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(57) Die Erfindung ,Selektionsverfahren fiir Effektoren mittels Gasumsatz- und Wachstumsanalysen heterotropher
Zellsuspensionen” dient der Suche nach Pflanzenschutzmitteln und nach Effektoren biologischer Prozesse. Sie
verfolgt das Ziel, méglichst in einem Arbeitsgang die Ergebnisse von Tests mit heterotrophen Zellsuspensionen’ |

- auszuwerten und dabei primére Atmungshemmer, primér nichtrespiratorische Effektoren und unspezifische
Atmungseffektoren besonders hinsichtlich der Beeinflussung sowohl der optischen Eigenschaften als auch der

~ _respiratorischen Gaswechselumsitze zu charakterisieren und zu differenzieren. Die Erfindung basiert auf einem

* Auswertungsverfahren, das die entwicklungsbedingten Beeinflussungen der optischen Eigenschaften bei
verschiedenen Wellenlingen sowie der respiratorischen Gaswechselumsitze — Kohlendioxidproduktion und
‘Sauerstoffverbrauch — substanzbehandelter Zellsuspensionen nutzt. Die Fig. 1 illustriert anhand von Wirkbildern fiir
die Beeinflussung der optischen Eigenschaften bei 680 und 750 nm und der Kohlendioxidproduktion durch einen
Effektor A, daR das Auswertungsverfahren dariiber hinaus Informationen Uber Einsetzen, Verlauf und Bestandigkeit . -
‘der Wirkungsauspragung in Abhingigkeit von der Dosis und von der Einwirkungsdauer der Effektoren sowie iiber Art
und Weise der Wirkungsausldsung liefert. ’ ' o
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Titel der Erfindung

-

‘Selektlonsverfahren fir Effektoren mittels Gasumsatz- und

o Wachstumsanalysen heterotropher Zellsuspen31onen

ya

Anwendungsgebiet der Erflndung

.Pflanzenschutzmlttelforschung, Suche nach Regulatoren o
biologischer Prozesse, Naturstoffchemle, Umweltschutz :

Charakterlstlk der bekannten technigchen Losungen

Es ist bekannt, daB fiir die Indikation der biologlschen
Aktiv1tat von Effektoren Zellsuspensionen elnzelllger Grun-
algen genutzt werden konnen. Nach dem Patent “Verfahren zur -
Selektion biochemisch w1rksamer Substanzen" DD WP ¢ 12K

1/00 Nre. 94 234, -assen sich mittels heterotroph kultivierter
Zellsuspen31onen diejenigen Chemlkallen aus einer Stichprobe '
selektleren, die den fundamentalen ProzeB des heterotrophen
vZellwachstums, die Atmung, unmlttelbar oder mittelbar beeln-
trichtigen oder fordern. Substanzen, die die Atmung nicht

‘ beeinflussen, aber dennoch. biochemisch wirksam sind, werden
nach diesem Verfahren als biochemisch unw1rksam eingestuft. 
Solche Substanzen miissen dann in einer Kette nachfolgender
Tests spezifischer Zielstellung auf entsprechenden spe21fischen
. Effekt geprift werden, z.B. potentlelle Photosynthesehemmer in |
- einem Autotrophtest, Effektoren des Nuklelnsaurehaushaltes in
“einem Wukleinsdure-Test. ‘

Auch die als "blochemisch w1rksam" elngestuften Substanzen bll-‘
den hin51chtllch ihrer Wirkungswelse keine einheitliche Gruppe.
Sie ktnnen die Atmung unmlttelbar beelnflussen, also als pri-
mire Atmungseffektoren wirken. Aber es besteht auch die Moglich— |
keit; daB sie nur mlttelba¢ ‘bzw. im Ergebnis ihrer Metaboliaie-‘



'frung den Atmungsprozeﬁ tangieren, wihrend sie ihre Haupt—

- wirkung in anderen Stoffwechselbereichen manifestleren.
'Informationen hleruber sowie die Selektion von vorrangigen

( Photosynthese- bzw.. Atmungseffektoren, von nicht primaren ‘

e Photosynthese- oder Atmungshemmern, die Aufdeckung von

- Permeationseffekten und die Selektion von Hemmern der Licht-
und Dunkelreaktion ermogllchen Selektionsverfahren, die auf .
1 Auswertungsmodi basieren, die entweder die entwicklungsbeding—

~ten Beelnflussungen der optischen uigenschaften oder der
'inhotosynthetischen bzwe respiratorischen Gaswechselumsatze

’v‘substanzbehandelter autotropher bzw. heterotropher Zellsus-

.‘pensionen nutzen.

Obwohl diese Sélektionsverfahren dafﬁber hinaus in der Lage
 sind, die Wirkungsverlaufe ngher zu charakterlsleren, geetatten

©* gie keine Aussagen iiber die Zeitabfolge der substanzinitiierten .

 Beeinf1ussung der optischen Eigenschaften im Vergleich zur
;Beeinflussung der Gaswechselumsitze. f S
 _Da auch eine vergleichende Betrachtung der Auswertungsergeb-
nisse aus mehreren dieser Verfahren kelne gesicherten Aussagen
, _zulassen, erglbt gich der Wunsch nach einem Verfahren, das ‘
- zwar ebenfalls auf Suspen51onskulturen einzelligen Grunalgen-'
oder anderer Organlsmensuspen91onen beruht, dessen Auswer#ungs—
modus}gedoch\durcg gleichzeitige bzw. simultane Analyse der -
,optiséheh Eigenschaften und der entsprechenden Gaswechselum-
sdtze eine genauere Charakterisierung der Effektoren hinsicht—
lich ihrer erkspeziflk auf die Atmungsprozesse und optischen
Elgenschaften der Zellsuspensionen gestattet.u

 Ziel der Erfindung

. vDie‘Erfindupg‘Verfolgt das Ziel, fiir die Testuhg der biolqgischen'
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Aktivitat von Effektoren mlttels paralleler oder simultaner
Analyse der substanz1n1tllerten Beeinflugsung der optischen
Elgenschaften sowie der respiratorischen Kohlendloxidproduktion
und/oder des respiratorischen Sauerstoffverbrauchs heterotropher‘»'
Zell- oder Organlsmensuspensionen einen Auswertungsmodus vorzu-

o schlagen, der neben einer Selektion primédrer Atmungshemmer,
~ einer Selektion von Effektoren, die die Atmung nicht primar
. tangieren, aber biologisch wirksam sind, auch die erkspezifik

besonders .der glelchzeltigen Beeinflussung der Optischen Eigen-
schaften und der resplratorischen Gagwéchselumsditze zu charak-

| ter191eren und zu verglelchen erlaubt.

{

Darlegggg des Wesens der Erfindung o

Der Erfindung 119gt dle Aufgabe zugrunde, mlttels eines speziel-
len Auswertungsverfahrens auf der Grundlage von Vergleichen der
Analysenergebnisse der optischen Elgenschaften als Wachstums-
parameter und der resplratorischen Gagwechselumsétze substanz-.
behandelter, heterotroph kultivierter einzelliger Griinalgensus-

- pensionen primére Atmuﬁgshemmer, Effektoren, die nicht primér

die. Atmung tangieren und unspezifische Atmungseffektoren zu

charakterisieren und zu differen21eren. Dariiber hinaus werden

Informationen iiber Einsetzen, Verlauf und Bestandigkelt der
Wirkungsauspragung in Abhanglgkeit von der Dosis und von der
Einw1rkungsdauer der Effektoren, liber Art und’Welse der Wir-

. kungsauslSsung wie Soforthemmung der Atmung, iiber PermeationsA‘

und Transportprobleme sowie liber den WirkungsmechanismdS\des
Effektors erhalten. Insbesondere gestattet das Verfahren, die
Effekte fiir die PBeeinflussung der optischen Eigenschaften mit
denen der Beeinflussung der respiratorischen Gaswechselumsatzev
zu vergleichen und damit die Wirkspezifik und das Wechselver-

‘h#ltnis zwischen Gaswechselumsatz~- und Wachstumsbeeinflussung

zu charakter1s1eren und fiir die gezielte erkstofforschung zZu
nntzen. ’ ' ‘
Beim "Selektlonsverfahren fur Effektoren mittels Gasumsatz- und
Wachstumsanalysen heterotropher Zellsuspen51onen" verfahrt man
zundchst grundsitzlich so, wie es das "Verfahren zur Selektlon
biochemisch wirksamer Substanzen“ empflelt, also deflnierte\
Mengen chemischer Verblndungen parallel oder 31multan mit hetero--

~



 'tr6ph kultlvieften Zellsuspenéionen einzelligér‘Grﬁnalgen in’
"-unmittelbaren Kontakt bringt und diese Proben parallel mit un-
behandelten Vergleichskulturen bei einheitlicher Temperatur \
', zwigchen 20°C und 38°C im Dunkeln beliiftet, so daB sie auf der
_Grundlage des sich vollz1ehenden Atmungsprozesses wachsen und

li“,sich entwickeln. Kontinuierlich oder zu festgelegten Zeitpunk-

‘ten werden dann Proben und Verglelchskulturen oder Anteile von

'“7J1~beiden parallel oder in ‘definierter Folge mittels spéktralana-

' _1ytischer Verfahren bei einem, zwei oder mehreren Wellenlangen-

| “"Rberelchen des infraroten, sichtbaren oder ultravioletten Spek—

trums analysiert sowie die reepiratorische Kohlendioxidproduk—

‘J’;‘tion mittels Infrarot-Gasanalysatoren, 14C—Methode, photometri—

scher Metho@en,und weiterer Verfahren und/oder der respiratori-

' sche Sauerstoffverbrauch mittels Paramagnet-Gasanalysatoren,

‘v'sauerstoffsensitiver Elektroden, polarographischer und anderer
, ”elektrochemischer MeBketten, manometrischer Verfahren oder der
 'Winkler4Methode analysiert und die dabei gewonnenen Ergebnisse:
'1beider Analysenmethoden - Analyse der optlschen Elgenschaften ,
V“und Analyse der, rﬁsplratorischen Gaswechselumsdtze = verglei-

: chenden Betrachtungen unterzogen. o

o fAusfuhrungsbeisplul

~Von der zu priifenden. Substanz A werden in einem Heterotrophtest

.die Beeinflussungen der optischen Eigenschaften bei 680 und
"'750 nm und der respiraforischen Kohlendioxidproduktion unter-
;'sucht. Hierzu werden heterotroph kultivierte Zellsuspensionen

-"'~e1nzelliger Griinalgen der Species Chlorella vulgaris var. vul-

‘garis, Stamm BOHM und BORNS 1972/1 mit einer Suspensionsdlchte
von_127106 uellen/cm mit verschieden konzentrierten wiBrigen
',LBsungen der zu priifenden Substanz A, beimpft und zusammen mit

' unbehandelten Kontrollen bei 37,5°C im Dunkeln beliiftet, wobei
Glucose als organische Kohlenstoffquelle eingesetzt wird, so daB

- alle erforderlichen Voraussetzungen fiir die Atmung gegeben sind.

L e <o i i

" Die Analysen der .optischen Eigenschaften und der respiratorischen

Kohlendiox;dproduktion erfolgten nach einer spezifisch ent~
-wickelten MeBanordnung, die durch Kopplung von kommerziell er-

“.haltlichen Infrarot- und Paramagnet-Gasanalysatoren eine gleich~ .
zeitige Bestimmung der Sauerstoff- und Kohlendioxidkonzentratlo~ |



\

nen dér entWiCklungsbedingten Gaswechselumsédtze an 6 MeB~-
platzen im offenen Gasstrom mit hoher Genauigkgit gowle eine

" HuBere Messung der optischen Eigenschaften-bei~680 und‘7501nmv
~ermbglichte. Wihrend das Wachstum und der respiratorische\ S

Gaswechselumsatz der in Nzhrltsung suspendierten Zellen in den

funbehandelten VergleichSkulturenveiner normalen heterotrdphen

Wachétumsentwicklung entsprechen, werden die optischen Eigen4

schaften bei 680 und 750 nm sowie die Kohlendiox1d- und Sauer-
stoffumsdtze in den mit Chemikalien versetzten Chlorella-Sus-

pensionen wihrend des Wachstums und der Entwicklung mehr oder .

weniger beeinfluBt, wenn verschiedene uubstan2konzentrationen_
den Atmungsprozeﬁ mehr oder weniger stbren. |

Die Ergebnisse der Analysen flir die Substanz A sind der Fig. 1

~ zu entnehmen. Zum besseren Vergleich wurden in allen,Eal;en

vergleichbare Kafstébe in Fig.- 1 verwendet. o
Die Fig. 1, A1 enthdlt die dekadischen Lovarlthmen der Ex»

tinktionsmessungen bei 680 nm fiir die unbehandelte Kontrolle Kv;"»‘

und die mit abgestuft zunehmenden Konzentrationen der Substanz .
A versetzten Proben 1, 2, 3 und 4 in Abhanglgkeit von der

 ‘Wachstums- bzwe Elnw1rkze1t, Fig. 1, A2 die entsprechenden

Ergebnisse solcher Extinktlonsmessungen bei 750 nm. Obwohl beide
Wirkbilder pr1nz1plell ahnliche Wirkungsverlaufe zeigen, bestehen
groBere Unterschiede im Zeltpunkt des Einsetzens, im Verlauf und
in der Bestandigkelt der erkungsauspragung in Abhangigkeit von
der Dosis des Effektors. Das verdeutlicht, daB die Auswertung
solcher Tests bel verschledenen Wellenlangen, fiir die die Ex~

\ tinktlonsmessungen bei 680 und 750 nm lediglich eine mogliche

Kombination von - vielen darstellen, in einem Arbeitsgang zu zum
Teil sehr differenzierten Aussagen hinsichtlich der Wirkung

auf die optischen ulgenschaften fiihren kann. Begonders deutlich
zeigen sich diesbeziigliche Unterschiede bei Korrelationen der.
dekadlschen Logarithmen der Extinktionswerte zueinander, Fig. 1y

- Ag, bzw. bel Auftragungen der Q-Werte, Q = E680/E 50? in Ab~
- hangigkeit von der W{rkdauer, Pige 1, 3., ‘ ‘
- Die Fige 1, Ay zeigt eine Auftragung der dekadischen Logarith-'

men der Konzentrationen der resplratorlschen Kohlendioxid-

. produktion fir die unbehandelte Kontrolle K und die mit abge~
\stuften Konaentratlonen der Substanz A versetzten Proben 1 bis 4
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in Abhangigkeit von der Wachstums- bzw. Einwirkzeit. Im Ver=-
abgleich zZur- ‘Beeinflussung der optischen Eigenschaften in Fig. 1,
1 und A2 bestehen groBe Unterschiede im Zeitpunkt des Ein-

, setzens, im Verlauf und in der Besténdigkeit der Wirkungsaus-
- prigung der Wirkkurven in Abhangigkeit von der Dosis der Sub-
~ stanz A. So(hemmen‘alle 4 Konzentrationsstufen in Abhingigkeit
~ von der Dosis von Anfang an die Kohlendioxidproduktion.

‘fDle Dogis 2. fuhrt zu einer Totalhemmung und die Dosen 3 und 4
~ scheinen den KohlendioxidproduktionsprozeB in einen Kohlendi-
;ox1dverbrauchsprozeﬁ umzukehren. ' ‘
?,Zusatzliche, weiterreichende Informatlonen zur erkspe21f1k

- der Substang A auf den komplexen AtmungsprozeB heterotropher
-ZellSuspensioneﬂ gind iiber Vergleiche der Ergebnisse der opti=-

?"schen Analyse mit denen der Gaswechselumsatz-Analyse, in die
" beide respiratorlschen Gaswechselumsatze - Kohlendiox1dproduk-

tion und Sauerstoffverbrauch - einbezogen werden kdnnen, zuging-
lich. DievFig; 1, A5 zeigt als Beispiel in Form einer Auftragung
 der dekadischen Logarithmen der Extinktionen bei 680 nm und der
 'dekadischen Logérithmen der Konzentrationen der respiratorischen
_Kohlend1ox1dproduﬁtion einen solchen Vergleich. Der Fige 1, A

ist zu entnﬁhmen, daB bereits die Dosis 1 die Kohlendiox1d-
produktlon gtdrker hemmt als das Wachstum bei 680 nm, wobei der
: erkungsverlauf fir Dosis 1 dem der Kontrolle X shnlich ist.

': ,Der Graph . fur Dogis 2 verdeutlicht, gsoweit eine Auswertung mog~

: lich war, daB diese Dosis das Wachstum vergleichswelse zur Dogis
1 und zur Kohlendioxidproduktion stirker hemmt, also' ein anderer]
: Wirkmechanismus vorliegt. Ahnllche Auswertungen fir die Dosen
3 und 4 konnten in diesem Fall nicht durchgefiihrt werden, da die
Umkehrung des respiratorischen Gaswechselumsatzes durch diese
~ Dosgen das nicht zulieBen. ‘ |
~Neben den in der Fig. 1y A1 bis A6 Piir die Substanz A vorgen
stellten spezifischen Wirkbildern, die eine differenzierte Beur-
teilung der Wirkeigenschaften des Effektors und damit eine
| ;Sélektion zulassen, sind n qualitativ und quantitativ unter- ,
~ scheidbare Wirkungsverldufe sowohl hinsichtlich der Beeinflussung
- der Optischen Eigenschaften bei mehreren Wellenlingen als auch
 hinsicht1ich beider respiratorischer Gaswechselumsidtze denkbar.
:Die Fig. 2 zelgt als Belsplel 6 verschledene Wirkbllder von n



moglichen in form von Auftragungen der Resp1rationsgeschw1nd1g-

keit d“CO /at als Punktion der Wachstums- bzw. Einwirkzeiten
2

filr die Beelnflussung des heterotrOphen Atmungsprozesses ein- '
zelliger Grunalgen durch die Effektoren B, G, D, E, F und: G
Im Gegensatz zu Fige 1, A 4 erfolgte h1er die Applikation nicht
zur nullten Stunde, sondern erst im Bereich der dritten bis

. vierten Stunde. Der Applikationszeitpunkt 1st in Fig. 2 durch
 Pfeile gekennzelchnet. . ,

~ Durch Vergleiche entsprechender Wirkbilder, die aus parallelen
oder simultanen Analysen der wachstumsbedingten Beeinflugsungen
der optischen Eigenschaften und der respiratorischen Gaswechsel-‘
umsitze resultieren, von neu untersuchten Substanzen, iber deren
Werbizide Wirksamkeit bisher nichts oder wenig bekamnt: ist, mit

" einer Wirkbildkartei odep mit Hilfe der elektronischen‘Datenver-
arbeitung der Wirkdaten von gut untersuchten, auch kommérziell
vertriebenen Herblziden oder Standardherbiziden, erhdlt man
konkrete Hinweise iiber #hnliche Wirkorte, Wirkmechanismen,

- Selektivitdt und Anwendungsmdglichkeiten solcher Effektoreg.

.



' Paténtansprﬁche

1. Verfahren Zur Selektlon von Effektoren mlttels Gasumsatz-

- und Nachstumsanalysen heterotropher Zellsuspensionen, dadurch
 1gekennzeichnet da8 die optischen Elgenschaften und der
‘resplratqusche Kohlendioxid- und/oder Sauerstoff-Umsatz
‘gsﬁbStaﬁzbehandelter heterotropher Zellsuspensidnen oder
TvOrganismensuspen51onen genutzt werden, um mittels substanz-

_ 1n1tlierter Variation der optlschen Eigenschaften und respi-
:1ratorischen Kohlendloxid- und/oder Sauerstoff-Umsttze solcher
'ouspen31onen die Effektoren nach ihrer erkspe21f1k in prlmare

und sekunddre atmungseffektoren sowie in atmungsneutrale

vEffektoren dlfferenzieren zZu konnen. -

Hf2; Verfahreﬁ nach Punkt 1, dadurch gekennzeichnet, daB als
~heterotrophe Zellsuspensionen odeér Organismensuspensionen

alle suspendieybaren hetérétrophen Bakterien, Blaualgen und
Griinalgen verwendet werden kdnnen.

3 Verfahren nach Punkt 1 und 2, dadurch gekennzeichnet, daB -
 die optischen Eigenschaften der Zell- oder Organismensuspen-
sionen mittels'Spektralkolorimetrie, Spektralphotometrie '
_oder Néphelomefrie bei ein bzw. zwei bis n verschiedenen -
Wellenlargenbereichen.oder ganzen Spektralbereichen im
l’1nfraroten, sichtbaren oder ultravioletten Spektralberelch
~ analysiert werden. - i
7 q. Verfahren nach Punkt 1, 2 und 3, dadurch gekennzeichnet, daB
© . der respiratorisChe Sauerstoffumsatz mittels Paramagnet-
"GasanaIYSatoren, saﬁerstoffsensitiven Elektroden, Polaro~- -
graphie und andéren‘eléktrochemischen MeBketten, manometri-
schen Verfahren, der Winklermethode oder durch Kombination
~mehrerer dieser Methqden analysiert wird.' -

‘5;fVerfahren nach Punkt 1y 2y 3 und 4, dadurch gekennzelchnet,
daf der resplratorlsche Kohlendloxidumsatz mittels Infrarot-
‘Gaoanalysatoren, 14C-Methode, photometrlscher Methoden oder
| ‘durdh Komblnatlon dieser Methoden analysiert wird.}



| 6. Verfahren nach Punkt 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, daB -
die optischen Ligenschaften und die respiratorische _
‘.Kohlendlox:t.dproduktlon und/oder der respirator:.sche Sauer-
- gtoffverbrauch der heterotrOphen Zell- oder Organismen-
suspensmnen parallel oder simultan analysn.ert werden.

Hierzu_ .Seitén Zeichnungen
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