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(67) Die Erfindung , Verfahren zur differenzierten Selektion von Effektoren mittels heterotropher

: Zellsuspensionen” dient der Suche nach Pflanzenschutzmitteln und nach Effektoren biologischer
-Prozesse. Sie verfolgt das Ziel, moglichst in einem Arbeitsgang die Ergebnisse von Tests mit
“heterotrophen Zellsuspensionen auszuwerten und dabei primére Atmungseffektoren von primar
. nicht die Atmung tangierenden Effektoren zu trennen. Die Erfindung basiert auf einem
- Auswertungsverfahren, das die optischen Eigenschaften substanzbehandelter heterotropher
- Zellsuspensionen oder Organismensuspensionen nutzt und deren substanzinitiierte Variation mit

Hilfe der Spektralkolorimetrie, der Spektralphotometrie oder der Nephelometrie bei 2 bis n

- verschiedenen Wellenldngenbereichen im infraroten, sichtbaren oder ultravioletten
- Spektralbereich erfaf3t und vergleichend betrachtet. Das Verfahren wird an 3 Zeichnungen

erfautert.
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Titel der Erfindung

| Verfahren zur differenzierten Selektion von Effektoren
mittels heterotropher Zellsuspensionen

- Anwendungsgebiet der Erfindung

‘ Pfianzénschutzmittelforschung, Suche nach Regulatoren biolo-
gischer Prozesse, Unweltanalyse, Naturstoffchemie

Charakteristik der bekennten Lisungen

- .Es ist bekannt, daf der EinfluB chemischer Substanzen suf bio-
logische Prozesse auf vielfdltige Weise gepriift werden kanno
Als Indikatoren lassen sich auch Zellsuspensionen heterotroph
kuitivierter einzelliger Griinalgen nutzen, Die dabei zu prak-

‘tizierende Methodik legt das Patent "Verfahren zur Selektion
biochemisch wirksamer Substanzen", WP C 12k/152 888, fest.,
Verfdhrt man danach, so lassen sich asus einer Stichprobe
.von Chemikalien diejenigen selektieren, die den fundementalen
“ProzeB des heterotrophen Zellwachstums, die Atmung, unmittel-
bar oder mittelbar beeintrichtigen oder fiérdern. Substanzen,
die die Atmung nicht beeinflussen, aber dennoch biochemisch
'wirksam sind, lassen sich auf die genannte Weise nicht defi-
vnieren.'Sie werden notwendigerweise als biochemisch unwirksam
 eingestuft. Solche Substanzen miissen dann in einer Kette
‘hachfolgender Tests spezifischer Zielstellung auf entsprechend
spezifisohen Effekt gepriift werden, so zum Beispiel potentielle
Photosynthesehemmer in einem Autotrophtest, Effektoren des .
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o Nukleinséurehaushalts in einem Nukleinsiure~Test. Demnach ist

es also unumginglich, alle im "Verfahren zur Selektion bio-
"chemisch wirksemer Substanzen" gepriiften und fiir unwirksam
“befundenen Chemikalien einem erneuten Priifungsgeng zu unter-
Werfen. _ '
Auch die als "biochemisch wirksam" eingestuften Substanzen
_bilden hinsichtlich ihrer Wirkungsweise keine einheitliche
Gruppe. Sie kbnnen die Atmung unmittelbar beeinflussen, ai¢
'fsd_als primédre Atmungseffektoren wirken. Es ist aber auch
- nicht auszuschlieBen, daB sie nur mittelbar bzw. im Ergebnis
“ihrer lietabolisierung den Atmungeprozed tangieren, wihrend
‘ sie ihre Hauptwirkqng in anderen Stoffwechselbereichen mani-
festieren. Daraus ergibt sich der Wunsch nach einem Verfahren,
vdas zwar ebenfalls auf Suspensionskulturen einzelliger Griin-
algen beruht, dessen Auswertungsmodus jedoch neben der Selek-
tion primdrer Atmungseffektoren auch die Charakterisierung
- von Effektoren in einem Arbeitsgeng erlaubt, die biologisch
- wirksem sind und auf die Atmung primir keinen EinfluB haben,

Ziel der BErfingung

. Die Erfindung verfolgt des Ziel, fiir Tests mit heterotrophen
Suspensionskulturen einzelliger Griinalgen einen Auswertungs~y
modus vorzuéchlagen, der in einem Arbeitsgang die Selektion

- primirer Atmungseffektoren und auch von solchen Effektoren
ermbglicht, die nicht primdr die Atmung tengieren, aber bio-
‘logisch wirksam sind,

) Darlegzung des Wesens der Erfindung

- Der Erfindung liegt die Aufgsbe zugrunde, mittels eines spe=-
ziellen Auswertungsverfahrens die in Anwendung des "Ver-
fahrens zur Selektion biochemisch wirksamer Substanzen" selek-

. tieren Effektoren in einem geschlossenen Arbeitsgang als



primére Atmungseffektoren bzw. nicht primir die Atmung tangie-'
rende, aber biologisch wirksame Effektoren zu charakterisieren,

gie also zu differenzieren, und gleichzeitig den Nachweis zu

"fuhren, ob sich unter den als blochemlsch unwirksam eingestuften
' Substanzen Effektoren anderer Stoffwechselbereiche befinden,

~ Das geschieht, indem man zunichst grundsédtzlich so verfghrt,
wie es das "Verfshren zur Selektion biochemisch wirksamer
Substanzen" empfiehlt, also definierte Mengen chemischer Ver-
5bindungen mit heterotroph kultivierten Zellsuspensionen ein-
zelliger Griinalgen in unmittelbaren Kontakt bringt und diese
’Prdben parallel mit unbehandelten Vergleichskulturen bei ein-
heitlicher Temperatur zwischen 20 °C und 38 °¢ im Dunkeln be-
'luftet, 80 daB sie auf der Grundlage des sich vollz1ehenden
Atmungsprozesses wachsen und sich entwickeln. Zu festgelegten
Zeitpunkten werden dann Proben und Vergleichskulturen oder
Anteile von beiden parallel oder in definierter Folgé mittels
'spektralanalytischer Verfahren bei zwei oder mehreren Wellen-
_ bereichen des infraroten, sichtbaren oder ultravioletten Spek-
;;trums'untersucht und die dabei gewonnenen Ergebnisse verglei-
1,dhenden Betrachtungen unterzogen.

” Ausfuhrungsbeispiele

 1. Ausfiihrungsbeispiel

Heterotroph kultivierte Zellsuspensiohen einzelliger Griin-
algen der Species Chlorella vulgaris var, vulgaris, Stamm
BOHM u. BORNS 1972/1 in einer Suspensionsdichte von

7 x.10 Zellen/cm werden mit verschieden konzentrierten.
widssrigen Losungen der zu priifenden Substanz A beimpft und
zusammen mit unbehandelten Kontrollen bei 37 °C im Dunkeln
beliiftet, wobei Glukose als organische C-Quelle eingesetét
wird, so daf alle erforderlichen Voraussetzungen fiir die
Atmung der Zellen gegeben sind. Deshalb wachsen und ent-
wickeln sich die in NZhrldsung suspendierten Zellen in den
unbehandelten Vergleichskulturen normsl.



In den mit Chemikalien versetzten Proben sind Wachstum

und Entwicklung mehr oder weniger beeinfluB8t, wenn veré

schiedene Substanzkonzentrationen den AtmungsprozeB mehr

oder weniger stOren. Die Ergebnisse der Analyse sind den

Figuren 1 und 2 zu entnehmen., Figur 1 enthdlt die dekadischen
Logarithmen der Extinktionsmessungen bei 680 nm fiir die un-

. behandelte Kontrolle K und die mit abgestuften Konzentré—

tionen der Substanz A versetzten Proben 1, 2, 3, 4, 5, 6,

- 7, die zu den jeweiligen Zeitpunkten vorgenommen wurden,
Figur 2 die entsprechenden Ergebnisse solcher Extinktions-

- messungen bei 750 nm., Ein Vergleich der auf diese Weise pa-

rallel, also in einem Arbeitsgang gewonnenen Wirkbilder

zeigt trotz unterschiedlicher Spektralbereiche weitgehende

und prinzipielle Ubereinstimmung im Wirkungsverlsuf, so daB

man bel oberfldchlicher Betrachtung beider Abbildungen zu

. dem SchluB kommen konnte, daB Extinktionsmessungen bei einer

»7,einzigen Wellenldnge ausreichen, um die Wirkung oder Nicht-

wirkung einer Substanz auf die Atmung hinreichend beurtei-
len zu kénnen, - f
Bildet man jedoch aus den bei 680 nm und bei 750 nm ermit-
- telten MeBwerten den Quotienten
Q = g8
750 ‘
- 80 lassen sich Kontrolle X und behandelte Proben 1, 2, 3, 4,
55 6, 7 quantitativ miteinander vergleichen. Aus diesem -
Vergleich lassen sich Schliisse ziehen, ob, in welchem Umfang
und zu welchem Zeitpunkt des Tests diese Quotienten iiberein-
stimmen bzw. wann in welchem MaBe und in welcher Richtung
sie differieren.
Zu noch préziseren und aussagekriftigeren Schliissen gelangt
man, wenn man die Logarithmen der bei verschiedenen Wellen-
lingen gleichzeitig ermittelten Extinktionswerte im Koor-
'dinationssystem miteinander in Beziehung bringt, wie es in
Figur 3 geschieht. Hier wird eindeutig sichtbar,



- daB die zugrundegelegten Parameter bei der Kontrolle K
und den Substanzkonzentrationen 5 - 7 ein deckungs-
gleichés Graphenbild ergeben,

1 - daB es einen Testabschnitt gibt, in dem praktisch alle

2

Konzentrationsstufen der Grundcharakteristik der Kon-
trollkurve K entsprechen,

- daB in einer folgenden Testphase sich die Relationen der
Logarithmen unserer Extinktionswerte fiir die Konzentra-
tionsstufen 1 - 4 mehr oder weniger einschneidend ver-

. indern und von der Kontrollkurve K entsprechend abweichen,

- daB man aus diesen Abweichungen auf ein verindertes Ver-

‘hiltnis zwischen atmungsstimuliertem Zellwechstum und
Chlorophyllentwicklung schlieBen kann, das bei den Kon=-

 zentrationsstufen 1, 2 und 3 sich zuungunsten der Chloro-
. phyllentwicklung gesteltet,

- daB diese Tendenz bei der stirksten Konzentration 1 bei-
behalten und verstiarkt (Zellzerstdrung und Chlorophyll-
‘abbau), bei den Konzentrationen 2 und 3 jedoch wieder
.umgekéhrt wird, so daB deren graphische Bilder in ihrer
Richtung denen der Kontrolle entsprechen, ohne deren
Werte je wieder zu erreichen, demnach die Zellen unter

 SubstanzeinfluB dann wieder so wie in der Kontrolle
‘wachsen, jedoch bel vermindertem Chlorophyllgehalt.

Ausfiihrungsbeispiel

Von einer neu synthetisierten Substanz X, iiber deren biolo-

'_:gische Wirkeigenschaften noch nichts bekannt ist, werden -

wie im 1. Ausfilhrungsbeispiel angegeben - mittels hetero=
troph kultivierter XKulturen der einZelligen Griinalge
Chnlorella vulgaris durch Vermessen der mit verschiedenen
Substanzkonzentrationen behandelten Zellsuspensionen ebenso
wie bei einer parallel kultivierten Kontrollkultur ohne
SubstanzeinfluB bei 2 oder mehreren Wellenléngen die

‘Extinktionswerte erfaBt, logarithmiert, dann zueinander -
‘wie in Figur 3 geschehen - in Beziehung gesetzt und



graphisch dergestellt. Wdhlt man die MeBbereiche so aus,
daB sie fiir bestimmte Stoffwechselbereiche hinreichend

. reprdsentativ sind, so 148t sich aus einem Graphenver-

gleich zwischen behandelten Proben und unbehandelter Kon-
trolle auf den Wirkungsverlauf, die Wirkungsrichtung und

~ ihre Dynamik und euf die Wirkungsintemsitdt schlieBen.
Arbeitet men mit streng standardisierten Heterotrophkul-

- turen einzelliger Griinalgen, so kann sogar auf die Kontroll~-
kultur verzichtet werden, da ihre Extinktionswerte dann

als Standard stdndig verfiigbar sind.



'”Patentansprﬁche

1. Verfahren zur Selektion von Effektoren mittels hetero-~

tropher Zellsuspen31onen, dadurch gekennzelchnet daB
die optischen Eigenschaften substanzbehandelter hetero=-

‘- tropher Zellsuspensionen oder Organlsmensuspen91onen

genutzt werden, um mittels substanzinitiierter Var1a-

- tion der optischen Eigenschaften solcher Suspensionen

die Effektoren in primire und sekundire Atmungseffek=-

‘toren sowie in atmungsneutrale Effektoren differenzieren

~zu kbnnen,

24

 3.>

Verfahren nach Punkt 1, dadurch gekennzeichnet, das |
als heterotrophe Zellsuspensionen oder Organismensuspen=-
sionen alle suspendierbaren heterotrophen Bekterien,
Blaualgen und Griinalgen verwendet werden kdnnen,

Verfahren nach Punkt 1 und 2, dadurch gekennzeichnet,
daB die optischen Eigenschaften der Zellsuspensionen
mittels Spektralkolorlmetrle, Spektralphotometrie oder

' {"Nephelometrle bei 2 bis n verschiedenen Wellenlangen-

bereichen oder ganzen Spektralbereichen im infraroten,

sichtbaren oder ultravioletten Spektralberelch analy-
siert werden.,
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