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Einige Aspekte zur chemischen Mutagenese beim Menschen

und bei Drosophila

Von Giinther Obe, Karl Sperling und Hans Joachim Belitz!"

Da durch Chemikalien ausgeliste Mutationen wie Spontanmutationen meist rezessiv vererbt
werden, d. h. sich unter Umstinden erst nach mehreren Generationen auswirken, ist es duferst
schwierig, die fast immer ungiinstigen Mutationen auf ihre wahre Ursache zuriickzufiihren. Es
ist aber méglich, die mutagene Wirkung von Chemikalien an Testsystemen zu studieren, z. B. an
Drosophila in vivo oder an menschlichen Chromosomen in vitro. Besonders stark mutagen wir-
ken alkylierende Substanzen, die unmittelbar die DN A schidigen. Der Fortschrittsbericht ent-
hilt u.a. eine umfangreiche Zusammenstellung von Substanzen, die an menschlichen Chromo-

somen zu Aberrationen fiihren.

1. Einleitung

Mit dem Begriff Mutation bezeichnet der Genetiker Ver-
inderungen des Erbgutes. Die Mutationen treten bei allen
Organismen spontan auf und kdnnen, sofern sie in Keim-
zellen entstehen, auf die Nachkommen iibertragen wer-
den. Die Mutabilitdt ist eine inhdrente Eigenschaft des
genetischen Materials, und zwar sowohl der Gene selbst
als auch der Chromosomen, in denen die Gene in bestimm-
ter Weise linear angeordnet sind. Die Bedeutung der Erb-
dnderungen ldBt sich unter mehreren Aspekten betrachten:

Die Individualentwicklung eines Organismus ist ein ,,sich
selbst Konstruieren®, wobei der detaillierte Konstruk-
tionsplan als genetische Information in der DNA festge-
legt ist. Die Ontogenese kann damit als Ubersetzung des
genetischen Codes in die Gestalt eines Lebewesens auf-
gefaBt werden.

Um die Bedeutung der Mutabilitédt fiir die Organismen
verstehen zu konnen, sind aber auch die Bezichungen der
Lebewesen zu ihrer Umwelt wichtig. Die Umwelt ist es,
die das Leben erst ermoglicht; gleichzeitig setzt sie der
Entfaltung des Lebendigen auch mehr oder weniger enge
Grenzen. Die Erbanlagen bestimmen die Reaktionsnorm
eines Organismus innerhalb seiner Umwelt, seine Fihig-
keit also, sich seiner Umwelt bis zu einem bestimmten
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Grad anzupassen. Die Anpassung der Organismen ist das
Ergebnis ihrer geschichtlichen Entwicklung und beruht
im wesentlichen auf der Wirkung der beiden Evolutions-
faktoren Mutabilitidt und Selektion. Die Angehorigen einer
Art, die eine bestimmte Umwelt bevolkern und damit zu
einer Fortpflanzungsgemeinschaft gehoren, bezeichnet
man als Population.

Die Individuen einer Population besitzen keineswegs den
gleichen Erbanlagenbestand, obwohl sie alle in jeder Kor-
perzelle die gleiche Anzahl von Chromosomen und die
gleiche Anzahl von Genen haben. Dieser scheinbare
Widerspruch erklidrt sich folgendermaBen: Ein befruch-
tungsfahiges Ei enthilt den artspezifischen Chromosomen-
bestand einmal, es ist haploid; das gleiche gilt fiir die
minnliche Keimzelle (Spermium). Nach der Befruchtung
entsteht die diploide Zygote, die also je einen homologen
viterlichen und miitterlichen Chromosomensatz enthilt.
Aus der Zygote kommt im Verlaufe normaler Zellteilun-
gen (Mitosen) der diploide Organismus zustande. In den
Keimdriisen bilden sich durch Reduktionsteilung (Meiose)
wieder die haploiden Keimzellen.

Beim Menschen und bei Drosophila enthalten weibliche
Individuen die beiden homologen X-Chromosomen,
minnliche Individuen dagegen ein X-Chromosom sowie
das morphologisch und genetisch von ihm verschiedene
Y-Chromosom (Geschlechtschromosomen). Der iibrige
Chromosomenbestand (Autosomen) stimmt bei beiden
Geschlechtern iiberein (Abb. 3).
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Jedes Autosom hat eine Garnitur von Erbanlagen (Genen),
die der Garnitur seines homologen Partnerchromosoms
entspricht. Allerdings miissen zwei homologe Gene nicht
genau gleich sein. Veridndert sich die Sequenz der Purin-
und Pyrimidinbasen der DNA eines Gens, so kann da-
durch die Funktion dieser Erbanlage verschieden stark
modifiziert oder unmoéglich gemacht werden. Solche Ver-
anderungen registriert der Genetiker als Genmutationen.

Die unterschiedlichen Zustandsformen eines Gens werden
Allele genannt. In diploiden Zellen ist jeder Genort durch
zwei Allele vertreten. Sind beide Allele gleich (Homozyto-
gie), werden sie sich im Erscheinungsbild (Phinotyp) voll
manifestieren. Sind sie dagegen verschieden (Heterozy-
gotie), ergeben sich mehrere Moglichkeiten der Merkmals-
auspragung. In der Regel sind neu auftretende Genmuta-
tionen rezessiv, das heifBt, sie wirken sich im heterozygoten
Zustand phinotypisch nicht aus. Eine Ausnahme von die-
ser Regel sind rezessive Mutationen im X-Chromosom
des minnlichen Geschlechtes. Einem mutierten Allel im
X-Chromosom steht kein Normalallel gegeniiber, und
Mutationen konnen sich deshalb bereits ,in einfacher
Dosis* phdnotypisch ausprigen. Dominante Mutationen
entfalten ihre phidnotypischen Effekte auch im heterozy-
goten Zustand.

Die meisten Erbanderungen senken im homozygoten Zu-
stand die Vitalitit ihrer Trédger, sehr viele fithren als Letal-
faktoren sogar zum Tode, und nur die wenigsten stellen
eine Verbesserung dar. Das wird verstindlich, wenn man
bedenkt, daB der Mutationsvorgang ungerichtet ist und
jede zufillige Verdnderung in einem System, das weit-
gehend optimal an seinen Lebensraum angepaft ist, mit
groBerer Wahrscheinlichkeit zu einer Verschlechterung
als zu einer Verbesserung fiihrt. Infolge der Selektion wer-
den die Trager vitalitdtssenkender Allele ausgemerzt oder
sie haben eine verringerte Fortpflanzungswahrscheinlich-
keit. Die Frequenz schidlicher Allele ist deshalb in natiir-
lichen Populationen meist niedrig.

Erweist sich eine neu aufgetretene Mutation als vorteil-
haft, haben ihre Tréger eine gréBere Fortpflanzungswahr-
scheinlichkeit als ihre normalen Artgenossen. Das neue
Allel wird durch die Selektion begiinstigt; seine Frequenz
wird von Generation zu Generation zunehmen, und
schlieBlich wird es das Allel, aus dem es einmal entstanden
war, ganz verdriangen.

AuBer den bisher erwihnten Gen- oder Punktmutationen
spielen auch die Chromosomenmutationen eine wichtige
Rolle, von denen hier drei Typen erwdhnt werden sollen.
Unter einer Deletion versteht man den Verlust eines
Chromosomenabschnittes :

ABCD — ABD

In der Regel wirkt der Verlust eines solchen Abschnittes
(hier Abschnitt C) letal. Gleiches gilt fiir Chromosomen-
stiickverlagerungen zwischen nicht homologen Chromo-
somen (Translokationen):

ABCD+EFGH — ABGH + EFCD

Bei einer weiteren Chromosomenmutation ist ein Ab-
schnitt eines Chromosoms gegeniiber der Normalanord-
nung um 180° gedreht (Inversion):

ABCD — ACBD
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Inversionen werden in natiirlichen Populationen hiufiger
gefunden als die oben erwidhnten Aberrationen.

Storungen im Ablauf der Mitose oder Meiose kdnnen un-
gleichmifige Verteilungen der Chromosomen auf die
Tochterzellen bedingen. Dadurch entstehen Zellen mit
abweichenden Chromosomenzahlen (Aneuploidien), was
in der Regel eine empfindliche Stérung der Genbalance
bedingt. Eine beim Menschen spontan auftretende Aneu-
ploidie ist die mit dem Down-Syndrom (Mongolismus)
assoziierte Verdreifachung (Trisomie) des kleinen Chro-
mosoms Nr. 21 (vgl. Abb. 7).

Ein weiterer, bei Pflanzen weit verbreiteter Mutationstyp
besteht in der Vermehrung ganzer Chromosomensitze
iber den diploiden Zustand hinaus (Polyploidie). Die
Polyploidien spielen im Tierreich keine groe Rolle.

Die beriilhmten Arbeiten von Muller'’), Auerbach'? und
Oehlkers'® hatten gezeigt, daB sowohl Rontgenstrahlen
als auch Chemikalien die Haufigkeit spontaner Punkt-
und Chromosomenmutationen drastisch erhohen. Aus
diesen Entdeckungen entwickelten sich zwei umfangreiche
Forschungsrichtungen, die Strahlengenetik und die Che-
mogenetik.

Hier soll iiber einige Ergebnisse berichtet werden, die an
einem genetischen und an einem cytologischen Testsystem
zur Frage der mutagenen Wirksamkeit chemischer Sub-
stanzen gewonnen werden konnten. Im Folgenden sollen
zunichst die Testsysteme genauer beschrieben werden.

1. Drosophila melanogaster

Das klassische Objekt der Mutationsforschung ist die
Taufliege Drosophila melanogaster, an der Muller'') 1927
die mutagene Wirkung der Rontgenstrahlen nachwies.
Muller, der ein Meister im Aufbau von Spezialstimmen
war, verwendete damals den beriihmten CIB-Stamm zum
Nachweis der geschlechtsgebundenen (d. h. im X-Chromo-
som gelegenen) rezessiven Letalmutationen. Spiter ziich-
tete er einen weitaus besseren Stamm fir den gleichen
Zweck, der seit 1948 allgemein verwendet wird!*).

Dieser Spezialstamm trigt die Bezeichnung Muller-5
(M:5) oder Basc nach den sein X-Chromosom kennzeich-
nenden Faktoren. Der Faktor B (bandformige Augen) ist
dominant, die beiden anderen Faktoren (aprikosenfar-
bene Augen und eine Borstenanomalie) sind rezessiv.
AuBerdem enthilt das M-5-Chromosom zwei Inversionen.

Beim Mutagenititstest werden normale Minnchen (sie
haben rote, runde Augen) der Wirkung von Rontgenstrah-
len oder von Chemikalien ausgesetzt. Vor der Ganzkor-
perbestrahlung schlieft man die Tiere in kleine Gelatine-
kapseln ein. Die Chemikalien kénnen auf unterschiedliche
Weise appliziert werden. Héufig bringt man die Tiere auf
Glasfiltertiegel, die mit Losungen der zu priifenden Sub-
stanz gesittigt sind; die Tiere nehmen dann das Mutagen
per os auf®l, Die gelosten Stoffe kénnen den Tieren auch
in den Hinterleib injiziert werden.

Die behandelten Minnchen werden einzeln mit einem oder
mehreren Weibchen des M-5-Stammes gepaart. Die weib-
lichen Nachkommen der ersten Generation haben eines
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ihrer X-Chromosomen von der Mutter bekommen (M-5-
X), wihrend das andere X vom Vater stammt, also ver-
dndert sein kann. Die Minnchen dieser Generation erhal-
ten ihr einziges X-Chromosom von der Mutter und sehen,
da das vom Vater stammende Y-Chromosom praktisch
keine Gene enthilt, wie die Miitter aus. Die Weibchen
haben bandformige, aber rote Augen. Jedes Weibchen be-
sitzt also ein X-Chromosom, das im Ausgangsminnchen
behandelt worden war.

Das Schicksal der Autosomen kann in diesem Testsystem
nicht weiter verfolgt werden. Jedes Weibchen der ersten
Generation wird mit einem Bruder zur nichsten Genera-
tion angesetzt; der Versuch l4Bt sich etwa 12 Tage spiter
auswerten. Jede Kultur représentiert jetzt ein im Aus-
gangsminnchen behandeltes X-Chromosom. Ist in einem
solchen ein Letalfaktor induziert worden, dann findet man
in der betreffenden Kultur kein normal aussehendes
Minnchen, sondern nur M-5-Tiere und heterozygote
Weibchen (mit bandformigen Augen). Wihrend die Er-
kennung sichtbarer Erbinderungen weitgehend von der
Erfahrung des Untersuchers abhiingt, ist der Ausfall einer
ganzen Mendel-Klasse nicht zu iibersehen (vgl. Abb. 1).

Mit dem M-5-Stamm lidBt sich sehr exakt bestimmen, wie-
viele der geschlechtsgebundenen rezessiven Letalfaktoren
insgesamt auftreten.

Die behandelten Midnnchen kommen aus Laborstimmen,
bei denen die Hiufigkeit neuer Spontanmutationen be-

kannt ist. Sie liegt fir die geschlechtsgebundenen Letal-
faktoren etwa zwischen 0.07 und 1.0%,. Das bedeutet, daB
in 10000 Keimzellen 7 bis 100 Letalmutationen im X-
Chromosom neu auftreten.

Die Wirkung von Rontgenstrahlen 148t sich groBenord-
nungsmiBig angeben. Die Hiufigkeit der rezessiven ge-
schlechtsgebundenen Letalfaktoren nimmt bei D. melano-
gaster pro 1000 R um etwa 3%, zu. Fiir chemische Muta-
gene, auf die spiter eingegangen werden soll, lassen sich
keine generalisierenden Aussagen machen.

1.2. Menschliche Chromosomen

Die Chromosomen der héheren Organismen machen im
Verlaufe der Zellteilung {Mitose) einen charakteristischen
Formwechsel durch. Sie sind im Stadium maximaler Kon-
traktion (Metaphase) im Lichtmikroskop am besten ana-
lysierbar. Diese Bedingung ist in der Colchicin-Metaphase
(C-Metaphase)/® 7! optimal erfiillt. Unter dem EinfluB
von Colchicin bleibt die Verteilung der Chromosomen auf
die Tochterzellen aus, da die hierfiir notwendigen Spindel-
fasern nicht gebildet werden. Die beiden identischen Spalt-
hilften der Chromosomen, die Chromatiden (die Replika-
tion der Chromosomen findet im teilungsinaktiven Sta-
dium der Interphase statt), bleiben vielmehr an der Spin-
delfaseransatzstelle (Kinetochor) miteinander verbunden,
wie es Abbildung 2 fiir menschliche Chromosomen ver-

Abb. 1. Muller-5-Method® zum Nachweis rezessiver geschlechtsgebundener Letalfaktoren bei Drosophila melanogaster. a) Kreuzungsver-
lauf unter Beteiligung des normalen X-Chromosoms; b) Kreuzungsverlauf unter Beteiligung des X-Chromosoms mit induziertem Letalfaktor.
Die Linien kennzeichnen die Kombinationsmoglichkeiten bei der Befruchtung. P = Parentalgeneration; F,, F, = 1. und 2. Filialgeneration;
K, = Keimzellen der Parentalgeneration (stabformige Elemente = X-Chromosomen; hakenformige Elemente = Y-Chromosomen); M-5 =
Muller-5-Chromosom; + = X-Chromosom vom Wildtyp; | = rezessiver Letalfaktor; ¢ = Behandlung mit Rontgenstrahlen oder Chemi-
kalien; t = Ausfall der normalen Minnchen. (Nach Schautafeln des Institutes fiir Genetik der Freien Universitit Berlin.)
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Abb. 2. Mitose und C-Mitose (Colchicin-Mitose) menschlicher Zellen in vitro. a—b—c—d: normale Mitose; a—e: C-Mitose.

Interphase: Die Chromosomen sind weitgehend entfiltelt und durch eine Kernmembran vom umgebenden Plasma getrennt. Die Replika-
tion der Chromosomen erfolgt in einem Synthese-Phase (S-Phase) genannten Abschnitt der Interphase.

Prophase: Die Chromosomen werden infolge zunehmender Auffiltelung im Lichtmikroskop sichtbar.

Metaphase: Die Kernmembran ist verschwunden. Die stark verkiirzten Chromosomen sind in der Aquatorebene der Zelle angeordnet. Es ist
deutlich erkennbar, daB sie aus je zwei Chromatiden bestehen und im Bereich der Kinetochoren zusammengehalten werden. Die Einzelchro-
mosomen gruppieren sich ringférmig um einen chromosomenfreien mittleren Bereich der Aquatorebene.

Anaphase: Mit den Kinetochoren voraus wandern die Langshilften der Chromosomen zu den gegeniiberliegenden Zellpolen. Die Spindel-
fasern sind in diesen Bildern nicht sichtbar. Sie setzen an den Kinetochoren an und verlaufen in Richtung auf die Zellpole.

Telophase: Die Tochterchromosomen sind an den Zellpolen angelangt. Es entstehen zwei Tochterkerne. Der Plasmaleib schniirt sich in der
Aquatorebene durch.

C-Metaphase: Die Chromosomen sind stiarker verkiirzt als in einer normalen Metaphase. Chromatiden und Kinetochoren sind besonders
nach hypotoner Behandlung gut sichtbar. Die Einzelchromosomen sind iiber die ganze Aquatorebene hin verteilt.

Kinetochoren

Schwesterchromatiden

deutlicht. Die Auflosung der Kernmembran wird durch
Colchicin nicht gehemmt, und die Chromosomen vertei-
len sich iiber den ganzen Aquatorbereich der Zelle. Eine
im Verlaufe der Pridparation eingeschaltete Behandlung
mit einer hypotonen Salzlosung (etwa 0.9-proz. Natrium-
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citrat) steigert noch den AusbreitungsprozeB. Ein weiterer
sich aus der Wirkungsweise des Colchicins ergebender
Vorteil ist eine Anreicherung von Colchicin-Metaphasen.
Die Gewebekultur ist die Methode der Wahi, um fiir der-
artige Techniken geeignete Zellpopulationen zu erhalten.
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So gelang es Tjio und Levan'®) 1956 erstmals, die genaue
Chromosomenzahl des Menschen mit 2n =46 zu ermitteln.

Nach der Kultivierung werden die Zellen in einem Ge-
misch aus Alkohol und Eisessig fixiert und in diesem Fi-
xiergemisch auf gekiihlte Objekttriger aufgetropft. Nach
Ausbreiten der Zellsuspension auf dem Objekttrager und
Austrocknen des Fixiergemisches farbt man die Chromo-
somen mit Orcein, und die Metaphasen konnen jetzt unter
dem Lichtmikroskop untersucht werden.

Der normale Chromosomensatz des Menschen besteht
aus 44 Autosomen (22 Paare) und zwei X-Chromosomen
bei der Frau bzw. einem X- und einem Y-Chromosom
beim Mann. Die Chromosomen werden schematisch nach
abnehmender Linge geordnet und von 1-22 numeriert.
Die Geschlechtschromosomen werden als solche benannt.
Dieses Ordnungsprinzip zeigt Abbildung 3 fiir eine weib-
liche und eine ménnliche Metaphase.

Wl oy

STRERTR R
Tt 3« ﬁﬁ i 55 nﬂ
ah A0 an K& KK M

X% O% An AA Hu

19 20 A 22

B9 K6 3K 4w B
Kas xn M xa mf xx

m\ AN m; AN M am

14 16
A% XX pa Aa ?‘ x
19 20 2 22
—t

Abb. 3. Geordnete menschliche Metaphasen : a) minnlich, b) weiblich.
(Original von Th. Liiers.)

Die auf Mutagenitét zu testenden Substanzen werden den
Zellkulturen in den gewiinschten Konzentrationen einige
Stunden vor der Aufarbeitung zugesetzt. Die Metaphase-
Chromosomen kénnen anschlieBend auf eventuell indu-
zierte Schiden hin untersucht werden.

Eine Ubersicht iiber die im Testsystem menschlicher Chro-
mosomen in vitro als mutagen erkannten Substanzen gibt
die Tabelle.
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Ganz besonders wichtig ist die Tatsache, daB nicht nur
nach Einwirkung von Mutagenen in vitro Chromosomen-
mutationen nachgewiesen werden konnen, sondern auch
nach Kontamination in vivo, etwa nach chemotherapeu-
tischer Behandlung mit Cytostatica, Einnahme von Psy-
chopharmaca (z.B. LSD) oder nach Einatmung von ver-
unreinigter Luft (Benzoldampf). Derartige Fille sind in der
Tabelle unter der Rubrik ,,in vivo* vermerkt.

2. Alkylierende Agentien!®~'?

Aus der Vielzahl der mutagenen Substanzen sollen hier
die alkylierenden Verbindungen genauer besprochen wer-
den. Sie zihlen zu den stirksten bekannten Mutagenen
{iberhaupt. In der Therapie werden sie besonders als Cyto-
statica verwendet, spielen aber auch als Schidlingsbe-
kampfungsmittel eine groBe Rolle. In der Textilindustrie
werden sie zur Herstellung von Farbstoffen sowie zur Fer-
tigung feuer- und knitterfester Waren benotigt. Besonders
bedenklich ist, daB sie auch in den Autoabgasen vor-
kommen.

Die strukturell sehr verschiedenen Verbindungen haben
eine Fihigkeit gemeinsam: Sie iibertragen einen Alkylrest
auf andere Atome oder Molekiile. Dieser Alkylrest ist bei
den biologisch wirksamen Alkylantien {iber ein Sauerstofi-,
Stickstoff- oder Schwefelatom mit dem Grundkérper ver-
bunden. Bei der Alkylierung handelt es sich gewdhnlich
um eine Sy2-Reaktion,

X:4+RY - X®—R +Y:©

wobei X das nucleophile Agens und R der Alkylrest ist.
Nach diesem Schema verlduft etwa die Alkylierung durch
Methansulfonsdureester ROSO,CH,. Bei funktionellen
Gruppen mit cyclischer Struktur wie den Aziridinen (72),
Epoxiden und f-Lactonen ist die Alkylierung mit einer
Ringéffnung verbunden.

<N7 + x: 29 %@ cp,-CH,-NHR + OH®
R (72

Im Hinblick auf die cytostatische Wirkung der Aziridine
ist die Tatsache von Bedeutung, daB die hydrolytische
Aufspaltung des Ringes bei dem fiir die Krebszelle typi-
schen pH-Wert (6.5) viermal so schnell verlduft wie beim
pH-Wert der gesunden Zelle (7.2)'131

Eine weitere hochwirksame Gruppe bilden die Schwefel-
(73) und Stickstoffloste (77), die erst nach Ringbildung
alkylierend wirken. Die Reaktionskinetik wird hierbei

? ®
R-S-CHp-CHy,Cl —» R-Sq Cl

(73) lx:
R! R-S-CH;-CH,-X®
ZN-CHy CH,Cl
(71)

durch die relativen Geschwindigkeiten der beiden Reak-
tionsschritte bestimmt.
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Zu den N-Nitrosoverbindungen gehoren die Dialkyl-
nitrosamine (74) und die Acyl-alkylnitrosamide (75).
Eine Besonderheit dieser Substanzen ist, daB sie als solche
inaktiv sind. Diese ihre ,, Transportform* geht in der Zelle
iiber enzymatische und spontan verlaufende Umbauten
in die alkylierende Wirkform iiber.

Nicht nur bei den N-Nitrosoverbindungen unterscheiden
sich Transportform und Wirkform. Besonders bekannt
hierfiir ist das als Endoxan oder Cytoxan in der Krebs-
therapie verwendete Stickstofflost-Derivat (16) (siche

DNH q

H,c=CH-CHOH-cHz-Nq

RY
(1) (2) o ()
2 {CH;3) ;NN N(CHs)z
P ~ =
Dt o ] Y (CHy)aN-P- N(CHy)z
- MCHy) N(CH,)2
AN o (10) MR (1)

(16), R = CICH,-CHa, R® = H
(17), R! = R? = CICH,-CH,
(18), R* = H, R? » CICH,;-CH,

Rz
CICH,-H,C g/N

rRY o

(19)

HS-CH,;-CO-COOH

(CICHy-CHa)aN- P,

CH350430-(CH3)(-0SOCHy

Tab. 1), dessen alkylierende Aktivitat sich erst nach hydro-
lytischer Spaltung in der Leber entfaltet.

R-H,C_
_N-NO
R%-H,C
(74)

R'-H,C_
N-NO

_ d
RZE (75)

Die nucleophilen Gruppen in der Zelle sind primire bis
tertidzre N-Atome sowie OH-, SH- und Sulfidgruppen.
Damit sind eine Vielzahl von Reaktionen zwischen Alky-

R! 1. 7 _ X . N
e intag " D 50 D"};J N
VAN

AN

-(CHa)a~N(C3Hs)3 - HC1

s &

CHy-N(CH,-CH,Cl);

n—C,H-,—m

o]
H, ° (15)
(12 (13) (14)
_NH, _NH,
0=c] o=c
® gu,-oso,cn, NH, NHOH
HyN CH;S0,0-CH (22) (23)
0® CH; i
&u HO-GH NHOH -NO
o HC-OH _
0-CH, 0=C HN=C
HC-0SO,CHy 0 N
H;-0SO,CH, (24) (25

(21)

HS-CH;-CH,-NH;  HS-CHp-CHy-OH

CzHy i Nﬁ/NHz .
(28) ¥ (32) (26) (27)
c1 :
NH, B! H
N H;C\ HyCw. NtN
Jj J\)j— OJ\ k)t[” >‘*" i >-o vy N NGl
H
>0 HOH;y OH H, (39) éH,(‘:H, (41) (43)
R t 2,
(36), R « R?= H o HiC- )
(37), R' = CHy, R*= H @
H NN (CzHs)aN: NCH
(38) R' = CHy, R? = OC4H, N7 !
(30, %= F (33)  (4).R-H AV ,&
(3/),X= B 35),R = OH H
) %) (40) (#4) \
S
eyel “
N c1
(iH:): NH-CO-CHCly CaH H
I | o N—O—in -CH-CH,0H
(45), R = N(CHy) HaN N H ) (49) CHO
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Sar\L-N- L-N-
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HyC N NH Hy |. ’l;hr L-’l"hr
d co o
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OCH; (56), R = CO-CH,
o )
CHy CH,
COOH (53)
© NH, CO-CH;-CH-COOH
NH
CE("*“ ' . 2 94
H H 59, lam
(57} (58) (59) @N{)-O BrCH3CH3-CO-N  N-CO-CHz-CH;Br
Ny
NO: CI;; CHs (g3 O (60 (65)
(60) Y (61) (62) 12 50420
0
CH,Br ?HIBX‘
HO-CH HC-OH
HO-CH HO-CH
/ HOGH, Hi-on HC-OH
H,Br H,Br
o0  (66) (69) -HBr-3 Hy0
(67) (68
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Tabelle. Substanzen, die an menschlichen Chromosomen Aberrationen induzieren. in vitro = nach Einwirkung der Substanz auf Zellkulturen; in
vivo = nach Einnahme oder Einatmung. (Siche dazu die Zusammenstellung der Formeln auf Seite 306.)

Nr.oder Name mutagen Literatur Nr.oder Name mutagen Literatur
Formel in vitro in vivo Formel in vitro in vivo
(1) Aziridin, Athylenimin + [40] (34) 2'-Desoxyadenosin + [55d]
(2) 1-Aziridino-3-buten-2-0l  + [40b] (35) Adeninarabinosid + [60]
(3) 2-Aziridino-5,6,7,8-tetra-  + [41] (36) 1,3-Dimethylxanthin, + [61]
hydro-1,4-naphthochinon; Theophyllin
A137 (37) 1,3,7-Trimethylxanthin, + (61, 62]
(4) 2,5-Bis(aziridino)-1,4- + [39] Cofein
benzochinon ; Chinon [ (38) 8-Athoxy-1,3,7-trimethyl-  + [63)
(5) 2,3,5-Tris(aziridino)}-14-  + [29, 42] xanthin
benzochinon; Trenimon (39) 1,3,7,9-Tetramethylharn- + [63a]
(6) Tris(aziridinojthiophos-  + [42] sdure
phoran ; Thio-TEPA, Tespa (40) 6-Mercaptopurin + + [4s, 64]
(7) Tris(aziridino)oxophos- + [40b] (41) 6-Thioguanin [57a]
phoran; TEPA (42)  6{1-Methyl-4-nitro-5-imid- +  [65]
(8) 2,4,6-Tris(aziridino)-1,3,5- + [42, 43] azolylthio)purin ; Azathio-
triazin; Tridthylenmelamin, prin, Imuran
TEM (43) 3{2-Diithylaminoithyl)4- + [66]
(9) 2,4,6-Tris(aziridino)- + [400] hydroxyindol; CZ —74
1,3,5,2,4,6-triazatriphos- N R
phorin; Apholat (44) gi;rgsauredlathylamld. + + [67]
h in; 40b X
(10) Hexamethylmelamin * [400] (45)  2-Chlor-10-(3-dimethyl- + e
aminopropyl)phenothiazin;
(11) Hexamethylphosphor- + [40b] Chlorpromazin
duretriamid
sauretriamic 146) 2-Chlor-10-[3{4-(2-hydro- + (671
(12) 1-(2.-D1athy1am|noe.1thy1- + [18] xyathylpiperazinyljpropyl]-
amino)-4-methylthioxan- phenothiazin; Perfenazin
thon-hydrochlorid; .. .
Miracil D (47) 3,6-Diaminoacridin; + [68]
. Proflavin
(13) B-Propiolacton + [44]
) (48) 36-Diamino-10-methyl-  + [69]
(14) 2-Hexensiure-B-lacton [44] acridiniyrmhalogenid ;
(15) Bis(2-chlorithyl)methyl- + [45] Acriflavin, Trypaflavin,
amin; Stickstofflost Euflavin
(16) 2-[Bis(2-chloréthyamino]- + [46] (49) Chloramphenicol + (70]
perhydro-1,3,2-oxazaphos- {50) Daunomycin + + [25, 71]
phorin-2-oxid ; Cyclophos- . :
phamid, Endoxan, Cytoxan (31 Mitomy C.m .C + [72]
(17) 2-[Bis(2<chlorithyl)amino]- + [47] (52) Stre.ptomgl.'m + [73]
3-(2-chlorithylperhydro- (53) Actinomycin D + [68]
1,3,2-oxazaphosphorin-2- (54) Streptomycin + [19]
oxid; Asta Z 4828 N
. A 649 Antibioticum unbekannter  + + [45])
(18) 22-Chlordthylamino)-3-  + [47) Konstitution
(2-chlorithyl)perhydro-
1,3,2-oxazaphosphorin-2- (55) Testosteron + [74]
oxid; Asta Z 4942 (56) Progesteron + [74]
(19) N-Bis(2-chlordthyl)amido- + [42] 0, Ozon + [75]
phosphorsidure(3-amino- . .
propylester K,As0; Kallumarsen.lt + [50]
(20) Tetramethylenbis(methan-  + [48] NH,OH  Hydroxylamin + [57a, 57c]
sulfonat) (57) Benzol + [76]
(21) 1,2,5,6-Tetrakis(methan- + [49] (58) 4-Hydroxyanthranilsdure  + [77]
sulfonyl}-p-mannit (59) 3-Hydroxykynurenin 11
r22) Harnstoff + £s0) (60) Natrium-cyclohexylamido-  + [78]
(23) Hydroxylharnstoff + [50] sulfat; Natrium-Cyclamat
(24) N-Hydroxyurethan + [50] (61) 4-Nitrochinolin-N-oxid + [79]
(25) N-Nitrosoguanidin + [51] (62) Chinosol + [80]
(26) 2-Aminoithanthiol + {521 (63) 7,12-Dimethylbenz[a]- + (81]
i anthracen
(27) 2-Mercaptoithanol + [52, 53] . o
(64) 2-Phthalimidoglutarimid;  + [82]
(28) 3-Mercaptobrenzirauben-  + [54] Thalidomid, Contergan
sdure
. (65) 1,4-Bis(3-brompropionyl)}- + + [83]
(29) Cytosinarabinosid + + [55]) piperazin
(30) 5-Fluor-2'-desoxyuridin [42, 56] (66) Aflatoxin B, + [44]
(31) 5-Brom-2’-desoxyuridin + [57] (67) 1,6-Dibrommannit + [84]
(32) 2,4-Diamino-6-ithyl-S-p- + [58] . .
chiorphenyl-pyrimidin; (68) 1,6-Dibromdulcit + [84]
Pyrimethamin (69) Scolpolaminhydrobromid  + [46a]
(33) 6-Azauridin + [59] (70) Luteoskyrin + [85])
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lantien und biologischem Material denkbar, wobei der
Alkylierung der DNA aber eine zentrale Bedeutung zu-
kommt. Permanente Anderungen an der DNA werden
schon durch geringste Mengen von Alkylantien hervor-
gerufen. An isolierter DNA konnte nachgewiesen werden,
daf} besonders die Basen alkyliert werden. Bevorzugt an-
gegriffen werden Stickstoffatome vom Pyridin-Typ. Das
wird verstiandlich, wenn man bedenkt, daB das freie Elek-
tronenpaar dieses N-Atoms nicht in das konjugierte Elek-
tronensystem des Heterocyclus einbezogen ist. Die Ein-
fiihrung eines Alkylrestes an dieser Stelle bewirkt demnach
keine Zerstérung des konjugierten Systems, sondern nur
einen geringen Verlust an Resonanzenergie. Schwer ver-
standlich ist dagegen, warum das N-7-Atom des Guanins
am hidufigsten alkyliert wird, wihrend das N-1-Atom
dieser Base und N-3 sowie N-7 des Adenins seltener be-
troffen sind. Vermutlich beruhen diese Unterschiede im
wesentlichen auf sterischen Effekten an der DNA-Doppel-
helix. In vivo werden die Verhiltnisse noch viel kompli-
zierter. Nach Behandlung mit tritilertem B-Propiolacton
konnte aber auch hier eine N-7-Alkylierung des Guanins
nachgewiesen werden.

Neben den Basen sind die Phosphatgruppen primire
Angriffspunkte fiir bestimmte Alkylantien wie etwa das
Stickstofflost (15). Ein Teil der dabei entstehenden
Phosphatester setzt beim hydrolytischen Zerfall ein Alkyl-
radikal frei, das anschlieBend mit einer Base reagieren
kann. Dieser Vorgang und die direkte Basenalkylierung
fihren also zum gleichen Ergebnis. Infolge der Bildung
eines Alkylguanins etwa kann es nach hydrolytischer Spal-
tung der Bindung zwischen Base und Desoxyribose zur
Eliminierung des Guanins und danach zu einem Bruch
in der Polynucleotidkette kommen.

Alkylierende Verbindungen mit mehreren funktionellen
Gruppen sind in ihrer biologischen Wirksamkeit den
monofunktionellen Alkylantien um ein Vielfaches iiber-
legen. Diese Tatsache kann auf die Bildung von Vernet-
zungen zuriickgefiihrt werden. Derartige ,,Cross-Links"
konnen die Schwesterstringe der DNA-Doppelhelix oder
aber zwei Molekiile innerhalb eines Stranges der Doppel-
helix miteinander verkniipfen. Briicken zwischen ver-
schiedenen Doppelhelices konnten im Elektronenmikro-
skop sichtbar gemacht werden. Auch an Vernetzungen
zwischen chromosomalen Proteinen und der DNA muB
gedacht werden. Die starke toxische Wirkung der poly-
funktionellen Alkylantien beruht wahrscheinlich auf der-
artigen Vernetzungen, die eine geregelte Replikation der
DNA erschweren oder verhindern.

Die durch die Alkylierungen an der DNA verursachten
Schiden werden in vivo zum gro8ten Teil enzymatisch
repariert (,Repair*). Hierbei auftretende Fehler andern die
native Basensequenz und sind damit sicherlich eine Quelle
von Punktmutationen. Wie es zu lichtmikroskopisch sicht-
baren Verdnderungen an den Chromosomen kommt, ist
noch weitgehend unbekannt. Eine Kldrung dieser Frage
wird erst dann moglich sein, wenn der Bau der Chromo-
somen hoherer Organismen aufgeklart ist.

Woh! am besten sind die Ergebnisse deutbar, wenn man
annimmt, daB ein einzelnes Chromosom im Kern der sich
nicht teilenden Zelle (Interphasekern) aus nur einer durch-
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laufenden DNA-Doppelhelix besteht, die — mit Proteinen
assoziiert — in der Synthesephase des Zellzyklus als Ma-
trize fiir die Bildung der Schwesterchromosomen dient.
Diese erscheinen in der C-Metaphase als zwei im Kine-
tochor noch zusammenhingende Chromatiden (vgl. Abb.
2). Die Kontraktion der Chromosomen konnte als fort-
schreitende Auffaltung der DNA-Protein-Fibrille einer
jeden Chromatide verstanden werden (Falt-Fibrillen-Mo-
dell der Chromosomenstruktur)!'* '3}, Werden die infolge
der Alkylierung in einem DNA-Strang des Interphase-
chromosoms entstandenen Briiche nicht repariert, so fiihrt
das zu einer Unterbrechung in der Fibrille einer nach der
Replikation entstandenen Chromatide. Diese Vorstellung
ist auch mit der Tatsache im Einklang, daB3 in der ersten
Metaphase nach Einwirkung eines Alkylans (in der vorher-
gehenden Interphase) nur Schiden an den Chromatiden
gefunden werden. Diese Chromatid-Aberrationen kdnnen
nach einer weiteren Mitose in Chromosomen-Aberratio-
nen iibergehen, lassen sich aber meist ihrer Letalwirkung
wegen nicht beobachten. Um ein genaues Bild vom Schi-
digungsmuster an den Chromosomen zu erhalten, ist es
also wichtig, die erste Mitose nach Einwirkung des Alkylans
zu erfassen.

Im folgenden seien einige Ergebnisse, die an den beiden
Testsystemen gewonnen wurden, vergleichend besprochen.

2.1. Achromatische Liisionen (AL)

Die achromatischen Lisionen kommen an menschlichen
Chromosomen sehr hidufig vor. Hierbei handelt es sich um
Firbeliicken in der Lingsstruktur der Chromatiden, nicht
jedoch um Unterbrechungen der Chromatidstruktur. Di-
stal von der achromatischen Lision, das heifit zum Chro-
mosomenende hin gelegene Chromatidbereiche werden
in der Anaphase nicht von dem proximalen (kinetochor-
nahen) Abschnitt getrennt. Die Lisionen werden vermut-
lich in der auf ihre Induktion folgenden Synthesephase
wieder repariert! 6.

Besonders wichtig ist die Frage, ob die achromatischen
Lisionen als Mutationsdquivalente zu gelten haben. Ver-
gleichende Betrachtungen zur mutagenen Wirksamkeit
des Thioxanthonderivates Miracil D (12) (sieche Tab. 1)
an Drosophila!'™ und an menschlichen Chromosoment!8!
weisen darauf hin, daB diese Frage verneint werden kann.
Bei Drosophila erwies sich Miracil D als fast wirkungslos,
lediglich die Hiufigkeit an chromosomalen Umbauten
war hier gegeniiber der Kontrolle erh6ht. An der Firbung
der Hodenspiralen von Drosophila konnte festgestellt wer-
den, daB die Substanz sich dort sogar angereichert hatte
und nicht etwa nach Verfiitterung metabolisiert und aus-
geschieden worden war und aus diesem Grunde wirkungs-
los blieb.

Bei menschlichen Chromosomen fanden sich neben einigen
Translokationen nach 24-stiindiger Einwirkung von1-10~3
mol/ml immerhin iiber 40% achromatische Lisionen.
Wiren sie Mutationsidquivalente, dann hitte die Hiufig-
keit geschlechtsgebundener Letalmutationen bei Droso-
phila erhoht sein miissen, zumal groBenordnungsmaBig
gleiche Testkonzentrationen verwendet wurden.

Angew. Chem. | 83. Jahrg. 1971 [ Nr. 9



Einen weiteren Hinweis zu dieser Frage ergaben Unter-
suchungen zur Wirkung der an hoheren Organismen nicht
mutagenen Antibiotica Streptomycin (54) (sieche Tab. 1)
und Dihydrostreptomycin auf menschliche Chromosomen
in vitro!*®), Wihrend Streptomycin fast 40% achromatische
Lisionen induzierte, war Dihydrostreptomycin vollkom-
men wirkungslos. Die Hédufigkeit aller anderen Aberrations-
typen wurde — abgesehen von ganz vereinzelt sowohl nach
Streptomycin- als auch nach Dihydrostreptomycingaben
aufgetretenen Translokationen — durch beide Strepto-
mycine nicht erhdht. Sie unterscheiden sich unter anderem
darin, daB Streptomycin auf Polyanionen zehnmal stirker
vernetzend wirkt als Dihydrostreptomycin!?°l. Die achro-
matischen Ldsionen knnten durch derartige unspezifische
Vernetzungen chromosomaler Polyanionen zustandege-
kommen sein.

2.2. Chromatidbriiche (B')

Die Chromatidbriiche sind echte Unterbrechungen der
Chromatiden. In der auf die Induktion folgenden Anaphase
bleibt das Bruchstiick zuriick und kann héchstens passiv
in eine der entstehenden Tochterzellen gelangen. Dieser
Schidigungstyp fiihrt also zu terminalen Stiickverlusten
(Deletionen).

Terminale Stiickverluste kommen beim Menschen in selte-
nen Fillen spontan vor (etwa bei 1/100000 Geburten) und
bedingen sehr schwere MiBbildungen. Ein Stiickverlust im
kurzen Arm eines Chromosoms Nr. 5 fithrt zur Ausbildung
des Katzenschrei-Syndroms (Cri-du-chat-Syndrom)'2!1 das
nach dem katzenartigen Schreien der mit vielen MiBbil-
dungen behafteten Kinder benannt wurde.

2.3. Isochromatidbriiche (B")

Ein weiterer, im cytogenetischen Test erfaBbarer Aberra-
tionstyp sind die Isochromatidbriiche. Es handelt sich hier-
bei um zwei Briiche, die an morphologisch homologen
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Stellen zweier Schwesterchromatiden auftreten. Sie fithren
zur Entstehung zweier kinetochorloser Chromatidstiicke
und eines Restchromosoms. Ein Isochromatidbruch fiihrt
zu Stiickvertusten in beiden Tochterzellen.

Abbildung 4a zeigt eine Metaphase mit achromatischen
Lisionen sowie Chromatid- und Isochromatidbriichen
neben Chromatidtranslokationen. In Abbildung 4b sind
die geschidigten Chromosomen einzeln zusammengestelit.

2.4. Chromatidtranslokationen (RB')

Am leichtesten erkennbar und am eindeutigsten als Mu-
tationsdquivalente verwertbar sind die Chromatidtrans-
lokationen. Sie sind das Ergebnis von Reparaturvorgin-
gen, bei denen aber nicht zusammengehérige Bruchstiicke
verschiedener Chromatiden miteinander verheilen. Diese
Translokationen zeigen meist eine typische Kreuzform.

In Abhingigkeit von der Art der Verheilung kénnen RB’-
Figuren entstehen, in denen die Kinetochoren nicht mit-
einander verkniipft sind (symmetrische RB’), und solche,
in denen die Kinetochoren durch eine Chromatidbriicke
verbunden sind (asymmetrische RB’), die in der folgenden
Anaphase zwischen den zu den Polen wandernden Kine-
tochoren ausgespannt wird.

Die Translokationen konnen als sichtbarer Ausdruck fiir
die Reparaturvorgiange in der Zelle gewertet werden. Ge-
legentlich auftretende, sehr stark zerstorte Metaphasen
ohne Translokationen weisen auf einen Zusammenbruch
des Reparatursystems in diesen Zellen hin. Die Abbildun-
gen 5a-5c zeigen Uberginge von stark zerstérten Meta-
phasen mit Translokationen zu solchen, die vollstindig
»pulverisiert* erscheinen.

Die interzellulire Verteilung der Translokationen und
Briiche ermoglicht es ebenfalls, Riickschliisse auf Repara-
turvorginge in der Zelle zu ziehen!??), Geht man von einer
zufallsgemaBen Verteilung der primir entstandenen Schi-
den auf die untersuchten Zellen aus, dann miiBten die
Chromatidbriiche und Translokationen pro Zelle nach
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Abb. 4. a) Metaphase mit Chromosomenschddigung durch 32-stiindige Einwirkung von 0.02 pg/ml! Chinon I (4). b) Zusammenstellung der
geschidigten Chromosomen. 1 = achromatische Lision; 2 = Chromatidbriiche; 3 = Isochromatidbriiche; 4 = Chromatidtranslokationen

(aus [39]).
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Abb. 5. Unterschiedlich stark geschiddigte Metaphasen durch 24-
stiindige Einwirkung von 5.0x 10”7 mol/ml Trenimon (5). a) Viele
Chromatidtranslokationen; b) neben sehr vielen Briichen ist nur noch
eine Chromatidtranslokation vorhanden (Pfeil); c) vollig zerstiickelte
Metaphase (Pulverisierung) ohne Chromatidtranslokationen (aus [29]).
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Poisson verteilt sein. Nach Behandlung mit Chinon I (4)
(siche Tab. 1) fanden sich aber immer zu viele Zellen in der
0-Klasse, d.h. Zellen ohne Chromosomen-Aberrationen
waren nach der Erwartung bei Zufallsverteilung zu hiufig.
Es konnte sich hierbei um Zellen handeln, in denen alle
Schiiden repariert wurden.

Eine weitere Frage ist die nach dem Zeitraum, innerhalb
dessen solche zu Translokationen fiihrenden Bruchver-
heilungen méoglich sind. Experimente mit Rontgenbestrah-
lung haben fiir menschliche Lymphocyten eine Zeitspanne
von 60-90 Minuten ergeben!?3),

Die Translokationsausbeute kann durch Inhibitoren so-
wohl der DNA- als auch der Proteinsynthese verringert
werden!?¢~27), Das weist auf eine Beteiligung dieser Syn-
thesen an der Bildung von Translokationen hin.

Neben Translokationen, an denen zwei Chromatiden teil-
haben, treten im Mutationsexperiment auch solche auf,
an denen mehr als zwei Elemente beteiligt sind. Abbildung 6
gibt einige Beispiele fiir Translokationen zwischen drei
Chromosomen.
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Abb. 6. Chromatidtranslokationen (RB’) aus drei Chromosomen durch
24- und 32-stiindige Einwirkung von Chinon I (4) (aus [39]).

Spontane Translokationen sind beim Menschen ebenso
selten wie Deletionen. Eine Translokation zwischen einem
Chromosom Nr. 13 und einem Nr. 21 fiihrt zur Entstehung
eines neuen Chromosoms, dessen kurze Arme einem Nr. 21
und dessen lange Arme einem Nr. 13 entsprechen. Die bei
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der Entstehung der Translokation verlorengegangenen
kurzen Arme beider beteiligten Chromosomen scheinen
keine genetische Bedeutung zu haben. Die Translokations-
trager sind phénotypisch normal, haben aber nur 45 Chro-
mosomen. Abbildung 7a zeigt den Chromosomensatz
einer weiblichen Translokationstrigerin. Gelangt ein Nr. 21
und zusdtzlich das Translokationschromosom in eine
Eizelle, so wird nach Befruchtung mit einem normalen
Spermium ein Organismus mit 2n=46 Chromosomen
entstehen, der aber die 3-fache Gendosis fiir das Chromo-
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Abb. 7. Geordnete menschliche Metaphasen mit Translokationschro-
mosom 13/21 (Pfeil). a) Balancierter Zustand (45 Chromosomen);
b) verbunden mit einer Trisomie 21 (Translokationsmongolismus, 46
Chromosomen) (Original von Th. Liiers.)

som Nr. 21 besitzt und damit das Down-Syndrom (Trans-
lokationsmongolismus) aufweist!?8], Abb. 7b zeigt den
Chromosomensatz eines minnlichen Translokationsmon-
goloiden.

3. Dosiseffektbeziehungen

Alle genannten Aberrationstypen (AL, B’, B” und RB)
nehmen in ihren Hiufigkeiten mit der Dosis des zu testen-
den Mutagens zu. Abbildung 8 stellt derartige Dosiseffekt-
beziehungen fiir das Alkylans Trenimon (5) dar!?®! (siehe
Tab. 1). Dosiseffektbezichungen ergeben sich auch fiir re-
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zessive Letalmutationen bei Drosophila etwa nach Ein-
wirkung von Triithylenmelamin (&8)®*® und von Stick-
stofflost-Derivaten in steigenden Konzentrationen!3!).
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Abb. 8. Dosiseffektbezichungen fiir achromatische Lisionen (AL),
Chromatidbriiche (B’), Isochromatidbriiche (B”) und Chromatid-
translokationen (RB’) durch 24-stiindige Einwirkung von Trenimon
{5). a) Angabe des Effekts (E) in Prozent; b) Angabe des Effekts in
Aberrationen pro Zelle (A/Z) (aus [29]).
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4. Chemische Konstitution und mutagene Wirkung

Der Zusammenhang zwischen chemischer Konstitution
und mutagener Wirkung soll am Beispiel einiger Aziridine
aufgezeigt werden.

Im Hinblick auf die Induktion rezessiver Letalmutationen
ergibt sich eine positive Korrelation mit der Anzahl der
Aziridingruppen pro Molekiil'32). Das trifunktionelle Tre-
nimon (5) ist etwa 10-mal wirksamer als das bifunktionelle
E 39 (76), und das bifunktionelle Chinon I (4) ist 3.5-mal
starker mutagen als das monofunktionelle A 137 (3)
(Schema 1). Aber auch der Grundkorper eines Alkylans

o)
a) ‘¢E§<’ DN-?:’-NQ HiCs N<]
DN X <] LNX 0C;H,
(5), 16.5 (6), 1.5 (76), 1.5
'Y
iy o ot g
P O
(4), 8.0 (77), 4.5 (3), 2.0 (78}, 0.25

Schema 1. Haufigkeit rezessiver Letalmutationen im X-Chromosom
von Drosophila melanogaster durch dreitigige Verfiitterung von a)
2.3-10"*-proz. Losungen von Trenimon (5), Thio-TEPA (6) und
E 39 (2.5-Bis(aziridino)-3,6-n-propoxy-1,4-benzochinon) (76) und von
b) 2.3-10~ 2-proz. Lésungen von Chinon I (4, A 140 (2-Aziridino-1,3-
diaza-2-phospha-perhydrophenalen) (77), A 137 (3) und p-Chinon
(78). Die Zahlen unter den Formeln geben die Haufigkeit (%) an (nach
Werten aus [32]).

hat einen EinfluB auf seine mutagene Wirksamkeit. Treni-
mon (5) ist doppelt so wirksam wie Thio-TEPA (6),
obwohl beide Substanzen trifunktionelle Aziridin-Verbin-
dungen sind.

Die Mutationsausbeute zeigt keine einfache Abhéngigkeit
von der Zahl der reaktiven Gruppen. Eine vergleichende
Untersuchung an menschlichen Chromosomen in vitro zur

Jesa >~ sales

(3), 5 ), 25 (5), 48
b) CHzBr H,Br
HC-OH HO-CH
HO-CH HO-CH
HO- CH HC-OH
g OH
HzBl‘ HgBl‘
(68), 27 (67), 42

Schema 2. Hiufigkeit von Chromatidtranslokationen an menschli-
chen Chromosomen durch 24-stiindige Einwirkung von 1-10~% mol/
ml A 137 (3), 0.5-10"¢ mol/ml Chinon I (4) und 0.33-10~° mol/ml
Trenimon (5) (nach Werten aus [33]) und b) durch 40-stiindige Ein-
wirkung von 1-107° mol2 Dibromdulcit (68) und Dibrommannit
(67). Die Zahlen unter den Formeln geben die Haufigkeit (%) an.
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Wirksamkeit von 110~ mol/ml A 137 (3) (monofunk-
tionell), 0.5-10~ ¢ mol/ml Chinon I (4) (bifunktionell) und
0.33-10 9 mol/m! Trenimon (5) (trifunktionell) hat er-
geben, daB trotz gleicher Anzahl von Aziridingruppen pro
Kultur Trenimon erheblich wirksamer ist als Chinon I und
dieses wiederum in seiner mutagenen Effektivitdt deutlich
iiber der des A 137 liegt!33),

Schema 2 zeigt das Ergebnis dieses Versuches fiir die
Translokationen. Hier wirkt sich die Vernetzung aus, die
nur den polyfunktionellen Alkylantien — nicht den mono-
funktionellen — mdglich ist.

Die unterschiedliche Effektivitdt von Dibromdulcit (68)
und Dibrommannit (67) bei der Induktion von Trans-
lokationen (RB’) weist auf einen EinfluB des sterischen
Baues einer Verbindung auf die mutagene Wirksamkeit hin
(Schema 2).

5. Lokalisation der Mutationen

An einem sehr groBen Material hat Belitz die Verteilungen
spontaner, durch Chinon I (4) und Tridthylenmelamin (8)
induzierter rezessiver Letalfaktoren auf der genetischen
Karte des X-Chromosoms von Drosophila untersucht®#,
Die spontanen Mutationen hiuften sich im distalen Bereich
(32.4%) und zeigten ein Minimum (9.8%) im proximalen
und damit kinetochornahen Abschnitt des einschenkligen
Chromosoms. Nach Behandlung mit Chinon I fanden sich
im distalen Abschnitt nur 14.4%, im Kinetochorenbereich
dagegen 19.19 Letalfaktoren. Diese Unterschiede lieBen
sich statistisch absichern. Ein eigenes Verteilungsmuster
wiesen auch die durch (8) induzierten Mutationen auf
(distal 20.5%, proximal 23.2%). Die Mutationen hiufen
sich also deutlich in bestimmten Regionen des X-Chromo-
soms.
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Abb.9. Verteilung von achromatischen Lisionen und Chromatid-
briichen in zehn relativ gleichen Abschnitten aller Chromosomen des
menschlichen Karyotyps nach Einwirkung von Chinon I (4), Treni-
mon (5), Miracil D (/2) und Streptomycin (54). dE = distales Ende;
C = Kinetochor (nach Werten aus [19, 29, 35, 36]).

Auch auf den menschlichen Chromosomen sind die Ab-
errationen nicht zufillig verteilt. Auf zehn relativ gleich
langen Abschnitten aller Chromosomenarme ergeben sich
fir die Lisionen (AL) und Briiche (B") nach Behandlung
mit Trenimon (5) (AL +B')1?%, Chinon I (4) (AL +B)**},
Miracil D (12) (AL +B')*¢und Streptomycin (54) (AL)!'®!
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gleichartige Verteilungsmuster (Abb. 9). Die Aberrationen
hiufen sich im mittleren Bereich und fallen zum distalen
Ende sowie zum Kinetochorenbereich stark ab. Wiahrend
bei Drosophila vor allem eine Anreicherung der Mutationen
am distalen Ende und im Kinetochorenbereich beobachtet
wurde, sind die achromatischen Lisionen und die Chro-
matidbriiche in menschlichen Chromosomen gerade um-
gekehrt verteilt.

6. Schluflbemerkungen

Wir haben versucht, anhand einiger weniger Ergebnisse,
die mit einem genetischen (Drosophila) und mit einem
cytologischen {menschliche Zellen in Kultur) Testsystem
gewonnen wurden, einen knappen und exemplarischen
Einblick in die Chemogenetik zu geben. Die Mutations-
forschung nimmt heute einen sehr breiten Raum innerhalb
der Genetik ein und ist mit anderen Forschungsrichtungen
eng verkniipft. Wihrend die Vorginge, die zu Genmuta-
tionen fiihren, im Prinzip bekannt sind, wissen wir noch
relativ wenig iiber die Vorginge, die Chromatid- oder
Chromosomen-Aberrationen entstehen lassen*”). Auch
das Studium der Repairprozesse gehort in das Gebiet der
Mutationsforschung.

Anderen Arbeitsgebieten leisten die Techniken der Muta-
tionsauslosung unentbehrliche Dienste, so etwa der Ent-

~ wicklungsgenetik, die aus der Fehlleistung oder Funktions-
losigkeit eines mutierten Allels wichtige Riickschliisse auf
die Bedeutung des normalen Allels fiir die Individualent-
wicklung ziehen kann. Der Populationsgenetiker verwendet
in groBerem Umfang mutagene Noxen, um in kiinstlichen
Populationen die genetische Variabilitéit zu erhéhen oder
das Schicksal von Populationen unter erhhtem Muta-
tionsdruck zu verfolgen.

Keineswegs geringer als die wissenschaftliche ist die prak-
tische Bedeutung der Mutationsforschung. In der Kultur-
pflanzenziichtung werden in groem Umfang Mutationen
erzeugt und auf ihre Brauchbarkeit fiir Qualitits- und Er-
tragssteigerungen gepriift.

Die meisten neu auftretenden Erbanderungen wirken sich
bekanntlich negativ aus. Eine besonders wichtige Aufgabe
erwichst der Mutationsforschung daher aus der stindigen
Kontamination unserer Umwelt mit einer Vielzahl von
Stoffen, deren genetische Wirkungen nicht oder nur unge-
niigend bekannt sind. Die zunehmende Verunreinigung
unserer Umwelt mit den verschiedenartigsten Substanzen
wie Nahrungsmittelzusitzen, Medikamenten, Narkotika,
Contraceptiva, Schiddlingsbekampfungsmitteln  sowie
schidlichen Stoffen in Luft und Wasser wird immer mehr
zu einem der vordringlichsten Probleme unserer Zeit. Die
mutagene Gefahrdung des Menschen durch solche Chemi-
kalien ist entschieden groBer als die durch Strahlung aller
Art.

Untersuchungen zur moglichen mutagenen Wirksamkeit
derartiger Substanzen sind daher von ganz besonderer
Wichtigkeit. Ist eine Substanz als mutagen erkannt, sollte
sie nur mit duBerster Vorsicht gehandhabt werden; wenn
irgend moglich, sollte sie ganz aus unserer Umwelt ver-
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bannt werden, wie es kiirzlich in den USA mit dem Cycla-
mat geschehen ist, das im Verdacht steht, mutagen und
cancerogen zu sein!3®),

Wihrend akute biologische Effekte wie etwa Vergiftungs-
erscheinungen sofort erkannt und meist mit ihrer aus-
l6senden Noxe in Zusammenhang gebracht werden kon-
nen, verstreicht zwischen dem Mutationsvorgang und der
Manifestation eines genetisch bedingten Defektes eine
langere Zeit. Dominante Mutationen, die zum iiberwiegen-
den Teil auf Chromosomenmutationen beruhen, wirken
in der Regel letal und diirften beim Menschen meist zu
Friihaborten fiihren, die als solche nicht erkannt werden.
Dominante genetische Defekte, die zu MiBbildungen fiih-
ren, sind im Mutationsspektrum relativ selten, aber rezes-
sive autosomale Erbanderungen konnen sich erst in spi-
teren Generationen manifestieren.

Da induzierte Mutationen sich qualitativ nicht von natiir-
lichen (spontanen) unterscheiden, ist der Nachweis einer
induzierten Mutabilitit nur quantitativ moglich. Wollte
man warten, bis man beim Menschen eine Zunahme der
neu auftretenden Mutationen als Folge der Kontamination
mit Mutagenen nachweisen kann, wire der angerichtete
Schaden bereits uniibersehbar.

Die einzige Moglichkeit, die Menschheit vor mutagenen
Substanzen zu schiitzen, ist die laboratoriumsméBige Prii-
fung aller Chemikalien, bevor sie in unsere Umwelt ge-
langen. Das ist eine gigantische Aufgabe, wenn man be-
denkt, daB jahrlich ca. 30000 neue chemische Verbindun-
gen entwickelt werden. Eine besondere Schwierigkeit steht
diesem Unternehmen noch dadurch entgegen, daB es
erfahrungsgemi8 nicht leicht ist, Mittel zur Abwendung
von Gefahren zu mobilisieren, deren Ausmall dem Laien
nicht unmittelbar vor Augen steht.

Um so mehr ist es zu begriiBen, daB von amerikanischen
Genetikern eine ,,Environmental Mutagen Society* (EMS)
ins Leben gerufen wurde, deren européische Sektion kiirz-
lich gegriindet wurde. Die Deutsche Forschungsgemein-
schaft unterhilt in Freiburg/Br. ein ,,Zentrallaboratorium
fir Mutagenititspriifung”, das in enger Zusammenarbeit
mit der chemischen Industrie auf breiter Basis Chemikalien
auf ihre mogliche mutagene Wirksamkeit priift.

Eingegangen am 24. August 1970 [A 815]
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