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Chromosomenmutationen durch Azathioprin
bei menschlichen Leukozyten in vitro

Von K. E. HAMPEL, A. LACKNER, G. SCHULZ und V. BUSSE



Chromosomenaberrationen durch Azathioprin-Therapie wurden von Jensen (3)
in Knochenmarkzellen bei 6 Patienten beschrieben, wihrend Eberle u. Mitarb. (1)
in peripheren Blutkulturen von 15 Patienten die Mutagenitit der Substanz nicht nach-
weisen konnten. Da Azathioprin als immunsuppressives Pharmakon ein breites Indi-
kationsgebiet u.a. auch bei gostroenterologischen Krankheiten umfaflt, erschien es
wichtig zu priifen, ob die Substanz auch in vitro Chromosomenmutationen induziert,
wie dies'bei mehreren Zytostatika bereits nachgewiesen wurde (Hampel, 2).

Methodik

Kulturen peripherer Leukozyten wurden serienweise nach der von Moorhead (4) angegebenen,
jedoch geringfiigig modifizierten Methode angesetzt und bearbeitet. Die Testsubstanzen
Azathioprin und 6-Merkaptopurin!) wurden unter verschiedenen Bedingungen 24 Std. vor
Abbruch zugesetzt. Pro Kultur wurden 100 Metaphasen bewertet.

Ergebnisse

Die Spontanmutationen (Tab. 1) in unbehandelten Kontrollkulturen lagen zwischen
0 und 3, im Mittel bei 190 Metaphasen mit Aberrationen. Durch Zusatz der Losungs-
vermittler Oximazon?) und Butanol und durch Plasma unbehandelter Ratten allein
wurden keine hoheren Aberrationsraten erzielt. Weder durch Azathioprin allein
(Tab. 2) in alkalischem Milieu noch in Azeton oder Polyithylenglykol wurden Chro-
mosomenmutationen erzielt, die das Ausmafl der unbehandelten Kontrollen iiberstie-
gen. Wurde jedoch Azathioprin in den Losungsvermittlern Oximazon bzw. Butanol
zugesetzt, lag der Prozentsatz der geschidigten Metaphasen zwischen 60 und 73 bzw.
zwischen 12 und 19. Durch die reduzierten Mitoseindices konnten in den Kulturen
Nr. 19, 20 und 22 nur jeweils 51, 71 bzw. 91 Metaphasen bewertet werden. Erhielten
Wistar-Inzuchtratten 125 mg/kg Azathioprin in physiologischer Kochsalzldsung mit

1) Azathioprin-Reinsubstanz und das handelsiibliche Priparat Imurel®, Imuran® (Deutsche Wellcome
GmbH, Groflburgwedel), 6-Merkaptopurin-Reinsubstanz (Schuchardt, Miinchen).

2) Fa. Asta-Werke, Brackwede.



Natronlauge, pH =~ 8 intravends injiziert und wurde das durch Herzpunktion nach
1 Std. gewonnene Plasma den Leukozytenkulturen zugesetzt, so war der Prozentsatz
der geschidigten Metaphasen mit 12—14 ebenfalls deutlich gegeniiber den Kon-
crollen erhdht. Zur weiteren Kontrolle der Ergebnisse wurden Tabletten des hand§1s-
{iblichen Priparates Imurel® zerkleinert, homogenisiert und in einer .Konzentra.tlon
entsprechend 7 ug/ml in die Kulturen gegeben. Bei Verwendung einer wifirigen
Suspension mit Natronlauge (pH == 8) lieflen sich wiederum keine Chromosomen-
verinderungen erzielen, jedoch bei Suspension in Oximazon wurden 31 bzw. 48 %/
der Metaphasen geschidigt. Ahnlich waren die Ergebnisse bei Verwendung des in vivo
entstehenden Spaltprodukts 6-Merkaptopurin, bei dem 6 ug/ml nur in Verbindung
mit Oximazon in 20 bzw. 28 9/o der Zellen Chromosomenmutationen induzierte.

Tabelle 1:
Nr. Kultur (Dosen pro ml Medium) /o Metaphasen mit Chromosomenmutationen
1— 6 Kontrollen — unbehandelt 0—3, =1
7— 8 Kontrollen + 0,02 ml Oximazon 0 3
9—10 Kontrollen + 0,01 ml Butanol : HoO 1 : 1 1| 1
11—12  Kontrollen + 0,1 ml Rattenplasma i 2
Tabelle 2
Nr. Kultur (Dosen pro ml Medium) /0 Metaphasen mit Chromosomenmutationen
13—14  Azathioprin 0,01 mg in H»O + NaOH, pH =~ 8 1 6
15—16  Azathioprin 0,01 mg in Azeton 2 3
17—18  Azathioprin 0,01 mg in Polyithylenglykol 0 6
19—20  Azathioprin 0,01 mg in Oximazon 60 73
21—22  Azathioprin 0,01 mg in Butanol 12 19
23—24 0,1 ml Plasma von Ratten mit 125 mg/kg
Azathioprin i.v. Entnahme nach 1 Stunde 12 14
25—26  6-Merkaptopurin 0,006 mg in HoO + NaOH, pH~8 3 3
27—28  6-Merkaptopurin 0,006 mg in Oximazon 20 28

n = 100 aufler in den Kulturen Nr.19: n = 51
20; n=171
22: n=91



Entsprechend den fritheren Ergebnissen bei anderen zytostatischen Substanzen stieg

der Prozentsatz der durch Azathioprin geschidigten Metaphasen annihernd expo-
nentiell mit der Konzentration (Abb. 1).
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Abb. 1: Chromosomenschidigung durch Azathioprin bei menschlichen Leukozyten in vitro
Dosis-Wirkungs-Beziehung.

Die bewerteten Aberrationstypen waren folgende nach ihrer Hiufigkeit geordnete:

Chromatidbriiche, azentrische Fragmente, Isochromatidbriiche sowie vereinzelt Inter-

changes, gaps und dizentrische Chromosomen. Die Abb. 2 zeigt eine Metaphase mit
multiplen Aberrationen.

Diskussion

Es konnte gezeigt werden, daff Azathioprin auch in vitro Chromosomenmutationen
induziert. Dieser Effekt tritt jedoch nur in Verbindung mit Ldsungsvermittlern auf,
die die Lipoidloslichkeit und damit das Eindringen der Testsubstanzen in die Zelle
und Entstehung der aktiven Metabolite beeinflussen. Die Reaktion von Azathioprin
mit den Losungsvermittlern war weder zu erwarten noch ergab die Spektralanalyse
einen entsprechenden Anhalt. Die in vivo bei der Ratte zu erwartenden aktiven
Metabolite verursachten an menschlichen Leukozyten ohne Zugabe von Ldsungsver-
mittlern ebenfalls Chromosomenmutationen. Die Mdglichkeit der Anwendung hdherer
Konzentrationen als sie in vivo moglich sind, ist bei der quantitativen Bewertung
chromosomaler Verinderungen in vitro von Vorteil. Erweist sich jedoch eine Substanz
in vitro als nicht mutagen, so konnen daraus noch keine Schliisse fiir das Verhalten
in vivo gezogen werden.




Leukozytenkultur.

Abb. 3: Metaphase mit einem Chromatidbruch (Pfeil) nach Azathioprin.
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Zusammenfassung:

Durch Zusatz von Azathioprin in Oximazon oder Butanol als L&sungsvermittler
wurden bei menschlichen Leukozytenkulturen chromosomale Verinderungen in 60—73
bzw. 12—19°%0 der bewerteten Metaphasen beobachtet (spontane Aberrationsrate
= 0—39/). Chromosomenmutationen wurden auch durch die im Plasma behandelter
Ratten vorhandenen Azathioprinmetabolite sowie durch das homogenisierte handels-
tibliche Priparat Imurel® und durch 6-Merkaptopurin — beide in Oximazon — nach-
gewiesen. Bei Kulturen jedoch, die lediglich wifirige Suspensionen von Azathioprin
und 6-MP erhielten, blieb das Ausmaf der chromosomalen Aberrationen in dem Bereich
von unbehandelten. Kontrollen. Die Ergebnisse lassen erkennen, dafl einige Faktoren
in vitro — vermutlich die Passage von Azathioprin durch die Zellmembran — fiir die
negativen Resultate einer anderen Arbeitsgruppe verantwortlich sein diirften.
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