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(57) Die Erfindung, Selektionsverfahren fur Photosyntheseeffektoren mittels Analyse der promoten
Chlorophyll-a-Fluoreszenz, dient in erster Linie der Suche nach Phytoeffektoren. Sie verfolgt das .
Ziel, ein Verfahren vorzuschlagen, das durch die Erfassung der biologischen Aktivitat von
Effektoren mittels fluorometrischer Analysen an autotrophen zelluléren oder auch an
Suspensionen von subzelluléren Partikeln neben einer Selektion von priméren
Photosynthesehemmern, die sich in Fluoreszenzanderungen reflektieren, gleichzeitig Dosis-
Wirkungs-Analysen dieser Substanzen zuiaft. Quantitative Aussagen zur Wirksamkeit sind unter
Verwendung des vorgeschlagenen mathematischen Modells zu erhalten. Weiterhin liefert das
Untersuchungsverfahren orientierende Hinweise zum Wirkort der Effektoren im Bereich der
Photosynthese.
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Titel der Erfindung

Selektionsverfahren fiir Photosyntheseeffektoren mittels
Analyse der prompten Chlorophyll~a-Fluoreszenz

Anwendungsgebiet der Erfindung

Pflanzenschutzmittelforschung, Umweltschutz, Mikroalgen

Charakteristik der bekannten technischen LOsungen

Die Indikation der biologischen Aktivitdt von Effektoren
wird nach dem Patent "Verfahren zur Selektion biochemisch
wirksamer ‘Substanzen", DD WBC 12 K/152 888, mittels auto-
troph.kultivierter Zellsuspensionen von Griinalgen durchge=-
fiilhrt, Es werden aus einer Stichprobe diejenigen Chemika-
lien selektiert, die den fundamentalen ProzeB des auto-
trophen Zellwachstums, die Photosynthese in ihrer Gesamt-
heit, unmittelbar oder mittelbar vermindern oder fordern,
Bei Festlegung von minimalen Wirkkonzentrationen erhHlt
man iiber die Wirksemkeit der Effektoren die qualitative
Aussage "wirksam" oder "nicht wirksem". Bel Einsatz abge-
stuftér Konzentrationen der Effektoren ist durch Vergleich
gur Kontrollsuspension .eine Dosis-Wirkungsanalyse miglich.
Man erhdlt nach diesem Verfahren nur eine Gruppe "bioche~
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misch wirksemer® Substanzen, die hinsichtlich ihrer Wirk-
weigse und des Wirkortes heterogen ist. Durch das Patent
"Verfehren zur differenzierten Selektion von Effektoren
mittels autotropher Zellsuspensionen®, DD WP C 12 Q

231 4847, wird mittels Analyse der Anderung der optischen
Elgenschaften der Zellsuspensionen der Versuch unternom-
men, primére und nicht primdre Photosyntheseeffektoren zu
trennen.

Eine Selektion mittels Wirkbildern wird durch das "Ver-
fahren sur Selektion von Effektoren mittels Wachstums—
anelyse von Zellsuspensionen" durch Analyse der Bxtinktions-~
messungen bei 621, 680, 702 und 750 nm gezeigt. Auf Grund-
lage von Vergleichen der Analyseergebnisse des photosynthe-
tischen Caswechselumsatzes substanzbehandelter aubotropler
einzelliger Griinalgensuspensionen wird durch das "Werfahren
zur gasanalytischen Selektion von Effektoren amittels Zellw
sugpensionen™ eine Selektion von primiren Photosyntheseef-
fektoren nach Charakterisierung ihrer erkbllder ermSglichte
Alle dlese Verfahren erfordern mehr oder minder grofle Sub~
stanzmengen und sind mit einem Zeitaufwand von Stunden bisg
Tagen verbunden.

Ziel der Erfindung

Die Erfindung verfolgt das Ziel, fir die Testung der bio-
10gisched Aktivitdt von Effektoren mittels fluorometrischer
Anglysen von autotrophen zelluldren und gsubzelluldren Sug-
pensionen niederer Pflénzen ein Verfahren vorzuschlagen,

das neben einer Selektion von primdren Photosyntheseelek-
tronentransporteffektoren, die durch Fluoreszenzintensitdtaln-
derungen reflektiert werden, gleichzeitig elne Dogig=-Wir-
kungsénalyse dieser Effektoren ermdglicht, die unter Ver-
wendung von bestimmten mathematischen Modellen genaue Aug-



sagen zur Wirksamkeit zuldft und Hinweise fiir einen mdg-
lichen kiinftigen Einsatz von Effektoren gibt.

Das vorgeschlagene Verfahren ist automatisierbar und
erfordert lediglich einen Zeitsufwand von Minuten. . 4

Darlegung des Wesens der Erfindung

Der Erfindung liegt die Aufgebe zugrunde, mittels fluoro-
metrischer Analysen auf Grundlage von Vergleichen der
Fluoreszenzintensitit von unbehandelten zu substanzbe-
handelten autotrophen zelluldren oder subzelluléren Par-
tikelsuspensionen eines einheitlichen Standards reflektierte
primére Photosyntheseelektronentranporthemmer zu gelektieren
und diese danach einer Dosis-Wirkungs-Analyse auf der Basis
bestimmter mathematischer Modelle zu unterziehen. Welterhin
besteht die Moglichkeit, Aussagen zu Permeations- und Trans-
portproblemen des Effektors durch Vergleiche zwischen zel-
luldren und subzellularen Partikelsuspengionen zu erhal-
ten,

Beim "Selektionsverfahren fiir Photosyntheseeffektoren nit-
tels Analyse der prompten Chlorophyll-a-Fluoreszenz" ver-
fihrt man so, daB man jeder FluoreszenzmefBprobe auBer der
Kontrolle eine definierte Meﬁge chemischer Verbindungen

in konstanten Zeitabstsnden vor der Messung im geldsten Zu-
stand éppliziert und eine gleiche Vorbehandlung aller FPro-
ben gewdhrleistet. Bei Durchfiihrung jeder Einzelmessung °
wird die Wirkung auf den Zustand der Zelle oder des sub=
zellulsren Partikels erfaft als Anderung der Fluoreszenz-
intensitdt.



Avsfiihrungsbeisgpiele

1. Ausfilhrungsbeispiel

Die zu priifende Substanz A greift am B-Brotein in den pho-
tosynthetischen Elektronentransport vom Wasser iiber die.
Photosysteme I und II zum NADPH2 e;no Pir die Fluoreszent-~
messungen wurden Zellsuspensionen der einzelligen Griinalge
der Species Chlorella vulgaris BEIJERINCK 1890, var. vul-
garis, Stamm BOHM et. BORNS 1972/1 nach entsprechendenm
Kultivierungsverfehren verwendet. Die spezifisch entwickel-
te FluoreszenzmeBanordnung ist durch eine Halogenlichtguel-
le mit Bleufilter, einem MeBraum und einer im Winkel von 90°
zur Lichtquelle hochempfindlichen Lichtempfingereinrichtung
mit Rotfilter gekennzeichnet und mit einem Registriergerit
gekoppelt. Die Substanz A wurde in abgestuften Konzentra-
tionen in geltster Form vor ummittelbarer Messung mit den
Zellsuspensionen vermischt, Alle MeBproben unterlagen dem
gleichen Zeitregime der Vorbereitung und Durchfiihrung der
Messung,~wobei die MeBzeit nur 1 Minute betrug. Flir die
Quantifizierung wurde die Anderung der "steady state-fluo-
rescence" gegeniiber der Kontrolle herangezogen. Die Sub-
stanz A erhtht die Fluoreszenz entsprechend den abgestuften
Konzentrationen,



Tabelle 1
c Wwe ) 1M© S ) By
10" M 5.425 100 -
5.10°% ¥ 5.425 2,10° =
2,104 5.425 5,10  0.183
1074y 5,15 10.10°  0.194
5,107 ¥ 5.0 20,107 0,200 P,
2,107 U 4.6 50,100 0,217
1077 0 3.7 100,103 0.270 P,
5.1070 M 2.6 200,10° 0,385
2,108 M 1.5 500.10°  0.667
1078 1 1.1 1000.10°  0.909

Zur Quantifizierung der Wirkung von Effektoren auf den
photosynthetischen Elektronentransport betrachtet man

als Wirkung die Anderung der MeSwerte der Fluoreszenz.
Aus den Differenzen der Fluoreszenz der Kontrolle und der
der behandelten Proben l#Bt sich die Wirkung W(c) in den
meisten Pdllen durch das Modell

| — K-¢

. W(C)'—'W 4 +¥K-C 6‘1
beschreiben, .
In dieser Gleichung bedeutet y die theoretische Meaximal-
wirkung. K ist eine Geschwindigkeitskonstante und
die eingesetzte Substanzkonzentration., Die Wirkung einer
Substanz wird beschrieben durch den EDso—Wert, d. h. die
Konzentration, bei der die Wirkung-%i erreicht wird.
Aus Gleichung 1 folgt:

ED = -E( Gl.2



Um den ED50~Wért nach Gleichung 2 zu bestimmen, benutzt

man die Linearisierung von 1, die sich in der Form

A__4 .4 .4
N %K<y 6.3

gchreiben 18Bt. Man trdgt die Werte gegen auf und
berechnet von einer Ausgleichsgeraden etwe mit Hilfe
der Zwei-Punkte-Gleichung die Parameter und . Die
im vorliegenden Beispiel ausgewdhlten Punkte P1 und P2
gind in der Tebelle 1 in der Spalte Pp gekennzeichnet,
Mit Hilfe einer solchen Darstellung wurde auf der Basis
der angegebenen MeSBwerte die folgende Losung berechnet:

&-=8 7838 10"' 14 1.8243-107"

EDs -—-—_‘r815 407

. 207632c
W =>3.431 4 +209692c

Der.ermittelté EDSO—Wert stimmt mit dem aus Untersuchungen
des Elektronentrensports mittels sauerstoffsensitiver Elek-
troden bzw. dem mittels Gasanalysatoren registrierten 02—
bzw, GOQ—Umsatz der Photosynthese beim gewidhlten Unter-
suchungsmeterial iiberein.



2+ Ausfilhrungsbeispiel

Die Substenz B wurde im Konzentrationsbereich 10'7 M

bis ‘IO"3 M untersucht. Nach Absenkung der Fluoreszenz

bel niederen Konzentrationen folgt eine ErhShung mit stei-
genden Konzentretionen, In diesem Fall kann man die Wirkung
als Uberlagerung nach Gleichung 1 in der Form

= Karc X2 C
W§c)"' W‘l ‘4+K4.c VJZ. -/T-\%R;-E

erfassen. Fir die zu priifende Substanz B ergibt sich da-
nach:

= 29003303385 _q pugs 2374T6c
W)= 7.3603 31 g53ggse -5 0188 3 2amdaee

EDgg= 1-1062:10"¢ - 4.2108-40°°

3. Ausfithrungsbeispiel

Die Substanz C wurde im Konzentrationsbereich 10'8 bis

10™3 M wntersucht. Es zeigt sich keine Verinderung der
Fluoreszenzintensitit iiber den gesamten Untersuchungsbe=
reich, Eine Wirkung im Elekironentransport vom Wasser bis
zur Akzeptorsseite des Photosystems II kann dadurch aus-
geschlossen werden.



Patentanspriiche
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Analyse der prompten Chlorophyll~a-~Fluoreszenz, dadurch
gekennzeichnet, dafl durch fluorometrische Messungen der
Chlorophyll-a-steady state~Fluoreszenz von behandelten

und unbehandelten Suspensionen autotropher zellulérer

und subzelluldrer Partikel die prim#re Wirkung auf den
durch die Fluoreszenz reflektierten Elektronentransport-
abschnitt der photosynthetischen Lichtreaktion erfaft

wird und demit sekunddre Effektoren ausgeschieden werden,
go daBl beli Einsatz von abgestuften Effektorkonzentrationen,
die Wirkungen erzielen, e€ine Dosis-Wirkungs~Analyse erfol-
gen kann und gleichzeitig Aussagen zur groben Wirkonrt-
eingrenzung gemacht werden kodnnen.

Verfahren nach Punkt 1, dadurch gekennzeichnet, daB als
autotrophe Zelluldre Partikelsuspensionen alle suspen=-
dierbaren autotrophen Mikroalgen verwendet werden kon-
nen.

Verfahren nach Punkt 1 und 2, dadurch gekennzeichnet, daB
von den in Punkt 2 genannten Zellsuspensionen photosyn-
thetisch ektive Partikel verschiedener Integrationsstufe
und verschiedenen Reinheitsgrades verwendet werden konnen.

Verfahren nach Punkt 1, 2 und 3, dadurch gekennzeichnet,
daB die Fluoreszenzmessungen mit Apparaturen unterschied~
lichem Aufbaus, verschiedener Lichtqualitdten - und
quantitédten, mit veriablen Belichtungszeiten und unter-
schiedlichen Empfangs-~ und Registriermethoden durchge-
fihrt werden konnen,



: | e

5 Verfahren nach Punkt 1, 2, 3 und 4, dadurch gekenn-
zeichnet, daB8 durch Anwendung von mathematischen Mo~
dellen zur Auswertung der MeBergebnisse eine Dosis-Wir-
kungs-Analyse liber den gesamten Wirkbereich durchgefiihrt | .
werden kann. B |



	BIBLIOGRAPHY
	DESCRIPTION
	CLAIMS

