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“-(57) Die Erfindung, Selektionsverfahren fir Photosyntheseeffektoren mittels Analyse des prompten

.. Chlorophyll-a- Fluoreszenzinduktionsverfaufes, dient in erster Linie der Suche nach Phytoeffektoren. Sie verfolgt das
- ‘Ziel, ein Verfahren vorzuschiagen, das fiir die Testung der biologischen Aktivitdt von Effektoren mittels:
,ﬂuorometnscher Analysen von autotrophen zelluidren und subzelluldren Suspensionen von Partikeln niederer und
‘ hoherer Pflanzen neben einer Selektion von primaren Photosyntheseelektronentransporteffektoren deren Formulate
und Gemische, die Anderung des Fluorreszenzinduktionsverlaufes im Bereich O, 1, D, P, S, M hervorrufen und nicht
allein durch Analyse der steady-state-Chlorophylifluoreszenz erfalt werden kénnen, gleichzeitig eine
Dosis-Wirkungsanalyse ermdglicht, die unter Verwendung von bestimmten mathematischen Modellen, Verfahren
* und Methoden genaue Aussagen zur Wirksamkeit zuld8t und Hinweise fiir einen méglichen kiinftigen Einsatz von
Effektoren gibt. Das vorgeschlagene Verfahren ist automatisierbar und erfordert einen geringeren Zsit- und
Testmaterialaufwand gegeniiber anderen nicht auf fluorometrischen Analysen beruhenden Selektionsverfahren.
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Erfindungsanspriiche:

1. Selektionsverfahren fiir Photosyntheseeffektoren mittels Analyse des prompten Chlorophyll-a-
Fluoreszenzinduktionsverlaufes, dadurch gekennzeichnet, daf? durch fluorometrische Messungen des
Fluoreszenzinduktionsverlaufes von behandeltén und unbehandelten Suspensionen autotropher zelluldrer und subzelluldrer
Partikel die direkte Wirkung von Substanzen auf die flir die Fluoreszenz verantwortlichen Abschnitte der _
Elektronentransportkette der photosynthetischen Lichtreaktionen sowie der Funktionsfdhigkeit der Absorptionseinheiten
der Pigmentmolekiile selbst erfallt und auf dieser Grundlage von indirekt wirkenden Effektoren abgegrenzt werden kdnnen,
so daf bei Einsatz von abgestuften Effektorkonzentrationen sowie deren Formulate und Gemische eine Dosis-Wirkungs-
Analyse erfolgen kann sowie gleichzeitig Aussagen zu einer Wirkorteingrenzung im Bereich der Lichtreaktionen gemacht
werden kénnen.

2. Verfahren nach Punkt 1, dadurch gekennzeichnet, daB als autotrophe zelluldre Partikelsuspensionen alle suspendierbaren
autotrophen Mikroalgen und photosynthetisierende Teile hdherer Pflanzen verwendet werden kdnnen.

3. Verfahren nach Punkt 1 und 2, dadurch gekennzeichnet, da3 von den in Punkt 2 genannten Objekten photosynthetisch
aktive Partikel verschiedener Integrationsstufe und verschiedenen Reinheitsgrades verwendet werden kénnen.,

4. Verfahren nach Punkt 1, 2 und 3, dadurch gekennzeichnet, daR die Fluoreszenzmessungen mit Apparaturen
unterschiedlichem Aufbaus, verschiedener Lichtqualitdten und -quantititen, mit variablen Belichtungszeiten und
unterschiedlichen Empfangs- und Registriermethoden sowie Registrierzeiten durchgefliihrt werden kdnnen.

8. Verfahren nach Punkt 1, 2, 3 und 4, dadurch gekennzeichnet, daR durch Erfassen der Punkte 0,1, D, P, S, M der
Fluoreszenzinduktionskurve oder durch selektive Integration der Kurvenabschnitte und nachfolgender Anwendung von
mathematischen Modellen, Verfahren und Methoden zur Auswertung der MeRergebnisse eine Dosis- erkungsanalyse Gber
den gesamten Wirkbereich durchgefihrt werden kann.

6. Verfahren nach Punkt 1, 2, 3, 4 und 5, dadurch gekennzeichnet, daB sich die Wirkung der Effektoren sowohl in einer Erhéhung
oder Senkung der gesamten Fluoreszenzinduktionskurve oder einzelner Teile sowie in der Grundfluoreszenz (F,) und/oder
der variablen Fluoreszenz zeigen kann. :

Anwendunagsgebiet der Erfindung

Pflanzenschutzmittelforschung, Umweltschutz, Mikroalgen

Charakteristik der bekannten technischen Ldsungen .

Die Indikation der biologischen Aktivitit von Effektoren wird nach dem Patent , Verfahren zur Selektion biochemisch wirksamer
‘Substanzen”, DD-Patent 94234, mittels autotroph kultivierter Zellsusperisionen von Griinalgén durchgefiihrt. Es Werden aus
einer Stnchprobe diejenigen Chemikalien selektiert, die den fundamentalen ProzeR des autotrophen Zellwachstums, die
Photosynthese in ihrer Gesamtheit, unmittelbar oder mittelbar vermindern oder fdrdern. Durch das Festlegen von minimalen
Wirkkonzentrationen erhalt man Uber die Wirksamkeit der Effektoren die qualitative Aussage ,wirksam” oder ,nicht wirksam®.
.Bei Einsatz abgestufter Konzentrationen der Effektoren ist durch Vergleich zur Kontrollsuspension eine Desis-Wirkungsanalyse
moglich. Nach diesem Verfahren erhait man eine Gruppe , biochemisch wirksamer” Substanzen, die hinsichtlich ihrer Wirkweise
und des Wirkortes heterogen ist. Eine differenzierte Selektion von Effektoren mittels autotropher Zellsuspensicnen kann
mittels Analyse der Anderung der optischen Eigenschaften von Zellsuspensionen durchgefiihrt werden.

Eine Selektion mittels Wirkbildern wird durch ein Verfahren zur Selektion von Effektoren mittels Wachstumsanalyse von
Zellsuspensionen durch Analyse der Extmktlonsmessungen bei 621,680, 702 und 750 nm gezeigt. Auf Grundlage von
Vergleichen der Analyseergebnisse des photosynthetischen Gaswechselumsatzes substanzbehandelter autotropher einzeliliger
Grinalgensuspensionen wird durch das , Verfahren zur gasanalytischen Selektion von Effektoren mittels Zellsuspensionen”
eine Selektion von priméaren Photosyntheseeffektoren nach Charakterisierung ihrer Wirkbilder erméglicht. Alle weiteren auf
diesen Grundlagen basierenden Verfahren erfordern mehr oder minder groe Substanzmengen und sind miteinem Zeltaufwand
von Stunden bis Tagen verbunden.

Ein Selektionsverfahren flr Photosyntheseeffektoren mitteis Analyse der prompten Chlorophyll-a- Fluoreszenz, bezieht sich
punktual auf Messungen der ChlorophyH-a-steady state-Fluoreszenz von behandelten und unbehandelten Suspensionen
autotropher zelluldrer und subzellularer Partikel. Dadurch kénnen nur Substanzen erfalRt werden, die den ~Steady state”, den
T-Bereich der Fluoreszenzinduktionskurve erhdhen oder vermindern.

Ziel der Erfindung

Die Erfindung verfolgt das Ziel, fir die Testurg der biologischen Aktivitit von Effektoren mittels fluorometrischer Analysen
von autotrophen zelluldren und subzelluldren Suspensionen von Partikeln niederer und hdherer Pflanzen ein Verfahren
vorzuschlagen, das neben einer Selektion von priméren Photosynthesesiektronentransporteffektoren deren Formulate und
Gemische, die Anderungen des Fluoreszenzinduktionsverlaufes im Bereich O, 1, D, P, S, M hervorrufen und nicht allein durch -
Analyse der steady-state-Chlorophylifiuoreszenz erfalt werden kénnen, g!excnzemg eine Dosis-Wirkungsanaiyse ermoghcht
die unter Verwendung von bestimmten mathematischen Modellen, Verfahren und Methoden genaue Aussagen zur Wirksamkeit
zuldBt und Hinweise fir einen méglichen kiinftigen Einsatz von Effektoren gibt.

Das vorgeschlagene Verfahren ist automatisierbar und erfordert einen geringeren Zeitaufwand gegentber anderen nicht auf
flusrometrischen Analysen beruhenden Selektionsverfahren.

Darlegung des Wesens der Erfindung

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, mittels ﬂuorometnscher Analysen auf Grundlage von Vergiefchen der
Fluoreszenzintensitaten der Fluoreszenzinduktionskurve im Bersich O, I, D, P, S, M von unbehandelten zu substanzbehandélten
autotrophen zzlluidren oder subzelluliren Partikelsuspensionen eines einheitlichen Standards reflektierte primare
Photosyntheseelektronentransporthemmer zu selektieren und diese danach einer Dosis- -Wirkungsanalyse auf der Basis
bestimmter mathematischer Modelle, Verfahren und Methoden zu unterziehen. Weiterhin besteht die Mdoglichkeit, Aussagen
zu Permeations- und Transportproblemen der Effektoren durch Vergleiche zwischen zellularen und subzeliuldren Systemen
sowie nach unterschiedlichen Applikationszeitpunkten zu erhalten.

Beim ,Selektionsverfahren fir Photosyntheseeffektoren mittels Analyse des prompten Chicrophyli-a-



Fluoreszenzinduktionsverlaufes” verfahrt man so, dalR man jeder Fiuoreszenzmel’Sprobe auller der Kontrolle eine definierte
Menge chemischer Verbindungen in konstanten Zeitabstanden vor der Messung im geldsten Zustand appliziert und eine
gleiche Vorbehandlung (z. B. Vorverdunkelung) alier Proben gewéhrleistet. Bei Durchfiihrung jeder Einzelmessung wird die
Wirkung auf den Zustand der Zellen oder der subzelluldren Partikel als Anderung der Fluoreszenzintensitét im Induktionsverlauf

erfafdt.
Austiihrungsbeispiele

1. Ausfithrungsbeispiel
Als zu priifende Substanz wird p-Nitrobenzonitril verwendet. Fir die Fluoreszenzmessungen kommen Zellsuspensionen der
einzelligen Griinalge der Species Chlorella vulgaris BEIJERINCK 1880, var. vulgaris, Stamm BOHM et BORNS 1972/1 nach

. entspréchenden Kultivierungsverfahren zum Einsatz. Die FluoreszenzmeBvorrichtung ist durch eine Halogenlichtquelle mit
Blaufilter, einem Mefraum und einer im Winke! von 90° zur Lichtquelle hochempfindlichen Lichtempféngereinrichtung mit
Rotfilter gekennzeichnet und mit einem technischen Schnellschreiber gekoppett. Die Substanzapplikation erfolgt in abgestuften
Konzentrationen in geldster Form drei Minuten vor Messung in die Zellsuspensionen. Alle Mef3proben unterliegen einer
Minute Vorverdunkelung. Die F!uoreszenzxndukt|onskurvenaufze|chnung findet danach Uber einen Zeitraum von finf Sekunden
statt.
Flr die Quantifizierung wird die Anderung der Fluoreszenzintensitit im Punkt P gegenliber der Kontrolle herangezogen. Die
Substanz erniedrigt zuerst die Intensitat von P entsprechend den abgestuften Konzentrationen bei gleichbieibender intensitét
des MT-Bereiches. Wird dessen Intensitat erreicht, so findet eine weitere Erniedrigung der Fluoreszenzintensitét bis zur vélligen
Fluoreszenzidschung statt. '
Die Bearbeitung der MeBdaten erfolgt mittels Lineweaverf Burck-Auftragung, aus der sich ein EDsp-Wertvon 7,14 x 105 M
ermitteln 1483t
Dieser Wert steht in guter Ubereinstimmung mit dem durch Absorptlonsmessungen ermittelten Wert im autotrophen
Wachstumstest von Chlorella-Synchronkuituren.

2. Austihrungsbeispiel ) .
Untersuchungen der Wirkung von 1,3-Dinitrobenzol flthren zum ph&nomenologisch gleichen Erscheinungsbild wie dem
Fluoreszenzverhalten unter p-Nitrobenzonitrileinfluf3.

Nach mathematischer Bearbeitung der MeRergebnisse mittels Lineweaver-Burck- Auftragung zur Dosis-Wirkungsanalyse kann
ein EDgp-Wert von 3,4 X 107%M ermittelt werden, der mit dem aus dem autotrophen Wachstumstest von Synchronkulturen der
kokkalen Griinalge Chlorella vuigaris erhaltenen Wert in Einklang steht.
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