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Cytogenetic Studies with Two N-Substituted Cytoxan Derivatives
on Human Leukocytes in vitro

1I. Anaphase — Telophase — Aberrations and the Localization of Breaks
Summary. Postmetaphase aberrations were significantly higher in cultures of human leuko-
cytes treated with N, N, N'-tris-(2-chloroethyl)-N’, O-propylene phosphoric acid ester diamide
(Z 4828) and N-(2-chloroethyl)-N’-(2-chloroethyl)-N’, O-propylene phosphoric acid ester
diamide (Z 4942) than in untreated controls. The pattern of the intrachromosomal distribution
of 1000 breaks each was significantly nonrandom. Clear clusters of breaks occured for instance

in the distal segments of chromosomes numbered 1, 2, 4—5, 6—12 and X, and 13—15. Further
experiments are necessary to interpret these data.

Zusammenfassung. Anaphase-Telophase-Aberrationen waren nach Einwirkung von N,N,
N'-Tris-(2-chloréthyl)-N’, O-propylen-phosphorsédureester-diamid (Z 4828) und N-(2-Chlor-
ithyl)-N'-(2-chloriithyl)-N’, O-propylen-phosphorsiureester-diamid (Z 4942) in Leukocyten-
kulturen signifikant hoher als bei den Kontrollen. Das intrachromosomale Verteilungsmuster
von jeweils insgesamt 1000 Briichen war signifikant ungleichméfig, besondere H&éufungen
traten unter anderem in den distalen Segmenten der Chromosomen 1, 2, 4—5, 6—12 und X
und 13—15 auf. Zur Deutung dieses Befundes sind weitere Experimente erforderlich.

Einleitung

Quantitative Untersuchungen iiber Anaphase-Telophase-Verdnderungen bei
menschlichen Zellen in vitro durch verschiedene mutagene Agentien wurden u. a.
von BOOK, Fraccaro, FREDGA u. LINDSTEN (fetale Lungen- und Gehirnzellen:
Rontgenstrahlen), HaMpEL u. LEvax (fetale Lungenzellen: Kélte), NicHOLS u.
Hexeex (fetale Lungenzellen : Arabinosyleytosin) und N1cuors, LEvaN, CoRIELL,
GOLDNER u. AHLSTROM (Leukocyten: Schmidt-Ruppin-Stamm des Rous-Sarkom-
Virus) mitgeteilt. Die im Vergleich zu pflanzlichen Testobjekten geringe Zahl der
oben angegebenen Befunde kann u. a. durch die niedrige Frequenz auffindbarer
Postmetaphasestadien besonders in menschlichen Leukocytenkulturen erklért
werden. Wenn auch die in Teil I dieser Arbeit beobachteten Reunionsfiguren und
azentrischen Fragmente mit geniigender Sicherheit eine Aussage iiber das Auf-
treten von Chromosomenmutationen nach Einwirkung der zwei untersuchten N-
substituierten Endoxanabkémmlinge zulassen, so sind Anaphase-Telophase-
Untersuchungen doch geeignet, derartige Befunde zu bestétigen.

Folgende Mitteilungen iiber induzierte intrachromosomale Bruchlokalisationen
bei menschlichen Zellen unter verschiedenen experimentellen Bedingungen konnten
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gefunden werden: Ava, MAKINO u. YAMADA (Leukocyten: Herpes simpl.ex-
Virus), Conen (Leukocyten: Streptonigrin), COHEN u. SHAW (Leukocyten.: Mito-
mycin C), Hamper, KoBer, RoscH, GEREARTZ u. MEINTG (Leukocyten : Trisithy-
leniminobenzochinon (Trenimon), Tridthylenmelamin (TEM), Tridthylenthio-
phosphoramid (Thiotepa) und N, N-Bis-(2-chlorithyl)-O-(3-aminopropyl)-phos-
phorsdureamidoester (A 2), HampeL (Leukocyten: Fluordesoxyuridin), HAMPEL
u. Levax (fetale Lungenzellen: Kilte, Rontgenstrahlen), KELLER u. NorDEN
(Knochenmark- und Blutzellen: Vitamin B,,-Mangel in vivo), KrHLMAN, N1cHOLS
u. LEvax (Leukocyten: Desoxyadenosin und Cytosinarabinosid), Kroxe, WoLr
u. FovLapwaxD (Fibroblasten : Hydroxylamin und Bromdesoxyuridin), N1caoLs,
Levax u. KmaLmax (Leukocyten: Desoxyadenosin, Cytosinarabinosid, Masern-
viren) und OBE (Leukocyten: Chinon I).

Da verschiedene Agentien offenbar eine unterschiedliche Bruchverteilung auf-
weisen, erschien es angebracht, entsprechende Ergebnisse auch bei zwei neu-
artigen N-substituierten Cyclophosphamidabkémmlingen mitzuteilen.

Material und Methode

Als Testsubstanzen dienten:

1. N, N, N'-Tris-(2-chloréithyl)-N’, O-propylen-phosphorsidureester-diamid, Asta Z 4828,
Charge 427! und

2. N-(2-Chlorédthyl)-N’-(2-chlordthyl)-N’, O-propylen-phosphorsédureester-diamid, Asta
7 4942, Charge 4201

Die Verbindung 1 stand zu 109, die Verbindung 2 zu 209, gelost in dem Imidazolidon-
derivat Oximazon?! zur Verfigung. Der Ansatz und die Bearbeitung der Leukocytenkulturen
erfolgte nach der von MoorHEAD u. Mitarb. unter Verwendung frither angegebener Modi-
fikationen (HampEL u. Mitarb., 1966).

Bei insgesamt acht Leukocytenkulturen wurden die Aberrationen der spiten Anaphasen
und frithen Telophasen bewertet. Je drei Kulturen wurde 0,6 mg der Testsubstanz 1, drei wei-
teren 1 mg/ml Kulturmedium der Testsubstanz 2 24 Std vor Abbruch zugesetzt, zwei Kon-
trollkulturen erhielten zum gleichen Zeitpunkt entsprechende Mengen des Losungsvermittlers
Oximazon. Die Bearbeitung erfolgte analog den Metaphasepriparaten. Lediglich der Zusatz
von Desacetylmethylcolchicin (Colcemid®, Ciba) und die hypotonische Vorbehandlung ent-
fielen. Als Anaphase-Telophase-Aberrationen wurden Fragmente und Briickenbildung be-
wertet.

Als Ausgangsmaterial fiir die Bruchlokalisation dienten die Prdparate von insgesamt
14 Leukocytenkulturen mit direktem Zusatz von Testsubstanz 1 und insgesamt 12 Kulturen
mit direktem Zusatz von Testsubstanz 2 24 Std vor Abbruch, deren Dosis-Wirkungs-Beziehun-
gen bereits Gegenstand des ersten Teils dieser Arbeit waren. Die dort als Chromatid- und
Isochromatidbriiche bewerteten Aberrationen wurden visuell verschiedenen Chromatidseg-
menten verschiedener Chromosomen bzw. Chromosomengruppen in Metaphasen ohne Re-
unionsfiguren zugeordnet. Azentrische Fragmente wurden nicht beriicksichtigt. Folgende
Chromosomen und Chromosomengruppen wurden entsprechend der Denver Nomenklatur
unterschieden: 1, 2, 3, 4—5, 6—12 und X, 13—15, 16, 17—18. 19—20 und 21—22 und Y. So-
fern moglich, wurden die Chromatid- und Isochromatidbriiche iiber drei gleich groflen Segmen-
ten (distal, intermediér und proximal vom Centromer) der langen und kurzen Arme lokalisiert.
Jeweils 1000 durch die genannten Testsubstanzen induzierte Briiche in den Chromosomen nur
ménnlicher Leukocytenspender wurden registriert und die gefundene Bruchverteilung mit den
theoretischen Werten einer gleichméfigen Verteilung verglichen. Die Lédngenrelationen der
einzelnen Chromatidsegmente wurden errechnet aus den von LEVAN u. N1cHOLS mitgeteilten
MefBdaten, wobei die Gesamtlinge der Chromosomen einer Metaphase des Mannes auf 1000
Léngeneinheiten festgesetzt wurde.

1 Die genannten Substanzen wurden uns von den Asta-Werken A.G., Brackwede, zur Ver-
fiigung gestellt.
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Abb. 1

Beispiele fiir induzierte Anaphase-
Telophase-Aberrationen:

Abb. 1. Liangsgeteiltes azentrisches Frag-
ment

Abb. 2. Briickenbildung wahrscheinlich
durch dizentrisches Chromosom: Tren-
‘nungstyp ..iber Kreuz

I

Abb. 3. Zwei Fragmente, davon eines -
ringférmig, vermutlich bei intercalarer 10 l’l
Deletion

Abb. 3
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Ergebnisse

Die gefundenen Aberrationen der spiten Anaphasen und frithen Telophasen
wurden in Tabelle 1 zusammengestellt. Gegeniiber den Kontrollen war die Aber-
rationshiufigkeit nach Zusatz beider Testsubstanzen 24 Std vor Abbruch der Kul-
turen bei dem relativ geringen Stichprobenumfang doch signifikant héher. Wegen
des geringen Materials wurde nur eine grobe Klassifikation der Aberrationstypen
vorgenommen. Drei Beispiele einer differenzierteren Einteilung sind in den Abb. 1
bis 3 wiedergegeben. In einem Fall wurde aullerdem eine tripolare Anaphase be-
obachtet (0,6 mg/ml der Testsubstanz 1).

Tabelle 1. Anaphase-Telophase- Aberrationen durch N, N, N'-Tris-(2-chlordithyl)-N', O-propylen-
phosphorsiureester-diamid (Asta Z 4828) wund N-(2-Chlorithyl)-N'-(2-chlorithyl)-N', O-
propylen-phosphorsiureester-diamid (Asta Z 4929 ) bei menschlichen Leuwkocyten in vitro

Anaphasen/Telophasen Kontrollen 24 Std vor Abbruch
7 4828 7 4942
0,6 mg/ml 1 mg/ml
Normal 35 11 42
Mit Fragmenten — 4 6
Mit Briickenbildung 1 2 3
Mit Fragmenten und
Briickenbildung — — 1
Ausgewertet 36 17 52
Prozent mit Aberrationen ~ 3 ~ 35 ~19

(P <0,001) (P ~ 0,0005)

Die Ergebnisse der Bruchlokalisation? in den verschiedenen Segmenten
menschlicher Leukocytenchromosomen nach direktem Zusatz von N,N,N’-Tris-
(2-chlordthyl)-N’, O-propylen-phosphorsédureester-diamid (Z 4828) und N-(2-
Chlorathyl)-N'-(2-chlorathyl)-N’, O-propylen-phosphorséureester-diamid (Z 4942)
wurden in Tabelle 2 zusammengestellt. Setzt man eine gleichméBige Verteilung
der Briiche in dem Chromosomensatz voraus, so miillten die gefundenen Bruch-
zahlen sich jeweils proportional zur relativen Lénge der Chromosomensegmente
verhalten. Unter der weiteren Voraussetzung, dafl insgesamt jeweils 1000 Briiche
lokalisiert werden, ist bei einer auf 1000 Einheiten festgesetzten Gesamtlinge aller
Chromosomen die relative Lénge der verschiedenen Chromosomensegmente bei der
theoretischen Bruchverteilung gleich der darin zu erwartenden Bruchfrequenz.

Wie der Tabelle 2 zu entnehmen ist, betrugen die 2Zy2-Werte fiir die Testsub-
stanz 1 (Z 4828) = 464,991 und fiir die Testsubstanz 2 (Z 4942) = 486,879. Dar-
aus geht hervor, daf} die Nullhypothese, d. h. die Wahrscheinlichkeit, daB die be-
obachteten Briiche sich rein zufillig iiber die verschiedenen Chromosomenseg-
mente verteilen, mit einer Wahrscheinlichkeit von P < 0,19, abzulehnen ist. Be-
sonders auffillig waren Abweichungen der beobachteten Bruchzahlen in folgenden

2 Herrn Professor Dr. Dr. G. Fucas, Institut fiir Medizinische Statistik und Dokumentation
an der Freien Universitdt Berlin, sind wir fir seine Unterstiitzung dankbar.



Tabelle 2. Verteilung der Chromatidbriiche in den Chromosomensegmenten

Chromosomen- Relative 7 4828 Z 4942
. achtete achtete
frequenz bei o ok
: = ruch ruc
grlelch.ma-ﬁlger frequenz frequenz
Verteilung (B,) (By)
(E) . 1 2
1 1 d 15.25 51 3,35 83,12 42 2,75 46,92
i 15,25 17 1.17 0,20 22 1,44 2.99
P 15,25 18 1.97 0,49 20 1.31 1.48
k d 13,84 11 0,79 0,58 17 1.22 0,72
i 13.84 11 0,79 0,58 7 0.51 3.38
P 13.84 5 0,36 5.65 8 0,57 2,46
2 1 d 16,57 36 2,17 22,78 43 2,60 42,15
i 16,57 25 1.50 4,29 18 1.08 0,16
P 16,57 17 1,02 0,01 13 0,78 0,77
k d 10,64 21 1,97 10,09 15 1,40 1.78
i 10,64 7/ 0,65 1,24 17 1,59 3,80
P 10,64 12 1,13 0,17 10 0,93 0,04
3 +d 23.20 23 0,99 0,001 19 0,81 0,64
i 23,20 19 0.81 0,76 11 0,47 6,41
P 23,20 12 0,51 5,41 8 0,34 9,96
4—5 1 d 28.80 54 1,87 22,05 al 1,97 17,11
i 28.80 47 1,63 11,50 47 1,63 11,50
P 28,80 18 0,62 4,05 7 0.25 16.50
k d 11,69 16 1,36 1,59 16 1,36 1,59
i 11.69 20 1,71 5,90 20 1,71 5,90
P 11,69 9 0,76 0,62 5 0,42 3,83
6—12,X 1 d 80,46 176 2,18 113,44 184 2,28 133,24
i 80,46 70 0,87 1,36 93 1,15 1,95
P 80.46 44 0.54 16.52 42 0,52 18,38
k d 40,39 52 1,28 3.26 40 0,99 0,003
i 40,39 28 0,69 3.80 32 0,79 1,74
P 40,39 24 0.59 6,65 24 0,59 6,65
13—15 1 d 29,49 53 1,79 18,74 60 2,03 31,56
i 29.49 31 1,05 0,08 28 0,94 0,07
P 29,49 18 0,61 448 9 0,30 14,23
k 13.18 1 11,25 i 11,25
16 1 d 6,19 4 0,45 12 5,45
i 6,19 11 3,73 6 0,006
P 6,19 5 0,23 1 4,35
k 12.36 0 12.36 5 4,38
17—18 1 d 13,81 4 6.97 13 0,05
i 13.81 2 10,10 6 4,41
P 13.81 4 6.97 3 8,46
k 14.90 1 12.96 2 11,17
19—20 - 45,66 8 31,06 11 26,31
21—22,Y 1 34,14 15 10,73 12 14,36
k 8,77 0 8,717 0 8,77
1000,00 1000 Xy? 464,991 1000 2y? 486,879
(FG = 41; P < 0,001) (FG = 41; P < 0,001)

1 = langer Arm, k = kurzer Arm, d = distales Segment, i = intermed. Segment, p =
proximales Segment.
7 4828 = N,N,N’-Tris-(2-chloriithyl)-N', 0-propylen-phosphorsiureester-diamid. o
7 4942 = N-(2-Chlorithyl)-N'-(2-chloriithyl)-N". 0-propylen-phosphorsiiureester-diamid.

5 Humangenetik, Bd. 6
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Segmenten (vgl. Quotienten aus den beobachteten und theoretischen Bruchfre-
quenzen B,/E und B,/E): Uberschufs vorwiegend in den distalen Segment?n der
langen Arme von Chromosom Nr. 1, 2, 45, 6—12 und X, 13—15, ferner in den
intermediiren der langen Arme von Nr. 4—35, Defizit vorwiegend in den proxima-
len Segmenten der kurzen Arme von Chromosom 1 und der kurzen wie langen
Arme der Gruppe 6—12 und X. Dabei wurden abweichende Ergebnisse entspre-
chender Chromosomensegmente fiir beide Testsubstanzen schon wegen des gerin-
gen Stichprobenumfangs nicht beriicksichtigt, da zuféllige Melergebnisse nicht
auszuschliefen waren.

Bei der Betrachtung der interchromosomalen Bruchverteilung féllt das Defizit
der Chromosomengruppen 17—22 und Y auf. In der Mehrzahl der bewerteten
Metaphasen lie3 sich das Y-Chromosom von den iibrigen kleinen akrozentrischen
unterscheiden. Sofern moglich, wurden daher Briiche innerhalb dieses Chromo-
soms gesondert aufgefithrt. Der Liangenanteil des Y-Chromosoms betrigt 9,08
gegeniiber 42,91 der gesamten Gruppe 21—22 und Y. Bei Annahme einer gleich-
méfigen interchromosomalen Bruchverteilung in dieser Gruppe miiliten erwar-
tungsgemél bei insgesamt 15 Briichen nach Testsubstanz 1 (Z 4828) 3.2 und bei
insgesamt 12 Briichen nach Testsubstanz 2 (Z 4942) 2,5 Briiche auf das Y-Chro-
mosom entfallen. Die beobachteten Werte hingegen lagen mit 8 bzw. 6 auffallend
hoher.

Diskussion

Wiéhrend die meisten der an Pflanzen getesteten mutagenen Stoffe eine pré-
ferentielle Lokalisation der Aberrationen in den heterochromatinreichen Ab-
schnitten der Chromosomen aufwiesen (z. B. bei Vicia faba Tridthylenmelamin
(OckeY) und Mitomycin C (MERz) — Zusammenstellung bei R1EGER u. MIcHAE-
L18), — ergaben sich bei menschlichen Zellen unterschiedliche Befunde. So beob-
achtete ConEN nach Streptonigrinbehandlung Briiche vorwiegend im Bereich der
sekundaren Constrictionen der Chromosomen Nr. 1 und 2, wihrend anscheinend
im Chromosom Nr. 3 eine gleichméfiige Verteilung vorlag. Nach Hydroxylamin
wurden Aberrationen vorwiegend in der sekundéren Constriction des Chromosoms
1, nach Bupr in der der kurzen Arme der Gruppe 4—5 gefunden (Kroxg, WoLr
u. FouLapwaxp). Auch Mitomycin C induzierte gehéuft Briiche in den sekundéren
Constrictionen der Chromosomen 1, 9 und 16 (ConBN u. SHAW). Nach Ava, Ma-
KINO u. YAMADA traten in Kulturen, die durch Herpes simplex-Viren infiziert wor-
den waren, Aberrationen gehduft in den intermedidren Segmenten der langen
Arme der Gruppen 4—5, 6—12 und X und 13—15 auf. Bei Masernviren hingegen
fanden N1cHOLS, LEVAN u. K1HLMAN keine eindeutigen Hdufungen in bestimmten
Abschnitten. Nach Kélteeinwirkung auf Langzeitkulturen fetaler Lungenzellen
beobachteten HaMpEL u. LEvAN gehduft Briiche in dem distalen Segment der
Gruppe 6—12 und X. Eine Bevorzugung der distalen Abschnitte bei verschiedenen
Chromosomengruppen sahen auch NicHors, LEvVAN u. KmLmax nach Desoxy-
adenosin und Cytosinarabinosid. OBE konnte dhnliche Befunde bei Chinon T er-
heben, wenn auch die von proximal nach distal zunehmende Bruchzahl in den am
weitesten nach distal gelegenen Bereichen wieder abnahm, wobei die Unterteilung
der Chromatide in jeweils zehn Segmente zu berticksichtigen ist. Nach alkylieren-
den Substanzen, wie Trisathyleniminobenzochinon, Tridthylenmelamin, Tri-
athylenthiophosphoramid. N. N-Bis-(2-chlordthyl)-O-(3-aminopropyl)-phosphor-
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sdureamidoester, wie auch nach Fluordesoxyuridin waren die Briiche generell vor-
wiegend in den distalen, weniger in den intermediéren und selten in den proxima-
len Segmenten lokalisiert (HampeL). Eine dhnliche intrachromosomale Bruchver-
teilung wurde auch bei den hier untersuchten N-substituierten Endoxanabkémm-
lingen gefunden. Ob bei diesem Verteilungsmuster Artefakte, chromosomaler
Spiralisationszustand, Restitutionsprozesse, mechanische Momente im Zusam-
menhang mit der Zellmotilitdt, oder andere Faktoren eine Rolle spielen, ist noch
nicht abzuschétzen. Unterschiede im Wirkungsmechanismus mutagener Verbin-
dungen bedingen noch nicht unterschiedliche Bruchverteilungsmuster, wie am
Beispiel verschiedener alkylierender Substanzen einerseits und dem Thymidylat-
synthetaseblocker FUDR andererseits gezeigt werden konnte. Auch lie} sich eine
Anreicherung mutagener Stoffe (*C-Maleinsdurehydrazid (CALLAGHAN u. GRUN)
und 358-Senfgas (LoverLEess)) in den heterochromatinreichen Chromosomenab-
schnitten bei verschiedenen Pflanzen autoradiographisch nicht nachweisen, ob-
wohl die tiberwiegende Mehrzahl der Briiche nach Einwirkung dieser Substanzen
gerade in jenen Abschnitten lokalisiert war. Es bleibt abzuwarten, wie sich andere
markierte Mutagene bei verschiedenen Testobjekten verhalten.
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