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Einfluss verschiedener Kulturbedingungen
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SUMMARY

The frequency of structural chromosomal aberrations has been examined in peripheral blood lymphocyte
cultures from 18 normal individuals. A mean rate of aberrations was observed of 7.48%,, and a mean breakage/
metaphase index of 0.036. Individual values ranged, for the aberration index, from 4% to 15%; and, for the
breakage/metaphase index, from 0.00 to 0.08. Only gaps and breakage were observed. The translocation
cross and chromatid-ring observed derive from a series of experiments on homologous plasma cultures. As
for the influence of different cultural environments, it has been observed that the rate of spontaneous aberrations
behaved independently from the age of the blood sample, from the addition of penicillin in the culture, and
from the concentration of phytohemoagglutinin. Using veal’s fetal serum, the rate of aberrations failed to
show any variation, even with a time of culture prolonged up to g6 hours; while, using homologous plasma, the
time of culture having been prolonged, structural aberrations have shown a considerable increase. The study
of the mitotic index in the different cultural conditions has indicated the possibility of favoring the growth of
leucocyte cultures.

Die stindig zunehmende Entwicklung neuer Pharmaka macht es notwendig, in
gleicher Weise neue umfassende und verliBliche Testsysteme zu entwickeln, um eine
mogliche toxische, teratogene, cancerogene und mutagene Nebenwirkung zu erkennen.

Zur Untersuchung mutagener Wirkung von Pharmaka wurden von Barthelmess
(1963) und von Vogel et al (1967) verschiedene Testsysteme vorgeschlagen.

Im Bereich der experimentellen Cytogenetik ist die Leukozytenkultur aus dem
peripheren Blut nach Moorhead et al (1g60) zum gebrauchlichsten Testsystem ge-
worden. Diese Methode erlaubt gute qualitative und quantitative Aussagen iiber
die chromosomenschidigende (und damit erbgutschidigende) Wirkung von bestimm-
ten Chemikalien, verschiedenen Arten von Strahlung, sowie von bestimmten Vi-
rusformen an menschlichem Zellmaterial. Aber gerade die Wirkung auf menschliche
Zellen und menschliches Erbgut, bzw. Chromosomen interessieren ja bei einer Prii-
fung auf mutagene Wirkungen vorrangig. Fiir alle Aussagen iiber mutagene Neben-
wirkungen, die durch in-vitro-Untersuchungen an Leukozytenkulturen gewonnen
werden, sind aber gut fundierte Kontrollwerte als Ausgangsbasis fiir einen Vergleich
unerldaBlich. Erst an Hand dieser Kontrollwerte ist nimlich wirklich zu beurteilen,
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welche Aberrationsraten von vornherein in den Kulturen auftreten, d.h. als normal
zu betrachten, welche Raten noch tolerierbar und welche als pathologisch anzusehen
sind.

Verschiedene Autoren (Court Brown et al, 1966; Lubs und Samuelson, 1967;
Bochkov et al, 1968; Makino et al, 19g68) haben bereits Untersuchungen tiber Chro-
mosomenanomalien bei gesunden Probanden durchgefithrt. Probandenauswahl und
Fragestellungen dieser Arbeiten stehen jedoch nicht in direkter Beziehung zu den
Fragen der chemischen Mutagenese, fir die ja besonders die Haufigkeit spontaner
struktureller Chromosomenaberrationen als Vergleichsbasis von besonderer Bedeu-
tung wire. Aus diesem Grunde wurde mit der vorliegenden Arbeit versucht, durch
die ausschlieBliche Erfassung gerade dieses Aberrationstyps, diese Liicke zu schlieBen.

Die vorliegenden Tests zeigten, dal verschiedene Ergebnisse Abweichungen vom
Mittelwert aufweisen, die kulturbedingt sein konnten. Aus diesem Grunde wurde
eine Untersuchung angeschlossen, die Auskunft geben sollte, inwieweit verschiedene
Kulturbedingungen die spontane Aberrationsrate beeinflussen. Die von uns benutzte
Modifikation der Lymphozytenkultur lieB folgende Moglichkeiten in Betracht kom-
men.

Die Unterschiede waren verursacht durch:

1) verschiedenes Serum, bzw. Plasma;
2) verschiedene Kulturzeiten;

3) unterschiedliche Zeitraume zwischen Blutentnahme und Ansetzen der Kul-
turen.

Die Mengen an Phytohdmagglutinin (PHA) sowie an Penicillin G, die den
Kulturen zugesetzt waren, waren bei der Untersuchung der strukturellen Spontana-
berrationsraten bei gesunden Personen der Durchschnittsbevilkerung konstant.

Um aber eine eventuelle Erhthung der Aberrationsraten durch diese Kulturbe-
standteile sicher auszuschliefSen, wurde auch die Moglichkeit der Beeinflussung durch
wechselnde Penicillin- und PHA-Mengen tberpriift.

Probandenauswahl und Methodik

ProBaNDEN

Bei den untersuchten Probanden handelt es sich um Blutspender, Institutsangehorige
und um gesunde Personen der Durchschnittsbevilkerung, die im Institut fiir Humangenetik
und Anthropologie in Erlangen untersucht wurden. Das Alter lag zwischen 1 und 65 Le-
bensjahren. Insgesamt erstreckte sich die Untersuchung auf 6 weibliche und 15 méinnliche
Personen.

Drei Probanden wurden aus der Wertung eliminiert, da der begriindete Verdacht auf
erhebliche Strahlenbelastung bestand. Da Klinikpersonal in héherem Mafle mutagenen
Einfliissen ausgesetzt sein diirfte, als Personen der Durchschnittsbevélkerung, wurde auf
eine Einbezichung dieses Personenkreises verzichtet.
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ANSATZ UND AUFBEREITUNG DER KULTUREN

Bei der Untersuchung wurde mit einer Modifikation der von Moorhead et al (1960)
angegebenen Methode der Lymphozytenkultur aus dem peripheren menschlichen Blut
gearbeitet. Eine Kultur bestand aus 2 ml foetalem Kalberserum, bzw. aus 2 ml Eigenplasma
des Probanden, 6 ml Medium (Difco TC 199), und 0.2 ml einer definierten PHA-Losung
(Wellcome). Bei einigen 48-Stunden-Kulturen wurden auch 0.4 ml PHA-Lésung zuge-
geben. ’

Die Kulturdauer betrug zwischen 48 und g6 Stunden. Zwei Stunden vor dem Aufbe-
reiten der Kulturen wurde als Mitoseblocker Colcemid zugesetzt. Gefarbt wurde mit Or-
cein-Eisessig.

Die Untersuchung des Einflusses verschiedener Kulturbedingungen erstreckte sich auf
Kulturzeit, Plasma bzw. Serum, variierende Zeitriume zwischen Blutentnahme und An-
setzen der Kulturen, sowie verschiedene Konzentrationen von Penicillin G und PHA.

AUSWERTUNG

Pro Kultur wurden grundsitzlich jeweils 100 Metaphasen bei ‘1250-facher VergroBe-
rung ausgewertet. Metaphasen mit Aberrationen wurden zur weiteren Beurteilung foto-
grafiert.

Bei der Auswertung wurden folgende Aberrationstypen unterschieden (Rieger und
Michaelis, 1967):

1) Lokale Achromasien [achromatische Lasionen (Gaps)] auf chromatidaler (G’) und
isochromatidaler (G’’) Basis;

2) Fragmentationen: Chromatid- (B’) und Isochromatidbriiche (B"), sowie azentrische
Fragmente, dazu noch minutes und double minutes — sehr kleine Bruchstiicke, deren Durch-
messer geringer als der einer Chromatide ist;

3) Austauschfolgen auf chromatidaler (Translokationsfiguren) und chromosomaler
Basis (atypische und dizentrische Chromosomen).

Abb. 1 gibt einen Uberblick iiber die tatsichlich beobachteten Aberrationstypen.

Ergebnisse

A. CHROMOSOMENUNTERSUCHUNGEN BEI GESUNDEN PERSONEN DER [DURCHSCHNITTSBE-
VOLKERUNG

Einen Uberlick iiber alle Befunde, die aus Lymphozytenkulturen der zur Ver-
fugung stehenden Probanden erhoben wurden, gibt Tab. I.

Der durchschnittliche Anteil von Metaphasen mit strukturellen Chromosomenab-
errationen lag bei 7.389%, bei einer mittleren Abweichung von 2.629,. Eine genau-
ere Analyse der in Tab. I zusammengestellten Werte zeigt jedoch, daB in allen
Kulturen, die in Eigenplasma des betreffenden Probanden angesetzt wurden, eine
deutliche Erhéhung der Aberrationsraten gegeniiber den in foetalem Kéilberserum
angesetzten Kulturen zu beobachten ist (Eigenplasma: 12.25%; Kédlberserum: 6.09%,).
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Abb. 1. Strukturelle Chromosomenaberrationen, wie sie im Verlauf der Untersuchungen auftraten:

a) Chromatidgaps; b) Isochromatidgaps; c¢) Chromatidbriiche; d) Isochromatidbriiche; ¢) azentrische
Fragmente; f) Translokationskreuz; g) Chromatidring.

Da ein Kulturansatz im Eigenplasma nur bei 4 Probanden vorlag, wird das Ge-
samtergebnis dadurch nicht wesentlich beeinflult. Zieht man die Zahl der Gaps/
Metaphase und der Briiche/Metaphase als Vergleichspunkte mit heran, so ergibt
sich in etwa das gleiche Bild.

Eigenplasma: Gaps/Metaphase = 0.06; Briiche/Metaphase = 0.065
Kilberserum: Gaps/Metaphase = 0.035; Briiche/Metaphase = 0.028

Tab. I zeigt, daB es sich bei den Chromosomenaberrationen, die in den Lym-
phozytenkulturen von gesunden Personen der Durchschnittsbevolkerung gefunden

177

https://doi.org/10.1017/51120962300011604 Published online by Cambridge University Press


https://doi.org/10.1017/S1120962300011604

Acta Geneticae Medicae et Gemellologiae

Tab. 1. Strukturelle Chromosomenaberrationen bei gesunden Personen
der Durchschnittsbevolkerung

Proband Metap}'l. m. Anzahl d. beob.
Aberrationen Aberrationen

G/M B/M

Nr. (:‘T’:{E’;) Geschl. (%) G G B’ B”
1 1 Q 6 3 o 1 2 0.03 0.03
2% 2 3 10 5 2 1 3 0.07 0.04
3 19 o) 4 2 1 I 0.03 0.02
4 22 ) 5 I 2 2 o 0.03 0.02
5 24 3 6 2 o 1 3 0.02 0.04
6 25 d\ 5 4 1 o o 0.05 0.00
7 28 6\ 5 [) 1 2 2 0,01 0.04
8 31 3 5 1 1 2 1 0.02 0.03
9 31 3 7 3 1 1 2 0.04 0.03
10 33 Q 6 3 o o 3 0.03 0.03
1 34 3 8 2 1 1 4 0.03 0.05
12 40 Q 5 2 2 I 1 0.04 0.02
13 40 3 5 2 2 o 1 0.04 0.01
14% 45 3 11 4 o 4 3 0.04 0.07
5% 56 3 15 5 3 1 6 0.08 0.07
16 58 3 6 2 2 1 1 0.04 0.02
17 61 3 1 5 1 3 2 0.06 0.05
18* 65 Q 13 4 1 1 7 0.05 0.08
Mittelwerte 7.38 2.77 1.16 1.27 2.33 0.041 0.036

* Kulturen mit Eigenplasma und einer Kulturdauer von 72 Stunden.

G’ = Chromatidgap; B’ = Chromatidbruch; G/M = Gaps/Metaphase
G” = Isochromatidgap; B’ = Isochromatidbruch; B/M = Briiche/Metaphase

wurden (Kulturzeit 48 oder 72 h, Eigenplasma oder Kéilberserum), ausschlieBlich
um achromatische Lisionen (Gaps) oder um Briiche (vgl. Abb. 1) handelt.

Das Verhiltnis Gaps/Briiche betrigt 1.09 : I.

In keiner dieser Kulturen wurden Austauschfolgen, wie Translokationskreuze
oder atypische Chromosomen, beobachtet.

Wie aus Tab. II hervorgeht, ergibt ein Vergleich der Durchschnittswerte von
ménnlichen und weiblichen Probanden keinen geschlechtsspezifischen Unterschied.

Teilt man die in Tab. I angefithrten Probanden in verschiedene Altersgruppen
ein, so ergeben sich die in Tab. III dargestellten Durchschnittswerte. Zieht man in
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Tab. II. Vergleich der Durchschnittswerte fiir die beiden Geschlechter

Metaphasen mit

Aberrationen (%) G/M B/M
o) 7.53 (+ 0.15) i 0.040 (— 0.001) 0.036
Q 7.00 (— 0.38) 0.042 (+ 0.001) 0.036

Tab. III. Altersabhingigkeit der Spontanaberrationsrate

Altersgruppe Zahl d. erf. Metaph. m.

(Jahren) Probanden Aberr. (%) GM B/M
1-19 3 6.66 0.053 0.030
20-29 4 5.25 0.027 0.025
30-39 4 6.50 0.030 0.035
40-49 3 7.00 0.040 0.033
50-... 4 11.25 0.057 0.055

Betracht, daBl die Gruppe der iiber 5o-jahrigen 2 der insgesamt 4 iiberhShten Werte
aus Eigenplasmakulturen enthilt, so muBB auch eine Abhingigkeit der Spontanaber-
rationshéaufigkeit vom Alter der Probanden -— jedenfalls in den hier untersuchten
Altersgruppen — ausgeschlossen werden.

B. ANALYSE DES EINFLUSSES VERSCHIEDENER KULTURBEDINGUNGEN

1) Beeinflussung durch foetales Kdlberserum oder Eigenplasma

Wie die erwihnte Analyse der in Tab. I aufgefiihrten Ergebnisse zeigt, scheint
ein EinfluB des zum Kulturansatz verwendeten Serums nicht ausgeschlossen zu sein.

Fiir Chromosomenuntersuchungen werden iiblicherweise 10 ml Venenblut entnom-
men. Die dabei erhaltenen Mengen an Plasma sind nur fiir wenige Kulturen ausrei-
chend. Darum wird bei groBeren Reihen zumeist mit foetalem Kailberserum gear-
beitet. Es war daher von Bedeutung, festzustellen, inwieweit die Ergebnisse von Mu-
tagenitatsuntersuchungen durch die wechselweise Verwendung von Foetalserum oder
Eigenplasma beeinflullt werden.

Um fur die Auswertung der 48-Stunden-Kulturen ausreichend Metaphasen zu
erhalten, wurde die PHA-Menge pro Kultur von 0.2 ml auf 0.4 ml erhéht. Dies war
vor allem bei den mit eigenem Plasma angesetzten Kulturen nétig, wihrend fir
Kulturen mit foetalem Kilberserum 0.2 ml pro Kultur ausreichten. Méglicherweise
ist dies auf einen zusitzlich stimulierenden Effekt artfremden Serums zuriickzufithren.

Bei der Verwendung von foetalem Kilberserum war die Aberrationszahl, wie
aus Tab. IV ersichtlich, unabhingig von der Kulturdauer. Die Verwendung von
eigenem Plasma lieB mit lingerer Kulturzeit die strukturellen Aberrationen deutlich
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Tab. IV. Abhingigkeit der Aberrationshiufigkeit von der Art des im Kulturansatz
verwendeten Serums

Anzahl d. beob.

Serum 11\([5;?511-( %m) Aberrationen G/M B/M
G’ G’ B’ B”
Foet. Klb. Serum .
48 h 6 I 2 — 3 0.03 0.03
72 h 5 4 — — I 0.04 0.01
96 h 7 3 — 2 2 0.03 0.04
Eigenplasma
48 h 6 4 — I 1 0.04 0.02
72 h* 12 9 — 2 3 0.09 0.07
g6 h 22 7 3 I 14 0.10 0.15

* In dieser Kultur trat ein Chromatidring auf.

ansteigen. Um die Zunahme in « Eigenplasmakulturen » zu sichern, wurden in die
Untersuchung weitere Personen einbezogen.

Die Ergebnisse dieser Untersuchungen sind in Tab. V aufgefithrt. Sie gestatten
zweifellos den SchluB3, daB die Verwendung von Eigenplasma mit zunehmender
Kulturzeit zu einer Erhéhung der Aberrationsraten fiihrt. Die Korrelation der einzel-
nen Werte ist dabei zwar nicht ausreichend, um eine genau definierte mathematische
Funktion ableiten zu kénnen; doch 148t sich die Zunahme in etwa als geometrische
Reihe darstellen. Ein Vergleich der Mittelwerte der Aberrationsraten bei den ver-
schiedenen Kulturzeiten macht das besonders deutlich.

Diese betragen bei: 48 h 5.25%; 472 h 10.5%; 96 h 18.75%.

In Mittel erhoht sich also die Aberrationsrate jeweils etwa um den Faktor 2.

2) Auswirkung der PHA-Konzentration auf Aberrationsraten und Mitoseindices

Die PHA-Konzentration ist von allen Variablen diejenige, die bei den verschie-
denen Modifikationen der Lymphozytenkultur am starksten verdndert wird. Vor
allem geht es darum, auch unter erschwerten Versuchsbedingungen (hemmende
Testsubstanzen) ausreichend auswertbare Metaphasenplatten zu erhalten. Inwieweit
eine Verdnderung der PHA-Konzentration darauf EinfluB nimmt, sollte dieser
Versuch kliren. Dazu wurden zwei Reihen von Konzentrationen untersucht. Die
erste umfaBt den Bereich 0.05 ml PHA/Kultur bis zu 0.2 ml PHA/Kultur, die zweite
den Bereich 0.2 ml PHA/Kultur bis 0.8 ml PHA/Kultur. Da die erste Reihe zwischen
niedrigster und hochster Konzentration keinen signifikanten Unterschied in den
Aberrationsraten zeigt, wurden nur die beiden Grenzkonzentrationen ausgewertet.
Im Bereich o.2 ml bis 0.8 ml wurden drei Konzentrationsstufen untersucht. Gleich-
zeitig wurde der Mitoseindex fiir diese Kulturen erstellt (Tab. VI).
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Tab. V. Zunahme der Aberrationshiufigkeit in Abhingigkeit von der Kulturdauer

in Eigenplasma

Kulturdauer Metaph. m.

Proband (h) Aberr. (%)
I 48 6
I1 5
IIT 4
IV** 6
1I 72 9
Tv** 12
I 96 26
1I I3
IIT 14
TV** 22

Anzahl d. beob.
Aberrationen

S SR

©

~ o WO

o B B”

I 1 3
2 — 1
I 1 I
— 1 1
— 4
— 2
7 4 10
5 2 6
8 1 3
3 1 14

A*

G/M B/M
0.04 0.04
0.04 0.01
0.03 0.02
0.04 0.02
0.04 0.06
0.09 0.07
0.16 0.16
0.08 0.08
0.12 0.06
0.10 0.15

* Austauschfolgen,

** Aus Tab. IV iibernommen.

Tab. VI. Einflul von PHA auf die Spontanaberrationshaufigkeit und den Mitoseindex

Anzahl d. beob.

PHA-Konz. Metaph. m. i
(ml/Ku]t) Abers oy Aberrationen G/M B/M 1\(/)11
G’ G” B’ B” (%60)
0.05 4 — — — 6 — 0.06 20
0.2 6 2 1 3 0.02 0.04 17
0.2 6 4 I I 0.04 0.02 22
0.4 6 5 — 1 0.05 0.01 29
0.8 2 — — 1 0.01 0.01 31

Aus Tab. VI geht auch hervor, dal eine Erh6hung der PHA-Menge sicher nicht
zu einer Steigerung der Aberrationsraten fithrt. Alle Werte liegen innerhalb der To-
leranzgrenze, die man fiir individuelle Schwankungen anzusetzen hat.

Die Mitoseindices, die in Tab. VI aufgefithrt sind, lassen erkennen, daB3 eine
drastische Erhéhung der PHA-Menge die Mitosezahlen keineswegs in gleichem
MaBe steigert. Die Wirkung einer hoheren PHA-Konzentration scheint eher darin
zu liegen, daB sie die Kulturzeit, die benétigt wird, um gut auswertbare Pridparate
zu erhalten, verkiirzt. Dies zeigt eine vergleichende Aufstellung deutlich. Wihrend
die Tab. VI, die an Hand von 72-Stunden-Kulturen erstellt wurde, fiir die Konzen-
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trationsstufe 0.2 ml PHA auf 0.4 ml PHA nur eine Steigerung des Mitoseindex um
ein Drittel aufweist, erhoht dieser sich bei den 48-Stunden-Kulturen (Eigenplasma)
im Mittel um das Vierfache (Tab. VII).

3) EwnfluB der Zeit zwischen Blutentnahme und Ansetzen der Kulturen auf Aberrationsraten
und Mitoseindices

Diese Versuchsreihe wurde unter zwei Aspekten angelegt. Es ist von groBem prak-
tischen Interesse, wie sich lingere Lagerung des Blutes auf die Kultivierbarkeit und
die Spontanaberrationsrate auswirkt. Zudem ist es von Bedeutung, zu wissen, welcher
Zeitpunkt nach der Blutentnahme die giinstigsten Bedingungen fiir das Wachstum
der Kulturen bietet. Dazu wurde das Blut nach der Entnahme im Kiihlschrank
bei 49C aufbewahrt und in den angegebenen Abstinden wie iiblich angesetzt und
aufbereitet.

Ein Vergleich der Aberrationsraten ergibt, daBl bei Lagerung des Venenblutes
bis zu zehn Tagen nach der Entnahme keine wesentliche Erhb’hung der Gesamtab-
errationszahlen eintritt (Tab. VIII).

Verfolgt man das Verhalten der Mitoseindices, so ist mit Verlingerung der Steh-
zeit bis zu 48 Stunden ein Anstieg zu verzeichnen, der dann jedoch stagniert.

Die Mitoseindices, wie sie in dieser Untersuchung angegeben werden, liegen we-

Tab. VII. Einflu3 der PHA-Konzentration auf
den Mitoseindex von 48-Stunden-Kulturen

PHA-Konzentration Mitoseindex
(ml/Kultur) I. 2. 3.
0.2 3 9 3
0.4 18 24 21

Tab. VIII. EinfluB der Lagerungsdauer des Blutes nach der Entnahme auf Aberrationsraten
und Mitoseindex

Anzahl d. beob.

Lagerdauer Metaph. m. Aberrationen G B/M M.I
() Aberr. (%) M / (%0)
G/ G// B/ B//

0 Die ersten drei Kulturen waren nicht auswertbar, 6

3 jedoch zunehmende Transformierung der Kerne 8

24 ; 12

48 6 4 — 1 I 0.04 0.02 22

96 5 4 — — I 0.04 0.01 22

240 5 — I 2 2 0.01 0.04 24
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sentlich unter den Angaben anderer Autoren. Dies mag, zumindest teilweise, darin
begriindet sein, daf3 bei der Auszdhlung nur Metaphasen erfal3t wurden, diese Zahlen
also de facto Metaphaseindices darstellen.

4) Wirkung verschiedener Konzentrationen von Penicillin

Der Zusatz von Penicillin zu den Kulturen ist allgemein wblich, um kleinere In-
fektionen der Kulturen auszuschlieBen, die durch eine Liicke in der Kette der steril
durchzufithrenden Arbeitsgédnge entstchen konnten. Bei den Kulturen dieser Unter-
suchung war eine Penicillinkonzentration von 500 E/ml Medium die Norm. Ein
storender Einflul von Penicillin auf die Ergebnisse cytogenetischer Untersuchungen
sollte wegen der hiufigen Anwendung weitgehend auszuschlieBen sein. Aus diesem
Grunde wurden auch extrem hohe Penicillinkonzentrationen auf einen eventuellen
derartigen EinfluB geprift.

Tab. IX weist fiir den Probanden 17 eine schwache Steigerung der Aberrations-
raten auf, die in Beziehung zur Erhohung der Penicillinkonzentration gesehen wer-
den konnte. Die Ausgangszahl ohne Penicillin liegt jedoch mit 119, so hoch, daBl
eine so wenig signifikante Zunahme der aberrierenden Metaphasen als Zufallsbefund
innerhalb der individuellen Schwankungsbreite angesehen werden muB.

Die Werte fiir Proband 7 zeigen denn auch, daB hier keinesfalls ein mutagener
Effekt auf Grund des Penicillinzusatzes aufgetreten ist. Aus Tab. IX ergibt sich dem-
nach, daB die Penicillinkonzentration im Nidhrmedium in den iblicherweise ver-
wendeten Bereichen keinen foérdernden EinfluB3 auf die Spontanaberrationsrate hat.

Diskussion

Vergleicht man die durchschnittlichen Spontanaberrationswerte der vorliegenden
Untersuchung mit den von anderen Autoren angegebenen Resultaten (Tab. X),
so fallt auf, daB sehr hiufig die in der Literatur angegebenen Zahlen niedriger sind,
als die in der vorliegenden Untersuchung ermittelten. Dafiir lassen sich verschiedene
Griinde angeben.

Wohlder wichtigste ist darin zu sehen, daBl viele Autoren nur Briiche und Austausch-
folgen als « echte » Aberrationen werten, achromatische Lisionen (Gaps) jedoch
vernachldssigen. Verschiedene Untersuchungen (Kurita et al, 1965; Gebhart, 1968,
1969, und unverdffentlichte Ergebnisse) haben jedoch gezeigt, daB3 eine Ausklamme-
rung dieser Gaps als unspezifische oder nicht zu bewertende Defekte nicht mehr halt-
bar ist. Zweifellos ist die Unterscheidung von Gaps und Briichen in gewissen Grenz-
fallen nicht ganz einfach. Diese Unsicherheit kann unter Umstinden ein weiterer
Grund fiir die Abweichung zwischen den von verschiedenen Autoren gefundenen
Spontanaberrationsraten sein. Die Subjektivitit des Beobachters 148t sich durch
entsprechende Modifizierung der Auswertungstechnik auf ein Minimum reduzieren.
Dagegen konnten unterschiedliche Kulturbedingungen, wie die vorliegenden Unter-
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Tab. IX. EinfluB verschiedener Penicillinkonzentrationen auf die Aberrationsraten

Anzahl d. beob.
Penic. Metaph. m. Aberrationen
(E/ml) Aberr. (%) GIM B/M

7 G// B/ B//
Versuch « o I1 5 1 3 2 0.06 0.05
Proband 17 1000 13 6 2 2 6 0.08 . 0.08
2000 15 9 1 10 0.10 o.12
Versuch b o 4 — 1 I 0.04 0.02
Proband 7 500 4 — — I 0.04 0.01
2000 5 3 — I I 0.03 0.02

Tab. X. Befunde anderer Autoren iiber die Aberrationsraten in unbehandelten Kontrollen

. mt-
Autor I?/Ilftga;z ab?rers;ionen B/M
Bender und Gooch, 1962 401 — 0.025
Bochkov et al, 1968 8 ooo — 0.016
Cohen, 1963 150 — 0.027
Cohen und Shaw, 1964 626 — 0.030
Gebhart, 1970 (pers. Mitlg). 1 800 4.3 0.015
Hampel, 1968 5 6oo 6.2 0.068
Honda et al, 1969 1 000 3.6 —
Jackson, 1964 100 8.0 —
Kihlman et al, 1963 300 6.3 —
Lubs und Samuelson, 1967 3 %720 11.95 0.075
Moore et al, 1964 250 0.0 0.00
Neu et al, 1965 — 3.5 —
Nichols et al, 1962 163 3.3 —
Nichols, 1964 100 - 0.050
Summe der untersuchten Metaphasen 22 210
Mittelwerte 7.1 0.042

suchungen zeigen, durchaus zu einer Beeinflussung der Spontanaberrationsrate fithren
(z.B. Kulturansatz in Spenderplasma).

Alle diese Unsicherheiten in den Angaben zeigen, dal3 eine Normierung drin-
gend erforderlich ist. Nicht so sehr fiir experimentelle Untersuchungen, da fir deren
Beurteilung die angegebenen Kontrollwerte maBigebend sind. AuBerdem werden
gewohnlich Testuntersuchungen auf Mutagenitit nur mit Probanden durchgefiihrt,
die auf Grund ihrer niedrigen Aberrationsraten ausgewihlt wurden. Von wesentlich
groBerer Bedeutung ist ein Orientierungswert fiir die allgemeine Beurteilung geneti-
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scher Belastung. Dieser soll eine Aussage erlauben, in welchem Bereich eine Aber-
rationsrate noch als tolerierbar anzusehen ist, und von welcher Grenze ab ein Wert
als pathologisch betrachtet werden mulB.

Unter Berticksichtigung der bei dieser Untersuchung erstellten Mittelwerte wire
dann die obere Toleranzgrenze etwa bei 12 bis 14%, Aberrationen anzusctzen. Hohere
Raten sollten zumindest eine Untersuchung der Ursachen auslosen.

Eine dieser Ursachen konnte ein kulturbedingter Faktor sein. Lubs und Samuel-
son (1967) geben eine Untersuchung an, bei der verschiedene Familien zu einer
Versuchsserie herangezogen wurden, die gleichzeitig und unter Benutzung identi-
scher Medien, sowie unter Ubereinstimmung der anderen Versuchsbedingungen,
angesetzt wurde. Nur eine Person wies eine erhthte Bruchfrequenz auf. Die Autoren
finden darin ihre Vorstellung unterstiitzt, daB3 kein in vitro Faktor existiert, der die
Bruchfrequenz allgemein beeinflult, und daB die Aberrationen in erster Linie auf
einer in vivo Schiadigung beruhen. Sie suchen die Begriindung fiir die Schwankung
von Aberrationshiufigkeiten in geringfiigigen Virusinfektionen (vgl. auch Nichols
et al, 1967). Diese Moglichkeit ist nicht auszuschlieBen. Soweit es die Verwendung
von foetalem Kilberserum angeht, ergibt die vorliegende Untersuchung auch keine
gegenteiligen Anhaltspunkte. Ein Vergleich von Bishun (1967), unter Verwendung
von menschlichem Serum und eines Extrakts aus Hithnerembryonen, befaBt sich leider
nur mit dem Wachstumseinflu der verschiedenen Medien, ohne auf mogliche Wir-
kungen auf die Spontanaberrationsraten einzugehen.

Die hier geschilderten Untersuchungen iiber den EinfluB verschiedener Kultur-
bedingungen auf die Haufigkeit struktureller Chromosomenaberrationen haben je-
doch, entgegen den Angaben von Lubs und Samuelson gezeigt, daB3 zumindest ein
kulturbedingter Faktor die Spontanaberrationsrate zu steigern vermag. Es ist dies
die Verwendung von Eigenplasma bei lingerer Kulturdauer. Die diesem Eigenplasma-
Effekt zu Grunde liegenden Reaktionsmechanismen sind noch unklar.

Allison und Paton (1965) berichten tiber lysosomale Enzyme, die Chromosomen-
aberrationen verursachen. Es wire durchaus moglich, daf3 bei lidngerer Kulturdauer
etwa Desoxyribonuclease oder andere Enzyme eine dementsprechende Aktivitit
entfalten. Eine vergleichende Untersuchung iiber Enzymaktivititen in diesem Be-
reich liegt nicht vor, doch wire einleuchtend, wenn die Aktivitat des foetalen Serums
geringer wire, oder auf Grund der verschiedenen Proteinstrukturen von kultivierten
Zellen und Medium keine direkte Einwirkung erfolgen konnte. Eine mutagene Wirk-
samkeit von Zersetzungsprodukten einzelner Serumbestandteile, die bei ldngerer
Kulturdauer auftreten konnten, ist in diesem Zusammenhang ebenfalls nicht auszu-
schlieBen. Voraussetzung wire allerdings, daB Zhnliche Zersetzungsprodukte bei
gleicher Kulturdauer im foetalen Kailberserum nicht entstehen.

Eine erhohte Aberrationsrate der 72-Stunden-Kulturen gegeniiber den 48-Stun-
den-Kulturen wurde auch von anderen Autoren schon beobachtet (Honda et al,
1969) und als kulturbedingt erkannt. Die Autoren waren allerdings nur an Aberra-
tionen interessiert, die iiber das Niveau von Isochromatidbriichen hinausgingen, also
an dizentrischen Chromosomen, Translokationen, etc. Bei einer Gegeniiberstellung
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aller Aberrationen findet sich jedoch ein Verhiltnis der Aberrationsraten in 48-
Stunden-Kulturen zu den Raten in 72-Stunden-Kulturen von 1 :1.7. Dieser Be-
fund deckt sich zwar nicht genau mit dem Ergebnis dieser Untersuchung, das ein
Verhiltnis von 1 :2 ergab, ist aber in diesem Sinne zu interpretieren.

Bei der Untersuchung iber die Wirkung des Phytohdmagglutinins stand die
Auswirkung auf den Mitoseindex im Vordergrund. Die Konzentrationserh6hungen
fihrten zu keiner Steigerung der Chromosomenaberrationen.

Die Erhéhung der Mitoseindices korrespondierte nur in geringem Mal} mit der
Erhohung der PHA-Mengen. Bei den 72-Stunden-Kulturen erreichte eine Vervier-
fachung der PHA-Konzentration lediglich ecine Steigerung um 509%,. Bei den 48-
Stunden-Kulturen zeigte es sich, daB eine Erhéhung der PHA-Menge durchaus
sinnvoll sein kann, da durch die Verwendung einer Konzentration von 0.4 ml PHA-
Losung/Kultur eine Auswertung erst ermoglicht wurde. In diesem Zusammenhang
darf jedoch nicht unberiicksichtigt bleiben, daf mit foetalem Kélberserum angesetzte
Kulturen bei geringeren PHA-Konzentrationen auswertbar waren, als solche in ei-
genem Plasma. Dies entspricht den allgemeinen Erfahrungen des Erlanger Instituts
fir Humangenetik (Schwanitz, mdl. Mtlg.), daB selbst Blutproben, die in eigenem
Plasma angesetzt, vollig unbrauchbare Priparate ergaben, d.h., keine auswertbare
Mitose enthielten, nach Ansatz in foetalem Kéilberserum hinreichend auswertbare
Metaphasenplatten lieferten.

Von gewissem Einflu auf das Wachstum der Kulturen war auch die Stehzeit
der Blutproben, die jedoch unter zwei Aspekten zu betrachten ist. Da die Aufbewah-
rung im Kiihlschrank bei 4°C erfolgt, mufl die Wirkung des Temperatursturzes mit
einbezogen werden. Honda et al (1969) geben an, daB die Blutproben vor dem Anset-
zen der Kulturen eine gewisse Zeit auf Eis gekithlt wurden, fithren aber keinen Grund
fur dieses Vorgehen an. Im vorliegenden Versuch sind Zeit- und Temperaturfaktor
nicht zu trennen. Daher ist lediglich zu konstatieren, daf3 eine Stehzeit bei niedriger
Temperatur den Mitoseindex deutlich erhoht. Dies ist entweder als Erfolg einer An-
passungszeit an ein verdndertes Milieu oder als ein stimulierender Effekt eben die-
ser Milieudnderung auszulegen.

Fir die Praxis der Leukozytenkultur ergeben sich aus diesen Untersuchungen
folgende Hinweise.

Die Verwendung von foetalem Kilberserum ist bei lingerer Kulturdauer der
Verwendung von Eigenplasma iiberlegen. Eine PHA-Konzentration von 0.2 ml/
Kultur erscheint zur Stimulierung einer brauchbaren Mitosetitigkeit in der 72-
Stunden-Kultur vollig ausreichend. Bei den 48-Stunden-Kulturen empfiehlt sich
eine Erhohung dieser Dosis. Weder die iibliche Penicillinzugabe noch die vierfache
Dosis steigern die Spontanaberrationsrate wesentlich. Zwischen Blutentnahme und
Kulturarsatz sollte das Blut iiber einen gewissen Zeitraum gekiihlt aufbewahrt wer-
den. Blutkulturen, die ohne erkennbare Einwirkung eines mutagenen Agens mehr
als 10 bis 129, Metaphasen mit chromosomalen Strukturdefekten enthalten, sollten
fur cytogenetische Untersuchungen nicht herangezogen oder, je nach Fragestellung,
als abnorm bewertet werden.
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ZUSAMMENFASSUNG

Bei 18 Personen der Durchschnittsbevélkerung wurde das Vorkommen struktureller Chromosomenaber-
rationen aus Lymphozytenkulturen aus dem peripheren Blut untersucht. Dabei wurde eine mittlere Aberra-
tionsrate von 7.98% und ein mittlerer Bruch/Metaphase-Index von 0.036 festgestellt. Die Einzelwerte schwank-
ten zwischen 4 und 15% bei den Gesamtaberrationsraten und 0.00 und 0.08 beim Bruch/Metaphasen-Index.
Es traten nur Gaps und Briiche auf. Die gefundenen Translokationskreuze und der Chromatidring entstammen
einer Versuchsreihe mit einem Kulturansatz in Eigenplasma. Die Untersuchung des Einflusses verschiedener
Kulturbedingungen zeigte, daB im untersuchten Bereich die Spontanaberrationsrate unabhingig vom Alter
der Blutprobe, dem Penicillinzusatz zur Kultur und der PHA-Konzentration ist. Die Verwendung von foeta-
lem Kilberserum lieB auch in Langzeitkulturen (96 h) die Aberrationsrate unbeeinfluBt, wihrend im Eigen-
plasma mit der Lange der Kulturzeit die Strukturdefekte stark zunahmen. Die Untersuchung der Mitoseindices
unter den verschiedenen Kulturbedingungen ergab Hinweise, wie sich in praxi das Wachstum von Leukozy-
tenkulturen glinstig beeinflussen 148t.

Ri1ASSUNTO

E stata esaminata la frequenza delle aberrazioni cromosomiche di struttura in culture linfocitarie di sangue
periferico di 18 individui normali. Il tasso medio di aberrazioni ¢ risultato del 7.98% ; indice medio di rotturef
metafase, dello 0.036. I valori individuali oscillano, per il tasso di aberrazioni, tra 4% e 15%; per Vindice di
rotture/metafase tra 0.00 e 0.08. Si sono avute soltanto lesioni acromatiche (gaps) e rotture. Le croci di tra-
slocazione e ’anello cromatidico riscontrati derivano da una serie di esperimenti su culture di plasma omologo.
Per quanto riguarda linflusso dei differenti ambienti di cultura, si & rilevato che — nell’ambito della ricerca
in oggetto — il tasso di aberrazioni spontanee & indipendente dall’eta del test e non varia dopo aggiunta di pe-
nicillina in cultura, né modificando la concentrazione di fitoemoagglutinina. Usando siero fetale di vitelli, il
tasso di aberrazioni ¢ rimasto invariato anche nelle culture a tempo protratto fino a 96 ore, mentre con l'uso
di plasma omologo, aumentato il tempo di cultura, sono aumentate notevolmente anche le alterazioni di strut-
tura. L’esame dell’indice mitotico nelle varie condizioni di cultura ha rivelato la possibilita di favorire la cre-
scita delle culture leucocitarie.

RisuME

La fréquence des aberrations chromosomiques de structure a été examinée chez 18 individus normaux, en
culture lymphocytaire de sang périphérique. Le taux moyen d’aberrations était de 7.389%; l'index moyen de
rupture/métaphase, de 0.036. Les valeurs individuelles oscillaient, pour le taux d’aberrations, entre 4% et 15%;
pour l'index de rupture/métaphase, entre 0.00 et 0.08. Seulement des lésions achromatiques (gaps) et des rup-
tures ont été observées. Les croix de translocation et I'anneau chromatidique observés dérivent d’une série
d’expériences sur des cultures de plasma homologue. En ce qui concerne I'influence des différents milieux de
culture, il a été observé, dans cette recherche, que le taux d’aberrations spontanées est indépendant de ’dge du
test et ne varie pas si ’'on ajoute de la pénicilline en culture, ni sil’on modifie la concentration de phytohémoag-
glutinine. Dans le sérum fétal de veau, le taux d’aberrations reste invarié, méme si ’on extend le temps de cul-
ture jusqu’'a g6 heures; tandis que dans le plasma homologue, le temps de culture augmenté, les altérations
de structure augmentent aussi de fagon remarquable. L’examen de 'index mitotique dans les différentes con-
ditions de culture a indiqué la possibilité de favoriser I’accroissement des cultures leucocytaires.

Dr. Hannes MEewst, Institut fiir Humangenetik und Anthropologie der Universitit FErlangen-Niirnberg,
Deutschland.
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