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{54) VERFAHREN ZUR DURCHFUEHRUNG EINER MUTAGENITAETSPRUEFUNG

(67) Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Durchfiih rung einer Mutagnmtatsprufung fir dle
Anwendung in der chemischen und pharmazeutischen Industrie, insbesondere auf dem Gebiet
des Arbeits- und Umweltschutzes: Ziel der Erfindung ist die Bereitstellung eines verbesserten
Verfahrens; mitdem die- Mutagenitétsprifung auf einfache Weise und in kurzer Zeit durchgeflhrt
werden kanmn: Erfmddngscemaf& wird eine Zellpopulation einem Mutagen ausgesetzt. Im Ergebnis.
dessen'mutiertein Teil der Popuiatlon wahrend die-urspriinglich uniforme Zelipopulation in
Subpopuiationen unterteilt wird. Die durch die Erhdhung der Dichte der unterteilten
Zelipopulationen hervorgerufene Variation der Turbiditét wird als Verénderung in der optischen
Dichte mittels eines vertikal messenden Photometers bei einer bestimmten Wellenlénge
gemessen und die Quantitat der Zellen in den Subpopulationen wird als optische Dichts
gemessen, Die. Absorbatlonswerte werden in Uberemstmmuﬁs mit einem vorpmgram'mer‘er
Zeitteilungssystem:
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Verfahren zur Durchflihrung einer Mutagenit&tspriifung

Anwendungsgebiet der Erfindung

Die vorliegende ZErfindung bezieht sich auf ein Verfahren zur
Durchfiinrung einer Mutagenit&tspriifung dergestalt, daB eine
Zellpopulation einem Mutagen ausgesetzt wird, wobel im Ergeb=-
nis dessen ein Teil der Population mutiert, worauf die ur-
spriinglich uniforme Zellpopulatlon in Subnopulatlon unter=
teilt wird.

Die Mutagenité&tspriifung dient der raschen vorldufigen Priifung
von der krebserregenden Wirkung verdichtiglien Substanzen, zu-
mal in bakteriellen Mutagenitdispriifungen festgestellt worden
ist, da8 mindestens 90 % der bekannten Kanzerbrgene ebenfalls
HMutagene sind, Neben der Bearbeitung von biologischen Proben
i3t es mdglich, beispielsweise anhand der mutagenen Aktivit&ds
von Urin festzustellen, ob eine beur°f°ends Person moglicher-
weise mutavenen Substarzen ausgesetzi worden ist, welche so=
mit poteniiell eine Krebsgefahr verursachen konnen.

Neben Luft-, Wasser~ und Nahrungsmittelproben ist es még-
lich, in der Umwelt vorhandene Mutagene wie auch beispiels=
weise mEgliche Spuren.von mutagenen Pestiziden usw. in Yah-
rungsmittela festzustellen.

Die MutagenitZisprliifung ist in einem sténdig zunehmendenm
Ausmafl ein Tell der gesetzlich vorgeschriebenen jtoxikologi-
schen Analyse eines Produktes oder Aquivalentes. Binige der
wichiigsten Nutzer dieser Tesis sind gegenwdrtlig die pharma-
zeutische und chemische Industrie. Ein spezifisches Anwén—
dungsgebiet liefern die Behdrden fir Umyelt- und Arbelts-
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schutz, die gewShnlich komplexe Proben zu untersuchen haben,
welche mehrere unterschiedliche Chemikalien enthalten. Ente
sprechend der sich ausweltenden Gesetzgebung zum Schutze der
Verbraucher werden beisplelsweise auch ILebensmittel und deren
Additive in den Geltungsbereich von Mutagenitétsuntersuchun-
gen einbezogen. In diesem Zusammenhang kann ein Problem durch
die in den genannten Produkten enthaltenen Wachstumsfaktoren
gufgeworfen werden; diese Faktoren kdnnen die mit Hilfe her-
kOmmlicher Mﬁtagenitétsprﬁfungen erzielbaren Resultate verw
zerren.

Charakteristik der bekannten technischen Ldsungen

Im Rahmen des bisherigen Standes der Technik ist fir die Prii=
fung der Mutagenit&@t ein mikrobioclogischer Fluktuationstest
angewendet wqrden. Der Pluktuationstest ist ein Zweistufen-
test der bakteriellen Mutagenitdt, der sich zur Prifung nie-
driger, nichttoxischer Mutagenkonzentrationen gignet. In der
ersten Teststufe, welche 18 bis 20 h in Anspruch nimmt, fin-
det die etwaige Mutation statt; dem folgt esine drelitigige
Selektion in einem von Wachstumsfektoren freien Wachstums-
Néhrmedium.

Da die Priifung in einem fliissigen Medium stattfindet, in wel=
chem Versuche unternommen werden, jede originale H¥utants zu
iscolieren, so ergibt sich aus der obigen Anforderung, dad die
Durchflhrung der Priifung eine groB8e inzahl vcn Reagenzglidsern
notwendig macht. Je mehr Reagenzgliser je Probe verfiigbar
sind, umso hoher ist die Wahrscheinlichkeit, daB die erzeug=
ten Original-iutanten jeweils in ihrem eigenen Reagenzglas
iscliert werden kdnnen.
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Die Beobachtung der Mutation beruht auf einem pH-Indikator,
da die mutierten Zellen wizhrend des Wachsens im Selektionse-
néhrboden saure Fermentationsprodukte ausscheiden.

Der mikrobiologische Fluktuationstest ist einer der empfind=-
lichsten Mutagenitédtstests, die bis jetzt entwickelt worden
gind. Der sog. Ames-Test, welcher der in breitestem MaBe sn-
gewandte bakterielle Mutagenitdtstest ist, erfordert um etws
das 10=- bis 100fache hohere Mutagen-Konzentrationen, um im
Vergleich zum Fluktuationstest eine Zhnlich positive Reak-
tion zu erbringen.

Bin Nachteil des Fluktuationstests ist seine Sensitivitédt
gegenilber den toxischen Wirkungen sowie den Wachstumsfaktor=-
Effekfen der Substanz; ein Nachteil ist des weiteren der mit
dem Test verbundene grofe Arbeitsauiwand. Pro einer Probe

‘werden mindestens 50 Reagenzgliser verwendet; ist die Probe

hinsichtlich ihrer fozischen Bigenschaften unbekanni, so
sind bis zu acht unferschiedliche Verdiinnungen der gensnnien
Probe erforderlich, um nichttoxzische, aber nach ¥6glichkeit
noch mutagene Korzentrstionsbereiche zu erzielen. In einenm
solchen Pall kann die Gesamtzahl an Reagenzrdhrchen bis zu
400 Silick je Probe betragen. Unter Einbeziehung siZmilicher
Arbeitsachritie erfordert die Durchflihrung des Tests etwa

30 min pro Verdinnung (50 Reagenzgliser), was die Anzahl

der zu analysisrenden Proben betrichtlich einschrinkt. Die

5

und Selektion b

N es 4 _ 1

an den darauffolgenden Tagen durchzufilhrende Mutagenisisrung

escnrdnkt die Stérﬁ—Tage des Tests auf ledig-
lich die Montage und Donrerstage, wenn ein Arbeiten wihrend
der Wochenenden vermieden werden soll. Ein Nachteill der nma-

nuell durchgeflinrten Mutagenit&ispriifung sind die hohen
Kosten.
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Ziel der Erfindung

7Ziel der Brfindung ist die Bereitstellung eines verbesserten
Verfahrens, mit dem die Mutagenitédtspriifung schnell und auf
einfache Weise durchgeflihrt werden kann.

Darlegung des Wesens der Erfindung

Der Erfindung liegt die Aufgebe zugrunde, das Wachstum der
zellkultur durch Triibungsmessung zu verfolgen.

Das Verfahren entsprechend der vorliegenden Erfindung ist
hauptsdchlich dadurch gekennzeichnet, daB die durch die Stei-
gerung der Dichte der differenzierten Zellpopulaticnen ver-
ursachte Variztion der Trilbung mittels eines Fotometers als
eine Verdnderung der optischen Dichte gemessen wird, wobsl
beil einer besiimmten Wellenlinge in vertikaler Richtung ge~
messen wird und wobei die Zellquantitdt in den Subpopulatio=
nen als optische Dichte bestimnt wird.

Vermittels eines vertikal messenden PFotometers ist es mbglich,
die Zellquantitdt in einer Bakterienpopulation prédzls als op=
tische Dichie zu messen, wobei das MeBergebnis durch Sedimen-
tation der Zellen oder durch Variationen des Pliissigkeitsvo-
lumens nicht beeintrZchtigt wird. AuBer veramittels eines Foto~
meters kann die Messung auch unter Zuhilfenahme eines verti-
kal messenden Fluorometers, Nephelometers, Luminometers oder
auch irgsndeines anderen Apparates vorgenommen werden, der
imstande ist, eine Variation im Wachstum der Zellpopulationen
zu registrieren.

Eine urspringlich uniform auxotrophe Zellpopulation kann
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durch die Wirkung eines Mutagens genetisch in auzotrophe und
prototrophe Subpopulatiocnen differenziert werden. Durch Beob=-
achten des Wachstums der genannten Populationen vermittels.
eines Fotometers, welches in einer Ublichen Klivette stattfine
den kann, ist es mdglich, aus der in Abh#ngigkeit von der
Zeit aufgestellien Wachstumskurve beispielsweise die Mutage-
nitét der Probe, Toxizitdt, Art der Toxizitidt (Baxteriosta4
tikum, Bakterizid), die Zersetzung einer toxischen Verbin-
dung wéhrend des Tests wie guch etwaig in der Prove vorhan-
dene Wachstumsfaktoren sowie Wachstumsgeschwindigkeiten der
auxotrophern und prototrophen Zellen'herauszufinden. Un diese
Parameter herauszufinden, ist es nicht erforderlich, die Pro-
be an sich oder auch die Priiforganismen zu beeintrichtigen.

Um die sponténe Mutationshéufigkeit festzustellen (den sog.
Hintergrund), bendtigt man eine der Priifprobe entsprechende
Probe, welche allerdings keine Mutagene enthilt. Die Hand=
habbarkeit des Verfashrens wird durch eine entsprechends Probe
unterstlitzt, welche bekannte Mutagene enthi8lt. Je nach der

zu untersuchenden unbekannten Probe ist es mbglich, mehrere
Parallelunfersuchungen und/oder Verdinnungen der Probe vorzu=
nehmen,

In elnem mikrobiologischen Mutagenititstest ist es mbglich,
genetisch genau gekennzeichnete amincsiure-auxotrophe Binzel-
marker-Bakierienstémme zu verwenden. Eine durch Hatatio
vorgerufene Verinderung im Genotyp wird als phéEnotypisch ver-
énderte Wachstumsfakior-inforderungen nachgewiesen, so daB
jene'Zellen, die einen korrekten Mutationstyp erlangt haben,
von der Wirkung der Wachsiumsfakior-iminosiuren befreit wur-
dene.

Im Test wird die urspriinglich gernetiscn uniforme Bakierien=
population Mutagenen ausgesetzt. Im Ergebnis dessen mutiert
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ein Teil der Population von auxotroph zu pfototroph. Die Zu=-
nahme der Trilbung der auf diese Welse differenzierten Subpo=-
pulationen kann spektrofotometrisch im subminimalen Wachs-
tumsmedium vermittels eines FP-901-Fotometers durch vertikale
Messung beobachtet werden, wobel Verdnderungen des Fllissig-
keitsvolumens wie auch Sedimentation der bakteriellen Zellen
das Extinktions-MeBergebnis nicht beeintrdchiigen. Ein Foto-
meter des Typs FP-901 ist bgispielsweise in der vertffent-
lichten DE-0S 2 451 769 beschrieben.

Nachden s&mtliche Wachstumsfakior-Aminosiuren verbraucht wor=
den sind, sind lediglich jene Zellen in der lLage, ihr Wachs=-
tum fortzusetzen, welche die Mutation erwarben. Je groler die
im Startmoment des Tests induzierte Population der mutanten
Zellen ist, desto rascher erreichen sie eine spektrofoto-
metrisch meflbare Dichte. Die vom Testbeginn bis Homent des
Nachweisens verstreichende Zeit verh&lt sich umgekehrt pro=-
portional zu def in der Probe enthaltenen mutagenen Aktivi=-
3%, Die auf der Basis der Extinktion aus dem Wachstum der
Populationen'gewonnene grafische Darstellung, die sog, Wachs-
tumskurve, informiert nicht nur Uber die Mutagenitdt der Pro-
be, sondern gsuch iber et@aig in der Probe enthaltene Fachs=-
tumsfaktoren, '

Die Vorteile des Verfahrens gegeniiber fritheren Tests sind
folgende:

1. Geschwindigkeit: Das Priifergebnis wird in weniger als 24 h
erhalten, RBeim Ames=~Test vergehen bils zum Ergebnis-Ausstol
24 h; beim Fluktuationstest sind es 96 h.

)
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Niedrigerer Verbrauch sn Probenmaterial und Reagenzien,
da beim turbidimetrischen Verfahren das Gesamt-Tesivolumen
kleiner ist.

Materialtkonomie: Beim turbidimetrischen Verfahren wird
eine Probe in einer Kivette analysiert, wohingegen im
Ames-Test mindestens 6 Petri-Schalen und im Plukiuaztions-
test mindestens 150 ReagenzrShrchen pro Probe bendtigt
werden.

Okonomie hinsichtlich der Arbeitsmenge: Das turbidimetri-
sche Verfahren kann vermittels des FP-901-Systens voll=-
sténdig automatisiert werden. Die je Probe bendtigte Zeix
betrégt etwa 20 s. Im Ames-Test werden je Probe mindestens
20 min benGtigt, und im Flukituationstest betrégt der Zeit-
gufwand je Probe etwa 1,5 h.

Die Startzeit kann wihrend der Arbeitswoche frei gewzhl?

werden. BEin turbidimetrischer Test dauert wenigsr als

24 h, wohingegen die durch den Ames-Test bendtigten 48 h

die Startzeit auf die Periode von Montag bis Mittwoch be-
grenzen; beim Fluktuationstest ist es lediglich am Montag
und Donnerstag mdglich, den Test zu starten, sofern nicht
Uber das Wochenende gearbeitet wird,

Sensitivitdt: Das turbidimetrische Verfahren ist %heora=-
tisch der hochstmbglich sensitive Test der bakterisllen
Mutagenitdt. Durch seine inwendung ist es scgar miglich,
das Entstehen von 1 induzieriem Zuriickkehrer nachzuweisen.
Das Niveau der spontanen Riickkehr der Null-Kontrolle liegt
gewdnnlich unter 1 pro Prote. Bine induzierte zuriickkeh~
rende Zelle wird in etwa 10 h als Triibungswachstum nache
gewlesen, wenn die Zrzeugungszeit etwa 40 min betrdgt.
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7. Der turbidimetrische Mutagenitdtstest ist der einzige Mu-
tagenitétstest, bei dem auchzwischen Testbeginn und Test-
ende Informationen gewonnen werden, ohne daf dabei in die
Probe eingegriffen werden muB. Beim Ames-Test ist es mog-
lich, die akute Toxizité&t der Probe zu bestimmen, wobed
dies aber den fiir die Testdurchfilhrung erforderlichen
quantitativen Arbeitsaufwand verdoppelt. Andererseits
werden im Fluktuationstest Versuche unternommen, die Toxi-
zitdt vermittels ausgedehnter' Reihen von Verdiinnungen zu
eliminieren. '

Ausfilhrungsbeispiel.

‘Die Erfindung wird nunmehr in ihren Details ausfilhrlicher
unter Bezug auf die beigefiigten Zeichnungen beschrieben, wo= '
bei die Abbildungen 1 bis 3 verschiedene Wachstumskurven,

de he Extinktionswerte in Abhéngigkeit vom zeitlichen Verlsuf
darstellen, wobsi die Zxtinktionswerte im logarithmischen
MaBstab dargestellt sind.

Der turbidimetrische Test der bakteriellen HMutagenit&t be-
ruht mithin aufveiner durch ein Mutagen induzierten Diffe-~
renzierung_éiﬁé: urspriinglich genetisch uniformen Zellpopu-
lation in auxzotrophe und prototrophe Subpopulationen sowie
auf der Becbachiung einer Verénderung in der Triibung dieser

Subpopulationen.

Bei den im Test verwendeten Organismen handelt es sich um
B.coli WP2 (%trp ) und Salmonella typhimuﬁidm(his') oder ir-
gendwelche andere geeignete aminosZure-auzotrophe Elnzel-
meérker-Stimme, Das Wachstum und die Differenzierung der Zell-
populationen werden unter Einsatz eines FP~901-Spektrofoto-‘
meters beobachtet, welches vertikal miB{, wobel Veréhderungen
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im Flissigkeitsvolumen wie auch der Sedimentation der Zellen
das Extinktions-MeSergebnis nicht beeintridchtigen. A = B g
(Suovaniemi, 0., "Performance and Properties of the Finn-
pipette Analyzer System", Tagungsberichte des Zweiten
nationalen Meetings zur Biophysik und Biotechnologie in
Finnland, 1976, S. 183 - 187, herausgegeben von A.=L.
Kairento, E. Riihimdki und P. éarkka; und Suovaniemi, 0. und
Jiarnefelt, J., "Discrete Multichannel Analyzing Systems with
g Vertikal Optical Path and Batch Processing®, 1982, Inter-
nationsl ILaboratory, im Druck).

Der Test und das Wachsen der Zellen finden in einer +37 %¢=-
Inkubatorkassetie, in einem 9 x 1 ml-Kiivettensatiz statt,
eine Kivette pro Probe, in subminimalem fliissigem N&hrmedium
entweder nach Davis-Mingioli oder nach Vogel-Bohner. Die ur-
springliche GrdBe der Zellpopulation betrdgt 5 x 106, wobel

~diese als ihre eigene Nullvariante im FP 901 eingesetzi

wird, worauf das Jachstum der Zellen eine Verdnderung der
Extinktion dA405/1O6 Zellen - 0,001 hervorruft., Im Mutageni=-
sierungsstadium werden die Zellen durch die Wirkung des
Wachstumsfaktors finfmal auxotroph unterteilt. Nachdem der
gesamte Wachstumsfaki{or verbraucht worden ist, ist das Wachs~-
tum der auxzotrophen Zellen zu einem Ende gekomﬁen; wéhrend
Jedoch jene Zellen, die zu prototrophen Zellen mutiert haben,
ihr Wachstum forisetzen. Je hoher der Anteil prototropher
Zellen an der Gesamtpopulation ist, desto rascher erreichen
sie eine meBbare Dichte.

Im Falle von nichttoxischen Proben kann die F¥achweisdauer
direkt als ein Maf der mutagenen Aktivit&t genutzt werden.
Je nach Wachstumsgeschwindigkeit des Priiforganismus variiers
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die Zeitdauer der Testdurchfihrung; im Falle von E.coli und
Se typhimurium geht sie nicnt lber 24 h hinaus.

Die aus den Bxtinktionswerten als Ergebnis erhaliene Kurve
ist eine typische Illustration von diasuxischem Wachstum.

Tn Abbildung 1 entspricht die Kurve 1 dem ungehemmten Wachs-

tum (nichttoxisch, Uberlebensrate 100 %); Kurve 2 entsprichit

einer {iberlebensrate von 80 %; Kurve 3 entspricht einer Uber-
lebensrate von 50 %; und Kurve 4 entspricht einer Uberlebens-
rate von 20 %. Der Anteil toter Zellen kann aus der Formel

1
ol 2E/gt

berechnet werden, in welcher

Anteil der urspriinglichen Population (1,000) ist,
die von jenem Moment &n verstirechende Zeit ist, bei dem

ot B

e

der O-Pegel ﬁberschritten wird (TO+’ P t2+)
gt die Erzeugungszels$ (t1 - to) ist.
In Abbildung 2 représentiert Kurve 5 das ungehemmte Yachs~-
tum, Xurve 6 reprisentiert ein Bekterizid (Todesrate 50 %),
die Rurven 7 und 9 représentieren nichfzersetzie Bakterio-
statika, und Kurve 9 reprisentiert ein zersetzendes Bakterio-
statikum.

Tn Abbildung 3 représentiert 1, - 1, (= a) das Teilen des
wWachstumsfaktors.,

- AuBer einer grafischen Darstellung des disuxischen Wachstums
- kBnnen die folgenden Faktoren bestimmt werden:
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Die Toxizitdt der Probe aus dem Startmoment des I log
Stufe (abbildung 1).

Die Natur der Toxizit&t der Probe (Bakterizid, Bakterioc=
statikum, zersetzendes Bakteriostatikum) aus der Porm der
Wachstumskurve des Stufe I log (Abbildung 2).

Die Wachstumsrate der nicht zuriickgekehrten Zellen, aus
der GroB8e des Winkelfaktors der Wachstumskurve des Stufe
I log (Abbildung 3). '

Die Wachstumsrate der Zurlickkehrer, aus der Grdle des
Winkelfaktors des Stufe II log (Abbildung 3).

Die etwaig in der Probe vorhandenen Wachstumsfakioren,
aus der GroBe der BExtinktion im I-Plategu-Stadium. Die
Anzahl der durch die Wachstumsfskitoren zusdtzlich her-
vorgerufenen Riickkehrer ergibt sich aus der Formel

Fpe = 281 g ¥ r, in welcher Fp. = zusdtzliche Riick-
kehrer nach Verbrauch von zus&tzlichem Wachstumsiaktor,
g = Anzahl der Zellgenerationen, r = Quantitédt der pro
Generation produzierten Riickkehrer z PopulationsgrdBe;
Z = Riickkehrer (r) pro Generation (g) x Populations-
grﬁée (s)

lo = Uberschuf-Startpegel = D1 - DO =g
UberschuB-Finalpegel = D
Anzanl Zellgenerationen

—
[}

2~ Do

0
]

Mutagenit&s der Probe, gus der Lidnge der Plateau-Stufe I
(Abbildung 3).
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T« Anzahl der Rilckkehrer im Moment %, durch Eztrapolation

unter Nutzung der Wachstumsraten der Stufen IT log und
I log.

D = nachgewiesene GroBe der finalen Population
a = k.l/t5 - to = Anzahl der Teilungen in der Stufe log I
b = k2/tn+2 - t5 = Anzahl der Teilungen in den Stufen
Plateau I und log II
‘X = Anzahl der Riickkehrer zum Zeitpunkt t,.
D
L= o8 | o8th
Testdurchfiihrung

Wachstunsmedium 965/ul
Bakterienzellen S/ul
Probe ‘ 10/ul

Hetabolisches Aktivierungssystem (S-9) EO/ul (sofern er-
forderlich)

Die obigen Komponenten werden in einer 1-ml-Rivetie zu-
sammengefaBt, 15 s lang vermivtels eines Schiittelapparates
Vefrﬁhrt, in eine +37 OC-Inkubatorkassetteveingebracht,
bei einer Wellenlinge von 405 nm in einem FP 901 auf FJull
eingestellt und anschliefend 20 bis 24 h lang bebriitet,
wihrend die Extinktion der Probe bel 405 nm entsprechend
einem vorprogrammierten Zeitteilsystem gemessen wirds

Aus den Extinktionswerten wird in Abhdngigkeit von der
Zeit eine Wachstumskurve aufgestellt, aus welcher die Hu~
tagenitét der Probe sowie mehrere andere Parameter inter-
pretiert werden kSnnen.
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Der turbidimetrische Test der bakiteriellen Hutagenitit eig-
net sich flr sdmtliche Typen der Mutagenitétspriifung, bei
denen es darauf ankommt herauszufinden, ob die betreffende
Probe imstande ist, mit DNS in einer Mutationen hervorrufen-
den Welse zu reagieren.,

Tabelle 1

Triibungs=Unterscheidungskraft von FP-901 Agos pp B = 9

: 6
Dichte 107  4,45% SeD. | SeDe/Ayos (%) A405/106 Zellen

5 0,000 0,000 - -

20 0,021 0,004 19 0,001
40 0,046 0,007 15 0,001
60 0,062 0,006 10 0,001
80 0,076 0,002 2,6 0,001
160 0,159 0,010 6,0 0,001
240 0,239 0,010 4,2 0,001
320 0,326 0,015 4,6 0,001
400 0,405 0,018 4,4 0,001
480 0,486 0,020 4,1 0,001
560 0,562 0,022 3,9 0,001
640 0,638 0,015 2,4 0,001
720 0,706 0,015 2,1 0,001
800 0,772 0,014 1,8 0,001
880 0,833 0,012 1,4 0,001
960 0,890 0,009 1,0 0,001
1040 0,938 0,011 1,2 0,001
1120 0,990 0,010 1,0 0,001
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Tabelle 2
Effekt von Wachstumsfaktoren auf Dichte und auxotrophe

Wachstumszeit ven B, coll WP 2 uvrA. GroBe der urspriinglichen
Population 5 x 106 Zellen.

Trp-Kcnzg/ug/ml Dichte/MeBkiivette Wachstumszeit

0,0 - 2,5 x 10/ 2 b 20
0,4 1,6 x 10° 5k
0,8 | 2,0 x 108 5 h 201
1,6 | 3,2 x 10° 6 h
3,2 | 6,4 x 10° Th.

9

6,4e0048 n. 10 8 h 20!
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Erfindungsanspruch

1. Verfahren zur Durchfiihrung einer Mutagenititspriifung der-

2.

3.

gestalt, daB eine Zellpopulation einem Mutagen ausgesetzt L
wird, wobei im Brgebnis dessen ein Teil der Population _
mutiert, worauf die urspriinglich uniforme Zellpopulation ‘f '
in Subpopulationen unterteilt wird, gekennzeichnet da- |
durch, daB die durch die Verdnderung der Dichte der unter-
teilten Zellpopulationen hervorgerufene Variation der Tur=
biditdt als Verdnderung der optischen Dichte mittels eines
vertikal messenden Photometers bei einer bestimmten Tel=~
lenlénge gemessen wird und die Quanititdt der Zellen in den
Subpopulationen als optische Dichte gemessen wird,

Verfahren nach Punkt 1, gekennzeichnet dadurch, daB das
Waohstum der unterteilten Zellpopulationen mittels eines
vertikal messenden Fhotometers, Fluorometers, Nephelo=
meters oder ILuminometers gemessen wird,

Verfahren nach den Punkten 1 oder 2, gekennzeichnet da-

durch, daf dis Absorbationswerte in Ubereinstimmung mit

einem vorprogrammierten Zelttellungssystem gemessen wer=
den und daf die Wachstumskurve aus den Werten als Funktion
der Zeit gebildet wird.
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