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{67) Die Erfindung verfolgt das Ziel, ber ein Screening reine und partielle Wachstumseffektoren von rein toxisch
wirkenden Effektoren zu selektieren. Dazu werden die Effektoren in abgestuften Konzentrationen parallel in einem
wachstumsunabhéngigen Toxizitdtstest mit nahrstofffreien Zellsuspensionen einzelliger Griinalgen und in einem
Wachstumstest mit autotroph kultivierten Zellsuspensionen des gleichen Stammes konfrontiert. Zu festgelegten
Zeitpunkten werden dann Proben und Vergleichskulturen der beiden Testvarianten parallel oder in definierter Folge
mittels spektralanalytischer Verfahren gegebenenfalls bei mehreren Wellengéngen bzw. Wellenlangenbereichen des
infraroten, sichtbaren oder uitravioletten Spektrums untersucht und die dabei gewonnenen Ergebnisse wie
pcse-Daten und Wirkbilder vergleichenden Betrachtungen unterzogen.

ISSN 0433-6461 6 Seiten



-1- 67226

Erfindungsanspriiche:

1. Verfahren zur Selektion von Wachstumseffektoren dadurch gekennzeichnet, daB die Effektoren gegebenenfalls in abgestuften
Konzentrationen parallel in einem wachstumsunabhéngigen Toxizitatstest und in einem Wachstumstest mit Zell- oder
Organismensuspensionen konfrontiert und zu festgelegten Zeitpunkten bzw. am Testende die optischen Eigenschaften von
Proben und Vergleichskulturen aus beiden Testvarianten parallel oder in definierter Folge untersucht werden, um mittels der
substanzinitiierten Variationen der optischen Eigenschaften der Suspensionen in beiden Testvarianten die Effektoren in reine bzw.
partielle Wachstumseffektoren und rein toxisch wirkende Effektoren selektieren und differenzieren zu konnen.

2. Verfahren nach Punkt 1, dadurch gekennzeichnet, daR zur Ermittiung der Toxizitat der Effektoren néhrstofffreie Zell- oder
Organismensuspensionen, die durch Abtrennung des Zell- oder Organismenmaterials aus der Nahrstofflosung, gegebenenfalls
mehrmaligem Waschen und Suspendierung des Zell- oder Organismenmaterials in destilliertes Wasser gewonnen werden, mit zu
priifenden Substanzen gegebenenfalls in abgestuften Konzentrationen konfrontiert werden.

3. Verfahren nach Punkt 1, dadurch gekennzeichnet, daR zur Ermittiung der Wachstumsbeeinflussung der Effektoren autotroph
kultiviertes Zell- oder Organismenmaterial mit den zu priifenden Substanzen gegebenenfalls in abgestuften Konzentrationen
konfrontiert wird.

4. Verfahren nach Punkt 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daB als Zell- oder Organismensuspensionen alle suspendierbaren
Bakterien, Blaualgen und Griinalgen verwendet werden kdnnen.

5. Verfahren nach Punkt 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, daR die optischen Eigenschaften der Zellsuspensionen mittels
Spektralkolorimetrie, Spektralphotometrie oder Nephelometrie bei 1 bis n verschiedenen Wellenldngenbereichen oder ganzen
Spektralbereichen im infraroten, sichtbaren oder ultravioletten Spektralbereich analysiert werden.

Hierzu 3 Seiten Zeichnungen

Anwendung der Erfindung
Pflanzenschutzmittelforschung, Suche nach Regulatoren biologischer Prozesse, Naturstoffchemie, Umweltanalyse

Charakteristik der bekannten technischen Losungen

Es ist bekannt, daRk der EinfluB chemischer Substanzen auf biologische Prozesse und ihre Toxizitdt auf vielfaltige Weise geprift
werden kann. Als Indikatoren lassen sich auch autotroph oder heterotroph kultivierte Mikroalgensuspensionen nutzen. Nach dem
Patent DD Nr. 94 234 lassen sich mittels autotroph kultivierter einzelliger Algensuspensionen diejenigen Chemikalien aus einer
Stichprobe selektieren, die den fundamentalen ProzeR des autotrophen Zellwachstums, die Photosynthese, unmittelbar oder
mittelbar beeintrichtigen. Da dieses und andere Priif- und Selektionsverfahren prinzipiefl an das komplexe Wachstum von Zell- bzw.
Organismensuspensionen gebunden sind, kénnen die erhaltenen Hemmdaten nicht eindeutig auf reine wachstumshemmende
Wirkungen und/oder auf wachstumsunabhéngige Vergiftungserscheinungen zuriickgefiihrt werden. Eine gezielte Suche besonders
nach selektiv wirkenden Effektoren macht ein Verfahren wiinschenswert, das in einem Screening eine Selektion der
Wachstumseffektoren von toxisch wirkenden Effektoren ermdglicht.

Ziel der Erfindung
Die Erfindung verfolgt das Ziel, einen Test auf der Basis von Mikroalgen zu entwickeln, der eine sichere Selektion von
Wachstumseffektoren und von rein toxisch wirkenden Effektoren gestattet.

Darlegung des Wesens der Erfindung

Diese Aufgabe wird erfindungsgema® dadurch geldst, daR in zwei paralle! durchgefiihrten Tests auf der Basis von Mikroalgen die
wachstumsunabhingige Toxizitat der Effektoren und die Beeinflussung des Wachstums solcher Mikroalgensuspensionen analysiert
werden. Im Toxizitdtstest werden definierte Mengen chemischer Verbindungen mit ndhrstofffreien einzelligen Algensuspensionen,
die durch Abtrennung des Zellmaterials aus der Nahrstoffldsung, gegebenenfalls mehrmaliges Waschen und Suspendierung des
Zellmaterials in destilliertes Wasser gewonnen werden, in abgestuften Konzentrationen in unmittelbaren Kontakt gebracht und diese
Proben parallel mit unbehandelten Vergleichskulturen bei einheitlicher Temperatur mit Stickstoff zum Zweck einer gleichméaRigen
Verteilung der Zellen begast werden. Beim Wachstumstest werden definierte Mengen chemischer Verbindungen mit autotroph
kultivierten Zellsuspensionen einzelliger Griinalgen in unmittelbaren Kontakt gebracht und diese Proben parallel mit unbehandeiten
Vergleichskulturen bei einheitlicher Temperatur zwischen 20°C und 38°C im Licht beliftet, so daB sie auf der Grundlage des sich
vollziehenden Photosyntheseprozesses wachsen und sich entwickeln. Zu festgelegten Zeitpunkten werden dann Proben und
Vergleichskulturen oder Anteile von beiden aus beiden Testvarianten parallel oder in definierter Folge mittels spektralanalytischer
Verfahren gegebenenfalls bei mehreren Wellenlingen bzw. Wellenldngenbereichen des infraroten, sichtbaren oder ultravioletten
Spektrums untersucht und die dabei gewonnenen Ergebnisse vergleichenden Betrachtungen unterzogen.
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Ausfiihrungsbeispiele

Aus einer Serie monosubstituierter Benzene werden die Effektoren 1 bis 8 gemaR Tabelle 1 parallel im Toxizitdtstest und im
Wachstumstest auf ihre toxischen Eigenschaften und auf spezifische Wachstumsbeeinflussungen untersucht, um sie in toxische
oder wachstumshemmende Effektoren selektieren zu kénnen. Dazu werden fiir den Toxizitatstest aus normal autotroph kultivierten
Zellsuspensionen einzelliger Griinalgen der Species Chlorella vulgaris var. vulgaris Stamm BOHM u. BORNS 1972/1 durch
Abzentrifugieren und Waschen mit destilliertern Wasser die frischen Autosporen oder gegebenenfalls des asynchrone Zellmaterial
von der Nahrstofflésung getrennt und dann in destilliertes Wasser suspendiert. Durch gegebenenfalls mehrmalige Wiederholung
dieses Vorganges werden dann die vollkommen néhrstofffreien Algensuspensionen definierter optischer Dichte (z. B. 20-10°
Zellen/cm?®) mit verschiedenen Konzentrationen atkoholischer Losungen der zu priifenden Substanzen 1 bis 8 beimpft und
zusammen mit unbehandelten Kontrollen bei 37 °C mit Stickstoff begast, damit eine standige gleichmaRige Verteilung der Zellen
gewihrleistet ist. Wahrend die Algen in den Kontrollsuspensionen auf Grund des Nahrstoff- und Kohlendioxidmangels nicht
wachsen und sich nicht entwickeln kénnen, die optischen Eigenschaften bleiben bis zu normalerweise 8 bis 10 Stunden nahezu
konstant, werden die Algenzellen in den mit Chemikalien versetzten Proben mehr oder weniger beeinflukt, wenn verschiedene
Substanzkonzentrationen mehr oder weniger toxisch wirken. In diesem Fall verringert sich die optische Dichte der Suspensionen.
Als Beispiel zeigen Figur 1 und Figur 2 Analysenergebnisse der toxischen Wirkung des Effektors Nr. 1. Figur 1 enthélt die
Extinktionswerte bei 680 nm fiir die unbehandelte Kontrolle K und die mit abgestuft zunehmenden Konzentrationen 1 bis 6, die zu
den entsprechenden Zeitpunkten vorgenommen wurden. Die Figur 2 zeigt die Dosis-Wirkungs-Kurve (DWK) in Form von
Auftragungen der relativen Vergiftung in Prozent als Funktion der Logarithmen der Effektorkonzentrationen fir den EinfluR des
Wirkstoffes nach 1, 2, 4 und-8 Stunden Einwirkzeit. Aus den Halbstufenhohen dieser Dosis-Wirkungs-Kurven erhélt man in allen vier
Fillen beispielsweise einen Toxizitatswert ~igcsy = 2,12. Im parailel zum Toxizitatstest durchgefiihrten Wachstumstest werden
autotroph kultivierte synchrone Zellsuspensionen einzelliger Griinalgen der Species Chlorella vulgaris var. vulgaris Stamm BOHM u.
BORNS 1972/1 in einer Suspensionsdichte von 7 10° Zellen/cm? mit verschieden konzentrierten alkoholischen Losungen der zu
priifenden Substanzen Nr. 1 bis 8 beimpft und zusammen mit unbehandelten Kontrolten bei 37°C belichtet und beliiftet, so daf aile
erforderlichen Voraussetzungen fiir die Photosynthese gegeben sind. Deshalb wachsen und entwickeln sich die in Nahriésung
suspendierten Zellen in den unbehandeiten Vergleichskulturen normal. In den mit Chemikalien versetzten Proben sind Wachstum
und Entwicklung mehr oder weniger beeinfluRt, wenn verschiedene Substanzkonzentrationen den PhotosyntheseprozeR mehr oder
weniger stdren. Die Ergebnisse der Analyse sind am Beispiel des Effektors 1 der Figur 3 zu entnehmen. Sie zeigt eine Auftragung der
dekadischen Logarithmen der Extinktionen bei 680 nm fiir die unbehandeite Kontrolle K und die mit abgestuft zunehmenden
Konzentrationen der Substanz Nr. 1 versetzten Proben 1 bis 6 als Funktion der Wachstums- bzw. Einwirkzeiten. Aus diesen
Analysenergebnissen lassen sich auf einfache Weise Uber Dosis-Wirkungs-Kurven geméR Figur 2 die pcs-Daten oder entsprechend
andere vergleichbare Daten als MaR der Wachstumshemmung bestimmen. Die Tabelle 1 enthélt die fir die Effektoren 1 bis 8 im
Toxizitatstest und im Wachstumstest festgestellten pcg-Werte.

Tabelle 1 pcg-Daten fiir die Aktivititen monosubstituierter Benzene CgHsR im Toxizitdtstest (T) und im Wachstumstest (W)

T w

Nr. R pCsp PCso Apce?
1 H 2,12 2,04 -0,08
2 Cl 2,93 2,97 0,04
3 Br i 3,03 3,22 0,19
4 { 3,31 3,46 0,15
5 OH 1,71 2,30 0,59
6 OCH, 2,05 2,02 -0,03
7 CHO 1,89 2,70 0,81
8

CN 2,05 2,67 0,62

1 pcs; = —Igcs {c in mol 171} :

2 Apcg = pesy (W) — pex (T) ,

‘Ein Vergleich der fiir beide Testvarianten erhaltenen pcs-Werte fiir die Substanzen Nr. 1 bis 4 und Nr. 6 zeigt gute
Ubereinstimmung. Die Variation Apcs ist kieiner als £ 0,20 und auf eine normale Streuung zuriickzufiihren. Daraus ist abzuleiten,
daR die im Wachstumstest gezeigte Wachstumsbeeinflussung durch diese Effektoren quantitativ auf die Toxizitét dieser
Substanzen zuriickzufiihren ist. Demgegeniiber liegen die fiir den Wachstumstest gefundenen pcg-Werte der Effektoren Nr. 5,7 und
8 deutlich héher als die entsprechenden Werte fiir den Toxizitdtstest. Die Apcs-Werte liegen im Bereich von 0,59 bis 0,81. Das weist
darauf hin, daR neben der toxischen Wirkung diese Effektoren das Wachstum der Algensuspensionen zuséatzlich hemmen, d. h.
diese Effektoren sind als partielle Wachstumshemmer einzustufen. Zusétzliche konkretere informationen zum EinfluR der
Effektorkonzentration oder der Einwirkzeit auf das Wachstum der Aigensuspensionen sind neben den Wirkbildern Figur 1 und Figur
3insbesondere liber gegenseitige Auftragungen der aus beiden Testvarianten zu verschiedenen Zeitpunkten bestimmten
Extinktionen bzw. deren Logarithmen zugénglich.
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