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Beschreibung

Die vorliegende Erfindung beschreibt ein neuartiges Verfahren, welches, basierend auf einer Modifikation che-
misch/physikalischer Prozessablaufe, in einfachen sowie in komplexen Systemen zu wiinschenswerten und nitzlichen
Veranderungen von diesen Systemen inharenten Eigenschaffen fihrt.

Ein wesentlicher Aspekt dieser Erfindung betrifit die Modifikation von chemisch/physikalischen Prozessablaufen in
komplexen biologischen Systemen, die sich in einer wiinschenswerten und nttzlichen Veranderung bestimmter Eigen-
schaften der diese Systeme beinhaltenden Organismen manifestiert, wie beispielsweise einer Veranderung der Gen-
expressionsmuster, der Morphologie, der Entwicklungs- und Wachstumseffizienz, der Stressanfalligkeit u.a.m.

Ebenso umfasst von der vorliegenden Erfindung sind daher Organismen, wie zum Beispiel Mikroorganismen,
Pilze, Pflanzen, wirbellose Tiere und Wirbeltiere aus den Klassen der Amphibien, Reptilien, Végel und Sauger, die auf-
grund des erfindungsgemassen Verfahrens bestimmte winschenswerte und nitzliche Veranderungen aufweisen, wie
zum Beispiel eine erhéhte Entwicklungs- und Wachstumseffizienz, eine veranderte Genexpression, eine veranderte
Morphologie, eine erhéhte Stressresistenz, eine veranderte Populationsdynamik u.a.m.

Das Interesse bei der Untersuchung von Parametern, die eine mittelbare oder unmittelbare Wirkung auf che-
misch/physikalische Prozessablaufe austben, konzentrierte sich bisher fast ausschliesslich auf den Einfluss von Tem-
peratur, Druck und elektromagnetischer Strahlung. Weit weniger Beachtung fand dagegen beispielsweise die
Untersuchung tber eventuelle Wechselwirkungen zwischen einfachen und komplexen Systemen, insbesondere zwi-
schen komplexen biologischen Systemen und physikalischen Feldern.

Erst in jungerer Zeit haufen sich die Berichte Uber mégliche Auswirkungen von Gravitation und magnetischen Fel-
dern auf biologische Systeme. So konnten beispielsweise Goodman und Henderson (Bioelectromagnetics, 1986, 7, 23-
29) Anzeichen dafirr finden, dass ein Zusammenhang zwischen elektromagnetischen Feldern und der Transkriptions-
rate in biologischem Material besteht, die von dem angelegten EM-Feld positiv beeinflusst wird, im Sinne einer Tran-
skriptionssteigerung.

Die Méglichkeit, dass auch statische Elekirofelder einen Einfluss auf chemisch/physikalische Prozessablaufe in
einfachen oder aber in komplexen Systemen, insbesondere auch in komplexen biologischen Systemen haben kénnten,
wurde dagegen bisher offenbar von vornherein ausgeschlossen. Entsprechend existieren bisher auch keine Berichte
Uber eine mdgliche Wirkung statischer Elektrofelder auf besagte Systeme. Dies mag in erster Linie dadurch begrindet
erscheinen, dass man gemass der bisher gangigen Lehrmeinung davon ausging, dass ein statisches Elekirofeld in
einem mit Ladungstrégern geftllten Medium durch die spontane Ausbildung einer elektrischen Doppelschicht abge-
schirmt wird und damit in seiner Wirkung inert bleibt.

Eine einzige Ausnahme bildet ein in der US Patentschrift Nr. 5,048,458 beschriebenes verbessertes Fischzucht-
verfahren. Aufgrund dieses Standes der Technik konnte jedoch gemass der gangigen Lehrmeinung nicht erwartet wer-
den, dass dieses Verfahren zu einer generellen Methode ausgestaltet werden kann.

Diese Lehrmeinung basiert im wesentlichen auf der von C. Gouy und D.L. Chapman aufgestellten Beziehung, nach
der die effektive Dicke einer diffusen Doppelschicht fir einen Elektrolyten
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betragt, worin d = die Dicke der Doppelschicht, F = die Faradayische Konstante, ¢ = die Dielektrizitdtskonstante, R = die
universelle Gaskonstante, T = die absolute Temperatur und i = die lonenarten der Konzentrationen ¢; und der Wertig-
keiten z; bedeuten.

Dieses Vorurteil konnte jetzt im Rahmen der vorliegenden Erfindung durch Anwendung einfacher Verfahrensmass-
nahmen Uberraschenderweise Gberwunden werden.

Entgegen den zuvor naher charakterisierten Vorgaben der bisher géngigen Lehrmeinung ist es im Rahmen dieser
Erfindung jetzt erstmals gelungen ein generelles Verfahren zu entwickeln, mit dessen Hilfe es méglich wird, basierend
auf einer Modifikation chemisch/physikalischer Prozessablaufe, durch die Einwirkung eines statischen Elekirofeldes
sowohl in einfachen als auch in komplexen Systemen, insbesondere in komplexen biologischen Systemen, wiinschens-
werte und nitzliche Verénderungen zu induzieren. Dies kann am einfachsten dadurch erreicht werden, dass man
besagte Systeme in ein statisches Elektrofeld einbringt, sodass die chemisch/physikalischen Prozesse, die beeinflusst
werden sollen, unter dem Einfluss eines definierten elekirostatischen Feldes unter kontrollierbaren Bedingungen ablau-
fen.

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist somit ein Verfahren, welches basierend auf einer Modifikation che-
misch/physikalischer Prozessablaufe in einfachen sowie in komplexen Systemen zu wiinschenswerten ntzlichen Ver-
anderungen in diesen Systemen inharenten Eigenschaffen fuhrt und das sich dadurch kennzeichnet, dass man

ull

a) besagte Systeme in ein statisches Elektrofeld einbringt, sodass die chemisch/physikalischen Prozesse, die
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beeinflusst werden sollen, unter dem Einfluss eines definierten elektrostatischen Feldes unter kontrollierbaren
Bedingungen ablaufen, ohne dadurch aber die chemische Identitat des Systems selbst zu verandern und

b) besagte Systeme dort fiir einen Zeitraum belasst, der flr eine stabile Ausbildung der gewlinschten Modifikation
notwendig ist.

Die einfachen und komplexen Systeme, die im Rahmen der vorliegenden Erfindung in wiinschenswerter und nitz-
licher Weise modifiziert werden, kénnen umfassen in erster Linie physikalisch/chemische Systeme, wie z. B. chroma-
tographische Systeme, Membranpermeabilitaten, Viskositaten, Loslichkeiten, Kinetik chemischer Reaktionen,
lonenaktivitaten, Kristallisationen, Prézipitationen, Konformationen von Molekilen oder Dielekirizitatskonstanten.
Besonders bevorzugt sind komplexe biologische Systeme sowie insbesondere das diese Systeme beinhaltende biolo-
gische Material selbst.

Besonders bevorzugt im Rahmen dieser Erfindung ist daher die Anwendung dieses erfindungsgeméssen Verfah-
rens auf komplexe biologische Systeme, bzw. auf die diese Systeme beinhaltenden Organismen, die zu einer Vielzahl
unerwarteter Erscheinungen flhrt, die in vielfaltiger Weise genutzt werden kénnen, wie aus der folgenden detaillierten
Beschreibung hervorgeht.

So fuhrt die Anwendung des erfindungsgemassen Verfahrens auf komplexe biologische Systeme als Bestanditeil
eines intakten Organismus beispielsweise zu einer Veranderung der Entwicklungs- und Wachstumseffizienz, der Mor-
phogenese, der Genexpressionsmuster, der Stressanfalligkeit, der Populationszusammensetzung u.a.m.

Ein wesentlicher Aspekt dieser Erfindung betrifft daher ein Verfahren zur Steigerung der Effizienz von Entwicklung
und Wachstum von biologischem Material. Besonders bevorzugt ist ein Verfahren zur Steigerung der Effizienz von Ent-
wicklung und Wachstum bei Pflanzen, wirbellosen Tieren und Wirbeltieren aus den Klassen der Amphibien, Reptilien,
Voégel und Sauger.

Ebenso umfasst von der vorliegenden Erfindung ist das aus der Anwendung des erfindungsgemassen Verfahrens
resultierende biologische Material selbst, insbesondere aber die aus der Anwendung des erfindungsgeméssen Verfah-
rens resultierenden Pflanzen, wirbellosen Tieren und Wirbeltieren aus den Klassen der Amphibien, Reptilien, Végel
und Sauger, die eine erhéhte Entwicklungs- und Wachstumseffizienz aufweisen sowie die auf sexuellem und asexuel-
lem Wege erzeugten Nachkommen der genannten Lebewesen, die noch diese neue und charakteristische Eigenschat-
ten des Ausgangsmaterials besitzen.

Unter einer erhdhten Entwicklungs- und Wachstumseffizienz von Pflanzen, wirbellosen Tieren und Wirbeltieren
aus den Klassen der Amphibien, Reptilien, Vogel und Sauger istim Rahmen dieser Erfindung definitionsgeméss zum
Beispiel eine Steigerung der Keimungsrate und der Keimungs- und Wachstumsgeschwindigkeit bei Pflanzen sowie
eine Steigerung der Schlupf- bzw. Geburtenraten bei Tieren zu verstehen.

Weiterhin betrifft die vorliegende Erfindung ein Verfahren zur Beeinflussung der Morphogenese von biologischem
Material, insbesondere aber ein Verfahren zur Beeinflussung der Morphogenese von Pflanzen.

Die vorliegende Erfindung umfasst somit auch biologisches Material sowie insbesondere Pflanzen, das aufgrund
einer geanderten Morphogenese typische Veranderungen in seiner Morphologie erfahren hat. Fur Pflanzen betreffen
diese morphologischen Modifikationen in erster Linie die Form und Ausgestaltung von Blattern und Stengel, die
Wuchsform sowie den Gesamthabitus der Pflanze.

Ebenso umfasst von der vorliegenden Erfindung ist ein Verfahren zur Anderung der Genexpressionsmuster von
biologischem Material, insbesondere aber ein Verfahren zur Anderung der Genexpressionsmuster bei Pflanzen sowie
das aus der Anwendung des erfindungsgemassen Verfahrens resultierende Material selbst und dessen Nachkommen.

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung betrifft ein Verfahren, welches die spezifischen Stressreaktio-
nen von biologischem Material in einer wiinschenswerten und niitzlichen Weise modifiziert. Diese gewtinschte Modifi-
kation der Stressreaktion kann auf sehr unterschiedliche Weise erfolgen, abhangig von dem verwendeten biologischen
Material und der flir dieses Material jeweils typischen Reaktion auf bestimmte Stresssituationen. So ist es beispiels-
weise maglich, die Stressanfalligkeit bestimmter Organismen durch Anwendung des erfindungsgeméssen Verfahrens
zu verringern und die Organismen somit unter Bedingungen zu kultivieren, die normalerweise kritisch sind flir eine nor-
male und geregelte Entwicklung besagter Organismen.

Ebenso umfasst von der vorliegenden Erfindung sind daher Organismen, deren spezifische Reaktionen auf
bestimmte Stressparameter durch die Anwendung des erfindungsgemassen Verfahrens in einer gewtinschten und
nutzlichen Art und Weise modifiziert sind, insbesondere solche, die eine erhéhte Resistenz gegentiber Stress aufwei-
sen.

Insbesondere umfasst von der vorliegenden Erfindung sind Pflanzen, die aufgrund der Anwendung des erfindungs-
gemassen Verfahrens in der Lage sind, auch ausserhalb der fir sie typischen Wachstumsperiode zu wachsen und sich
zu vermehren sowie die auf sexuellem und asexuellem Wege erzeugten Nachkommen dieser Pflanzen, die noch diese
neue und charakteristische Eigenschaften der Mutterpflanze aufweisen.

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung betrifft ein Verfahren, welches eine direkte Induktion des
Sekundarstoffwechsels bei Organismen ermdglicht, die Gber einen solchen verfiigen, und das auf diese Weise die Pro-
duktion von Sekundarmetaboliten ohne die Anwendung aufwendiger Verfahrensmassnahmen méglich macht.
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Ebenso umfasst von der vorliegenden Erfindung sind die auf diese Weise hergestellien Sekundérmetaboliten pro-
duzierenden Organismen sowie die von diesen produzierten Verbindungen.

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist somit ein allgemein anwendbares Verfahren, welches basierend auf
einer Modifikation chemisch/physikalischer Prozessablaufe in einfachen sowie in komplexen Systemen zu wiinschens-
werten und niitzlichen Verdanderungen von diesen Systemen inhdrenten Eigenschaften flhrt und das durch die folgen-
den Verfahrensmassnahmen gekennzeichnet ist:

a) Einbringen von einfachen oder komplexen Systemen, in denen die spezifischen chemisch/physikalischen Pro-
zessablaufe stattfinden, welche mit Hilfe des erfindungsgemassen Verfahrens modifiziert werden sollen, in ein sta-
tisches Elektrofeld,

b) Einstellen der fir die jeweils gewiinschte Modifikation der im statischen Elekirofeld befindlichen Systeme geeig-
neten Feldparameter und

c) Belassen der besagten Systeme im statischen Elektrofeld flir einen Zeitraum, der fir das Auftreten und gegebe-
nenfalls fir die Erhaltung der gewtinschten Modifikation notwendig ist.

Besonders bevorzugt im Rahmen dieser Erfindung ist ein Verfahren, welches basierend auf einer Modifikation che-
misch/physikalischer Prozessablaufe in einfachen sowie in komplexen biologischen Systemen zu wiinschenswerten
und niitzlichen Veranderungen von diesen Systemen inharenten Eigenschaften fihrt und das durch die folgenden Ver-
fahrensmassnahmen gekennzeichnet ist:

a) Einbringen von biologischem Material in ein statisches Elekirofeld,

b) Einstellen der fur die jeweils gewlinschte Modifikation geeigneten Feldparameter und

¢) Belassen des biologischen Materials im statischen Elektrofeld fir einen Zeitraum, der fir das Auftreten und
gegebenentfalls fur die Erhaltung der gewlinschten Modifikation notwendig ist.

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung wird das statische Elektrofeld vorzugsweise zwischen den Platten eines
Kondensators aufgebaut. Die elekirische Feldstarke des statischen Elektrofeldes ist durch die folgende Beziehung
gegeben:

alc

worin U die Spannungsdifferenz zwischen den Kondensatorplatten und d' der Plattenabstand bedeuten. Die Form der
Kondensatorplatten ist jedoch fir die Zwecke der vorliegenden Erfindung ohne Bedeutung und kann den experimentel-
len Bediirfnissen angepasst werden. So kann z.B. ein Rundkolben, in welchem ein Metallstab eingeftihrt und der aus-
sen mit einem fir Kondensatoren geeigneten Material umgeben ist, Verwendung finden.

Die Spannungsdifferenz U wird durch einen Hochspannungsgenerator erzeugt. Es kénnen beliebige Hochspan-
nungsgeneratoren im Rahmen dieser Erfindung verwendet werden; bevorzugt sind Hochspannungsgeneratoren, die
auf dem Transformatorprinzip mit Gleichrichter beruhen. Andere geeignete Spannungsquellen sind z.B. Batterien, van
der Graff-Generatoren und Elekirisiermaschinen. Die Spannung ist eine kontinuierliche oder pulsierende Gleichspan-
nung.

Die im Rahmen dieser Erfindung bevorzugte Spannungsdifferenz betragt zwischen 1,0 V (Volt) und 10° V, abhan-
gig von der Art des zu modifizierenden Systems. Fur die Anwendung des erfindungsgemassen Verfahrens auf biologi-
sches Material verwendet man vorzugsweise eine Spannungsdifferenz von 1 V bis 20'000 V, insbesondere von 100 V
bis 10'000 V. Ganz besonders bevorzugt ist eine Spannungsdifferenz von 500 V bis 3'000 V.

Der Plattenabstand des Kondensators richtet sich nach den Dimensionen der Probengefasse und betragt z.B. zwi-
schen 10 A und 10 m, vorzugsweise aber zwischen 1 cm und 50 cm.

Die Feldstarke des statischen Feldes kann bei gegebenem Plattenabstand durch die H6he der Spannung am
Hochspannungsgenerator reguliert werden.

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung betragen die verwendeten Feldstarkewerte zwischen 1 V/cm und 10'000
V/em, vorzugsweise zwischen 50 V/em und 5'000 V/em. Der fir die Anwendung des erfindungsgemassen Verfahrens
auf biologisches Material bevorzugte Bereich fir die Feldstérke liegt bei 50 V/cm und 5'000 V/cm. Ganz besonders
bevorzugt ist eine Feldstarke zwischen 500 V/cm und 2'000 V/ecm.

Besonders bevorzugt im Rahmen dieser Erfindung ist die Anwendung des erfindungsgeméassen Verfahren zur
Modifikation von biologischem Material.

Unter biologischem Material istim Rahmen dieser Erfindung definitionsgemass sowohl ein intakter lebender Orga-
nismus, wie beispielsweise ein Mikroorganismus, ein Pilz, eine Pflanze, ein wirbelloses Tier oder ein Wirbeltier aus den
Klassen der Amphibien, Reptilien, Vogel oder Saugern, als auch lebensfahige Teile besagter Organismen zu verste-
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hen, die fur eine bestimmte Zeit in Kultur gehalten werden kénnen und die gegebenenfalls in der Lage sind, in Kultur
zu wachsen und sich dort auch zu vermehren. Unter dem Begriff Mikroorganismen sind erfindungsgemass neben Bak-
terien und Viren in erster Linie ein- bis vielzellige Algen sowie ein- bis vielzellige Pilze zu verstehen. Lebensfahige Teile
von Organismen umfassen z.B. Protoplasten, haploide, diploide sowie polyploide Zellen und Gewebe, isolierte Zellor-
ganellen, wie Zellkerne, Mitochondrien oder Chloroplasten, Kalli, Zellaggregate, Organe, Keimzellen (z.B. Antheren),
Zygoten sowie Embryonen, die in der Lage sind, in Kultur zu wachsen und sich dort gegebenenfalls zu vermehren.
Auch humane Zellen sind in diesem Zusammenhang zu erwéhnen. Handelt es sich bei besagten Organismen um
pflanzliche Organismen, so sind unter lebensfahigen Teilen darlber hinaus auch Zellaggregate, Kali, Organe, Samen,
Sporen, Pollen und andere pflanzenspezifische Strukturen zu verstehen.

Ganz besonders bevorzugt im Rahmen dieser Erfindung ist biologisches Material, das eine hohe Teilungsaktivitat
aufweist und/oder noch wenig differenziert ist, wie z.B. teilungsaktive Zellen, Geschlechtszellen wahrend des Befruch-
tungsvorgangs, Keimzellen, embryonale Zellen und Gewebe, Embryonen, Zygoten, Keimlinge oder meristematische
Zellen und Gewebe.

Alle diese beispielhaften Aufz&hlungen dienen nur der Verdeutlichung der vorliegenden Erfindung und schrénken
den Erfindungsgegenstand in keiner Weise ein.

Ein Hauptgegenstand der vorliegenden Erfindung betrifft die Anwendung des erfindungsgemassen Verfahrens zur
phanotypischen Modifikation von Pflanzen, insbesondere ein Verfahren zur Steigerung von Keimungs- und Wachs-
tumsgeschwindigkeit, der Biomassen- und Samenproduktion und zur Modifikation der pflanzlichen Morphologie auf-
grund einer gednderten Morphogenese sowie gegebenenfalls zur Modifikation der Genexpressionsmuster der
behandelten Pflanzen.

Ein weiterer Gegenstand dieser Erfindung betrifft die modifizierte Pflanze selbst und deren Nachkommen sowie
samtliche Mutanten und Varianten davon, soweit sie noch die entsprechenden Modifikationen aufweisen.

Angesichts des raschen Anstiegs der Weltbevélkerung und dem damit verbundenen héheren Nahrungsmittel- und
Rohstoffbedarf gehort die Steigerung des Ertrags von Nutzpflanzen sowie die vermehrte Gewinnung von pflanzlichen
Inhaltsstoffen, also den Fortschritt auf dem Gebiet der Nahrungs- und Heilmittel, zu den dringlichsten Aufgaben der bio-
logischen bzw. biotechnologischen Forschung. In diesem Zusammenhang sind als wesentliche Aspekte beispielsweise
ZU nennen:

a) eine Erhéhung der Resistenz von Nutzpflanzen gegen ungiinstige Bodenverhélinisse oder gegen Krankheiten
und Schéadlinge,

b) eine gesteigerte Resistenz gegen Pflanzenschutzmittel wie Insektizide, Herbizide, Fungizide und Bakterizide,
¢) und insbesondere eine glinstige Veranderung des Nahrstoffgehalts oder des Ernteertrags von Pflanzen.

Solche winschenswerte Effekte kénnten allgemein durch Induktion oder vermehrte Bildung von Schutzstoffen,
wertvollen Proteinen oder Toxinen sowie durch Eingriffe in die regulatorischen Kreislaufe des Pflanzenmetabolismus
herbeigeflhrt werden. Dies kann beispielsweise durch Beeinflussung des pflanzlichen Erbgutes mit Hilfe traditioneller
Zuchtungsverfahren, wie sie in der Pflanzenzlchtung seit langem etabliert sind, erreicht werden.

Eine weitere Moglichkeit der gezielten Beeinflussung des pflanzlichen Erbgutes besteht in einer Ubertragung von
zuvor isolierten Genen, die flr neue, ntitzliche und wiinschenswerte Eigenschaften kodieren, in ganze Pflanzen oder
Pflanzenzellen mit Hilfe von in jlngster Vergangenheit neu entwickelten Verfahren zur genetischen Modifikation von
héheren Pflanzen.

Beispielhaft seien in diesem Zusammenhang die auf der Verwendung des Agrobacterium-Transformationssystems
beruhenden Gentransfer-Verfahren erwahnt (Eckes, P. et al., Angew. Chem. Int. Eng., 1987, 26, 382-402).

Alle diese zuvor genannten Verfahren sind aber mit zum Teil gravierenden Nachteilen verbunden. So erwiesen sich
beispielsweise die traditionellen Ziichtungsverfahren in der Regel als sehr zeit- und kostenintensiv, so dass in diesem
Bereich nur langsame und allmahliche Fortschritte zu erwarten sind. Auch die Anwendung von neuen Gentechnologien
auf dem Agrarsektor zur Einschleusung fremden, genetischen Materials in Pflanzen und der damit verbundenen Erwar-
tung neuer Pflanzen mit niitzlichen winschenswerten Eigenschaften, ist noch mit zahlreichen und zur Zeit noch weit-
gehend ungelésten Problemen verbunden. Dies trifft in erster Linie auf Pflanzen aus der Ordnung der
Monocotyledonae zu, welche die Mehrzahl der aus agrarékonomischer Sicht bedeutendsten Kulturpflanzen beinhaltet.
Von besonderem Interesse ist die Familie der Gramineae, die unsere wichtigsten Getreidepflanzen umfasst, wie z.B.
Weizen, Gerste, Roggen, Hafer, Mais, Reis, Hirse u.a.m.

Es muss daher als eine vordringliche Aufgabe angesehen werden, Verfahren zu entwickeln, die eine schnelle, effi-
ziente und kostenglinstige Veranderung bestimmter, aus agrarékonomischer Sicht relevanter Eigenschaften von Pflan-
zen ermdglicht. Diese Aufgabe konnte jetzt im Rahmen dieser Erfindung Uberraschenderweise mit einfachen
Massnahmen gel&st werden.

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist somit ein Verfahren zur phanotypischen Modifikation von Pflanzen, ins-
besondere von Kulturpflanzen sowie gegebenentalls zur Modifikation der pflanzlichen Genexpressionsmuster.

Weiterhin betrifft diese Erfindung das mit Hilfe des erfindungsgeméssen Verfahrens hergestellte pflanzliche Mate-
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rial selbst und dessen Nachkommen sowie samtliche Mutanten und Varianten davon, soweit diese noch die entspre-
chenden Modifikationen aufweisen. Unter Nachkommen sind im Rahmen dieser Erfindung alle auf sexuellem oder
asexuellem Wege hergestellten Abkémmlinge des modifizierten biologischen Materials zu verstehen, insbesondere
auch solche, die mit Hilfe von Regenerationstechniken aus pflanzlichen Zellen oder Protoplasten regeneriert worden
sind und noch die typischen Eigenschaften des Ausgangmaterials aufweisen. Unter Mutanten und Varianten sind im
Rahmen dieser Erfindung samtliche durch kinstliche oder natlirliche Mutagenese hergestellten Abkdémmlinge des
modifizierten biologischen Materials, insbesondere des erfindungsgemassen pflanzlichen Materials zu verstehen, die
noch die typischen Eigenschaften des Ausgangsmaterials aufweisen.

Im einzelnen beschreibt diese Erfindung ein Verfahren zur Herstellung von Pflanzen mit gegentiber dem Aus-
gangsmaterial veranderten, nitzlichen und wiinschenswerten Eigenschaften, das sich dadurch kennzeichnet, dass
man die Samen besagter Pflanzen in ein statisches Elekirofeld einbringt und diese dort zur Keimung gelangen lasst.

Das erfindungsgemasse Verfahren ist durch die folgenden Verfahrensmassnahmen charakterisiert:

a) Einbringen von pflanzlichem Material in ein statisches Elektrofeld,

b) Einstellen der fir die jeweils gewlinschte Modifikation geeigneten Feldparameter,

¢) Belassen des pflanzlichen Materials im statischen Elektrofeld fir einen Zeitraum, der fir das Auftreten und gege-
benenfalls flr die Erhaltung der gewtinschten Modifikation notwendig ist.

Bei besagtem pflanzlichem Material kann es sich definitionsgeméss sowohl um ganze Pflanzen als auch um
lebensfahige Teile von Pflanzen handeln, die in Kultur gehalten werden kénnen und die gegebenenfalls in der Lage
sind, in Kultur zu wachsen und sich dort auch zu vermehren, wie z.B. pflanzliche Protoplasten, Zellen, isolierte Zellor-
ganellen wie Zellkerne, Mitochondrien oder Chloroplasten, Kalli, Zellaggregate, Gewebe, Organe, Keimzellen, Zygoten
oder Embryonen. Besonders bevorzugt im Rahmen dieser Erfindung ist pflanzliches Material, das eine hohe Teilungs-
aktivitat aufweist und/oder noch wenig differenziert ist, wie z.B. teilungsaktive Zellen, Keimzellen, embryonale Zellen
und Gewebe, Zygoten, Embryonen, Keimlinge, meristematische Zellen und Gewebe u.a. Ganz besonders bevorzugt
far die Verwendung in dem erfindungsgeméssen Verfahren sind pflanzliche Embryonen, insbesondere Embryonen, die
in Form von Samen vorliegen, sowie einzellige Fortpflanzungseinheiten, die in Form von Sporen vorliegen. Daruiber
hinaus kénnen aber auch beispielsweise Zellkulturen in dem erfindungsgeméssen Verfahren eingesetzt werden, insbe-
sondere Kulturen von Keimbahnzellen, wie z.B. Antheren-, Ahren- oder Mikrosporenkulturen.

Das erfindungsgemasse Verfahren ist somit in erster Linie dadurch gekennzeichnet, dass man

a) Samen oder Sporen in ein statisches Elektrofeld einbringt,

b) besagte Samen oder Sporen unter standardisierten Licht-, Temperatur- und Feuchtigkeitsverhaltnissen im stati-
schen Elekirofeld ankeimt und

c) die Keimlinge dem Einflussbereich des statischen Elekirofeldes entnimmt, in Erde Gberfihrt und wie normale
Keimlinge unter Anwendung bekannter Kultivierungsverfahren weiterkultiviert.

Bei der Verwendung von Samen oder Sporen hangt die Inkubationsdauer in entscheidendem Masse von der Art
des verwendeten Materials sowie der gewahlten Feldstarkewerte des statischen Elekirofeldes ab. Bevorzugt ist eine
Inkubation der pflanzlichen Samen oder Sporen Uber einen Zeitraum von 0,1 bis 360 Tagen, insbesondere aber von 2
bis 8 Tagen fir Samen und 1 bis 180 Tagen fiir Sporen. Dabei werden die Samen bzw. Sporen in einem geeigneten
Keimungsmedium, vorzugsweise aber in Wasser, in das Dielekirikum eines Kondensators eingebracht, dessen Platten
zuvor mittels eines Hochspannungsgenerators aufgeladen werden.

Die bevorzugten Feldstarkewerte des sich im Innern des Kondensators aufbauenden statischen Elekirofeldes
betragen zwischen 10 V/ecm und 10000 V/cm, vorzugsweise aber zwischen 50 V/ecm und 5'000 V/cm. Ganz besonders
bevorzugt im Rahmen dieser Erfindung sind Feldstarkewerte von 750 V/cm bis 1'500 V/cm.

Die Wirksamkeit der gewahlten Feldstarke ist von verschiedenen Fakioren abhangig, so z.B. von der Art des
gewahlten Pflanzenmaterials sowie des verwendeten Keimungsmediums.

In einer spezifischen Ausfiihrungsform der vorliegenden Erfindung werden die Samen der Versuchspflanzen tber
einen Zeitraum von 1 bis 7 Tagen in einem statischen Elektrofeld in Wasser angekeimt. Die Feldstarkewerte betragen
dabei zwischen 750 V/cm und 1'500 V/cm. Bei der Verwendung von Sporen, wie z.B. Farnsporen, kann die Keimphase
entsprechend langer dauern und mehrere Wochen bis Monate in Anspruch nehmen.

Die Keimung erfolgt vorzugsweise unter standardisierten Bedingungen, insbesondere unter standardisierten Licht-
und Temperaturverhélinissen in einer Dunkelkammer, deren Innenraum von einer Pflanzenlampe erleuchtet wird, da
die Keimung von Samen und Sporen vom Licht stark beeinflusst wird.

Anschliessend werden die gekeimten Samen bzw. Sporen in Erde Uberfuhrt und wie normale Keimlinge unter
Anwendung bekannter Kultivierungsverfahren weiterkultiviert.

Bei der Verwendung von Farnsporen muss vor der Uberfiihrung in Erde die Entwicklung des Protalliums abgewar-
tet werden, das sich in der Regel nach 12 Monaten voll ausgebildet hat. Nach der Befruchtung der Protallien beginnt
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dann die Entwicklung der Farnpflanzchen.

Die durch Anwendung des erfindungsgeméssen Verfahrens hervorgerufenen Effekte, die einzeln oder in Kombina-
tion auftreten kénnen, umfassen beispielsweise:

a) Steigerung der Keimungsrate der im statischen Elektrofeld behandelten Samen bzw. Sporen.

b) Beschleunigtes Wachstum der aus dem behandelten Samen-/Sporenmaterial erhaltenen Pflanzen.

¢) Steigerung der Biomasseproduktion der aus dem behandelten Samen-/Sporenmaterial erhaltenen Pflanzen,
z.B. durch Ausbildung weiterer Fruchtstande.

d) Steigerung des Samenertrages der aus dem behandelten Samen-/Sporenmaterials erhaltenen Pflanzen.

e) Anderungen der Morphologie des entstehenden Phanotyps der aus dem behandelten Samen-/Sporenmaterial
erhaltenen Pflanzen.

f) Geanderte Genexpressionsmuster der aus dem behandelten Samen-/Sporenmaterial erhaltenen Pflanzen.

) Anderung von spezifischen Lebensgewohnheiten der aus dem behandelten Samen-/Sporenmaterial erhaltenen
Pflanzen, z.B. Ubergang von einer einjahrigen zu einer mehrjéhrigen Lebensweise.

Diese Effekte lassen sich auch bei Pflanzenmaterial beobachten, das unter dem Einfluss eines statischen Elekiro-
feldes aus pflanzlichen Protoplasten, Zell-, Kallus-, Gewebe- oder Organkulturen regeneriert wird. Neben diesen mor-
phologischen Modifikationen findet man darlber hinaus eine leicht erhéhte Regerationsrate im Vergleich zu den
Kontrollen.

Die beobachteten Modifikationen kénnen auch auf die Nachkommen besagten Pflanzenmaterials tUbertragen wer-
den.

Die durch die Anwendung des erfindungsgemassen Verfahrens aufiretenden phénotypischen Veranderungen an
dem im statischen Elektrofeld behandelten Pflanzenmaterial kdnnen in vielfaltiger Weise genutzt werden, z.B. bei der
Entwicklung von verbessertem Saatgut:

a) Steigerung der Keimungsrate und der Wachstumsgeschwindigkeit kann beispielsweise ausgenutzt werden zur
Entwicklung von Pflanzen, die in der Lage sind, auch bei ungentigenden Lichtverhélinissen auszukeimen und
damit fir eine friihere Aussaat in biologischen Randgebieten, die eine nur kurze Vegetationsperiode aufweisen,
geeignet sind.

b) Pflanzen, die Eigenschaften von Vorfahren aufweisen, kénnen fir Einkreuzungen mit Nutzpflanzen verwendet
werden, um damit degenerative Verluste auf der genetischen Ebene auszugleichen. Als Beispiel soll hier die Ent-
wicklung von 'mehrjahrigem’' Saatgut von sonst einjahrigem Weizen genannt werden.

¢) Pflanzen, die normalerweise eine beschrankte Anzahl Fruchtstande aufweisen, kénnen dazu gebracht werden,
bedeutend mehr Fruchtstande zu erzeugen. Beispielsweise kann Mais dazu veranlasst werden, anstatt 1 bis 2 Kol-
ben bis zu 10 Kolben zu entwickeln. Damit kann die Ertragsausbeute pro bebauter Flacheneinheit bedeutend
gesteigert werden.

Das zuvor beschriebene erfindungsgemésse Verfahren ist auf alle Pflanzen anwendbar, insbesondere auch solche
aus der systematischen Gruppe der Angiospermae und Gymnospermae. Unter den Gymnospermae sind die Pflanzen
aus der Klasse Coniferae von besonderem Interesse. Unter den Angiospermae sind neben den Laubbaumen und
Strauchern vor allem Pflanzen der Familien Solanaceae, Cruciferae, Compositae, Liliaceae, Vitaceae, Chenopodia-
ceae, Rutaceae, Bromeliaceae, Rubiaceae, Theaceae, Musaceae, Gramineae oder Leguminosae und hier vor allem
der Familie Papilionaceae von besonderem Interesse. Bevorzugt sind Vertreter der Familien Solanaceae, Cruciferae,
Leguminosae und Gramineae. Besonders bevorzugt sind dabei Vertreter aus der Familie der Gramineae, wie z.B.
Pflanzen, die grossflachig angebaut werden und hohe Ernteertrage liefern. Als Beispiele seien genannt: Mais, Reis,
Weizen, Gerste, Roggen, Hafer, Hirse, Sorghum u.a.m., ohne aber dadurch den Gegenstand der vorliegenden Erfin-
dung in irgendeiner Weise zu limitieren.

Als mégliche Zielkulturen fur die Anwendung des erfindungsgemassen Verfahrens sind somit beispielsweise Pflan-
zen der Gattungen Allium, Avena, Hordeum, Oryzae, Passicum, Saccharum, Secale, Setaria, Sorghum, Triticum, Zea,
Musa, Cocos, Phoenix und Elaeis zu nennen, ohne damit jedoch den Erfindungsgegenstand in irgendeiner Weise zu
limitieren.

Das erfindungsgemasse Verfahren ist jedoch nicht auf die Anwendung bei Pflanzen beschréankt, sondern kann in
genau analoger Weise auch zur Steigerung der Entwicklungs- und Wachstumseffizienz z.B. bei wirbellosen Tieren und
Wirbeltieren aus den Klassen der Amphibien, Reptilien, V6gel und Saugern angewendet werden.

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung betrifft die Anwendung des erfindungsgeméssen Verfahrens
zur Modifikation spezifischer Stressreaktionen von biologischem Material. Besonders bevorzugte Anwendungsberei-
che betreffen die Erhéhung der Stressresistenz z.B. gegentiber bestimmten Umweltfaktoren, wie erhéhten Salzkonzen-
trationen im Kulturmedium, Limitierung essentieller N&hrstoffe, Limitierung von Licht und/oder O,-/CO,-Versorgung
u.am.
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Eine der haufigsten Stressfaktoren in der belebten Umwelt betrifft den Mangelstress, wobei ein oder aber mehrere
Faktoren gleichzeitig fiir einen gegebenen Organismus limitierend wirken kénnen. Mangelstress tritt auf, sobald einer
oder mehrere der flr ein optimales Wachstum oder eine optimale Entwicklung notwendigen Faktoren, wie Licht,
0,/CO,-Versorgung, Néhrstoffangebot, Vitamine etc. suboptimale Werte erreicht. Dies fuhrt dazu, dass der betref-
fende Organismus bestimmte, fur eine optimale Entwicklung und ein optimales Wachstum notwendige Syntheselei-
stungen nicht mehr in vollem Umfang aufrecht erhalten kann, was zunéchst zu einer Verlangsamung des Wachstums
fahrt. Halt dieser Mangelstress iber einen langeren Zeitraum an, so fihrt dies schliesslich zu einer Beeintrachtigung
essentieller Lebensfunktionen, was schliesslich in der Regel zu einem friihzeitigen Einsetzen der Seneszenz und damit
letztlich zum Absterben des betroffenen Organismus flhrt. Dies lasst sich beispielsweise bei Weizenkeimlingen beob-
achten, bei denen eine starke Reduktion in der Lichtzufuhr zu einer Braunung der Keimblatter und schliesslich zum
Absterben des Keimlings fiihrt.

Die gleichen Beobachtungen lassen sich auch bei in Kultur gehaltenen Griinalgenkolonien machen, die bei einer
Reduktion der Lichtintensitét Gber einen langeren Zeitraum hinweg, ebenfalls mit einer Braunfarbung reagieren. Diese
Braunfarbung resultiert aus dem oxydativen Abbau des Chlorophylls, das durch Neusynthese nicht mehr ersetzt wer-
den kann.

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung ist es jetzt tiberraschenderweise gelungen, die Stressresistenz von biolo-
gischem Material, insbesondere aber die Stressresistenz von Bakterien und Pflanzen zu erhéhen, indem man besagtes
Material unter Anwendung des erfindungsgemassen Verfahrens in ein statisches Elektrofeld einbringt und dort fur
einen Zeitraum belasst, der flir die Auspragung und gegebenenfalls fur die Erhaltung besagter Stressresistenz notwen-
dig ist.

Die Feldparameter sind zu einem gewissen Grade abhangig von dem verwendeten biologischen Material. Sie lie-
gen vorzugsweise bei 50 V/cm bis 5'000 V/cm, besonders bevorzugt sind Feldstarkeeinheiten von 500 V/cm bis 1’500
V/em.

Durch die Anwendung des erfindungsgeméssen Verfahrens ist es beispielsweise méglich, das Einsetzen der
Seneszenz als Reaktion auf einen Mangelstress bei Pflanzen zu verzégern.

Weizenkeimlinge sowie Algenkulturen, die bei suboptimalen Beleuchtungsstarken in Gegenwart eines statischen
Elektrofeldes wachsen, zeigen beispielsweise gegeniiber den Kontrollpflanzen ohne Elekirofeld deutlich gesteigerte
Uberlebensraten.

Eine weitere Anwendungsmdglichkeit des erfindungsgemassen Verfahrens betrifft die Steigerung der Toleranz von
biologischem Material, insbesondere aber von Bakterien, gegeniiber erhéhten Salzkonzentrationen im umgebenden
Medium.

Nicht nur ein Mangel, sondern auch ein Uberangebot an bestimmten kritischen Faktoren kann zur Auslésung von
Stressreaktionen filhren. Erhéhte Salzkonzentration im Nahrmedium beispielsweise flhrt zu einer Erhéhung des osmo-
tischen Wertes im Medium und infolgedessen zu einem Flissigkeitsverlust der darin befindlichen Zellen infolge einer
einsetzenden Osmose und damit zum Schrumpfen der Zellen. Der Fliissigkeitsverlust kann in der Regel durch ausglei-
chende Massnahmen der betroffenen Organismen in gewissem Rahmen kompensiert werden. Ist jedoch ein kritischer
Schwellenwert Uberschritten, so fuhrt dies zum Absterben der betroffenen Zellen.

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung ist es jetzt Gberraschenderweise gelungen, die Salztoleranz von lebenden
Zellen zu erhéhen, indem man besagte Zellen in Gegenwart eines statistischen Elektrofeldes schrittweise an hohe
Salzkonzentrationen adaptiert.

Die fur eine erfolgreiche Adaptation geeigneten Feldparameter sind zu einem gewissen Grade vom verwendeten
biologischen Material abhéngig. Bevorzugt sind Feldstarkewerte zwischen 500 V/cm und 2'000 V/cm, insbesondere
aber zwischen 750 V/cm und 1'500 V/cm.

Die Wirksamkeit des erfindungsgemassen Verfahrens lasst sich beispielsweise an ubiquitaren Bakterien demon-
strieren, die schrittweise an hohe Salzkonzentrationen im umgebenden Medium adaptiert werden kénnen, ohne
dadurch jedoch den Umfang der Erfindung in irgendeiner Weise zu limitieren. Auf diese Weise ist es ohne weiteres
méglich, durch die Anwendung des erfindungsgemassen Verfahrens ubiquitare Bakterien in einem ersten Adaptations-
schritt an Salzkonzentrationen bis zu 14 % zu gewdhnen. In einem zweiten Adaptationsschritt kénnen im statischen
Elektrofeld selbst Anpassungen an Salzkonzentrationen bis zu 28 % erreicht werden. Demgegentber lassen sich bei
Kontrollkulturen, die ausserhalb eines statischen Elekirofeldes an hohe Salzkonzentrationen adaptiert werden, im glei-
chen Zeitraum nur Anpassungen bis 3,5 % erreichen.

Die mit Hilfe des erfindungsgemassen Verfahrens nunmehr vorhandene Méglichkeit zur schnellen Adaptation ubi-
quitar vorkommender Bakterien an hohe Salzkonzentrationen ist von grossem technischem Interesse. So stellen bei-
spielsweise rasch wechselnde Salzkonzentrationen in der biologischen Stufe von Klaranlagen ein seit langem
bekanntes und bisher weitgehend ungeldstes Problem dar, das jetzt mit Hilfe des erfindungsgeméassen Erfahrens auf
einfache und effiziente Weise geldst werden kann.

Ein weiteres Phanomen, das in unmittelbarem Zusammenhang mit einem Mangelstress steht und das damit einer
Modifikation durch das erfindungsgemasse Verfahren zuganglich ist, betrifft die Regulation des Sekundarstoffwechsels
von Bakterien und Pilzen.
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Es ist bekannt, dass viele Bakterien und Pilze beim Auftreten von Mangelzusténden, wie beispielsweise einer
Nahrstofflimitierung im Medium oder einer Oo-Limitierung u.a. ihr Wachstum einstellen oder aber zumindest stark redu-
zieren und ihren Stoffwechsel auf die Produktion von sogenannten Sekundarmetaboliten umstellen. Bei besagten
Sekundarmetaboliten handelt es sich vielfach um Verbindungen mit hoher pharmakologischer Wirksamkeit, wie z.B.
um antibiotisch, antifungizid oder zytotoxisch wirksame Substanzen, die von grossem kommerziellem Interesse sind.

Die Herstellung dieser Verbindungen in ausreichender Menge im Rahmen von grosstechnischen Fermentations-
prozessen ist oft mit enormen Schwierigkeiten verbunden und daher vielfach nur unter grossem Kostenaufwand reali-
sierbar. Das Hauptproblem betrifft dabei die Steuerung der Prozessparameter, die in einer Weise erfolgen muss, dass
der Produzentenstamm optimale Bedingungen fiir die Herstellung des gewtinschten Produktes vorfindet.

Ein in der Praxis relevantes Beispiel fir die Anwendung des erfindungsgeméssen Verfahrens betrifft die Zlichtung
Rhodopsin- und p-Carotin-bildender Halobakterien. Bakteriorhodopsin geniesst weltweites Interesse als potentielle
K*/Na*-Pumpe einerseits und kéme andererseits als Mittel der Wahl fur die Entwicklung biologischer Chips in Betracht.
p-Carotin ist als Naturstoff und Ausgangmaterial fir Vitamin A in Biologie und Medizin gleichermassen von Interesse.
Die Analyse von Halobakterien hat neben dem Rhodopsin und p-Carotin ebenfalls ein Vorkommen an Vitamin-A-Saure,
bevorzugt 13-cis-Vitamin-A-Saure, und Benzaldehyd ergeben. Klinische Vorversuche an Psoriasis-Patienten haben
ausserdem gezeigt, dass erkrankte Hautbezirke, die mit einem Lysat von Halobacterium halobium behandelt werden,
vollstandig abheilen.

Es sind deshalb umfassende Anstrengungen unternommen worden, die Rhodopsin- und f-Carotin-bildende Form
von Halobakterium halobium in grésserem Massstab zu ziichten. Dazu wird normalerweise das Bakterium in seiner
natirlich vorkommenden Variante kultiviert. Dazu sind grosse Beleuchtungsstérken und eine intensive Belliftung mit
Sauerstoff notwendig. Wird nach der Vermehrung die Sauerstoffzufuhr stark gedrosselt, so gelingt es manchmal die
Normalform der Bakterien zur Ausbildung einer Purpurmembran zu veranlassen, die Rhodopsin und p-Carotin enthalt,
bevor die Population geschadigt wird. In diesem Fall ist der Mangelstress an Sauerstoff auslésender Faktor fiir die
Induktion der Rhodopsinsynthese. Damit ist es im Rahmen dieser Erfindung jetzt erstmals méglich, die normalerweise
durch einen Mangelstress (O»-Limitierung) induzierte Produktionsvariante eines zur Produktion von Sekundarmetabo-
liten fahigen Mikroorganismen zu stabilisieren, indem man besagten Mikroorganismus in ein statisches Elektrofeld ein-
bringt und dort in einem geeigneten Kultivierungsmedium kultiviert.

Im einzelnen ist das erfindungsgemasse Verfahren dadurch charakterisiert, dass man

a) besagten Mikroorganismus in ein geeignetes Kulturmedium einbringt und

b) diesen im Einflussbereich eines statischen Elekirofeldes kultiviert,

¢) die Kultivierung solange fortsetzt, bis sich die Produktionsform ausgebildet und stabilisiert hat und
d) den produzierten Sekundarmetaboliten aus dem Medium oder dem Zellmaterial isoliert.

Die Wahl der fur die gewlnschte Stabilisierung geeigneten Feldparameter héngt zu einem gewissen Grade von
dem verwendeten Mikroorganismus ab. Die bevorzugten Feldstarkewerte liegen zwischen 500 V/cm und 1'500 V/cm,
insbesondere zwischen 500 V/cm und 1'000 V/cm.

Besonders bevorzugt im Rahmen dieser Erfindung ist ein Verfahren zur Stabilisierung der Rhodopsin- und/oder B-
Carotin-bildenden Variante von Halobacterium halobium. Dies kann erfindungsgemass dadurch erreicht werden, dass
man Bakterien der Normalform von Halobacterium halobium in einen firr die Kultivierung dieses Bakteriums geeigneten
Mediums in ein statisches Elektrofeld einbringt und dort bei schwachem Licht flr einen Zeitraum kultiviert, der fir die
Induktion und Stabilisierung der Rhodopsin- und/oder p-Carotin-bildenden Variante notwendig ist. Die fiir die Stabilisie-
rung der Rhodopsin- und/oder B-Carotin-bildenden Variante gewéhlte Feldstarke des statischen Elektrofeldes betragt
zwischen 500 V/em und 1'500 V/cm, vorzugsweise aber zwischen 500 V/ecm und 1'000 V/em.

Besondere Massnahmen zur Sicherstellung einer ausreichenden Belliftung sind in diesem Fall nicht notwendig.
Die Anwendung des erfindungsgemassen Verfahrens fuhrt dann zur direkten Ausbildung der Rhodopsinform, die auf
die tbliche Weise durch Animpfen geeigneter Kulturmedien weitervermehrt werden kann.

Die erfindungsgemésse Zlchtungsmethode von Halobakterien, insbesondere von Halobakterium halobium, hat
gegentber herkémmlichen Methoden den Vorteil, dass sich die Bakterien schneller vermehren, dass sie in der Zell-
membran mindestens 19 % bis 121 % mehr Bakteriorhodopsin und 10 % bis 30 % mehr Biomasse produzieren sowie
Uber einen Gehalt an Vitamin-A-S&ure und Benzaldehyd verfligen. Ausserdem behalten Halobakterien, die ihre Gen-
expression vorausgehend im statischen Elektrofeld stabilisiert haben, ihren Gehalt an Bakteriorhodopsin, Biomasse
und Vitamin-A-S&ure ohne elektrostatisches Feld flr etwa drei Monate bei. Ferner produzieren Bakterien, die dem
Elekirofeld ausgesetzt waren, teilweise unterschiedliche Metaboliten, wie beispielsweise Benzaldehyd.

Gegenstand der Erfindung ist zudem ein Bakterienlysat, das aus den - wie oben beschrieben - im statischen Elek-
trofeld gezlichteten Halobakterien gewonnen wird. Zur Gewinnung des Lysates werden die Bakterien abzentrifugiert
und in destilliertem oder demineralisiertem Wasser osmotisch aufgeschlossen. Die entstandene Lésung enthalt unter
anderem Bakteriorhodopsin, Biomasse, Vitamin-A-Saure und Benzaldehyd. Bakteriorhodopsin und Benzaldehyd wer-
den qualitativ und quantitativ spektroskopisch identifiziert. Die Vitamin-A-Saure wird chromatographisch mittels HPLC
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nachgewiesen. Die Biomasse wird nach der Menge an Zellproteinen mittels Biuret-Farbreaktion bestimmt. Das erfin-
dungsgemésse Bakterienlysat enthalt im Vergleich zum Lysat aus dem Bakterienwildtyp 19 % bis 121 %, insbesondere
50 % bis 100 %, jedoch mindestens 19 % mehr Bakteriorhodopsin und 10 % bis 30 %, insbesondere 15 % bis 25 %,
jedoch mindestens 10 % mehr Biomasse sowie einen Gehalt an Vitamin-A-S&ure und Benzaldehyd.

Die vorliegende Erfindung betrifft ausserdem Arzneimittelzubereitungen, die als Wirksubstanz

a) Halobakterien, insbesondere Halobakterium halobium, oder

b) standardisiertes Lysat aus Halobakterien, insbesondere Halobakterium halobium, oder
¢) Bakteriorhodopsin, Vitamin-A-S&ure und Benzaldehyd, oder

d) Bakteriorhodopsin und ein Retinoid, oder

e) Bakteriorhodopsin allein

enthalten.

Es ist vorteilhaft, wenn man diese Arzneimittelzubereitungen mit 13-cis-Vitamin-A-Saure-Derivaten und/oder 13-
cis-Vitamin-A-Aldehyden  und/oder  13-cis-Vitamin-A-Aldehyd-Derivaten  und/oder  13-cis-Vitamin-A-Aldehyd-
Schiff'schen Basen und/oder 13-cis-Vitamin-A-Aldehyd-Acetalen und/oder Analogen und/oder cis-/trans-Isomeren der
vorstehend genannten Verbindungen anreichert.

Erfindungsgemasse Arzneimittelzubereitungen sind alle geeigneten galenischen Formen, bevorzugt topische For-
men, wie zum Beispiel Gele, Lésungen, Emulsionen, Salben, Pasten und Badezusétze, besonders bevorzugt Gele.

Die erfindungsgemassen Arzneimittelzubereitungen enthalten einen oder mehrere der genannten Wirksubstanzen
in einer Konzentration von 0,1 % bis 70 %, bevorzugt von 0,5 % bis 50 % und besonders bevorzugt von 1 % bis 10 %.

Erfindungsgemasse Arzneimittelzubereitungen mit einem standardisierten Bakterienlysat von 2 % (siehe Beispiel
6.5.) kénnen weiter verarbeitet werden und daraus - bezogen auf die Ausgangskonzentration von 2 % - Arzneimittelzu-
bereitungen mit einer Konzentration von 0,1 % bis 99 %, bevorzugt von 25 % bis 75 %, besonders bevorzugt von 50 %
hergestellt werden.

Zur Herstellung der topischen Arzneimittelzubereitungen eignet sich eine wassrige Lésung des Bakterienlysates,
die entweder auf die Haut aufgetragen oder als Badezusatz verwendet wird. Das Lysat kann ebenfalls zu Gelen mit
hydrophilen makromolekularen Verbindungen, wie z.B. Gelatine und Celluloseether, zu Emulsionen, unter Verwendung
von QI, arabischem Gummi und Wasser, zu einer hydrophilen Salbengrundlage, z.B. Macrogol- bzw. Polyethylenglykol-
salbe, zu Crémes, die hydrophobe Lipidbestandteile, Wasser und Tenside enthalten, zu Pasten, aus einer hochkonzen-
trierten Suspensionssalbe, verarbeitet werden. Die Herstellung dieser topischen Arzneimittel erfolgt nach
konventionellen Methoden.

Die vorliegende Erfindung umfasst ausserdem die Verwendung der erfindungsgemassen Arzneimittelzubereitun-
gen zur Bekdmpfung von Hauterkrankungen, besonders von hyperkeratotischen Erkrankungen, insbesondere von
Psoriasis.

Im Arzneimittelschatz sind zahlreiche topische und auch orale Arzneimittel zur Behandlung der Psoriasis verflig-
bar. Diese Medikamente bringen allerdings nur als Langzeittherapeutika eine symptomatische Linderung der
Beschwerden, sind meist mit Nebenwirkungen verbunden und bei Abbruch der Behandlung verschlimmert sich der
Zustand des Patienten innert kurzer Zeit wieder.

Der vorliegenden Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, Arzneimittel zu entwickeln, die eine Psoriasis vollstandig
heilen oder zumindest nach Abbruch der Medikation eine lange beschwerdefreie Zeit garantieren sowie frei von Neben-
wirkungen oder nebenwirkungsarm sind.

In Vorversuchen wurden Psoriatiker erfindungsgeméss mit einem 2 %igen Lysat des Halobakterium halobium
behandelt. Hierbei wurden mehrere Schuppenbereiche mit dem Bakterienlysat bepinselt und anschliessend einer 40-
mindtigen Bestrahlung mit einer 300 Watt-Lampe ausgesetzt. Wahrend dieser Zeit wurden die Hautbezirke weitere
funf- bis sechsmal mit dem Bakterienlysat bepinselt. Die Behandlung wurde téglich Gber einen Zeitraum von 200 Tagen
durchgefiihrt. Im Vergleich zu den unbehandelten Kontrollen heilten die behandelten Hautbezirke vollstandige ab und
bildeten auch nach 6 Jahren keine Rezidiven.

Die erfindungsgeméssen Arzneimittelzubereitungen werden allgemein zur Bekdmpfung von Hauterkrankungen,
besonders von hyperkeratotischen Prozessen, insbesondere der Psoriasis eingesetzt. Zur Behandlung der Psoriasis
wird die Arzneimittelzubereitung zwei- bis dreimal taglich auf die betroffenen Hautstellen aufgetragen, bei Bedarf kann
zusétzlich nach Auftragen des Arzneimittels mit einer 300 Watt Gliihbirne wéhrend 20 bis 60 Minuten, vorzugsweise
wahrend 40 Minuten, bestrahlt werden. Die Anwendung von hautschadigenden UV-Strahlen, wie sie Ublicherweise als
Begleittherapie von Psoriasis eingesetzt werden, eribrigt sich.

Die Anwendung des erfindungsgemassen Verfahrens fihrt noch zu einem weiteren Ph&nomen, das fir die prakti-
sche Anwendung von Bedeutung ist. Durch die Verdunstung des Wassers in den Kulturschalen entstehen Kochsalzkri-
stalle, die Rhodopsin-bildende Halobakterien eingeschlossen enthalten. Uberraschderweise tiberleben und vermehren
sich diese im Innern der Kristalle, wenn der Kristall in einem E-Feld gehalten wird. Auch eine wochenlange Kélteperi-
ode im Tiefkihlschrank wird unbeschadet tberstanden. Eine Nachkultur ist durchaus méglich, wenn der Kristall in
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einem Nahrmedium aufgelést wird.

Die gleichen Beobachtungen lassen sich auch bei mittels des erfindungsgeméssen Verfahrens an hohe Salzkon-
zentrationen adaptieren ubiquitdren Bakterien machen, die somit ebenfalls eingeschlossen in Salzkristalle aufbewahrt
werden kénnen. Das erfindungsgemasse Verfahren ist somit im einzelnen dadurch charakterisiert, dass man

a) besagte Bakterien in einer hochkonzentrierten Salzlésung inkubiert,
b) diese anschliessend in ein statisches Elekirofeld einbringt,

¢) das Lésungsmittel allm&hlich verdunstet und

d) die Bakterien in den auskristallisierten Salzkristallen einschliesst.

Damit liegt nunmehr ein sehr einfaches und - aus praktischen Erwagungen heraus betrachtet - effizientes Aufbe-
wahrungssystem fiir Halobakterien sowie fiir an hohe Salzkonzentrationen adaptierte ubiquitdre Bakterien vor. Fur die
Kultivierung und Vermehrung dieser Bakterien gentigt es dann, Salzkristalle, die diese Bakterien in lebensfahiger Form
enthalten, in einem geeigneten Kultivierungsmedium zu lésen und anschliessend unter an sich bekannten Kultivie-
rungsbedingungen zu kultivieren.

Eine weitere Form von Stress ergibt sich beim Zusammenleben verschiedener Organismen in einer gemischten
Population.

Auch auf dieses System kann das erfindungsgemasse Verfahren modifizierend einwirken, indem unter dem Ein-
fluss eines statischen Elekirofeldes bestimmte Mitglieder einer Mischpopulation in ihrem Wachstum und in ihrer Ent-
wicklung geférdert werden und somit dem Konkurrenzdruck besser widerstehen kénnen. Dies geschieht im
allgemeinen auf Kosten eines oder mehrerer anderer Mitglieder der Mischpopulation.

Beispielhaft kann dies an einer Bakterien-Mischkultur demonstriert werden, bestehend auch E. coli 205, K. pneu-
moniae 327, P. aeruginosa, S. aureus 10B, S pyogenes L-15 sowie Bacillus subtilis MX-1. Wird diese Mischkultur im
Einflussbereich eines statischen Elektrofeldes kultiviert, so kommt es zu signifikanten Verschiebungen in der Populati-
onsstruktur, wie z.B. einer starken Zunahme von E. coli auf Kosten von K. pneumoniae.

Es ist somit méglich, mit Hilfe des erfindungsgeméassen Verfahrens die Zusammensetzung einer Mischpopulation
signifikant zu verandern, was in der Praxis mannigfache Anwendungsméglichkeiten eréffnet.

Zur lllustration der eher allgemeinen Beschreibung sowie zum besseren Verstandnis der vorliegenden Erfindung
soll nunmehr auf spezifische Ausflihrungsbeispiele Bezug genommen werden, die keinen limitierenden Charakter
haben, es sei denn, es wird speziell darauf hingewiesen. Das gleiche gilt auch fir alle beispielhaften Aufzéhlungen, die
in der vorangegangenen Beschreibung enthalten sind.

Nichtlimitierte Ausfiihrungsbeispiele

Aufbau des statischen Elekirofeldes (nachfolgend zitiert als ,Versuchsaufbau™)

Alle im folgenden beschriebenen Versuche werden in statischen Elektrofeldern durchgefiihrt, die zwischen den
Platten eines Kondensators aufgebaut werden.
Die elekirische Feldstérke ist durch die Beziehung

U
E=3

gegeben, worin U die Spannungsdifferenz zwischen den Kondensatorplatten und d' den Plattenabstand des Konden-
sators bedeuten. Die Spannung wird mit Hilfe eines Hochspannungsgenerators erzeugt, der auf dem Transformator-
prinzip mit Gleichrichter basiert, wobei in der Regel Spannungsdifferenzen zwischen 500 Volt und 12'000 Volt
verwendet werden. Der Plattenabstand des Kondensators richtet sich nach den Dimensionen der in den einzelnen Ver-
suchen verwendeten Probengefasse. In der Regel werden die variablen Parameter U und d' so gewahlt, dass das sta-
tische Elektrofeld Feldstarkewerte zwischen 250 V/em und 1500 V/cm aufweist.

1. Beispiel: Keimung im statischen Elekirofeld
1.1. Gartenkresse

Eine abgezahlte Anzahl von Kressesamen (140 Stiick pro Versuchsansatz) wird in Petrischalen auf Filterpapier
verteilt, mit 5 ml Wasser versetzt und mit Parafilm verschlossen. Eine der Petrischalen wird wahrend der Keimungs-

phase (ca. 5 Tage) in die zuvor beschriebene Versuchsanordnung (siehe ,Versuchsaufbau”) eingebracht und dort
einem starken statischen Elekirofeld mit Feldstérkewerten von 750 V/cm ausgesetzt. Die negativ geladene Platte des
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Kondensators bildet dabei den Deckel der Versuchszelle. Die zweite Petrischale bleibt ausserhalb des Einflussberei-
ches des statischen Elektrofeldes und dient als Kontrolle.

Um eine unkontrollierte Einflussnahme des Lichtes auf die Keimung auszuschliessen, wird der Versuch unter standar-
disierten Licht- und Temperaturverhalinissen in einer Dunkelkammer durchgefiihrt, deren Innenraum von einer 100
Watt Pflanzenlampe in einem Abstand von 28 cm zu den Oberflachen der Versuchszellen beleuchtet wird. Die Tempe-
ratur in der Dunkelkammer betragt zwischen 23° C und 24° C.

Die Keimungsrate der eingesetzten Kressesamen wird nach der Entwicklung des Hypokotyls und der Keimblatter
bestimmt. Sie betragt fur die im statischen Elektrofeld gekeimten Samen im Mittel 83 %. Im Blindversuch ohne stati-
sches Elekirofeld keimen von der gleichen Anzahl Samen dagegen nur durchschnittlich 21 %. Die anschliessende
Nachaussaat in Erde am Tageslicht zeigt, dass alle Samen in gleicher Weise keimfahig sind.

1.2. Weizen

Die Keimungsversuche mit Weizen werden in genau gleicher Weise wie zuvor fiir Kresse beschrieben (vgl. Beispiel
1.1.) durchgefiihrt. Bei den verwendeten Weizensorten handelt es sich um einen Weichweizen (Anza-Weizen, Kanada)
und einen Hartweizen (Raineri-Weizen, ltalien). Bei den mit Weizen durchgefihrten Versuchen betrégt die Anzahl der
getesteten Samen 30 pro Petrischale. Diese werden in Petrischalen mit je 15 ml Wasser versetzt, mit Parafilm ver-
schlossen und flr einen Zeitraum von 1 bis 7 Tagen in Wasser angekeimt, wobei die Samen der Versuchspflanzen wie-
derum einem starken statischen Elektrofeld ausgesetzt werden. Die Feldstarkewerte liegen auch in diesem Fall bei 750
Viem.

Die ubrigen Bedingungen sind wie folgt standardisiert:

Beleuchtungsstarke: 100 Watt Pflanzenlampe (Osram Concentra R 95 Natura) in 80 cm Distanz entsprechend 133
uWatt/cm?.
Temperatur: 23 bis 24° C

Hartweizen (Raineri)

Die Keimungsversuche mit Winterweizen (Raineri) machen deutlich, dass sowohl die Keimungsrate als auch die
Anzahl und Lénge der Wurzeln sowie die Lange des Epikotyls unter dem Einfluss eines statischen Elekirofeldes stark
zunehmen im Vergleich zur Kontrolle (siehe Tabelle 1). Bei Fortfiihrung des Versuches kann man zeigen, dass dieser
Vorsprung auch nach der Aussaat bis zur Reife der Pflanzen erhalten bleibt.

Tabelle 1
Vergleich der Keimungs- und Wachstumseffizienz von im statischen
Elektrofeld behandelten sowie unbehandelten Weizensamen (Rai-
neri):
ohne E-Feld mit E-Feld A%

Keimung 19 26 137 %
Anzahl Wurzeln 106 137 129 %
Wurzel-Lange (mm) 112 188 168 %
Epikotyl-Lange 222 296 133 %
(mm)

Vergleich Anza Weizen und Raineri-Weizen

Anza-Weizen (Weichweizen Kanada) und Raineri-Weizen (Hartweizen ltalien) verhalten sich differenziert.
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Tabelle 2
Vergleich des Einflusses eines statischen Elektrofeldes auf Samen von Anza-Wei-
zen und Raineri-Weizen:
Anza-Weizen Raineri-Weizen
ofFeld | miFeld | A% | o/Feld | m/Feld | A%

Keimung 2 2 100 % 3 4 133 %
Anzahl Wurzeln 7 8 114 % 11 15 136 %
Wurzel-Lédnge (mm) 140 160 114 % 140 380 270 %
Epikotyl-Lange 220 170 80 % 110 490 460 %
(mm)

Anza-Weizen wird weit weniger beginstigt: Die Keimung und das Wurzelwachstum bleiben etwa gleich; das Epi-
kotyl wird eher gehemmt (siehe Tabelle 2). In einem Feldversuch zeigt sich, dass Anza-Weizen, der in einem Elektrofeld
angekeimt wurde, in der Anfangsphase schneller wéchst als der ohne Elekirofeld angekeimte, dass aber bis zur Reife
die Unterschiede verschwinden. Dennoch kann aus diesen Untersuchungen gesamthaft der Schluss gezogen werden,
dass ein Elekirofeld sowohl die Keimungsrate wie auch das Wachstumsverhalten beeinflusst.

1.3. Mais
Analog zu der in Beispiel 1.2. fur Weizen beschriebenen Verfahrensweise werden je 10 Samen der Mais-Sorte FMI
A 188 bei einer Feldstérke von 1'500 V/cm in einem statischen Elektrofeld zur Keimung gebracht. Nach einer Behand-

lungsdauer von 6 Tagen lasst sich bei den im statischen Elekirofeld behandelten Proben ebenfalls eine erhéhte Kei-
mungsrate gegentber den Kontrollen nachweisen.

Tabelle 3a

Vergleich der Keimungs- und Wachstumseffizienz von im
statischen Elektrofeld behandelten sowie von unbehandel-
ten Mais-Samen:

ohne E-Feld mit E-Feld
Keimung 16 20
Epikotyl-LAnge 0 30
(mm)

Die so auf die beschriebene Weise vorgekeimten Samen werden anschliessend in 5 | Topfen in standardisierte
Erde [40 % Landerde, 50 % Torf (TSK-1; Floratorf), 10 % Sand] tberflhrt und wie normale Keimlinge weitergezogen.
Bereits nach 4 Tagen lassen sich deutliche Unterschiede im Auflaufverhalten sowie der Wachstumsgeschwindigkeit
zwischen Kontroll- und Versuchspflanzen erkennen.

Tabelle 3b

Unterschiede im Auflaufverhalten und der Wachs-
tumsgeschwindigkeit zwischen behandelten und
unbehandelten Maiskeimlingen:

ohne E-Feld mit E-Feld
Auflauf 9 20
Blattausbildung 1-2 3-4
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2. Beispiel: Morphologische Veranderung

Adulte Pflanzen, die aus Samen hervorgegangen sind, welche unter den zuvor beschriebenen Bedingungen im
statischen Elektrofeld angekeimt wurden, weisen zum Teil betrdchtliche morphologische Veranderungen gegeniber
den Kontrollpflanzen auf. Diese Veranderungen betreffen:

a) mehrere Stengel mit mehreren Ahren (2 bis 7)

b) veranderte Blattstellung

¢) Ausbildung von Rispen mit einer Vielzahl von Ahrchen
d) Buschformen, Kriechformen

2.1. Weizen

5 Weizenkorner (Raineri) werden in eine Petrischale mit 10 ml Wasser eingetragen. Die Schale wird mit Parafilm-
streifen verschlossen und in der oben beschriebenen Versuchsanordnung (vgl. ,Versuchsaufbau”) 8 Tage bei einer
Feldstarke von 1'500 V/cm gekeimt. Die Keimlinge werden anschliessend mit 14 | Tépfe mit steriler Ackererde (vgl. Bei-
spiel 1.3.) eingepflanzt und dort normal weiterkultiviert. Bereits in der Keimungsphase 16st das E-Feld ein verstarktes
Wurzelwachstum aus, das sich in Anzahl und Grésse der gebildeten Wurzeln widerspiegelt sowie ein verstarktes
Wachstum des Epikotyls zur Folge hat. Nach einer Kultivierungsdauer von 8 bis 10 Wochen weisen die eingepflanzten
Keimlinge eine im Vergleich zu den Kontrollpflanzen deutlich abweichende Morphologie auf:

1. eine grossere Anzahl Stengel (6,8 im Vergleich zu 4,8)

2. eine um den gleichen Betrag vermehrte Anzahl Ahren

3. gréssere Ahren (K6rnerzahl 38 im Vergleich zu 32)

4. mitunter tritt ein Habitus auf, der genetischen Vorfahren des Weizens gleicht: beispielsweise rispengrasartige
Anordnung kleiner Ahrchen und Kleine schmale Blatter.

2.2. Mais

20 Maiskérner (FMI A 188) werden in einer Petrischale mit 15 ml Wasser tberschichtet. Die Schale wird mit Para-
film verschlossen und in der oben beschriebenen Versuchsanordnung (vgl. ,Versuchsaufbau") 8 Tage bei einer Feld-
starke von 1500 V/cm gekeimt. Die Keimlinge, die ebenfalls ein verstarktes Wurzel- und Epikotylwachstum aufweisen,
werden anschliessend in 5 | Topfen in sterile Ackererde (vgl. Beispiel 1.3.) eingepflanzt und im Gewachshaus normal
weiterkultiviert. Wochentlich wird die Erde mit Standarddiinger (Wuxal, Fa. Maag, CH) begossen.

Nach einer Kultivierungsdauer von 14 Wochen zeigen die Keimlinge eine im Vergleich zu den Kontrollen deutlich
abweichende Morphologie:

1. eine grossere Anzahl Kolben/Pflanze (3-6 gegeniber 1-2)

2. gedrungener Habitus im Vergleich zur Norm (breite Blatter, dicker Stengel)

3. eine von der Norm abweichende Positionierung der Kolben (Kolben am oberen Stengelende anstatt in der Blatt-
achse)

4. Dreifachkolben in &hrenartiger Anordnung, wobei die beiden Nebenkolben in nur 5 Tagen voll entwickelt sind und
diese Kolben noch einmal weitere Kolben ausbilden

5. Ausbildung mehrerer Stengel.

2.3. Farn

In einer Petrischale wird ein Cellulosegewebe ['Lens clean’ Papier (Spectra Physics)] eingelegt und mit 2 ml Evian-
wasser [Mineralwasser, S.A. Des eaux minérales d'Evian, (Evian, France)] Ubergossen. Auf dieses Papier werden Spo-
ren von Wurmfarn, die durch Abklopfen von Farnblattern gewonnen werden, in grésserer Zahl aufgetragen. Die
Petrischale wird mit Parafilm verschlossen und in der oben (vgl. ,Versuchsaufbau”) beschriebenen Apparatur einem
statischen E-Feld von 1'500 V/cm ausgesetzt. Nach 6-7 Wochen beginnen die Sporen zu keimen und bilden im Verlauf
von etwa 7 Monaten ein Protallium aus, das sich bis zum 12. Monat voll entwickelt. In diesem Stadium werden die
Pflanzen in sterile, standardisierte Ackererde (vgl. Beispiel 1.3.) Ubertragen. Dazu wird der mit Protallien belegte Teil
des Papiers ausgeschnitten und auf die Oberflache der mit viel Wasser benetzten Erdschicht aufgelegt. Im Verlaufe von
6 Wochen findet auf den Protallien die Befruchtung statt und die ersten Farnpflanzchen beginnen sich zu entwickeln.
Die so entstandenen Pflanzen unterscheiden sich morphologisch ganz bedeutend von den Kontrollpflanzen. Die Blatter
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zeigen einen ganzrandigen wenn auch stark gefalteten Habitus; eine Blatteilung findet nicht statt. Die Anordnung der
Blatter erscheint im Vergleich zum normalen Wachstum zentriert anstatt ausladend.

2.4. Hyoscyamus muticus L

Je 5 Antheren von Hyoscyamus muticus L. werden in 6 cm Petrischalen auf sterilem Agar (Nitch, Science, 1969,
163, 85-87) angezogen. Die Schalen werden mit Parafilm steril verschlossen und in der oben beschriebenen Versuchs-
anordnung (vgl. , Versuchsaufbau") bei Feldstarkewerten von 2'000 V/cm mehrere Wochen kultiviert. Nach einer Kulti-
vierungsdauer von ca. 6 Wochen entwickeln sich die ersten haploiden Pflanzchen.

Auch in diesem Fall besitzen die im Elektrofeld kultivierten Pflanzchen einen Entwicklungsvorsprung gegentiiber den
Kontrollen. Von je 45 Antheren entwickeln sich im Elektrofeld bis zu diesem Zeitpunkt 15 zu Pflanzchen, wahrend dies
bei den Kontrollen nur fir 10 zutrifft.

Die Pflanzchen werden nunmehr in gréssere geschlossene Kunststoffgefasse (Durchmesser 9 cm, Héhe 6 ¢cm) in fri-
schen sterilen Agar Uberpflanzt. Die im Elektrofeld angezogenen werden weiterhin einem E-Feld von einer Starke von
1'500 V/em ausgesetzt. Schon jetzt zeigen die Pflanzchen deutliche morphologische Unterschiede, indem diejenigen
ohne E-Feld runde, diejenigen mit E-Feld lanzettférmige Blatter ausbilden.

Nach weiteren 7 Wochen werden die Pflanzen in Tépfe mit Vermikulit (exfolierter Glimmer, Fa. Vermica AG, Bézen, CH)
Uberfuhrt und bei einer Temperatur von 26° C bis 27° C und einer relativen Luftfeuchtigkeit von 60 % in einer Klimakam-
mer weiterkultiviert. Die Beleuchtungsstarke betragt 10'000 Lux, wobei ein Tag/Nachtrhythmus von 12 h Tag-/12 h
Nacht eingehalten wird.

Die weitere Kultivierung der Versuchspflanzen erfolgt jetzt ohne den Einfluss eines statischen Elekirofeldes. Nach 10
Wochen hat sich der Habitus der im E-Feld angezogenen Pflanzen gegentber den Kontrollen noch einmal deutlich ver-
andert. Wahrend die Blatter der Kontrollpflanzen buschartig angeordnet sind, lasst sich bei den im Feld kultivierten
Pflanzen die Ausbildung eines Blattstieles mit quirlstandigen Blattern beobachten sowie die beginnende Ausbildung
von Blltenknospen. In diesem Stand werden die Pflanzen in normale Pflanzenerde Ubertragen ins Gewéchshaus Uber-
fahrt und dort weiterkultiviert.

Nach weiteren 3 Monaten zeigen die Kontrollpflanzen einen buschartigen Habitus mit niedrigem Stiel der noch keine
Bliten tragt. Die im Feld behandelten Pflanzen dagegen sind dreistenglig. Mehrere sind bereits verbliht und tragen
Fruchtansétze. Die daraus entstehenden Fruchtkapseln werden gewonnen und die Samen gesammelt. Die Samen der
unbehandelten Pflanzen sind normalfarbig, die im Elektrofeld gezogenen weiss. Letzteres ist ein bekanntes Merkmal
fur Haploidie. Ein weiteres Merkmal fur Haploidie ist nach Wernike et al. (Plant Scienc. Lett., 1979, 15, 239-249) die
Anzahl Chloroplasten pro Blattzelle. Die Auszahlung ergibt fir die unbehandelten Pflanzen ein Verhaltnis von durch-
schnittlich 13, flr die Versuchspflanzen dagegen durchschnittlich 7,8. Die im Elekirofeld gezogenen Pflanzen weisen
damit vorwiegend typisch haploide Merkmale auf im Gegensatz zu den Kontrollen.

3. Beispiel: Verdnderungen des Wachstums

Neben morphologischen Verénderungen findet man bei adulten Pflanzen, die aus Samen hervorgegangen sind,
die unter dem Einfluss eines statischen Elekirofeldes angekeimt wurden, auch eine grosse Variabilitat im Wachstums-
verhalten:

a) erhéhte Biomasse (10 bis 100 %)

b) Ertragssteigerung, verteilt auf mehrere Ahren (30 bis 120 %)

¢) stark beschleunigtes Wachstum bei Ausbildung eines zweiten Stengels (innerhalb von 4 Wochen)
d) perennierende Lebensweise der aus behandelten Samen hervorgegangenen Pflanzen

4. Beispiel: Nachkommen

Die Samen der zuvor beschriebenen Versuchspflanzen bleiben voll keimfahig, die Keimungsrate liegt bei 100 %.
Die zuvor beschriebenen morphologischen Veranderungen sowie die Veranderungen im Wachstumsverhalten bleiben
auch in der Folgegeneration zum Teil erhalten. Diese Pflanzen kénnen daher zur Ziichtung neuer und verbesserter
Pflanzensorten herangezogen werden (Saatgutverbesserung).

5. Beispiel: Veranderung der Genexpression

Zur Uberpriifung eventueller Unterschiede in der Genexpression behandelter Pflanzen werden die Proteinmuster
von Weizenko6rnern aus Kontroll- und Versuchspflanzen mit Hilfe Gel-elektrophoretischer (PAGE) Verfahren untersucht
(Stegemann H. et al., AGE Manual, 1986; Stegmann H., Z. Anal. Chem., 1970, 252; 165-169). Bei der Versuchspflanze
handelt es sich um einen Raineri-Weizen, der aufgrund der Keimung im statischen Elekirofeld neben dem normalen
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Haupttrieb zusatzlich noch einen Seitentrieb entwickelt hat. Es werden sowohl die Proteinmuster von Kérnern aus dem
Haupttrieb als auch aus dem Seitentrieb untersucht sowie als Kontrolle Kérner nicht behandelter Raineri-Pflanzen.

5.1. SDS PAGE der wasserldslichen Proteine (Albumine)

Weizenkdrner werden zu Mehl vermahlen und mit Wasser extrahiert. Die Untersuchung der Proteinexirakte erfolgt
mittels SDS PAGE.

a) Praflésungen, Inkubation

Die fur die elektrophoretische Untersuchung vorgesehenen Proteinextrakte werden wie folgt mit SDS inkubiert und
far die Applikation vorbereitet.

Puffer pH 7,1 1,226 g TRIS-Puffer
12,366 g Bors&ure (H3BO3)
zusammen in Wasser 16sen, auf 200 ml einstellen

Inkubationslésung: 5% SDS und 5 % 2-Mercaptoethanol in Puffer pH 7,1

Ansatz: 400 pl Proteinextrakt + 100 pl Inkubationslésung mischen

Inkubationszeit: 3 Minuten in siedendem Wasserbad

Applikationslosung:  Zu 500 pl inkubierte Proteinlésung ca. 100 mg Zucker (Saccharose puriss; Fluka) und 1 Tropfen
0,1 %ige wassrige Amidoschwarzlésung zusetzen und mischen.

Applikation: je 40 pl.

b) Elekirophoresepuffer
TRIS/Borsaure pH 7,1: 6,13 g TRIS-Puffer
61,83 g Borsaure (H3BO3)

5,00 g SDS (Dodecylsulfat « Na)
zusammen in Wasser lésen, auf 5000 ml auffiillen

¢) Elekirophorese
Temperatur: 0-2°C

Pufferumwalzung: wird durchgefihrt
Spannung und Laufzeit: 400 V, 105-120 Minuten

d) Nachweis

Proteinfarbung mit Coomassie-Brillant Blue R-250

5.2. SDS-PAGE der in Tris/Borat-Puffer I6slichen Proteine (Globuline)

Aus dem in Arbeitsschritt 5.1. erhaltenen Sediment werden weitere Proteine (Globuline) mit TRIS/Borat-Puffer
extrahiert und ebenfalls mittels SDS-PAGE (vgl. Abschnitt 5.1.) analysiert.
Eindeutige Unterschiede, wie z.B. Feststellung von fehlenden resp. Auftreten von zuséizlichen Zonen oder besonders
starke Intensitatsunterschiede bei Zonen, zeigt die SDS-PAGE der wasserldslichen und der salzléslichen Proteine.
Diese Unterschiede werden durch Wiederholung der Extraktionen und nochmalige Prifung aller Extrakte nebeneinan-
der bestatigt und sind in Abbildung 1 wiedergegeben. Auch bei den anderen getesteten Methoden (Normal-PAGE,
Esterasen, |IEF, Gliadine) lassen sich geringe Intensitatsunterschiede einzelner Zonen feststellen.

5.3. Ergebnisse

SDS-PAGE der wasserléslichen Proteine (Albumine)

Die Probe aus Kérnern des Haupttriebes (2) unterscheidet sich von der unbehandelten Kontrolle durch das Auftre-
ten seiner schwachen zusatzlichen Proteinzone im MG-Bereich bei 29'000 («-). In der Probe des Seitentriebes (3) tritt
diese zusétzliche Zone sogar relativ stark auf. Im MG-Bereich 13'000 ist in beiden Proben eine Zone zu beobachten,
die in der Probe der unbehandelten Kontrolle fehlt (<).
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SDS-PAGE der in TRIS/Borat-Puffer I6slichen Proteine (Globuline)

Auch in diesem Pherogramm finden sich die deutlichsten Unterschiede hauptséchlich im MG-Bereich zwischen
14'000 und 30'000. Im MG-Bereich um 28'000 tritt bei Proben aus den Versuchspflanzen (2, 3) wie bei den Albuminen
eine zusatzliche schwache Zone auf (—), und bei MG ca. 24'000 ist in der Probe aus dem Haupttrieb (2) eine starke
Zone zu beobachten, die in den beiden anderen Proben nur sehr schwach zu erkennen ist (=).

6. Beispiel: Einfluss des statischen Elektrofeldes auf das Stressverhalten

6.1. Verzégertes Einsetzen der Seneszens bei Grlnalgen

Durch Ausstrich auf Agarnahrbdden in Petrischalen erhaltene Griinalgenkulturen werden bei ungentigender
Beleuchtung (133 uWatt/cmz) in der oben beschriebenen Versuchsanordnung (vgl. ,Versuchsauibau") entwickelt.
Sowohl bei einer Feldstarke von 1'500 V/cm wie bei einer solchen von 750 V/cm Uberdauern die Kulturen wesentlich
langer als Vergleichsmaterial ohne Elektrofeld.

Letzteres zeigt bereits nach 1 Monat deutliche Mangelerscheinungen und ist nach 2 Monaten braun. Im gleichen Zeit-
raum sind demgegeniber im E-Feld gezogene Kulturen normal entwickelt.

6.2. Erhohte Salzresistenz ubiquitarer Bakterien

Ein zufalliges Gemisch ubiquitarer Bakterien aus einer Bodenprobe wird in Petrischalen 5 Tage in Wasser bei Zim-

mertemperatur angezogen. Aus dieser Suspension werden 6 Petrischalen, die je 15 ml eines verdiinnten Meerwasser-
mediums (vgl. Tabelle 4; Verdinnung 1:2, 1:4, 1:8) enthalten, zu je 1 ml angeimpft. 3 Schalen werden in der oben
beschriebenen Versuchsanordnung (vgl. ,Versuchsaufbau") einem statischen Elekirofeld von 1'500 V/ecm ausgesetzt,
die Ubrigen dienen als Kontrollen. Nach 7 Tagen zeigen die Schalen im E-Feld eine deutliche Zunahme der Bakterien-
population, wohingegen die Kontrolischalen keine Entwicklung erkennen lassen. Das E-Feld hilft den Salzstress lber-
winden.
In einer zweiten Adaptationsstufe werden Bakterien aus der bei einer Verdiinnung von 1:2 im E-Feld gewachsenen Kul-
tur entnommen. Diese dienen als Ausgangsmaterial um eine weitere Petrischale anzuimpfen, die nunmehr das Kultur-
medium gemass Tabelle 4 enthalt. 1 ml dieser Suspension wird in 15 ml Meerwasser-Medium Ulbertragen und die
Petrischale wiederum in der oben beschriebenen Versuchsanordnung (vgl. ,Versuchsaufbau”) einem statischen Elek-
trofeld von 1'500 V/cm ausgesetzt. Innerhalb von 3 Wochen entwickelt sich die Kultur vollstandig, d.h. bis zur maxima-
len Gleichgewichtspopulation. Damit ist ein ubiquitdres Bakteriengemisch in 2 Schritten vom Slsswasser an eine
gesattigte Salzlésung angepasst.
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Tabelle 4

Meerwasser-Kulturmedium

Salze (Menge pro 1 Liter

Lésung)

NaOH 789
NaCl 250 ¢
KCl 29
CaCl, 7mg
DL-Malonsaure (Apfel- 15¢
séure)

Naz-citrat 0549
Glycerin 1ml
Casaminosauren 7549
Phosphatpufferlésung 1 ml
Vitamine 1 ml
Spurenelemente 1ml

in Ho0 l6sen und anschliessend 9 g MgS0,
Anhydrid zugeben und mit NaOH titrieren auf pH

6,8-7,0.
Phosphatpufferlésung
KoHPO, 50 g/l
KH5PO, 50 g/l
Vitaminlésung
Folsaure 100 mg/100 ml
Thiamin 100 mg/100 ml
Biotin 100 mg/100 ml
Spurenelemente
ZnS0Oy 44 mg/100 ml
MnCl, 30 mg/100 ml
Fe(I)Cl, 230 mg/100 ml

6.3. Einschluss adaptierter Bakterien in Kochsalzkristalle

Lasst man wéhrend oder nach der Entwicklung einer Bakterienkultur geméass Beispiel 6.2. eine geringe Menge
Wasser verdunsten, so beginnt die Meerwasserlésung auszukristallisieren. Erfolgt dieser Prozess im statischen Elek-
trofeld geméss oben beschriebener Versuchsanordnung (vgl. ,Versuchsaufbau”), so kristallisiert vornehmlich Kochsalz
aus. Im Gegensatz zur normalen Kristalltracht eines Wiirfels entstehen jedoch Oktaeder mit einer Kérperachse in Rich-
tung des Elekirofeldes. Im Innern eines solchen Kristalles finden sich Bakterien eingeschlossen. Teilweise sind diese
vom Salz voll umschlossen, teils halten sie sich in Kammern auf, in denen sie ihre Beweglichkeit und Lebensaktivitat
Uber mehrere Jahre aufrecht erhalten kénnen. Sie sind dartber hinaus fahig, die Kammern zu erweitern, und sich zu
vermehren. In dieser Form kénnen sie auch unbeschadet einen Kalteschock bei -35° C tiber Wochen Uberstehen. Lost
man die Kristalle anschliessend oder auch nach Jahren in Meerwasser oder in einem anderen geeigneten Medium wie-
der auf, so erweisen sie sich als voll vital.
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6.4. Halobakterien - Ausbildung der Rhodopsinform

Halobakterien existieren in zwei Formen, einer Normalform und einer Rhodopsin-bildenden Form, die als Produ-
zent von Rhodopsin und p-Carotin gesucht ist.
Ein Stamm normaler Halobakterien (Halobacterium halobium-Wildtyp HHBM, Rechovot, Israel) dient als Ausgangsma-
terial zum Animpfen von 20 ml eines Meerwassermediums (vgl. Tabelle 4) das in einer Petrischale mit Parafilm einge-
schlossen wird. Als Impfmaterial verwendet man 100 pl einer Stammldsung, die 50 mg Halobakterien pro 10 mi
Meerwassermedium enthéalt. Die Versuchsgefasse werden in ein statisches Elektrofeld eingebracht und dort bei Feld-
starkewerten zwischen 750 V/cm und 1500 V/ecm bei einer Beleuchtungsstérke von 130 pW cm2 inkubiert. Unter die-
sen Bedingungen bilden die Halobakterien innerhalb von 8 bis 14 Tagen die Rhodopsinform aus und beginnen mit der
Produktion von Rhodopsin und p-Carotin. Nach 3 bis 4 Wochen entsteht eine gesattigte Population von Halobakterien
mit Purpurmembran. Auf dieser Stammldsung kénnen fortlaufend Kulturflaschen angeimpft werden. Man benétigt 100
ul der beschriebenen Stammlésung und 500 ml Meerwasser. Die Flaschen werden mit Parafilm verschlossen - also
nicht mit dem Deckel verschraubt - und senkrecht stehend in der oben beschriebenen Versuchsanordnung (vgl. ,Ver-
suchsaufbau”) bei Zimmertemperatur und 750 V/cm bebrUtet. Nach 6 Wochen wird eine maximale Gleichgewichtspo-
pulation erreicht. Rhodopsin kann daraus in an sich bekannter Weise durch Abzentrifugieren der Bakterien und
anschliessendem Aufnehmen derselben in dest. Wasser gewonnen werden.
Der Prozess kann auch kontinuierlich gestaltet werden. Man saugt dazu die unten im Gefass mit Bakterien gesattigte
Lésung ab und setzt oben gleichzeitig dieselbe Menge frischen Meerwassers zu. In grésseren Apparaturen empfiehlt
sich die Zufuhr geringer Mengen Lulft.

Nachweis der Rhodopsinform

Zum Nachweis, dass unter Feldbedingungen tatséchlich die Rhodopsinform auf direktem Wege entstanden ist,
werden die Bakterienkulturen abzentrifugiert und die so gewonnenen Bakterienzellen in destilliertem Wasser resus-
pendiert.

Dies fiihrt zur Lyse der Bakterienzellen und zur Freisetzung von Rhodopsin und p-Carotin. Das auf diese Weise aus
den Zellen freigesetzte Rhodopsin und p-Carotin kann dann mit Hilfe spektroskopischer Verfahren identifiziert werden.

6.5. Standardisiertes Bakterienlysat 2% zur Behandlung von Hauterkrankungen

Herstellung des standardisierten Bakterienlysates 2%:
0,5 Liter Nahrlésung, enthaltend das erfindungsgemésse Halobakterium halobium, werden wahrend 25 Minuten bei
5'500 U/Min. zentrifugiert. Das erhaltene Bakterienpellet wird mit einer entsprechenden Menge an demineralisiertem
Wasser versetzt, so dass eine 2 %ige Bakterienlysat-Lésung entsteht. Das Bakterienlysat wird auf dem Magnetrihrer
bei 700 UMin. gertihrt, bis die Lésung homogen ist (ca. 10 Min.).

6.6. Bakterienlysat-Gel 50 % zur Behandlung von Hauterkrankungen

Zusammensetzung far 100 g Gel:

standardisiertes Bakterienlysat 2% 50,09
Na-Carboxymethylcellulose (Carbopol 980) 15¢

Isopropylmyristat 509
Polysorbat 80 5049
Isopropanol 3009
Tromethamin 1 M 759

Ansatz 1 : 50 g standardisiertes Bakterienlysat 2% auf dem Magnetrihrer bei 700 U/Min. homogen halten. Unter
Ruhren nach und nach Na-Carboxymethylcellulose zugeben und gut mischen (ca. 10 Min.). Anschliessend 30
Minuten quellen lassen.

Ansatz 2: Isopropylmyristat, Polysorbat 80 und Isopropanol abwiegen und im Becherglas auf Magnetrihrer mit 700
U/Min. mischen.

19



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

EP 0 791 651 A1

Fertigstellung des Gels: Ansatz 2 in Ansatz 1 geben und mit Magnetrthrer bei 700 U/Min. mischen, bis das Gel
homogen ist. Unter Weiterrtihren das Gel mit 1 M Tromethamin auf einen pH-Wert von 6-7 titrieren.

6.7. Einschluss der Rhodopsinform von Halobacterium halobium in Salzkristallen

Langsames Verdunsten des Wassers im Elekirofeld aus einer mit Bakterien geséttigten Lésung von Meerwasser
fuhrt zur Auskristallisation von Kochsalzkristallen. Sie enthalten lebendes Bakterienmaterial. Die Kristalle kénnen
getrocknet werden. In ein Elektrofeld von 750 V/cm eingebracht, kénnen die Halobakterien im Kristall eingeschlossen
Uber mehrere Jahre Uberleben. Sie vermehren sich sogar. Nach Auflésen des Kristalls in neuem Meerwasser sind die
Bakterien voll lebensfahig. Ebenfalls voll lebensfahig bleiben Halobakterien, die im Salz eingeschlossen sind, wenn sie
im Kuhischrank - ohne Feld - Uber langere Zeit (> 1 Monat) bei -28° C aufbewahrt werden.

6.8. Auswirkungen eines statischen Elekirofeldes auf die Zusammensetzung und das Wachstum einer gemischten
Bakterienpopulation

E. coli 205, K. pneumoniae 327, P. aeruginosa ATCC12055, S. aureus 10 B, S. pyogenes L-15 sowie Bacillus sub-
tilis MX-1 werden unter aeroben Bedingungen (ber Nacht bei einer Temperatur von 37° C in ,Brain Heart Infusion”
(BHI)-Medium (Difco Manual, 10th Edition, Difco Laboratories Inc., Detroit, Mich., 1984, 160-162) angezogen. C. perf-
ringens wird unter anaeroben Bedingungen ebenfalls Uber Nacht und auf BHI-Agar bei einer Temperatur von 37° C
angezogen und die gewachsenen Kolonien in flliissigem BHI-Kulturmedium resuspendiert.

Die Ubernachtkulturen werden in BHI-Medium verduinnt, bis eine gerade noch sichtbare Triibung der Suspension vor-
liegt. Je 1 ml der so hergestellten Suspensionen wird zu 13 ml einer vorgewarmten frischen BHI-Kulturlésung zugege-
ben, sodass ein Gesamtvolumen von 20 ml vorliegt.

Die Mischkulturen werden in 25 cm® Gewebekulturflaschen tberfithrt, zwei der Flaschen in einem statischen Elektro-
feld inkubiert, wahrend zwei weitere als Kontrollen dienen. Die Inkubation erfolgt bei einer Temperatur von 37° C unter
dreimaligem Schutteln der Kulturen pro Tag. Es werden taglich Proben entnommen und in einer geeigneten Verdiin-
nung (die ca. 200 Kolonien pro Platte ergibt) auf Eosin-Methylenblau-Agar (zur Differenzierung von E. coli, K. pneumo-
niae und B. subtilis) [Difco Manual, Seite 307-308], auf Mannitol-Salz-Agar (S. aureus) ) [Difco Manual, Seite 558-560],
Pseudomonas-Selektivagar (P. aeruginosa) [Difco Manual, Seite 709-711], Blutagar (2x, 1. aerob fur S. pyogenes; 2.
anaerob fiir C. perfringens) ausplattiert. Diese Medien erlauben die Bestimmung der Anzahl der einzelnen Komponen-
ten der Mischkultur.

Ergebnis

Das statische Elektrofeld hat keinen Einfluss auf die Gesamtzahl der Organismen in der Mischkultur. Die Ergeb-

nisse der Tabelle 6 zeigen aber, dass die Wechselwirkungen zwischen den verschiedenen Komponenten der Mischkul-
tur durch das Feld beeinflusst werden und zu einer Zunahme einzelner Arten in der Gesamtpopulation fiihren. Dies
geschieht in der Regel auf Kosten einer oder mehrerer anderer Spezies, die in der Mischkultur vorliegen. So ist bei-
spielsweise der Anteil an P. aeruginosa 24 Stunden nach Versuchsbeginn unter Feldbedingungen leicht erhéht im Ver-
gleich zu den Kontrollen. Diese Zunahme erfolgt auf Kosten von E. coli, das in den Kontrollkulturen in einem héheren
Prozentsatz vertreten ist als in den Versuchskulturen.
Nach 5 Tagen Kulturdauer lasst sich eine dramatische Veranderung beobachten. In den Feldkulturen hat der Anteil an
E. coli sehr stark zugenommen, wahrend der Anteil an K. pneumoniae fast in gleichem Masse zuriickgeht. Es liegen
dartiberhinaus gewisse Hinweise darauf vor, dass auch C. perfringens unter Feldbedingungen etwas besser wéchst als
in den Kontrollkulturen.
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7. Beispiel: Diinnschichtchromatographie

a) Ein Chromatographietank fir die Dunnschichtchromatographien (DC) wird auf den Aussenseiten mit Aluminium-
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platten versehen, die mit einem Hochspannungsgenerator (FUG HCN 14-12500) leitend verbunden sind. Der
Chromatographietank bildet so das Dielektrikum eines Kondensators. Die Platten werden mit einer Gleich-Span-
nung von 9'000 V aufgeladen, sodass eine elektrische Feldstarke von 2'670 V/cm zwischen den Platten herrscht.
Der Tank wird in tiblicher Weise mit dem Fliessmittel bestlickt und die DC-Platten darin entwickelt. Man tragt auf
Kieselgelplatten [(60 F 254 Muck) Nr. 5717 (5x20 cm)] in bekannter Weise 10 pl Testfarbstoffgemisch (lipophil)
nach Stahl (Merck Art. Nr. 9353) auf und entwickelt sie in Tetrachlorkohlenstoff (Merck Art. Nr. 2209 Urasol) als
Fliessmittel. Je eine solche Platte wird in der angegebenen Apparatur und parallel dazu in einem normalen gleich
grossen Tank ohne Feld entwickelt. Die dabei entstehenden Chromatogramme werden verglichen.

Farbstoff Ri-Werte
ohne E-Feld | mit E-Feld
1 0 0
2 0,066 0,016
3 0,133 0,166
4 0,433 0,216
5 0,483 0,233
6 0,866 0,483
Steighéhe des Fliessmit- 76 9,1
tels

b) Man tragt auf Kieselgelplatten (60 F 254 Merck) Nr. 5717 (5x20 cm) in bekannter Weise 10 pl Testfarbstoffge-
misch (hydrophil) (Merck Art. Nr. 9352) auf und entwickelt sie in Methanol/Wasser 1:1 als Fliessmittel. Je eine sol-
che Platte wird in der angegebenen Apparatur und parallel dazu in einem normalen gleich grossen Tank entwickelt.
Die dabei entstehenden Chromatogramme werden verglichen.

Farbstoff Ri-Werte

ohne E-Feld | mit E-Feld
1 0,734 0,730
2 0,823 0,827
3 0,911 0,962
Steighéhe des Fliessmit- 53 8,4
tels

In beiden Fallen wird die Diffusionsgeschwindigkeit des Fliessmittels erhéht. Die bedeutende Polarisierbarkeit des
Methanols erscheint als Ursache fiir den besonders deutlichen Effekt beim polaren Fliessmittel.

Patentanspriiche
1. Verfahren, welches basierend auf einer Modifikation chemisch/physikalischer Prozessablaufe in einfachen sowie in
komplexen Systemen zu wulnschenswerten und nltzlichen Veranderungen von diesen Systemen inhdrenten
Eigenschaften fuhrt und das durch die folgenden Verfahrensmassnahmen gekennzeichnet ist:
a) Einbringen von einfachen oder komplexen Systemen, in denen die spezifischen chemisch/physikalischen

Prozessablaufe stattfinden, welche mit Hilfe des erfindungsgeméssen Verfahrens modifiziert werden sollen, in
ein statisches Elektrofeld,
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b) Einstellen der fir die jeweils gewlnschte Modifikation der im statischen Elektrofeld befindlichen Systeme
geeigneten Feldparameter und

c¢) Belassen der besagten Systeme im statischen Elektrofeld fir einen Zeitraum, der fir das Auftreten und
gegebenentfalls fiir die Erhaltung der gewlnschten Modifikation notwendig ist.

Verfahren geméss Anspruch 1, welches basierend auf einer Modifikation chemisch/physikalischer Prozessablaufe
in einfachen sowie in komplexen biologischen Systemen zu wilinschenswerten und nutzlichen Veranderungen von
diesen Systemen inharenten Eigenschaften fihrt und das durch die folgenden Verfahrensmassnahmen gekenn-
zeichnet ist:

a) Einbringen von biologischem Material in ein statisches Elekirofeld,

b) Einstellen der fir die jeweils gewlinschte Modifikation geeigneten Feldparameter und

¢) Belassen des biologischen Materials im statischen Elektrofeld fir einen Zeitraum, der fir das Auftreten und
gegebenentfalls fur die Erhaltung der gewlnschten Modifikation notwendig ist.

Verfahren gemass Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass das statische Elekirofeld zwischen den Platten
eines Kondensators von beliebiger Form aufgebaut wird.

Verfahren geméss Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die Feldstarkewerte des statischen Elekirofeldes
zwischen 1 V/cm und 10'000 V/cm betragen.

Verfahren gemass Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass es sich bei dem zu modifizierenden biologischen
Material um einen intakten lebenden Organismus handelt.

Verfahren geméss Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, dass es sich um einen intakten lebenden Organismus,
ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus Mikroorganismen, Pilzen, Pflanzen, wirbellosen Tieren und Wirbeltie-
ren aus den Klassen der Amphibien, Reptilien, Végel und Sauger, handelt.

Verfahren geméss Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass man biologisches Material verwendet, das eine
hohe Teilungsaktivitat aufweist und/oder noch wenig differenziert ist, ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus
teilungsaktiven Zellen, Geschlechtszellen wahrend des Befruchtungsvorgangs, Keimzellen, embryonalen Zellen
und Geweben, Embryonen, Zygoten, Keimlingen sowie meristematischen Zellen und Geweben.

Verfahren gemass Anspruch 6 oder 7 zur Steigerung des Wachstums der aus dem behandelten Samen-/Sporen-
material erhaltenen Pflanzen.

Verfahren zur Stabilisierung der durch einen Mangelstress induzierten Produktionsvarianten eines zur Produktion
von Sekundarmetaboliten befahigten Mikroorganismus, dadurch gekennzeichnet, dass man

a) besagten Mikroorganismus in ein geeignetes Kulturmedium einbringt und

b) diesen im Einflussbereich eines statischen Elektrofeldes kultiviert,

¢) die Kultivierung solange fortsetzt, bis sich die Produktionsform ausbildet und stabilisiert hat und
d) den produzierten Sekundarmetaboliten aus dem Medium oder dem Zellmaterial isoliert.

Verfahren gemass Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, dass es sich um ein Rhodopsin- und/oder -Carotin-pro-
duzierendes Halobakterium handelt.
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Abbildung 1: SDS-PAGE RAINERI Proteine

[ 1 Kontrolle ; 2 Korner aus dem Haupttrieb;
3 Kbrner aus dem Seitentrieb ]
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