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Patentanspriiche:

1. Von Bakterienzellibestandteilen praktisch freie Zusammensetzung fiir den Fflanzenschutz, dadurch
gekennzeichnet, daB sie eine Nitrilmasse aus Bakterien mit etwa 34 KDal, die im wesentlichen fir
3,5-dihalogeniertes p-Hydroxybenzonitril spezifisch ist und eine spezifische Aktivitét von
mindestens etwa 0,1 umol NH3/min/mg Protein mit Bromoxynil als Substrat aufweist und
zumindest einen Tréger und/coder ein Verdiinnungsmittel enthilt.

2. Zusammensetzung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daR die Bakterien-Nitrilase eine
spezifische Aktivitat von mindestens 0,5 umol NHy/min/mg Protein aufweist.

3. Zusammensetzung nach Anspruch 1 mit einer spezifischen Aktivitat von mindestens etwa 0,1 umol
NH3/min/mg Protein mit Bromoxynil als Substrat.

4. Zuammensetzung nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daR sie eine
praktisch reine, modifizierte Nitrilase aus Bakterien mit etwa 34 KDal, die im wesentlichen fiir
3,5-dihalogeniertes p-Hydroxybenzonitril spezifisch ist, eine spezifische Aktivitit von mindestens
etwa 0,1 umol NH;/min/mg Protein mit Bromoxynil als Substrat aufweist und durch mindestens
eine Substitution, Abspaltung oder Extension von insgesamt nicht mehr als etwa 50 Aminoséuren
modifiziert worder ist, sowie zumindest einen Tréger und/oder ein Verdiinnungsmittel enthilt.

5. Zusammensetzung nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, daR die praktisch
reine Nitrilase aus Klebsiella stammt,

6. Verfahren zur Gewinnung einer fiir 3,5-dihalogeniertes p-Hydroxybenzonitril spezifischen Nitrilase
fur eine Zusammensetzung fiir den Pflanzenschutz, dadurch gekennzeichnet, daf K.ozaenae, daR
eine fiir 3,5-dihalogeniertes p-Hydroxybenzonitril spezifische Nitrilase produziert, isoliert wird,
K.ozaenae in einem entsprechenden Medium geziichtet und K.ozaenas lysiert und die Nitrilase
isoliert wird.,

Anwendungsgeblet der Erfindung

Die Erfindung betrifft eine von Bakterienzellbestandteilen praktisch freie Zusammensetzung fiir den Pflanzenschutz und ein
Verfahren zur Gewinnung des Wirkstoffes dieser Zusammensetzung.

Charekteristik des bekannten Standes der Technik

Die Bromoxynil- und/oder -loxynil-spezifischen Nitrilase kénnen zur Entgiftung von mit Bromoxynil und verwandten Herbiziden
verunreinigten Stellen und zum Schutz von Wirtzellen vor der zytotoxischen Wirkung dieser Harbizids verwendet werden. Die
Konstruktionen kdnnen zur Unterscheidung von diese Strukturen enthaltenden Wirtzellen und Wirtzellen, die diese Konstruktion
nicht enthalter, verwendet werden.

Die Méglichkeit, Mikroorganismen und Zellen hoherer Organismen neue genetische Fahigkeiten zu verleihen, hat eine Vielzahl
von neuen Anwendungsgebieten eréffnet. Eines dieser Gabiete betrifft verschiedene Mittel, die wegen ihrer zytotoxischen
Wirkung verwendet werden, wie beispielsweise viele Verbindungen, die in der Landwirtschaft zur Schidlingshekdmpfung
und/oder Unkrautvernichtung eingesetzt werden. In vielen Fillen haben diese Verbindungen eine relativ lange Verweilzeit oder
hinterlassen einen betréchtlichen Riickstand.

Invielen Fallen ist es erwiinscht, zwiscken zu erhaltenden Arten und solchan, die vertilgt werden miissen, zu unterscheiden. So
ist es oft erwiinscht, Unkraut selektiv zu vernichten, wobei die Ernte maglichst wenig beeintrichtigt werden sollte. In den maisten
Féllen haben viele der Breitband-Herbizide einen sehr .1achteiligen EinfluB auf die Ernte, so da ihre Verwendung auf eini
Voremergenz- oder vorsichtige Postemergenz-Anwendung begrenzt ist.

Es bestand daher groBes Interesse, lebende Zellen so verandern zu kénnen, dal sie gegeniber Beanspruchungen, wia durch
zytotoxische Mittel, widerstandsfahig sind.

In der US-PS 4535060 wird die Verwendung eines bakteriellen aroA-Gens beschrieben, das glyphosatempfindlichen Zellen
Glyphosat-Resistenz verleibt. Hsu und Camper, ,Can.J.Microbiol.“, 22, S.637-543 (1976) beschreiben die Isolierung von
loxynil-.Abbauern* aus mit Erde angereicherten Kulturen. Hsu und Clemson, , Dissert. Abstr.Intrn.”, B38, Nr.8, S.3708 {1976)
beschreiber: den mikrobiellen Abbau einer Familie von 3,5-Dihalogen-4-hydroxybenzonirril-Herbiziden. Ingram und Pullin,
«Pestic.Sci.”, 5,5.287-291(1974) beschreiben den lingeren Verbleib von Bromoxynil in drei Bodenarten. Smith, ,Abstr.Meeting
Weed Soc.Am." (1971), S.16-17 beschreibt den Abbau von Bromoxynil in schwerem Ton (Regir:a heavy clay). Smithund Flether,
«Hort. Res.”, 4, 5.60-62 (1964) berichten von 3,5-Dihalogen-4-hydroxybenzonitrilen und Bodenorganismen,

Ziel dsr Erfindung

Zielde Erfindung st es, eine neue, von Bakterienzellbestandteilen praktisch freie Zusammensetzung, die Nitrilasen als Wirkstoff
enthilt, und ein Verfahren zur Herstellung des Wirkstoffes bereitzustellen.
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Darlegung des Wesens der Erfindung

Erfindungsgem3B enthdlt die Zusanv nensetzung neben zunichst einem Triiger oder ainem Verdiinnungsmittel eine Nitralase
aus Bakterien mit etwu 34 KDal, die i n wesentlichen fiir 3,5-dihalogeniertes p-Hydroxybenzonitril spezifisch ist und eine
spezifische Aktivitit von mindest...s etwa 0,1 pmol NH,/min/mg Protein mit Bromoxynil als Substrat aufwaist.

Im Rahmen der Erfir- 'ing wurden neue DNA-Sequenzen, Konstruktionen , transformierte Zellen, Pflanzen und Peptide, die
halogenierte Hydros.,oenzonitrile und insbesondere 3,5-Dibrom- oder 3,5-Dijod-4-hydroxybenzanitril hydrolysieren
beschrieben. Beschrieben wird ferner ein Enzym, das das Nitril hydrolysieren kann, so daR die herbizide Wirkung d4s Nitrils
verhindertwird und eine Zelle oder ein Wirt, die gegeniiber dem Herbizid empfindlich sind, geschiitzt werden oder e.ne mit dem
Herbizid verunreinigte Stelle entgiftet wird.

Das Stukturgen kann aus einem einzelligen Mikroorganismus gewonnen werden und insbesondere aus einem Bakterium, dal
das Benzonitril als Stichstoffquelle und im allgemeinen als ausschlieBliche Stickstoffquelle verwenden kann.

Im folgenden wird als . Benzonitril” ein halogeniertes p-Hydroxybenzonitril und insbesondere 3,5-Dijod- oder 3,5-Dibrom-4-
hydroxybenzonitril und als . Nitrilase” eine Nitrilase verstanden, die dieses halogenierte Benzonitril als Stickstoffquelle und
insbesonders als ausschlieBliche Stickstoffquelle verwenden kann. Das Enzym kann auf verschiedene Weisen erhalten werden,
zweckméBigerweise aus Bakterien, die an einer Bromoxynil oder loxynil enthaltenden Stelle natiiriich vorkommen. Von Interesse
sind Enterobakterien und insbesondere die Art Klebsiella. Klebsiella pneumoniae und insbesondere die Art ozaenae kann
eingesetzt werden. Besser als sie aus dem Boden zu isolieren, werden die Organismen im Boden oder andere Medien mit hther
werdenden Konze:itrationen an Benzonitril und verminderten Mengen an anderen Stickstoffquellen gezilchtet, bis iberlabende
Organismen arhalten werden, die Benzonitril als einzige Stickstoffquelle verwenden.

Unabhéngig von den die Nitrilase enthaltenden Bakterien muB selsktioniert werden, um zu gewihrleisten, daB die Nitrilase bei
der Benzonitril-Entgiftung wirksam ist. Zusitzlich sollte die Nitrilase fir dieses Benzonitril eher als fiir analoge Verbindungen,
denen die Halogen- oder andere Substituenten fehlen, spezifisch sein. Die erfindungsgemaRe Nitrilase ist daher fiir Benzonitrile,
wie angegeben, spezifisch und relativ inaktiv oder wesentlich weniger aktiv fiir analoge Verbindungen.

ZweckméBigerwesise sollte bei Kultivierung mit Benzonitril als Stickstoffquelle bei vergleichbaren I{onzentrationen die
Proliferationsgeschwindigkeit nicht deutlich niedriger sein, d.h. nicht mehr als 10% vermindert, als die
Proliferationsgeschwindigkeit dec Bakteriums in Gegenwart einer normalen Stickstoffquelle, wie belsnielsweise Ammoniak.
Dieses Ergebnis wird mit nichtspezifischen Benzonitrilen nicht beobachtet.

Sind der Wirtstamm oder die Wirtstimme einmal identifiziert, so kénnen varschiedene Verfahren zur Identifizierung der
Codiersequenz der Nitrilase eingesetzt werden. Das Gen kann auf einem Chromosom oder einem Plasmid vorhanden sein. Das
Genom wird fragmentiert, insbesondere mit einer Restriktionsendonuklesse, wobei eine oder mehrere Endonukleasen
eingesetzt werden kdnnen, um Fragmente von etwa 5 bis 50KB herzustellen. Diese Fragmente kdnnen auf entsprechenden
Vektoren in einem geeigneten Bakterium, wia E. coli, kloniert werden, die entstandenen Transformanden werden auf
Nitrilaseaktivitét selektioniert, wobei der Wirtorganismus einen negativen Hintergrund abgibt.

Steht fest, daB ein oder mehrere Klone Nitrilaseaktivitat aufweisen, so kdnnen die das gewiinschte DNA-Fragment enthaltende
extrachromosomalen Elemente, Plasmide oder Viren in herkdmmlicher Weise isoliert werden, z.B. durch Lyse des Wirts,
Auxidllen der DNA und Abtrennen der Vektor-DNA, Plasmid- oder Virus-DNA von der chromosomalen DNA. Die
extrachromosomalen Elemente kdnnen durch Restriktionsendonukleasen gespalten werden, die gewiinschten Fragmente
kdnnen durch verschiedene Verfahran zur Trennung und Identifizierung der Fragmente verschiedener GroBe, wie
Elektrophorese oder Dichtegradienten-Zentrifugieren, isoliert werden.

Das Fragment wird je nach GréBe weiter manipuliert, um es an die GréRe des Gens und seiner flankierenden Regulatorregionan
anzupassen. Es gibt verschiedene Verfahren zur Manipulation des Fragments, das die fiir das Enzym codierende Sequenz und
ihre tlankierenden Regulatorsequenzen enthilt, beispielswiese Teilspaltung mit verschiedenen Restriktionsenzymen in
verschiedenen Reaktionsgemischen und anschlieRendes Klonen der Fragmente zur Bestimmung, in welchen Fragmenten die
F#higkeit zur Expression der Nitrilase zuriickbleibt.

Das Enzym kann aber auchisoliert undteilsequenziert werden. Auf der Basis der Aminosduresequenzkdnnen Sonden hergestelit
werden, die zur Identifizierung der das Gen enthaltenden Fragmente verwendet werden kénnen. Durch Kombinieren dieser
Anndhrerung mit der Spaltung mit Restriktionsenzymen kénnen Fragmente geklont und auf die Anwesenheit des gewiinschten
Gens selektioniert werden. AuBerdem kinnen Exonuxleasen, wie Bal31, verwendet werden, um die Nukleotide an einem oder
beiden Enden des Fragments zu entfernen und die Anzahl der Uberflissigen Nukleotide weiter 2u verringern.

Altarnativ kann das Gen in einem geeigneten Wirt geklont und die Boten-RNA (mRNA) durch Selektionieren mit einer Sonde,
Identifizieren in einem entsprechenden In-vitro- oder In-vivo-Translationssystem, beispielsweise Xenopus oocytes oder
Reticulolysat, isoliert werden. Die isolierte mRNA kann dann zur Herstellung von cDNA unter Einsatz herkdmmlicher Verfahren,
wie reverse Transkriptase und Bildung der Komplementarkette mit DNA-Polymerase, verwendet werden. In diesen Fali fehlen
dem entstandenen Strukturgen die an die Transkription gebundenen Regulatorregionen.

Das Nitrilasegen kann auf verschiedene Weise modifiziert werden, entweder durch Verkiirzen oder Verldngern eines oder heide
der &'- und/oder 3'-Enden. Im allgemeinen sind nicht mehr als 25, insbesondere nicht iiber etwa 20 Codons an der natirlich
vorkommenden Nitrilase beteiligt. Die Nitrilase kann um bis zu 50 Aminoséuren, im aligemeinen nicht iber etwa

30 Aminoséuren, verlangert werden. Kombinationen von Substitution, Abspaltung und Extension kénnen eingesetzt werden.
Das heift, das Gen kann auf verschiedene Weisen manipuliert werden, um beispielswaise die Eigenschaften des Enzyms zu
#&ndern oder es fiir Manipulationen der Plasmide geeigneter zu machen.

Die DNA-Sequenz, die das die Nitrilase exprimierende Strukturgen enthalt, kann an viele andere DNA-Sequenzen zur Einfihrung
in eine entsprechende Wirtzelle gebunden werden. Die Begleitsequenz hiingt von der Art des Wirts, der Einfihrungsweise der
DNA-Sequenz in den Wirt und davon ab, ob episomale Aufrechterhalten oder Integration erwiinscht is.

Fiir prokaryontische Wirte gibt es viele Vektoren, die zur Einfiihrung durch Transformation, Konjugation, Transduktion oder
Transfektion der DNA-Sequ enz in einen prokaryontischen Wirt verwendet werden konnen. DNA-Sequenzen umfassen eine
Vielzahl von Plasmiden, wie pBR 322, pACYC 184, pMB9 oder pRK 290, Cosmide, wie pVK 100 oder Viren, wie P22.
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Fir eukaryontische Zellen kénnen verschiedene Verfahren zur Einfiihrung der DNA in den Wirt eingesetzt werden, wie
Transformation mit Ca**-ausgeféliter DNA, wobel eine nichtreplikative DNA-Sequenz, ein Plasmid oder ein Minichromosom
betelligt sind, Transformation mit einer T-DNA enthaltenden Sequenz in Agrobakterium, Mikroinjektion mit einer Mikropipette
oder Elektroporation. Es hdngt davon ab, ob ein kompetentes Replikationssystem in der DNA-Konstruktion vorhanden ist, ob die
DNA als spisomales Elementrepliziert oder in das Wirtgenom integriert und das Strukturge:. im Wirt exprimiert wird. Eskénnen
episomale Elemente, wie tumorinduzierende Plasmide, beispielsweise Ti oder Ri, oder ihre Fragmente, ader Viren, wie CaMV
oder TMV, oder ihre Fragmente verwendet werden, die fiir den Wirt nicht tddlich sind und in denen das Strukturgen in salchen
episomalen Elementen vorhanden ist, daB es die Expression des Strukturgens erméglicht. Von besonderem Interesse sind
Fragmente mit Replikationsfunktion, denen andere Funktionen, wie Onkogenese oder Virulenz fehlen.
Die aus der Nitrilase erhaltenen Fragmente kénnen unter Verwendung eines geeigneten Klonicsungsvektors geklont werden.
Das Kfonen kann in einem geeigneten sinzelligen Mikroorganismus, beispielsweise einem Bakterium, wie E. coli, durchgefiihrt
werden. Zweckm#Bigerweise wird ein Cosmid verwendet, wobei durch Teil- oder Vollspaltung Fragmente mit der gewiinschten
GréBe entstehen. Beispielsweise kann das Cosmid pVK 100 mit einem gesigneten Restriktionsenzym teilgespalten und an
Fragmente gebunden werden, die entweder durch Teil- oder Vollspaltung eines Plasmids, Chromosoms oder deren Fragment
entstanden sind. Durch Verpackung wird gewahrleistet, daB nur Fragmente der gewiinschtan GréBe verpackt und in den
Wirtorganismus transduziert werden.
Der Wirtorganismus wird anhand der Benzonitril-Resistenz ausgewihlt. Die aufnehmenden Stamme kénnen so verandert
werden, daB sie geeignete genetische Merkmale aufweisen, die die Selektion von Transduktanten ermdglichen. Bei
Mikroorganismen kdnnen die Transduktanten zur Konjugation mit anderen Mikroorganisn an unter Yerwendung, bei Badarf,
eines mobilisierenden Plasmids eingesetzt werden. Zur weiteren Verminderung der GroRe des das Strukturgen fiir die Nitrilase
enthaltenden Fragments kénnen verschiedene Verfahren eingesetzt werden. So kann beispielsweise der Cosmidvektor isoliert,
mit einer Vielzahl von Restriktionsendonukleasen, wie EcoRl, Bglll oder Smal, gespalten werden und die entstandenen
Fragmente in einen entsprechenden Vektor, zweckmaBigerweise in den vorher verwendeten Cosmidvektor, geklont werden.
Anstelle eines Cosmidvektors stehen viele Klonierungsvektoren geringer Groe, wie pACYC177 und pACYC 184, zur Verfiigung.
Das heillt, Fragmente von vorzugsweise unter etwa 5KB, im aligemeinen unter etwa 4KB und insbesondere unter etwa 2KB,
kénnen geklont werden und gewihren Banzonitrilresistenz.
ZweckmiBigerweise enthélt das Fragment etwa 1KB und unter etwa 5KB, vorzugsweise unter etwa 4KB, insbesondere
mindestens etwa 1047 Basenpaare (BP), insbesondere einschlieBlich der flankierenden Regionen mindestens etwa 1100 BP,
vorzugsweise unter etwa 1,5 KB. Von besonderem Interesse ist ein Bglli-Smal-Fragment aus Kiebsiella ozaenae und
insbesondere ein Pstl-Hincll-Fragment mit etwa 1210BP.
Von besonderem Interesse ist eine Verkiirzung des Nitrilasegens bis zu etwa 5 Codons am 5'-Ende und bis etwa 10 Codons am
3'-Ende oder das Zufiihren bis zu etwa 50, im allgemeinen nicht (iber etwa 30 und vorzugsweise nicht iiber 20 Codons am
5'-und/oder 3'-Ende. Das heiBt, das entstandene Enzym kann vom natiirlich vorkommenden Enzym durch bis 2u
50 Aminos&uren, im allgemeinen nicht iiber etwa 30 Aminoséuren und vorzugsweise nicht (iber etwa 25 Aminoséuren
verschieden sein, wobei eine Kombination von Substitution, Extension und Abspaltung durchgefiihrt wird.
Die Nitrilase kann in jeder geeigneten Quelle, entweder in prokaryontischen oder eukaryontischen Zellen, wie Baktarien, Hefe,
Schlauchpilzen oder Pflanzenzellen, exprimiert werden. Wo keine Sekretion srhalten wird, kar.n das Enzym durch Lyse der Zellen
in bekannter Weise isoliert werden. Geeignat sind beispielsweise die Chromatographie, Elsxtrophorese oder
Affinitdtschromatographie. ZweckméBigerweise wird Bromoxynil iber eine entsprechende funktionelle Gruppe, wie die
Carboxyl-Gruppe, an einen unldslichen Tréger gebunden und als Verpackung fir die Isolierung der Nitrilase verwendet.
Die epezifische Nitrilaseaktivitat betrdyt mindestens etwa 0,1 ymol Ammoniak/min/mg Protein, im allgemeinen mindestens
etwa 0,5 oder thehr umol Ammoniak/min/mg Protein unter Bedingungen, wie sie von Harper, ,Biochem.J.”, 167, S.685-692
{(1977) beschrieben werden,
Das gereinigte Enzym kann in vielerlei Weisen verwendet werden: es kann beispielsweise direkt in Untersuchungen auf
Bromoxynil, loxynil oder andere verwandte Benzonitrile verwendet werden. Es kann aber auch als Nachweis in diagnostischen
Versuchen dienen, 2.B. dadurch, daB es an eine zu untersuchende Substanz, wie ein Hapten oder Antigen, oder einan Antikdrper,
gebunden wird. Diese Versuche sind in den US-PS 3654090, 3817837 und 3850 752 beschrieben, in denen die Konjugation sowie
die Bestimmung der Konzentration der z2u untersuchenden Subsianz eingehend erldutert sind {die entsprechenden Teile dieser
Beschreibungen sind hier miteinbezogen).
Die die Nitrilase codierende DNA-Sequenz kann in verschiedenen Waeisen verwendet werden, beispielswasise zur Isolierung des
Wildtyps oder von Nitrilase-Mutanten.
Sie kann aber auch zur Integration durch Rekombination in einen Wirt eingesetzt werden, wobei dem Wirt Benzonitrilresistenz
verliehen wird.
Die Pflanzenzellen kann das Strukturgen als Teil einer Konstruktion ir: einen Pflanzenzellkern durch Mikropipetteninjektion zur
Integration durch Rekombination in das Wirtgunom eingefiihrtwerden. Alternativ kann auch die Elektraporation zur Einfihrung
des Strukturgens in eine Pflanzenwirtzelle verwendet werden. Wurde das Strukturgen aus einer Quelie mit Regulatorsignalen
erhalten, die von dem Pflanzenwirt nicht erkannt werden, so miissen die entsprechenden Regulatorsignale fiir die Expression
eingefihrt werden. Wird ein Virus oder Plasmid, beispielsweise ein tumorinduzierendes Plasmid, verwendet, das kartiert
wordenist, so kann eine Schnitistelle gewihlt werden, die stromabwirts von einem Promotor liegtund in die das Strukturgenin
- die das Strukturgen in einer entsprechenden Entfernung vom Promotor eingefiigt werden kann. Weisen die DNA-Sequenzen
keine geeignete Schnittstelle aul, so kdnnen sie mehrmals mit einer Exonuklease, wie Bal31, gespalten und eine synthetische
Endonukleaseschnittstelle (Linker) eingefiihrt werden.
Von besonderem Interesse ist die Verwendung eines tumorinduzierenden Plasmids, z.B. Ti oder Ri, mit dem das Nitrilasegen in
Pflanzenzellchromosomen eingefihrt werden kann. Die Verwendung von Ti-und Ri-Plasmiden istin PCT-A-WO 84/02813, 02919
und 02920 sowie EP-A-0116718 sowie bei Maizke und Chilton ,J. Mol. App. Genetics”, 1, S.39-49 (1981) beschrieben.
Durch Verwendung des rechten Rands oder beider Riander der T-DNA, d.h. der Rénder, die eine Expressionskassatte flankieren,
die das Nitrilaso-Strukturgen und die Transkriptions- und Translations-Regulatorsignale fir den Start {Initiation) und das Ende
{Temination) umfassen und die vom Pflanzenwirt erkannt werden, kann die Expressionskassatte in das Pllanzengenom Iintegriert
werden und die Expression der Nitrilase in der Pllanzenzelle bei verschiedenen Differenzierungsstufen ermaglicht werden.
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Verschiedene Konstruktionen kdnnen filr die Expression in Pflanzenzellen hergestellt werden. Dabei wird eine
Expressionskassette zur Verfligung gestellt, die in Pflanzen zur Expression der Nitrilase im Pflanzenwirt funktionell ist.

Fur die Transkription kdnnen viele Transkriptionsstartregionen {Promotorregionen), sntweder konstitutive oder induzierbare,
eingesetzt werden.

Die Transkriptionsstartregion ist an das die Nitrilase codierende Strukturgen gebunden und gewdhrleistet die
Transkriptionsinitiation stromaufwarts vom Initiationscodon, normalerweise innerhalb etwa 200 Basen des Initiationscodons,
dort, wo der nicht ibersetzten (nicht translatiertan) 5'-Region ein ATG fehit.

Das 3'-Ende des Strukturgens hat ein oder mehrere Stopcodons, die an eine Transkriptionsendregion, die in einem Pflanzenwirt
funktionell ist, gebunden sind, wobei die Endragion mit dem gleichen oder verschiedenen Strukturgenen wie die Startregion
verbunden ist,

Die Expressionskassette ist dadurch gekennzeichnet, da siein Richtung der Transkription der Startregion das Strukturgen untar
der Transkriptionskontrolle der Startregion und der Endregion fiir die Beendigung der Transkription und die Herstellung der
m-RNA, wenn es angebracht ist, enthilt,

Als Transkriptions- und Translations-Regulatorregionen kénnen zweckmiBigerweise Opin-Promotor- und Terminator-Regionen
verwendet werden, die eine konstitutive Expression des Nitrilasegens gewshrleisten, Es kénnen aber auch andere Fromotoren
und/oder Terminatoren eingesetzt werden, insbesondere Promotoren, die eine induzierbare Expression oder regulierte
Expression in einem Pflanzenwirt erméglichen, Geeignete Promotorregionen aus Ti-Plasmid sind Opinpromotoren, wis
beispielsweise der Octopin-Synthase-Promotor, Mopalin-Synthase-Promotor, Agropin-Synthase-Promotor oder Mannopin-
Synthase-Promotor. Andere Promotoren sind Virus-Promotoren, wie CaMV-Region VI-Promotor oder der Promotor mit der
Gesamtlénge {35S), Promotoren, die mit Ribulose-1,5-bisphosphat-carboxylat-Genen verbunden sind, beispielsweise die kleine
Untereinheit, oder Gene, die mit Phaseolin, Proteinspeicherung, B-Conglycinin oder Zellulosebildung verbunden sind.

Die verschiedenen Sequenzen kénnen in herkémmlicher Weise aneinander gebunden werden. Die Promotorregion kann durch
die Region am 6'-Ende des Strukturgens, 2.B. das Opingen, und durch Restriktionskartierung und Sequenzierung identifiziert
werden; sie kann selektioniert und isoliert werden, Entsprechend kann die Terminatorregion als 3'-Region aus dem Strukturgen
isoliert werden. Die Sequanzen kénnen geklont und in der richtigen Orientierung aneinandergebunden werden, sie erméglichen
die konstitutive Expression des Nitrilasegens in einem Pflanzenwirt.

Durch Einfithren eines funktionellen, die Nitrilass exprimierenden Gens in Kulturpflanzen kénnen Bromoxynil, loxynil und
analoge Herbizide bei einer Vielzahl von Ertragspflanzen bei Konzentrationen verwendet waerden, die die vollsténdige oder
praktisch vellstandige Unkrautvernichtung gewéhrleisten, ohne die Ernte wesentlich zu beeintréchtigen. Auf diese Waeise
kdnnen wirtschaftliche Vorteile erreicht werden, da Diingemittel und Wasser wirkungsvoller eingesetzt und die auf der
Anwesenheit von Unkraut beruhenden Nachteile vermieden werden.

Die die Nitrilase exprimierende Expressionskassette kann in eine Vielzahl von Pflanzen eingefiihrt werden, sowohl
einkeimb'attrige wie auch zweikeimblattrige, einschlieBlich Mais, Weizen, Scjabohnen, Tabak, Baumwolle, Tomaten, Kartoffeln,
Brassica-Arten, Reis, Erdniisse, Petunien, Sonnenblumen, Zuckerriiben oder Rasen. Die Gene kénnen in Zellen oder
Pflanzenteilen vorhanden sein, wie Callus, Gewebs, Wurzeln, Knollen, SchéRlinge, Stecklinge, Samen, Blitter, Keimlinge oder
Pollen.

Um den Pflanzen Benzonitrilresistenz zu verleiken, kiinnen verschiedene Formulierungen zum Schutz der Ertragspflanzen vor
Unkraut und folglich zur Erhdhung der Ernte 1nd zur Verminderung des Wettbewerbs um Néhrstoffe verwendet werd n.
Beispielsweise kann Bromoxynil als solches fir die Postemergenzkontrolle des Unkrauts bei ~Sicheren” Kulturpflanzen, wie
Sonnenblumen, Sojabohnen, Getreide oder 3aumwolle, oder alternativ in Kombination mit anderen Produkten eingesetzt
werden.

Es kénnen (bliche Mengen an Pestiziden auf Feldern verwendet werden in Formulierungen, die etwa 0,05 bis 1,98kg/0,4 ha (0,1
bis 4 Pfund/a), vorzugsweise 0,09 bis 0,9kg/0,4 ha (0,2 bis 2 Pfund/a) Bromoxynil abgeben, und das andere Herbizid in solchen
Mengen enthalten, daB sie etwa 0,05 bis 1,98kg/0,4ha (0,1 bis 4 Pfund/a) Wirkstoff abgeben. Die Formulierungen kénnen andere
Hilfsstoffe, wie Reinigurgsmittel, Hilfsmittel, Spriihhilfsmittel, Haftmittel oder Stabilisierungsmittel enthalten. Die
Formulierungen kdnnen entweder naB oder trocken angewendet werden, beispislsweise als flieBfahige Pulver, emulgierbare
oder fliissige Konzentrate, wie sie an sich bekannt sind.

Harbizidlésungen kdnnen in herkémmlicher Weise angewendet werden, beispielsweise durch Besprihen, LagieBen oder
Zerstéuben,

Die Erfindung wird durch die folgenden Beispiele niher erléutert.

Ausfihrungsbeisplele

Experimentelles

Material und Methoden

Restriktionsenzyme und T4-Ligasen fiir Verkniipfungen wurden gemaR den Empfehlungen der Hersteller verwendet.
Standardmethoden beim Klonen und der Molekularanalyse wurden gemél Maniatis et al. ,Molecular Cloning: A Laboratory
Manual*, Cold Spring Harbor Laboratcry, New York (1982) durchgefiihrt, Die Klonanalyse wurde gemaR Ish-Horowitz et al.
~Nucl. Acids Res.”, 9, S.2989 bis 2998 (1981) durchgefiiht.

Fr alle Klonierungsversuche wurde der Stamm E. coli MM 294 verwendet {Hanahan, . Mo). Biol.”, 166, S.557 bis 580 [1983)).
Folgendo Antibiotikamengen wurden eingesetat: Chioramphenicol (Cm): 25 pg/ml; Tetracyclin {Tc): 10pug/ml; Penicillin {Ap):
300pg/ml, ‘

Die Piasmid-DNA-Transformationen in E.coli wurden gemiB Mandel und Higa, ,J.Mol.Biol.”, 53, S. 159 bis 162 (1970)
durchgefihrt,

Bakterien aus einem mit Bromoxynil verseuchten Boden wurden isoliert und selektioniert. Einer dieser Organismen wurde als
Klebsiella pneumoniae Unterart ozaenae identifiziert.

Die Teilreinigung und Charakterisierung der bromoxynilspezifischen Nitrilase aus diosem Organismus ergab ein aktives Enzym
mit einer Scheinmolekularmasse von 34kDal.
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Nach wiederholter Kultivierung von K. ozaenae auf festem L-Agar wurde eine Variante isoliert, die nicht mehr fithig war,
8remoxynil als einzige Stickstoffquelle 2u verwenden, wenn sie In einem definierten flissigen Medium geziichtet wurde, das je
Liter 1,6 g KH,PO,, 3,6g X;PO,, 0,1g MgSO, - 7H,0, 50mg Hefeextrakt, je 0,1% Citrat, Slycerin und Succinat und
Spurenelemente enthiel! (vgl. Barnett und Ingraham, ..J. Appl. Bacteriol.”, 18, S.131 bis 143 [1975)). Dieses Medium wird im
folgenden als

YETE-Mehrfachkohlenstoffmedium bezeichnet, Dieses YETE-Mehrfachkohlenstoffmedium enthielt 0,05% Bromoxynil. Obwohl
dieser Organismus Bromoxynil nicht als einzige Stickstoffquslle verwendet, wiichst er in 0,05% Bromoxynil enthaltender
L-Brithe zur vollen Dichte. Eine Kolonie der K.ozaenae-Variante wurde ausgewdhit und in 10ml L-Briihe geziichtet. Drei
unabhéngige K.ozaanae-Kolonien wurden von einer Bromoxynil enthaltenden LB-Platte ausgewdhlt und unter den gleichen
Bedingungen geziichtet. Diese vier gloichen K.o0zaenas-Kolonien wurden gleichzeitig in 10ml 0,05% Bromoxynil enthaltender
L-Briihe geziichtet. Diese Kulturen wurden bei 30°C bis 2ur vollen Dichte geziichtet, aus jeder Kultur wurde gemi8 Ish-Horowitz et al.
~Nucl.Acids Res.”, 9, 5.2989 (1281} Plasmid-DNA im MinimaBstab hergestellt. Nicht verdaute Plasmid-DNA wurde auf 0,5%
Agarosegel der Elektrophorese unterworfen, die Plasmid-Streifen wurden durch Farben mit Ethidiumbromid sichtbar gemacht.

Die K. 0zaenae-Variante zeigte eine sinzige Plasmidart (mit einer Gré8e von 63KB), die entweder in Anwesenheit odsr
Abwesenheit von Bromoxynil entstand. Die drei K. ozaenae-Kolonien zeigten eine gréBere Plasmidart (90KB) wenn sie in
Gegonwart von 0,05% Bromoxynil geziichtet wurden. In Abwesenheit von Bromoxynil sind beide Plasmidformen in zwei der drei
K.ozaenae-Kolonien vorhanden.

Diese Ergebnisse deuten auf die Umwandlung der gréBeren Plasmidart in eine klginere Form, wabei gleichzeitig eine Plasmid-
DNA mit etwa 22 KB verlorengeht, wenn die Bromoxynil-Selektion aufgehoben wird.

Alle vier Kolonien wurden in 200ml 0,05% Bromoxynil enthaltender L-Briihe geziichtet. Die Zellen wurden mit einer
franz8sischen Presse aufgebrochen, die Hochgeschwindigkeits-Uberstande wurden gegan einen Puffer, der 0,05 mol/i K,HPO,,
pH 7,5 und 2,5mmol/| Dithiothreit (DTT) enthielt, dialysiert, Die einzelnen Rohextrakte wurden auf Bromoxyil-spezifische
Nitrilaseaktivitat untersucht. Ein Rohextrakt aus der K. ozaenae-Variante enthielt keine nachweisbare Nitrilaseaktivitat, wihrend
die anderen K.ozaenae-Rohextrakte spezifische Nitrilaseaktivititen von 0,124, 0,105 bzw. 0,143umol NHz/min/mg Protein
aufwiosen. 200ml Zellen wurden bei 30°C bis zur mittleren Log-Phase in MS-Medium, das 0,1 % Glucose und 0,04 % Bromoxynil
enthiolt, geziichtet (Miller ,Experiments in Molecular Genetics”, Cold Spring Harbor Laboratory [1972)). Durch Aufbrechen der
Zellen, Ultrazentrifugieren und Dialyse des Uberstands im Puffer mit 0,05 mol/| K:HPO,, pH 7,5 und 2,5mmol/i DTT wurden
Rohextrakte hergestelit. Die Substratkonzentration betrug in allen Versuchen 3mmol/| Bromoxynil. Die Freisetzung von NH,
wurde gem#B Harper ., Biochem.J.”, 167, S.685-692 (1977) (iberwacht. Die Féhigkeit der K. 0zaenae-Variante, in Bromoxynil
enthaltender L-Briihe zu wachsen, kann auf einer erworbenen Undurchléssigkeit des Organismus fiir dis Verbindung beruhen.
Der Organismus kann jedoch in bestimmten Medien unter Verwendung von Bromoxynil als einzige Stickstoffquelle nicht
wachsen.

Zusammenfassend scheint die K.ozaenae-Nitrilase im Plasmid codiert zu sein. Das (die) das Enzym codisrenda(n) Gen(e) scheint
(scheinen) auf einem 22 KB-Plasmid-DNA-Seg ment zu liegen, das spontan aus dem K.ozaenaa-Plasmid in Abwesenheit der
Bromoxynil-Selektion verlorengeht.

Die Bromonxynil-spezifischa Nitrilase aus K. ozaenae wird In E. coli exprimiert.

Eswurde Plasmid-DNA aus K.0zaenae, die unter 0,5% Bromoxynil-Selektion geziichtet wurden, hergestellt und in E. coli MM 294
(thi, gyrA96, endI™, hsdR17) transformiert.

Die Transformanten wurden auf stickstofffrelem (N-) festem Agarose-Minimalmedium, das je Liter 1,5g KH,PO,, 3,6g K;HPO,,
0,19 MgSO, - 7H,0und 0,1 % Glucoss sowie 0,05 % Bromoxynil als einzige Stickstoffquelle enthielt, selektioniert. Nach Stagiger
Inkubation erschianen 10 Kolonien auf den Selektionsplatten. Diese Kolonien wurden auf 0,05% Bromoxynil enthaltenden
L-Agarplatten ausgestrichen und auf die Anwesenheit des auxothrophen Thiamin-Markers in MM 294 untersucht. Keine der
Kalonien wuchs in Minimalmedia in Abwesenheit von Thiamin, das angibt, daB der Stamm E.coli MM 294 ist. Alle Kolonien
wuchsen im M9-Medium, das mit Thiamin und 0,05% Bromoxynil als einzige Stickstoffquelle versetzt wurde. Kein Wachstum
wurdae in diesem Medium in Abwesenheit von Bromoxynil baobachtet. Zwei der Kolonien wurden fiir weitere Analysen
ausgewdhit. Wurden Rohextrakte von E.coli MM 294, das das 90KB-Plasmid enthielt, auf Bromoxynil spezifische
Nitrilaseaktivitdt untersucht, so wurde eine spezifische Aktivitat von 0,216 pmol freigesetztem NHy/min/mg festgestellt. in E. coli
MM294, das die kleiner Plasmidart enthielt, konnte keine Nitrilaseaktivitat nachgewiesen werden. Das gréBere 90KB Plasmid in
E.coli wurde mit pBrx1, das kleinere Plasmid (68 KB) mit pBrx1 A bezeichnet.

Zur Bestétigung, dal der E.coli-Stamm MM 294, der das Plasmid pBrx1 enthilt, den richtigen Metaboliten als Ergebnis siner
Bromoxynil spezifischen Nitrilasereaktion produziert, wurde eine 2mi-MM 294-Kuliur (pBrx 1) 24 h bei 30°Cin 0,05% Bromoxynil
enthaltendem M9-Medium geziichtet. Eine Probe des Kulturfiltrats wurde auf einer Cia-Hochdruck-Flissigchromatogranhiesiule
chromatographiert. Die Gesamtmenge an im Kulturfiltrat vorhandenem Bromoxynil wurde zu einem neuen Metabolitgipfel
umgewandelt. Der Metabolitgipfel wurde durch Spektralanalyse als 3',5'-Dibrom-4-hydroxybenzoesiure {DBHB) identifiziert.
Das heilt, das Produkt der Bromoxynil spezifischen, plasmidcodierten Nitrilaseexpression in E. coli ist das gleiche wie das von
K.ozaenae.

Das Bromoxynil spezifische Nitrilasegen wird in E. coli klonlert. -

Um festzustellen, ob daR das Bromoxynil spezifische Enzym codierende DNA-Segment in E. coli klonierbar ist, wurde das
Plasmid pBrx 1 mit BamH!I ge-palten, wobei zwei Streifen mit 53KB bzw. 37KB erhalten wurden. Die BamHI-Fragmente wurden
in die BamHlI-Stelle des E. coli-Plasmidvektors pACYC 184 eingebunder. (Chang und Cohen, . J.Bacteriol.” 134, S. 1141 [1978))
und in E. coli MM 294 transformiert. Das Klonel: von pACYC 184 in der BamHI-Stelle fiihrt zu einer Einschub-Inaktivisrung des
Tetracyclin-Resistenzgens. 10 chloramphenicolrasistente, tetracyclinempfindliche MM 294-Kolonien wurden ausgewahlt, im
MinimaRstab eine Klonanalyse-DNA hergestellt und mit BamHI gespalten. Vier Klone enthielten das 37 KB-BamHi-Fragmente,
wihrend ein Klon das groBere 53 KB-BamHI-DNA-Fragment von pBrx 1 aufwies. Fiinf Klone enthielten ein geklontes BamHI-
Fragment, das auch im Plasmid pBrx 1 A gefunden wurde und dem DNA-Segment entspricht, das nach der spontanen Deleaction
des 22 KB-Segments der Plasmid-DNA aus pBrx 1 zuriickbleibt. Alle 10 Klone wurden in 200 ml L-Briihe in Anwesenhait von
20pg/mi Chloramphenicol (zur Selektion des Plasmids) geziichtet, die erhaltenen Rohextrakte wurden auf Bromoxynil
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spezifische Nitrilaseaktivitdt untersucht. Vier Klone, die das 37 KB-BamHI-Fragment enthielten, 2eigten spezifische
Nitrilaseaktivitéten im Bereich von 0,140 umol freigesetztem NH,/min/mg Protein, wogegen in den anderen sechs Klonen keire
Nitrilaseaktivitdt nachweisbar war. Diese Ergebnisse zeigen, daB sich das eine Bromoxynil spezifische Nitrilasesktivitit
codierende Gen auf einem 37 KB-BamH|-Fragment befindet, das aus dem Plasmid pBrx 1 geklont wird, und daB das 22KB-DNA-
Segment, das spontan in Abwesenheit der Bromoxynilselektion verlorengeht, zu dem 37 KB-BamHI-Fragment gehért.

Um die Orientierung der BamHI-Fragmente in bezug auf den Vektor pACYC 184 2u bestatigen, wurde die DNA aus den oben
angegebenen vier Klonen mit EcoRl gespulten und der &'ektrophdresa auf einem 0,07 %igen Agarosegel unterworfen. Ein
kombiniertes EcoRI-Abbauprodukt der Plasmide pBrx 1 und pBrx1A wurde ebenfalls untersucht.

Beide Orientierungen des 37KB-BamHI-Fragments in bezug auf den Vektor pACYC 184 wurden bestimmt und als Plasmide pBrx2
und pBrx3 bezeichnet. Es wurde auch festgestelit, daB die drei EcoRI-Fragmente zu dem 22 KB-DNA-Segment gehéren, das
spontan aus den Plasmiden pBrx2 und pBrx3 abgespalten wird. Diese EcoRI-Fragmente haben eine GroRe von 18KB, 3KB baw.
1,9KB. Das die Bromoxynil spezifische Nitrilase codierende Gen sollte sich innerhalb eines dieser drei EcoRl-Fragmente
befinden, wenn das Nitritase-Strukturgen nicht durch eine EcoRl-Restriktionsstelle getailt ist.

Die Lokalisierung der Bromoxynil spezifischen Nitrilase von E.coli {pBrx 3) wurde untersucht, as wurden folgende Ergebnisse
erhalten:

Tabelle 1
Die Bromoxynil spezifische Nitrilase ist ein periplasmisches Enzym in E.coli

Spezifische

Kulturbedingungen® Nitrilaseaktivit&t®
mit Toluol behandelte Zellen (L-Briihe) 0,829
mitLysozym behandelte Zellen (L-Briihe) 0,796
Gesamtzellen{L-Briihe) 0,770
Gesamtzellen (L-Briihe + Brx1) 1,25
Gesamtzellen {M9) 0,950
Gesamtzellen (M9 + Brx1) 1,45
Gesamtzellen/pACYC184 (M9) 0

8 E.coli (MM294)-Zallen, die das Plasmid pBrx 3 enthielten, wurden in 5ml-
Kulturen bei 37°C in dem angegebenen Medium bis zur stationiren Phase
gezdchtet. Die Kulturen enthielten, wo angegeben, 20ug/mi Chloramphenicol
und 0,04% Bromoxynil (Brx 1). 1 ml jeder Kultur wurde gesammaelt, sinmai mit
Nitrilasepuffer (0,1 mol/i K;HPO,, pH 75) gawaschen. Die Zellen wurden in 0,1 m!
dieses Puffers wieder suspendiert. 60pl-Proben wurden gemaB Harper
«Biochem. J.”, 167, S.685 bis 692 {1977) mit und ohne 3mmol/l Bromoxynil als
Substrat auf Nitrilaseaktivitdt untersucht.

b pmol NHy/min/mg. Das Protein wurde als ODeyn = 1,4 = 10° Zellen/m! = 150pg
bestimmt.

Diese Ergebnisse zeigen, daB sich die Nitrilase im periplasmatischen Raum der Zelle befindet. Eine zwaite Beobachtung ist, daR
das Enzym in Abwesenheit von Bromoxynil im Medium exprimiert wird, was darauf hindeutet, daB die Bromoxynil Induktion fir
die Enzymexpression nicht notwendig ist,

Weitere Reinigung der Bromoxynil spezifischen Nitrilase
Die weitere Reinigung der K.ozeanas-Nitrilase wurde mit folgenden Ergabnissen durchgefiihrt:

Tabelle 2
Reinigung der Bromoxynil spezifischen Nitrilase von E. coli
(Ausgangsmaterial: 6g Zellen)

Fraktion Volumen Protein umolNHy/min SAt
Roh* 100ml 210ml 18,15 0,086
35-50%

NH,;SO, eml 83mg 26,77 0,250
DEAE-

Sephadex 56 ml 19mg 15,52 0,20

8 Die Zellen wurden bei 30°C bis zur mittleren Log-Phases in M9-Medium, das 0,04%
Bromoxynil und Glucose enthielt, gezdchtet. Die Rohextrakte wurden durch Aufbrachen der
Zellen, Ultrazentrifugieren und Dialyse in sinem Puffer, der 0,05mol/l K;4PO,, pH 2,5, und
2,5mmol/I DTT enthielt, hergestelit. Die Substratkonzentration betrug bei allen
Nitrilaseversuchen 3mmol/l.

b pmol NHy/min/ng.

Eine 2,5cm? x 10cm groBe Siule wurde mit Pulfer, der 0,05% Ki:HPO,, pH 7,5, 2,5mmol/I DTT und 1 mmol/I EDTA enthielt,
equilibriert. Die Probe wurde aufgebracht, die S8ule wurde 300 ml eines linearen Gradienten von 0,02 bis 0,40mol/t NaClimoben
angegebenen Saulenpuffer entwickelt. 1 mol/l NaCl enthaltender Puffer wurde am Ende des Gradienten aufgegeben. Eswurden
$ml-Fraktionen gesammelt, 0,075 nl-Proben verschiedener Fraktionen wurden auf Nitrilaseaktivitit untersucht. Ein einziger
Gipfel mit Enzymaktivitit wurde bei 0,22mol/l Salz eluiert. Etwa 75 % der aufgegebenen Nitrilaseaktivitdt wurdan in den aktiven
Fraktionen wiedergewonnen.
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Die Fraktionen, die dem Nitrilasegipfel aus der DEAE-S3ule entsprachen, wurden gegen 0,02 mol/I K;HPO,, pH 7,5 dialysiert;
50ul (8pg Protein) jeder Fraktion wurden auf 11,25%iges donaturiertes Lasmmli-Gel aufgegeben. Die mit Protein angeraicherte
Bande, die dem Aktivit&tsgipfel aus der DEAE-S#ule entspricht, ist ein Polypeptid mit einer Molekiilmasse von 34000. Es wurden
keine anderen Polypeptide in den aktiven S3ulenfraktionen angereichert. Diese Ergebnisse bestatigen, dal die Bromoxynil
spezifische Nitrilase ein Polypeptid mit einer Molekilmasse von etwa 34000 ist, das vermutlich das Produkt eines einzigen Gens
ist.

Der pBrx2-Klon wurde volist&ndig mit EcoRl gaspalten, dabei wurde ein Fragment von etw3 19K8 isoliert. Das Fragment wurde
in den EcoRl-abgebauten pACYC 184-Vektor (3,9KB) zu dem Plasmid pBrx 6 eingebaut, das wie oben beschrieben in E.coli
transformiert v.urde. Das Plasmid wurde in herkdmmlicher Welse isoliert und mit Bglll zu einem Fragment mit etwa 6,7 KB
abgebaut, das in dem Vektor pACYC 184 bleibt.

Das isolierte Plasmid pBrx7 wurde mit Smal und Bglll zu einem Fragment mit etwa 3,9KB verdaut, das in Smal-BamHl-
abgebautes pACYC 177 (3,7KB) eingebaut wurde (Chang und Cohen, ,J. Bacteriol.”, 134, S.1141 bis 1156 [1978}), Das
entstandene Pla=mid, das Penicillinresistenz verleiht, wurde in E.coli wie oben beschrisben transformiert; die Transformanten
wurden auf einem g enicillinselektiven Medium zu einem Plasmid pBrx8 selektioniert, daB das Nitrilasegen auf einem 3,9KB-
Fragment trégt.

pBrx8 wurde mit Pstl teilabgebaut, die Fragmente wurden in Pstl-verdautem pUC 18 eingebaut (Yanisch-Perron et al., ,Gene*,
33, 5.103-119 [1985)). Die entstandenen Plasmide wurden in E. coli kloniert uind auf Nitrilaseaktivitat untersucht. Ein Klon wies
ein 6,3 KB-Plasmid pBrx9 auf, das isoliert und mit Pstl und Hincll weitergespalten wurde, wobei ein Fragment mit 12108pP
entstand, dasin Richtung von Pstl zu Hincll, Clal, Sall, Scal und Sphl-Restriktionsstellen in relativ gleichmaBigen Abstadnden hat,
Das Psil-Hincll-Fragment wurde gemiR Sanger et al., , Proc. Natl. Acad.Sci. USA*, 74, S.5463-5468 [1977)) sequenziert. Die
Sequenz (mit den entsprechenden codierten Aminosauren) ist im folgenden angegeben:

65
CTGCAGGATAGTAGGGGCTTGAAGAGGATACGCTGTTTGGCGAGCCATCAAAATAAGGGGATTTTC

95 125
ATG GAC ACC ACT TTC AAA GCA GCC GCT GTT CAG GCC GAA CCG GTA TGG ATG GAT GCC GCT
Met Asp Thr Thr Phe Lys Ala Ala Ala Val Gln Ala Glu Pro Val Trp Met Asp Ala Ala

155 185
GCA ACA GCC GAT AAG ACC GTG ACG CTA GTA GCT AAA GCC GCA GCG GCT GGC GCG CAG CTC
Ala Thr Ala Asp Lys Thr Val Thr Leu Val Ala Lys Ala Ala Ala Ala Gly Ala Gln Leu

215 245
GTC GCA TTT CCC GAA TTG TGG ATT CCG GGC TAC CCA GCA TTC ATG CTC ACG CAC AAC CAA
Val Ala Phe Pro Glu Leu Trp Ile Pro Gly Try Pro Gly Phe Met Leu Thr His Asn Gln

275 305
ACC GAA ACC CTA CCA TTC ATC ATT AAA TAC CGC AAG CAG GCA ATC GCC GCC GAT GGA CCA
Thr Glu Thr Leu Pro Phe Ile Ile Lys Try Arg Lys Gln Ala Ile Ala Ala Asp Gly Tro

335 365
GAA ATC GAA AAA ATT CGC TGC GCG GCT CAG GAG CAT AAC ATT GCG CTC TCC TITT GGG TAC
Glu Ile Glu Lys Ile Arg Cys Ala Ala Gln Glu His Asn Ile Ala Leu Ser Phe Gly Tyr

395 425
AGC GAA CGG GCT GGC CGT ACT CTC TAC ATG TCA CAA ATG CTT ATC GAT GCC GAT GGC ATC
Ser Glu Arg Ala Gly Arg Thr Leu Tyr Met Ser Gln Met Leu Ile Asp Ala Asp Gly Ile

455 485
ACC AAA ATT CGT CGT CGA AAG CTC AAA CCA ACC CGC TTT GAA CGA GAA CTC TTT GGC GAA
Thr Lys Ile Arg Arg Arg Lys Leu Lys Pro Thr Arg Phe Glu Arg Glu Leu Phe Gly Glu

515 545
GGT GAC GGA TCG GAC TTA CAG GTC GCC CAA ACT AGC GTT GGT CGG GTG GGT GCC CTC AAC
Gly Asp Gly Ser Asp Leu Gln Val Ala Gln Thr Ser Val Gly Arg Val Gly Ala Leu Asn

575 605
TGC GCG GAG AAT TTG CAG TCG CTA AAC AAC TTT GCG CTT GCT 3CC GAG GGT GAA CAG ATA
Cys Ala Glu Asn Leu Gln Ser Leu Asn Lys Phe Ala Leu Ala Ala Glu Gly Glu Gln Ile
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635 665
CAT ATC TCC GCC TGG CCA TTC ACG CTT GGA AGC CCT GTG CTC GTC GGA GAC TCC ATC GGC
His Ile Ser Ala Trp Pro Phe Thr Leu Gly Ser Pro Val Leu Val Gly Asp Ser Ile Gly

695 725
GCC ATC AAC CAG GTC TAC GCG GCC GAG ACG GGG ACC TTC GTT CTC ATG TCG ACG CAG GIG
Ala Ile Asn Gln Val Tyr Ala Ala Glu Thr Gly Thr Phe Val Leu Met Ser Thr Gln Val

. 755 785
GTT GGA CCG ACC GGC ATC GCC GCC TTC GAG ATC GAA GAC AGG TAC AAC CCG AAT CAG TAT
Val Gly Pro Thr Gly Ile Ala Ala Phe Glu Ile Glu Asp Arg Tyr Asn Pro Asn Gln Tyr

815 845
CTT GGT GGT GGG TAC GCG CGG ATC TAC GGG CCT GAC ATG CAG TTG AAG AGC AAG TCG TTG
Leu Gly Gly Gly Tyr Ala Arg Ile Tyr Gly Pro Asp Met Gln Leu Lys Ser Lys Ser Leu

875 905
TCA CCL ACC GAA GAG GGC ATC GTC TAC GCC GAG ATC GAC CTG TCG ATG CTT GAG GCA GCA
Ser Pro Thr Glu Glu Gly Ile Val Tyr Ala Glu Ile Asp Leu Ser Met Leu Glu Ala Ala

935 965
AAG TAC TCG CTC GAT CCC ACG GGC CAC TAT TCG CGC CCT GAT GTG TTC AGC GTG TCG ATT
Lys Tyr Ser Leu Asp Pro Thr Gly His Tyr Ser Arg Pro Asp Val Phe Ser Val Ser Ile

995 1025
AAC CGG CAA CGG CAG CCT GCG GTG TCA GAA CTT ATC GAC TCA AAC GGT GAC GAG GAC CCG
Asn Arg Gln Arg Gln Pro Ala Val Ser Glu Val Ile Asp Ser Asn Gly Asp Glu Asp Pro

1055 1085
AGA GCA GCA TGC GAG CCC GAC GAG GGG GAT CGT GAG GTC GTA ATC TCT ACG GCA ATA GGG
Arg Ala Ala Cys Glu Pro Asp Glu Gly Asp Arg Glu Val Val Ile Ser Thr Ala Ile Gly

1115 1155
GIT CTA CCC CGT TAT TGC GGA CAT TCC TAATAAAAAGAGACACGTGGTACCAAAGGGGTGTTCATGTCCA
Val Leu Pro Arg Tyr Cys Gly His Ser

1200
GACGCAGAAAATATAGCCCAGAGTTAAAACGCGAAGCCATCGCTTTAACCCGTCAAC

Das von den nicht codierenden flankierenden Regionen am 5'- und am 3"-Ende praktisch freie Pstl-Hincll-Fragment kann mit
EcoRlI-Linkern verkniipft und mit EcoR| gespalten werden und ist dann fertig, um in eine Pllanzenexpressionskassette durch
Einschub in die EcoRI-Stelle von pCGN 451 eingefiihit zu werden.

pCGN451 umfaBt eine Octopin-Kassette, die etwa 1566 BP der 5'-nichtcodierenden Region, die Gber einen EcoRl-Linker an das
3'-Ende des Gens gebunden ist, und etwa 1349BP der 3"-nichtcodierenden DNA enthilt. Die pTi-Koordinatan sind 11,207 bis
12.823 fiir die 3"-Region und 13.643 bis 15.208 fiir die 5'-Region (definiert gemaB Barker et al. ,Plant Molecular Biology*, 2,S.335
(1983)).

Dae 5'-Fragment wurde wie folgt erhalten: ein kleines unterkloniertes Fragment, daB das 5'-Ende der codierenden Reglon als
BamHH-EcoRi-Fragment enthilt, wurde in pBR 322 als Plasmid pCGN 407 geklont. Das BamHI-EcoRI-Fragment hatte eine
Xmnl-Stelle in der codierenden Region, wihrend pBR 322 awei Xmni-Stellen aufwies. pCGN407 wurde mit Xmn| abgebaut, mit
Bal31-Nuklease gespalten. Den Fragmenten wurden EcoRI-Linker zugegeban. Nach dem Abbau mit EcoR1 und BamH) wurden
die Fragmente nach GroBe fraktioniert, die Fraktionen geklontund sequenziert. In einom Fall wurde die ganze codierende Region
und 10BP der §"-nichtibersetzten Sequanzen entfernt, wobei die 5'-nichttranskribierte Region, die mRNA-Kappenstelle und
16BP der 5™-nichtibersetzten Region (zu einer BamH!-Stelle) intakt zuriickblieben. Dieses klgine Fragment wurde durch
GrdBenfraktionierung auf einem 7 %igen Acrylamidgel erhalten, etwa 130 BP lange Fragmente wurden eluiert. Diese nach GroBe
fraktionierte DNA wurde in M13mp9 eingebunden; verschiedene Klone wurden scquenziert, die Sequenz wurde mit der
bekannten Sequenz des Octopin-Synthase-Gens verglichen. Die M 13-Konstruktion wurde mit pl4 bezeichnet, dieses Plasmid
wurde mit BamHIund EcoR| zu einem kieinen Fragment gespalten, das an ein Xhol-BamHI-Eragment, das stromaufwins
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5'-Sequenzenvon pTiA 6 (Garfinkel und Nester, ,J. Bacteriol.”, 144, S.732[1980)) enthielt, und an ein EcoR|l-Xho I-Fregment, das
3'-Sequenzen enthielt, gebunden. Das entstandsne Xhol-Fragment wurde in die Xhol-Stelle eines pUC8-Derivats mit der
Bezeichnung pCGN 426 geklont. Dieses Plasmid unterscheidet sich von pUC8 dadurch, daB die einzige EcoRI-Stelle mit DNA-
Polymerase | gefiilit ist und dadurch, daB es die Pstl- und Hind ll-Stelle durch Nukleaseverunreinigung der Hincll-
Restriktionsendonuklease verloren hat, wenn ein Xhol-Linker in die einzige Hincll-Stelle von pUC8 eingebaut wird. Das
entstandene Plasmid pCGN451 hat eine einzige EcoR|-Stelle fiir den Einbau von Protein-codierenden Sequenzen zwischen der
5'-nichtcodierenden Region (die 1550 BP der 5"-nichttranskribierten Sequenz einschlieBlich des rechten Randes von T-DNA, die
mRNA-Kappenstelle und 16 BP der 5'-nichtiibersetzten Sequenz enthilt) und der 3'-Region (die 267 BP der codierenden Region,
das Stopcodon, 196 BP der 3"-nichtiibersetzten DNA, die Poly a-Stelle und 1153 BP der 3'-nichttranskribierten Sequenz enthélt),
Das Xhol-Fragment, das die Octopin-Synthase (ocs)-Kassette enthdlt, wurde in das Plasmid pCGN 517 eingebaut, das
Tetracyclin- und Kanamycin-Resistenzgene aufweist,

pCGN517 wurde aus pHC 73 (Hohn, ,Gene*, 11, S.291 [1980)) durch Einfihrung in die einzige Pstl-Stelle des Kan'-Gens aus
pUC4K (Vieira, ,Gene", 19, S.259 [1982]) hergestelit. pCGN 517 wurde mit Sall abgebaut, das Xhol-Fragment wurde in die
einzige Sall-Stelle eingebaut.

Das Xhol-Fragment wurde auch in ein zweites Plasmid pCGN 529 singebaut. pCGN 529 wurde aus pACYC 184 durch Einbau des
Kan'- Gens sus Tn6 hergestellt (Rothstein et al., . Movable Genetic Elements*, £.99, Cold Spring Harbor Laboratories, Cold
Spring Harbor, NY, 1981). Ein Bglll-Fragment mit einer GrdBe von 2,4KB aus PRIA4-T.-DNA (White und Nester, ,.J. Bacteriol”,
144,5.710[1980)), das in die BamHI-Stelle eingefGhrt wurde, blieb nach der Substitution des Hind lll-BamHI-Fragments von
PACYC 184 mit dem Kan'-Gen von Tn5 zuriick.

Das Xho-Fragment, das die ocs-Kassette enthielt, in die das Eco-RI-Nitrilasegen an der einzigen EcoRlI Stelle der ocs-Kassette
eingebaut ist, wurdy in pCGN§17 und pCGN 529 eingebaut, Dabei wurden zwei Plasmide pN 1 bzw. pN2 erhalten, die fiir die
Einfiihrung In A.tumefaciens oder A.rhizogenes zur Integration der T-DAN der Ti- oder Ri-Plesmide verwendet wurden. Die
Integrationin die entsprechenden Plasm:de kann in einem 3-Stufen-Verfahren gemiB Comaietal., .Plasmid”, 10,S.21-30{1983)
durchgefihrt werden. Ubernacht-Kulturon eines E.coli-Wirts, der die Plasinide pRK2073, pN 1 oder pN2 und A.tumefea siens
A722(Garfinkel, .J. Bakteriol”, 144, S.732 [1980)) oder A. rhizogenes A4T (White.ibid., 144.710 (1980]) enthielten, wurdsn iiber
Nacht geziichtet. Die Kulturen wurden vermischt und auf AB-Platten, die 160 pg/ml Kanamycin enthielten, ausgestriche °.
Einzelne Kolonien wurden zweimal ausgestrichen. Die richtige Integration wurde durch die Southern-Analyse der Gesarat-
Agrobacterium-DNA nachgepriift. Endonuklease-abgebaute DNA wurde mit kerben-iibersetztem (nick-transladet) pBrx8
untersucht.

Das Bromoxynil spezifische Nitrilasegen wird In Gallengewebe exprimiert.

Das Plasmid pBrx9, daB das Nitrilasegen auf einem 2,6KB-Fragment trigt, wurde mit BamHI abgebaut und mit Bal31 zur
Entfernung eines Teils der 6'-flankierenden Region behandelt. Es wurden BamHI-Linker zugegeben und der Ring wieder
geschlossen. Die entstandenen Plasmide, die Ampicillinresistenz verleihen, wurden wie oben beschrieben in E.coli
transformiert. Die Transformanten wurden auf einem Ampicillin-selektiven Medium zu den 5,2 KB-Plasmider. pBrx 16 bzw.
pBrx 17 selektioniert, die das Nitrilasegen auf einem 2,6 KB-Fragmenttragen. p8rx 16 wrude mit BamHI gespalten und mit Hincll
teilabgebaut, wobel ein 1,2 KB-Nitrilasegen-Fragment entstand.

Das BamHI-HinclI-Fragment wurde in mit BamH 1-Smal abgebautem pCGN 4G eingahaut, wobel das 6,6 KB-Plasmid pBrx 22
entstand, daR das Nitrilasegen-Fragment enthilt.

PCGN486 (Comai et a!., .Nature”, 317, S,741-744 [1986]) ist eine Mannopin-Synthase (MAS)-Expressionskassatte und enthéit
einen MAS-Promotor und eine ocs-3'-Region. pCGNM46 wurde wie folgt hergestelit: ein EcoRI-Fragmant (Eco 13 oder EcoC) mit
etwa 5500 BP, das einen Teil der Ty-DNA (Barker et al., , Plant Mol.Biol.”, 2, S.325[1983]) einschlieBlich der Mannopin-Synthase-
Promotorregion (Puas) trégt, wurde in einem mit pOvVK 232 gezeichneten Vektor geklont. Nach Abbau von pVK 232 mit EcoRl
wurde Eco 13 in die EcoRI-Stelle von pACYC 184 2u einem Plasmid PCGN1 eingebaut. pCGN 14 wurde mit Sphlund Clal {jaweils
an Pos.21562 und 20128 der Barker-Sequenz, w.o.) gespaltan, um die Fuas-Region zu entfernen, die in pUC 19 (Pharmacia Inc.),
das mit Sphiund Accl abgebaut wurde, eingebaut. Es entstand PCGN40. Dia Pyas-Region umfaBt eine Cla I-Erkennun/sstelle,
die methyliert ist, um sie gegen den Abbau resistent zu machen.

PCGN 40 wurde mit EcoRV und EcoRl gespalten, dort wo sich die EcoRV-Stelle In der T-DNA befindet, wihrend die EcoRI-Stelle
in dem Polylinker von pUC 19ist; dabei entsteht ein Fragment mit der Pyas-Region. pCGN 451, das die Octopin-Synthase-Kassette
enthélt, wurde mit Smalund EcoRl abgebaut, das gréBere Fragment, aus dem die Octopin-Synthase-5'-Region entfernt worden
ist, wurde isoliert, Die EcoRV-EcoRI-Pus-Region wurde in pCGN451 anstelle der Octopin-Synthase-5'-Region eingebaut, dort
wo die Transkriptions-Startregion und die -Endregion durch einen Polylinker getrennt sind; es entsteht pCGN 48,

Das Plasmid pBrx 22, daB das 1,2KB-Nitrilasegen-Fragmaent enthislt, wurde, wie oben beschiieben, in E. coli transformiert. Das
Plasmid wurde in herk8mmlicher Weise isoliert und mit Xhol zu sinem 4,1KB-Fragment abgebaut, das den MAS-Promator, das
Bromoxynilgen mit 258P der bakteriellen 5'-nicht-tibersetzten Sequenz und die ocs-3'-Region enthielt. Das 4,1 KB-Fragment
wurde in das mit Sall abgebaute Plasmid pCGN 783 eingefiihr, dabei entstand das Plasmid pBrx 28 mit etwa 31KB.

Herstellung von pCGN 783

Herstellung von pCGN 167

Zur Herstellung von pCGN 167 wurde das Alul-Fragment von CaMV {7144 bis 77358P, Gardner et al. .Nucl. Acids Res.”, 9,
S$.2871-2888 [1981)) durch Abbau mit Alui erhalten und in die Hincll-Stelle von M13mp7 (Vieire, .Gene*, 19, S.259 [1982)) 2u
€814 geklont. Durch EcoRI-Abbau von C614 wurde das EcoRI-Fragment von C 614 erhalten, das das 35S-Promotor en:hielt, der
in die EcoRI-Stelle von pUCS (Vieira et al., .Gehe", 19, S.259{1982}) 2u pCGN 146 geklont wurde.

Um die Promotorregion zu trimmen, wurde die Bgll1-Stelle (7670 BP) mit Bglllund Bal31 behandelt; dann wurde ein Bglil-Linker
an die mit Bal31 behandelte DNA zur Herstellung von pCGN 147 gebunden.

pCGN 1484, das eine Promotoriegion, einen selektionierbaren Marker (KAN) mit 2ATG) un.d eine 3'-Region enthielt, wurde durch
Abbau von pCGN528 (s. u.) mit Bglll und Einfihren des BamHi-Bg!ll-Promotor-Fragments aus pCGN 147 hergestellt. Dieses
Fragmentwurde in die Bglll-Stelle von pCGN 528 geklont, so daB die Bglll-Stelle in der Nihe des Kanamycingens von pCGN528
ist.
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Der fiir diese Konstruktion verwendete Pendelvektor (shuttle vector) pCGN 528, wurde wie folgt hergestellt: pCGN 525 wurde
durch Abbau eines Plasmids, das Tn5 mit einem Kanamycingen (Jorgenson et al., .Mol. Gen.*, 177, S.65 (1979)) enthlt, mit
Hindill-BamHI und Einfiihren des Hindlll-BsmHI-Fragments, das das Kanamycingen enthilt, in die Hindlll-BamHI-Stellen des
Tetracyclingens von pACYC 184 (Chang und Cohen, ,J. Bacteriol®, 134, S.1141-1156 [1978)) hergestelit.

pCGN 626 wurde durch Einfiihren des BamHI-Fragments 19 von pTiA6 {Thomashow et al., ,Cell”, 19, S.729-739 {1980)) in die
BamHI-Stelle von pCGN 525 hergestalit.

PCGN528 wurde durch Entfernen des kleinen Xhol-Fragments aus pCGN 526 durch Abbau mit Xhol und Wiederverkniipfen
erhalten,

PCGN 149a wurde durch Klonen des BamHI-Kanamycing n-Fragments aus pMBIKanXXl in die BamHI-Stelle von pCGN148a
hergsstellit.

pMB9KanXX ist eine pUCAK-Variante (Vieira und Messir.g, .Gene*, 19, S.259-268 [1982}), der die Xhol-Stelle fehlt, die jedoch
ein funktionelles Kanamycingen aus Tn 803 enthélt, das eine wirkungsvolle Selektion in Agrobakterium erméglicht.
pPCGN149awurde mit Bglll und Sphl abgebaut. Dieses kleine Bglll-Sphl-Fragmentvo.spCGN 149a wurde durch das BamHI-Sphl-
Fragment aus M 1 (siehe unten) ersetzt, das durch Abbau mit BamH! und Sphl isoliest wurde. Dabei entsteht pCGN 167, sine
Konstruktion, die einen CaMV-Promotor mit voller L&nge, 1-ATG-Kanamycingen, das 3'-Ende und das bakterielle
Tn903-Kanamycingen enthit.

M1 istein EcoRI-Fragment aus pCGN 550 (siehe Herstallung von pCGN587), das in die EcoRI-Klonierstelle von M 13mp9so
goklont wurde, dag die Pstl-Stelle in dem 1-ATG-Kanamycingen in der Nahe der Polylinkerregion von M13mp3iist.

Herstellung der 709 (1-ATG-Kanamycin-3'-Region)

PCGN 566 enthilt den EcoRI-Hindlll-Linker von pUC 18 (Yarisch-Perron, ibid), der in die EcoRI-Hindlll-Stellen von pUC13-cm
eingefihrt wurde (K. Buckley, Dissertation, UC-San Diego, 1985). Das Hindlli-Bgill-Fragment von pNW31¢-8, 29-1 (Thomashow et
al,, ,Cell”, 19, 5.729 (1980}), das ORF 1 und 2 enthlt (Barker et al., siehe oben [1983)), wurde in die Hindlll-BamHI-Stelle von
pCGN 566 zu pCGN 703 subkloniert.

Das Sau3A.-Fragment von pCGN 703, das die 3'-Region des Transkripts 7 von pTiA8 enthilt {entsprechend den Basen 2393-2920
von ¢ T116955 (Barker et al., sishe oben [1983]), wurde in die BamHI-Stelle vor; pUC 18 (Yanisch-Perron et al., siehe ober, [1985])
2u pCGN 709 subkloniert.

Herstellung von pCGN766¢ (35S-Promotor ~ 3'-Region)

Das Hindlll-BamHl-Fragrnent von pCGN 167 {Herstellung siehe unten), das den CaMV-35S-Promotor, das 1-ATG-Kanamycingen
und das BamHI-Fragment 19 von pTiA8 enthalt, wurde in die BamHI-Hindill-Stellen von pUC19 geklont (Norrander et al., siehe
oben [1983]; Yanisch-Perron et al., siehe oben [1985]); es entstand pCGN97s.

Der 35S-Promotor und die 3'-Region aus dem Transkript 7 wurden durch Einfihren eines 0,7 KB-Hindlll-EcoRI-Fragments von
PCGN 976 {35S-Promotor) und des 0,6KB-EcoRI-Sall-Fragments von pCGN709 (Transkript 7:3', Herstellung sishe oben) in die
Hindlli-Sall-Stellen von pCGN 566 hergestellt; es entstand pCGN766¢.

Endaufbau von pCGN783

Das 0,7KB-Hindlil-EcoRI-Fragment von pCGN766¢ (CaMV-35S-Promotor) wurde an das 1,5KB-EcoRI-Sall-Fragment von
PCGN726¢ (1-ATG-KAN-3"-Region) in die Hindlll-Sall-Stellen von pUC 119 (J. Vieira, Rutgers University, N.J.) gebunden; es
entstand pCGN778.

Die 2,2KB-Region von pCGN 778, das Hindlll-Sall-Fragment, das die CaMV-35S-Promotor (1-ATG-KAN-3'-Region) enthélt,
nrsetzte die Hindlll-Sall-Polylinkerregion von pCGN739; es entstand pCGN 783,

pBrx17 wurde mit BamHI abgebaut und mit Hincll teilabgebaut, wodurch das 1,2KB-Nitrilasegen-Fragment entstand. Das
BamHI-Hincll-Fragment wurde in mit BamH!-Smal abgebautes pCGN 566 eingebaut, es entstand das 3,7KB-Plasmid pBrx 25, das
das Nitrilasegen-Fragment enthielt.

PCGN566 wurde wie folgt hergestellt: pUC 13 {Cm®) (Ken Buckley, Dissertation, U.C., San Diego) wurde mit EcoRl und Hindll!
abgebaut, Polylinker aus pUC 18 und pUC 19 wurden jewsils in das linsaargemachte pUC 13 eingeuaut, wobei pCGN 566 entstand,
das einen Chloramphenicolresistenzmarker triigt.

Das Plasmid pBrx 25, das das 1,2KB-Nitrilasegen-Fragment enthalt, wurde wie oben beschrieben in E. coli transformiert. Das
Plasmid wurde in herkdmn licher Weise isoliert und mit BamHI und EcoRl wiederum zum 1,2KB-Nitrilasegen-Fragment
abgebaut. Das BamH 1- und EcoRI-Fragment wurde in mit BamH! und EcoRlI abgebautem pCGN46 eingebaut, es entstand das
6,6KB- Plasmid pBrx 27, das das Nitrilasegen-Fragma:t enthilt.

PBrx27 wurde wie oben beschrieben in E. coli transformiert. Das Plasmid wurde in herkdmmlicher Weise isoliert und mit Xhol
abgebaut, es entstand ein 4,1 KB-Fragment, das den MAS-Promotor, das Bromoxynilgen mit 11 BP der bakteriellen 5'-Region in
der Gbersetzten Saquenz und die ocs-3'-Region enthlt. Das 4,1 KB-Fragmentwurde in mit Sall abgebautes pCGN 783 eingebaut,
es entstand das Plasmid pBrx 29 mit etwa 31KB.

Nachwels der Nitrilaseexpression

Die Plasmide pBrx 28 und pBrx29 wurden in den Stamm Agrobacterium tumefacieris K12 transformiert (Nester, ,Ann. Rev.
Micro.”, 35,5.531 {1981); Hoekema et al., . Nature”, 303, S.179 (1983)). K17, 8rx 26) und K12 [pBrx 29) wurden zur Bildung von
Gallen auf Kalanchde verwendet (Garfinkel, ..J. Bacteriol.”, 144, S.732 [1980)).

Etwa 1g (Frischgewicht) Gallengewebe wurden in fiiissigem Stickstolf und e.nem Pufier, der 0,1 mol/I Tris, pH 7,5, 10 mmiol/|
EDTA, 0,15 mol/I NaCl, 0,05 % NP-40 (Netzmittel), 25 mg/m! BSA (Rinderserumaibumin), 1 mmol/I DTT und 0,13 ug/mi Leupeptin
enthélt, gemahlen. Die Proben wurden nach der Zugabe von 0,05g Polyvinyipyrralidon (Sigma) homogenisiert, dann bei 150009
15min bei 4°C zentrifugiert. 25! Antiserum, das durch Injektion von gerainigter Nitrilase in Kaninchen hergestelit wurde, und
25041 10%ige (Masse/Volumen) Suspension von S. aureus {Calbiochem) wurden zu jedem Uberstand 2ugegeben und 16h bei
4°C inkubiert, Die Proben wurden dann zentrifugiert, der Niederachlag wurde zweimal mit 20 mmol/t Tris, pH 7,5, 1 mmol/i
EDTA, 150 mmol/I NaCl und 0,05 % NP-40 gewaschen. Die Niederschlage wurden in 100p1 0,125 mol/i Tris, pH 6,8,4% SDS
(Natriumdodecylsulfat), 20% Glycerin und 10% BMe (B-Mercaptoethanol) wieder suspendiert und 2min auf 90°C erhitat, Alle
Proben wurden auf 10%igem Acrylamidgel der Elektropharese unterworfen (V. K. Laemmili «Nature®, 227, S,680-685[1970)). Die
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wiederaufgel&sten Polypeptide wurden auf Nitrozellulosefilter {Schleicher & Schuell) transferigrt (vgl. Burnette, ,Anal,
Biochem.”,112,S.195-203 [1981)). Die Nitrozellulosefilter {Schleicher & Schuell) wurden dann in BLOTTO (Johnson et al,, ,Gen.
Anal, Technol.”, 1, S.38-42 [1983)) 1 bis 3h bei 42°C inkubiert, dann iiber Nacht bei Raumtemperatur in BLOTTO, das eine
1:50-L8sung des Anti-Nitrilaseserums enthielt, inkubiert. Die Filter wurder. 10min in 20 mmol/l Tris, pH 7,5 und 150 mmol/
NaCl, dann 20minin dem gleichen Puffer, der jedoch 0,05% Tween-20 enthielt und weitere 10m:n in dem Pufter ohne Tween-20
gewaschen. Es wurde dann BLOTTO, das 10°cpm/ml '®l-markiertes Protein A (9 Ci/mg; NEN) enthielt, zu den Filtern
2ugegeben, die 2h bei Raumtemperatur inkubiert wurden. Die Filtér wurden Gber Nacht in 50 mmol/i Tris, pH 7,5, 1 mol/l NaCl
und 0,4% Sarkosyl gewaschen. Nach dem Spiilen und dem Trocknen wurden die Filter einem Kodak AR-Réntgenfilm bei —70°C
unter Verwendung eines DuPont-Cronex-Intensivierungsserums ausgesetzt.

Transformation und Regenerlorung von Tabakblatter-Scheiben, die mit A. tumefaciens cokultlviert wurden

Tabakpflanzen wurden unter sterilen Bedingungen (25°C, 16h weiBes Licht, MS-Medium mg/l11AA [Indolessigssure], 0,15 mg/I
Kinotin) kultiviert. 3 Wochen alte Pflanzen, die durch Verpflanzungen des Haupttriebs erhalten wurden, werden als
Gewebespender verwendet. Junge Blitter (bis zum vierten Blatt von oben) wurden ausgewdhit, Blattscheiben mit einern
Durchmesser von 2mm wurden ausgestanzt und in Petrischalen (3cm Duschmessor) in 1 m! MS-Madium mit 1 mg/l1AA
eingebracht. Nachdem die Scieiben Gber Nachtin vélliger Bunkelheit gehalten wurden, wurde Agrobacterium (A772xpN 1 oder
pN2)-Zellen {10°-10°/ml in Fflanzenkulturmedium) diesen Kulturen zugegeben. Die Cokultiviarung wurde 18 biz 24 h in der
Dunkelheit durchgefiihrt. Durch dreimaliges Waschen mit MS-Medium ohne Hormone, das jedoch 3E0mg/I Cefotaxin
(Boehringer, Mannheim) enthielt, wurden die Blattscheiben von Agrobacterium befreit, Die Blaitscheiban wurden in Petrischalen
mit einem Durchmesser von 9c¢m in 10ml MS-Medium ohne Hormone eingebracht. Petrischalen mit Phytagar (0,6% Gibco,
350mg/I Cefotaxin) wurden mit Paraffin verschlossen und unter den gleichen Bedingungen als Gewebespenderpflanzen
gehalten. Din Regenerationskeime wurden in den folgenden 2 bis 5§ Wochen sichtbar.

Die Pflanzen mit 6 Bl4ttern wurden mit einem direkten Strahl einnr Bromoxynilldsung auf die eingetopfte Pflanze bespriiht. Jeder
10-cm-Topf enthielt eine Pflanze und erhielt 2,5m] Spray. DiePflanzen wurden in einem Gewschshaus bei 25°C, 70% relativer
Feuchtigkeit und einer Lichtperiode von 60h geziichtet. Das Wachstum wurde 9 Tage nach dem Bespriihen durch Zahlen der
neuen Blétter, die linger als 0,5cm waren, bestimmt,

Herstellung eliner kleinun Unterelnheit einer Promotor-Bromoxynilgen-Chim&te von Tabak zur Expression der Broinoxynil-
spezifischen Nitrilase in Tabak

Herstellung einer Tabak-ssu-Promotorkassette

Genom-Klone, die die kleine Tabakgen-Untereinheit enthielten, wurde aus einer EcoRi-Teilg2nombibliothek, die aus Nicotiana
tabacum (Samsum)-DNA hergestellt wurde, isoliert. Die Klone wurden unter Verwendung eines Pstl-DNA-Segments mit 740 BP
eines Klons einer kleinen Erbsen-cDNA-Untereinheit ausgewahit (Broglie et al., .Proc. Natl, Acad. Sci. USA*®, 78, S.7304-7308
(1881]). Ei1 3,4-K8-EcoRI-Fragment, das eine Tabak-codierende Region und eine 5'-flankierende Sequenz enthielt, wurde aus
sinem Charon-32-Lambda-Phasenklon (3-8) in M13mp 18 geklont (Yanisch-Perron et al., .Gene”, 33,S5.103-119 (1985}). Diesar
Unterklon wurde mit NSUE 2018 bezeichnet. Die Lokalisierung der TATA-Box (Promotor) und des muBmaBlichen
ATG-Startcodons fiir das Protein der kleinen Untereinheit wurde durch DNA-Sequenzierung bestimmt. Eine einstrangige
DNA-Schablone wurde aus NSUE 2018 hergestellt und zu einem Ring eines 25basigen einstrangigen synthetischen Oligorners
(5'TGTTAATTACACTTTAAGACAGAAA3') geschlossen. Diese Sequenz ist zu den 25 Basen unmittelbar am 5-Ende das
mufimaBichen ATG der kleinen Tabakgen-Untereinheit komplementar. Der Primer wurde zur Horstellun ) von doppelstrangiger
DNA unter Verwendung des Klenow-Fragments von DNA-Polymerase | erweitert, mit Hindlll zu einem Joppelstrangige:
DNA-Fragment mit einem stumpfen Ende an einem Ende des Primers und dem Hind!ll-Oberhang am anderen Ende abgebaut.
pUC18 wurde mit Smal und HindIll abgebaut, das oben hergestelite doppelstrangige DNA-Fragment wurde in den Polylinker
eingebaut, wobeli ein 4,1 KB-Plasmid mit der Bezeichnung pCGN 625 untstand. pCGN 625 wurde mit Hindlll abgebaut, mit dem
Klenow-Fragment am stumpfen Ende verbunden, mit EcoRI abgebaut und in mit EcoRIl-Smal gespaltenes pUC 18 eingebaut; es
ontstand ein 4,1KB-Plasmid pCGN 627. Ein 6,3KB-DNA-Segment wurde erhalten, das ein BamHI-Pstl-Fragment aus pACYC177
(Charigund Cohen, ,J. Bacteriol”, 134, S.1141-1156 (1978)) enthielt, das an der Pstl-Stelle an ein Pstl-EcoRI-Fragment gebunden
ist. das die 0cs-3'-Region, 12823 BP (EcoRl) bis 10069 BP (Pstl) umfalt (Barker et al., .Plant Molec. Biol.“, 2, S.335-350 [1984)). Das
6,2KB-DNA-Segment wurde in mit BamHI und EcoRl abgebautes pCGN627 eingefiihrt, so daB die ocs-3'-Ragion zu dem Tabak-
ssu-Fragment benachbart ist; es entstand ein 7,7KB-Plasmid pCGN 630.

Das pCGN630-Plasmid wurde durch Abbau mit BamHI, Verkn_pfen am stumpfen Ende mit dem Klenow-Fragment, Ringschiug,
Abbau mit Kpnl, \'erbinden am stumpfen Ende mit T4-Polymerase und Einbau von BamH!-Linkern, um eine BamHI-Stelle zur
Varfigung zu stellen, manipulient. Das entstandene Plzsmid pCGN 1509 wurde mit Bglll gespalten, am stumpfen Ende mit
Klenow-Polymerase varbunden und mit Hindllt-Linkern verknipft. Das entstandene Plasmid pCGN 1510 hat eine Hindll)-Stelle in
der ocs-3"-Region und eine Hindlli-Stells, die benachbart und auBerhalb der Tabak-s_a-Region ist. pPCGN 1510 wurde dann mit
BamHI und Sstl abgebaut, wobei die Region zwischen der ssu-Region und der ocs-3'-Region zerschnitten wird, und ein
BamHI-Ssil-Fragment aus pBrx 25 so eingebaut, so daf es zwischen und in der richtigen Orientierung der ssu-Promotoriegion
und der ocs-3'-Endregion ist. Das entstandene 8,9KB-Plasmid wurde mit pBrx 36 bezeichnet,

pBrx 36 wurde mit HindHl abgebaut und in mit Hindlll gespaltenss pCGN 783 zu pBrx 39 und pBrx 40 eingebaut, wubei das
Nitrilasegen in entgegengesetzter bzw. gleicher Transkriptionsrichtung wie das Kanamycirgen ist.

Die Plasmide wurden in A. tumefaciens LBA4404 transformiert und dann mit 2weikeimbléttrigen Tabakpflanzen (Nicotiana
tabacum cv. , Xanthi*) cokultiviert. Die kanamycinresistenten SchéBlinge wurden in herkémmlicher Weise in Tabakpflanzen
regeneriert, ’

Phenotyp von transgenen Tabskpfianzen, die das Bromoxynil spezifische Nitrilasegen exprimieren.

Blattgewebe aus trar sformierten Tabakpflanzen (5 bis 6 Blatter) exprimierten das Nitrilasegen (bestimmt nach herkdmmlicher
Western-Analyse). Ein 5mm groBes Blattstiick aus oberflichensterilisierten {10% Hypochlorit, mit Wasser gewaschen) Blattern
wurden in einem Bromoxynil enthaltcnden Medium unter photoautotrophen Bedingungen suspendiert. Die verwendeten
Medien waren MS-Salze, die 0,93mg/l Naphthylessigsiure und 0,11 mg/l Ber.zylaminopurin und untersckiedliche Mengen an
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Bromoxynil enthielten. Die Bromoxynil-Korzentration schwarkte von 1072 bis 10~ mol/l bei 0,1 Verdiinnungen. Die
photoautotrophen Bedingungen waren 5% CO,, 16% O, und 85% N,. Kontroll-Tabakblattabschnitte, die nicht transformiert
worden sind, wurden mit 10~® mol/I Bromoxynii gebleicht (gehemmt). Im Gegensatz dazu waren transformierte Blattabschnitte,
die die Bromoxynil spezifische Nitrilase aus den Plasmiden pBrx39 und pBrx40 exprimierten, gegeniiber 10~ bzw. 10”4 mol/l
Bromoxynil resistent.

Phenotyp von transgenan Tomatenpflanzen, die das Bromoxynil spezifische Nitrilasegen exprimleren,

Die Cokultivierung von zweikeimbléttrigen Tomatenpflinzchen (Lycopersiccn esculentum cv. UC828) wurde, wie fiir Tabak
beschrisuen, durchgefiihrt, Kanamycin-SchéBlinge wurden regeneriert. Das Biattgewebe aus transformierten Tomatenpflanzen
(7 bis 10 Blitter) exprimierten das Nitrilaseprotein (bestimmt durch Standard-Western-Analyse). Etwa 5mm groRe
Blattabschnitte aus oberflachensterilisierten (10% Hypochlorit, mit Wasser gewaschen) Blittern wurden in einem Bromoxynil
enthaltenden Medium bei verschiedenen Konzentrationen unter photoautotrophen Bedingungen suspendiert. Die Medien
waren MS-Salze, die 2mg/l 2,4-Dichloressigsdure, 1 mg/l Isopentyladenin, 100mg/I Myoinosit und 10 ader 10~ mol/|
Bromoxynil enthielten. Es wurden die gleichen photoautotrophen Bedingungen, wie oben fiir Tabak beschrieben, verwendet.
Kontroliblattabschnitte, die nicht transformiert worden sind, wurden mit 10~ mol/ Bromoxynil gebleicht, wihrend
transformierte Pflunzen, ctie das Bromoxynil spezifische Nitrilasegen aus pBrx 29 exprimierten, gegeniiber 10~ mol/I
Bromoxynil resistent waren. Transgene Tomatenpflanzen (10 bis 20 Bldtter) wurden mit einem handelsiiblichen
Bromoxynilpraparat (BUCTRIL) bespritht und waren bei siner Konzentration von 0,22 kg/0,4ha (0,51b/acre) resistent.

Herstellung einer modifizlerten Nitrilase mit einem substitulerten C-Ende

Das Plasmid pBrx9 wurde mit Sphl abgebaut und wieder zum Ring geschlossen, so dald eine Delstion in der Codierregion am
C-Ende des Nitrilasegens entstand. Die DNA-Sequenz aus pUC 18 ist im Leseraster mit der 3'-Sphl-Stelle der Nitrilase-
Codierregion, wobei etwa 10 Codons zu einem TGA-Codon aus pUC 18 zugefiigt werden.

Die Anwasenheit der zustzlichen 10 Codons ist 2uféllig und bestétigt die Tatsache, daB diese Codons entfernt werden knnen,
ohne daB die Nitrilaseaktivitiit wesentlich beeinfluBt witc, wobei eine verkiirzte Nitrilase entsteht.

Im folgenden wird die Sequenz mit den vorausgesagton Aminosduren der am C-Ende mudifizierten Nitrilase (ni-11} angegeben:



ATG
MET

GCC
Ala

GGC
Gly

ATG
MET

CAG
Gln

GAG
Glu

TAC
Tyr

AAG
Lys

GAC
Asp

GAG
Glu

CAT
His

ATC
Ile

TCG
Ser

TCA
Tyr

GAC
Asp

GCT
Ala

GCG

‘Ala

CTC
Leu

GCA
Ala

CAT
His

ATG
MET

CTC
Leu

TTA
Leu

AAT
Asn

ATC
Ile

G3C
Gly

ACG
Thr

AAC
Asn

ACC
Thr

GCA
Ala

CAG
Gln

ACG
Thr

ATC
Ile

AAC
Asn

TCA
Ser

Lys

CAG
Gln

TTG
Leu

TCC
Ser

GCC
Ala

CAG
Gin

CCG
Pro

ACT
Thr

ACA
Thr

CTC
Leu

CAC
His

GCC
Ala

ATT
Ile

CAA
Gln

CCA
Pro

GTC
Val

CAG
Gln

GCC
Ala

ATC
Ile

GTG
Val

AAT
Asn

TTC
Phe

GCC
Ala

GTC
Val

AAC
Asn

GCC
Ala

GCG
Ala

ATG
MET

ACC
Thr

GCC
Ala

TCG
Ser

TGG
Trp

AAC
Asn

GIT
Val

CAG
Gln

Lys

GAT
Asp

GCA
Ala

CAA
Gln

GAT
Asp

CTC
Leu

CTT
Leu

CGC
Arg

CAA
Gln

CTA
Leu

CCA
Pro

CAG
Gln

GGA
Gly

TAT
Tyr

GCA
Ala

AAG
Lys

TTT
Phe

ACC
Thr

GGA
Gly

TCC
Ser

ATC
Ile

TTT
Phe

ACT
Thr

AAC
Asn

TTC
Phe

GTC
Val

CCG
Pro

CTT
Leu

GCC
Ala

ACC
Thr

cccC
Pro

GAA
Glu

CCA
Pro

TTT
Phe

GAT
Asp

GAA
Glu

AGC
Ser

AAG
Lys

ACG
Thr

TAC
Try

ACC
Thr

GGT
Gly

92
GCT
Ala

146
GTG
Val

200
GAA
Glu

254
ACC
Thr

308
GAA
Glu

362
GGG
Gly

416
GCC
Ala

470
CGA
Arg

524
GTT
Val

578
TTT
Phe

632
CTT
Leu

686
GCG
Ala

740
GGC
Cly

794
GGT
Gly

GTT
Val

ACG
Thr

TTG
Leu

CTA
Leu

ATC
Ile

TAC
Tyr

GAT
Asp

GAA
Glu

GGT
Gly

GCG
Ala

GGA
Cly

GCC
Ala

ATC
Ile

GGG
Gly

CAG
Gin

CTA

Leu

TGG
Trp

CCA
Pro

GAA
Glu

AGC
Ser

GGC
Gly

CTC
Leu

CGG
Arg

CTT
Leu

AGC
Ser

GAG
Giu

GCC
Ala

TAC
Tyr

GCC
Ala

GTA
Val

ATT
Ile

TTC
Phe

Lys

GAA
Glu

ATC
Ile

TTT
Phe

GTG
Val

GCT
Ala

CCT
Pro

ACG
Thr

GCC
Ala

GCG
Ala

GAA
Glu

GCT
Ala

CCG
Pro

ATC
Ile

ATT
Ile

CGG
Arg

ACC
Thr

GGC
Gly

GGT
Gly

GCC
Ala

GTG
Val

GGG
Gly

TTC
Phe

CGG
Arg

CCG
Pro

Lys

GGC
Gly

ATT
Ile

CGC
Arg

GCT
Ala

Lys

GAA
Glu

GCC
Ala

GAG
Glu

CTC
Leu

ACC
Thr

GAG
Glu

ATC
Ile

GTA TGG ATG

Val

GCC
Ala

TAC
Tyr

Lys

TGC
Cys

GGC
Gly

ATT
Ile

GGT
Gly

CTC
Leu

GGT
Gly

GTC
Val

TTC
Phe

ATC
Ile

TAC
Tyre

Trp

GCA
Ala

CCA
Pro

TAC
Tyr

GCG
Ala

CGT
Arg

CGT
Arg

GAC
Asp

AAC
Asn

GAA
Glu

GGA
Gly

GTT
Val

GGA
Glu

GGG
Gly

MET

GCG
Ala

GGA
Gly

CGC
Arg

GCT
Ala

ACG
Thr

CGT
Arg

GGA
Gly

TCC
Cys

CAG
Gln

GAC
Asp

CTC
Leu

GAC
Asp

CCT
Pro
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119
GAT
Asp

173
GCT
Ala

227
TCC
Phe

281
AAG
Lys

335
CAG
Gln

389
CTC
Leu

443
CGA
Arg

497
TCG
Ser

551
GCG
Ala

605
ATA
Ile

659
TCC
Ser

/13
ATG
MET

767
AGG
Arg

821
GAC
Asp



ATG
MET

GAG
Clu

CAC
His

GCG
Ala

AAG
Lys

TTA
Leu

LAT
Asn

ATC
Ile

GGC
Gly

ACG
Thr

AAC
Asn

CAG
Gln

ATC
Ile

TAT
Tyr

CAG
Gln

ATC
Ile

TAT
Tyr

GTG
Val

CTT
Leu

CAG
Gln

TTG
Leu

TCC
Ser

GCC
Ala

CAG
Gln

CCG
Pro

TTG
Leu

GAC
Asp

TCG
Ser

TTG
Leu

GAC
Asp

TCG
Ser

TCA
Ser

GGC
Gly

GTC
Val

CAG
Gln

GCC
Ala

ATC
Ile

GTG
Val

AAT
Asn

AAG
Lys

CIG T

Leu

CGC
Arg

AAG
Lys

CTG
Leu

CGC
Arg

GAA
Glu

ACT
Thr

GCC
Ala

TCG
Ser

TGG
Trp

AAC
Asn

GTT
Val

CAG
Gln

AGC
Ser

TCG
Yer

CCT
Pro

GTIT
Val

GGC
Gly

CAA
Gln

CTA
Leu

CCA
Pro

CAG
Gln

GGA
Gly

TAT
Tyr

AAG
Lys

ATG
MET

GAT
Asp

AAG
Lys

ATG
MET

GAT
Asp

ATC
Ile

CGT
Arg

ACT
Thr

AAC
Asn

TTC
Phe

GTC
Val

CCG
Pro

CTT
Leu

TCG
Ser

CTT
Leu

GTG
Val

TCG
Ser

CIT
Leu

GTG
Val

GAC
Asp

TTT
Phe

AGC
Ser

AAG
Lys

ACG
Thr

TAC
Tyr

ACC
Thr

GGT
Gly

TTG
Leu

GAG
Glu

TTC
Phe

848
TTG TCA
Leu Ser

902
GAG GCA
Glu Ala

956
TTC AGC
Phe Ser

1010
TCA AAC
Ser Asn

1064
ACA ACG
Thr Thr

513
GTT GGT
Val Gly

567
TTT GCG
Phe Ala

621
CTT GGA
Leu Gly

675
GCG GCC
Ala Ala

729
GGC ATC
Gly Ile

783
GGT GGG
Gly Gly

837
TCA CCG
Ser Pro

891
GCA GCA
Ala Ala

945
AGC GTG
Ser Val

CCG
Pro

GCA
Ala

GIG
Val

GGT
Gly

TCG
Ser

CGG
Arg

CTT
Leu

AGC
Ser

GAG
Glu

GCC
Ala

TAC
Tyr

ACC
Thy

AAG
Lys

ieu
Ser

ACC
Thr

AAG

Lys’

TCG
Ser

GAC
Asp

TGA

GTG
Val

GCT
Ala

CCT
Pro

ACG

Thr ¢

GCC
Ala

GCG
Ala

GAA
Glu

TAC
Tyr

ATT
Ile

GAA
Glu

TAC
Tyr

ATT
Ile

GAG
Glu

CTG
Leu

GGT
Gly

GCC
Ala

T1C
Phe

CGG
Arg

GAG
Glu

TCG
Ser

AAC
Asn

GAG
Glu

TCG
Ser

AAC
Asn

GAC
Asp

GGA
Gly

GCC
Ala

GAG
Glu

CTC
Leu

ACC
Thr

GAG
Glu

ATC
Ile

GGC
Gly

CTC
Leu

CGG
Arg

GGC
Gly

CTC
Leu

CGG
Arg

CCG
Pro

Lys

CTC
Leu

GGT
Gly

GTC
Val

TTC
Phe

ATC
Ile

TAC
Tyr

ATC
Ile

GAT
Asp

CAA
Gln

ATC
Ile

GAT
Asp

CAA
Gln

AGA
Arg

ccc
Pro

AAC
Asn

GAA
Glu

GGA
Gly

GTT
Val

GAA
Glu

GGG
Gly

GTC
Val

ccc
Pro

CGG
Arg

GTC
Val

CccC
Pro

CGG
Arg

GCA
Ala

TGG
Trp

TGC
Cys

CAG
Gln

GAC
Asp

CTC
Leu

GAC
Asp

CCT
Pro

TAC
Tyr

ACG
Thr

CAG
Gln

875
TAC GCC
Tyr Ala

929
ACG GGC
Thr Gly

983
CAG CCT
Gln Pro

1037
GCA TGC
Ala Gys

1091
CGT TAC
Arg Tyr

540
GCG GAG
Ala Glu

594
ATA CAT
Ile His

648
TCC ATC
Ser Ile

702
ATG TCG
MET Ser

756
AGG TAC
Arg Tyr

810
GAC ATG
Asp MET

864
GCC GAG
Ala Glu

918
GGC CAC
Gly His

972
CCT GCG
2ro Ala
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999 1026
GTG TCA GAA GTT ATC GAC TCA AAC GGT CAC GAG GAC CCG AGA GCA GCA TGC GAG
Val Ser Glu Val Ile Asp Ser Asn Gly Asp Glu Asp Pro Arg Ala Ala Cys Glu

1053 1080
CCC GAC GAG GGG GAT CGT GAG GTC GTA ATC TCT ACG GCA ATA GGG GTT CTA CCC
Pro Asp Glu Gly Asp Arg Glu Val Val Ile Ser Thr Ala Ile Gly Val Leu Pro

1107 1134
CGT TAT TGC GGA CAT TCC TAA TAA AAA GAG ACA CGT TGT ACC AAA GGG GTG TTC
Arg Tyr Cys Gly His Ser . . Lys Glu Thr Arg Cys Thr Lys Gly Val Phe

1161 1188
ATC TCC AGA CGC AGA AAA TAT AGC CCA GAG TTA AAA CGC GAA GCC ATC GCT TTA
MET Ser Arg Arg Arg Lys Try Ser Pro Glu Leu Lys Arg Glu Ala Ile Ala Leu

1215

ACC CGT C
Thr Arg His

Herstellung einer modifizierten Nitrilase mit einem substituierten N-Ende

Das Plasmid pBrx8wurde mit BamH 1 abgebaut und anschlieBend mit Bal 31 etwa 5 min zur Entfernung von etwa 51 Nukleotiden
zerschnitten. Das Enzym wurde inaktiviert, die zerschnittene lineare DNA-Sequenz wurde mit BamH 1-Linkern verbunden, mit
BamH 1 abgebaut und unter Verkniipfungsbedingungen zum Ring geschlossen. Das entstandene Plasmid pBrx 15 enthielt etwa
6,1KB und eine geringere Anzahl an Codons am 5'-Ende. pBrx 15 wurde rnit Hincl teilabgebaut, so daB es an der Hinc-Stelle
stromabwadrts von der Codierregion filr die Nitrilase zerschnitten wurde, und mit BamH 1 volisténdig abgebaut, wobei ein
Fragment antstand, in dem die Codiesregion fiir die Nitrilase am 5'-Ende verkiirzt war. Dieses Fragment wurde in pCGN 566
singebaut, das vollsténdig mit BamH 1 und Smal abgebaut worden war; dabei entstand das Plasmid pBrx 23 mit 3,7KB. Das
Plasmid pCGN666 ist ein Derivat von pUC 13 mit Polylinkern aus pUC 18 und pUC 19 und einem Chlaramphenicol-Resistenzgen.
DasFragment aus pBrx 16 wird in das Leseraster mit einem stromaufwérts gerichteten Anfangscodon eingebaut, dabei ersetzen
17 von der pUC 19-Sequenz codierte Aminosiuren die Aminosauren der natirlich vorkommenden Nitrilase.

Aufgrund dieser Sequenz behilt die Nitrilase ihre Aktivitét sowoht mit einer lingeren Aminosauresequenz am N-Ende als auch
nach Verkirzung dieser N-terminalen Sequenz oder Substitution der natiirlich vorkommenden Aminosaure der N-terminalen
Sequenz mit anderen Aminoséuren. )

Im folgenden wird die Sequenz der N-terminal-modifizierten Nitrilase (nit-23) angegeben:



ATG
MET

GAC
Asp

GCT
Ala

GCG
Ala

CTC
Leu

GCA
Ala

CAT
His

ATG
MET

CTC
Leu

TTA
Leu

AAT
Asn

ATC
Ile

GGC
Gly

ACG
Thr

AAC
Asn

ACC
Thr

ACC
Thr

"GCA

Ala

CAG
Gln

ACG
Thr

ATC
Ile

AAC
Asn

TCA
Ser

Lys

CAG
Gln

TTG
Leu

TCC
Ser

GCC
Ala

CAG
Gln

CCG
Pro

ATG
MET

ACT
Thr

ACA
Thr

CTC
Leu

CAC
His

GCC
Ala

ATT
Ile

CAA
Gln

CCA
Pro

GTC
Val

CAG
Gln

GCC
Ala

ATC
lle

GTG
Val

AAT
Asn

ATT
Ile

~
A"

Phs

GCv
Ala

GTC
Val

AAC
Asn

GCC
Ala

GCG
Ala

ATG
MET

ACC
Thr

GCC
Ala

TCG
Ser

TGG
Trp

AAC
Asn

GTT
Val

CAG
Gln

ACG
Thr

GAT
Asp

GCA
Ala

CAA
Gln

GAT
Asp

CTC
Leu

CTIT
Leu

CGC
Arg

CAA
Gin
CTA
Leu

CCA
Pro

CAG
Gln

GGA
Cly

TAT
Tyr

CCA
Pro

GCA
Ala

AAG
Lys

TTT
Phe

ACC
Thr

CGA
Gly

TCC
Ser

ATC
Ile

TTT
Phe

ACT
Thr

AAC
Asn

TTC
Phe

GTC
Val

CCG
Pro

CTT
Leu

AGC
Ser

GCC
Ala

ACC
Thr

ccC
Pro

GAA
Glu

CCA
Pro

TIT
Phe

GAT
Asp

GAA
Glu

AGC
Ser

AAG
Lys

ACG
Thr

TAC
Tyr

ACC
Thr

GGT
Gly

TTG
Leu

GCT
Ala

GTG
Val

GAA
Glu

ACC
Thr

GAA
Glu

GGG
Gly

GCC
Ala

CGA
Arg

GTT
Val

TIT
Phe

CTT
Leu

GCG
Ala

GGC
Gly

GGT
Gly

27
CAT
His

&1
GTY
Val

135
ACG
Thr
189
TTG
Leu

243
CTA
Leu

297
ATC
Ile

351
TAC
Tyr

405
GAT
Asp

459
GAA
Glu

513
GGT
Gly

567
GCG
Ala

621
GGA
Gly

675
GCC
Ala

729
ATC
Ile

783
GGG
GLy

GCC
Ala

CAG
Gin

CTA
Leu

TGG
Trp

CCA
Pro

GAA
Glu

AGC
Ser

GGC
Gly

CTC
Leu

CGG
Arg

CTT
Leu

AGC
Ser

GAG
Glu

GCC
Ala

TAC
Tyr

TGC
Cys

6ce,

Ala

GTA
Val

ATT
Ile

TIC
Phe

Lys

GAA
Glu

ATC
Ile

TTT
Phe

GTG
Val

GCT
Ala

CCT
Pro

ACG
Thr

GCC
Ala

GCG
Ala

AGG
Arg

GAA
Glu

GCT
Ala

CCG
Pro

ATC
Ile

ATT
Ile

CGG
Arg

ACC
Thr

GGC
Gly

GGT
Gly

GCC
Ala

GTG
Val

GGG
Gly

TTC
Phe

CGG
Arg

TCG
Ser

CCG
Pro

Lys

GGC
Gly

ATT
[le

CGC
Arg

GCT
Ala

Lys

GAA
Glu

GCC
Ala

GAG
Glu

CTC
Leu

ACC
Thr

GAG
Glu

ATC
Ile

ACT
Thr

GTA
Val

GCC
Ala

TAC
Tyr

Lys

TGC
Cys

GGC
Gly

ATT
Ile

GGT
Gly

CTC
Leu

GGT
Gly

GTC
Val

TTC
Phe

ATC
Ile

TAC
Tyr

CTA
Leu

TGG
Trp

GCA
Ala

CCA
Pro

TAC
Tyr

GCG
Ala

CGT
Arg

CGT
Arg

GAC
Asp

AAC
Asn

GAA
Glu

GGA
Gly

GTIT
Val

GAA
Glu

GGG
Gly

GAG
Glu

ATG
MET

GCG
Ala

GGA
Gly

CGC

Arg I

GCT
Ala

ACG
Thr

CGT
Arg

GGA

~

Gly

TGG
Cys

CAG
Gln

GAC
Asp

CTC
Leu

GAC
Asp

CCT
Pro

GAT
Asp

GAT
Asp

GCT
Ala

TTC
Phe

AAG

CAG
Gln

CTC
Leu

CGA
Arg

TCG
Ser

GCG
Ala

ATA
Ile

TCC
Ser

ATG
MET

AGG
Arg

GAC
Asp

54
CCG
Pro

108
GCC
Ala

162
GGC
Cly

216
ATG
MET

270
CAG
Gln

324
GAG
Glu

378
TAC
Tyr

432
AAG

Lys

486
GAC
Asp

540
GAG
Glu

594
CAT
His

648
ATC
ile

702
TCG
Ber

756
TAC
Tyr

810
ATG
MET
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CAG
Gln

ATC
Ile

TAT
Tyr

GIG
Val

CcccC
Pro

CGT
Arg

ATG
MET

ACC
Thr

TTG
Leu

GAC
Asp

?CG
Ser

TCA
Ser

GAC
Asp

TAT
Tyr

TCC
Ser

CGT
Arg

AAG AGC
Lys Ser

CTG TCG
Leu Ser

CGC CCT
Arg Pro

GAA GIT
Glu Val

GAG GGG
Glu Gly

TGC 7.GA
Cy< Gly

AGA CGC
Arg Arg

His

AAG
Lys

ATG
MET

GAT
Asp

ATC
Ile

GAT
Asp

CAT
His

AGA
Arg

TCG
Ser

CTT
Leu

GTG

Val:

GAC
Asp

CGT
Arg

TCC
Ser

Lys

TTG
Leu

GAG
Glu

TTC
Phe

TCA
Ser

GAG
Glu

TAA

TAT
Tyr

837
TCA CCGC
Ser Pro

891
GCA GCA
Ala Ala

945
AGC GTG
Ser Val

999
AAC GGT
Asn Gly

1053
GTC GTA
Val Val

1107
TAA AAA
Lys

1161
AGC CCA
Ser Pro

1215

ACC
Thr

AAG
Lys

TCG
Ser

GAC
Asp

ATC
Ile

GAG
Glu

GAG
Glu

GAA
Glu

TAC
Tyr

ATT
Ile

GAG
Glu

TCT
Ser

ACA
Thr

TTA
Seu

GAG
Glu

TCG

Ser

AAC
Asn

GAC
Asp

ACG
Thr

CGT
Arg

Lys

GGC
Gly

CTC
Leu

CGG
Arg

CCG
Pro

GCA
Ala

TGT
Cys

CGC
Arg

ATC
Ile

GAT
Asp

CAA
Gln

AGA
Arg

ATA
Ile

ACC
Thr

GAA
Glu

GTC
Val

cce
Pro

CGG
Arg

GCA
Ala

GGG
Gly

Lys

GCC
Ala

TAC
Tyr

ACG
Thr

CAG
Gln

GCA
Ala

GTT
Val

GGG
Gly

ATC
Ile

864
GCC GAG
Ala Glu

918
GGC CAC
Gly His

972
CCT GCG
Pro Ala

1026
TGC GAG
Cys Glu

1080
GTA CCC
Leu Pro

1134
GTG TTC
Val Phe

1188
GCT TTA
Ala Leu
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Reinigung des Wiidtyps und der modifizierten Nitrilase

Nitrilase wurcle aus E. coli MM 284-Zellen in der stationdren Phase. die pBrx9, pBrx 11 oder pBrx 28-Plasmide enthielten, erhalten.
Die Kulturen wurden unter Ampicillin-Selektion geztichtet, bis die Bestimmung auf Nitrilase in den Gesamtzellen einen
ODgso-Wert von etwa 2,0 zeigten. Die Kulturen wurden bei 80009 15min bei 4°C zentrifugiert. Die Zellen wurden in 0,1mol/I
Kaliumphosphatpuffer, pH 7,4 gewaschen, zu Kiigelchen geformt, getrocknet und bei —20°C gefroren. Die Kigelchen wurden
bei 4°C aufgetaut und in 40 ml 50mol/I Kaliumphosphatpuffer, 1 mmol/l Dithiothreit und 0,1 mmol/l EDTA (KDE) wieder
suspendiert. Die Zellsuspension wurde durch eina franzasische Ptesse geleitet und bei 60000g 40min bei 4°C zentrifugiert, Der
Uberstand (Rohextrakt) wurde mit KDE-Puffer auf eins Proteinkonzentration von 12mg/ml {Fraktion 1) verdiinnt. Der Rohextrakt
wurde mit Ammoniumsulfat fraktioniert, die 25- bis 35-%-Fraktion (Fraktion 1) enthielt 85% der Nitrilaseaktivitét. Diese Fraktion
wurde in 10ml KDE-Puffer suspendiert und ausgiebig gegen diesen Puffer dialysiert,

Die Fraktion Il wurde weiter in einer DEAE-Sephadex A-50-Siule (4,9¢cm? x 40cm), die in KDE-Puffer equilibriert worden ist,
gereinigt. Der Nitrilasegipfel wurde mit einem NaCl-Gradianten von 0,1 bis 0,4 mol/i in KDE-Puffer eluiart. Die aktiven Fraktionen
wurden gesammelt (Fraktion Ill), mit Ammoniumsulfat ausgefalit und in 26 mmol/I Histidin, pH 6,2, dialysiert. Eine Pharmacia-
Chromatofokussier-S#ule (1,76cm? x 20 cm) wurde mit Polypuffer 94 Austauschharz (PBE 94), das mit 25 mmol/I Histidin.

PH 8,2, equlibriert worden ist, hergestellt. Die Sdule wurde zuerst mit Polypuffer 74, pH 4,0 zur Herstellung eines pH-Gradienten
von 6 bis 4 gewaschen, dann wurde das Enzym mit 1 mmol/l NaCl eluient. Der die aktiven Enzymfraktionen enthaltende Gip fel
wurde mit Ammoniumsulfat ausgefélit und in KDE (Fraktion IV) dialysiert. SDS-PAGE auf einem 11,25%igen Gel zeigte eine
starke Bande bei siner Molekiiimasse von etwa 37000 und eine schwache Verunreinigung bei einer !iolekiilmasse von etwa
70000.

Die Uberpriifung mit dem Densitometer zeigt, daB das Nitrilasepraparat uer Fraktion IV zu 99% homogen ist.

Inder folgenden Tabe!le sind die Ergebnisse der Reinigung und die Eigenschaften der gereinigten Nitrilaseprodukte angegeben,

Vergleich der Reinigung und der Eigenschaften des Wildtyps und der modifizierten Bromoxynil spezifischen

Nitrilasen

nit-wvt nit-11 nit-23
Ammoniumsulfat-Fraktion 25-35% 10-25% 20-35%
DEAE-Sephadex-Elution 270 mmol/| 150 mmol/I 290 mmol/}
Chromatofokussierende Elution, pH 6-4-Gradient, 1 mol/i 1mol/i
mit 1 mol/INaCl gewaschen NaCl pH4,6 NaCl
Spetifische Aktivitat 25,7 55 19,7
Reinigung (x) 10,3 16,4 35,8
Km (mol/i) 0,31 0,05 0,11
Vmax (pmol/min/mg) 16 36 9
Aktive Enzymform dimer multimer dimer

Nach den oben angegebenen Verfahren kénnen Pflanzen erhalten werden, die Bromoxynil resistent sind und im Feld in
Gegenwart von Bromoxynil verwendet werden kdnnen, ohne daB ihr Wachstum beeintrichtigt wird.

Erfindungsgem4B ist es nun mdglich, die Pllanzen dadurch zu verbessern, daB sie gegeniiber Herbiziden und insbesondere
gegeniber spezifischen Benzonitril-Herbiziden resistent gemacht werden. Das heiBt, das die Nitrilase codierende Gen kann in
einen Pllanzenwirt eingefiihrt werden, wodurch das Gen exprimiert wird und der Pflanze Benzonitril-Resistenz verleiht.
Zusitlich kann das Enzym durch Klonen des Gens in einem geeigneten bakteriellen Wirt, in dem das Enzym exprimiert wird,
produziert werden. Enzyme mit einer zu (iberpriifenden Aktivitit finden vierlei Anwendungen, 2.B. in Versuchen zum Nachwais
bestimmter Substanzen oder des Benzonitrilsubstrats. AuBerdem kénnen die Enzyme und die die Enzyme exprimierenden
Bakterien zur Entlernung der Benzonitril-Herbizide aus verunieinigten Boden eingesetat werden.,

Obwohl die Erfindung eingehend erliutert und die Beispiele 2um Verstdndnis angegeben worden sind, kdnnen gewisse
Anderungen und Modifikationen innerhalb des Schutzumfangs der Anspriiche erfolgen.

E. coli MM 294 (pBrx5) wurde bei A.T.C.C. am 22.Januar 1986unter der Hinterlegungsnummer 53435 hinterlegt.

E. coli MM 284 (pBrx 11) wurde bei A.T.C.C. am 18.Juni 1987 unter der Hinterlegungsnummer 67441 hinterlegt,

E. coli MM 294 (pBrx 23) wurde bei A.T.C.C. am 18.Juni * 987 unter der Hinterlegungsnummer 67442 hinterlegt.
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