-1 = 0257542 Phosphi not hrici n (PTC,

2- am no- 4- net hyl phosphi nobutyric aci d)gplosgsamzalm bi tor of glutamne
synthetase. PTCis a "structural unit" of the antibiotic phosphinothricyl-
al anyl -alanine. This tripeptide (PTT) is active against 5 G ampositive
and G am negaBeschrelbmogeri a as wel | as against the fungus Botrytis cinerea
(Bayer et al., Helv. Chim Acta 55 (1972) 224). PTT is produced by the
strain Strept omPhesghinoftiriein dBEG r AipEfrasthyigtpeph In?buuﬁl@él!fe) (Hin Clugmingynthptagg-inhibitor.
4112). 10  GRTFGrisheipgBaustein® des| Antibiatiums Shsphinaifvieyalenyefaning Pleses Jdipeptig (RTI) ist akiiv
her bi cide, & gayen Grapcpispiiveiyag Gramenegative Baldsrion-undiauch aasnasisn G3pekYERLinersp (Bayor ot al,
pl ant s “Wose F‘ﬂ‘é |C§'t“aﬁ‘?,‘e55t 697@#@4} ETEW‘EWWBH?%W@W 4 (DSM

g saine syt Qe%, S f* L e B

an inst abi | | t Y %ﬁ bes% tberen Resi %&gége
roduzve Jng
gl ut am ne iﬂ"f;w é}"‘g'g 9“! 42 Eth % lFlh lllt%i? n c ner
r eappear . Qﬁ% mge m il
l% dl

! itive
cl ai s, rela ﬁﬁm s use or the productlon

of PTC resi st aniy matapm&hbt éef.seraet s&rsmadmme.h@egmst a@eirPResistenz-
resi st ance ,MBpdnedegenl FRC GRD Sehiesv ohBung Yl ASIbBIuhP PTd- RBisterRérEttiaAz4® DARIber hinaus kann
N-acetyl ati OnduQJes GBreaden B18 RBiAnzMBKE Vebvehithing finde® Waitérnih ©ighet biaH @8 GBR B@ seloktiven N-
accordi ng to hk@méringaset i-PeimGairalmiseRinaPTeed by cutting, with BanHl, the

total DNA from Bu$ efihmegagerniBe \Resisteigl Gsgoy eme sst [MHkltieA. his o GsaritEDNAD®R rauf PTT-
sel ect ed for Rdsktene sdickiiamemSrefiymycboiiridaghramolenas DEM 4112 dirck SctidSiden minBagiHL, Klonard
by sel €Cti an binss 4Tkb graBen Eagments. und Sadlektiosaus P1 1-Besiseni. DlecHestiktpnskériedEigue 1)lgharakteri-
det ai | s t he chiar dieseed.D ki-Fregmenfnlhéri s 4. 0 kb fragnment in nore detail. O oning
experi ments on $eeh Kisnierew font Teilbereichirhdiéses d ire-Filagrogates wutde died.dgeodas Goderbeseighisi niiker
the position efigegiqest.disibehgpigte sichpdadrdes Resistentger ayf dern 1 kb [Sgt-Sptt-FragmenptBepitipreg 55
this that thebie@dp i Figdd liegh Rurch Yerdgwiag el Bgll wird glas, 0.8 kix grole; Fragrentgewonnoen, flaf pach
(posi ti ons 29, Eigbaudn pinjRaspyid yndgTra "“al')?"g‘@@tﬁ didane PHT-Bepstenz praiiph: Qipsp ﬁef'ﬂ%'z ist
fragment whi cAuFRdigf-deqiyjenipg won PTE d whi ch ft er in tion

plasmd and tra %%TQE'P’BW h ga"ai"'l ? ﬁ’r‘? deg- "Pﬁefg 5?'535(%

(§ ue %ang)
resi stance i s 'y‘f terrg
of the 0.8 kble% des nsi gt%glm vorl%sgten or wnedergeg o'ade osmo
In der DNA-Sequenz | ist die "Shine~-Dalgarno-Sequenz” durch Unterstreichen hervorgehoben, ebenso

cleo d (Position 807), ist der Beginn des Stop-Codons.
das als Startcodon wirkende GTG. Der maggebliche Leserahmen ist also in der obersten Zeile ausgedruckt.

Die DNA-Sequenz Il zeigt die Restriktionsschnittstellen innerhalb des sequenzierten Gens. Enzyme, die
die Sequenz mehr als sechsmal schneiden, sind nicht.angegeben.

35 Das Antibiotikum PTT wird von Bakierien aufgenommen und zu PTC abgebaut. Dieses inhibiert bei
Bakierien ebenfalls die Glutaminsynthetase, so daB die Bakierien an Glutaminmangel sterben. PTT-
produzierende Bakterien soliten daher einen Mechanismus besitzen, der sie vor der Wirkung des PTT

o schiitzt, also entweder die Wiederaufnahme des produzierten PTT verhindert oder eine Modifikation des
Abbauproduktes PTG ermdglicht. ‘Uberraschenderweise ist der PTT-Produzent §. viridochromogenes DSM

4 4112 aber gegen sein eigenés Antibiotikum sensitiv. Unerwarteterweise gelang 6s aber, durch Selektion auf
PTT-Resistenz mit der Uberraschend hohen Rate von etwa 10~ Selektanten zu finden, die gegen PTT
resistent sind und auch das Untergrundwachstum der benachbarten Kolonien unterdriicken.

Aus der DNA dieser Selekianten wurde eine Genbank angelegt, indem die DNA isoliert, mit BamHi
gespalten und in einen Streptomycetenvekior ligiert wurde. Das Ligationsgemisch wurde in den handelsbli-

45 chen Stamm S. Imdans TK. 23 transformiert, wobei je 1 ig Ligationsgemisch etwa 5000 bis 10000
Transformanten mit einem. Insert von etwa 1 bis 5 kb erhalten wurden. Unter den Transformanten finden
sich PTT-resistente S. Ilvldans-Stﬁmme Durch Isoherung des Plasmids und Retransformation in S. lividans
konnte gezeigt werden, dad . d die Resistenz plasmldoodtert ist. Das flir die Resistenz verantwortliche Gen
liegt auf einem 4 kb-BamHI-Fragment (Figur 1). Der Codierbereich ist auf dem 0,8 kb Bglil-Fragment

50 lokalisiert. Das BamHI-Fragment enthélt keine Schnitistellen flir die Enzyme Clal, EcoRl, EooRV Hindill,
Hpal, Kpnl, Pvui, Pvull und Xhol.

" Der Vergieich mit der Restrikiionskarte eines nicht nZher charakterisierten Resistenzgens aus S.
hygroscopicus FERM BP-130/ATCC 21705 (Europdische Patentanmeldung mit der Verdtientlichungsnum-
mer 0 173 327, Figur 7). zeigt, da8 das erfindungsgem#iBe Resistenzgen von dem bekannten Gen

s5 verschieden ist, welches auf der Suche nach den PTT-Biosynthesegenen gefunden wurde.




~

reveal s DNA sequence | (Annex). The position of the 10 resi stance gene
can be determ ned fromthe open readl 9 frame of this sequence (from
position 258). The end of the genE 02578828 ed at the penul ti nmate

nucl eoti de shown (position 806), i.e. the |ast nucleotide (position 807) is

the first ofy ) ¢c9dog vah QR DS SERUGIACS. vitiadd K
sequence g,ng,sé&pq éa%g 981 %Eﬁﬂaﬁenvmﬂ; Euﬁfd fﬁo@e td GHa dimbioplRshiittigeridon 8! mfﬁ

codon. Th mﬁm & 2 iEkohiRe go28igt Mraaaedan [ANAstzige-
sequence mg' SUen oih eoem&srrdb mv% z&aneéhrU\‘h ephisdh6 Beftinde 26igéty BaBIREIAGENS .
Enzynes; V\Jq,h dor Aminbupp6 more than six tines are not indicated. The

anti wt | ¢ I35 hudhSn E206# Bind! esi@ﬁﬁzt festdestot MVArdbi KIGAS UGN Résisteaiachahismus sotriite r

al so 'nhi Richsn Glathéyives Batdtion funktioRisE karh dveCResisions auf Grunkabn Tiasspbripbiremeaendi e
of a | ackaifeschic@bengaidsanDacerfindaigegema T Registenzloc ikarg domit tnechi Koppiugghéan pflandtichee a
mechani snPrtnbiolen pritajesighetont Vaktoned mORfledzar transointert wid e Kdnnen ke PTG-resisionts Bijlenzant her
prevents hegestelilnerdef. t he PTT which has been produced or pernmits a

modi fi.cat i oieoN-Ackigielyng abrt BT kpnowbale purFRRCeMatianenng von SYttstisclanh GILsFTCt gpautpTT
30  pr odwerden, & selpktivingodiak-Bers gt mish 4112 is sensitive to its own

anti bi oti c. Dimefiqseg '@Hlﬁym'ftau \é?!w‘?;‘)‘é'éf‘ﬂlds? Besistppzgensesur SW“‘?E Nefcptylisrpng ¢ pTT
resi st anc &-Fem vop fagemisgherp REC.s yr prj si ng hi gh rate of 10 5, selec ants mhlch
are redfst arfte Y dP’\"P’@H‘H‘QSQ?B? B \Fgpistere Q% g? "" as° m"

of adj acel¥P'9bf c!i'ﬁees 3?&9' dey 55“ h 'St

sel ectant 3 (B . Eﬁm‘? v E%R%orm an éen wird, wahrend dle ~Form uﬁ%er df ﬂZ
gﬁig%ﬁ % 62(5 resu ! aﬂ%ﬁ: %r |Jnt0

|nto a St?e
g rarn w@ans tlnglna

t he \gco 8% ot
5000 to 1 lﬁ Lg 0 rmﬁﬁbhm%éagre@'ﬁm' GSicheris FBGMbierdent Re DinPdntatk {uer r]
of i gati Blhgli, WioEiCselekiVORE LLAMINISEUR HEIGEEBN Wivd, LARLBE UéH Boibdir FriRSde? INRALyHS-
l'i vi dans ﬁﬁtfn@ééﬂt% nabit ANEESerd Gnit nibBH SWakdalnRschitonl Sabraviidid Bxthiet WardBh R&rA1 (@nﬂ%&%
r et r ansf opaterighrifOn 3691462). Eino lohtiréthdhle Alermlig\Woh NKcyllDISPTERI SeispidieweideSaus der
pl asmni ds C oeisthenitRnigAGEsEHEE P 055360 bder HarTuStFaRntsait 3 226918 beikandtocat ed on a 4 kb
BanHl fragnmas ¢rfindgagsgemtp. zuftivkbigindde)(D-PEQ)il@m it bekandloe dVese trivemBioB wérdddd | |
f ragnent . (EhlopiigheFbtedtdnmeldingaginea tVeddatiliahungsnromer (ERXQ) €875371 cBrisbiek 8).t und dann
enzynes Cingden PieeasRurlckgeitmerddnndl | |, Hpal , Kpnl, Pvul, Pvull and Xhol.
Conpar i son \Rig kolipiyeg des Enzyims: wamtenhipr unfl ing folgerden pueh dramqy elpreanzymatisch wirksame Teil
so verstanden werden soll, ist m&glich, aber nicht erforderlich. Falls das Enzym isoliert wird, kann es in freier
oder trigerfixierter Form eingesetzt werden. Geeignete Triger sind beispielsweise in der EP-A 0 141 223
beschrieben. Zweckm#Big wird jedoch das Enzym nicht isoliert, sondern man.setzt beliebige PTC-resistente
Zellen ein, die das erfindungsgeméiBe Enzym exprimieren. So kann zweckm#Big die PTT-resistente
Selektante von 8. viridochromogenes DSM 4112 eingeseizt werden. Vorteilthaft kann auch eine beliebige,
36 mit dem erfindungsgem@Ben Gen transformierte Zelle zum Einsatz gelangen, die in der Lage ist, die PTC-
Acetyltransferase zu exprimieren. Das erfindungsgeméBe Gen, worunter hier auch aktive Teile desselben
verstanden werden, kann hierbei in plasmidintegrierter Form in die Wirtszelle eingebracht werden oder mit
L/ anderen {blichen gentechnischen Msthoden, beispielsweise durch Transfektion. Zweckm&Big ist beispiels-
weise der Einbau in ein E. coli-Expressionsplasmid und Transformation von E. coli mit einem solchen
40 Plasmid, beispielsweise nach den aus EP-A 0 163 249 und 0 171 024 bekannten Verfahren.
Zur erfindungsgeméfen N-Acetylierung von L-PTC im Racemat kdnnen die Zellen, die die PTC-
Acetyliransforase exprimieren, in freier oder fixierter Form eingesetzt werden, wobei die Ublichen Fixie-
rungsmethoden Anwendung finden (z.B. Deutsche Oifenlegungsschrift 3 237 341 und darin zitierte Litera-
tur).
45 Die erfindungsgem&ife enzymatische Acetylierung von L-PTC erfolgt in der flir enzymatische Umset-
zungen Ublichen Weise, wobei sich die Verfahrensbedingungen an den Gegebenheiten des eingesetzien
Organismus orientieren. Grunds&tzlich kommen hierflir dieselben Methoden wie flir die vorstehend genann-
ten selektiven Entacylierungsverfahren in Betracht. '
In den folgenden Beispielen wird die Erfindung n#her erldutert. Teile und Prozentangaben beziehen
50 sich auf das Gewicht, sofern keine anderen Angaben gemacht werden.

@ o
—u:

Beispiel 1: PTT-resistents Selektanten

Der Stamm S. viridochromogenes DSM 4112 wurde auf Minimal-Medium (Hopwood et al., Genetic

55 Manipulation of Streptomyces, A Laboratory Manual, The John Innes Foundation, Norwich, England (1985),

S. 233) angezogen und mit PTT in steigenden Konzenirationen versetzt. Bei einer Konzentration von 100
rg/mi wurde pro etwa 10° Kolonien sine resistente Kolonie gefunden.




Whi ch has not been characterized in detail, for S. hygroscopi cus FERM

BP- 130/ ATCC 21705 ( Eur opean Pat ent lication with the publication
no. 0,173,327, Figure 7) shows thaﬁplor?é"rségpétance gene according to the
i Avention differs fromthe knovvn gene, which was found during the search

for PTT bi 1es] was possible to show, by incubation of cell
extracts 2§§*%w% %"qug ronogenes DSM 4112 and S. lividans TK 23 on

the one hand oa@ﬁgsnxuhgs\m&e&rs‘pzlsa{e% nisthrit{ b 0761653 ’Ewmm Bgnﬁ g6s3nrniehSdab 8fh 7aNd 2
pl asm d- caghl Brggment tsbiidk Sad) mitldemNET RS @Bﬂfragnﬁﬁt 1 BerOFnidSi ﬁ-ﬁgsnstéMz turdp glgch@nd
acetyl - ;COBAg¥RRoldung rhill@br VdisHent ihbrigRumRik 05158@‘()9!19%&3%1\ tHER Bas$@,15 kb grose
activjty. ﬁbg.-.mwm;zgr@phy tests show that the acetylation takes place on the

am no group. Since PTT resistance has al so been found in E. coli, and thus
t he resi st Beispl Srasoliiung 88 BdsBBndgaisct i ons in Gram negative bact eri a, it is
possible to rule out resistance -4- based on transport phenonena. Thus,

after coupl i Ags ten $elekiatterpgenyhd tBeisgielcnicbliert man dis (HetamiyDNA \ved ssiiet sist rhit Banglli Basant
gene accor Blasmid pEB2twWird ebeniainnit Bamidpadinet, die heidsndnghitrd venainigt ynd digiert DagiHgatipnsge-hi s
way PTC- r emiseh wirecracih Balividensctin23lerhiitiich bai derideliiinnes Feunsatiglctrapsiermiedivapi i@T@gcan
al so be usHertipnsgemisch S0Mbia 19098 Jransfprawntert m§ e desed von pwpTC & ki edaltop [werdel-y e
acety- |at ?‘ﬂﬂ“‘%‘f aufy ﬁWR‘Esﬁ@“LﬂP@? %qume@g 'K°H'1\?f%- Aup, diesen wird des, puiggnargmens

rel ates 't of &b {BamHl-fraomony, welpheg das fir die

| P °8 V*’{ 8‘°E"°F§T§T%%P‘ i s f ded
For by the ? é 7&%2 rafese ﬁgj 3kaf' °?'ﬂ§%%ﬁ%%€% @ﬁs@r@%&ﬁoe
separ ate rag " 'm%%e" %wac oI €% t he nmet hod

ﬁaﬁ‘& @c%@ﬂ?”l%:uwehﬂ Qontni’r% H%L% Odes by exposing the
racemateto e acety- ating attion nzy since there is
sel ective at tzg6Kvaiwelster Lce{yﬁ&éﬁhé!mi\lltlﬁtaf 5@ kBinEﬁHanrJgﬁl@ﬁé Q&d&ﬂﬁ@@rﬂg immb\fiter-
m xture t hymosiviabBdmbgdned DEM 48728, GRddcRbiRdgBRbs (PrTErestdtonte NMIBMMESTS. IWIGRRNTIRRT
se on the R{ws. Widshs THES @Pril.er ences i mproperties. The contacti rrg"O'f—
N-acyl - & L- amfafiOverdoh @ Stinkrite i G ydembdicm AVBUr6aiscHetPatoRERMWIduhS @l d6H VeRsHbiticRIngs-
‘wher e appr ayminierDa58 8i2i & 63 engeiarpit usd 2 Téyarbai 3000 id RuitdsehitierdniRubiert. MNattlder BiteOdirdC an
be 25 ext mgchyed! injeinbm \gedignoten Fuifes ¢z Bl BS-Bustbiy 6NJ. SThémpson, bthad, JiBatteriok 184 {1B82),he
N- acyl - D- afdgr685)auit ditrasthall raufaqsphhs&qnc Bih itypischels dEgperiment zur Messung des PTG-Abbaus verl3uft

folgendermaBen:

s0 250 ul Rohextrakt werden mit 100 il PTC-L&sung (250 wg/mi) und 50 ul Acetyl-CoA (4 mg/mi) versetzt und
2 Stunden bei 30° C inkubiert. Die dann noch vorhandenen PTC-Mengen werden durch HPLC gemessen.
Dabei ergibt sich folgendes Ergebnis:

35 Stamm nicht umgesetztes PTC
eingesetztes PTC
S. lividans TK23 100%
L S. vifidochromogenes (DSM 40736) 72%
S. viridochromogenes Selektante 7%
40 8. lividans TK23 (pPR1) 31%

60
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been disclosed (British Patent 1,369,462). A correspond- ing fractionation
of N-acyl-D, L-PTC i s discl osed, for exanmpl e, in German O fenl egungsschrift

2,939,269 or US 30 Patent 4, 22@EPOa257 3BID. PCT which remains according to
the invention can be racem zed in known manner (European Patent Application

h th bl d
with the p?ﬁgl ggt ' O’F ngg 4\%?9 A},g JP?i'ég kgn)ﬂamk e l)alt:h mlt Qn}sﬁﬁﬁnfeﬁwjr ne

to the pro enzyne,
this al s8®HEPARghs cthé’ﬁjﬁgﬁr "ac ew'e &re an r?(f?erel nagter vvays t he
enzymatically active part. If the enzyne is 5 i sol ated it can be used in
t he frge formgaseah@n{qrm i nmobilised on a carrier. Exarrpl es of suitable
carrigers are described in EP-A 0 141 223. However, I s expedient not to

i sol ate t hé!eIny “Ha’ﬁ“t"b‘yﬁb’él ‘@dV‘F’FQFPPF%Pé‘F%’E‘WW%VT’%'SWFEh

oxpress AR ;gysﬂ, et hemermlatigeatatial o s bl o
and eXpe 16 ﬁ%cbh%%T b mgcce%@aa%@ f@ﬁc'rdé ToeCoet dca&%hfsomge”es
DSM 414 TCWH@METGChéGﬁb@CCQ@GEEA @c ERUEYRE RIAREHABACEOABEEECCOTRSASSI red cel |
whi ch hassebeqeertaﬁmémpnmlomghhapt-m“gempmemlamrﬁmmﬁasrucweatﬁpon and

whi ch i s absePréflabedpeesl sPrbbly ThiAFaHiatlaGyyFroten V4161 utdetlyElunléefir@ly§bmarct i On,

t he gene éézﬁiﬂbHUﬁg”Tﬂ‘oﬁftﬂﬂ@ﬁilWeﬁtvi'!s‘ﬁef‘ﬁtlVﬁ"ssmssfdinGﬂSiﬁgtﬁrﬂﬁ'eﬁmweﬂ'd*ehean
active par

%1’_ trod n& the host i}i
praem s ot i e e
nani pul atﬂe@ﬁ}vgﬁ éyla m;a‘;—&%% ra %55 r@'iysgx erdePArQf POr ation .
into a E.vcecd scsmmmwoms OASC06ChAS ctcmo omm::lesmaécs&mcﬂﬂcsaem m such a
pl asmni d iASASOCHERNCETNCACTAOAGCECETARECET TIBOT TERBCCATACRETSAGECOBAGDEECACTABAABECTO, 163, 249
and\.0; ?1071ﬁrgmﬂ;hrlﬂémehve;ﬂMé@gggzﬁéﬁ;;;og;égmﬁmﬁp Stmlg‘;gﬁnajﬁv?nms:;rof 25

L- PTC T'n t fEes sns P u ssp t¥YBse can
be used |ﬁlfﬂéa§:‘gw P"'F}‘H*?B‘M‘i‘“’§bﬂ‘sf'&‘ﬁ?€%\?ﬁsiﬁr‘ﬁ@"°ﬁr§f ThatArtrasertads of

i mobi |'i sablaa~Rek k) HaSkh o6 {.BE R XAIR: &%r,ma;,@&mné@ﬂﬁggésmmpré 237, 341
and | iter alavadrioel @d-§ 761y §11 eAr3PhrPr iR ETHPBRISTPHs b ¥a 10EY sOFbPrafreOr ding to
t he i nyemrgaPrairplysRigIrbf-ot@PrdTecsebrLaAsHOP tATGG IVBFSeFLyeblsUoIPRGALaTIY enzy-
mati c reaRﬁFCGiﬁQCTGWMGhGQTﬁ&CCGeﬁTéﬁ:GtTﬁ@ﬁéGQﬁﬁﬁQTﬁ@Gﬁ%&ﬂhmeﬁﬁ%@ﬁoeﬁcﬁw B2E t he
char act er§C§PGAEREAGE TICRECAGE ahW?ﬁﬁm%“éaCGCTfﬁﬁmcﬁEqT FATCAT 660eET%l e for

T T e S Rt

met hod. GlyﬁsnArQSerﬁ1aThrﬁlaSerﬂspThrSerArgSerSerPhePchalTerereuProﬁlaArgTrpGly
30
LeuSerGlinAsnThrGluGlyArgProHisValSerfrobluArgArgProlalblulleArgProAlaThrAla
fAlaPheAlaGluHisArgArglysThrThrArgGluProArgThrThrProGlyArgAspProSerArgHisArg
ArgPheArgArgThrProlysBlufAspHisThrOP AlablnAsnAspAladrgSerArgSerValProProPro
CeCTTTC6CAGAACACCOARBEAAGACCACACGTEAGCCCABAACEACECCCE6TCEAGATCCETCCCECCACCE 300
"85 6CBAAABCBTCTTETBECTTCCTTCTEATETECACTCE6ETCTTE6CTGCE666CCAGCTETAGBCAGEECEETEEE
AlalLysAlaSerCysArglLeuPhelValValArgSerGlylLeuVallalBlyProfrgSerSlyAspArgTrpArg
LysArgLeuValBlyPheSerSerTrpValHisAlaTrpPheSerAlafrgfAspleufspThrElyBlyBGlyBly
SerbluCysPheValSerProLeuBlyCysThrieublySerArgArgblyThrSerllefrgBlyAlalalAla

AlafspMetAlanlaValCysAsplleValAsnHisTyrIleSluThrSerThrValAsnPheArgThrEluPro
40  ArgArgHis6ly6lyGlyleufrgHisArg6inSerLeulisArgAspGluHisGlyGlnleuProTyrBlyAla
ProProThrTrpArgArgSerAlaThrSerSerlleThrThrSerArgArphlafrgSerThrSerVal ArgSer
CCGCCEACATERLERC66TCTGCBACATCETCAATCACTACATCEAGACBAGCACGETCAACTTCCOTACGEABE 375

B6CE6CTETACCECCECCABACGCTETAGCABTTABTEATETABCTCTECTCETECCAGTTEARGECATECCTCE

ArgArgCysProProProArgArgCysArgOP AspSerCysArgSerSerCysPro0f SerSlyTyrProAla
45 6lyValHisArgArgAspAlaValAspAsplieValValAspleudrgAladrgAspValSluThrirgleufiry
AlaSerMetAlaflaThrElnSerMet ThrieuOP AM MetSerValleuValThrieulysArglValSerély

6inThrProGlnSluTrplleAspAspleublufrgleuGlinAspArgTyrfroTrpleuValAlaGluValélu
AlafspSerAlablyValAspArgArgPro6lyAlaProPro6lyProleuProleufilaArgArgArgBlyBly
ArgArgleufrgArgSer8lySerThrThrTrpSerflaSerArgThrAlaThrProBlySerSerProArgTrp
50 CGCAGACTCCBCABBABTGEATCBACBACCTEEAGCECCTCCABEACCECTACCCCTEGCTCOTCECCEAGETEE 450
GCGTCTEGAGGCETCCTCACCTAGCTECTEEACCTCECEEAGETCCTGECEATEGGEACCEAGCABCEECTCCACT
AlaSerGluAlaProThrSerArgArgSlyProAlallyblyPro6lySerélyArgAl aArgArgArgProPro
LeuSerArgleuleuProAspvalValblinLeuAlaBluLleuValAlavaltlyProbluAspGlyleuHisleu
CysValGlyCysSerHislleSerSerArgSerArghArgTrpSerargfM 6ly6inSerThrAlaSerThrSer
55



-6- The invention is illustrated in detail in the exanples which follow.

Unl ess otherw se stated, parts and percen- tage data relate to weight.

Exanpl e 1: PTT-resistant selectantEP8257$#@B%train S. viridochronogenes DSM
4412 was cul tured on m ni mal medi um (Hopwood et al., Genetic Manipul ation
of Streptony at oy, The John | nnes Foundation, Norw ch,
Engl and (198&?§ %'33?4 :'}\%%#gas? ng concentrations of PTT were added
At a concen- tratlon of 100 [err]/m one resistant col ony was found
per [err] col on| es, approximately. Exanple 2: Preparation of the vector The
pl asm.d ,pSVHL (European ‘Patent 0,070,522) is cut wwth Bglll, and the
fragh:ent aﬁdWalVamlmyEhahsmyehllaelxPso)TIrat-xedl%nhsnamwﬂsg&tpéd'mmhstrﬁbr1 1 kb
Bcl | fragn®hyfritasinetr nﬂhmal-tyﬁ'rwé\ s&mbeqeé-sﬁlsftfaﬁb@f '-Euﬁ emn‘rvaﬁfen’fplﬁw

| t "" v“ T Th"i’ B2 whi ch
Rl g%ﬁé‘é Er
resi m ALAr &m—& FserBrgdFimpés Obt ai ned
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acetyl atyj ﬂéhc@@ﬁsleyértwa dshembm r é@gfﬁéﬁémcﬁccb’éﬂ’sb coee émmsvﬁw

40736,  SrYCCESETCCCEARBTTOMESRCTASCEECAST ABCCTOACESE TS TEEEUTL60N0ECEBRIs Te6TCCbdevi dans

TK23 and &re6llyRrioblari0B SEKArgProArgArpgOP ArgValAlaTrpArg6lySerArgAlaBlyflafrpProAla
6lyLeuAlaGluLeuAlaHisAspGlyAspAspSerGinGlyValValArgAlatisAlaGinVallevArgGlu
ﬂlaTerroLysLeuLeuThrThrﬁlaThrHetPrQSerélyLeuSerG1yLeuThrﬁrgﬁrgCysSerﬂlaSer

BlyTyrThrAalafrgGlyThrleufrgfAlaAlaGlyTyrLysHisBlyGlyTrpHisAspVal6lyPheTrpGln
ArplleHisArgAlafArpAspAlanlablySerArgleuGinAlafrgblylLeufladrgArgblyValleudla
SerfispThrProfArgAlatlyArgCysbly6inProfAlaThrSerThrolyAlaGlyTheThrTrpGlySersly
TCG66ATACACCECGCECEE6ACECTACEE6CAGCCABCTACAABCACEEE66CTEGCACEGACETEEGETTCTEEC 750
AGCCTATETEGLECGLELLLTECOACELCCETCEECCOATETTCETRCLCCCEACCETESCTGCACCCCAAGALCE
35 ArglleCysArgAlafrgSerfilaflaProleufrgSerCysAlsArgProSerAl afirgArgProThrArgAla
SerVal6lyArgAleProArgBlinProCysGlyAlaValleuValProAlaProValVallisProGluProleu
ProTyrUslAlafirgProValSerfrgAlaflaProAM LeuCysProPro6linCysSerThrProAsnGinCys

ArgAspPhebluLeuProflaProProArgProValArgProValThrElinlle
AlaArglLeufrgAlanlabl yProhlaProProArgProflafrgHisThrAsp
SerAlaThrSerSerCysArgProArgProAlaProSerblyProSerHisArgSer
AGCBCOACTTCEABCTECCEECCCCECCCCECCCCOTCCEECCCETCACACAGATCT 807
TC6CECTEAABCTCEACGEBCCEEEE6C66E6CE6E66CABECCEE66CAGTGTETCTAGA
AlafrgSerArgAlaflaProblyhlaGlyElyArgBlyRlafArgdP ValSerfArg
AlaValBluleublnArpblyArgblyAlablyAspPro6GlyAspCysleufsp
4%  ArgSerlLysSerSerSlyAlaBlyblyArg6lyThrArgBlyThrUalCys]le
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23. (pPR1). This entails the strains being inoculated into lysis nmediumA
(European Pat ent Application with' the ubli- cation nunber O, 158,872, page
6) and incubated at 30[err]Cin 1E5P O 8428 al shaker for 2 days. After
harvesting, 1 ng of nyceliumi s di srupted with ultrasound in a suitable
buffer (for exarrple RS buffer: C. J. Thonpson et al., J. Bacteriol. 151
(1982), 678-685ynatdien@ceflure for a typical experinent to neasure PTC
breakdown is as 20 ol lows: 100 [err] of PTC solution (250 pg/m) and 50
[err] of acetyl -ACEIDX66/bCEAPEMECT 6656 CHATCIS6 1a8 T@rE0sdeeaashc TIETIOTOLE ext ract, and
the mixjure is |Tlﬁm&o&@E‘GCWﬁ@@F@CW@Cﬁ@CC@SHQﬁEB@CCWSWF@ of PTC whi ch
are still presen"t atter f'hls time red b}/ "HPLC. . The results of

11 XHDI § usa 5 ssux 12 MTII ACY
this are as follo APYY ECORT 5&@ 27 AVAII, 35 BBVI, 38 mmﬂ%?am ed PTC
i ntroduced PTC %n qépls é’-K 011, cs MNLIT, 100% 5 S.

vi ri dochr onbgenes " 72% (DSM 40736) S.

viri doohr om)gena&sscescaccrccmc‘rcsscerTscesmssféhtcmbmwm@ﬁctdsvwans TK23
(pPR1) nsccsccsTssnsa:-m%smscamccmpmwmmcmcmmenece subst ances

on thin-layer chront ographg (no stain with”ni*ihydri n) denonstrates that
N-acetyl ati on of58 ¥ECPTER WK ¢ Ak ENVRI a0 SFANLOIBIRIsequence |

Il eTr pSer AspVal yThrSerll e
AspLeudf uAr gAr ga’ﬁ% eRaate éﬁﬁ%&&%@kﬁm&eﬁfﬁeﬁﬂ 4 ¢ 9A" gH 5Leuti 3
Ar gSer 61 yAl

Thr Ser Tr p6l yPr o\AalesegQ/bQ'saﬁmshqﬂhrﬂhrr@erﬁerﬂr mernw am-mxpn opr o]

AGATCT 66 AGCGACGNGETE b FETIGCTEEIF R GPE BCCHBOBINEGATEY €FAICT CCCTC6 GCGGCACCTCCA

75

o o
Ser ArgSer Ar gAr g OArg roﬂl y gArgcysArgTrp

AspPr oAl aVal AspogsvROR Y781 AHEPB} 21 B wd1 Nolay REreY S VERIG! UD! Y6 UATT Alal
y6 I yAs3 | 1leb6

LeuSer &hr Ar gPr omcamem BATLACBERTEABLRONGA BLAABECCLERICFAEAT CCATEpRsCNACES/a 6] uMet
Ser Al aLeuAr gVal \kEFSEQCATQj ﬁﬁ@M@EMEWéMFMGW@L@W&%ﬂW | | ePheSl uThr

Leud yVal Al aSi | y6 ; hrAr r gAl aThr Pr oAl aAr ﬁAr gAspLeuAr gAsp
Ser Ar gArgWsGly'lzr Qé:[ %Sﬁ oOp Ser Ser Ar o
TCTCGGCGTTSCGG6T'6 CGCCCGTGATCTTCGAG

Al so® ccsccsncarescsscssvc'rscsa_cmcsTcamcnc'mcarcsnsaceaecacssmn
B6CE6CTETACCECCECCAGACECTETAGCAGTTAGTEATETAGCTCTGCTCETECCABT

- .A

303 BOGLI, 308 NLAIIY, 324 TTHt111, 350 HBIAI SDUI, 357 HINCI
1,

ACTTCCOTACS6A6CCECABGACTCCECAGBABTEEATCEACEACCTEEAGCECCTCCAGE
TBhﬁBECATGCCTCGGCGTCTGAGBCGTCCTC&CCTASCTGCTSGACCTCGCGGAGBTCC
— 387 RSAI, 380 HINFI, 384 BINI, 385 DPNI SAU3A, 484 APYI ECOR
o0 I1, 405 GSUI, 409 HAEII, 413 MNLY, 414 65UI, 416 APY] ECORI1I

. 418 AVALL,

ACCBCTACCCCTEBCTCETCELCEAGETEEAGEECETCETCECCEECATCECCTACECES
T66CE6ATEE66ACCEAGCABGCEECTCCACCTCCLCECABLABCEECCETABCEEATELEEC

45 450 APYI ECOR11, 444 MNLI, 450 MNLI, 453 ACYI, 454 HGAl, 452
NAEI, 466 SFANI, 477 NAEI,

GCCCCTS66656CCDGCAACBCCTHCG&CTGSADCGTCGﬁGTCGACGSTSTHCBTCTCCC
GBGGﬁCCTTCCGGGCSTTGCGGHTBCTBﬂCCTGGCAGCTCﬂGCTBCCﬂCATGCﬁGﬁSSG

% 484 APYI ECORII, 51t AVAII, 518 HINFI, 521 ACCI HINCII SALI,

§30 RSAI, 532 MAEII,



A6 AGCCSCAACE CCCACCAGASCSCSTAG6CSTTCCTT6 A6 CC6 CACGSTBAG6 GCC6 AGC66 CACTAGAAGCTCT
Ar gPr oThr Al aPr oPr oAr gAl aCy 361 yCysPr a~al Sl yAl aAr;

Arl gSer ArgArgser ArgArg6l nProH %¥ad§7%5%|

SAspAr gAl &aAspAl LouPho6l uAl aHi sTr p6l UPr oGlu6l yHX. AsPGLuLeuAr g

61 uAl aAsnAr gThr Thr 61 uAr gMet Ar gLeuSer Ser ProThr 61 ySer Ari gSr Al aThr | | eLysSer Val
ProSer Leu~I uUAl aYahAkegldng" 1Yal LeHArgSbYLBHEYSSI yThr AM OC

ArgSl yAl aArgHi sPro

Al'aVal Prod ySer Sl ySl yAr gl | eAr gThr ProAr QThr 61 ud yAspVal Val LysAr gCyaPr oPr oPro
Ar gAr gPr odr oLysAr gTr DPr oAsnPr oTyr Ser Al aAsnOP Ar g6l yAr gSer LysaCGuVal Pr oAl aThr

C6 COGMCOCT 66 AAIHCSAEUEBEREAECEECTAEBAETEEETOCATOA DT CEALA T YBARNGIGT GCOCGCCACC
225 T66CCHTE6TCECCEAECCTEACCLEABETEEEAGATETE66TEEACEACTTCAGET:
6 CGGCAGE6ACCT TCB CCACGGGCTTASSCAT GAG 6 EGCT TGAGT TCCCCT6 CATCAT T TCT CEACE SGOGGT GG

Al nThr 61 yPr oLeuPr oRsoAcgtl £ 8n g \sPB1 Iy, ABEA/ME SEYIPSDELY Y2 TRLPhE7BUIMQIS Oy I | yG y
Ar gGly61nPheAr gH s 38aPBe@Mly, THE5 NOAT ISPHE S BRE LA DY gn&mubirSer Thr 61yAl aVal Arg

6y AspAr gSer Al af®ir Anawcmnrwmeajsérwpammewmz&cagewmmsm gTrp6ly

LeuSer 6 nAsnThr G uTEGRAFHHIEANE TILALACLAGSELITTHAR TG TT6E)EE6CTCECACE

| eAr gPr oAl aThr Al a

Al aPhe~| d81 ut i sAr gB@%IOFEIHCPRT Iy 5B AWPBAr gThrThr Pr061yAr gAsvPr oSar Ar gHi sAr g
goer

Ar gPheAr gAr gThr Pr oL sGluAs Hi ThrOD Al a6 3AL aA : val ProProPro
coCrrraas %ﬁ%@&é&&@‘é@%@? S éér%% oo,
300

AAA b

GCSAMGCGJCTTGTGG T 5CE6TSEC
Al aLysAl aSer Q/sAr g gg e{, K R gTr PAr g
LysAroLeuVal 6l yPhe§er erT | 'sAl'a r p er aAr g euAspT | ySI y6l

y

Ser 61 UCyaPheVay.Ser ReceautasEnoats st YER608 ot MEBRGRT BbdsoALERickds aVal Al a
Al aAspMetafl aAl aVal Ey6eeREACCETECTECACCCCAABACCETCECECTEAABCTCEACEECCEEE6CE656

| eVal AsnHi sTyr |1 e61uThr Ser Thr Vad AsnPheArgFfhr &6d uPro  »»

Ar gAr gHi s61y61yBl y g2 AreH 5A786 MASEY | gus-isait gA%3cinubl 55 788 ImueyPsaTgr 61 YAl a
Pr oPr oThr Tr pAr gAr gBer Al767 NAED,

aThr Ser Ser | | eThr Thr Ser Ar gAr gAl eAr gSer Thr Ser Val Ar gser

CC6 CCGACAT 6 6 C6 386 6 ELOBEINBECCOATCAPATBAETIICAT CSA6 AC6 A6 CACS6 TCAACT TCC6 TAC66A6C
375 C6B666CABGCCEEE6CABTETETCTABA oo

S6C6 GCTSTACC&CCGCCAGACE6CTBTAGCA6 TTAGT6AT6 TASCTCT6CT CST6 CCA6 TT6AAGSCAT6CCTCs
Ar gAr gCysPr oPr oPr o A8y ARG 5 A.ABBOBENED SBR Uyis BRH DENSRALFRPr oOP Ser Gy Tyr Pr oAl a
61 yVal 1i Ar gAr gAspAi aVal AspAspl | eVal Val AspLeuAr gAl aAr gAspVal 6uThr Ar gLeuAr g

Al aSer M tAl aAl aThr 61 nSer ~e t Thr LouCP AM

M et Ser Val Lg gﬁl mﬂﬁi LysArgVal Sersiy
6I USP ro6l n eAspAsplLeu6l uAr gLou6l nAspAr gTyr ProTr pLeuVal Ai a6l uVal 6l

Patentanspriiche flir folgende Vertra AFsstaaten BE, CH, DE, FR, GB, GR, IT, LI, LU, NL, SE
AI eAspSergl aGlyval AspAr gAr gPr o6ly aProPr061yF5 oleuPr oLeuAl aAr gAr gAr gSl y6l y

Ar gAr gLeuAr gAr BssitehdguSgsgsm PRd3phlioms (iTeSemaMIighTdue AbroddasnioRA| veiSaus PREsBRIRAMHEVI p
CGCAG ACT CCGCAGHNRTAnA TROAESssidnd Séidkidien(Shiehidaé GRdodiierhdgenss BSTCHT £ 8eEH ¥hhel-6 6
450 den mit BamHil, Kionieren sines 4,0 kb groSen Fragments und Selektion auf PTT-Resistenz.

6C6 TCTGA6 GCSTCCTCACCTASCTSCT66 ACCTC6 CSGAB STCCT6GC6ATS66 SACC 6 AGCA6 CAGCTCCACC
Al aSer 61 wél 2Pr @animaSehnsprgol g Gakerreiohhet GlrgiStiy ResbidionSartd ey Figbraldr gAr gAr gPr oPr o
LeuSer Ar gLeuLeuPr oAspwalVal6l nLeuAl a6l uLeu~alAl nVal6l yPr o6l uAsp6l yLeuHNsLcu
CySVval | yCysS8er GﬂfmaP*E‘S@PfE}'é‘rwﬂg Scgekangzmichpt thsdy dig BhtBegLeng)l (skandh Position268-Bpg- Ser

- 10 - DNA sequence | ( conti nued) 61yVaI | Val Al a6l yl_| eAl aTyr Al

&lyPr oTr pLy §A| ndung A P%. A@?BT‘PTPH?P VRis@ prdiarstgiiung PTC-resistenter Pflanzen.

o A S oo oy el G B A Gy A R BB ey Sor A
AGGGCGTCGTC@CC@G% ;runggs«;r&cnm%cs%%%m@% A St SAGHS S ARQD TCoAS TCBA

525

;?ggrsgﬁsgﬂr QA%W'@% gArg 1y er . r o] 1y %&ﬁ%ﬁ?g@? @%?ﬁ%%%

8. PTGC-resistente Pflanzen, gekennzeichnet durch ein Gen nach sinem der Ansprliche 1 bis 3.
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Al aAspA3p6I yAl aA3p61lyVntl yAl a6l yProLsuSl yAl aVal 61 yVel Val Pr 06l

ProThr Thr Al aPr oMet Al aAM Al aPr 0Gy 61 nPhERRLE7 §42BN aAt Ser 6l nvﬁmﬁmﬁnﬁﬂ " I“l
Val Tyr Val Sewr Hi Ar gHi s61 nAr gLeu6l yLeu6l ySer Thr LeuTyr Thr H sLeulLeulLys Ser 1 et

Sl yVal Ar gLsuPr oPr oAl aPr oAl aAl aAr gThr 6I yLeuH sProLouH sProPr oAl e6l uval Hxs6ly
Ar gCysThr Ser Pr OT%&I‘H‘ Ser G:Lg Al aPr oProSer Thr ProThr CysOP Ser ProTr p
CGGT6 TAC6 TCTCCCA EHABTS g%"(ﬁ’(ﬁtﬂﬂ:’(:(:l CTACACCCACCT6CT6AASTCCATEG
600 GCCACAT6CAGA 666TGGCCGTGGTCSCCBGACCTSACCCBA66T666A6ATT666T

66 ACSACTTCAB6TACC

Pr oThrArgAr gél yg & r Thr Tr pPr
Gk o s
R o R

Vel Tr pAr gSer PheAspt I

Al ad n6l yPl, LysSer Valg Sﬁg %li %ﬂés?’ GIJér_ UIV@jq&HMNLI ?SSSITG dLeu
roT

Bl yProd yLeu6l n3d uArg yArg NAr gPro6l uAr g aPr 0Al aAr gGlyAl a
Ar gPr oAl GAL| Ser logAl %ggg%%g&h sﬁwcgﬁpg@éaeémmJdvﬁe«fmts@mmsemw gAr g
AB6CCCAS66CLT A6 R TR AR P T eSS T DE K eRASGCGC
675
TCCGG6TCCC&AA6TTCTC€5@§CXHQC§@@%TA@CA’MCCII§TT6CT66GCTCGCA06066ACGT6CTCCGCS
Pr o6l yProSer OP Ser Ar gPr oAr gAr gOP Ar; Val Al Tr pAr g6lySer Ar gAl a6l yAl aAr gPr oAl a
6lyLeuAl e6l uLeuAbaHlmec&lc;sAswssPWMhMC;mGVSBMNwﬂGs@deBGUmer g6l u
Al aTr pPr oLysLeuleuTloeEhe168TECECBAGI0TBES BIE06EACBCCIBEEALETHCETOGACCRAY 8BE0EAl aSer
6l yTyriEhr Al Ar g6l yThr LeuAr gAraAl s61yTyr LystHi 61 y61yTr pHi 8AsoVal 61 yPheTr p6l n
Ar gl | eH sARGAl aAr gABSAl M1 ETISEARTIgLBRES FNYDIIAr 687 BESHIAI 58y ANUIAITy \BHBLcUAl a
Ser AspThr Pr oAr gAl a6 13FAU@I}/.S 68y GI6AP, 6AB BBV Sc1aBhBBI,y RS NREIThR TR ITTHOBIly Ser 61

y

TCGGATACACCGCGCSCG66ACGCT GCGBSCABCCGGECTACAAB CAC6666SCt 66 CACSACBT6666 TTCTBGC
758 721 ﬁCGSBSGCTGECACGACGTBGBGTTCTGECAGCGCGACTTCB%CTGCCGGCCCCBCCCC
A6@TAT6T6§C@60@CG§G€%W@@WW% TSR TCBNIEEEER RSk
Argll eCy. ArgAl aAr gSerAI aAl aProleUA Ser sAl eAr gPr oSer A['aA:ﬁ(%| t%Pr oThr Ar gAl a
Ser Val 61 yAr gAl sPr oArk ?{ZA% ;-éﬂ A!F |!|I-L \BE\Br 0 232 PNERH .\ ro@4B oLeu
ProTyrVal Al aAr gProVal$s Ll Pr 0AM L*uCysProProl nCysS*r Thr Pr oAsn6

1nCys ArgAguPh. ipg rgPr oVsl Thrélimle
Al aAr gLeuAr gAl a 1%§ &Fz rgHi sThr Asp :
ro

Sar Al aThr Ser Ser CysAr yPr oSer Hi sArgSer
AB6CSC6ACTTC6A6CT6CCGH, ch.. CEOGH CT 807
TOBCSCT6AABCTOBACGECCH ¢ m @@ %{P

Al aAr gSer AssgAl aAl aPr o6l yAI ad y6l yAr g6l yAl ‘aArgOP Val Ser Ar g.

Al sVal | 6uLeu61nAr g61l yAr gGyAl a6l yAspPr od yAsaCysLeuAso

ArgSer LysSer Statcmkansprtiéey 61 yAr g6l yThr Ar g6l yThr Yal Cysl | e DNA sequence 11 |
ABAt €T56 AGCSACSTCCT SS66CC66 TCC6GT6 CTGCCCGSGGACGACTTCTTCTCCC

TCTA6ACCT C6 CRahE6saiaeaBiolassGORNBRIESS SR TROTE ARGHGROTELLAY, AL, SE a A~

a #. AA Af t al 96LIS XHO |, 2 DPNT SAU3A, 5 65Ul .
12 AATI 1 ACYI1- -Resistanggen gegep PhaspiinotirciaifTC). eghgitlicopys| der GesamtiiA von3gf Rhpsghinotiisyl-
AVAI NG| SMAl alg{qyl-ﬂmq (PTgfleﬁ;g@z selglglemﬁtrepMyces vmdochromogenes DSM 4112 durch Schnei-
t C66C56 CACCT CCATRRTTEEGTH - HiRnierss pigeeror s efenirennsrR ABS BreF e T-Resistenz.
R é&@%ﬁ RN%@%C%&%%%E@ O ooy SH0gRC, 6 Ha a, 70

3. Gen nach Anspruch 1 und 2, gekennzeichnet durch die DNA-Sequenz I (Anhang), Position 258-806.

4. Verwendung des Gens nach Anspruch 1 bis 3 zur Herstellung PTC-resistenter Pflanzen.
50

5. Verwendung des Gens nach Anspruch 1 bis 3 als PTT-Resistenz-Marker in Bakterien.

6. Verwendung des Gens nach Anspruch 1 bis 3 als PTC-Resistenzmarker in Pflanzenzellen.

55 7. Verwendung des Gens nach Anspruch 1 blS 3 zur selektiven N-Acetylierung der L-Form von racemi-
schem PTC.

8. PTC-resistente Pilanzen, gekennzeichnet durch sin Gen nach einem der Anspriiche 1 bis 3.
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-121 T6CCACTCCB6CTC6CCot SATCTTCSAGAC6CC6TCCCT66AASC66T66CC6AAT

:A}S:?SEI?ASGC;:GAGCGGCACTAGAASCTCTBCGB%%Z@M ZgCSA&claemmm myummz

MBO | 149 ACYl HBAS TTHI11l, 158 APYI ECORII, 159 ORI cDlU" {74 H NFI
150 RSAl, 3ibntah %T SASSHAGIABSBAGGT OOCCSCCACCCSCTTTCS CAGAACA
AT6AG6CSCTTGACTT 6CATCATTTCTCCAC666CS6T666C6AAAGCETCTTET ~~~~~~ A

4A 186 FNUR| | verRftdn MAGbwinndAd eifdblResistehkgonkigddeh Phoddnnofibdift (PTRY dadurch gekennzsichnet,
CCGAAG 6 AASACCABARINT 5AHECARANORA GBCEARRE SN AAMOCER GBS E esistenz seloktiertern

66 CTTCCT3 CT6 63impomss GneahahigsaBoint SICACEN SThAGRO/AGEB066 93O ki groBes Fraghfent

A ‘s A Tsglor, dieses gafmodanain GaJBsistenzg&vienivaliendds TeliEEMeM/PaSbn kiodks WEIPTT260
H61J1 | SCUt 2Resis@yselei@ert, 275 NCI 1, 283 XMO |, 284 8/ NS DPNIl SAU3A, 301
CCGCCBACAT66C66C66 TCT6C6ACATCH TCAATCACT ACATCE A6 ACSASCACESTCA

6666 CT6 TACCsarsmen apchoArseryohs G Adaurats yekavesiohoetT dafic madassinteaip desoh0 b jgrosens g
NLAI | S, 124 THapHHagmentygelagens 0.85¢h grote Bgii-Frapmpnt kipnieriy 51

e o S P S g e,
?)L(Nj? SAU3A 4 J¥veeire dﬁfﬁi}‘ ﬁ?sP'“ﬁbgt‘%éﬁfmg'&%@5§€@| *53&% %N’Li“a' o 4 é‘%‘g[ﬂ“ 3?1?6

herscrocote et S ot e G Pt in P

T66C6At 6666 ACC6A6CA6C66 CTCCACCTCCC6 CASCA6C66CC6 TA6C66AT6C66C a

at 6. 3Verwéhdung’tis? nﬁﬁﬂns;ﬁml oder’F éndiiiinbn Gérécz‘uﬂ\@kkhverflﬁﬁcﬁﬁmmg Gort -l -
462 NAE 2o 466ycarddbinischbrh PTOAET
6 CCCCT66 AA66 CCCSCAACSCCT ACGACT 5] 6ACCGTCGA6TCGACSST6TACSTCT CCC

C666 SACCTT@i#ms&Co TT6C66 ATSCTSACCT66 CA6CTCA6CTSCCACAT6CABASSS 484 APYI

ECORI |, S11 AVAIl, SIB H NFI, 521 ACCI H NCI1 SALI. 530 RSAlI, 532 MAE!'!,
-12- DNA saaims e the follavdng CondadiingStdtes : BE, CH, DE, FR, GB, GR, IT, Li, LU, NL, SE
ACCGGCACEAL CGECTC6 GACTS6 GCTCCACCCTCTACACCCACCTB6CT6 AAGT CC

TGGCCGT GGT GSCASNEREPHAGTET SH BT SBCA GNP ANSICEN 6 ATSNETIHICABRE witth BamHGheTotal BN
NSPBI |, 563 H&ing Sreplomyges vBiggchignpgenessi8M FiA@which B8 DegpSPietted @Qﬁ'oﬁwhmlanY'SQS
NLAI I, 600 M\mmneg@ﬁ]’) resistance, by cloning a fragment 4.0 kb in size, and by selectuon for PTT resistance.
ABGCCCAGGGCT TCAAGAGCBT66 TC6 CCBTCATCGGACT SCCCAACEACCC6 AGCGTGC

TCC6 SGT CROFAAEPReN S chineddreigim A avhighthes b restigie meprghuarinEigeirds 605 APYI

ECORI !,

ewsmm%eééﬁwmmwﬁmm@@w 258-008.
CGGACGTGCFQCB%%W&T&I%%%B% %%r e pro WQ nt plants.

5. The use of the gene as claimed in claims 1 to 3 as PTT resistance marker in bacterla

b 6. The use of the gene as claimed in claims 1 to 3 as PTC resistance marker in plant cells.

40 7. The use of the gene as claimed in claims 1 fo 3 for the selective N-acetylation of the L-form of racemic
PTC.

8. PTC-resistant plants which have a gene as claimed in any of claims 1 to 3.
4 Claims for the following Contracting States : AT, ES

1. A process for obtaining a phosphinothricin (PTC) resistance gene which comprises isolation of a
fragment 4.0 kb in size by cutting, with BamHI|, from the total DNA from Streptomyces viridoch-
romogenes DSM 4112 which has been selected for phosphinothricyl-alanyl-alanine (P11) resistance,

50 cloning the whole of this fragment or a part thereof containing the res|stanoe gene, and selecting for
PTT resistance.

2. The process as claimed in claim 1, wherein the Bglll fragment 0.8 kb in size cut within the BamHI
fragment 4.0 kb in size is cloned.
55
3. The use of the gene obtainable as claimed in claim 1 or 2 for the production of PTC-resistant plants.

4. The use of the gene obtainable as claimed in claim 1 or 2 as PTT resistance marker in bacteria.
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AA SALA A A A aA 669 MLI, 671 HAEHHI“‘HM m“l :
687 BSSHI I, 688 FNUDI |, 690 FNUDI |, 6%p ¢i5¥ 542338 88VI, 705 FRER RUSEE His
716 TTH11I1 1., 721 .
AC66666CTGGCACGACBTGG66TTCT66CA6CSCGACTTC6A6CTGCCGGCCCCGCCCC

T6CCCCCO6ACCSTE SAE B/ARRCOHEN CRCTHAdTTEn A0 2eBHbSee 8% matker inplant cells.

A A LA A 732 DRAI 1, 736 MAEII, 749 BBVI, 753 FNUDI |, 763 ALUI
764 B BVI, 767 NA®|use yighe grnecktemabloss Cleimst (neisis AN Rddyr selective N-acstylation of the L-form of
CGX%CAS(X)CGGGCA@WT‘BWAGA 795 MAEIT!, 902 86LI1 XHO I, 803 DPN SAU3A,

- 13 - 0257542 Patent clains for BE, CH, DE, FR, GB, IT,
\IL S@ele"d"’aW"ﬁhosphi nothricin (PTC) resistance gene which can be
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phosphi not hri gyl zal anyl.- Sy, 8% ﬁ’l 88 Eé"@ﬂ@p’fgm s
4.0 kb in sl Zg ’@Gﬂ% lJéos °ea%a'9§1tET£§a'ﬁ’% %ﬁ& ggtr@érs%ﬁ 3 i o Muﬂ&ﬂ I-@ﬁil-?lgrﬁc%'
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clainmed in clai 9 ™
3. The gene as, I'med’ i n c arm 1 an he DNA sequence |

(annex), position 258-806. 4. The use of the gene as claimed in clains 1
to 3 for thg pr O&mkénanaea‘vedamroﬁwa&ma pit IBEHS de Rstriction #la Bigie @f t he gene
as clained inclains 1 to 3 PTT resi stance narker in bacteria.
6. The use af Gdne sgonie r@&d&h@h rmd 2] caraCrbrt P& lalsébhinch ARDNAKSnnxd} pSsition 258-806.
marker in plant cells. 7. The use of the gene as clained in clains 1 to 3
for the sel ectai viiliddtiarodt gphasalon mnedesrdvendications né 3f ponrgrazinirecde Plantes résistanies & la BIC.

PTC-r est5t ast pI ants which have a gene as clained in any of clainms 1 to 3.
Utilisation du géne- selon une des revendications 1 2 3, comme marqueur de fa résistance au PTT chez
les bactéries.

6. Utilisation du gdne selon une des revendications 1 4 3, comme marqueur de fa résistance au PTT dans
26 les cellules végétales.

7. Utilisation du g&ne selon une des revendications 1 4 3, pour la N-acétylation sélective de la forme L de
la PTC racémique.

30 8. Plantes résistantes 3 la PTC, caractérisées par un géne selon une des revendications 1 & 3.
Revendications pour les Etats contractants suivants : AT, ES

1. Procédé d'obtention d'un géne de résistance 2 la phosphinothricine (PTC), caractérisé en ce que, en

35 partant de I'ADN total de Streptomyces viridochromogenes DSM 4112 sélectionné pour sa résistance &

la phosphinothricyl-alanyl-alanine (PTT), on isole, par coupure avec BamHl, un fragment de taille 4,0

_ kb, on cione l'intégraiité de ce dernier ou seulement un de ses segments contenant le géne de
\_ résistance, et on le sélectionne pour sa résistance au PTT.

4 2. Procédé selon la revendication 1, caractérisé en ce qu'on clone le fragment Bglil de taille 0,8 kb,
présent 2 I'imtérieur du fragment BamHl de tailie 4,0 kb.

3. Utilisation du géne obtenu selon une des revendications 1 ou 2, pour produire des plantes résistantes 2
la PTC.

4. Utilisation du g&ne obtenu selon une des revendications 1 ou 2, comme marqueur de la résistance au
PTT chez les bactéries.

5. Utilisation du géne obtenu selon une des revendications 1 ou 2, comme marqueur de la résistance au
50 PTC dans les cellules végétales.

6. Utilisation du géne obtenu selon une des revendications 1 ou 2, pour la N-acétylation sélective de fa
forme L de la PTC racémique.
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