDDS. Respecto a las
secuencias de acido nucleico de los genes de biosintesis mencionados se hace referencia a las secuencias citadas
en la descripcién precedente.

[0052] En otro aspecto, la invencion se refiere a un vector de expresion artificial o recombinante, es decir, producido
por ingenieria genética, es decir, un vehiculo para la transmision de al menos un acido nucleico en una célula
receptora o huésped, que expresa entonces en el marco de una expresion génica al menos una proteina o un
péptido, para la que codifica el al menos un acido nucleico.

[0053] EIl vector de expresion contiene al menos un &cido nucleico segun la invencién. Sin embargo, puede
preferirse que el vector de expresion no contenga ningiin cido nucleico que contiene o consistente en la secuencia
segun la SEQ ID NO 62, o una secuencia homologa a tal objeto.

[0054] Alternativamente, el vector de expresion puede contener un grupo de genes o un operén o un elemento
integrador segun la invencion.

[0055] El vector de expresion puede ser fundamentalmente un plasmido o un cdsmido. Preferiblemente, un plasmido
0 cosmido puede integrarse en el cromosoma de actinomicetos o existir como plasmido o csmido replicativo en la
célula y contiene un promotor constitutivo o inducible (regulable) correspondiente.

[0056] En una forma de realizacion preferida, el vector de expresion es un pladsmido de la familia pRM,
particularmente un plasmido del tipo pRM4, en el que se inserta el al menos un acido nucleico segun la invencion
o el grupo de genes segun la invencion.

[0057] Segun una forma de realizacion particularmente preferida, el vector de expresién contiene un promotor sin
represion por zinc (None-Zinc-Repressed Promotor), es decir, un promotor que no esta sujeto a ninguna regulacion
por zinc.

[0058] El promotor puede ser fundamentalmente un promotor constitutivo o inducible (regulable). Preferiblemente,
el promotor es un promotor expresado fuertemente de manera constitutiva o inducible, que sustituye a un promotor
diana Zur existente intracelular. En este caso se realiza la expresién de acidos nucleicos o grupos de genes segun
la invencion con particular ventaja bajo el control de un promotor independiente de zinc. El promotor no presenta
particularmente ningun sitio de union para una proteina segun la invencion segun la SEQ ID NO 61. Un promotor
preferido sin represion por zinc es, por ejemplo, el promotor ermE (promotor de genes de resistencia a eritromicina,
PermE).

[0059] El vector de expresion contiene un acido nucleico segun la invencién, donde el acido nucleico contiene o
consiste en una secuencia aminoacidica, que se selecciona del grupo consistente en SEQ ID NO 40, SEQ ID NO
42, SEQ ID NO 44, SEQ ID NO 46, SEQ ID NO 48, SEQ ID NO 50, SEQ ID NO 52, SEQ ID NO 54 y combinaciones
de las mismas.

[0060] Secuencias de &cido nucleico particularmente preferidas se pueden seleccionar del grupo consistente en
SEQ ID NO 48, SEQ ID NO 50, SEQ ID NO 52, SEQ ID NO 54 y combinaciones de las mismas.

[0061] El vector de expresion segun la invencion es apropiado tanto para la realizacién de una expresion homéloga
como también para la realizacion de una expresion heteréloga.
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[0062] Con respecto a otras caracteristicas y ventajas del vector de expresion, particularmente de los acidos
nucleicos segun la invencion, asi como del grupo de genes y del operén segun la invencién, se hace referencia
completamente a la descripcion precedente.

[0063] En otro aspecto, la invencién se refiere a una célula huésped artificial o recombinante, es decir, producida
mediante biotecnologia.

[0064] Preferiblemente, la célula huésped es una célula huésped productora de [S,S]-EDDS.

[0065] La célula huésped se caracteriza asi porque contiene un vector de expresion segun la invencion. En
combinacién, la célula huésped puede contener un genoma que, debido a una insercion al menos parcial,
particularmente completa, del vector (o genoma del vector), existe modificado.

[0066] En vista de una biosintesis de [S,S]-EDDS se prefiere que no sea posible en la célula huésped ninguna
represion por zinc.

[0067] De manera particularmente preferida, la célula huésped no contiene ningun &cido nucleico codificante de
una proteina Zur, particularmente ningin &cido nucleico segun la secuencia aminoacidica SEQ ID NO 62 o un &cido
nucleico homodlogo a tal objeto, y/o ninguna proteina Zur, particularmente ninguna proteina o péptido segun la
secuencia aminoacidica SEQ ID NO 61 o una proteina o un péptido homadlogo a tal objeto.

[0068] La célula huésped puede ser fundamentalmente una célula eucariota o procariota.
[0069] Ademas la célula huésped puede ser una célula huésped homdéloga o heterdloga.

[0070] La célula huésped se puede seleccionar particularmente del grupo consistente en células bacterianas,
células de levadura y células fungicas.

[0071] En una forma de realizacion adicional, la célula huésped es una bacteria grampositiva, preferiblemente una
bacteria del género Amycolatopsis o Streptomyces, de manera particularmente preferida una bacteria de la especie
Amycolatopsis japonicum o Streptomyces coelicolor.

[0072] En otra forma de realizacion, la célula huésped puede producirse o ser producible mediante transformacion,
transduccion, transfeccion o conjugacion, particularmente aplicando un vector de expresion segin la invencion.

[0073] Las técnicas citadas en el parrafo anterior para la introduccion de acidos nucleicos (exdgenos),
particularmente de ADN y ARN, en células eucariotas y procariotas se conocen fundamentalmente como tales por
la persona experta. Se trata de procedimientos estandar de la genética molecular. Para una descripcion mas
detallada se remite por lo tanto a literatura especializada pertinente (por ejemplo, Milhardt C., Der Experimentator:
Molekularbilologie/Genomics (2008); editorial Spektrum, 62 ed. o Kieser T. et al., Practical Streptomyces Genetics
(2000); John Innes Foundation o Green and Sambrook, Molecular Cloning: A Laboratory Manual (2012); Cold Spring
Harbor Laboratory, 42 ed.).

[0074] Con respecto a otras caracteristicas y ventajas de la célula huésped, particularmente de los acidos nucleicos
segun la invencion, del grupo de genes y del operdon segun la invencion, de las proteinas o de los péptidos segun
la invencién, asi como de los vectores de expresiéon segln la invencién, se hace referencia completamente a la
descripcion precedente.

[0075] Ademéas se divulga una célula bacteriana artificial o recombinante, es decir, producida mediante
biotecnologia, y preferiblemente productora de [S,S]-EDDS, preferiblemente del género Amycolatopsis,
particularmente de la especie Amycolatopsis japonicum.

[0076] La célula bacteriana se caracteriza porque no expresa ninguna proteina o péptido que contiene o consistente
en una secuencia aminoacidica segun la SEQ ID NO 61 y/o no contiene ningun acido nucleico que contiene o
consistente en una secuencia aminoacidica segin la SEQ ID NO 62.

[0077] La célula bacteriana puede producirse o ser producible particularmente mediante una delecién al menos
parcial, preferiblemente completa, de un acido nucleico que contiene o consistente en una secuencia aminoacidica
segun la SEQ ID NO 62, del genoma, particularmente genoma silvestre, de la célula bacteriana. La delecién puede
ser en ese caso el resultado de una transformacion, transduccion, transfeccién o conjugacion. En otras palabras,
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la célula bacteriana puede ser preferiblemente un mutante de delecion. Alternativamente a la delecién mencionada
en este parrafo entra en consideracion también el intercambio de un par de bases, una mutacién puntual y/o una
inactivacion a través de una insercion.

[0078] Ademas la célula bacteriana puede producirse o ser producible también a través de la insercién de un acido
nucleico, por ejemplo, en forma de un plasmido o un casete génico, que contiene o consistente en una secuencia
aminoacidica segun la SEQ ID NO 62, en el genoma, particularmente genoma silvestre, de una célula bacteriana.

[0079] Con respecto a otras caracteristicas y ventajas de la célula bacteriana, particularmente del acido nucleico
mencionado en los parrafos anteriores, asi como de la proteina o péptido mencionados en los parrafos anteriores,
se hace referencia completamente a la descripcion precedente.

[0080] En otro aspecto, la invencion se refiere a un método para la biosintesis de [S,S]-EDDS, que incluye los
pasos:

a) cultivo de una célula huésped productora de [S,S]-EDDS segun la invenciéon o de una célula bacteriana
recombinante del género Amycolatopsis, particularmente de Amycolatopsis japonicum, que no expresa
ninguna proteina o péptido que contiene o consistente en una secuencia aminoacidica segun la SEQ ID NO
61, y/o no contiene ningun &cido nucleico que contiene o consistente en una secuencia aminoacidica segin
laSEQID NO 62,y

b) purificacién de [S,S]-EDDS a partir de la célula y/o un medio de cultivo utilizado para la célula.

[0081] En una forma de realizacion preferida, la célula bacteriana se produce mediante la introduccion de un vector
de delecion segun la invencion en la célula bacteriana, particularmente en un tipo silvestre de la célula bacteriana.
La introduccion del vector puede ocurrir mediante transformacion, transduccion, transfeccién o conjugacion.

[0082] La célula huésped se produce segun otra forma de realizacién mediante la introduccion en la célula de un
vector de expresion segun la invencion.

[0083] Preferiblemente, la célula huésped se produce mediante la introduccién de un vector de expresion segun la
invencién en una célula bacteriana del género Amycolatopsis, particularmente la especie Amycolatopsis japonicum.

[0084] En una forma de realizacion alternativa, la célula huésped se produce mediante la introduccién de un vector
de expresion segun la invencién en una célula bacteriana del género Streptomyces, particularmente la especie
Streptomyces coelicolor.

[0085] El cultivo de las células empleadas en el marco de un método segun la invencién puede ocurrir aplicando
protocolos estandar conocidos por la persona experta.

[0086] En funcidn de la célula huésped o célula bacteriana utilizada puede ser ventajoso cultivar la célula huésped
o0 bacteriana bajo condiciones sin zinc, particularmente sin sales de zinc.

[0087] Segun la invencidon puede proveerse afiadir al menos un compuesto precursor para la biosintesis de [S,S]-
EDDS a un medio de cultivo provisto para el cultivo. Ejemplos para compuestos precursores adecuados pueden
ser fundamentalmente aminoacidos protein6genos y/o no proteindgenos. Se pueden seleccionar compuestos
precursores adecuados particularmente del grupo consistente en L-ornitina, L-serina, L-prolina, acido 2,3-
diaminopropionico, L-aspartato, L-lisina y combinaciones de los mismos.

[0088] Ademas segun la invencion puede proveerse que antes de la purificacion del [S,S]-EDDS se realice en primer
lugar una determinacion de la concentracion del [S,S]-EDDS producido. Esto puede ocurrir, por ejemplo, mediante
HPLC (high performance liquid chromatography o cromatografia liquida de alta resolucién), espectroscopia UV/vis
o0 mediante una combinacién de ambas técnicas.

[0089] Para una purificacion adicional de [S,S]-EDDS puede realizarse un paso en un separador para la separacion
de componentes (celulares) sdlidos. A este le puede seguir un aislamiento de [S,S]-EDDS mediante adsorcion de
intercambio iénico con una cristalizacién subsiguiente del precipitado.

[0090] Métodos de este tipo se conocen como tales del estado de la técnica. No juega fundamentalmente ningin
papel para la purificacion si el [S,S]-EDDS existe de forma intracelular y, por ejemplo, todavia debe hacerse
accesible mediante una lisis celular o si se segrega en el sobrenadante por el sistema de exportacion.
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[0091] Con respecto a otras caracteristicas y ventajas del método, particularmente de los acidos nucleicos segun
la invencion, del grupo de genes y del operén segun la invencion, de las proteinas o de los péptidos segun la
invencion, asi como de los vectores segln la invencion, en particular vectores de delecion y de expresion, se hace
referencia completamente a la descripcion precedente.

[0092] En otro aspecto, la invencion se refiere a un kit para la biosintesis de [S,S]-EDDS que incluye al menos un
componente que se selecciona del grupo consistente en al menos una proteina o un péptido segun la invencion, al
menos un acido nucleico segun la invencién, un grupo de genes o un operdn segun la invencion, un vector seguin
la invencion (vector de expresion y/o de delecién), una célula huésped segun la invencion y combinaciones de los
mismos.

[0093] Opcionalmente, el kit puede comprender otro componente que se selecciona del grupo consistente en medio
de cultivo, tampones y combinaciones de los mismos.

[0094] Con respecto a otras caracteristicas y ventajas del kit, particularmente de los acidos nucleicos segun la
invencion, del grupo de genes y del operdn segun la invencion, de las proteinas o de los péptidos segun la invencion,
asi como de los vectores segun la invencion, en particular vectores de delecion y de expresion, se hace referencia
también completamente a la descripcion precedente.

[0095] Otras caracteristicas y ventajas de la invencion resultan evidentes de los ejemplos siguientes en relacion
con las figuras y reivindicaciones secundarias. La invencion se explica més en detalle particularmente a través de
la descripcion de la identificacién y anotacién del grupo de genes de biosintesis de [S,S]-EDDS. En las formas de
realizacién pueden realizarse caracteristicas individuales de la invencion solas o en combinacién con otras
caracteristicas.

Descripcion de las figuras

[0096]

La figura 1 muestra esquematicamente la via de biosintesis hipotética de [S,S]-EDDS. (A) Via de biosintesis de
[S,S]-EDDS. (I) Provisién del precursor Dap; transformacion de L-serina con L-ornitina como donador de grupos
amino y PLP como cofactor liberando L-prolina. Dap reacciona con oxalacetato hasta IM1. (Il) L-aspartato y L-serina
reaccionan en presencia de PLP como cofactor hasta IM1. (B) Estructura quimica de la zwittermicina A (izquierda).
La caja discontinua indica el médulo Dap. Via de biosintesis de Dap (derecha), cataliza por la accién conjunta
concentrada de la zwittermicina A5A (ZWAS5A, homologo de la cisteina sintetasa) y la zwittermicina A5B (ZWA5B,
homologo de la ornitina ciclodeaminasa).

La figura 2 muestra la via de biosintesis de [S,S]-EDDS con genes de biosintesis asociados y el grupo de genes
correspondiente. (A) Organizacion génica del grupo de genes de biosintesis de [S,S]-EDDS. N-acetiltransferasa
(SEQ ID NO 40 (orf1658)), cisteina dioxigenasa (SEQ ID NO 42 (orf 1659)), regulador transcriptdémico de tipo HTH
(SEQ ID NO 44 (orf1660)), amidasa (SEQ ID NO 46 (orf1661)), ornitina ciclodeaminasa (SEQ ID NO 48 (orf1662)),
diaminopimelato descarboxilasa (SEQ ID NO 50 (orf1663)), Dap sintasa (SEQ ID NO 52 (orf1664)) y transportador
de eflujo de miltiples farmacos (SEQ ID NO 54 (orf1665). (B) Provision de los precursores de Dap mediante la
transformacion de L-serina con L-ornitina como donador de grupos amino y PLP como cofactor, catalizada mediante
una accién concentrada de ornitina ciclodeaminasa y una Dap sintasa. (C) Composiciéon de los compuestos
precursores Dap y de dos oxalacetatos hasta [S,S]-EDDS. Las flechas estan marcadas con los correspondientes
genes del grupo de genes (A).

La figura 3 muestra el patron de transcripcion dependiente de metales traza recuperado mediante PCR-RT del
grupo de genes de biosintesis de [S,S]-EDDS en A. japonicum. Se utilizé sigB como gen constitutivo (Housekeeping
gene) para normalizar el ARN. Se obtuvieron ARN de cultivos que se cultivaron en medio definido en ausencia de
cualquier tipo de oligoelementos (-) o suplementado con soluciones de 25 uM de Fe?*, Zn?*, Ni?*, Co?* 0 Mn?*. Se
tomaron muestras tras 10 h 'y 70 h de incubacion.

La figura 4 muestra el andlisis de HPLC-UV/vis de los sobrenadantes de A. japonicum WT (tipo silvestre) y de un
mutante A. japonicum Aorf1662-64 tras 72 h de cultivo en medio M7. (Arriba) Patrén de [S,S]-EDDS [350 mg/l].
(Centro) A. japonicum WT. (Abajo) A. japonicum Aorf1662-64. (Derecha) Espectros especificos UV/vis de [S,S]-
EDDS.

La figura 5 muestra el andlisis de HPLC-UV/vis de los sobrenadantes de S. coelicolor WT y S. coelicolor-pTWPL1-
EDDS tras 72 h de cultivo en medio M7. (Arriba) Patron de [S,S]-EDDS [350 mg/l]. (Centro) S. coelicolor WT. (Abajo)
S. coelicolor-pTWPL1-EDDS. (Derecha) Espectros UV/vis especificos de [S,S]-EDDS.
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La figura 6 muestra la comparacién de secuencias aminoacidicas de Zur de S. coelicolor (Zursc) y ORF5768 de A.
japonicum (SEQ ID NO 62). (Arriba) Monémero de Zursc: dominio de union a ADNn (restos 1-77) no subrayado;
hinge loop (restos 78-85) con subrayado continuo; dominio de dimerizacionc (restos 86-139) con subrayado
discontinuo. Los aminoacidos idénticos estan marcados con un asterisco (*); los restos similares estan marcados
por un circulo (°). Sitios de unién de zinc: flecha: Zursc: D65, C79, H85, H87 y ORF5768: D70, C84, H89 y H91.
Desviacion de distancias aa relativas en un sitio M (caracterizado con una M). Sitio D (caracterizado con una D):
Zursc: H84, H86, E105, H122 y ORF5768: H88, H90, E109, H126. Sitio C (caracterizado con una C): Zursc: C90,
C93, C130, C133 y ORF5768: C94, C97, C134, H137.

La figura 7 muestra la comparacién BLAST de ZnuABC de S. coelicolor y MntABC de B. subtilis con homélogos de
A. japonicum. (A) Organizacion génica de znuABC de S. coelicolor, de las estructuras similares a operones orf3699,
orf3700, orf3702 y orf6504, orf6505, orf6506 de A. japonicum. (B) Comparaciéon de secuencias aminoacidicas,
(arriba) ORF3699, ORF3700 y ORF3702 (abajo) ORF6504, ORF6505 y ORF6506 frente a ZnuABC de S. coelicolor
(izquierda); frente a MntABC de B. subtilis (derecha). X/X = % identidad/similitud.

Lafigura 8 muestra el patrén de transcripcion dependiente de metales traza obtenido mediante RT-PCR del sistema
de captacion de metales de A. japonicum. Como gen constitutivo se utilizd sigB para normalizar el ARN. Se
obtuvieron ARN de cultivos que se cultivaron en medio M7 definido en ausencia de cualquier oligoelemento (-) o
suplementado con soluciones de 25 pM de Fe?*, Zn?*, Ni?*, Co?* o Mn?*, Se tomaron muestras tras 10 hy 70 h de
incubacion. Se eligieron orf3700 y orf6504 como sondas para representar todas las estructuras de tipo operén.

La figura 9 muestra esquematicamente las sondas de ADN de EMSA utilizadas. (Arriba) Locus del gen znuABC de
A. japonicum (orf3699-0rf3702). (Abajo) Grupo de genes de biosintesis de [S,S]-EDDS orf1658-0rf1665
(corresponde a las SEQ ID NO 40, 42, 44, 46, 48, 50, 52, 54). Las regiones promotoras con sitios de unién de ZurAJ
estan marcadas con un circulo abierto y las sondas de EMSA que se utilizaron para comprobar la unién His-
ORF5768 estan representadas por una linea negra.

La figura 10 muestra los resultados de los ensayos EMS (geles de poliacrilamida tras la tincion con bromuro de
etidio): union dependiente de zinc de Hise-ORF5768 purificado a regiones promotoras. Dos casos de unién claros
con diferente movilidad se denominaron CF (complejo movil rdpido) y CD (complejo mdvil lento). Para la
confirmacion de la especificidad de los complejos de union se afiadié a la mezcla de union un fragmento sigB-RT.
Se incubd Hise-ORF5768 purificado a diferentes concentraciones con aproximadamente 35 nM de sonda de ADN
en ausencia o en presencia de zinc (ZnSOa4). (A) Ensayo de unién con sonda de znuCB (compérese con la figura
9). Caso de unidn representado por la banda CF. (B) Ensayo de union con la sonda intergénica orf1661/62
(compérese con la figura 9). Dos casos de union estan representados por la banda CF o la banda CS
respectivamente. (C) Ensayo de union con sondas de promotor de orf1658 y mayores concentraciones de His-
ORF5768 (compérese con la figura 9). (D) Ensayo de union con la sonda de promotor de orf1659/60 intergénica
(comparese con la figura 9). Caso de union representado por la banda CS.

La figura 11 muestra una representacion esquematica del vector de delecion pGusA21Aorf5768. (Arriba) orf5768
(corresponde a la SEQ ID NO 62) y genes circundantes. (Abajo) pGusA21Aorf5768. barra izquierda: region
flanqueante 5' de orf5768; barra derecha: region flanqueante 3' de orf5768.

La figura 12 muestra la verificacion de la integracion de pGusA21Aorf5768 en el genoma de A. japonicum tras una
transformacion directa. (A) Verificacion por PCR de la integracion de pGusA21Aorf5768. Perfil WT esperado: 1677
pb (orf5768-SCO-wt-Frag); perfil de pGusA21Aorf5768 integrado esperado: 1293 pb (orf5768-SCO-single Frag).
WT: molde de ADNg silvestre; P: molde pGusA21Aorf5768 aislado. (B) Busqueda de clones de A. japonicum con
pGusA21Aorf5768 perdido con ayuda del sistema reportero Gus. El genoma de las colonias azules dispone del
plasmido pGusA21Aorf5768 integrado, mientras que las colonias no tefiidas lo han perdido.

La figura 13 muestra el analisis de HPLC-UV/vis de los sobrenadantes de A. japonicum WT y A. japonicum Azur
(corresponde a la ASEQ ID NO 62) tras 72 h de cultivo en medio M7 con y sin adicion de 6 uM de ZnSOa4. (Arriba)
Patron de [S,S]-EDDS [350 mg/l]. (2°y 3° desde arriba) A. japonicum WT -/+ 6 uM de ZnSOas. (Abajo) A. japonicum
Azur -/+ 6 uM de ZnSOa. (Derecha) Espectros UV/vis especificos de [S,S]-EDDS.

La figura 14 muestra esquematicamente la construccion del vector pPRM4-PermE*orf1662-65. (Arriba) Grupos de
genes de [S,S]-EDDS orf1658-1665 (corresponde a la SEQ ID NO 40, 42, 44, 46, 48, 50, 52 y 54). (Abajo)
Representacién del vector de expresion homologo pRM4-PermE*orf1662-65 como mapa plasmidico (orfl662 a
orf1665 bajo el control de PermE*. Barra gris: operon orf1662 a orf1665.

La figura 15 muestra el andlisis de HPLC-UV/vis de los sobrenadantes de A. japonicum WT y A. japonicum + pRM4-
PermE*orf1662-65 tras 72 h de cultivo en medio M7 con una adicion de 6 uM de ZnSOa. (Arriba) Patrén de [S,S]-
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EDDS [350 mg/l]. (Centro) A. japonicum WT + 6 pM de ZnSOa. (Abajo) A. japonicum pRM4-PermE*orfl662-65 + 6
UM de ZnSOs. (Derecha) Espectros UV/vis especificos de [S,S]-EDDS.

La figura 16 muestra el analisis de HPLC-UV/vis de los sobrenadantes de S. coelicolor + pTWPL1-EDDS tras 72 h
de cultivo en medio M7 con una adicion de 6 pM de ZnSOa. (Arriba) Patron de [S,S]-EDDS [350 mg/l]. (Centro) S.
coelicolor + pTWPL1-EDDS - 6 uM de ZnSOa. (Abajo) S. coelicolor + pTWPL1-EDDS + 6 uM de ZnSOa. (Derecha)
Espectros UV/vis especificos de [S,S]-EDDS.

Parte de ejemplo

1. Aclaracién de la biosintesis de [S,S]-EDDS

[0097] El genoma de la especie bacteriana productora de [S,S]-EDDS A. japonicum se secuencio en el marco de
la presente invencion. El genoma de A. japonicum comprende aproximadamente 9,18 MB y comprende 8674
marcos de lectura abiertos predichos (Open Reading Frames, orf). De acuerdo con la herramienta web Antibiotics
and Secondary Metabolite Analysis Shell (antiSMASH) para la rapida identificacién, anotacion y andlisis de grupos
de genes de biosintesis para metabolitos secundarios (Medema et al., 2011, Nucleic Acids Res (2011); 39:14 y Blin
et al., Nucleic Acids Res (2013); 1-9), el genoma de A. japonicum presenta 26 grupos de genes Unicos para
metabolitos secundarios. Estos grupos contienen el potencial biosintético para la produccién de metabolitos
secundarios derivado de seis NRPS (péptido sintetasas no ribosomales), seis PKS (policétido sintasa) tipo I, dos
hibridos PKS tipo I/NRPS y un hibrido PKS tipo IlI/NRPS (para la produccién de un glicopéptido) ademas de cuatro
terpenos, una ectoina, un aminoglicésido y un lantibiético.

[0098] Se postuld en primer lugar una via de biosintesis hipotética de [S,S]-EDDS (figura 1), segun la cual el
aminoacido no proteindgeno 2,3-L-diaminopropionato (Dap) podria ser un compuesto precursor putativo de [S,S]-
EDDS. Dap es, entre otros, un metabolito secundario en la biosintesis de viomicina por Streptomyces vinaceus y la
biosintesis de zwittermicina A por Bacillus thuringiensis. Ambas vias sintéticas estan aclaradas (Thomas et al.,
Antimicrobial Agents and Chemotherapy (2003); 47(9): 2823-2830 y Zhao et al., FEBS Lett. (2008); 528(20): 3125-
3131).

[0099] Para B. thuringiensis y S. vinaceus se mostré que Dap se proporciona especificamente para la biosintesis
de zwittermicina A o viomicina. Dap se forma tanto en la biosintesis de zwittermicina A como también de viomicina
a través de la transformacion de L-serina con L-ornitina como donador de grupos amino (figura 1). Esta reaccion se
cataliza a través de la accion concentrada de una Dap sintasa (VioB/ZWA5A) y de una ornitina ciclodeaminasa
(VioK/ZWAS5B), donde se necesita fosfato de piridoxal (PLP) como cofactor (Thomas et al., Antimicrobial Agents
and Chemotherapy (2003); 47(9): 2823-2830 y Zhao et al., FEBS Lett. (2008); 528(20): 3125-3131).

[0100] Un cribado del genoma de A. japonicum utilizando BLAST (Basic Local Alignment Search Tool, en la version
vigente en el momento de la solicitud) con las secuencias aminoacidicas de VioB/ZWAS5A o VioK/ZWAS5B mostro la
presencia de proteinas homodlogas que estan codificadas por genes que estan en proximidad directa uno respecto
al otro. El acido nucleico segun la SEQ ID NO 52 codifica asi una proteina con un tamafio de 352 aa y presenta un
32/45 %, 26/44 % de identidad/similitud aa con VioB o ZWAS5A. La SEQ ID NO 48 codifica una proteina con un
tamafio de 327 aa y presenta un 25/39%, 21/40 % de identidad/similitud aa para VioK o ZWA5B. La SEQ ID NO 50
intermedia se denomina diaminopimelato descarboxilasa y la SEQ ID NO 54, transportador de eflujo de mdltiples
farmacos. Las SEQ ID NO 48, SEQ ID NO 50, SEQ ID NO 52 y SEQ ID NO 54 presentan una configuracion génica
solapada y estan codificadas supuestamente como unidad de transcripcion (figura 2).

[0101] Las proteinas o péptidos segun las SEQ ID NO 39, SEQ ID NO 41, SEQ ID NO 43 y SEQ ID NO 45 estan
codificadas aguas arriba del extremo 5' de los genes organizados de tipo operdn citados previamente y se
denominan N-acetiltransferasa, cisteina dioxigenasa, regulador transcriptémico del tipo HTH o amidasa (figura 2).

[0102] Partiendo de las homologias determinadas arriba se hicieron las siguientes suposiciones:

- Las proteinas o péptidos segun las SEQ ID NO 47 y SEQ ID NO 51 catalizan en accién concertada la
sintesis del precursor Dap como un primer paso de la biosintesis de [S,S]-EDDS (figura 2).

- La condensacion de Dap con oxalacetato para el compuesto intermedio IM1 esta catalizada por una
proteina o un péptido segun la SEQ ID NO 39 (acido nucleico segun la SEQ ID NO 40: denominado N-
acetil transferasa).

- Ladescarboxilaciéon sucesiva esta catalizada por una proteina o un péptido segun la SEQ ID NO 49 (SEQ
ID NO 48: denominada diaminopimelato descarboxilasa).

- Lanueva acetilacion con oxalacetato a su vez por una proteina o un péptido segun la SEQ ID NO 39.

11



10

15

20

25

ES 2745975 T3

- Lareduccion final esta catalizada por una proteina o un péptido segin la SEQ ID NO 41 (SEQ ID NO 42:
denominada cisteina dioxigenasa).

- A efectos de la secrecién el [S,S]-EDDS debe pasar ademéas a través de la membrana celular. Esta
exportacion estd mediada por el transportador de eflujo de multiples farmacos putativo segin la SEQ ID
NO 53 (figura 2).

[0103] Para demostrar que la region identificada para la biosintesis de [S,S]-EDDS es en efecto responsable, se
utilizoé la represion por zinc de la biosintesis de [S,S]-EDDS. Puesto que el [S,S]-EDDS se forma exclusivamente
bajo condiciones esencialmente sin zinc (ya una concentracion de 2 uM de zinc provoca una interrupcion casi
completa de la sintesis de [S,S]-EDDS (Cebulla I., Dissertation (1995), Universidad de Tibingen)), se determiné el
patrén de transcripcion de los genes de biosintesis putativos mediante RT-PCR (Real Time Polymerase Chain
Reaction), con presencia de zinc y en ausencia de zinc (figura 3).

[0104] Los genes de sintesis de Dap putativos con las secuencias de acido nucleico segun la SEQ ID NO 48 y SEQ
ID NO 52, la secuencia intermedia segun la SEQ ID NO 50, asi como la secuencia segun la SEQ ID NO 54 se
expresaron exclusivamente durante un cultivo en ausencia de zinc (formacion de [S,S]-EDDS), sin embargo, no en
presencia de zinc. No se pudo constatar la represion de estos genes mediante otros iones metélicos bivalentes.
Los &cidos nucleicos seguin las SEQ ID NO 40, SEQ ID NO 42, SEQ ID NO 44 y SEQ ID NO 46 presentan un patron
de transcripcién comudn que no se ve afectado por el zinc (figura 3).

[0105] El operdn asi identificado de la sintesis putativa de [S,S]-EDDS (SEQ ID NO 48, 50, 52 y 54) presenta por
lo tanto una transcripcion dependiente de zinc.

[0106] Para la deteccion de una participacion de los genes fuertemente influidos por el zinc segun las SEQ ID NO
48, 50y 52, en la sintesis de [S,S]-EDDS se produjo ademas un mutante con una delecion en el marco de lectura
(delecion en marco) de las regiones codificantes de las SEQ ID NO 48, 50 y 52.

[0107] En total se produjeron 12 mutantes de A. japonicum (A. japonicum A SEQ ID NO 48, 50 y 52) con una
delecion en marco de las regiones codificantes de las SEQ ID NO 48, 50 y 52. A. japonicum del tipo silvestre (A.
japonicum WT) y todos los mutantes producidos se cultivaron en medio de produccién de EDDS (compéarese con
la tabla 1).

Tabla 1: medios de cultivo, tampones

11,3 g glutamato de sodio
8,0 g fosfato monopotasico
12,0 g fosfato disddico
Medio M7 (medio de produccion de EDDS) 1 ml antiespumante

25,0 g glicerina

1,2 sulfato magnésico

60 mg citrato de hierro(lll)t

20,0 g glicerina
Medio M3 20,0 g harina de soja
pH 7,5

50,0 g glutamato de sodio
50,0 g sacarosa

Medio M2
50,0 g dextrano
pH 7,2
Medio TBS
(Bacto® Tryptic Soy Broth Soybean-Casein Digest Medium; 30,0 g TSB en polvo

Becton, Dickinson, Co.)

80 mM Tris/HCI (pH 7,8)
Tampon de uniéon de EMSA 200 mM KCI
20% glicerol

[0108] Mientras que la cepa A. japonicum WT forma [S,S]-EDDS bajo las condiciones elegidas, los 12 mutantes ya
no fueron capaces de sintetizar [S,S]-EDDS (figura 4).
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[0109] Se pudo demostrar por lo tanto que en A. japonicum es necesaria la estructura de operén que contiene o
consistente en una secuencia aminoacidica segun las SEQ ID NO 48, 50 y 52 para la biosintesis de [S,S]-EDDS.

[0110] Para demostrar que el grupo de genes identificado contiene toda la informacién genética necesaria para la
biosintesis de [S,S]-EDDS, se expresé heter6logamente un cdsmido en S. coelicolor que comprende el grupo de
genes entero. Este césmido (pTWPL1-EDDS) contiene los genes segun las SEQ ID NO 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18,
20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34, 36, 38, 40, 42, 44, 46, 48, 50, 52, 54, 56 y 58, asi como partes segun la SEQ ID NO

ES 2745975 T3

2 yla SEQ ID NO 60 (tabla 2).

Tabla 2: 30 genes previamente no descritos de A. japonicum

orf E(E)Q ID Funcién hipotética

1639 | 2 2-Isopropilmalato sintasa

1640 | 4 Proteina de la familia de la fumarilacetoacetato hidrolasa

1641 | 6 ARNIt uridina-5-carboximetilaminometil enzima de modificacion mnmG

1642 | 8 Fosfoglicolato fosfatasa

1643 | 10 Proteina hipotética

1644 | 12 Proteina hipotética

1645 | 14 Supe_rfamilia de alcohol deshidrogenasas, con contenido de zinc; L-treonina-3-
deshidrogenasa

1646 | 16 Proteina hipotética

1647 | 18 Regulador transcriptomico, familia de tipo padr

1648 | 20 Proteina hipotética

1649 | 22 Superfamilia MFS_1 de facilitadores principales

1650 | 24 Superfamilia MFS_1 de facilitadores principales

1651 | 26 Regulador transcriptomico HTH, arsr

1652 | 28 Proteina reguladora de la via de biosintesis de Bialaphos

1653 | 30 Furina (EC=3.4.21.75)

1654 | 32 Proteina hipotética

1655 | 34 Hélice-giro-hélice tipo 3

1656 | 36 Proteina hipotética

1657 | 38 Regulador transcriptomico bicomponente, familia LuxR

1658 | 40 N-acetiltransferasa

1659 | 42 Cisteina dioxigenasa

1660 | 44 Regulador transcriptomico tipo HTH

1661 | 46 Amidasa

1662 | 48 Ornitina ciclodeaminasa

1663 | 50 Diaminopimelato descarboxilasa

1664 | 52 Cistationina-beta-sintasa

1665 | 54 Proteina transportadora

1666 | 56 Proteina de esporulacion

1667 | 58 Proteina reguladora de la captacion de hierro

1668 | 60 Catalasa/peroxidasa [hasta el nt 1512]
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[0111] La cepa S. coelicolor del tipo silvestre (S. coelicolor WT) y la cepa S. coelicolor con el cosmido pTWPLL1 -
EDDS (S. coelicolor-pTWPL1-EDDS) integrado en el genoma se cultivd en medio de produccion de EDDS. Mientras
que la cepa S. coelicolor WT no es capaz de producir, bajo las condiciones elegidas, [S,S]-EDDS, S. coelicolor-
pTWPL1-EDDS produce cantidades detectables de [S,S]-EDDS en medio de produccion de EDDS sin zinc (figura
5).

[0112] La formacion de [S,S]-EDDS a través de S. coelicolor-pTWPL1-EDDS muestra que todas las enzimas
necesarias para la biosintesis de [S,S]-EDDS estan codificadas en la regién génica orf1640-1667 o SEQ ID NO 4,
6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34, 36, 38, 40, 42, 44, 46, 48, 50, 52, 54, 56 y 58.

2. Aclaracién de la represién por zinc de la biosintesis de [S,S]-EDDS

[0113] La familia Fur (Ferric uptake regulator) de las proteinas reguladoras de metal globales se nombra segun el
Ferric Uptake Regulator, Fur, de E. coli (Hantke K., Mol Gen Genet (1981); 182(2): 288-292 y Bagg & Neilands,
Biochemistry (1987); 26: 5471-5477). Ademés de la Fur selectiva para el hierro hay una gran variedad de
selectividad de metal y funciones biologicas dentro de la familia Fur. Entre ellas se encuentran, por ejemplo,
sensores para el zinc (Zur), manganeso (Mur) y niquel (Nur).

[0114] Las proteinas Fur son generalmente represores de la transcripcion que se unen a secuencias de ADN de
operador correspondientes, cuando estan unidas con sus efectores de iones metalicos cognados (por ejemplo, la
Fur unida a hierro se denomina holoFur), por lo cual se impide el acceso de la polimerasa de ARN, lo que lleva a
una inhibicién (represién) de la expresién de genes subordinados (situados aguas abajo) (Lee & Helmann, Nature
(2006); 440 (7082): 363-367). Las proteinas sin metal (por ejemplo, apoFur) poseen fundamentalmente una afinidad
pequefia o despreciable para la secuencia del operador correspondiente, lo que lleva a una desinhibicion
(desactivacion de la represion) de los genes diana.

[0115] La capacidad de los miembros de la familia Fur para servir fisiologicamente como sensores para iones de
Zn (1) se descubri6é coincidente en las B. subtilis grampositivas con un contenido de GC bajo (Zurss) y las y-
proteobacterias E. coli (Zurec) (Gaballa & Helmann, J. Bacteriol. (1998); 180:5815-21 y Patzer & Hantke,
MolMicrobiol (1998); 28: 1199-1210). A continuacion, los analisis gendmicos han permitido asignaciones
preliminares de regulones de Zur probables en numerosas otras bacterias, lo que demuestra la extension de una
regulacion de la captacion de zinc mediada por Zur en el reino de las bacterias (Panina et al., Proc Natl Acad Sci U
S A (2003 ago 19); 100(17): 9912-7). Mientras tanto se caracterizaron bioquimicamente ademas de Zurss y Zurec
una multitud de proteinas Zur, como para las gramnegativas Yersinia pestis (Zuryp), Salmonella enterica (Zursg) y
Xanthomonas campestris (Zurxc), las Firmicutes grampositivas con bajo contenido de GC Staphylococcus aureus
(Zursa), Streptococcus suis (Zurss) y Listeria monocytogenes (Zurv) y actinobacterias grampositivas con alto
contenido de GC Mycobacterium tuberculosis (Zurmr), Corynebacterium diphtheriae (Zurcp), Corynebacterium
glutamicum (Zurce) y S. coelicolor (Zursc) (Li et al., BMC Microbiol. (2009 Jun 25); 9:128, Feng et al., J Bacteriol.
(2008); 190(22): 7567-78, Lindsay & Foster, Microbiology (2001), 147, 1259-66, Campoy et al., Infect. Immun.
(2002); 70: 4721-5, Garrido et al., FEMSMicrobiol. Lett. (2003); 221: 31-37, Tang et al., Mol. Plant-Microbe Interact.
(2005); 18: 652-8, Maciag et al., J Bacteriol. (2007): 189(3): 730-40, Shin et al., Journal of Bacteriology (2007); junio:
4070-7, Dalet et al., FEMS Microbiol. Lett. (1999); 174: 111-6, Schréder et al., BMC Genomics (2010); 11: 12 y
Smith et al., J Bacteriol. (2009); 191(5): 1595-603).

[0116] Se denomina regulén a un grupo de genes cuya actividad esta controlada por el mismo regulador. Los
regulones bajo el control de proteinas Zur comprenden genes que codifican funciones de adquisicion de zinc, como,
por ejemplo, sistemas de captacion de zinc con afinidad alta (znuABC), zincoforos putativos y paralogos sin zinc de
proteinas ribosémicas. Estos genes experimentan una represion a través de la unién de las proteinas holoZur
unidas a zinc bajo condiciones ricas en zinc y la desactivacion de la represion mediante la disociacion de la proteina
apoZur sin zinc por el ADN.

[0117] S. coelicolor, un organismo modelo de los actinomicetos con alto contenido de GC, regula la homeostasis
de metales y la respuesta al estrés por perdxido entre otros con cuatro proteinas caracterizadas bioquimicamente
de la familia Fur (FurAsc, CatRsc, Nursc y Zursc) (Hahn et al., J Bacteriol. (2000); 182(13): 3767-74, Ahn et al., Mol.
Microbiol. (2006); 59:1848-58 y Shin et al., Journal of Bacteriology (2007); junio: 4070-7).

[0118] Un andlisis BLAST de A. japonicum con las secuencias aa de las cuatro proteinas individuales de la familia
Fur de S. coelicolor mostré que el genoma de A. japonicum codifica tres homologos de proteinas de la familia Fur,
correspondientes a las secuencias de acido nucleico orf1667 (corresponde a la SEQ ID NO 58), orf3462 y orf5768
(corresponde a la SEQ ID NO 62).

[0119] Los homologos de la familia Fur ORF1667 (corresponde a la SEQ ID NO 57) y ORF3462 son muy similares
a FurAsc de S. coelicolor (62/75 % y 67/79 % de identidad/similitud aa). FurAsc de S. coelicolor esta implicada en
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la respuesta adaptiva al estrés por peroxido y ejerce una regulacion negativa sobre un operén con el gen furAsc
mismo y catC, que codifica una catalasa-peroxidasa (Hahn et al., J Biol Chem. (2000); 275(49): 38254-60).

[0120] La tercera proteina homdloga de la familia Fur con una secuencia aminoacidica segun la SEQ ID NO 61 es
muy similar a Zursc de S. coelicolor y presenta respecto a esta un 67/85 % de identidad/similitud aa (figura 6).

[0121] La alta similitud de la Zursc de S. coelicolor caracterizada bioquimicamente y de homologos de A. japonicum
(Zuray) codificados por una secuencia aminoacidica segun la SEQ ID NO 62 (u orf5768) implica que esta proteina
0 péptido segun la SEQ ID NO 61 es la proteina sensible al zinc de la familia Fur de A. japonicum, que media una
represion dependiente de zinc de genes diana correspondientes.

[0122] Zursc es el regulador negativo del sistema de captacion de zinc con alta afinidad (ZnuABC) en S. coelicolor
(Shin et al., Journal of Bacteriology (2007); junio: 4070-7). Un andlisis BLAST del genoma de A. japonicum con las
secuencias aminoacidicas de ZnuABC de S. coelicolor mostré dos sistemas homologos que estén codificados por
orf3699, orf3700 y orf3702 u orf6504, orf6505 y orf6506 (figura 7).

[0123] Se sabe que la expresion del operén znuABC de S. coelicolor esta bajo la represion estricta de Zursc, donde
el zinc es un cofactor (Shin et al., Journal of Bacteriology (2007); junio: 4070-7). Por lo tanto, se examiné la
transcripcion de orf3700 y orf6504 como representantes de todos los sistemas en dependencia de la presencia de
zinc, asi como otros metales diferentes, para detectar cuél de los dos sistemas de captacion de zinc putativos media
la captacion de zinc altamente afin en A. japonicum (figura 8).

[0124] El segmento de ADN 0rf3700 se expreso bajo ausencia de metal, asi como en presencia de hierro, niquel,
cobalto y, sin embargo, no en presencia de zinc (figura 8). Este patron de transcripcion mostré claramente la
represion rigurosa y mediada exclusivamente por zinc de orf3700 en A. japonicum. De esto se pudo concluir que el
sistema de captacion codificado por orf3699, orf3700 y orf3702 representa el sistema de captacion de zinc con alta
afinidad (ZnuABC) de A. japonicum.

[0125] Para confirmar que esta proteina homologa a Zursc segun la SEQ ID NO 61 (codificada por la SEQ ID NO
62) es la proteina reactiva al zinc de la familia Fur de A. japonicum y media la represion dependiente de zinc del
sistema de captacion de zinc (znuABC) y de los genes de biosintesis de [S,S]-EDDS putativos, se realizaron analisis
electroforéticos de afinidad (EMS-Assays, Electrophoretic Mobility Shift Assays).

[0126] La unidn de la proteina o péptido segun la SEQ ID NO 61 se examin utilizando la region promotora situada
aguas arriba en el extremo 5' de los genes represores de zinc orf3700 y orf1662 (corresponde a la SEQ ID NO 46)
y también todas las otras regiones promotoras predichas en el grupo de genes de biosintesis de [S,S]-EDDS
putativo (region aguas arriba de orf1658, regién intermedia de orf1659 y orf1660, region intermedia de orfl661 y
orf1662) en dependencia del zinc como cofactor (figura 9).

[0127] Para examinar si el regulador de la captacion de zinc homologo ORF5768 (Zuras, corresponde a la SEQ ID
NO 61) media la represion dependiente de zinc de orf3700, orf1662 y los otros genes dentro del grupo de genes de
biosintesis de [S,S] a través de la unién a las regiones promotoras correspondientes (circulos abiertos, figura 9), se
realizaron ensayos EMS (Electrophoretic Mobility Shift Assay (EMS Assay) o también Band Shift Assay). Para ello
se proporciond el regulador de la captacién de zinc homologo ORF5768 con una etiqueta de Histidinas, se purificd
y se aislé. Igualmente se proporcionaron las secuencias de ADN correspondientes (secuencias promotoras), que
tuvieron que examinarse como promotores supuestamente regulados por zinc (circulos abiertos, figura 9).

[0128] La reaccion de union se realizd incubando las secuencias promotoras (aproximadamente 35 nM) con
diferentes cantidades de Hiss-ORF5768 en 10 pl de tamp6n de unién durante 20 min a 29°C con o sin adicion de
zinc (tabla 1). Para excluir uniones no especificas de Hise-ORF5768 se realizo la adicion de un fragmento sigB-RT
(258 pb) como control negativo (figura 10).

[0129] Asi se pudo constatar mediante EMSA una unién dependiente de zinc (es decir, en presencia de zinc) de
Hise-ORF5768 en aquellas sondas de EMSA que representan la region promotora znuABC, asi como las regiones
promotoras orf1659-60 y orf1661-62. No se constatd ninguna union en la region promotora orf1658 (figura 10).

3. Produccién de una cepa productora de [S,S]-EDDS con desactivacién de la represién por zinc

[0130] Para la produccién de un cepa productora de [S,S]-EDDS de A. japonicum con desactivacion de la represién
por zinc se siguieron tres estrategias:
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(1) Delecion del gen regulador de la captacion de zinc (y por ello de la proteina represora Zur) SEQ ID NO 62.

(2) Expresion de los genes de biosintesis de [S,S]-EDDS bajo control de promotores sin represion por zinc
(None-Zinc-Repressed Promoters). Intercambio de los promotores diana de Zur.

(3) Expresion heter6loga de los genes de biosintesis de [S,S]-EDDS en células huésped en las que la
represion por zinc ya no esta disponible.

3.1 Delecién del gen requlador de la captacién de zinc SEQ ID NO 62

[0131] Bajo la suposicién de que los genes de biosintesis de [S,S]-EDDS experimentan una represion a través de
Zura; (ORF5768 o proteina o péptido segun la SEQ ID NO 61) con zinc como cofactor, se realiz6 una delecion de
la regidn codificante segun la SEQ ID NO 62 para producir una cepa productora de [S,S]-EDDS con desactivacion
de la represién por zinc.

[0132] Para lograr la delecion en marco de la region codificante segun la SEQ ID NO 62 (corresponde a orf5768) a
través de una recombinacion homéloga, se construy6 el vector de delecion pGusA21Aorf5768, que contiene la
region aguas abajo y aguas arriba de orf5768, que es similar a pGusA21-us1662+ds1664 (AG Stegmann). Se
obtuvo un pGusA21Aorf5768 no metilado negativo de E. coli ET12567 y se utilizd para la transformacion directa de
A. japonicum (figura 11).

[0133] Se transfirieron colonias resistentes contra la apramicina de A. japonicum, que se obtuvieron tras la
transformacion con pGusA21Aorf5768 no metilado, a placas HA. Las colonias en crecimiento se recubrieron con
solucion de X-Gluc (5-bromo-4-cloro-3-indolil-B3-D-glucorénido) y se seleccionaron colonias azules mediante PCR
(figura 12, positivos para el gen reportero gusA: clon 1, 6, 7, 8, 12) para otro control de casos de entrecruzamiento
Unico.

[0134] Se aislo ADN genomico de estos clones y se controlaron mediante PCR los casos de entrecruzamiento Unico
de los plasmidos en el genoma de A. japonicum en presencia de un casete de resistencia a apramicina y se
dedujeron especificamente con cebadores para confirmar una integracion de pGusA21Aorf5768 en el genoma.
Utilizando el par de cebadores de orf5768-SCO-FP y orf5768-SCO-RP se amplificé un fragmento con 1677 pb
(orf5768-SCO-wt-Frag) y/o un fragmento con 1293 pb (orf5768-SCO-single Frag), que representa el genoma
silvestre o el genoma con pGusA21Aorf5768 integrado (figura 12).

[0135] Los clones de A. japonicum con pGusA21Aorf5768 integrado en el genoma (clones 1, 6, 7 y 8) se unieron 'y
utilizaron para la induccién de un entrecruzamiento doble (recombinacién homéloga), donde las células se cultivaron
bajo estrés térmico.

[0136] En total se produjeron tres mutantes de A. japonicum (A. japonica Azur) en una delecién en marco de la
region codificante de la SEQ ID NO 62. A. japonicum WT y todos los mutantes producidos se cultivaron en medio
de produccion de EDDS (comparese con la tabla 1). Mientras que la cepa A. japonicum WT bajo las condiciones
ricas en zinc no formé [S,S]-EDDS, ninguno de los tres mutantes mostré una represion por zinc (figura 13).

[0137] Por lo tanto pudo demostrarse que la delecion del represor reactivo al zinc de A. japonicum (zuraj 0 secuencia
aminoacidica segun la SEQ ID NO 62) lleva a una produccion de [S,S]-EDDS independiente de zinc.

3.2 Expresion de los genes de biosintesis de [S,S]-EDDS bajo el control de promotores sin represién por zinc

[0138] Una segunda estrategia para la produccion de una cepa productora de [S,S]-EDDS con desactivacién de la
represion por zinc se provee para evitar la represion por zinc mediada por Zur (proteina o péptido segun la SEQ ID
NO 61) a través de un intercambio de los promotores diana de Zur por promotores expresados relativamente fuerte
de manera constitutiva o inducibles. Para ello se eligié el conocido promotor expresado de manera constitutiva
PermE* para expresar el operon de [S,S]-EDDS (SEQ ID NO 48, 50, 52 y 54, corresponde a orf1662-65) bajo su
control. El plasmido producido pRM4-PermE*orf1662-65 se transfirié a A. japonicum WT y asi obtener A. japonicum
+ pRM4-PermE*orf1662-65 (figura 14).

[0139] A. japonicum WT y A. japonicum + pRM4-PermE*orf1662-65 se cultivaron entonces en medio de produccion
de EDDS (comparese con la tabla 1), suplementado con solucion de 6 uM de ZnSOa. Los datos segun la figura 15
muestran que con A. japonicum WT bajo las condiciones elegidas no se produce ninguna produccién de [S,S]-
EDDS. Por el contrario, resulta ya una produccién de [S,S]-EDDS detectable en presencia de zinc a través de la
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cepa de A. japonicum, que expresa el operén de [S,S]-EDDS orf1662-65 bajo el control del promotor ermE* no
diana de Zur (figura 15).

[0140] Estos datos muestran que se puede lograr una clara produccion de [S,S]-EDDS independiente de zinc
intercambiando los promotores diana de Zuras (SEQ ID NO 61), que controlan los genes de biosintesis de [S,S]-
EDDS.

3.3 Expresion heterdloga de los genes de biosintesis de [S,S]-EDDS en células huésped heterélogas

[0141] EI grupo de biosintesis de [S,S] debe expresarse en cepas bacterianas ya aplicadas en biotecnologia, por
ejemplo, S. coelicolor.

[0142] Por lo tanto se cultivo la cepa S. coelicolor con el cosmido pTWPL1-EDDS integrado en el genoma en medio
de produccion de EDDS y se examind la produccion de [S,S]-EDDS (figura 16).

[0143] Los datos confirman que se puede sintetizar [S,S]-EDDS mediante una expresion heteréloga en el huésped
S. coelicolor en medio de produccion de EDDS sin zinc (figura 16, centro). Estos datos confirman ademas que los
genes identificados en el marco de la invencién son los genes de biosintesis de [S,S]-EDDS.

4. Cultivo y conservacion de A. japonicum

[0144] Para la produccién de cultivos de A. japonicum se cultivaron liofilizados sobre placas HA y se incubaron a
27°C de 4 a5 dias. Se inocularon luego 100 ml de medio M3 (compérese con la tabla 1) con el micelio y se incubaron
48 h a 27°C. Los cultivos se lavaron dos veces con solucién salina (NaCl al 0,9%). El precipitado se suspendi6 en
50 ml de medio M2 (compérese con la tabla 1), se subdividi6 en porciones de 2 ml y se conservé a -20°C hasta 6
meses.

5. Cultivo de A. japonicum para el aislamiento de ADN

[0145] Se incubaron 20 ml de medio TSB (comparese con la tabla 1) con el micelio inoculado y durante dos dias a
27°C. Se logré un crecimiento disperso y una oxigenacion Optima en un matraz Erlenmeyer de 100 ml con
deflectores y una espiral de metal.

6. Cultivo de A. japonicum bajo condiciones de biosintesis de [S,S]-EDDS

[0146] Se cultivo A. japonicum sobre placas HA 'y se incub6 a 27°C durante 3 a 5 dias. Luego aproximadamente 1
cm? de micelio de A. japonicum se quitdé de la placa y se utilizaron 100 ml de medio M3 para la inoculacion
(comparese con la tabla 1). Tras 48 h de incubacién a 27°C y 180 r.p.m. en un vibrador se utilizaron 5 ml para la
inoculacion de 100 ml de medio M7 (compérese con la tabla 1). M7 es un medio sintético pobre en zinc, en el que
A. japonicum produce [S,S]-EDDS. Para evitar una biosintesis de [S,S]-EDDS, se afiadi6 ZnSO4 hasta una
concentracion final de 6 pM. Para una RT-PCR se afiadieron ZnSOs4, FeSQO4, MnSOs, NiSOs y CoClz,
respectivamente, hasta una concentracion final de 25 uM (compéarese, por ejemplo, con la figura 3).

[0147] Las secuencias aminoacidicas y de acido nucleico citadas en la presente descripcidn corresponden a las
secuencias especificadas en la lista de secuencias incluida.

LISTADO DE SECUENCIAS

<110> Eberhard Karls Universitaet Tuebingen

<120> Grupo de genes de biosintesis de [S,S]-EDDS y método para la biosintesis de [S,S]-EDDS
<130> P 53 563 WO

<160> 64

<170> BiSSAP 1.2

<210> 1

<211> 541

<212> PRT
<213> Amycolatopsis japonicum
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<220>
<223> ORF 1639

<400> 1

Met
1
Leu
Tyr
Gly
Thr
65
Ala
Glu
Val
Arg
Phe
145
Phe
Ala
Gly
Glu
Cys
225
Val
Leu
Leu
Ala
Ala
305
Val
Asp
Leu
Leu
Ser
385
Val
Glu
Ser
Thr
Glu
465
Asp
Thr

Val

Asp

Thr
Tyr
Ser
Val
50

Glu
Ala
Gln
Thr
Val
130
Leu
Asp
Gly
Gly
Arg
210
Ala
Gln
Phe
Pro
Glu
290
Ser
Asp
Met
Lys
Thr
370
Phe
Asp
Ser
Glu
Ala
450
Ala
Tyr
Arg

Gly

Ala
530

Arg
Asp
Val
35

Gly
Phe
Leu
Asp
Leu
115
Asp
Val
Gly
Val
Gln
195
Thr
Val
Cys
Ala
Thr
275
Ile
Ala
Pro
Arg
Gly
355
Ser
Glu
Gly
Tyr
Ala
435
Glu
Leu
Lys
Val
Val

515
Leu

Lys
Thr
20

Ala
Phe
Phe
Val
Gln
100
Val
Val
Gly
Tyr
Asn
180
Leu
Gly
Ala
Thr
Val
260
Gly
Ala
Phe
Leu
Val
340
Arg
Ala
Ala
Pro
Arg
420
Thr
Gly
Ser
Val
Leu
500
His

Val

Glu
Thr
Asp
Ile
Ala
Ala
85

Gln
Ala
Asp
Glu
Ala
165
Ala
Pro
Phe
Asn
Ala
245
Thr
Gly
Asn
Ala
Leu
325
Leu
Glu
Val
Ala
Gln
405
Val
Val
Asn
Pro
Arg
485
Val

Gly

His

Pro
Leu
Lys
Glu
Arg
70

Phe
Val
Lys
Glu
Gly
150
Phe
Gly
Leu
Arg
Ser
230
Asn
Gly
Ala
Ile
His
310
Tyr
Val
Leu
Lys
Asp
390
Ser
Val
Lys
Gly
His
470
Ile
Glu

Asn

Lys

Ala
Arg
Leu
Gly
55

Ala
Gly
Arg
Ser
Ala
135
Arg
Ser
Ala
Gly
Leu
215
Val
Gly
Asn
Ala
Ala
295
Lys
Asn
Thr
Gly
Lys
375
Ala
Asp
Leu
Val
Pro
455
Leu
Leu
Thr

Ile

Ser
535

Asp
Asp
Ala
40

Gly
Ala
Ala
Ala
Asp
120
Cys
Arg
Pro
Asp
Leu
200
Gly
Ala
Tyr
Leu
Glu
280
Pro
Ala
His
Glu
Val
360
Val
Ser
Val
Asp
His
440
Val
Ser
Pro
Ser
Val

520
Leu

Thr
Gly
25

val
Trp
Ser
Thr
Leu
105
Leu
Glu
Val
Asp
Val
185
Ala
Ile
Ala
Gly
Val
265
Leu
Tyr
Gly
Ile
Met
345
Asp
Lys
Leu
Leu
His
425
Val
His
Trp
Gly
Asp
505
Glu

Ser

ES 2745975 T3

Pro
10

Ala
Ala
Pro
Gly
Arg
90

Leu
Arg
Met
Phe
Thr
170
Ala
Glu
His
Val
Glu
250
Thr
Thr
Thr
Leu
Asp
330
Ala
Leu
Arg
Glu
Asp
410
Arg
Ala
Ala
Leu
His
490
Gly

Ala

Glu

Leu
Gln
Arg
Gly
Glu
75

Lys
Asp
His
Val
Leu
155
Ala
Val
Thr
Cys
Gln
235
Arg
Lys
Arg
His
His
315
Pro
Gly
Ala
Leu
Leu
395
Glu
Ser
Gly
Leu
Asp
475
Pro
Glu

Ser

Gly

Gly
Arg
Leu
Ala
60

Leu
Ala
Ser
Ile
Arg
140
Asp
Leu
Leu
Val
Gln
220
Ala
Ala
Leu
Val
Gln
300
Ala
Ala
Arg
Gly
Glu
380
Leu
Pro
Asp
Gln
Asp
460
Ser
Gly
Arg

Trp

Pro
540

Asp
Glu
Leu
45

Leu
Lys
Gly
Gln
Glu
125
Asp
Ala
Lys
Cys
Arg
205
Asp
Gly
Gly
Gly
Ser
285
Ala
Ser
Ser
Ala
Gln
365
Ser
Leu
Pro
Gly
Arg
445
Ala
Val
Thr
Glu
Leu

525
Ala

18

Ala
Gly
Asp
Pro
Leu
Thr
Ala
110
Arg
Thr
Glu
Val
Asp
190
Glu
Asp
Val
Asn
Met
270
His
Tyr
Ala
Val
Ser
350
Pro
Glu
Arg
Phe
Glu
430
Val
Ala
Glu
Asp
Trp

510
Ala

Phe
15

Ile
Glu
Lys
Arg
Lys
95

Pro
Ala
Val
His
Leu
175
Thr
Val
Thr
Thr
Ala
255
Glu
Ala
Val
Ile
Gly
335
Leu
Glu
Gly
Arg
Glu
415
Val
Ile
Leu
Leu
Ala
495

Thr

Leu

His
Ser
Leu
Asp
His
80

Ala
Val
Leu
Ala
Phe
160
Asp
Asn
Lys
Ser
His
240
Asp
Val
Leu
Gly
Lys
320
Asn
Glu
Ala
Trp
Glu
400
Leu
Val
Ala
Arg
Ala
480
Val

Thr

Cys
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<210> 2
<211> 1626
<212> ADN

<213> Amycolatopsis japonicum

<220>

<223> orf 1639

<400> 2

gtgacccgca
acgttgcgcg
gtggcgaggc
ctgcccaagg
gccgegeteg
caggtgcggg
ctgcggcaca
gacaccgtcg
ttcgacggct
gcgggtgceceg
gcggaaaccg
gacgacactt
gtccagtgca
acagggaatt
ctcacccggg
gcttacgtag
gtggatccgt
ctggtcaccg
gaccttgccg
tccgaaggct
gtcgacggcc
gtcgtcctcg
gtcgccggge
gccgccctge
gactacaagg
gtcgagacca
gaggcgagct
gcgtga

<210> 3

<211> 256
<212> PRT

aggagcccgce
acggtgcgca
tgctcgacga
acacggaatt
tcgegttcegg
ccctgctcga
tcgaacgcge
cgttcctegt
acgcgttctc
acgtcgccegt
tccgcgaggt
cctgcgeggt
ccgccaatgg
tggtgaccaa
tctcccatge
gggcgtcggce
tgctgtacaa
agatggccgg
gccagcccga
ggtccttcga
cgcagagcga
accaccggtc
agcgcgtgat
gcgaggcgct
tgcggatcct
gcgacggcga

ggctggcgcet

cgatacaccg
gcgtgagggg
actcggggtc
cttcgcecegt
cgcgacgcgg
ctcgcaggca
gctgcgggtce
cggtgaagga
cccggacacc
gctgtgcgac
caaggaaagg
ggcgaattcc
ttacggcgag
gctcggtatg
ccttgccgaa
cttcgcccac
ccacatcgat
cagggccagc
ggcgctgacg
agccgcggac
cgtcctcgac
cgacggcgag
cgcgaccgcc
cagcccgcat
gcccggcecat
gcgcgagtgg

gtgcgacgcg

<213> Amycolatopsis japonicum

<220>

<223> ORF 1640

ES 2745975 T3

ctcggcgacg
atctcctact
gggttcatcg
gcggcttegg

aaggcgggca

ccggtggtca
gacgtcgacg
cgtcgcgtcet
gcgctgaagg
accaacggcg
accggattcc
gtcgccgcecg
cgggcgggta
gaggtgctcc
atcgcgaaca
aaggcgggac
ccagcttctg
ctggagctca
agcgccgtga
gcttcactgg
gaaccgccgt
gtcgtctccg
gagggcaacg
ctgtcctggt
ccgggcaccyg
accaccgtcg

ctcgtgcaca

ccttccacct
ccgtcgegga
aaggcggatg
gcgagctgaa
ccaaggccga
cgctcgtgge
aagcttgcga
tccttgacge
tgctcgacge
ggcaactgcc
ggctcggaat
tgcaggccgg
acgccgatct
cgaccggagg
tcgcccecta
tgcacgcgag
tcggcaatga
agggacgtga
agaaggtgaa
aactgctgct
tcgaactcga
aggcgacggt
ggcccgtgceca
tggacagtgt
acgccgtcac
gcgtgcacgg

agtccctcag

19

gtacgacacg
caaactggcg
gcecgggcegeg
acttcgccat
gcaggatcag
caaatccgat
gatggtgcgce
ggaacacttt
gggcgtgaac
gctcggactc
ccattgtcag
cgtgacgcac
tttcgcecgtg
cgccgccgag
cacccaccag
cgcgatcaag
catgcgggta
gctcggggtce
acgcctcgaa
gcggcgggag
gtcgtaccgg
gaaggtgcac
cgcgctcgac
cgagctggcc
ccgtgtgcte
caacatcgtc

cgagggcccg

600

660

720

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1626
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<400> 3

Met Arg Leu
1
Ile Glu Gly

Pro Phe Gly
35
Val Arg Leu
50
Arg Asn Tyr
65
Asp Pro Met

Val Pro Ile
Glu Leu Ala
115
Arg Ala Ala
130
Ala Arg Asp
145
Phe Asp Thr
Ala Ala Asp
Asp Gly Arg
195
Phe Val Ser
210
Gly Thr Pro

225
Ile Thr Ile

<210> 4
<211> 771
<212> ADN
<213> Amyco

<220>
<223> orf 1

<400> 4

gtgcgtctag
ggcgacgacg
ggcaaacgct
atcgcggtcg
gacccgatgc
cgtccgecgeg
ccggtcaaga
aacgacgtca
ttcgacacct
gcgctcaagt
cacaagatcc
gtcatcctga
atcaccatcg
<210> 5

<211> 411
<212> PRT

Ala Arg Ile Ala His

Asp Gly Asp Asp Ala

20

Asn Pro Asn Phe Thr

40

Leu Ala Pro Ile Leu

55

Ala Lys His Ala Ala

70

Leu Phe Ile Lys Pro

Arg Arg Pro Arg Gly

100

Ile Val Ile Gly Gln

120

Ser Ala Ile Leu Gly

135

Leu Gln Lys Ser Asp
150
Phe Cys Pro Leu Gly

165

Leu Ala Leu Lys Ser

180

Thr Ser Asp Leu Val

200

Gly Val Met Thr Leu

215

Glu Gly Val Gly Pro
230
Glu Gly Ile Gly Thr

245

latopsis japonicum

640

cccgaattgce
cccaggtact
ggccgctegce
gccggaacta
tgttcatcaa
gtgtcggcceg
acgtgcccge
gcgcgcgtga
tctgcceget
ccgaggtgga
ccgagctggt
ccggcacgcc

agggcatcgg

tcatcccggt
ggaaatcgcc
cgacgtccgg
cgccaagcac
gccgtcgacc
tgtcgacttc
cgcccgegeg
cctgcagaag
gggcccegtgg
cggtgtgctc
cgaattcgtg
cgagggcgtce

caccctgacg

ES 2745975 T3

Pro Gly Gly
Gln Val Leu
25
Gly Lys Arg
Pro Ser Lys
Glu Phe Gly
75
Ser Thr Thr
Val Gly Arg
105
Pro Val Lys
Tyr Thr Val
Gly Gln Trp
155
Pro Trp Ile
170
Glu Val Asp
185
His Lys Ile
Leu Pro Gly
Ile Glu Asp
235

Leu Thr Asn
250

ggtgtcgcegt
gagcacccct
ctgctcgcegce
gcggccgagt
acggtgatcg
gagggcgaac
gcgagcgcga
tccgacggcece
atcgagacct
aagcaggacg
tccggggtga
ggcccgatcg

aacccggttce

Val Ala Phe
Glu Ile Ala
30
Trp Pro Leu
45
Val Ile Ala
60
Asn Glu Val
Val Ile Gly
Val Asp Phe
110
Asn Val Pro
125
Ala Asn Asp
140
Gly Arg Ala
Glu Thr Ser
Gly Val Leu
190
Pro Glu Leu
205
Asp Val Ile
220
Gly Gln Ser

Pro Val Gln

tcgcttcgat
tcggcaaccc
cgatcctgcc
tcggcaacga
ggccgaacgt
tggcgatcgt
tccteggcta
agtggggcag
cgctcgacgce
gccggacgtce
tgaccctgtt
aggacggcca

aagacatcta

20

Ala Ser
15
Glu His
Ala Asp
val Gly
Pro Gln
80
Pro Asn
Glu Gly
Ala Ala
Val Ser
Lys Gly
160
Leu Asp
175
Lys Gln
Val Glu
Leu Thr
Val Ser
240

Asp Ile
255

cgaaggggac
caacttcacc
gtcgaaggtg
ggtcccgcag
gccgatccge
catcggccag
caccgtggcg
ggcgaagggt
ggccgatctc
ggacctggtg
gcccggtgac
gtccgtgtcg

g

600

660

720
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<213>

<220>
<223>

<400>

Met As
1

Amycolatopsis

ORF 1641

n Glu

Met Val Ala

Leu G1

u Lys
35

His Pro Ser

50
Phe Le
65
Glu As

Ala Hi

Leu Al

Thr Gl
13

u Ser
p Gly
s Pro
a Asp

115

u Met
0

Arg Tyr Arg

145
Val I1

Leu Me

Ile Se

Arg As
21
Ile Al
225
Glu Al

e Ala
t Thr

r Arg
195

p Arg
0
a Tyr

a Phe

Arg Val Asp

Lys Me

Gly As
29

Leu Al

305

t Asn
275

p Ala

0

a Val

Leu Arg Arg

Arg Arg Leu

His Lys Asn

Pro Al
37

355
a Pro
0

Ile Pro Ala

385

Ala Phe Ala

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

6
1236
ADN

Arg
Gly
20

His
Thr
Leu
Thr
Tyr
100
Ala
Thr
Asp
Ala
Lys
180
Arg
Arg
Leu
Arg
Glu
260
Leu
Ala
Gln
Gly
Ala
340
Val
Met

Arg

Arg

Thr
Leu
Gln
Leu
Pro
Met
85

Ile
Gly
Gly
Ala
Asp
165
Asp
Asp
Phe
Ser
Glu
245
Leu
Leu
His
Asp
Arg
325
Pro
Met
Val

Leu

Arg
405

Amycolatopsis

orf 1641

japonicum

Asn
Leu
Asp
Thr
His
70

Met
Ala
Ala
Leu
Asp
150
Gly
Tyr
Gly
Ala
Pro
230
Asn
Lys
Arg
Ala
Ala
310
Pro
Thr
Gly
Lys
Leu

390
Ala

Cys
Leu
Phe
Leu
Ser
Arg
Met
Lys
Ile
135
Gly
Arg
Pro
Glu
Val
215
Lys
Val
Thr
Lys
Met
295
Val
Ser
Met
Pro
Leu
375

Gly

Met

Val
Ala
Leu
40

Leu
Glu
Leu
Val
Glu
120
Phe
Lys
Trp
Ile
Arg
200
Pro
Gly
Ala
Thr
Trp
280
Ser
Ala
Val
Leu
Val
360
Phe

Leu

Glu

japonicum

Val
Arg
25

Arg
Asp
Ile
Ala
Pro
105
Pro
Glu
Ala
Ser
Pro
185
Glu
Leu
Gln
Ala
Asp
265
His
Pro
Ala
Ala
Val
345
Met
Ser

Gly

Pro

ES 2745975 T3

Val
10

Ala
Asp
Glu
Ala
Asp
90

Gln
Thr
His
Gly
Leu
170
Phe
Gly
Pro
Asp
Ile
250
Asp
Leu
Val
Ala
Asp
330
Gln
Ala
Arg

Leu

Ala
410

Gly
Gly
Phe
Leu
Tyr
75

Leu
Trp
Phe
Gly
Glu
155
Ala
Asp
Met
Arg
Leu
235
Leu
Val
Asp
Gly
Thr
315
Leu
Gly
Gly
Phe
Arg

395
Gly

Gly
val
Arg
Gly
Ala
Thr
Asp
Thr
Arg
140
Leu
Arg
Ala
Leu
Lys
220
Arg
Pro
Lys
Gly
Gly
300
Leu
Ala
Leu
Lys
Pro

380
Pro

Gly
Glu
Gly
45

Leu
Gly
Arg
Phe
Leu
125
Val
Arg
Arg
Trp
Thr
205
Gly
Asp
Glu
Phe
Leu
285
Val
Leu
Lys
Gln
Arg
365

Ala

Glu

Pro
Val
30

Asp
Ser
Phe
Leu
Leu
110
Arg
Ser
Ala
Glu
Trp
190
Pro
Tyr
Lys
Leu
Leu
270
Leu
Gly
Ala
Val
Arg
350
Asn

Leu

His

Ala
15

Thr
Thr
Glu
Pro
Lys
95

Asp
Gln
Gly
Asp
Ala
175
Phe
Lys
Phe
Gly
Ala
255
Asp
Cys
Ile
Glu
Arg
335
Ile
Gly

Ser

Ala

Gly
Val
Val
Lys
Ala
80

Val
Leu
Ser
Val
Leu
160
Gly
Arg
Met
Gln
Ile
240
Val
Ile
Asn
Pro
320
Lys
Leu
Pro
Tyr

Pro
400

atgaacgaac gtacgaactg cgtggtcgtc ggcggtggcc ccgcgggtat ggtcgccgga 60
ttgctgctgg ccagggccgg ggtcgaggtc accgtgctgg agaagcacca ggacttcctg 120

cgggacttcc gcggcgacac cgtgcacccg tcgacgttga cgttgctgga cgagctggge 180

21
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ctcagcgaga
gaggacggca
atcgccatgg
cccacgttca
gtgagcgggg
gtgatcgccg
gactacccca
gaaggcatgc
ggctacttcc
gaggcgttcc
ctgaagacga
catctcgacg
gtcggcatca
ctgcgcecgeg
cccacgatgce
atggcgggca
gcgctgtect
gccttcgege
<210> 7
<211> 244
<212> PRT
<213> Amyco

<220>
<223> ORF 1

<400> 7

Met Cys Leu
1
Arg Leu Ser

Trp Asp Leu
35
Ile Asp Tyr
50
Glu Ile Gly
65
Arg Arg Arg

Leu Pro Cys

Val Thr Asn
115
Gly Leu Ala
130
Val Ala Lys
145
Gly Cys Asp

Asp Ala Ile

Arg Asp Gly

195

Gly Leu Asp
210

aattcctcag
cgatgatgcg
tcccgecagtg
cgctgcggca
tccgctaccg
ccgacggacyg
tccegttcga
tgaccccgaa
agatcgccta
gggagaacgt
cggacgacgt
ggctgctgtg
acctcgecggt
gcaggccgtce
tggtgcaggg
agcgcaacgg
acatccccge

ggcgggcgat

cctgccgcac
cctcgccgac
ggacttcctg
gagcaccgag
cgacgccgac
ctggtcgctg
cgcgtggtgg
gatgcgggat
cctcagccce
ggccgcgatce
caaattcctc
catcggtgac
gcaggacgcg
ggtggcggat
gctgcagcegg
cccgecccgceg
gcggctgcetg

ggaaccggcc

latopsis japonicum

642

Asp Ile Asp Asp Thr

Leu Ser Ala Leu Thr

20

Ile Thr Glu Glu His

40

Ala Thr Met His Tyr

55

Ile Leu Ala Asp Glu

70

Glu Ile Leu Thr Arg

85

Leu Glu Trp Leu Arg

100

Ala Ser Gly Ala His

120

Arg Phe Phe Asp His

135

Pro Asp Pro Ala Met
150
Pro Ala Gln Ala Val

165

Gly Ala Arg Asp Ala

180

Ile Ala Glu Arg Ala

200

Glu Leu Pro Glu Leu

215

ES 2745975 T3

agcgagatcg
ctgaccaggc
gacctgctcg
atgaccgggce
gggaaggccg
gcccgecgceyg
ttccggatct
cgccgcetteg
aagggccagg
ctgcccgage
gacgtcaaga
gcggcgecacyg
gtcgcggceceg
ctggcgaagg
attctgcaca
ccgatggtga
ggcctggggce

ggttag

Leu Ile Asp
10
Gly Gln Asn

Val Ala Leu
Lys Arg Thr

Gln Gln Val
75
Ser Trp Gln
90
Ala Ala Gly
105
Gln Arg Lys

Val Ala Ile

Phe His Ser
155
His Val Gly
170
Gly Leu Gly
185
Pro Ala Gly

Leu Val Ser

cctacgccgg

tgaaggtggce

ccgacgccgg

tgatcttcga

gcgaactgcg

aggccgggct

cacggcggga

ccgtgccegcet

acctgcgcga

tggccgaccyg

tgaacctgct

cgatgtcgec

ccaccctgct

tccgcaageg

agaacgtgat

agctgttcag

tgcggcccga

Cys
Asp
Val
Glu
60

Ser
Leu
Val
Lys
Ala
140
Val
Asp
Ala

Val

Glu
220

Thr
Leu
Val
45

Cys
Gly
Phe
Leu
Ile
125
Gly
Cys
Lys
Val
His

205
Phe

22

Ala
Trp
Ala
Phe
Phe
Glu
Val
110
Ala
Glu
Leu
Leu
Trp
190

Thr

Ala

cttcccegece
gcacccgtac
ggcgaaggaa
acacggccgg
cgccgacctg
catgacgaag
cggggaacgc
gccccgcaag
caagggcatc
cgtggacgag
gcggaagtgg
ggtcggcggg
cgccgaaccg
ccgtctegeg
ggggccggtyg
ccggtteccce

gcacgccccg

Ala Ile
15
Pro Leu

Gly Glu
Leu Ala
Glu Arg
80
Asp Val
95
Ala Ala
Asp Leu
Leu Gly
Gly Leu
160
Asp Thr
175
Leu Asp
Ile Ser

Lys Leu

600

660

720

900

960

1020

1080

1140

1200

1236
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ES 2745975 T3

Gly Val Pro Ala Gln Arg Ala Thr Glu Thr Pro Ala Phe Thr Val Arg
230

225
Asn Ser Val

<210> 8
<211> 735
<212> ADN

Leu

<213> Amycolatopsis japonicum

<220>
<223> orf 1

<400> 8
gtgtgcctcg
agcgccctca
gtcgcgetgg
tgtttcctcg
cgtcgtegtg
gaatggctgce
cagcgcaaga
ggtgaactcg
ggctgcgacc
gcgegegacyg
ccggcgggcyg
ttcgcgaagce
aacagcgtgce
<210> 9
<211> 70
<212> PRT
<213> Amyco

<220>
<223> ORF 1

<400> 9

Met Val Glu
1
Val Thr Ser

Gly Phe Ala
35
Ala Thr Ile
50
Leu Lys Ala
65

<210> 10
<211> 213
<212> ADN
<213> Amyco

<220>
<223> orf 1

<400> 10

642

acatcgatga
ctggccagaa
tggtcgceggg
ccgagatcgg
aaattctcac
gggcecgecgg
agatcgccga
gagtagccaa
cggcgcaggce
ccggectggg
tgcacaccat
tcggcgtgcece

tctag

cacgttgatc
cgacctttgg
cgaaatcgat
cattttggcc
ccgttcegtgg
tgttctcgte
cctcggecte
acccgacccg
cgtccacgtc
ggccgtcetgg
ctcgggcctce

cgctcagcgce

latopsis japonicum

643

Gly Arg Gln Thr Thr

Gly Ser Arg Leu Asn

20

Gly Ala Gly Ala Gly

40

Pro Ala Ala Phe Asp

55

Glu Thr Ala

70

latopsis japonicum

643

235

gactgcacgg

ccgctgtggg

tacgcgacca

gacgaacagc

caattgttcg

gccgcggtca

gcceggttet

gcgatgttcc

ggcgacaaac

ctcgaccggg

gacgagctgc

gctactgaga

Pro
Asp
25

Leu

Ala

Ala
10

Gly
Thr

His

Thr
Gly
Leu

Val

cggcgatccg
atctcatcac
tgcattacaa
aggtcagcgg
aagatgtcct
cgaacgcctce
tcgatcacgt
actcggtctg
tcgacaccga
acggcatcgce
ctgagctgcect

cccecegettt

Phe Asp His

Val Vval Vval
30
Ser Val Ala
45
Pro Val Thr
60

240

cctcagcctg
cgaagagcat
gcgtacggaa
cttcgaaaga
cccatgectt
gggcgcegceat
ggccatcgce
cctcggcecte
cgccatcgge
cgagcgcgcc
cgtttccgag

cacggtgcgg

Pro Leu
15

Glu His
Ala Ile

Pro Val

gtggttgaag gccgccagac gacaccagcc accttcgacc acccgctggt gacttccgga

agccggctga acgacggcgg cgtggtggtc gaacacggtt tcgccgggge cggggccggce

23

420

540

600

660

720

60

120
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ES 2745975 T3

ctcacgctct ccgtcgecge gatcgccacc atccccgecg ccttcgacge acacgtcccg

gtcactccgg tactcaaagc ggagaccgct tag

<210> 11
<211> 135
<212> PRT
<213> Amyco

<220>
<223> ORF 1

<400> 11

Met Arg Gln
1
Phe Asp Glu

Ile Thr Gln
35
Gly Pro Asn
50
Thr Arg Gln
65
Thr Glu Ala

Leu Phe Thr
Gln Leu Thr
115
Gln Thr Tyr
130
<210> 12
<211> 408
<212> ADN
<213> Amyco

<220>
<223> orf 1

<400> 12
gtgcggcaag
gtcaagacac
cgccagttcc
ggcgtcggct
accgaagcgg
accagcggac
atgaccttga
<210> 13
<211> 325
<212> PRT

<213> Amyco

<220>
<223> ORF 1

<400> 13

Met Thr Met
1
Gly Arg Phe

Met Arg His
35
Gly Phe His

latopsis japonicum

644

Ala Gly Phe Asp Gly

Ile Val Lys Thr His

20

Pro Ile Asp Tyr Tyr

40

Arg Val Tyr Asp Ala

55

Val Ala Asp Thr Thr

70

Gly Gln Pro Val Arg

85

His Thr Ser Gly Pro

100

Arg His His Tyr Val

120

Pro Thr Cys Arg

135

latopsis japonicum

644

caggcttcga
acgagtggtc
ggggtcgccce
acacccggca
gacagccggt
cgaaccagca

ccatgagcac

cggcgaactg
tgaaagtgca
ggaaggaccg
ggtggccgac
acgggagcac
tgccttgatc

caggcagacc

latopsis japonicum

645

Arg Ala Ala Tyr Leu

Pro Ile Pro Arg Pro

20

Ala Ser Ile Cys Gly

40

Asp Gln Glu Arg Leu

Glu Leu Pro
10

Glu Trp Ser
25

Arg Gln Phe
Ser Asp Leu
Arg Met Gly

75

Glu His Pro
Asn Gln His

105
Met Thr Leu

cctgaccgga
ggctcgatca
aaccgggtct
accacccgca
cccgagcecgt
accgagcagc

tatccgacgt

Ala Glu Pro
10

Glu Glu Gly

25

Ser Asp Val

Gly Ser Pro

Asp Arg Ile

Glu Ser Ala
30

Arg Gly Arg

45

Pro Gly Val

60

Leu Gly Glu

Glu Pro Ser

Ala Leu Ile
110

Thr Met Ser
125

tccgagcettt
cacaacccat
acgacgcgag
tgggactcgg
cgtcagacct
tgacccgaca

gtcggtga

Gly Val Val

Gln Val Leu
30
His Ile Vval
45
Gly Tyr Pro

24

Arg Ala
Gly Ser
Pro Glu
Gly Tyr
Ser Trp
80

Ser Asp
95

Thr Glu

Thr Arg

cgacgagatc
cgactactac
cgacctccce
cgagtcctgg
tttcacccat

ccattacgtg

Ala Val
15

Val Glu
Phe Asp

Gly His

180

213
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50
Glu Gly Ile
65
Gly Asp Pro

Ala Glu Tyr
Glu Gly Asp
115
Val Phe Gly
130
Ala Val Ile
145
Arg Arg Met
Arg Leu Val
Arg Ala Ala
195
Val Asp Leu
210
Ala Val Glu
225
Pro Glu Arg
Lys Ser Val
Leu Val Ser
275
Val Val Asp
290
Glu Ala Phe

305
Gly Ile Ile

<210> 14
<211> 978
<212> ADN
<213> Amyco

<220>
<223> orf 1

<400> 14

atgaccatgc
ataccgcgcecce
tcggacgtgce
tatccagggc
ggcgatcctg
gtcgtcgacg
ctcgcacaac
ccccggaccyg
cgccgcatgg
gcggaccgge
cgcgagatga
tgcagggtgg
cccgaacgca
atggaatggg

gatctgatcc

55

Gly Val val Ala Glu

70

Val Leu Thr Val Pro

85

Gln Val Val Asp Glu

100

Leu Ser Arg Leu Leu

120

Met Ala Lys Phe Val

135

Gly Ala Gly Ser Ala
150
Gly Cys Glu Ser Val

165

Val Ala Asp Arg Leu

180

Leu Ala Asp Thr Ala

200

Val val Glu Ala Ala

215

Ala Val Arg Glu Arg
230
Lys Gly Thr Ala Pro

245

Arg Met Glu Trp Val

260

Phe Arg Arg Ala Val

280

His Cys Leu Glu His

295

Ala Ser Ala Arg Arg
310

Leu Arg
325

latopsis Jjaponicum

645

gggcggcata
ccgaggaagg
acatcgtgtt
acgagggcat
tgctcaccgt
aggggagcct
aactcgggac
cggccgtgat
gatgtgagtc
tgggcgcaca
ccggcggtat
aggcggtcga
agggcacggce
tcaacggaac

gaagcggcga

tctggcagag
gcaagtgctc
cgacggcttc
cggagtggtg
gccgectgtg
ggtaccggtt
cacggtgttc
cggtgcggge
cgtgctcgtg
agtggtcgac
cggcgtggac
agccgtccgg
ccecgtteceg
gcagaaggaa

gatagtggtc

ES 2745975 T3

Ser Arg Ser
75
Pro Val Glu
90
Gly Ser Leu
105
Leu Ala Gln
Asp Gly Pro
Gly Leu Phe
155
Leu Val Ser
170
Gly Ala Gln
185
Arg Glu Met
Gly Pro Asp
Gly Thr Ile
235
Phe Pro Val
250
Asn Gly Thr
265
Asp Leu Ile
Ala Phe Asp

His Gly Asp
315

cccggagtgg
gtcgaaatgc
cacgatcaag
gcggaaagcc
gaacacaccg
ccgegegagyg
gggatggcga
tccgecgggat
tcggacctcg
gcacgacgag
ctcgtcgtcg
gagcgcggca
gtggagcggg
ccgggectgg

gaccattgcc

60
Arg Ala Phe

His Thr Gly
Val Pro Val
110
Gln Leu Gly
125
Pro Pro Arg
140
Phe Leu Gln
Asp Leu Asp
Val Val Asp
190
Thr Gly Gly
205
Ala Cys Arg
220
Gly Phe Phe
Glu Arg Ala
Gln Lys Glu
270
Arg Ser Gly
285
Leu Gly Asp

300
Gly His Pro

tcgeggtegg
ggcacgcctc
agcggttggg
gcagccgagce
gttgcttcgce
gcgacctgtc
aattcgtcga
tgttcttctt
atcccggcag
cggctctcge
aagccgccgg
cgatcgggtt
cattccgcaa
tgtcgttccg

tcgagcacgce

25

Ala Ala
Cys Phe
95
Pro Arg
Thr Thr
Thr Ala
Leu Leu
160
Pro Gly
175
Ala Arg
Ile Gly
Val Glu
Gly Phe
240
Phe Arg
255
Pro Gly
Glu Ile
Ile Ala

Lys Val
320

gcggttcccg
gatctgcggce
cagccctggce
cttcgccgee
cgaataccag
ccgcctgectg
cggaccccca
gcagttgctg
gctcgtcgtce
ggacacggca
gcccgacgcec
cttcggctte
gtcggtacgg
gcgagccgtg

cttcgacctc

60

120

180

240

300

360

420

480

600

660

720

780

840

900



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

70

75

ggagacatcg ccgaggcgtt cgcgtccgec cgccgccacg gtgatggcca cccgaaggtg

ggaatcattc tgcgctga

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>
Met As

1
Ala Le

15
448
PRT

Amycolatopsis

ORF 1646

15
n Trp

u Ile

Pro Thr Gly

Met Le
50

35
u Val

Val Pro Asn

65
Gln G1

u Ser

Thr Arg Thr

Ala G1

y Ile
115

Ser Tyr His

13
Arg As
145

0
n Gly

Ala Lys Val

Pro Il

Gly Le

e Glu

u Ala
195

Ala Lys Ala

21

0

Ala Pro Val

225

Val Arg Arg

Asp Gl
Leu Me

Gly G1
29

u Leu

t Leu

275
y Ala
0

His Thr Leu

305
Thr Il

Phe G1
Ser As

Lys Il
37

e Val

y Asp

p Thr

355
e Ser
0

His Arg Leu

385
Phe Al

Val Gl

a Leu

u Asn

Ala Phe Val

<210>
<211>
<212>

435

16
1347
ADN

Ser
Val
20

Leu
Ile
Leu
Trp
Glu
100
Glu
Leu
Gly
Phe
Ser
180
Asp
Glu
Val
Ala
Asn
260
Leu
Phe
Gly
Glu
Glu
340
Glu
Val
Pro
Leu
Asp

420
Glu

Gln
Ala
Ser
Ser
Leu
Thr
85

Pro
Val
Phe
Lys
Arg
165
Phe
Arg
Asp
Phe
Leu
245
Asp
Gly
Gln
His
Phe
325
Val
Arg
Ala
Ser
Lys
405

Ala

Ala

japonicum

Leu
Thr
Gln
Lys
Pro
70

Gln
Ala
Arg
Ser
Asp
150
Ser
Leu
Ile
Ala
Val
230
Ala
Tyr
Asp
Val
Arg
310
Ala
Leu
Ser
Gly
Asn
390
Ala

Glu

Val

Leu
Val
Arg
Asn
55

Ala
Ile
Ser
Val
Gly
135
Arg
His
Ala
Arg
Ile
215
Thr
Glu
Val
Gly
Glu
295
Val
Arg
Ala
Ala
Gln
375
Ala
Gln

Glu

Val

Val
Arg
Met
40

Asp
Gln
Asn
Leu
Ser
120
Ser
Pro
Phe
Gly
Glu
200
Leu
Gly
Glu
Tyr
Arg
280
Arg
Trp
Ala
Ala
Arg
360
Ser
Ala
Lys

Lys

Arg
440

Pro
Phe
25

Thr
Asn
Gly
Gly
Thr
105
Arg
Glu
Glu
Asp
Gln
185
Gln
Arg
Leu
Leu
Ala
265
Gly
Glu
Glu
Asp
Ser
345
Leu
Ile
Asp
Asn
Ala

425
Pro

ES 2745975 T3

Val
10

Leu
Arg
Val
Ser
Arg
Ala
Ala
His
Arg
Glu
170
Leu
Arg
His
Pro
Arg
250
Phe
Ala
Asp
Asn
Thr
330
Gln
Ala
Ser
Thr
Ile
410
His

Tyr

Thr
Trp
Arg
Asp
Pro
75

Arg
Gly
Leu
His
Leu
155
Thr
Leu
Ala
Leu
Gly
235
Arg
Glu
Gly
Asp
Arg
315
Ile
Ile
Arg
Leu
Leu
395
Ala

Val

Arg

Ser
Arg
Asn
Arg
60

Val
Gly
Ala
Thr
Thr
140
Asp
Trp
Ala
Ala
Ala
220
Ala
Trp
Glu
Phe
Leu
300
Arg
Gly
Ile
Arg
Glu
380
Tyr
Asn

Asp

Val

Gly
Arg
Tyr
45

Leu
Leu
Val
Glu
Ala
125
Val
Glu
Ser
Gly
Tyr
205
Phe
Gly
Arg
Phe
Ser
285
Arg
Ser
Ala
His
Gly
365
Val
Ser
Arg

Glu

Leu
445

26

Val
Thr
30

Leu
Asp
Val
Arg
Leu
110
Asp
Leu
Ile
Glu
Pro
190
Gln
Arg
Lys
Met
Leu
270
Ala
Pro
Asn
Leu
Val
350
Glu
Ser
Arg
Leu
Gln

430
Ala

Ser
15

Arg
Ala
Ala
Glu
Val
95

Leu
His
Asn
Ser
Ser
175
Asp
Leu
His
Ser
Gln
255
His
Gln
Ala
Pro
Gln
335
Arg
Pro
Asp
Asp
Phe
415

Val

Arg

Val
Leu
Glu
Leu
Ile
80

Ile
Ala
Leu
Arg
Ala
160
Glu
Ser
Pro
Arg
Leu
240
Val
Ala
Gln
Leu
Ile
320
Val
Ala
Pro
Glu
Asp
400
Leu

Thr

Thr

960

978
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<213> Amycolatopsis japonicum

<220>
<223> orf 1

<400> 16
atgaactgga
gcgaccgtca
acccggcgga
ctcgacgcac
caggagtcgt
cccgegtece
cgcgcactga
gtgctcaacc
gccaaggtgt
ttcctggceccg
cagcgcegegg
ttccgcecacce
gttcgacgag
gactacgtct
ggtgccggcet
cggcccgcecce
acgatcgtcg
gtactggcgg
ctggccagac
gtgtccgacg
ttcgcactcc
gccgaggaaa
ccctaccgag
<210> 17
<211> 110
<212> PRT
<213> Amyco

<220>
<223> ORF 1

<400> 17

Met Thr Glu
1
Arg His Gly

Arg Val Lys
35
Val Ala Asp
50
Arg Leu Arg
65
Ala Ala Glu

646

gtcagctcct
ggttcctgtg
actacctggce
tggtcccgaa
ggacgcagat
tgaccgccgg
ccgcggatca
gccgcaacgg
tccgcagceca
ggcaactcct
cgtaccagct
gggcgeeggt
ctctcgecga
acgcgttcga
tcagcgccca
tgcacacgct
agttcgccag
cgtcgcagat
ggggcgaacc
agcatcggct
tgaaggcaca
aggcgcacgt

tactcgcgcg

cgttccecgtg
gcggcgcacc
ggagatgctc
tctgctgecg
caacggccgg
agccgagttg
cctgtcgtac
cgggaaggac
cttcgacgag
ggccgggecce
gcccgccaag
cgtcttcgte
agagcttcgg
ggaattcctc
gcagggcgge
cggccaccgce
ggccgacacg
catccacgtc
accgaagatc
gcccagcaac
gaagaacatc
cgacgaacag

tacctag

latopsis japonicum

647

Gln Ala Phe Phe Val

Tyr Gly Ile Val Gly

20

Leu Lys Val Gly Thr

40

Gly Leu Val Glu Pro

Arg Tyr Tyr Arg Leu

70

Val Gln Arg Gln Ala

85

ES 2745975 T3

accagcggtg
cgtctgccga
gtcatctcca
gcacaaggct
cgcggcgtcecce
ctcgcagcgg
cacctgttct
cggcccgaac
acgtggagcg
gactccggcecce
gcggaggacg
accggcctge
cggtggcgga
cacgccttga
gcgttccagg
gtctgggaaa
atcggagcgc
cgcgcctecg
tcggtggegg
gccgcggaca
gccaaccgcc

gtcacggcgt

Leu Thr Ala
10

Glu Val Ser

25

Leu Tyr Gly

Asp Arg Glu
Thr Glu Asp

Ser Asn Ala
90

tgtccgtcge
ccggectcte
agaacgacaa
ccccegtget
gggtgatcac
ggatcgaggt
ccggttcgga
gactggacga
agtccgaacc
tcgcggaccg
cgatcctgcg
cgggtgccgg
tgcaggtcga
tgctcctcgg
tggagcgcga
accgccggag
tccaggtgtt
acaccgagcg
gtcagtcgat
ccctgtacag
ttttcctegt

tcgtcgaggce

Leu Val Asp
Gly Leu Ser
30
Val Leu Asp
45
Glu Val Ala
Gly Arg Thr

Arg Ala Ala

27

cctcatcgtg
ccagcggatg
cgtcgaccgg
cgtcgagatc
ccggaccgag
tcgegtgtcece
acaccacacg
gatctccgca
catcgaatcg
gatccgggag
gcatctggcg
caagtcactg
cgagctgaac
cgacggtcgce
ggacgatctc
caacccgatc
cggcgacgag
ctccgecececgg
cagtctcgaa
cagggatgac
cgagaacgac

ggtcgtgcgce

Thr Pro
15

Asp Gly
Arg Leu
Asn Gly

Ala Leu

Ser Glu
95

600

660

720

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1347
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ES 2745975 T3

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

<210> 18
<211> 333
<212> ADN

100

<213> Amycolatopsis japonicum

<220>
<223> orf 1

<400> 18

atgacggagc
gggatcgtcg
ctgtacggcg
gtcgccaacg
gcggccgagyg
tggcggeegyg

<210> 19
<211> 331
<212> PRT
<213> Amyco

<220>
<223> ORF 1

<400> 19

Met Asn Arg
1
Ala Ser Tyr

His Ser Glu
35
His Gly Arg
50
Val Arg Leu
65
Trp Gly Glu

Ala Val Ala

Val Thr Asn
115
Trp Val Ala
130
Arg Trp Leu
145
Val Asp Leu

Gly Leu Leu

Arg Gln Ala
195
Ala Gly Vval
210
Val Pro Ala
225
Val Ala Ala

Ala Ala Val

Leu Val Gln
275
Arg Thr Ala
290
Val Ala Val
305

647

aggcgttctt
gcgaggtgag
tgctggatcg
ggcggctceceg
tccaacggca

cggacaccgg

cgtgctcacc
cggtctctcg
gctggtcgceg
ccggtactac
ggcctcgaac

gggcctggcg

latopsis Jjaponicum

648

Leu Glu Glu Arg Tyr

Arg Gln Ala Trp Glu

20

Met Pro Glu Asp Ala

40

Pro Ser Trp Pro Glu

55

Arg Leu Gly Gly Asp

70

Thr Val Arg Arg Leu

85

Ala Leu Val Gly Ile

100

Pro Ile Pro Ala Asp

120

Ala Tyr Leu Cys Leu

135

Ala Val Thr Ala Leu
150
Val Ala Val Glu Gly

165

Leu Glu Ala Leu Pro

180

Pro Pro Val Lys Ala

200

Gly Leu Leu Thr Val

215

Leu Val Asp Trp Pro
230
Val Val Tyr Leu Ser

245

Ser Trp Ser Thr Thr

260

Arg Val Val Thr Leu

280

Glu Leu Asp Ile Met

295

Leu Ala Ile Ser Val
310

105

gcgctggtgg
gacggccggg
gacggtttgg
cggctgaccg
gccegegecg

tga

Arg Arg Val
10

Glu Asp Met

25

Glu Asp Ala

Val Ala Ser

Gly Ala Pro
75
Ala Leu Val
90
Gly Ala Trp
105
Val Gln Thr

Val Thr Gly

Ala Gln Ala
155
Ala Tyr Gly
170
Val Val Ala
185
Arg Pro Trp

Ala Met Ser

Gly Val Asp
235
Val Pro Arg
250
Leu Ala Ser
265
Leu Asp Tyr

Ile Ala Ile

Pro Leu Ala
315

110

acacgccgcg

tgaagctgaa

tcgagccgga

aggacggccg

cctcggaacg

Leu
Val
Glu
Val
60

Leu
Gly
Leu
Leu
Arg
140
Ser
Leu
Leu
Leu
Val
220
Cys
Leu
Leu
Leu
Ala

300
Met

Arg
Ala
Phe
45

Val
Arg
Leu
Trp
Leu
125
Arg
Val
Ser
Val
Val
205
Thr
Ala
Gly
Ala
Arg
285

Ala

Leu

28

Leu
Thr
Ala
Ala
Tyr
Leu
Ser
110
Gly
Arg
Phe
Gly
Ala
190
Ala
Tyr
Ala
Trp
Leu
270
Leu

Gly

Ala

gcatgggtac
ggtcggcacy
tcgggaggag
cacggcgctce

gctgcgegeg

Leu Pro
15
Phe Leu

Val Asp
Leu Ala

Leu Val
80

Val Gln

95

Pro Ser

Leu Val
Ala Ala
Phe Gly
160
Thr Val
175
Phe His
Leu Leu
Val Ser
Val Phe
240
Arg Ser
255
Val Ala
Ala Ala
Gln Thr

Val Lys
320
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ES 2745975 T3

Ala Val Arg Ala Leu Pro Pro Val Ala Ala Arg

<210> 20
<211> 996
<212> ADN
<213> Amyco

<220>
<223> orf 1

<400> 20
gtgaaccgcc
caggcgtggg
gaggacgcgg
gtggcgctgg
tggggtgaga
ctggtcggta
gtgcagaccc
cggcgcegegyg
gtggatctcg
gaggcgctge
cggccgtggce
acctatgtca
gtcgcegegg
tggtcgacga
ctggactacc
gccgggcaga
gccgtgegeg
<210> 21
<211> 339
<212> PRT
<213> Amyco

<220>
<223> ORF 1

<400> 21

Met Val Leu
1
Leu Ile Val

Gln Ala Val
35
Ala Leu Ser
50
Pro Leu Leu
65
Phe Thr Gly

Ser Thr Arg

Asp Arg Thr

115

Arg Gly Thr
130

325

latopsis japonicum

648

tggaggagcg gtaccggcegg
aggaggacat ggtcgccacc
agttcgccgt cgaccacggce
cggtgcggct gcggctggga
cggtccggeg gcetggegetg
tcggggegtg getgtggtcet
tgctcggctt ggtctgggtg
cgcggtggct cgcggtgacg
tggccgtcga gggcgcgtac
cggtggtggc actggtcgcg
tcgtcgegect gcttgceccecggt
gcgttccgge gctcgtggac
tcgtctactt gagcgtgect
cgctcgctte gctcgegcetg
tccggcectcecge ggcccgcacce
ccgtggcggt tctggcgata

cgctgccgcce ggtggctgcece

latopsis japonicum

649

Ala Leu Pro Phe Val

Ile Leu Gln Ser Ala
20
Leu Pro Asp Leu Leu
40
Leu Ser Gln Leu Ala
55
Ala Ala Ala Val Leu
70
Thr Ser Leu Gly Phe
85
Ile Pro Asp Ala Ala
100
Met Ala Gly Ile Lys
120
Leu Gly Leu Asp Leu
135

330

gtgctgcggce
ttcctgcaca
aggccgagct
ggcgacggcg
gtggggttgce
cccteggtga
gcggcttatce
gcgctggcte
gggctgtccg
ttccatcgge
gtcggcctcce
tggccgggceg
cgcctgggcet
gtcgcccteg
gcggaactgg
tcggtgccge

cggtga

Asp Gln Val
10

Ser Ala Ser

25

Pro Asp Glu

Ser Thr Met

Ser Leu Val
75
Ala Ala Ser
90
Arg Gly Asp
105
Met Tyr Leu

Val Val Ala

tgctcceccge
gcgagatgcc
ggccggaggt
cgccecteeg
tcgtgcagge
cgaatccgat
tgtgcctggt
aagcctcggt
ggaccgtcgg
aggccccacc
tgacggtcge
tggactgtgce
ggcggagtgce
tgcagcgggt
acatcatgat

tcgcgatgcet

Trp Gln Ile
Phe Thr Pro
Arg Asp Tyr

Glu Ser Leu
60
Ser Phe His

Ala Ala Leu

Arg Gly Gly
110
Ala Thr Pro
125
Ala Ala Gly
140

29

ctcctatcgt
ggaggacgcc
ggcgagcgtc
ctacctcgtg
ggtggccgeg
cccggccgac
gaccggcagg
cttcttecgge
actcctgctg
ggtgaaagcg
gatgtcggtc
ggcggttttce
cgcggtgtcg
cgtgacgctg
cgcgatcgcecce

cgccgtcaag

Tyr Val
15
Ala Phe

Thr Lys

Leu Ser

Trp Leu
80

Val Leu

95

Ala Trp

Arg Leu

Ser Val

600

660

720

900

960

996
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Val Met Val
145
Gln Ser Asp
Leu Ala Ala
Thr Val Met
195
Ala Ile Ala
210
Trp Ala Val
225
Arg Val Leu
Ala Ala Arg
Ile Ala Gly
275
Val Leu Gly
290
Trp Pro Arg
305
Gly Gln Pro
Ala Arg Pro
<210> 22
<211> 1020
<212> ADN
<213> Amyco

<220>
<223> orf 1

<400> 22

gtggtgctcg
ctccagtccg
cccgacgaac
agcctcctca
ttcaccggca
ccggacgegyg
atgtacctcg
gccggctceccg
cagtccgacg
ctgctcccce
accctgctcg
gcgccggtcecg
cgggtactgc
tcececttteee
gccgggttca
gccgtcecgeg
ggtcaaccct
<210> 23

<211> 103
<212> PRT

Asn Thr Val Asn Tyr
150
Val Ala Leu Leu Leu

165

Leu Leu Leu Pro Arg

180

Leu Thr Gly Gly Gly

200

Leu Ser Thr Val Glu

215

Ile Gly Leu Gly Thr
230
Arg Arg Ser Ser Arg

245

Phe Ser Leu Ser His

260

Arg Leu Ala Thr Asp

280

Ala Leu Gly Val Ile

295

Asn Asp Asp Glu Asp
310
Phe Glu Asp Ile Thr

325

latopsis japonicum

649

ccctgcececett
cgtcggccte
gcgactacac
gtccgctect
cttcgctcgg
cgcgcggcga
cgaccccgceg
tggtcatggt
tcgcectget
gtgtactcga
ccggactgac
tatgggccgt
gcagatccag
acgcctgctg
ccgtcacctg
cgtggccacg

tcgaggacat

cgtcgaccag
gttcaccccg
gaaggcactg
ggccgccgece
tttcgcggcece
ccgcggcggyg
cctgeggggce
caataccgtg
cctggcggcec
cgggatcccc
cggcgccatc
catcgggctc
ccgtccegece
gctactcgcc
gctcgtcectce
aaacgacgac

caccgggcag

<213> Amycolatopsis japonicum

ES 2745975 T3

Val Arg Asp
155
Ala Ala Asn
170
Val Leu Asp
185
Thr Leu Leu
His Gly Ala
Gly Leu Val
235
Pro Ala Asp
250
Ala Cys Trp
265
Ala Gly Phe
Gly Leu Val
Arg Pro Arg
315

Gly Gln Pro
330

gtctggcaga
gcgttccagg
tcgctgtccce
gtgctcagtc
tccgccgcecac
gcctgggatc
accctcggcece
aactacgtcc
aacggcgccg
gaccgcaccg
gcactgtcca
ggcaccggge
gaccggcccg
tacccgatcg
ggcgcactcg
gaggaccgac

ccaccggcgg

Thr Leu Gly
Gly Ala Gly
Gly Ile Pro
190
Ala Gly Leu
205
Ala Ala Pro
220
Leu Thr Pro
Arg Pro Ala
Leu Leu Ala
270
Thr Val Thr
285
Thr Ala Val
300
Pro Lys Ser

Pro Ala Ala

tctacgtcct
ccgtgctcce
agctggcttce
tcgtgtcctt
tggtgctgag
gcaccatggc
tcgacctggt
gagacaccct
gcaccatcct
tcatgctcac
cagtggagca
tcgtcctcac
cgatcttcgce
ccggacggcet
gcgtcatcgg
cgcggccgaa

cagcgcgcgce

30

Gly Thr
160
Thr Ile
175
Asp Arg
Thr Gly
Val Val
val Gly
240
Ile Phe
255
Tyr Pro
Trp Leu
Arg Ala
Arg Pro
320

Ala Arg
335

gatcgtgatc
cgatctcctt
gacgatggag
ccactggctg
cacccggatc
cgggatcaag
ggtcgcggceg
cggcggaaca
ggccgcgcte
cggcggcgga
cggggcegeg
tccecgtecgge
cgcceggtte
cgccaccgac
cctcgtcacg
atcccggceca

acggccttga

600

660

720

900

960

1020



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

70

75

<220>
<223> ORF 1

<400> 23

Met Ser Leu
1
Leu Val Ala

Leu Ala Tyr
35
Ala Leu Ala
50
Val Ala Tyr
65
Trp Thr Arg

Arg Ser Gly
<210> 24

<211> 312
<212> ADN

650

Phe
Leu
20

Asp
Ile
Ala

Ser

Arg
100

Gly
Phe
Leu
Lys
Ala
Ala

85
Ser

<213> Amycolatopsis

<220>
<223> orf 1

<400> 24

atgtcgctgt
ttcggcactg
gacgcgggcyg
gcgccgcectceg
tggacgcgat
tctacgtcct
<210> 25

<211> 116
<212> PRT

650

tcggtcatcg
gattgacgac
ccgtcctggg
ccgtcgcecgta

ccgcgcgetg

ga

<213> Amycolatopsis

<220>
<223> ORF 1

<400> 25

Met Tyr Ala
1
Asp Asp Gln

Pro Thr Arg
35
Val Ala Ser
50
Gln His Leu
65
Asp Gly Arg

Leu Leu Ala

Pro Asp His
115

<210> 26
<211> 351
<212> ADN

651

His
Ile
20

Met
Leu
Ala

Arg

Glu
100

Asp
Glu
Arg
Ala
Lys
Ile

85
Val

<213> Amycolatopsis

His
Gly
Ala
Met
Thr
70

Arg

Thr

Arg
Thr
Gly
Ile
55

Gly

Trp

Ser

Asp
Gly
Ser
40

Thr
Cys

Trp

japonicum

tgactatcgg
cgtagcgctce
caccgcgctg
cgccgcgacce

gtggtgctcg

Jjaponicum

Glu
Ala
Met
Ala
Leu
70

Leu

Met

Ser
Ala
Leu
Ala
55

Lys

Tyr

Asn

Gly
Ser
Trp
40

Val
Leu

Arg

Ala

japonicum

Tyr
Leu
25

Asp
Tyr

Arg

Cys

ES 2745975 T3

Arg
10

Thr
Ala
Val

Ala

Ser
90

His
Thr
Gly
Thr
val

75
Pro

catctgttcg

gggctgctgg

gccatcaaga

gggtgccgceg

ccctgcecectt

Gly
Thr
25

Leu
Gly
Ala

Ala

Ala
105

Gln
10

Ala
Ile
Ile
Gly
Arg

90
Asp

Trp
Leu
Ser
Ala
Leu
75

Gly

His

Leu Phe Gly

Val Ala Leu

Ala Val Leu
45

Val Ala Pro

60

Ser Ser Ser

Cys Pro Ser

gggcgcagct
cctacgactt
tgatcaccta
ccgtttcttce

cgtcgaccag

Ser Arg Leu
Arg Met Leu
30
Gly Glu Glu
45
Arg Pro Ala
Val Thr Gln
Gly His Val

His Leu His
110

31

Ala Gln

15

Gly Leu

Gly Thr

Leu Ala

Ser Arg
80

Ser Thr
95

ggtcgcgcetg
ggcggggtcec
cgtcacggtg
ctcgtcacgce

gtctggcaga

Pro Pro
15

Ala Asp
Tyr Asp
Val Ser
Arg Arg
Arg Arg

95
Gly Ile

60

120

180

240

300

312
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<220>
<223> orf 1

<400> 26

atgtacgcac
gaagccgcgt
ctgatcagcg
ccggcggtat
gacggccgcc
gtcatgaacg
<210> 27

<211> 375
<212> PRT

651

atgacgaatc

ccacggcgtt

gcgaggagta

cccagcatct

ggatccttta

cggccgatca

<213> Amycolatopsis

<220>
<223> ORF 1

<400> 27

Met Asp Gly
1
Arg Tyr Gly

Leu Asp Ile
35
Phe Ala Gly
50
Gly Ile Pro
65
Lys Gly Leu

Val Arg Pro

Glu Leu Ala
115
Arg Ala Thr
130
Gly Asp Ala
145
Glu Arg Glu

Ser Val Leu

Phe Arg Gly
195
Ser Asp Leu
210
Thr Ser Ala
225
Val Pro Leu

His Pro Cys

Trp Gln Ser
275
Asp Val Ala
290
Gly Leu Pro
305
Thr Phe Gln

Thr Arg Phe

Leu Pro Ser

355

Gly Ser Pro
370

652

Pro
Arg
20

Ile
Thr
Gln
Leu
Glu
100
Ser
Ser
Leu
Val
His
180
Val
Glu
Pro
Arg
Ala
260
Gly
Pro
Asp
Arg
Gln
340

Thr

Ser

Asp
Thr
Gly
Gly
Gln
Val
85

Ile
Ala
Gly
Ile
Ala
165
Pro
Tyr
Ala
Leu
Ser
245
Leu
Leu
Ser
Arg
Arg
325
Ala

Gln

Pro

aggcggccaa

gcggatgctce

cgacgtcgeg

ggccaagctc

ccgggceccgce

ccaccttcac

japonicum

Ala
Lys
Leu
Ser
Arg
70

Arg
Ala
Arg
Glu
Ala
150
Phe
Ala
Glu
Gly
Lys
230
Asp
Leu
Pro
Asp
Ser
310
Leu
Gly

Pro

Arg

Thr
Ala
Ser
Leu
55

Leu
Leu
Leu
Leu
Arg
135
Glu
Val
Glu
Arg
Leu
215
Met
Arg
Asp
Leu
Asp
295
Ile
Arg
Leu

Pro

Pro
375

Arg
Thr
Glu
40

Thr
Leu
Pro
Glu
Val
120
Ala
Arg
Asp
Arg
Ser
200
Ala
Ile
Pro
Ala
Arg
280
Ala
Ala
Asp

Gln

Ile
360

ES 2745975 T3

tggtccecgge

gcggatccca

tcactggcgg

aagctggccg

ggcgggcacg

gggatccccg

Ser
Ala
25

Thr
Val
Arg
Gly
Ala
105
Ala
Val
Ala
Lys
Asp
185
Ala
Leu
Val
Glu
Leu
265
Leu
Arg
Lys
Leu
Val

345
Glu

Leu
10

Ala
Asp
Ala
Val
Arg
Met
Asp
Asp
Asp
Pro
170
Leu
Leu
Gly
Val
Val
250
Gly
Pro
Leu
Gln
Met
330

Ala

Asp

Leu
Ala
Val
Glu
Leu
75

Ala
Leu
Arg
Leu
Gln
155
Pro
Leu
Glu
Glu
Asp
235
Gly
Ala
Gly
Leu
Leu
315
Thr

Thr

Asp

tgccgecgga

cccggatgceg

ccgcggtggg

gattggtcac

tccggaggcet

accacgactg

Pro
Ala
Glu
Ile
60

Gly
Glu
Arg
Leu
Ile
140
Leu
Tyr
Gly
Met
Glu
220
Gln
Ala
Val
Ser
Ala
300
Gly
Ala

Arg

Val

Ala
Gly
Val
45

Arg
Ala
Val
Leu
Arg
125
Glu
Leu
Ala
Arg
His
205
Ala
Arg
Ala
Phe
Ala
285
Leu
Met
Leu

Gly

Ser
365

32

Gly
Asp
30

Tyr
Arg
Leu
Tyr
Lys
110
Glu
Val
Arg
Arg
Gly
190
Asp
Arg
Val
Leu
Ala
270
Glu
Leu
Ser
Gly
Trp

350
Glu

cgaccagatc
gatgctgtgg
catcgegegt
ccagcgcagg
gctggcggag

a

Phe Gln
15
Asp Leu

Asp Ala
Arg Thr

Thr Glu
80

Ser Ala

95

Glu Gln

Arg Tyr
Ile His

Ser Ala
160

Thr Pro

175

Val Arg

Leu Ser
Val Vval

Gly Leu
240

Val Ile

255

Phe Leu

Leu Ala

Thr Thr

Tyr Arg
320

Ala Thr

335

Val Thr

Arg Ala
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<210> 28
<211> 1128
<212> ADN

<213> Amycolatopsis japonicum

<220>
<223> orf 1

<400> 28
gtggacggtc
acgaaggcga
accgacgtcg
cggcggcgaa
aaaggtttgc
atcgcgctgg
gccgaccggt
gaagtgatcc
gagcgggagyg
cccgceccgaac
gcgctggaaa
gccegegtgg
gtaccactgc
ctgctcgacg
ctgcccggtt
ttgctgacca
accttccagc
gccgggcette
gaggacgacg
<210> 29
<211> 1347
<212> PRT
<213> Amyco

<220>
<223> ORF 1

<400> 29

Met Phe Pro
1
Ala Ile Leu

Ile Ala Thr
35
Gly Arg Pro
50
Thr Tyr Glu
65
Ala Val Arg

Ala Glu Gly

Lys Gly Leu
115

652

cggacgcgac
ccgcggcetge
aggtctacga
ccgggattcce
tcgtcaggcet
aggcgatgct
tgcgcgagceg
acggcgacgc
tcgcecttegt
gtgatctcct
tgcacgacct
tcaccagcgce
ggtccgatcg
cgctcggcgce
cggccgaact
cgggcctgcece
gacggctccg
aggtcgccac

tcagcgagcg

gcggtccecctt
ggcgggagac
tgccttcgcee
gcaacaacgg
tcccggecgg
ccggctgaag
gtaccgggcg
gctgatcgcce
cgacaaaccg
cggcecggggyg
gtcatccgac
cccgctcaag
ccccgaggte
ggtcttcgct
ggcggacgtc
ggaccggage
cgacctcatg
gcggggttgg

cgcgggttcg

latopsis japonicum

653

Arg Ser Pro His Leu

Ala Ala Ser Ala Leu

20

Ala Ala Thr Ala Ala

40

Asp Val His Arg Val

55

Arg Asp Gly Ala Gly

70

Pro Asp Arg Pro Ser

Leu Met Val Tyr Pro

100

Leu Ser Pro Asp Leu

120

ES 2745975 T3

ttgcccgcecg
gatttgctgg
ggcaccggtt
ctgctgcgceg
gcggaggtgt
gaacaggaac
acgtccggcg
gagcgggcgyg
ccttacgcge
gtgcgcttte
ctggaggcag
atgatcgtgg
ggcgcggcect
ttcctttgge
gccccttecg
atcgccaaac
accgcgctcg
gtcaccttgce

ccttcgccac

Thr Arg His
10

Val Ala Leu

25

Val Ser Gly

Thr Leu Leu

His Gly Thr
75
Pro Ala Phe

Ser Asp Ala
105
Phe Asn Val

gattccagcg
acatcatcgg
cgctgaccgt
tactgggcge
attcggcggt
tcgcgagcgce
aacgcgcggt
atcagctgct
gaacgccgag
gcggggttta
gcctecgeget
tcgaccagcg
tggtgatcca
agagcgggct
acgacgcccg
aactcggcat
gcgcgaccac
cgtcgaccca

gtccgtga

Pro Trp His

Thr Pro Leu
30
Pro Ala Pro
45
Thr Gly Asp
60
Ala Gln Val

Gln Ile Thr
Leu Pro Phe
110

Thr Thr Leu
125

33

gtatggtcgg
tctgagtgaa
cgccgaaatc
gctgacggaa
gcggccggag
gcggctggtce
cgatctcatc
gcgctcggcece
tgtgctgcat
cgagcgcagt
cggcgaggag
cgtcggactg
cccgtgcgcea
tccgctgcege
cctgctcgee
gagctaccgg
ccggttccag

acccccgate

Pro Val
15

Pro Val
Val Thr
Val Vval
Glu Pro

80

Thr Thr
val Gly

Val Gly

420

540

600

660

720

900

960

1020

1080

1128
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Asp
Tyr
145
Lys
Gly
Ser
Ile
Ser

225
Gly

Glu
Ile
Ala
305
Glu
Gln
Gly
Gly
Thr
385
Leu
Leu
Ile
Asp
Ala
465
Gln
His
Ser
Arg
Asn
545
Pro
Thr
Val
Ala
Tyr
625
Ala
Ala
Gln
Arg
Arg

705
Glu

Arg
130
Gly
Ala
val
Leu
Ser
210
Thr
Lys
Pro
Gly
Val
290
Pro
Gly
Gly
Ala
Thr
370
Val
Asp
Arg
Val
Ser
450
Gly
Ala
Trp
Gln
Thr
530
Thr
Trp
Asp
Asn
Thr
610
Asn
Gly
Gly
Val
Tyr
690
Trp

Ile

Arg
Asp
Leu
Gly
Val
195
Gln
Ala
Gly
Asp
Asp
275
Ala
Asp
Asp
Ala
Asp
355
Leu
Thr
Arg
Asp
Ala
435
Tyr
Ala
Leu
Phe
Lys
515
Thr
Gly
Asp
Leu
Pro
595
Thr
Ala
Gly
Ala
Gly
675
Ser

Ser

Ala

Asp
Arg
Pro
Val
180
Ala
Val
Arg
Thr
Leu
260
Val
Gly
Ala
Thr
Lys
340
Pro
Phe
Thr
Glu
Ala
420
Ala
Thr
Ala
Lys
Glu
500
Ala
Asn
Asp
Gly
Ser
580
Asn
Ala
Ala
Pro
Gly
660
Leu
Ala

Ala

Leu

Asp
Ser
Gln
165
Gln
Phe
Arg
Val
Thr
245
Ala
Val
Thr
Asn
Ala
325
Ile
Met
Val
Pro
Asp
405
Ser
Arg
Ala
Ala
Asn
485
Gln
Thr
Ala
Gln
Gly
565
Ile
Glu
Asp
Glu
Ala
645
Asn
Val
Leu

Met

Asn

Ala
Gly
150
Thr
val
Asp
Leu
Gly
230
val
Gly
Asp
Gly
Leu
310
Gln
Val
Ser
Val
Gly
390
Lys
Val
Ala
Ala
Ile
470
Thr
Gly
Gly
Ser
Pro
550
Ala
Pro
Gly
Gly
Leu
630
Gln
Arg
Asp
Gly
Ser

710
Ala

Ala
135
Leu
Gln
Lys
Ala
Asp
215
Ala
Ala
Lys
Arg
Ala
295
Val
Val
Asn
Glu
Ala
375
Ala
Ile
Lys
Ala
Ser
455
Leu
Leu
Ala
Thr
Ala
535
Leu
Ala
Pro
Thr
Thr
615
Phe
Ser
Asn
Gly
Trp
695
Ala

Ala

Ser
Ser
Arg
Lys
Ser
200
Arg
Pro
Val
Thr
His
280
Ala
Val
Met
Leu
Gln
360
Ala
Ala
Ala
Pro
Asp
440
Gly
Leu
Val
Gly
Ala
520
Gln
Asn
Pro
Lys
Ala
600
Asn
Pro
Ala
Asp
Val
680
Val

Thr

Asn

Thr
Ala
Leu
Ala
185
Gly
Lys
Ser
Val
Val
265
Gly
Ser
Ala
Ala
Ser
345
Ile
Gly
Thr
Trp
Glu
425
Thr
Thr
Gln
Thr
Ile
505
Val
Val
Leu
Gly
Ser
585
Gly
Ala
Val
Ser
Pro
665
Gly
Met

Gln

Ala

ES 2745975 T3

Thr
Arg
Thr
170
Gly
Lys
Val
Ala
Asp
250
Ala
His
Gly
Lys
Gly
330
Leu
Asp
Asn
Ser
Phe
410
Ile
Ala
Ser
Gln
Thr
490
Leu
Ala
Val
Asn
Thr
570
Ser
Val
Val
Thr
Ala
650
Phe
Arg
Glu

Val

Val

Ile
Thr
155
Pro
Thr
Pro
Arg
Trp
235
Thr
Ser
Gly
Gly
Val
315
Ile
Gly
Ser
Ser
Ala
395
Ser
Thr
Leu
Met
Arg
475
Ala
Asp
Ser
Arg
Leu
555
Gly
Thr
Tyr
Arg
Ile
635
Gln
Leu
Val
Arg
Ala

715
Pro

Pro
140
Leu
Leu
Gly
Val
Val
220
Ser
Gly
Ala
Thr
Arg
300
Phe
Asp
Ala
Leu
Gly
380
Leu
Ser
Ala
Gly
Ala
460
Pro
Lys
Val
Phe
Gln
540
Lys
Met
Thr
Gly
Thr
620
Arg
Leu
Asp
Leu
Gly
700
Val

Ala

Val
Asp
Val
Glu
Leu
205
Thr
Gly
Ile
Asp
His
285
Tyr
Asp
Trp
Gly
Ser
365
Pro
Thr
Arg
Pro
Glu
445
Thr
Gly
Asp
Ala
Gly
525
Leu
Leu
Arg
Val
Gly
605
Pro
Val
Ile
Gln
Val
685
Leu

Ser

Gly

34

Ile
Ala
Thr
Phe
190
Asn
Leu
Gly
Asp
Phe
270
Val
Lys
Ala
Ala
Val
350
Ala
Gly
Val
Gly
Gly
430
Pro
Pro
Leu
Val
Arg
510
Arg
Ser
Thr
Leu
Asp
590
Ala
Val
Arg
Asp
Val
670
Pro
Thr

Gly

Leu

Val
Lys
Ala
175
Trp
Gln
Asp
Trp
Glu
255
Ser
Ala
Gly
Ser
Val
335
Ser
Lys
Asp
Gly
Pro
415
Val
Val
His
Thr
Gly
495
Ala
Asn
Tyr
Val
Ala
575
Leu
Val
Ser
Asp
Asp
655
Ser
Ala
Val

Pro

Ile

Arg
Ala
160
Asn
Arg
Gly
Lys
Thr
240
Asn
Gly
Ser
Val
Gly
320
Ala
Asp
Ser
Arg
Ala
400
Arg
Gly
Asp
Val
Gly
480
Leu
Val
Glu
Thr
Arg
560
Lys
Ala
Val
Thr
Ser
640
Ala
Gln
Gly
Arg
Ala

720
Thr
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Pro Thr Pro

Ile Pro Gly

755

Ala Ser Gly
770

Ser Ala

785

Ala

Gly

Val Glu

Ala Tyr Asp
val
835

Lys

Leu Pro

Arg Gly
850
Asp Pro Val
865
Val

Ser Ala

Gly Ser Leu

Ser Leu Gly
915
Val Arg
930

Tyr

Ser
Ser Leu
945
Asp

Gln Lys

Pro Gly Leu
Thr
995
Thr Glu
1010

Val

Trp Lys

Trp
Val

1025
Ser

Thr

Met Asn

Asp Glu Phe

Pro Ala Asp
1075
Cys

Val Leu

1090
Pro Gly Leu
1105
Ala Asn Pro

Leu Tyr Arg

Leu Ala Leu
1155
Arg Leu Asp

1170
Pro Ser
1185
Thr

Gly

Phe Ala

Cys His Asn

Asp His Arg
1235
Phe Thr
1250

Gly Pro

Pro
Gly
1265
Arg Thr Trp

Ser Val Thr

Trp Leu Arg
1315

Thr
740
Gly
Ala
Ala
Met
Val
820
Val
Ala
Ser
Ala
Ser
900
Trp
Leu
Asp
Thr
Thr
980
Gln
Tyr
Leu
Ala
Trp
1060
His
Ser
Gln
Tyr
Asp
1140
Ile
Val
Ala
Ser
Ala
1220
Leu
Phe
Val
Thr
Val

1300
Ser

725

Asp Leu Arg

Ala Gly Val
Glu
775

Leu

Gly Trp

Ile Ser
790
Arg Ile Val
805
Pro

Thr Leu

Phe Gly Gly

Val Val
855
Ser

Leu

Ala Val

870

Gly Gly Ala

885

Val Pro Gly

Asp Glu Gly

Leu Val Arg

935
Gly

Ala Asn

950
Leu Val Ala
965
Gly

Gln Lys

Ala Val Gln

Thr Pro
1015

Asn

Gly
Ser Gly
1030
Gln Asn
1045

Phe

Val

Arg Ala

Pro Ala Arg

Met Cys Arg
1095
Met Asp
1110

Asn Ala

Trp

Glu
1125
Gly

Thr Glu

Pro Glu Phe

Thr Val
1175
Gln

Asp

Phe
1190
Arg

Leu

Ala
1205
Gly

Ser

Lys Ser

Pro Leu Asp

Val Ser
1255

Leu

Asp
Thr Arg
1270
Ala Ala Thr
1285

Ala His Pro

Glu Ala Arg

Asp
Asn
760
Val
Gln
Gly
Thr
Ala
840
Arg
Ala
Ala
Leu
Glu
920
Ser
Val
Thr
Asn
Gly
1000
Ala
Asp
Tyr
Pro
Tyr
1080
Gly
Gly
Arg
Ile
Arg
1160
Leu
His
Asp
Cys
Leu
1240
Ala
Gln
Val

Pro

Asp
1320

ES 2745975 T3

730

Arg Thr Val
745
Gly

Tyr Val

Arg Val Thr
Ala
795

Pro

Asp Ser

Gly Gly
810
Ala Lys
825

Gly

Ser

Asp Leu

Ile Pro Val

Ile Ala
875

Pro

Gly

Ile
890
Ser

Leu
Ser Ala
905
Lys

Leu Arg

Ala Pro Asp
Glu
955

Gly

Pro Lys
Thr
970
Tyr

Lys
Trp Ala
985
Thr

Lys Ile

Asn Asp Arg

Thr Ala Gly
1035
Ala Gly
1050

His Ser

Arg

Leu
1065
Pro Ala Thr

Gly Thr Asp

Thr Thr Gly
1115

Phe Ala

1130

Arg Ser

Tyr

Pro
1145
Leu Ala Pro

Pro Gly Gln

Ala Pro Arg

1195
Ala Ala
1210
Phe

Ala
Ser Gln
1225

Gly Gly Arg

Gly Ser His
Ala
1275
Arg Pro Gly
1290

Leu Ala Ala
1305

Ser Ser Gly

Val Ser

Met Leu
Glu
765
Ala

Gly

Pro
780
Thr Leu

Ala Val

Pro Gly

Thr Gly
845
Pro Ala
860
Asn Ala

Tyr Ala

Val Vval

Thr Ala
925
Ala Met
940
Leu Val

Tyr Gln

Phe Pro
Val
1005
Val

Pro

Leu
1020
Arg Arg

Glu Arg
Gly Thr

Ala Ser
1085

Pro Asp

1100

Ala Gly

Ala Thr

Asn Ala

Thr Pro
1165
Ala Gln
1180
Thr Asp

Pro Leu

Pro Leu

Ala Pro
1245
Ser Gly
1260

Ser Thr
Ala Asn
Thr Asp
Asn Thr

1325

35

735

Arg Arg Val

750
Ala

Gly Leu

Ala Ala Thr

Gln Thr
800

Pro

Ser

Asn
815
Arg

Leu

Glu
830
Leu

Thr

Asp Val

Gly Ala Pro
Ala
880

Pro

Ser Arg
Ser
895
Thr

Gly
Pro Leu
910
Gly

Ala Val

Tyr Asn Leu
Val
960

Lys

Arg Arg

Ala Glu
975
Thr Gly
990

Pro

Leu

Gly Ser

Trp Lys Arg

Ala Ala Leu
1040
Arg Pro
1055
Val Glu
1070

Gly

Ser
Leu

Trp Ala

Leu Phe Leu

Gly His Tyr
1120
Thr Ala Arg
1135
Asp Asp Pro
1150
Ala Thr Tyr

Val Gly Ile

Thr Ser Trp
1200
Phe Ser
1215

Gln

Gly

Ile
1230
Ala

Leu

Gly Arg

Ala Arg Gly

Asp Gly Gly
1280
Leu Trp
1295

Phe Val

Gly

Gly
1310
Val Thr Gln
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ES 2745975 T3

Thr Val Gln Arg Ala Tyr Ala Leu Thr Asp Val Ala Lys Ala Asn Pro

1330
Arg Ala Arg
1345

<210> 30
<211> 4044
<212> ADN

1335

<213> Amycolatopsis japonicum

<220>
<223> orf 1

<400> 30

atgttccccce
gcctccgceac
gtatccggcce
ggcgacgtgg
gcggtgcgge
atggtgtatc
ttcaacgtca
gtcatcgtgce
aaggcgctcc
caggtcaaga
gggaaacccg
acgctggaca
gggaagggga
gcgggcaaga
ggccacggca
tacaagggtg
gagggtgaca
atcgtgaacc
atcgactcgce
ccgggcgacc
ctcgaccggg
tcggtcaaac
acggcgctgg
acaccgcatg
caggcactga
cagggcgceeg
gtcgcgagct
ctgtcctaca
ccttgggacg

atcccgccga

653

gttcccctca
tggtcgccct
ccgctcecgt
tgacctacga
cggaccggcc
cgtcggacgce
ccacgctcgt
gttacggcga
cgcagaccca
aagcggggac
ttttgaacca
agagcaccgc
ccacggtcgce
cggtcgccte
cgcacgtcgce
tggcaccgga
ccgcacaggt
tcagcctcgg
tttcggcgaa
ggacagtcac
aggacaagat
cggagatcac
gcgaaccggt
tcgegggege
agaacaccct
gaatcctcga
tcggccgcaa
ccaacaccgg
gcggcgccgce

agtcgagtac

cctgacgaga
caccccctta
caccgggcegyg
acgagacggc
gagceccggceg
gcttccgtte
cggagaccgg
ccggtcgggg
gcggctcacc
gggcgaattc
agggatttcg
gcgggtceggt
ggtggtggac
cgcggacttc
gtcgatcgtc
cgcgaatctg
gatggccggg
cgccggegte
gtccggcacg
gacaccgggg
cgcgtggtte
cgcgcccggce
ggacgactcc
cgcggcgatc
cgtcaccacg
cgtcgcgegg
cgaacggacg
ggaccagccg
gccgggtacc

caccgtcgac

cacccctgge
ccggtgatcg
ccggacgtcce
gcegggcacyg
ttccagatca
gtcggcaagg
cgtgacgacg
ctgtccgccce
ccgctggtca
tggcgttcce
caagtccggc
gcgccgtcgg
accgggatcg
agcggcgagyg
gccggtaccg
gtggtggcca
atcgactggg
agcgacgggg
ctgttcgtgg
gcggcgacgt
agcagccgcg
gtcgggatcg
tacaccgccg
ctgctgcagc
gccaaggacg
gccgtgtctce
accaacgcct
ctgaacctca
gggatgcgcece

ctcgccgtga

1340

acccggtgge
cgaccgccgce
atcgcgtcac
gcaccgcaca
cgaccacggc
gactgctgag
cggcgagcac
ggactctgga
cggccaacgg
tcgtcgegtt
tggacaggaa
cgtggagcgg
acgagaacca
gcgacgtcgt
gcgcggcatc
aggttttcga
ccgtcgecgcea
ccgacccgat
tcgcggeegyg
ccgcgctcac
gcccgeggtt
tcgcecgecag
cgtcgggcac
agcgaccggg
tcggtcttca
agaaggcgac
cggcacaggt
acctgaagct
tggcgaagac

acccgaacga

36

gatcctggcg
gaccgccgcce
gttgctcacc
ggtcgaaccg
cgaagggctg
cccggacctg
cacgatcccc
cgcgaaggcyg
agtgggggtt
cgatgcgagce
ggtccgggtg
tgggtggacc
tcccgacctg
ggaccgccac
gggcggccgg
cgcgtccgge
gggcgcgaag
gagcgagcag
gaactcgggg
cgtcggagcg
gcgggacgcece
ggctgcggac
ctcaatggcg
actgaccggg
ctggttcgag
cggcaccgcc
cgtccggcag
gaccgtgcga
ggatctgtcg

aggaacggcg

60

120

180

240

300

420

480

540

600

720

780

840

900

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800
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ggcgtctacg
cccgtgagca
gcgggcggge
aaccgcaacg
ggccgggtgce
ctgacggtgce
gagatcgcgce
gatctgcggg
ggttacgtcg
gcggccgceca
gcggtcgaga
ccgacgttga
ggtgatctca
gccggggeac
gtgtccgccg
gttccgggte
aagttgcgga
atgtacaacc
gaccagaaga
ggacagaaga
acgaagatcc
gtctggaaac
agcatgaacg
ttccgecgege
ccggcgacgg
gacctgttcc
gcgaatccct
gggaccgaga
ctcgcgccga
caggtcggca
acgttcgcecct
ggcaagtcgt
ggcggceegeyg
ggcgcgcggg
cgtacctgga
gcccacccgce
agctcgggca

aaggcgaacc

gcggcgcecgt
cctacaacgc
ccgctcagtce
acccgttcct
tcgtgccage
gccgcetggte
tgaacgcggce
atcgcacggt
gcgaagccgg
cctcggeggyg
tgcggatcgt
cggcgaagtc
ccggtctcga
cggacccggt
cgggtggggc
tcagcagcgce
ccgccggtge
tcagctatct
ccttggtcge
actggtacgc
cggttcccgg
gggtcgtcac
cgcagaacgt
cactgcacag
cctccggetg
tccececggect
acgagaacgc
tcccgeggte
ccccecgecac
tcccgagegg
cggcgeggte
gttccttcca
ccccggecgg
gcggcggacce
cggcggcgac
cactcgcggce
acaccgtgac

cgcgegeteg

ggtggccacg
ggccgaactg
cgcgtcggcece
cgaccaggtc
cggacgctat
ggcgatgagce
gaacgccgtce
gatgctgcegg
gctggcttcg
cgcgatttcg
cggtggcggt
gcccggtgag
cgtccgcgga
gagcgcggtce
ggcgttgatc
ggtggtgccg
cgtttcggtg
cgacgccaac
cacgaaaacc
cttcccgacc
ctcctggacc
cctgtccgge
ctaccgcgcg
cggcacggtg
ggcggtgcetg
gcagtggatg
gcggtacttc
caatgcggac
ctaccggctg
ggcgctgttc
agacgccgcg
gccactcatc
acgcccgtte
ggtgacgcgg
cgtccggeccg
gacggacggg
gcagacggtc

ctga

ES 2745975 T3

accgcggacyg
ttccecggtga
cagctgatcg
agccagcagg
tcggcgctcg
gcgacgcagg
ccggcgggge
cgcgtgatcc
ggcgcegggcet
ttgcaggaca
ccggccgtge
cgaacgctgce
aaggccgtcc
tccgegggea
ccctacgccg
accttgtccc
cgcttgctgg
ggcgtgccga
ggctaccagg
ggcctgtgga
gaatacaccg
aacgacaccg
ggcgagcggt
gaactgcccg
tgctcgatgt
gacggcacga
gcggcgacca
gatccgctcg
gacgtgaccg
cagcacgccc
gcaccgctcg
cagctggacc
accttcgacg
ctgcaggtgt
ggcgcgaacyg
ttcgtctggce

cagcgggcect

ggaccaacgc
cgatccgggt
acgacgcggc
tcggcctggt
gctgggtgat
tcgctgtcag
tgatcacgcc
ccggcggage
gggaggtgcg
gcgcgacact
tgaacccggce
cggtcgtgtt
tggtaaggat
tcgcgaacge
gttctccggg
tcggctggga
tgcgctcgge
aggagctcgt
ccgaaaaacc
agacacaggc
gcccggcgaa
cggggcgceeg
cgagaccgga
ccgatcatcc
gccgtggtgg
ccggggcggg
cggcacggct
cgctcatccc
acgtgctgcc
cgaggacgga
gcttctcctg
accggttgcc
tgtccgececgg
cggcgtcgac
ggctgtggtc
tgcgctcgga

acgcgctcac

37

ggtgcggact
ccgggactcg
cggtgcgggt
ggacggggtc
ggagcgcggg
cggcecggceg
cactcccacc
cggtgtgaac
cgtgaccccce
gtcccagacc
gtacgacgtg
cggtggcgceg
tccggtcecceccg
ttcacgcgcg
ttcgctgage
cgaaggcgaa
tccggacgceg
ccggegggte
gggactgacc
ggtgcagggc
cgatcggctg
cgccgcgctg
cgagttctgg
ggcccggtac
cacggatccc
cgggcattac
gtaccgggac
ggagttccgg
cggccaggcyg
cacgtcgtgg
ccacaacgcg
gctcgatctc
ctcgcacagc
ggacggcggg
ggtgacggtg
agcacgggac

ggacgtggcg

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4044
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<210> 31
<211> 197
<212> PRT
<213> Amyco

<220>
<223> ORF 1

<400> 31

Met Leu Ala

1

Ser Glu Gly

Asn Glu Val
35

Glu Leu Arg

50

Ile Arg Ile

65

Pro Ala Gly

Val Leu Val

Val Ile Pro
115

Gly Leu Ser

130

Phe Ser Asn

145

Glu Asn Val

Leu Ser Thr

Arg Thr Pro
195

<210> 32
<211> 594
<212> ADN
<213> Amyco

<220>
<223> orf 1

<400> 32

atgctggcga
gaggccgccce
aacggtctgce
agcggctacg
ccggcgggcea
cagaacttct
gccgagggcea
gacggtgtgg
gagaacgtca
accgacaaca
<210> 33

<211> 94
<212> PRT

latopsis japonicum

654

Met Gly Met Ala Gly

Thr Glu Ala Ala Pro

20

Ser Thr Arg Gly Val

40

Asn Val Ser Asn Gln

55

Tyr Ser Pro Ser Asn

70

Thr Ile Leu Gln Pro

85

Gly Gln Asn Phe Ser

100

Phe Thr Leu Thr Gly

120

Leu Gln Asn Met Ala

135

Ala Val Val Ala Pro
150
Ile Thr Asp Gln Leu

165

Asp Thr Asp Asn Asn

180
Gly Leu

latopsis japonicum

654

tgggtatggce
cgctcgtgtc
tcgacgagtt
tgatccggat
cgatcctgca
ccggcaccgt
tcccgacgge
ccttcagcaa
tcaccgatca

accggcagga

cggtggtgtc
gtccaccgtg
catcgagctg
ctactcgccg
gccgaaggge
cgtcgaccag
cggtggcctt
cgccgtegtg
gctcaacgcg

cttctcgcetg

<213> Amycolatopsis japonicum

<220>
<223> ORF 1

655

ES 2745975 T3

Gly Val Ala
10

Leu Val Ser

25

Asn Gly Leu

Pro Gln Asp
Val Val Thr
75
Lys Gly Asn
90
Gly Thr Vval
105
Ala Glu Gly
Ala Ala Lys
Arg Glu Gly
155
Asn Ala Ala
170

Arg Gln Asp
185

gcgaacgcgg
gtcatcaacg
cgcaacgttt
tcgaacgtcg
aacgcgggcc
acctacgtca
tcgctgcaga
gcccegegtg
gcgaacaccc

cagctgcgca

Asn Ala Ala
Ser Thr Val
Leu Asp Glu
Val Ser Gly
60
Asp Thr Ile
Ala Gly Gln
Val Asp Gln
110
Ile Pro Thr
125
Ile Asp Gly
140
Gln Ala Ala
Asn Thr Arg

Phe Ser Leu
190

caggcgagag
aggtttcgac
cgaaccagcc
tgaccgacac
agtacgcggt
tcceccettcac
acatggcggc
aaggccaggc
gcaacatcct

ccecegggtet

38

Gly Glu
15
Val Ile
Phe Ile
Tyr Val
Val Leu
80
Tyr Ala
95
Thr Tyr
Ala Gly
Val Ala
Ile Pro
160
Asn Ile

175
Gln Leu

cgagggcacc
ccgeggegtyg
gcaggacgtg
gatcgtcctg
gctcgtcggg
cctgaccggce
cgcgaagatc
cgcgatccecg
gagcaccgac

gtaa
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<400> 33

Met Thr Ala
1
Leu Ala Glu

Val Lys Leu
35
Ile Ser Arg
50
Gln Trp Leu
65
Ala Ala Ala

<210> 34
<211> 285
<212> ADN
<213> Amyco

<220>
<223> orf 1

<400> 34

gtgaccgcga
cgaatcgcga
aacgacagtg
ccctattgge

gccgecgegg

<210> 35
<211> 166
<212> PRT
<213> Amyco

<220>
<223> ORF 1

<400> 35

Met Thr Lys
1
Pro Ala Pro

Leu Gly Gly
35
Thr Leu Asp
50
Thr Pro Val
65
Gly Asp His

Gln Val Val

Arg Arg Gly
115
Cys Arg Glu
130
Arg Asp Ala
145
Cys Val Arg

<210> 36
<211> 501
<212> ADN
<213> Amyco

<220>

Asn Ser Glu Arg Gly

Gln Arg Ile Ala Lys

20

His Thr Arg Ser Gly

40

Trp Glu Arg Gly Lys

55

Ser Asp Val Leu Asp

70

Val Ala Arg Arg Arg

latopsis japonicum

655

acagcgaacg
aaggatggtc
tcaccaggga
ggcagtggct

tcgcgagaag

cggggcegeg
acaaggcgat
agagatttcc
cagcgatgtg

gcggcgecgg

latopsis Jjaponicum

656

Pro Gly Ser Leu Phe

Asp Thr Val Arg Ala

20

Pro Ala Gly Tyr Ile

40

Ile Gly Gly Trp Ser

55

Glu Leu Ala Ala Met

70

Phe Leu Ile Thr Ala

85

Val Glu Ala Ile Val

100

Ala Arg Val Asp Ser

120

Asn Gln Ala Ala Val

135

Val Ser Arg Asp Thr
150
Pro Ala Gly

165

latopsis japonicum

ES 2745975 T3

Ala Ala Ala
10

Gly Trp Ser

25

Asn Asp Ser

Arg Ile Pro
Thr Ser Ser

75
Arg Arg Asn

gccccgettt
ctggtcgtga
cgctgggagc
ctggacacct

aacattatcg

Leu Leu Leu
10

Ser Ser Ala

25

Asp Leu His

Val Gln Ala

Pro Ala Gly
75

Gln Gly Phe

Gly Asp Gly

105

Val Gly Trp

Ser Cys Pro

Asp Asn Asn
155

Pro Leu Cys

Gln Gly Asp
30
Val Thr Arg
45
Gly Pro Tyr
60
Arg Glu Leu

Ile Ile Ala

gcgaactgct
agttgcacac

ggggaaaacg
ccagccgcga

cgtga

Ala Leu Ala

Lys Ile His
30
Asn Thr Gly
45
Cys Thr Gly
60
Ser Glu Ile

Gly Gly Thr

Glu Ile Leu
110
Ala Pro Ser
125
Gly Leu Ala
140
Lys Ala Asp

39

Glu Leu
15

Leu Val
Glu Glu
Trp Arg

Glu Leu
80

cgccgaacaa
ccgctcecgge
cattcccggt

gctcgaactc

Gly Thr
15

Glu Val
Ala Thr
Gly Ala
Pro Ala
Met Gln
95

Leu Asp
Ser Pro

Gln Ser

Phe Gly
160

60

120

180

240

285
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<223> orf 1
<400> 36

atgacgaagc
accgtccggg
gacctgcaca

acgggcgggg
ggtgaccatt

gaggctatcg

gtcggatggg
ctcgcccagt
tgtgtacggce

<210> 37
<211> 231
<212> PRT
<213> Amyco

<220>
<223> ORF 1

<400> 37

Met Asn Arg
1
Tyr Ala Leu

Ala Glu Ala
35
His Pro Asp
50
Gly Thr Ala
65
Val Leu Val

Leu Asn Ala

Gln Val Met
115
Leu Gln Ala
130
Ala Ser Ala
145
Tyr Arg Trp

Gln Thr Val

Gly Ser Arg
195
Asn Leu Leu
210
Thr Ala Asp
225

<210> 38
<211> 696
<212> ADN
<213> Amyco

<220>
<223> orf 1

<400> 38

656

caggttccct

cttcgtecgge

acaccggcgce

cgacacccgt

tcctcatcac

tcggggacgg

cgccgtegte

cgagggacgc

cggccggctg

gttcctgcte
caagatccac
caccaccctt
cgaactggcc
cgcacagggt
cgagatactg
gccctgecge
cgtcagccge

a

latopsis Jjaponicum

657

Val Thr Thr Leu Val

Ser Arg Leu Leu Arg

20

Ala Ser Glu Pro Glu

40

Met Val Ile Thr Glu

55

Ile Cys Arg Phe Val

70

Phe Ala Gly Asp Ser

85

Gly Ala Asp Ser Phe

100

Ser Ala Val Arg Ser

120

Gly Gly Thr Pro Pro

135

Met Thr Arg Arg Glu
150
Ser Asn Asp Glu Ile

165

Lys Asn Tyr Val Ser

180

Arg Asp Leu Phe Arg

200

Pro Arg Leu Glu Thr

215

Gly Tyr Arg Gly
230

latopsis japonicum

657

ES 2745975 T3

ctcgcactcg

gaggtgctcg

gacatcggcg

gccatgcccg

ttcggcggga

ctggaccggc

gagaaccagg

gacaccgaca

Val
Asp
25

Ala
Leu
Lys
Ser
Val
105
Thr
Ala
Glu
Ala
Arg
185

Ala

Thr

Asp
Ser
Leu
Ser
Glu
Pro
His
Leu
Val
Glu
Glu
170
Ile

Leu

Glu

Asp
Ala
Trp
Ile
Gln
75

Ser
Lys
Ala
Thr
Ile
155
Glu
Leu

Arg

Arg

ccggaacccce
gcggceccegge
gctggtccgt
ccgggagcega
cgatgcagca
gcggggcgag
ccgccgtcecte

acaacaaggc

Gln Pro Leu

Gly Val Gly
30
Gln Cys Glu
45
Trp Gly Glu
60
Phe Glu Arg

Ala Ile Ala

Ser Ala Ser
110
Gly Gln Arg
125
Glu Ala Val
140
Leu Ala Leu

Leu His Leu

Gln Lys Leu
190
Phe Arg Pro
205
Glu Gly Glu
220

ggccccggac
aggctacatc
tcaggcgtgce
gatccccgece
ggtggtcgtc
ggtcgacagc
ctgcccecggg

cgacttcgge

Ile Arg
15
Ala Val

Lys Ser
Pro Ala
Ala Ala
80
Met Ala
95
Gly Gly
Val Cys
Arg Tyr
Ile Leu
160
Ala Thr
175
Gly Phe
Gly Gly

Leu His

atgaaccgcg tcaccacgct cgtagtagac gatcaacccc tcatcagata cgcgctcage

40
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aggctgttgce
gcgttgtggce
ggtgagcctg
gtcctggtct
gcggacagct
acgctcgccg
gccgtgegcet
taccggtggt
aactacgtca
gcgctgegtt
ggcgagttgce
<210> 39

<211> 139

<212> PRT

<213> Amyco

<220>
<223> ORF 1

<400> 39
Met Asp Asp
1
Tyr Leu Arg
Gln Ala Glu
35
His Arg Pro
50
Gly Gly Trp
65
Gln Arg Arg
Ile Asp Thr
Pro Gly Trp
115
Gly Thr Ile
130
<210> 40
<211> 420

<212> ADN
<213> Amyco

<220>
<223> orf 1

<400> 40

atggacgact
cgccgcgagyg
gcctggacgt
gtgatcagcg
cagcgccgceg
gcgccgggtyg

cacggtttcg

gggattcggc
agtgcgaaaa
ccgggaccgce
tcgcecggtga
tcgtgcacaa
ggcagcgggt
acgcgagcgce
cgaacgacga
gccggatcct

tccggeccggg

acacggcgga

99999tgggg
gagccatccc
gatctgccgg
ttcgtcgceca
gtcggccagce
gtgcctgcag
gatgaccaga
gatcgccgag
gcagaagctg
cggaaacctg

cgggtaccgg

latopsis Jjaponicum

658

Ser Tyr Arg Leu Glu

Leu Arg Arg Glu Ala

20

Arg Gly Val Arg Gly

40

Thr Gly Glu Thr Val

55

Tyr Phe His Ile Val

70

Gly Ile Gly Asp Ala

85

Ala Ala Pro Gly Ala

100

Arg Leu Tyr Lys Arg

120

Gly Met Arg Arg Gln

135

latopsis japonicum

658

cttaccgcct
ccggtctcag
cggtccgggt
acggtgggtg
gcatcgggga
cgtacgtcaa

tggagaccgc

ggaagcaggc
cgaaccgccg
ggtccaccgg
gtacttccac
cgccgtccte
tctgctecgge

tcccgggacce

ES 2745975 T3

gcggtggccg
gacatggtca
ttcgtgaagg
tcggccatcg
ggcggcecagg
gcgggcggaa
cgggaggagyg
gaactgcatc
ggcttcggca
ttgccgegee

ggctag

Ala Gly Ser
Gly Leu Ser
25

Ala Trp Thr
Gly Met Gly
Asp Met Ala

75

Val Leu Glu
Tyr Val Asn
105

His Gly Phe

Asn Ala Gly

tccecegtcegg
agggaacagg
cccaccggcg
atcgtcgaca
gaggcccttce
gatccacccg

atcggcatgce

aagccgcgag
tcaccgagct
aacagttcga
cgatggcgct
tgatgtcggce
ccccgecggce
agatcctcge
tcgccacgca
gcagacgcga

tggagacgac

Pro Ser Val

Glu Pro Pro
30

Ser Val Arg

45

Arg Val Ile

60

Val Leu Pro

Ala Leu Leu

Leu Leu Gly
110

Val Glu Thr
125

tcgacgacta
cggagcgcegyg
agaccgtcgg
tggccgttcet
tcgcggcgat
gatggcggcet

ggcgccaaaa

41

tgagcctgaa
gtcgatctgg
acgcgctgcecce
gaacgcgggt
ggtgcgctcg
ggtcaccgag
gctgatcctc
gaccgtgaag
cctcttecegg

cgagcgcgaa

Asp Asp
Arg Glu
Val Vval
Ser Asp
Ala His
80
Ala Ala
95

Asp Pro

Ala Pro

cctgcggetg
ggttcgegge
gatgggccgg
gcccgeccat
cgacaccgcg
ctacaaacgc

cgccggataa

600

660

696
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<210> 41
<211> 174
<212> PRT
<213> Amyco

<220>
<223> ORF 1

<400> 41

Met Thr Val
1
Leu Arg Gln

Ala Val Ala
35
Thr Ala Thr
50
Leu His Ala
65
Gly Gln Leu

Val Leu Gln

Arg Leu Val

115

Gly Val Ala
130

Thr Val Ala

145
Thr Ser Val

<210> 42
<211> 525
<212> ADN
<213> Amyco

<220>
<223> orf 1

<400> 42

atgaccgtca
accggaagac
ctccgcccga
acccgcacca
ggtcagctca
accgagaccg
caacgcccgg
aacgcgggcg
accagcgtgce
<210> 43

<211> 288
<212> PRT

latopsis Jjaponicum

659

Thr Thr Leu Arg Pro

Cys Thr Gly Arg Pro

20

Asn Val Leu Thr Glu

40

Glu Arg Ala Gly Ser

55

Glu Ser Ala Phe Ser

70

Thr Glu Ile His Asp

85

Gly Thr Glu Thr Glu

100

Arg Lys Ala Gln Arg

120

Pro Pro Asp Asp Ile

135

Ile Thr Leu His Val
150
Arg Arg Asn Tyr Arg

165

latopsis japonicum

659

cgaccctcag
catccgaacc
ctccgcaact
ccctgcacgce
ccgagatcca
agaccatctt
cggggtcggt
acaccgtcgce

gccgcaatta

accaggcctt
ccttgtcacc
gctcaccgcg
cgagtccgcc
cgatcacctg
cgacatcgac
gagcggcgtc
catcaccttg

ccggatgcgce

<213> Amycolatopsis japonicum

<220>
<223> ORF 1

<400> 43

660

Gly
Ser
25

Leu
Pro
Ile
His
Thr
105
Gln
His
Tyr

Met

ES 2745975 T3

Leu
10

Glu
Arg
Asp
Val
Leu
90

Ile
Arg
Gln

Gly

Arg
170

Pro
Pro
Pro
Gly
Gly
75

Val
Phe
Pro
Val
Ala

155
Ala

ccggagctga

gcacaagccg

acggaacgcg

ttttcgatcg

gtgtggtgta

gacgatcggc

gcgccgeccyg

cacgtgtacg

gccacttcgce

Glu Leu Ile
Leu Val Thr
30
Thr Pro Gln
45
Tyr Thr Arg
60
Leu Val Trp
Trp Cys Thr
Asp Ile Asp
110
Ala Gly Ser
125
His Asn Ala
140
Asp Leu Ser

Thr Ser Arg

tcaaacgtct
tggcgaacgt
ccggctccce
tcggactggt
cattccttgt
tggtccggaa
acgacatcca
gcgccgacct

ggtga

Lys Arg
15

Ala Gln
Leu Leu
Thr Thr
Arg Pro
Phe Leu
95

Asp Asp
Val Ser

Gly Asp

Lys Gly
160

gcgccaatgce
tctcaccgaa
cgacggctac
ctggcggccc
cctgcaagga
ggcccagegg
ccaggtgcac

gagcaaggga

Met Leu Asn Leu Val Gln Leu Thr Val Leu Ala Ala Val Ala Arg His

1

5

10

15

Gly Ser Met Thr Ala Ala Ala Lys Glu Leu His Tyr Thr Gln Pro Ala

20

25

30

42
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Val His
35
Arg

Ser
Val Gln
50
Leu Ala Ala
65
Ala

Glu Leu

Ala Gly Phe

Thr Ala
115
Gly

Leu

Pro
130
Leu

His

Ala
145
Arg

Ile

Leu Val

Pro Gly Gln

Cys Ala Arg

195

Phe Ala Pro
210

Ala Leu

225

Leu

Val

Arg Ala

Asp Pro Arg

Ala Ala

275

Pro

<210>
<211>
<212>
<213>

44
867
ADN
Amyco

<220>

<223> orf 1

<400> 44

atgctgaatc
gcggcggcega
gaggcggcga
gaaggggaac
gccgagttgg
tcgatcctga
ctcgaactcg
cggatcgacg
cggctcgtgce
atcgccgatc
gtcacgatct
gtggtcatgc
ctgcgtgcge
atctatgccg
gcgcttcaga

<210> 45
<211> 411

His Leu

Ile Gly

Arg Ala

Ala Ala
85

Gln Ser
100
Arg Ala

Glu Ala

Phe Arg

Ala
Arg
Ala
70

Gln
Ile
His
Leu

Tyr

Leu
40
Ile

Arg

Gly
55
Glu Ile

val Gly

Leu Ser

Pro Gly
120
Arg Met
135

Ala Asp

150

Leu
165
Ile

His

Thr
180
Cys Gln

Arg Ile

Ala Ala

Leu

Ala

Asp

Ser

Arg

Glu Asp

Asp His

Glu Leu
200
Met Val
215

Met Gly

230

His Arg

245

Gln Ile

260

Ala Ala

latopsis

660

tggtgcagct
aggaactgca
cgggcgcgaa
tgctcgceccge
ccgcgcaggt
gcacgatcgt
ggctggtgga
tcgcectgat
acctgctgga
atcgtgactc
gcgggcggge
aggcgctggt
atcggatgcc
tcacctatgg

cgagcatccg

Met

Tyr

Leu

Pro Gly

Ala Val

Ile Asp

280

Jjaponicum

cacggtgctg
ctacacgcag
gctggtccag
ccgcgceggece
gggcttgcge
ccccgacgcg
cgaacatccg
cttccggtac
ggacccgatc
gacctggatc
cgggttcgcce
cgcggceecgg
cggtgtgcac
cgacccgccce

ggcttag

ES 2745975 T3

Glu Ala Ala

Arg Leu Thr

Val Gly Arg

75

Leu Arg Ala
90

Thr Ile

105

Leu

Val

Glu Leu

Leu Arg Glu

Thr Pro Arg
155
Ile Tyr
170

Asp

Pro

Arg Ser
185
Val

Thr Ile

Ser Asp Asp

Val Thr Thr
235
His Ala
250
Tyr

Val

Thr
265
Ala

Gly

Leu Gln

gcggcggteg
cccgcggtga
cggatcggcc
gagatcgtcg
gccgggcggyg
gccgcgacgce
ggcgaggcege
gcggacacgc
tacctgctca
ggcggctgeg
ccgcgtattt
atgggcgtca
gccacggagc

gatcctccgg

Thr Gly Ala
45

Pro Glu

60

Val

Gly

Glu Gly

Gly Arg Val
Ala
110

Val

Pro Asp

Leu
125
Arg

Gly
Gly Ile
140
Glu

Glu Gln

Leu Leu Thr

Thr Ile
190

Arg

Trp
Cys Gly
205
Ile Val Val
220
Leu

Pro Arg

Thr Glu Leu
Pro
270

Ile

Asp Pro

Thr Ser

285

cgcggcacgg
gccaccatct
gcggcatccg
gccgggtcega
tccggatgge
tggcccgtge
tgcgcatgcect
cccgcgagga
ccagcgaacc
cccgatgceca
cgatggtcag
ccacgctgcc
tggccgaaga

ccgcagcggce

43

Lys Leu

Glu Leu

Ala Glu
80
Arg Met
95
Ala Ala

Asp Glu

Asp Val
Leu
160
Glu

Gly

Ser
175
Gly Gly

Ala Gly

Met Gln
Ala
240
Glu

Leu
Ala

255

Asp Pro

Arg Ala

ttcgatgacc
cgcgaggttg
gctcacaccg
aggcgccgaa
ggggttccag
gcatcccgga
gcgggagggyg
acaggggctc
ggggcagacc
ggacgaactc
cgacgacatc
ccggetggeg
cccgcgtcag

gttgatcgac

420

540

600

660

720
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<212> PRT

<213> Amycolatopsis

<220>

<223> ORF 1661

<400> 45

Met Arg His
1
Ala Ala Pro

Asn Ile His
35
Ala Gly His
50
Asp Ala Gly
65
Leu Gly Ile

Cys Asp Pro

Ala Val Ala
115
Gly Ser Ala
130
Pro Thr Thr
145
Thr Arg Asp

Leu Leu Asp

Ser Thr Ser
195
Leu Ser Glu
210
Gly Ala Ala
225
Glu Leu Val

Val Gly Leu

Glu Arg Leu
275
Ala Glu Ala
290
Ile Thr Thr
305
Glu Ser Gly

Arg Asp Phe

Pro Thr Phe
355
Gly Phe Pro
370
Pro Ala Gly
385
Leu Gly Val

<210> 46
<211> 1236
<212> ADN

Leu
Ala
20

Val
Val
Ala
Thr
Ser
100
Ala
Arg
Gly
Thr
Ala
180
Val
Asp
Gly
Val
Arg
260
Val
Val
Arg
Ile
Ser
340
Pro
Gly

Leu

Gly

Asn
Gly
Ala
Pro
Val
Cys
85

Arg
Gly
Val
Arg
Ala
165
Val
Arg
Val
Val
Asp
245
Ser
Arg
Val
Ser
Asp
325
Ala
Thr
Leu

Ala

Ala
405

<213> Amycolatopsis

<220>

<223> orf 1661

<400> 46

gtgcggcatc tcaacgcgat cggccacctg gcgccgcacg atcacgcggce cgcgccggcec

ggcccgctca gcgggatcce gttggtggtc aaggacaaca tccacgtcgc cgggatgceccg

japonicum

Ala
Pro
Gly
Arg
Val
70

Asp
Phe
Ile
Pro
Tyr
150
Gly
Leu
Leu
Glu
Thr
230
Gln
Tyr
Glu
Pro
Ala
310
Ala
Val
Phe
Thr
Leu

390
Phe

Ile
Leu
Met
Glu
55

Val
Thr
Ala
Val
Ala
135
Pro
Pro
Ala
Gly
Glu
215
Leu
Gly
Leu
Ile
Gly
295
Leu
Leu
Gly
Ile
Val
375

Asp

Val

Gly
Ser
Pro
40

His
Gly
Thr
Gly
Pro
120
Ala
Ser
Ile
Ala
Val
200
Leu
Val
Met
Ala
Ala
280
Val
Arg
Ala
Ser
Arg
360
Pro

Gly

Glu

japonicum

His
Gly
Asn
Ala
Lys
Pro
Gly
105
Ala
Leu
Asp
Ala
Glu
185
Pro
Trp
Pro
Pro
Glu
265
Ala
Glu
Arg
Phe
Phe
345
Asn
Met

Leu

Arg

ES 2745975 T3

Leu
10

Ile
Thr
Thr
Ala
Leu
Ser
Gly
Asn
Gly
Arg
170
Glu
His
Glu
Leu
Leu
250
His
Pro
Pro
Ala
Pro
330
Val
Cys
Gly

Val

Val
410

Ala
Pro
Ala
val
Thr
75

Gly
Ser
Leu
Gly
Met
155
Thr
Pro
Gly
Ala
Asp
235
Val
Val
Asp
Ala
Tyr
315
Thr
His
Gln
Arg
Gly

395
Leu

Pro
Leu
Gly
Val
60

Met
Pro
Gly
Gly
Val
140
Thr
Val
Thr
Phe
Ala
220
Asp
Ile
Pro
Val
Val
300
Ala
Thr
Arg
Pro
Ala

380
Asp

His
val
Thr
45

Arg
His
Val
Gly
Thr
125
Cys
Pro
Ala
Pro
Leu
205
Leu
Thr
His
Glu
Arg
285
Tyr
Lys
Pro
Gly
Gly
365

Arg

Asp

44

Asp
Val
30

Pro
Arg
Glu
Arg
Thr
110
Asp
Gly
Leu
Asp
Leu
190
Thr
Ala
Pro
Glu
Val
270
Ala
Glu
Ile
Ala
Arg
350
Ser

Asp

Arg

His
15

Lys
Ala
Leu
Leu
Asn
Ala
Thr
Phe
Ser
Leu
175
Ile
Gly
Arg
Leu
Ala
255
Ser
Ile
Ala
Phe
Thr
335
Glu
Ile

Gly

Lys

Ala
Asp
Leu
Thr
Ala
80

Ala
Val
Gly
Arg
Ser
160
Ala
Glu
Asp
Leu
Ala
240
Gly
Phe
Phe
Ala
Asp
320
Ala
Val
Ala

Leu

Leu
400
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aacaccgcgg
cgacggctga
ctcggcatca
cggttcgecg
gcgggtctgg
tgcggcttcce
acgcgggaca
gtcctcgegg
ccgcacggtt
cttgccecget
gaactcgtcg
tcctaccteg
gcgcccgacyg
tacgaagcgg
gagagcggca
gccgtcggga
aactgccagce
cgcgacggcc
ctgggcgtgg
<210> 47
<211> 327
<212> PRT
<213> Amyco

<220>
<223> ORF 1

<400> 47

Met Ser Ser
1
Ser Leu Glu

Tyr Leu Ala
35
Val Pro Ile
50
Gly Tyr Asp
65
Gln Gly Ser

Asp Asp Thr

Gly Ala Thr
115
Ala Arg Pro
130
Gly Ile Arg
145
Arg Leu Arg

Ala Ala Leu
Asp Val Glu

195
Gly Arg Ala

gtaccccggce
ccgacgcggg
cctgcgacac
ggggcagcag
gcaccgacac
ggccgaccac
cggcegggcece
cggaagagcc
tcctgaccgg
tgggcgcegge
tcgatcaggg
ccgagcacgt
tccgggegat
ccatcaccac
tcgacgcgct
gcttcgtgca
ccggcagtat
tgcccgecgg

gggctttegt

gctggcgggce
cgccgtegtce
gaccccgcte
cggcgggacce
cggcggttceg
gggccgctac
gatcgcccge
gacacccctg
cgacctgtcc
aggcgtcacc
aatgccgctg
acccgaggtt
cttcgccgaa
ccgctcegee
ggccttccce
ccgagggcege
cgcgggattce
gctggcgcte

cgaacgggtt

latopsis japonicum

662

Gly Pro Ser Leu His

Leu Thr Pro Gly Glu

20

Tyr Ala Ala Gly Ala

40

Pro Asp Pro Ala Arg

55

Gly Ser Leu Glu Gln

70

Thr Ser Ala Glu Lys

85

Thr Gly Leu Pro Phe

100

Arg Thr Pro Ala Ser

120

Gly Ala Arg Ser Ala

135

Thr Leu Pro Tyr Leu
150
Leu Phe Gly Thr His

165

Lys Glu Arg Phe Pro

180

Ala Ala Ala Arg Glu

200

Ala His Pro Lys Ile

ES 2745975 T3

cacgttccgce
gtcggcaagg
ggcccggtgce
gcggtcgeceg
gcccgtgtte
ccgtccgacg
acggtcgccg
atcgagagca
gaggacgtcg
ctggtgccge
gtgatccacg
tcgttcgage
gcggtcgtgce
ttgcgtcgeg
accacaccgg
gaggtcccga
cccggcectga

gacggcctgg

ctgtag

Val Leu Thr
10

Ala Ile Thr

25

Ser Arg Asn

Asp Ala Val

Ala Ala Phe
75
Tyr Tyr Thr
90
Ala Leu Met
105
Thr Ala Leu

Leu Met Val

Leu Thr Ala
155
Pro Asp Gly
170
Asp Arg Glu
185
Ser Asp Ile

Arg Leu Gly

gcgagcacgce
cgaccatgca
gcaacgcgtg
tcgeggeggg
ccgccgegcet
gcatgacgcc
atctcgcgcet
cgtcggtcag
aagaactctg
tcgacgacac
aagcaggcgt
ggctcgttceg
cgggcgtcga
cctacgcgaa
cgacggcccg
ccttccccac
ccgtcccgat

tcggggacga

Arg Ser Asp

Met Val Glu
30
Pro Ala Lys
45
Ala Tyr Ser

Lys Thr Ser
Thr Ile Thr

Asp Cys His
110
Ile Ala Arg
125
Gly Thr Gly
140
Leu Pro Glu

Leu Arg Asp

Val Glu Leu

190

Val Val Ala
205

Trp Leu Pro

45

gaccgtggtce
cgaactcgcc
cgacccgtcce
catcgtgccc
caacggggtt
gctgagcagc
cctcgacgcg
gctgggtgtyg
ggaagccgceg
gccgctegee
cgggctccge
cgagatcgcc
acccgcecgte
gatcttcgac
ggacttctcg
cttcatccge
ggggcgcgcea

ccggaagttg

Leu His
15
Asp Gly
Leu Met
Met Leu
Tyr Arg
Leu Tyr
95
Arg Val
Ser Cys
Ala Gln
Leu Glu
160
Ser Val
175
Val Asp
Ala Ser

Pro Gly

600

660

720

900

960

1020

1080

1140

1200

1236
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210
Gly Leu Leu
225
Ala Glu Ala
Thr Gly Gln
Glu Leu Pro
275
Glu Asp Arg
290
Pro Val Ala

305
Arg Glu Val

<210> 48
<211> 984
<212> ADN
<213> Amyco

<220>
<223> orf 1

<400> 48

atgagctccg
acccctggceg
tcgcggaacc
tactcgatgce
caaggcagca
ggcctgeegt
accgcgttga
accggcgcge
cggctgcegge
gagcgcttcc
tccgacatcg
ctgccgeccgg
gcecgaggceceg
atggcgggtce
aaggcccccg
atcaccgaca
cgcgaggtgg
<210> 49

<211> 448
<212> PRT

215

Ile Ser Val Ala Ser
230
Asp Tyr Thr Val Ala

245

Arg Met Ala Gly Pro

260

Glu Ile Leu Ala Gly

280

Val Phe Ala Phe Ser

295

His Ala Leu Ala Ala
310
Ala Leu Trp Thr

325

latopsis japonicum

662

gtcccteget
aggcgatcac
cggcgaagct
tcggctacga
cgtcggccga
tcgcgctceat
tcgcgecggte
aggggatccg
tgttcggcac
cggaccgcga
tggtcgccge
gcgggctgcet
actacacggt
cggacggcgt
gcecgecgegg
tcccggtgge

ccctgtggac

gcacgtactc
gatggtcgaa
gatggtgccg
cggttcccte
gaagtactac
ggactgccac
ctgcgctcgg
gacgctgccg
gcatcccgac
ggtcgaactc
gtcgggccegg
gatctccgte
ggccaccagc
gttccggatc
cgacgaagac
gcacgcgctg

ctga

<213> Amycolatopsis japonicum

<220>
<223> ORF 1

<400> 49

663

ES 2745975 T3

Lys Gly Val
235

Thr Ser Gly

250

Asp Gly Val

265

Lys Ala Pro

Ser Gly Met

Arg Ala Ile
315

acgcgctcgg
gacggctatc
atcccggatc
gaacaggccg
acgaccatca
cgcgtcggcg
ccgggcegege
tacctgctca
ggtcttcgcg
gtcgacgacg
gcggceccacce
gccagcaagg
ggcgcgcagg
gacgccgaac
cgggtgttcg

gccgeccgceg

220
Gln Glu Gly

Ala Gln Val

Phe Arg Ile

270

Gly Arg Arg
285

Ile Ile Thr

300
Ala Ala Gly

atctgcacag
tggcctacge
ccgegeggga
cgttcaagac
ccctgtacga
ccacccgcac
gatccgcgcet
ccgcgctgcece
acagcgtcgce
tggaggccge
cgaagatccg
gagtccagga
tcgaggtgac
tcccggagat
ccttcagcag

ccatcgccge

Thr Leu
240

Glu Vval

255

Asp Ala

Gly Asp

Asp Ile

Arg Gly
320

cctcgaactc
ggccggggcece
cgccgtegeg
gagctaccgc
cgacaccacg
gcccgcgage
catggtcggc
ggagctggaa
cgcgctgaag
ggcgcgcgag
tctcggcectgg
aggcacgctc
cgggcagcgg
cctcgcggge
cggcatgatc

cggccgcecggce

Met Asp Leu Ile Asp Thr Leu Ser Pro Pro Leu Pro Ala Leu Glu Arg

1

5

10

15

Pro Trp Ala His Arg Leu Arg Ala Ser Glu Thr Leu Trp Glu Ile Ala

20

25

30

Arg Gly Val Gly Gly Gly Pro Phe His Val Val His Pro Ala Thr Phe

46

600

660

720

900

960

984
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35
Ala Glu Asn
50
Glu Gly Thr
65
Leu Arg Glu

Pro Glu Leu

Gly Val Thr
115
Arg His Arg
130
Val Ala Arg
145
Arg Val Arg

Asp Ala Val

Arg Gly Phe
195
Glu Leu Ala
210
Gly His Pro
225
Tyr Val Asp

Gly Trp Phe

Gln Ala Pro
275
Ile Ala Gly
290
Leu Leu Leu
305
Val Phe Pro

Thr Val Ala

Glu Phe Leu
355

Thr Pro Val

370

Val Leu Thr

385

Asp Leu Leu

Glu Ser Gly

Gly Asp Arg
435
<210> 50
<211> 1347
<212> ADN
<213> Amyco

<220>
<223> orf 1

<400> 50

gtggacctga
cggctgcgtg
cacgtggtcc
gccgaacggyg
ctgcgggaat
cacgccctcg

gacggcctcce

40

Leu Gly Glu Met Val

Val Tyr Tyr Gly Lys

70

Cys Thr Arg Pro Gly

85

Val His Ala Leu Gly

100

Gly Ala Ala Lys Pro

120

Cys Leu Ile Ala Val

135

Leu Ala Thr Glu Leu
150
Pro Pro Ser Ala Pro

165

Lys Ala Ala Val Arg

180

Ser Phe His Leu Asp

200

Ala Tyr Leu Ile Asp

215

Ala Ser Lys Ile Ser
230
Ala Gly Asp Trp Ala

245

His Ala Gly Arg Asn

260

Thr Gly Ala Ala Met

280

Lys Thr Leu Ala Glu

295

Glu Pro Gly Arg Ala
310
Val Leu Gly Cys Lys

325

Gly Leu Ser Met Ser

340

Pro Asp Pro Leu Leu

360

Arg Thr Ile Val Ala

375

Trp Arg Ala Val Glu
390
Val Tyr Pro Asn Thr

405

Phe His Gln Leu Pro

420

Trp His Leu Asp Thr

440

latopsis japonicum

663

tcgacaccct
cttcggagac
atccggccac
tcgaaggcac
gcacgcgtcc
gaaacgggct

tttggctcge

gtcceccgecce
gctgtgggag
tttcgccgag
cgtctactac
cggcacgggg
gcgcggcgaa

cctgecggceat

ES 2745975 T3

Asp Ala Leu

Lys Ala Asn
75
Thr Gly Val
90
Asn Gly Leu
105
Asp Gly Leu

Asp Ala Ala

Gly Glu Thr
155
Glu Ser Arg
170
Gln Cys Gly
185
Gly Tyr Asp

Leu Cys His

Ala Gly Gly
235
Arg Phe Glu
250
Pro Ala Arg
265
Val Thr Ala

Arg Leu Arg

Leu Val Asp
315
Pro Ala Glu
330
Leu Ser Glu
345
Val Arg Arg

Gly Ser Ser

Leu Pro Ala

395

Ala Gly Tyr
410

Leu Pro Pro

425
Asp His Pro

ctgcccgege
atcgcccgeg
aacctcgggg
gggaagaagg
gtcgacgtcg
gcgatcgggg

cgctgtctca

45
Ala Ala Glu

Lys Ala Ala
Asp Val Ala

Arg Gly Glu
110
Leu Trp Leu
125
Asp Glu Leu
140
Ala Glu Val

Phe Gly Phe

Gly Pro Val
190
Pro Val Pro
205
Asp Ala Arg
220
Gly Ile Ala

Ser Gly Arg

Thr Tyr Pro
270
Ile Leu Arg
285
Ala Ala Gly
300
Gly Ala Gly

Asp His Leu

Gln Trp Lys
350

Asp Gly Pro

365

Cys Met Glu

380

Gln Pro Arg

Gln Met Asp

Lys Val Val
430

Ile Gln Glu
445

tcgaacgtcc
gggtcggcgg
aaatggtcga
cgaacaaggc
cgagtgtgcc
tcaccggcge

tcgcggtgga

47

Arg Val
Ala Trp
Ser Val
95
Ala Ile
Ala Leu
Glu Arg
Leu Leu
160
Ala Pro
175
Val Leu
Arg Ala
Ala Leu
Val Ser
240
His Asp
255
Tyr His
His Glu
Ile Glu
Phe Ser
320
Ile Thr
335
Gly Ser
Gly Gly
Tyr Asp
Thr Gly
400
Lys Asn
415
Val Asp

Ile Arg

ctgggcgcac
cggcccgtte
cgcgctecgece
ggcggcectgg
cgaactggtg
cgccaaaccc

cgcggccgac
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gagctggaac
cgagtgcggce
gcggccgtge
ggctacgacc
gcccgcgcege
tatgtggacg
gccggccegta
gtgaccgcga
gccgggatcg
gtgttcccgg
ctgtccatga
gtgcgcaggg
atggagtacg
gacctgctcg
caccagcttc
gaccacccga
<210> 51
<211> 352
<212> PRT

<213> Amyco

<220>
<223> ORF 1

<400> 51

Met Thr Ile
1
Leu Glu Leu

Asp His Leu
35
Met Ile Asp
50
Ile Val Glu
65
Ala Leu Glu

Ala Arg Glu

Phe Val Glu
115
Arg Val Ala
130
Gln His Asn
145
Glu Leu Val

Gly Thr Gly

Gly Ala Ser
195
Phe Gly Gly
210
Ala Gly Phe
225
Ala His Arg

gcgtcgeccg
cgccgteccge
gacagtgcgg
ccgtgccgag
tcggacatcc
ccggtgactg
atccggccag
tcctcecggceca
agctgctgct
tgctgggctg
gcctgtccga
acggaccggg
acgtgctgac
tgtaccccaa
cgttgccgcece

tccaggagat

gctggccacc
gccggagage
cggcccggte
ggcggaactc
cgcgtcgaag
ggcgceggtte
gacctatcca
cgagatcgcc
cgaaccgggc
caaaccggcc
acagtggaag
cggtacgcca
ctggcgegeg
cacggccggce
gaaagtggtg

ccgatga

latopsis japonicum

664

Val Arg Arg Ala Ser

Ala Arg Thr Gly Thr

20

Asn Pro Thr Gly Ser

40

Glu Ala Glu Leu Asp

55

Pro Thr Ser Gly Asn

70

Arg Gly Tyr Arg Phe

85

Lys Leu Gly Met Leu

100

Cys Pro Pro Asp Gly

120

Ala Arg Ile Ala Ala

135

His Pro Gly Asn Gly
150
Glu Gln Leu Gly Asp

165

Gly Ser Leu Cys Gly

180

Thr His Ala Val Ala

200

Ala Pro Gly Ile Tyr

215

Pro Ile Gly Asp Asn
230
Val Ser Asp Ser Asp

245

ES 2745975 T3

gaactcgggg

cggttcggtt
gtcctgceggg
gccgcatacc
atcagtgcgg
gagtccggca
taccaccagg
gggaagacac
cgagccctcg
gaagaccacc
ggcagcgagt
gtgcggacca
gtggagctgce
taccagatgg

gtcgacggcg

Asp Leu Ile
10

Gly Thr Arg

25

Cys Lys Val

Gly Arg Leu

Thr Gly Asn
75
Thr Ala Val
90
Arg Ala Leu
105
Gly Val Ser

Glu Thr Gly

Asn Gly Tyr
155
Val Asp Val
170
Thr Ala Arg
185
Val Glu Pro

His Gln Thr

Val Asp Arg

235

Ala Phe Ala
250

agaccgccga
tcgcgcccga
gtttctegtt
tgatcgatct
gcggcgggat
ggcacgacgg
cgccgaccgg
tggccgagceg
tcgacggcge
tgatcaccac
tcctgecceccga
tcgtcgeggg
ccgcgcaacc
acaagaacga

accgctggca

Gly Asn Thr

Leu Leu Leu
30
Arg Met Ala
45
Arg Pro Gly

Gly Leu Ala
Val Asp His

Gly Ala Glu
110
Ser Val Gln
125
Ala Tyr His
140
Thr Gly Leu

Leu Val Ala

Ala Leu Arg
190
Val Gly Ser
205
Gly Ala Gly
220
Ser Val Ile

Gly Ala Arg

48

agtgctgctg
cgcggtgaaa
ccacctcgac
gtgtcacgac
cgctgtgtcc
ctggttccac
ggcggcgatg
cctgcgcgceg
cgggttctcg
ggtcgcggge
cccgctgcecte
gtcgagctge
gaggaccggce
gagcggtttc

cctcgacacc

Pro Leu
15
Lys Leu

Arg Gln
Gly His

Leu Val
80

His Ala

95

Leu Val

Arg Arg
Pro Asp

Ala Arg
160

Ala Ile

175

Ala Ala

Ile Ile
Ser Pro
Gly Glu

240

Val Vval
255

600

660

720

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1347
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Ala Arg Arg
His Val Ala
275
Val Val Leu
290
Asp Asp Glu
305
Arg Arg Met
Ala Thr Arg
<210> 52
<211> 1059
<212> ADN
<213> Amyco

<220>
<223> orf 1

<400> 52
atgacgatcg
cgtaccggca
tgcaaggtac
ccgggceggge
gcgctggaac
ctcgggatgce
ggggtcagtt
taccatcccg
gaactcgtcg
tccctgtgceg
gtcgaacctg
gcgggcagcece
gcccaccgcg
ggcgtgctgg
gcgtatccgg
gattcggtgt
cgccggatgg
cgggcggtgce
<210> 53
<211> 460
<212> PRT
<213> Amyco

<220>
<223> ORF 1

<400> 53
Met Ser Thr
1

Ala Ala Pro

Val Asp Leu
35

Thr Gly Val Leu Val

260

Leu Arg Arg Leu Tyr

280

Cys Asn Asp Ala Gly

295

Trp Leu Arg Ala Arg
310
Asp Arg Trp Phe Ala

325

Asp Arg Ala Val Arg

340

latopsis Jjaponicum

664

tccggegege
ccgggacgceg
gcatggcgag
atatcgtcga
gcggctaccg
tgcgcgegcet
cggtccagcg
atcagcacaa
agcagctcgg
gtacggcccg
tcggctcgat
cggccggttt
tttccgacag
tcggcegggac
ccggaagcgt
acgacgacga
accgctggtt

gccggaccce

gtccgacctg
tctgctgcte
gcagatgatc
acccacgtcc
gttcaccgce
cggcgcggaa
gcggcgggte
ccatcccggce
cgacgtcgac
cgccctgcege
catcttcggt
cccgatcggg
cgacgcgtte
caccggcggce
cgtcgtggtyg
atggctgcgce
cgccacctac

ggtggcggtg

latopsis japonicum

665

Gly
265
Ala
Glu
Gly
Thr

Arg
345

ES 2745975 T3

Gly
Tyr
Lys
Val
Tyr

330
Thr

Thr
Pro
Tyr
Leu
315
Ala

Pro

atcgggaaca

aaactcgacc

gacgaggcgg

ggcaacaccg

gtggtcgatc

ctggtgttcg

gcggcccgca

aacggcaacg

gtgctcgtcg

gcggcgggag

ggtgcgcecgg

gacaacgtcg

gccggggccce

gcgatccacg

ctgtgcaacg

gccaggggcyg

gccgaatccg

ggcggatga

Thr Gly Gly
270

Ala Gly Ser

285

Leu Asp Ser

300

Asp Glu Leu

Glu Ser Val

Val Ala Val
350

cgccgctget
acctcaaccc
agctggacgg
ggaacgggct
accacgccgce
tcgaatgccc
tcgccgecgga
ggtacaccgg
cggcgatcgg
cgagcaccca
ggatctacca
accggtcggt
gcgtcgtcge
tcgcgctgceg
acgcggggga
tactcgacga

tgaaggtcgce

Ala Ile
Val val
Val Tyr
Ala His

320
Lys Val

335
Gly Gly

ggagctcgceg
caccggctcg
acggctgcgg
cgccctggtce
ccgcgagaaa
gcecggacgge
aaccggtgcce
gctggcgegg
caccggcggce
cgcggtggceg
ccagaccggg
gatcggcgaa
caggcgcacc
gcggctttac
gaagtacctc
actggcccac

cacgcgcgac

Ala Val Thr Thr Arg Gly Tyr Arg Ala Leu Ala Gly Leu

5

10

15

Ile Ala Gly Ile Gln Leu Ala Gln Val Ala Leu Thr Ser

20

25

30

Ala Met Leu Gly Leu Leu Gly Val Thr Ala Val Ala Ala

40

45

49

600

660

720

900

960

1020

1059



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

70

75

Gly Gly Leu
50

Gly Met Val

65

Gly Glu Leu

Glu Ile Arg

Ala Ala Leu
115
Ser Leu Gly
130
Phe Ala Leu
145
Arg Gln Phe

Thr Leu Val

Tyr Gly Trp
195
Ala Thr Thr
210
Leu Arg Arg
225
Arg Ala Asp

Ile Cys Phe

Met Leu Met
275
Ala Asn Gln
290
Gln Gly Ser
305
Asp Arg Ala

Leu Met Ala
Leu Trp Pro
355
Ala Ser Thr
370
Thr Gln Asn
385
Ser Gly Leu
Ala Met Phe
Trp Ala Gly
435
Arg Ser Phe
450
<210> 54
<211> 1383
<212> ADN
<213> Amyco

<220>
<223> orf 1

<400> 54

atgagcacgg
gcgggaatcc
ctcggggtga
accatgtgcg
ggggaactcc

ctcctgecggt

Ala Ile Leu Leu Tyr

55

Thr Gly Val Gly Asn

70

Arg Thr Gly Thr Gly

85

Ser Leu Leu Arg Ser

100

Gly Ala Ala Val Leu

120

Gln Lys Pro Glu Ile

135

Ala Gly Gly Leu Phe
150
Ala Val Gly Leu Arg

165

Ser Ile Ala Val Asn

180

Ala Gly Leu Pro Glu

200

Leu Val Gln Phe Phe

215

Asp Pro Leu Leu Arg
230
Arg Ala Val Val Arg

245

Thr Tyr Gly Ser Glu

260

Gly Ala Phe Gly Pro

280

Leu Ala Tyr Ile Val

295

Ser Ile Leu Val Ser
310
Pro Val Ile Ala Arg

325

Val Val Ser Leu Ala

340

Phe Leu His Asp Glu

360

Leu Leu Val Phe Ala

375

Ile Leu Val Gly Leu
390
Arg Cys Thr Leu Val

405

Leu Cys Ala Tyr Val

420

Leu Cys Leu Gly Phe

440

Ala Gly Gln Gly Ala

455

latopsis japonicum

665

cggtgacgac
agctggcaca
ccgeggtgge
tcggcatggt
gcaccggcac

cggcgctgcet

ccgcggctac
ggtcgcgctc
gg9cgggcggg
caccggcgte
cggcgaactc

cgtcgcgacc

ES 2745975 T3

Asn Gln Ile

Leu Val Ala
75
Glu Leu Asp
90
Ala Leu Leu
105
Cys Gly Leu

Val Ser Leu

Pro Met Val
155
Arg Pro Gly
170
Ala Ala Leu
185
Leu Gly Val

Thr Leu Ala

Pro Met Val
235
Arg Ile Val
250
Ala Ala Ile
265
Ala Met Leu

Tyr Gln Ala

Arg Ala Val
315
Gln Ala Phe
330
Tyr Leu Leu
345
Thr Asp Ala

Ile Ala Gln

Leu Arg Gly
395

Gly Tyr Trp

410

Phe Ala Trp

425

Ala Thr Thr

Gly Ser Ala

cgggccctecg
accagcgtcg
ctggcgatcc
gggaacctcg
gacgagcggg

ctgaccgcgg

Arg Thr Met
60
Thr Ala Ala

Glu Arg Ala

Val Ala Thr
110
Ala Val Ala
125
Ala Gly Pro
140
Trp Leu Asn

Ser Leu Leu

Asn Ala Ala
190
Ala Gly Ile
205
Val Phe Ala
220
Ser Leu Ala

Arg His Gly

Thr Ser Ile
270
Ala Ala Ser
285
Asn Ile Gly
300
Ala His Gly

Thr Leu Ser
Val Pro Gln
350
Val Val Leu
365
Gln Tyr Ser
380
Leu Gly Asp
Ala Val Gly
Gly Gly Trp
430
Ala Val Leu
445

Arg
460

ccgggetgge
acctggccat
tgctctacaa
tggcgacggc
cgcgggacga

cgctcggcge

50

Cys Val
Gly Ala
80
Arg Asp
95
Leu Thr
Leu Pro
Met Met
Val Vval
160
Ala Val
175
Phe Ile
Gly Leu
Ser Ala
Leu Trp
240
Thr Pro
255
Ala Thr
Asn Val
Leu Ser
Asp Arg
320
Trp Ser
335
Val Leu
Gly Thr
Lys Gly
Thr Val
400
Val Pro
415
Gly Val

Leu Gly

cgcgccgatc
gctcgggcetg
ccagatccgce
ggccggggcece
gatccggtcg

ggccgtcctt
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tgtggactgg
ggtccgatga
cgccagttcg
atcgcggtca
ctgggcgtcg
ttcgcctcgg
cgcgcggatce
tacggctcgg
gcgatgctcg
atcgggctgt
gatcgcgcac
gtgagcctgg
accgacgcgg
tacagcaagg
tccggcectcece
tgcgcctacg
gcgacgaccg
tag

<210> 55
<211> 313
<212> PRT
<213> Amyco

<220>
<223> ORF 1

<400> 55

Met Thr Thr
1
Asn Ala Val

Phe Ser His
35
Thr Trp Gly
50
Leu Ala Asp
65
Arg Arg Val

Ala Ala Ala

Gly Arg Leu
115
Leu Arg Gln
130
Gln Ala Ile
145
Asp Glu Arg

Glu Asn Ala

Gly Ala Thr

195

Ala Arg Thr
210

Arg Asp Ala

ccgtcgegcet
tgttcgcact
ccgtcgggtt
acgccgccct
ccggtatcgg
cccteccggeg
gggcggtggt
aggcggcgat
ccgcgtcgaa
cgcaaggatc
cggtgatcgce
cgtacctgct
tggtgctcgg
gaacgcagaa
gctgcacgct
tgttcgectg

cggtcctgct

gccttcgcete
ggccggcggg
gcggcggecg
caacgccgcc
cctggcgacg
ggacccgctg
ccggcgcatce
cacctcgatc
cgtcgcgaac
gtccattttg
gcgeecaggcg
ggtgccgcag
cacggcgtcg
catcctcgtce
cgtggggtac
gggcggctgg

cggacggagt

latopsis Jjaponicum

666

Thr Gly Arg Ile Gly

Asp Thr Leu Arg Ala

20

Asp Ala Val His Val

40

Ala Val Pro Gly Gly

55

Leu His Asn Leu Leu

70

Pro Ala Arg Leu Arg

85

Gly Asn Asp Asn Leu

100

Ala Leu His His Asp

120

Gly Gln Ala Ala Ala

135

Leu Thr Ile Asn Glu
150
Ala Ala Leu Thr Ser

165

Gly Thr Trp Ala Ala

180

Asp Met Ala Ala Met

200

Val Ala Ser Arg His

215

Val Asp Gly Tyr Gly

ES 2745975 T3

ggccagaaac
ctgttcccga
ggttcgctcce
ttcatctacg
accttggtcc
ttgcgcccca
gtccggcacg
gcgacgatgce
cagctcgcct
gtcagccgcg
ttcaccctct
gtgctgctgt
accctgctgg
ggcctgctge
tgggcggtgg
ggggtctggg

ttcgccggte

Ile Ala Asp
10

Leu Asp Tyr

25

Val Lys Ser

Leu Arg Ser

Gly Trp Thr
75
Phe Asp Arg

Met Ala Asn
105
Asp Val Glu

His Arg Ser

Ala Trp Ala
155
Leu Ala Arg
170
Pro Arg Pro
185
Arg Gly Thr

Ser Glu Glu

Ala Glu Met

cggagatcgt
tggtgtggct
tcgccgtgac
gctgggcggg
agttcttcac
tggtgtcgct
ggacgccgat
tgatgggtgce
acatcgtcta
cggtcgccca
cctggtcctt
ggccgttcct
tgttcgccat
gcgggctcegyg
gcgtgcccge
ccgggcetgtg

agggagccgg

Val Glu Cys

Arg Gln Gly
30
Val Ser Leu
45
Arg Leu Leu
60
Glu Phe Asp

Ala Leu Gly

Ile Cys Tyr
110
Gly Gly Leu
125
Gly Ser Leu
140
Leu Ala Lys

Ala Glu Cys

Trp Glu Ala
190
Val Leu Thr
205
Ala Ile Glu
220
Ser Arg Ser

51

ttcgctcgee
gaacgtggtg
gctggtgtcg
tctgcccgag
gctcgcecgtg
cgcgctgtgg
ctgcttcacc
gttcggcceg
ccaggccaac
cggtgaccgg
gatggcggtyg
gcacgacgag
cgcgcagcag
tgacaccgtc
gatgttcttg
tctcggette

ttctgcgcga

Leu Glu
15
Gly Ala
Leu Leu
Thr Val
Ile Gly
Leu Ala
95
Arg Leu
Asp His
Arg Ala
Ala Gly
160
Glu Phe
175
Phe Phe
Glu Leu

Arg Leu

Leu Ala

600

660

720

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1383
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225
Leu Thr Leu

Gly Glu Ala

Leu Gly Ser
275

Leu Arg Gly

290

Asp Arg Tyr

305

<210> 56

<211> 942

<212> ADN

<213> Amyco

<220>
<223> orf 1

<400> 56
atgacaacga
actctgcgcg
gtgaagtcgg
ttgctgaccg
cgccgegtte
aacgacaatc
gacgtcgaag
tccctgcggg
gacgagcgcg
acctgggcgg
cgcgggaccyg
atcgagcggt
ctcaccttga
cgcaccggcg
cggctcgcac
ctcgcccgga
<210> 57
<211> 140
<212> PRT
<213> Amyco

<220>
<223> ORF 1

<400> 57

Met Ser Asp
1
Arg Pro Arg

Asp Thr Glu
35
Ser His Gln
50
Leu Ile Arg
65
Arg Val Gly

230
Ile Met Leu Ala Gln

245

Val Arg Thr Gly Asp

260

Thr Arg Thr Lys Asp

280

Asp Ala Asp Pro Ala

295

Arg Ala Glu Pro Ala
310

latopsis japonicum

666

ccggccgtat
cgttggacta
tcagcctget
tgctcgcgga
cggcacggct
tcatggccaa
gcgggttgga
cccaggcgat
cggccctcac
cgccacgacc
tcctgaccga
tacgcgacgc
tcatgctcge
acgaggcgcect
cgctggeggce

tcgaccgcta

cggtatcgce
tcggcagggce
gctcacttgg
tctgcacaat
ccggttcgac
catctgttac
ccatctccgg
cctgacgatc
gagcctggceg
gtgggaagcc
attggccagg
cgtcgacggc
gcagaaccac
ggacctcgcg
acttctgcge

tcgcgcagaa

latopsis japonicum

667

Phe Glu Ala Gln Leu

Leu Ala Val Leu Ala

20

Thr Val Ile Ala Leu

40

Ala Val Tyr Asp Val

55

Arg Ile Gln Pro Ala

70

Asp Asn His His His

ES 2745975 T3

235
Asn His Ala
250
Glu Ala Leu
265
Arg Leu Ala
Ser Arg Asp

Pro

gacgtcgaat
ggcgcctttt
ggcgccgtcce
ctgctgggct
cgcgcgeteg
cgcctcggca
caaggccaag
aacgaggcgt
cgggcggagt
ttcttcggcg
acggtcgcect
tacggcgccg
gcgctccagg
cggggccteg
ggagacgccg

ccggctccect

Arg Ala Val
10

Ala Leu Arg

25

Val Arg Ala

Leu Arg Ala
Gly Ala Leu

75
Val Val Cys

Leu Gln Gly

Asp Leu Ala

270

Pro Leu Ala
285

Leu Leu Ala
300

gtctcgaaaa
cccacgacgce
ccggcggact
ggacggaatt
gtctcgecge
ggctggegtt
ccgccgecca
gggcactggce
gcgagttcga
ccacggacat
cccggcacag
agatgtcccg
gcgacttcgg
gttccacccg
atcccgcecte

ga

Ser Leu Arg

Asp His Pro
30
Asp Leu Pro
45
Leu Thr Glu
60
Ala Arg Tyr

Arg Ser Cys

52

240
Asp Phe
255
Arg Gly
Ala Leu

Arg Ile

cgcggtcgat
ggtgcacgtc
ccggtcacgg
cgacatcggce
cgcggcggge
gcatcatgac
ccgctcecggt
caaggccggt
gaacgcgggc
ggccgcegatg
cgaagaagcg
cagcctcgcg
cgaagccgtce
caccaaggac

ccgcgacctg

Val Thr
15
His Val

Thr Val
Thr Gly
Glu Thr

80
Gly Ala

540

600

660

720

900

942
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Ile Ala Asp

Ser Gly Asp

115

Gly Leu Cys
130

<210> 58
<211> 423
<212> ADN

85

ES 2745975 T3

90

95

Val Asp Cys Ala Val Gly His Ala Pro Cys Leu Thr Ala

100

105

His Gly Phe Val Ile Asp

120

Pro Gly Cys Ala Ala Glu

135

<213> Amycolatopsis japonicum

<220>
<223> orf 1

<400> 58
atgtccgact
gccgtgcectcg

gtgcgggcceg

accgaaaccg

cgggtggggy

gattgcgccg

gacgaggcgg
tga

<210> 59
<211> 744
<212> PRT
<213> Amyco

<220>
<223> ORF 1

<400> 59

Met Ser Asp
1
Thr Ala His

Pro Lys Ser
35
Gln Leu Asp
50
Leu Gly Ala
65
Glu Ala Leu

Trp Trp Pro

Ser Trp His
115
Ala Gly Asp
130
Asn Ala Asn
145
Lys Tyr Gly

Asn Val Ala

Gly Arg Val
195
Asp Thr Trp
210
Pro Asp Val
225
Gly Pro Arg

667

tcgaggcaca
cggcgctgcg
atctgccgac
gtctgatccg
acaaccatca
tcggccatge

aggtcgtcta

gctgcgagcg
cgatcatccg
ggtctcgcac
gcggatccag
ccatgtcgtg
cccctgtcecte

ctggggcctg

latopsis japonicum

668

Asn Pro Glu Lys Gly

Gly Ser Glu Ser Glu

20

Gly Gly Arg Pro Arg

40

Leu Ser Val Leu His

55

Asp Phe Ser Tyr Ala

70

Lys Arg Asp Ile Thr

Ala Asp Phe Gly His

100

Ala Ala Gly Thr Tyr

120

Gly Ala Gln Arg Phe

135

Leu Asp Lys Ala Arg
150
Gln Gln Ile Ser Trp

165

Leu Glu Ser Met Gly

180

Asp Thr Trp Glu Pro

200

Leu Gly Asp Glu Arg

215

Gly Ala Thr Glu Met
230
Gly Asn Ala Asp Pro

110

Glu Ala Glu Val Val Tyr Trp

Pro

Val

gtttcgttge

cacgtcgaca

caggcggtgt

cccgecggceyg

tgccgttect

accgcttcgg

tgccccgget

Cys
Asn
25

Thr
Ala
Lys
Glu
Tyr
105
Arg
Ala
Arg
Ala
Phe
185
Glu
Tyr

Gly

Ala

Pro
10

Pro
Asn
His
Glu
Val
Gly
Ile
Pro
Leu
Asp
170
Lys
Glu
Ala

Leu

Ala

Val
Ala
Lys
Ser
Phe
75

Leu
Gly
His
Leu
Leu
155
Leu
Thr
Ile
Ser
Ile

235
Ala

125
Gln
140

gcgtgacgcg
ccgaaacggt
acgacgtgcect
cgctcgecceccg

gcggtgcgat

gcgatcacgg

gtgcggccga

Ala His Asp

Ile Asp Ser
30
Asp Trp Trp
45
Ser Lys Ser
60
Ala Lys Leu

Thr Thr Ser

Leu Met Ile
110
Asp Gly Arg
125
Asn Ser Trp
140
Trp Pro Val

Leu Val Leu

Phe Gly Phe
190
Phe Trp Gly
205
Asp Thr Glu
220
Tyr Val Asn

Ala His Phe

53

gccteggetg
gatcgcgctg
gcgggcegcete
ttacgagacc
cgcggacgtc
gttcgtgatc

acctgtccag

Ser Val
15
Pro Thr

Pro Asn
Asn Pro

Asp Val
80

Gln Asp

95

Arg Met

Gly Gly
Pro Asp
Lys Glu
160
Ala Gly
175
Gly Phe
Pro Glu
Met Val
Pro Glu

240
Ile Arg

420

423
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Glu Thr Phe

Ile Ala Gly

275

Asp Asp His
290
Gly Leu Gly

305

Ile Thr Ser

Ser Asn Arg

Thr Ser Pro

355

Ile Ile Pro
370
Leu Thr Thr

385

Ser Arg Arg

Lys Ala Trp

Phe Leu Gly

435

Pro Asp Val
450
Lys Thr Lys

465

Thr Ala Trp

Gly Ala Asn

Val Asn Arg

515

Ile Gln Arg
530
Asp Leu Ile

545

Asp Ala Gly

Ala Thr Gln

Arg Ala Asp

595

Pro Glu Val
610
Pro Glu Met

625

Ala Gly Asp

Thr Asn Asp

Val Ser Glu

675

Asp Ala Val
690
Asn Ser Gln

705

Arg Glu Arg

Glu Leu Asp

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

atgagtgaca acccggagaa gggctgcccg gtggcccacg actccgtgac cgcgcacgga

60
2235
ADN

Ala
260
Gly
val
Trp
Gly
Phe
340
Gly
Asp
Asp
Phe
Tyr
420
Pro
Asp
Val
Ala
Gly
500
Pro
Glu
Val
Thr
Glu
580
Gly
Leu
Thr
Thr
Phe
660
Ser
Lys
Leu

Phe

Arg
740

245
Arg

His
Gly
Leu
Leu
325
Phe
Gly
Ala
Leu
Leu
405
Lys
Trp
His
Leu
Ser
485
Ala
Glu
Phe
Leu
Asp
565
Asp
Phe
Leu
Val
Arg
645
Phe
Glu
Trp
Arg
Ala

725
Phe

Amycolatopsis

orf 1668

60

Met
Thr
Pro
Ser
310
Glu
Glu
Ala
His
Ala
390
Glu
Leu
Val
Glu
Glu
470
Ala
Arg
Glu
Asn
Ala
550
Val
Thr
Arg
Val
Leu
630
His
Thr
Glu
Thr
Ala
710

Ala

Asp

Ala
Phe
Glu
295
Thr
Val
Ile
Lys
Asp
375
Leu
Asn
Leu
Pro
Leu
455
Ser
Ala
Ile
Leu
Asp
535
Gly
Thr
Asp
Asn
Glu
615
Val
Gly
Asn
Asn
Ala
695
Leu

Asp

Leu

Met
Gly
280
Pro
His
Thr
Leu
Gln
360
Pro
Arg
Pro
His
Glu
440
Val
Gly
Ser
Arg
Ala
520
Ala
Thr
Val
Val
His
600
Arg
Gly
Val
Leu
Val
680
Thr
Ser

Phe

Asp

japonicum

Asn
265
Lys
Glu
Gly
Trp
Phe
345
Tyr
Ala
Val
Asp
Arg
425
Pro
Gly
Leu
Phe
Leu
505
Ser
Gly
Ala
Ala
Glu
585
Leu
Ala
Gly
Leu
Leu
665
Tyr
Pro

Glu

Ala

ES 2745975 T3

250
Asp

Thr
Ala
Ser
Thr
330
Gly
Val
Lys
Asp
Asp
410
Asp
Gln
Asp
Thr
Arg
490
Ala
Val
Gly
Ala
Phe
570
Ser
Arg
Tyr
Leu
Thr
650
Ser
Glu
Val

Val

Lys
730

Glu
His
Ala
Gly
315
Asp
Tyr
Ala
Lys
Pro
395
Phe
Met
Leu
Ala
Val
475
Ser
Pro
Leu
Ala
Val
555
His
Phe
Pro
Met
Arg
635
Asp
Pro
Ile
Asp
Tyr

715
Ala

Glu
Gly
Pro
300
Lys
Lys
Glu
Lys
His
380
Glu
Ala
Gly
Trp
Asp
460
Glu
Thr
Gln
Glu
Lys
540
Glu
Pro
Thr
Glu
Leu
620
Ala
Arg
Gly
Arg
Leu
700

Ala

Trp

Thr
Ala
285
Leu
Gly
Pro
Trp
Asp
365
Lys
Tyr
Leu
Pro
Gln
445
Ile
Gln
Asp
Arg
Thr
525
Ile
Lys
Gly
Leu
Glu
605
Asp
Leu
Pro
Thr
Asp
685
Val

Gly

Thr

54

Val
270
Gly
Glu
Ala
Thr
Glu
350
Ala
Pro
Glu
Ala
Val
430
Asp
Ala
Leu
Lys
Asp
510
Leu
Ser
Ala
Arg
Leu
590
Lys
Leu
Gly
Gly
Arg
670
Ala
Phe

Gln

Lys

255
Ala

Ile
Thr
Asp
Gln
335
Leu
Glu
Thr
Lys
Phe
415
Ser
Pro
Ala
Val
Arg
495
Trp
Glu
Leu
Ala
Thr
575
Glu
Leu
Thr
Ile
Val
655
Trp
Gly
Gly

Ala

Val
735

Leu
Ala
Gln
Ala
320
Trp
Thr
Ala
Met
Ile
400
Ala
Arg
Val
Leu
Gly
480
Gly
Glu
Gly
Ala
Arg
560
Asp
Pro
Gln
Ala
Thr
640
Leu
Lys
Thr
Ser
Gly

720
Met
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agtgagagcg
accaacaagg
aagtcgaacc
gaggccctca
gacttcggcce
cgcatccacg
agctggcccg
aagtacggcc
gagtcgatgg
gaggagatct
accgagatgg
ggaccccgag
cggatggcga
aagacccacg
ctcgagacac
atcaccagcg
ttcgagatcc
tacgtcgcca
aagccgacca
tcgcgecget
aaactgctgce
ccgcagctgt
atcgccgcecge
acggcgtggg
gcccggatcce
agtgtgctgg
atctcgctgg
gacgcgggca
gacaccgacg
ctgcgtcccg
gacctgaccg
gccggcgaca
ttcaccaacc
tacgagatcc
gtgttcggct
cgggagcggt

ttcgacctcg

agaacccggc
actggtggcc
cgctcggcege
aacgcgacat
actacggcgg
acggccgagg
acaacgccaa
agcagatctc
ggttcaagac
tctggggtce
tccccgacgt
gcaacgcgga
tgaacgacga
gtgccggtat
agggcctcegg
gtctcgaggt
tcttcggcta
aggacgccga
tgctcaccac
tcctggagaa
accgcgacat
ggcaggaccc
tcaagacgaa
cgtccgecgge
gcctggcacc
agaccctgga
ccgacctgat
ccgacgtgac
tcgagtcgtt
aggagaaact
cgcccgagat
cccggcacgg
tcctetegece
gcgacgccgg
ccaactcgca
tcgcecgecga

actga

gatcgactcg
caaccagctc
ggacttcagc
caccgaggtg
cctgatgatc
cggcgccggt
cctcgacaag
gtgggccgac
gttcggcttce
ggaagacacc
cggcgcgacc
cccggccgece
ggagaccgtc
cgccgacgac
ctggctgagce
gacgtggacc
cgaatgggaa
ggcgatcatc
ggatctcgcg
cccggacgac
gggcccggte
ggtgccggac
ggtgctcgag
gagcttccgg
ccagcgtgac
gggcatccag
cgtgctggcg
cgtggcgttce
cacgctgctc
gcagccggag
gaccgtcctc
cgtcctcacc
gggcacccgg
cacggacgcg
gctgagggcyg

cttcgccaag

ES 2745975 T3

ccgacgccga
gacctctcgg
tacgccaagg
ctcaccacct
cggatgagct
gacggcgcege
gcacggcgge
ctgctcgtge
ggtttcggce
tggctgggtg
gaaatgggcc
gcggcgcatt
gcgctcatcg
cacgtcggcce
acccacggca
gacaagccga
ctcaccacca
ccggacgccce
ctgcgcgtcg
ttcgcgctcg
agccgtttcce
gtcgaccacg
tccgggctca
tccaccgaca
tgggaggtca
cgcgagttca
ggcactgccg
caccccggcece
gaaccgcggg
gtcctgctgg
gtcggcggcece
gaccggcccg
tggaaggtgt
gtgaagtgga
ctttccgagg

gcgtggacca

aatcgggcgg
tgctgcacgce
aattcgccaa
cgcaggactg
ggcacgccgc
agcggttcge
tgctgtggce
tcgccgggaa
gcgtggacac
acgagcgcta
tcatctacgt
tcatccggga
ccgggggcececa
cggaacccga
gcggcaaggg
cgcagtggag
gcecgggegyg
acgacccggce
acccggagta
cgttcgccaa
tggggccgtyg
aactcgtggg
cggtcgagca
aacgcggcegyg
accggccgga
acgacgccgg
ccgtcgagaa
gcaccgacgc
ccgacgggtt
tcgagcgcge
tgcgtgcget
gcgtgctcac
cggagtccga
cggcgacccc
tctatgcggg

aggtcatgga

55

ccgceccgegt
ccactcgtcg
actcgacgtc
gtggcccgca
gggcacctac
cccgctcaac
ggtcaaggag
cgtcgcgcetg
ctgggagccc
cgcgagcgac
caaccccgag
gaccttcgce
caccttcggce
agccgccccg
cgccgacgcg
caaccggttc
cgccaagcag
caagaagcac
cgagaagatc
ggcctggtac
ggtgcccgaa
ggacgccgac
gctggtcggce
cgccaacggg
agagctcgcg
tggcgccaag
ggcggcgcege
cacccaggag
ccgcaaccac
ctacatgctc
cgggatcacc
caacgacttc
ggagaacgtg
ggtcgacctc
tcaggccggg

actggaccgg

540

600

660

720

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2235
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<210> 61
<211> 137
<212> PRT
<213> Amyco

<220>
<223> ORF 5

<400> 61

Met Ser Pro
1
Ser Thr Lys

Asp Phe Arg
35
Asp Gly Ile
50
Glu Ala Gly
65
Tyr Arg Arg

Cys Gly Ser
Glu Lys Ile
115
Glu Ile Val
130
<210> 62
<211> 414
<212> ADN
<213> Amyco

<220>
<223> orf 5

<400> 62

atgagtccga
cgggccgceeg
cacgacgagc
cagtcgctgt
taccggcgtt
gtcgaggtcg
ttctccgaca
<210> 63

<211> 1869
<212> ADN

latopsis Jjaponicum

768

Thr Thr Ala Asn Ser

Gln Arg Ala Ala Val

20

Ser Ala Gln Glu Leu

40

Gly Leu Thr Thr Val

55

Glu Ile Asp Val Leu

70

Cys Ser Ser His His

85

Thr Val Glu Val Glu

100

Ala Ser Glu His Gly

120

Gly Thr Cys Ser Asn

135

latopsis japonicum

768

cgacggccaa
tggtcgagct
tgcgcaaacg
ccgaggcecgg
gctcgtcgceca
agggccccgce

tcagccacac

cagttccgcg
gctcaaggag
cggcgacggce
cgagatcgac
ccaccaccat
ggtggagcgg

cgtggagatc

<213> Amycolatopsis japonicum

<220>
<223> ds or

<400> 63

aatcatatgg
caaattttgc
gcgccggcac
ccgcggtccce
acacgccgtce

tgaccatccg

f 5768

tcgggacctg
aaggaaagga
ctgccgcacc
cggcacgacc
gcccaccatc

cgccagcatc

ctcgaaccac
cctttcatag
gaggtgagcg
gtcccggtga
cgcacggtga

gtgttgccct

ES 2745975 T3

Ser Ala Pro
10

Val Glu Leu

25

His Asp Glu

Tyr Arg Thr

Arg Thr Asp

75

His His His
90

Gly Pro Ala

105

Phe Ser Asp

His

ccggtgeegyg
atcgacgact
atcgggctca
gtcctgcgceca
cacctggtgt
tgggccgaga

gtcgggacct

tgacgagcgc
catcggctca
tcaaatccgg
cctccagcca

tcgggaaggc

cgttgtgcac

Val Pro Gly

Leu Lys Glu
30

Leu Arg Lys

45

Leu Gln Ser

60

Thr Gly Glu

Leu Val Cys

Val Glu Arg
110

Ile Ser His
125

gacgccggtce
tccgttectge
ccacggtgta
cggacaccgg
gccgtctctg
agatcgcttc

gctcgaacca

tatgaaaggt
gtactcgtaa
catgtagctg
ggtgtcgttc
gtcggecgeg

gacgaagccg

56

Arg Arg
Ile Asp
Arg Gly
Leu Ser
Ala Ile
Arg Leu
Trp Ala

Thr Val

gacgaaacag
ccaggaactg
ccggacgctg
cgaggccatc
cggcagcacg
ggagcacggce

ctga

cctttcctgg
gggtccttcg
ttctccecgta
ccgaagcccg
cagcagccga

gacagccgca
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ccgtgcgecce
cctccagcgg
aagcgctctg
gcgcgaccag
ggtcgtgege
ggacgatcgce
gctgggcggg
cgccgagcag
caacacaccc
gagcgcgaag
gggcccgacc
gacgaaggcg
caccccgagce
catcgcggcg
ccgcgcggte
caaagcccgce
catcgcggtg
cgccaccgcce
cagcgcggcec
gcattcacac
cggcgaggga
atcagcaccc
gagccggtcc
gcgatcagca
ttcttctccg
tctagatta
<210> 64

<211> 1537
<212> ADN

gttcaacgag
gaccacgtcc
tggcgcectg
gaacacggcc
gtggacatcg
gaccgcgccce
tttgacgtag
gatcagcagg
gacacgacgg
gacttgccaa
accaggaaca
tcggcctcac
acgatctgct
gcgatcatcg
tcggcgaagg
tccgegatce
gcgagcgaac
gtcgcgacca
gcgggcgcega
ccggcaggge
gcaccttctc
cgagcaccag
gcagcgcggg
ggatcgcgca

gggcgcttcect

ccactggaat
ccggcgggcea
gcctecggtge
agcacgggca
ccggacacga
agcgccacca
cgcaggtagt
atgttctggg
cgcacgacag
aggtgccggt
ccagtttcgg
tgcacagggc
cccccagcac
cgccgagcac
tcttccagceg
agtcgagctt
cggcgaagcg
gcaccaccgg
cgccctggcece
gaccccggcce
cagcacccgce
gaacggcagc
cacgtcgaac
gagcacctcg

ggaaatggtt

<213> Amycolatopsis japonicum

<220>

<223> us orf 5768

<400> 64

aataagcttg
gcgtcgtgceg
ccaccttcca
gctggtcgaa
tgttctcgtt

aagcgccgga

tttcgcgacg
ggcctcgege
gcccgeccacce
ggcggtcacg
cttgatgacc

cggcttgagce

aagttcttcg
agatccttgce
gcggtcacgt
cgggacacgg
gacggcggge

gcgccggttt

ES 2745975 T3

cccatcccge
agggcgggaa
gggtcaccga
ccatcagcag
cggcggcgge
tcaccgcgcecce
cgccgttgat
tctcgcgttt
cgcgaccacg
ctgcagggcyg
cagcagcggc
cagcacgacg
tccgaaccac
caggaaaccg
cgaaccgtgce
gccccactte
ggcgaacacc
gttcaccgcg
gatcaggcgc
agccccgcga
gcgggcacga
gcctgcacgce
acctgctgga
atcgaggtga

tccatgcgceg

ggatcgagca
ccgcgtegtce
cgccgttgecg
tcaggtcgga
cgagcttgag

cgtceccgeac

gcggctgacg
ggcggcegeg
atcggcgcecce
ccaggccgag
ccgcgcggece
gcccgcgatg
cgtgatcttc
cacgcgccac
aacgtcaccg
aacagcttca
atcgcggtca
gcgagcacgg
ttggcgggcea
ccggcectcga
tgaacctccg
gcccacagcc
atttccgggt
ggcgcggcega
cgcgcgaccyg
cgccgacggce
acgccgcgat
agacggcgac
gccagctctg
tcttgaaccg

cgatgatgcc

gctcacgccg
gcgcacgtgce
ccagccgtcce
ggtggtctceg
ccccttgacg

ccagatcttg

57

aactcgttga
ttgctcgccg
agcgcgggcyg
cgggtgttgt
agcaggtcgce
atccacggct
agcagcgcgc
ctccgaggat
gcgcgaaccg
cgtcgatcge
gcgacgcggce
ccatcaccag
ccagcacgtt
ccagatccge
gaagccgccg
agcccatcac
tcccggggaa
gcaggaaggt
gcaccgacgc
cgcaccggcc
cgcgccgctg
gaacacggtc
cccgaggatce

ccgggccggce

aggtgaccgt

ccgagcacga
gtgacgatgt
tgccggatca
tccttgecga
tcgacgcccg

cccacgcteg

420

540

600

660

720

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1869
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tcgacgacgt
ccagtacggt
tgctctccge
cgcggctgge
cccatttgtc
gggagagttt
ccgggttcce
cgacggcctg
ccgtcgegge
cctcagagcg
cgttggcgac
agtaacatcg
taggatgggc
cgatggctac
attcgtcgge
acgccggcga
tgcgtaacgce
tgatcagcca
gccgtgaggt

tagcccacgt

cgccttgctg
gttgtcggcg
gaccgccgtce
gataccgggce
gccgaaggtyg
cgactggcct
gatgcgcacc
cgtcgtctge
ggccagcttc
cggtcgtcag
cacatgcgaa
ccgccaagtg
aggactgtta
ggtgaccccg
ccgtccccce
cctgctcagg
ggacaggtgc
gcacctgcgg
ggtgtaccgg

tcaggagggyg

ggcgacgagc
ggcttcgcge
gggaccgtgg
gggaacgggce
ttcttctcge
ggcgtcagceg
gacgccacat
gccgaggcega
gtcacgaaac
cgtacgagaa
gtggaatggt
gtcgcceggt
ctggcaatga
gactctgccg
gccgaacccg
gcgctcgecg
gtgcacgaac
gtgctgaaga
ctggtcgacg

aagtgagcca

ES 2745975 T3

agtcgacggc
ctccgecgcecce
tctgctgcag
tctgggcgcece
cgtcgtcacg
gcgagcgctg
tcgcgaacga
gccccggaac
gagtcatgtc
gcgacgaaac
catttctttg
cggcgaacag
cttcggaaat
cccceggget
cgacgtcggce
cgccecgtgeg
tggtggacac
cggcgggtgt
atcaccttgce

tatgatt

gctcttggcg
gttgtcgagce
cgcggcgage
gaagcggccc
cgggacgacg
ggtctcggtg
cacggggccg
cgacgccaaa
tccccactge
gctccgcgac
ctaagtcacc
accaccgggg
catgatggac
ctcggaggac
ctcgccecgcece
catcgccatc
actcgatgtc
cgtacagggt

gcatatcgtg

58

ccttcaagca
agggcgtagt
acgttgtggt
aggttgacag
gtgcggtcceg
atcagcgatc
gtcttctcat
gcgacggccyg
ctctccggge
aaccttgcac
cgaatggagc
gcgggaacac
atggaggcgg
cccgggecge
gtcctcgcgg
gtcctgcagt
gcgcagccge
gagcgacgcg

gtggacgccg

600

660

720

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1537
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REIVINDICACIONES

1. Proteina o péptido aislado que es funcional para un paso de sintesis parcial de la biosintesis de [S,S]-
etilendiaminodisuccinato, que contiene o consistente en una secuencia aminoacidica que se selecciona del grupo
consistente en SEQ ID NO 39, SEQ ID NO 41, SEQ ID NO 43, SEQ ID NO 45, SEQ ID NO 47, SEQ ID NO 49, SEQ
ID NO 51, SEQ ID NO 53 y combinaciones de las mismas.

2. Acido nucleico aislado, que contiene o consistente en una secuencia aminoacidica que se selecciona del grupo
consistente en

a) una secuencia aminoacidica, que codifica una proteina o un péptido segun la reivindicacién 1,
b) una secuencia aminoacidica, que corresponde a la cadena complementaria de la secuencia aminoacidica
segun a) y combinaciones de las mismas.

3. Acido nucleico aislado segun la reivindicacion 2, que contiene o consistente en una secuencia aminoacidica que
se selecciona del grupo consistente en SEQ ID NO 40, SEQ ID NO 42, SEQ ID NO 44, SEQ ID NO 46, SEQ ID NO
48, SEQ ID NO 50, SEQ ID NO 52, SEQ ID NO 54 y combinaciones de las mismas.

4. Grupo de genes u operoén aislado, que contiene o consistente en al menos dos secuencias de &cido nucleico que
se seleccionan del grupo consistente en SEQ ID NO 40, SEQ ID NO 42, SEQ ID NO 44, SEQ ID NO 46, SEQ ID
NO 48, SEQ ID NO 50, SEQ ID NO 52, SEQ ID NO 54 y combinaciones de las mismas.

5. Utilizacion de una proteina o un péptido, que contiene o consistente en una secuencia aminoacidica segun la
SEQ ID NO 61, para una represion de la biosintesis de [S,S]-etilendiaminodisuccinato.

6. Vector de expresion, que contiene al menos un 4cido nucleico segun la reivindicacion 2 o 3 o un grupo de genes
0 un operdn segun la reivindicacién 4.

7. Célula huésped recombinante, que contiene un vector de expresion segun la reivindicacion 6.
8. Método para la biosintesis de [S,S]-etilendiaminodisuccinato, que incluye los pasos:

a) cultivo de una célula huésped productora de [S,S]-etilendiaminodisuccinato segun la reivindicacion 7 o una
célula bacteriana recombinante del género Amycolatopsis, particularmente de Amycolatopsis japonicum, que
no expresa ninguna proteina o péptido, que contiene o consistente en una secuencia aminoacidica segun la
SEQ ID NO 61, y/o no contiene ningun é&cido nucleico, que contiene o consistente en una secuencia
aminoacidica segun la SEQ ID NO 62, y

b) purificacién de [S,S]-etilendiaminodisuccinato a partir de la célula y/o de un medio de cultivo utilizado para
la célula.

9. Kit para la biosintesis de [S,S]-etilendiaminodisuccinato, que incluye un componente que se selecciona del grupo
consistente en al menos una proteina o un péptido segun la reivindicacién 1, al menos un acido nucleico segun la
reivindicacion 2 o 3, un grupo de genes o un operdn segun la reivindicacién 4, un vector segun la reivindicacién 6,
una célula huésped segun la reivindicacion 7 y combinaciones de los mismos.
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