
an Imidazolen (Tabelle 1) .  Der zu 100% fehlende Anteil ent- 
spricht jeweils dein Anteil an  Azirindimeren 9. 

Im Vergleich zu klassischen Mcthoden der Direktsynthese 
N-substituierter Imidazole181 sind die Ausbeuten relativ 

Tahelle I .  Uhersicht dcr hergestellten Imida~ole 

Verh. K' R' R' R' Ausbeure 

Ha Phen}l Phcnyl Phenyl Ti-Propyl X7% 181 [a] 
X b  PhenyI H Phcnyl 11-Propyl 12% [h] 
Hc t i-Bufyl H Phenyl ti-Propyl 3% [c] 
8d  Phenyl Phcnyl ti-Propyl n-Propyl 25% [d] 
Re Phenyl H it-Propyl ~i-Propyl 35 '1' [el 
HI ir-Butyl t i  ti-Propyl Jr-Propyl 40% [f] 

[a] 9 a .  I ? % .  [h] 9 b .  k5%. [c] 9c: 9 % .  [dl 9 a .  74%; [el 9 b :  60%;  [ f l  9 c .  
s79..  

hoch. Durch die dariiber hinaus einfache Zuginglichkeit der 
Edukte ergeben sich neue. vielseitige Synthesemoglichkeiten. 

A rheils vorschrifi 

Die Atirine I werden n x h  191. die lmine 7 nach [ lo ]  hergestellt. Fur die Synthe- 
se von DCN siche [ I  1) 

In ein Bestrahlungsrohi aus Pyrex-Glas wird cine Liisung von 0.3 mmol Amin  
und 1.0 mrnol lmin in 10 mL Acetonitril gegeben. 0.1 mmol Naphthalindicdr- 
bonifril (18 mg) werdeii hinmgefiigt, das Rohr mil Argon entluffet und ver- 
schlossen. In einem Ravonet-Photoreaklor wird mil 350 nm-Strahlungsrohren 
6 . -  10 Srunden hesfrahlf. Das Losungsmiffel wird enffernt. der Rucksrand mil 
Diethylether an Aluminiurnoxid (Merck Neutral Akt. I )  chromafographierl. 
Alle neuen Verhindungtn Iieferten korrekte 'H-NMR-. "C-NMR- und mas- 
renspekfrometrischc und elcmentaranalytische Datcn. die mit den vorgeschla- 
genen Strukturen und den Dafen vergleichbarer Substan7en in Einklang stehen 
[I?].  
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Herbizidresistenz in transgenen Pflanzen 
durch Abbau des Phytotoxins zu Harnstoff ** 
Von Ursitlu H .  Muier-Greiniv, Christian B. A .  KlaicJ, 
Lydia M. Estcrmuic~r und Guido R. Hartninnn * 

Herbizidresistenz in transgenen Pflanzen wurde bisher au! 
drei Wegen erreichtl'l: 1. Uberproduktion des betroffenen 
Proteins; 2. Expression eines Mutantenproteins. das gegen 
die herbizide Wirkung resistent 1st; 3. Expression eines En- 
zyms, welches das Herbizid durch Modifikation inaktiviert. 
In jedem Fall verbleiben Reste des Phytotoxins oder seiner 
Modifikationen in einer Pflanze mit moglichen Riickwirkun- 
gen auf ihre Nutzbarkeit als Nahrungsmittel. Wir beschrei- 
ben hier eine neue Methode, die Resistenz durch Umwand- 
lung des Herbizides in eine unschidliche. physiologische 
Verbindung zu bewirken. Das Herbizid ist Cyanamid. das zu 
Harnstoff in transgenen Tabakpflanzen umgewandelt wird. 

Im Bodenpilz Mrrothecium verrucuria wurde ein induzier- 
bares Enzym entdeckt, welches das Herbizid Cyanamid (Han- 
delsbezeichnung Alzodef") quantitativ in Harnstoff umwan- 
delt". 31. Diese Cyanamid-Hydratase (EC 4.2.1.69) wird vom 
732 Basenpaare langen cali-Gen codiert, das sich auf einem 
900 Basenpaare langen EcoRI-Fragment befindet, das aus 
einer cDNA-Bank von MyrorhPcium verrucuria isoliert wur- 
deI'I. 

Zur Erpression in Pflanzen wurde eine Genkassette kon- 
struiert. in der dieses OoRI-Fragment zwischen den 35 S- 
Promotor des Cauliflower-Mosaic-Virus und das PolyA-Si- 
gnal des Nopalin-Synthetasegens gesetzt wurde. Hierfiir kann 
man den Plasmidvektor pRT 101 14] verwenden. Zwei Gen- 
konstrukte wurden erhalten. Eines enthielt das Gen in der 
korrekten Orientierung beziiglich des Promotors (bezeichnet 
als cuh'), das andere mit dem Gen in der entgegengesetzten 
Orientierung ( c d - ) .  Die Ubertragung in die Pflanzen wurde 
unter Verwendung der iiblichen biniren Vektorsysteme er- 
reicht, z. B. mit dem Plasmid pBin 19['l, welches die cab+- 
oder caK-Genkassette enthalt, und mit Agrobacrerium tu- 
mefaciens Stamm LBA 4404161 (Clontech Laboratories, Pa10 
Alto, CA, USA). Triparentale Kreuzung, Transformation 
und Regeneration der Pflanzen wurden wie beschriebenl'. *I  
durchgefiihrt. Die sich entwickelnden Sprosse wurden auf 
100 pg mL- '  Kanamycin selektioniert. 

Fiinfzehn Kanamycin-resistente Pflanzen wurden auf Cy- 
anamid-Hydratase-Aktivitit getestet. In allen Pflanzen wurde 
Enzymaktivitlt gefunden, wobei der Spiegel der Expression 
von 0.03 bis 0.79 Enzymeinheiten pro mg Protein im Zell- 
extrakt reichte. Der hochste Wert entspricht etwa einem 
Fiinftel der spezifischen Aktivitat, die in Extrakten BUS indu- 
ziertem Myrothecium verrucariu gefunden wird. Obgleich die 
spezifische Aktivitat in den Wurzeln am hochsten war, war 
die Gesamtaktivitit des Enzyms pro Gramm Frischgewicht 
in den Blittern deutlich hoher als in den anderen Teilen der 
Pflanzen (Tdbek 1). Keine Aktivitat wurde in Pflanzen ge- 
funden, die fur cah- transgen waren. 

Die Wurzelbildung von Wildtyp oder cuK-transgenen Ta- 
baksprossen wird durch 1.2 mM Cyanamid im Medium voll- 
kommen verhindert. Im Gegensatz hierzu wurde Wurzelbil- 
dung bei call+-transgenen axillaren Sprossen selbst in Ge- 
genwart von 12 mM Cyanamid im Wachstumsmedium beob- 
achtet. Die Toleranz fur Cyanamid, bezogen auf die Wurzel- 

['I Prof. Dr. G. R. Hartrnann. Dr. U .  H. Maier-Greiner. 
Dip1.-Chem. C. B. A. Klaus. DipLChem. L. M. Esfermaier 
Institut fur Biochemie der Universitit 
Karlstrdk 23. W-8000 Miinchen 2 

["I Wir danken Dr. Rrinhard T6pfer. Max-Planck-lnstifuf fur Zuchfungs- 
forschung. Koln. fur den Plasrnidvekfor pRT 101. Diese Arbeit wurde von 
der SKW Trosfberg und dem Fonds der Chernischen lndustrie gefordert. 



Table I ,  Aktivitit der Cyanamid-Hydratase in Extrakten von verschiedenen 
Organen von mh '-transgenen Tabakpflanzen. Die Organe wurden in flussigem 
Stickstoff cingefrorcn. pulvcrisiert und dann  mil 5 mM PhosphatpuKcr pH 8.0 
( 1  m L g - '  Frisch_rewicht) extrahicrt (sperilische enzymatische Aktivitit im Ex- 
trakt der gesamcen Pflanre 0.276 Enzymeinheitcn pro mg Protein). Keine uber 
dcr Kontrolle liepende Aktivitit wurde In d - - t r a n s g e n e n  Pflanren gcmessen. 

Pflanzen- Gesamtaktivitat Spczilischc Aktivitlt 
organe [ Enrymeinheiten [ Enzymeinheiten 

pro mg Protein] pro g Frischgewicht] 
~~ ~~ 

cub'-Wurzeln 0.073 

[.uh + -Blatter 0.643 
u ~ h  ' -Stengel 0.437 

0.660 
0.469 
0.202 

bildung. ist also mindestens urn den Faktor 10 erhoht. 
Bewurzelte c.ah+-transgene Pflanzen wachsen selbst in Ge- 
genwart von 2.4 mM Cyanamid gut, also auf einer Konzen- 
tration, welche nicht transformierte oder cull--transgene 
Pflanzen innerhalb von sechs Wochen zum Absterben bringt. 
Pflanzen. die nicht transformiert sind. oder nur fur den Plas- 
midvektor pl3in 19 transgen sind. werden innerhalb von 15 
Tagen nach dem einmaligen Bespriihen rnit einer 0.5 proz. 
Cyanamidlosung vollig gebleicht. Im Gegensatz hierzu tole- 
rieren cab' -transgene Pflanzen deutlich hohere Konzentra- 
tionen. welche rnit dem Spiegel der coh'-Genexpression kor- 
relieren. Beispielsweise zeigte eine Pflanze mit einer spezifi- 
schen Enzymaktivitit von 0.58 Enzymeinheiten pro mg Pro- 
tein im Zellcxtrakt keine Nekrose nach dern einmaligen 
Bespriihen rnit einer Sproz. Cyanamidlosung. Dies ist die 
Herbizidkonzentration. die fur die Anwendung in der Land- 
wirtschaft enipfohlen wird (Abb. I ) .  Ein zusiitzlicher Hin- 

Abb.  I ,  Cyanamid-Toleranr in transgcnem Tabak. Nicoriufiu-ruhucum-SR I -  
Pflanzen. transgen fur cuh' oder  pBin 19 mit sechs bis acht Bllttern wurden 
etnmal mil 5 pro/. Cyanamidlosung bespriiht. Die Pflanzen wurden unter ste- 
rilen Bedingungen in einer Kulturkammer gehalten (16 h Photoperiode. 25! 
18 C). Die Photographien wurden nach 15 Tagen aufgenommen. Links: 
Pflanze transgen fur pBin 19: rechts: Pflanre transgen fur cuh' 

weis darauf, tiaB die exprimierte Cyanarnid-Hydratase:,Akti- 
vitit die Ursache der beobachteten Toleranz ist, ist die 
Bildung von Harnstoff in der Pflanze. Extrakte von Blittern 
von cah'-transgenen Pflanzen. die fur mehrere Wochen in 
Gegenwart von 2.4 mM Cyanamid gewachsen waren. enthal- 
ten 10-32 p o l  Harnstoff pro Gramm Blatter (Frischge- 
wicht). Dieser fehlt in Kontrollen, die in Abwesenheit von 
Cyanamid gewachsen waren. 

Diese Resultate zeigen klar, daB die Expression der Cy- 
anamid-Hydratase Toleranz gegeniiber Cyanamid in trans- 
genem Tabak bewirkt, wobei dieses zu Harnstoff abgebaut 
wird. In Gegenwart des Harnstoff-abbauenden Enzyms 

Urease. das in vielen Pflanzen gefunden wird1'- "1, kann das 
entstehende Hydrolyseprodukt N H f  als Stickstoffquelle fur 
die Pflanze dienen. 
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Zum Ratsel des Chlorophyllabbaus: Die 
Konstitution eines secoporphinoiden Kataboliten ** 
Von Bernhurd Kruutler *, Bernhard Jaun. Karllieinz Bnrdik. 
Muju Schellenherg und Philippe Matile 

Professor Vludimir Prchg :urn 85. Gehurrstag gcvsidmet 

Der Abbau des griinen Pflanzenpigments Chlorophyll, der 
dem eindriicklichen Naturphanornen des herbstlichen Ver- 
firbens von BIumen und Strauchern zugrundeliegt. ist noch 
ungeklirt'" 'I. Diese Wi~sensl i icke '~~ ist darauf zuriickzu- 
fiihren, daB der Chlorophyllabbau , s h e i n b a r  ohne Hinter- 
lassung von Spuren verlPuft"[lal. obwohl jihrlich auf der 
Erde uber lo9 t Chlorophyll katabolisiert werden diirftenf3]. 
Erst in jiingster Zeit eroffnete die Entdeckung von nahezu 
farblosen pflanzlichen Metaboliten. deren wichtigste anhand 
von Isotopenmarkierungen als Tetrapyrrolabkommlinge er- 
kannt wurden1'.4-h1. die Aussicht. bald erste Erkenntnisse 
iiber den Chlorophyllkatabolismus gewinnen zu konnen. 
Aufgrund der Abfolge des Auftretens dieser Metabolite in 
den Chloroplasten und Vakuolen der vergilbenden Gersten- 
primarblatter schlug man vor. daB die als ..fluorescent com- 
pounds" (FCs) bezeichneten Metabolite Vorlaufer der ,,ru- 
sty pigments" (RPs) sein diirftenL4I. Letztere verdanken 
ihren Namen (und ihre Entdeckung) der Beobachtung, daB 
aus ihnen bei der Isolierung an Luft und unter Saureeinwir- 
kung gut sichtbare. rostfarbene Sekundarprodukte gebildet 
werden[1.4.51. Wir berichten hier iiber die (durch ..bota- 
nisch-chemische" Zusammenarbeit zustandegekornmene) 
Konstitutionsaufklarung von ,.RP-1 4"151. dem Hauptvertre- 
ter der RPs aus seneszenten Gerstenprimarbllttem. Der Kon- 

['I 
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