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Untersuchungen fiber den Wirkungsmechanis-  
mus  yon Procarbaztn (Natulan®). 

In frfiheren Versuchen konnte ein mitosehemmender 
Effekt yon Methylbenzylhydrazin (MBH) gezeigt werden 
(RuTmHAUS~R und BOLLAG~). Die yon dieser Substanz 
abgeleitete Verbindung 1-Methyl-2-p-(isopropyl-carba- 
moyl)-benzylhydrazin-hydrochlorid, lbenzmethyzin oder 
Natulan®, weist im Tierexperiment (BOLLAG 2) wie in der 
Klinik eine starke cytostatische Wirksamkeit  auL Die 
nachfolgenden Versuche wurden durchgeftihrt, um fiber 
den V¢irkungsmechanismus yon Natulan mehr  Aufschluss 
zu erhalten. Als cytologische Methoden dienten uns die 
Best immung des Mitoseindexes sowie der autoradiogra- 
phische Nachweis des Einbaus yon Tri t ium-markier tem 
Thymidin in die Desoxyribonukleins~ure des Kerns. Wir 
arbeiteten wie in frfiheren Versuehen mit  dem Ehrlich- 
Ascites-Carcinom (EAC), Stamm B (RuTISHAUSER3). 

Albino-MAuse aus einer randomisierten geschlossenen 
Eigenzueht yon 20-25 g Gewicht wurden mit  0,2 ml 
frischem Ascites, 10-15 Mill. Zellen enthaltend, i.p. inocu- 
liert. 4 Tage nach der Implantat ion wurde eine einzelne 
Injektion yon 200 mg Natulan/kg K6rpergewicht in 
w~ssriger L6sung i.p. injiziert. Naeh verschiedenen Zeit- 
abst~mden wurde der Mitoseindex jeweils an 4-7 Ver- 
suchstieren bestimmt. Feulgen-Technik and Oreein-F/ir- 
bung sowie die Charakteristika des Ascitestumors sind 
anderswo beschrieben (RUTISHAUSERa). Pro Versuchstier 
und Tumor wurden in 5 Trockenpr~paraten je 5000 Zellen 
ausgez~hlt. Wie aus der Figur hervorgeht, sinkt der Mitose- 
index bei Gaben von 200 mg Natulan/kg KOrpergewicht 
nach 8 h stark ab: yon 18,2°/00 auI 6,90/o0, also um 
62,10/0. Er  bleibt auf diesem niedrigen Niveau bis 15 h 
nach der Behandlung: ein Mitoseindex yon 9,1°/00 beim 
Natulanversuch ergibt in diesem Zeitpunkt gegentiber 
der Kontrolle yon 24,80/00 einen AbfM1 yon 63,3°/0. Der 
Mitoseindex steigt dann wieder an und erreicht 18 h naeh 
Behandlung fast den Wef t  der Kontrolle (18,2°/00 gegen- 
iiber 18,7°/00 bei der Kontrolle). Sp~iter sinkt der Mitose- 
index, gemessen an der Kontrolle, wieder stetig ab - wo- 
bei allerdings zu bemerken ist, dass er nur in relat iv 
langen Zeitintervallen gemessen worden ist - und erreicht 
nach 80 h den Wert  yon 6,4°]oo, das heisst er ist um 
63.4°/0 kleiner als der Mitoseindex der Kontrolle (17, 50/00). 
Aus diesen Versuchen geht hervor, dass sich tier cyto- 
statisehe Einfluss des Natulans fiber eine sehr lange Zeit 
erstreckt. Da nach unseren autoradiographischen Unter- 
suchungen der Mitosecyclus der Zellen des Stammes B 
ca. 16-18 h dauert, werden vermutlich dutch eine einzige 
Natulangabe mehrere Mitosecyclen cytostatisch becin- 
flusst. Die Ursachen ftir den Anstieg des Mitoseindex 
zwischen 15 h und 18 h lassen sich vorl~ufig noch nicht 
mit  Sicherheit angeben. Sic k6nnten darin liegen, dass 
15-18 h nach Beginn der Natulanbehandlung die Syn- 
these, die vermutlich gegenfiber der Kontrolle stark ver- 
1Angert wird, beendet ist, worauf eine grosse Zahl yon 
Asciteszellen in die Mitose eintreten (die G2-Phase 
ist nach unseren autoradiographischen Untersuchungen 
kurz). 12ber dieses Problem werden wir in einer sp~tteren 
Arbeit eingehend berichten. 

Die Irfiheren Mitoseindexresultate ffir MBH t (1963) 
sind mit den jetzigen ffir Natulan quant i ta t iv  nicht ver- 
gleichbar, da in der vorliegenden Arbeit (1965/66) aUge- 
mein niedrigere Mitoseindices erhalten wurden. Der bei 
unseren Experimenten verwendete EAC Stamm 13, weist 
je tz t  (1965/66) eine gegenfiber frtiher (1963) verminderte 
Proliferationsrate auf. 

Um den Wirkungmechanismus des Natulans besser 
kennen zu lernen, war es notwendig, den Ursachen des 
starken mitosehemmenden Effektes dieser Verbindung 

nachzugehen, insbesondere auch deshalb, weil die chro- 
mosomenbrechende Wirkung des Natulans nach unseren 
Beobachtungen - die Brfiche entstehen auf ehromatidaler 
Basis - vermutlich ebenfalls auf die Interphase beschr~tnkt 
ist. Zu diesem Zwecke wurden am Ehrlich-Ascites- 
carcinom des yon uns cytologisch analysierten B- 
Stammes (RuTISHA~JSER 3) kombinierte Versuche mit  
Natulan (200 mg/kg) and Tri t ium-markier tem Thymidin, 
10 /~c H3-Thymidin (methyl-T), durchgeftihrt. Als Non- 
trolle wurden EAC-M~use der gteichen Altersstufe mit  
10 t,e Ha-Thymidin i.p. allein behandelt.  Natulan wurde 
in einem Versuch 8 h vor HS-Thymidin im andern 
Versuch 72 h vor Ha-Thymdin in einer einmaligen 
Dosis von 200 mg/kg i.p. injiziert. In beiden Versuchs- 
serien betTug die Behandlungsdauer mit  Ha-Thymidin 
10 h, worauf die Ascitestumoren nach den tiblichen 
Methoden zu cytologischen Pr~paraten verarbeitet  and 
nach dem ,~stripping fi lm,-Verfahren autoradiographiert  
wurden. Die Expositionszeit betrug in allen Versuchen 
25 Tage bei einer Temperatur  yon 4°C. Fiir jede Ver- 
suchsserie, mit  Ausnahme des 72 h-Versuches, wurden 
3-4 Tiere verwendet und yon jedem Tumor mehrere 
Pr~.parate analysiert. Der Hintergrund zeigte in allen 
Versuchen zwischen 2 und 3 Silberk6rner (Punkte) pro 
Kernareal. Als aktiv - in bezug auf DNS-Synthese - 
wurden Zellkerne bezeichnet, fiber denen 4 and mehr 
Punkte festgestellt werden konnten. Die Wahl  der relat iv 
niedrigen Aktivi t~t  yon 4 Punkten als untere Grenze hat  
den Nachteil, dass eventuell einzelne Kerne als akt iv  
taxiert  werden, die im Streubereich des Hintergrundes 
liegen. Da aber der Hintergrund aller analysierten Pr~t- 
parate gleich gross and die Gesamtzahl der Punkte fiber 
den Zellkernen mit geringer Aktivit~tt kleiner Ms 1°/o war, 
ffillt der Fehler nieht ins Gewicht. Best immt wurden auf 
diese ~Veise: (1) die relative Zahl der aktiven Zeltkerne 
(Tabelle I), und (2) die Zahl der Silberk6rner fiber allen 
untersuchten und allen aktiven Zellkernen (Tabelle II). 

V~'ie aus Tabelle I ersichtlich ist, sind die Frequenzen 
der akt iven ZeItkerne ohne und mit  Natulanbehandlung 
nicht wesentlich verschieden, mit  Ausnahme allerdings 
des 72 h mit  Natulan behandelten Tumors, wo nur 46,5% 
aktive Zetlen gez~hlt wurden. Das Natulan verhindert  
also den Einbau yon Thymidin nicht v611ig oder dann 
nur bei einer sehr kleinen Anzahl yon Zellkernen und bei 
l~ngerer Behandlungsdauer. Deutlich und signifikant ist 
dagegen der Unterschied hinsichttich der mittleren Fre- 
quenz der Silberk6rner bezogen auf die totale Zellzahl 
und die aktiven Zellkerne (Tabelle II). Dieses Resultat  
bedeutet, dass der Einbau yon Thymidin und damit  die 
DNS-Synthese durch eine Natulangabe yon 200 mg/kg 
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A. RUTISItAUSER und W. BOLLAG, Experientia 19, 131 (1963). 
W. BOLLAO, Cancer Chemother. Rep. 33, 1 (1963). 

a A. RUTI$1fAUSER, Neuj BL naturf. Ges. Ziirich 1 (1963). 
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Tabelle I. Frequenz der aktiven Zellkerne eines EAC in vivo ohne und mit Natulanbehandlung, 10 h nach Injektion yon 10#c HS-Thymidin i.p. 

Natulan Ha-Thymidin Anzahl Anzahl aller Aktive 
Dosis Dauer Versuchs- Zellen 

Dosis h vor /~c h tiere analysierten aktiven % 
rag/kg HS.Thymidin Zellen Zellen 

Injekfion 

0 0 10 10 4 1500 989 65.9 
200 8 10 10 3 3000 1841 61,4 
200 72 10 10 1 1000 465 46,5 

Tabelle II. Frequenz der Silberk6rner bezogen auf aUe und auf die aktiven Zellkerne eines EAC ohne und mit Natulanbehandlung, 10 h 
naeh Injektion yon 10/~c HS-Thymidin i.p. (vgL auch Tabelle I) 

Natutan Ha-Thymidin Summe Silber- Mitflere Frequenz der Silberk6rner 
aUer k6rner 

Dosis h vor Dosis Dauer aktiven total Variations- pro pro 
mg/kg HS-Thymidin pc h Zellkerne breite bei Zellkern aktivem 

Injektion aktiven Kernen Zellkern 

0 0 10 10 989 16960 4-92 11,3 17,2 
200 8 I0 10 1841 14480 4--45 4,8 7,9 
200 72 10 10 465 3103 4-41 3,1 6,7 

K6rpe rgewich t  wesen t l i ch  he rabgese t z t  oder  m i n d e s t e n s  
verz6ger t  wird.  Der  T h y m i d i n e i n b a u  sche in t  dabe i  um so 
m e h r  b e h i n d e r t  zu sein, je l~.nger die N a t u l a n b e h a n d l u n g  
dauer t .  Sowohl  die Max imalzah l  wie auch  die mi t t l e r e  
Anzah l  S i lberk6rner  pro  Zel lkern n i m m t  m i t  z u n e h m e n -  
der  Dauer  der  N ~ t u l a n b e h a n d t u n g  inne rha lb  der  gemes-  
senen  t3ehand tungsdauer  ab. 

Die in Tabel le  I I  z u s a m m e n g e s t e l l t e n  Resu l t a t e  fiber 
die Aktivit~kt der  Zel lkerne s t i m m e n  gu t  mi t  den W e r t e n  
fiberein, die bei de r  B e s t i m m u n g  des Mi tose index  e rha l t en  
worden  waren,  und  erh/ i r ten  von  n e u e m  die Hypo these ,  
wonach  N a t u l a n  in der  In t e rphase ,  a n d  zwar  in der  
S- oder  Gz-Phase,  w i rksam ist. Diese Auffassung  wird  
nun  du rch  zwei unabh/ ingig  v o n e i n a n d e r  fes tges te l l te  
Befunde  ges t f i tz t :  (1) Die C h r o m o s o m e n a b e r r a t i o n e n  er- 
folgen s t e t s  auf  c h r o m a t ida l e r  Basis,  was  auf  ihre I nduk -  
t ion in der  S-Phase ,  even tue l l  auch  in der  G~-Phase des 
Mitosecyclus h inwe i s t  (RuTISI-IAUSER u n d  t3OLLAG1). We-  
g e n d e r  re la t iv  kurzen  D a u e r  der  G , -Phase  is t  a b e t  die 
S-Phase  als Ze i t punk t  ffir das  Bruchgeschehen  wahr-  
scheinlicher.  (2) Die D N S - S y n t h e s e ,  gemessen  a m  Aus- 
mass  des Thymin ide inbaus ,  wird  du rch  Na tu l an  g e h e m m t .  

Gute  l~be re ins t immung  zwischen Au to rad iograph ie -  
u n t e r s u c h u n g e n  u n d  den  R e s u t t a t e n  der  M I - B e s t i m m u n -  
gen e rg ib t  sich vo r  a l lem aus e iner  Gegenf ibers te l lung der  
M I - W e r t e  u n d  der  F r e q u e n z  der  S i lberkSrner  fiber den  
ak t iven  Zel lkernen : D e m  Abst ieg  des  MI-~Vertes 8 h nach  
N a t u l a n b e h a n d l u n g  u m  62,1% e n t s p r i c h t  eine F reque n z  
yon  du rchschn i t t l i eh  7,9 S i lberk6rnern  pro Zel lkern (ge- 
genfiber  17,2 K 6 r n e r n  der  Kontro l le ,  was  e inem Minder-  
wer t  yon 54,1% en tspr ich t ) .  D e m  AbfM1 des MI -Wer t e s  
u m  63,4% bei 72 h e n t s p r i c h t  ein Minde rwer t  yon  61,0% 
Si lberkSrnern.  

Diese Befunde  tegen den  Gedanken  nahe,  dass  die bei-  
den  Vorg~nge eng m i t e i n a n d e r  ve rkn i ip f t  sein k6nnten .  
Sie k 6 n n t e n  zum Beispiel  bedeu t en ,  dass  der  Mi tose index  
nach  N a t u l a n b e h a n d l u n g  besha lb  so s t a rk  abs inkt ,  weft 
die Vorbe re i tungen  ffir die Durchf i ih rung  der  Mitosen 

(Berei ts te l lung der  n o t w e n d i g e n  Verb indungen ,  besonders  
DNS) v e r l a n g s a m t  bzw. verz6ger t  sind.  Tatsf ichl ich be- 
t r / igt  die Max imalzah l  yon  P u n k t e n  fiber den ak t iven  
Zel tkernen 8 h n a c h  Beginn  der  N a t u l a n b e h a n d l u n g  n u r  
45 gegenfiber  92 be im Kont ro l lve r such .  

Unse re  Befunde ,  die auI eine H e m m u n g  der  D N S -  
Sy n t h e s e  h inweisen ,  s t i m m e n  gu t  m i t  den Ergebn i s sen  
andere r  A u t o r e n  i iberein,  die mi t  ande ren  M e t h o d e n  bzw. 
an  ande ren  O b j e k t e n  ebenfal ls  eine Beeintr~ichtigung der  
D N S - S y n t h e s e  d u t c h  N a t u l a n  b e o b a c h t e n  k o n n t e n  
(FoELSCH et  al. 4, KREIS s, TREPEL et  al. a, W E I T Z E L  ?) 8 

Summary.  The  c y t o t o x i c  m e t h y l h y d r a z i n e  de r iva t ive  
p roca rbaz ine  or  Na tu l an® has  a m a r k e d  inf luence on 
the  syn thes i s  of deoxyr ibonuc le ic  acid in Ehr l i eh  asci tes  
ca rc inoma  cells. The  incorpora t ion  of ~H- thymid ine  in to  
D N A  - measu red  b y  au to rad iog raph ic  m e t h o d s  - is in- 
h ib i ted .  
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