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einerseits und den Cerealia Schiem. andererseits soll
spéter berichtet werden.

Zusammenfassung

1. Nach Angleichung der Bliitezeiten wurde der
F,-Bastard Secale cereale x Sec. stlvesire hergestellt.

2. Er zeigt morphologisch einen intermedidren
Typ mit deutlicher Heterosis in Halmzahl, Stroh-
linge und Zahl der Mittelbliiten,

3. Die Fertilitat ist in beiden Geschlechtern stark
herabgesetzt.

4. Die cytologische Untersuchung zeigte in der
Diakinese der Pollenmeiose 4 Bivalente und 1 Ring
oder 1 Kette von 6 Chromosomen, so da3 der gleiche
Typus der zwei reziproken Translokationen angenom-
men werden kann, wie er Sec. cereale von Sec. mon-
tanum trennt.
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5. Die von StuTZ 1957 erwogene Entstehung von
Sec. cereale durch Bastardierung von Sec. silvestre
mit Sec. montanum wird daher fiir unwahrscheinlich
gehalten.
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Finige experimentelle Ergebnisse zur Wirkung von Myleran® auf die
Chromosomen von Vicia faba L.

Von A. MICHAELIS und R. RIEGER

Mit 11 Abbildungen

1. Einleitung

Eine schwache mutagene Wirkung des in die
Gruppe der polyfunktionellen alkylierenden' Verbin-
dungen gehérenden Sulfonsiureesters Myleran (Di-
methansulfonoxybutan, Abb.1) wurde von DEMEREC
et al. (1952) und von HEMMERLEY und DEMEREC
(1955) an Bakterien, von BIRD (1951) und ROHRBORN
(1959) an Drosophila nachgewiesen. Chlorophyll-
mutationen der Gerste konnten mit Hilfe von My-
leran durch v. WETTSTEIN et al. (1959), HESLOT et al.
(1959) und EHRENBERG et al. (zit. nach EHRENBERG
1960, GUSTAFSSON 1060) ausgeldst werden. Mit
10 mg/100 ml Myleran gelang es STEINMAN et al.
(1958) nicht, bei Escherichia coli Genmutationen zu
induzieren. Die Dosis diirfte bei 100%, Uberlebenden
zu niedrig gewesen sein. '
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Abb. 1, Strukturformel von Myleran (Dimethansulfonoxybutan).

In bezug auf die Induktion von Chromosomen-
aberrationen bei Vicia faba (LOVELESS 1953), bei der
Zwiebel und Bohne (TRUEHAUT und DEYSSON 1954),
in tierischen Tumorzellen (TANaKA, OHNO, KiNosITA
und BIERMAN 1955, KOLLER 1958) und in Fibrobla-
sten von Hithnern, Midusen und menschlichen Em-
bryonen (CHEVREMONT, FREDERIC und BAECKELAND

* Herr Dr. G. SteBer vom Institut fiir Mikrobiologie
und Experimentelle Therapie in Jena (Abt. Organische
Synthese) stellte uns freundlicherweise das Myleran zur
Verfiigung. -

1 Unter Alkylierung ist die chemische Anlagerung
einer Alkylgruppe (CoHzn+:) an ein Molekiil oder Atom
zu verstehen.

1959) erzeugte Myleran die gleichen Effekte und ein
dhnliches Aberrationsspektrum wie andere alkylie-
rende Verbindungen. Auf Grund seiner cytostati-
schen Wirkung wird Myleran zur Therapie von Leu-
kdmien verwendet, da es eine gewisse selektive Wir-
kung auf die myeloische Reihe hat (Happow u.
TimMmis 1953, GALTON 1953). ‘

Veranlassung zur Durchfiihrung unserer im folgen-
den zu schildernden Experimente mit Myleran bei
Vicia faba waren Untersuchungen von J. und M.
MoutscHEN-DAHMEN (1958, 1959) an der Gerste und
Ackerbohne. Sie erhielten nach Samenbehandlung
mit Myleransuspensionen eine Reihe interessanter
Ergebnisse, die sich fiir Vicia faba etwa wie folgt zu-
sammenfassen lassen:

1. Myleran war in der Lage, Chromosomenaberra-
tionen zu induzieren, ohne daB in nennenswertem
Umfange Reunionen eintraten.

2. Schwesterchromatidenreunion nach Eintritt von
Isolocusbriichen erfolgte praktisch nur in den azen-
trischen, nicht aber in den zentrischen Fragmenten.

3. Chromatidentranslokationen konnten nur sehr
selten beobachtet werden. Tri- und Tetraradiale
traten zu etwa 0,19% in den der Behandlung folgen-
den Metaphasen auf. Echte intra- und interchromo-
somale Briicken fehlten in der Anaphase vollstindig.

4. Wihrend der Entwicklung der Wurzelspitzen
nach der Myleraneinwirkung bestand eine Tendenz
zur Verkiirzung der Gesamtlinge der Chromosomen,
die méglicherweise auf Defizienzen zuriickzufiihren ist.

5. Eine klare quantitative Verdnderung in der
Aberrationshiufigkeit mit Einwirkung von 2o, 40
und 8o mg Myleran pro 100 ml Aqua dest. konnte
nicht gefunden werden.

6. Die Aberrationen waren bevorzugt in den als
heterochromatisch bekannten Segmenten des Vicia-
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Chromosomensatzes und in der Sekundireinschnii-
rung der Satellitenchromosomen lokalisiert, wobei
sich aber die Lokalisation in der Sekundireinschnii-
rung als weniger konstant erwies.

Die unter Punkt 2—4 aufgefithrten Ergebnisse der
Untersuchungen von MoUTSCHEN-DAHMEN wiirden
dem Myleran im Vergleich mit den Befunden nach
Einwirkung anderer alkylierender Verbindungen wie
Stickstoff-Lost (ForD 1948), Di-(2-3-epoxypropyl-)-
dther (REVELL 1953), Tridthylenmelamin und Athyl-
enimin (OCKEY 1957, 1960) eine Sonderstellung inso-
fern einriumen, als eine derart drastische Reduktion
des ,,Reunionsgeschehens” bisher ebenso unbekannt
ist wie eine Tendenz zur Verkiirzung der Gesamtlinge
der Chromosomen auf Grund von Defizienzen nach
Einwirkung radiomimetischer Verbindungen. Es er-
schien uns aus diesem Grunde wichtig, den Versuch zu
unternehmen, die genannten Effekte zu reproduzieren
und gegebenenfalls nidheren Einblick in mégliche hier
zugrunde liegende Mechanismen zu suchen.

Wihrend MoUTSCHEN-DAHMEN zur Verbesserung
der auBerordentlich geringen Wasserloslichkeit des
Mylerans die Suspensionen auf 45 °C erhitzten, ver-
wendeten wir neben Suspensionen auch Lsungen,
um einwandfrei quantitativ arbeiten zu konnen. Zur
Lésung des Mylerans diente ein geringer Prozentsatz
Aceton (maximal 49%), der von Vicia faba ohne Ne-
beneffekte vertragen wird. Zur Einwirkung kam
Myleran sowohl auf Samen als auch zu Vergleichs-
zwecken auf Primarwurzeln, und nach entsprechen-
der Erholungszeit erfolgte die cytologische Auswer-
tung der Priparate anhand von Meta- und Anapha-
sen. Zusatzlich wurde der EinfluBl der Hydrolyse,
unterschiedlicher Temperaturen wihrend der Ein-
wirkungszeit und die Gegenwart von Stoffwechsel-
inhibitoren auf die radiomimetische Wirksamkeit des
Mylerans gepriift und ein Kombinationsversuch von
Myleran und Athylalkohol durchgefiihrt.

11. Material und Methodik

Als Versuchsmaterial wurden Samen von Vicia
faba var. minuta, Sorte ,Dornburger Ackerbohne®
verwendet. Wihrend der Behandlung quellender
Samen in Losungen oder Aqua dest. standen die Ge-
faBe im Thermostaten bei 24 4 1,0 °C bzw. im Kiihl-
schrank bei 1z + 2,0 °C. Zu den Wurzelbehandlun-
gen dienten 2,0 4 0,5 cm lange Primiarwurzeln, die
auf feuchten Zellwattelagen im beliifteten Exsikkator
bei 24 °C herangezogen worden waren. Die Tempera-
tur in den Behandlungs- und ErholungszeitgefdBen
wurde mit Hilfe von Héppler-Thermostaten auf
4- 0,2 °C konstant gehalten.

Im AnschluB an die Erholungszeit (EZ) erfolgte
Colchicinbehandlung (100 Minuten, 0,05%) zur Ver-
kitrzung der Chromosomen und Metaphasenanrei-
cherung, Fixierung in Alkohol-Eisessig 3 : 1, Feulgen-
Quetsch-Priaparation und Verarbeitung iber Trocken-
eis-Alkohol zu Euparal-Dauverprdparaten. Iiir jede
Versuchsstufe wurden soweit mdoglich pro Wurzel-
spitze jeweils 50 Metaphaseplatten ausgezdhlt und
die Aberrationen erfa3t. Als MaB fiir die Strenung
der einzelnen Werte ist der mittlere Fehler errechnet
und in den Tabellen und Abbildungen angegeben
worden.

Die Substanzen fiir die Versuche mit Primirwur-
zeln wurden in Sorensen-Phosphat-Puffer py 7
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(0,017 mol), fiir Behandlungen quellender Samen in
Aqua dest. gelgst. Das in Wasser schwer losliche
Myleran wurde mit Hilfe von Aceton, in dem sich bei
24 °C etwa 1,25 g pro 100 ml 1ésen, in Ldsung ge-
bracht. Der Acetonanteil in der endgiiltigen Lésung
iiberstieg 4%, nicht. Nihere Angaben tiber die Me-
thodik finden sich bei den entsprechenden Versuchen
im experimentellen Teil.

II1. Ergebnisse

a) Samenbehandlung mit Myleran

Zur 6-, 12- und 24-stiindigen Samenbehandlung
kamen 1 mmolare (24,6 mg/100 ml) Myleranlésungen
zur Anwendung. Als Kontrollen dienten {iber gleiche
Zeitriume in Aqua dest. eingequollene Samen. Das
Gewichtsverhiltnis Samen : Fliissigkeit betrug in
allen Fillen 1 :5, die Temperatur lag von einigen

<74
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Abb. 2. Die verschiedenen Typen der Chromaosomenaberrationen am Beispiel der
m-Chromosomen von V. jaba (die gleichen Aberrationen treten an den Satelliten-
chromosomen auf). a) Isolocusbruch mit Schwesterchromatidenreunion im zen-
trischen und azentrischen Fragment (B’’); b) Duplikations-Deletion (DD);
c) Deletion (D); d) freier Chromatidenbruch (B’); e) symmetrische Chromatiden-

translokation (T*); ) asymmetrische Chromatidentranslokation (T’); g} Triradial
(Tri).

Ausnahmen abgesehen, auf die jeweils besonders hin-
gewiesen wird, sowohl in der Behandlungs- wie Er-
holungszeit bei 24 °C.

An Aberrationstypen wurden in die Metaphase-
auswertungen Isolocusbriiche (B“), Chromatiden-
translokationen (T’), Triradiale (Tri), Duplikations-
Deletionen (DD), Deletionen mit seitlich angehefte-
tem Ringfragment (D) und freie Chromatidenbriiche
{B’) einbezogen, und zwar in Zellen, die sich stets in
der ersten Mitose nach dem Eintritt der betreffenden
Aberration befanden. Beispiele der verschiedenen
Aberrationen sind fiir die m-Chromosomen in Abb. 2
zu finden.

Im Falle von Anaphaseauswertungen wurden
1. Zellen mit einem oder mehreren Fragmenten,
2. Zellen mit Briicken und Fragmenten und 3. Zellen
mit einer oder mehreren Briicken ohne Fragmente er-
faBt. Es ist verstindlich, dafl die Metaphaseauswer-
tungen wesentlich zuverldssiger als solche der Ana-
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phase sind, da im ersten Falle alle Chromosomen klar
erkennbar und alle Aberrationstypen einwandfrei
unterscheidbar sind. Die Anaphaseanswertungen
wurden lediglich durchgefithrt, um den von Mout-
SCHEN-DAHMEN (1958) erhobenen Befund zu iiber-
priifen, daB mach Myleranbehandlung von Samen
keine echten Anaphasebriicken auftreten.
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fanden, rasch ab, wihrend der Prozentsatz von Zel-
len, welche bereits die zweite Metaphase nach der
Aberrationsinduktion erreicht hatten, anstieg.

3. Die in den Kontrollen aufgetretenen Aberra-
tionen waren das Ergebnis der im Behandlungszeit-
raum herrschenden partiellen Anaerobiose, in deren
Verlauf von den Zellen durch Gérungsvorginge
Athylalkohol erzeugt wird, welcher bei Vicia faba

% Metaphasen mit Aberrationen | % aberrante Anaphasen radiomimetische Effekte auslost (RIEGER u. MICHA-

ELIS 1958, 1960).

20
i Die Resultate der Anaphaseauswertungen fiir den
w = I\ . _— \I i gleichen Versuch geben Abb. 3 und Tab. 2 an. Der
TN, ' R — G- langsamere Abfall der Kurve im Vergleich mit. den
w72 20. 4 722 9 1200 Verhiltnissen nach Metaphaseauswertung diirfte die

Abb. 3. Der Einflufl 6stiindiger Samenbehandlung mit 1 mmol MyleraniGsung auf

die Frequenz aberranter Meta- und Anaphasen (Einwirkung und Erholung bei

24°C; 200 Zellen pro MeBpunkt), Gestrichelte Linie = Kontrolle in Aqua dest.
(vergl. Tab, 1 u. 2).

a) Der Einfluf} 6stindiger Quellung von Vicia-Samen in 1 mmol Mylevanlosung

Folge davon sein, daB im letzten Falle nur Zellen in
der ersten Mitose nach dem Aberrationseintritt erfalt
wurden. Bei Anaphaseauswertungen ist eine Unter-
scheidung von Mitose I

Tabelle 1 .
. : ! und Mitose IT nach dem
bei 24 °C (200 Metaphasen); b) Kontrolle mit Aqua dest.
— 4°C( P ); 8) g : Auftreten der Aberra-
etaphasen Aberrationen pro . : H By
EZ mit B o i - b (Gt e 1 pescha- t}onen_melst nicht mog
h Aberrationen ii:r{;: wertete |- digte® lich. DleAnaphasekurve
) v .
“jbs' % Zelle fallt Jangsamer ab, weil
a) 48 | 15 7,5 + 1,7 6 8 o 1 o ) 15 ] 0,08 | ‘1,00 auch in den spiteren
726 22 |11,0 ::tt 2,4 | 12 6 o 2 2 o 22 | 0,11} 1,00  Mitosen noch Briicken-
9 1 0,5 4 0,5 o o o o 1 o 1| o,01| 1,00 d ;
H n -
120 1 0,5 + 0,5 1 ) o) [¢) 0 o 1 0,01 | 1,00 u Frlagﬁn en1c:1b1'ld1(111.1
b) 8 gen moglich und in die
)48 14 [ 70421 | 6 7 e ° 1 o 14 0,071 1,00 Ayswertung mit einbe-
72 8 4,0 £ 2,2 4 4 o o o o -8 | 0,04 | 1,00 d ind. D
96 | o 5 o o o o o o o o o zogen worden sind. Den
120 | o o o o o o o o o o o héchsten Anteil an den

Der Prozentsatz von Metaphasen bzw. Anaphasen
mit Chromosomenaberrationen nach 6stiindiger Ein-
wirkung (24 °C) von 1 mmol Myleran auf Vicia-Samen
ist fiir die verschiedenen, sich iiber eine Periode von
120 Stunden erstreckenden Erholungszeiten (24 °C)
in Abb. 3 angegeben worden, Die Einzelwerte des
Versuches gibt Tabelle 1 an. Aus Abb. 3 und Tab. 1
kénnen folgende Schliisse gezogen werden;

1. Im Vergleich mit den Kontrollen erhhte 6-
stiindige Einwirkung von 1 mmol Myleran den pro-
zentualen Anteil von Metaphasen mit Chromosomen-
aberrationen. Die Myleranwirkung war unter diesen
Versuchsbedlngungen nicht sehr stark und fithrte
zu einer Erhohung der Gesamtzahl an Aberrationen
von 22 (Kontrolle) auf 39.

2. Wihrend das Aberrationsmaximum der Kon-
trollen bereits nach 48stiindiger Erholungszeit auf-
trat, verschob sich das Maximum mit der Myleran-
behandlung auf 42z h Erholungszeit. Anschlieffend
sank der Anteil von Zellen, die sich in der ersten
Metaphase nach dem Eintritt der Aberrationen be-

Tabelle 2. a) Der Anteil von Anaphasen mit Storungen

nach 6stindiger Einwirkung von 1 mmol Mylevanlosung

bei 24°C auf quellende Samen (200 Anaphasen); b) Kon-
trolle mit Aqua dest.

€ o
EZ it Shrangen | metmers | Prickeund | SEERECT
h % Fragmente Fragment Briicken
a) 48 4,5 £ 1,5 8 0 1
72 13,5 + 2,6 24 1 2
a6 5,5 + 2,4 10 [} 1
120 6,5 4+ 1,9 10 0 3
b) 48 5,0 -+ 1,3 9 o 1
72 4,5 £03 8 o 1
06 2,0 4- 0,0 . 4 o o
120 0,0 o o o

Anaphaseaberrationen
machten die Fragmente aus, aber ohne Zweifel traten
echte, in den frithen Erholungszeiten stets einstrin-
gige Briicken auf, die im Verlauf der Anaphasever-
teilung asymmetrischer Chromatidentranslokationen
bzw. durch Schwesterchromatidenreunion zentrischer
Fragmente nach Isolocusbriichen gebildet wurden.

Ein zu Vergleichszwecken angestellter Versuch,
wobei 5 mmol Myleran als Suspension 6 Stunden lang
auf Samen einwirkten, brachte nach Abb.4und Tab. 3
groBenordnungsmiBig gleiche Ergebnisse wie nach
Behandlung der Samen mit 1 mmol Myleran als Lo-
sung.  Das bedeutet, daBl die 5 x stirkere Konzen-
tration von Myleran in Suspensionsform keine hé-
heren Effekte zu induzieren vermochte, ein Ergebnis,
das auf eine verringerte Aufnahme des Agens als
Suspension durch die quellenden Samen zuriickzu-
fithren sein diirfte. Das zur Losung des Mylerans
benutzte Aceton induzierte in dem verwendeten Kon-
zentrationsbereich keine Chromosomenaberrationen.

% Melaphasen mit Aberralionen
20

ey

W 120 hEE

Abb. 4. Der EinfluB 6stiindiger Samenbehandlung mit 5 mmol Myleran (Suspen-

sion) auf die Frequenz aberranter Metaphasen (Einwirkung und Erholung bei

24°C; 200 Zellen pro MeSpunkt). Gestrichelte Linie = Kontrolle in Aqua dest.
(vergl. Tab, 3).

Wurde die Einwirkungszeit der 1 mmolaren My-
leranlésung von 6 auf 14 Stunden ausgedehnt, lag
das Aberrationsmaximum ebenfalls bei 72 Stunden
Erholungszeit (Abb. 5), und es resultierte ein stirke-
rer Anstieg in der prozentualen Hiufigkeit von Meta-
phasen mit Chromosomenaberrationen, der im Ver-
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Tabelle 3. @) Der Einflufl 6stiindiger Quellung von Vicia-Samen in 5 mmol Mylevan-Suspension bei 24 °C
(200 Metaphasen); b) Kontrolle mit Aqua dest.
» Aberrationen
Metap}]asen Gesamt- pro
EZ Ab mit B’ T’ Tri bD D B’ aberra- ausge- ] ;»geschi-
b errationen tionen wertete digte**
abs. { % Zelle
L
a) 48 14 7,0 & 1,7 5 9 o 0. o o 14 0,07 | 1,00
72 19 9,5 £ 2,1 11 6 o 1 1 0 19 0,09 | 1,00
96 4 2,7 £ 1,2 4 o o o o ) 4 0,02 | 1,00
120 1 0,5 + 0,5 1 o o o o [} 1 0,01 ] 1,00
b) 48 13 6,5 4- 0,5 5 7 o 1 o] o 13 0,07 t 1,00
72 5 2,5 4+ 1,6 3 1 o 1 o [ 5 0,03 1,00
96 0 0 0 0 o o o] o 0 o o
120 1 0,5 4+ 0,5 1 o o o] 0 [o] 1 0,01 1,00
gleich mit der 6stiindigen Einwirkung keineswegs Chromatidentranslokationen besonders auffallend

proportional zur verlingerten Einwirkungsdauer er-
folgte. Wihrend nach 6stiindiger Behandlung der
Samen maximal 119, (nach Abzug der ,,Spontanrate
der Kontrolle 79%,) aller Metaphasen Chromosomen-
aberrationen bei 72 Stunden Erholungszeit aufwiesen,
waren es bei Verlingerung der Behandlungszeit auf
14 Stunden 709, (nach Abzug der Kontrollwerte
62%; Abb. 5 und Tab. 4).

und mit den von MoOUTSCHEN-DAHMEN gewonnenen
Ergebnissen in keiner Weise in Einklang zu bringen
ist. Nach 6stiindiger Myleraneinwirkung traten Iso-
locusbriiche und Chromatidentranslokationen im
Verhiltnis 1:0,74 auf. Die Anzahl der Aberrationen
pro ,,geschidigte’ Zelle lag bei maximal 1,13, d. h.,
es trat unter diesen Versuchsbedingungen nur in
Ausnahmefillen (Erholungszeit 72 h) mehr als eine

- Chromosomenaberration pro Zelle auf. Die

% Metaphasen mit Aberrationen % aberrante Angphasen starke Zunahme der Myleranwirkung mit Aus-
700 dehnung der Behandlungszeit auf 14h war also
P im wesentlichen die Folge davon, daB mehr
i Metaphasen Chromosomenaberrationen auf-
40 ! wiesen, wihrend sich die Anzahl der Aberra-
70 tionen pro ,,geschidigte’” Zelle nur unwesent-
0. lich erhéhte.
P Fiir die Anaphaseauswertungen nach 14stiin-
] I ' diger Myleranbehandlung gilt prinzipiell das
40 gleiche wie fiir die 6stiindige Einwirkung
30 (Abb. 5, Tab. 5). Im Vergleich mit den Meta-
20 I phaseaberrationen erfolgte auch hier aus den
il RN oben genannten Griinden der Abfall des prozen-
703 7 AN tualen Anteiles aberranter Zellen langsamer.
. . : t i : If““% Auch hier traten echte Anaphasebriicken auf,
48 72 96 720hEZ 48 72 96 20htZ

Abb. 5. Der EinfluB 14stiindiger Samenbehandiung mit : mmol Myleran (Lésung) auf die
Frequenz aberranter Meta- und Anaphasen (Einwirkung und Erholung bei 24 °C;
200 Metaphasen pro MeSpunkt). Grob gestrichelte Linie = Kontrolle in Aqua dest.
(vergl. Tab. 4 u. 5); fein gestrichelte Linie = colchicininduzierte tetraploide Zellen mit

Chromosomenaberrationen (pro MeBpunkt 100 Zellen; vergl, Text).

fiir die allerdings ebenfalls ein Defizit gegen-
iber der Erwartung zu verzeichnen ist, da
theoretisch dieasymmetrischen Translokationen
und die zentrischen Fragmente mit Schwester-

Tabelle 4. a) Der Einfluf 14stiindiger Quellung von Vicia-Samen in 1 mmol Mylevanldsung bei 24 °C
(200 Metaphasen); b) Konlvolle mit Aqua dest.

Aberrationen
Metaphasen Gesamt- pro
EZ mit B’ T Tri DD D B’ aberra- | ausge- ,»geschii-
h Aberrationen tionen wertete digte**
abs. % Zelle
a) 48 53 | 26,5 10 | 22 25 o 4 3 o 54 | o027 1,02
72 140 70,0 4 6,5 43 76 2 18 18 1 158 0,79 1,13
96 31 | 155 £ 1,5 14 12 3 1 1 o) 31 0,16 1,00
120 2 1,0 £+ 0,6 1 [} o s} 1 o 2 0,01 1,00
b) 48 17 8,5 4 1,5 10 6 o 1 o o 17 0,09 1,00
72 16 8,0 + 6,0 11 5 [¢) o o o 16 0,08 1,00
96 4 2,0 4+ 2,0 3 1 o o o o 4 0,02 1,00
120 o) o o e] o o o o o o o

Aus Tab. 4 ist der jeweilige Anteil der verschie-
denen Aberrationstypen an der Gesamtzahl der er-
faBten Aberrationen in den aufeinanderfolgenden
Fixierungen ersichtlich. Fiir den gesamten Versuch
betrug die gegenseitige Relation der Isolocusbriiche
(B”), Chromatidentranslokationen (T°), Duplika-
tions-Deletionen (DD) und Deletionen (D} 1:1,41:
0,29:0,29, wobei der auBlerordentlich hohe Anteil an

chromatidenreunionen nach Eintritt von Isolocus-
briichen zu Briicken fiihren sollten.

Die Wurzelspitzenmeristeme der 14 Stunden mit
Myleran behandelten Samen waren durch eine mit
verldngerter Erholungszeit zunehmende Schidigung
gekennzeichnet, die zur Folge hatte, dafl die meisten
Waurzeln von der 1zostiindigen Erholungszeit an ent-
weder keine oder eine stark reduzierte Anzahl von
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Tabelle 5. a) Der Anteil von Anaphasen mit Stévungen

nach 14stundiger Einwirkung von 1 mmol Mylevanlisung

bei 24°C auf quellende Samen (200 Anaphasen) ; b) Kontrolle
mit Aqua dest.

57 Anag_hasen ein oder Briicke eine oder
b mit Stérungen mehrere und mehrere
% Fragmente | Fragment Briicken
a) 48 47,0 + 5,0 44 3 o
72 80,0 4+ 3,5 89 21 10
96 20,7 + 8,7 27 5 4
120 20,0 & 4,7 26 9 5
b) 48 7,5 £ 2,2 12 1 2
72 16,0 & 3,5 20 8 4
96 5,0 4 2,1 8 o 2
120 2,0 + 1,4 | 4 o’ 0
Mitosen aufwiesen. 2z4stiindige Einwirkung der glei-

chen Mylerankonzentration fithrte iiber Wurzelan-
schwellungen zu Letaleffekten.

Um festzustellen, ob Myleran wihrend der Erho-
lungszeiten noch radiomimetische Effekte zu indu-
zieren vermochte, wurden die Primdrwurzeln 14 Stun-
den mit 1 mmol Myleran behandelter Samen nach
42-, 66~ und gostiindiger Erholungszeit 6 Stunden
mit 0,05% Colchicinlosung behandelt und jeweils
nach weiteren 24 Stunden Erholungszeit, also 72, 9b
und 120 Stunden nach Abschlufll der Myleraneinwir-
kung auf die Samen, fixiert. Ausgewertet wurden te-
traploide Metaphasen auf Chromosomenaberrationen.
Die zur Markierung benutzte Tetraploidie wies nach,
daB sich die betreffenden Zellen mindestens in der
zweiten Mitose nach Abschluf der Myleranbehand-
lung befunden hatten. Die Auswertungsergebnisse
von je 100 tetraploiden Metaphasen sind in Abb. 5
als kurz-gestrichelte Linie angegeben worden. Nach
22, 96 und 120 Stunden Erholungszeit wiesen 38, 6
bzw. 2%, aller polyploiden Metaphasen Chromoso-
menaberrationen auf, die erst nach der Colchicinie-
rung, also wihrend der Erholungszeit entstanden
waren. Die entsprechenden Werte ohne Colchicinie-
rung betrugen 70,0, 15,5 und 1,0% (Abb.5). Der
Versuch weist aus, dafl nach Myleraneinwirkung noch
relativ spit wihrend der Erholungszeiten Chromo-
somenaberrationen neu auftraten, auf deren mégliche
Ursachen in der Diskussion noch einzugehen sein
wird. Die in Abb. 5 fiir 72 (und ¢6) Stunden Erho-
lungszeit angegebenen prozentualen Anteile von Meta-
phasen mit Chromosomenaberrationen bauen sich
somit etwa zur Hilfte aus Zellen auf, deren Aberra-
tionen erst in der vorangegangenen Interphase ein-
getreten waren, also etwa nach 48—52z Stunden Er-
holungszeit, wenn man die Dauer des Mitosezyklus
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bei 24 °C etwa auf 23—24 Stunden ansetzt (Evans
und SAVAGE 1959).

Die folgenden Versuche hatten den Zweck, den
EinfluB herabgesetzter Temperatur wihrend der Ein-
wirkungszeit des Agens und wihrend der Erholungs-
zeit auf die radiomimetische Wirkung von Myleran
zu untersuchen. Dazu wurde die Temperatur von
24 °C auf 12 °C reduziert.

Erfolgte die 14stiindige Myleraneinwirkung bei
24 °C und betrug die Temperatur wihrend der Er-
holungszeit statt 24 °C nur 12 °C, wurde die Entwick-
lung der Primidrwurzeln erheblich verzoégert, so dafl
die ersten Fixierungen erst nach g6 Stunden Erho-
lungszeit erfolgen konnten und bis zu 240 Stunden
ausgedehnt werden mufBten. Das Aberrationsmaxi-
mum wurde auch hier in der zweiten Fixierung erfalit
(Abb. 6, Tab. 6), war aber in seiner GréB8e erheblich
gedriickt (Abfall von 6z auf 409 nach Abzug der
Kontrollwerte). Dieser Effekt erfuhr aber eine Kom-
pensation insofern, als der prozentuale Anteil von
Metaphasen mit Chromosomenaberrationen in der
folgenden Erholungszeit erheblich hoher lag und lang-
samer absank als bei Temperaturen von z4 °C. Die
Folge war, daB kein Abfall in der Gesamtzahl aber-
ranter Zellen zu verzeichnen war. Das Maximum an
Chromosomenaberrationen pro ,,geschidigte’ Zelle
lag bei 1,24 nach 192stiindiger Erholungszeit, d. h.,
unter diesen modifizierten Versuchsbedingungen
traten die Hochstzahl aberranter Zellen an der aus-
gewerteten Gesamtzellzahl und das Maximum an
Chromosomenaberrationen pro ,,geschidigte” Zelle
zeitlich getrennt voneinander auf, wihrend beide zu-
sammenfielen, wenn die Temperatur in der Erholungs-
zeit 24 °C statt 12 °C betrug. Die Allgemeinschidi-
gung der Meristeme war unter diesen Temperatur-
verhiltnissen geringer.

7 Metaphosen mitAberralionen

50
40,
7A / I\I
| T \
70 {\I i
—————— — ——— \I
% 120 we W8 92 20 ONEE

Abb. 6, Der Einflu§ 14stiindiger Samenbehandlung mit 1 mmol Myleran (Ldsung)

auf die Frequenz aberranter Metaphasen (Einwirkung bei 24°C, Erholung bei

12°C; 200 Zellen pro MeBpunkt). Gestrichelte Linie = Kontrolle in Aqua dest.
(vergl. Tab, 6).

Tabelle 6. a) Der Einflufl 14stiindiger Quellung von Vicia-Samen in 1 mmol Mylevanldsung ber 24 °C
(200 Metaphasen, Evholungszeit bei 12 °C); b) Kontrolle mit Aqua dest. (100 Metaphasen).

Aberrationen
- Metérxrlfi}:asen Gesamt- bro
b LA I I I D B il Al iy
abs. \ % Zelle
a) 96 49 24,5 + 2,5 23 15 3 4 4 1 50 0,25 1,02
120 82 ' 41,0 4 3,3 31 33 3 11 6 1 85 0,43 1,03
144 59 | 29,5 + 1,9 27 22 2 11 3 [} 65 0,33 1,10
168 30 15,0 £ 3,1 11 14 2 2 2 o 31 0,16 1,03
192 17 8,5 4- 0,9 9 9 1 2 o 0 21 0,12 1,24
216 18 9,0 + 1,9 5 6 2 3 2 o 18 0,09 1,00
240 9 4,5 &= 1,5 4 3 o 2 o o 9 0,05 1,00
b) 96 1 1,0 o 1 o o o o 1
120 1 1,0 1 o o o o o 1
144 o o o ¢] o o o o o
168 1 1,0 1 o o o o o 1
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Der Anteil der Chromatidentranslokationen war

niedriger als im vorher geschilderten Versuch. Das-

gegenseitige Verhiltnis der Isolocusbriiche, Chroma-
tidentranslokationen, Duplikations-Deletionen und
Deletionen belief sich auf 1(1) : 0,93(1,41) : 0,39(0,29)
:0,16(0,29). Die in Klammern angegebenen Werte
beziehen sich auf Erholungszeiten bei 24 °C. Der
Proportionsverschiebung zwischen Isolocusbriichen
und Chromatidentranslokationen soll in diesem Zu-
sammenhang keine besondere Bedeutung beigemes-
sen werden, wiahrend wichtig erscheint, dafl auch hier
beide Aberrationstypen anteilmiBig sehr dicht bei-
einander liegen. Asymmetrische und symmetrische
Translokationen traten im Verhdltnis 1 : 0,38 auf.

Betrug die Temperatur wihrend der Einwirkungs-
und Erholungszeit 12 °C, traten praktisch {iberhaupt
keine Chromosomenaberrationen auf. Erfolgte die
14stiindige Einwirkung bei 12 °C und lag die Tem-
peratur wihrend der Erholungszeit normal bei 24 °C,
war die radiomimetische Wirkung von 1 mmol My-
leran sehr gering (Tab. 7). Wichtig ist in diesem Zu-
sammenhang, dall die 1 mmolare Myleranlésung bei
12 °C ibersittigt ist, ein Teil der Substanz ausfillt
und SchluBifolgerungen (siche Diskussion) aus den
beiden letzten Versuchen nur sehr vorsichtig gezogen
werden diirfen.

Tabelle 7. Der Einflufl 14stimdigev Quellung von Vicia-

Samen in 1 mmol Mylevanldsung. a) Einwivkungszeil

bei 12°C, Evholungszeit bei 24°C; b) Einwirkungszeit und
Evholungszeit bei 12°C (200 Metaphasen).

Metaphasen
EZ mit X Gesamt-
h Aberrationen | B’} T'| Tri|DD] D | B’ iberra—
abs. l‘ % lonen
a) 48 4 20 |2]1{ofl1]o]o 4
72 3 1,5 J2|1jojo]ojo 3
96 1 o5 lolo]li1]o]|o}o 1
120 10 50 |613]1]lo]o]o 10
144 4 20 3]l1jolojlo]o 4
b) 96 1 | o5 1|lolo]jofo]o 1
120 o o] olojojo]o]o o
144 1 o5 {1]ojlojo}jofo 1

Der Prozentsatz aberranter Zellen lag bei Erho-
lungszeit mit verringerter Temperatur in den Kon-
trollen sehr niedrig, da der in diesem Falle fir die
Induktion der Aberrationen verantwortliche Athyl-
alkohol erst wihrend der Erholungszeit, und zwar bei
hoéherer Temperatur zur Wirkung kommt und radio-
mimetische Effekte auslost (RIEGER und MICHAELIS
19602).

AuBerordentlich niedrig war in allen Versuchen -

der Anteil freier, d. h. nicht an Reunionen beteiligter
Chromatidenbriiche. Bei dieser Aberrationskategorie
treten leicht Verwechslungen mit sogenannten ,,achro-
matischen Liicken” {,,gaps) ein, die wahrschein-
lich keine echten Unterbrechungen der Lingsstruktur
der Chromatiden darstellen (REVELL 1959) und nicht
mit erfaBt worden sind. Bemerkenswerte Verschie-
bungen in der gegenseitigen Relation der einzelnen
Aberrationstypen erfolgten im Verlauf der Erholungs-
zeit nicht. Nach Eintritt von Isolocusbriichen war
in fast allen Féllen Schwesterchromatidenreunion
im zentrischen und azentrischen Fragment in der in
Abb. 2 dargestellten Weise erfolgt. In einigen weni-
gen Fillen war die Reunion in dem einen oder an-
deren Fragment unterblieben, ein Ausfall der Schwe-

Experimentelle Ergebnisse zur Wirkung von Myleran auf die Chromosomen von Vicia faba L.

155

sterchromatidenreunion im zentrischen und azentri-
schen Fragment wurde nicht beobachtet.

b} Einwirkung von Myleran auf Primirwurzeln

Die Einwirkungsdauer verschiedener Mylerankon-
zentrationen beiz4° C betrug 24 Stunden. Die gleiche
Temperatur wurde wihrend der anschlieBenden Er-
holungszeit beibehalten. Getestet wurde fast der
gesamte Konzentrationsbereich von 0,1 bis 1,0 mmol
und zusitzlich die Konzentrationen 1,6, 2,0 und 50,0
mmol Myleran. Die letzte Konzentration stellte eine
Suspension dar und sollte zu Vergleichen mit den Lo-
sungen dienen. Der zur Losung des Mylerans ver-
wendete jeweilige Acetonanteil ist in Spalte 2 von
Tab. 8 angegeben worden. Aceton induzierte im Be-
reich von 0,25 bis 4,0% bei 24stiindiger Einwirkung
auf Primarwurzeln keine Chromosomenaberrationen
und fiihrte zu keinerlei erkennbaren Nebeneffekten,
wie entsprechende Kontrollen ergaben.

% Meiaphasen

mit Aberrationen
90
0] A
70] .
w. e

A s

a - //’
0. 7

20 Sy
o /I

97 G2 43 g4 G5 06 G7 G8 49 10 {6mil

Abb. 7. Der Einfluf unterschiedlicher Konzentrationen von Myleran {L&sung)

auf die chromosomale Aberrationsrate bel Wurzelbehandlung (Einwirkung und

Erholung 24°C; 100 Metaphasen pro MeBpunkt). Durchgezogene Linie = 24 Siun-
den Erholungszeit, gestrichelte Linie = 48 Stunden Erholungszeit.

Abb. 7 gibt einen Uberblick iiber den prozentu-
alen Anteil von Metaphasen mit Chromosomenaber-
rationen nach der 24stiindigen Einwirkung der ver-
schiedenen Mpylerankonzentrationen. Einzelheiten
der Auswertungen sind der Tab. 8 zu entnehmen.
Nach Abb. 7 wurden die Aberrationsmaxima bis zur
Konzentration von 0,8 mmol nach 24 Stunden Er-
holungszeit erfaBit, fiir 1,0 und 1,6 mmol verschoben
sie sich auf 48 Stunden. Gleichzeitig damit wechselte
das Maximum an Chromosomenaberrationen pro
,»geschiddigte Zelle in derselben Weise (letzte Spalte
in Tab. 8). Die Hochstzahl an Aberrationen pro ,,ge-
schidigte’ Zelle stieg von 1,00 im unteren Konzen-
trationsbereich auf etwa 1,30 in den beiden stirksten
zur Anwendung gekommenen Myleranlésungen. Nach
den Ergebnissen der Samenbehandlung zu schlieBen,
dirfte die Maximumverschiebung im Prozentsatz
aberranter Metaphasen zum Teil auf eine mit héherer
Einwirkungskonzentration gesteigerte Mitoseverzo-
gerung, zum Teil auf die Induktion von Chromoso-
menaberrationen wihrend der Erholungszeit zuriick-
zufithren sein. Nach Behandlung mit 2,0 mmol My-
leran waren die Primirwurzeln ohne Mitosen und
zum Teil letal. Die Verwendung der in Tab. 8 am
Schluf aufgefithrten 30 mmol Myleransuspension
fiihrte grundsitzlich zum gleichen Aberrationsspek-
trum wie Lésungen. Nach 48 Stunden Erholungszeit
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Tabelle 8. Der Einfluf3 untevschiedlicher Konzentrationen von Mylevan auf die chvomosomale Abevvationsvate
(24 h Einwivkungszeit, 100 Zellen pro Konzentrationsstufe).

Aberrationen
Ktonz'en‘ o EZ Metaphtasen . i | Gesamt- ausee pro .
;igg{l Aceton PH h Aber:lalil;ionen B T b b D B ﬁfﬁi w:rt:gete schéi’gigte“
% Zelle
0,01 0,25| o.P. 1 24 o o o o o o o o o o
0,1 0,5 | o.P. 24 8,0 5 3 0 0 o o] 8 0,08 1,00
48 3,0 + 1,0 2 1 o o o o 3 0,03 1,00
0,2 0,4 7.1 24 10,0 4 2,0 5 4 o o 1 o 10 0,10 1,00
48 4,0 2 1 1 o} o o] 4 0,04 1,00
0,3 0,75 7.1 24 22,0 9 5 1 4 3 o 22 0,22 1,00
48 8,0 + 2,0 3 4 0 1 o 0 8 0,08 1,00
0,4 0,751 7,1 24 44,0 + 2,0 20 15 1 3 7 o 46 0,46 1,05
. 48 21,0 4+ 1,0 10 8 o 3 o o 21 0,21 1,00
0,5 1,0 | 7,1 24 48,0 23 19 1 3 4 o 50 0,50 1,04
48 29,0 4+ 1,0 11 10 4 3 2 o 30 0,30 1,03
0,6 1,5 7,1 24 58,0 + 2,0 29 23 1 7 4 - 1 65 0,65 1,12
48 34,0 9 16 2 8 1 o 36 0,36 1,06
0,8 1,5 7,1 24 65,0 + 1,0 30 29 o) 15 8 1 83 0,83 1,28
48 63,0 4 2,0 33 16 2 14 10 o 75 0,75 1,19
1,0 2,0 | 0P 24 61,0 & 2,0 25 24 3 15 8 1 76 0,76 1,25
48 84,0 + 2,0 44 | 35 9 16 9 o | 113 1,13 1,35
1,6 3,0 7,1 24 67,0 4+ 2,0 37 26 2 12 8 2 87 0,87 1,30
48 87,0 4 2,0 52 35 o 14 14 o | 115 1,15 1,32
2,0 2,5 | 0.P. | 24 ohne Zellteilung, zam Teil letal
48 ohne Zellteilung, zum Teil letal
50,0 2,0 | 0.P. 24 93,0 + 4,0 49 | | 4 15 19 o | 136 1,36 1,46
(Suspension) 48 ohne Zellteilung, zum Teil letal

o. P. = ohne Puffer in Aqua dest. geldst.

waren die Wurzeln in diesem Falle ohne Mitosen bzw.
letal.

Die mit zunehmender Konzentration des einwir-
kenden Agens zunehmende radiomimetische Wirkung
war unter unseren Versuchsbedingungen im wesent-
lichen auf einen gesteigerten Prozentsatz von Zellen
mit Chromosomenaberrationen zuriickzufiithren, wiah-
rend die Anzahl der Chromosomenaberrationen pro
»geschadigte” Zelle nur in miBigen Grenzen anstieg.
Dieser Effekt dtirfte unter anderem durch die relativ
langen Einwirkungszeiten mitbestimmt sein. Leider
sind Behandlungen der Wurzeln iber kiirzere Zeit-
rdume deshalb schwer durchfithrbar, weil zur Losung
groBerer Mengen des Agens relativ viel Aceton nétig
wird, das sich in héheren Xonzentrationen auf die
Waurzeln schidlich answirkt.

Die in Tab. 8 auigefithrten Aberrationstypen ver-
teilten sich auf Isolocusbriiche, Chromatidentrans-
lokationen, Duplikations-Deletionen und Deletionen
im Verhiltnis 1 : 0,85 :0,32 : 0,27 fiir 24, und im
Verhiltnis 1 : 0,76 : 0,36 : 0,22 fiir 48 Stunden Er-
holungszeit. Daraus errechnet sich eine Gesamtrela-
tion von 1:0,81:0,33:0,25. Auch hier folgten
Isolocusbriiche und Chromatidentranslokationen ein-
ander sehr dicht und die Verteilungstendenz der
verglichenen Typen war sowohl nach Samen- wie
nach Wurzelbehandlung sehr dhnlich. Unterschrei-
ten Duplikations-Deletionen und Deletionen eine be-
stimmte Gréfe, wird ihre Erfassung sehr unsicher
und schlieBlich unméglich, so daf ven beiden Typen
sicherlich nicht die reale Anzahl in die Auswertung
einbezogen werden konnte. Das Verhiltnis der asym-
metrischen und symmetrischen Translokationen be-
trug fiir den Gesamtversuch 1 : 0,59 und war damit
etwas enger als nach Samenbehandlung (1 :0,38).
Diesen Relationen sollte keine iibermiBige Bedeutung
beigemessen werden, da sich keineswegs alle Trans-
lokationen einwandifrei zuordnen lassen und damit
eine zufallige Komponente in die Auswertungen ein-

geht. Mit einiger Sicherheit darf geschlossen werden,
daB beide Translokationstypen nicht im gleichen
Verhiltnis auftraten. Freie Chromatidenbriiche wur-
den ebenso wie unvollstindige Chromatidentranslo-
kationen nur in Ausnahmefillen gefunden.

Der folgende Versuch wurde durchgefithrt, um
einen ungefihren Anhaltspunkt zu bekommen, in
welcher Phase des Mitosezyklus Myleran zur Wirkung
kommt und Aberrationen an den Chromosomen aus-
lst. Zur Einwirkung kamen 0,5 mmol Myleran 24 h
lang bei 24 °C. Nach AbschluB der Behandlung wurde
in 8 Intervallen bis 48 h wihrend der Erholungs-
zeit fixiert (Abb. 8, Tab. g). Nach 3- und 6stiindiger
Erholungszeit traten praktisch keine Metaphasen mit
Chromosomenaberrationen auf. Von der 12- bis zur
24stiindigen Erholungszeit erfolgte ein etwa linearer
Anstieg im prozentualen Anteil von Metaphasen mit
Aberrationen, anschliefend ein langsamer ebenfalls

- linearer Abfall. Ausgewertet wurden wie in allen an-
deren Versuchen lediglich Zellen in der ersten Meta-
phase nach dem Aberrationseintritt.

Aus der Aberrationsverteilung iiber die Erholungs-
zeit ist unter Einkalkulation einer in ihrem Ausmaf
unbekannten, durch das Agens verursachten Mitose-
verzégerung zu schlieBen, daB Myleran Chromoso-
menaberrationen in der Interphase induziert, und
zwar wahrscheinlich in der ersten Hilfte. Anderen-
falls miiBte das Aberrationsmaximum frither liegen.
Die sensible Periode der Interphase zeitlich niher zu
charakterisieren, ist nach dieser Versuchsanstellung
nicht méglich. Die VerldBlichkeit derartiger SchluB-
folgerungen hingt unter anderem davon ab, daB
erstens das Agens schnell an den Wirkungsort gelangt,
zweitens seine Aktivitdt innerhalb der Zelle kurz ist
und drittens keine Verdnderung der Mitosedauer
durch das Agens veranlaft wird (KoLLER 1958). Es
liegt auf der Hand, daB keine dieser drei Voraus-
setzungen in unserem Falle mit absoluter Sicherheit
gewshrleistet ist. Die Dauer des Mitosezyklus liegt
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%o Melaphasen -Tabelle 9. Die Héhe dev Chyvomosomenabervationsyate nach unterschiedlich
it Aberraiionen langen Evholungszeiten im Anschlufl an eine 24stindige Einwivhungszeit von
50 0,5 mmol Myleran bei 24 °C (150 Metaphasen pro Evholungszeit).
20 \ - Metaphasen Gesamt. Abergf)me“ )
30 I\I\ b Aberrationen B’ T’ |Tei|DD| D | B’ 211):;; Dusge- ,,§§§§§§-
- 1 abs. | % Zelle
20 .
70 3 3 2,0 4 1,1 3 o lojJojo]o 3 0,02 | 1,00
6 3 2,0 + 1,1 1 1 Joj1}lo]o 3 0,02 | 1,00
=  — - 12 28 187 +2,4| 13 7 lo]l6]14]0] 30 | 0,20 1,07
F 6 72 18 24 30 6 42 48RfF 18 51 | 34,0 £ 1,1 | =21 16 f28]611] 54 | 0,36 1,06
Abb. 8. Der prozentuale Anteil von Metaphasen mit 24 72 48,0 4 1,1 30 19 216 |6 ]o 73 0,49 | 1,01
Chromosomenaberrationen nach unterschiedlich langer 36 56 37,3 + 1,8 33 16 117140 61 0,41 1,09
Erholungszeit bei °C im AnschluB an 24stindige
Einwirl?gngvon 0,5214';1m01 Myleran (24°C; fso Bx’}eta- 42 48 32,0 j': 2,0 27 19 113 14]0° 54 0:36 1,13
phasen pro MeSpunkt), Vergl. Tab. g. 48 41 27,3 + 2,4 19 15 o7 3]0 44 0,29 1,07

bei Vicia faba fiir die hier verwendeten Temperaturen
bei 23 bis 24 h (Evans und SAVAGE 1959), wenn keine
experimentelle Beeinflussung erfolgt.

Die Verteilung aller Aberrationen und der Einzel-
typen iiber den Erholungszeitraum zeigt Abb. o.
Bemerkenswerte Verschiebungen in der gegenseitigen
Relation der Aberrationstypen traten mit fortschrei-
tender Erholungszeit nicht ein.

Aberraiionern o—sGesaimil
pro 750 Melaphaosen o> B”
x—x J/
2 o—o 2]
70 el
Sk J77
60
50 \
40 :
30
20. — /\
X
70 \ )
oremann ex},./‘,’

Abb. 9. Der Anteil der verschiedenen Aberrationstypen an der Gesamtzahl der
erfaBten Aberrationen nach den gleichen Erholungszeiten und Versuchsbedin-
gungen wie in Abb. 8. ’

c) Der Einflul der Temperatur auf die radio-
mimetische Wirkung des Mylerans

Wie Tab. 10 und Abb. 10 zeigen, ist die radiomi-

metische Wirkung des Mylerans erheblich durch die

Temperatur wihrend der Einwirkungszeit auf die
Primarwurzeln beeinfluBbar. Gepriift wurden die
Konzentrationen 0,3 und 0,5 mmol bei Temperaturen
von 12, 18, 24 und 30 °C. Fixiert wurde nach 24 und
48 h Erholungszeit (24 °C). Beide Konzentrationen
verhielten sich beziiglich ihrer Reaktionen auf modi-
fizierte Temperaturen vollig ibereinstimmend. Ein

% Metaphasen

it Aberraiionern
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Abb. 10. Der EinfluB der Temperatur wihrend der 24stiindigen Einwirkungszeit
von 0,3 und o,5 mmol Myleran (Losung) auf den prozentualen Anteil aberranter
Metaphasan (Erholungszeit 24°C; 150 Metaphasen pro MeBSpunkt). Vergl. Tab. 10.

Ausfall von Myleran aus den Lésungen trat im Gegen-
satz zur Samenbehandlung mit 1 mmol bei 12 °C im
Falle der hier verwendeten Konzentrationen nicht
ein.

Tabelle 10. Der Einflufl wnterschiedlicher Temperaturen auf die Chromosomenabervationsvate bei 24stimdiger Einwirkung
von a) 0,3 mmol und b) 0,5 mmol Mylevan (150 Metaphasen pro Evholungszeit).

Metaphasen Aberrationen
T°C Ez mit B | ™ | m | oo | D B | dema ass g
h Aberrationen tionen gewertete sch’é{digte“
abs. % Zelle
a) 12 24 o o o o o o o o o o o
48 o o o o o s} o o o] ] o
18 24 8 5,3 1+ 0,7 3 2 o 1 2 o 8 0,05 1,00
48 6 4,0 1+ 2,3 3 1 o o 1 1 6 0,04 1,00
24 24 32 21,3 4 0,7 14 10 1 4 3 o 32 0,21 1,00
48 17 11,3 43,5 7 7 o 2 1 o 17 0,11 1,00
30 24 55 36,7 4+ 2,7 26 16 1 7 5 2 57 0,38 1,04
48 g0 59,0 4+ 0,8 42 26 6 15 g o 98 0,65 1,09
b) 12 24 4 2,7 + 0,7 1 1 o) 1 o o 3 0,02 1,00
48 1 0,7 £ 0,7 1 o) o o o o 1 0,01 1,00
18 24 31 20,7 4= 0,7 14 6 1 8 3 o 32 0,21 1,03
48 13 8,7 + 1,8 8 o 1 2 2 ) 14 0,09 1,08
24 24 73 48,7 £ oy 34 | 27 2 8 6 o 77 0,51 1,03
48 42 28,0 £ 1,1 17 13 4 4 5 o 43 0,29 1,02
30 24 105 70,0 4- 0,8 45 36 o 24 12 o 117 0,78 1,11
48 144 96,0 £ 0,8 75 72 15 30 18 3 213 1,42 1,48
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Tabelle 11. Der Einfluff von hydvolysiertem Myleran auf die chrvomosomale Abervationsvate (24stindige Einwirkung
0,5 mmol, pg 7, 24 °C, 24 h Evholungszeit, 150 Metaphasen).

Metaph Aberrationen
Dauer etz;%tasen Gesamt- pro
der - B T Tri DD D B’ aberra- aus- ,8e-
Hydrolyse Aberrationen tionen gewertete ‘ sch’édigte“
abs. l % Zelle
Kontrolle 73 48,7 + 3.7 29 20 1 16 13 o 79 0,53 1,08
8’ bis go °C 40 26,7 + 0,7 18 9 2 7 4 o 40 0,27 1,00
15’ beigo °C 5 3,3 £ 0,7 2 2 o 1 0 o 5 0,03 | 1,00
30’ beigo °C o o o o o 0 o o ) o | o

Temperaturen von 12° C wihrend des Einwirkungs-
zeitraumes von 24 h verhinderten das Auftreten von
Chromosomenaberrationen praktisch  vollstindig.
Mit Erh6hung der Temperaturen auf 18, 24 und 30°C
wurde der prozentuale Anteil von Metaphasen mit
Chromosomenaberrationen kontinuierlich erhéht,
wenn die Fixierungen nach 24 h Erholungszeit ver-
glichen werden. Bis zur Temperatur von 24 °C lagen
die Aberrationsmaxima bei der 24stiindigen Erho-
lungszeit. Mit Erhohung der Temperatur von 24 auf
30 °C verlagerten sich die Maxima iibereinstimmend
in beiden gepriiften Konzentrationen auf die 48stiin-
dige Erholungszeit und gleichzeitig erfolgte eine Er-
hohung der Anzahl von Aberrationen pro ,,geschi-
digte” Zelle, die im Falle der héheren Konzentration
von 0,5 mmol besonders ausgeprdgt ist. Die Maxi-
mumverschiebung im Prozentsatz aberranter Meta-
phasen diirfte beiunverdnderten Temperaturen (24 °C)
wihrend der Erholungszeit auf eine mit der Erho-
hung der Temperatur im Einwirkungszeitraum sich
verstirkende Mitoseverzdgerung zuriickzufiihren sein.
Das Aberrationsspektrum entsprach weitgehend dem
der vorher geschilderten Versuche.

d) Der Einflufi der Hydrolyse auf die Aktivitit
des Mylerans

Die Ester der Methansulfonsduren sind relativ be-
stindige Substanzen. Die Halbwertzeit der Hydro-
Iyse liegt bei pry7 und 37 °C bei etwa 8 h (LovELESS
1960). Unsere beil hoherer Temperatur durchgefiihr-
ten Hydrolyseversuche hatten das Ziel, festzustellen,
wie sich die Aktivitit des Agens zur Hydrolysezeit
verhdlt und ob radiomimetisch wirksame Hydro-
lyseprodukte oder Hydrolysezwischenprodukte "in
ausreichender Konzentration entstehen, um Chromo-
somenaberrationen zu induzieren.

Zu diesem Zweck wurde eine 0,5 mmol Myleran-
16sung in 8 Minuten bis auf go °C unter Verwendung
eines RilckfluBkiihlers erhitzt und dann 15 und 30

Minuten bei dieser Tem-

;ﬁﬁéz%z%;” peratur gehalten. Eser-
e folgte dreimalige Probe-

40 I entnahme und die Pro-
40 ben kamen 24h bel
30 24°C auf Primidrwurzeln
] zur Einwirkung. Die
20 Aberrationsmaxima fie-
170 len mit der z4stiindi-
T gen Erholungszeit zu-

saminen.

Ausgehend von dem
fiir die verwendete Aus-
gangskonzentration von
0,5 mmol bei 48,79
liegenden Kontrollwert

L 1 T
fionle 8UsI0° 75 beid0°

Abb, 11. Der prozentuale Anteil von
Metaphasen mit Chromosomenaberratio-
nen nach 24stlindiger Wurzelbehandlung
mit unterschiedlich lange hydrolysier-
tem (9o°C) Myleran (Einwirkung und
Erholung bei 24°C; 150 Metaphasen pro
MeBpunkt), {Vergl. Tab. 11).

(Abb. 11, Tab. 11), sank der prozentuale Anteil an
Metaphasen mit Chromosomenaberrationen nach Ein-
wirkung der Hydrolyseprobe, die 8 Minuten lang bis
auf go® C erhitzt worden war, auf 26,79 ab. Verblieb
die Hydrolyseprobe noch 15 bzw. 30 Minuten bei
go° C, war ihre radiomimetische Aktivitat auf 3,3%
gesunken bzw. erloschen.
Radiomimetische Hydrolyseprodukte
samen Konzentrationen entstanden nicht.

in  wirk-

e) Versuche zur Modifizierung der Myleran-
wirkung durch Respirationsinhibitoren und Sulfa-
thiazol (Eleudron)

Im Rahmen dieses Versuchskomplexes sollte ver-

sucht werden, die radiomimetische Wirkung einer
0,5 mmolaren Mpyleranlésung durch gleichzeitige
Gabe von Fermentinhibitoren zu modifizieren. Zu
diesem Zweck wirkten 0,5 mmol Myleran in Kombi-
nation mit den drei Respirationsinhibitoren 2,4-
Dinitrophenol, Kaliumcyanid, Hydroxylamin und
dem die Folsduresynthese blockierenden Sulfonamid
Sulfathiazol (Elendron) 24 Stunden lang bei 24 °C
und py 7 (px 5,3 fiir 2,4-Dinitrophenol) auf die Pri-
mirwurzeln ein. Uber die Folsiuresynthese beein-
fluft Eleudron (bei Bakterien) den Purinstoffwechsel,
2,4-Dinitrophenol hemmt {iber die Entkopplung der
oxydativen ‘Phosphorylierung die Synthese energie-
reicher Phosphate (ATP), Kaliumcyanid blockiert
u. a. die Cytochromoxydase und damit die Respira-
tionskette. Hydroxylamin wirkt auf Enzyme, die
Carbonylgruppen, aber kein Metall fithren und hemmt
ebenso wie 2,4-Dinitrophenol und Kaliumcyanid die
Respiration. Die in Tabelle 12 aufgefithrten Konzen-
trationen der Inhibitoren waren in der Lage, die
radiomimetische Wirkung von Athylalkohol stark
zu reduzieren (RIEGER u. MICHAELIS 19boa u. d).
Das gleiche gilt fiir 2,4-Dinitrophenol und Ka-
linmcyanid bei Kombination mit 8-Athoxycoffein
(KiHLMAN 1955, 1956). Bei kombinierter Einwir-
kung induzierte 8-Athoxycoffein keine Chromoso-
menaberrationen mehr.
Wie sich aus Tab. 12 bei einem Vergleich mit den
Kontrollwerten ergibt, blieb bei Kombination von
Myleran mit 2,4-Dinitrophenol, Kaliumcyanid bzw.
Hydroxylamin die radiomimetische Wirksamkeit des
Mylerans vollkommen unbeeinfluflt. Gleichzeitige
Einwirkung von Myleran und Eleudron verinderte
die Gesamtanzahl nach 24- und 48stiindiger Erho-
lungszeit erfaBter Aberration nicht, verschob aber
das sonst bei 24 h Erholungszeit auftretende Aber-
rationsmaximum um 24 h.

24h mit 0,3 und o,5 mmol Myleran behandelte
Primirwurzeln waren letal, wenn tber die gleiche
Zeit zusitzlich iiber Pyrogallol vorgereinigter Stick-
stoff durch die Ldsung geblasen wurde. Der Einflufl
der Anaerobiose auf die radiomimetische Wirkung



30. Band, Heft 4

Experimentelle Ergebnisse zur Wirkung von Myleran auf die Chromosomen von Vicia faba L.

159

Tabelle 12. Dev Einfluf3 veyschiedeney Inhibitoven auf die Indukiion von Chvomosomenabevvationen duych 0,5 mmol
Myleran (24 °C, 150 Metaphasen).
Konzzrétsration £z Metﬁﬁihtasen Gesamt- Aber;igonen
Inhibitors pH h Aberrationen B T T bb b B at?zeyflrear; gew:élrsgete sc};ﬁ;te..
mmol abs. % Zelle

DNP

0,01 5,3 24 71 | 47,3 34 23 2 10 8 o 77 0,51 1,08
48 40 | 26,7 | 22 12 1 3 5 o 43 0,29 1,08

KCN

0,1 7,0 24 70 46,7 33 18 1 7 10 o 69 0,46 0,99
48 39 ; 26,0 17 14 1 4 8 o 44 0,29 1,13

HXA :

1,0 7,0 24 70 | 46,7 1 26 23 2 8 10 o 69 0,46 0,99
48 40 | 26,7 | 18 15 1 4 2 o 40 0,26 1,00

Eleudron

0,06 7,0 24 38 25,3 20 10 1 4 4 o 39 0,26 | 1,03
48 70 | 46,7 § 38 21 3 10 7 0 79 0,52 : 1,13

Kontrolle 7,0 24 73 | 48,7 | 34 27 2 8 6 o 77 0,51 1,05 .
48 | 42 | 280 17 | 13 4 4 5 o 43 0,29 1,02

Tabelle 13. Der Einfluf gleichzeitiger 24stiindiger Einwivkung von Myleyran und Athylalkohol auf die chromosomale Abey-

vationsvate (24 °C, pr 7, 150 Metaphasen pro Evholungszeit).

M 1 Aberrationen
MYL AA BZ : etaﬁi\tasen Gesamt- pro
Konzentration | Konzentration h Aberrationen B T T DD D B atti);g; ge;;st-et o { sch,'zgeiéte“
mimol mmol abs. % Zelle
— 50 24 40 | 26,7 | 21 13 o 4 3 o 41 0,27 1,03
48 1 0,7 o o o} 1 o o} 1 0,01 1,00
0,3 — 24 31 20,7 15 7 3 6 [ 31 0,21 1,00
48 11 7,3 7 1 2 o 1 o 11 0,07 | 1,00
0,3 50 24 | 100 66,7 1 48 39 2 22 14 [ i25 0,83 1,25
48 32 21,3 15 6 5 5 3 o 34 0,23 1,06
0,3 50 24 44 29,3 23 12 1 6 5 o 47 0,31 1,07
+ 0,1 KCN 48 21 14,0 13 5 1 3 1 o 23 0,15 1,10
von Myleran lieB sich somit unter unseren Ver- phasen mit Chromosomenaberrationen auftraten.

suchsbedingungen bei relativ langen Einwirkungs-
zeiten nicht priifen.

f) Kombinierte Einwirkung von Myleran und
Athylalkohol

Athylalkohol ist in relativ hohen Konzentrationen
in der Lage, bei Vicia faba Chromosomenaberrationen
zu induzieren (MICHAELIS, RAMSHORN u. RIEGER
1959, RIEGER u. MICHAELIS 1960a). Die Wirkung des
Athylalkohols ist ebenso wie die von Myleran auf
den ersten Teil der Interphase beschrinkt. Das zeit-
liche Auftreten der Aberrationsmaxima und die
Aberrationsspektren sind sich in beiden Féllen sehr
shnlich. Es lag nahe, den Effekt kombinierter Ein-
wirkung beider Agenzien auf 24 h lang bei 24°C be-
handelte Primédrwurzeln zu priifen.

Verwendet wurden 0,3 mmol Myleran und 50 mmol
Athylalkohol jeweils allein und in Kombination
(Tab. 13). Kombinierte Einwirkung flihrte im Ver-
gleich zu den Kontrollen zu Effekten, die héher
waren, als bei reiner Addition der Wirkungen zu er-
warten gewesen wire. Diese Sachlage ist ohne
Schwierigkeiten verstidndlich, wenn von der Vorstel-
lung ausgegangen wird, daB die durch jedes Agens
induzierten ,,Briiche” in der Lage waren, in Wechsel-
wirkung zu treten, und zum Teil an der Restitution
verhindert wurden. Allerdings war auch hier die
Zunahme der radiomimetischen Effekte im wesent-
lichen dadurch bedingt, daf3 prozentual mehr Meta-

Die Anzahl von Chromosomenaberrationen pro ,,ge-
schidigte* Zelle stieg lediglich bis auf 1,25 an.

Wurde der Kombination von 0,3 mmol Myleran
und 50 mmol Athylalkohol noch 0,1 mmol Kalium-
cyanid zugesetzt und 24 h lang behandelt, sank der
prozentuale Anteil von Metaphasen mit Chromo-
somenaberrationen im Meristem der Primarwurzeln
von 60,7%, auf 29,3% nach 24, bzw. von 21,3%, auf
14,0% mnach 48 h Erholungszeit ab. Dieser Effekt
ist nach Abschnitt ) (S.158) die Folge davon, daB
Kaliumcyanid die radiomimetische Wirkung des
Athylalkohols senkt, wahrend die von Myleran
unbeeinfluBt bleibt.

IV. Diskussion

Verglichen mit den in der Einleitung zusammen-
gefalten, wichtigsten Versuchsergebnissen von
MouTscHEN-DABMEN (1958) nach Einwirkung von
Myleran auf Vicia faba-Samen ergeben sich auf Grund
unserer Experimente eine Reihe wichtiger Unter-
schiede, die es nicht erlauben, dem Myleran eine
Sonderstellung unter den alkylierenden Substanzen
mit radiomimetischer Wirkung einzuriumen. Eine
solche Sonderstellung schien sich darin anzudeuten,
daB MouTsCHEN-DAHMEN zwar ,,Chromosomen-
briiche™, aber kaum Reunionsprodukte fanden, wenn
von dem Sonderfall der Schwesterchromatidenreunion
ausschlieBlich in azentrischen Fragmenten nach Ein-
tritt von Isolocusbriichen abgesehen wird.
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Das Alkylierungsmittel Myleran war in unseren
Versuchen nach Einwirkung auf Samen und Primér-
wurzeln von Vicia faba in der Lage, Chromosomen-
aberrationen zu induzieren. Die sensible Phase des
Mitosezyklus war aller Wahrscheinlichkeit nach die
erste Hilfte der Interphase. Das- Aberrationsspek-
trum unterschied sich im Gegensatz zu den Befunden
von MouTscHEN-DAHMEN nicht von dem anderer
alkylierender und nicht- alkyherender radiomimeti-
scher Verbindungen, wie z. B. N-Lost (ForD 1948),
Diepoxypropyldther (REVELL 1953), Tridthylen-
melamin bzw. Athylenimin (OcKEY 1957, 1960), Beta-
Propiolacton (SwaNsoN u. MERz 1959), Maleinsdure-
hydrazid (McLE1sH 1953), 8-Athoxycoffein (KIHLMAN
1955, 1956), Athylalkohol und Acetaldehyd (RIEGER
u. MICHAELIS 1960a u. b).

Alle Chromosomenaberrationen waren in der fiir
die meisten Radiomimetica bei V. jfaba typischen
Weise auf chromatidaler Basis erfolgt und traten
praferentiell in den als heterochromatisch bekannten
Segmenten des Chromosomensatzes auf (siehe GLASS
1956, McLEIsH 1053, REVELL 1953, MOUTSCHEN-
DaBMEN 1958, MICHAELIS u. RIEGER 1958). In allen
von uns mit Myleran durchgefithrten Experimenten
waren die 10 kleinen, sogenannten m-Chromosomen
wesentlich hiufiger an den Aberrationen beteiligt
als die beiden etwa doppelt so groBen Satelliten-
Chromosomen. Wiahrend das genaue Langenverhdlt-
nis der Sat- und m-Chromosomen bei 2:4,4 (REVELL
1953, MicuAELls u. RIEGER 1959) liegt, verteilten
sich die Aberrationen nach 14stiindiger Einwirkung
von 1,0 mmol Myleran im Verhiltnis 2:34,3 auf die
beiden Chromosomengruppen. Ein tibereinstimmen-
des Verhiltnis von 2:33,8 wurde nach Einwirkung
verschiedener Konzentrationen von 0,1 bis 1,6 mmol
Myleran auf Primidrwurzeln gefunden. Eine bevor-
zugte Beteiligung der Sekundireinschniirung der SAT-
Chromosomen am Aberrationsgeschehen erfolgtenicht.

Im Gegensatz zu den Angaben von MOUTSCHEN-
DarMEN war die gegenseitige Relation von Isolocus-
briichen und Chromatidentranslokationen sehr eng.
Triradiale wurden in Uberecinstimmung mit den ge-
nannten Autoren nur sehr selten gefunden. Sofern es
sich um die erste Mitose nach dem Eintritt der Aberra-
tion handelte, zeigten die Isolocusbriiche fast aus-
schlieBlich Schwesterchromatidenreunionen im zentri-
schen und azentrischen Fragment. Fehlende Reunion
ineinem der beiden Fragmente wurde nurin Ausnahme-
fallen beobachtet, glerchzeitiger Ausfall der Reunion
in beiden Fragmenten trat nicht auf. In den spiteren
Mitosen nach dem Aberrationseintritt sank der Anteil
zentrischer Fragmente mit Schwesterreunionen ab.
Die azentrischen Fragmente waren in diesen Zellen
entweder degeneriert oder bereits eliminiert worden.
Der Befund deckt sich weitgehend mit den nach Aus-
16sung von Chromosomenaberrationen durch Athyl-
alkohol (MicHAELIS u. RIEGER 1958) erhaltenen Er-
gebnissen.

Die aufgefithrten Beobachtungen stimmen nicht
mit denen von MOUTSCHEN-DAHMEN (1958) Uiberein,
wonach in zentrischen Fragmenten nach Eintritt
von Isolocusbriichen keine Schwesterreunion er-
folgte. Auf Grund des relativ hohen, von uns ge-
fundenen ‘Anteiles der Chromatidentranslokationen
an den Gesamtaberrationen eriibrigen sich auch die
von MoUTSCHEN-DAHMEN gezogenen Parallelen zwi-

A, Mrcuarris und R. Rigcer:
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schen der Wirkung von UV-Licht und Myleran. Fiir
UV-Licht ist das Vorherrschen von terminalen Dele-
tionen zwar bekannt, aber nach Untersuchungen
von EMMERLING (1955) und FABERGE (1951, 1950)
kénnen auch nach Einwirkung dieses Agens in be-
grenzter Hiufigkeit komplexe Chromosomenaber-
rationen entstehen. Fiir Myleran besteht nach un-
seren Erfahrungen keinerlei Veranlassung, einen Aus-
fall der Reunionen und interchromosomalen Struk-
turverdnderungen zu proklamieren, obwohl der Pro-
zentsatz der Anaphasebriickenbildungen hinter der
Erwartung zuriickblieb. Eine Erklidrung hierfir
kénnte darin liegen, dafl die Briicken in der spiten
Anaphase bereits gerissen waren und nicht mehr in
die Auswertungen einbezogen wurden. Fir diese Er-
kldrung konnte sprechen, daB die meisten Aberra-
tionen in der Mitte der langen Arme der m-Chromo-
somen bzw. in Centromernihe lokalisiert waren und
somit relativ kurze Briicken entstehen muBten. Ahn-
liche Schwierigkeiten in der Korrelation der Meta-
phaseaberrationen mit den Anaphasebriicken traten
auch nach Einwirkung von Rontgenstrahlen (WOLFF
u. LutppoLDb 1957) und von S-Propiolacton (SWANSON
u. MERZ 1959) auf.

Eine Tendenz zur Verkirzung der chromosomalen
Gesamtlinge, wie sie von MOUTSCHEN-DAHMMEN po-
stuliert wird, lieB sich in unserem Falle nicht fest-
stellen, ist aber ohne umfangreiche Messungen auch
kaum exakt zu erfassen.

Myleran ist nach den Ergebnissen der Markierungs-
versuche mit Colchicin (S. 154) durch eine in die Er-
holungszeiten hineingreifende Nachwirkung ausge-
zeichnet, da nach Samenbehandlung (gleiches diirfte
fir Einwirkung auf Primirwurzeln gelten) auch in
der zweiten und in spiteren Wurzelspitzenmitosen
noch neue Chromosomenaberrationen auftraten. In
den Erholungszeiten von 7z h an diirfte sich der An-
teil von Zellen mit Chromosomenaberrationen aus
solchen zusammensetzen, die stark verzégert in die
Mitose eintraten, und jenen, deren Aberrationen erst
relativ spdt wihrend der Erholungszeit induziert
worden waren. Beide Gruppen diirften zu je etwa
509, beteiligt sein, da jeweils etwa halb soviele tetra-
ploide wie diploide Zellen Chromosomenaberrationen
aufwiesen (Abb. 5). Es ist gegenwirtig noch nicht
zu entscheiden, ob diese Nachwirkung eine echte
Spitwirkung des Mylerans darstellte und an seine
Gegenwart in der Zelle gebunden war, oder ob es sich
um Aberrationen handelte, die als Produkte ver-
zogerten ,,Brucheintrittes” oder verzogerter Re-
unionen verspitet zustande kamen (ausfiihrliche Dis-
kussion dieser Vorginge bei MONTEZUMA-DE-CARVAL-
HO 1956). Verzogerter Aberrationseintritt konnte fiir
Senfgas und Tridthylenmelamin bei Drosophila nach-
gewiesen werden (s. AUERBACH 1949, 1958, 1960).

Die radiomimetische Wirkung des Mylerans liel
sich bei Behandlung von Primidrwurzeln durch die
Temperatur im Einwirkungszeitraum stark beein-
flussen. Betrug die Temperatur 12 °C, traten prak-
tisch keine Chromosomenaberrationen auf. Mit Stei-
gerung der Temperatur erhdhte sich die Myleranwir-
kung (Abb. 10). Zur Erklirung dieses Phinomens
bestehen zwei Moglichkeiten:

1. Es konnte durch einen Permeationseffekt be-
dingt sein, wenn bedacht wird, daB die Permeation
mit steigender Temperatur gréBer wird.
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2. Es konnte eine temperatursensible chemische
Reaktion vorliegen, die in die Wirkungskette des
Agens eingefiigt ist und diese erst oberhalb bestimm-
ter Temperaturen optimal ablaufen 146t.

Eine temperaturabhingige Wirkung alkylierender,
radiomimetischer Verbindungen ist bekannt (Krmr-
MAN 1056), ein Aussetzen der Wirkung bereits bei
12 °C jedoch noch nicht beobachtet worden. In un-
serem Falle ergeben sich bei der Entscheidung dar-
iiber, welcher Mechanismus dem Temperatureffekt
zugrunde liegt, erhebliche Schwierigkeiten, da fiir
beideMdglichkeiten Indizien angefithrt werden kénnen.
Zudem kann die in AbschnittI1Ia) geschilderte Samen-
behandlung mit 1 mmol Myleran bei 12 °C kaum zu
SchluBfolgerungen benutzt werden, da bei dieser Tem-
peratur ein Teil des Mylerans aus der 1.6sung ausfiel.

Die Wurzelspitzenmeristeme wiesen bei 12°C noch
eine recht giinstige Mitosefrequenz auf., Daraus darf
geschlossen werden, dafl die Stoffwechselaktivitit
noch recht betrichtlich war, und es erscheint aus
diesem Grunde nicht iiberaus wahrscheinlich, dal3 die
Aufnahme einer wirksamen Menge des Agens voll-
standig verhindert wird. In die gleiche Richtung
deuten auch die mit den Respirationsinhibitoren
durchgefithrten Experimente, in deren Gefolge keine
Senkung der radiomimetischen Aktivitdt des Myle-
rans zu verzeichnen war, obwohl unter diesen Bedin-
gungen eine reduzierte Stoffaufnahme durch die
Wurzeln im Bereich des Méglichen lige. Es konnte
auf Grund dieser Uberlegungen eine primire, che-
mische Reaktion des Agens, die an der Aberrations-
entstehung ursichlich beteiligt ist, in Erwégung ge-
zogen werden, wenn dieser Reaktion ein hoher Tem-
peraturkoeffizient zugeschrieben wiirde.

Gegen diese Vorstellung spricht allerdings ein
nicht unwichtiges Argument. Es wurde nach Samen-
behandlung festgestellt, dafl etwa 509, der erfaten
Aberrationen erst wihrend der Erholungszeiten ein-
traten, wie die Markierungsversuche mit Colchicin
ergaben. Wurde die- Temperatur wihrend der Er-
holungszeit auf 12 °C herabgesetzt, erfolgte trotzdem
keine Senkung des radiomimetischen Effektes (Abb.
6). Aller Wahrscheinlichkeit nach werden somit die
mit Sicherheit wihrend des Erholungszeitraumes ein-
tretenden Aberrationen durch die Temperatur nicht
beeinfluBt, wenn sich ihr Auftreten auch iiber einen
lingeren Zeitraum erstreckte. Wenn es sich bei der
hier erfolgenden Aberrationsauslésung um einen Ef-
fekt handelte, der an die Gegenwart von Myleran in
der Zelle gebunden war, sollte das Gegenteil erwartet
werden. Es wire also zu schlieBen, daf3 die radic-
mimetische Wirkung von Myleran bei herabgesetzter
Temperatur nicht merkbar beeinflufit wird, wenn das
Agens bereits in den Zellen vorliegt. Konsequenter-
weise wire dann die Temperaturwirkung durch Per-
meationsphinomene zu erkldren. Allerdings ist auch
diese SchluBfolgerung nicht bindend, da noch unbe-
kannt ist, ob die wihrend der Erholungszeit ein-
tretenden Aberrationen noch durch das Agens un-
mittelbar induziert wurden, oder ob es sich um einen
verzégerten Aberrationseintritt auf der Grundlage
der bereits erwihnten Mechanismen (S. 161) oder ,,la-
biler Zustinde' handelte, die schon erheblich frither
eingeleitet worden waren.

Vergleiche des Temperatureinflusses auf die radio-
mimetische Wirkung des monofunktionellen Alky-
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lierungsmittels Athylmethansulfonat und des bifunk-
tionellen Mylerans (RIEGER u. MICHAELIS 1g960¢)
brachten hinsichtlich der Temperaturwirkung tiber-
einstimmende Resultate und kénnten mit Einschrin-
kung gegen eine effektive Beeinflussung der Wirkung
tiber Permeationsphdnomene herangezogen werden.
Auf Grund dieser Erorterungen diirfte es angebracht
sein, SchluBfolgerungen aus dem Temperatureffekt
noch nicht zu ziehen.

Der unter ziemlich drastischen Bedingungen ange-
stellte Hydrolyseversuch bestitigte die relativ hohe
Bestidndigkeit des Mylerans in Lésungen. Im Ver-
lauf der Hydrolyse kénnen aus einem Mol Myleran
1Mol 1,4-Butandiolmonomethylsulfonsaureester, bzw.
1 Mol 1,4-Butandiol bzw. 2 Mol Methylsulfonsiure
entstehen (ROHRBORN 1959). Im Anschlufl an Hydro-
lyseversuche mit Myleran, die ROHRBORN unter dhn-
lichen Bedingungen wie wir durchfiihrte, ergab sich,
daB auch nach der Hydrolyse bei Drosephila noch
Letalfaktoren, und zwar in signifikant erhéhter Rate
gegeniiber der Einwirkung nicht-hydrolysierten Myle-
rans, ausgelost wurden. ROHRBORN konnte in ent-
sprechenden Versuchen belegen, daB 1,4-Butandiol
und Methylsulfonsidure nicht mutagen wirkten. Die
Induktion der ILetalfaktoren war auf die Wirkung
des Hydrolyseproduktes 1,4-Butandiolmonomethyl-
sulfonsdureester zuriickzufithren.

Wir konnten nach 15 Minuten Hydrolyse bei go °C
nur noch eine geringe radiomimetische Wirksamkeit
der Proben feststellen, welche nach 30 Minuten Hy-
drolysedauer auch nicht mehr nachweisbar war. Die-
ser Unterschied der Befunde wird verstdndlich, wenn
bedacht wird, dall es sich bei dem bei Drosophila
wirksamen Hydrolyseprodukt um eine monofunktio-
nelle, alkylierende Verbindung handelt. Das Wir-
kungsverhiltnis zwischen mono- und bifunktionellen
Alkylierungsmitteln liegt bei der Induktion von
Chromosomenaberrationen etwa bei 1:50 (LOVELESS
1951, RIEGER u. MICHAELIS 1g60c). Danach ist bei
der Entstehung des 1,4-Butandiolmonomethylsulfon-
sdureesters eine Induktion von Chromosomenaberra-
tionen nicht mehr zu erwarten, wenn aus einem Mol
Myleran maximal dquimolare Mengen der mono-
funktionellen Verbindung entstehen konnen.

Abgesehen von einer Verzdégerung im Auftritt der
Aberrationsmaxima, lieB sich die radiomimetische
Wirkung alkylierender Verbindungen wie N-Lost
und Diepoxypropylither (FORD 1948, KIHLMAN 1955,
1956, AUERBACH 1058) unter anaeroben Verhiltnissen
(Stickstoffatmosphire) oder in Gegenwart von Stofif-
wechselinhibitoren nicht beeinflussen. Oxydative
Phosphorylierungen, wie sie im Falle von 8-Athoxy-
coffein (KiHLMAN, 1. c.) und Athylalkohol zur Aber-
rationsentstehung offensichtlich erforderlich sind,
scheinen hier keine ausschlaggebende Roile zu spielen.
Mit dieser Feststellung decken sich unsere Befunde
nach Einwirkung von Myleran in Kombination mit
2,4-Dinitrophenol, Kaliumcyanid oder Hydroxyl-
amin, die keinerlei Einfluf3 auf die Aberrationsrate
ausitbten und auch die Maxima nicht verschoben.
Bei gleichzeitiger Einwirkung von Sulfathiazol, das
aller Wahrscheinlichkeit nach in den Nukleinsiure-
Stoffwechsel eingreift, trat lediglich eine Verzégerung
im Auftreten des Aberrationsmaximums ein.

WoLrF et al. (WOLFF u. ATwooD 1954, WOLFF u.
LurepoLD 1955, 1956a - b) konnten fiir Vicia faba

11
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zeigen, daB3 Agentien, die in der Lage waren, den
oxydativen Stoffwechsel zu inhibieren und die ATP-
Bildung zu reduzieren, bei Anwendung zwischen
2 Rontgendosen dazu fiihrten, daf die induzierten
,,Bruchenden’’ linger offen blieben. Diese konnten
sich dann mit Bruchenden vereinigen, die durch die
zweite Dosis bis zu 75 Minuten spiter eingetreten
waren, wihrend die Briiche ohne den Einfluf der-
artiger Agentien zwischen den beiden Dosen innerhalb
von 30 Minuten Reunionen eingingen. Demnach
scheinen oxydativer Stoffwechsel und ATP Voraus-
setzung zu Reunionen zumindest eines Teiles der
induzierten Briiche zu sein. Zu &dhnlichen Ergeb-
nissen kamen CoHN (1958) bei Allium und ABRAHAM-
soN (1959) bei Drosophila. Bei Ubertragung dieser
Befunde auf unsere Versuche mit Stoffwechselinhibi-
toren wiirde der SchluBfolgerung eine bestimmte
Wahrscheinlichkeit zukommen, dal durch Zugabe
von Inhibitoren zum Myleran eine Steigerung des
Aberrationsprozentsatzes bzw. der Aberrationszahl
pro Zelle eintreten sollte. Grundlage dieser Uberle-
gung wire, dall bei langerem ,,Offenbleiben” der
,,Bruchenden unter dem EinfluB der Inhibitoren
pro Kern gleichzeitig mehr reaktionsfahige Bruch-
enden zur Reunion verfiigbar sind. Nach Tab. 12
traten bei Kombination von Myleran mit den Inhi-
bitoren keinerlei derartige Effekte auf. Spekulationen
tiber mutmaBliche Ursachen erscheinen noch nicht
angebracht. Wir sind dabei, dhnliche Untersuchun-
gen unter giinstigeren experimentellen Bedingungen
durchzufithren. Dabei soll festgestellt werden, ob die
fiir Rontgenstrahlen erhobenen Befunde auch fiir
Radiomimetica Giltigkeit haben, da ihnen ein
groBes theoretisches Interesse zukommt.

Die nach kombinierter Einwirkung von Myleran
und Athylalkohol eingetretenen Effekte (Tab. 13),
die hoher als additiv waren, deuten an, dall Myleran
und Athylalkohol etwa die gleiche Sensibilititsphase
im Mitosezyklus zukommt und die ,,Bruchenden®
ohne Schwierigkeiten miteinander Reunionen einzu-
gehen in der Lage sind, obwohl die Mechanismen der
Aberrationsentstehung in beiden Fillen sicher grund-
verschieden sind. Das gilt in gleicher Weise fiir kom-
binierte Einwirkung von N-Lost und Réntgenstrahlen
bei Drosophila (zit. nach AUERBACH 1958, 1960), fiir
Myleran und Athylmethansulfonat und fiir Athyl-
methansulfonat und Athylalkohol (RIEGER u. MICHA-
ELIS 1960¢) bei Vicia faba. Im Rahmen der bisher
in dieser Richtung getesteten Agentien scheint somit
ein allgemeingiiltiges Phinomen vorzuliegen, dem
unter Umstdnden bei der Krebstherapie ein prak-
tischer Nutzen zukommen kénnte,

Summary

1. Both after treatment of seeds of Vicia faba with
1,0 mmol myleran for 6 and 14 hours (recovery time
48 to 120 h) and primary roots with 0,1—1,6 mmol
‘mayleran for 24 h a spectrum of chromosome aber-
rations was found, which is already known for other
alkylating and non-alkylating radiomimetica. With
the higher concentrations of the agent the peak fre-
quency of aberrations shifted from 24 to 48 h reco-
very time. All aberrations were of the chromatid
rather than the chromosome type. Isolocusbreaks
were predominant but closely followed by chromatid
interchanges, We, disagree with the conclusions of

A. Micuaeris und R, Riecer:

Der Zichter

MouTtscHEN-DAHEMEN (1958) that the number of
chromatid interchanges after myleran treatment is
extremely low and sister fusion after isolocusbreaks is
confined to acentric fragments, although we found
a deficit in true anaphase bridges. ‘This deficit may
be the consequence of scoring difficulties (,,free fall”
and broken bridges).

2. The short chromosomes showed much more
aberrations than the SaT-chromosome pair. The
ratio for the SAT- and m-chromosomes was 2:34,3
after seed-treatment and 2:33,8 after treatment of
primary roots, whereas the length-ratio of both
chromosome classes is 2:4,4. Most aberrations were
preferentially localized in the heterochromatic seg-
ments of the chromosome set.

3. Approximately 509, of the aberrations (after
seed treatment) were induced during recovery time
as was shown by the colchicine method used for mark-
ing cells. The other 509, appeared late probably
because of mitotic delay. It is at present unknown
whether the first 509, were the product of late effects
in the sense of deferred reunion, deferred breakage
after induction of ,,labile states in the chromosomes
or were freshly produced by a still sufficient concen-
tration of myleran within the meristem. The most
sensitive period to myleran was the first part of inter-
phase.

4. The aberration frequency was greatly influenced
by temperature changes during treatment. At 4-12 °C
practically no aberrations were induced. By rising
the temperature from 12 to 18, 24 and 30 °C the fre-
quency was increased. At 30 °C the aberration peak
shifted from 24 to 48 h recovery time. It wasimpos-
sible to decide accurately whether the temperature
effect was caused by permeation phenomena or by
a primary chemical reaction of the agent which is
temperature sensitive.

5. Combined treatments of primary roots by myle-
ran and the metabolic inhibitors 2,4-dinitrophenol,
potassium cyanide and hydroxylamine did not
change the aberration frequency. After treatment
with myleran and sulfathiazol (Eleudron), which
influences the nucleic acid metabolism, the peak fre-
quency shifted from 24 to 48 h recovery but the
absolute number of aberrations was not altered.

6. By hydrolysis (8 minutes to go °C, 15 min. at
g0 °C and 30 min. at go °C) the radiomimetic activity
of myleran dropped sharply. Radiomimetic hydrolysis-
products in active concentrations did not appear.

7. As far as the production of chromosome aber-
rations was concerned, the effects of combined treat-
ment (24 h) of roots with myleran and ethanol were
higher than additive, showing that breaks produced
by both treatments were able to rejoin mutually, The
modes of action of both agents are probably entirely
different.
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