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K. E. HampEL

Uber die Wirkung von Zytostatika
auf die Chromosomen des Menschen®?

Manuskript eingegangen am 25. 1. 1968 (Nr. 51)

Zusammenfassung (Translation see index-card)

Der EinfluB verschiedener Zytostatika auf die Chromosomenmorphologie menschlicher
Leukozyten wurde in vitro und in vivo untersucht. Induzierte Strukturverdnderungen an den
Chromosomen wurden qualitativ und quantitativ erfafSt.

Amethopterin und Natulan losten keine Chromosomenmutationen aus, ebenso wie Zyklo-
phosphamid, dessen Umwandlungsprodukte nach Rattenpassage jedoch zu einer deutlichen
Steigerung der Bruchfrequenz menschlicher Leukozytenchromosomen fiihrten.

Alkylierende Substanzen, wie TEM, Trenimon, Thiotepa und A 2, wie auch Fluordesoxy-
uridin (FUDR) verursachten in der gegebenen Versuchsanordnung multiple Strukturschidi-
gungen der Chromosomen, wie Chromatidbriiche, Isochromatidbriiche, Fragmente, Inter-
changes u. a. Bei diesen Verbindungen konnte ein konzentrationsabhdngiger Anstieg der
quantitativ fafbaren Chromosomenmutationen nachgewiesen werden, wobei der Prozent-
satz der betroffenen Metaphasen exponentiell, die mittlere Bruchfrequenz pro Metaphase
linear anstieg.

Ein Vergleich der mittels Chromosomenanalysen quantitativ erfaten zytogenetischen Wir-
kung zytostatischer Substanzen mit der jeweiligen therapeutischen Dosis beim Menschen
bzw. der DL!;, der Ratte ergab eine grofenordnungsmiBige Ubereinstimmung. Qualitativ
unterschiedliche Chromosomenmutationen wurden fiir alkylierende Substanzen einerseits
und FUDR andererseits nachgewiesen. Die durch FUDR eintretenden chromosomalen Schi-
digungen wurden zusitzlich durch die Verwendung verschiedener Inkubationszeiten und
durch die Kombination mit Thymidin, Uridin und Adenosin prézisiert.

Einige Moglichkeiten der Interchangebildung und verschiedene Anaphaseverdnderungen
werden erldutert.

Die Lokalisation der durch die verschiedenen Zytostatika induzierten Chromatidbriiche in
drei gleich grofien Chromatidsegmenten ergab eine ungleichméfige Bruchverteilung nicht
nur in den einzelnen Chromosomen bzw. Chromosomengruppen, sondern auch innerhalb
der jeweiligen Chromatidsegmente. Distal vom Zentromer traten Briiche im allgemeinen am
hiufigsten, proximal am seltensten auf.

Bei zytostatisch behandelten Patienten ergaben Chromosomenanalysen ebenfalls eine iiber
das Ausmaf} der Kontrollen erhshte Bruchfrequenz der Chromosomen.

Auf die Gefihrdung des Erbgutes zytostatisch behandelter Patienten in fortpflanzungs-
fihigem Alter wurde besonders verwiesen.

1 Aus der I. Medizinischen Klinik der Freien Universitit Berlin (Direktor: Professor Dr. Dr. h. c. H. Frhr. v. Kress).
2 Der Hohen Medizinischen Fakultit der Freien Universitit Berlin vorgelegt als Habilitationsschrift.
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Zytostatika — Wirkung — Menschliche Chromosomen

Einleitung

Die Chromosomenanalyse kann als Teilgebiet der Zytologie aufgefaflt werden. Mass-
HorF [168] schrieb unlidngst: ,Es ist kein Zweifel daran, da die sich uns heute darbie-
tenden Moglichkeiten zur Analyse zellulidrer Erscheinungen und Auf8erungen undenk-
bar wiren ohne die systematische Forschung der der exakten Naturwissenschaft ni-
herstehenden biologischen Ficher.”

Wenn daher im folgenden der Versuch unternommen wurde, einige Chromosomen-
verdnderungen bei menschlichen Leukozyten unter der Einwirkung von Zytostatika
zu schildern, so wird man sich vergegenwirtigen miissen, daf diese Untersuchungen
einmal auf den zahlreichen Ergebnissen vorwiegend der Zytogenetik, insbesondere
an pflanzlichen und tierischen Organismen und Zellen, fuen. Andererseits ist der
Genetiker imstande, an geeignetem Material (z. B. Drosophila oder bestimmten Bak-
terienstimmen) mit geeigneten Methoden Ergebnisse zu liefern, die einen exakten
und weitaus intensiveren Einblick in die durch Zytostatika induzierten Veridnderungen
ergeben, als dies zur Zeit bei menschlichen Chromosomen mdglich ist. Daher sollen
sich die folgenden Untersuchungen im wesentlichen auf klinisch gebrauchliche Zyto-
statika sowie auf Fragestellungen beschrianken, die fiir Mediziner von Interesse sein
mogen.

Literaturiibersicht

Unter dem Begriff ,Zytostatika” werden Substanzen zusammengefaflt, die das Zellwachstum zu hemmen ver-
mogen [107]. Ubersichten iiber Testmethoden bei 36, 38, 61, 88, 230 u. a., iiber Wirkungsweise bei 36, 38, 50, 61,
62, 80, 106, 122, 145, 151, 155, 163, 200, 201, 205, 219, 220, 234, 244, 250, 251 u. a.

Seit der Entdeckung von AuerBAcH [5] im Jahre 1943, wonach Senfgas bei Drosophila die spontane Mutations-
rate erheblich zu steigern vermag, wurden zahlreiche Zytostatika an tierischen und pflanzlichen Testobjekten
mit verschiedenen genetischen und zytologischen Methoden gepriift, so u. a.: Senfgas: 7, 9, 11, 54, 110, 136, 147,
166, 169, 183, Hydrolyseprodukte des Senfgases: 10, Stickstofflost: 8, 31, 81, 120, 137, 139, 156, 157, 180, 208, 250,
252, Dichlordidthylmethylaminhydrochlorid: 98, 109, Sarkolysin: 29, 72, N,N-Di-(chloridthyl)-p-toluidin bzw.
-anisidin: 29, Chlorambuzil: 180, Melphalan: 73, Di-(chlordthyl)-thienyl-2-amin und Di-(chlordthyl)-5-methyl-
thienyl-2-amin: 142, verschiedene Lostderivate: 73—75, 137, 202, Endoxan: 3, 26, 123, 172, Mitomen: 108, 172,
Thiotepa: 162, 180, Chinon I: 15, 108, 161, E 39: 26, 60, TEM: 13, 28, 41, 42, 43, 44, 66, 67, 68, 69, 70, 121, 123, 158,
173, 180, 182, 196, 203, 204, 248, 249, 250, Trimetholmelamin: 218, Myleran: 171, 176, 177, 180, 199, 215, Dimethyl-
myleran: 216, 217, Epoxide: 29, 30, 144, 156, 181, 208, 210, 250, f-Propiolakton: 228, 229, 239, 2-Athylenimino-
4,6-dimethoxy-S-triazin: 28, Methansulfonate: 71, 72, 77—79, 152, 153, 156, 184, 199, 214, N-Nitroso-N-methyl-
urethan: 128, 129, 1-Methyl-2-benzyl-hydrazinphosphat: 222, Aktinomyzin D: 3, 114, 178, 238, Mitomyzin C:
170, Amethopterin: 125, 163, Aminopterin: 242, 5-Bromurazil: 14, 24, 163, 237, 5-Bromdesoxyuridin: 112, 113,
122, 133, 140, 141, 232, 5-Fluordesoxyuridin: 17, 25, 64, 123, 124, 130, 131, 133, 241, 242, 243, Desoxyadenosin: 132.

Int. J. clin. Pharmacol. 1 4 (1968) 322—369
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Untersuchungen an menschlichen Chromosomen

Chromosomenaberrationen menschlicher Zellen
nach Einwirkung von ionisierenden Strahlen
sind hdufig beschrieben worden.

Einige Veroffentlichungen sind in Tab. 2 zu-
sammengefaft.

Nachgewiesen wurden Chromatid-Chromoso-
men-Briiche, azentrische Fragmente, dizentri-
sche und Ringchromosomen sowie Interchan-
ges. Wie bereits auch schon an Chortophaga-
Neuroblasten und bei Tradescantia von Lea [14¢]
nachgewiesen wurde, konnten Benper u. Goocn
(22] auch bei menschlichen Leukozyten in vitro
zeigen, daB8 die Haufigkeit strahleninduzierter
Briiche linear mit der Dosis ansteigt.

An embryonalen Lungenzellen (Lu 106 und
HEL) wurde nachgewiesen, dafl Kiilteeinwir-
kung auf Langzeitkulturen zu Chromosomen-
aberrationen fithren kann (HampeL u. LEvaN
1964 [103])

Auch Viren induzierten Strukturveranderun-
gen an den Chromosomen menschlicher Zellen.
So wiesen Nicuors, LEvan, Harr u. OsTERGREN
1962 1921 an peripheren Leukozyten von Ma-
sernpatienten nach, daf8 hier die Bruchfrequenz
deutlich erhoht war (33—729/0 aller Metapha-
sen wiesen einen oder mehrere Briiche auf), wo-
bei es sich zumeist um [sochromatidbriiche (ver-
zogerte Isolokusbriiche nach OsTERGREN 1. WaA-
koNIG [197]) gehandelt haben soll. Am 3. bis 8.
Tag der Masernerkrankung wurde das Maxi-
mum der Verinderungen gesehen. NicrOLS
1963 [186] konnte dariiber hinaus auch nachwei-
sen, daf die Applikation von Masernvakzine
bei nachweisbar immunisierten oder nicht im-
munisierten Patienten die Bruchhiufigkeit der
Leukozytenchromosomen gegeniiber den Kon-
trollen ebenfalls erhoht. Dies galt auch fiir Kul-
turen, die mit Masernviren infiziert wurden (Lu
106, HEL, embryonale Nierenzellen sowie Kurz-
zeitkulturen von Leukozyten: Nicuors, LEvaAN,
Aura u. Norrey 1964 [189]), Die Verteilung der
durch Masernviren induzierten Briiche in den
einzelnen Chromosomen bzw. in deren Segmen-
ten wurde von Nicuors, Levan u. Kimiman
1964 193] yntersucht. Demgegeniiber konnten
Tanzer, HAREL u. Borron [2491 bei Masernkran-
ken und 644 ausgewerteten Metaphasen keine
gesteigerte Bruchfrequenz der Chromosomen
nachweisen. Im Gegensatz zu NicHors u. Mit-
arbeitern benutzten sie die Lufttrockentechnik.
Auch bei anderen Virusarten wurde eine er-

Int. J. clin. Pharmacol. 1 4 (1968) 322—371

hohte Bruchrate der menschlichen Chromoso-
men gefunden, z. B. Herpes-simplex-Virus
(Stica, Hsu u. Rarp [23¢]) und Varizellenvirus
(Aura [121),

Jackson [116] fand nach Zusatz von 8-Athoxy-
koffein zu Leukozytenkulturen in einer Kon-
zentration von 4—5mMol und einer Einwir-
kungszeit von 12 Stunden mit anschlieRender
Erholungsphase von 24 Stunden zahlreiche
Chromatidbriiche, mehrere azentrische Frag-
mente, vereinzelt Monosomie etc. sowie Inter-
changes. Bei einer Konzentration von 4 mMol
wurden 38 %/o, bei 5 mMol 52 /o0 der bewerteten
Metaphasen von Strukturanomalien betroffen.

Chromosomenmutationen durch Zytostatika
sind auch bei menschlichen Zellen wiederholt
beschrieben worden.

Folgende Publikationen konnten gefunden wer-
den.

1. Im Jahre 1961 berichteten CoNeN u. LANSKY
[52] {iber das Auftreten von Chromatidbriichen,
Fragmenten und dizentrischen Chromosomen
bei einem Patienten mit Bronchuskarzinom, der
4 Tage jeweils 12 mg Stickstofflost erhalten
hatte. Es ist allerdings zu erwihnen, daf der
Patient zuvor eine geringe Strahlendosis durch
Rontgenaufnahmen des Thorax einschlieflich
Tomogramm und vielleicht auch durch einen
Radiojodtest erhalten hatte, da bei ihm eine Hy-
pothyreose diagnostiziert worden war.

2. ArriGHI, Hsu u. BeresacGer [4] veroffentlich-
ten 1962 Ergebnisse von Chromosomenanaly-
sen bei 4 Endoxanbehandelten Patienten mit
malignen Erkrankungen. Von diesen hatten je-
doch drei eine der zytostatischen Behandlung
vorausgehende Strahlentherapie (4850, 14910
1. 5000 R OD), so daf die bei ihnen gefundenen
Strukturverinderungen nicht allein auf die
Chemotherapie zuriickgefiihrt werden konnen.
Ubrig bleibt daher lediglich ein nicht zuvor be-
strahlter Patient mit undifferenziertem Sarkom,
der allein mit Endoxan behandelt worden war.
Bei unbekannter Applikationsform betrug die
Gesamtdosis 3,5 g bei einer Tagesdosis von 250
mg im Verlaufe von 14 Tagen. Nach weiteren
14 Tagen wurde nochmals 1 g intravends ver-
abfolgt. 23 Tage nach dieser letzten Gabe wurde
Blut zur Leukozytenkultur entnommen. Es han-
delte sich somit um eine nicht optimale und in-
termittierende Therapie. Bei der quantitativen
Auswertung von 35 Metaphasen wurden ein-
mal ein dizentrisches Chromosom, zweimal ein
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Alkylierende Substanzen

Tabelle 1. Strukturformeln.

Di- bzw. trifunktionelle Verbindungen

a) Chlorithylsulfidgruppe (S-mustards):

CH,—CH,—Cl
S
“CH,~CH,~Cl
Senfgas

b) Chlorithylamingruppe (N-mustards, Lostderivate):

aliphatische ,CHg—CHz—CI
H,C-N
CH,~CH,—Cl
Stickstofflost
'CH,—CH,—~Cl
Cl-H,C—H,C—N(
CH,—CH,—Cl
Trichlordthylamin
CH,—CH,—Cl
HCI-CHN
CH,—CH,—Cl
Dichlordidthylmethylaminhydrochlorid
aromatische
Cl-H,C-H,C P
DN >CH,—~CH,~CH, COOH
Cl-H,C—H,C N A
) Chlorambucil
Cl-H,C-H,C A TN\
N " CH,~CH-COOH
i NH,
Cl-H,C-H,C s Vg J
Sarcolysin
Cyclophosphamide
Cl-H,C-H,C /NH —CH,
N—P\: o /CH,
Cl-H,C-H,C o—— i,
Endoxan
Cl-H,C-H,C o HaN‘Cl’b\
SN-F = O cH,
Cl-H,C-H,C 0 ——c#i,
A2
N-Oxyd-Lost O CH,—CH,—Cl
H,C-N\,
CH,~CH,—Cl
Mitomen
c) Athylenimine: S
Phosphoramide Hy X /CH:
[ N—P—N |
2 CH.
N
//\
JHC—CH,
Thiotepa
Chinone
(0]
CH.
N\ CH, AL NS
P i | 7N/ CH,
Bl e PO |
| ON— CH, [ ON-
H,C RN ,/ H,C N N /CHz
\/ / N¢<
“CH,
(o]
Chinon I Trenimon

davon abgeleitet: E 39:
zusitzlich 2 Propoxygruppen
in 2,5 Position
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Triazine

TEM

d) Methansulfonoxyde:

e) Epoxide:

2,3,2’,3’-Diepoxypropylidther

Monofunktionelle Verbindungen
a) p-Propiolakton:

b) Athylenimide:

N
HG N CH,
SN—/" "\ ¢
H.C/ & \\
| CH,
N N
-
%
N
/ /\\
H,C—CH,

CH,;—CH,—0-50,~-CH,
|
CH,—CH,—0-S0.,—CH,
Myleran

o

_CH,~CH-CH,
O<
'CH,~CH—CH,

(®]

CH,—~CH,
0—Co
f-Propiolakton
N
N CH,
HyC-O-C C-N<¢
Il CH,
N N
N
C

O-CH;,

2-Athylenimino- 4,6 - dimethoxy-S-triazin

c) Methansulfonate:
R—-0O-5S0,—CH,

3
R—CH,—CHj : Athylmethansulfonat

R—-CHg, : Methylmethansulfonat
d) N-nitroso-N-methylurethan. NO
N-nitroso-N-methylurethan H,C-N
COOC;H;
Antimetaboliten
. AN CHPSSEE NN, NH,
HOOC—CH,—CHj, FH NHCO\_)N CH, RUA
COOH R’ N
Folsdure R'H R/ QH X\
Amethopterin CH; NH, N
Aminopterin H NH, Y
OH
s F
//‘j/
N )
INS
(e} N
(@]
: AN
HOCH, / \\
£ NS
H Hel
H A AN EY
5-Fluordesoxyuridin OH H
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azentrisches Fragment, 2 Chromatidbriiche und
eine nicht niher differenzierte Abnormitit ge-
funden. Die mittlere Aberrationsrate pro Meta-
phase betrug 0,17. Die Bruchfrequenz bei den
mit ionisierenden Strahlen vorbehandelten Pa-
tienten war erwartungsgemafl deutlich hoher.
Ein Vergleich mit unbehandelten Kontrollen
wird nicht gegeben. -

3. Ebenfalls im Jahre 1962 beschrieben WaHR-
MAN, ScHAAP u. RoBinson [24¢] vielfiltige Chro-
mosomenaberrationen bei einer Patientin mit
fraglicher chronischer myeloischer Leukamie. Im
Jahre 1947 wurde zunichst eine Polyzythdmie
diagnostiziert, die im selben Jahre und noch-
mals 1952 mit einer Ganzkorperbestrahlung
unbekannter Dosis behandelt wurde. 1953 wur-
de Radiophosphor und 1957 zusitzlich Radio-
jod wegen einer Thyreotoxikose gegeben. Seit
1958 entwickelte sich eine Leukozytose bis
30 000/mm?®, davon 63°%0 Segmentkernige,
11 °/o Stabkernige, 3 °/0 Metamyelozyten, 2 %
Promyelozyten. 1958/59 wurden insgesamt
2700 R OD auf ein Feld der Milz verabreicht.
August bis Oktober 1960 wurden 4 mg/die My-
leran gegeben. Februar und Juli 1961 wurde
Blut zur Chromosomenanalyse entnommen. Zu
dieser Zeit war die alkalische Leukozytenphos-

phatase zwar erniedrigt, da aber das Knochen-
mark als hypoplastisch angegeben wurde, ein
Ph'-Chromosom nicht nachgewiesen werden
konnte und eine Knochenbiopsie mit entspre-
chender Firbung der Schnitte zum Ausschlufl
einer Osteomyelofibrose nicht durchgefiihrt
wurde, kann man die gestellte Diagnose nicht
als gesichert bezeichnen.

Samtliche analysierten Metaphasen wiesen
Strukturverinderungen der Chromosomen auf,
z. B. ,Riesenchromosomen” mit abnormen
Armproportionen, azentrische Fragmente, di-
zentrische Chromosomen usw. Von den Auto-
ren wurde diskutiert, ob es sich um primdre
Verdnderungen der von ihnen angenommenen
Leukdmie oder um sekundire Verdnderungen
nach Strahlenbehandlung und Myleran han-
delte.

Wihrend der Zeit, in der die in dieser Arbeit
beschriebenen Experimente durchgefiihrt wur-
den (Anfang 1963 bis Mitte 1965), erschienen
folgende Arbeiten:

4. Couen [¥] beschrieb Chromosomenaberra-
tionen bei menschlichen Leukozyten in vitro
durch Streptonigrin, einem Pridparat aus Strep-
tococcus flocculus, welches klinisch wegen der
hohen Toxizitit bei geringer therapeutischer

Tabelle 2. Arbeiten iiber Chromosomenmutationen beim Menschen durch ionisierende Strahlen.

Autoren Bestrahlungsmodus Strahlenquelle untersuchtes
Material
AMAROSE 1964 [1] in vivo-Therapie Rontgen Leukozyten
BeLL u. BAKER 1962 [16] in vitro Rontgen Leukozyten
BENDER 1957 [18] in vitro Roéntgen ,epitheloide
Nierenzellen”
BENDER u. GoocH 1962 [19] in vitro Rontgen Leukozyten
BENDER u. GoocH 1962 [20] in vivo Gamma- u. Leukozyten
Strahlenunfall Neutronenzerfallsstr.
BeENDER u. GoocH 1963 [21] in vivo Gamma- u. Leukozyten
Strahlenunfall Neutronenzerfallsstr.
in vitro Rontgen Leukozyten
BenDER, GoocH u. PrescorT 1962 [23] in vitro SH-markierte Leukozyten
Nukleoside
Broom u. Trjo 1964 [31] in vivo-Diagnostik Rontgen Leukozyten
Bo6ck, FRACCARO, FREDGA u. LINDSTEN 1962 [33 in vitro Rontgen embryonale Lungen-
8 Y g
u. Gehirnzellen
Boyp, BucHANAN u. LENNOX 1961 [35] in vivo-Therapie Radiojod Leukozyten
BuckToN, Jacoss, CourRT BROWN u. Dorr 1962 [40] in vivo-Therapie Rontgen Leukozyten
CHu, GILES u. PAssano 1961 [46] in vitro Rontgen fibroblastendhnliche
Zellen aus chirurg.
Material
ConNeN 1961 [51] in vivo-Diagnostik Rontgen Leukozyten
De GroucHy, VALLEE u. Lamy 1963 [57] in vitro Réntgen Leukozyten
LINDGREN u. NORRYD 1962 [150] in vivo-Therapie Rontgen Leukozyten
NewcomBe u. COHEN 1963 [185] in vivo-Therapie Rontgen Leukozyten
STEWART U. SANDERSON 1961 [190] in vivo-Diagnostik Rontgen Leukozyten
ToucH, BuckTon, BAIKIE u. CourtT BROWN 1960 [245] in vivo-Therapie Rontgen Leukozyten
WAHRMAN u. ROBINSON 1963 [247] in vivo-Therapie Rontgen Leukozyten
o Tix AR i i kozyten
1962 [246 in vivo-Therapie Radiophosphor Leu
WAHRMAN, SCHAAP u. ROBINSON [246] Radiojod

Int. J. clin. Pharmacol. 1 4 (1968) 322—371
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Breite bisher in gréferem Umfang nicht ver-
wandt worden ist. 500 Briiche der Chromoso-
men 1, 2 und 3 wurden ausgewertet, dabei wa-
ren 142 Zellen einer 6stiindigen und 288 einer
12- bis 36stiindigen Einwirkung der Substanz
ausgesetzt. Die Auswertung erfolgte visuell bei
1500facher Vergroferung im Phasenkontrast-
verfahren. Die betrachteten Chromosomen wur-
den in 11 gleich grofle Segmente unterteilt (5
fiir jeden Arm und eines fiir die perizentrische
Region). Die erwartete und die tatsichlich ge-
fundene Bruchfrequenz der Segmente wurde
bestimmt. Im Gegensatz zu den rontgenbe-
strahlten Kulturen wurde keine gleichmifige
Verteilung der Briiche in den untersuchten
Chromosomen gefunden. Vielmehr zeigte sich
eine iiber den auf Grund der relativen Linge
erwarteten Wert hinausgehende Zahl von Brii-
chen im Chromosom Nr. 1 bei einem entspre-
chenden Mangel im Chromosom Nr. 3. Die un-
tersuchten Chromosomensegmente verhielten
sich wie folgt: Im Chromosom Nr. 1 entfielen
die meisten Briiche (5190) auf die perizen-
trische Region, d. h. in die Gegend der sekun-
ddren Konstriktion der langen Arme. Auch bei
dem Chromosom Nr. 2 war das perizentrische
Segment mit 39 9/ am hdufigsten von Briichen
betroffen. Als relativ bruchresistent erwies sich
der kurze Arm, der bei einem Chromatinanteil
von 359 nur einen Bruchteil von 9,5 %o auf-
wies. Die Bruchverteilung im Chromosom Nr. 3
war nicht signifikant verschieden von einer
gleichmiBigen Verteilung, lediglich die Telo-
merregionen erwiesen sich als relativ bruchresi-
stent.

5. In einer weiteren Arbeit berichteten CoHEN,
Suaw u. Craic [#] {iber folgende streptoni-
grininduzierte Strukturanomalien:

a) Chromatidbriiche, b) Isochromatidbriiche, c)
azentrische Fragmente, d) dizentrische Chromo-
somen, e) Translokationen, f) Zentromerveran-
derungen, g) End-zu-End-Fusionen der Chro-
matide eines Chromosoms, h) ,Chromosomen-
stickiness”, i) Spiralisationsstorungen und k)
schwere allgemeine Fragmentation des gesam-
ten Chromatidmaterials.

Bei einer Konzentration von 0,001 ug/ml und
24stiindiger Einwirkung war die mittlere Bruch-
frequenz pro Zelle 0,4, bei 0,01 ug/ml gleich
1,42, bei 12stiindiger Einwirkung von 0,1 ug/ml
2,82. Die Bruchfrequenz stieg mit der Konzen-
tration und der Dauer der Einwirkung. Relativ
selten wurden Briiche in den Chromosomen der
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Gruppen 19—20 und 21—22, Y gefunden (erwar-
tet: 34, gefunden: 7).

6. ELves, BurToO, IsraELS u. WILKINSON 1963 [63]
sahen bei drei Patienten mit akuter Myelo-
blastenleukimie nach 6-Azauridin-Therapie (10
mg die) eine verstirkte Aneuploidie, verein-
zeltes Auftreten von Fragmenten und dizentri-
schen Chromosomen sowie in mehreren Meta-
phasen hochgradig geschrumpfte und struktu-
rell veranderte Chromosomen mit ,Briickenbil-
dungen”, die sich nicht nidher analysieren lie-
Ben.

7. JacksoN 1963 [115] setzte Leukozytenkulturen
f-Merkaptodthanol zu und beobachtete dadurch
induzierte C-Mitosen, Polyploidie, Endoredu-
plikation und strukturelle Chromosomenverian-
derungen, wie Fragmentation, Translokationen
und die von Levan 7] bei Allium cepa be-
schriebenen Erosionen.

8. Auch f-Merkaptopyruvat (Jackson u. Lin-
DAHL-KIESsLING 1963 [118]) verursachte in der-
selben Versuchsanordnung eine Neigung der
Zellen zu Polyploidie und Endoreduplikation.

9. KinLmaN, Nicsors u. LEvan 1963 [134] konnten
zeigen, da3 Desoxyadenosin und Zytosinarabin-
osid bei menschlichen Leukozytenkulturen mul-
tiple Chromatidbriiche ausldst, und zwar nach
1- bis 8stiindiger Einwirkung von Zytosinara-
binosid und 2- bis 8stiindiger Einwirkung von
Desoxyadenosin. Das Maximum der Verdnde-
rungen lag bei 4stiindiger Applikation. Verein-
zelt traten auch Interchanges auf. Obwohl quan-
titative Angaben nicht gemacht wurden, fiel den
Untersuchern auf, da die meisten Briiche an
den Chromosomenenden auftraten. Setzte man
gleichzeitig mit Desoxyadenosin auch Desoxy-
zytidin oder Desoxyguanosin den Kulturen zu,
so war die Bruchfrequenz nach Desoxyadenosin
deutlich herabgesetzt.

10. Krone, Worr u. FouLapwanp 1963 [143]
setzten menschliche Fibroblasten in Langzeit-
kultur 2—10 Tage und Leukozytenkulturen 72
Stunden einer Konzentration von 10—25 ug/ml
Hydroxylamin bzw. 10—100 ug/ml Bromdes-
oxyuridin (BUDR) aus. Folgende gleich grofle
Segmente der Chromosomen wurden unter-
schieden: Nr. 1: je drei fiir die langen und die
fiir die kurzen Arme; Nr. 2: 3 fiir die langen,
2 fiir die kurzen Arme; Nr. 3: je drei fiir die
langen und die kurzen Arme; Nr. 4—5, 6—12,
X und 13—15 je drei fiir die langen Arme.
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Es ergab sich, dal die Briiche wiederum nicht
gleichmifig iiber den Chromosomen verteilt
waren. So waren beispielsweise die Chromoso-
men Nr. 1—3 weniger hiufig betroffen, als auf
Grund ihrer relativen Lange zu erwarten war.
Nach Hydroxylamin war die perizentrische Re-
gion dieser Chromosomen hiufiger befallen als
nach BUDR. Die Maxima der Bruchfrequenz der
Gruppen 6—12, X und 13—15 lagen bei beiden
Substanzen im mittleren Abschnitt der langen
Arme. Im Bereich der sekundiren Konstriktion
des Chromosoms Nr. 1 lagen die meisten hy-
droxylamininduzierten, in der Konstriktion der
kurzen Arme der B-Gruppe lagen die meisten
BUDR-induzierten Briiche.

11. Von CoHEeN u. Smaw 1964 [8 wurde das
Antibiotikum Mitomyzin C aus Streptomyces
caespitosus an menschlichen Leukozyten gete-
stet. Bei 24stiindiger Einwirkung betrugen die
verwandten Konzentrationen 0,1, 1,0 und 5,0
ug/ml Kulturmedium. Es wurden ein Abfall der
Mitoserate, Briiche (bei 0,1 ug/ml 0,75 und bei
1,0 ug/ml 2,3 Briiche pro Metaphase im Durch-
schnitt) und Interchanges beobachtet. Die Brii-
che bevorzugten die sekunddren Konstriktio-
nen, wobei im Chromosom Nr. 1 56 %/, Nr. 9
87 % und Nr. 16 58 /o der Briiche des jeweili-
gen Chromosoms im Bereich der sekundiren
Konstriktion lokalisiert waren. Innerhalb der
Chromosomen traten Briiche haufiger in Nr. 1,
9, 16 und seltener in Nr. 2, 4—5, 13—15, 21—22,
Y auf, als auf Grund der relativen Lingen zu
erwarten war. 60,2 %0 der Interchanges betra-
fen homologe Chromosomen, wobei an die
Wahrscheinlichkeit eines somatischen Crossing
over gedacht wurde.

12. Hamper u. GERHARTZ 1964 [101] untersuchten
die durch TEM verursachten Strukturverdnde-
rungen bei Leukozytenchromosomen. Uber die
Ergebnisse wird unten berichtet.

13. Dies gilt auch fiir die Arbeit HamreL u.
ParMe 1964 [104] {iber Chromosomenaberratio-
nen bei 2 behandelten Patienten mit chronischer
myeloischer Leukdmie, wobei noch zu bemer-
ken ist, daf es sich bei den damals beschrie-
benen ,Sternfiguren” um Interchanges handelt.

14. In einer weiteren Arbeit berichteten Jacx-
son u. Linpanr-Kiessuing 1964 [1791 iiber die
Wirkung von Sulfhydrylgruppendonatoren (f-
Merkaptoathanol, p-Merkaptopyruvat, 1-Zy-
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stein und f-Merkaptodthylamin). f-Merkapto-
ithanol induzierte in einer Konzentration von
1 X 10*ml/ml (etwa 1,3 X 10 Mol) Briiche,
f-Merkaptoidthylamin und f-Merkaptopyruvat
eine gehdufte Polyploidie bei Leukozytenchro-
mosomen.

15. JacksoN u. KiLLaNDErR 1964 [117] schliellich
konnten zeigen, daff der mikrophotometrisch
gemessene DNS-Gehalt der Zellen nach f-Mer-
kaptodthanol mit dem Ploidiegrad der Mitosen
korrelierte, d. h. der DNS-Gehalt verhielt sich
proportional zur Chromosomenzahl.

16. Maxino und Awa 1964 [167] untersuchten
die Leukozytenchromosomen von 4 zytostatisch
behandelten Patienten mit chronischer myelo-
ischer Leukadmie. Bei einer Patientin, die zuvor
12 g Endoxan, 100 mg Toyomyzin, 46 mg Mi-
tomyzin, 910 mg Predomin, 270 mg Rinderon
und 1030 E ACTH erhalten hatte, wiesen
12,8 % (5 von 39) der Metaphasen Briiche auf.
Ein weiterer Patient, der eine unbekannte Dosis
Mitomyzin erhalten hatte, zeigten in 51,5 %
(17 von 33) der Metaphasen Briiche. Der dritte
Patient hatte eine Milzbestrahlung von 2400 R
OD erhalten, die vierte Patientin schliefllich
wies nach insgesamt 504 mg Myleran bei 332
Metaphasen einen Prozentsatz von 55,5 mit
Strukturanomalien auf. Hier fand man Chro-
matid- und Isochromatidbriiche, dizentrische
Chromosomen, azentrische Fragmente und In-
terchanges.

17. Moorg, vAN CAMPENHOUT u. BRANDKAMP
1964 D74 untersuchten die Bruchfrequenz der
Chromosomen folgender Patientengruppen:

a) Kontrollen: bei 250 Metaphasen keine Struk-
turanomalie, b) strahlenbehandelte Patienten
(2500—9212 R): 0,18—1,259/o der Chromoso-
men wiesen Strukturverinderungen auf, c) be-
strahlte und anschliefend zytostatisch behan-
delte Patienten: 0—3,12 /o, d) Patienten im Ver-
laufe einer zytostatischen Therapie (TEPA, TE-
PA u. Chlorambuzil, Chlorambuzil, Vincaleu-
koblastin, Phenylalaninlost, bei 2- bis 7mona-
tiger Behandlungsdauer): keine Aberrationen,
e) Patienten im AnschluB an eine zytostatische
Therapie (Chlorambuzil, Phenylalaninlost, Me-
thotrexat, Lost und Methotrexat und Phenyl-
alaninlost, TEPA, 2 Wochen bis 4 Jahre nach
der letzten Dosis): keine Aberrationen. Es wur-
den jeweils 35 Metaphasen pro Patient bewer-
tet.

329



K. E. Hampel

18. NicHoLs 1964 1871 wies bei menschlichen
Leukozyten in vitro nach, daR Arabinosylade-
nin in einer Konzentration von 1X10~* Mol bei
14—46 %/ und 3 X 10* Mol bei 54—66 %/o der
Metaphasen ,gaps and open breaks” verur-
sachte. Interchanges waren sehr selten.

19. Ahnliche Ergebnisse erzielten Nicrors u.
Heneen 1964 [188] an einem diploiden Zell-
stamm aus embryonalem Lungengewebe bei
Einwirkung von Arabinosylzytosin. Bei einer
Konzentration von 1 X 10 Mol wiesen 62 bis
64 9/p der Metaphasen Briiche auf (Kontrollen
2—8 /). 2'/2 Monate nach einem 24stiindigen
Zusatz von 5 X 10* Mol waren immer noch
zahlreiche Translokationen nachweisbar.

20. Nicuotrs, LEvan u. KiaLman 1964 [193] yn-
tersuchten die Bruchlokalisation nach Desoxy-
adenosin und Zytosinarabinosid an menschli-
chen Leukozytenchromosomen. Die Chromoso-
men wurden — soweit mdglich — in 6 Segmente
(1—6) unterteilt, drei fiir die kurzen und dre:
fiir die langen Arme. Sowohl bei den kurzen als
auch bei den langen Armen war das telomer-
nahe Segment bei vielen Chromosomen am
hiufigsten von Briichen betroffen; dies wurde
besonders deutlich in den Chromosomen Nr. 1,
2,4—5, 6—12, X und 16.

21. Nowerr 1964 %4 priifte die Wirkung von
Mitomyzin C an menschlichen Leukozytenchro-
mosomen. Nach einstiindiger Einwirkung wur-
de die Substanz durch Waschen entfernt. Vom
Beginn der Kultur an gerechnet, wurde Mito-
myzin C nach 1,24, 52 und 62 Stunden zugesetzt
sowie 4 Stunden vor dem Abbruch der Kultu-
ren. Die Behandlung mitotisch inaktiver Zellen
mit Mitomyzin C ergab Strukturanomalien der
Chromosomen, jedoch keine Mitosehemmung.
Vor oder wihrend der DNS-Synthese-Phase
behandelte Zellen wiesen wenige Chromoso-
menverianderungen und eine Mitosehemmung
auf. In der G-2-Phase behandelte Zellen schlief3-
lich zeigten keine nachweisbaren Veranderun-
gen. An Strukturanomalien wurden Chromatid-
und Chromosomenbriiche, azentrische Frag-
mente und Interchanges nachgewiesen.

22. OsTERTAG u. KERSTEN 1965 [198] berichteten
iiber Chromosomenaberrationen von Proflavin-
und Aktinomyzin-D-behandelten Zellkulturen.
Untersucht wurden Kurzzeitkulturen mensch-
licher Leukozyten sowie Fibroblasten- und He-
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La-Zellkulturen. Bei..e Substanzen fiihrten bei
einstiindiger Einwirkung und Bearbeitung der
Kulturen 24 Stunden danach zu zahlreichen
Chromatidverinderungen einschlieBlich Trans-
lokationen. Die Aktinomyzininduzierten Briiche
betrafen vorwiegend die perizentrischen Re-
gionen. Die Bruchfrequenz stieg anndhernd li-
near mit der Dosis. :

23. Suaw u. CoHen 1965 [227] wiesen an Leuko-
zytenkulturen, die 24 Stunden mit 0,1 oder 1,0
ug/ml Mitomyzin C behandelt worden waren,
nach, daB 50 der Interchanges tatsichliche
oder vermutliche homologe Chromosomen
meist der Nummern 1 oder 9 betrafen und daf8
vermutlich ein somatisches Crossing over vor-
liege.

Kurz erwdhnt werden sollen noch zwei Beob-
achtungen bei zytostatisch behandelten Patien-
ten, die eine erhohte Bruchfrequenz der Leuko-
zytenchromosomen aufwiesen, wo jedoch keine
quantitativen Angaben iiber die vorher erhal-
tenen Zytostatika vorliegen: Reisman u. Tru-
JILLO 1963 [206]: ein Kind mit chronischer myelo-
ischer Leukdmie nach 200 R Telekobaltbestrah-
lung der Milz, Myleran und 6-Merkaptopurin
und SANDBERG, IsHiHARA, KixucHi u. Cross-
WHITE 1964 [224]; ein Fall mit Lymphosarkoma-
tose nach Vinkristin- und Chlorambuzilthera-
pie. Hier wurden u. a. auch Ringchromosomen,
Translokationen und ,Markerchromosomen”
nachgewiesen.

Bei der Beurteilung der Bruchhiufigkeit leuk-
amischer Leukozytenchromosomen ist schliefSlich
die Arbeit von LiiERs, STRUCK u. ALBRECHT 1963
[165] zu beachten, die bei einer akuten Paramy-
eloblastenleukose ein Ringchromosom und
mehrere dizentrische beobachten konnten, ohne
dafl eine Behandlung mit ionisierenden Strah-
len oder Zytostatika vorausgegangen war. Die
Autorinnen diskutierten daher die Moglichkeit,
dag die Tendenz zu Chromosomenbriichen eine
Eigenschaft leukdmischer Zellen sein konne.

Materialien und Methodik

Folgende Substanzen und Lsungen wurden
verwandt:

Heparin (Liquemin, Deutsche Hoffmann-La
Roche)

Bakto-Phythdmagglutinin M (Difco)

TC Medium 199 (Difco)

Losung nach Hanks
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Natriumbikarbonatlgsung (Salvia-Werk, Hom-
burg)

Orcein (Merck)

Colcemide (Demekolzin, Desazetylmethylkol-
chizin, Ciba)

Thymidin (Fluka)

Hycel (Hycel Inc.)

Uridin (Biochemical Research, Los Angeles 63)

Adenosin (Biochemical Research, Los Angeles
63)

Getestet wurden folgende Zytostatika:

2, 4, 6-Triathylenimino-1, 3, 5 triazin, Tridthy-
lenmelamin, TEM (Hoechst) (iiber TEM wurde
bereits in einer Arbeit berichtet [1911), 2,3, 5-
Tris-Athyleniminobenzochinon-(1, 4), Treni-
mon (Bayer) N, N’, N”-Tridthylenthiophosphor-
amid, Thiotepa, TESPA (Lederle) N, N-Bis-(2-
chlorithyl-) N’, 0-propylenphosphorsdureester-
diamid, Zyklophosphamid, Endoxan, Cytoxan
(Asta)

N, N-Bis-(2-chlorithyl)-0-(3-aminopropyl)
phosphorsdaureamidester, A 2 (Asta)
4-Amino-N"-methylpteroylglutaminsdure,
Amethopterin, Methotrexat (Lederle)
5-Fluordesoxyuridin, FUDR (Deutsche Hof-
mann-La Roche) und N-isopropyl-alpha-(2-me-
thylhydrazin) p-toluamid-hydrochlorid, Natu-
lan, Ro 4-6467 (Deutsche Hoffmann-La Roche).
Insgesamt 418 Kurzzeitkulturen menschlicher
Leukozyten wurden unter Verwendung der von
MooruEeap u. Mit. [75] und RotureLs u. Mit.
[221] angegebenen Methoden angesetzt und be-
arbeitet.

Als Spender sogenannter normaler Leukozyten
dienten insgesamt 50 Patienten mit folgenden
Krankheitsbildern: Ulcus ventriculi aut duo-
deni, chronische Hepatitis, Leberzirrhose, Myo-
kardinfarkt, Herzinsuffizienz verschiedener Ge-
nese, Hypertonie verschiedener Genese, Orni-
those, Apoplexie, Asthma bronchiale, chronische
Pankreatitis, Colitis ulcerosa, Diabetes mellitus
und Hyperthyreose. Bevor die genannten Kran-
ken als Spender fiir die vorliegenden Untersu-
chungen ausgewdhlt wurden, wurde durch Kon-
trollkulturen die spontane Bruchfrequenz er-
mittelt, um gegebenenfalls erhohte Bruchzah-
len, z. B. im Verlaufe von Virusinfekten, aus-
zuschliefen. Patienten mit Himoblastosen, ins-
besondere wegen der Ausschwemmung leuk-
imischer Zellen in das periphere Blut, ferner
Kranke, bei denen eine Vorbehandlung mit
ionisierenden Strahlen und Zytostatika vorge-
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nommen worden war, wurden nicht als Spender
herangezogen. Ebenso wurden jene Patienten
ausgeschlossen, welche angeborene, mit Chro-
mosomenanomalien einhergehende Krankheits-
bilder aufwiesen. Zur Testung der Wirkung
von Zytostatika auf menschliche Leukozyten in
vivo wurden ebenfalls Kurzzeitkulturen peri-
pherer Leukozyten von Patienten angesetzt, die
behandelte chronische Myelosen sowie nicht-
leukdmische Hadmoblastosen und Neoplasien
anderen Ursprungs aufwiesen.

Jede Kultur erhielt zu Beginn moglichst exakt
10" Leukozyten. Das Kulturmedium bestand
aus 30 /o autologem Plasma und 70 /o Kultur-
medium TC 199. Kulturen leukdmischer Leuko-
zyten erhielten parallel auch homologes Plasma
gleicher Blutgruppe und wurden teilweise be-
reits nach 48 Stunden bearbeitet, wahrend sonst
die Bebriitungszeit 72 Stunden betrug. Kultu-
ren sogenannter normaler Leukozyten erhielten
zu wechselnden Zeitabstinden, meist 24 Stun-
den vor der Bearbeitung, in 0,1 bis 0,5 ml Aqua
bidest. geloste Zytostatika in verschiedenen
Konzentrationen. Es wurde darauf geachtet,
daf die Substanzen vollstindig in Losung gin-
gen.

Bei 24stiindiger Einwirkung von Zytostatika
wurde 4 Stunden, bei kiirzerer Einwirkung (12,
8, 6, 3 Stunden) 1,5 Stunden vor Abbruch den
Kulturen 0,004 mg/ml Desazetylmethylkolchi-
zin zugesetzt. -

Bewertung und Definition der Chromosemen-
anomalien

Jeweils 100 gut ausgebreitete Metaphasen wur-
den bei jeder einzelnen Kultur ausgewertet. Die
Analyse erfolgte vorwiegend visuell bei 1280-
facher Vergrolerung, wie dies bereits friiher
(HampeL u. Levan [103]) geschehen war. In der
Zuordnung der Chromosomen zu folgenden
Gruppen: 1, 2, 3, 4—5, 6—12, X, 16, 17—18,
19—20, 21—22, Y differierten die Ergebnisse der
beiden Untersucher um einen Prozentsatz, der
unter 1 lag, wobei der eine lediglich die mikro-
skopische Klassifizierung, der andere eine
Zeichnung mittels Camera lucida vornahm. Me-
taphasen mit unklaren Verinderungen wurden
photographisch festgehalten, um eine weitere
Aussage in einzelnen Fillen zu ermdglichen,
nachdem eine Handzeichnung der fraglichen
Verinderung unter der Sicht des Auges vorher
angefertigt worden war.
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Unter maximalen Dosen von Zytostatika konn-
ten in mehreren Kulturen lediglich 20 und mehr
Metaphasen gefunden werden. Kulturen, bei
denen weniger als 20 auswertbare Metaphasen
gefunden wurden, galten als nicht auswertbar.
Quantitativ erfaft wurden die mittlere Bruchfre-
quenz pro Metaphase, der Prozentsatz der von
Strukturanomalien betroffenen Metaphasen
sowie die Zahl der Chromatid-, Isochromatid-
bzw. Chromosomenbriiche, die Zahl der Frag-
mente, die Interchanges und deren gezihlte oder
angenommene Bruchzahl, die dizentrischen
Chromosomen und die vereinzelt auftretenden
Ringchromosomen. Chromatidbriiche wurden
als einfaches Bruchereignis ebenso wie einzelne
Fragmente bewertet. Gedoppelte, azentrische
Fragmente und dizentrische Chromosomen wur-
den als doppeltes Bruchereignis, Ringchromoso-
men als vierfaches angesehen. Bei Interchanges
wurde zwischen analysierbaren und nicht ana-
lysierbaren unterschieden. Die Zahl der hin-
sichtlich ihrer Bruchfrequenz nicht analysierba-
ren Interchanges wurde mit einem Faktor mul-
tipliziert, der sich empirisch aus der mittleren
Bruchfrequenz der analysierbaren Interchanges
ergab. Bei hochsten Dosen zeigten einzelne Me-
taphasen eine so hochgradige Zerstorung der
Chromosomenstruktur (Abb. 5), daB lediglich
eine Schdtzung ihrer Bruchfrequenz erfolgen
konnte.

Im einzelnen wurden bei der quantitativen und
qualitativen Analyse der Strukturverinderun-
gen folgende Anomalien bewertet:

1. Chromatidbriiche und Chromosomenbriiche

Als Briiche wurden zytologisch sichtbare Verin-
derungen der Chromosomen angesehen, die zur
vollstindigen Unterbrechung der Linearstruk-
tur eines oder beider Chromatide unter Ausbil-
dung eines optisch als leer erscheinenden Bruch-
spaltes in der Querschnittebene oder bei Frag-
mentbildung zur entsprechenden Verkiirzung
des Chromatids oder nach Fusion zu entspre-
chenden Translokationen fiihrt. In einzelnen
Fillen war eine Abgrenzung von achromati-
schen Ldsionen (gaps) und auch von sekunda-
ren Konstriktionen (besonders des Chromo-
soms Nr. 9) nicht moglich, obwohl bereits in
einer fritheren Arbeit [193] bei kilteinduzierten
Chromosomenverinderungen gerade besonders
auf die Abgrenzung von Briichen und Konstrik-
tionen geachtet worden war. Nach Cau [45] sind
achromatische Lisionen nicht oder nur schwach
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gefirbte Bezirke, die sich gleichmidRig iiber die
Chromosomen verteilen und die spontan oder
bei behandelten Zellen auftreten. Sie unter-
scheiden sich von primiren und sekundéren
Konstriktionen, ein schwacher Verbindungsfa-
den kann sichtbar sein. Cuu beriicksichtigt
achromatische Lisionen bei der Zahlung von
Chromatidaberrationen nicht, andere, wie z. B.
Nicuors 1871, pflegen dies jedoch zu tun. Da
achromatische Lidsionen moglicherweise keine
echten Briiche darstellen, wurden fragliche
Chromatidverdanderungen, ebenso natiirlich
auch sekundire Konstriktionen, bei der quanti-
tativen Auswertung nicht beriicksichtigt. OsTER-
GREN u. WAKONIG [17] beschrieben nach Einwir-
kung von Kumarin und Roéntgenbestrahlung
auf Allium cepa Subchromatidbriiche oder auch
Bruchkonstriktionen, die fiir Briiche gehalten
wurden, deren Bruchenden durch eine hypothe-
tische Proteinmatrix verbunden geblieben sind.
Eine weitere Schwierigkeit stellten Storungen
des Spiralisationsgrades der Chromosomen dar,
wie sie z.B. nach Aktinomyzin D bei Zellen
des Chinesischen Hamsters (Arricar u. Hsu [31)
beschrieben wurden. So bezeichneten niamlich
die Autoren derartige Veridnderungen in einer
Legende (zu Abb. 5) als , possible breaks”. Der-
artige, bei hoher Konzentration von Zytostatika
und vereinzelt auch bei Kontrollkulturen mit
schlechter Wachstumstendenz auftretende Ver-
dnderungen wurden ebenfalls hier nicht als
Briiche gewertet.

Als Chromatidbriiche gelten Strukturunterbre-
chungen eines Chromatids (Abb. 14). Isochro-
matidbriiche sind zwei Chromatidbriiche auf
gleicher Hohe, sie konnen z. B. im Bereich der
sister loci gelegen sein. Chromosomenbriiche
unterscheiden sich zytologisch nicht von Iso-
chromatidbriichen, sind jedoch bereits als ein-
zelner Bruch vor der Reduplikation entstanden
und bei der anschlieBenden Lingsteilung auf
beide Chromatide iibertragen worden.

2. Fragmente

Unterschieden wurden gedoppelte azentrische
und einzelne Fragmente. Die Zuordnung zu den

entsprechenden zentrischen Bruchstiicken war

fast nie moglich, da es sich fast ausschlieRlich
um kleinere Fragmente handelte. Es wurden
nur Fragmente gewertet, die ohne Beziehung
zum Chromosomengrundkérper frei in der Me-
taphase lagen.
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Abb. 1. Spontaner Chromatidbruch in Chromosom Nr. 1. Karyotyp eines unbehandelten Leukozytenspenders.

3. Translokationen

Sie sind Reunionsprodukte von zwei und mehr
Bruchenden und umfassen den Austausch
zweier Chromatidsegmente zwischen homolo-
gen oder inhomologen Chromosomen — auch re-
ziproke Translokationen oder Interchanges ge-
nannt — und Segmentumlagerungen innerhalb
eines Chromosoms. Hierzu zdhlen die Intra-
changes. Diese sind Strukturumbauten inner-
halb eines Chromosoms nach Eintritt mehrerer

Int. J. clin. Pharmacol. 1 4 (1968) 322—371

Briiche auf chromosomaler oder chromatidaler
Basis (RieGer u. MicuakeLss [2121),

Lediglich bei TEM traten ganz vereinzelt Ver-
anderungen auf, die moglicherweise Chromatid-
intrachanges darstellten. Sie waren den von
ReveLL 1954 (S. 246, Figur 1 d, Typ 1 [299]) be-
schriebenen fraglichen Intrachanges bei Vicia
faba nach Rontgenbestrahlung sehr dhnlich. Da
sie sich aber von Chromatidinterchanges nicht
sicher abgrenzen lieffen und bei der quantitati-
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ven Auswertung nicht ins Gewicht fielen, wur-
den sie zusammen in der Gruppe der Interchan-
ges aufgefithrt (2 Fille), wobei jeweils zwei
Briiche angenommen wurden.

Ergebnisse

Die Wirkung von Zytostatika auf menschliche
Chromosomen in vitro

1. Kontrollen

Insgesamt 56 der bei den einzelnen Versuchsrei-
hen notwenigen Kontrollkulturen wurden
quantitativ ausgewertet. Dabei wurden eben-
falls jeweils 100 Metaphasen jeder einzelnen
Kultur erfaf8t und gegebenenfalls auftretende
Strukturanomalien der Chromosomen regi-
striert. Es ergab sich, daB im Mittel 6,2 %/o (1 bis
12 9/¢) der bewerteten Metaphasen spontan ent-
standene Chromosomenanomalien aufwiesen.
Die mittlere Bruchfrequenz der einzelnen Meta-
phase wurde mit 0,068 (0,01—0,12) bei 5600
insgesamt erfafiten Metaphasen errechnet. Fast
ausschlieflich handelte es sich um Chromatid-
briiche, seltener traten Fragmente und Chromo-
somen- bzw. Isochromatidbriiche auf.

Abb. 1 1iBt einen spontanen Chromatidbruch
des Chromosoms Nr. 1 mit Ausbildung einer
breiten Liicke erkennen.

Verschiedene Autoren haben die mittlere Bruch-
frequenz pro Metaphase bei Normalkulturen
mitgeteilt (Anzahl der bewerteten Metaphasen
in Klammern):

BenpEr u. Goocn [19] 0,025 (401)
BenDER u. Goocn [20] 0,024 (458)
Conen [47] 0,027  (150)
COHEN u. SHAw [48] 0,03 (626)
Moorg, V. CAMPENHOUT

u. Branpkamp [174] 0 (250)
Nicuors [187] 0,05 (100).

Nicuors, Levan, Harr u. OsTerGREN [192] wie-
sen 3,3 %0 von 163 und Kiarman [134 6,3 (2—
12) %0 von 300 Metaphasen mit einem oder
mehreren Briichen nach. Von 100 Metaphasen
sah Jackson [116] 8 /4 mit Briichen.

Wegen der hohen spontanen Bruchrate eignen
sich menschliche Leukozyten nur zur Testung
relativ starker Mutagene.

2. Quantitative Chromosomenanalyse nach Ein-
wirkung von Zytostatika

Wegen seiner intensiv lymphoklastischen Wir-
kung (Geruartz [#71) wurde zunichst Tridthy-
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lenmelamin (TEM) getestet. Die Ergebnisse von
TEM-behandelten Kulturen wurden in der Ar-
beit Hamrer u. GErHARTZ [101] bereits verdffent-
licht. Sie sind aus der Tabelle 3 zu entnehmen.
Wihrend bei hoherer Dosierung (2 ug bis 20
ug pro ml Kulturmedium) die Kulturen meist
nicht angingen, zeigten die iibrigen eine weit-
gehende quantitative Ubereinstimmung bei
gleichen Konzentrationen des Zytostatikums.
Bei der gewdhlten Versuchsanordnung setzte
sich die Mehrzahl der Strukturverdnderungen
der Chromosomen aus Chromatidbriichen zu-
sammen, was auch fiir die iibrigen untersuchten
Zytostatika zutrifft. Isochromatid- bzw. Chro-
mosomenbriiche waren vergleichsweise selten.
Zumeist wird es sich um Isochromatidbriiche
gehandelt haben, da chemisch induzierte Chro-
mosomenbriiche in der vorliegenden Versuchs-
anordnung (Zusatz des TEM 24 Stunden vor
Abbruch der Kulturen) nicht zu erwarten wa-
ren. Einmal ist namlich bei 24stiindiger Einwir-
kung eines Zytostatikums zu erwarten, da8 die
Verdnderungen nur die Zellen eines Mitose-
zyklus betreffen. Andererseits traten nach den
Beobachtungen von Cuu [%5] an menschlichen
Chromosomen 25 Stunden nach Rontgenbe-
strahlung in vitro lediglich Chromatidaberra-
tionen, nach 30 Stunden jedoch Chromatid- und
Chromosomenaberrationen auf.

Mit der applizierten Dosis stieg auch die Hiu-
figkeit der azentrischen und einzelnen Frag-
mente. Vereinzelt traten dizentrische Chromo-
somen auf, was sich auch durch Anaphasestu-
dien (s. u.) belegen lief. Die Chromatidbriiche
zeigten bei hoheren Konzentrationen eine ver-
starkte Neigung zur Bildung von Interchanges.
Fragliche Interchanges wurden ganz vereinzelt
ebenfalls beobachtet (vgl. S. 333). In einigen Fal-
len komplizierter Interchangefiguren war es
nicht moglich, die diese bedingende Bruchfre-
quenz abzuschitzen. Hier wurde die Zahl der
nicht analysierbaren Interchanges mit einem
Faktor multipliziert, der sich empirisch aus der
mittleren Bruchfrequenz der analysierbaren In-
terchanges ableiten lie}. Bei TEM lag die mitt-
lere Bruchfrequenz der analysierbaren Inter-
changes bei 2,8. In einzelnen Metaphasen traten
Sternfiguren (Quadriradials) von regelmiRiger
Ausbildung auf (Abb. 3 und 4), die ebenfalls
als Chromatidinterchanges zu deuten waren.
Bei Metaphasen mit weitgehender Zerstorung
der Chromosomenstruktur (Abb. 5) konnte die
Bruchfrequenz nur grob geschétzt werden. Eine
Klassifizierung der hier sichtbaren Anomalien

Int. J. clin. Pharmacol. 1 4 (1968) 322—371
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Tabelle 3. Quantitative Analyse der strukturellen Chromosomenverinderungen TEM-behandelter Leukozytenkulturen. (Aus HamPEL u. GERHARTZ [101].)

Kontrollen TEM (ug/ml Kulturmedium)
0,02 0,2 0 2
Chromatidbriiche 8 10 12 8 20 19 25 920 98 78 77 208 232 454 446
Isochromatid- u.
Chromosomenbriiche 1 - 1 1 4 7 10 7 3 8 12 20 6
Bruchfrequenz 2 — — — 2 2 8 14 20 14 6 16 24 40 12
azentrische Fragmente 1 = — ~ i i i 2 14 15 12 ! 14 12 24 38
Bruchfrequenz 2 - — - 2 2 4 22 30 24 22 28 24 48 76
einzelne Fragmente - i | - 2 1 — 10 9 10 10 12 16 58 62
Interchanges und
Intrachanges - - - - — 2 29 33 17 14 32 32 142 110
Bruchfrequenz ca. = = - o — — 4 78 83 51 39 88 85 383 298
dizentrische Chromosomen - —_ - — 2 1 — 2 1 — 2 4
Bruchfrequenz — — — 4 2 — 4 2 - 4 8
fraglich dizentrische — — - — — — 1 7 — 1 2 = o =
Bruchfrequenz ca. - - - - - 2 14 — 2 4 — -
nicht klassifizierbare
Strukturanomalien
Bruchfrequenz ca. - - - - — - - - — — - 39 - 310 248
Strukturanomalien
pro Metaphase 0,1 0,1 0,1 0,1 0,3 0,2 0,4 2,2 2,6 1,8 1,6 4,0 3,8 13,0 11,5
/o der Metaphasen mit .
Strukturanomalien 9 10 11 7 19 17 20 69 73 62 61 80 84 98 100
Zahl der ausgewerteten
Metaphasen 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 50 50 50 50
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Abb. 2. Metaphase mit zwei Interchanges nach 0,2 ug/ml TEM,
120 B 2 EF 39. (Aus HamPEL u. GERHARTZ [101].)
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war nicht moglich, ebenso wie in einzelnen Fil-
len von iiberlagerten Chromosomen. Die ge-
schédtzte Bruchfrequenz dieser Metaphasen lag
zwischen 39 und 60. In der Tab. 2 sind diese
als nicht klassifizierbare Strukturanomalien
aufgefiihrt. Durch die hohe Bruchfrequenz der-
artig zerstorter Metaphasen wurde bei hoheren

Abb. 3. Metaphase mit drei Interchanges, davon zwei vom
Typ der vierarmigen Sternfigur nach 0,2 ug/ml TEM, 119 C 3
TU 56/57. (Aus HamPEL u. GERHARTZ [101].)
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Tabelle 4. Mitoseindizes TEM-behandelter Kulturen. (Aus
Hamper u. GERHARTZ [101].)

TEM (ug/ml) Mitoseindizes ("/m)
20 1
2 4E 3
p 24 % 1
0,2 67 k17
0,02 133 £ 17
Kontrollen 180 * 46

Konzentrationen die Schwankungsbreite der
mittleren Bruchfrequenz pro Metaphase inner-
halb der Kulturen deutlich vergroBert. Als frag-
lich dizentrische Chromosomen wurden solche
angesehen, bei denen nicht sicher zu entschei-
den war, ob nicht zufillig iibereinandergela-
gerte Chromatide eine Reunion vortiuschten.

Obwohl bei Kurzzeitkulturen peripherer Leu-
kozyten selbst bei moglichst exakt eingehaltenen
und weitgehend konstanten Kulturbedingun-
gen die Mitoseindizes der einzelnen Kulturen
deutlichen Schwankungen unterliegen, ist doch
eine Abhéngigkeit von der Konzentration des
Zytostatikums erkennbar (Tab. 4).

Auf Grund der Zihlwerte konnen die mittlere
Bruchfrequenz pro Metaphase und der Prozent-
satz der von Strukturanomalien betroffenen
Metaphasen erfaBt werden (s. u.).

A 2 (Strukturformel s. Tab. 1) wurde als Mo-
dellsubstanz eines in vivo méglicherweise ent-
stehenden Abbauprodukts und somit Wirkform

Abb. 4. Chromatid-, Isochromatidbriiche sowie zwei Inter-
changes nach 0,03 mg/ml Thiotepa 154 B 6 K 20.

Int. J. clin. Pharmacol. 1 4 (1968) 322—371
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von Endoxan synthetisiert. Es handelt sich um
ein nach partieller Ringspaltung der zyklischen
Phosphamidgruppe entstehendes intramoleku-
lar stabilisiertes Zwitterion (ArNoLD u. Bour-
seaux [21), welches bisher lediglich zu experi-
mentellen Zwecken verwandt worden ist. Da
nun Endoxan selbst nicht in vitro wirksam ist
und auch bei direktem Zusatz zu den Leuko-
zytenkulturen keine gesteigerte Bruchfrequenz
verursachte (s. S. 349 f.), war es interessant, ex-
perimentell zu kldren, ob A 2 Chromosomen-
anomalien auslost.

Aus Tab. 5 und Abb. 8 ist nun zu entnehmen,
daB A 2 in dhnlicher Weise wie TEM zu Chro-
mosomenaberrationen bei direktem Zusatz zu
Leukozytenkulturen fiithrt. Im Gegensatz zu
Endoxan ist es mithin auch in vitro wirksam.

Die in Tab. 5 zusammengestellten quantitativen
Ergebnisse beziehen sich wiederum auf eine
24stiindige Einwirkungszeit der Substanz, vom
Zeitpunkt des Abbruchs zuriickgerechnet. Die
Werte zeigten wiederum eine gute Uberein-
stimmung bei Kulturen mit gleichen Konzentra-
tionen. Es wurden dabei jeweils drei Kulturen
bei den einzelnen Konzentrationen angesetzt,
die aus Leukozyten verschiedener Spender be-
reitet wurden. Auch fanden sich nach A 2 wie-
derum zumeist Chromatidbriiche. Mehrere Iso-
chromatid- bzw. Chromosomenbriiche und
Fragmente wurden beobachtet. Dagegen waren
Interchanges vergleichsweise selten. Auch tra-
ten gegeniiber TEM weniger komplizierte In-

Abb. 5. Weitgehende Zerstorung der Chromosomenstruktur

bei héherer TEM-Dosis, 2 ug/ml 119 B 1 G 56. (Aus HAMPEL
u. GERHARTZ [101]).
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Abb. 5a. Quantitative Analyse struktureller Chromosomen-
anomalien menschlicher Leukozyten in vitro nach 24stiindiger
Einwirkung von Natulan.

terchangefiguren auf, so daB der Anteil der
nicht analysierbaren Interchanges gering war.
Die mittlere Bruchfrequenz der analysierbaren
Interchanges lag bei 2,8. Vereinzelt wurden
auch Ringchromosomen beobachtet. Mit der
steigenden Konzentration wurden die mittlere
Bruchfrequenz pro Metaphase und der Prozent-
satz der von Strukturanomalien betroffenen
Metaphasen in den Abb. 8 und 9 graphisch
dargestellt, wie dies auch bei Trenimon, Thio-
tepa und Methotrexat geschah.

Am Ehrlich-Aszites-Tumor der Maus erwies sich
1-Methyl-2-benzyl-hydrazinphosphat  (MBH)
als mutagen. Zahlreiche Strukturanomalien
der Chromosomen einschlieflich Interchange-
bildung wurden beobachtet (RuTisHAUSER u.
Borrag [222]),

Natulan (N-Isopropyl-alpha-(2-methylhydra-
zin)-p-toluamid-hydrochlorid, Ro 4—6467), ein
weiteres Methylhydrazinderivat, wird neuer-
dings auch klinisch verwandt (GeruarTZ, BLrUum
u. Corer [93]),

CH,
i //
H;C—NH—-NH—CH,{ »C—NH—CH - HCl
el PP
o | CH

Strukturformel von Natulan

Wie aus Abb. 5a hervorgeht, traten auch un-
ter maximalen Natulankonzentrationen keine
Strukturverinderungen an den Chromosomen
menschlicher Leukozyten auf. Wenn theoretisch
die Einzeldosis von TEM 2 mg i. v. in vivo un-
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Tabelle 5. Quantitative Analyse der strukturellen Chromosomenverdnderungen A-2-behandelter Leukozytenkulturen.

jodwvpy g Y

Kontrollen A 2 (pg/ml Kulturmedium)
1 3 5 10 20 50
Chromatidbriiche 5 4 3 2 6 8 14 15 44 25 37 45 58 45 92 87 84 67 78 85 276 350 195
Isochromatid- u.
Chromosomenbriiche 2 1 — — B 1 1 - - 2 3 1 — 4 6 5 4 4 14 3 20 30
Bruchfrequenz 4 2 — — — 2 2 — — 4 6 2 — 8 12 10 8 8 28 6 40 60
azentrische Fragmente - — — - — 11 5 2 3 6 2 5 4 8 10 9 9 21 15 13 35 40 39
Bruchfrequenz = — - - — 2 10 4 6 12 4 10 8 16 20 18 18 42 30 26 70 80 78
einzelne Fragmente - - - 1 T 2 1 2 5 S 4 2 4 6 7 7 11 3 15 35 21 33
Interchanges
analysierbar — — — — — - — - 2 — 2 3 6 1 4 1 6 = - i1 10 10 12
Bruchfrequenz - — - - - — — — 4 - 8 6 16 2 12 2 12 — — 4 30 30 36
nicht analysierbar - — - - -— - - - - - = = = = = = = = - - 5 — 6
Bruchfrequenz ca. - — — - - - - - - - - — - - — - - - — - 18 — 18
dizentrische Chromosomen — — — — — — 1 - - — A 1 4 1 — 1 — i — 3 6 - -
Bruchfrequenz - — — — — — 2 — — — 2 2 8 2 — 2 - 2 — 6 12 —~
nicht klassifizierbare
Strukturanomalien — — — — — — — — — — — 30 - — — — 55 — — 260 385 474
Ringchromosom — — — — —_ — — — — - — — — = — — = = — -- . 1/a .- —
Strukturanomalien
pro Metaphase 0,09 0,06 0,03 0,03 0,07 0,14 0,29 0,21 0,59 046 0,57 0,99 0,86 0,77 1,42 1,36 1,29 1,85 1,39 1,42 7.42 9,26 8,34
9 der Metaphasen mit 3
Strukturanomalien 7 5 3 2 7 12 15 16 39 34 40 48 46 45 64 59 65 70 68 72 100 100 100
Zahl der ausgewerteten
Metaphasen 100 100 100 100 100 10C 100 100 100 100 100 100 50 100 50 100 100 73 37 60 20 21 31
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Tabelle 6. Quantitative Analyse der strukturellen Chromosomenverinderungen nach 24stiindiger Einwirkung von FUDR.

FUDR (ug/ml Kulturmedium)
24 Stunden, 4 Stunden Colcemid

Kontrollen
10 50 200 500
Chromatidbriiche 10 3 7 6 5 18 17 10 32 38 55 56 95 111
Isochromatid- u.
Chromosomenbriiche — - — - - 2 2 2 3 7 4 10 23
Bruchfrequenz - -- - — — 4 4 4 6 14 8 20 46
azentrische Fragmente - 2 — 3 6 19 18 29 28 50 63
Bruchfrequenz — 4 - 6 12 38 36 58 56 100 126
einzelne Fragmente — — T - 1 - — 4 3 2 4 15 12
Interchanges — — — = = =3 1 == = = - -
Bruchfrequenz - — - - 2 - - — -
dizentrische Chromosomen — - - — - 2 1 2 — —
Bruchfrequenz 4 2 = 4 = =
nicht klassifizierbare
Strukturanomalien — - — — - - — — - — - - 50 70
Strukturanomalien
pro Metaphase 0,10 0,07 0,08 0,06 0,06 0,18 0,27 0,28 0,82 0,95 1,29 1,28 2,80 3,65
9/y der Metaphasen mit
Strukturanomalien 10 5 7 5 5 16 18 20 45 48 67 68 2 86
Zahl der ausgewerteten \
Metaphasen 100 100 100 100 100 100 100 50 100 100 100 50 20 35
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Tabelle 7. Quantitative Analyse der strukturellen Chromosomenverinderungen nach éstiindiger Einwirkung von FUDR.

FUDR (mg/ml Kulturmedium)
6 Stunden, 1,5 Stunden Colcemid

Kontrollen
0,01 0,02 0,05 0,1 0,5 1,0 3,0
Chromatidbriiche 2 5 8 5 20 15 22 18 41 28 30 46 32 35 31 50 66 77
Isochromatid- u.
Chromosomenbriiche — — — — 2 2 10 2 8 5 2 4 8 2 5 14 14 7
Bruchfrequenz = — C — 4 4 20 4 16 10 4 8 16 4 10 28 28 14
azentrische Fragmente — - = 1 15 6 11 9 13 10 20 21 18 18 17 14 21 25
Bruchfrequenz = = = 2 30 12 22 18 26 20 40 42 36 36 34 28 42 50
einzelne Fragmente - - - — 2 — — 2 — i 4 — — 3 3 4, 2 —
Interchanges — = S = = = - = = = 1 — — - - - -
Bruchfrequenz = o = & = = - = e = e 2 - = - - - -
dizentrische Chromosomen - - — - — — gl — - — - — — - - — - -
Bruchfrequenz o = " 3 i e 2 y i = - = - = = = - -
nicht klassifizierbare
Strukturanomalien = = = = - - = = - = - - 30 — - — - —
Strukturanomalien
pro Metaphase 0,02 0,05 0,08 0,07 0,56 0,59 0,66 0,42 0,83 0,59 0,78 0,98 1,14 0,78 0,78 1,07 1,38 1,41
/o der Metaphasen mit
Strukturanomalien 2 5 8 6 20 23 33 30 44 39 43 44 38 41 41 43 47 47
Zahl der ausgewerteten
Metaphasen 100 100 100 100 69 100 100 100 100 100 100 81 50 100 100 50 100 64
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Tabelle 8. Die Beeinflussung der FUDR-Wirkung auf t.:lie
Chromosomen menschlicher Leukozyten durch Thymidin-
zusatz.

0,1 mg/ml FUDR
6 Std., Col. 1,5 Std.

Thymidin (mg/ml)

6 Std. 3 Std.
01 0,5 01 0,1
a b a a b

Metaphasen mit Struktur-
anomalien in Prozent 43 44 8 5 33 28

mittlere Bruchfrequenz

pro Metaphase 0,78 0,98 0,12 0,06 0,44 0,48
Chromatidbriiche (%) 30 44 6 2 23 16
Isochromatidbriiche (%) 2 4 — 1 3 -
Fragmente (%) 24 17 3 i 8 16
ausgezihlte Metaphasen 100 81 100 88 100 50

weitgehende Parallelen (Abb. 8). Im Vorder-
grund der induzierten Verinderungen standen
wiederum Chromatidbriiche, bei relativ gerin-
ger Anzahl von Isochromatidbriichen nach 6-
stiindiger Einwirkung im Vergleich mit den Er-
gebnissen nach 24stiindigem Zusatz. Die Zahl
der gefundenen azentrischen Fragmente stieg
mit der Dosis bei 24stiindigem Zusatz stirker
an als nach 6stiindigem. Dasselbe gilt auch fiir
die einzelnen Fragmente. Dizentrische Chro-
mosomen traten selten auf, Interchanges nur
ganz vereinzelt. Hiermit tritt also ein wesent-
licher Unterschied der Wirkung von FUDR auf
menschliche Chromosomen im Vergleich zu den
alkylierenden Substanzen auf: Es bestand keine
nennenswerte Tendenz zur Interchangebildung.
Dieses Ergebnis ist in Ubereinstimmung mit
Untersuchungen an Vicia faba (Tayror, Haur
u. Tunc [243]), Einen weiteren Hinweis fiir den
unterschiedlichen Wirkungsmechanismus er-
gaben Experimente an Vicia faba mit kombi-
nierter Anwendung von Réntgenstrahlen und
FUDR. Man erhielt dabei einen Anstieg der
freien Fragmente gegeniiber den Wurzelspitzen,
die mit Rontgenstrahlen oder FUDR allein be-
handelt worden waren (Tayror [2421),

Ein weiterer wesentlicher Unterschied im Kur-
venverlauf der quantitativen Ergebnisse einer
Chromosomenanalyse nach 6- und 24stiindiger
Behandlung der Kulturen mit FUDR ist aus
Abb. 7 zu entnehmen. Auf der Abszisse wur-
den die Logarithmen der FUDR-Konzentratio-
nen aufgetragen, auf der Ordinate die jeweilige
Bruchfrequenz pro Metaphase und der mittlere
Prozentsatz der von Strukturanomalien betrof-
fenen Metaphasen. Aus Abb. 7 geht hervor,
daf bei 6stiindiger Einwirkung von FUDR zwar
die mittlere Bruchfrequenz pro Metaphase mit
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der Dosis anstieg, da8 aber der Prozentsatz der
von Strukturanomalien betroffenen Meta-
phasen einem Grenzwert von ca. 40°%0 zu-
strebte und dann. auch bei Konzentrationser-
hohung um das é0fache konstant blieb. Dies
bedeutet somit eine wesentliche Abweichung
von den Ergebnissen, die nach 24stiindiger Ein-
wirkung erzielt wurden. Hier wies der Prozent-
satz der von Strukturanomalien betroffenen

Metaphasen mit der FUDR-Konzentration einen

exponentiellen Anstieg auf.

Hieraus 148t sich folgendes ableiten:

a) Nur ein Teil der Metaphasen (ca. 40 9/0)
wurde nach 6stiindiger Einwirkung von
FUDR von Strukturanomalien der Chromo-
somen betroffen.

b) Dieser Teil der Metaphasen wurde um so
starker geschddigt, je hoher die verwandte
FUDR-Konzentration war.

c) Ein anderer Teil der Metaphasen (ca. 60 %/o)
wurde in der verwandten Versuchsanord-
nung von chromosomalen Strukturverin-
derungen nicht betroffen, auch nicht bei
einer 60fachen Erhdhung der FUDR-Kon-
zentration.

d) Mithin induzierte FUDR nur bei denjenigen
Metaphasen Strukturanomalien, deren Kern-
substanz zum Zeitpunkt der beginnenden
FUDR-Einwirkung sich in einer ,sensiblen
Phase” befand.

e) Bei der gegebenen Versuchsanordnung und
bei der bekannten Wirkungsweise von
FUDR als Thymidylatsynthetase-Hemmer ist
somit zu erwarten, daf lediglich Zellen, die
sich in der spiten DNS-Synthese-Phase oder
moglicherweise auch in der frithen pra-
mitotischen Ruhephase befanden, von Chro-
mosomenaberrationen betroffen wurden.
Zellen, die zu Beginn des FUDR-Zusatzes
bereits die DNS-Synthese-Phase abgeschlos-
sen hatten, also Zellen in der mittleren bis
spiten pramitotischen Ruhephase, erwiesen
sich gegeniiber FUDR auch bei hohen Kon-
zentrationen als resistent.

Diese Ergebnisse sind in Ubereinstimmung mit

denen von NowerL 1964 [1941, der nach Zusatz

von Mitomycin C in der G-2-Phase keine Struk-

turanomalien erzielen konnte (s. S. 330).

3. Die Beeinflussung der FUDR-Wirkung durch
Nukleoside

Unter der Einwirkung von 5-Fluordesoxyuridin
wird die Umwandlung von Desoxyuridylat in

Int. J. clin. Pharmacol. 1 4 (1968) 322—371
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Thymidylat blockiert. Da dies jedoch der ein-
zige biochemisch gangbare Weg ist, der zur Bil-
dung von Thymidylat und damit von DNS
fiihrt, auf der anderen Seite der Pool an Thymi-
dylat in der Zelle gering zu sein pflegt, wird
durch Zusatz von FUDR die DNS-Synthese
ziemlich abrupt blockiert. Durch den Zusatz
von Thymidin zu FUDR-behandelten Wurzel-
spitzen von Vicia faba sollen komplette Briiche
dadurch verhindert werden, daf8 die eingetre-
tenen Ldsionen durch erneute DNS-Synthese
geschlossen werden, bevor sie in der Metaphase
als offene Briiche erscheinen konnen (Tayror
[241, 242] Tayror, Haut u. Tunc [243]), Bei den-
selben Experimenten wurde auch beobachtet,
daff Thymidin noch 1 Stunde vor der Zelltei-
lung zur Restitution FUDR-induzierter Briiche
fithren kann.

Eigene Versuche bei menschlichen Leukozyten-
chromosomen ergaben, daf8 ein Thymidinzusatz
im Uberschuf bei Kulturen, die 6 Stunden vor
Abbruch mit 0,1 mg/ml FUDR behandelt wor-
den waren, die Bruchfrequenz auf Werte zu-
riickgehen lie, die diejenigen der unbehandel-
ten Kontrollen nicht iiberstiegen (Tab. 8).
Wurde Thymidin 3 Stunden vor dem Abbruch
FUDR-behandelter Kulturen zugesetzt, so war
die Bruchfrequenz der Chromosomen noch deut-
lich niedriger als bei den Kulturen, die allein
FUDR erhalten hatten.

Nun ergab sich hieraus die Frage, ob Thymidin
tatsidchlich a) bereits entstandene Lasionen der
Chromosomen zur Restitution bringt, wie dies
bei Vicia faba beschrieben wurde, oder ob Thy-
midin b) lediglich die Wirkung von FUDR
aufhebt, so dafl von vornherein weniger oder
keine Briiche entstehen konnen.

Zur Klirung dieser Fragen wurden zwei wei-
tere Kulturserien (a und b) angesetzt (Tab. 9).

Tabelle 9. Die Beeinflussung der FUDR-Wirkung auf die
Chromosomen menschlicher Leukozyten durch Thymidin-
zusatz.

Kon- 0,2 mg/ml.FUDR
trollen 24 Std.
0,5 mg ‘ml 0,5 mg/ml
Thymidin Thymidin
6 Std. 6 Std.

a b a b Ak b

Metaphasen mit Struktur- *
anomalien in Prozent 6 7 68 76 52 74

mittlere Bruchfrequenz

pro Metaphase 0,06 0,07 1,26 1,10 1,03 1,44
Chromatidbriiche (%o) 6 7- 69 66 72 82
Isochromatidbriiche (%) — — 6 6 1 4
Fragmente (") — — 23 16 15 26
ausgezihlte Metaphasen 100 100 100 50 100 51
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Tabelle 10. Der EinfluB einer kombinierten Behandlung von
Leukozytenkulturen mit TEM und Thymidin.

Kon- TEM 0,2 ng/ml
trollen 6 Std.
Thymidin Thymidin
0,5 mg/ml 0,5 mg/ml
6 Std. 6 Std.

a b a b a b

Metaphasen mit Struktur-
anomalien in Prozent 2 5 17 20 19 15
mittlere Bruchfrequenz

pro Metaphase 0,02 0,05 0,22 0,21 0,27 0,15

Chromatidbriiche (%) 2 4 14 18 200 12
Isochromatidbriiche (%) - - - - & —
Fragmente (%) — 1 4 2 4 3

ausgezidhlte Metaphasen 100 100 100 100 100 100

Die Kontrollen erhielten jeweils nur Thymidin,
um die Moglichkeit auszuschlielen, daf} das be-
reits zu Strukturverinderungen der Chromoso-
men bei Zusatz im Uberschuf fiihrt. Zwei wei-
tere Kulturen wurden 24 Stunden einer Ein-
wirkung von 0,2 mg/ml FUDR ausgesetzt, und
schlie@lich erhielten zwei weitere Kulturen zu-
sdtzlich zu derselben FUDR-Konzentration und
derselben FUDR-Einwirkungszeit 6 Stunden
vor dem Abbruch der Kulturen 0,5 mg/ml Thy-
midin (s. Tab. 9). Da nun bei Vicia faba Thy-
midin selbst noch eine Stunde vor der Teilung
zur Restitution der Briiche fiihrte (TAyLOR,
Haur u. Tune [2%]), war bei diesem Versuch
zu erwarten, dafl die durch FUDR induzierten
Briiche nach Thymidinzusatz 6 Stunden vor
Abbruch der Kulturen weitgehend oder zumin-
dest teilweise restituiert sein wiirden. Dies trat
jedoch tatsichlich nicht ein. Wie aus der Tab. 9
hervorgeht, war die Bruchfrequenz der allein
mit FUDR und der mit FUDR+Thymidin be-
handelten Kulturen gleich. Zumindest war Thy-
midin nicht in der Lage, bei Zusatz 6 Stunden
vor dem Abbruch der Kulturen und 1,5stiindi-
ger Colcemidblockierung der Mitosen die durch
FUDR vorher verursachten Briiche zu resti-
tuieren. Es ist somit wahrscheinlich, da8 Thy-
midin die Wirkung von FUDR aufhebt. End-
giiltig war diese Frage durch die vorliegenden
Experimente nicht zu kldren, da die Moglich-
keit besteht, daff FUDR zu einer in ihrem Mi-
tosezyklus verschobenen Zellpopulation fiihrt
und die Verhiltnisse dadurch uniibersichtlich
werden. Weitere Versuche unter Verwendung
3H-markierten Thymidins kénnten zur Klarung
beitragen.

Wie aus Tab. 10 hervorgeht, war Thymidin
jedoch nicht in der Lage, die durch die alkaly-
rende Substanz TEM verursachten Briiche zu
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Tabelle 11. Die Beeinflussung der FUDR-Wirkqu.auf die
Chromosomen menschlicher Leukozyten durch Uridinzusatz.

Kon- 0,05 mg/ml FUDR
trolle 24 Std.
24 Std. 24 Std.
0,5 mg/ml 0,5 mg/ml
Uridin Uridin

Metaphasen mit Struktur-
anomalien in Prozent 8 48 24

mittlere Bruchfrequenz

pro Metaphase 0,08 0,95 0,35
Chromatidbriiche (o) 8 56 19
Isochromatidbriiche (%) - 2 1
Fragmente (%) — 18 7
Interchanges = 1 =
ausgezdhlte Metaphasen 100 100 100

modifizieren. Aus dieser Beobachtung 1dBt sich
vermuten, daf3 hier ein anderer Mechanismus
der Bruchentstehung vorliegt.

Der Ubergang von FUDR in Fluoruridylat ist in
vivo moglich. Somit ist auch eine teilweise In-
korporation in die RNS gegeben. Dies ist durch
Zusatz von Uridin im Uberschuf weitgehend
zu verhindern (Tayior, Haut u. Tunc [243]),
Wie nun aus Tab. 11 zu entnehmen ist, ver-
mochte Uridin bei- gleichzeitiger Gabe von
FUDR und 24stiindiger Einwirkungszeit auf
menschliche Leukozyten in vitro das Ausmaf
der durch FUDR induzierten Chromosomen-
verdnderungen deutlich zu reduzieren. So war
der Prozentsatz der von Strukturanomalien be-
troffenen Metaphasen um die Hilfte, die mitt-
lere Bruchfrequenz pro Metaphase von 0,95
auf 0,35 bei Uridinzusatz herabgesetzt. Dies
konnte dafiir sprechen, daf auch bei menschli-
chen Leukozyten FUDR teilweise in die RNS
inkorporiert wird und daff primire RNS-Ver-
inderungen sekundir zu Briichen fithren
konnen.

Ebenso war ein deutlicher Riickgang der Struk-
turveranderungen der Chromosomen nach 6-

stiindiger Einwirkung von FUDR bei gleichzei-
tigem Zusatz von Uridin zu verzeichnen. Wurde
hingegen Uridin 3 Stunden vor Abbruch der
Kultur und FUDR bereits 6 Stunden vor Ab-
bruch der Kultur zugesetzt, so ergaben sich
keine wesentlichen Unterschiede gegeniiber den
Kulturen, die lediglich FUDR erhalten hatten
(Tab. 12). Aus der Tabelle ist weiter zu ent-
nehmen, daf der Zusatz von Adenosin nicht
zu einer merkbaren Reduktion der durch FUDR
verursachten Strukturanomalien fiihrte.

4. Vergleichende zytogenetische Wirkung der
Zytostatika®

Ein Uberblick {iber die Ergebnisse der quantita-
tiven Analysen der durch die einzelnen Zyto-
statika verursachten Chromosomenanomalien
wird in Abb. 8 gegeben. Die Werte gelten je-
weils fiir eine 24stiindige Einwirkungszeit der
Substanzen, die vom Zeitpunkt des Abbruchs
der Kulturen zuriickzurechnen ist. Die Darstel-
lung der Ergebnisse erfolgte in einem semiloga-
rithmischen Koordinatensystem. Auf der Ab-
szisse wurden die Logarithmen der jeweils den
Kulturen verabfolgten Konzentrationen in ug/
ml Kulturmedium aufgetragen. In Abhingig-
keit von der jeweiligen Konzentration wurden
fiir jede ausgewertete Kultur erstens die Zahl
der von Chromosomenaberrationen betroffenen
Metaphasen in Prozent und zweitens die mitt-
lere Bruchfrequenz der einzelnen Metaphase
einer Kultur erfaft. Aufgetragen wurden die
Mittelwerte von 2—5 identisch behandelten
Leukozytenkulturen, wobei die maximale Streu-
ung ebenfalls graphisch dargestellt wurde.

1 Die Ergebnisse dieses Abschnitts sollen spdter in einer
Kurzmitteilung (Hamper, KoBer, RoscH, GERHARTZ u. MEINIG)
erscheinen.

Tabelle 12. Die Beeinflussung der FUDR-Wirkung auf die Chromosomen menschlicher Leukozyten durch Uridin und Adenosin.

0,1 mg/ml FUDR

Kontrollen ¢ Stiinden

0,5 mg/ml 0,5 mg/ml 0,5 mg/ml 0,5 mg/ml

Uridin 6 h Uridin 6 h Uridin 3 h Adenosin 6 h

a b a b a b a b a b
Metaphasen mit Struktur-
anomalien in Prozent 5 8 49 45 18 33 48 43 49 47
mittlere Bruchfrequenz
pro Metaphase 0,06 0,11 0,85 0,79 0,24 0,43 0,82 0,65 0,72 0,88
Chromatidbriiche (%) 5 5 45 44 33 30 38 31 30 36
Isochromatidbriiche (%0) — — 6 5 - — 3 5 3 3
Fragmente (%) 1 3 14 16 6 7 18 14 18 24
ausgezdhlte Metaphasen 100 100 100 100 100 100 65 77 39 62

344

Int. J. clin. Pharmacol. 1 4 (1968) 322—371



Zytostatika — Wirkung — Menschliche Chromosomen

Aus Abb. 8 geht hervor, daf8 der Prozentsatz
der von chromosomalen Strukturanomalien be-
troffenen Metaphasen in Abhédngigkeit von der
verwandten Konzentration einen exponentiel-
len Anstieg aufweist. Lediglich bei dem schon
in sehr niedrigen Konzentrationen wirksamen
Trenimon ist bei hoheren Dosen eine asympto-

Metaphasen mit Struktur-

tische Annidherung der Kurve an den Maximal-
wert von 100 /o zu erkennen. Der Kurvenver-
lauf der fiir die mittlere Bruchfrequenz pro
Metaphase aufgetragenen Werte hingegen
scheint anndhernd linear zu sein.

Die Ergebnisse der quantitativen Chromoso-
menanalyse zeigten somit eine gute Uberein-

Strukturanomalien / Meta -

anomalien in % phase x 10
100 100
(]

50 50
10, 104

) 1 (1= ) 1 | I i)

a0z 2 1 o002 w0z 07 02

TEM Trenimon

100~ 100 —
50+ 50—
10— 10,

el 1 |

0 03 d 10 30 70 100 a 3 & ma =2

Thiotepa A2
100~ 100~
e 5o
10 o = o ——o

mb ; T | " 5 3 ol
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FUDR Methotrexat
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Abb. 8. Quantitative Analyse struktureller Chromosomenanomalien menschlicher Leukozyten in vitro nach 24stiindiger Einwir-

kung verschiedener Zytostatika.
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stimmung der alkylierenden Substanzen unter-
einander. Auch bei dem Antimetaboliten FUDR
wurden shnliche Resultate erzielt. Wegen des
starken Riickgangs der Mitoseindizes FUDR-
behandelter Leukozytenkulturen lieBen sich die
beiden Kurven fiir diese Substanz nicht noch
weiter unter hoheren Konzentrationen verfol-
gen. Eine Ausnahme bildete jedoch der Fol-
sdureantagonist Methotrexat und auch das Me-
thylhydrazinderivat Natulan, die Chromoso-
menaberrationen bei der benutzten Versuchs-
anordnung nicht induzierten.

Dariiber hinaus wurden in einem linearen
Koordinatensystem die den Kulturen zugesetz-
ten Konzentrationen tumorhemmender Mittel,
in uMol umgerechnet, auf der Abszisse aufge-
tragen (Abb. 9). Die mittlere Bruchfrequenz pro
Metaphase wurde hierzu in Beziehung gesetzt.
Wie bei der semilogarithmischen Darstellung
bereits vermutet, lieff sich bei linearem System
ein anndhernd linearer Anstieg der mittleren
Bruchfrequenz pro Metaphase nachweisen. Bei
Trenimon war die wirksame Konzentration so
gering, daf8 diese graphisch nicht darzustellen
war und in Abb. 9 scheinbar nicht vom Null-
punkt abweicht. Der Kurvenverlauf bei A 2 war
nicht sehr {iberzeugend.

Trenimon
r T r TEM

mittlere Bruchfrequenz / Metaphase

Somit konnte bei den getesteten Zytostatika
mit den bereits erwihnten Ausnahmen nach-
gewiesen werden, dafl a) der Prozentsatz der
von Strukturanomalien betroffenen Metapha-
sen exponentiell, b) die mittlere Bruchfrequenz
pro Metaphase annihernd linear in Abhingig-
keit von der Konzentration anstieg. Es ergibt
sich auch, daR die zytogenetischen oder besser
zytologischen Verdnderungen der tumorhem-
menden Mittel nicht in jedem Falle in vitro mit
ihrer zytostatischen Wirksamkeit in vivo korre-
lieren, wie dies am Beispiel des Methotrexats
und des Natulans gezeigt werden konnte.

In Tab. 13 wurden die intravendse Einzeldosis
und die Remissionsdosis beim Menschen sowie
die DL, der Ratte bei einmaliger intraperito-
nealer Injektion eingetragen.

Diese empirisch gewonnenen Werte konnen als
Mafstab der relativen zytostatischen Aktivitat
eines Pridparates dienen.

Zur Priiffung der zytogenetischen Aktivitat
wurde zunichst die Festlegung von Bezugsgro-
Ben erforderlich. Auf Grund der Ergebnisse der
Abb. 8 und 9 boten sich zwei derartige Bezugs-
groflen an: a) diejenige Dosis, die bei 24stiin-
diger Einwirkung eines Zytostatikums in Kurz-
zeitkulturen menschlicher Leukozyten bei 50 /o

Thiotepa

1 1
0 50 100

1
300 pMOL

Abb. 9. Bruchfrequenz menschlicher Leukozytenchromosomen in vitro nach Zusatz von Zytostatika.
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Tabelle 13. Dosisvergleich der relativen zytostatischen und zytogenetischen Wirksamkeit tumorhemmender Mittel.

TEM Trenimon Thiotepa A2 FUDR
Einzeldosis beim Menschen i. v.
in mg [91] 2 0,5-1,0 10 = ca. 250
Remissionsdosis beim Menschen i. v.
in mg [91] 35-70 5-7 180 = ca. 6000
DL, der Ratte i. p.
in mg/kg 1,1 [90] 0,25 [90] 8,4 [90] 600 [37] 350 [59]
Konzentration, die bei 50 %o der
Metaphasen zu Strukturverdnderungen -
der Chromosomen fiihrt,
in ug/ml 0,1 0,045 5 5,5 60
Konzentration, die im Mittel
5 Briiche pro Metaphase induziert 4 0,3 280 120 3000

der bewerteten Metaphasen Strukturanomalien
(eine oder mehrere) der Chromosomen ausldst,
und b) diejenige Dosis, die bei 24stiindiger Ein-
wirkung der Substanzen im Durchschnitt 5
Briiche pro Metaphase zu induzieren vermag.

Vergleicht man nun die Ergebnisse, die in der
Tab. 13 zusammengestellt wurden, so ergibt
sich eine grobe grofenordnungsmifige Uber-
einstimmung der zytostatischen und der zyto-
genetischen Aktivitdit bei den alkylierenden
Substanzen. Bei A 2 liegen keine Ergebnisse
einer Testung am Menschen vor. Auffallend ist,
daR die DL!;, der Ratte bei A 2 um 1—2 Zehner-
potenzen hoher liegt als erwartet, denn die
zytogenetische Aktivitdt dieser Substanz ent-
sprach etwa der des Thiotepa. Dies konnte da-
durch bedingt sein, da8 A 2 nicht die eigentlich
zytostatisch wirksame Substanz in vivo dar-
stellt. Die fiir FUDR angegebenen Werte waren
deshalb nicht vergleichbar, weil das Kultur-
medium (synthetisches Nahrmedium plus Spen-
derplasma) Thymin bzw. Thymidin enthielt,
welches die FUDR-Wirkung, wie bereits ge-
schildert, beeinfluft.

Die Haufigkeit von Interchanges, azentrischen
und einzelnen Fragmenten bei verschiedenen
Zytostatika in Abhingigkeit von der Konzen-
tration ist aus Tab. 14 zu entnehmen.

Es handelt sich hierbei jeweils um die Mittel-
und Extremwerte der Ergebnisse verschiedener
Kulturen. Die Einwirkungszeit der verschiede-
nen Substanzen betrug wiederum jeweils 24
Stunden. Wegen des geringen Stichprobenum-
fangs und wegen der relativ breiten Streuung
der Zihlergebnisse war eine kurvenmifige
Darstellung bzw. eine statistische Auswertung
nicht moglich. Aus Tab. 14 ist jedoch zu ent-
nehmen, daR die Interchangehdufigkeit nach
Zugabe von TEM am hdchsten war. Dieses Er-
gebnis deckt sich mit zytogenetischen Unter-
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suchungen bei TEM-behandelten Miusen, wo-
bei die Hiufung von Translokationen auffiel
(Carranacu [#2), steht jedoch im Gegensatz
zu Befunden bei Drosophila, bei der die nach
TEM entstandenen Briiche wenig Neigung zur
Interchangebildung aufwiesen (Auersacu ["1).
In der Interchangehiufigkeit folgten die treni-
monbehandelten Kulturen. Auch unter Thiotepa
und A 2 ist eine geringere, etwa gleich grofle
Neigung zur Interchangebildung erkennbar.
FUDR jedoch bildete bei den untersuchten Sub-
stanzen eine interessante Ausnahme. Das sehr
seltene Vorkommen von Interchanges konnte
auf einen unterschiedlichen Wirkungsmecha-

Tabelle 14. Vergleich der Interchange- und Fragmentfrequenz
von Leukozytenchromosomen in vitro nach verschiedenen
Zytostatika.

Prdparat Dosis Interchanges azentrische  einzelne
(ng/ml) Fragmente Fragmente
Mittelwerte von 100 Metaphasen
(Extremwerte in Klammern)
TEM 0,02 07 (0-2) 1 (1-2) 1 (1-2)
0,2 23 (39-83) 12 (11-15) 10 (9—10)
i 32 (32-32) 13 (12-14) 14 (12-16)
3 126  (110-142) 31 (24-38) 60 (58—62)
Trenimon 0,002 0,25 (0—1) 10 (4—13) 9 (7—11)
0,004 1,5 (0-3) 14 (11-16) 18 (15—20)
0,02 14 (11-19) 47 (41-57) 28 (23—33)
0,1 13  (10-16) 122 (79—164) 65 (62—67)
0,2 30 (33-26) 127 (84—170) 99 (84—120)
Thiotepa 0,3 0,8 (0-1) 1 (1-1) 1 (1-2)
3 4 (2-6) 6 (4—9) 7 (3-10)
10 3 (1-5) 5 (4—6) 9 (6-11)
30 5  (1-11) 10 (5-20) 15 (8—18)
70 15 (15-15) 29 (26—37) 34 (22—41)
100 17 (15-18) 41 (37—45) 62 (54—70)
A2 1 = 3 (1-5) 2 (1-2)
3 2 (0-2) 4 (2—6) 3 (0-5)
5 3 (1-6) 6 (4—8) 3 (2-4)
10 4 (1-6) 9 (9-10) 7 (6~7)
20 0,3 (0-1) 16 (13—21) 10 (3—15)
50 14 (10-18) 38 (35—40) 30 (21—35)
FUDR 10 0,3 (0-1) 3 (0—6) == 5
50 - - 19 (18—19) 4 (3—4)
200 — — 29 (28—29) 3 (2—4)
500 = — 57 (50—63) 14 (12—15)
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nismus hindeuten. Auch bei Vicia faba konnte
nachgewiesen werden, daf FUDR die sonst vor-
handene Neigung zu Translokationen verhin-
dert (Kmrman [131], Tayror, Haur u. Tune
[243]),

In der Hiufigkeit der Fragmentbildung hinge-
gen steht das Trenimon an erster Stelle. Es
folgen FUDR sowie TEM. Betrachtet man das
Verhiltnis von azentrischen und einzelnen
Fragmenten, so wird leicht erkenbar, daf FUDR
im Gegensatz zu den anderen Substanzen vor-
wiegend azentrische und nur wenig einzelne
Fragmente induzierte. Nach TEM-Einwirkung
scheinen einzelne Fragmente hiaufiger als azen-
trische vorzukommen, wihrend das Umge-
kehrte fiir Trenimon, Thiotepa und A 2 zu gel-
ten scheint.

Aus der Tabelle der Interchange- und Fragment-
hdufigkeit (Tab. 14) ist demnach zu entnehmen,
dafl verschiedene Zytostatika offenbar auch
verschiedene Hiufigkeitsverteilungen der un-
tersuchten Formen chromosomaler Strukturver-
dnderungen aufweisen konnen.

Nun sind die Moglichkeiten einer Zellschidi-
gung durch Zytostatika vielfiltig und reichen
von der Storung biochemischer Reaktionsab-
laufe bis zu morphologisch faBbaren Verinde-
rungen. Die Absterberate konnte beispielsweise
u. a. auch durch die mit zytologischen Methoden
erkennbare Interchangefrequenz beeinfluflt wer-
den. Eine der vielen Deutungsmoglichkeiten
fiir die klinisch bekannte Wirkungsselektivitit

B >ox

Abb. 10. Einige Modglichkeiten der Entstehung von Inter-
changes (Erklirung s. Text).
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zytostatischer Substanzen (GermarTz [3)
konnte neben der Beeinflussung zytoplasmati-
scher Faktoren auch die unterschiedliche Scha-
digung der Kernsubstanz darstellen.

5. Einige Mdgliéhkeiten der Entstehung von
Interchanges

Die Bildung von Interchanges wird ermoglicht
durch die Verschmelzung von Bruchenden nach
der rdumlichen Naherung zweier Chromosomen.
Einige Moglichkeiten, die fiir die Entstehung
von Interchanges am untersuchten Material
typisch sein kénnten, sind in den Abb. 10 und
11 zusammengefalt. Hierzu ist einschrinkend
zu bemerken, da8 es sich lediglich um mégliche,
keineswegs jedoch um bewiesene Vorginge
handeln kann.

Aus der schematischen Zeichnung der Abb. 10
ist zu entnehmen, dafl die Bruchenden zweier
Chromatide kreuzweise (Fig. B) verschmelzen
konnen. Dabei wird angenommen, daf die In-
terchanges die Tendenz haben, sich zu statistisch
optimalen Figuren (meist 3- oder 4armigen
Sternfiguren, s. Abb. 3, 4 und 11) umzubilden,
da durch die Zellmobilitdt und Zytoplasmavis-
kositdt sowie durch Spindelfaserzug Krifte mit
Hebelwirkung moglicherweise ansetzen kénnen.
Auch bei der angenommenen Figur C ist durch
die verbliebene Uberkreuzung der fusionierten
Chromatide noch eine Spannung innerhalb des
entstandenen Gebildes denkbar, die erst durch
eine nochmalige Drehung in der Achsenrichtung
in der Figur D ausgeglichen sein konnte. Die
jetzt entstandene Uberkreuzung der Chromatid-
arme stellt eine statisch bessere Losung dar.
ReverL [209 211] gah nach Rontgenbestrahlung
von Wurzelspitzen der Vicia faba ganz dhnliche
Uberkreuzungen von Chromatiden bei Inter-
changes (Abb. 7 u. 8). In den Figuren der Abb.
11 (D 1—4) sind die tiberkreuzten Chromatide
jeweils nach unten gerichtet. Das Kreuzungs-
phdnomen war photographisch nur schwer dar-
stellbar. Nur bei direktem mikroskopischem
Einblick unter Betdtigung der Mikrometer-
schraube konnte dieses sicher erkannt werden.
Handelt es sich bei dieser Interchangeform zu-
fillig um zwei homologe Chromosomen, so
wire ein somatisches Crossing over in diesem
Falle durchaus denkbar, wie dies auch fiir einen
Teil der nach Stickstofflostbehandlung von
Vicia faba aufgetretenen Translokationen be-
reits vermutet worden ist (Revecr [208]), AuRer-
dem haben Suaw u. Conen [227] bei menschli-
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chen Leukozytenchromosomen nach Mitomyzin
C sowie GErMAN [94] und Grorr u. Opunyo [97]
bei unbehandelten Leukozyten in vitro das so-
matische Crossing over beschrieben.

Eine weitere Moglichkeit der Interchangebil-
dung ist in Abb. 10, Figur E und F, bzw. in
Abb. 11, Figur F 5—9, dargestellt. Hier erfolgte
die End-zu-End-Verschmelzung nicht kreuz-
formig, sondern direkt (Figur E), woraus durch
Abbiegung der Chromatidarme wiederum die
statisch giinstigere Figur F resultieren konnte.
Derartige Formen wurden haufig beobachtet.
Dariiber hinaus besteht die Moglichkeit, daf3
nur jeweils zwei statt vier Bruchenden fusio-
nieren (Abb. 10, Figur G—I). Durch Drehung
sind wiederum zwei statisch giinstige Figuren,
diesmal unter Bildung von Fragmenten, zu er-
warten, ndmlich einmal die Figur H in Abb. 10
bzw. H 10—12 in Abb. 11 und die Figur I in
Abb. 10 bzw. I 13 in Abb. 11, die durch noch-
malige Achsendrehung entstanden sein konnte.

Mehrere Formen der Interchanges waren nicht
deutbar. Sie sind in einigen Beispielen aus Abb.
11, Nr. 14—18, zu ersehen. Meist traten sie
unter hoheren Konzentrationen in vitro auf,
vereinzelt auch bei zytostatisch behandelten
Patienten mit anschlieBend durchgefiihrter Kul-
tur der peripheren Leukozyten (Figur 17). Die
Bruchfrequenz derartiger Interchanges war nicht
festzulegen.

Es ist denkbar, da durch die Kondensation
bzw. stirkere Spirilisation der Chromosomen
in der Metaphase, die durch den Kolchizinzusatz
verstiarkt wurden, die in der Prophase noch er-
haltene Verformbarkeit der Chromatide ab-
nimmt und diese dann ein in sich relativ starres
Gebilde darstellen, an dem die vermuteten
Krifte ansetzen konnen, die ihrerseits zur For-
mung der Interchangefiguren beitragen konn-
ten. Ob diese Deutungen zutreffen, miifsten
Lebendbeobachtungen ergeben.

6. Die Wirkung von Endoxan und dessen Akti-
vierungsprodukten

Zyklophosphamid erwies sich in vitro als weit-
gehend stabil und bei Testung an Tumorzellen
als unwirksam (Brock [?¢], Brock u. Hororst
[381), Die zytostatisch aktive Substanz entsteht
vielmehr erst in vivo nach Leberpassage und 143t
sich dann im Plasma, Galle und Urin beim Men-
schen und bei Siugetieren nachweisen. Leber-
mikrosomen konnen in Gegenwart von Sauer-
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Abbildung 11. Interchangeformen nach Einwirkung von Zyto-
statika auf menschliche Chromosomen.

TEM: Nr. 1, 3, 8, 10, 11, 18

Thiotepa: Nr. 2, 4, 13, 15

Trenimon: Nr. 5, 6, 7, 9, 14, 16

A 2: Nr. 12

Endoxan (in vivo): Nr. 17.

stoff Endoxan aktivieren, nicht jedoch zellfreie
Leberhomogenisate (Brock u. Honorst [38]).

Eigene Versuche ergaben, dafl Endoxan bei di-
rektem Zusatz zu Leukozytenkulturen keine
strukturellen Chromosomenverdanderungen in-
duzierte (Tab. 15). Die Bruchfrequenz dieser

Tabelle 15. Bruchfrequenz menschlicher Chromosomen in vitro
nach Zusatz von aktiviertem und nicht aktiviertem Endoxan.

96 Meta- Bruch-
phasen frequenz

mit pro

Struktur- Meta-

anomalien phase
Kontrolle 1 (+ 1 ml Kontrollplasma 6 0,06

einer

Kontrolle ‘ unbehandelten Ratte) 5 0,06

1) 0,2 mg/ml Endoxan direkt

der Kultur zugesetzt 13 0,14
2) 0,2 mg/ml ” 5 0,07
3) 0,4 mg/ml pe 3 0,03
4) 0,4 mg/ml ” 4 0,04
5) Ratte 1: Endoxan 500 mg/kg i.p.

0,1 ml Rattenplasma 26 0,32
6) Ratte 1: 0,2 ml Rattenplasma 34 0,50
7) Ratte 2: 1000 mg/kg Endoxan i.p.

0,2 ml Rattenplasma 29 0,69
8) Ratte 3: 500 mg/kg Endoxan i.v.

0,5 ml Rattenplasma 56 0,98
9) Ratte 4: 1000 mg/kg Endoxan i.v.

0,5 ml Rattenplasma 87 2,58

Bewertete Metaphasen: 27 in Nr. 7, sonst 100 pro Kultur.
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Tabelle 16. Analyse der Strukturanomalien menschlicher Chromosomen in vitro nach Zusatz von aktiven Endoxan-Umwand-

lungsprodukten.
i tte 3 Ratte 4
Strukturanomalien Ratte 1 Ratte 1 Ratte 2 Ra
der Chromosomen 500 mg/kg 500 mg/kg 1000 mg/kg . 500 mg/kg loooix‘r;g/kg
i.p. i.p. i.p. iv. Vs

SRR 0,1 ml Xglasma 0,2 ml Plasma 0,2 ml Plasma 0,5 ml Plasma 0,5 ml Plasma
Chromatidbriiche 25 33 47 70 73
Isochromatid- u. Chromosomenbriiche 2 5 1 3 o
azentrische Fragmente 2 2 6 7 5
einzelne Fragmente - 1. 4 3 4
Interchanges — 2§ 1 =

Bruchfrequenz - 2 2 — 16
dizentrische Chromosomen i 6 = — = 3
Ringchromosomen — - i — 1
nicht klassifizierbare Strukturanomalien

Bruchfrequenz ca. — — — — 65
Bewertete Metaphasen 100 100 100 27 100

Kulturen hielt sich vielmehr im Bereich der
Kontrollen. Daraufhin wurden 500—1000 mg/
kg Endoxan Ratten (Wistar, Gewicht 200 bis
240 g) intraperitoneal und in anderen Fillen
intravends injiziert und nach einer Stunde he-
parinisiertes Blut mittels Herzpunktion gewon-
nen. Nach scharfem Zentrifugieren wurde
unmittelbar anschliefend Rattenplasma in ver-
schiedenen Mengen Kurzzeitkulturen menschli-
cher Leukozyten 24 Stunden vor der Verarbei-
tung zugesetzt. Aus Tab. 15 und 16 ist zu
entnehmen, daf die im Rattenplasma enthalte-
nen zytostatisch aktiven Umwandlungspro-
dukte des Zyklophosphamids nunmehr eben-
falls Strukturverinderungen an den menschli-
chen Chromosomen verursachten, wie sie in

Tabelle 17. Testung von Amethopterin (Methotrexat) an den
Chromosomen menschlicher Leukozyten in vitro.

% Meta- Bruch-
phasen frequenz
mit pro
Struktur- Meta-
anomalien phase

Amethopterinzusatz: 24 Std. vor Fixierung

1) 6 Std. vor Fixierung:
Hanks-Losung + 1 ug/ml Hycel
Kontrolle 8 0,08

2) 6 Std. vor Fixierung:
Hanks-Losung + 1 ug/ml Hycel
+ 1 ug/ml Amethopterin

3) 24 Std. vor Fixierung:
Hanks-Losung - 1 ug/ml Hycel
-+ 1 nug/ml Amethopterin 11 0,2

°

0,11

4) 5 mg Amethopterin Ratte i.v.,
nach 1 Std. 0,5 ml Plasma
24 Std. vor Fixierung den
Kulturen zugesetzt 13 0,13

5) wie4 22 0,32

6) 20 mg Amethopterin Ratte i.v.
nach 1 Std. 1,0 ml Plasma
24 Std. vor Fixierung den
Kulturen zugesetzt 7 0,07

7) wie 6 3 0,03

Zahl der bewerteten Metaphasen bei 4: 45, sonst 100.
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dhnlicher Weise auch bei anderen Zytostatika
nachgewiesen wurden. Maximale Veridnderun-
gen wurden nach 1000 mg/kg Endoxan intra-
venos und 0,5ml Rattenplasma beobachtet:
87 %0 der ausgewerteten Metaphasen wiesen
Strukturverinderungen der Chromosomen auf,
die mittlere Bruchfrequenz pro Metaphase be-
trug 2,6. Zahlreiche Fragmente, relativ wenig
Interchanges, vereinzelt dizentrische und Ring-
chromosomen wurden nachgewiesen (Tab. 16).

7. Die Wirkung von Amethopterin

Bei direktem Zusatz von Amethopterin (Me-
thotrexat) zu den Leukozytenkulturen wurden
auch bei maximaler Dosierung keine iiber das
Mag der Kontrollen hinausgehende Chromo-
somenenanomalien beobachtet (s. Tab. 17). Die
therapeutische Einzeldosis beim Menschen dien-
te als Anhaltspunkt fiir die einer Kultur zuzu-
setzende Menge eines Zytostatikums. Setzt man
nidmlich voraus, da8 in vivo eine gleichmiRige
Verteilung der Substanz in ca. 10 1 Lésungswas-
ser bei Normalgewicht stattfindet, und vernach-
lassigt man zugleich den Konzentrationsabfall,
wie er in vivo durch Abbau bzw. Ausscheidung
eintritt, so entsprechen z. B. 2 mg TEM (thera-
peutische Einzeldosis) i. v. etwa 0,2 ug/ml TEM
in vitro. Die zehnfache TEM-Konzentration
fithrte in der Kultur bereits zu maximalen
Bruchfrequenzen. Ubertrigt man diese Uberle-
gungen auch auf Methotrexat, so wire die ent-
sprechende Dosis in vitro 1 ug/ml Kulturme-
dium, da die therapeutische Einzeldosis mit
10 mg angegeben wird. Methotrexat wurde nun
jedoch nicht nur bei 10facher, sondern sogar bei
100facher Konzentration in der Kultur getestet,
ohne daf jedoch vermehrt Strukturanomalien
der Chromosomen auftraten (Abb. 8).
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Da das bei diesen Versuchen verwandte Kultur-
medium (TC 199 und autologes Plasma) Fol-
saure enthielt, wurde 6 bzw. 24 Stunden vor der
Verarbeitung das Kulturmedium gegen eine
Elektrolytlosung nach Hanks unter gleichzeiti-
gem Zusatz von Methotrexat ausgetauscht. Es
zeigte sich jedoch, daf8 der Mitoseindex derar-
tig behandelter Kulturen rapide absank, so da8
es nur einmal gelang, eine zusitzlich mit Hycel
(KCN) behandelte Kulturserie auszuwerten.
Kaliumzyanid wurde deswegen zugesetzt, um
die Fusion von Briichen weitgehend zu verhin-
dern. Denn das Fehlen der unter Methotrexat-
einwirkung zu erwartenden Briiche konnte
zweierlei Ursachen haben: a) Methotrexat in-
duziert keine Briiche; b) die entstandenen Brii-
che wurden restituiert, so da8 in der Metaphase
keine gesteigerte Bruchfrequenz nachweisbar
war.

Tab. 17 148t erkennen, daf8 auch bei kombinier-
ter Verwendung von Hanks-Losung, Hycel und
Methotrexat keine Vermehrung der Chromo-
somenanomalien nachgewiesen wurden.

Da nun die Mdglichkeit nicht auszuschlieSen
war, daf} dhnlich wie bei Endoxan die zytosta-
tisch aktive Form erst durch chemische Um-
wandlung in vivo entsteht, und da dariiber hin-
aus neuerdings bei Mausen mit L-1210-Aszites-
lymphom gefunden wurde, daf8 bei Injektion
von 3H-markiertem Methotrexat die grofite Ak-
tivitit in der Leber nachzuweisen ist (Brobpig,
ExG, WALLERSTEIN u. ScHORR [39]), wurde Ameth-
opterin auch nach Passage durch Ratten ge-
testet. Die dabei verwandte Methode wurde
bereits bei der Priifung von Endoxan beschrie-
ben. Es zeigte sich (Tab. 17), daf8 auch bei hoher
Dosierung, die von den Ratten auch wihrend
einer Stunde nur schlecht toleriert wurde, keine
Vermehrung von Briichen in den Chromoso-
men der kultivierten Leukozyten auftrat. Somit
konnte das Rattenplasma ein Umwandlungs-
produkt von Methotrexat mit ausgepragter mu-
tagener Wirkung nicht enthalten.

Als nicht mutagen erwies sich Methotrexat auch
bei Drosophila (LiErs u. R6HRBORN [144]), sowie
beim ELD-Aszitestumor der Maus (Kato [1°).

Aus den geschilderten Ergebnissen geht somit
hervor, da bei der gegebenen Versuchsanord-
nung zytostatisch- wirksame Substanzen wie
folgt gruppiert werden konnen:

a) Zytostatika, die. Chromosomenmutationen
ausldsen (TEM, Trenimon, Thiotepa, A 2
und FUDR).
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Abb. 12. Lokalisation der Chro-
matidbriiche.

b) Zytostatika, bei denen Chromosomenmuta-
tionen in groflerem Ausmafl nicht nachge-
wiesen werden konnten (Natulan und Me-
thotrexat).

c) Zytostatika, die erst nach Aktivierung in
vivo Chromosomenmutationen induzieren
(Endoxan).

Zu b): Luers [162] wies an Drosophila nach, dal

Aminopterin und Sanamyzin nicht mutagen

wirksam sind. Das gleiche gilt fiir Amethopte-

rin und weitere Antimetabolite (LUERs u. ROHR-

BORN [163]),

8. Die Lokalisation der durch Zytostatika indu-
zierten Briiche

Die Lokalisation der Briiche wurde nur an Zel-
len vorgenommen, die keine Interchanges ent-
hielten. Es wurden folgende Chromosomen
bzw. Chromosomengruppen unterschieden: Nr.
1,2,3,4—5,6-12, X, 13—15, 16, 17—18, 1920,
2fepo ¥

Die Klassifizierung entsprach der Denver No-
menklatur [5¢1, Es galt jedoch iiber eine derar-
tige Klassifizierung hinaus eine feinere und
praktisch anwendbare Unterteilung der Chro-
matide zu finden. Es zeigte sich dabei, daf die
Unterteilung der Chromatide in drei gleich gro-
Be Segmente die beste Losung darzustellen
schien. Es wurde daher vorgeschlagen, folgende
Segmente zu unterscheiden (HamreL u. PaLme
1963 [104]), 5. Abb. 12:

ein Segment proximal vom Zentromer gelegen,

ein Segment distal vom Zentromer gelegen und
ein Segment intermediir gelegen.

GLAss [95] benutzte eine dhnliche Einteilung zum
Studium rontgeninduzierter Briiche bei Belleva-
lia romana. Er unterschied proximale, mediane
und distale Schenkel. Nicsors, Levan u. Kiar-
Man [1931 teilten die Chromatide gleichfalls in
drei Segmente gleicher Grofe ein und gaben
den Segmenten der langen Arme die Nummern
1—3 und denen der kurzen die Nummern 4—6.
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Abb. 13. Lokalisation TEM-induzierter Chromatidbriiche

menschlicher Leukozyten in vitro. (Aus HAMPEL u. GERHARTZ
[101].)

Wo moglich, wurde zwischen langen und kur-
zen Armen unterschieden. Bei median gelege-
nem Zentromer, d. h. bei annéhernd gleichlan-
gen Armen der Chromosomen 3 und 19—20,
lieR sich diese Unterscheidung nicht durchfiih-
ren.
Ferner konnten natiirlich bei den akrozentri-
schen Chromosomen die Chromatide der kurzen
Arme nicht weiter unterteilt werden. Das war
bei den Chromosomen der Gruppen 13—15 und
21—22, Y der Fall.
Beispiele fiir verschiedene Formen der Chroma-
tid- und Chromosomen- bzw. Isochromatid-
briiche sind in Abb. 14 zusammengestellt. Aus
der Abbildung sind folgende Formen ersicht-
lich:
1. proximaler
Arm;
2. intermediirer Chromatidbruch am langen
Arm;
3. distaler Chromatidbruch am langen Arm;
4. intermedidrer Chromatidbruch eines akro-
zentrischen Chromosoms der Gruppe 13 bis
15 mit Achsendrehung, einer mdglichen
Form der Dislokation;

Chromatidbruch am langen
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5. Translokation eines Chromatids bei offen-
gebliebener Bruchliicke des anderen, wie
aus der Karyotypanalyse zu entnehmen
war;

6. intermediirer Chromosomen- oder Isochro-
matidbruch und distaler Chromatidbruch
bei einem Diplochromosom;

7. distaler Chromosomen- oder Isochromatid-
bruch der langen Arme;

8. intermedidrer Chromatidbruch der kurzen
Arme mit sekunddrer Konstriktion auf glei-
cher Hohe. Frither wurde dabei eine Bruch-
konstriktion (Ostercren u. Waxkonig [197])
angenommen. Bei quantitativen Analysen,
die dieser Arbeit zugrunde liegen, wurden
derartige Veranderungen nicht als Briiche
bewertet;

9. das gleiche gilt fiir diese Verdnderung mit
Dislokation;

10. distaler Chromatidbruch mit Verlust eines
Bruchstiicks;
11. azentrisches, gedoppeltes Fragment.

Die Verdnderungen 8—10 traten bei In-vitro-
Versuchen sehr selten auf, wurden jedoch hiu-
figer bei 2 Patienten mit chronischer Myelose
beobachtet (HampEL u. PaLme [104]),

Am Beispiel des TEM wurde zunichst eine gro-
be Bruchlokalisation vorgenommen, um den
EinfluB der verschiedenen Konzentrationen des
Zytostatikums auf die Bruchverteilung zu stu-
dieren (Hamper u. Geruartz [1°11), Wie aus
Abb. 13 hervorgeht, konnte gezeigt werden,
dag die Verteilung der Briiche in den Chroma-
tidsegmenten im wesentlichen von der Konzen-
tration unabhingig ist. Uber eine Dosisvaria-

Chromatidbriiche

1 2 7 4 &)
(%) 5
h 2 ey e
/]
Chromosomenbriche L ' ,

TEE
7 ] g 2 1

Abb. 14. Beispiele chromosomaler Strukturanomalien bei der
zytostatisch behandelten chronischen Myelose. (Aus HampeL
u. PaLME [104].)
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tion von einer Zehnerpotenz blieb die Vertei-
lung der Briiche in den Segmenten annihernd
konstant. Weitaus an der Spitze der Bruchfre-
quenz standen die distalen Segmente der langen
Arme mit iiber 40 %/o aller Briiche, gefolgt von
den intermedidren und den proximalen. Auffal-
lend war schon zu dieser Zeit, daf3 die sehr klei-
nen Chromosomen der Gruppen 16—22, Y auf-
fallig selten von Briichen betroffen wurden.

Setzt man nun fiir die Gesamtliange aller Chro-
mosomen einer Metaphase einen Wert von 1000
Einheiten ein, so sind die relativen Lingen der
Chromosomen durch Messung zu ermitteln
(Levan u. Nicuors [1491), Dabei wurden die
Chromosomen in der bereits geschilderten Wei-
sein Gruppen zusammengefafit und die relative

Lange nicht nur fiir das Einzelchromosom bzw.
die Chromosomengruppe, sondern auch jeweils
fiir die langen und kurzen Arme der Chromati-
de angegeben. Teilt man nun die Werte
der einzelnen Chromatide durch drei und
markiert je ein distales, intermedidres und
proximales Segment, so erhdlt man auch
die Lange der einzelnen Chromatidsegmen-
te in Teilen von 1000 (Tab. 18, Spalten
1—2.) Unter der Voraussetzung, dafl eine gleich-
mifige Verteilung von Chromatidbriichen in
den Chromosomen vorliegt, wére die relative
Liange der Chromatide bzw. deren Segmente der
Zahl der in dieser Lingeneinheit vorkommen-
den Briiche proportional. Unter einer weiteren
Voraussetzung, ndmlich wenn pro Langenein-

Tabelle 18. Lokalisation der durch Zytostatika induzierten Briiche.

relative Lange
= Bruchfrequenz

; C b TEM Trenimon Thiotepa A2 FUDR FUDR
Chromosomen bei gleichmaBiger 543 24 h 24 h 24 h 24h 6h
Verteilung

Nummer Arm Segment m w w m w m m m

1 lang distal 15 15 45 49 73 52 38 32

intermed. 15 15 25 28 25 37 23 24

proximal 15 15 10 7 12 9 20 3

kurz d. 14 14 20 14 30 15 16 13

1 14 14 10 11 8 16 5 12

p. 14 14 2 6 6 6 2 3

2 lang d. 16 16 39 36 36 23 54 32

1 16 16 25 25 22 28 16 29

p. 16 16 11 12 4 10 14 6

kurz d. 11 i1 6 20 10 18 7: 7 22

i 11 11 11 12 15 8 2 10

p. 11 11 13 6 5 2 - 7

3 e d. 23 23 28 23 21 28 28 41

i 23 23 8 17 14 20 13 V4

p. 23 23 8 2 2 2 5 6

4-5 lang d. 30 29 45 29 45 30 72 60

i 30 29 32 35 28 75 34 40

p. 30 29 8 11 9 6 9 13

kurz d. 11 11 12 11 12 8 5 4

i 11 11 8 8 8 12 5 24

p. i 7 8 11 2 5 2 2 7 2

6—12, X lang d. 80 85 204 169 213 125 235 232

: 80 85 98 109 93 123 82 72

p. 80 85 46 48 30 37 39 46

kurz d. 40 43 49 72 46 24 54 35

i. 40 43 31 23 28 37 41 32

p. 40 43 18 18 14 11 5 16

13-15 lang d. 30 29 70 42 59 54 71 78

b 30 29 35 63 21 62 27 24

p. 30 29 11 8 6 12 5 13

kurz 13 13 — 3 3 1 - —

16 lang d. 6 6 4 19 16 22 13 6

i< 6 6 4 5 7 18 2 3

p- 6 6 3 3 1 7 = -

kurz 12 12 6 7 5 1L 2 2

17-18 lang d. 14 14 10 15 15 12 5 24

il 14 14 9 4 6 15 5 3

p. 14 14 3 2 - 4 2 —

kurz 15 15 1 2 1 1 2 —

19-20 & d. 15 15 9 13 9 3 5 6

14 15 15 2 1 10 7 - 2

p- 15 15 - g = 1 2 =

21-22, Y lang d. 11 8 1 11 17 8 21 15

i 11 8 1 2 2 4 2 g

p- X 11 8 1 3 3 7 = 3

kurz 9 7 = = 1 i B =

Summe 997 1004 998 1000 1001 1002 995 1002
Zahl der

gezihlten Briiche - - 905 944 1028 1044 558 681
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Abb. 15. Lokalisation der durch Zytostatika induzierten
Briiche.

heit 1 Bruch bei gleichmifiger Verteilung auf-
trite, wire die relative Chromatidlinge gleich
der darin auftretenden Bruchzahl. Diese Vor-
aussetzungen wurden in den ersten beiden Spal-
ten der Tab. 18 geschaffen, indem nicht nur die
relativen Langen der Chromatidsegmente, son-
dern auch die in diesen Segmenten gezihlten
Briiche jeweils in Promille ausgedriickt wurden.
Somit ist die relative Segmentlinge in den er-
sten beiden Spalten gleich der darin zu erwar-
tenden Bruchfrequenz bei gleichmiRiger Vertei-
lung und damit direkt vergleichbar mit den tat-
sdchlich gefundenen Bruchfrequenzen.
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Vergleicht man nun die hypothetischen Werte
in den ersten beiden Spalten der Tab. 18 mit
den Werten, die nach zytostatischer Behandlung
der Kulturen in den einzelnen Chromatidseg-
menten tatsichlich gefunden wurden, so lafSt
sich unschwer erkennen, daf es sich nicht um
eine gleichmiRige Verteilung der Briiche in den
Chromatidsegmenten handeln kann. Vielmehr
ist aus Tab. 18 und aus Abb. 15, die eine gra-
phische Darstellung der gefundenen Werte ent-
hilt, zu entnehmen, daf8 die Mehrzahl der Chro-
mosomen in den distalen Chromatidsegmenten
die meisten Briiche aufweist. In den intermedia-
ren Segmenten waren wesentlich weniger Brii-
che zu lokalisieren, mit Ausnahme der nach A-
2-Einwirkung in den Chromosomen der Gruppe
6—12, X und 16 sowie nach Trenimon in Nr. 16
gefundenen Werte. Trotz einiger signifikanter
Unterschiede in der Bruchverteilung auf die ein-
zelnen Segmente nach verschiedenen Zytosta-
tika (alpha gleich oder unter 0,01 bzw. 0,05)
konnte es sich jedoch auch bei der relativ gro-
Ben Streuung der Ergebnisse in denselben Seg-
menten um zufillige Mefergebnisse handeln.
Geringere Bruchzahlen entfielen auf die proxi-
malen Segmente. Ein wesentlicher Unterschied
zwischen den Kulturen mit 6- und 24stiindiger
FUDR-Einwirkung lief sich nicht nachweisen.
Briiche in den kleineren Chromosomen waren
relativ selten, ein Bewertungsfehler ist jedoch
hier nicht auszuschlieffen, da Briiche in diesen
Chromosomen z.T. nur schwierig erkennbar
waren.

Falt man alle Mefergebnisse der Chromoso-
men Nr. 1—15 zusammen, so ist, wie aus Abb.
16 ersichtlich wird, die Haufigkeit der Briiche
pro Langeneinheit der Chromatidsegmente von
distal nach proximal fallend, bei einer relativ
hohen Standardabweichung der Mittelwerte.

Trigt man nun die Anzahl der pro Lingenein-
heit identischen Bruchfrequenzen fiir die proxi-
malen, intermediiren und distalen Chromatid-
segmente getrennt auf (Abb. 17), so 1dBt sich
unschwer die ungleichmiBige Verteilung der
Briiche nach Zytostatika auf die einzelnen Seg-
mente erkennen. Bei gleichmiiger Verteilung
wire in allen Segmenten das Maximum der
Mefergebnisse bei 1 gelegen, die Werte wiir-
den in einer Gauf3schen Kurve um diesen Wert
streuen. Tatsédchlich lag jedoch das Maximum
der proximalen Segmente deutlich unter 1, eine
Bruchfrequenz pro Lingeneinheit von iiber 1
war unwahrscheinlich. In den intermedidren
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Segmenten streuten die Ergebnisse breit um den
Wert 1, wihrend es in den distalen Abschnitten
weitaus wahrscheinlicher war, Werte iiber 1 als
darunter zu finden. Wegen der groflen Streu-
breite der Ergebnisse bei der Bewertung von
insgesamt 5160 Briichen war die mathematische
Definition der Kurvenverliufe nicht mdoglich.
(Die statistische Berechnung verdanke ich Herrn
Dipl.-Phys. Karrt Hemnz Meinig, Nuklear-me-
dizinische Abteilung der Freien Universitdt
Berlin.)

9. Anaphasestudien

Quantitative Studien iiber Anaphaseverinde-
rungen bei menschlichen Leukozyten in vitro
konnten in der Literatur nicht gefunden werden.
Wahrscheinlich ist der Grund darin zu suchen,
daf in den Prdparaten nur ganz vereinzelt aus-
wertbare Anaphasen auftreten. Meist werden

I+
o7
+ W
AN

Briiche/ Langeneinheit

ld i b . kK kd

0

[ =lange Arme d = distal W i
k=kurze Arme I = intermediar

Abb. 16. Mittlere Bruchfrequenz pro Lingeneinheit mit Stan-
dardabweichung der Mittelwerte (Chromosomen Nr. 1-15).

Int. J. clin. Pharmacol. 1 4 (1968) 322—371

Anzahl identischer Bruchfrequenzen /Langeneinheit

Le Pa
Yy
YT
O S OTaNNIENE 2 " 25 3 3y 4 48
Briiche / Langeneinheit
p = proximal  i=intermediar  d = distal

Abb. 17. Mefergebnisse identischer Bruchfrequenzen pro Lin-
geneinheit in den einzelnen Chromatidsegmenten.

friithe Anaphasen gesehen, deren Chromoso-
men jedoch noch nicht weit genug polwirts ge-
zogen worden sind, als daff moglicherweise be-
stehende Anaphaseverdnderungen sichtbar
wiirden. Korter %] verdffentlichte ein Eintei-
lungsschema der durch Zytostatika verursachten
Anaphaseverinderungen beim Walkerkarzi-
nom der Ratte, die durch dizentrische Chromo-
somen verursacht worden waren. Boox, Frac-
caro, FrepGa u. Linpsten [23] beschrieben
Anaphaseverinderungen  rontgenbestrahlter
menschlicher Embryonalzellen in Langzeitkul-
tur und gaben in einer Skizze einen Uberblick
iiber die Pathomorphologie derartig behandel-
ter Anaphasen. Anaphaseveranderungen bilde-
ten Nicaors u. Heneen [88] nach Einwirkung
von Arabinosylzytosin auf embryonale Lungen-
zellen und Hamper u. Levan [19%] nach Kilteein-
wirkung auf Lu 106 in Langzeitkultur ab. Ana-
phasestudien an pflanzlichem und tierischem
Material hingegen sind so zahlreich mitgeteilt
worden, da8 dieses Schrifttum kaum zu iiber-
sehen ist.

Methode: Die Kulturen wurden bis auf folgen-
de Abweichungen wie die Metaphasenpréparate
behandelt: Der Zusatz von Colcemid und die
hypotonische Vorbehandlung entfielen, TEM
wurde den Kulturen 24 Stunden vor der Fixie-
rung in einer Konzentration von 0,2 bzw. 1,0
ug/ml Kulturmedium zugesetzt. Bewertet wur-
den spite Anaphasen. Es war aber nicht auszu-
schlieBen, daf es sich teilweise auch um friithe
Telophasen gehandelt haben konnte, da die be-
ginnende Abschniirung des Zytoplasmas bei der
Orceinfarbung z. T. nicht sichtbar war.
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Segmenten streuten die Ergebnisse breit um den
Wert 1, wahrend es in den distalen Abschnitten
weitaus wahrscheinlicher war, Werte iiber 1 als
darunter zu finden. Wegen der groflen Streu-
breite der Ergebnisse bei der Bewertung von
insgesamt 5160 Briichen war die mathematische
Definition der Kurvenverliufe nicht moglich.
(Die statistische Berechnung verdanke ich Herrn
Dipl.-Phys. KarL Heinz Memnig, Nuklear-me-
dizinische Abteilung der Freien Universitit
Berlin.)

9. Anaphasestudien

Quantitative Studien iiber Anaphaseverinde-
rungen bei menschlichen Leukozyten in vitro
konnten in der Literatur nicht gefunden werden.
Wabhrscheinlich ist der Grund darin zu suchen,
daf8 in den Praparaten nur ganz vereinzelt aus-
wertbare Anaphasen auftreten. Meist werden

Briiche/ Langeneinheit

s N T T
/,//'7",7/ ////j;// J'

' its bk K K
( = lange Arme d = distal i
k= kurze Arme [ = intermediar p = proximal

Abb. 16. Mittlere Bruchfrequenz pro Lingeneinheit mit Stan-
dardabweichung der Mittelwerte (Chromosomen Nr. 1-15).
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Anzahl identischer Bruchfrequenzen / Langeneinheit
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Abb. 17. MeBergebnisse identischer Bruchfrequenzen pro Lin-
geneinheit in den einzelnen Chromatidsegmenten.

frilhe Anaphasen gesehen, deren Chromoso-
men jedoch noch nicht weit genug polwirts ge-
zogen worden sind, als da moglicherweise be-
stehende Anaphaseverinderungen sichtbar
wiirden. KorLer [135] verdffentlichte ein Eintei-
lungsschema der durch Zytostatika verursachten
Anaphaseverinderungen beim Walkerkarzi-
nom der Ratte, die durch dizentrische Chromo-
somen verursacht worden waren. Book, Frac-
caro, FrepGa u. Linpsten [33] beschrieben
Anaphaseveranderungen  rontgenbestrahlter
menschlicher Embryonalzellen in Langzeitkul-
tur und gaben in einer Skizze einen Uberblick
iiber die Pathomorphologie derartig behandel-
ter Anaphasen. Anaphaseveranderungen bilde-
ten Nicuors u. Heneen [188] nach Einwirkung
von Arabinosylzytosin auf embryonale Lungen-
zellen und Hamper u. Levan [193] nach Kilteein-
wirkung auf Lu 106 in Langzeitkultur ab. Ana-
phasestudien an pflanzlichem und tierischem
Material hingegen sind so zahlreich mitgeteilt
worden, dafl dieses Schrifttum kaum zu iiber-
sehen ist.

Methode: Die Kulturen wurden bis auf folgen-
de Abweichungen wie die Metaphasenpriparate
behandelt: Der Zusatz von Colcemid und die
hypotonische Vorbehandlung entfielen, TEM
wurde den Kulturen 24 Stunden vor der Fixie-
rung in einer Konzentration von 0,2 bzw. 1,0
ug/ml Kulturmedium zugesetzt. Bewertet wur-
den spite Anaphasen. Es war aber nicht auszu-
schlieRen, daf es sich teilweise auch um frithe
Telophasen gehandelt haben konnte, da die be-
ginnende Abschniirung des Zytoplasmas bei der
Orceinfirbung z. T. nicht sichtbar war.
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Ergebnisse: Bei fehlendem Zusatz von Desaze-
tylmethylkolchizin war einmal die Mitoserate
gering. Andererseits befanden sich die meisten
Mitosen im Stadium der Metaphase, mehrere
Prophasen und frithe Anaphasen waren eben-
falls sichtbar. Nur ganz vereinzelt konnten spd-
te Anaphasen bzw. frithe Telophasen nachge-
wiesen werden, so daf eine quantitative Aus-
wertung der Ergebnisse nicht mdglich war.

Abb. 18a liBt eine normale spite Anaphase
eines menschlichen Leukozyten aus einer Kon-
trollkultur erkennen. Abb. 18b zeigt eine friihe
Anaphase mit liegengebliebenen, anscheinend
langsgeteilten Fragmenten, die vermutlich durch
das Fehlen eines Kinetochors von den Spindel-
fasern nicht polwirts gezogen werden konn-
ten. Abb. 18 c 148t eine dreipolige Anaphase er-
kennen, wobei ebenfalls ein liegengebliebenes
Fragment und eine fragliche Briickenbildung
sichtbar sind. Abb. 18d schlieBlich zeigt eine
Briickenbildung, vielleicht auf Grund einer In-
terchangebildung.

¥-1
\ /
o

Abb. 18. Anaphaseverinderungen nach TEM.
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Die Wirkung von Zytostatika auf menschliche
Chromosomen in vivo

Verdffentlichungen, aus denen Ergebnisse einer
Chromosomenanalyse zytostatisch behandelter
Patienten hervorgehen, wurden bereits in der
Literaturiibersicht beriicksichtigt. Die Endoredu-
plikation, bei der eine zusitzliche Duplikation
der Chromosomen in der Ruhephase stattfindet,
ist an den Diplochromosomen in der Metaphase
leicht zu erkennen. Dieses Phinomen ist in nor-
malen Kurzzeitkulturen menschlicher Leukozy-
ten selten zu beobachten. OBk [19] fand bei Aus-
wertung von 2593 Metaphasen unbehandelter
Kulturen in 0,31 %0 Endoreduplikationen. Als
bemerkenswert sollte das Auftreten der Endo-
reduplikation nur dann bezeichnet werden,
wenn die Haufigkeit dies rechtfertigt (Fraccaro
u. LinpsTen [82]),

Berichte iiber das Auftreten einer Endoredupli-
kation in bemerkenswertem Umfange sind, so-
weit sie zuginglich waren, in Tab. 19 zusam-
mengestellt.

Dagegen diirften die vereinzelt auftretenden
Endoreduplikationen, wie sie von FrIEDMAN,
SAENGER u. KreInDL [86] und von Houston, Le-
VIN u. RITZMANN (1111 beschrieben wurden, nicht
von speziellem Interesse sein (siche Fraccaro
u. LinDsTEN [82] sowie Ergebnisse von Ose [195]).
Bei Langzeitkulturen ist noch grofere Zuriick-
haltung geboten, da aus ungeklirten Griinden
ohne Vorbehandlung diese Zellen einen erheb-
lich schwankenden Prozentsatz endoredupli-
zierter Metaphasen aufweisen konnen.

Abb. 19 zeigt eine Endoreduplikation bei der
chronischen myeloischen Leukimie mit einem
Diplo-Ph'-Chromosom.

Uber die Analyse von Chromosomenaberratio-
nen zweier zytostatisch behandelter Patienten
mit chronischer myeloischer Leukédmie soll kurz
berichtet werden (aus HampeL u. Parme [104]):
Einmal handelte es sich um eine im Juni 1963
verstorbene Patientin mit seit Februar 1961 be-
stehender chronischer Myelose. Von April bis
Mai 1961 bzw. Februar bis Mirz 1963 erhielt
sie insgesamt 500 mg Myleran. Seit Beginn des
Myeloblastenschubs im April 1963 bis zum Be-
ginn der ersten Leukozytenkultur im Mai 1963
erhielt sie insgesamt 1,2 g Purinethol in einer
Tagesdosis von 50 mg. Von 4200 peripheren
Leukozyten pro mm?® waren 35°%0 Myelobla-
sten, 2 90 Promyelozyten und 21 %0 Myelozy-
ten. Tab. 20 148t eine erhebliche Streuung um
die modale Chromosomenzahl erkennen, wobei

Int. J. clin. Pharmacol. 1 4 (1968) 322—371
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Abb. 19. Diplo-Ph!-Chromosom bei der chronischen Myelose. (Aus HampeL [100].)

die Endoreduplikation mit 19 %0 der bewerte-
ten Metaphasen besonders auffillt. Dieses
Phinomen war in simtlichen der drei angesetz-
ten Leukozytenkulturen nachzuweisen. Mehrere
dizentrische Chromosomen waren sichtbar.
Komplexe Chromosomenaberrationen waren
vermutlich durch Interchangebildung bedingt.

Bei insgesamt 174 ausgewerteten Metaphasen
wiesen insgesamt 83 oder 48 /o Chromosomen-
anomalien auf. Zieht man davon die 16 Zellen
mit nachweisbarem Ph?-Chromosom ab, so zeig-
ten noch 32 /o der Metaphasen Strukturanoma-
lien, von denen angenommen werden kann, da8
sie teilweise durch die vorausgehende zytosta-

Tabelle 19.
Autoren Material Behandlung Kultur
BELL u. BAKER 1962 [16] normale Leukozyten Roéntgenstrahlen Kurzzeit
BoTTURA u. FERRARI 1963 [34] Leukozyten bei 6-Merkaptopurin
akuter Leukose in vivo Kurzzeit
Jackson u. LinDAHL-KIESSLING 1963 [118 normale Leukozyten f-Merkaptopyruvat
Y. :
in vitro Kurzzeit
3- i 1
JACKsON u. LINDAHL-KIESSLING 1963 [119] normale Leukozyten /l'n 1\‘;Iietrr1;aptoathano Kurzzeit
2 . MITANI 1963 [207 Leukozyten bei §—Mgrkaptopurin ]
RESHEY, ZUEEZER [207] akuter monozytoider in vivo Kurzzeit
Paramyeloblasten-
leukose
i iedene Zyto-
3 [99 Leukozyten bei verschiedene .
gﬁgii }196PAE.M1]E 1964 [104] chron. myeloischer statika in vivo Kurzzeit
’ Leukdmie
357
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Tabelle 20. Chromosomenanalyse bei der zytostatisch behandelten chronischen Myelose. Pat. E. G. (Aus HamPEL u. PALME

[104].)
Endoredu-

<44 44 45 46 47 48 50 54 56 58 92 >92 pllkatl_on total

6 7 10 106 11 6 i : 4 b & i 4 i 8 19 174

Chromatidbriiche Chromosomenbriiche
kurzer Arm langer Arm kurze Arme lange Arme

proximal 2 5 1
intermediér 2 1 (Nr. 1) 6 2 1
distal 1 1 (Nr. 1) 9 3 Nr. (16—18) 12
mit breiter achromat. Liicke 4 o
mit Dislokation 1 1 1
mit Translokation 1
azentrische Fragmente - 16
isolierte Fragmente 6
Chromatid- und Chromosomenbruch 1

bei einem Diplochromosom

Ph!-Chromosom dizentrisch
16 8

abnorm lange
Satelliten (Nr. 13—15)
3

komplexe Chromosomenaberrationen
1

Metaphasen, gesamte
mit Chromosomenaberrationen

=

74
83 =48%

tische Therapie ausgelost wurden. Bemerkens-
wert war, dal die Mehrzahl der Chromatid-
bzw. Chromosomenbriiche distal an den langen
Armen auftrat.

Bei einem anderen, 38 Jahre alt gewordenen
Patienten wurde die Diagnose einer chronischen
myeloischen Leukdmie im Jahre 1957 gestellt.
Wegen einer Osteochondrose erhielt er 1954
insgesamt 1350 R Rontgenbestrahlung der
Lumbosakralregion und 1958 bis 1960 insge-
samt 3025 R auf Milz und verschiedene Kno-
chenmarkabschnitte zur Behandlung der Myelo-

se. Von Juni 1961 bis Januar 1963 wurde er zy-
tostatisch behandelt. In dieser Zeit erhielt er
insgesamt 42 g Mannit-Myleran, 4,87 g Azete-
pa, 95 mg Vincaleukoblastin und 598 mg My-
leran. In den letzten 4 bzw. 6 Monaten vor dem
Ansatz der beiden Leukozytenkulturen erhielt
er lediglich 8 mg Methylprednisolon pro die.
Zur Zeit der zweiten Kultur machte sich eine
beginnende Entdifferenzierung mit Ubergang
in einen Myeloblastenschub bemerkbar.

Die numerische und strukturelle Analyse der
Chromosomenveranderungen ergab dhnliche

Tabelle 21. Chromosomenanalyse bei der zytostatisch behandelten chronischen Myelose. Pat. H. H. (Aus HaMPEL u. PALME

[104].)
Endoredu-
<44 44 45 16 47 48 52 60 66 78 84 86 92 plikation total
5 3 9 60 6 2 1L 1 ) 1 i g i 3 8 102
Chromatidbriiche Chromosomenbriiche
kurzer Arm langer Arm kurze Arme lange Arme
proximal 2 3
intermediir 7 3 3 2
distal 4 10
mit breiter achromat. Liicke 2 -
azentrische Fragmente 11
isolierte Fragmente 7
Ringchromosom 1
Ph!-Chromosom dizentrische komplexe Chromosomenaberrationen
5 4
Metaphasen, gesamte 102
mit Chromosomenaberrationen 45 =45
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Abb. 20 und 21. Komplexe Chromosomenaberrationen bei behandelter chronischer Myelose; Karyotypanalyse. (Aus HAMPEL u
ParLMme [104].)
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Befunde, wie sie bereits bei der anderen Patien-
tin beobachtet wurden. Auch hier war die Endo-
reduplikation mit 8 %/o der Metaphasen ein hiu-
figes Vorkommnis. Distale Abschnitte der Chro-
matide waren auch hier am haufigsten von Brii-
chen betroffen. Von insgesamt 102 bewerteten
Metaphasen waren 45 %o von Strukturanoma-
lien befallen (s. Tab. 21). Unter Beriicksichti-
gung der darin enthaltenen 17 Metaphasen mit
nachgewiesenem Phl-Chromosom enthielten
demnach 28°/o der Metaphasen Strukturano-
malien, die wahrscheinlich auf die Vorbehand-
lung zuriickgefithrt werden konnen. Dizen-
trische Chromosomen und Interchanges traten
ebenfalls auf. Letztere wurden in der Versffent-
lichung noch als Sternfiguren beschrieben, es
handelte sich jedoch um Interchanges. Auch
konnte ein Ringchromosom beobachtet werden.
Zwei Karyotypen dieses Patienten sind in Abb.
20 und 21 erkennbar.

Daraufhin wurden neuerdings auch bei zytosta-
tisch behandelten Patienten Chromosomen-
analysen an nicht leukdmischen Leukozyten
durchgefiihrt. i

Wie aus Tab. 22 hervorgeht, konnte bei allen
behandelten Patienten bis auf eine Ausnahme
(W.K.), bei dem dies nicht so deutlich wurde,
eine Erhchung des Prozentsatzes der von Struk-
turanomalien betroffenen Metaphasen und der
mittleren Zahl der Strukturanomalien pro Me-
taphase gesehen werden. Die Werte lagen deut-
lich tiber denen der Kontrollkulturen. Es wurden
nur Patienten beriicksichtigt, bei denen eine

Chemotherapie als Dauerbehandlung zumin-
dest mehrere Monate hindurch konsequent vor
dem Ansatz der Leukozytenkulturen durchge-
fiihrt worden war. Da es sich bei den Metapha-
sen kultivierter Zellen, die auf Strukturanoma-
lien der Chromosomen durchgesehen wurden,
um Folgegenerationen der in. vivo zirkulieren-
den Lymphozyten handelte, erlauben die vorlie-
genden quantitativen ~Chromosomenstudien
keineswegs einen Riickschluf auf das AusmaB
der durch Zytostatika verursachten Schidigun-
gen in vivo. Geringe Restmengen von Zytosta-
tika im Plasma der Patienten diirften keine we-
sentliche Rolle spielen, da diese die Blutbahn
sehr rasch verlassen. So wurde durch Versuche
mit TEM-C™ nachgewiesen, dafl bei Miusen
und Ratten bereits 4 Minuten nach der intrave-
nosen Injektion nur noch 5—10% der gegebe-
nen Aktivitatim Blut zu finden waren, beim Men-
schen waren es 7,8—7,9 %/o nach einer Zeit von
3 Minuten (SmitH, Napkarni, Trams u. Davi-
son [220]), Bei oraler Applikation ist zwar die
Verzogerung durch die Resorption der Substanz
zu berticksichtigen, jedoch lag die letzte Einnah-
me des Medikaments bei allen Patienten ca. 24
Stunden vor der Blutentnahme. Minimale Ver-
unreinigungen der Kulturgefifle schieden aus,
da die Werte deutlich iiber denen der Kontroll-
kulturen lagen, die im iibrigen véllig gleichartig
behandelt worden waren. Bei den beobachteten
Briichen ist es somit wahrscheinlich, daf3 diese
als Ausdruck der zytogenetischen Schidigung
durch Zytostatika in vivo entstanden sind bzw.

Tabelle 22. Die Wirkung von Zytostatika auf die Leukozytenchromosomen von behandelten Patienten.

& ]
Ao - °
5§85 S88  u9 i
k] s E S TR o 4
e e g 0% —_ e z
sy e aall @ O = g I3
e oy S S8 Qg
2525 5§68 NEE Py
Patienten Diagnose Zytostatika: S50 E 592 ¥5% SE
Gesamtdosis bis zum *g 282 255 =B 88
Beginn der Kultur £ 0N ¢ Bu £B80 ko]
RIS Ho= E& A 82
1. W.S5., 67]) y-1-Plasmozytom Februar 1964 — 6. 10. 1964 100—200 23 0,34 100
33,5 g Endoxan
2: 'M.S, 59Y y-2-Plasmozytom Juni 1962 — 6. 10. 1964 150—200 20 0,40 100
101,3 g Endoxan
3 KH., 727 Retothelsarkom Mai 1961 — 17. 10. 1961
18,85 g Endoxan
18. 10. 1961 — 23. 9. 1964 400 22 0,41 72

321,5 g Mitarson

August 1960 — 23. 9. 1964 150 29 0,78 89
120,15 g Endoxan

4, " A:D; 707 f-2A-Plasmozytom

5. H.H., 61] f-2A-Plasmozytom November 1962 — 8. 12. 1964  50—100 26 0,51 85
56,35 g Endoxan

6. J.W., 60]. Prostatakarzinom August — 8. 12. 1964 150—200 20 0,32 200
10,8 g Endoxan

Z7¢ WXy 567, Retothelsarkom Oktober 1963 — 6. 1. 1965 100 15 0,21 100

64,9 g Endoxan
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in vitro manifest wurden. Dafiir sprach auch,
dal vereinzelte Metaphasen jener Patienten
schwerere Strukturveranderungen der Chromo-
somen aufwiesen. So zeigt z. B. Abb. 22 eine
Metaphase mit drei Interchanges. Abb. 23 laft
eine Metaphase mit 3 azentrischen Fragmenten
erkennen, wobei zumindest das grote ein Fu-
sionsprodukt darstellen diirfte. Derartige gro-
Bere Fragmente wurden bei In-vitro-Versuchen
nie beobachtet. Abb. 24 zeigt eine Metaphase
mit multiplen Fragmentationen der Chromoso-
men; derartige Verdnderungen wurden eben-
falls bei Kontrollkulturen nie beobachtet. Da
hiufig kleine und sehr kleine azentrische Frag-
mente beobachtet wurden, war einmal die Mog-
lichkeit gegeben, da8 diese teilweise iibersehen
wurden, und zum anderen, daf in einzelnen
Fillen Artefakte irrtiimlich fiir Fragmente ange-
sehen wurden. Obwohl die quantitative Aus-
wertung dieser Kulturen dadurch an Wert ein-
biilt, bleibt es doch sehr wahrscheinlich, daf3
Zytostatika auch in vivo die Bruchfrequenz zu
steigern vermogen.

Diskussion

Auf Grund der zahlreichen Ergebnisse, die mit
zytologischen und genetischen Methoden an
pflanzlichen, tierischen und auch an menschli-
chen Chromosomen unter der Einwirkung zyto-
statischer Substanzen erzielt worden sind, war
es zu erwarten, dafy auch die hier untersuchten
Zytostatika zu Chromosomenmutationen fiih-
ren wiirden. Ausnahmen bildeten lediglich Na-
tulan und Methotrexat; wihrend sich 1-Me-

Abb. 22. Patient M. S., y-2-Plasmozytom, Tagesdosis 150 bis
200 mg, Gesamtdosis 101, 3 g Endoxan, 3 Interchanges (Pfeile).

Int. J. clin. Pharmacol. 1 4 (1968) 322—371
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Abb. 23. Derselbe Patient wie bei Abb. 22. 3 azentrische
Fragmente, z. T. Fusionsprodukt.

Abb. 24. Patient A. D., f-2A-Plasmozytom, Tagesdosis 150
mg, Gesamtdosis 120, 15 g Endoxan. Multiple Fragmentatio-
nen der Chromosomen.

thyl-2-benzyl-hydrazinphosphat (MBH) am
Ehrlich-Aszites-Tumor als mutagen erwies (Ru-
TISHAUSER u. Borrag [222]), konnte diese Wir-
kung fiir Natulan an menschlichen Leukozyten
nicht beobachtet werden. Wahrend Aminopte-
rin bei Vicia faba zu zahlreichen Strukturverdn-
derungen der Chromosomen fiihrte (TayLor
(242]) und wiahrend es sich demgegeniiber bei
Drosophila als nicht mutagen erwies (LUERs
[159]), konnte dies fiir Amethopterin (Metho-
trexat), welches sich strukturell nur geringfiigig
von Aminopterin unterscheidet, weder bei Dro-
sophila (LoErs u. RoErBORN [1¢]) noch beim
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ELD-Aszites-Tumor (Kato [199) noch bei
menschlichen Leukozyten nachgewiesen wer-
den. Beide Substanzen blockieren Fermente,
welche zur Reduktion der Folsdure zu Tetrahy-
drofolsiure fithren, so daf durch die fehlende
Ubertragung des Formylrestes der Ubergang
von Desoxyuridinmonophosphat zu Desoxy-
thymidinmonophosphat und damit die DNS-
Synthese unterbrochen werden. Es ist zundchst
nicht einzusehen, warum sich die beiden Sub-
stanzen zytologisch unterschiedlich verhalten.
Versuche mit beiden Substanzen am selben
Ausgangsmaterial sind notwendig.

Wihrend Bromdesoxyuridin in die DNS inkor-
poriert wird und die Strahlensensibilitit der
behandelten Zellen heraufsetzt (Somers u. Hum-
PHREY [222]: Chines. Hamster, KinLmaN [130, 133] ;
Vicia faba), wird Fluordesoxyuridin in die DNS
nicht, wohl aber nach partieller Umwandlung
in Fluoruridylat in vivo teilweise in die RNS
eingebaut (Gorpon u. StaeHeLIN [9¢]), Die Wir-
kung des Thymidylatsynthetasehemmers, der
iilber einen anderen Wirkungsmechanismus
ebenfalls wiedie Folsdureantagonisten den Uber-
gang von Desoxyuridinmonophosphat zu Des-
oxythymidinmonophosphat blockiert, kann
durch exogene Zufuhr von Thymidin aufgeho-
ben werden. Entsprechende Versuche mit FUDR
und Thymidin, wie sie oben an menschlichen
Leukozyten geschildert wurden, befinden sich
hiermit in Ubereinstimmung. Da eine Inter-
changebildung nach FUDR nicht eintritt, veran-
laBte dies TayLor [2#21 anzunehmen, dafl die
DNS-Synthese zur Verschmeldung von Bruch-
enden notwendig ist. Es war nun interessant,
daf8 durch einen Uberschuff von Uridin, der
vermutlich in vivo die Umwandlung von Fluor-
desoxyuridin in Fluoruridylat herabsetzte, die
Zahl der durch FUDR allein induzierten Struk-
turanomalien der Leukozytenchromosomen
deutlich zuriickging. Dieser Befund konnte da-
fiir sprechen, daB zytologisch nachgewiesene
Strukturanomalien der Chromosomen auch se-
kunddr iiber eine Beeintrachtigung der RNS
oder der Plasmaproteinsynthese entstehen kon-
nen. Die Differenzierung der Zelle wird durch
ihre morphologische Struktur und spezielle
Stoffwechselleistung des Zytoplasmas be-
stimmt. Die klinisch bekannte Erscheinung
einer Selektivitit zytostatischer Effekte (Ger-
HARTZ (89 90]) konnte einmal durch eine Beein-
trachtigung zytoplasmatischer Faktoren und
auch durch eine unterschiedliche Strukturschadi-
gung der Chromosomen (s. S. 348) bedingt sein.
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MuetLer [179] fithrte Versuche an synchronisier-
ten He-La-Zellen mit Amethopterin (DNS-Syn-
thesehemmer), Aktinomyzin D (RNS-Synthese-
hemmer) und Puromyzin (Plasmaproteinsyn-
thesehemmer) durch und konnte zeigen, daf
nicht nur die DNS-Synthese, sondern auch die
Synthese neuer RNS und Plasmaproteine not-
wendig ist, damit die Replikation spat markie-
render DNS-Abschnitte in den Chromosomen
erfolgen kann.

AxrrIGHI u. Hsu Bl vermuteten: ,Wenn eine be-
stimmte Messenger-RNS erforderlich ist, um
Zellen in der G-2- (prdmitotischen) Phase zur
Mitose zu veranlassen, dann wiirde die Blockie-
rung der RNS-Synthese durch Aktinomyzin D
erwartungsgemafS den Eintritt derartiger Zellen
in die Mitose blockieren.” Nun konnten die zi-
tierten Autoren nachweisen, daf3 Aktinomyzin
D dariiber hinaus auch zu morphologisch sicht-
baren Chromosomenverinderungen (,,Dekon-
densation” und fragliche Briiche) mit Ausnah-
me der spit markierenden X- und Y-Chromo-
somen beim Chinesischen Hamster fiihrt. Des-
halb diirfte die gedulerte Vermutung, wonach
Briiche nicht nur durch primdre DNS-Verdnde-
rungen, sondern auch sekundir iiber Stérungen
der RNS- und Plasmaproteinsynthese entstehen
konnen, moglicherweise nicht ganz unbegriin-
det sein. Zusitzliche Experimente sind jedoch
notwendig.

Komplizierter sind die Verhiltnisse bei den un-
spezifisch wirkenden alkylierenden Substan-
zen. In Abhingigkeit von der Wasserstoffio-
nenkonzentration konnen verschiedene Grup-
pen (z.B. Karboxylgruppen, SH-Gruppen,
alpha-Aminogruppen etc.) der Proteine sowie
die Nukleinsiuren direkt mit den reaktiven
Gruppen alkylierender Zytostatika (z. B. Kar-
benium-Ionen) reagieren. Es ergibt sich daraus
eine Vielzahl von Moglichkeiten, nicht nur
Zellproteine, sondern auch die eiweifhaltigen
Fermente zu schidigen und damit zelluldre
Stoffwechselvorginge zu beeinflussen.

Eine zytostatische Wirksamkeit von Zyklophos-
phamid (Endoxan) lief sich in vitro nicht nach-
weisen (Brock [3¢], Brock u. Homorst [38]).
Dementsprechend konnten bei direktem Zusatz
auch keine Strukturverinderungen bei mensch-
lichen Chromosomen in vitro beobachtet wer-
den. Es war jedoch bemerkenswert, da} nach
Aktivierung der Substanz in der Ratte und an-
schlieendem Zusatz zu den Kulturen die bei
alkylierenden Substanzen iiblichen Chromoso-
menaberrationen auftraten. Wenn dies auch
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auf Grund der vorliegenden Beobachtungen an
verschiedenen biologischen Materialien zu er-
warten war, so stiitzt dieser Befund doch die
geduflerte Vermutung, dafl die zytostatische
Aktivitdit von alkylierenden Substanzen dem
Ausmaf der chromosomalen Verdnderungen in
etwa entspricht.

Auf die Problematik einer quantitativen Aus-
wertung von chromosomalen Strukturverande-
rungen wurde bereits auf S. 332 eingegangen.
Wenn auch die sichtbaren Chromosomenmuta-
tionen einen Anhaltspunkt fiir das AusmaR der
Schadigung des genetischen Materials bieten
mogen, so ist jedoch stets zu bedenken, dafl
es sich hierbei um relativ grobe Schidigungen
handelt. Bedenkt man ferner, dal beispiels-
weise beim X-Chromosom von Drosophila die
sichtbaren Chromosomenmutationen zu den
Letalmutationen nach Zytostatika sich wie 1 : 10
verhalten (Farmy u. Fanmy [72), so ist das tat-
sdchliche Ausmafl der genetischen Schadigung
beim Menschen um ein Vielfaches, vielleicht um
Zehnerpotenzen, hoher anzusetzen. In diesem
Zusammenhang wird deutlich, daf8 genetische
Methoden zur Erfassung von Mutationen nach
zytostatischer Behandlung (z. B. MuLLEr-5-Test)
eingehendere Analysen erlauben, wie sie beim
Menschen nicht moglich sind.

Trotz dieser Einschrinkungen geht aus den
Versuchen hervor, da8 bei alkylierenden Sub-
stanzen und FUDR gesetzmdBige Beziehungen
zwischen der Konzentration in vitro und dem
Ausmaf der Strukturanomalien der Chromoso-
men (s. Abb. 8 und 9) bestehen. Benper u.
Goocu [221 konnten bei rontgenbestrahlten
Kulturen menschlicher Leukozyten gleichfalls
einen linearen Anstieg der Bruchfrequenz mit
steigender Strahlendosis nachweisen. OsTErRTAG
u. Kersten [198] erhoben dhnliche Befunde nach
Aktinomyzin D. An rontgenbestrahlten Chort-
phaga-Neuroblasten und an Tradescantia mi-
crospores wurde von Lea [146] die gleiche
lineare Dosisabhingigkeit gefunden.
Lokalisationsuntersuchungen der Bruchvertei-
lung bei Mutagenen sind vielfach veréffentlicht
worden. So wurden bereits 1949 von Levan 0471
zonation effects” der Bruchverteilung in den
Chromosomen von Allium cepa nach Einwir-
kung verschiedener Chemikalien beschrieben.
Durch weitere Versuche vorwiegend an Vicia
faba konnte nachgewiesen werden, daf} die
durch Zytostatika induzierten Briiche sich nicht
wie nach Rontgenbestrahlung gleichméfig tiber
die Chromosomen verteilen, sondern daf die
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heterochromatinreichen Zonen besonders hiufig
von Briichen betroffen werden, wie dies z. B.
bei Stickstofflost (Forp [#1], LoveLEss u. REVELL
11551, Revere [208]), bei Diepoxiden (ReverL [208]),
bei Athylmethansulfonat und Hydroxylamin
(Natarajan [184), bei Maleinsdurehydrazid
(DarLINGTON 1. McLE1sH [%5]) u. a. nachgewiesen
wurde. Wihrend z. B. bei Vicia faba unter der
Voraussetzung einer gleichmafigen Bruchver-
teilung iiber den Chromosomensatz das Ver-
halten der Briiche in den S : M-Chromosomen
gleich 2,2 :1 betragen miiffte (ReveLL [208]),
wurden tatsédchlich fiir einige chemische Muta-
gene die in Tab. 23 aufgefiihrten Werte gefun-
den.

Bei BUDR-Einwirkung auf Zellen des chinesi-
schen Hamsters wurde am Chromosom Nr. 1
gefunden, daf8 Briiche vorwiegend in Adenin-
Thymin und Guanin-Zytosin-reichen Zonen
auftraten (Hsu u. Somers [113]), Vorwiegend in
der Zentromerregion konnten Briiche bei Tra-
descantia bracteata nach Lostbehandlung (Dar-
LINGTON u. Korrer [54]) und bei Zebrina pen-
dula, Rheoe discolor und Allium cepa nach
BUDR (Koo [140, 141]) ]okalisiert werden.
Unterschiedlich sind die Ergebnisse einer Loka-
lisation von durch Zytostatika induzierten Brii-
chen bei menschlichen Chromosomen. So fand
Conen [#] nach Streptonigrin die meisten Brii-
che in der Region der sekunddren Konstriktio-
nen der Chromosomen Nr. 1 und 2, wihrend
im Chromosom Nr. 3 anscheinend eine gleich-
miéfige Verteilung vorlag. Krong, Worr u.
FourLapwanp [143] beobachteten nach Hydroxyl-
amin besonders hiufig Briiche in der sekundiren
Konstriktion des Chromosoms Nr. 1, in der der
kurzen Arme der Chromosomen Nr. 4—5 fan-
den sich die meisten Briiche nach BUDR-Be-
handlung. Mitomyzin C induzierte gehduft
Briiche in den sekundiren Konstriktionen der
Chromosomen 1, 9 und 16 (CoHEN u. SHAW
[48]), Kimiman, Nicuors u. LEvan [134] konnten
bei Desoxyadenosin und Zytosinarabinosid
zeigen, daB {iberwiegend die Chromosomen-

Tabelle 23.
S: M Autoren

2,2 Dichlor-N-methyldidthyl-
amin 2481 =% Forp [81]
2,3,2/,3’-Diepoxipropyldther 18,5 :1 ReveLL [208]

- iolakt: 6,0 :1 SWANSON U.
p-Propiolakton Py
Athylurethan 2,37 : 1 DevureL [58]

N-Nitroso-N-methylurethan 2,2 :1 Kinrman [127]
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enden von Briichen betroffen wurden, ebenso
wie dies Nicuors, LEvan u. Kmiman 1% in
einer weiteren Arbeit quantitativ fiir die Chro-
mosomen Nr. 1, 2, 4—5, 6—12, X und 16 bei
denselben Substanzen zeigen konnten. Auch
bei TEM-Einwirkung wurden die meisten Brii-
che in den distalen Segmenten der Chromoso-
men beobachtet (Hamper u. GerHArtz [101).
Wenn es sich bei den von SakseLa u. MOOR-
meap 2231 und Sasaxr u. Maxmno [225] mit ver-
schiedenen Methoden dargestellten sekunddren
Konstriktionen menschlicher Chromosomen tat-
sichlich um heterochromatinreiche Bezirke han-
deln sollte, wiren nach den zahlreichen Ergeb-
nissen, z. B. bei Pflanzen mit bekannter Hetero-
chromatinlokalisation, in diesen Abschnitten
die meisten Briiche, z. B. nach alkylierenden
Substanzen, auch beim Menschen zu erwarten.
Scamip [226] konnte dariiber hinaus nachweisen,
daR die sekundiren Konstriktionen menschli-
cher Chromosomen ebenso wie das spdt mar-
kierende X-Chromosom 3H-Thymidin erst am
Ende der DNS-Synthese einbauen. Warum nun
bei den hier untersuchten Zytostatika und nach
Desoxyadenosin und Zytosinarabinosid (N1-
cHots, Levan u. Kimiman [19%]) die Briiche die
distalen Segmente bevorzugten und auch im
allgemeinen an Hiufigkeit nach proximal ab-
nahmen, ist nicht bekannt. Zu diskutieren wi-
ren methodisch bedingte Artefakte, z.B. bei
der von Nicrots, LEvan u. KiHLMaN [193] be-
nutzten Quetschtechnik. Die bei den vorliegen-
den Untersuchungen verwandte Lufttrocken-
technik ergab jedoch ganz zhnliche Resultate,
so daR diese Annahme nicht sehr wahrschein-
lich ist. Die rein hypothetische Annahme einer
vielleicht unter Kolchizin mitverursachten, von
proximal nach distal zunehmenden, intensiveren
Spiralisation ist ebenfalls zu diskutieren. Dies
konnte dazu fithren, dafd Briiche eher im dista-
len als im proximalen Segment erkennbar wa-
ren. Auflerdem wire denkbar, daf8 aus unbe-
kannten Griinden ein Konzentrationsgefille
innerhalb der Chromatide entstiande. Diese drei
Uberlegungen sind jedoch unbefriedigend. Es
ist namlich nicht einzusehen, warum dann bei-
spielsweise gewisse oben erwihnte Zytostatika
gehduft Briiche in den sekundiren Konstrik-
tionen induzierten. Streptonigrin und Mitomy-
zin C hemmen die DNS-Synthese. Wihrend der
Wirkungsmechanismus der ersteren Substanz
noch nicht gesichert ist, bewirkt Mitomyzin

I Mit Unterstiitzung der Deutschen Forschungsgemeinschaft.
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C eine Depolarisierung der DNS durch Akti-
vierung der DNase. Diese Substanzen induzier-
ten Briiche gehauft in den sekundaren Konstrik-
tionen. Nukleoside, wie FUDR, Desoxyadeno-
sin und Zytosinarabinosid, betrafen vorwie-
gend die distalen’ Segmente. Wenn nun auf
Grund der unterschiedlichen Struktur und Wir-
kungsweise dieser beiden Gruppen eine unter-
schiedliche Bruchverteilung noch akzeptabel
wire, so ist wiederum nicht einzusehen, warum
die alkylierenden Substanzen ebenfalls die di-
stalen Segmente bevorzugt betreffen. Auch die
Uberlegung, ob nicht vielleicht der Heterochro-
matingehalt bzw. die Konzentration der nukleo-
philen Gruppen menschlicher Chromosomen
generell von proximal nach distal zunimmt, ist
wenig {iberzeugend.

In diesem Zusammenhang koénnten Versuche!
mit *H-Thymidin unter Verwendung der glei-
chen Methodik interessieren, die in Zusammen-
arbeit mit Herrn Dr. G. Paime, Nuklearmedi-
zinische Abteilung der I. Medizinischen Klinik
der Freien Universitiat, durchgefiihrt wurden.
Es kann sich nur um eine vorliufige Mitteilung
handeln, da die bisherigen Ergebnisse lediglich
von einem Leukozytenspender stammen. Aus
technischen Griinden wurden bei der quantita-

Tabelle 24. 3H-Thymidin-Einbau in die einzelnen Chromoso-
mensegmente menschlicher Leukozyten.

Chromosomen- relative 4 Std. 18 Std.
Nr. Linge (o) (Ag-Zahl in %)
1 1d 2,3 513 3,0
p 2,3 1,8 2,6
kd 21 1,2 2,0
p 2,1 1,1 1,9
2 | 8 ! 2,5 3,2 2,8
P 2,5 3,0 27
kd 1,6 1,1 2,4
p 1,6 14 1,1
3 +d 3,5 4,5 3,4
p 3,5 3,9 3.3
4—5 1d 4,5 5,1 1,0
P 45 4,5 3,9
k 3,4 4,5 2,7
6—12, X 1d 12,1 13,5 14,1
P 12,1 14,0 12;3
k 12,1 12,6 12,5
13-15 1d 1,4 4,9 L
P 4,4 4,6 4,3
k 1,3 0,9 14
16 1 1,9 1,8 2,5
k 12 0,9 1,6
17-18 1 4,2 3,9 3,3
k 1,5 0,8 1,1
19—-20 1 2,6 1,5 2,7
k 2,0 2,0 12
21-22 1 2,5 0,6 1,7
k 0,8 0,6 0,9
¥ 1 0,8 1,0 1,2
k 0,1 0,2 0,4

k = kurzer Arm
d = distales Chromosomensegment
p = proximales Chromosomensegment

1 = langer Arm
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tiven Auswertung der relativen Silberkornzahl
iiber den Chromosomen nur 2 gleich grofle Seg-
mente, ein distales und ein proximales, unter-
schieden. Tab. 24 zeigt neben der berechneten
relativen Lange der Chromatidsegmente die
gefundene Silberkornzahl ausgedriickt in Pro-
zent der Gesamtsilberkornzahl nach einer 10-
miniitigen Kurzzeitmarkierung 4 und 18 Stun-
den vor Abbruch der Kulturen. Es ergab sich,
dag der 3H-Thymidin-Einbau der distalen Seg-
mente meistens hoher war als der der proxima-
len. Zu diskutieren wire, unter der Vorausset-
zung, dafl diese Ergebnisse zu reproduzieren
sind, ob der 3H-Thymidineinbau in den distalen
Segmenten hoher ist, ob lediglich eine stirkere
Spiralisierung vorliegt, oder ob es sich um einen
sonstigen Artefakt handeln kann. Weitere Ver-
suche sind daher notwendig.

Die Ergebnisse der zitierten Autoren sowie die
vorliegenden Ergebnisse iiber die Wirkung von
Zytostatika auf menschliche Chromosomen in
vitro und in vivo fithren auch zu Schlu8fol-
gerungen, die bei der praktischen Anwendung
dieser Substanzen am Patienten von Bedeutung
sein konnen. Bereits 1955 ist von Lijers [16°]
betont worden, da8 die Nachkommenschaft zy-
tostatisch behandelter Patienten noch minde-
stens bis zu einem Monat nach Absetzen des
Préaparates gefihrdet ist. Derselbe Autor sieht
jedoch heute, nach 12 Jahren zusétzlicher Erfah-
rung mit zytostatischen Substanzen, diese Ge-
fahr noch ernster, wobei zusitzlich die unter-
schiedliche Keimzellenreifung bei der Frau und
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