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twenty days subsequent to having received 800 r total
body dose of X-irradiation. Another mass, Figure 6,
appeared after fifteen days of daily applications with a
saturated acetone solution of methylcholanthrene on an
induced burn area. It is comprised of chlorogogen-like
cells, which can be seen as a dorsal protruding mass,
Figure 4. Several intracoelomic masses which resemble
adenocarcinoma tissue were found after four weeks of
daily methylcholanthrene applications, Figure 2. One
mass in an untreated specimen, Figure 7, was discovered,
upon Periodic-Acid-Schiff staining, to have mycelia, from
an unidentified mycotic organism envolved throughout
the tissue.

Genetisch bedingte Tumoren und der Gehalt an
freien Aminosiuren bei lebendgebirenden Zahn-
karpfen (Poeciliidae)!

Durch die genetischen Untersuchungen von Kosswic
(seit 19272), Gorpon (1927-19593%), HAussLER (1928,
1931, 19344) und BREIDER (seit 19365} an lebendgebiren-
den Zahnkarpfen sind eine ganze Reihe von Art- und
Gattungsbastarden in dieser Fischfamilie bekannt ge-
worden, die auf Grund ihrer genetischen Konstitution
Melanome bilden. Diese entstehen dadurch, dass die
Makromelanophoren, die bei der reinen Species arttypische
Zeichnungsflecken bilden, im Bastard abnorm wuchern.
Uber die endogenen stofflichen Faktoren im Bastard, die
diesen Zelltyp zum Wuchern veranlassen, ist ebenso wenig
bekannt wie iiber diejenigen, die ihn in der reinen Eltern-
species am Wuchern hindern.

Nachdem nun in frilheren Arbeiten gezeigt werden
konnte, dass Gewebswucherungen, die gewissen Pflanzen-
gallen zugrunde liegen, durch mehrere freie Aminosiuren
verursacht werden® und dass spontan tumorbildende Art-
bastarde der Gattung Nicotiana wesentlich mehr freie
Aminosiuren enthalten als die stets tumorfreien Eltern-
arten?, lag es nahe, den Aminosiurchaushalt bei reinen
Zahnkarpfenarten und deren tumorbildenden Bastarden
zu untersuchen.

Wir verwendeten fiir diesen Zweck Platypoecilus macu-
latus, Xiphophorus helleri und deren F,-Bastard, der in
spiteren Lebensabschnitten oft Melanome bildet, sowie
drei FaR-Genotypen mit jeweils schwacher, mittlerer und
starker Disposition zur Tumorbildung; ersterer FpR-
Bastard bleibt normalerweise stets tumorfrei, der zweite
bildet normalerweise stets mittelgrosse und der dritte
starke Tumoren aus.

In Figur 1 ist der Gehalt an freien ninhydrinpositiven
Verbindungen der Dorsal- und Kaundalteile dieser Fische
dargestellt. Die Tiere standen mit Ausnahme der 7 Monate
alten Individuen mit starker Tumordisposition (f), von
denen nur gesunde Anteile verwendet wurden, noch vor
der Tumorbildung.

Ein Vergleich der gefundenen Werte zeigt, dass P. ma-
culatus (a) im Verlaufe der postembryonalen Entwicklung
einen ziemlich konstanten Aminosiurenspiegel hat, wih-
rend bei X. helleri (b) grosse altersbedingte Unterschiede
auftreten. Dabeli ist die Aminosiurenkonzentration beim
jungen X. helleri sehr hoch und fillt mit zunechmendem
Alter auf einen Wert ab, der etwa demjenigen von P. ma-
culatus entspricht. Ahnliche Unterschiede finden sich bei
allen Bastarden. Dabei zeichnet sich die F, {¢) im 2. und
3. Lebensmonat durch besonders hohe Werte aus, die
jedoch im 7. Monat auf den Wert von P. maculatus ab-
sinken. Die Riickkreunzungsbastarde (d, e, f) haben im 2.
und 3. Lebensmonat fast dieselben Aminosiurenkonzen-
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Ramifications of the variables in irradiation produced
lesions are being explored to ascertain a consistent method
of inducement. Transplantability will also be sought?®.

Zusammenfassung. Cancerogene Chemikalien oder Ront-
genstrahlen verursachten am Regenwurm (Lumbricus
tevrestris) verschiedene neoplastisch ausschende Beschi-

digungen. R. I.. HaNcocK

Department of Biochemistry, University of Chicago (1ilinois),
August 22, 19671,

3 The writer wishes to thank Dr. W, H. Kirsten for his review and
impressions of the slide material.

trationen wic X. helleri, wobei allerdings mit der zu-
nehmenden Tumordisposition (d < e < ) ein gering-
fiigiger Anstieg cinhergeht. Bei dlteren Tieren (schwarze
Sdulen) ist dieser Anstieg sehr deutlich. Es zeigt sich also,
dass gerade dicjenigen Genotypen, die zur mittleren (e)
und starken (f) Tumorbildung befdhigt sind, das ganze
Individualleben hindurch unter dem Einfluss ungewdhn-
lich hoher Aminosdurenkonzentrationen stehen,
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Fig. 1. Aminosiurengehalt von P.omaculatus (a), X, kelleri (b), deren
IF;-Bastard {¢) und FyR-Bastarde, die keine {d), mittlere (¢) und
starke (f) Melanome zu bilden vermégen, - Die Zahlen iiber den
Siulen geben das Alter der Fische in Monaten an. = 560 Messungen an
115 Tieren. Durchsehnittswerte aus Extrakten mit /100 HCI von je
0,4 myg Frischgewicht vom Dorsal- und Kaudalteil. ~ Abtrennen der
Proteine mit Trichloressigsiture. ~ Ausschiitteln mit Ather, — Auf-
tragen auf 5.1 8. 2043b mgl. — Beldseitiges Besprithen mit Nio-
hydrin. — Messen der Extinktion nach 24 h bei 578 my. - Unirechnen
der Extinktionswerte auf Glyeinbasis, — Einzelbestimmungen von a,
b, d und f sind in der Tabelle aufgefithrt.,
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Im folgenden sollte gepriift werden, ob der unter-
schiedliche Gehalt an freien Aminosiduren auf einzelnen,
mehreren oder auf der Gesamtheit dieser Verbindungen
beruht. Einige Ergebnisse dieser Analysen®, die an den
reinen Arten und den Riickkreuzungsgenotypen mit
mangelnder (vgl. Figur 1d) und stark ausgeprigter (vgl.
Figur 1f) Fahigkeit zur Tumorbildung gewonnen wurden,
sind in der Tabelle aufgefiihrt. Alle untersuchten Tiere
waren tumorfrei. Sie waren 2,5 Monate alt und befanden
sich also in einem Stadium, in dem die Gesamtkonzen-
tration der Aminosduren bei X. kelleri und den Bastarden
noch relativ stark von derjenigen von P. maculatus ab-
weicht. Dementsprechend hat P. maculatus (1. Spalte) ein
niedriges (0,147) und X. helleri (2. Spalte) ein hohes
Summenergebnis (0,195). Die Riickkreuzungsbastarde
haben Werte, die sich demjenigen von X. helleri anschlie-
ssen, wobei der Genotyp, der im Verlaufe der Individual-
entwicklung starke Tumoren bildet (4. Spalte), gleich-
zeitig auch das hochste Summenergebnis (0,254) zeigt.
Die Summenergebnisse dieser Tabelle stimmen also in
ihren Relationen gut mit denjenigen aus Figur 1 iiberein.

Bei einem Vergleich der Einzelwerte von P. maculatus
(1. Spalte) und X. helleri (2. Spalte) fallt zunichst auf, dass
das unterschiedliche Summenergebnis im wesentlichen
dadurch zustande kommt, dass letzterer mehr Glycin,
Histidin, Lysin, Arginin und Tryptophan enthilt; letztere
Substanz liess sich bei P. maculatus nicht nachweisen. Es
handelt sich hierbei zumeist um solche Verbindungen, die
bei beiden Arten in relativ hoher Konzentration vor-
liegen. Die iibrigen Aminosiuren, die in der Mehrzahl in
relativ niedriger Konzentration- vorhanden sind, haben
bei beiden Genotypen entweder gut iibereinstimmende
Werte oder das Verhiltnis ist zugunsten von P. maculatus
verschoben.

Die Werte, die an Riickkreuzungsbastarden, die nicht
zur Tumorbildung féhig sind (3. Spalte), gewonnen wur-
den, schliessen sich teils mehr an diejenigen von X. keélleri
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teils mehr an diejenigen von P. maculatus an. Auffallend
ist der sehr hohe Glycin-Wert, der nur noch von Fischen
mit einer sehr starken Tumorbildungspotenz iibertroffen
wird. Die Konzentrationen von Histidin und Lysin
nehmen eine Mittelstellung ein. Der Argininwert ist auf-
fallend niedrig.

Die Aminosdurenkonzentrationen der Riickkreuzungs-
bastarde, die zur Ausbildung starker Melanome disponiert
sind (4. Spalte), sind im Durchschnitt sehr hoch. Dabei
sind oft gerade diejenigen Substanzen stark erhoht, die
durchwegs in relativ geringer Konzentration vorliegen
{zum Beispiel Threonin, Alanin, Valin, Leucin). Die
beiden stets stark vertretenen Verbindungen Glycin und
Histidin haben ebenfalls relativ sehr hohe Werte; doch
schliesst sich der Glycinwert demjenigen des stets tumor-
freien  Riickkreuzungsbastards an, und der Wert von
Histidin liegt mit 0,060 noch unter demjenigen der reinen
Art X. hellevi, der mit 0,068 gemessen wurde. Auch der
Arginin-Wert (0,008) liegt noch unter demjenigen von
X. helleri (0,015). Das hohe Summenergebnis von 0,254
beruht also auf durchschnittlich sehr hohen Werten, wobei
hier — abweichend von den anderen Genotypen — vor allen
Dingen Substanzen mit an sich geringer Konzentration
relativ stark erhoht sind.

Das Analysenergebnis von Tumoren, die wir vergleichs-
weise untersucht haben (Tabelle, letzte Spalte), weicht
von demjenigen der gesunden Fische stark ab, und selbst
diejenigen Riickkreuzungsbastarde, die diese Tumoren in
spiteren Stadien erzeugen (Tabelle, vorletzte Spalte),

8 Bei der Bestimmung der Aminosiuren hat uns die Firma ETO-
Karlsruhe in dankenswerter Weise unterstiitzt.

® D. H. SpackmanNn, W. H. Stemn und St. Moorg, Fed. Proc. 15,
358 (1956).

10 K. HANNIG, Clin. chim. Acta 4, 51 (1959).

11 S5, WinkLER und S, PETERSEN, Hoppe-Seylers Z. 231, 210 (1935).

Freie Aminosiuren in Fischen (Einzelheiten im Text)

A.S.» P. maculatus X. helleri R-Bastarde aus Figur 1d R-Bastarde aus Figur 1f Tumoren von ilteren R-
stets tumorfrei noch tumorfrei Bastarden aus Figur 1f
Asparaginsiure 0,006 0,002 0,002 0,005 0,014
Threonin 0,006 0,003 0,004 0,008 0,006
Serin 0,011 0,010 0,010 0,013 0,010
Glutaminsiure 0,010 0,011 0,010 0,013 0,034
Prolin 0,010 0,006 0,012 0,008 Spur
Glycin 0,023 0,032 0,056 . 0,058 0,024
Alanin 0,010 0,013 0,014 0,025 0,022
Cystin 0,003 0,001 0,001 0,001 0,003
Valin 0,004 0,003 0,003 0,009 0,005
Methionin 0,002 — — — Spur
Isoleucin 0,002 0,002 0,002 0,004 0,004
Leucin 0,004 0,004 0,002 0,008 0,006
Tyrosin 0,003 0,002 0,002 0,005 Spur
Phenylalanin 0,003 0,002 0,002 0,004 Spur
Dopa — — — - —
Histidin 0,086 0,068 0,049 0,060 0,020
Lysin 0,007 0,014 0,009 0,017 0,014
Histamin — - - — 0,004
Oxylysin Spur — - — 0,004
Arginin 0,007 0,015 0,002 0,008 0,009
Tryptophan® - 0,007 0,003 0,008 0,009
0,147 0,195 0,183 0,254 0,188

* Prozentuale Anteile von Frischgewicht; Praparation der Extrakte wie bei den Gesamtbestimmungen (Figur 1); Einzelbestimmung erfolgte
nach SpackMANN, STEIN und Moore? in einer Apparatur, wie sie HANNIG!® angibt. — » Bestimmung nach WINKLER und PETERSEN!! mit
anschliessender spektralphotometrischer Auswertung.
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haben ein ganz anderes Aminosidurenmuster. Das Summen-
ergebnis (0,188) ist sehr niedrig. Auffallend sind die hohen
Werte von Asparaginsiure (0,014) und Glutaminsiure
{0,034). Ferner ist bemerkenswert, dass Histamin und
Oxylysin nur beim Tumor in messbaren Mengen auf-
treten, wihrend sie im gesunden Fisch zumeist nicht ein,
mal nachweisbar sind. Ebenso auffallend ist aber auch-
dass Glykokoll und Histidin sowie Prolin, Tyrosin und
Phenylalanin stark vermindert sind bzw. nur in Spuren
auftreten. Da Tyrosin und Phenylalanin {ebenso wie
Dopa) wahrscheinlich mit der Melaninbildung, die im
Tumor extrem gesteigert ist, zusammenhingen, wird
deren fast vollstdndiger Schwund méglicherweise dadurch
verursacht, dass diese Verbindungen sogleich nach ihrem
Auftreten im Aminosiurenpool in Melanin umgesetzt
werden. Der Schwund von Prolin, Glycin und Histidin
lisst sich hingegen nicht leicht mit der Melaninbildung in
Zusammenhang bringen. Hier muss bei spdteren Unter-
suchungen gepriift werden, ob diese drei Substanzen in
einem grosseren Ausmass als die tibrigen an der Protein-
bildung des Tumors beteiligt sind.

Im ganzen hat sich also gezeigt, dass die unverkennbare
Korrelation, die zwischen der Disposition zur Tumor-
bildung und dem Aminosidurengehalt besteht, im wesent-
lichen nicht auf der Konzentration einzelner, sondern
vieler Verbindungen beruht.

Im folgenden sollte nun gepriift werden, ob diese Kor-
relation zufillig ist und lediglich auf verschiedenen und
voneinander unabhingigen Phéinen des Bastard-Genoms
beruht, oderob hierursidchliche Zusammenhinge vorliegen.

‘Wir haben deshalb die Versuchstiere auf Grund osmo-
regulatorischer Erwigungen, wie sie von Kavanau!? und
FLorkIN?® in einem anderen Zusammenhang angestellt
wurden; in verdiinntes Meerwasser von 0,25 bzw. 0,509,
Salzgehalt iiberfiihrt. Hierdurch erh&ht sich der Amino-
sdurenspiegel der Tiere bereits nach wenigen Stunden,
erreicht nach 7 Tagen ein Maximum und stellt sich dann
auf eine konstante Hohe ein. Spater wurde gepriift, ob die
genetisch bedingte Tumorbildung hierdurch beeinflusst
wird. Dabei ergab sich das folgende Bild:
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Fig. 2. Auslésung und Férderung der Tumorgenese bei Jungfischen,
deren Aminosiurengehalt im Ei- und Embryonalstadium durch
Meerwassereinwirkung auf das Muttertier (38.-19. Tag: 0,25%, Salz-
gehalt; 19.-8. Tag: 0,5%; 8.-1. Tag vor der Geburt: 0,25%) erhdht
war (#n = 25). — Abszisse: Alter der Tiere; Ordinate: Klassen der
Tumorausprigung wihrend der pricancerdsen (1-4) und canceriisen
(4-7) Phase. Die Dicke der Linien gibt die prozentualen Anteile der
Tiere an: — =ca. 50%; — = ca. 25%; ---- = Ausnahmen;
.-+ = Kontrollen (iiltere Geschwistertiere, # == 56). — Diese Fische
sind genetisch identisch mit den in Figur 1d und in der Tabelle,

3. Spalte, aufgefithrten,
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Bei den reinen Arten kann weder bei 0,25% noch bei
0,509%, Salzgehalt des Kulturwassers eine Tumorbildung
ausgelost werden. Demgegeniiber wurde bei den Riick-
kreuzungsbastarden schon nach einem ca. 3monatigen
Aufenthalt in Meerwasser von 0,25% Salzgehalt eine vor-
zeitige und gesteigerte Tumorbildung becbachtet, wobei
bemerkenswert ist, dass auch diejenigen Riickkreuzungs-
bastarde, die bei der normalen Kultur in Siisswasser stets
tumorfrei bleiben, starke Melanome auszubilden vermé-
gen. Das verdinnte Meerwasser vermag also die Amino-
sdurenkonzentration zu erhthen und dadurch offenbar die
Tumorbildung auszulésen und zu steigern.

Um den méglichen Einwand, dass der Einfluss des ver-
diinnten Meerwassers auf die Tumorbildung nicht auf
dem verdnderten Aminosiurenhaushalt, sondern auf
direkter Atzwirkung beruhe, zu entkriften, haben wir
dltere trichtige @@ von X. helleri, die Nachkommen mit
jeweils mangelnder, schwacher und starker Disposition zur
Tumorbildung gebdren sollten, voriibergehend in ver-
diinntes Meerwasser gesetzt, bei einem Teil der Tiere den
Aminosdurengehalt des Ovars und der Embryonen ge-
messen und beim Rest die Tumorbildung der Wiirfe, die
vor und nach der Salzbehandlung der Muttertiere im
Siisswasser geboren und dort geziichtet wurden, mitein-
ander verglichen. Es zeigte sich, dass die Salzeinwirkung
nicht nur den Aminosidurenspiegel des Kaudal- und Dorsal-
teiles der Muttertiere, sondern auch denjenigen des Ovars
und der Embryonen erhéht. Gleichzeitig werden die Nach-
kommen, die zur Zeit der Salzeinwirkung auf das Mutter-
tier im Ei- und Embryonalstadium vorliegen, so fiir die
Tumorbildung vorbereitet, dass sie oft schon mit relativ
grossen Melaninflecken geboren werden und in den ersten
drei Lebensmonaten durch eine wesentlich verstirkte
Tumorgenese auffallen.

In Figur 2 ist ein Beispiel von 16 grundsitzlich iiber-
einstimmend verlaufenen Versuchen dargestellt, wobei
hier besonders instruktiv ist, dass 609, der Versuchstiere
Tumoren ausbildeten, wozu diese Fische normalerweise
iiberhaupt nicht in der Lage sind.

Es hat sich also gezeigt, dass eine Erhshung des Amino-
sdurenspiegels mit einer Forderung der Tumorgenese
positiv korreliert ist, und es bestehen unseres Erachtens
keine Bedenken, bei unserem Versuchsobjekt ein ursich-
liches Abbidngigkeitsverhiltnis zwischen der genetischen
Disposition zur Tumorbildung und dem Gehalt an freien
Aminosduren anzunehmen.

Eine ausfiihrliche Publikation ist im Druck.

Summary., The F;- and FpR-hybrids of Platypoecilus
maculatus and Xiphophorus helleri (Poeciliiddae), producing
melanomase spontaneously, contain essentially more free
amino acids than the initial species. Further experiments
show that the abnormally high content of free amino acids
is connected with the spontaneous formation of tumors.
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