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Potentanspriiche

Verfahren zur Herstellung einer Pflanzenzelle bzw.,

eines Pflanzenteils oder einer Pflanze mit einer der-
artigen Pflanzenzelle, gekennzeichnet durch Einfilthren

in die Pflanzenzelle, den Pflanzenteil oder die Pflanze
eines Geng, das eine Nitrilase aus Bakterien mit etwa

34 kDal codiert, die im wesentlichen fiir 3,5-dihaloge~
niertes p~Hydroxybenzonitril gpezifisch igt und eine
gpezifische Aktivitédt von mindestens etwa 0,1/umol
NHB/min/mg Protein mit Bromoxynil als Substrat auf-
weigt und durch mindestens eine Substitution, Abspaltung
oder Extension von insgesamt nicht mehr als 50 Amino-
gduren modifiziert worden ist, wobei das Gen Teil einer
funktionellen Expressionskassette mit in Transkriptions-
richtung einer Transkriptions- und Translations-Start-
Regulatorregion ist.

Verfahren nach Anspruch 1, gekennzeichnet durch Ver-
wendung einer Expressionskassette, die suBlerdem den
rechten Rand der T-DNA enth&dlt.

Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, gekennzeichnet durch
Verwendung einer Bxpressiongskassette, in der die Trans-
kriptions- und Translations-Start-Regulatorregion die
Regulatorregion flir die Transkription eines Opins ist.
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Verfahren zur Herstellung einer Pflanzenzelle bzw. eines
Pflanzenteils oder einer Pflenze mit einer derartipgen
Pflanzenzelle

Anwendungsgebiet der Erfindung

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung einer
Pflanzenzelle bzw. eines Pflanzenteiles oder einer Pflanze
mit einer derartigen Pflanzenzelle.

Charakteristik des bekannten Standes der echnik

Die Bromoxynil- und/oder Ioxynil-spezifischen Witralase
konnen zur Entgiftung von mit Bromoxynil und verwandten Her-
biziden verunreinigten Stellen und zum Schutz von Wirtzellen
vor der zytotoxischen Virkung dieser Herbizide verwendet
werden. Die Konstruktionen konnen zur Unterscheidung von
diesen Strukturen enthaltenden Wirtzellen und Wirtzellen, die
diese Konstruktionen nicht enthalten, verwendet werden.

Die Idglichkeit, Mikroorganismen und Zellen héherer Organis-
men neue genetische Pdhigkeiten zu verleihen, hat eine Viel-
zahl von neuen Anwendungsgebieten eroffnet. Eines dieser
Gebiete betrifft verschiedene Littel, die wegen ihrer zyto-
toxischen Wirkung verwendet werden, wie beispielsweise viele
Verbindungen, die in der Landwirtschaft zur Schidlingsbe-
kémpfung und/oder Unkrautvernichtung eingesetzt werden. In
vielen Fdllen haben diese Verbindungen eine relativ lange
Verweilzeit oder hinterlassen einen betrdchtlichen Riickstand.
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In vielen Pdllen ist es erwiingcht, zwischen zu erhaltenden
Arten und solchen, die vertilgt werden miissen, zu unterscheiden.
So ist es oft erwlinscht, Unkraut selektiv zu vernichten, wobei
die Ernte mdglichsat wenig beeintriichtigt werden sollte. In den
meigten Fédllen haben viele der Breitband-Herbizide einen sehr
nachteiligen EinfluBl auf die Ernte, so daB ihre Vervendung

auf eine Voremergenz- oder vorsichtige Pogtemergenz-Anwendung
begrenzt ist.,

Es bestand daher groBles Interesse, lebende Zellen so verdndern
zu konnen, dafl sie gegeniiber Beanspruchungen, wie durch zyto-
toxische Mittel, widerstandsféhig sind,

In der US-PS 4 535 060 wird die Verwendung eines bakteriellen
aroA-Gens beschrieben, das glyphosatemplindlichen Zellen Gly-
phosat-Registenz verleiht. Hsu und Camper, "Can.'J. ificrobiol.",
22, S+ 537-543 (1976) beschreiben die Isolierung von Ioxynil-
"Abbauern" aus mit Erde angereicherten Kulturen. Heu und
Clemson, "Dissert. Abstr. Intrn.", B36, Ir. 8, S. 3708 (1976)
beschreiben den mikrobiellen Abbau ciner Familie von
3,5=Dihalogen-4-hydroxybenzonitril ~-Herbiziden. Ingrom und
Pullin, "Pestic. Sci.", 5, S. 287-291 (1974) beschreiben den
léngeren Verbleib von Bromoxynil in drei Bodenarten. Smith,
"Abstr. leeting Wood Soc., Am." (1971), S, 16-17 beschreibt
den Abbau von Bromoxynil in schwerem Torr (Regina heavy clay).
Smith und Flether, "Hort. Res.", 4, S. 60-62 (1964) berichten
von 3,5-Dihalogen-4-hydroxybenzonitrilen und Bodenorganismen.,

Zziel der Erfindung

Ziel der Erfinding ist es, ein Verfahren zur Herstellung

neuer Pflanzenzellen bzw. von diese Zellen enthaltenden Pflan-
zenteilen oder Pflanzen bereitzustellen, die 3,5-dihalogenierte
p_Hydroxybenzonitrile und insbesondere 3,5-Dibrom- oder
3,5-Dijod~-4-hydroxybenzonitril hydrolisieren. Dadurch wird es im
Endeffekt mdglich, die herbizide Wirkung des Witrils zu ver-
hindern. Die erfindungsgemil hergestellien Pflenzenteile
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oder -zellen sollen also gegeniiber dem Herbicid geschiitzt
sein,

Darlegung des Wesens der Lrfindung

ErfindungsgemidB ist das Verfahren gekennzeichnel durch
Einflilhren eines Gens in die Pflanzenzelle, den Pflanzcn-
teil oder die Pflanze, wobei das Gen eine Hitrilase aus
Bokterien mit etwa 34 kDal codiert, die im wesentlichen
flir 3,5-dihalogenicrtes p-Hydroxybenzonitril spezifisch
ist und eine spezifische Aktivitit von mindestens etwa

0,1 /umol NHB/min/mg Protein mit Bromoxynil als Substrat
aufweist und durch mindestens eine Substitution, Abspal-
tung oder Extension von insgesemt nicht mehr als 50 Amino-
sduren modifiziert worden ist,

wobei das Gen ferner Teil einer funktionellenlExpressions-
kassette mit in Transkriptionsrichtung einer Transkrip-
tions~- und Translations-Start-Regulatorregion iste

Zweckméflig wird eine kExpressionskassette verwendet, die
auBlerdem den rechten Rand der T-DNA enthédlc,

VWieiterhin ist es vorteilhaft, eine Expressionskassette,
in der die Transkriptions- und Translations-start-
Regulatorregion die Regulatorregion flir die Transkription
eines Opins ist, zu verwenden.

Bei den Bakterien sind Enterobskterien von Interesse

und insbesondere die Art Klebsiella. Klebsiel 2 pnewmonias
und insbesondere die Art ocaenae kann eingesetzt werden.
Besser als gie aus dem Boden znu isolieren, werden die Orga-
nismen im Boden oder anderen lMedien mit hoher werdenden
Konzentrationen an 3y5~dihalogeniertem p-Hydroxy-
henzonitril und vermind srten llengen an anderen Stickstoff-
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quellen gezilichtet, bin iiberlebende Organiamen crhalten wer--
den, die Benzonitril als einzige Stickstoffquelle verwenden,

Unabhingig von den die Nitrilase enthaltenden Bakterien muf3
gelektionievt werden, um zu gewidhrleisten, daB die Nitri-
lase bel der Entgiftung des 3,5~dihalogeniertem p-Hydroxy-
benzonitrils wirkesam int, Zus#tzlich sollte die Mitrilave
fiir dieges Hydroxybenzonitril ekrer alg filr analoge Verbin-
dungen, dencn die Halogen- oder andere Substituenten fehlen,
spezifiech sein, Die erfindungsgemife Nitrilase ist daher
fir die erwiithnten Hydroxybenzonitrile, wie angegeben, gpezi-
figch, und relativ inaktiv oder wesentlich weniger aktiv fiir
analoge Verbindungen,

ZveckmiBigerweise sollte bei Kultivierung mit 3,5-dihalo-
geniertem p-Hydroxybenzonitril alsg Stickstoffquelle bei ver~
.gleichbaren Konzentrationen die Proliferationsgeschwindig-
keit nicht deutlich niedriger sein, d.h. nicht mehr als 10 %
vermindert, als die Proliferationsgeschwindigkeit des Bak-
teriumg in Gegenwart einer
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normalen Stickstoffquelle, wie beispielsweise Ammoniak.
Dieses Ergebnis wird mit nichtspezifischen Benzonitrilen

nicht bheobachtet.

Sind der oder die Wirtstamm oder Wirtstdmme einmal identi-
fiziért, so konnen verschiedene Verfahren zur Identifizie-
rung der Codiersequenz der Nitrilase eingesetzt werden. Das
Gen kann auf einem Chromosom oder einem Plasmid vorhanden
sein. Das Genom wird fragmentiert, insbesondere mit einer
Restriktionsendonuklease, wobei eine oder mehrere Endonu-
kleasen eingesetzt werden konnen, um Fragmente von etwa 5
bis 50 KB herzustellen. Diese Fragmente kdnnen auf entspre-
chenden Vektoren in einem geeigneten Bakterium; wie E.
coli, kloniert werden, die entstandenen Transformanden

werden auf Nitrilaseaktivitdt selektioniert, wobei der

Wirtorganismus einen negativen Hintergrund abgib*.

Steht fest, daB ein oder mehrere Klone Nitrilaseaktivitiat
aufweisen, so konnen die das gewiinschte DNA-Fragment ent-
haltende extrachromosomalen Elemente,-Plasmide oder Viren
in herkdmmlicher Weise isoliert werden, z.B. durch Lyse des
Wirts, Ausfdllen der DNA und Abtrennen der Vektor-DNA,
Plasmid- oder Virus-DNA von der chromosomalen DNA. Die
extrachromosomalen Elemente konnen durch Restriktionsendo-
nukleasan gespalten werden, die gewlinschten Fragmente kon-
nen durch Qerschiedene Verfahren zur Trennung und Identifi-
zierung der Fragmente verschiedener GroBe, wie Elektro-
phorese oder Dichtegradienten-Zentrifugieren, isoliert wer-

den.
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Das Fragment wird je nach GrdBe weiter manipuliert, um es
an die GroBe des Gens und seiner flankierenden Regulator-
regionen anzupassen. Es gibt verschiedene Verfahren zur
Manipulation des Fragments, das die fiir das Enzym codieren-
de Sequenz und ihre flankierenden Regulatorsequenzen ent-
hdlt, beispielsweise Teilspaltung mit verschiedenen Re-
striktionsenzymen in verschiedenen Reaktionsgemischen und
anschlieBendes Klonen der Fragmente zur Bestimmung, in
welchen Fragmenteﬂ die Fahigkeit zur Expression der Nitri-

lase zuriickbleibt.

Das Enzym kann abeir auch isoliert und teilsequenziert wer-
den. Auf der Basis der Aminosduresequenz k&nnen Sonden
hergestellt werden, die zur Identifizierung der das Gen
enthaltenden Fragmente verwendet werden k&nnen. Durch Kom-
binieren dieser Anndherung mit der Spaltung mit Restrik-
tionsenzymen kdnnen Fragmente geklont und auf die Anwesen-
heit des gewlinschten Gens selektioniert werden. AuBerdem
kdnnen Exonukleasen, wie Bal31, verwendet werden, um die
Nukleotide an einem oder beiden Enden des Fragments zu
entfernen und die Anzahl der iberfliissigen Nukleotide wei-

ter zu verringern.

Alternativ 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-Translationssysten, beispielsweise Xenopus
oocytes oder Reticulolysat, isoliert werden. Die isolierte
mRNA kann dann zur Herstellung vcn cDNA unter Einsatz

herkémmlizher Verfahren, wie reverse Transkriptase und
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Bildung der Komplementdrkette mit DNA-Polymerase, verwendet
werden. In diesem Fall 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
beide der 5'- und/oder 3'-Enden. Im allgemeinen sind nicht
mehr als 25, insbesondere nicht iiber etwa 20 Codons an der
natﬁrlich vorkommenden Nitrilase beteiligt, Die Nitrilase
kann um bis zu 50 Aminos#uren, im allgemeinen nicht {iber
etwa 30 Aminosduren, verlingert werden. Kombinationen von
Substitution, Abspaltung und Extension k&nnen eingesetzt
werden. D.h., das Gen kann auf verschiedene Weisen manipu-
lier% werden, um beispielsweise die Eigenschaften des En-
zyms zu dndern oder es fiir Manipulationen der Plasmide

geeigneter zu machen.

Die DNA-Sequenz, die das die Nitrilaéé exprimierende
Strukturgen enthdlt, kann an viele andere DNA-Sequenzen zur
Einflihrurg in eine entsprechende Wirtzelle gebunden werden.
Die Begleitsequenz hingt von der Art des Wirts, der Einfiih-
rungsweise der DNA-Sequenz in den Wirt und davon ab, ob

episomale Aufrechterhaltung oder Integration erwiinscht ist.

Flir prokaryontische Wirte gibt es viele Vektoren, die zur
Einfihrung durch Transformation, Konjugation, Transduktion
oder Transfektion der DNA-Sequenz in einen prokaryontischen
Wirt verwendet werden kdnnen. DNA-Sequenzen umfassen eine
Vielzahl von Plasmiden, wie PBR322, pACYC184, bMB9 oder
PRK290, Cosmide, wie pVK100 oder Viren, wie P22.
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Fir eukaryontische Zellen konnen verschiedene Verfahren zur
Einflilhrung der DNA in den Wirt eingesetzt werden, wie
Transformation mit Cat*-ausgefdllter DNA, wobei eine nicht-
replikative DNA-Sequenz, ein Plasmid oder ein Minichromosom
beteiligt sind, Transformation mit einer T-DNA enthaltenden
Sequenz in Agrobakterium, Mikroinjektion mit einer Mikro-
pipette oder Elektroporation. Es hdngt davon ab, ob ein
kompetentes Replikationssystem in der DNA-Konstruktion
vorhanden ist, ob die DNA als episomales Element repliziert
oder in das Wirtgenom integriert und das Strukturgen im
Wirt exprimiert wird. Es kdnnen episomale Elemente, wie
tumorinduzierende Plasmide, beispielsweise Ti dder Ri, oder
ihre Fragmente, oder Viren, wie CaMV oder TMV, oder ihre
Fragmente verwendet werden, die fiir den Wirt nicht tédlich
sind und in denen das Strukturgen in solchen episomalen
Elementen vorhanden ist, daB es die Expression des
Strukturgens ermdglicht. Von besonderem Interesse sind
Fragmente mit Replikationsfunktion, denen andere Funktio-

nen, wie Onkogenese oder Virulenz fehlen.

Die aus der Nitrilase erhaltenen Fragmente kénnen unter
Verwendung eines geeigneten Klonierungsvektor geklont wer-
den. Das Klonen kann in einem geeigneten einzelligen Mikro-
organismus, beispielsweise einem Bakterium, wie E. coli,
durchgefiihrt werden. ZweckmdBigerweise wird ein Cosmid
verwendet, wobei durch Teil- oder Vollspaltung Fragmente
mit der gewilinschten GrdBe entstehen. Beispielsweise kann
das Cosmid pVK100 mit einem geeigneten Restriktionsenzym

teilgespalten und an Fragmente gebunden werden, die entwe-
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der durch Teil- oder Vollspaltung eines Plasmids, Chromo-
soms oder deren Fragment entstanden sind. Durch Verpackung
wird gewdhrleistet, daB nur Fragmente der gewiinschten GrdBe

verpackt und in den Wirt-Organismus transduziert werden.

Der'wirt—Organismus wird anhand der Benzonitril-Resistenz
ausgewdhlt. Die aufnehmenden Stdmme kdnnen so verdndert
werden, daB sie geeignete genetische Merkmale aufweisen,
die die Selektion von Transduktanten ermdglichen. Bei
Mikroorganismen kénnen die Transduktanten -ur Konjugation
mit anderen Mikroorganismen unter Verwendung, bei Bedarf,
eines mobilisierenden Plasmids eingesetzt werden. Zur wei-
teren Verminderung der GréBe des das Strukturgén fir die
Nitrilase enthaltenden Fragments koénnen verschiedene Ver-
fahuven eingesetzt werden. So kann beispielsweise der Cos-
midvektor isoliert, mit einer vielzahl von Restriktionsen-
donukleasen, wie EcoRI, BglII oder Smal, gespalten werden
und die entstandenen Fragmente in einen entsprechenden
Vektor, zweckmdBigerweise in den vorher verwendeten Cosmid-
vektor, geklort werden. Anstelle eines-Crsmidvektors stehen
viele Klonierungsvektoren geringer GroRe, wie pACYC177 und
pACYC184, zur Verfiigung. D.h., Fragmente von vorzugsweise
unter etwa 5 KB,-im allgemeinen unter etwa 4 KB und insbe-
sondere unter etwa 2 KB, konnen geklont werden und gewdhren

Benzonitrilresistenz.

ZweckmdBigerwaise enthdlt das Fragment etwa 1 KB und unter
etwa 5 KB, vorzugsweise unter etwa 4 KB, insbesondere
mindestens etwa 1047 Basenpaare (BP),insbesondere ein-

schlieBlich der flankierenden Regionen mindestens etwa 1100
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BP, vorzugsweise unter etwa 1,5 KB. Von besonderem Interesse .
ist ein BglII-SmaI-Fragment aus Klebsiella ozaenze und

insbesondere ein PstI-HincII-Fragment mit etwa 1210 BP.

Von besonderem Interesse ist eine Verkilirzung des Nitrilase-
gens bis zu etwa 5 Codons am 5'-Ende und bis etva 10 Codons
am 3'-Ende oder das Zufiigen bis zu etwa 50, im ~2llgemeinen
nicht {iber etwa 30 und vorzugsweise nicht iiber 20 Codons am
5'- und/oder 3'-Ende. L.h., aas entstandene Enzym kann vom
natiirlich vorkommenden Enzym durch bis zu 50 AminosHuren,
im allgemeinen nicht {iber etwa 30 Aminosduren und vorzugs-
weise nicht iiber etwa 25 Aminosduren verschieden sein,
wob2i eine Kombination von Substitution, Ertension und

Abspaltung durchgefiihrt wird.

Die Nitrilase kann 1a jeder geeigneten Quelle, entweder in
prokaryontischen oder eukaryontischen Zellen, wie Bakteri-
en, Hefe, Schlauchpilzen oder Pflanzenzellen, exprimiert
werden. Wo keine Sekretion erhalten wird, kann das Enzym
durch Lyse der Zellen in bekannter Weise isoliert werden.
Geeignet sind beispielsweise die Chromatographie, Elektro-
phorese oder Affinititschromatographie. ZweckmidBigerweise
wird Bromoxynil {iber eine entsprechende funktionelle
Gruppe, wie die Carboxyl-Gruppe, an einen unldslichen Tri-
ger gebunden und als Verpackung fiir die Isolierung der

Nitrilase verwendet.

Die spezifische Nitrilaseaktivitdt !etrdgt mindestens etwa
0,1 pmol Ammoniak/min/mg Protein, im allgemeinen minde-

stens etwa 0,5 oder mehr pmol Ammoniak/min/mg Protein
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unter Bedingungen, wie sie von Harper, "Biochem. J.", 167,

6. 685-692 (14977) beschrieben werden.

Das gereinigte Enzym kann in vielerlei Weisen verwendet
werden: es kann beispielsweise direkt in Untersuchungen auf
Bromoxynil, Ioxynil oder andere verwandte Benzonitrile
verwendet werden. Es kann aber auch als Nachweis in diagno-
stischen Versuchen dienen, 2.8 dadurch, daB es an eine zu
untarsuchende fubstanz, wie ein Hapten oder Antigen, oder
einen AntikSrper, gebunden wird. Diese Versuche sind in den
US-PS 3 654 090, 3 817 837 und 3 850 752 beschrieben, in
denen die Konjugation sowie die Bestimmung der Konzentra-
tion der zu untersuchenden Substanz eingehend erliutert
sind (die entsprechenden Teile dieser Beschreibungen sind

hier miteinbezogen).

Die die Nitrilase codierende DNA-Sequenz kann in verschie-
denen Weisen verwendet werden, beispielsweise zur Isolie-

rung des Wildtyps oder von Nitrilase-Mutanten.

Sie kann aber auch zur Integration durch Rekombination in
einen Wirt eingesetzt werden, wobei dem Wirt Benzonitrilre-

sistenz verliehen wird.

Bei Pflanzenzellen kann das Strukturgen als Teil einer
Koastruktion in einen Pflanzenzellkern durch Mikropipetten-
injektion zur Integration durch Rekombination in das Wirt-
genom eingefiihrt werden. Alternativ kann auch die Elektro-
poration zur Einfilhrung des Strukturgens in eine Pflanzen-

wirtzelle verwendet werden. Wurde das Strukturgen aus einer



284048

- 12 -

Quelle mit Regulatorsignalen erhalten, die von dem Pflan-
zenwirt nicht erkannt werden, so miissen die entsprechenden
Regulatorsignale fir die Expression eingeflihrt werden. Wird
ein Virus oder Plasmid, beispielsweise ein tumorinduzieren-
des Plasmid, verwendet, das kartiert worden ist, so kann
eine 'Schnittstelle gewdhlt werden, die stromabwidrts von
einem Promotor liegt und in die das Strukturgen in einer
entsprechenden Entfernung vom Promotor eingefiigt werden
kann. Weisen die DNA-Sequenzen keine gescignete Schnittstel-
le auf, so kdnnen sie mehrmals mit einer Exonuklease, wie
Bal31, gespalten und eine synthetische Endonukleaseschnitt-

stelle (Linker) eingefiihrt werden.

Von besonderem Interesse ist die Verwendung eines tumor-
induzierenden Plasmids, z.B. Ti oder Ri, mit dem das Nitri-
lasegen in Pflanzenzellchromosomen eingeflihrt werden kann.
Die Verwendung von Ti- und Ri-Plasmiden ist in PCT-A-
W084/02913, 02919 und 02920 sowie EP-A-0 116 718 sowie bei
Matzke und Chilton "J. Mol. App. Genetics", 1, S. 39-49
(1981) beschrieben. V

Durch Verwendung des rechten Rands oder beider Ridnder der
T-DNA, d.h. der Radnder, die eine Expressionskassette flan-
kieren, die das Nitrilase-Struktirgen und.die Transl’rip-
tions- und Translations-Regulat- csignale fiir den Start
(Initiation) und das Ende (Temination) umfassen und die vom
Pflanzenwirt erkannt werden, kann die Expressionskassette
in das Pflanzengenom integriert werden und die Expression
der Nitrilase in der Pflanzenzelle bei verschiedenen Diffe-

renzierungsstufen ermdglicht werden.
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Verschiedene Konstruktionen kdénnen fiir die Expression in
Pflanzenzellen hergestellt werden. Dabeli wird eine Expres-
sionskassette zur Verfligung gestellt, die in Pflanzen zur

Expression der Nitrilase im Pflanzenwirt funktionell ist.

Fiir die Transkription koénnen viele Transkriptionsstart-
regionen (Promotorregionen), entweder konstitutive oder

induzierbare, eingesetzt werden.

Die Transkriptionsstartregion ist an das die Nitrilase
codierende Strukturgen gebunden und gewdhrleistet die Tran-
skriptionsinitiation stromaufwadrts vom Initiationscodon,
normalerweise innerhalb etwa 200 Basen des Iniéiations—
codons, dort, wo der nicht {libersetzten (nicht translatier-

ten) 5'-Region ein ATG fehlt.

Das 3'-Ende des Strukturgens hat ein oder mehrere Stop-
codons, die an eine Transkriptionsendregion, die in einem
Pflanzenwirt funktionell ist, gebunden sind, wobei die End-
region mit dem gleichen oder verschiedenen Strukturéenen

wie die Startregion verbunden ist.

Die Expressionskassette ist dadurch gekennzeichnet, daB sie
in Richtung der Transkription der Startregion das
Strukturgen unter der Transkriptionskontrolle der Start-
region und der Endregion fiir die Beendigung der Transkrip-
tion und die Herstellung der m-RNA, wenn es angebracht ist,

enthdlt.

Als Transkriptions- und Translations-Regulatorregionen kdn-
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nen zweckmidfigerweise Opin-Promotor- und Terminator-Regio-
nen verwendet werden, die eine konstitutive Expression des
Nitrilasegens gewdhrleisten. Es konnen aber auch andere
Promotoren und/oder Terminatoren eingesetzt werden, insbe-
sondere Promotoren, die eine induzierbare Expression cder
requlierte Expression in einem Pflanzenwirt ermdglichen.
Geeignete Promotorregionen aus Ti-Plasmid sind Opinpromoto-
ren, wie beispielsweise der Octopin--Synthase-Promotor,
Nopalin-Synthase-Promotér, Agropin-Synthase-Promotor oder
Mannopin--Synthase-Promotor. Andere Promotoren sind Virus-
Promotoren, wie CaMV-Region VI-P:-omotor oder der Promotor
mit der Gesamtldnge (35S), Promotoren, die mit Ribulose-
1,5-bisphosphat-carboxylat~Genen verbunden sind, beispiels-
weise die kleine Untereinheit, oder Gene, die mit Phaseo-
lin, Proteinspeicherung, B-Conglycinin oder Zellulose-

bildung verbunden sind.

Die verschiedenen Sequenzen kdnnen in herkdmmlicher Weise
aneinander gebunden werden. Die Promotorregion kann durch
die Region am 5'-Ende des Strukturgens, z.B. das Opingen,
und durch Restriktionskartierung und Sequenzierung idénti-
fiziert werden; sie kann selektioniert und isoliert werden.
Entsprechend kann die Terminatorregion als 3'-Region aus
dem Strukturgen isoliert werden. Die Sequenzen konnen ge-
klont und in der richtigen Orientierung aneinandergebunden
werden, sié ermdglichen die koustitutive Expression des

Nitrilasegens in einem Pflanzenwirt.

Durch Einfilihren eines funktionellen, die Nitrilase expri-

mierenden Gens in Kulturpflanzenzellen kénnen Bromoxynil,
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Toxynil und analoge Horbizide bel einer Vielzahl von Br-
tragspflanzen bei Konzentrationen verwendet werden, die
die vollsgtiindige oder praktisch vollsténdige Unkrautver-
nishtung gewihrleisten, ohne die Lrnte wesentlich zu be-
eintriichtigen, Auf diese Veise kinnen wlrtschaftliche Vox-
teile erreicht werden, da Diingemittel und Vasaer wirkungs-
voller eingesetzt und die auf der Anwesenheit von Unkraut
beruhenden Nachteile vermieden werden,

Die die Nitrilase exprimierende Expresgionskassette kann in
eine Vielzahl von Pflanzen éihgefﬁhrt werden, sowchl ein-
kedmblittrige wie auch zweikeimblittrige, einschlieflich
Mais, Welzen, Sojabohnen, Tabak, Baumwolle, Tomaten, Kar-
toffeln, Brassica-Arten, Reis, Erdniisse, Petunien, Sonnen-
blumen, Zuckerrithen oder Rasen, Die Gene kbnnen in Zellen
oder Pflanzenteilen vorhanden gsein, wie Callus, Gewebe,
Wurzeln, Knollen, SchoBlinge, Stecklinge, Samen, Blitter,
Keimlinge oder Pollen,

Um den Pflanzen Resistenz gegen 3,5-dihalogeniertes p-
Hydroxybenznitril zu verleihen, konnen vergchiedene For-
mulierungen zZum Schutz der Ertragspflanzen vor Unkraut

und folglich zur Erhdhung der Ernte und zur Verminderung
deg Wettbewerbs um Nihrstoffe verwendet werden, Beigpiels-
weise kann Bromoxynil als solcheg flir die Postemergenz-
kontrolle des Unkrauts bei "gicheren" Kulturpflanzen, wie
Sonnenblumen, Sojabohnen, Getreide oder Baumwiolle, oder
alternativ in Kombinationen mit anderen Produkten elnge-
setzt werden, .

Bg konnen iibliche Mengen an Pegliziden auf Feldern verven-
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det werden ln Formullerungen, die etwa 0,05 bisg 1,98 kg/0,4
ha (0,1 bis 4 Pfund/a), vorzugsweise 0,09 bis 0,9 kg/0,4 ha
(0,2 big 2 Pfund/a) Bromoxynil abgeben, und das andere
Herbizid in solchen llengen enthalten, daB gie etwa 0,05 bis
1,98 kg/0,4 ha (0,1 bis 4 Pfund/a) Wirkstoff abgeben.

Die Formulierungen kinnen andere Hilfsgtoffe, wie Reini-
gunggmittel, Hilfsmittel, Sprithhilfsmittel, Haftmittel oder
Stabilisierungemittel enthalten, Die Formulierungen kdnnen
entweder nafl oder trocken angewendet werden, beispielg-
welse olg flieffihige Pulver, emulgierbare oder flilsuige
Konzentrate, wie gie an sich bekannt sind,

Herbizidlosungen kinnen in herkdmmlicher Weise angewendet
werden, beigpielsweise durch Besprithen, BegiefBen oder

Zergtiduben,

Die Erfindung wird durch die folgenden Beigpiele niiher
erléutert,

Augfithrunegbeispiele:

E¥perimentelles

iMlaterial und Methoden

Regtriktiongenzyme und T4-Ligasen fir Verknlipfunzen wurden
gemdd den Empfehlungen der Hersteller verwended, Standard-
methoden beim Klonen und der Holckularanalyse wurden gemiid
ilaniatis et al, "lolecular Clonin: A Labbratory Manual®,
Cold Spring Harbor Laboratory, New York (1982) durchge-
fihrt, Die Klonanalyse wurde gemif Ish-Horowitz et al.
"Nucl, Acids Res,", 9 S, 2989 bis 2993 (1981) durchge-
fihrt,
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Fir alle Klonierungsversuche wurde der Stamm E. coli MM294
verwendet (Hanahan,'"Mol. Biol.", 166, S. 557 bis 580
(1983)).

Folgende Antibiotikamengen wurden eingesetzt: Chlorampheni-
col (Cm): 25 pg/ml; Tetracyclin (Tc): 10 pg/ml; Penicillin
(Ap): 300 pg/ml.

Die Plasmid-DNA-Transformationen in E. coli wurden gemis
Mandel und Higa,"J. Mol. Biol.", 53, S. 159 bis 162 (1970)
durchgefiihrt.

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 bromoxynilspe-
zifischen Nitrilase aus diesem Organismus ergab ein aktives

Enzym mit einer Scheinmolekularmasse von 34 kbDal.

Nach wiederholter Kultivierung von K. ozaenae auf festém L-
Agar wurde eine Variante isoliert, die nicht mehr f&hig
war, Bromoxynil als einzige Stickstoffquelle zu verwenden,
wenn sie in einem definierten fliissigen Medium geziichtet
wurde, das je Liter 1,5 g KHyPO4, 3,5 g KoHPOy, 0,1 g
MgSO,4*7H,0, 50 mg Hefeextrakt, je 0,1 % Citrat, Glycerin
und Succinat und Spurenelemente enthielt (vgl. Barnett und
Ingraham,"J. Appl. Bacteriol.", 18, S. 131 bis 143 (1975)).
Dieses Medium wird im folgenden als YETE-Mehrfachkohlen-

stoffmedium bezeichnet., Dieses YETE-Mehrfachkohlenstoff-



284048

- 18 -

medium enthielt 0,05 % Bromoxynil., Obwohl dieser Organismus
Bromoxynil nicht als einzige Stickstoffquelle verwendet,
wdchst er in 0,05 % Bromoxynil enthaltender L-Briihe zur
vollen Dichte. Eine Kolonie der K. ozaenae-Variante wurde
ausgewdhlt und in 10 ml L-Brithe geziichtet. Drei unabhdngige
K. ozaenae-Kolonien wurden von einer Bromoxynil enthalten-
den LB-Platte ausgewdhlt uhd unter den gleichen Bedingungen
geziichtet. Diese vier gleichen K. ozaenae-Kolonien wurden
gleichzeitig in 10 ml1 0,05 $ Bromoxynil enthalﬁender'L—
Brithe gezilichtet. Die Kulturen wurden bei 30° bis zur vollen
Dichte geziichtet, aus jeder Kultur wurde gemidR Ish-Horowitz
et al. "Nucl. Acids Res.", 9, S. 2989 (1981) Plasmid-DNA im
MinimaBstab hergestellt. Nicht verdaute Plasmid-DNA wurde
auf 0,5 % Agarosegel der Elektrophorese unterworfen, die
Plasmid-Streifen wurden durch Fdrben mit Ethidiumbromid

sichtbar gemacht.

Die K. ozaenae-Variante zeigte eine einzige Plasmidart (mit
einer GrdBe von 68 KB), die entweder in Anwesenheit oder
Abwesenheit von Bromoxynil entstand. Rie drei K. ozaenae-
Kolonien zeigten eine grdBere Plasmidart (90 KB) wenn sie
in Gégenwart von 0,05 % Bromoxynil gezilichtet wurden. In

. Abwesenheit von Bromoxynil sind beide Plasmidformen in zwei

der drei K. ozaenae-Kolonien vorhanden.

Diese Ergebnisse deuten auf die Umwandlung der grdBeren
Plasmidart in eine kleinere Form, wobei gleichzeitig eine
Plasmid-DNA mit etwa 22 KB verlorengeht, wenn die Bromoxy-

nil-Selektion aufgehoben wird.
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Alle vier Kolonien wurden in 200 ml 0,05 % Bromoxynil
enthaltender L-Brithe geziichtet. Die Zellen wurden mit einer
franzdsischen Presse aufgebrochen, die Hochgeschwindig-
keits-Uberstinde wurden gegen einen Puffer, der 0,05 mol/l
K,HPO,, pH 7,5 und 2,5 mmol/l Dithiothreit (DTT) enthielt,
dialysiert. Die einzelnen Rohextrakte wurden auf Bromoxy-
nil-spezifische Nitrilaseaktivitit untersucht., Ein Roh-
extrakt aus der K. ozaenae-Variante enthielt keine nach-
weisbare Nitrilaseaktivitﬁt; wahrend die anderen K. ozae-
nae-Rohextrakte spezifische Nitrilaseaktivititen von 0,124,
0,105 bzw. 0,143 pmol NH3/min/mg Protein aufwiesen. 200 ml
Zellen wurden bei 30 °C bis zur mittleren Log-Phase in M9-
Medium, das 0,1 % Glucose und 0,04 % Bromoxynil enthielt,
gezilichtet (Miller "Experiments in Molecular Genetics", Cold
Spring Harbor Laboratory (1972)). Durch Aufbrechen der
Zellen, Ultrazentrifugieren und Dialyse des {iberstands in
Puffer mit 0,05 mol/l K,HPO4, pH 7,5, und 2,5 mmol/l DTT
wurden Rohextrakte hergestellt. Die Substratkonzentration
betrug in allen Versuchen 3 mmol/1 Bromoxynil. Die Frei-
setzung von NH3 wurde gemdB Harper "Biochem. J.", 167, S.
685-692 (1977) iberwacht. Die Fdhigkeit der K. ozaenae;
Variante, in Bromoxynil enthaltender L-Brithe zu wachsen,
kann auf einer erworbenen Undurchldssigkeit des Organismus
flir die Verbindung beruhen. Der Organismus kann jedoch in
bestimmten Medien unter Verwendung von Bromoxynil als ein-

zige Stickstoffquelle richt wachsen.

Zusammenfassend scheint die K. ozaenae-Nitrilase im Plasmid
codiert zu sein. Das (die) das Enzym codierende Gen(e)

scheint (scheinen) auf einem 22 KB-Plasmid-DNA-Segment zu
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liegen, das spohtan aus dem K. ozaenae-Plasmid in Abwesen-

heit der Bromoxynil-Selektion verlorengeht.

Die Bromoxynil-spezifische Nitrilase aus K. ozaenae wird in

E. coli exprimiert.

Es wurde Plasmid-DNA aus K. ozaenae, die unter 0,05 %
Bromoxynil-Selektion gezlichtet wurden, hergestellt und in

E. coli MM294 (thi, gyrA96, endI”~, hsdR17) transformiert.

Die Transformanten wurden auf stickstoff-freiem (N7) festem
Agarose-Minimalmedium, das je Liter 1,5 g KHyPOy4, 3,5 ¢
KoHPOy, 0,1 g MgS0,°7H,0 und 0,1 % Glucose sowie 0,05 %
Bromoxynil als einuige Stickstoffquelle enthielt, selektio-
niert. Nach 5-tdgiger Inkubation erschienen 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 MM294
untersucht. Keine der Kolonien wuchs in Minimalmedia in
Abwesenheit von Thiamin, das angibt,.daB der Stamm E. coli
MM294 ist. Alle Kolonien wuchsen im M9-Medium, das mit
Thiamin und 0,05 % Bromoxynil als einzige Stickstoffquelle
versetzt wurde. Kein Wachstum wurde in diesem Medium in
Abwesenheit von Bromoxynil beobachtet. Zwei der Kolonien
wurden fir weitere Analysen ausgewdhlt. Wurden Rohextrakte
von E. coli MM294, das das 90 KB-Plasmid enthieit, auf
Bromoxynil-spezifische Nitrilaseaktivitdt untersucht, so
wurde eine spezifische Aktivitdt von 0,216 pumol freigesetz-
tem NH3/min/mg festgestellt. In E. coli MM294, das die

kleinere Plasmidart enthielt, konnte keine Nitrilaseaktivi
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tdt nachgewiesen werden. Das gréBere 90 KB Plasmid in E.
coli wurde mit pBrx1, das kleinere Plasmid (68 KB) mit

pBrx1A bezeichnet.

Zur Bestdtigung, daB der E. coli-Stamm MM294, der das
Plasmid pBrx1 enthdlt, den richtigen Metaboliten als Er-
gebnis einer Bfomoxynil-spezifischen Nitrilasereaktion pro-
duziert, wurde eine 2 m1-MM294-Kultur (pBrx1) 24 h bei 30
°C in 0,05 % Bromoxynil enthaltendem M9-Medium gezlichtet,
Eine Proke des Kulturfiltrats vurde auf einer Cqg-Hoch-
druck-Fliissigchromatographiesdi'le chromatographiert. Die
Gesamtmenge an im Kulturfiltrat vorhandenem Bromoxynil
wurde zu einem neuen Metabolitsipfel umgewandelt. Der Meta-
bolitgipfel wurde durch Spektralanalys: als 3',5'-Dibrom-4-
hydroxybenzoesdure (DBHB) identifiziert. D.h., das Produkt
der Bromoxynil-spezifischen, plasmidcodierten Nitrilase-
expression in E. coli ist das gleiche wie das von K. ozae-

nae.

Das Bromoxynil-spezifische Nitrilasegen wird in E. coli

kloniert.

Um festzustellen; ob das das Bromoxynil-spezifische Enzym
codierende DNA-Segment in E. coli klonierbar ist, wurde das
Plasmid pBrx1 mit BamHI gespalten, wobei zwei Streifen mit
53 KB bzw. 37 KB erhalten wurden. Die BamHI-Fragmente
wurden in die BamHI-Stelle des E. coli-Plasmidvektors
PACYC184 eingebunden (Chang und Cohen, "J. Bacteriol." 134,
S. 1141 (1978)) und in E. coli MM294 transformiert. Das
Klcnen von pACYC184 in der BamHI-Stelle fiihrt zu einer
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Einschub-Inaktivierung des Tetracyclin-Resistenzgens. 10
chloramphenicolresistente, tetracyclinempfindliche MM294-
Kolonien wurden ausgewdhlt, im MinimaBstab eine Klon-
analyse-DNA hergestellt und mit BamHI gespalten. Vier Klone
enthielten das 37 KB-BamHI-Fragment, wdhrend ein Klon das
grSdere 53 KB-BamHI-DNA-Fragment von pBrx1l aufwies. Funf
Klone enthielten ein geklontes BamHI-Fragment, das auch im
Plasmid pBrx1A gefunden wurde und dem DNA-Segment ent-
spricht, das nach der spontanen Deletion des 22 KB-Segments
der Plasmid-DNA aus pErx1 zurlickbleibt. Alle 10 Klone
wurden in 2C0 ml L-Briihe ih‘Anwesenheit von 20 pg/ml Chlor-
amphenicol (zur Selektion des Plasmids) gezlichtet, die
erhaltenen Rohextrakte wurden auf Bromoxynil—sbezifische
Nitrilaseaktivitdt untersucht. Vier Klone, die das 37 KB-
BamHI-Fragment enthielten, zeigten spezifische Nitrilase-
aktivitdten im Bereich von 0,140 pmol freigesetztem
NHB/min/mg Protein, wogegen in den anderen sechs Klonen
keine Nitrilaseaktivitdt nachweisbar war. Diese Ergebnisse
zeigen, daB sich das eine Bromoxynil-spezifische Nitrilase-
aktivitdt codierende Gen auf einem 37-KB-BamHI-Fragment
befindet, das aus dem Plasmid pBrx1 geklont wird, und daB
das 22 KB-DNA-Segment, des spontan in Abwesenneit der Brom-
oxynilselektion verlorengeht, zu dem 37 KB-BamHI-Fragment

gehort.

Um die Orientierung der BamHI-Fragmente in bezug auf den
Vektor pACYC184 zu bestdtigen, wurde die DNA aus den cben
angegebenen vier Klonen mit EcoRI gespalten und der Elek-
trophorese auf einem 0,07 %-igen Agaroszgel unterworfen.

Ein kombiniertes EcoRI-Akbsuprodukt der Plasmide pBrx1 und
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PBrx14 wurde ebenfalls untersucht.

Beide Orientierungen des 37 KB-BamHI-Fragments in bezug auf
den Vektor pAlUYC184 wurden bestimmt und als Flasmide pBrx2
und pBrx3 bezeichnet. Es wurde auch festgestellt, daB die
drei EcoRI-Fragmente zu dem 22 KB-DNA-Segment gehoren, das
spontan aus den Plasmiden pBrx2 und pBrx3 abgespalten wird.
Diese EcoRI-Fragmente haben eine Gr&Be von 18 KB, 3 KB bzw.
1,9 KB. Das die Bromoxynil-spezifische Nitrilase codierende
Gen sollte sich innerhalb eines dieser drei EcoRI-Fragmente
befinden, wenn das Nitrilase-Strukturge: nicht durch eine

EcoRI-Restriktionsstelle geteilt ist.

Die Lokalisierung der Bromoxynil-spezifischen Nitrilase von
E. coli (pBrx3) wurdec untersucht, es wurden folgende Ergeb-

nisse erhalten:
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Die Bromoxynil-spezifische Nitrilase ist ein

periplasmisches Enzym in E. coli.

Kulturbedingungen®

Spezifische b
Nitrilaseaktivitat

mit Toluol behandelte Zellen

(L-Briihe)

mit Lysozym behandelte Zellen

(L-Bruhe)

Gesamtzellen

(L-Briihe)

Gesamtzellen (L-Brihe + Brx1)

Gesamtzellen

Gesamtzellen

Gesamtzelien/pACYC184 (M9)

(M9)
(M9 + Brx{)

0,829

0,796

0,770
1,25
0,950
1,45
0

2 E, coli (MM294)-Zellen, die das Plasmid pBrx3 enthiel-
ten, wurden in 5 ml1-Kulturen bei 37 °C in dem angegebe-
nen Medium bis zur stationdren Phase geziichtet. Die
Kulturen enthielten, wo angegeben, 20 pg/ml Chloramphe-
nicol und 0,04 % Bromoxynil (Brx1). 1 ml jeder Kultur
wurde gesammelt, einmal mit Nitrilasepuffer (0,1 mol/l
K,HPO4, pH 7,5) gewaschen. Die Zellen wurden in 0,1 ml
dieses Puffers wieder susgendiert. 50 pl-Proben wurden

gemdB Harper "Biochem. J.

, 167, S. 685 bis 692 (1977)

mit und ohne 3 mmol/l Bromoxynil als Substrat auf Nitri-
laseaktivitdt untersucht.

umol NH-,/
Zellen/ml

= 150 pg bestimmt.,

min/mg. Das Protein wurde als ODggg = 1+4 = 10°

Diese Ergebnisse zeigen, daB8 sich die Nitrilase im peri-

plasmatischen Raum der Zelle befindet. Eine zweite Beobach-

tung ist, daB das Enzym in Abwesenheit von Bromoxynil im

Medium exprimiert wird, was darauf hindeutet, daB die Brom-
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oxynil-Induktion fiir die Enzymexpression nicht notwendig

ist.

Weitere Reinigung der Bromoxynil-spezifischen Nitrilase

Die weitere Reinigung der K. ozaenae-Nitrilase wurde mit

folgenden Ergebnissen durchgefiihrt:

Tabelle 2

Reinigung der Bromoxynil-spezifischen Nitrilase
von E. coli

(Ausgangsmaterial: 6 g Zellen)

Fraktion Volumen Protein pmol NH3/min s.a.P

Roh? 100 ml 210 mg 18,15 0,086
35-50 %

NH,4S0, 6 ml 83 mg 26,77 0,250
DEAE-

Sephadex. 56 ml 19 mg 15,52 0,820
a

Die Zellen wurden bei 30 °C bis zur mittleren Log-Phase
in M9-Medium, das 0,04 $ Bromoxynil und Glucose ent-
hielt, gezlichtet. Die Rohextrakfe wurden durch Aufbre-
chen der Zellen, Ultrazentrifugieren und Dialyse in
einem Puffer, der 0,05 mol/l K,HPO,, pH 7,5, und 2,5
mmol/l DTT enthielt, hergestelft. ie Substratkonzentra-
tion betrug bei allen Nitrilaseversuchen 3 mmol/1.

umol NH3/min/ng.

Eine 2,5 cm? x 10 cm groBe Siule wurde mit Puffer, der 0,05 %
KpHPO4, PH 7,5, 2,5 mmol/l DTT und 1 mmol/l EDTA enthielt,

equilibriert. Die Probe wurde auigebracht, die Siule wurde
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mit 300 ml eines linearen Gradienten von 0,02 bis 0,40
mol/l NaCl im oben angegebenen Sdulenpuffer entwickelt. 1
mol/1l NaCl enthaltender Puffer wurde am Ende des Gradienten
aufgegeben. Es wurden 5 ml-Fraktionen gesammelt, 0,075 ml-
Proben verschiedener Fraktionen wurden auf Nitri-
laséaktivitﬁt untersucht. Ein einziger Gipfel mit Enzymak-
tivitdt wurde bei 0,22 m~1/1 Salz eluiert. Etwa 75 % der
aufgegebenen Nitrilaseaktivitat wurden in den aktiven Frak-

tionen wiedergewonnen.

Die Fraktionen, die dem Nitrilasegipfel aus der DEAE-Saule
entsprachen, wurden gegen 0,02 mol/l K,HPOy, pH ,5 dialy-
siert; 50 ul (6 pg Protein) jeder Fraktion wugden auf 11,25
%-iges denaturiertes Laemmli-Gel aufgegeben. Die mit Pro-
tein angereicherte Bande, die dem Aktivitdtsgipfel aus der
DEAE-Sdule entspricht, ist ein Polypeptid mit einer Mole-
kiilmasse von 34.000. Es wurden keine anderen Polypeptide in
den aktiven Sdulenfraktionen angereichert. Diese Ergebnisce2
bestdtigen, daB die'Bromoxynil—spezifische Nitrilase ein
Polypeptid mit einer Molekiilmasse von etwa 34.000 ist, das

vermutlich das Produkt eines einzigen Gens ist.

Der pBrx2-Klon wurde vollstdndig mit EcoRI gespalten, dabei
wurde ein Fragment von etwa 19 KB isoliert. Das Fragment
wurde in den E:zoRI-abgebauten pACYC184-Vektor (3,9 KB) zu
dem Plasmid pBrx5 eingebaut, das wie oben beschrieben in E.
coli transformiert wurde. Das Plasmid wurde in herkdmm-
licher Weise isoliert und mit BglIX zu einem Fragment mit

etwa 6,7 KB abgebaut, das in dem Vektor pACYC184 bleibt.
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Das isolierte Plasmid pBrx7 wurde mit SmaI und BglII zu
einem Fragment mit etwa 3,9 KB verdaut, das in SmaI-BamHI-
abgebautes pACYC177 (3,7 KB) eingebaut wurde (Chang und
Cohen,"J. Bacteriol.", 134, S. 1141 bis 1156 (1978)). Das
entstandene Plaémid, das Penicillinresistenz verleiht,
wurde in E. coli wie oben beschrieben transformiert; die
Transformanten wurden auf einem penicillinselektiven Medium
zu einem Plasmid pBrx8 selektioniert, das das Nitrilasegen

auf einem 3,9 KB-Fragment trigt.

pBrx8 wurde mit PstI teilabgebaut, die Fragmente wurden in
PstI-verdautem puUC18 eingebaut (Yanisch-Perroq et alw
"Gene", 33, S. 103-119 (1985)). Die entstandenen Plasmide
wurden in E. coli kloniert und auf Nitrilaseaktivitit
untersucht. Ein Klon wies ein 5,2 KB-Plasmid pBrx9 auf, das
isoliert und mit PstI und HincII weitergespalten wurde,
wobei ein Fragment mit 1210 BP entstand, das in Richtung
von PstI zu HincII, Clal, SalI; Scal- und SphI-Restriktions-
stellen in relativ gleichmdBigen Abstinden hat. Das PstI-
HincII-Fragment wurde gemiB Sanger et al., "Proc. Watl.
Acad. Sci. USA", 74, S. 5463-5468 (1977) sequenziert. Die
Sequenz (mit den entsprechenden codierten Aminosduren) ist

im folgenden angegeben:



ATG
Met

GAC
Asp

GCA ACA

Ala

GTC
Val

ACC
Thr

GAA
Glu

AGC
Ser

ACC
Thr

GGT
Gly

TGC
Cys

Thr

GCA
Ala

GAA
Glu

ATC
Ile

GAA
Glu

Lys

GAC
Asp

GCG
Ala

ACC
Thr

GCC
Ala

TTT
Phe

ACC
Thr

GAA
Glu

CGG
Arg

ATT
Ile

GGA
Gly

GAG
Glu
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65

CTGCAGGATAGTAGGGGCTTGAAGAGGATACGCTGTTTGGCGAGCCATCAAAATAAGGGGATTTTC

ACT TTC AAA

Thr

GAT
Asp

ccc
Pro

CTA
Leu

Lys

GCT
Ala

CGT
Arg

TCG
Ser

AAT
Asn

Phe

AAG
Lys

GAA
Glu

CCA
Pro

ATT
Ile

GGC
Gly

CGT
Arg

GAC
Asp

TTG
Leu

Lys

ACC
Thr

TTG
Leu

TTC
Phe

CGC
Arg

CGT
Arg

CGA
Arg

TTA
Leu

CAG
Gin

GCA
Ala

GTG
Val

TGG
Trp

ATC
Ile

TGC
Cys

ACT
Thr

AAG
Lys

CAG
Gln

TCG
Ser

GCC
Ala

ACG
Thr

ATT
Ile

ATT
Ile

GCG
Ala

CTC
Leu

CTC
Leu

GTC
Val

CTA
Leu

GCT
Ala

CTA
Leu

CCG
Pro

Lys

GCT
Ala

TAC
Tyr

Lys

GCC
Ala

AAC
Asn

95
GIT
Val

155
GTA
Val

215
GGC
Gly

275
TAC
Try

335
CAG
Gln

395
ATG
Met

455
CCA
Pro

515
CAA
Gin

575
AAC
Lys

CAG
Gln

GCT
Ala

TAC
Try

CGC
Arg

GAG
Glu

TCA
Ser

ACC
Thr

ACT
Thr

TTT
Phe

GCC
Ala

AAA
Lys

CCA
Pro

AAG
Lys

CAT
His

CAA
Gln

CGC
Arg

AGC
Ser

GCG
Ala

GAA
Glu

GCC
Ala

GGA
Gly

CAG
Gln

AAC
Asn

ATG
Met

TIT
Phe

GIT
Yal

CTIT
Leu

CCG GTA TGG ATG GAT

Pro

GCA
Ala

TTC
Phe

GCA
Ala

ATT
Ile

CTT
Leu

GAA
Glu

GGT
Gly

GCT
Ala

Val

GCG
Ala

ATG
Met

ATC
Ile

GCG
Ala

ATC
Ile

CGA
Arg

CGG
Arg

GCC
Ala

Trp

GCT
Ala

CTC
Leu

GCC
Ala

CTC
Leu

GAT
Lsp

GAA
Glu

GTG
Val

GAG
Glu

Met

GGC
Gly

ACG
Thr

GCC
Ala

TCC
Ser

GCC
Ala
CTC
Leuv.

GGT
Gly

GGT
Gly

Asp

GCG
Ala

CAC
His

GAT
Asp

TIT
Phe

GAT
Asp

TTT
Phe

GCC
Ala

GAA
Glu

GCC
Ala

CAG
Gln

AAC
Asn

GGA
Gly

125
GCT
Ala

185
CTC
Leu

245
CAA
Gln

305
CCA
Pro

" 365

GGG
Gly

GGC
Gly

GGC
Gly

CTC
Leu

CAG
Gln

TAC
Tyr

425
ATC
Ile

485
GAA
Glu

545
AAC
Asn

605
ATA
Ile




CAT ATC

His

GCC
Ala

GIT
Val

CTIT
Leu

TCA
- Ser

AAG
Lys

AAC
Asn

AGA
Arg

GTT
Val

Ile

ATC
Ile

GGA
Gly

GGT
Gly

CCG
Pro

TAC
Tyr

CGG
Arg

GCA
Ala

CTA
Leu

TCC
Ser

AAC
Asn

CCG
Pro

GGT
Gly

ACC
Thr

TCG
Ser

CAA
Gln

GCA
Ala

cce
Pro

GCC
Ala

CAG
Gln

ACC
Thr

GGG
Gly

GAA
Glu

CTC
Leu

CGG
Arg

TGC
Cys

CGT
Arg

TGG
Trp

GTC
Val

GGC
Gly

TAC
Tyr

GAG
Glu

GAT
Asp

CAG
Gln

GAG
Glu

TAT
Tyr

CCA TTIC ACG

Pro

TAC
Tyr

ATC
Ile

GCG
Ala

GGC
Gly

CCC
Pro

CCT
Pro

cce
Pro

TGC
Cys

Phe

GCG
Ala

GCC
Ala

CGG
Arg

ATC
Ile

ACG
Thr

GCG
Ala

GAC
Asp

GGA
Gly

Thr

GCC
Ala

GCC
Ala

ATC
Ile

GTC
Val

GGC
Gly

GTG
Val

GAG
Glu

CAT
His
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CIT
Leu

GAG
Glu

TTC
Phe

TAC
Tyr

TAC
Tyr

CAC
His

TCA
Ser

GGG
Gly

TCC
Ser

635
GGA
Gly

695
ACG
Thr

755
GAG
Glu

815
GGG
Gly

875
GCC
Ala

935
TAT
Tyr

995
GAA
Glu

1055

AGC
Ser

GGG
Gly

ATC
Ile

CCT
Pro

GAG
Glu

TCG
Ser

GIT
Val

CCT
Pro

ACC
Thr

GAA
Glu

GAC
Asp

ATC
Ile

CGC
Arg

ATC
{1e

GAT CGT GAG

Asp

1115

Arg

Glu

GTG
Val

TTC
Phe

GAC
Asp

ATG
Met

GAC
Asp

CCT
Pro

GAC
Asp

GTC
Val

CTC
Leu

GTT
Val

AGG
Arg

CAG
Gln

CTG
Leu

GAT
Asp

TCA
Ser

GTA
Val

GTC
Val

CTC
Leu

TAC
Tyr

TTG
Leu

TCG
Ser

GTG
Val

AAC
Asn

ATC
Ile

GGA
Gly

ATG
Met

AAC
Asn

AAG
Lys

ATG
Met

TTC
Phe

GGT
Gly

TCT
Ser

284048

GAC
Asp

TCG
Ser

CCG
Pro

AGC
Ser

CTT
Leu

AGC
Ser

GAC
Asp

ACG
Thr

TCC
Ser

ACG
Thr

AAT
Asn

AAG
Lys

GAG
Glu

GTG
Val

GAG
Glu

GCA
Ala

665
ATC GGC
Ile Gly

725
CAG GTG
Gln Val

785
CAG TAT
Gln Tyr

845
TCG TTG
Ser Leu

905
GCA GCA
Ala. Ala

965
TCG ATT
Ser Ile

1025
GAC CCG
Asp Pro

1085

ATA GGG
Ile Gly

1155

TAATAAAAAGAGACACGTGGTACCAAAGGGGTGTTCATGTCCA

1200

GACGCAGAAAATATAGCCCAGAGTTAAAACGCGAAGCCATCGCTTTAACCCGTCAAC
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Das von den nicht codierenden flankierenden Regionen am 5'-
und 3'- Ende praktisch freie PstI-HincII-Fragment kann mit
EcoRI-Linkern verknilipft und mit EcoRI gespalten werden und
ist dann-fertig, um in eine Pflanzenexpressionskassette
durch Einschub in die EcoRI-Stelle von pCGN451 eingefiihrt

zu Wwerden.

PCGN451 umfaBt eine Octopin-Kassette, die etwa 1566 BP der
5'-nichtcodierenden Region, die iiber einen EcoRI-Linker an
das 3'-Ende des Gens gebunden ist, und etwa 1349 BP der 3'-
nichtcodierenden DNA enthilt. Die pTi-Koordinaten sind
11.207 bis 12.823 fiir die 3'-Region und 13.643 bis 15.208
fiir die 5'-Region (definiert gemiB Barker et al. "Plant

Molecular Biology", 2, S. 335 (1983)).

Das 5'-Fragment wurde wie folgt erhalten: ein kleines un-
terkloniertes Fragment, das das 5'-Ende der codierenden
Region als BamHI-EcoRi-Fragment enthdlt, wurde in pBR322
als Plasmid pCGN407 geklont. Das BamHI-EcoRI-Fragment hatte
eine XmnI-Stelle in der codierenden Region, wahrend pBR322
zwel XmnI-Stellen aufwies. pCGN407 wurde mit XmnT abgebaut,
mit Bal31-Nuklease gespalten. Den Fragmenten wurden EcoRI-
Linker zugegeben. Nach dem Abbau mit EcoRI und BamHI wurden
die Fragmente nach GrdRe fraktioniert, die Fraktionen ge-
klont und sequenziert. In einem Fall wurde die ganze codie-
rende Region und 10 BP der 5'-nichtiibersetzten Sequenzen
entfernt, wobei die 5'-nichttranskribierte Region, die
mRNA-Kappenstelle und 16 BP der 5'-nichtiibersetzten Region
(zu einer BamHI-Stelle) intakt zuriickblieben. Dieses kleine

Fragment wurde durch GrdBenfraktionierung auf einem 7 %-
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igen Acrylamidgel erhalten, etwa 130 BP lange Fragmente
wurden eluiert. Diese nach GroBe fraktionierte DNA wurde in
M13mp9 eingebunden; verschiedene Klone wurden sequenziert,
die Sequenz wurde mit der bekannten Sequenz des Octopin-
Synthase-Gens verglichen. Die M13-Konstruktion wurde mit
pI4 Sezeichnet, dieses Plasmid wurde mit BamHI und EcoRI zu
einem kleinen Fragment gespalten, das an ein XhoI-BamHI-
Fragment, das stromaufwidrts 5'-Sequenzen von pTiA6 (Garfin-
kel und Nester,"J. Bacteriol.", 144, s. 732 (1980)) ent-
hielt, und an ein EcoRI-XhoI-Fragment, das 3'-Sequenzen
enthielt, gebunden. Das entstandene XhoI-Fragment wurde in
die XhoI-Stelle eines pUC8-Derivats mit der Bezeichnung
pCGN426 geklont. Dieses Plasmid unterscheidet sich von pUC8
dadurch, daB die einzige EcoRI-Stelle mit DNA-Polymerasé I
gefiillt ist und Jdadurch, daB es die PstI- und HindIII-
Stelle durch Nukieasevexunreinigung éGer HincII-Restrik-
tionsendonuklease verloren hat, wenn ein XhoI-Linker in die
einzige HincII-Stelle von pUC8 eingebaut wird. Das entstan-
dene Plasmid pCGN451 hat eine einzige EcoRI-Stelle fiir den
Einbau von Protein-codierenden Sequenzen zwischen der 5'-
nichtcodierenden Region (die 1.550 BP der S5'-nichttranskri-
bierten Sequenz einschlieBlich des rechten Randes von T--
DNA, die mRNA-Kappenstelle und 16 BP der 5'-nichtilibersetz-
ten Sequenz enthdlt) und der 3'-Region (die 267 BP der
codierenden Region, das Stopcodon, 196 BP der 3'-nichtiiber-
setzten DNA, die PolyA-Stelle und 1.153 BP der 3'-nicht-

transkribierten Sequenz enthdlt).

Das XhoI-Fragment, das die Octopin-Synthase (ocs)-Kassette

enthdlt, wurde in das Plasmid pCGN517 eingebaut, das Tetra-
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cyclin- und Kanamycin-Resistenzgene aufweist.

PCGN517 wurde aus pHC79 (Hohn, "Gene", 11, S. 291 (1980))
durch Einfiihrung in die einzige PstI-Stelle des Kanf-Gens
aus pUC4K (Vieira'"Gene"; 19, 8. 259 (1982)) hergestellt,
pCGN517 wurde mit Sall abgebaut, das XhoI-Fragment wurde in

die einzige Sall-Stelle eingebaut.

Das XhoI-Fragment wurde auch in ein zweites Plasmid pPCiGN529
eingebaut. pCGN529 wurde aus pACYC184 ducrch Einbau des
Kan®-Gens aus Tn5 hergestellt (Rothstein et al., "Movable
Genetic Elements", S.99, Cold Spring Harbor Laporatories,
Cold Spring Harbor, NY, 1981). Ein BglII-Fragment mit einer
GroBe von 2,4 KB aus PRiA4-T; -DNA (White und Nester, "J.
Bacteriol", 144, s. 710 (1980)), das in die BamHI-Stelle
eingefithrt wurde, blieb nach der Substitution des HindITI-
BamHI-Fragments von pACYC184 mit dem Kan¥-Gen von Tn5

zurilck.

Das XhoI-Fragment, das die ocs-Kassette enthielt, in die
das EcoRI-Nitrilasegen an der einzigen EcoRI-Stelle der
ocs-Kassette eingebaut ist, wurde in pCGN517 und pPCGN529
eingebaut. Dabei-wurden zwei Plasaide pN1 bzw. pN2 erhal-
ten, die fiir die Einfiihrung in A. tumefaciens oder A.
rhizogenes zur Integration der T-DNA der Ti- oder Ri-Plas-
mide verwendet wurden. Die Integration in die entsprechen-
den Plasmide kann in einem 3Fstufen-Verfahren gemds Comai
et al., "Plasmid", 10, S. 21-30 (1983) durchgefiihrt werden.
Ubernacht-Kulturen eines E. coli-Wirts, der die Plasmide

PRK2073, pN1 oder pN2 und A. tumefaciens A722 (Garfinkel,



284048

J. Bacteriol", 144, S, 732 (1980)) oder A. rhizogenes A4T
(White.ibid., 144, S, 710 (1980)) enthielten, wurden iiber
Nacht gezlichtet, Die Kulturen wurden vermischt und auf AB-
Platten, die 150 pg/ml Kanamycin enthielten, ausgestrichen.
Einzelne Kolonien wurden zweimal ausgestrichen., Die richti-
ge Iﬁtegration wurde durch die Southern-Analyse der Gesamt-
Agrobacterium-DNA nachgepriift. Endonuklease-abgebaute DNA
wurde mit kerben-libersetztem (nick-translated) pErx8

untersﬁcht.

Das Bromoxynil-spezifische Nitrilasegen wird in Gallengewe-

be exprimiert.

Das Plasmid pBrx9, das das Nitrilasegen auf einem 2,6 KB-
Fragment trdgt, wurde mit BamHI abgebaut und mit Bal31 zur
Entfernung eines Teils der S5'-flankierenden Region behan-
delt. Es wurden BamHI-Linker zugegeben und der Ring wieder
geschlossen. Die entstandenen Plasmide, die Ampicillinresi-
stenz verleihen, wurden wie oben beschrieben in E. coli
transformiert. Die Transformanten wurden auf einem Ampi-
cillin-selektiven Medium zu den 5,2 KB-Plasmiden pBrx16
bzw, pBrx17 selektioniert, die das Nitrilasegen auf einem
2,6 KB-Fragment tragen. pBrx16 wurde mit BamHI gespalten
und mit HincII teilabgebaut, wobei ein 1,2 KB-Nitrilasegen-

Fragment entstand.

Das BamHI-HincII-Fragment wurde in mit BamH1-SmaI abgebau-
tem pCGN46 eingebaut, wobei das 6,6 KB-Plasmid pBrx22 ent-

stand, das das Nitrilasegen-Fragment enthilt.
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pCGN46 (Comai et al., "Nature", 317, S. 741-744 (1985)) ist
eine Mannopin-Synthase (MAS)-Expressionskassette und ent-
hdlt einen MAS-Promotor und eine ocs-3'-Region. pCGN46
wurde wie folgt hergestellt: ein EcoRI-Fragment (Ecol13 oder
EcoC) mit etwa 5.500 BP, das einen Teil der TR-DNA (Barker
et al., "Plant Mol. Biol.", 2, S. 325 (1983)) einschlies-
lich der Mannopin-Synthase-Promotorregicn (Pyag) trdqgt,
wurde in einem mit pVK232 gezeichneten Vektor geklent. Nach
Abbau von pvKz32 mit EcoRI wurde Ecol13 in die EcoRI-Stelle
von pACYC184 zu einem Plasmid pCGN14 eingebaut. pCGN14
wurde mit SphI und ClaI (jeweils an Pos. 21562 und 20128
der Barker-Sequenz, w.o.) gespalten, um die Pyag-Region zu
entfernen, die in pUC19 (Pharmacia Inc.), das mit SphI und
AccI abgebzut wurde, eingebaut. Es entstand pCGN40. Die
Pyag-Region umfaBt eine ClaI-Erkennungsstelle, die methy-

liert ist, nm sie gegen den Abbau resistent zu machen.

PCCN40 wurde mit EcoRV und EcoRI gespalten, dort wo sich
die EcoRV-Stelle in der ‘’~-DNA befindet, wihrend die EcoRI-
Stelle in dew Polylinker von pUC19 ist; dabei entsteht ein
Fragment mit der Pyag-Region. pCGN451, das die Ocinpin-
Synthase-Kassette enthdlt, wurde mit Smal und EcoRI abge-
baut, das groBere Fragment, aus dem die Octopin-Synthase-
5'-Region entfernt worden ist, wurd: isoliert. Die EcoRV-
ECORI-Pyag-Region wurde in pCGN451 anstelle der Octopin-
Synthase-5'-Region eingebaut, dort wo cdie Transkriptions-
Startregion und die -Endregion durch einen Polylinker ge-

trennt sind; ez entsteht pCGN46.

Das Plasmid pBrx22, das das 1,2 KB-Nitrilasegen-Fragment



284044

- 35 -

enthielt, wurde, wie oben beschrieben, in E. coli transfor-
miert. Das Plasmid wurde in herkdmmlicher Weise isoliert
und mit Xhol zu einem 4,1 KB-Fragment abgebaut, das den
MAS-Promotor, das Bromoxynilgen mit 25 BP der bakteriellen
5'-nicht-libersetzten Sequenz und die ocs-3'-Region ent-
hielt., Das 4,1 KB-Fragment wurde in das mit SalI abgebaute
Plasmid pCGN783 eingefiihrt, dabei entstand das Plasmid
FBrx28 mit etwa 31 KB. |

Herstellung von pCGN783

Herstellung von pCGN167

Zur Herstellung von pCGN167 wurde das AluI-Fragment von
CaMVv (7144 bis 7735 BP, Gardner et al., "Nucl. Acids Res.",
9, S. 2871-2888 (1981)) durch Abbau mit Alul erhalten und
in die HincIl-Stelle von M13mp7 (Vieira, "Gene", 19, S. 259
(1982)) zu 614 geklont. Durch EcoRI-Abbau von C614 wurde
das EcoRI-Fragment von C614 erhalten, das den 35S-Promotor
enthielt, der in die EcoRI-Stelle von .pUC8 (Vieira et al.,
"Gene", 1¢, 5. 259 (1982)) zu PCGN146 geklont wurde.

Um die Promotorregion zu trimmen, wurde die BglII-Stelle
{7670 BP) mii BglII und Bal31i behandelt; &ann wurde ein
BRylII-Linker an die mit Pal31 behandelte DNA zur Herstel-

lung von pCGN147 gebunden.

pCGN148a, das eine Promotorregion, einen selektionierbaren
Marker (KAN mit 2 ATG) und eine 3'-Region enthielt, wurde
durch Abbau vor. pCGN528 (s.u.) mit BglII und Einfiihren des
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BamHI—BglII—Promotor-Fragments aus pCGN147 hergestellt.
Dieses Fragment wurde in die BglII-Stelle von pCGN528 ge-
klont, so daB die BglII-Stelle in der Nihe des Kanamycin-
gens von pCGN528 ist.

Der fiir diese Konstruktion verwendete Pendelvektor (shuttle
vecéor) pCGN528, wurde wie folgt hergestellt: pCGN525 wurde
durch Abbau eines Plasmids, Fas Tn5 mit einem Kanamycingen
-(Jorgenson et al., "Mol. Gen.", 177, S. 65 (1979)) enthdlt,
mit HirdIII-BamHI und Einfiihren des HindIII-BamHI-Frag-
ments, das das Kanamyc:ingen enthalf, in die HindIII-BamHI-
Stellen des Tetracyclingens von pACYC184 (Chang und Cohen,
"J.Bacteriol", 134, S. 1141-1156 (1978)) hergeFtellt.

pCGN526 wurde durch Einfilihren des BamHI-Fragments 19 von
pTiA6 (Thomashow et al., "Cell”, 19, S. 729-739 (1980)) in
die BamHI-Stelle von pCGN525 hergestellec.

pCGN528 wurde durch Entfernen des kleinen XhoI-Fragments
aus pCGN526 durch Abbau mit XhoI und Wiederverkniipfen er-
halten.

pCGN149a wurde durch Klonen des BamHI-Kanamycingen-Frag-
meunts aus'pMBQKanXXI in die BamHI-Stelle von pCGN148a her-
gestellt. .

pMB9KanXXI ist eine pUC4K-Variante (Vieira und Messing,
"Gene", 19, S. 259-268 (1982)), der die XhoI-Stelle fehlt,
die jedoch eiu funktionelles Kanamycingen aus Tn903 eat-
hdlt, das eine wirkungsvolle Selektion in Agrobakterium

ermoglicht.
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PCGN149a wurde mit BglII und Sphl abgebaut. Dieses kleine
BglII-SphI-Fragment von pCGNY49a wurde durch das BamHI-
SphI-Fragment aus M1 (siehe unten) ersetzt, das durcn Abbau
mit BamHI und SphI isoliert wurde. Dabei entsteht pCGN167,
eine Konstruktion, die einen CaMV-Promotor mit voller Lin-
ge, '1-ATG-Kanamycingen, das 3'-Ende und das bakterielle
Tn903-Kanamycingen enthilt.

M1 ist ein EcoRI—Fraément aus pCGN550 (siehe Herstellung
von pCGN587), das in die EcoRI-Klonierstelle von M13mp9 so
geklont wurde, daB die PstI-Stelle in dem 1-ATG-Kanamycin-

gen in der Ndhe der Polylinkerregion von M13mp9 ist.
Herstellung der 709 (1-ATG-Kanamycin - 3'-Region)

PCGN566 enthdlt den EcoRI-HindIII-Linker von pUC18 (Ya-
nisch-Perron, ibid), der in die EcoRI-HindIII-Stellen von
pUC13-cm eingefiihrt wurde (K. Buckley, Dissertation, UC-San
Diego, 1985). Das HirdIII-BglII-Fragment von pNW31c-8, 29-1
(Thomashow et al.,"Cell", 19, S. 729 (1980)), das ORF1 und
2 enthdlt (Barker et al., siehe oben (1983)),wurde in die

HindIII-BamHI-Stelle von pCGN566 zu pCGN703 subkloniert.

Das Sau3A-Fragment von pCGN703, das die 3'-Region des Tran-
skripts 7 von pTiA6 enthilt (entsprechend den Basen 2396-

2920 von pT115955 (Barker et al., siehe oben (1983)), wurde
in die BamHI-Stelle von pUC18 (Yanisch-Perron et al., siene

oben (1985)) zu pCGN709 subkloniert.
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Herstellung von pCGN766c (35S-Promotor - 3'-Region)

Das HindIII-BamHI-Fragment von pCGN167 (Herstellung siehe
unten), das den CaMV-35S-Promotor, das 1-ATG-Kanamycingen
und das BamHI-Fragment 19 von pTiA6 enthdlt, wurde in die
BamH&—HindIII-Stellen von pUC19 geklcnt (Norrander et al.,
siehe oben {*983); Yanisch-Perron et al., siehe oben

(1985)); es entstand pCGN976.

Der 35S-Promotor und die 3'-Region aus dem Transkript 7
wurden durch Einfiihren eines 0,7 KB-HindIII-EcoRI-Fragments
von pCGN976 (35S-Promotor) und des 0,5 KB-EcoR%-SalI-Frag-
ments von pCGN709 (Transkript 7:3', Herstellung siehe oben)
in die HindIII-SalI-Stellen von pCGN566 hergestellt; es
entstand pCGN766c.

Endaufbau von pCGN783

Das 0,7 KB-HindIII-EcoRI-Fragment von pCGN766c (CaMV-35S-
Promotor) wurde an das 1,5 KB-EcoRI-SalI-Fragment von .
pCGN726¢c (1-ATG-KAN-3'-Region) in die HindIII-SalI-Stellen
von pUC119 (J. Vieira, Rutgers University, N.J.) gebunden;
es entstand pCGM778.

Die 2,2 KB-Region von pCGN778, das hindIII-Sall-Fragment,
das die CaMV-35S-Promotor (1-ATG-KAN-3'-Region) enthdlt,
ersetzte die HindIII-SalI-Polylinkerregion von pCGN739; es
entstand pCGN783.

pBrx17. wurde mit BamHI abgebaut und mit HincII teilabge-
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baut, wodurch das 1,2 KB-Nitrilasegen-Fragment entstand.
Das BamHI-HincII-Fragment wurde in mit BamHI-Smal abgebau-
tes pCGN566 eingebaut, es entstand das 3,7 KB-Plasmid
pBrx25, das das Nitrilasegen-Fragment enthielt.

pCGN566 wurde wie folgt hergestellt: pUC13 (CmR) (Ken
Buckley, Dissertation, U.C., San Diego) wurde mit EcoRI und
HindIII abgebaut, Polylinker aus pUC18 und pUC19 wurden
jewells in das lineargemaéhte pUC13 eingebaut, wobei
pCGN566 entstand, das einen Chloramphenicolresistenzmarker

tragt.

Das Plasmid pBrx25, das das 1,2 KB-Nitrilasegen-Fragment
enthidlt, wurde wie oben beschrieben in E. coli transfor-
miert. Das Plasmid wurde in herkommlicher Weise isoliert
und mit BamHI und EcoRI wiederum zum 1,2 KB-Nitrilasegen-
Fragment abgebaut. Das BamH1- und EcoRI-Fragment wurde in
mit BamHI und EcoRI abgebautes pCGN46 eingebaut, es ent-
stand das 6,6 KB-Plasmid pBrx27, das das Nitrilasegen-
Fragment enthdlt.

pBrx27 wurde wie oben beschrieben in E. coli transformiert.
Das Plasmid wurde in herkdmmlicher Weise isoliert und mit
XhoI abgebaut, es entstand ein 4,1 KB-Fragment, das den
MAS-Promotor, das Bromoxynilgen mit 11 BP der kakteriellen
5'-Region in der {ibersetzten Sequenz und die ocs-3'-Region
enthdlt. Das 4,1 KB-Fragment wurde in mit Sall abgebautes
pCGN783 eingebaut, es entstand das Plasmid pBrx29 mit etwa
31 KB.
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Nachweis der Nitrilaseexpression

Die Plasmide pBrx28 und pBrx29 wurden in den Stamm Agrobac-
terium tumefaciens K12 transformiert (Nester, "Ann. Rev.
Micrq.", 35, S. 531 (1981); Hoekema et al., "Nature", 303,
S. 179 (1983)). K12 (pBrx28) und K12 (pBrx29) wurden zur
Bildung von Gallen auf Kalanchde verwendet (Garfinkel, "J.

Bacteriolf", 144, S. 732 (1980)).

Etwa 1 g (Frischgewicht) Gallengewebe wurden in fliissigem
Stickstoff und einem Puffer, der 0,1 mol/l Tris, pH 7,5, 10
mmol/l EDTA, 0,15 mol’l NaCl, 0,05 % NP-40 (Netzmittel), 25
mg/ml BSA (Rinderserumalbumin), 1 mmol/l DTT und 0,13 pg/ml
Leupeptin enthdlt, gemahlen. Die Proben wurden nach der Zu-
gabe von 0,05 g Polyvinylpyrrolidon (Sigma) homogenisiert,
dann bei 15.000 g 15 min bei 4 °C zentrifugiert. 25 pl
Antiserum, das durch Injektion von gereinigter Nitrilase in
Kaninchen hergestellt wurde, und 250 pl 10 %-ige (Masse/Vo-
lumen) Suspension von S. aureus (Calbiochem) wurden zu
jedem {Uberstand zugegeben und 16 h bei 4 °c inkubiert. Die
Proben wurden dann zentrifugiert, der Niederschlag wurde
zweimal mit 20 mmol/l Tris, pH 7,5, 11nmol/l EDTA, 150
mmol/1l NaCl und 0,05 % NP-40 gewaschen. Die Niederschldge
wurden in 100 pl 0,125 mol/l Tris, pH 6,8, 4 % SDS (Natrium-
dodecylsulfat), 20 % Glycerin und 10 % BMe (B-Mercaptoetha-
nol) wieder suspendiert und 2 min auf 90 °C erhitzt. Alle
Proben wurden auf 10 $-igem Acrylamidgel der Elektrophorese
unterworfen (V.K. Laemmli "Nature", 227, S. 680-685
(1970)). Die wiederaufgeldsten Polypeptide wurden auf Ni-

trozellulosefilter (Schleicher & Schuell) transferiert
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(vgl. Burnette, "Anal. Biochem.", 112, S. 195-203

1981)). Die Nitrozellulosefilter -(Schleicher # Schuell)
wurden dann in BLOTTO (Johnson et al., "Gen. Anal. Tech-
nol.", 1, S. 38-42 (1983)) 1 bis 3 h bei 42 °C inkubiert,
dann iiber Nacht bei Raumtemperatur in BLOTTO, das eine
1:5b—L65ung des Anti-Nitrilaseserums enthielt, inkubiert.
Die Filter wurden 10 min in 20 mmol/l Tris, pH 7,5 und 150
mmol/l NaCl, dann 20 min in dem gleichen Puffer, der jedoch
0,05 $ Tween-20 enthielt uﬁd weitere 10 min in dem Puffer
ohne Tween-20 gewaschen. Es wurde dann BLOTTO, das 106
cpm/ml 1251 _parkiertes Protein A (9 p Ci/mg; NEN) enthielt,
zu den Filtern zugegeben, die 2 h bei Raumtemperatur inku-
biert wurden. Die Filter wurden iiber Nacht in 50 mmol/1l
Tris, pH 7,5, 1 mol/l NaCl und 0,4 % Sarkosyi gewaschen.
Nach dem Sptilen und dem Trocknen wurden die Filter einem
Kodak AR-Rontgenfilm bei - 70 °C unter Verwendung eines

DuPont-Cronex-Intensivierungsserum ausgesetzt.

Transformation und Regenerierung von Tabakbldtter-Scheiben,

die mit A. tumefaciens cokultiviert wurden

Tabakpflanzen wurden unter sterilen Bedingungen (25 °C, 16 h
weiBes Licht, MS-Medium (1 mg/l IAA (Indolessigsiure), 0,15
mg/l Kinetin) kultiviert. 3 Wochen alte Pflanzen, die durch
Verpflanzen des Haupttriebs erhalten wurden, werden als
Gewebespender verwendet. Junge Bldtter (bis zum vierten
Blatt von oben) wurden ausgewdhlt, Blattscheiben mit einem
Durchmesser von 2 mm wurden ausgestanzt und in Petrischalen
(3 cm Durchmesser) in 1 ml MS-Medium mit 1 mg/l IAA einge-

bracht. Nachdem die Scheiben iiber Nacht in v6lliger Dunkel-
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heit gehalten wurden, wurde Agrobacterium (A772xpN1 oder
pN2)-Zellen (108 - 109/m1 in Pflanzenkulturmedium) diesen
Kulturen zugegeben. Die Cokultivierung wurde 13 bis 24 h in
der Dunkelheit durchgefiihrt. Durch dreimaliges Waschen mit
MS-Medium ohne Hormone, das jedoch 350 mg/l Cefotaxin
(Boéhringer, Mannheim) enthielt, wurden die Blattscheiben
von Agrobacterium befreit. Die Blattscheiben wurden in
Petrischalen mit einem Durchmesser von 9 cm in 10 ml MS-
Medium ohne Hormone eingebracht. Petrischalen mit Phytagar
(0,6 % Gibco, 350 mg/l Cefotaxin) wurden mit Paraffin
verschlossen und unter den gleichen Bedingungen als Gewebe-
spenderpflanzen gehalten. Die Regenerationskei@e wurden in

den folgenden 2 bis 5 Wochen sichtbar.

Die Pflanzen mit 6 Bldttern wurden mit einem direkten
Strahl einer Bromoxynilldsung auf die eingetopfte Pflanze
bespriiht. Jeder 10 =~m Topf enthielt eine Pflanze und er-
hielt 2,5 ml Spray. Die Pflanzen wurden in einem Gewadchs-
haus bei 25 °C, 70 % relativer Feuchtigkeit und einer
Lichtperiode von 60 h gaezilichtet. Das Wachstum wurde 9 Tage
nach dem Bespriihen durcn Z3hlen der neuen Bladtter, die

ldnger als 0,5 cm waren, bestimmt.

Herstellung einer kleinen Uatereinheit einer Promotor-

Bromoxynilgen-Chimdre von Tabak zur Expression der

Bromoxynil-spezifischen Nitrilase in Tabak

Herstellung einer Tabak-ssu-Promotorkassette

Genom-Klone, die die kleine Tabakgen-Untereinheit enthiel-
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ten, wurden aus einer EcoRI-Teilgenombibliothek, die aus
Nicotiana tabacum (Samsum)-DNA hergestellt wurde, isoliert.
Die Klone wurden unter Verwendung eines PstI-DNA-Segments
mit 740 BP eines Klons einer kleinen Erbsen-cDNA-Unterein-
heip ausgewahlt (Broglie et al., "Proc. Natl, Acad. Sci.
Usa", 78, S. 7304-7308 (1981)). Ein 3,4-KB-EcoRI-Fragment,
das eine Tabak--codierende Region und eine 5'-flankierende
Sequenz enthielt, wurde aus einem Charon-32-Lambda-Phasen-
klon (3-8) in M13mp18 geklont (Yanisch-Perron et al.,
"Gene", 33, S. 103-119 (1985)). Dieser Unterklon wurde mit
NSUE2018 bezeichnet. Die Lokalisierung der TATA-Box (Promo-
tor) und des mutmaBlichen ATu-Startcodons fiir das Protein
der kleinen Untereinheit wurde durch DNA-Sequenzierung
bestimmt. Eine einstrangige DNA-Schablone wurde aus
NSUE2018 hergestellt und zu einem Ring eines 25-basigen
einstrangigen synthetischen Oligomers
(5'TGTTAATTACACTTTAAGACAGAAA3') geschlossen. Dieses Sequenz
ist zu den 25 Basen unmittelbar am 5'-Ende des mutmaflichen
ATG der kleinen Tabakgen-Untereinheit komplementir. Der
Primer wurde zur Herstellung von dopéelstrangiger DNA unter
Verwendung des Klenow-Fragments von DNA-Polymerase I erwei-
tert, mit HindIII zu einem doppelstrangigen DNA-Fragment
mit einem stumpfen Ende an einem Ende des Primers und dem
HindIII-Uberhang am anderen Ende abgebauf. pUC18 wurde mit
Smal und HindIII abgebaut, das oben hergestellte doppel-
strangige DNA-Fragment wurde in den Polylinker eingebaut,
wobei ein 4,1 KB-Plasmid mit der Bezeichnung pCGN625 ent-
stand. pCGN625 wurde mit HindIIX abgebaut, mi: dem Klenow-
Fragment am stumpfen Ende verbunden, mit IcoRI abgebaut und

in mit EcoRI-Smal gespaltenes pUC18 eingebaut; es entstand
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ein 4,1 KB-Plasmid pCGN627. Ein 6,3 KB-DNA-Segment wurde
erhalten, das ein BamHI-PstI-Fragment aus pACYC177 (Chang
und Cohen, "J. Bacteriol", 134, S. 1141-1156 (1978)) ent-
hielt, das an der PstI-Stelle an ein PstI-EcoRI-Fragment
gebunden ist, das die ocs-3'-Region, 12823 BP (EcoRI) bis
10069 BP (PstI) umfaBt (Barker e* al., "Plant Molec.
Biol.", 2, S. 335-350 (1984)). Das 6,3 KB-DNA-Segment wurde
in mit BamHI und EcoRI abgebautes pCGN627 eingefiihrt, so
daB die ocs-3'-Region zu dem Tabak-ssu-Fragment benachbart

ist; es entstand ein 7,7 KB-Plasmid pCGN630.

Das pCGN630-Plasmid wurde durch Abbau mt BamHI, Verkniipfen
am stumpfen Ende mit dem Klenow-Fragment, RingéchluB, Abbau
it KpnI, Verbinden am stumpfen Ende mit T4-Polymerase und
Einbau von BamHI-Linkern, um eine BamHI-Stelle zur Verfii-
gung zu stellen, manipuliert. Das entstandene Plasmid
pCGN1509 wurde mit BglII gespalten, am stumpfen Ende mit
Klenow-Polymerase verbunden und mit HindIII-Linkern ver-
knipft. Das entstandene Plasmid pCGN1510 hat eine HindITI-
Stelle in der ocs-3'-Region und eine HindIII-Stelle, die
benachbart und auBerhalb der Tabak-ssu-Region ist. pCGN1510
wurde dann mit BamHI und SstI abgebaut, wobei die Region
zwischen der ssu-Region und der ocs-3'-Region zerschnitten
wird, und ein BamHI-SstI-Fragment aus pBrx25 so eingebaut,
so daB es zwischen und in der richtigen Orientierung der
ssu-Promotorregion und der ocs-3'~Endregion ist. Das ent-

standene 8,9 KB-Plasmid wurde mit pBrx36 bezeichnet.

pBrx36 wurde mit HindIII abgebaut und in mit HindIII ge-
spaltenes pCGN783 zu pBrx39 und pBrx40 eingebaut, wobei das
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Nitrilasegen in entgegengesetzter bzw. gleicher Transkrip-

tionsrichtung wie das Kanamycingen ist,

Die Plasmide wurden in A. tumefaciens LBA4404 transformiert
und dann mit zweikeimblittrigen Tabakpflanzén (Nicotiana
tabacum cv. "Xanthi") cokultiviert. Die ‘kanamycinresisten-
ten SchéBlinge wurden in herk®mmlicher Weise in Tabakpflan-

zen regeneriert,

Phenotyp von transgenen Tabakpflanzen, die das Bromoxynil-

spezifische Nitrilasegen exprimieren.

Blattgewebe aus transformierten Tabakpflanzen iS bis 6
Bldtter) exprimierten das Nitrilasegen (bestimmt nach her-
kémmlicher Western-Analyse). Ein 5 mm groBes Blattstiick aus
oberfldchensterilisierten (10 $% Hypochlorit, mit Wasser
gewaschen) Bldttern wurden in einem Bromoxynil enthaltenden
Medium unter photoautotrophen Bedinguncen suspendiert. Die
verwendeten Medien waren MS-Salze, die 0,93 mg/1l Naphthyl-
essigsdure und 0,11 mg/l Benzylaminopurin und unterschied-
liche Mengen an Bromoxynil enthielten. Die Bromoxynil-
Konzentration schwankte von 10-3 bis 10-6 mol/l bei 0,1
Verdiinnungen. Die photoautotrophen Bedingungen waren 5 %
COy, 10 = O, und 85 % No. Kontroll-Tabakblattabschnitte,
die nicht transformiert worder sind, wurden mit 10~© mol/1
Bromoxynil gebleicht (gehemmt). Im Gagensatz dazu waren
transformierte Blattabschnitte, die die Bromoxynil-spezifi-
sche Nitrilase aus dan Plasmiden PBrx39 und pBrx4( expri-
mierten, gegeniiber 107> bzw. 104 mol/l Bromoxynil resi-

stent.
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Phenotyp von transgenen Tomatenpflanzen, die das Bromoxy-

nil-spezifische Nitrilasegen exprimieren.

Die Cokultivierung von zweikeimbldttrigen Tomatenpflénzchen
(Lycopersicon esculentum cv. UC828) wurde, wie filir Tabak
beschrieben, durchgefiihrt, Kanamycin-SchéB8linge wurden re-
generiert. Das Blattgewebe aus transformierten Tomaten-
pflanzen (7 bis 10 Bldtter) exprimierten das Nitrilasepro-
ﬁein (bestimmt durch Standard-Western-Analyse). Etwa 5 mm
grofe Blattabschnitte aus oberfldchensterilisierten (10 %
Hypochlorit, mit Wasser gewaschen) Blattern wurden in einem
Bromoxynil enthaltenden Medium bei verschiedenen Konzentra-
tionen unter photoautotrophen Bedingungen susﬁendiert. Die
Medien waren MS-Salze, die 2 mg/l 2,4-Dichloressigsdure, 1
mg/1l Isopentyladenin, 100 mg/l Myoinosit und 10~5 oder 1070
mol/l Bromoxynil enthielten. Es wurden die gleichen photo-
autotrophen Bedingungen, wie oben fiir Tabak beschrieben,
verwendet. Kontrollblattabschnitte, die nicht transformiert

=6 mol/1 Bromoxynil gebleicht,

worden sind, wurden mit 10
wdhrend transformierte Pflanzen, die das Bromoxynil-spezi-
fische Nitrilaseden aus pBrx29 exprimierten, gegeniiber 1073
mol/l Bromoxynil resistent waren. Transgene Tomatenpflanzen
(10 bis 20 Bldtter) wurden mit einem handelsiiblichen Brom-
oxynilprédparat (BUCTRIL) bespriiht und waZen bei einer Kon-

zentration von 0,22 kg/0,4 ha (0,5 lb/acre) resistent.
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Herstellung einer modifizierten Nitriiase mit einem :substi-

tuierten C-Ende

Das Plasmid pBrx9 wurde mit SphI abgebaut und wieder zum
Ring geschlossen, so daB eine Deletion in der Codierregion
am C-Ende des Nitrilasegens entstand. Die DNA-Sequenz aus
pUC18 ist im Leseraster mit der 3'-CphI-Stelle der Nitri-
lase-Codierregion, wobei etwa 10 Codons zu einem TGA-Codcn

aus pUC18 zugefligt werden.

Die Anwesenheit der zusdtzlichen 10 Codons ist zufdllig und
bestdtigt die Tatsache, daB diese Codons entfernt werden
kénnen, ohne daBf die Nitrilaseaktivitdt wesentlich beein-

fluBt wird, wobei eine verkiirzte Nitrilase entsteht.

Im folgenden wird die Sequenz mit den vorausgesagten Amino-
sdauren der am C-Ende modifizierten Nitrilase (nit-11) ange-

geben:
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92 119
ATG GAC ACC AC: TTC AAA GCA GCC GCT GTIT CAG GCC GAA CCG GTA TGG ATG GAT
MET Asp Thr Thr Phe Lys Ala Ala Ala Val Gin Ala Glu Pro Val Trp MET Asp

' 146 173
GCC GCT GCA ACA GCC GAT AAG ACC GTG ACG NTA GTA GCT AAA GCC GCA GCG GCT
Ala Ala Ala Thr Ala Asp Lys Thr Val Thr Leu Val Ala Lys Ala Ala Ala Ala

. 200 . 227
GGC GCG CAG CTC GTC GCA TTT CCC GAA TTIG TGG ATT CCG GGC TAC CCA GGA TCC
Gly Ala Gln Leu Val Ala Phe Pro Glu Leu Trp Ile Pro Gly Tyr Pro Gly Phe

254 281
ATG CTC ACG CAC AAC CAA ACC GAA ACC CTA CCA TTC ATC ATT AiA TAC CGC AAG
MET Leu Thr His Asn Gln Thr Glu Thr Leu Pro Phe Ile Ile Lys Tyr Arg Lys

308 335
CAG GCA ATC GCC GCC GAT GGA CCA GAA ATC GAA AAA ATT CGC TGC GCG GCT CAG
Gln Ala Ile Ala Ala Asp Gly Pro Glu Ile Glu Lys Ile Arg Cys Ala Ala Gln

362 ) 389
GAG CAT AAC ATT GCG CTC TCC TTT GGG TAC AGC GAA CGG GCT GGC CGT ACG CTC
Glu His Asn Ile Ala Leu Ser Phe Gly Tyr Ser Glu Arg Ala Gly Arg Thr Leu

416 443
TAC ATG TCA CAA ATG CTT ATC GAT GCC GAT GGC ATC ACC AAA ATT CGT CGT CGA
Tyr MET Ser Gln MET Leu Ile Asp Ala Asp Gly Ile Thr Lys Ile Arg Arg Arg

470 497
AAG CTC AAA CCA ACC CGC TTT GAA CGA GAA CTC WiT GGC GAA GGT GAC GGA TCG
Lys Leu Lys Pro Thr Arg Phe Glu Arg Glu Leu Phe Gly Glu Gly Asp Gly Ser

524 551
GAC TTA CAG GTC GCC CAA ACT AGC GIT GGT CGG GTG GGT GCC CTC AAC TGC GCG
Asp Leu Gln Val Ala Gln Thr Ser Val Gly Arg Val Gly Ala Leu Asn Cys Ala

578 605
GAG AAT TTG CAG TCG CTA AAC AAG TTT GCG CTT GCT GCC GAG GGT GAA CAG ATA
Glu Asn Leu Gln Ser Leu Asn Lys Phe Ala Leu Ala Ala Glu Gly Glu Gln Ile

632 ' 659
CAT ATC TCC GCC TGG CCA TTC ACG CTT GGA AGC CCT GTG CTC STC GGA GAC TCC
His Ile Ser Ala Trp Pro Phe Thr Leu Gly Ser Pro Val Leu Val Gly Asp Ser

686 © 713
ATC GGC GCC ATC AAC CAG GTC TAC GCG GCC GAG ACG GGG ACC TTC GTT CTC ATG
Ile Gly Ala Ile Asn Gln Val Try Ala Ala Glu Thr Gly Thr Phe Val Leu MET

740 767
TCG ACG CAG GIG GIT GGA CCG ACC GGC ATC GCC GCC TTC GAG ATC GGA GAC AGG
Ser Thr Gin Val Val Gly Pro Thr Gly Ile Ala Ala Phe Glu Ile Glu Asp Arg

794 821
TCA AAC CCG AAT CAG TAT CTT GGT GGT GGG TAC GCG CGG ATC TAC GGG CCT GAC
Tyr Asn Pro Asn Gln Tyr Leu Gly Gly Gly Tyr Ala Arg Ile Tyr Gly Pro Asp




ATG
MET

GAG
Glu

CAC
His

GCG
Ala

AAG
Lys

TTA
Leu

AAT
Asn

ATC
Ile

GGC
Gly

ACG
Thr

AAC
Asn

CAG
Gln

ATC
Ile

TAT
Tyr

CAG
Gln

ATC
Ile

TAT

Tyr

GTG
Val

CIT
Leu

CAG
Gln

TTG
Leu

TCC
Ser

GCC
Ala

CAG
Gln

CCG
Pro

TIG
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

CTG
Leu

CGC
Arg

AAG
Lys

CTG
Leu

CGC
Arg

GAA
Glu

ACT
The

GCC
Ala

TCG
Ser

TGG
Trp

AAC
Asn

GTT
Val

CAG
Gln

AGC
Ser

TCG
Ser

CCT
Pro

AGC
Ser

TCG
Ser

CCT
Pro

GIT
Val

GGC
Gly

CAA
Gln

CTA
Leu

cca
Pro

CAG
Gln

GGA
Gly

TAT
Tyr

Lys

ATG
MET

GAT
Asp

AAG
Lys

ATG
MET

GAT
Asp

ATC
Ile

CGT
Arg

ACT
Thr

AAC
Asn

TTC
Phe

GTIC
Val

CCG
Pro

CIT
Leu

TCG
Ser

CTT
Leu

GIG
Val

TCG
Ser

CTT
Leu

GTG
Val

GAC
Asp

TTT
Phe

AGC
Ser

AAG
Lys

ACG
Thr

TAC
Tyr

ACC
Thr

GGT
Gly

TTG
Leu

GAC
Glu

TTC
Phe
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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
GIT GGT
Val Gly

567
TTIT 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

GTG
Val

GGT
Gly

TCG
Ser

CGG
Arg

CTT
Leu

AGC
Ser

GAG
Glu

GCC
Ala

TAC
Tyr

ACC
Thy

AAG
Lys

TCG
Ser

ACC
Thr

AAG
Lvs

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

CGG
Arg

GAG
Glu

TCG
Ser

AAC
Asn

GAG
Glu

TCG
Ser

AAC
Asn

GAC
Asp

GGA
Gly

GCC
Ala

GAG
Glu

CTIC
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

CccC
Pro

AAC
Asn

GAA
Glu

GGA
Gly

GTT
Val

GAA
Glu

GGG
Gly

GTC
Val

CccC
Pro

CGG
Arg

GTC
Val

ccc
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

284048

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
Pro Ala




GTG TCA
Val Ser

CCC GAC
Pro Asp

CGT TAT
Arg Tyr

ATG TCC
MET Ser

ACC CGT
Thr Arg

GAA
Glu

GAG
Glu

TGC
Cys

AGA
Arg

GTT
Val

GGG
Gly

GGA
Gly

CGC
Arg

ATC GAC
Ile Asp

GAT CGT
Asp Arg

CAT TCC
His Ser

AGA AAA
Arg Lys
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999
TCA AAC GGT
Ser Asn Gly

1053
GAG GTC GTA
Glu Val Val

1107
TAA TAA AAA
. . Lys

1161
TAT AGC CCA
Try Ser Pro

1215

GAC
Asp

ATC
Ile

GAG
Glu

GAG
Glu

GAG
Glu

TCT
Ser

ACA
Thr

TTA
Leu

GAC
Asp

ACG

Thr

CGT
Arg

Lys

CCG
Pro

GCA
Ala

TGT
Cys

CGC
Arg

AGA
Arg

ATA
Ile

ACC
Thr

GAA
Glu

GCA
Ala

GGG
Gly

AAA
Lys

GCC
Ala

GCA
Ala

GTT
Val

GGG
Gly

ATC
Ile
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1026
TGC GAG
Cys Glu

1080
CTA CCC
Leu Pro

1134
GTG TTC
Val Phe

1188
GCT TTA
Ala Leu




284048

Herstellung einer modifizierten Nitrilase mit einem substi-

tuierten N-Ende

Dus Plasmid pBrx9 wurde mit BamH1 abgebaut und anschlieBend
mit Bal31l etwa 5 min zur Entfernung von etwa 51 Nukleotiden
zerschnitten. Das Enzym wurde inaktiviert, die zerschnit-
tene lineare DNA-Sequenz wurde mit BamH1-Linkern verbunden,
mit BamH1 abgebaut und unter Verkniipfungsbedinguncen zum
Rihg geschlossen. Das entstandene Plasmid pBrx15 enthielt
etwa 5,1 KB und eine geringere Anzahl an Codons am 5'-Ende.
pBrx15 wurde mit HincI teilabgebaut, so daB es an der Hinc-
Stelle stromabwdrts von der Codierregion fiir Qie Nitrilase
zerschnitten wurde, und mit BamH1 vollstdndig abgebaut,
wobei ein Fragment entstand, in dem die Codierregion fiir
die Nitrilase am 5'-Ende verkiirzt war. Dieses Fragment
wurde in pCGN566 eingebaut, das vollstindig mit BamH1 und
Smal abgebaut worden war; dabei entstand das Plasmid pBrx23
mit 3,7 KB. Das Plasmid pCGN566 ist eir. Derivat wvon puc13
mit Polylinkern aus pUC18 und pUC19 und einem Chloramphe-
nicol—Resisténzgen. Das Fragment aus pBrx15 wird in das
Leseraster mit einem stromaufwdrts gerichteten Anfangscodon
- eingebaut, dabei ersetzen 17 von der pUC19-Sequenz codierte
Aninosduren die Aminosduren der natiirlich vorkommenden

Nitrilase.

Aufgrund dieser Sequenz behdlt die Nitrilase ihre Aktivitit
sowohl mit einer lidngeren Aminosiuresequenz am N-Ende als
auch nach Verkiirzung dieser N-terminalen Sequenz oder
Substitution der natiirlich vorkommenden Aminosiure der N-

terminalen Sequenz mit anderen Aminosduren.
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Im folgenden wird die Sequenz der N-terminal-modifizierten

Nitrilase (nit-23) angegeben:
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27 54
ATG ACC ATG ATT ACG CCA AGC TTG CAT GCC TGC AGG TCG ACT CTA GAG GAT CCG
MET Thr MET Ile Thr Pro Ser Leu His Ala Cys Arg Ser Thr Leu Glu Asp Pro

81 108
GAC ACC ACT TTC AAA GCA GCC GCT GTT CAG GCC GAA CCG GTA TGG ATG GAT GCC
Asp Thr Thr Phs Lys Ala Ala Ala Val Gin Ala Glu Pro Val Trp MET Asp Ala

135 162
GCT GCA ACA GCC GAT AAG ACC GTG ACG CTA GTA GCT AAA GCC GCA GCG GCT GGC
Ala-Ala Thr Ala Asp Lys Thr Val Thr Leu Val Ala Lys Ala Ala Ala Ala Gly

189 216
GCG CAG CTC GTIC GCA TTT CCC GAA TTG TGG ATT CCG GGC TAC CCA GGA TTC ATG
Ala Gln Leu Val Ala Phe Pro Glu Leu Trp Ile Pro Gly Tyr Pro Gly Phe MET

243 270
CTC ACG CAC AAC CAA ACC GAA ACC CTA CCA TTC ATC ATT AAA TAC CGC AAG CAG
Leu Thr His Asn Gln Thr Glu Thr Leu Pro Phe Ile Ile Lys Tyr Arg Lys Gin

297 324
GCA ATC GCC GCC GAT GGA CCA GAA ATC GAA AAA ATT {GC TGC GCG GCT CAG GAG
Ala Ile Ala Ala Asp Gly Pro Glu Ile Glu Lys Tle Arg Cys Ala Ala Gln Glu

351 378
CAT FAC ATT GCG CTC TCC TTT GGG TAC AGC GAA CGG GCT GGC CGT ACG CTC TAC
His Asn Ile Ala Leu Ser Phe Gly Tyr Ser Glu \rg Ala Gly Arg Thr Leu Tyr

405 432
ATG TCA CAA ATG CTT ATC GAT GCC GAT GCC ATC ACC AAA ATT CGT CCT CGA AAG
MET Ser Gln MET Leu Ile Asp Ala Asp Gly Ile Thr Lys Ile Arg Arg Arg Lys

459 4,86
CTC AAA CCA ACC CGC TTT GAA CGA GAA CTC TIT GGC GAA GGT GAC GGA TCG GAC
Leu Lys Pro Thr Arg Phe Glu Arg Glu Leu Phe Gly Glu Gly Asp Gly Ser Asp

-~

513 : 540
TTA CAG GTC GCC CAA ACT AGC GTT GGT CGG GIG GGT GCC CTC AAC TGG GCG GAG
Leu Gln Val Ala Gin Thr Ser Val Gly Arg Val Gly Ala Leu Asn Cys Ala Glu

567 594
AAT TTG CAG TCG CTA AAC AAG TTT GCG CTT GCT GCC GAG GGT GAA CAG ATA CAT
Asn Leu Gln Ser Leu Asn Lys Phe Ala Leu Ala Ala Glu Gly Glu Gln Ile His

621 ' 648
ATC TCC GCC TGG CCA TTC ACG CTT GGA AGC CCT GIG CTC GIC GGA GAC TCC ATC
Ile Ser Ala Trp Pro Phe Thr Leu Gly Ser Pro Val Leu Val Gly Asp Ser Ile

675 702
GGC GCC ATC AAC CAG GIC TAC GCG GCC GAG ACG GGG ACC TTC GTT CTC ATG TCG
Gly Ala Ile Asn Gln Val Tyr Ala Ala Glu Thr Gly Thr Phe Val Leu MET Ber

729 756
ACG CAG GTG GTT GGA CCG ACC GGC ATC GCC GCC TTC GAG ATC GAA GAC AGG TAC
Thr Gln Val Val Gly Pro Thr Gly Ile Ala Ala Phe Glu Ile Glu Asp Arg Tyr

783 810
AAC CCG AAT CAG TAT CTT GGT GGT GGG TAC GCG CGG ATC TAC GGG CCT GAC ATG
Asn Pro Asn Gln Tyr Leu Gly Gly GLy Tyr Ala Arg Ile Tyr Gly Pro Asp MET
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837 864
CAG TTG AAG AGC AAG TCG TTG TCA CCC ACC GAA GAG GGC ATC GTC TAC GCC GAG
Gln Leu Lys Ser Lys Ser Leu Ser Pro Thr Glu Glu Gly Ile Val Tyr Ala Glu

891 918
ATE GAC CTG TCG ATG CTT GAG GCA GCA AAG TAC TCG CTC GAT CCC ACG GGC CAC
Ile Asp Leu Ser MET Leu Glu Ala Ala Lys Tyr Ser Leu Asp Pro Thr Gly His

945 972
TAT TCG CGC CCT GAT GTG TTC AGC GTIG TCG ATT AAC CGG CAA CGG CAG CCT GCG
Tyr Ser Arg Pro Asp Val.Phe Ser Val Ser Ile Asn Arg Gln Arg Gln Pro Ala

999 1026
GTG TCA GAA GTT ATC GAC TCA AAC GGT GAC 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 GTA 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

ATG TCC AGA CGC AGA AAA TAT AGC CCA GAG TTA AAA CGC GAA GCC ATC GCT TTA
MET Ser Arg Arg Arg Lys Tyr Ser Pro Glu Seu Lys Arg Glu Ala Ile Ala Leu

1215
ACC CGT C
Thr Arg His
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Reinigung des Wildtyps und der modifizierten Nitrilase

Nitrilase wurde aus E. coli MM 294-Zellen in der stationd-
ren Phase, die pBrx9, pBrx11 oder pBrx28-Plasmide enthiel-
ten, erhalten. Die Kulturen wurden unter Amp’ :illin-Selek-
tioﬁ geziichtet, bis die Bestimmung auf Nitrilase in den
Gesamtzellen einen 0D640—Wert‘von etwa 2,0 zeigten. Die
Kulturen wurden bei 8000 g 15 min bei 4 °C zentrifugiert.
Die Zellen wurden in 0,1 mol/l Kaliumphosphatpuffer, pH 7,4
gewaschen, zu Kiigelchen geformt, getrocknet nund bei - 20 °C
gefroren. Die Kiigelchen wurden bei 4 °C aufgetaut und in 40
ml 50 mol/l Kaliumphosphatpuffer, 1 mmol/l Ditpiothreit und
0,1 mmol/l EDTA (KDE) wieder suspendiert. Die Zellsuspen-
sion wurde durch eine franzdsische Presse geleitet und bei
60.000 g 40 min bei 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand
(Rohextrakt) wurde mit KDE-Puffer auf eire Proteinkonzen-
tration von 12 mg/ml (Fraktion I) verdlinnt. Der Rohextrakt
wurde mit Ammoniumsulfat fraktioniert, die 25 bis 35 %-
Fraktion (Fraktion II) enthielt 85 % der Nitrilaseaktivi-
tdt. Diese Fraktion wurde in 10 ml KDE-Puffer suspendiert

und ausgiebig gegen diesen Puffer dialy:..ert.

Die Fraktion II wurde weiter in einer DEAE-Sephadex A-50-
Siule (4,9 cm? % 40 cm), die in KDE-Puffer equilibriert
worden ist, gereinigt. Der Nitrilasegipfel wurde mit einem
NaCl-Gradienten von 0,1 bis 0,4 mol/)l in KDE-Puffer elu-
iert. Die aktiven Fraktionen wurden gesammelt (Fraktion
IIT), mit Ammoniumsulfat ausgefdllt und in 25 mmol/l Histi-
din, pH 6,2, dialysiert. Eine Pharmacia-Chromatofokussiexr-~

Sdule (1,75 cm? x 20 cm) wurde mit Polypuffer 94 Austauscn-
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havz (PBE 94), das mit 25 mmol/l Histidin, pH 6,2, equili-
wriert worden ist, hergestellt. Die Sdule wurde zuerst mit
Polvpuffer 74, pH 4,0 zur Herstellung eines pH-Gradienten
von 6 bis 4 gewaschen, dani wurde das Enzym mit 1 mmol/1
NaCl ecluiert. Der die aktiven Enzymfraktionen enthaltende
Gipfél wurde mit Ammoniumsulfat ausgefdllt und in KDE
(Fraktion IV) dialysiert. SDS-PAGE auf einem 17,25 $-igen
Gel zeigte eine starke Bande bei einer Molekililmasse von
etwa 37.060 und eine schwache Verunreinigung bei einer

Molekiilmasse von etwa 70.000.

Die {iberpriifung mit dem Densitometer zeigt, daB das Nitri-

lasepridparat der Fraktion IV zu 99 % homogen ist.

In der folgenden Tabelle sind die Ergebnisse der Reinigung
und die Eigenschaften der gereinigten Nitrilaseprodukte

angegeben.



784048

- 57 =

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

Nitrilasen
nit-wt nit-11 nit-23
Ammoniumsulfat-Fraktion 25-35 % 10-25 & 20-35 %

DEAE-Sephadex-Elction 270 mmoi/l 150 mmol/l 290 mmol/1l

Chromatofokussierende

Elution, pH6-4-Gra- 1 mol/l 1 mol/1
dient, mit 1 mol/1 NaCl pH 4,6 NacCl
NaCl aewaschen

Spezifische Aktivitat 25,7 55 19,7
Reiniqung (x) 10,3 16,4 35,8
Km (mol/l) 0,31 0,05 ' 0,11
Vmax \pumol/min/mg) 15 36 9
Aktive Enzymform dimer multimer dimer

Nach den oben angegebenen Verfahren kdnnen Pflanzen erhal-
ten werden, die Bromoxynil-resistent sind und im Peid in
Gegenwart von Bromoxynil verwendet werden konnen, ohne das

ihr Wachstum beeintridchtigt wird.

ErfindungsgemdB ist es nun mdglich, die Pflanzen dadurch zu
verbessern, dag éie gegeniiber Herbiziden und insbesondere
gegeniiber spezifischen'Benzonitril—Herbiziden resistent
gemacht werden. D.h.,, das die Nitrilase codierende Gen kann
in einen Pflanzenwirt eingefiihrt werden, wodurch das Gen
exprimiert wird und der Pflanze Benzonitril-Resistenz ver-
leiht. Zus&tzlich kann das Enzym durch Klonen des Gens in

einem geeigneten bakteriellen Wirt,in dem das Enzym expri-
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miert wird, produziert werden. Enzyme mit einer zu {iberpri-
fenden Aktivitdt finden vielerlei Anwendungen, z.B. in
Versuchen zum Nachwels bestimmter Substanzen oder des Ben-
zonitrilsubstrats. AuBerdem konnen die Enzyme und die die
Enzyme exprimierenden Bakterien zur Entfernung der Benzo-
nitril-Herbizide aus verunreinigten Bdden eingesetzt wer-

den.

Obwohl die Erfinduﬁg eingehend erlduter: und die Beispiele
zum Verstidndnis angec¢eben worden sind, k&nnen gewisse Ande-
rungen und Modifikationen innerhalb des Schutzumfangs der

Anspriiche erfolgen.

E. coli MM294 (pBrx5) wurde bei A,.T.C.C. am 22, Januar 1986

unter der Hinterlegungsnummer 534335 hinterlegt.

E. coli MM294 (pBrx11) wurde bei A.,T.C.C. am 18. Juni 1987

unter der Hinterlegungsnummer 67441 hinterlegt.

E. coli MM294 (pBrx23) wurde bei A.T.C.C. am 18. Juni 1987

unter der Hinterlegungsnummer 67442 hinterlegt.
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