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1. EINLEITUNG

1.1. Stoffwechsel und physiologische Bedeutung des Nikotinamid

Nikotinamid und Nikotinsdure sind fiir die Mammalia ein Vitamin und miissen
daher mit der Nahrung zugefiihrt werden. Nikotinamid ist in den meisten
Nahrungsquellen,wenn auch in recht unterschiedlicher Konzentration,enthal-
ten (Bernofsky, 1980; Buddecke, 1980a; Dietrich, 1971; Kating & Drephal,
1974; Loffler et al., 1979a). Nach der Resorption im Diinndarm durch passi-
ve und erleichterte Diffusion (Sadoogh-Abasian & Evered, 1980) gelangen
Nikotinamid und Nikotinsiure in das Portalvenenblut {Collins & Chaykin,
1972). In Abbildung 1 ist der Nikotinamidstoffwechsel dargestellt. Die
Pfeile 14 und 15 symbolisieren die Resorption von Nikotins&dure und Niko-
tinamid im Darm. Nach der Leberpassage konnen Nikotinamid und Nikotinsdure
von allen Organen aus dem Blut aufgenommen und zur Biosynthese der Pyri-
dinnucleotide NAD und NADP verwendet werden (Collins & Chaykin, 1972;
Gerber & Deroo, 1970; Ichiyama et al., 1967a, 1967b). Nikotinsdure wird
zum groBen Teil bereits in der Leber zum Nikotinamid metabolisiert, das
wiederum in das Blut abgegeben wird. Somit erscheint der Hauptanteil des
Vitamins in Form des Nikotinamids in der systemischen Zirkulation (Dietrich
et al., 1968a; Olivera & Ferro, 1982; Streffer, 1975).

Der Stoffwechsel des Nikotinamids ist ausgesprochen komplex und wird durch
vielschichtige Kontrollsysteme reguliert. Es gibt groBe quantitative und
qualitative Unterschiede im Nikotinamidstoffwechsel nicht nur bei den ver-
schiedenen Spezies, sondern auch in den verschiedenen Geweben und Zellar-
ten (Kating& Drephal, 1974; Olivera & Ferro, 1982). Es kinnen an dieser
Stelle nur die wichtigsten Stoffwechselwege des Nikotinamidsgenannt wer-
den:

Nikotinamid kann direkt im sogenannten “"Nikotinamidweg" unter Verbrauch

von 5-Phosphoribosyl 1-pyrophosphat zum Nikotinamidmononucleotid trans-
formiert werden, das dann mit dem AMP-Anteil von ATP zum NAD (Nikotin-
amidadenin-dinucleotid) kondensiert wird (Reaktionen 1 und 2 in Abbildung
1; Dietrich et al., 1966; 1968b). In einer Vielzahl von Arbeiten mit un-
terschiedlichen experimentellen Ansidtzen wurde deutlich gezeigt, daB dieser
NAD-Syntheseweg in den allermeisten Organen von Ratte und Maus, in den
meisten kultivierten Sdugerzellinien in der Zellkultur und auch in vielen
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Abb 1: Stoffwechsel des Nikotinamid

Enzyme: Abkirzungen:

1. Nikotinamidmononucleotidpyrophosphorylase [E.C. 2.4.2.12.] SAM ¢ S-Adenosylmethionin

2. NAD-Pyrophosphoylase [E.C. 2.7.7.1.] SAH 1 S-Adenosylhomocystein

3. Nikotinamiddeamidase [E.C, 3.5.1.19,] NAD : Nikotinamid-adenindinucleotid

4, Nikotinsidurephosphoribosyltransferase [E.C. 2.4.2.11.} NAOP  : Nikotinamid-adenindinucleotid-

5. NAD-Pyrophosphorylase [E.C. 2.7.7.1.] phosphat

6. NAD-Synthetase [E.C. 6.3.5.1.] PP i Pyrophosphat

7. 5 enzymatische und 1 nicht enzymatische Reaktion{en) PRPP  : S5-Phosphoribosyl 1-pyrophosphat
Glu : Glutaminsdure

8. Chinolinsduretransphosphoribosylase

9. NAD-Glycohydrolase [E.C. 3.2.2.5.]

10. ADP-Ribosyltransferase

11. NAD-Kinase [E.C. 2.7.1.23,}

12. Rikotinamid : S-Adenosylmethionin Methyltransferase {E.C. 2.1.3.1,)
13. Aldehydoxidase {E.C. 1.2.3.1.]) Xanthinoxidase [E.C. 1.2.3.2.]

Glu-NH3:  Glutamin




9

Tumorzellarten im Vergleich zu den anderen weiter unten dargestellten mog-
Tichen NAD-Synthesewegen bei weitem die quantitativ groBte physiologische
Bedeutung hat (Berger et al., 1982; Collins & Chaykin, 1972; Dietrich,
1971; Dietrich et al., 1965, 1966, 1968b; Gardner et al., 1972; Greenbaum
& Pinder, 1968; Grunicke et al., 1969; Hillyard et al., 1973; Keller et
al., 1971; McDonald & Stewart, 1967; Petrack et al., 1966).

AuBerdem kinnen Nikotinamid nach der Desaminierung zur Nikotinsdure (Reak-
tion 3 in Abbildung 1) oder die resorbierte Nikotinsdure selbst im "Niko-
tinsdureweg" iber das Nikotinsduremononucleotid und Deamido-NAD in das

NAD eingebaut werden, wobei L-Glutamin als Aminogruppendonator fungiert
(Reaktionen 4, 5 und 6 in Abbildung 1)(Preiss & Handler, 1958a; 1958b).
Dieser Stoffwechselweg spielt jedoch in den meisten Zellarten quantitativ
eine weniger bedeutsame Rolle als der Nikotinamidweg; ersterer ist viel-
mehr eine differenzierte Funktion einiger weniger Organe wie z.8. der Le~
ber (Dietrich, 1971; Dietrich et al., 1968b; Hillyard et al., 1973; Jacob-
son et al., 1979; Olivera & Ferro, 1982; Rechsteiner & Hill, 1975).

Einige Autoren nehmen an, daB die Leber in der Regulation der systemischen
Nikotinamidserumkonzentration einewichtige homGostatische Funktion fiir den
Gesamtorganismus hat, um alle Organe optimal und gleichmdBig mit diesem
Vitamin zu versorgen (Bernofsky, 1980; Dietrich, 1971; Dietrich et al.,
1968a; Gholson, 1968; Kating & Drephal, 1974; Olivera & Ferro, 1982). Die
fiir verschiedene Gewebe und Biutserum als physiologisch ermittelten Niko~
tinamidkonzentrationen 1liegen dabei in einem Bereich von 5 - 100 uM bzw,
nmol/g Gewebefrischgewicht (Bernofsky, 1980; Buddecke, 1978b; Clark et al.,
1975a; Gerber & Deroo, 1970; Grunicke et al., 1969; Hoshino et al., 1982a;
Keller et al., 1971; Mdrki & Greengard, 1966).

Falls Nikotinamid in unzureichender Menge mit der Nahrung aufgenommen wird,
kann die essentielle Aminosdure Tryptophan als Provitamin (Resorption im
Intestinaltrakt = Pfeil 16 in Abbildung 1) hauptsdchlich in der Leber und
in der Niere zur Chinolinsidure metabolisiert werden (Reaktionsfolge 7 in
Abbildung 1), die dann in das NAD eingebaut werden kann (Reaktionen 8, 5
und 6 in Abbildung 1), um die Versorgung des Organismus mit Pyridinringver-
bindungen zu gewdhrleisten (Goldsmith, 1965; Goldsmith et al., 1961; Han-
kes et al., 1948; Harris & Kodicek, 1950; Horvitt et al., 1956; Ichiyama
et al., 1967a, 1967b; Krehl et al., 1945a, 1945b, 1964; Loffler et al.,
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1979b; Morrison et al., 1963; Oesterling & Rose, 1952; Olivera & Ferro,
1982; Patterson & Harper, 1982a, 1982b; Salmon, 1947a, 1947b; Streffer,
1975). Bei der Nutzung von Tryptophan fiir die NAD-Synthese spielen auch
hormonelle Regulationsmechanismen wie z.B. durch Corticosteroide eine
wichtige Rolle (Bernofsky, 1980; Greengard et al., 1966, 1968).

Aufler fiir die NAD-Synthese wird Nikotinamid fiir die Synthese von 1-Methyl-
nikotinamid verbraucht (Reaktion 12 in Abbildung 1)(Bernofsky, 1980; Can-
toni, 1951; Dietrich, 1971; Hoshino et al., 1982a, 1984; Perlzweig et al.,
1943). 1-Methylinikotinamid und seine durch Oxidation entstandenen Produkte
(Reaktion 13 in Abbildung 1) werden im Urin ausgeschieden (Pfeile 17 und

18 in Abbildung 1)(Chang & Johnson, 1959, 1961; Chaykin et al., 1965; Huff,
1947; Huff & Perlzweig, 1943a; Najjar & Wood, 1940). Ober die Bedeutung
und Funktion der Nikotinamidmethylierung wird ausfiihriich in 1.3. (s.S.

18) berichtet.

Es gibt - wie bereits angedeutet wurde - eine Reihe von Kontrollmechanis-
men auf dem systemischen und auf dem zelluldren Niveau, die gewdhrleisten
sollen, daB eine optimale Nikotinamidkonzentration den Bedarf der Zellen
an Pyridinringverbindungen zur Synthese von NAD sichert, denn sowohl
hyperphysiologische (pharmakologische) als auch hypophysiologische Niko-
tinamidkonzentrationen haben schwerwiegende Folgen fiir den Organismus:

Nikotinamidmangel fuhrt bei wachsenden Ratten zu einer deutlich verlang-
samten Gewichtszunahme im Vergleich zu den mit ausreichend Nikotinamid
ernihrten Tieren (Kating & Drephal, 1974; Krehl et al., 1945a, 1945b;
Patterson & Harper, 1982; Salmon, 1947a, 1947b) und bei in der Zellkultur
geziichteten Zellen zur Wachstumsinhibition sowie zu einem Absinken der in-
trazellularen NAD-Konzentration (Eagle, 1956; Gardner et al., 1972;
Hillyard et al., 1973). Bei schwangeren Ratten fithrt eine Nikotinamidman-
geldidt zum Absterben der Feten (Greengard et al., 1966). Bei Hunden wird
durch Nikotinamidmangel die “Schwarzzungenkrankheit" hervorgerufen, die
u.a. durch Appetitlosigkeit, Kachexie, Diarrhoe, ulzerative Stomatitis und
Muskelschwdche gekennzeichnet ist (Greengard et al., 1966; Kating & Dre-
phal, 1974). Die entsprechende Vitmainmangelkrankheit beim Menschen ist
als Pellagra (pellis aegra = kranke Haut) seit langem bekannt. Als erster
assoziierte Gaspar C. Casal (1691 - 1759), Leibarzt des spanischen Kinigs




1

Ferdinand VI., in seiner medizinischen Topographie Asturiens "Historia
affectionum quarundam regionis hujus familiarum" (Madrid, 1762) bestimmte
Krankheitszustdnde in der drmeren BevGlkerung mit deren einseitiger Erndh-
rung von Mais, der nur sehr wenig Nikotinamid enthdlt (Ackerknecht, 1978,
Forth et al., 1983; Hirsch, 1962a; Kating & Drephal, 1974). Francesco F.
Frappoli, Ordinarius am Ospitale Maggiore in Pavia, nannte als erster den
Namen dieser Vitaminmangelkrankheit in seiner 1771 in Mailand verfaBten -
Arbeit "Animadversiones in morbum, vulgo pelagram" (Hirsch, 1962b).

Die Pellagra ist durch allgemeine Kdrperschwiche, Midigkeit, Gewichtsver-
Just, Appetitlosigkeit, Photodermatitis, Stomatitis, Glossitis, Gastritis,
Enteritis mit Diarrhoe und Malabsorption sowie Encephalopathie mit psycho-
tischen Symptomen, Degeneration der Hinter- und Seitenstrénge des Riicken-
marks und Polyneuropathie charakterisiert (Buddecke, 1978a; Kating & Dre-
phal, 1974; Scheid, 1983; Siegenthaler, 1979; Siegenthaler et al., 1984).
Nikotinamidmangel verursacht bei Kindern psychische Entwicklungsverzoge-
rungen und Wachstumsretardierung(Vejic et al., 1956). Die Nikotinamidserum-
konzentration (Kochhar, 1948; Vajic et al., 1956) und die NAD-Konzentration
in der Haut (Findlay, 1963) sind bei Pellagrapatienten im Vergleich zu ge-
sunden Personen deutlich erniedrigt.

Die biologischen Effekte hyperphysiologischer Nikotinamiddosen sind eben-
falls sehr vielfdltig: Beim Menschen kann es nach ldngerfristiger Gabe von
hohen Nikotinsduredosen (ca. 3 - 8 g/Tag zur Therapie von Patienten mit
Hypercholesterindmie) zu verschieden schweren Leberfunktionsstorungen kom-
men (Berge, 1961; Christensen et al., 1961; Mosher, 1970; Pardue, 1961;
Rivin, 1959). Bei der Ratte findet man nach der l&ngerfristigen Applika-
tion von hohen Nikotinamiddosen Hautldsionen, Nerven- und Knochenschddi-
gungen, Thymusatrophie, Genitalhypoplasie (Kating & Drephal, 1974), Leber-
funktionsstdrungen (Sturm et al, 1980), Leberverfettung und eine Wachstums-
hemmung (Handler & Dann, 1942; Patterson & Harper, 1982b). Die einmalige
Injektion von Nikotinamid in hohen Dosen (ca. 1 - 4 mmol/kg Kdrpergewicht)
bzw. pharmakologische Nikotinamidkonzentrationen (1 ~ 20 mM) hemmen das
Zellwachstum sowie die Nucleinsdurebiosynthese (DNA- und/oder RNA-Synthese)
in der hypertrophierenden Niere nach unilateraler Nephrektomie (Revel &
Mandel, 1962), in der regenerierenden Leber nach der partiellen Hepatek-
tomie (Hoshino et al., 1982a; Ferris & Clark, 1971, 1972; Oide, 1958;
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Streffer & Scholz, 1972) sowie in verschiedenen in der Zellkultur etablier-
ten Sdugerzellinien (Colyer et al., 1973; Hoshino et al., 1982b; Rochette-
Egly et al., 1980). Pharmakologische !likotinamidkonzentrationen fiihren in
menschlichen Lymphozyten (Berger & Sikorski, 1980) und in kultivierten Rat-
tenhepatozyten (Althaus et al., 1930) zu einer Stimulation des DNA-Repair
nach Behandlung der Zellen mit karzinogenen Substanzen. Ferner kommt es bei
einer Reihe von kultivierten Zellinien mit 1 ~ 10 mM Nikotinamid im Medium
zu einem Anstieg der Frequenz des Austausches von Schwesterchromatiden als
Ausdruck einer chromosomalen Schidigung, die mit der durch mutagene und
karzinogene Substanzen verursachten vergleichbar ist (Oikawa et al., 1980;
Utakoji et al., 1979).

Eine Therapie mit Nikotinamid kann die Entwicklung einer spontan bei be-
stimmten genetisch pradisponierten Miusen auftretenden Insulitis mit einem
sich konsekutiv entwickelnden Diabetes mellitus (Yamada et al., 1982) oder
das Auftreten eines Diabetes, der nach Behandlung mit der diabetogenen Sub-
stanz Streptozotocin entsteht, verhindern (Lazarus & Shapiro, 1973; Rakie-
ten et al., 1971, 1976; Schein et al., 1967). Nikotinamid beschleunigt die
Entwicklung von mit Diethylnitrosamin induzierten Nierentumoren (Schoental,
1977) und die Entstehung von durch Streptozotocin induzierten Inselzelltu-
moren (Rakieten et al., 1971). Andererseits wird durch eine Nikotinamidbe-
handlung die Induktion und das Wachstum mancher Tumorarten verzdgert (Mat-
suyama et al., 1961; Rakieten et al., 1976; Schein et al., 1967). Neben die-
sen onkogenen und onkoprotektiven Wirkungen antagonisiert Nikotinamid den
teratogenen Effekt einer Reihe von unterschiedlich strukturierten Sub-
stanzen wie z.B. 3-Acetylpyridin (Caplan et al., 1968; Landauer, 1957),
6-Aminonikotinamid (Landauer, 1957}, Insulin (Landauer, 1948), Pilocarpin
(Landauer, 1953) oder Sulfanilamid (Zwilling & de Bell, 1950). Es gibt al-
Terdings auch Hinweise dafiir, daf Nikotinamid in hohen Dosen selbst tera-
togene Eigenschaften aufweist (Landauer, 1948; Landauer & Wakasugi, 1966).
Durch Einzel- oder Mehrfachinjektion pharmakologischer Nikotinamiddosen

(1 - 5 mmol/kg Kérpergewicht) kénnen eine Reihe von Enzymen wie z.B. die
L-Ornithindecarboxylase (E.C. 4.1.1.17.} im Herzmuskel (Minaga et al., 1978),
die hepatische L-Tryptophan: Oxygen Oxidoreduktase [E.C. 1.13.11.11.] und
die Tyrosinaminotransferase [E.C. 2.6.1.5.1 (Blake et al., 1967; Blake &
Kun, 1971; Kridger & Gritz, 1978) induziert werden. AuBerdem kann Nikotin-
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amid alle Komponenten der hepatischen mikrosomalen mischfunktionel}len
Oxidasen und bestimmte arzneimittelmetabolisierende Enzyme induzieren
(kamat et al., 1980; Nomura et al., 1983).

Um den biochemischen Wirkungsmechanismus zu erkldren, der fiir die vielfdl-
tigen Effekte und die Toxizitdt von Nikotinamid in pharmakologischer Do-
sierung verantwortlich ist, wurden verschiedene Hypothesen aufgestellt,

von denen die drej wichtigsten erldutert seien:

1.

w

Einerseits wird versucht, die pharmakologischen Effekte von Nikotinamid
damit zu erkldren, daB diese Substanz ein sehr potenter Inhibitor der
ADP-Ribosyltransferase (Reaktion 10 in Abbildung 1) ist (Colyer et al.,
1973; Preiss et al., 1971; Sugimura et al., 1967). Die Bedeutung und
Funktion dieses Enzyms werden in 1.2. (s.S. 15) erldutert.

. Andererseits kime als ein weiterer Mechanismus in Betracht, daB die Me-

thylierung des in hohen Konzentrationen angebotenen Nikotinamids zum 1-
Methylinikotinamid (Reaktion 12 in Abbildung 1) zu einem weitgehenden
Verbrauch der transferierbaren Methylgruppen des S-Adenosylmethionin
fiihrt, so daB nunmehr die Depletion an S-Adenosylmethionin und die
gleichzeitige Akkumulation von S-Adenosylhomocystein viele andere Me-
thylierungsprozesse wie z.B. die Methylierung von DNA und RNA inhibie-
ren und zu konsekutiven Funktionsstorungen in der Zelle fiihren
(Bernofsky, 1980; Buch et al., 1972; Cedrangolo & Scala, 1959; Gross &
Wildenauer, 1972; Halpern et al., 1971; Hoshino et al., 1982a; QOikawa
et al., 1980; Swiatek et al., 1973; Utakoji et al., 1980). Weitere De-
tails liber die Beziehungen zwischen Nikotinamidmethylierung und dem
Stoffwechsel von S-Adenosylmethionin werden in 1.3. (s.S. 18) berichtet.

Die dritte durch experimentelle Befunde gestiitzte Hypothese erkidrt den
Wirkungsmechanismus der Nikotinamidtoxizitdt folgendermaBen: Pharmako-
logische Nikotinamiddosen hemmen die DNA- und RNA-Synthese in prolife-
rierenden Zellen unterschiedlicher Herkunft (Colyer et al., 1973;
Hoshino et al., 1982a, 1982b; Ferris & Clark, 1971, 1972; Oide, 1958;
Revel & Mandel, 1962; Rochette-Egly et al., 1980; Streffer & Scholz,
1972). Parallel dazu wird das angebotene Nikotinamid unter einer an-
steigenden Utilisation von 5-Phosphoribosy] 1-pyrophosphat und ATP in
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das NAD inkorporiert (Reaktionen 1 und 2 in Abbildung 1), wodurch die
NAD-Konzentration ansteigt und die ATP-Konzentration absinkt (Bernofs-
ky, 1980; Clark & Pinder, 1969; Ferris & Clark, 1972; Hoshino et al.,
1982b, 1984; Revel & Mandel, 1962). Da 5-Phosphoribosyl 1-pyrophosphat
und ATP auch fiir die Purin- und Pyrimidinnucleotidsynthese und somit
fiir die Biosynthese von DNA und RNA benttigt werden (Loffler et al.,
1979c, 1979d), kann der inhibitorische Effekt des Nikotinamid auf die
Nucleinsdurebiosynthese als eine Kompetition der Nucleinsdiure- und NAD-
Synthese um gemeinsam bendtigte energiereiche Verbindungen zugunsten

der letzteren interpretiert werden, so daB das bereits verbrauchte 5-
Phosphoribosyl 1-pyrophosphat und ATP fir die Nucleinsduresynthese nicht
mehr zur Verfligung stehen (Ferris & Clark, 1972; Hoshino et al., 1984;
Revel & Mandel, 1962). Die wachstumsinhibitorische Wirkung des Nikotin-
amid kann durch 1-Methylnikotinamid, das die NAD-Synthese hemmt, iliber
eine Konservierung dieser energiereichen Verbindung antagonisiert werden
(Hoshino et al., 1984) (s. dazu auch 1.3., S. 18).

Das Nikotinamid ist demnach in einer Schliisselposition im Intermedidrstoff-
wechsel, dessen Auslenkung aus der physiologischen Homdostase schwerwiegen-
de pathobiochemische Konsequenzen fiir den betroffenen Organismus hat. Die
beiden Hauptstoffwechselwege des Nikotinamid fiihren, wie Abbildung 1 il1lu-
striert, einerseits zum NAD und andererseits zum 1-Methylnikotinamid (Ber-
nofsky, 1980; Dietrich, 1971; Hoshino et al., 1982a, 1984; Johnson, 1980a;
Johnson & Chiang, 1981). Daher sollen in den nachsten beiden Abschnitten
die biochemischen Funktionen von NAD und insbesondere die der Nikotinamid-
methylierung erldutert werden.

1.2. Biochemische Funktion des NAD

NAD und NADP, das durch Phosphorylierung aus dem NAD hervorgeht (Reaktion
11 in Abbildung 1), dienen bei einer sehr groBen Anzahl von durch Dehydro-
genasen katalysierten Oxidations-Reduktionsreaktionen als Coenzyme (Loff-
ler et al., 197%e). Die Elektronenakzeptorfunktion des NAD fiir die bei der
Substratreduktion gewonnenen Reduktionsdquivalente ist seit den klassischen
Arbeiten von Warburg & Christian (1936a, 1936b) unbestritten. Das NAD hat
einen hohen Turnover mit einer kurzen Molekiilhalbwertzeit, die im Bereich
von ein bis zwei Stunden liegt (Hillyard et al., 19733 Kunz & Musil, 1979;
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0livera & Ferro, 1982; Rechsteiner et al., 1976). Der rasche Auf- und Abbau
des NAD verlduft uber einen Kreisprozess, den sog. "Pyridinnucleotidzyklus"
(Gholson, 1968; Olivera & Ferro, 1982): Nikotinamid, das beim NAD-Abbau
neben ADP-Ribose als Endprodukt entsteht, wird in den meisten Organen und
Zellarten ohne vorhergehende Desaminierung wieder direkt im Sinne eines
Recycling iiber das Nikotinamidmononucleotid in das NAD inkorporiert (Reak-
tionen 1 und 2 in Abbildung 1), um die Abbaurate des NAD zu kompensieren
(0livera & Ferro, 1982). Der Abbau von NAD zu ADP-Ribose und Nikotinamid
vollzieht sich hauptsdchlich auf zwei Wegen:

Einerseits wird NAD durch die NAD-Glycohydrolase abgebaut (Reaktion 9 in
Abbildung 1) (0livera & Ferro, 1982), andererseits wird NAD fiir die Syn-
these des Homopolymers Poly (ADP-Ribose) verbraucht, die durch die ADP-Ri-
bosyltransferase katalysiert wird (Reaktion 10 in Abbildung 1) und dabei
Nikotinamid freisetzt (Chambon et al., 1966; Nishizuka et al., 1967; Sugi-
mura et al., 1967). Die Hemmung der ADP-Ribosyltransferase durch hohe Ni-
kotinamidkonzentrationen (> 1 mM) wird auch zur Erkldrung der toxischen
Wirkungen dieser Verbindungen herangezogen (s. dazu 1.1., S. 13). Das NAD
hat also neben seiner gut dokumentierten Funktion als Coenzym auch noch die
eines Substrates fir die ADP-Ribosyltransferase, ein chromosomales Enzym,
das den Transfer des ADP-Ribose-Anteils von MAD auf nucledre Proteine, ins-
besondere Histone, katalysiert, um (ADP-Ribose),:Proteinkonjugate zu bilden
(Hayaishi & Ueda, 1977, Hilz & Stone, 1976). Dieses Enzym findet man in den
Zellkernen aller bisher untersuchten eukaryoten Zellen (Hilz & Stone, 1976).
Es wird diskutiert, ob die Synthese von Poly(ADP-Ribose) fiir den hohen NAD-
Turnover verantwortlich sei (Olivera & Ferro, 1982; Rechsteiner et al.,
1976). Die genaue Funktion der Poly(ADP-Ribose)-Synthese konnte trotz sehr
intensiver Forschungsanstrengungen noch nicht aufgekldrt werden. Vermutet
wird eine Involvierung der ADP-Ribosyltransferase in den DNA-Reparaturme-
chanismus, der beispielsweise nach einer DNA-Strangbriiche induzierenden Be-
handlung mit Alkylantien oder UV-Strahlen aktiviert wird und zu einem mas-
siven Anstieg der NAD-Utilisation fiir die Poly(ADP-Riobse)-Synthese fiihrt
(Berger et al., 1980; Gray et al., 1981; Nomura et al., 1981; Zwelling et
al., 1982). Welche Bedeutung dieses Phdnomen fiir die Genauigkeit des DNA-
Repair hat, ist noch nicht endgiiltig bekannt. Es ist auch die Hypothese
aufgestellt worden, daB die ADP-Ribosyltransferase bei verschiedenen ande-
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ren Chromatinprozessen wie DNA-Rekombination, ONA-Replikation, Genexpres-
sion und bei der Zelldifferenzierung eine Rolle spiele (Bredehorst et al.,
1981; Claycomb, 1976; Gartemann et al., 1981; Hilz et al., 1978; Johnson,
1980b; Purnell et al., 1980, Shall, 1972).

Bereits Morton (1958) hatte postuliert, daB es eine umgekehrte Korrelation
zwischen der Zellteilungsrate und der intrazelluldren NAD-Konzentration
gebe, und daB das NAD eine Kontrollfunktion iiber die Zellteilung und Zell-
differenzierung ausiibe. In einer Reihe von Experimenten wurde gezeigt, daB
bestimmte rasch proliferierende Zellen mit einer hohen DNA-Syntheserate

im Vergleich zu den stationdren nicht proliferierenden Zellen eine niedri-
gere NAD-Konzentration aufweisen:

In der fetalen und neonatalen Leber (Burch & Dippe, 1964; Caiger et al.,
1962; Jedeikin et al., 1956), in der proliferierenden Leber nach der mito-
gen wirkenden Thicacetamidbehandlung (Hoshino et al., 1982a) und in der
regenerierenden Leber nach der partiellen Hepatektomie {Ferris & Clark,
1971, 1972; Streffer & Scholz, 1972) ist die NAD-Konzentration im Vergleich
zur stationdren erwachsenen Leber herabgesetzt. Auch in verschiedenen in
der Zellkultur etablierten Zellinien ist die NAD-Konzentration in der loga-
rithmischen Wachstumsphase niedriger als in der stationdren Phase (Jacobson
& Jacobson, 1976; Schwartz et al., 1974). Eine Reihe bgsartiger Tumoren so-
wie mit karzinogenen Substanzen behandelte Zellen haben eine niedrigere NAD-
Konzentration als normale Zellen (Clark & Greenbaum, 1966; Glock & McLean,
1957; Jedeikin & Weinhouse, 1955; Kriger, 1963; Wintzerith et al., 1961).
Durch Tumorviren transformierte 373-Zellen haben im Vergleich zu den nicht
transformierten Zelleneinen reduzierten NAD-Gehalt (Schwartz et al., 1974),
wahrend in normalen und virustransformierten kultivierten Rattennierenzel-
len keine Unterschiede in der NAD-Konzentration, auch nicht in Abhdngigkeit
von der Wachstumsphase,beobachtet werden (Johnson, 1980a; Johnson & Chiang,
1981). Nemeth & Dickerman (1960) fanden keine Verdnderung der NAD-Konzen-
tration in Leber, Gehirn und Milz des Meerschweinchens im Verlauf der feta-
len und postnatalen Entwicklung. SchlieBlich wurde von Berger et al. (1982)
berichtet, daB die NAD-Konzentration in menschlichen Lymphozyten, die durch
Behandlung mit Phytohdmagglutinin zur Proliferation stimuliert wurden, fast
siebenmal hoher ist als in den nicht »proliferierenden Lymphozyten.
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Khnlich wie in bezug auf die zellulare NAD-Konzentration gibt es keine all-
gemein gliltige Korrelation zwischen der Aktivitdt der Poly(ADP-Ribose)-Syn-
these (ADP-Ribosyltransferaseaktivitdt, Reaktion 10 in Abbildung 1, S. 8 )
und der zelluldren Proliferationsrate:

In verschiedenen in der Zellkultur etablierten Zellinien kann das Maximum
der ADP-Ribosyltransferaseaktivitdt je nach Zelltyp sowohl in der S1-» Gy~
oder Gp-Phase des Zellzyklus liegen {Hayaishi & Ueda, 1977; Hilz & Stone,
1976). In transformierten Hamsterlungenzellen liegt der Aktivitdtsgipfel in
der G,-Phase (Miwa et al., 1973) ebenso <in Maus-L-Zellen (Kidwell & Watts,
1974). Kultivierte LS-Zellen aus der stationdren Nachstumsphase haben eine
dreimal hohere Enzymaktivitdt als die logarithmisch proliferierenden Zellen
(Stone & Shall, 1975). In der adulten Rattenleber findet man das Aktivitdts-
maximum der ADP-Ribosyltransferase in der GQ-(G1)-Phase des Zellzyklus
(Haines et al., 1969). Uber das Verhalten der ADP-Ribosyltransferaseaktivi-
tdt in Hela-Tumorzellen gibt es unterschiedliche Berichte. Aktivitdtsmaxima
wurden sowohl in der Gq-Phase (Smulson et al., 1971) als auch in der S-Phase
des Zellzyklus {Roberts et al., 1973) festgestellt. In den rasch prolife-
rierenden Novikoff Hepatomzellen ist die Transferaseaktivitdt doppelt so
hoch wie in der stationaren Rattenleber (Burzio & Koide, 1972), in den Yo-
shida Ascites Hepatomzellen AH-130 entspricht sie der Normalleberaktivitat
(Yamada et al., 1973), wihrend sie in den gleichfalls rasch wachsenden Zaj-
dela Ascites Hepatomzellen leicht erniedrigt ist (Hilz & Kittler, 1971).
Leuk&misch transformierte Lymphoblasten und normale phythohdmagglutininsti-
mulierte Lymphozyten haben eine wesentlich hdhere ADP-Ribosyltransferase-
aktivitdt als unstimulierte normale Lymphozyten (Burzio et al., 1975; Leh-
mann et al., 1974). Die fetale Rattenleber und die adulte Rattenleber nach
der partiellen Hepatektomie weisen eine deutlich hthere Enzymaktivitdt als
die normale stationdre Rattenleber auf (Gill, 1972; Leiber et al., 1973).
In verschiedenen kultivierten Zellinien fiihrt die Applikation von unter-
schiedlichen Inhibitoren der Zellproliferation wie z.B. Cytosinarabinosid,
Hydroxyharnstoff, Streptozotocin, Cydophosphamid, Adriamycin oder Actino-
mycin je nach Zellart entweder zu einem niedrigeren, gleichbleibenden oder
erhthten Aktivitdtsniveau . der ADP-Ribosyltransferase (Hilz & Stone, 1976;
Smulson & Rideau, 1972; Whish et al., 1975).
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Diese Ergebnisse zeigen deutlich, daB die Verdnderungen des NAD- und Poly
(ADP-Ribose)-Stoffwechsels in unterschiedlichen Zellen und Geweben in Ab-
hdngigkeit von der Zellteilungsrate keineswegs einheitiich sind, sondern
Jje nach dem untersuchten Zelltyp und den Wachstumsbedingungen voneinander
differieren konnen. Resiimierend muB konstatiert werden, daB der Mechanis-
mus, der die DNA-Replikation unter dem EinfluB von NAD reguliert, bislang
unaufgekldrt bleibt, obwohl eine Involvierung der ADP-Ribosyltransferase,
die NAD als Substrat fir die Bildung von (ADP-Ribose)n:Proteinkonjugaten
bendtigt, die DNA-Synthese vermutet wird.

1.3. Biochemische Funktion der Nikotinamidmethylierung

Nach den Pionierexperimenten von Perlzweig et al. (1943), in denen gezeigt
wurde, daB Rattenleberschnitte in vitro unter aeroben Bedingungen aus Niko-
tinamid und Methionin 1-MethyInikotinamid synthetisieren, wurde in einer
Reihe von Arbeiten bestdtigt, daB Nikotinamid in der Leber methyliert wird,
und daB diese Reaktion durch ein im Cytosol lokalisiertes Enzym, die Niko-
tinamid:S-AdenosyImethionin Methyltransferase [E.C. 2.1.1.1.] (Nikotinamid-
methylase) katalysiert wird (Reaktion 12 in Abbildung 1) (Bernofsky, 1980;
Cantoni, 1951, 1957; Clark et al., 1975a; Dietrich, 1971; Gholson, 1968;
Hoshino et al., 1982a, 1984; Porcellati & Quagliariello, 1955; Swiatek et
al., 1973). Abbildung 2 zeigt den Reaktionsmechanismus der Nikotinamidme-
thylierung: Nikotinamid wird am Stickstoffatom des Pyridinringes methyliert
(N'-Position, im folgenden 1-Position genannt), wobei die Methylgruppe vom
S-Adenosylmethionin stammt, das seinerseits durch den Methylgruppentransfer
zum S-Adenosylhomocystein demethyliert wird. Das 1-Methylnikotinamid wird
fakultativ in der Leber durch die 1-Methylnikotinamidoxidase [(E.C. 1.2.3.1.]
(Aldehydoxidase) oder durch die Xanthinoxidase [E.C. 1.2.3.2.] zum 2- oder
4-Pyridon oxidiert (Reaktion 13 in Abbildung 1) (Bernofsky, 1979, 1980;
Felsted et al., 1973; Felsted & Chaykin, 1967; Greenlee & Handler, 1964;
Hoshinu et al., 1984; Kating & Drephal, 1874; Knox & -Grossman, 1947; Quinn
& Greengard, 1966; Rajagopalan et al., 1962; Stanulovit & Chaykin, 1971).
Durch die Methylierung des Pyridinstickstoffs kann das Nikotinamid an der
1-Position nicht mehr ribosyliert werden, weshalb das 1-Methylnikotinamid
als biologisch inaktives Endprodukt des NAD-Stoffwechsels gilt (Bernofsky,
1980; Dietrich, 1971; Kating & Drephal, 1974; Olivera & Ferro, 1982).
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1-Methylinikotinamid wird durch glomeruldre Filtration und aktive Sekretion
im proximalen Tubulus der Niere im Urin ausgeschieden (Bennett et al.,

1981; Berndt, 1978; Hirsch & Pakuts, 1974; Holohan & Ross, 1980; Jerauld &
Siverblatt, 1978; Kinsella et al., 1979; Ross et al., 1975; Shim et al.,
1982; Weiner, 1973). 1-Methyinikotinamid und seine Oxidationsprodukte wur-
den im Urin vieler Mammalia, u.a. beim Menschen, beim Hund, bei der Ratte
und bei der Maus nachgewiesen (Pfeile 17 und 18 in Abbildung 1), wobei

groBe quantitative Unterschiede im Ausscheidungsmuster dieser Substanzen
zwischen den verschiedenen Spezies bestehen; fiir eine gegebene Spezies ist
das quantitative Verhdltnis der einzelnen ausgeschiedenen Metaboliten zuein-
ander jedoch recht konstant (Brown & Price, 1956; Chang & Johnson, 1961;
Chaykin et al., 1965; Ellinger & Abdel Kader, 1949; Felsted & Chaykin, 1967;
Huff, 1947; Huff & Perlzweig, 1943a; Kating & Drephal, 1974; Knox & Gross-
man, 1947; Leifer et al., 1951; Najjar & Wood, 1940; Perlzweig et al., 1949;
Petrack et al., 1966; Shaik et al., 1977; Stanulovi¢ & Chaykin, 1971). Aus-
serdem wurde gezeigt, daB 1-Methylnikotinamid auch iiber die Diinndarmmukosa
(Turnheim & Lauterbach, 1977) und iber den Schweif (Johnson et al., 1945)
ausgeschieden werden kann.

Bestimmte Autoren sind der Ansicht, daB die Nikotinamidmethylierung in der
Leber eine katabolische Reaktion zur Eliminierung von iiberschiissigem nutri-
tiven Nikotinamid sei, sobald der Bedarf desOroanismus fir dieses Vitamin
gesdttigt ist (Chaloupka et al., 1957; Patterson & Harper, 1982a, 1982b;
Vivian et al., 1958). Da ein Nikotinamidexzess schiadliche Auswirkungen fiir
den Organismus hat (s. dazu 1.1., S. 13), soll die Nikotinamidmethylierung
eine wichtige regulative Funktion bei der Aufrechterhaltung der fiir den Or-
ganismus optimalen Nikotinamidkonzentration im Serum und in den Geweben er-
fillen, die wiederum die intrazelluldre Pyridinnucleotidkonzentration in
den Geweben determiniert (Bernofsky, 1980; Dietrich, 1971; Gholson, 1968).
Eine Reihe von indirekten Befunden spricht fir eine soiche Funktion der
Nikotinamidmethylierung:

Durch einmalige intraperitoneale Injektion einer pharmakologischen Nikotin-
amiddosis (4 mmol/kg Korpergewicht) wird in der Rattenleber ein Anstieg der
Nikotinamidmethylaseaktivitdt um 100 % induziert {Gholson, 1968). Die orale
Gabe steigender Mengen Nikotinamid, Nikotinsdure oder Tryptophan (letzteres
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als Provitamin des Nikotinamid) fihrt bei Ratten und Menschen zu einem pro-
portionalen Anstieg der Serumkonzentration und der Ausscheidung von 1-Methyl-
nikotinamid im Urin (Clark et al., 1975b; Ellinger et al., 1945; Ellinger &
Hardwick, 1947; Goldsmith, 1965; Hochberg et al., 1945; Mrochek et al.,
1976; Patterson & Harper, 1982a, 1982b; Rosen et al., 1946; Sarrett & Gold-
smith, 1947). Im Gegensatz dazu ist die 1-MethyInikotinamidausscheidung im
Urin bei akuten und chronischen Tryptophan- bzw. Nikotinamidmangelzustdnden
wie z.B. bei der Pellagra deutlich erniedrigt (Brown et al., 1958; Ellinger
et al., 1945; Ellinger & Hardwick, 1947; Goldsmith, 1965; Huff & Perlzweig,
1943b; Kating & Drephal, 1974; Najjar & Holt, 1941a, 1941b; Sakakida, 1956;
Vivian et al., 1958). Die im Vergleich zu gesunden Probanden verringerte
1-Methylnikotinamidausscheidung bei Pellagrapatienten macht man sich auch

in der Klinik als Laboratoriumsuntersuchung zur Sicherung der Diagnose zu-
nutze, wobei der Schweregrad des klinischen Krankheitsbildes gut mit dem
Grad der Verringerung der Urinausscheidung von 1-Methylnikotinamid korre-
liert (Buddecke, 1978b; Ellinger et al., 1945; Ellinger & Hardwick, 1947).
Durch alimentdre Substitution von Nikotinamid oder Tryptophan 188t sich die
Pellagra heilen, und es kommt zu einem Wiederanstieg der wdhrend der Krank-
heit verminderten Nikotinamidserumkonzentration und 1-Methylnikotinamidaus-
scheidung im Urin (Brown et al., 1958; Ellinger et al., 1945; Ellinger &
Hardwick, 1947; Goldsmith, 1965, Huff & Perlzweig, 1943; Kochhar, 1948;
Loffler et al., 1979, 1979b; Najjar & Holt, 1941a, 1941b; Sakakida, 1956;
Vajic et al., 1956; Vivian et al., 1958). Allerdings ist die 1-MethylIniko-
tinamidausscheidung im Urin von Pellagrapatienten in der Rekonvaleszenzphase
unter einer oralen Nikotinamidsubstitutionstherapie im Vergleich zu gesunden
Personen zundchst noch vermindert, wahrscheinlich weil das Nikotinamid in
einem groBeren Umfang als normalerweise iiblich vom Organismus retiniert wird,
um das Vitamindefizit zu kompensieren (Ellinger et al., 1945; Ellinger &
Hardwick, 1947).

Zu einem Nikotinamidmangelsyndrom kann es auch sekunddr durch Malnutrition,
intestinale Absorptionsstorungen oder eine gesteigerte Nikotinamidutilisa-
tion fiir die NAD-Biosynthese im Gefolge verschiedener Krankheitszustidnde wie
z.B. beim chronischen Alkoholismus, bei Leberzirrhose, chronischen Durch-
fallerkrankungen (Enteritis regionalis Crohn, Colitis ulcerosa), langen fie-
berhaften Infekten, Thyreotoxikose, Diabetes mellitus und bei Krebserkran-
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kungen kommen {Goldsmith, 1965). Ein gut dokumentiertes Beispiel dafiir ist
das Karzinoid: Die von den argentaffinen Zellen des Diinndarms sich ablei-
tenden Tumorzellen konvertieren bis zu 60 % des kgrpereigenen Tryptophan
zum 5-Hydroxytryptamin (Serotonin), so daB weniger Tryptophan zur Biosyn-
these von NAD zur Verfiigung steht, was zu einer Pellagra fiihren kann (Gold-
smith, 1965; Gross & Schoimerich, 1982a). Beim Hartnupsyndrom, einer selte-
nen heriditdren Tryptophantransportstorung, die sowohl die Darmmukosazellen
als auch den proximalen Tubulus der Niere betrifft, und daher einerseits zu
einer mangelhaften intestinalen Resorption und andererseits zu einer erhgh-
ten Ausscheidung von Tryptophan im Urin flihrt, kann es zu einer pellagroi-
den Symptomatik kommen, die durch Nikotinamidgaben gebessert wird (Buddecke,
1978c; Goldsmith, 1965; Gross & Scholmerich, 1982b; Lioffler et al., 1979b,
1979f, 1979g).

Zahlreiche Arbeiten weisen darauf hin, daB die Alteration des Nikotinamid-
stoffwechsels unter ganz unterschiedlichen physiologischen und pathologi-
schen Bedingungen, insbesondere auch bei Malignomerkrankungen, offensicht-
lich zu einer Verdnderung der Nikotinamidmethylierung und Urinausscheidung
von 1-Methylnikotinamid fiihren kann:

Patienten mit weit fortgeschrittenen Tumorleiden scheiden geringere Mengen
{-Methylnikotinamid im Urin als gesunde Probanden oder Patienten ohne Tumo-
ren aus (Abdel Kader et al., 1962; Basu et al., 1973). Hingegen scheiden
Ratten, denen das schnellwachsende Walker 256 Karzinosarkom transplantiert
wurde, groBere Mengen 1-Methylnikotinamid als gesunde Kontrolltiere aus
(Clark et al., 1975a). Ratten, die kurzfristig mit unterschiedlichen alky-
lierenden Karzinogenen wie z.B. N-Methyl-N-nitrosoharnstoff, Di{2-chlor-
ethyl)methylamin, Methylmethansulfonat oder N-Methyl1-N'-nitro-N-nitrosogua-
nidin behandelt wurden, zeigen eine erhthte Ausscheidung von 1-MethylIniko-
tinamid im Urin (Chu & Lawley, 1973, 1975; Lofrath & Wennerberg, 1974;
Shaikh et al., 1980). Ob dieser Anstieg der 1-Methylnikotinamidausscheidung
iiber eine direkte, nicht enzymatische Methylierung von Nikotinamid durch
die alkylierende Substanz oder aber biosynthetisch durch eine enzymatische
Nikotinamidmethylierung bewirkt wird, war bisher ungeklart (Chu & Lawley,
1973; Hoshino et al., 1982a; Johansson-Brittebo & Tjdlve, 1979). Chkubo et
al. (1983) zeigten jedoch kiirzlich, daB der 24 Stunden nach der Injektion
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von alkylierenden Substanzen beobachtete Anstieg der {-Methylnikotinamid-
exkretion auf einem Anstieg der hepatischen Nikotinamidmethylaseaktivitit
beruht, der Folge einer de novo Enzyminduktion ist. In anderen Arbeiten
wiederum wurde gezeigt, daB die Behandlung von Ratten mit radiomimetischen
Substanzen wie Thiophosphamid oder Sarcolysin in den in vitro inkubierten
Leberschnitten zu einer nachhaltigen Inhibition der Nikotinamidmethylierung
fihrt (Savitskii & Zelinski, 1967). Rontgenganzkdrperbestrahlung hat bei
Ratten ebenfalls eine drastische Hemmung der hepatischen Nikotinamidmethy-
lierung zur Folge (Zelinski, 1966); bei Hunden bewirkt diese Behandlung ein
Absinken der 1-Methylnikotinamidausscheidung im Urin (Kalashnikova, 1967).
Ratten, die mit dem Hepatokarzinogen Ethionin behandelt wurden, scheiden
weniger 1-Methylnikotinamid im Urin aus als die unbehandelten Kontrolltiere.
Dieser Effekt kommt dadurch zustande, daB Ethionin in der Leber zum S-Ade-
nosylethionin transformiert wird, das seinerseits die Nikotinamidmethylase
hermt (Cox, 1981a, 1981b). Ratten, denen iiber 16 - 30 Wochen das Hepatokar-
zinogen 2-Acetylaminofluoren verfiittert wurde, zeigen eine sehr ausgeprdgte
Verschiebung im quantitativen Ausscheidungsmuster der 2- und 4-Pyridone des
1-MethyInikotinamidszugunsten des erstgenannten Pyridonderivates, was auf
den wihrend der Hepatokarzinogenese entstehenden Verlust der 1-Methylniko-
tinamidoxidase II, die fiir die Oxidation des 1-Methylnikotinamidszum 4-Py-
ridon verantwortlich ist, zuriickgefiihrt werden konnte (Ohkubo et al., 1977;
Ohkubo & Fujimura, 1978). AuBerdem wurde kiirzlich von Hoshino et al. (1984)
gezeigt, daB RLC-Zellen, in der Zellkultur etablierte rasch proliferierende
Hepatomzellen (Gerschenson et al., 1970; Oshiro et al., 1972; Schamhart et
al., 1979; Studinger, 1979; Volman, 1978), im Gegensatz zur normalen Ratten-
leber nicht in der Lage sind, 1-Methylnikotinamid zum 2- oder 4-Pyridon zu
oxidieren. Die Nikotinamidmethylierungsrate in der Leber von Ratten, denen
Rhabdomyoblastome oder Mi-Sarkome transplantiert wurden, ist niedriger als
in der Leber von gesunden Tieren (Tatarskii, 1955), wdhrend in der Leber
von Ratten mit dem Walker 256 Karzinosarkom keine Verdnderung der Nikotin-
amidmethylaseaktivitdt festgestellt wurde (Clark et al., 1975a). Diese Er-
gebnisse sind ein Hinweis dafiir, daB die Alterationen der Nikotinamidmethy-
lierung und der Ausscheidung von 1-Methylnikotinamid wdhrend der Karzinoge-
nese sowie bei Patienten bzw. bei Versuchstieren mit Tumoren sehr komplexer
Natur sind.
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Auch bei bestimmten anderen Krankheiten und unter verschiedenen hormonellen
Einflissen ist die Ausscheidung von 1-Methylnikotinamid, die beim Menschen
einem circadianen Rhythmus mit einem morgendlichen Hthepunkt und einem
abendlichen Tiefpunkt der Exkretion (Ellinger & Coulson, 1944) sowie gewis-
sen Veranderungen in Abh&ngigkeit von Alter und Geschlecht unterliegt (Mai-
nardi et al., 1962), verdndert:

Bei Patienten mit affektiven Psychosen ist die Urinausscheidung von 1-Me-
thylnikotinamid - unabhdngig davon, ob sie sich in einer depressiven, mani-
schen oder normothymen Phase befinden - wesentlich niedriger als bei
gesunden Probanden (Cazzullo et al., 1976). Auch die gesunden Verwandten
ersten Grades von Patienten mit affektiven Psychosen zeigen durchschnitt-
lich eine niedrigere 1-Methylnikotinamidexkretion als gesunde Probanden

aus Familien, deren Familienmitglieder keine affektiven Psychosen aufweisen
(Cazzullo et al., 1976). Bei Kindern mit mentaler Retardierung unterschied-
licher Genese ist die Exkretion von 1-Methylnikotinamid ebenfalls im allge-
meinen niedriger als bei geistig normal entwickelten Kindern (Lis et al.,
1966, 1968; 1970). Diesbeziigliche Untersuchungen bei schizophrenen Patien-
ten ergaben keine eindeutigen Unterschiede in der Exkretion von 1-Methyl-
nikotinamid im Vergleich zu gesunden Personen (Brown et al., 1960; Mrochek
et al., 1976).

Hypophysektomie fiihrt bei Ratten zu einer verringerten 1-MethylInikotinamid-
ausscheidung (Gholson, 1968; Greengard et al., 1967). Somatotropinbehand-
lung bewirkt bei den hypophysektomierten Ratten einen Wiederanstieg der 1-
Methylnikotinamidausscheidung (Sanada & Miyazuki, 1980). Wahrend es bei nor-
malen Ratten nach Injektion von Nikotinamid (4 mmol/kg Korpergewicht) oder
nach einer Behandlung mit Hydrocortison zu einem Anstieg der Nikotinamidme-
thylaseaktivitdt um bis zu 100 % kommt, 1dBt sich bei hypophysektomierten
Ratten durch die Injektion von Nikotinamid kein Anstieg der Nikotinamidme-
thylaseaktivitdt induzieren (Gholson, 1968). Wdhrend ovariektomierte Ratten
eine deutlich reduzierte 1-MethyInikotinamidausscheidung im Urin zeigen,
kommt es im Gegensatz dazu bei weiblichen Ratten nach einer Ustrogen- und
Progesteronbehandlung zu einem Anstieg, nach einer Testosteronbehandlung
hingegen zu einem Abfall der Exkretion von 1-Methylnikotinamid (Lojkin,
1956). Die 1-Methylnikotinamidausscheidung ist wdhrend der Schwangerschaft
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bei der Ratte und bejm Menschen (Brown et al., 1961; Lojkin et al., 1952;
Wertz et al., 1958) sowie bei Patienten mit Verbrennungs- oder Verbriihungs-
krankheiten (Barlow et al., 1977) korresvondierend zu der unter diesen Be-
dingungen gesteigerten Nikotinamidnutzung fiir die NAD-Synthese erhoht. Bei
Patienten mit einem Diabetes mellitus bleibt die Urinausscheidung des 1-Me-
thylnikotinamids nahezu unverdndert, wohingegen die der Pyridonderivate
deutlich niedriger ist (Pasquariello, 1964). Ratten mit Diabetes mellitus
zeigen eine wesentlich geringere Exkretion von 1-Methylnikotinamid als die
gesunden Kontrolltiere (Sanada & Miyazaki, 1980). Diese Ergebnisse deuten
darauf hin, daB die Synthese und Ausscheidung von 1-Methylnikotinamid offen-
sichtlich differenzierten hormonellen Regulationsmechanismen unterliegt.

Ein weiterer Aspekt bei der Diskussion der moglichen Funktionen der Nikotin-
amidmethylierung ist deren Verbindung zum S-Adenosylimethionin-Stoffwechsel,
S-Adenosylmethionin ist nicht nur der Methyldonator fir die Nikotinamidmethy-
lierung, sondern auch der Methylgruppendonator flir die Methylierung einer
Anzahl von anderen physiologischerweise vorkommenden niedermolekularen Ver-
bindungen wie z.B. Guanidinoacetat, Glycin, Noradrenalin oder N-Acetylsero-
tonin (Axelrod & Tomchik, 1958; Im et al., 1979; Kerr, 1972; Loffler et al.,
197%h; Lombardini & Tallaly, 1971; van Pilsum et al., 1972; Yanokura et al.,
1983; Yanokura & Tsukada, 1982), verschiedenen Arzneimitteln (Forth et al.,
1980) und Makromolekiilen wie Proteinen, t-RNA und DNA (Borek & Srinivasan,
1966; Cantoni, 1975; Craddock, 1970; Liau et al., 1976; Loffler et al.,
19791; Meselon et al., 1972; pPaik & Kim, 1971). Das bei der Synthese von 1-
MethyInikotinamid aus Nikotinamid und S-Adenosylmethionin entstehende S-Ade-
nosylhomocystein (Abb. 2, S. 19) ist ein Inhibitor vieler Methy]trénsferasen
(Deguchi & Barchas, 1971; Hoffman et al., 1980; Hoshino et al., 1982a; Kerr,
1972; Swiatek et al., 1973). Es ist bekannt, daB die Methylierung von t-RNA
und wahrscheinlich auch von Proteinen und DNA durch eine hohe Nikotinamid-
methylierungsrate gehemmt wird (Buch et al., 1972; Gross & {ildenauer, 1972;
Halpern et al., 1971; Hoshino et al., 1972a; Oikawa et al., 1980; Swiatek et
al., 1973; Utakoji et al., 1979). Es wurde nachgewiesen, dad die Inhibition
der t-RNA-Methylierung durch die Nikotinamidmethylierung indirekt durch die
Erhthung der Konzentration von S-Adenosylhomocystein, einem hochpotenten
Inhibitor der t-RNA-Methyltransferasen, bewirkt wird (Kerr, 1972; Swiatek et
al., 1973). Da die t-RNA-Methylierung fiir die normale Struktur und Funktion
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der t-RNA essentiell ist (Watson, 1977b), konnte die Stérung dieses Prozes-
ses durch Depletion des Methyldonators S-Adenosylmethionin bzw. durch die
Inhibition der t-RNA-Methyltransferasen durch S-Adenosylhomocystein in der
Folge auch zu einer Inhibition der Proteinbiosynthese und des Zellwachstums
flihren (Bernofsky, 1980). Dieser Mechanismus, der durch die konkurrierende
Nikotinamidmethylierung zu einer Hypomethylierung der t-RNA und anderen
Makromolekiilen mit konsekutiven zelluldren FunktionsstGrungen fiihrte, wird
auch als ein mdglicher Wirkungsmechanismus der Toxizitdt pharmakologischer
Nikotinamidkonzentrationen diskutiert (s. dazu auch 1.1., S. 15) (Bernofs-
ky, 1980; Oikawa et al., 1980; Utakoji et al., 1979: In diesem Zusammenhang
wurde die ‘Hynothese aufgestellt, daB die Nikotinamidmethylierung neben an-
deren Methylierungsprozessen wie z.B. der Glycinmethylierung eine bedeuten-
de Funktion bei der Regulation der zelluldren Konzentration von S-Adenosyl-
methionin und S-Adenosylhomocystein spielen soll (Kerr, 1972; Swiatek et
al., 1973). Allerdings konnte in kultivierten normalen und virustransfor-
mierten Rattennierenzellen kein Anhaltspunkt fiir einen Zusammenhang zwischen
der Syntheserate von 1-Methylnikotinamid und einer dazu korrespondierenden
Anderung in dem Konzentrationsverhaltnis von S-Adenosylmethionin/S~Adenosyl-
homocystein festgestellt werden (Johnson & Chiang, 1981).

Zur Zeit wird als eine besonders wichtige Funktion der Nikotinamidmethylie-
rung dessen aktive Involvierung in die Regulation der Zellproliferation und
DNA-Synthese intensiv diskutiert: Exogen zum Zellkulturmedium gegebenes 1-
Methylnikotinamid stimuliert in Konzentrationen von 20 yM - 5 mM die Proli-
feration und die DNA-Synthese von kultivierten RLC-Zellen, in der Zellkultur
etablierten Rattenhepatomzellen. Diese Proliferationsstimulation durch 1-
MethyInikotinamid fiihrt zu einem konkomittierenden Abfall der intrazellula-
ren NAD-Konzentration um 50 %. AuBerdem wird der zytotoxische Effekt phar-
makologischer Nikotinamidkonzentrationen (0,5 - 5 mM), die die Zellprolife-
ration und DNA-Synthese hemmen, durch 1-Methylnikotinamid antagonisiert
(Hoshino et al., 1982b).

In der Rattenleber gibt es eine Korrelation zwischen dem Proliferationszu-

stand der Hepatozyten und der Nikotinamidmethylaseaktivitdt: Die regenerie-
rende Rattenleber nach der partiellen Hepatektomie und die Rattenleber, die
durch Behandlung mit der mitogen wirkenden Substanz Thioacetamid zur Proli-
feration angeregt wurde (Morley & Boyer, 1977), haben sowohl eine hohe DNA-
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Syntheserate als auch eine hehe cytosolische Nikotinamidmethylaseaktivitat,
die um ein Mehrfaches hther als in der normalen stationdren nicht prolife-
rierenden Kontrolleber sind (Hoshino et al., 1982a). Parallel zu dem Anstieg
der Nikotinamidmethylaseaktivitdt in der Leber der thioacetamidbehandelten
Ratten sinkt die hepatische NAD-Konzentration wie in den durch die Behand-
Tung mit 1-MethylInikotinamid wachstumsstimulierten RLC-Zellen um 50 % im
Vergleich zu der unbehandelten Kontrollgruppe. Auferdem ist es gut dokumen-
tiert, daB die NAD-Konzentration in der regenerierenden Rattenleber nach

der partiellen Hepatektomie wesentlich niedriger als in der stationdren Kon-
trolleber ist (Ferris & Clark, 1971, 1972). Durch einmalige Injektion von
D-Galactosamin (375 mg/kg Kdrpergewicht), einer hepatotoxischen Substanz,
die bei Ratten die sogenannte Galactosaminhepatitis induziert (Buddecke,
1980b) und den in Verbindung mit der Leberregeneration nach der partiellen
Hepatektomie stattfindenden Anstieg der DNA-Syntheserate inhibiert, wird
auch der korrespondierende Anstieg der Nikotinamidmethylaseaktivitdt in der
regenerierenden Rattenleber ganz deutlich supprimiert (Hoshino et al., 1982a).
Einen sehr @hnlichen Effekt auf die DMA-Syntheserate und die Nikotinamidme-
thylaseaktivitdt in der regenerierenden Leber wie D-Galactosamin hat die
liber drei Tage hinweg wiederholte tdgliche Injektion einer pharmakologischen
Nikotinamiddosis (2 mmol/kg Korpergewicht) (Hoshino et al., 1982a). Dariiber
hinaus wurde gezeigt, daB die zelluldre 1-Methylnikotinamidsyntheserate der
lebenden Hepatozyten, die gemessen wird, indem Leberschnitte in einem Kul-
turmedium mit ['4CINikotinamid in physiologischer (50 yM und 100 M) oder
pharmakologischer Konzentration {1 mM) inkubiert werden und die Radioakti-
vitdtsinkorporation in das {14C)1-Methylnikotinamid registriert wird, in der
regenerierenden oder thioacetamidbehandelten Leber zwei- bis vierma] so hoch
ist wie in der stationdren nicht proliferierenden Kontrolleber (Hoshino et
al., 1982a).

Die proliferationsstimulierende Wirkung von 1-Methylnikotinamid in Hepato-
zyten wird Uber folgenden biochemischen Mechanismus erkldrt: 1-Methyiniko-
tinamd hemmt in Rattenieberschnitten auf eine noch unbekannte Art und Weise
als ein wahrscheinlich nichtkompetitiver Nikotinamidantagonist konzentra-
tionsabhangig die NAD-Synthese und fithrt zu einem Abfall der zelluldren
NAD-Konzentration und zu einem Anstieg der ATP-Konzentration. Hingegen fiihrt
Nikotinamid in Konzentrationen von 1-- 20 mM zu einem Anstieg der NAD-Syn-
theserate und der NAD-Konzentration, der von einem ausgeprdgten Abfall der
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Konzentration von ATP, das bei der NAD-Synthese verbraucht wird, begleitet
wird. Durch zusdtzliches t-Methylnikotinamid im Kulturmedium in einer Kon-
zentration von 10 mM wird sowehl der nikotinamidinduzierte NAD-Konzentra-
tionsanstieg als auch der parallel dazu auftretende Abfall der ATP-Konzen-
tration weitgehend verhindert (Hoshino et al., 1984) (zum biochemischen
Wirkungsmechanismus der nikotinamidinduzierten Wachstumsinhibition s. auch
1.1., S. 13). Somit kinnte die proliferationsstimulierende Wirkung von 1-
Methylnikotinamid in Hepatozyten auf dessen ATP-konservierenden Effekt zu-
riickgefiihrt werden, der auf einer Inhibition der NAD-Synthese durch 1-Methyl-
nikotinamid beruht. Das durch das 1-Methylnikotinamid vermehrt konservierte
ATP und 5-Phosphoribosyl 1-pyrophosphat kidnnten dann zu einer beschileunigten
Purin- und Pyrimidinnucleotidsynthese (desoxy-ATP, desocy-GTP und desoxy-
TTP) fiihren und somit die DNA-Synthese und die Zellproliferation fordern
{Hoshino et al., 1984).

In einem gewissen Gegensatz zu den Ergebnissen von Hoshino et al. (1982a,
1982b, 1984), die die Hypothese einer aktiven Involvierung der Nikotinamid-
methylierung und des 1-Methylnikotinamid in die Regulation der hepatozellu-
1dren Proliferation stark unterstiitzen, stehen die Resultate der Arbeits-
gruppe von Johnson: Bei kultivierten normalen Rattennierenzellen bewirkt

die exogene Applikation von 1-Methylnikotinamid in steigenden Konzentratio-
nen bis zu 7,5 mM, die ja in den kultivierten RLC-Zellen zu einer Stimula-
tion der Proliferation und DNA-Synthese fiihren (Hoshino et al., 1982b),
keine Beeinflussung der Zellproliferation, weder im Sinne einer Stimulation
noch im Sinne einer Inhibition (Johnson, 1980a). AuBerdem fanden Johnson &
Chiang (1981) in verschiedenen normalen und mit Tumorviren transformierten
Rattennierenzellinien mit unterschiedlicher Zellpopulationsverdopplungszeit
keinen Hinweis fiir eine Korrelation zwischen der zelluldren Syntheserate

von 1-Methylnikotinamid und der Proliferationsrate der einzelnen untersuch-
ten Zellinien; ebensowenig wurde ein Unterschied in der 1-Methylnikotinamid-
syntheserate zwischen den normalen und den mit Tumorviren transformierten
malignen Rattennierenzellen beobachtet (Johnson & Chiang, 1981). Anderer-
seits ist die intrazelluldre {-Methylnikotinamidkonzentration verschiedener
normaler und virustransformierter Rattennierenzellinien 1in den logarith-
misch proliferierenden Zellen nur etwa halb so hoch wie in den Zellen, deren
Wachstum durch Serumdeprivation im Kulturmedium (0,1 % statt 10 % Kdlberserum)

I
I
;
|
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vorzeitig inhibiert wurde (Johnson, 1980a; Johnson & Chiang, 1981). Ferner
ist bekannt, daB 1-Methylnikotinsdure (Trigonellin) in bestimmten Pflanzen
das Zellwachstum in der Gp-Phase des Zellzyklus arretiert (Evans et al.,
1979). 1-Methylnikotinamid ist nicht in der Lage, die Differenzierung (Pro-
duktion von Hiamoglobin) von kultivierten Erythroleukdmiezellen der Maus zu
induzieren, obwohl strukturdhnliche Verbindungen wie z.B. Nikotinamid, N'-
Methylnikotinamid oder Benzamid diese Differenzierung sehr effektiv indu-
zieren (Terada et al., 1979). Diese Ergebnisse wurden dahingehend interpre-
tiert, daf 1-Methylnikotinamid wahrscheinlich keine Rolle in der zelluldren
Differenzierung spielt (Johnson & Chiang, 1981; Terada et al., 1979).

Obgleich beim jetzigen Erkenntnisstand der Forschung noch kein endgiiltiges
Urteil iiber die tatsdchliche physiologische Bedeutung der im vorhergehenden
dargestellten moglichen Funktionen der Nikotinamidmethylierung abgegeben
werden kann, so ist es doch gut dokumentiert, daB Nikotinamid nicht nur in
der Leber von Ratte, Hund und Schwein (Cantoni, 1951; Swiatek et al., 1973),
sondern auch in den meisten diesbeziiglich untersuchten in der Zellkultur
etablierten Sdugerzellinien methyliert werden kann: Die Synthese von 1-Me-
thylnikotinamid wurde in aneuploiden menschlichen KB-Nasopharynxkarzinomzel-
len (Swiatek et al., 1973), embryonalen 3T3 Mausfibroblasten {Jacobson et
al., 1979), normalen und tumorvirustransformierten Rattennierenfibroblasten
(Johnson, 1980a; 1981; Johnson & Chiang, 1981), in diploiden BHK21/13 Ham-
sternierenfibroblasten, in Maus L929Zellen, in menschlichen D98/AH2-Zellen
(Hillyard et al., 1973; Olivera & Ferro, 1982) und in einigen anderen kulti-
vierten Zellinien (Bernofsky, 1980; Johnson, 1980b) nachgewiesen. Dariber
hinaus wurde in dem transplantierbaren Walker 256Karzinosarkom eine cyto-
solische Nikotinamidmethylaseaktivitdt gemessen, die ungefdhr dreimal hsher
ist als in der normalen Rattenleber {Clark et al., 1975a).

1.4. Motivation und Intention der Arbeit

Im vorhergehenden wurde dargestellt, daB Nikotinamid in einer Reihe von ver-
schiedenen normalen und malignen Zellarten methyliert werden kann. Da jedoch
nicht bekannt ist, in welchen Organen des intakten Organismus und vor allem
in welchem quantitativen AusmaB Nikotinamid in den verschiedenen Geweben me-
thyliert wird, wurden normale Organe der Ratte und Maus untersucht, um das
Verteilungsmuster der Nikotinamidmethylierung festzustellen.
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Da es bisher keine umfassenden Untersuchungen iber die Alteration der Ni-
kotinamidmethylierung in Tumorzellen gibt und die Publikationen zu dieser
Fragestellung keine eindeutige Beurteilung der Bedeutung und biochemischen
Funktion dieses Prozesses in den Turmorzellen ermdglichen, wurde die Niko-
tinamidmethylierung ferner in einem umfassenden Spektrum von transplantier-
baren Rattenhepatomen und non-hepatischen Ascitestumorzellen mit sehr un-
terschiedlicher Wachstumsrate und Malignitdt analysiert.

Diese Untersuchungen mit normalen Organen, mit Geweben wdhrend der fetalen
und postnatalen Entwicklung, mit RLC-Zellen aus verschiedenen Wachstumspha-
sen und mit Tumoren unterschiedlicher Malignitdt wurden unternommen, um Er-
kenntnisse liber die physiologische Bedeutung der Nikotinamidmethylierung
sowohl in Hinblick auf deren mdgliche Regulationsfunktion im zelluldren und
systemischen Nikotinamidstoffwechsel als auch in Hinblick auf deren Invol-
vierung in die Regulation der zelluldren Proliferation und DNA-Synthese zu
gewinnen.

Ein Zugang zu diesen Fragestellungen wurde mit drei verschiedenen methodi-
schen Ansdtzen versucht. Zum einen wurde die Nikotinamidmethylaseaktivitit
im Cytosol der normalen Gewebe und Tumoren gemessen. Zum anderen wurden Ge-
webeschnittkulturen mit den verschiedenen normalen Organen und soliden Hepa-
tomen sowie Zellkulturen mit den Ascitestumorzellen in einem Kulturmedium
inkubiert, das eine physiologische [14CINikotinamidkonzentration (36,5 uM)
enthielt, und die Inkorporationsraten von [14CINikotinamid in das [14CINAD
und [14C]1-Methy1nikotinamid wurden gemessen, um AufschluB Uber die quanti-
tative Biosynthese von 1-Methylnikotinamid in den lebenden Zellen zu gewin-
nen. AuBerdem wurde die NAD-Konzentration in den verschiedenen Geweben ge-
messen.

In dieser Arbeit wird gezeigt, daB die Nikotinamidmethylierung in der nor-
malen erwachsenen Ratte ein Prozess ist, der hauptsidchlich auf die Leber
beschrankt ist. Es wird demonstriert, daB sowohl die fetale und neonatale
Rattenleber als auch die rasch proliferierenden Rattenhepatome und die ana-
plastischen Ascitestumoren eine stark niedrigere Nikotinamidmethylaseakti-
vitdt im Vergleichzur normalen erwachsenen Rattenleber aufweisen. Es wird
auBerdem gezeigt, daB es sowohl in der normalen Rattenleber wihrend der
fetalen und postnatalen Entwicklung als auch in einem Spektrum von trans-
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plantierbaren Rattenhepatomen und Ascitestumoren sowie in kultiyierten RLC-
Zellen eine umgekehrte Korrelation zwischen der zelluldren Proliferations-
bzw. DNA-Syntheserate und der Nikotinamidmethylaseaktivitdt gibt.
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2. MATERIAL UND METHODEN

2.1. Biologisches Ausgangsmaterial

Erwachsene manntiche Wistar-Ratten mit einem Korpergewicht von 250 - 280 g,
erwachsene weibliche Wistar-Ratten (150 - 180 g Kirpergewicht), schwangere
Wistar-Ratten, erwachsene mdnnliche NMRI-Mduse (30 - 50 g Kdrpergewicht),
erwachsene weibliche NMRI-Miduse (20 - 25 g Korpergewicht) und schwangere
NMRI-Mduse wurden von der Zentralen Versuchstierzucht des Bundesgesundheits-
amtes in Berlin-Dahlem bezogen.

Virginelle weibliche Wistar-Ratten (200 - 230 g Korpergewicht) wurden bis
zur Konzeption gemeinsam mit mdnnlichen Wistar-Ratten (320 - 370 g Korper-
gewicht) gehalten. Die stattgehabte Konzeption wurde terminiert, sobald ke-
ratinisierte Vaginalepithelien und Spermatozoen mikroskopisch im Vaginal-
abstrich nachgewiesen wurden. Der Tag des Nachweises dieser Phdnomene galt
als erster Schwangerschaftstag. Ahnlich wurde mit virginellen weiblichen
NMRI-Mdusen (25 - 30 g Kirpergewicht) verfahren, die bis zum Eintritt der
Konzeption zusammen mit minnlichen NMRI-Mausen (35 - 40 g Kérpergewicht)
gehalten wurden.

Die schwangeren Tiere und die Muttertiere mit ihren Jungen wurden einzeln,
alle anderen Tiere wurden in kleinen Gruppen bei 25° C mit einem Tag-Nacht-
zyklus von 12 Stunden gehalten und bekamen Wasser und Altromin Haltungsdidt
(Altromin G.m.b.H., Lage-Lippe) ad 1libitum.

Die Ehrlich Ascites Tumorzellen wurden auf NMRI-Mdusen geziichtet. Wochent-
lich wurden pro Maus ca. 1,5 X 106 Tumorzellen, die in 0,1 ml Ringerldsung
(154 m1 NaCl; 5,6 mM KC1 und 2,3 mM CaCl,) suspendiert waren, intraperito-
neal injiziert. Sieben bis neun Tage nach der Transplantation wurden die
Tiere durch Dekapitation getotet. Der tumorzellhaltige Ascites jedes Tumor-
trdgers wurde in Corex 30 Zentrifugenrdhrchen gesammelt. Diese wurden mit
Ringeriosung aufgefiilit, und die Tumorzellen wurden durch Zentrifugation mit
270 x g (1.500 Umdrehungen/Minute) fiir 10 Minuten bei 40 C im Rotor SS 34
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(Sorvail Inc., Norwalk/CT, U.S.A.) in einer Sorvall Superspeed RC2-B Zen-
trifuge sedimentiert. Blutig tingierter tumorzellhaltiger Ascites wurde
nicht fiir die Experimente verwendet und verworfen. Nach der Zentrifugation
wurde die uUberstehende Fliissigkeit mit einer Wasserstrahlpumpe abgesaugt
und das Zellsediment anschlieBend sofort weiterverarbeitet.

Die Sarkom 180 Zellen wurden ebenfalls auf NMRI-Mduse transplantiert. Wo-
chentlich wurden pro Maus 0,1 ml Ascitestumorzellsuspension mit ca. 107 Zel-
ten intraperitoneal injiziert. Sieben bis neun Tage nach der Transplanta-
tion wurden die Sarkom 180 Zellen wie die Ehrlich Ascites Tumorzellen ge-
erntet.

Die Yoshida Ascites Sarkomzellen wurden auf weibliche Wistar-Ratten trans-
plantiert. Alle drei bis vier Tage wurden pro Ratte 0,5 ml Ascites Tumor-
zellflussigkeit mit ungefahr 2,5 x 106 Zellen intraperitoneal injiziert.
Vier bis fiinf Tage nach der Transplantation wurden die Tumorzellen geerntet.

Die Ratten und Mduse wurden morgens zwischen 9.00 und 10.00 Uhr durch Deka-
pitation getdtet und griindlich entblutet. Die Organe wurden in toto vorsich-
tig dem Tier entnommen, mit 154 mM NaCl-Losung (4° C) gewaschen und im Eis-
wasserbad bis zur weiteren Verarbeitung gekiihlt.

Die schwangeren Ratten wurden entweder am 19. oder am 21. Schwangerschafts-
tag (Feten drei Tage bzw. einen Tag vor der Geburt) durch Dekapitation ge-
totet. Aus beiden Uterushdrnern wurden die Feten herausprdpariert und in

154 mM NaC1-Ldsung (49 C) gewaschen. Die Organe von jeweils 8 - 10 Feten
einer schwangeren Ratte wurden entnommen, gepoolt und im Eiswasserbad bis
zur weiteren Aufarbeitung gekiihlt. Die Organe der neugeborenen Ratten wur-
den, nach Wiurfen getrennt, ebenfalls gesammelt. Ab einem Alter von 14 Tagen
wurden alle biochemischen Analysen mit individuellen weiblichen Tieren durch-
gefiihrt. Nach einer Stillzeit von drei Wochen wurden die jungen Ratten von
den Muttertieren getrennt und wie die erwachsenen Tiere gehalten (s. 2.1.1.,
S. 32).
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Die schwangeren Mduse wurden am 18. Schwangerschaftstag (Feten zwei Tage vor
der Geburt) durch Dekapitation getdtet. Die Organe der fetalen und neonata-
len Mause eines Wurfes wurden wie oben beschrieben gewonnen und gesammelt.
Ab einem Alter von drei Wochen wurden die Untersuchungen mit einzelnen weib-
Tichen NMRI-Mdusen durchgefiihrt. Nach der dreiwdchigen Stillzeit wurden die
Jjungen Mduse von ihren Mittern getrennt und wie die erwachsenen Tiere ge-
haTten.

2.1.4. Blutserumgewinnung

Menschliches Blut wurde von drei jungen gesunden Probanden (¢ 25 Jahre; 223
Jahre; ¢ 21 Jahre) durch Punktion der Cubitalvene gewonnen. Nach der Gerin-
nung des Blutes bei Zimmertemperatur wurde das Serum durch Zentrifugation
mit 270 x g flir 10 Minuten von den zelluldren Bestandteilen abgetrennt.

Die Ratten wurden mit Diethylether narkotisiert. Die HalsgefdBe wurden durch-
trennt und das Blut in Zentrifugenspitzrohrchen aufgefangen. Die Mduse wurden
ebenfalls mit Diethylether narkotisiert. Das Blut wurde mit Hilfe einer Hd-
matokritkapillare aus dem Orbitalvenenplexus gewonnen. Das Serum wurde dann
wie oben beschrieben von den Blutzellen abgetrennt.

Mannliche ACI-Ratten mit dem Morris minimal deviation Hepatom 912} (intramus-
kuldr in die Femoralmuskulatur transplantiert) sowie mdnnliche Buffalo-Ratten
mit dem Morris Hepatom 7777 (ebenfalls intramuskuldr in die Femoralmuskulatur
transplantiert) waren ein Geschenk von Herrn Prof. Dr. W. Reutter und Herrn
Priv. Doz. Dr. R. Tauber vom Institut fiir Molekularbiologie und Biochemie

der Freien Universitidt Berlin. Die Ratten mit dem Morris Hepatom 9121 wurden
30 Tage, die Tiere mit dem Morris Hepatom 7777 14 Tage nach der Transplan-
tation getGtet.

Alle iibrigen tumortragenden Ratten wurden bei der Tumorbank des Instituts fir
.experimentelle Pathologie (Direktor: Prof. Dr. K. Goerttler) im deutschen
Krebsforschungszentrum, Heidelberg, gekauft und per Bahnexpress nach Berlin
gesandt. Nach der Ankunft wurden die tumortragenden Ratten wie in 2.1.1. (s.
S. 32) beschrieben gehalten. Weibliche Sprague-Dawley-Ratten mit dem Zajdela
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Ascites Hepatom (intraperitoneal) wurden vier Tage nach der Transplantation
getdtet, weibliche Sprague-Dawley-Ratten mit dem Yoshida Ascites Hepatom AH-
130 (intraperitoneal) sechs Tage nach der Transplantation, weibliche Sprague-
Dawley-Ratten mit dem Novikoff Hepatom (subkutan, Riickenhaut) zehn Tage nach
der Transplantation, weibliche ACI-Ratten mit dem Morris Hepatom 3924 (sub-
kutan, Riickenhaut) 22 Tage nach der Transplantation, und minnliche Buffalo-
Ratten mit dem Morris Hepatom 5123 tc (intramuskular, Femoralmuskulatur) wur-
den 30 Tage nach der Transplantation getdtet. Weibliche Buffalo-Ratten mit
dem Morris Hepatom 9618A (intramuskuldr, Femoralmuskulatur) wurden 160 Tage
nach der Transplantation getttet. Zum Zeitpunkt der Gewinnung der soliden
Tumoren hatten diese einen maximalen Durchmesser von 2,5 - 4,0 cm erreicht.
Die Ascitestumorzellen wurden wie in 2.1.2, (s. S. 32) beschrieben geerntet.
Das Gewebe der soliden Hepatome wurde sorafaltic aus dem Tumorbett des Orga-
nismus herausprdpariert und griindlich mit 154 mM NaCl-Ldsung (40 C) gewaschen,
Nichttumortse bindegewebige oder muskuldre Gewebeanteile wurden exzidiert.
AuBerdem wurden die Lebern der tumortragenden Tiere entnommen und aufgearbei-
tet.

Die RLC-Zellen wurden urspriinglich von Dr. L.E. Gerschenson (University of
California, School of Medicine, Los Angeles/CA, U.S.A.) aus der normalen Le-
ber einer erwachsenen Wistar-Ratte isoliert und in der Zellkultur etabliert.
Die RLC-Zellen transformierten wédhrend der Zellkulturpassagen spontan zu
rasch proliferierenden hepatozelluldren Karzinomzellen mit multiplen struktu-
rellen und numerischen Chromosomenabberationen (normale Chromosomenzahl in
Rattenleberzellen: 42; in RLC-Zellen: 50 - 67) (Oshiro et al., 1972; Studin-
ger, 1979). Der karzinomatdse Charakter der RLC-Zellen wurde in einer Reihe
von morphologischen und biochemischen Untersuchungen bestdtigt (Gerschenson
et al., 1970; Oshiro et al., 1972; Schamhart et al., 1979; Studinger, 1979;
Volman, 1978).

In dieser Arbeit wurden Experimente mit klonierten RLC-Zellen durchgefiihrt:
RLC-Zellen wurden in Petrischalen (§ = 8 cm) auf 0,45 %-igem Indubiose Weich-
acar (Industrie biologique frangaise, Clichy) mit 5 % fetalem K@lberserum und
den weiter unten genannten Antibiotika bei 379 C in einem Heraeus Brutschrank
kultiviert. Mit einer Mikrokapillare wurde unter lichtmikroskepischer Kon-
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trolle eine Zellkolonie dem Agar entnommen. Nach der Zellvereinzelung durch
Behandlung der Zellen mit 0,25 %-iger Trypsinidsung (Difco Lab., Detroit/MI,
U.S.A.) wurde eine einzelne RLC-Zelle unter den im folgenden beschriebenen
Bedingungen angeziichtet und kloniert. Durch elektronenmikroskopische Unter-
suchungen, die Herr Dr, H. Gelderblom (Abteilung Virologie am Robert Koch-
Institut) durchfithrte, wurde festgestellt, daB die RLC-Zellen frei von Myco-
plasmakontamination waren.

Die RLC-Zellen wurden als Zellmonolayer in sterilen Costar 3150-Zellkultur-
plastikflaschen mit einer Kulturfliche von 150 em? bei 379 C in einer mit
Wasserdampf gesdttigten Atmosphdre aus 97 % Luft und 3 % CO» in einem Heraeus
Brutschrank kultiviert. Alle Manipulationen mit den Zellen wurden unter steri-
len Bedingungen in einer Laminar air flow Clean Bench von Gelman Instruments
durchgefiihrt. Als Kulturmedium wurde minimal essential Medium Eagle (MEM) mit
Earle's Salzen (Flow Lab., Bonn) und 2 mM L-Glutamin verwendet. Das Medium
wurde vor dem Gebrauch durch einen AP15 Vorfilter (Millipore Corporation,
Bedford/MA, U.S.A.) und einen Ultipor Ngg Membrane Disc Filter (Pall Process
Filtration Ltd., Portsmouth, England) sterilfiltriert. Das Kulturmedium ent-
hielt auBerdem 0,1 % MEM non essential Amino Acids (Flow Lab.) und 5 % myco-
plasmafreies fetales Kdlberserum (Gibco Bio-Cult Ltd., Glasgow, England), das
fiir 30 Minuten bei 560 C im Wasserbad inkubiert wurde, um das Komplement zu in-
aktivieren. Jede Zellkulturflasche enthielt 25 - 30 ml Kulturmedium mit 8,1 uM
Nikotinamid und den folgenden Antibiotika: Gentamicin (Flow Lab.) 16,7 upg/ml,
Kanamycin (Flow Lab.) 41,7 pug/ml, Ampicillin (Bayer, Leverkusen) 167,0 pg/ml
und Tylocine (Anti Pleuro Pneumonia Like Organisms = Anti PPLO, Gibco) 1,0
pg/ml.

RLC-Zellkulturen mit einer Zelldichte von 1,6 x 105 Zellen/cm? wurden als
Stammkulturen filir die Experimente benutzt: Zundchst wurden die Zellkulturfla-
schen mit 15 m1 Phosphate Buffered Saline 7 Solution (PBS7; 137 mM NaCl; 2,7
mM KC1; 6,5 mM NaoHPO4 und 1,5 mM KH,PO4) gewaschen. AnschlieBend wurden die
RLC-Zellen mit 0,25 %-iger Trypsinidsung bei Zimmertemperatur vom Flaschen-
boden geldst. Die Zellen wurden dann mit unterschiedlichen Zelldichten in
neue Zellkulturflaschen eingesdt und entweder unter den oben beschriebenen
oder unter den in 3.4.1. (s. S. 89) angegebenen Bedingungen kultiviert.
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Flir die Bestimmung der Nikotinamidemthylaseaktivitit wurde das Kulturmedium
aus den Zellkulturen mit PBS7 ausgewaschen, und die Zellen wurden mit einem
Zellschaber vom Flaschenboden abgeldst. Die Zellen von 10 - 25 Kulturflaschen
aus jeder Wachstumsphase wurden gesammelt und durch Zentrifugation mit 270 x
g fiir 10 Minuten bei 40 C sedimentiert. Das Zellsediment wurde dann abgewo-
gen und mit zwei Gewichtsanteilen 50 mM Kaliumphosphatpuffer (pH 7,5; 4° C)
aufgenommen und wie in 2.2.1. (s. unten) beschrieben weiterverarbeitet.

2.2. Biochemisch-analytische Methoden

Die Gewebe und Tumorzellen wurden entweder sofort nach der Gewinnung fiir den
Enzymassay aufgearbeitet und die Nikotinamidmethylaseaktivitdt anschlieBend
gemessen, oder die Gewebe wurden bis zur Aufarbeitung bei -700 C eingefroren.
Eigene Untersuchungen mit normaler Rattenleber, RLC-Zellen und mit einigen
saliden Hepatomen hatten gezeigt, daB durch das sofortige Einfrieren der Ge-
webe bei -700 C innerhalb einer Einfrierperiode von mindestens sechs Wochen
(ein ldngerer Zeitraum wurde nicht untersucht) kein Verlust der Nikotinamid-
methylaseaktivitat entstand. Diese Ergebnisse sind nicht in einer Abbildung
oder Tabelle dargestellt.

Die soliden Gewebe und die 270 x g Zellsedimente der Ascitesturmorzellen wur-
den abgewogen und fiinf Gewichtsanteile Homogenisationspuffer (50 mM Kalium-
phosphat; pH 7,5; 40 C) hinzugegeben. Die Skelettmuskulatur (Diaphragma) und
Herzmuskulatur der Ratte wurden in kleine Stiickchen geschnitten und mit einem
Ultra-Turrax (Janke & Kunkel, IKA Werk, Staufen-Breisgau) homogenisiert. Die
Suspensionen mit RLC-Zellen, Zajdela Ascites Hepatomzellen sowie Yoshida As-
cites Hepatom AH-130 Zellen wurden mit einem Ultraschalldesintegrator (Braun-
sonic 300s, Braun-Melsungen) in Duran 50 Zentrifugenspitzrihrchen (Schott)
bei maximaler Intensitdt unter permanenter Kiihlung im Eiswasserbad homogeni-
siert, indem die Zellsuspension dreimal fiir 10 Sekunden im Abstand von je-
weils zwei Minuten beschallt wurden. Die Vollsténdigkeit der Homogenisation
der Hepatomzellen wurde mikroskopisch mit der Trypanblauvitalfdrbung liber-
priift. Alle anderen Gewebe wurden mit der Schere zerkleinert und vier- bis
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sechsmal bei 1.500 Umdrehungen/Minute mit einem Teflonstdssel in einem Potter-
Elvehjem Homogenisator (Braun-Melsungen), der im Eiswasserbad gekiihlt wurde,
homogenisiert.

AnschlieBend wurden die Homogenate mit 12.000 x g (10.000 Umdrehungen/Minute)
fiir 10 Minuten bei 40 C in Corex15-Zentrifugenrthrchen im Rotor SS34 zentri-
fugiert. Die Fettschicht, die auf der Oberfldche der zentrifugierten Homoge-
nate aufrahmte, wurde vorsichtig mit der Wasserstrahlpumpe abgesaugt. Die
Oberstdnde wurden dann mit 105.000 x g (50.000 Umdrehungen/Minute) fiir 60 Mi-
nuten bei 49 C im Rotor Ti50 (Beckman Instruments G.m.b.H., Minchen) in einer
Beckman L5-65 Ultrazentrifuge zentrifugiert. In dem frisch prédparierten kla-
ren Cytosol (high speed supernatant) und in den Gewebehomogenaten wurde die
Proteinkonzentration nach der Methode von Lowry et al. (1951) bestimmt. Durch
Zugabe von Homogenisationspuffer wurde in den Cytosolprdparationen eine Kon-
zentration von 6,0 - 12,5 mg Protein/ml (240 - 500 ug Protein/Enzymassay) ein-
gestellt. Die Proteinkonzentration in den zur Enzymaktivitdtsbestimmung ein-
gesetzten Gewebehomogenaten wurde auf 15,0 - 30,0 mg Protein/ml (600 - 1.200
ug Protein/Enzymassay) eingestellt.

Die Nikotinamidmethylaseaktivitdt in den frisch hergestellten Cytosolprédpara-
tionen und Gewebehomogenaten wurde nach der von Hoshino et al. (1982a) be-
schriebenen Methode mit einigen Modifikationen bestimmt: Das Gesamtvolumen
des Reaktionsansatzes zur Enzymaktivititsbestimmung betrug 80 ul. Zu 40 pl
Enzymextrakt (Cytosol oder Homogenat) wurden 40 ul Substratidsung gegeben.
Die Konzentration der Enzymsubstrate im fertigen Reaktionsansatz betrug 5 mM
Nikotinamid (pH 8,6) und 210 pM S-Adenosyl-[methyl-3H]methionin mit einer
spezifischen Radioaktivitdat von 11,8 Ci/mol. AuBerdem enthielt der Ansatz

50 mM Tris-HC1 Puffer (pH 8,6) und 2 mM Dithiothreitol. Die kinetischen Cha-
rakteristika der Nikotinamidmethylase (Kp-Werte fir Nikotinamid und S-Adeno-
sylmethionin; K;i-Werte fiir S-Adenosylhomocystein und 1-Methylnikotinamid,
pH-Optimum, Enzymaktivierung durch Dithiothreitol) sind bereits ausfiihrlich
von Clark et al. (1975a), Hoshino et al. (1982a) und Swiatek et al. (1973)
beschrieben worden. Der lineare Zeitverlauf der Nikotinamidmethylasereaktion
im Lebercytosol unter den in dieser Arbeit angewendeten Reaktionsbedingungen
wurde bereits von Hoshino et al. (1982a) dokumentiert. Abb, 10 (s. S. 81)
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veranschaulicht, daB die Nikotinamidmethylasereaktion auch im Cytosol des
Morris Hepatom 5123tc und des Novikoff Hepatom unter den hier beschriebenen
Reaktionsbedingungen bis zu einer Inkubationsdauer von 30 Minuten linear ver-
Tduft.

Jeder Gewebeextrakt wurde dreifach analysiert. Leerwertinkubationen mit Homo-
genisationspuffer (50 mM Kaliumphosphat; pH 7,5) anstelle von Gewebeextrakt
wurden routinemdBig bei jedem Versuch durchgefiihrt, um die nichtenzymatische
Hintergrundmethylierung des Nikotinamids:zu messen. Die Reaktionsansdtze wur-
den fiir 30 Minuten in Zentrifugenrthrchen (Schott) im Wasserbad bei 379 C
unter permanentem Schittelnmit 90 Oszillationen/Minute inkubiert. Die Reak-
tion wurde durch Zugabe von 320 ul absolutem Ethanol beendet. AnschlieBend
wurden 16 pl einer widssrigen Losung mit 10C mM nichtradioaktivem {~Methylni-
kotinamid als authentischer Standard fiir die Diinnschichtchromatographie zu
der Reaktionsmischung hinzugegeben, Nachdem die Reaktionsansdtze flr eine
Stunde im Eiswasserbad gestanden hatten, wurde das denaturierte Protein durch
Zentrifugation mit 3.000 x g (5.000 Umdrehungen/Minute) fiir 10 Minuten im
Rotor $S34 sedimentiert. 5 ul des klaren alkoholischen Oberstandes wurden auf
Zellulose Diinnschichtchromatographieplatten (Polygram cel 300, 20 x 20 cm,
Machery-Nagel, Dlren) appliziert. Die Platten wurden mit dem von Swiatek et
al. (1973) beschriebenen Laufmittel, das 1-Butanol, Essigsdure und Wasser

(60 : 15 : 25, v/v/v) enthielt, fiir 4 1/2 Stunden entwickelt und anschlieBend
getrocknet. Am Ende der Entwicklung war die Front des Laufmittels 13,5 - 14,0
cm von der Startlinie entfernt. Der Rp-Wert von S-Adenosylmethionin betrug
0,16; der Rp-Wert von 1-Methylnikotinamid war 0,48. Die Position des 1-Methyl-
nikotinamid auf dem Chromatogramm wurde durch UV-Absorption des authentischen
Standards bei 254 nm sichtbar gemacht. Die Flecken, die der Position des 1-
Methylnikotinamid entsprachen, wurden markiert, ausgeschnitten und in Szin-
tillationsgldschen iberflihrt. Das 1-[Methyl-3H]nikotinamid wurde durch ein-
stiindige Inkubation bei 500 C im Trockenschrank mit 0,5 ml 90 %-igem Soluene-
350 Tissue Solubilizer (Packard Instrument Company Inc., I1lionois, U.S.A.)
aus der Zellulose extrahiert. Dann wurden 10 ml Zinser quickszint 501 Triton
Szintillator (Koch light Lab.) hinzugefiihrt, und die Radioaktivitdt wurde in
einem betaszint 5000 Szintiilationsspektrometer gemessen. Als Radioaktivitdts-~
standard wurden bekannte Quantitdten S-Adenosyl- [methyl-3HImethionin (2 nCi;
20 nCi; 50 nCi und 100 nCi} auf Zellulose Dinnschichtchromatographieplatten
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appliziert und wie alle anderen Proben mit 0,5 m1 90 %-igem Soluene-350 Tis-
sue Solubilizer extrahiert. Dann wurden 10 ml Zinser quickszint 501 Triton
Szintillator hinzugegeben und die Radioaktivitdt gemessen. Die Zdhleffekti-
vitdat

counts per minute cpm

cpm
desintegrations per minute dpm betrug 39 %.

Die Leerwertinkubationen mit dem Homogenisationspuffer wurden wie die Haupt-
inkubationen mit dem Enzymextrakt aufgearbeitet, chromatographisch analy-
siert und anschliefend die Radioaktivitdt gemessen. Die Nikotinamidmethylase-
aktivitdt wurde berechnet als nmol synthetisiertes 1-Methylnikotinamid/mg
Protein/30 Minuten.

2.2.2. Inkorporation von {Carbonyl-14CINikotinamid in das [14CINAD und
[14¢)1-MethyInikotinamid in Gewebeschnittkulturen und in Zellkul-
turen mit Ascitestumorzellen sowie RLC-Zellen

Fur die Gewebeschnittkulturexperimente wurden feine Gewebeschnitte mit einer
Dicke von 0,2 - 0,5 mm aus frisch gewonnenen und im Eiswasserbad cekiihlten
Organen oder Hepatomen innerhalb von 5 - 10 Minuten nach der Entnahme aus dem
soeben getGteten Tier mit einer kleinen Prdparierschere und einer scharfen
Rasierklinge (Wilkinson-Sword) hergestellt. Die Inkorporationsexperimente mit
den Ascitestumorzellen wurden unter Verwendung der 270 x g Zellsedimente
durchgefithrt. 100 mg Frischgewicht dieser Zellsedimente enthielten 4,7 x 107
Ehrlich Ascites Tumorzellen; 5,9 x 107 Sarkom 180 Zellen; 5,2 x 107 Yoshida
Ascites Sarkomzellen; 4,5 x 107 Yoshida Ascites Hepatom AH-130 Zellen und

4,9 x 107 Zajdela Ascites Hepatomzellen.

Die metabolischen Inkorporationsexperimente wurden in leicht modifizierter
Form nach der von Hoshino et al. (1982a, 1984) beschriebenen Methode durchge-
fiihrt: Exakt 100 mg Gewebeschnitte bzw. 100 mg Ascitestumorzellsediment mit
65,7 - 168,3 mg Protein/g Gewebefrischgewicht (detaillierte Angaben liber die
Proteinkonzentration in den einzelnen Organen und Tumoren sind in Tab. [ auf-
gelistet, s. S. 47) wurden in einen 25 ml Erlenmeyer-Weithalskolben gegeben,
der 3 m} Eagle's basal Medium, 2 mM L-Glutamin und 36,5 pM [Carbonyl-14CINi-
kotinamid mit einer spezifischen Radioaktivitit von 44,1 Ci/mol (1,67 pCi/ml
Inkubationsmedium) enthielt. Diese Nikotinamidkonzentration im Kulturmedium
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liegt eindeutig in dem fiir verschiedene Gewebe, Blutserum und Zellkulturme-
dien angegebenen physiologischen Konzentrationsbereich von 5 - 100 uM bzw.
nmo1/g Gewebefrischgewicht (Bernofsky, 1980; Buddecke, 1978b; Clark et al.,
1975a; Gerber & Deroo, 1970; Grunicke et al., 1969; Hillyard et al., 1973;
Hoshino et al., 1982a; 1984; Jacobson et al., 1979; Johnson, 1980a; Johnson

& Chiang, 1981; Keller et al., 197t; Mdrki & Greengard, 1966). Die Gewebe-
schnitt- und Ascitestumorzellkulturen wurden im Wasserbad bei 370 C unter per-
manentem Schiitteln mit 90 Oszillationen/Minute in einer Atmosphire aus 95 %

0s und 5 % COp inkubiert. Mit jeder Gewebeprobe wurden Zweifach- bis Vier-
fachinkubationen durchgefiihrt. Nach Beendigung der 90-miniitigen Inkubation
wurden die Gewebeschnittkulturen in das Eiswasserbad transferiert, und das
Medium wurde mit 12 m1 Homogenisationspuffer (50 mM Kaliumphosphat; 100 mM
nichtradiocaktives Nikotinamid; pH 6,0; 40 C) ausgewaschen. Die Kulturen mit
den suspendierten Ascitestumorzellen wurden in Corex 15-Zentrifugenrthrchen
Uberfiihrt, 12 ml Homogenisationspuffer wurden hinzugefiigt, und die Zellen wur-
den durch Zentrifugation mit 270 x g fiir 10 Minuten bei 4° C sedimentiert.

Der Qberstand wurde mit der Wasserstrahlpumpe vorsichtig abgesaugt. Zu den
derart aufgearbeiteten Gewebeschnitten und Ascitestumorzellen wurden dann

0,4 m1 80 %-iger Ethanol gegeben. Die RLC-Zellen, Yoshida Ascites Hepatomzel-
len und die Zajdela Hepatomzellen wurden wie in 2.2.1.1. (s. S. 37) beschrie-
ben mit dem Ultraschalldesintegrator homogenisiert, alle librigen Gewebe und
Ascitestumorzellen wurden im Potter-Elvehjem Homogenisator homogenisiert. Die
Gewebe- und Tumorzellhomogenate wurden fiir eine Stunde im Eiswasserbad gekiihlt;
anschlieBend wurde das durch die Ethanolbehandlung denaturierte Protein durch
Zentrifugation mit 12.000 x g fir 10 Minuten bei 40 C sedimentiert. Zu 200 1
dieses Zellextraktes wurden 10 i1 einer wdssrigen authentischen Standardldsung
fiir die diinnschichtchromatographische Analyse gegeben, die jeweils 100 mM
nichtradicaktives Nikotinamid, NAD und 1-Methylnikotinamid enthielt. 10 ul

des mit der Standardidsung vermischten klaren alkcholischen Zellextraktes
wurden auf Zellulose-Diinnschichtchromatographieplatten (Polygram cel 300,

20 x 20 cm, Machery-Nagel, Diiren) appliziert. Die radioaktiven Substanzen
wurden mit dem von Witholt (1971) beschriebenen Laufmittel aus Zitronensdure,
Ammoniumchlorid, Ethanol und Wasser voneinander getrennt. Die Entwicklungs~
dauer der Platten betrug 3 1/2 Stunden. Die Frontlinie des Laufmittels war

am Ende der Entwicklung 14,0 - 14,5 cm von der Startlinie entfernt. Die Posi-
tionen des Nikotinamid, NAD und 1-Methylnikotinamid auf dem entwickelten
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Chromatogramm wurden durch UV-Absorption bei 254 nm identifiziert. Der Rp-
Wert von Nikotinamid betrug 0,87, der Rg-Wert von NAD 0,09 und der von 1-Me-
thylnikotinamid 0,60. Die Flecken, die den Positionen dieser drei Substanzen
entsprachen, wurden ausgeschnitten. Die Extraktion der radioaktiven Substan-
zen aus der Zellulose und die Radicaktivititsmessung erfolgten wie in 2.2.1.2.
(s. S. 39) beschrieben.

Als Radiopaktivitatsstandard wurden bekannte Quantitaten [Carbony1-14]Niko—
tinamid (4 nCi; 2,5 nCi; 5 nCi und 50 nCi) auf die Dinnschichtchromatogra-
phieplatten appliziert, mit 0,5 m] Soluene-350 Tissue Solubilizer extrahiert,
und die Radioaktivitdt wurde gemessen. Die Z@hleffektjvitdt betrug 81 %. Zur
Bestimmung der Hintergrundradioaktivitdt wurden nicht mit radicaktiver Sub-
stanz versehene Diinnschichtchromatographieplattenflecken mit Soluene~350 Tis~
sue Solubilizer extrahiert, 10 m1 Zinser quickszint 501 Triton Szintillator
hinzugegeben und die Radioaktivitdt gemessen.

Die molaren Fraktionen des ['4CINikotinamid, des [14CJNAD und des ['4C11-Me-
thylnikotinamid wurden unter der Annahme berechnet, daB die spezifische Radi-
oaktivitdt des extra- und intrazelluldren Nikotinamidssowie des NAD und 1-Me-
thylnikotinamidsin den Gewebeschnitten und Tumorzellen identisch sind. Von
Hoshino et al. (1984) wurde bereits gezeigt, daB die dafiir notwendigen Vor-
aussetzungen in den metabolischen Inkorporationsexperimenten mit Gewebeschnitt-
kulturen erfiilit werden: In Rattenleberschnitten, die mit physiologischen und
pharmakologischen {14cINikotinamidkonzentrationen (11,2 yM - 10 mM) in Eagle's
basal Medium inkubiert werden, erreicht die intrazelluldre Konzentration des
radioaktiven [14C]Nikotinamidsbereits 15 Minuten nach Inkubationsbeginn ein
Plateau und bleibt wdhrend der gesamten Inkubationsdauer von 120 Minuten kon-
stant. Khnliches gilt auch fiir die RLC-Zellen, die fir 6 Stunden mit 36,5 pM
[14C]Nikotinamid in minimal essential Medium Eagle inkubiert werden. Die Kon-
zentration des intrazelluldren ['4CINikotinamidsbleibt in den RLC-Zellen widh-
rend der gesamten Inkubationszeit nahezu konstant, wdhrenddessen die Radioak-
tivitdtsinkorporation in das NAD und 1-Methylnikotinamid sowohl in den Rat-
tenleberschnitten als auch in den RLC-Zellen stetig zunimmt (Abb. 15, S. 98)
(Hoshino et al., 1984). Diese Ergebnisse zeigen, daB die Radicaktivitdtsin-
korporation in das [14CINAD und [14C)1-Methylnikotinamid die metabolische Ak-
tivitdt der Gewebeschnitte und der im Kulturmedium suspendierten RLC-Zellen
reprdsentiert und nicht auf Verdnderungen der intrazelluldren Konzentration
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des [14CINikotinamid zuriickzufiihren ist, die vielmehr wihrend der Inkubati-
onszeit nahezu unverdndert bleibt. Die metabolischen Inkorporationsraten
werden ausgedriickt als pmol inkorporierte Substanz (Nikotinamid, NAD und 1-
Methylnikotinamid)/mg Protein/90 Minuten.

Die Inkorporationsexperimente mit den RLC-Zellen wurden folgendermaBen durch-
gefiihrt: Die Zellkulturen wurden mit PBS7 griindlich gespilt, um das Kultur-
medium vollstdndig zu entfernen. Die Zellen wurden anschlieBend bei Zimmer-
temperatur durch Behandlung mit 0,25 %-iger Trypsinldsung vom Flaschenboden
gelost und in PBS7 resuspendiert. Die Zellen von 10 - 25 Kulturflaschen aus
Jjeder Wachstumsphase wurden gesammelt und durch Zentrifugation mit 270 x g
flir 10 Minuten bei 40 C sedimentiert. 100 mg Frischgewicht des Zellsediments
(2,8 x 107 Zellen) mit 66,7 mg Protein/g Zellfrischgewicht wurden in 3 ml
minimal essential Medium Eagle mit Earle's Salzen und 0,1 % MEM non essential
Amino Acids, 2 mM L-Glutamin und 36,5 uM [Carbonyl-14CINikotinamid (44,1 Ci/
mol) suspendiert, Antibiotika und fetales Kdlberserum wurden nicht hinzuge-
fligt. Die Inkubation der Zellen und die Extraktion der radioaktiv markierten
Substanzen wurden wie bereits beschrieben durchgefihrt.

2.2.3. Biosynthese von NAD aus nichtradioaktivem Nikotinamid in Zellkul-
turen mit Ascitestumorzellen

100 mg Ascitestumorzellsediment wurden wie in 2.2.2. (s. S. 40) beschrieben
abgewogen, in 3 ml Eagle's basal Medium mit 2 mM L-Glutamin suspendiert und
fiir 90 Minuten im Wasserbad bei 379 C in einer Atmosphdre aus 95 % 02 und

5 % €02 inkubiert. Das Inkubationsmedium enthielt nichtradioaktives Nikotin-
amid in physiologischen und pharmakologischen Konzentrationen (40 uM - 5 mM).
Nach Beendigung der Inkubation wurden die Zellkulturen in Corex 15-Zentrifu-
genrghrchen liberfiihrt, und 12 m1 Homogenisationspuffer (50 mM Kaliumphosphat;
100 mM Nikotinamid; pH 6,0; 40 C) wurden hinzugefiigt. Die Zellen wurden durch
Zentrifugation mit 270 x g fiir 10 Minuten bei 49 C sedimentiert und wie in
2.2.4. (s. unten) beschrieben fiir den NAD-Assay weiterverarbeitet.

....................................................................

Die Organe eines frisch getdteten Tieres wurden ohne zeitlichen Verzug ent-
nommen, im Eiswasserbad gekiih1t, abgewogen und mit 4 - 9 Gewichtsanteilen
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Homogenisationspuffer (50 mM Kaliumphosphat; 100 mM Nikotinamid; pH 6,0;

40 C) wie in 2.2.1.1. (s. S. 37)beschrieben homogenisiert. Die Bestimmung

der NAD-Konzentration in den Ascitestumorzellen erfolgte unter Verwendung

der 270 x g Zellsedimente, die abgewogen und mit vier Gewichtsanteilen Homo-
genisationspuffer suspendiert wurden. Die Gewebe und Ascitestumorzellen wur-
den sofort nach der Homogenisation fiir 5 Minuten im Wasserbad bei 952 C in-
kubiert. Die Proben wurden danach fiir 15 Minuten im Eiswasserbad abgekiihit.
Das durch die Hitzebehandlung denaturierte Protein wurde dann durch Zentri-
fugation mit 3.000 x g fir 10 Minuten sedimentiert. Die Bestimmung der NAD-
Konzentration (NAD* und NADHp) in dem klaren Oberstand wurde nach der von
Nisselbaum & Green (1969) angegebenen enzymatischen Methode mit Alkoholdehy-
drogenase durchgefiihrt. Die Konzentration der Substanzen in dem Reaktionsan-
satz (Gesamtvolumen 3 ml) betrug: 65 mM Glycylglycinpuffer (pH 7,4); 100 mM
Nikotinamid; 330 mM Ethanol. Der Reaktionsansatz enthielt 0,25 mg 3(4,5-Di-
methylthjazoly1-2)-2,5-diphenyltetrazoliumchlorid; 0,8 mg Phenazinmethosulfat
und 3 mg lyophilisierte Alkoholdehydrogenase von der Hefe. Der Reaktionsan-
satz wurde fiir 10 Minuten bei 379 C vorinkubiert. Die Reaktion wurde durch
Zugabe von 100 ul Testl1dsung (Standardldsung oder Gewebeextrakt) gestartet.
Dije Extinktionszunahme wurde bei 556 nm im Spektrophotometer Gilford 240 ge-
messen. Jede Probe wurde zweifach analysiert. Als Standard dienten eine 10 pM
und 20 uM NAD-Losung in 65 mM Glycylglycinpuffer (pH 7,4). Leerwertinkubatio-
nen wurden mit Homogenisationspuffer anstelle von Testldsung durchgefiihrt.
Die NAD-Konzentration in den Geweben wurde berechnet als nmol NAD (NAD* und
NADH,)/mg Protein,

Als Referenzbasis zum Vergleich der Nikotinamidmethylaseaktivitdt, der NAD-
und 1-Methylnikotinamidsyntheseraten sowie der NAD-Konzentration in den ver-
schiedenen Organen und Tumoren wurde die Proteinkonzentration im Homogenat
und im Cytosol gemessen. Die Cytosole und Gewebehomogenate wurden in einer
Verdiinnungsreihe mit Wasser 1 : 50; 1 : 100 und 1 : 200 verdiinnt. Die Prote-
inbestimmung wurde nach der von Lowry et al. (1951) angegebenen Methode mit
dem Folin-Ciocalteus Phenolreagenz durchgefiihrt. Die Extinktion wurde bei

546 nm im Eppendorf Photometer gemessen. Als Standard diente eine Rinderse-
rumalbuminlgsung. Leerwertbestimmungen wurden mit Wasser anstelle von Gewebe-
extrakt durchgefuhrt. In Tab. I (s. S. 87) ist die Verteilung der Protein-
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konzentration im Homogenat der untersuchten Organe und Tumoren angegeben.

2.2.6. Zellzdhlung

e ————

Die 270 x g Zelisedimente der Ascitestumorzellen und RLC-Zellen wurden in de-
finierten Volumina Ringerldsung (154 mM NaCl; 5,6 mM KC1 und 2,3 mM CaClp)
suspendiert und die Zellen unter dem Mikroskop in der Neubauer Zihlkammer
ausgezdahlt (Rick, 1977). Zur Bestimmung des Prozentsatzes der mitotischen
Zellen in den RLC-Kulturen wurden die Zellen in den Kulturflaschen an ver-
schiedenen Stellen in jeweils einem Gesichtsfeld bei 400-facher VergroBerung
unter einem Olympus Phasenkontrastauflichimikroskop ausgezdhlt (s. dazu auch
die Ausfithrungen in 3.4.%1., S. 89). Zur Bestimmung der Zellzahl in den RLC-
Kulturen wurden die Zellen von einzelnen Zellkulturflaschen durch Trypsinbe-
handlung vom Flaschenboden geldst, in Ringerldsung suspendiert und durch Zen-
trifugation mit 270 x g fir 10 Minuten sedimentiert. Die Ringerldsung wurde
mit der Wasserstrahlpumpe abgesaugt. Zu dem Zellsediment wurden erneut bekann-
te Volumina Ringerldsung gegeben, Die RLC-Zellen wurden resuspendiert und in
der Neubauer-Zihlkammer gez&hlt.

2.2.7. Chemikalien

1-Methyinikotinamid, NAD, Dithiothreitol und L-Glutamin wurden von der Firma
Sigma Chemie G.m.b.H., Minchen, bezogen.

Das Nikotinamid und absoluter Ethanol (pro analysi) waren Produkte der Firma
Merck G.m.b.H., Darmstadt.

S-Adenagsyimethionin und die lyophilisierte Alkoholdehydrogenase von der Hefe
wurden bei Boehringer G.m.b.H., Mannheim, gekauft.

3(4,5-Dimethylthiazoly1-2)-2,5-diphenyltetrazoliumchlorid und Phenazinmetho-
sulfat waren Produkte der Firma Serva Feinbiochemica G.m.b.H. & Co., Heidel-
berg.

Das [Carbony]-14C]Nikotinamid (spezifische Radicaktivitdt 56 Ci/mol)} und S-
Adenosy]-[methy1-3H]methionin mit einer spezifischen Radioaktivitdt von
15 Ci/mol wurden von Amersham Buchler G.m.b.H. & Co. KG, Braunschweig bezogen,
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Alle anderen Chemikalien fir Puffer, Reagenzitsungen und Diinnschichtchroma-
tographielaufmittel waren von der Firma Merck G.m.b.H., Darmstadt. Diese
Produkte hatten den Reinheitsgrad pro analysi.
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Tab, I: Proteinkonzentration in normalen Organen der Ratte und der Maus sowie in verschiedenen Tumoren

Alter Proteinkonzentration
Gewebe {Tage} fmg Prot./q fiewebefrischgewicht)
Ratte:  Leber - 3 (3) 109,1 + 5,8
-1 (6) 11,8+ 8,9
+ 1 (6) 134,4 + 8,5
+ 7 (6) 142,6 + 11,3
+ 14 (6) 151,1 ¢+ 10,3
+ 28 (6) 155,6 + 11,3
+ 62 (5) 168,3 » 7,8
Niere - 1 (6) 70,0+ 9,7
+ 1 (6) 68,7 + 7,0
+ 7 (6) 82,9+ 6,6
« 14 (6) 99,4 + 9,2
+ 28 (6) 108,2 + 4,9
+ 62 (5) 17,2+ 7,6
Gehirn (GroBhirn- - 1t (6) 65,7 + 6,8
hemispihren} + 1 (6) 66,8 + 1,9
+ 7 (8) 63,3 +.2,7
+ 14 (6) 83,4+ 5,4
+ 28 (6) 90,0 + 7,0
+ 62 (5) 96,6 + 3,0
Pancreas + 62 (3) 142,0 + 7,8
Nebenniere + 62 (3) 142,0 + 8,4
Morris Hepatom 9618A (3) 117,9 + 26,0
Morris Hepatom 9121 (4) 101,2 + 13,7
Morr{is Hepatom 5123tc (3) 113,6 + 27,7
Morris Hepatom 7777 (4) 11,9 + 14,9
Morris Hepatom 3924 ()] 103,0 + 11,3
Novikoff Hepatom (4) 78,1+ 9,6
Yoshida Hepatom AH-130 {4) 107,0 ¢ 7,2*
Yoshida Sarkom (4) 113,6 + 21,5*
Zajdela Hepatom (5) 184,9 + 9,9*
RLC-Zellen (3) 66,7 + 9,2*
Maus: Leber + 50 (6) 159.8 + 20,2
Niere + 50 (6) 110,1 + 14,2
Gehirn + 50 (6) 89,8 + 13,4
Ehrlich Ascites Yumor (6) 86,0 + 19,3*
Sarkom 180 (6) 103,7 + 18,7

Die Proteinkonzentration im Homogenat verschiedener Organe und Tumoren von Ratte und Maus wurde nach der von
Lowry et al. (1951) angegebenen Methode gemessen. Die Daten sind die Mittelwerte + Standardabweichungen von
3 - 6 einzelnen Geweben. In Klammern ist die Anzahl der untersuchten Gewebe angegeben.

* Die Tumorzellen wurden durch Zentrifugation mit 270 x g fiir 10 Minuten sedimentiert, und das Tumorzellse-
diment von jedem einzelnen tumortragenden Tier sowie das Sediment von finf Zellkulturen mit RLC-Zellen wur-
denabgewogen.,



48

3. ERGEBNISSE

3.1. Nikotinamidmethylierung in verschiedenen Organen der erwachsenen
Ratte und Maus

3.1.1. Verteilung der Nikotinamidmethylaseaktivitdt in normalen Organen
der Ratte und der Maus

Im Cytosol verschiedener Organe von erwachsenen Wistar-Ratten wurde die Niko-
tinamidmethylaseaktivitidt gemessen. Tab. Il (S. 49) zeigt, daB das Rattenle-
bercytosol von allen getesteten Organcytosolprdparationen die hGchste Niko-
tinamidmethylaseaktivitdt hat. Tab. Il demonstriert, daB sich die Nikotinamid-

methylaseaktivitdt im Lebercytosol der weiblichen Ratten praktisch nicht von
der der mdnnlichen Ratten unterscheidet.

Die Nikotinamidmethylaseaktivitdt im Cytosol der Nebenniere betrdgt 14 %, die
im Cytosol des Pancreas 13 % der Rattenleberaktivitdt. Die Rattenniere besitzt
nur 8 % der Enzymaktivitdt der Leber. Ein dhnliches Verhdltnis von Rattenleber-
aktivitdt zu Rattennierenaktivitdt wurde von Clark et al. (1975) und Hoshino
et al. (1982a) gefunden. Rattennierenhomogenat hat eine Nikotinamidmethylase-
aktivitdt, die 15 % derjenigen des Rattenleberhomogenates betrdgt (s. Tab. III

S. 50).

Die Nikotinamidmethylaseaktivitat im Cytosol von Thymus, Milz, Gehirn und Lun-
ge ist noch niedriger als in der Niere und betrdgt weniger als 4 % der Ratten-
leberaktivitdt. In Herzmuskulatur, Skelettmuskulatur, Schilddriise sowie im
Blutserum der Ratte wurde ebenfalls eine duBerst niedrige Nikotinamidmethylase-
aktivitdt gemessen.

In Tab. 1l ist auBerdem die Verteilung der Nikotinamidethylaseaktivitat im Cy-
tosol verschiedener Organe von erwachsenen NMRI-Mausen zusammengefaSt.

Der entscheidende Unterschied im Vergleich zu den mit den Rattenorganen erho-
benen Befunden ist die Tatsache, daB die Nikotinamidmethylaseaktivitdat im Cy-
tosol der Mausleber nur etwa 10 % der Rattenleberaktivitdt betrdgt. Es wurde
kein bedeutsamer Unterschied in der Nikotinamidmethylaseaktivitdt des Leber-
cytosols zwischen den midnnlichen und weiblichen Mausen festgestelit. Die En-
zymaktivitdt im Homogenat der Mausleber betrdgt 22 % der Enzymaktivitdt im
Rattenleberhomogenat (Tab. III, S. 50).
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Tab. II: Verteilung der Nikotinamidmethylaseaktivitdt im Cytosol van
normalen Organen der Ratte und der Maus

Nikotinamidmethylaseaktivitat
[nmol t-Methylnikotinamid/mg Prot./30 min.)

Ratte: « Leber (5)
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Mensch: Serum (3) < 0,05

Im Cytosol verschiedener Organe von Ratte und Maus sowie im Blutserum von
Ratte, Maus und Mensch wurde die Nikotinamidmethylaseaktivitdt wie in
2.2.1. (s.S. 37) beschrieben gemessen. Die Daten sind die Mittelwerte ¢
Standardabweichung von 3 - 12 einzelnen Cytosolprdparationen oder Seren.
In Klammern ist die Anzahl der untersuchten Gewebe angegeben.

* Die Organe von drei Tieren wurden zu einem Pool zusammengefaBt und gemein-
sam analysiert.

2 Nebennierenrinde und -mark wurden gemeinsam analysiert.

b Gewebe aus dem Bereich der beiden GroS8hirnhemisphdren wurde fiir die Analy-
sen verwendet.

€ Zwerchfellmuskulatur wurde fiir die Analysen verwendet.
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Tab. IIT: Nikotinamidmethylaseaktivitdt im Leber- und Nierenhomogenat der
erwachsenen Ratte und Maus

Nikotinamidmethylaseaktivitat
{nmol 1-Methylnikotinamid/mg Prot./30 min.]

Ratte: Leber (6) 2,7 + 1,3
Niere (6) 0,4 + 0,3
Maus: Leber (3) 0,6 = 0,3
Niere {3) 0,3 = 0,1

Im Leber- und Nierenhomogenat von erwachsenen weiblichen Ratten und Mdusen
wurde die Nikotinamidmethylaseaktivitdt wie in 2.2.1. (s. S. 37) beschrieben
gemessen. Die Ergebnisse sind die Mittelwerte :+ Standardabweichung von drei
oder sechs einzelnen Homogenaten. In Klammern ist die Anzahl der untersuch-
ten Gewebe angegeben.

Die Nikotinamidmethylaseaktivitdt im Mausnieren- und Nebennierencytosol ist
nur geringfiigig.- niedriger als in der Mausleber und ist vergleichbar mit
derjenigen der Rattenniere und Nebenniere. In der Mauslunge betrdgt die En-
zymaktivitdt 33 %, im Gehirn weniger als 20 % der Mausleberaktivitdt. Milz,
Thymus und Pancreas der Maus sowie Blutseren von Maus und Mensch (junge ge-
sunde Probanden: ¢ 25 Jahre; ¢ 23 Jahre; « 21 Jahre) haben praktisch keine
meBbare Nikotinamidmethylaseaktivitdt.

3.1.2. Inkorporation von [14C]Nikotinamid in das [14CINAD und [14C11-Methyl-
nikotinamid in Gewebeschnittkulturen mit normalen Organen der Ratte
und _der Maus

Um zu iiberpriifen, ob das Verteilungsmuster der Nikotinamidmethylaseaktivitdt
im Cytosol von normalen Ratten- und Mausorganen die tatsdchliche Biosynthese
von 1-Methyinikotinamid in den intakten lebenden Zellen reflektiert, wurden
frisch prédparierte Gewebeschnitte dieser Organe mit einer physiologischen
('4CINikotinamidkonzentration (36,5uM) (Bernofsky, 1980; Buddecke, 1978b;
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Clark et al., 1975a; Grunicke et al., 1969; Hillyard et al., 1973; Hoshino
et al., 1982a, 1984; Jacobson et al., 1979; Johnson, 1980a; Johnson & Chiang,
1981; Keller et al., 1971; Mdrki & Greengard, 1966) unter standardisierten
Bedingungen in einem chemisch eindeutig definierten Kulturmedium inkubiert,
Es wurde die Aufnahme des ['4C)Nikotinamids in die Gewebeschnitte und die Ra-
dioaktivitdtsinkorporation in das [14C]1-Methy1nikotinamid und [14CINAD ge-
messen. In diesem Versuchssystem kann der physiologische Nikotinamidmetabo-
1ismus der lebenden Zellen ohne bedeutende Verluste der Stoffwechselaktivi-
tdt analysiert werden (E1linger, 1948; Hoshino et al., 1982a; Perlzweig et
al., 1943; Williams & Wilson, 1978).

Da die absolute zelluldre Aufnahme des ('#CINikotinamids in die Gewebeschnit-
te der verschiedenen Organe variiert (Tab. IV, S. 53), und die absoluten
[14C]NAD- und [14C]1-Methy]n1kot1nam1d1nkorporat1onsraten aufer von der bio-
synthetischen Kapazitdt der Zellen natlirlich auch von der absoluten [14C]Ni-
kaotinamidaufnahme in die Zellen abhdngen, wurden zusdtzlich die Quotienten
der Inkorporationsraten

{14CINAD o NAD o [4c)1-Methiynikotinamid _ 1-MNAM
(14CINikotinamid  NAM t*4ciNikotinamid NAM

gebildet. Diese Quotienten sind ein MaB fiir die relativen (d.h, auf die Ni-
kotinamidaufnahme bezogenen) Inkorporationsraten von NAD und 1-Methylniko-
tinamid. Je groBer der Wert des Quotienten

%%% und
ist, desto gréBer sind die relativen Inkorporationsraten von NAD und 1-Me-
thylinikotinamid in den entsprechenden Gewebeschnittkulturen. Vergleicht man
die relativen NAD- und 1-Methylnikotinamidinkorporationsraten der Gewebe-
schnittkulturen verschiedener Organe miteinander, so hat dies den Vorteil,
daB dieser Vergleich nicht wie derjenige der absoluten Inkorporationsraten
von der von Organ zu Organ variierenden Nikotinamidaufnahme beeinfiuBt wird.
Dadurch wird die quantitative Vergleichbarkeit der NAD- und 1-Methylnikotin-
amidsynthesekapazitdt der verschiedenen Gewebe objektiviert.

1-MNAM
“NAR T

Tab, IV (S. 53) zeigt, daB die Gewebeschnittkulturen mit den verschiedenen
Rattenaorganen deutliche Unterschiede in der absoluten [T4CINAD Inkorpora-
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tionsrate aufweisen. Die Leber hat die hochste absolute [14C]NAD-Inkorpora-
tionsrate von allen untersuchten Organen, wobei es zwischen der Leber der
mannlichen und weiblichen Ratten keinen Unterschied gibt. Die MAD-Synthese-
rate der Niere betrdgt 74 %, die des Gehirns 29 % der Inkorporationsrate der
Leber. Diese Reihenfolge der NAD-Synthesekapazit&t in Rattenorganen korres-
pondiert gut mit den in der Literatur publizierten Ergebnissen (Blake et al.,
1967; Blake & Kun, 1971; Gerber & Deroo, 1970). Aus dem Vergleich der Quo-
tienten

NAD
NAM

geht hervor, daB die relative NAD-Syntheserate der Niere 81 % derjenigen der
Leber ausmacht. Die relative NAD-Inkorporationsrate des Gehirns, der Neben-
niere und des Pancreas betrdgt weniger als 25 % derjeniger der Leber (Tab.
1v, S. 53).

In Abb. 3 (S. 54) ist das Dinnschichtchromatographieprofil der Produkte des
[?4C]Nikotinamidsin einer Gewebeschnittkultur mit Rattenleber dargestellt.
Dieses zeigt, daB das 1-Methylnikotinamid das wichtigste Produkt des Niko-
tinamidsneben dem NAD in den Rattenleberschnitten ist. Andere Produkte wur-
den nicht nachgewiesen. Rattenleberschnitte weisen von allen untersuchten
Organschnitten die hdchste absolute 1-Methylnikotinamidinkorporationsrate
auf, wobei es ebensowenig wie bei der cytosolischen Nikotinamidmethylaseak-
tivitdt einen statistisch signifikanten Unterschied zwischen der Leber der
mannlichen und der weiblichen Ratten gibt. Es fallt auf, daB die 1-Methylni-
kotinamidinkoporationsrate in den Leberschnitten von verschiedenen Ratten
sehr unterschiedlich ist. Die Variationsbreite der [14C]1-Methylnikotinamid-
inkorporationsrate in den Lebern der mannlichen Ratten reicht von 11,5 -
22,7 pmol 1-Methylnikotinamid/mg Protein/90 Minuten, in den Lebern der weib-
lichen Ratten von 9,7 - 53,6 pmol 1-Methylnikotinamid/mg Protein/90 Minuten.
Im Gegensatz zu der grofen interindividuellen Variabilitdt zeigen Gewebe-
schnittkulturen von einer Leber sehr genau Ubereinstimmende 1-Methylnikotin-
amidsyntheserate. £ine d@hnliche Beobachtung wurde bereits von Ellinger (1948)
und Perlzweig et al. (1943) gemacht. Diese Autoren berichteten auBerdem, daf
die unterschiedliche 1-Methylnikotinamidsyntheserate in den Leberschnitten
verschiedener Ratten sehr gut mit der 1-Methylnikotinamidausscheidung im Urin
der Tiere zu Lebzeiten korreliert.
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Tab, IV: Zellulire Aufnahme von ['4CiNikotinamid und metabolische Inkorporation des {14C|Niketinamid in das
{14CINAD und {14C]1-Methylnikotinamid in Gewebeschnittkulturen mit normalen Organen der erwachsenen

Ratte und Maus

absolute Inkorporationsraten relative
[pmo1/mg Protein/30 Minuten] Inkorporationsraten
Nikotinamid NAD 1-MethyIni-
. N NAD 1-MNAM 1-MNAM
kotinamid v “RAT—
(NAM) { 1-4NAM) N
Ratte: « Leberd (4) 93,5 + 16,2 122,7 + 40,5 16,8+ 5,4 1,23 0,17 0,14
? Leberd (6) 11,1 » 27,8 130,7 ¢ 36,2 26,1 ¢+ 18,4 1,18 0,23 0,20
Nebenniere (3)* 173,9 + 23,2 31,0 £ 4,9 7.0+ 1,4 0,18 0,04 0,23
Pancreas  {3) 198,6 = 41,6 54,2 + 4,2 3,5+ 0,7 0,27 0,02 0,06
tiered (3) 102,84+ 8,5 97,3 ¢+ 4,7 2,0t 0,2 0,95 0,02 0,02
GehirnC (3) 157,4 + 47,6 37,3+ 8,3 2,5+ 0,2 0,24 0,02 0,07
Maus: ¢ Leber? (6) 203,8 ¢+ 28,8 61,9+ 8,8 75+ 2,5 0,30 0,05 0,12
Niered {3) 271,8 + 22,7 74,5 + 16,4 1,5+ 0,5 0,27 <0,01 0,02
Gehirn® (3) 298,84 &+ 26,7 37,9+ 5,6 1,4+ 0,2 0,13  <0,01 0,04

100 mg Gewebeschnitte verschiedener Organe von Ratte und Maus wurden filr 90 Minuten bei 372 C in 3 m) Fagle's
basal Medium mit 2 mM L-Glutamin und 36,5 uM (14C1Nikotinam(d in efner Atmosphire aus 95 % 0y und 5 % €Oy in-
kubiert, Die radicaktiven Produkte wurden mit der Dinnschichtchromatographie analysiert. Die Daten reprdsen-

tieren die Mittelwerte : Standardabweichung von 3 - € einzelnen Crganen, In Klammern ist die Anzahl der unter-

suchten Organe angegeben,

* Es wurden drel Poole mit den gesammelten Nebennieren von jeweils fiinf Ratten analysiert, Die Nebennieren-
schnitte wurden aus Rinde und Mark hergestellt.

2 Die Leberschnitte wurden aus dem rechten Leberlappen hergestellt.

b Die Nierenschnitte wurden aus der Nierenrinde hergestellt.

€ Die Gehirnschnitte wurden aus dem frontalen und parietalen Cortex hergestellt,
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Abb. 3: Diinnschichtchromatographieprofil der Produkte des [14CINikotinamids
in Rattenleberschnitten,

100 mg Rattenleberschnitte wurden fiir 90 Minuten bei 370 C in 3 ml Eagle's
basal Medium mit 2 mM L-Glutamin und 36,5 uM [14CINikotinamid (44,1 Ci/mo1)
inkubiert. 10 pl des alkoholischen Zellextraktes wurden auf Zellulose Dinn-
schichtchromatographieplatten mit dem von Witholt (1971) beschriebenen Lauf-
mittel aus Zitronensdure, Ammoniumchlorid, Ethanol und Wasser entwickelt.
Die Positionen der nichtradioaktiv markierten authentischen Standardsubstan-
zen, die durch UV-Absorption bei 254 nm identifiziert wurden, sind durch die
Balken (1 = NAD; 2 = 1-Methylnikotinamid; 3 = Nikotinamid) gekennzeichnet.
Das Chromatogramm wurde in 0,5 cm breite Streifen geschnitten und die Radio-

aktivitdt gemessen.
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Die absolute 1-Methylnikotinamidinkorporationsrate der Nebennieren- und Pan-
creasschnittkulturen betrdgt 27 % bzw. 13 % derjenigen der Rattenleber. Nie-
ren- und Gehirnschnittkulturen synthetisieren weniger als 10 % 1-MethylIniko-
tinamid im Vergleich zu Leberschnitten. Alle untersuchten non-hepatischen
Rattenorgane haben eine relative 1-Methylnikotinamidsyntheserate, die weni-
ger als 20 % derjenigen der Leber ausmacht.

Wie bereits in der Einleitung ausfiihrlich dargestellt wurde und wie Abb. 3
nochmals demonstriert, sind 1-MethylInikotinamid und NAD die beiden wichtig-
sten Produkte des Nikotinamids (Bernofsky, 1980; Dietrich, 1971; Hoshino et
al., 1984; Jdohnson, 1980; Johnson & Chiang, 1981; Kating & Drephal, 1974;
Olivera & Ferro, 1982). Deshalb wurde aus den (14C]I-Methylnikotinamid- und
[14C]NAD-Inkorporationsraten der Quotient

{14C] 1-MethyInikotinamid _ 1-MNAM
[(14CINAD NAD

gebildet, um AufschluB iber die quantitative Bedeutung der zeliulédren 1-Me-
thylnikotinamidsynthese im Vergleich zur NAD-Synthese in den verschiedenen
Organen zu gewinnen.

Tab. IV zeigt, daB mit 36,5 uM {14CINikotinamid im Kulturmedium in allen un-
tersuchten Organen die Inkorporationsrate in das [14C]1-Methy1n1kot1nam1d
niedriger ist als in das [T4CINAD. Leber-und Nebennierenschnitte haben die
hdchste auf die [V4CINAD-Inkorporationsrate bezogene [14C]1-Methyinikotin-
amidsyntheserate, wihrend die von Pancreas und Gehirn weniger als 35 % derje-
nigen der Leber betrdgt. Die Niere zeigt von allen untersuchten Rattenorga-
nen die niedrigste 1-Methylnikotinamidsyntheserate in Relation zur NAD-Syn-
theserate.

Es gibt somit keine einheitliche Beziehung zwischen der (14CINAD- und [14C]-
1-Methylnikotinamidinkorporationsrate in den Gewebeschnittkulturen mit ver-
schiedenen Organen. Vielmehr zeigen die Ergebnisse, daB die 1-Methylnikotin-
amidsyntheserate im Vergleich zur NAD-Synthesrate in allen Organen mit Aus-
nahme der Leber und Nebenniere relativ niedrig ist.

In den Gewebeschnittkulturen mit Mausorganen ist die zelluldre [14C]Nikotin-
amidaufnahme hgher als in den entsprechenden Rattenorganen (Tab. IV, S. 53).
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Die absolute und die relative NAD-Syntheserate in der Mausleber und Maus-
niere sind ungefdhr doppelt so hoch wie im Gehirn. Dieses Ergebnis steht
im Einklang mit den Resultaten von Kaplan et al., (1956).

Die absolute und die relative 1-Methylinikotinamidinkorporationsrate in den
Gewebeschnittkulturen mit Mausieber betragen nur 29 % bzw. 22 % derjenigen
mit Rattenleber. Mausniere und Mausgehirn synthetisieren [14C]1-Methy1niko-
tinamid mit vergleichbaren Raten wie Rattenniere und Rattengehirn.

Zusammenfassend kann also festgehalten werden, daB die zelluldre [(14C}1-Me-
thy]nikotinamidihkorporationsrate in Gewebeschnittkulturen mit verschiedenen
Ratten- und Mausorganen, die mit 36,5 uM [14CINikotinamid (44,1 Ci/mol) inku-
biert wurden, das Verteilungsmuster der cytosolischen MNikotinamidmethylase-
aktivitdt reflektiert: Rattenleber hat von allen untersuchten Organen die
groBte Nikotinamidmethylierungskapazitdt, sowohl im Nikotinamidmethylaseassay
als auch in den Gewebeschnittkulturexperimenten (Tab. II, S. 49; Tab. III,

S. 505 Tab. IV, S. 53). Ferner zeigen diese Untersuchungen, daB Mausleber und
verschiedene non-hepatische Organe von Ratte und Maus Nikotinamid in erheb-
lich geringerem Umfang als Rattenleber methylieren.

3.2.3. Verteilung der NAD-Konzentration in normalen Organen der Ratte und
der Maus

Im vorhergehenden wurde gezeigt, daB die Unterschiede in der Nikotinamidmethy-
lierungskapazitdt von verschiedenen normalen Ratten- und Mausorganen sehr
betrdchtlich sind (Tab. II - IV). In der Einleitung wurde bereits dargestellt,
daB die zelluldre Nikotinamidkonzentration diejenige der zelluldren Pyridin-
nucleotide entscheidend mitbestimmt (Bernofsky, 1980; Johnson, 1980a; Hoshi-
no et al., 1984), und daB die Nikotinamidmethylierung fiir ein wichtiges ho- -
mdostatisches Regulativ in der Aufrechterhaltung einer optimalen humoralen

und zelluliren Nikotinamidkonzentration gehalten wird (Bernofsky, 1980;
Dietrich, 1971; Gholson, 1968). Es wurde daher untersucht, welche Beziehung
zwischen der Nikotinamidmethylaseaktivitdt und der zelluldren NAD-Konzentra-
tion in den einzelnen Organen besteht.
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Abb, 4: NAD-Yonzentration in normalen Organen der erwachsenen Ratte und Maus und in anaplastischen non-hepa-
tischen Ascitestumorzellen.
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Die Tiere wurden getdtet und die Organe und Tumorzellen sofort anschiieBend fiir den NAD-Assay weiterverar-
' beitet. Die NAD-Bestimmung wurde nach der “ethode von Nisselbaum & Green {1969) durchgefiihrt, Die Daten re-
i prisentieren die Mittelwerte ¢+ Standardabweichung von 4 - 11 einzelnen Organen bzw. den Ascitestumorzellen
der tumortragenden Tiere. In Klammern ist die Anzah) der untersuchten Proben angegeben.

A = Ratte: 1 - Leber (11) 8 = Maus: 6 - Leber (1)

i 2 - Nebenniere (Rinde und Mark)  (5) 7 - Niere (1)

1; 3 - Pancreas ()] 8 - Gehirn (GroBhirnhemisphiren) (11)
4 - Gehirn (GroBhirnhemispiren) (11)

€ = Tumoren: 9 - Ehrlich Ascites Yumor (10}
10 - Sarkom 180 (10)
11 - Yoshida Ascites Sarkom (4)

i
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In Abb. 4 (S. 57) ist die Verteilung der NAD-Konzentration in verschiedenen
Organen von Ratte und Maus sowie in einigen anaplastischen non-hepatischen
Ascitestumoren gezeigt. Die Unterschiede in der NAD-Konzentration zwischen
den verschiedenen Rattenorganen sind relativ gering. In allen analysierten
Rattengeweben Tiegen die Mittelwerte der NAD-Konzentration in einem Bereich
von 3,0 - 4,0 nmol NAD* und NADHy/mg Protein. Lediglich im Pancreas ist die
NAD-Konzentration niedriger (2,0 nmol/mg Protein). Bei der Maus liegen die
Mittelwerte der NAD-Konzentration in den verschiedenen Geweben ebenfalls
dicht beieinander (3,5 - 4,5 nmol NAD/mg Protein). Sowohl bei der Ratte als
auch bei der Maus weist die Niere die hochste NAD-Konzentration von allen
untersuchten Geweben auf. Mausgehirn hat eine hdhere NAD-Konzentration als
Rattengehirn, wogegen die NAD-Konzentration in den Lebern der beiden Spezies
sehr ghnlich ist.

Es konnte keine Beziehung zwischen der NAD-Konzentration in den untersuchten
Geweben und der NAD-Inkorporationsrate in den entsprechenden Gewebeschnitt-
kulturexperimenten festgestellt werden. Obwohl beispielsweise das Gehirn so-
wohl bei der Ratte als auch bei der Maus in den Gewebeschnittkulturexperi-
menten eine niedrige ['4CINAD-Inkorporationsrate zeigt, unterscheidet sich
die NAD-Konzentration des Gehirns nicht wesentlich von der der Leber und Nie-
re, die wiederum eine hohe [14CINAD-Inkorporationsrate haben (Tab. IV, S.53,
Abb. 4, S. 57).

AuBerdem gibt es keine ersichtliche Beziehung zwischen der NAD-Konzentration
in den einzelnen Organen und ihrer Kapazitdt, Nikotinamid zu methylieren.
Die NAD-Konzentration in den analysierten Organen unterscheidet sich ledig-
lich maximal um den Faktor 2, wahrend sich die Nikotinamidmethylaseaktivitdt
und die [14C]1-Methy]nikotinamidinkorporationsrate in den Gewebeschnittkultu-
ren dieser Organe bis um den Faktor 50 unterscheiden (Tab. Il, S. 49, Tab.
II1, S. 50, Tab. 1V, S. 53, Abb. 4, S. 57). Dabei kontrastiert die hohe Ni-
kotinamidmethylierungskapazitdt der Rattenleber mit der niedrigen Nikotin-
amidmethylaseaktivitdt und {4C)1-MethyInikotinamidsyntheserate der Mausle-
ber, obwohl die NAD-Konzentration der Rattenleber nicht von der der Mausle-
ber differiert. Analoges gilt auch fiir den Vergleich von Rattenleber mit
Rattenniere oder von Rattenleber mit Rattengehirn.
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3.2. Verdnderung der Nikotinamidmethylierung wihrend der fetalen und
postnatalen Entwicklung o )

3.2.1. Veridnderung der Nikotinamidmethylaseaktivitdt in Leber, Niere und

.............................................................

Abb. 5 (S. 60) illustriert die Veridnderung der cytosolischen Nikotinamidme-
thylaseaktivitdt in Leber, Niere und Gehirn der Ratte wdhrend des Entwick-
lungsabschnittes vom 19, Schwangerschaftstag (Feten drei Tage vor der Geburt)
bis zum 62. Lebenstag, an dem die weiblichen Tiere bereits geschlechtsreif
sind.

Das wichtigste Ergebnis dieser Untersuchung ist die Tatsache, daB die fetale
Rattenleber drei Tage vor der Geburt eine Nikotinamidmethylaseaktivitdt auf-
weist, die mit 0,2 + 0,1 nmol synthetisiertem 1-Methylnikotinamid/mg Prote-
in/30 Minuten nur ungeféhr 2 % der Enzymaktivitdt der erwachsenen Rattenle-
ber betrdgt. Bereits einen Tag vor der Geburt (21. Schwangerschaftstag) steigt
die Nikotinamidmethylaseaktivitdt der fetalen Rattenleber auf einen Wert von
2,6 =+ 0,6 nmol synthetisiertes 1-Methylnikotinamid/mg Protein/30 Minuten,
also 28 % der Enzymaktivitdt der adulten Leber. Der progrediente Anstieg der
hepatischen Nikotinamidmethylaseaktivitdt setzt sich in der frilhen postpartu-
alen Entwicklungsphase der Ratten fort. Wenn die Ratten ein Alter von vier
Wochen erreicht haben, ist die hepatische Nikotinamidmethylaseaktivitdt be-
reits auf dem Stand der erwachsenen Rattenleber, Ein sehr dhnlich verlaufen-
der Anstieg der Enzymaktivitdt wie im Cytosol wird auch im Leberhomogenat im
Verlaufe der fetalen und postnatalen Rattenentwicklung beobachtet (Tab. V,

S. 61). Es kommt also in der Rattenleber wdhrend des Entwicklungsabschnittes
von drei Tagen vor der Geburt bis zum 28. Lebenstag, wahrenddessen eine Viel-
zahl sehr komplexer, parallel wirkender Proliferations- und Zelldifferenzie-
rungsprozesse ablaufen (s. dazu die Ausfiihrungen in 4.3., S. 110, und 4.4,,
S. 114), zu einem Anstieg der cytosolischen Nikotinamidmethylaseaktivitat

um das 47-fache des Ausgangswertes.

Im Gegensatz zur Leber wurde in der Rattenniere wdhrend der fetalen und post-
natalen Entwicklung nur ein sehr gering ausgeprdgter Anstieg der Nikotinamid-
methylaseaktivitdt in der Perinatalperiode festgestellt., Dies gilt sowohl fiir
die Enzymaktivitdt im Cytosol als auch fir diejenige in Nierenhomogenat (Abb.
5, S. 60; Tab. V, S. 61). Die Nikotinamidmethylaseaktivitdt in der Niere ist
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Abb. 5: Verdnderung der Nikotinamidmethylaseaktivitdt im Cytosol von
Leber, Niere und Gehirn der Ratte wdhrend der fetalen und

postnatalen Entwicklung

Im Cytosol von Leber, Niere und Gehirn von Ratten unterschiedlichen Alters
wurde die Nikotinamidmethylaseaktivitat wie in 2.2.1. (s. S. 37) beschrie-
ben gemessen. Die Organe der fetalen und neonatalen Ratten eines Wurfes

bis zu einem Alter von 7 Tagen wurden gesammelt und als Pool analysiert.

Die Organe der dlteren Tiere wurden einzeln analysiert. Nach einer S5till-
zeit von drei Wochen wurden die jungen Ratten von den Muttertieren ge-
trennt und wie die erwachsenen Tiere gehalten. Jeder Punkt in den Kurven
reprasentiert den Mittelwert * Standardabweichung von je 3 - 12 einzelnen
Cytosolprédparationen. Beim Gehirn wurden die GroBhirnhemisphdren analysiert,

(-a-a-) Leber, (-0-0-) Niere, {-e-e-) Gehirn
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Tab. V: Verdnderung der Nikotinamidmethylaseaktivitdt im Homogenat von
Rattenleber und Rattenniere wdhrend der fetalen und postnatalen

Entwicklung.

Alter ~ Nikotinamidmethylaseaktivitat

[Tage} {nmol 1-Methylnikotinamid/mg Protein/30 Minuten)
Leber -1 (3) 0,4 + 0,2

+ 1 (3) 0,7 £ 0,3

+ 7 (3) 1,1 £ 0,3

+14 (3) 1,4 + 0,6

+28 (3) 2,3 +0,3

+62 (6) 2,7 + 1,3
Niere - 1 (3) <0,15

+ 1 (3) 0,3 £ 0,1

+7(3) 0,2 + 0,1

+14 (3) 0,3 + 0,05

+28 (3) 0,5 + 0,1

+62 (6) 0,4 £+ 0,3

Im Leber- und Nierenhomogenat von Ratten unterschiedlichen Alters wurde
die Nikotinamidmethylaseaktivitdat wie in 2.2.1. (s. S.37) beschrieben
gemessen. Jeder Wert reprisentiert den Mittelwert : Standardabweichung
von 3 - 6 einzelnen Organhomogenaten. In Klammern ist die Anzahl der
untersuchten Gewebe angegeben.
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zu jedem Zeitpunkt des in dieser Arbeit untersuchten Entwicklungsabschnit-
tes niedriger als in der Leber,

Die cytosolische Nikotinamidmethylaseaktivitdt des Gehirns zeigt praktisch
keine Verdnderung wahrend des gesamten untersuchten Entwicklungsabschnittes;
sie bleibt permanent auf einem anndhernd konstant niedrigen Stand (Abb. 5,
S. 60).

In Ergdnzung zu den in 3.1.1. (S. 48) referierten Befunden zeigen diese Er-
gebnisse, daB die Nikotinamidmethylaseaktivitdt in der Niere und im Gehirn
auch wihrend der fetalen und postnatalen Entwicklung wesentlich niedriger als
in der Leber ist. Dariiber hinaus zeigen die voriiegenden Resultate, daB die
Nikotinamidmethylaseaktivitdt in der Leber der Ratte im Gegensatz zur Ratten-
niere und zum Rattengehirn wdhrend der fetalen und postnatalen Entwicklung
deutlich ansteigt.

3.2.2. Verinderung der Inkorporation von ['4CINikotinamid in das ['4CINAD
und [14C]1-Methylnikotinamid in Gewebeschnittkulturen mit Leber, Nie-
re und Gehirn der Ratte wdahrend der fetalen und postnatalen Entwick-

In Tab. VI (S. 63) sind die Ergebnisse der metabolischen Inkorporationsexpe-
rimente mit Gewebeschnittkulturen der Leber, der Niere und des Gehirns von
Ratten unterschiedlichen Alters gezeigt. Abb. 6 (S. 65) illustriert die Ver-
inderung der relativen metabolischen Inkorporationsrate von [14C]Nikotinamid
in das [14C]1-Methylnikotinamid in Gewebeschnittkulturen dieser Organe in Ab-
hdngigkeit vom Lebensalter der Ratten.

Die absoluten [14C]1-Methy1nikotinamidsyntheseraten in Leberschnitten von fe-
talen Ratten am 19. Schwangerschaftstag (Feten drei Tage vor der Geburt) und
von fetalen Ratten am 21. Schwangerschaftstag (Feten einen Tag vor der Ge-
burt) betragen nur 13 % und 21 % derjenigen der erwachsenen Rattenleber. Die
relativen {14C] 1-Methylnikotinamidinkorporationsraten der fetalen Rattenlebern
am 19. Schwangerschaftstag (21. Schwangerschaftstag) betragen lediglich 4 %
(13 %) derjenigen der adulten Leber. Tab. VI und Abb. 6 zeigen, daB die ab-
solute und die relative }-Methylnikotinamidsyntheserate in den Leberschnit-
ten wihrend der spiaten fetalen und friihen postnatalen Entwicklung rasch. auf
die fiir die erwachsene Leber typischen Werte ansteigen. Beim Vergleich der
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Tab. vi: Vernderung der metabolischen Inkorporation von [14CINtkotinamid in das [VACINAD und ['4C}t-Methyl-
nikotinamid in Gewebeschnittkulturen mit Leber, Niere und Gehirn der Ratte wihrend der fetalen und
postnatalen Entwicklung

absolute Inkorporationsraten relative
{pmol/mg Protein/90 Minuten) Inkorpcrationsraten
Alter Nikotinamid NAD t-MethyInikotinamid NAD 1-MNAM
(Tagel (NAM) { 1-MNAM) RE9 T NADT
Leber -3 (3 348,1 » 39,9 59,7 + 12,5 3,3+ 0,6 0,15 0,07
-1 {3) 162,6 » 28,6 102,8 + 29,5 5,4+ 31,6 0,63 0,05
+ 1 (3) 94,5 + 20,8 69,2 « 22,3 14,9+ 3,7 0,73 0,22
+ 7 (3) 74,3 + 18,2 30,8 £ 11,2 18,9+ 5,6 0,41 0,61
+ 28 (3) 133,0 = 16,7 167,8 + 28,9 39,2+ 8,8 1,26 0,23
+ 62 (6) M1,1 ¢ 27,9 130,7 + 36,2 26,1 + 18,4 1,18 0,20
Niere -1 {3 296,7 = 25,7 209,7 + 18,5 28,5+ 2,9 0,71 0,14
+ 1 (3) 304,2 + 30,6 235,8 + 20,3 27,7+ 2,9 0,78 0,12
+ 7 (3) 148,4 + 14,5 12,2+ 4.8 4,8: 0,8 0,76 0,04
+ 28 (3) 209,6 + 18,5 174,5 + 18,5 3,7+ 0,4 0,83 0,02
+ 62 (3) 102.4 + 8,5 97,3+ 7,7 2,0+ 0,2 8,95 0,02
Gehirn -1 (3) 345,5 + 47,2 181,1 £ 32,0 4,6+ 1,1 0,52 ¢,03
(Grothirn- + 1 (3) 218,7 + 61,8 75,4 £ 13,6 2,2+ 0,6 0,34 0,03
hemispahren} + 7 (3) 207,0 = 31,6 36,2 + 14,2 2,4+ 0,6 0,18 0,07
+28 (3) 265,6 + 20,0 53,3 + 10,8 3,3+ 0,7 0,20 0,07
+ 62 (3) 157,4 + 47,6 37,3+ 8,3 2,5+ 0,2 0,24 0,07

100 mg Gewebeschnitte von Leber, Niere und Gehirn von Ratten unterschiedlichen Alters wurden wie fn 2,2.2.
(s. S. 40) beschrieben inkubiert. Bis zu einem Alter von 7 Tagen wurden die Analysen mit den gesammelten
Organen der Jungen eines Wurfes durchgefilhrt,

Die Organe der ilteren Tiere wurden einzeln analysiert.

Die Daten reprisentieren die Mittelwerte : Standardabweichung von drei oder sechs einzelnen Organproben. In
Klammern ist die Anzahl der untersuchten Gewebe angegeben.
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Quotienten

1-MNAM

TRRD
zeigt es sich, daB die 1-MethylInikotinamidsyntheserate in Relation zur NAD-
Syntheserate in der fetalen Rattenleber drei- bis viermal niedriger als in
der erwachsenen Rattenleber ist. Diese Resultate demonstrieren, daB der wdh-
rend der normalen fetalen und postnatalen Rattenentwicklung beobachtete bei-
nahe 50-fache Anstieg der hepatischen Nikotinamidmethylaseaktivitdt tatsdch-
lich von einer ebenfalls um ein Mehrfaches ansteigenden metabolischen {14C]1-
MethyTniketinamidinkorporation in den TebendenHepatocyten (Leberschnitten)
mit einer physiologischen ['4CINikatinamidkonzentration (36,5 yM) im Kultur-
medium begleitet wird.

Tab. VI (S. 63) zeigt, daB die absolute ['4C]1-Methylnikotinamidinkorpora-
tionsrate in den Gewebeschnittkulturen mit der fetalen und neonatalen Ratten-
niere ungefdhr vierzehnmal hgher als in der adulten Rattenniere ist, um dann
ab einem Alter von einer Woche auf die fiir die erwachsene Niere typischen
Werte abzusinken. Auch bei der Betrachtung der relativen [14C]1-Methy1niko-
tinamidinkorporationsraten ist erkennbar, daB diese in den Gewebeschnittkul-
turen mit der fetalen und neonatalen Niere ungefdhr fiinfmal hcher als in der
erwachsenen Niere sind (Abb. 6, S. 65). Der Vergleich der Quotienten

1-MNAM
NAD

zeigt, dab die ['%C)1-MethyTnikotinamidsyntheserate im Verhiitnis zur (14C]-
NAD-Syntheserate in der fetalen und neonatalen Rattenniere sechs- bis sieben-
mal so hoch ist wie in der erwachsenen Niere. Diese Befunde, die eine hohe
Syntheserate von 1-Methylnikotinamid in den fetalen und neonatalen Rattennie-
renschnitten mit 36,5 uM ['4C]Nikotinamid im Kulturmedium demonstrieren, ste-
hen in Kontrast zu den Resultaten fiir die Nikotinamidmethylaseaktivitatsbe-
stimmung, denn die Enzymaktivitdt der fetalen und neonatalen Rattenniere ist
sowohl im Homogenat als auch im Cytosol nicht um ein Mehrfaches héher, son-
dern sogar etwas niedriger als in der erwachsenen Niere (Abb. 5, S. 60; Tab.
V, S. 61). Mogliche Erkldrungen fiir diese Beobachtung werden in 4.1. (S. 101)
diskutiert. )
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Abb. 6: Verdnderung der relativen metabolischen Inkorporation von [14C1Ni-

14 - . . N
kotinamid in das [14C]1-Methylnikotinamid LL-cli-Methylnikotinamid
(14CINikotinamid

in Gewebeschnittkulturen mit Leber, Niere und Gehirn der Ratte
wiahrend der fetalen und postnatalen Entwicklung.

100 mg Gewebeschnitte von Leber, Niere und Gehirn, die von Ratten unter-
schiedlichen Alters gewonnen wurden, wurden wie in 2.2.2 (s. S. 40) be-
schrieben mit 36,5 pM [14C]Nikotinamid im Kulturmedium fir 90 Minuten bei
370 C inkubiert. Die Aufnahme von ['4C)Nikotinamid in die Gewebeschnitte
und die zelluldre Syntheserate von {14C11-MethyInikotinamid wurden gemes-
sen (Tab. VI, S. 63) und der Quotient

(1%C11-Methylnikotinamid _  1-MNAM
1'ciNikotinamid NAM

gebildet. Der Wert dieses Quotienten ist ein MaB fiir die relative Synthe-
serate von 1-Methylnikotinamid in den Gewebeschnittkulturen (siehe dazu
auch 3.1.2.1., S. 50).

(-a-a-) Leber; (-0-0-) Niere; (-e-e-) Gehirn
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In den Gewebeschnittkulturexperimenten mit Rattengehirnen unterschiedlichen
Alters wurde keine Verdnderung sowohl der absoluten als auch der relativen
114C) 1-MethyInikotinamidinkorporationsrate mit 36,5 M ['4CINikotinamid im
Kulturmedium beobachtet (Tab. VI, S. 63; Abb. 6, S, 65). Die Syntheserate
von 1-Methylnikotinamid in den Rattengehirnschnitten bleibt wdhrend des ge-
samten untersuchten fetalen und postnatalen Entwicklungsabschnittes auf ei-
nem anndhernd gleichbleibenden, sehr niedrigen Niveau. Die geringe 1-Methyl-
nikotinamidsynthesekapazitdt der Rattengehirnschnitte unterschiedlichen Al-
ters, die mit einer physiologischen Nikotinamidkonzentration inkubiert wur-
den, reflektiert somit die Tatsache, daB sich die cytosolische Nikotinamidme-
thylaseaktivitdt im Gehirn wihrend der fetalen und postnatalen Entwicklungnicht
verdndert und sehr niedrig ist (Abb. 5, S. 60).

3.2.3. Verdnderung der NAD-Konzentration in Leber, Niere und Gehirn der

Wdhrend der fetalen und postnatalen Entwicklung der Ratte steigt die cytoso-
Tische Nikotinamidmethytlaseaktivitdt in der Leber fast um das 50-fache des
Ausoangswertes an {(Abb. 5). In der proliferierenden Rattenleber, die nach der
Thioacetamidbehandlung zu einer erhghten DNA-Synthese~ und Zellteilungsrate
stimuliert wurde (Morley & Boyer, 1977), wird ein ungeféhr dreifacher Anstieg
der Nikotinamidmethylaseaktivit&t von einem 50 %-igen Abfall der NAD-Konzen-
tration begleitet (Hoshino et al., 1982a). Eine ganz dhnliche inverse Bezie-
hung zwischen der Nikotinamidmethylaseaktivitdt und der NAD-Konzentration
gibt es in der regenerierenden Rattenleber nach der partiellen Hepatektomie,
die ebenfalls eine hohe DNA-Syntheserate aufweist (Ferris & Clark, 1971, 1972;
Hoshino et al., 1982a). Es war daher sehr wichtig festzustellen, welche Be-
ziehung zwischen der Nikotinamidmethylaseaktivitdt und der NAD-Konzentration
in verschiedenen rasch proliferierenden Organen wihrend der fetalen und post-
natalen Entwicklung besteht.

Abb. 7 (S. 67) zeigt, daB die NAD-Konzentration in der fetalen und neonata-
len Rattenleber mit einer sehr hohen DNA-Synthese- und Zeliteilungsrate (Fer-
dinandus et al., 1981; Weber, 1977} nur um 16 % niedriger als in der statio-
ndren erwachsenen Rattenleber mit einer ganz niedrigen DNA-Synthese- und
Zellteilungsrate ist. Die NAD-Konzentration in der Leber steigt innerhalb
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" Abb. 7: Verdnderung der NAD-Konzentration in Leber, Niere und Gehirn der
Ratte wdhrend der fetalen und postnatalen Entwicklung

Ratten unterschiedlichen Alters wurden getdtet und Leber, Niere und Gehirn
sofort anschlieBend fir den NAD-Assay weiterverarbeitet. Die Messung der
NAD-Konzentration wurde nach der Methode von Nisselbaum & Green (1969)
durchgefiihrt. Bis zu einem Alter von sieben Tagen wurden die Analysen mit
den gesammelten QOrganen der Jungen eines Wurfes durchgefiihrt.

Die Organe der dlteren Tiere wurden einzeln analysiert.

Jeder Punkt in den Kurven reprisentiert den Mittelwert : Standardabweichung
von 6 - 11 einzelnen Praben.

Beim Gehirn wurden die GroShirnhemisphiren analysiert.

(~4~2-) Leber; (-0-o0-) Niere; (-e-e-) Gehirn
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der ersten Lebenswoche um 56 % an, um dann in der nachfolgenden Entwicklungs-
phase wieder stetig abzusinken. Ein Zhnlicher Verlauf der NAD-Konzentration
in der Leber widhrend der fetalen und postnatalen Entwicklung der Ratte wurde
von Burch et al. (1964) beschrieben. Ein geringer Anstieg der NAD-Konzentra-
tion in der Rattenleber wahrend der fetalen und postnatalen Entwicklungspe-
riode wird demnach von einem ungleich stdrker ausgeprdgten Anstieg der cyto-
solischen Nikotinamidmethylaseaktivitdt und der [14811—Methy1nikotinamidin-
korporationsrate in den Leberschnittkulturen begleitet (Abb. 5, S. 60; Abb.
6, S. 653 Abb. 7, S. 67; Tab. V, S.61; Tab. VI, S. 63).

Abb. 7 zeigt, daB die NAD-Konzentration in der fetalen Rattenniere (Feten
einen Tag vor der Geburt) um 19 % niedriger als in der erwachsenen Rattennie-
re ist. Wdhrend der friihen postnatalen Entwicklungsphase steigt die NAD-Kon-
zentration in der Niere geringfligig an. Der Verlauf der NAD-Konzentration in
der Rattenniere wahrend der fetalen und postnatalen Entwicklung wurde bisher
nicht in der Literatur dokumentiert. Ebenso wie die NAD-Konzentration steigt
auch die Nikotinamidmethylaseaktivitdt in der Niere wdhrend des untersuchten
Entwicklungsabschnittes geringfiigig an {Abb. 5, S. 60; Tab. V, S. 61). Im Ge-
gensatz zur Nikotinamidmethylaseaktivitdt sind in bezug auf die NAD-Konzentra-
tion wiahrend der fetalen und postnatalen Entwicklung keine deutlichen Unter-
schiede zwischen Rattenleber und Rattenniere erkennbar (Abb. 5, Abb. 7).

Die NAD-Konzentration im Gehirn verdndert sich wdhrend des untersuchten Ent-
wicklungsabschnittes vom 21. Schwangerschaftstag (Feten einen Tag vor der Ge-
burt) bis zum 62. Lebenstag kaum; die Mittelwerte der NAD-Konzentration des
Gehirns wahrend der fetalen und postnatalen Entwicklung liegen in einem Be-
reich von 2,6 - 3,1 nmol NAD/mg Protein., Die cytosolische Nikotinamidmethyla-
seaktivitdt im Gehirn bleibt wahrend der fetalen und postnatalen Entwicklung
ebenfalls unverdndert (Abb. 5).

Diese Ergebnisse zeigen, daB die NAD-Konzentration in Leber, Niere und Gehirn
widhrend der fetalen und postnatalen Wachstumsperiode nur wenig oder gar nicht
ansteigt. Rhnliches gilt fiir den Verlauf der Nikotinamidmethylaseaktivitat in
Niere und Gehirn wdhrend der Entwicklung. Ganz im Gegensatz dazu steigt die

Nikotinamidmethylaseaktivitdt in der Leber sehr stark an. In den rasch proli-
ferierenden fetalen und neonatalen Rattenorganen gibt es demnach im Gegensatz
zur proliferierenden Rattenleber nach der Thiocacetamidbehandlung oder nach
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der partiellen Hepatektomie keine offensichtliche Korrelation zwischen der
Nikotinamidmethylaseaktivitdt und der NAD-Konzentration (Ferris & Clark,
1971, 19723 Hoshino et al., 1982a) (Abb. 5, S. 60; Abb. 7, S. 67).

3.2.4. Verdnderung der Nikotinamidmethylaseaktivitdt in Leber, Niere und

Tab. VII (S. 70) zeigt die Verdnderung der cytosolischen Nikotinamidmethyla-
seaktivitdt in Leber, Niere und Gehirn der Maus wdhrend des Entwicklungsab-
schnittes vom 18. Schwangerschaftstag (Feten zwei Tage vor der Geburt) bis
zum 50. Lebenstag, an dem die weiblichen Tiere bereits geschlechtsreif sind.
Das interessanteste Ergebnis dieser Untersuchung ist die Tatsache, dal die
cytosolische Nikotinamidmethylaseaktivitdt in der Mausleber wahrend des unter-
suchten Entwicklungsabschnittes kaum ansteigt, sondern auf einem anndhernd
konstand niedrigen Stand bleibt. Dieser Verlauf der Enzymaktivitdt in der
MausTleber wdhrend der fetalen und postnatalen Entwicklung steht somit in ei-
nem sehr deutlichen Gegensatz zu dem entsprechenden Enzymaktivitdtsverlauf

in der Rattenleber, in der es wahrend der Zeitspanne vom 19, Schwangerschafts-
tag (Feten drei Tage vor der Geburt) bis zum 62. Lebenstag ja zu einem fast
50-fachen Anstieg der cytosolischen Nikotinamidmethylaseaktivitdt kommt

(Abb. 5).

Tab. VIT zeigt, daB die fetale Mausniere eine niedrigere Nikotinamidmethyla-
seaktivitdt als die Niere der erwachsenen Maus hat. Kurz nach der Geburt
steigt die Enzymaktivitdt in der neonatalen Mausniere leicht an. Dieser Ver-
lauf der Nikotinamidmethylaseaktivitit in der Mausniere wdhrend der fetalen
und postnatalen Entwicklung Zhnelt somit demjenigen in der Rattenniere, in
der ebenfalls ein relativ geringgradiger Anstieg der Enzymaktivitdt festge-
stellt wurde (Abb. 5; Tab. V).

Ebensowenig wie im Rattengehirn wurde im Mausgehirn eine nennenswerte Verdn-
derung der Nikotinamidmethylaseaktivitdt wihrend der Entwicklung registriert
(Tab. VII; Abb. 5). Die Enzymaktivitst im Gehirn der Maus bleibt wihrend des
gesamten untersuchten Entwicklungsabschnittes sehr niedrig.
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Tab. VII: Verdnderung der Nikotinamidmethylaseaktivitdt im Cytosel von
Leber, Niere und Gehirn der Maus widhrend der fetalen und post-
“nataten Entwicklung

Alter Mikotinamidmethylaseaktivitdt
[Tage) {nmol 1-Methylnikotinamid/mg Prot./30 Min.]

Leber -2 (3) 0,4 + 0,05
+ 1 (4) 0,5 + 0,2
+6 (3) 0,3 + 0,1
+21 (3) 0,3 + 0,05
+50 (6) 0,9 + 0,6
Hiere -2 (3) 0,2 + 0,1
+ 1 (4) 1,2 £ 0,2
+6 (3) 0,9 + 0,3
+21  (3) 1,3 0,2
+50 (9) 0,8 + 0,3
Gehirn -2 (3) 0,3 +0,2
(GroBhirn- + 1 (4) <0,2
hemisphdren) +6 (3) 0,3 + 0,1
+21 (3) <0,2
+50  (5) <0,2

Im Cytosol von Leber, Niere und Gehirn von Mdusen unterschiedlichen Alters
wurde die Nikotinamidmethylaseaktivitdt wie in 2.2.1. (s. $.37) beschrie-
ben gemessen. Bis zu einem Alter von sechs Tagen wurden die Analysen mit
den gesammelten Organen der Jungen eines Wurfes durchgefiihrt. Die Organe
der dlteren Tiere wurden jeweils einzeln analysiert. Nach einer Stillzeit
von drei Wochen wurden die jungen Mduse von den Muttertieren getrennt und
wie dieerwachsenen Tiere gehalten, Die Daten sind die Mittelwerte + Stan-
dardabweichung von 3 - 9 einzelnen Cytosolprdparationen. In Klammern ist
die Anzahl der untersuchten Gewebe angegeben.
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3.3. Nikotinamidmethylierung in Tumoren

3.3.1. Nikotinamidmethylierung in anaplastischen non-hepatischen Ascites-

Die Ehrlich Ascites Tumorzellen stammen urspriinglich von einem Mammakarzinom
der Maus ab, das bereits 1906 von Paul Ehrlich als transplantierbarer Tumor
etabliert und in solider Form propagiert wurde. 1932 wurden die Ehrlich As-
cites Tumorzellen von Lowenthal & Jahn erstmalig als "Ascites-Krebs" trans-
plantiert. Die Ehrlich Ascites Tumorzellen haben jedoch sdmtliche morpholo-
gischen Eigenschaften eines epithelialen Tumors verloren und sind vielmehr
als anaplastische und rasch proliferierende Tumorzellen mit einer hohen Ma-
lignitdt anzusehen. Die Ehrlich Ascites Tumorzellen wachsen als Einzelzellen
in der Peritonealhthle der Maus, was typisch flir undifferenzierte Ascites-
tumorzellen ist, die jede Khnlichkeit mit ihrem epithelialen Muttergewebe
verloren haben, wdhrend differenzierte epitheliale Ascitestumoren zusammen-
hdngende aus mehreren Zellen bestehende Zellinseln im Ascites bilden (Yoshida,
1971). Die Sarkom 180 Zellen stammen ven einem polymorphzelligen Sarkom der
Maus ab, das seit 1914 als solider Tumor propagiert wurde und 1952 von Goldie
in die Ascitesform Uberfiihrt wurde. Dieser Tumor ist ebenfalls vollkommen un-
differenziert und sehr bésartig. Die Sarkom 180 Zellen wachsen wie die Ehr-
Tich Ascites Tumorzellen als Einzelzellen in der Peritonealhdhle der Maus,
bisweilen in hdmorrhagischer Form (Yoshida, 1971).

Die Entstehung des Yoshida Sarkom ist ebenfalls genau bekannt: Yoshida ver-
fiitterte 1941 fiir drei Monate das Karzinogen 4'-Amino-2,3'-dimethylazobenzol
an Ratten und bepinselte anschlieBend deren Riickenhaut mit KAsy03-Losung.
Bei einem der Versuchstiere entwickelte sich nach vierwtdchiger Pinselung ein
weiBer tumorzellhaltiger Ascites. Histologische Untersuchungen ergaben, daB
sich diese Tumorzellen, die multiple strukturelle und numerische Chromoso-
menabberationen aufweisen, wahrscheinlich vom reticulohistiozytédren System
ableiten, obwohl auch diskutiert wird, daB es sich beim Yoshida Sarkom um
ein besonders undifferenziertes Ascites Hepatom handeln kinnte, dessen epi-
theliale Eigenschaften bei der routinemiBigen Transplantation maskiert sind.
Die epithelialen Eigenschaften des Yoshida Sarkoms(Tumorzellinselbildung in
der Ascites-Flissigkeit) konnen durch gleichzeitige Injektion von bestimmten
Mausleukdmiezellen in die Tumortrdger zum Vorschein gebracht werden. Ohne
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diese Behandlung mit Leukdmiezellen wachst das Yoshida Sarkom, wie es auch

in den Experimenten fir diese Arbeit verwendet wurde, intraperitoneal in Ein-
zelzellform chne erkennbare Zellinselbildung. Das Yoshida Sarkom ist wie die
beiden anderen vorgestellten Ascitestumoren ein ganz ausgesprochen bgsarti-
ger Tumor (Yoshida, 1971).

Im Cytosol der sehr schnell proliferierenden und anaplastischen non-hepati~
schon Yoshida Ascites Sarkomzellen, Ehrlich Ascites Tumorzellen und Sarkom
180 Zellen wurde die Nikotinamidmethylaseaktivitdt gemessen. Aus Tab. VIII
(S. 80) geht hervor, daB diese anaplastischen Tumorzellen praktisch keine
meBbare Nikotinamidmethylaseaktivitdt haben.

Zusdtzlich wurden frisch von den tumortragenden Tieren gewonnene Tumorzellen
in Eagle's basal Medium mit 36,5 uM [14C]Nikotinamid (44,1 Ci/mol) unter aero-
ben Bedingungen inkubiert, um den Stoffwechsel des [14CINikotinamids in den
lebenden Tumorzellen mit einer physiologischen Nikotinamidkonzentration zu
studieren. Tab. IX (S. 86) zeigt, daB Yoshida Ascites Sarkomzellen, Ehrlich
Ascites Tumorzellen und Sarkom 180 Zellen [14CINikotinamid intrazellulir
aufnehmen, aber fast iiberhaupt kein [14C]Nikotinamid in das [14C]1-Methy1ni-
kotinamid inkorporieren. Allerdings haben diese drei sehr bosartigen Asci-
testumorzellinien eine auffallend hohe absolute und relative [!4CINAD-Inkor-
porationsrate. Abb. 8 (S. 73) zeigt das Diinnschichtchromatographieprofil der
Produkte des [14CINikotinamids in Yoshida Ascites Sarkomzellen. Daraus geht
hervor, daB in diesen Tumorzellen auBer dem [14CINAD keine anderen radioakti-
ven Produkte in bedeutender Quantitdt nachweisbar sind.

Die Messung der Nikotinamidmethylaseaktivitit und der (14C11-Methylnikotin-
amidinkorporation in Yoshida Ascites Sarkomzellen, Ehrlich Ascites Tumorzel-
len und Sarkom 180 Zellen zeigte also, daB diese Zellen praktisch nicht in
der Lage sind, Nikotinamid zu methylieren.

In Ergdnzung zur Bestimmung der Enzymaktivitdt in den Tumorzellen wurde die
Nikotinamidmethylaseaktivitdt in den Lebern der tumortragenden Tiere gemes-
sen. Keine der entnommenen Lebern der Ascitestumortrdger zeigte bei der sorg-
fdltig durchgefiihrten makroskopischen Inspektion Metastasen oder Nekrosen.
Tab. VIII zeigt, daB sich die hepatische Nikotinamidmethylaseaktivitit der
Ratten mit dem Yoshida Ascites Sarkom und der Mduse mit dem Ehrlich Ascites
Tumor bzw. dem Sarkom 180 nicht von der hepatischen Enzymaktivitdt der gesun-
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Abb. 8: Diinnschichtchromatographieprofil der Produkte des ['4C]Nikotinamids
in Yoshida Ascites Sarkomzellen

100 mg Yoshida Ascites Sarkomzellsediment (10 Minuten mit 270 x g zentrifu-
giert) mit 5,2 x 107 Zellen wurden fir 90 Minuten bei 372 C in 3 ml Eagle's
basal Medium mit 2 mM L-Glutamin und 36,5 uM (14CINikotinamid (44,1 Ci/mal)
inkubiert. 10 ul des alkoholischen Zellextraktes wurden auf Zellulose Diinn-
schichtchromatographieplatten mit dem von Witholt (1971) beschriebenen Lauf-
mittel aus Zitronensiure, Ammoniumchlorid, Ethanol und Wasser entwickelt.

Die Positionen der nicht radioaktiv markierten authentischen Standardsubstan-
zen, die durch UV-Absorption bei 254 nm identifiziert wurden, sind durch die
Balken angegeben (1 = NAD; 2 = 1-Methylnikotinamid; 3 = Nikotinamid). Das
Chromatogramm wurde in 0,5 cm breite Streifen geschnitten und die Radioakti-

vitit gemessen.
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den Kontrolltiere unterscheidet.

3.3.2. Biosynthese von NAD aus nichtradioaktivem Nikotinamid in Zellkultu-

ren_mit_anaplastischen nonzhepatischen Ascitestumorzellen _________

Bei den Inkorporationsexperimenten mit den Yoshida Ascites Sarkomzellen, Sar-
kom 180 Zellen und Ehrlich Ascites Tumorzellen fiel auf, daB die [14C]1-Me-
thylnikotinamidsyntheseraten mit 36,5 uM [14CINikotinamid im Kulturmedium
sehr niedrig, die [14CINAD-Syntheseraten hingegen sehr hoch sind (Tab. IX,

S. 86). Abb. 4 (S. 57) zeigt, daB sich die zelluldren NAD-Konzentrationen in
den Ehrlich Ascites Tumorzellen, Sarkom 180 Zellen sowie Yoshida Ascites Sar-
komzellen kaum von der in normalen Geweben unterscheiden. Die Mittelwerte

der NAD-Konzentrationen in diesen neoplastischen Zellen liegen wie in den
normalen Geweben in einem Bereich von 3,0 - 4,0 nmol NAD/mg Protein.

Um die NAD-Synthesekapazitdt in diesen Tumorzellen zu messen, wurde unter-
sucht, inwieweit es in Abhidngigkeit von einer steigenden Nikotinamidkonzen-
tration im Kulturmedium zu einem Anstieg der intrazelluldren NAD-Konzentra-
tion als Ausdruck einer de novo NAD-Synthese in den Tumorzellen kommt (Ber-
nofsky, 1980; Blake et al., 1967; Blake & Kun, 1971; Hoshino et al., 1984;
Kaplan et al., 1956). Zu diesem Zweck wurden die frisch gewonnenen Ascites-
tumorzellen in Eagle's basalMediummit 2 mM L-Glutamin und physiologischen
Nikotinamidkonzentrationen (40 pM und 100 pM) sowie pharmakologischen Niko-
tinamidkonzentrationen (0,5 mM; 1 mM und 5 mM) fiir 90 Minuten bei 37° C unter
aeroben Bedingungen inkubiert. AnschlieBend wurde die NAD-Konzentration in
den Tumorzellen gemessen.

Abb. 9 (S. 75) zeigt, daB es weder in den Ehrlich Ascites Tumorzellen noch in
den Sarkom 180 Zellen mit zunehmender Nikotinamidkonzentration im Kulturme-
dium zu einem Anstieg der NAD-Konzentration kommt. In den Yoshida Sarkomzel-
len steigt die NAD-Konzentration mit 5 mM Nikotinamid im Kulturmedium um 43 %
gegeniiber den mit 40 pM Nikotinamid inkubierten Zellen an. Mdgliche Erkldrun-
gen fir diese Beobachtungen werden in 4.5. (S. 118) diskutiert.
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Abb. 9: Biosynthese von NAD in Ehrlich Ascites Tumorzellen, Sarkom 180

Zellen und in Yoshida Ascites- Sarkomzellen: Effekt der Nikotin-
amidkonzentration im Kulturmedium auf die intrazelluldre NAD-Kon-
zentration in diesen anaplastischen Ascites- Tumorzellen

Die Ascites-Tumorzellen von je drei tumortragenden Tieren wurden gesammelt
und durch Zentrifugation mit 270 x g fiir 10 Minuten sedimentiert. 100 mg
der sedimentierten Tumorzellen wurden bei 370 C in 3 ml Eagle’s basal
Medium mit 2 mM L-Glutamin und verschiedenen Nikotinamidkonzentrationen
fir 90 Minuten in einer Atmosphdre aus 95 % 0p und 5 % CO, inkubiert.
Sofort nach der Inkubation wurden die Proben fiir den NAD-Assay weiterver-
arbeitet. Die NAD-Konzentration in den Tumorzellen wurde nach der von
Nisselbaum & Green (1969) angegebenen Methode bestimmt. Die Daten sind die
Mittelwerte + Standardabweichung von je drei Inkubationen.

(-a-a-) Ehrlich Ascites- Tumorzellen; (-0-0-) Sarkom 180 Zellen;
(-e-e-) Yoshida- Sarkomzellen
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3.3.3.1. Verteilung der Nikotinamidmethylaseaktivitdt in Rattenhepatomen mit
unterschiedlicher Wachstumsrate und in den Lebern der tumortragen-
den Ratten

e e e e e e e e e e e e e = - —————

Da die Leber der gesunden erwachsenen Ratte die hdchste Nikotinamidmethylase-
aktivitdt von allen untersuchten Organen hat (Tab. II, S. 49; Tab. III, S. 50;
Tab. IV; S. 53), erschienen die verschiedenen transplantierbaren Rattenhepa-
tome als besonders gut geeignete Modelle, um die Verdnderungen der Nikotin-
amidmethylierung in malignen Tumoren zu studieren, Es wurde daher fir diese
Untersuchungen ein breites Spektrum von Rattenhepatomen mit ganz unterschied-
lichen biologischen Charakteristika in bezug auf Malignitdt, histologischen
Differenzierungsgrad und Wachstumsrate ausgesucht:

Yon den ungefdhr 50 verschiedenen durch chemische Karzinogene induzierten
transplantierbaren Morris Hepatomen, die sich alle von der Parenchymzelle der
Leber, demHepatocyten, ableiten, wurden fiinf reprdsentative Tumorzellinien
mit im weiten MaBe differierenden biologischen Eigenschaften ausgewdhlt, die
in Tab. VIII (S5.80 ) stichwortartig zusammengefaBt sind. Das sehr langsam
wachsende Morris minimal divation Hepatom 9618A wurde durch Verfiitterung von
2-(4'-Methyl)benzoylaminofluoren induziert, die Morris Hepatome 9121 und 3924
durch Ingestion von M-2-Fluorenyldiacetamid und die Morris Hepatome 5123tc
und 7777 durch Verfiitterung von N-2-Fluorenylphthalein.

Obwoh1 alle Morris Hepatome infiltrierend wachsen und metastasieren, gibt es
groBe Unterschiede zwischen den verschiedenen Hepatomen, die den histologi-
schen Differenzierungsgrad, die architektonische Gewebekonfiguration, die
Wachstumsrate und das Metastasierungsverhalten betreffen:

Die hochdifferenzierten Morris "minimal deviation" Hepatome proliferieren
ausgesprochen langsam (durchschnittliche Zeit zwischen den Tumortransplanta-
tionen 3 - 15 Monate). Die gut differenzierten Morris Hepatome proliferieren
etwas rascher (durchschnittliche Zeit zwischen den Tumortransplantationen

2 - 6 Monate), und die niedrig differenzierten Morris Hepatome haben Trans-
plantationsinteryvalle von unter einem Monat.

Die hochdifferenzierten Morris Hepatome haben den normalen Chromosomensatz
der Rattenleberzellen, die gut differenzierten Hepatome zeigen einige und
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die niedrig differenzierten Morris Hepatome zeigen deutliche Abweichungen
vom normalen Karyogramm der Rattenhepatocyten.

Die hoch und gut differenzierten Morris Hepatome ghnein der normalen Leber

in Farbe und Konsistenz., Die Hepatomzellen sind groB und haben ein eosino-
philes Cytoplasma. Glykogenspeicherung kann in diesen Hepatomen nachgewie-
sen werden. Diese Morris minimal deviation Hepatome zeigen typische trabeku-
ldre Lebergewebsstrukturen, die 2 - 3 Zellagen dick sind. Die Gewebekonfigu~
ration hat eine deutliche Rhnlichkeit mit normalen Leberlappen. Man sieht
mikroskopisch auBerdem sinusartige BlutgefdBe, die von Zellen gesdumt werden,
die den Kupffer'schen Sternzellen gleichen. Ferner findet man bildre Canali-
culi, die bisweilen mit Gallepigment angefiillt sind.

Die niedrig differenzierten Morris Hepatome sind von fester Konsistenz und
haben eine weiBe oder graue Farbe. Die Zellen sind i.a. klein, wobei in wech-
selndem MaBe Zellatypien (Pleomorphismus, multinukledre Zellen) beobachtet
werden kdnnen. Die Gewebestruktur ist ungeordnet. Die Anordnung der Hepatom-
zellen hat nur wenig Gemeinsamkeit mit der normalen trabekuldren Lebergewe-
bestruktur. Man erkennt viele mitotische Zellen; ein bildres System wird von
diesen Tumoren nicht gebildet (Morris, 1965; Morris & Chris, 1977a, 1977b;
Morris & Slaughter, 1979; Morris & Wacner, 1968; Novell et al., 1967; Wein-
house, 1972).

Auch in biochemischer Hinsicht sind insbesondere die hoch und gut differen-
zierten Morris Hepatome der normalen Leber dhnlich. Sie haben im Gegensatz

zu sehr undifferenzierten Hepatomen die Fahigkeit zur Harnstoffsynthese
(Lawson et al., 1977), Albuminsynthese (Morris & Chris, 1977c), Fettsdure-
oxidation und Ketonkdrperbildung (Weinhouse, 1972). Das Isoenzymmuster der
langsam proliferierenden Morris Hepatome gleicht dem der normalen Leber;

mit zunehmender Wachstumsrate und zunehmendem Entdifferenzierungsgrad der
Morris Hepatome kommt es zu einem progredienten Verlust der leberspezifischen
Isoenzyme und zu einem kompensatorischen Auftreten non-hepatischer Isoenzyme
(Morris & Chris, 1977d; Weinhouse, 1972).

Otto Warburg bemerkte bereits im Jahre 1924, daf Gewebeschnitte von Tumoren
{(2.B. Flexner-Joblingsches Rattenkarzinom, verschiedene menschliche Karzino-
me, Sarkome und benigne Tumoren) in einem glucosehaltigen Kulturmedium im

Gegensatz zu Gewebeschnitten normaler Organe auch in Anwesenheit von Sauer-



78

stoff eine hohe aerabe Glycolyserate (Lactatbildung) aufweisen. Die Hemmung
des Glucoseabbaus zu Lactat in normalen Geweben unter aeroben Bedingungen
nannte er den Pasteur-Effekt. Er postulierte, daB das Fehlen des Pasteur-Ef-
fektes in den Tumorzellen die Konsequenz eines Defektes in der Atmungskette
sei und Krebs entstehe, wenn die Zelle auf die irreversible Schddigung ihrer
Atmung mit der Adaptation an die aerobe Glykolyse zu Lactat reagiere. Diese
Zellen konnten dann ihren differenzierten Zustand nicht mehr aufrechterhal-
ten, wirden entarten und autonom proliferieren (Loffler et al., 1979j; War-
burg, 1956a, 1956b; Weinhouse, 1972). Erst die Etablierung der Tangsam pro-
liferierenden Morris minimal deviation Hepatome stellte die grundlegende Be-
deutung der aeroben Glycolyse fiir das maligne Wachstum ernsthaft in Frage,
denn diese hoch bis gut differenzierten Hepatome wachsen autonom, metastasie-
ren, fihren zum Tod des Tumortrdgers, und dennoch zeigen sie eine nur sehr
niedrige aerobe Glycolyserate (Weinhouse, 1972). Allerdings zeigte sich, daB
die aerobe Glycolyserate graduell von den hoch differenzierten Morris minimal
deviation Hepatomen zu den rascher proliferierenden und undifferenzierten He-
patomen zunimmt {Burk et al., 1967; Weinhouse, 1972). Anhand dieser klassi-
schen Untersuchungen mit den differenzierten Morris Hepatomen, die zeigten,
daB die hohe aerobe Glycolyserate keine conditio sine qua non tumortsen Wachs-
tums ist, wurde eindriicklich demonstriert, welche Bedeutung das groBe Spek-
trum der Morris Hepatome mit abgestuften Malignitdtsgraden neben den undiffe-
renzierten Rattenhepatomen fiir die Erforschung der Biochemie der Tumorzellen
hat.

Im Gegensatz zu den Morris Hepatomen haben die sehr undifferenzierten trans-
plantierbaren Hepatome wie z.B. das Novikoff Hepatom, das Yoshida Ascites He-
patom AH-130 und das Zajdela Ascites Hepatom kaum noch eine Ahnlichkeit mit
dem normalen Lebergewebe: Das Novikoff Hepatom wurde 1957 von A.B. Novikoff
durch Verfiitterung von 4-Dimethylaminobenzol ("Buttergelb") an Ratten indu-
ziert., Bei diesem rasch proliferierenden Tumor findet man alle histologischen
Zeichen hoher Malignitdt, wie z.B. Hyperchromasie, Polymorphie, eine zugun-
sten des Kerns verschobene Kern-Plasma-Relation und ein stark zur Generalisie-
rung neigendes Metastasierungsverhalten (Lthrke & Hesse, 1981; Novikoff, 1957).

Das Yoshida Ascites Hepatom AH-130 wurde 1951 durch Ingestion von 4-Dimethyl-
aminobenzol und 3'-Methyl-4-aminobenzol als ein solides Rattenhepatom indu-
ziert und anschlieBend in die Ascitesform liberfiihrt. Die Yoshida Ascites
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Hepatom AH-130 Zellen wachsen in der Peritonealhthle lberwiegend als frei
fluktuierende Einzelzellen, bilden jedoch in einemallerdings nicht sehr gros-
sen Prozentsatz als Zeichen ihrer epithelialen Herkunft sog. Hepatomzellin-
seln, aus mehreren Hepatomzellen aggregierte Tumorzellhaufen. Wie das Yoshi-
da Sarkom zeigt auch das Yoshida Ascites Hepatom AH-130 multiple Chromosomen-
abberationen {Yoshida, 1957, 1971).

Das Zajdela Hepatom wurde 1963 wie das Novikoff Hepatom durch Verfiitterung
von 4-Dimethylaminobenzol induziert und wachst intraperitoneal in einer
hdmarrhagischen Ascitesflissigkeit. Als Hinweis auf ihren epithelialen Ursprung
bilden die Zajdela Ascites Hepatomzellen im Ascites Tumorzellinseln, die eine
nur ganz entfernte Ahnlichkeit mit normalem Lebergewebe haben. An dem hohen
Malignitatsgrad des Zajdela Ascites Hepatom besteht kein Zweifel. Man findet
polymorphe Tumorzellen, mehrkernige Riesenzellen, denen kleine Zellen kappen-
artig aufsitzen, pathologische Mitosen in groBer Anzahl und wie bei allen un-
differenzierten Ascitestumoren eine Aneuploidie. Wahrend der normale Hepato-
cyt der Ratte einen diploiden Chromosomensatz mit 42 Chromosomen aufweist,
schwankt die Chromosomenzahl in dem Zajdela Ascites Hepatom von 35 - 80 Chro-
mosomen/Zellkern (Lohrke & Hesse, 1980).

Tab. VIII (S. 80) zeigt die Verteilung der Nikotinamidmethylaseaktivitdt in
den oben kurz charakterisierten Rattenhepatomen, die entsprechend ihrer Wachs-
tumsrate als MaB fiir die biologische Malignitdt aufgelistet sind. Die Miko-
tinamidmethylaseaktivitdt im Cytosol des mittelschnell wachsenden Morris He-
patom 5123tc entspricht in etwa der Enzymaktivitdt der normalen Leber. Aus
Tab. VIII geht hervor, daB die cytosolische Nikotinamidmethylaseaktivitdt mit
zunehmender Wachstumsrate der Hepatome stufenweise vom Morris Hepatom 5123tc
iber die Morris Hepatome 7777 und 3924, das Novikoff Hepatom sowie das Yoshi-
da Ascites Hepatom AH-130 bis zum am schnellsten proliferierenden Zajdela
Ascites Hepatom abnimmt. Im Cytosol der Morris Hepatome 7777 und 3924 betridgt
die Enzymaktivitdt 34 % bzw. 24 % der normalen Rattenleberaktivitdt. Die Ni-
kotinamidmethylaseaktivitit im Cytosol des Novikoff Hepatom und des Yoshida
Ascites Hepatom AH-130 betrdgt 15 % bzw. 11 % derjenigen~ der normalen Leber.
Das Zajdela Hepatom hat praktisch keine meBbare Nikotinamidmethylaseaktivitit
und ist somit vergleichbar mit derjenicen der anaplastischen non-hepatischen
Ycshida Sarkomzellen, Ehrlich Ascites Tumorzellen und Sarkom 180 Zellen. Oie
auBergewshnlich niedrige Enzymaktivitdt im Cytosol der langsam wachsenden
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Tab. VIII: Verteilung der Nikotinamidmethylaseaktivitdt im Cytosol von Rattenhepatomen, anaplastischen
non-hepatischen Ascitestumorzellen und in den Lebern der tumortragenden Tiere

Tumorwachstumsrate histologischer Nikotinamidmethylaseaktivitat
[Tage zwischen den Differenzie- {nmol 1-Methylnikotinamid/mg Protein/
Tumorgransp'lanta- rungsgrad des 30 Minuten)

tionen] Tumors Tumor Leber der tumor-

tragenden Tiere

normale erwachsene Rattenleber 9,3 +2,8 (12)
Morris Hepatom 9618A 400 hoch 1,3+ 0,5 (6) 4,0+ 1,2°( 8)
Morris Hepatom 9121 60 mittelhoch 0,3 ¢ 0.0Sb (6) 6,4+ 1,22( 3)
Morris Hepatom 5123tc 35 madig 10,8 + 3,52 (5) 3,0 + 0,50 ( 4)
Morris Hepatom 7777 28 niedrig 3,2+ 0,50 (6) 7,0+1,12( 3)
Morris Hepatom 3924 21 niedrig 2,2+ 0,20 (6) 12,6 + 2,1° ( 6)
Novikoff Hepatom 14 sehr niedrig 1,4 £ 0,2% (5) 12,3+ 1,06 ( 5)
Yoshida Ascites Hepatom AH-130 10 . sehr niedrig 1,0 £ 0,1> (6) 8,6+ 1,42 ( 6)
Zajdela Ascites Hepatom 5 sehr niedrig <0,05b (5) 10,0 £ 3,42 ( 4)
Yoshida Ascites Sarkom 3-4 anaplastisch <0,05b (4) 9,8+2,12( &)
normale erwachsene Mausleber 0,9+0,6 ( 6)
Ehrlich Ascites Tumor 7 anaplastisch <0,05b (5) 1,1 +0,52( 5)
Sarkom 180 7 anaplastisch <0,05b (6) 0,8:0,3 ( 6)

In einem Spektrum von Rattenhepatomen und anaplastischen non-hepatischen Ascitestumorzellen sowie in den Le-
bern der tumortragenden Tiere wurde die cytosolische Nikotinamidmethylaseaktivitit wie in 2.2.1, (s. S. 37)
beschrieben gemessen. In der Tabelle sind die Tumoren entsprechend ihrer zunehmenden Wachstumsrate und abneh-
menden histologischen Differenzierung als MaB fiir die biologische Malignitit angeordnet.

Die Angaben iiber die Tumorwachstumsraten und die histologischen Differenzierungsgrade wurden aus den Arbeiten
von Burk et al. (1967); Ferdinandus et al. {1971); Knox (1972a}; Lawson et al. (1975, 1977); Lohrke & Hesse
{1980, 1981); Marris {1965); Morris & Chris (1977a, 1977b), Morris & Slaughter (1979); Morris & Wagner (1968);
Novikoff (1957); Perin et al. (1978); Weber (1977) und Yoshida (1957, 1971) ibernommen,

Die Daten reprisentieren die Mittelwerte + Standardabweichung von 3 - 6 einzelnen soliden Tumoren bzw. den
Ascitestumorzellen der tumortragenden Tiere und den dazugehdrigen Lebern. In Klammern ist die Anzahl der un-
tersuchten Tumoren und Lebern angegeben.

Die Daten filr die Nikotinamidmethylaseaktivitdt in den Tumoren und den Lebern der tumortragenden Tiere wurden
bezliglich ihrer Unterschiedlichkeit zur Enzymaktivitdt in der normalen erwachsenen Rattenleber bzw. Mausleber
mit dem Wilcoxon-Test analysiert (Immich, 1974; Ramm & Hoffmann, 1976).

3: picht signifikant b: p <0,001 €: p <0,05

-
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Abb. 10: Zeitabhdngigkeit der Nikotinamidmethylasereaktion im Cytosol
des Morris Hepatom 5123tc und des Novikoff Hepatom.

Im Cytosol des Morris Hepatom 5123tc und des Novikoff Hepatom wurde
die Nikotinamidmethylaseaktivitdt fir 15 und 30 Minuten wie in 2.2.1.
(s. S. 37) beschrieben bei 37% C mit 5 mM Nikotinamid und 210 pM S-Ade-
nosyl-[methy1-3H]methionin als Substraten gemessen.

Jeder Punkt in den Kurven stellt den Mittelwert + Standardabweichung von
finf einzelnen Tumoren dar.

(-0-0-) Morris Hepatom 5123tc; (-#-e-) Novikoff Hepatom
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Morris minimal deviation Hepatome 9618A und 9121, die 14 % bzw. 3 % der nor-
malen Rattenleberaktivitdt betragt, paBt nicht in diese Regel.

Abb. 10 (S. 81) veranschaulicht, daB die Nikotinamidmethylaseaktivitdt in
dem mittelschnell wachsenden und miBig differenzierten Morris Hepatom 5123tc
wesentlich hoher ist als in dem undifferenzierten und schnell wachsenden No-
vikoff Hepatom. Man sieht auBerdem, daB die Nikotinamidmethylasereaktion im
Cytosol der beiden Hepatome bis zu einer Inkubationsdauer von 30 Minuten 1i-
near verlduft.

Abb. 11 (S. 83) zeigt die Diinnschichtschromatographieprofile der Reaktionsan-
sdtze fir die Bestimmung der Nikotinamidmethylaseaktivitdt im Cytosol des
Morris Hepatom 5123tc und des Zajdela Ascites Hepatom. Es wird illustriert,
daB im Cytosol des Morris Hepatom 5123tc Methylgruppen vom S-Adenosyl-{methyl-
3H]methiom‘n auf das Nikotinamid transferiert werden und 1-[Methy1—3H]niko-
tinamid synthetisiert wird, wahrend im Gegensatz dazu in dem Cytosol des sehr
niedrig differenzierten und sehr schnell proliferierenden Zajdela Ascites He-
patom praktisch kein 1-[Methyl-3H]nikotinamid synthetisiert wird.

In allen untersuchten transplantierbaren Rattenhepatomen mit Ausnahme des
Morris Hepatom 5123tc ist die Nikotinamidmethylaseaktivitdt wesentlich nie-
driger als in der normalen erwachsenen Rattenleber. Die vorliegenden Resul-
tate zeigen, daB es mit Ausnahme der sehr langsam proliferierenden Morris
minimal deviation Hepatome 9618A und 9121 eine umgekehrte Korrelation zwi-
schen der Nikotinamidmethylaseaktivitdt und der Tumorwachstumsrate gibt, die
auch die anaplastischen non-hepatischen Ascitestumoren mit einbezieht (Tab.
VIII, S. 80).

Es wurde ferner die Nikotinamidmethylaseaktivitdt in den Lebern der hepatom-
tragenden Ratten gemessen (Tab. VIII). Keine der analysierten Lebern zeigte
makroskopisch Metastasen. Die Lebern der Ratten, denen die Morris Hepatome
9121 und 7777, das Yoshida Hepatom AH-130 und das Zajdela Hepatom transplan-
tiert wurden, haben eine Nikotinamidmethylaseaktivitdt, die sich nicht sta-
tistisch signifikant von derjenigen der gesunden Tiere unterscheidet. Die En-
zymaktivitdt in der Leber von Ratten, die das Morris Hepatom 9618A und 5123tc
trugen, ist statistisch hochsignifikant niedriger und betrdgt nur 43 % bzw.
32 % derjenigen der normalen Rattenleber. In den Lebern der Ratten mit dem
Morris Hepatom 3924 und dem Novikoff Hepatom ist die Nikotinamidmethylaseak-
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Abb. 11: Diinnschichtchromatographieprofil der Reaktionsansdtze fiir die Be-
stimmung der Nikotinamidmethylaseaktivitdt im Cytosol des Morris
Hepatom 5123tc und des Zajdela Ascites Hepatom.

Im Cytosol des Morris Hepatom 5123tc und des Zajdela Hepatom wurde die Miko-

tinamidmethylaseaktivitit wie in 2.2.1. (S. 37) beschrieben mit 5 mM Nikotin-
amid und 210 pM S-Adenosyl-[methyl-3H)methionin (11,8 Ci/mol) als Substraten

gemessen. Nach Beendigung der Reaktion wurden 5 p1 des alkoholischen Extrak-

tes auf Zellulosediinnschichtchromatographieplatten mit dem von Swiatek et al.
{1973) beschriebenen Laufmittel aus 1-Butanol, Essigsdure und Wasser entwik-

kelt.

Die Position des 1-Methylnikotinamid wurde durch UV-Absorption bei 254 nm
identifiziert.

1 = S-Adenosyl-[methyl-3HJmethionin,
2 = 1-[Methyl-3HInikotinamid

Die Chromatogramme wurden in 0,5 cm breite Streifen geschnitten und die Ra-
dioaktivitdt gemessen.

(-0-0-) Morris Hepatom 5123tc; (-e-e-) Zajdela Ascites Hepatom
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tivitdt um ungefdhr 35 % hoher als in der Kontrolleber. Die hepatische Niko-
tinamidmethylaseaktivitdt der Tiere mit den anaplastischen non-hepatischen
Ascitestumoren unterscheidet sich nicht von derjenigen der gesunden Kontroll-
tiere, wie berejts in 3.3.1. (5. 71) dargestel1t-wurde. Es gibt also keine
Korrelation zwischen der Enzymaktivitdt in der Leber der tumortragenden Tie-
re und der Malignitdt des Tumors.

3.3.3.2. Inkorporation von [l4CINikotinamid in das ('4CINAD und [%4C)1-Me-
thylnikotinamid in Gewebeschnittkulturen mit soliden Rattenhepato-

In Tab. IX (S. 86) sind die Ergebnisse filir die Gewebeschnitt- und Zellkultur-
" experimente mit den verschiedenen transplantierbaren Rattenhepatomen zusam-
mengefaBt. Tab. IX zeigt, daB die Radiocaktivitdtsinkorporation in das (14¢1-
Nikotinamid in den soliden Hepatomen im Vergleich zur normalen Kontrolleber
um das 2 - 3-fache hiher ist.

Die sehr langsam proliferierenden Morris minimal deviation Hepatome 9618A und
9121, die beide eine niedrige cytosolische Nikotinamidmethylaseaktivitit ha-
ben, zeigen in den Gewebeschnittkulturexperimenten mit 36,5 uM (14CINikotin-
amid (44,1 Ci/mo1) im Kulturmedium eine absolute ([14C]1-Methylnikotinamidin-
korporationsrate, die nur 29 % bzw. 27 % derjenigen der normalen erwachsenen
Kontrolleber betrdgt. Die relative 1-Methylnikotinamidinkorporationsrate in
den Morris Hepatomen 9618A und 9121 betrdgt nur 13 % bzw. 9 % derjenigen der
normalen Kontrolleber. Der Quotient

1-MNAM
TNAD

demonstriert, daB die Radiocaktivitdtsinkorporation in das [14C]1-Methy1niko-
tinamid im Verhdltnis zur [14C]NAD-Inkorporation in diesen beiden sehr lang-
sam proliferierenden Hepatomen nur 30 % bzw. 10 % derjenigen der normalen
Leber ausmacht.

Das Morris Hepatom 5123tc, das die hdchste Nikotinamidmethylaseaktivitdt von
allen untersuchten transplantierbaren Rattenhepatomen besitzt, zeigt auch in
den Gewebeschnittkulturexperimenten die hdchste Radioaktivitdtsinkorporations-
rate in das [14011-Hethy1nikotinamid von allen soliden Hepatomen. Die abso-
Tute und relative [14C11-Methylnikotinamidsyntheserate im Morris Hepatom
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5123tc sind ungefdhr vier- bzw. zweimal hoher als in der normalen Rattenle-
ber, obwohl die Nikotinamidmethylaseaktivitdt im Cytosol des Morris Hepatom
5123tc nur um 16 % (statistisch nicht signifikant) hoher als in der Kontroll-
leber ist (Tab. VIII, S. 80; Tab. IX, 5. 86). In Relation zur [14C]NAD-Inkor-
porationsrate ist die [14C]1-Methylnikotinamidinkorporationsrate im Morris
Hepatom 5123tc mehr als dreimal so hoch wie in der normalen Rattenleber.

Im Morris Hepatom 7777 ist die absolute Inkorporationsrate in das [14C]1-Me-
thylnikotinamid um 63 % hoher als in der normalen Leber, obgleich die cyto-
solische Nikotinamidmethylaseaktivitdt in diesem Hepatom nur 34 % derjenigen
der Kontrolleber betrdgt. Hingegen betrdgt die relative [14C]1-Methy1niko-

tinamidinkorporationsrate 74 % derjenigen der normalen Rattenleber. In Rela-
tion zur [14CINAD-Inkorporation ist die [14C]1-Methy]nikotinamidinkorpora-

tion im Morris Hepatom 7777 um 25 % groBer als in der normalen Kontrolleber.

Sowohl die absolute als auch die relative [14C]1-Methy]nikotinamidsynthese—
rate sind im Morris Hepatom 3924 zwei- bzw dreimal so hoch wie in der norma-
len Rattenleber, obwohl die cytosolische Nikotinamidmethylaseaktivitdt in
diesem Tumor nur 24 % der Rattenleberaktivitdt betrdgt.

In Relation zur [14C]NAD-Inkorporationsrate ist die [14C]1-Methy1nikotinamid-
inkorporationsrate im Morris Hepatom 3924 fiinfmal so hoch wie in der normalen
erwachsenen Rattenleber.

Ehnlich wie bei den Morris Hepatomen 7777 und 3924 wurde beim Novikoff Hepa-
tom eine erhebliche Diskrepanz zwischen der niedrigen cytosolischen Nikotin-
amidmethylaseaktivitdt und der hohen 1-Methylnikotinamidsyntheserate in den
Hepatomschnittkulturexperimenten beobachtet. Die absolute ['4C]1-MethyIniko-
tinamidinkorporationsrate im Novikoff Hepatom ist fast doppelt so hoch wie
in der Kontrolleber, obwohl die Nikotinamidmethylaseaktivitat dieses Tumors
nur 15 % der Normalleberaktivitdt betrdgt. Macht die relative 1-Methylniko-
tinamidinkorporationsrate in diesem Hepatom 70 % derjenigen der Vergleichs-
leber aus, so ist die [14C]1-Methy]nikotinamidinkorporationsrate in Relation
zur [14C]NAD-Inkorporationsrate im Novikoff Hepatom dreimal so hoch wie in
der Normalleber.

In den Yoshida Ascites Hepatomzellen AH-130 ist die zelluldre (*4cy1-Methyl-
nikotinamidsyntheserate ganz auBergewthnlich hoch. Die absolute und die re-
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schnittkulturen mit soliden Rattenhepatomen und in Zellkulturen mit Ascitestumorzellen

abolute Inkorporationsraten relative
[pmol/mg Protein/90 Minuten) Inkorporationsraten
Nikotinamid NAD {-Hethylniko- NAD  1-MNAM 1-MNAM
(NAM) (1-MnAM) NAH™ T RAD
normale erwachsene Rattenleber (6) 1M11,1 + 27,9 130,7 + 36,2 26,1 + 18,4 1,18 6,23 0,20
Morris Hepatom 9618A (3) 241,3 + 30,3 127,9 + 19,7 7,6 + 0,3 0,53 0,03 0,06
Morris Hepatom 9121 (4) 314,8 + 11,0 348,6 + 34,8 7,0+ 1,2 1,11 0,02 0,02
Morris Hepatom 5123tc (3) 187,3 + 13,0 149,2 + 24,2 99,1 + 18,2 0,80 0,53 0,66
Morris Hepatom 7777 (4) 255,6 + 17,0 173,2 »+ 59,5 42,5+ 24,1 0,68 0,17 0,25
Morris Hepatom 3924 (3) 236,1 + 40,9 89,2 + 17,0 87,4+ 9,9 0,38 0,37 0,98
Novikoff Hepatom (4) 301,8 + 34,7 84,7 + 34,7 49,2 + 18,6 6,28 0,16 0,58
Yoshida Ascites Hepatom AH-130 (4) 36%,5 » 40,8 660,5 « 67,5 163,7 2 10,0 1,79 0,44 0,25
Zajdela Ascites Hepatom (5) 92,9 = 17,1 869,7 + 256,2 0,8+ 0,2 9,36 <«0,01 <0,01
Yoshida Ascites Sarkom (3) 198,1 ¢+ 17,6 444,5 + 162,9 0,7+ 0,2 2,24 <0,00  <0,01
Ehrlich Ascites Tumor (4) 158,1 + 17,4 514,0 + 18,6 0,6 + 0,1 3,25 «<0,01 <0,01
Sarkom 180 {4) 130,2 » 19,2 413,7 + 42,4 0,6 + 0,2 3,18 <0,00  <0,01

100 mg Gewebeschnitte von soliden Rattenhepatomen bzw. 100 mg Ascitestumorzellen (10 Minuten mit 270 x g zentri-

fugiert) wurden wie in 2.2.2. (S. 40) beschrieben inkubiert.

Die Tumoren sind wie in Tab. VIII (S. gg) entsprechend ihrer zunehmenden Wachstumsrate aufgelistet.

Die Daten sind die Mittelwerte + Standardabweichung von 3 - 5 soliden Tumoren bzw. den Ascitestumorzellen der
tumortragenden Tiere. In Klammern ist die Anzahl der untersuchten Tumoren bzw. der tumortragenden Tiere ange-

geben.
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lative {14c11—Methylnikotinamidinkorporationsrate in diesen Tumorzellen sind
sechs- bzw. zweimal hoher als in den Leberschnitten gesunder Ratten, ob-
gleich die cytosolische Nikotinamidmethylaseaktivitat in den Yoshida Ascites
Hepatomze]]én AH-130 nur ungefdhr 10 % der normalen Rattenleberaktivitit
betrdgt.

Die Zajdela Ascites Hepatomzellen haben eine kaum meBbare cytosolische Niko-
tinamidmethylaseaktivitdt, und auch die lebenden Zajdela Ascites Hepatomzel-
len synthetisieren lediglich duBerst geringe Mengen [14C]1-Methy1nikotinamid
mit 36,5 pM ['4CINikotinamid im Kulturmedium.

Die chromatographische Analyse der Produkte des [14C]Nikotinamid im Extrakt
von Zajdela Ascites Hepatomzellen ergab, dad das ['3CINAD das einzige nach-
weisbare radioaktiv markierte Produkt in bedeutender Quantitdt ist (Abb, 12,
S. 88). Diese Ergebnisse zeigen, daB die undifferenzierten Zajdela Ascites
Hepatomzellen in bezug auf die cytosolische Nikotinamidmethylaseaktivitdt
und im Hinblick auf den Metabolismus von [14C]Nikotinamid in den lebenden
Tumorzellen den anaplastischen Ascitestumorzellen non-hepatischen Ursprungs
(Ehrlich Ascites Tumorzellen, Sarkom 180 Zellen, Yoshida Ascites Sarkomzel-
len) sehr &hnlich sind {Abb. 8, S. 73; Abb. 12, S. 88 ; Tab. VIII, S. 80;
Tab. IX, S. 86).

Zusammenfassend ergibt sich mit den langsam proliferierenden Morris minimal
deviation Hepatomen 9618A und 9121 sowie mit dem von allen untersuchten He-
patomen am schnellsten proliferierenden Zajdela Ascites Hepatom eine gute
Obereinstimmung zwischen der Nikotinamidmethylaseaktivitdt und der 1-Methyl-
nikotinamidsyntheserate in den lebenden Zellen mit einer physiologischen
Nikotinamidkonzentration im Kulturmedium. Hingegen gibt es in den mittel-
schnell proliferierenden Morris Hepatomen 5123tc, 7777 und 3924 sowie in dem
rasch proliferierenden Yoshida Ascites Hepatom AH-130 und dem Novikoff He-
patom keine erkennbare Obereinstimmung zwischen der Nikotinamidmethylaseak-
tivitdt im Tumorcytosol und der [14C]1-Methylnikotinamidsyntheserate in den
intakten Hepatomzellen. Vielmehr ist die 1-Methylnikotinamidsyntheserate in
diesen Hepatomen wesentlich hdher, als es nach den Resultaten fiir die Niko-
tinamidmethylaseaktivitatsbestimmung erwartet worden wire. Mogliche Ursachen
fir dieses Phinomen werden in.4.1. (S. 101) und 4.5. (S. 118) diskutiert.
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Abb. 12: Diinnschichtchromatographieprofil der Produkte des 1'4¢INikotin-
amid in Zajdela Ascites-Hepatomzellen.

100 mg Zajdela Ascites-Hepatomzellsediment (10 Minuten mit 270 x g zentri-
fugiert) mit 4,9 x 107 Zellen wurden fir 90 Minuten bei 370 C in 3 ml
Eagle's basal Medium mit 2 mM L-Glutamin und 36,5 yM ['4CINikotinamid

(44,1 Ci/mol) inkubiert. 10 pl des alkoholischen Zellextraktes wurden

auf Zellulose Diinnschichtchromatographieplatten  mit dem von Witholt (1971)
beschriebenen Laufmittel aus Zitronensdure, Ammoniumchlorid, Ethanol und
Wasser entwickelt.

Die Positionen der nicht radioaktiv markierten authentischen Standard-
substanzen, die durch UV-Absorption bei 254 nm identifiziert wurden, sind
durch die Balken angegeben.

1= NAD, 2 = 1-Methylnikotinamid; 3 = Nikotinamid

Das Chromatogramm wurde in 0,5 cm breite Streifen geschnitten und die
Radioaktivitdt gemessen.
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3.4. Nikotinamidmethylierung in RLC-Zellen

3.4.1. Nikotinamidmethylaseaktivitit in RLC-Zellen aus verschiedenen Wachs-
tumsphasen

______________________________________ e m S r et —r e dc A —————————-—

RLC-Zellen sind in der Zellkultur etablierte Hepatomzellen, die urspriinglich
von der normalen Rattenleber abstammen, im Verlaufe der Zellkulturpassagen
jedoch spontan zu schnell proliferierenden Hepatomzellen transformierten.
DaB es sich bei den RLC-Zellen tatsdchlich um Hepatomzellen handelt, wurde
in chromosomenanalytischen, morphologischen und biochemischen Untersuchungen
gezeigt (Gerschenson et al., 1970; Oshiro et al., 1972; Schamhart et al.,
1979; Studinger, 1979; Volman, 1978).

Daher sollte zundchst untersucht werden, ob RLC-Zellen aktiv Nikotinamid me-
thylieren, und ob sich die Nikotinamidmethylaseaktivitdt in diesen rasch
proliferierenden Hepatomzellen (Zellpopulationsverdopplungszeit = 18 h)
(Schamhart et al., 1979) von derjenigen der normalen Rattenleber unterschei-
det. Die bisher vorgestellten eigenen Ergebnisse zeigen, daB die Nikotinamid-
methylaseaktivitdt in allen rasch proliferierenden transplantierbaren Ratten-
hepatomen wesentlich niedriger als in der normalen Kontrolleber ist (Tab.
VIII, S. 80). AuBerdem war in Hinblick auf die mitogene Wirkung von 1-Methyl-
nikotinamid in den RLC-Zellen (Hoshino et al., 1982b) und die Wachstumspha-
senabhdngigkeit der Nikotinamidmethylaseaktivitdt in der regenerierenden und
fetalen Rattenleber (Hoshino et al., 1982a; Abb. 5, S. 60; Tab. V, S.61 ) zu
untersuchen, ob es auth in den RLC-Zellen eine Wachstumsphasenabhangigkeit
der Nikotinamidmethylijerung gibt.

In einer ersten Versuchsreihe wurde im Cytosol von RLC-Zellen aus der loga-
rithmischen und statjoniren Wachstumsphase die Nikotinamidmethylaseaktivitdt
gemessen. In Tab. X (S. 92 ) ist das methodische Vorgehen beschrieben, um
logarithmisch proliferierende und stationire RLC-Zellen zu erhalten. Zum
Zeitpunkt der Zellernte hatten die logarithmisch proliferierenden Zellen erst
25 % der maximal mdglichen Zelldichte erreicht. 10 - 12 % aller Zellen in
den Zellkulturen mit den logarithmisch proliferierenden RLC-Zellen waren in
der Mitose (M-Phase) und hatten die fiir diese Zellzyklusphase charakteri-
stische sphirische Form (Watson, 1977a). Abb. 13a(S. 91 ) zeigt schematisch
einen typischen Ausschnitt aus einer Zellkultur mit den logarithmisch proli-
ferierenden Zellen, wie er sich unter dem Phasenkontrastauflichtmikroskop
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darstellte. Die einzelnen, in dieser Wachstumsphase typischerweise spinde-
1ig geformten RLC-Zellen mit ihren zipfeligen Cytoplasmafortsdtzen haben
noch keinen Kontakt miteinander aufgenommen. Man erkennt auBerdem die nur
Tose am Flaschenboden fixierten abgerundeten mitotischen Zellen, die sich in
den verschiedenen Phasen der Zellteilung bis zur endgultigen Tochterzellbil-
dung befinden. Es ist bemerkenswert, daB die Morphologie der logarithmisch
proliferierenden RLC-Zellen, die sich nicht gerade in der M-Phase befinden,
mehr Khnlichkeit mit Fibroblasten als mit Zellten epithelialer Abstammung
hat. Die Abhdngigkeit der Zellform kultivierter Zellen epithelialen Ursprungs
von der Wachstumsphase ist bereits fiir andere Karzinomzellen wie z.B. Hela-
Zellen gut dokumentiert worden (Watson, 1977a).

Die zur Bestimmung der Enzymaktivitat geernteten stationdren RLC-Zellen hat-
ten die maximal mdgliche Zelldichte von 204 x 103 Zellen/cm@ erreicht. In
Abb. 13b (S. 91 ) ist schematisch ein Ausschnitt aus einer Zellkultur mit
stationdren RLC-Zellen dargestellt. Mitotische Zellen sind nicht sichtbar.
Man erkennt statt dessen einen dichten, typisch epithelial konfigurierten
Zellrasen, der aus polygonal geformten ("pflastersteinartigen") und eng mit-
einander in Kontakt stehenden RLC-Zellen zusammengesetzt ist.

In den stationdren nicht proliferierenden RLC-Zellen, deren Wachstum durch
Kontaktinhibition in der frithen Gy-Phase nach Bildung eines konfluierenden
Zellrasens gestoppt worden war (Schwarz et al., 1974; Watson, 1977a), ist die
Nikotinamidmethylaseaktivitdt um 71 % hoher als im Cytosol der logarithmisch
proliferierenden RLC-Zellen (Tab. X, S. 92 ). Die Enzymaktivitdt im Cytosol
der stationdren und logarithmisch proliferierenden RLC-Zellen betrdgt nur

57 % bzw. 33 % der normalen Rattenleberaktivitat. Diese Befunde korrespondie-
ren gut mit den eigenen Ergebnissen, die zeigen, daB eine im Vergleich zur
normalen Rattenteber deutlich niedrigere Nikotinamidmethylaseaktivitat eine
ganz typische Eigenschaft rasch proliferierender und wenig differenzierter
Hepatomzellen ist (Tab. VIII, S. 80).

Wenn die RLC~Zellen nicht mit der in 2.2.1.1. (S. 37) beschriebenen Ultra-
schallmethode geknackt werden, sondern durch mehrmaliges Einfrieren im Trok-
keneis-Ethanol-Gemisch und sofortiges Auftauen bei Zimmertemperatur (Hoshino
et al., 1980, 1981) ist die Enzymaktivitdtsausbeute im Cytosol der auf diese
Weise homogenisierten Zellen um 70 % niedriger als in den mit Ultraschall
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Abb. 13: Morphologie der RLC-Zellen unter verschiedenen Wachstumsbedin-
gungen

a) logarithmisch proliferierende Zellen
b) stationire Zellen

¢) durch Serumentzug vorzeitig in der Gy-Phase arretierte Zellen
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Tab. X: Nikotinamidmethylaseaktivitdt im Cytosol von RLC-Zellen aus der
logarithmischen und stationdren Wachstumsphase

[N

logarithmisch proli- stationdre nicht proli-
ferierende RLC-Zellen ferierende RLC-Zellen

Zelldichte zu Beginn der 3 3 3 3
Kultur [Zellen/cm?) 15x 107 £+ 3 x 10 78 x 10° + 1 x 10
Zelldichte am Ende der

Kultur (64 Stunden) 50 x 10% + 11 x 10° 204 x 10% + 1 x 103

{Zellen/cm?]

Anzahl der M-Phase-Zellen
am Ende der Kultur 10 - 12 0
[M-Phase-Zellen/100 Zellen]

Nikotinamidmethylaseaktivi-
tit [nmol 1-Methylnikotin- 3,1 +0,5 5,3 + 0,78
amid/mg Prot./30 Minuten]

Um Togarithmisch proliferierende und stationdre RLC-Zellen zu erhalten, wur-
den RLC-Zellen von Stammkulturen mit einer Zelldichte von 160 x 10° Zellen/
cm® mit den in der ersten Zeile der Tabelle angegebenen Zelldichten in Zell-
kulturflaschen eingesdt und fiir 64 Stunden bei 37° C in minimal essential
Medium Eagle mit 2 mM L-Glutamin, 0,1 % non essential Amino Acids und 5 %
fetalem Kdlberserum kultiviert. Am Ende der 64-stiindigen Kulturzeit hatten
die logarithmisch proliferierenden Zellen eine Dichte von 50 x 10 Zellen/
cm? erreicht. Phasenkontrastmikroskopisch waren 10 - 12 sphdrisch geformte
mitotische (M-Phase) Zellen/100 Zellen auf dem Zellkulturflaschenboden zu
erkennen. Im Gegensatz dazu hatten die stationdren Zellen die maximal mog-
liche Dichte von 204 x 10° Zellen/cm? erreicht und wurden durch Kontaktin-
hibition in der frihen Gi-Phase an der weiteren Proliferation gehindert,
Mikroskopisch waren keine sphdrischen M-Phasen-Zellen in der Zellkultur
erkennbar.

Die Zellen von 10 - 25 Kulturflaschen mit den Zellen aus der gleichen Wachs-
tumsphase wurden mit dem Zellschaber geerntet und gesammelt. Die Nikotin-
amidmethylaseaktivitdt wurde wie in 2.2.1. (S. 37) beschrieben gemessen.

Die Daten sind die Mittelwerte + Standardabweichung von acht Enzymaktivi-
tdtsbestimmungen. Die Daten wurden statistisch mit dem Wilcoxon-Test ana-
lysiert (Immich, 1974; Ramm & Hoffmann, 1976).

a: p <0,001

Die Zellzahlen wurden in vier Kulturflaschen aus jeder Wachstumsphase be-
stimmt. Diese Daten sind ebenfalls die Mittelwerte * Standardabweichung.
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homogenisierten Zellen. Allerdings zeigt sich auch mit dem Cytosol der durch
Einfrieren und Auftauen im Trockeneis geknackten Zellen, daB stationdre RLC-
Zellen eine um 50 % hdhere Enzymaktivitdt als die logarithmisch proliferie-
renden Zellen haben. Diese Ergebnisse sind nicht in einer Abbildung oder
Tabelle gezeigt. Da bekannt ist, daB RLC-Hepatomzellen und gewisse andere
Hepatomzellen wie z.B. Yoshida Hepatom AH-130 Zellen oder Zajdela Ascites
Hepatomzellen eine sehr feste und rigide Zellmembran besitzen (Gerschenson
et al., 1970; Perin et al., 1978; Schamhart, 1979), wurde die fir die Gewin-
nung der cytosolischen Nikotinamidmethylase wesentlich effizientere Ultra-
schalThomogenisationsmethode angewendet.

In einer zweiten Versuchsreihe wurde die Nikotinamidmethylaseaktivitit von
logarithmisch proliferierenden RLC-Zellen mit der von RLC-Zellen verglichen,
die durch Entzug des zum ungesttrten Wachstum unbedingt notwendigen fetalen
Kdlberserums bereits vor Erreichen der maximal mdglichen Zelldichte wachstums-
inhibiert und in der friihen Gy-Phase arretiert wurden. Serumdeprivation im
Kulturmedium ist eine sehr effiziente MaBnahme, um das Wachstum der Zellen

in der Gi-Phase zu arretieren, ohne die Zellen dadurch in ihrer Vitalitdt

und morphologischen Integritdt zu beeintrdchtigen (Johnson, 1980a; Johnson

& Chiang, 1981; Schwartz et al., 1974; Watson, 1977a).

Tab. XI (S. 95) beschreibt das experimentelle Vorgehen und den Wachstumsver-
lauf der RLC-Zellen im Detail. Zunichst wurden die Zellen mit dem Kulturme-
dium, das 5 % fetales Kdlberserum enthielt, angeziichtet. Nach 24 Stunden wur-
de das Kulturmedium gewechselt. Um logarithmischproliferierende RLC-Zellen
ernten zu kinnen, wurde die eine Gruppe von Zellen erneut mit frischem Medium
versorgt, das 5 % fetales Kdlberserum enthielt. Hingegen bekam die andere
Gruppe von Zellen das Kulturmedium, das nur 0,1 % fetales Kdlberserum ent-
hielt, um die RLC-Zellen an der weiteren Proliferation zu hindern. Beide
Gruppen von Zellen wurden unter diesen Bedingungen flr weitere 40 Stunden
kultiviert; anschlieBend wurde die Nikotinamidmethylaseaktivitdit gemessen.

Die logarithmisch proliferierenden RLC-Zellen hatten sich nach dem Medium-
wechsel um 380 % vermehrt, aber erst 37 % der maximal mgglichen Zelldichte
erreicht und zeigten im Gegensatz zu den durch Serummangel am Wachstum inhi-
bierten RLC-Zellen einen hohen Prozentsatz an sphirisch geformten mitoti-
schen Zellen. Die Morphologie der logarithmisch proliferierenden RLC-Zellen
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ist in Abb. 13a (S. 91 ) gezeigt und wurde bereits weiter oben beschrieben.

Die Zelldichte in den RLC-Zellkulturen, die mit dem Serummangelmedium kulti-
viert wurden, nahm unter diesen Wachstumsbedingungen noch um 6 % zu. Diese
geringe Zunahme ist darauf zuriickzufihren, daf die Zellen, die sich zum Zeit-
punkt der Zugabe des Serummangelmediums in der DNA-Synthesephase (S-Phase),
Post-DNA-Synthesephase (Gp-Phase) oder in der Mitosephase (M-Phase) befanden,
die Mitose vollendeten, um dann mit dem diploiden Chromosomensatz in der Gq-
Phase arretiert zu werden (Watson, 1977a). Diese Gruppe von Zellen erreichte
nicht die maximal mogliche Zelldichte von 204 x 103 Zellen/cm?, sondern eine
Dichte von nur 170 x 103 Zellen/cm2. Abb. 13 ¢ (5. 91 ) zeigt schematisch
einen Ausschnitt aus einer Zellkultur mit RLC-Zellen, die fir 40 Stunden mit
dem Serummangelmedium kultiviert wurde. Man erkennt, daB die Zellen keinen
konfluierenden Zellrasen gebildet haben, sondern dicht aggregiert in haufen-
formiger Anordnung auf dem Flaschenboden haften. Die in dem Serummangelmedium
geziichteten Zellen haben weder das fibroblastendhnliche Aussehen der logarith-
misch proliferierenden RLC-Zellen, noch den pflastersteinartigen Charakter
der im geschlossenen Epithelverband angeordneten stationdren Zellen; ihre
Form ist eher abgerundet, ohne zipfelartige Cytoplasmaausldufer. Mitotische
Zellen sind nicht sichtbar. Eine Verwechslung der dicht beieinander liegen-
den im Serummangelmedium kultivierten Zellen mit den einzeln stehenden, eben-
falls abgerundeten RLC-Zellen aus der M-Phase ist kaum méglich, weil die mi-
totischen Zellen nur lose am Zellkulturflaschenboden haften und sich bei
Stromungen im Kulturmedium deutlich sichtbar bewegen.

Die Nikotinamidmethylaseaktivitdt im Cytosol der RLC-Zellen, die vorzeitig in
der Gi-Phase des Zellzyklus wachstumsinhibiert wurden, ist um 67 % hther als
im Cytosol der logarithmisch proliferierenden RLC-Zellen (Tab. XI, S. 95 ).
Die Enzymaktivitdt der durch Serumdeprivaticn in der Gy-Phase arretierten
nicht proliferierenden RLC-Zellen ist derjenigen von stationdren RLC-Zellen,
die durch Kontaktinhibition nach Bildung eines konfluierenden Zellrasens in
der Gy-Phase gestoppt wurden, sehr dhnlich (Tab. X, S. 92). Somit

gibt es auch in den RLC-Zellen eine Wachstumsphasenabhdngigkeit der Nikotin-
amidmethylaseaktivitdt: Die auf unterschiedliche Art und Weise wachstumsinhi-
bierten nicht proliferierenden RLC-Zellen haben eine um rund 70 % hohere Ni-
kotinamidmethylaseaktivitdt als die logarithmisch proliferierenden Zellen.
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ab. XI: Nikotinamidmethylaseaktivitdt im Cytosol von logarithmisch proliferierenden RLC-Zellen und von RLC-
Zellen, deren Wachstum durch Serumdeprivation vorzeitig in der Gy-Phase inhibiert wurde.

logarithmisch proliferie- wachstumsinhibierte RLC-
rende RLC-Zellen ellen
(40 Stunden-Kultur mit 5 % (40 Stunden-Xultur mit 0,1 %
fetalem Xdlberserum) fetalem Kilberserum)
1 Seonse,zu Beginn der Kultur 15 % 10° 2 3 x 109 78 X108 2 f x 100
nzentration des fetalen Kilberserums 5y 5%
n Kulturmedium
211dichte nach 24 Stunden 20 x 10° % 3 x 10° 160 x 16% + 3 x 10°

ellen/cm?]

diumwechsel:
nzentration des erneuerten fetalen 5% 0.1 %
i1berserums im Kulturmedium

11dichte am Ende der Kultur
4 Stunden) 76 x 10* £ 5 x 10° 170 x 10° & 10 x 10°
‘ellen/cm? |

1zahl der M-Phase-Zellen am Ende
r Kultur 12 - 15 0
i-Phase-Zellen/100 Zellen)

ikotinamidmethylaseaktivitit a
mol 1-MethyInikotinamid/mg Prot./ 3,0 £ 0,3 5,0 ¢ 0,4
} Minuten]

C-Zellen wurden mit den in der ersten Zeile der Tabelle angegebenen Zelldichten in Zellkulturflaschen einge-
it und fir 24 Stunden bei 37° C in minimal essential Medium Eagle mit 2 m L-Glutamin, 0,1 % non essentaial
1ino Acfds und 5 % fetalem Kdlberserum kultiviert. Dann wurde das Kulturmedium mit PBS? mehrfach ausgewaschen
d ernevert, Um Togarithmisch proliferierende Zellen ernten zu kinnen, wurde die eine Gruppe erneut mit Me-
um, das § % fetales Kilberserum enthielt, versorgt. Die andere Gruppe von Zellen bekam ein Medium, das nur
1 % fetales Kilberserum enthielt, um das Wachstum der Zellen vorzeitig in der Gy-Phase zu arretieren (John-
n, 1980a; Johnson & Chiang, 1981; Schwartz et al., 1974; Watson, 1977a). Hach weiteren 40 Stunden Kulturzeit
tten die Jogarithmisch proliferierenden Zellen eine Dichte von 76 x 10® Zellen/cm? erreicht. Mit dem Phasen-
ntrastmikroskop waren 12 - 15 sphirische M-Phase-Zellen/100 Zellen in der Zellkultur sichtbar,

e durch den Serumentzug wachstumsinhibierten RLC-Zellen hatten ihr Wachstum bei der submaximalen Dichte von
0 x 10° Zellen/cm? eingestellt. Phasenkontrastmikroskopisch waren keine spharischen M-Phase-Zellen in den
11kulturen sichtbar,

ie ZeYlen von 10 - 25 Xulturflaschen der gleichen Wachstumsphase wurden mit dem Ze)lschaber geerntet und ge-
mmelt, Die Nikotinamidmethylaseaktivitit wurde wie in 2.2.1. (S. 37) beschrieben gemessen, Die Daten reprd-
ntieren die Mittelwerte + Standardabweichung von acht Enzymaktivitdtsbestimmungen.

e Daten wurden statistisch mit dem Wilcoxon-Test analysiert (Immich, 1974; Ramm & Hoffmann, 1976).

. p <0,001

e Zellzahlen wurden in vier Kulturflaschen bestimmt und reprisentieren ebenfalls die Mittelwerte ¢ Standard-
weichung,
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3.4.2. Inkorporation von ['4CINikotinamid in das [14CINAD und [14C]1-Methyl-
nikotinamid in Zellkulturen mit RLC-Zellen aus der logarithmischen

____________________________________________________________________

Zundchst wurde untersucht, welche die wichtigsten Produkte des Nikotinamids
in den RLC-Zellen sind. Dazu wurden RLC-Zellen aus der stationdren Wachs-
tumsphase in minimal essential Medium Eagle mit 2 m4 L-Glutamin und 36,5 uM
{14CiNikotinamid (44,1 Ci/mol) inkubiert. Die radioaktiven Produkte im al-
koholischen Zellextrakt wurden mit der Dinnschichtchromatographie analysiert.
Abb. 14 (S. 97 ) demonstriert, daB wie in der normalen Rattenleber (Abb. 3,
S. 54) ['3CINAD und [14C11-MethyInikotinamid die einzigen nachweisbaren Pro-
dukte des [14CINikotinamid in den RLC-Hepatomzelien sind.

Abb. 15 (S. 98 ) zeigt, daB stationdre RLC-Zellen unter den oben beschriebe-
nen Bedingungen [14CINikotinamid bis zu einer Inkubationsdauer von 90 Minu-
ten mit nahezu konstanter Geschwindigkeit in das [14C]NAD und [14C11-Methyl-
nikotinamid inkorporieren. Die Inkorporation in das [14CINAD nimmt mit einer
sich einem Plateau anndhernden Kurve bis zu einer Inkubationsdauer von sechs
Stunden stetig zu, wohingegen die Inkorporation in das {14¢]11-Methylnikotin-
amid bereits nach drei Stunden ein Plateau erreicht. Eine dhnliche Beobach-
tung wurde von Hoshino et al. (1984) mit Rattenleber gemacht: In Rattenle-
berschnitten, die mit 11,2 uM [14C]Nikotinamid in Eagle's basal Medium inku-
biert werden, verlauft die Radicaktivitdtsinkorporation in das [14C]NAD und
in das [14C]1-Methy1nikotinamid bis zu einer Inkubationsdauer von 60 Minuten
Tinear. Danach flacht die Inkorporation in das [14C]1‘Methy1nikotinamid
deutlich ab, wahrend die in das (14CINAD weiter Tinear ansteigt.

Diese Beobachtungen kionnten damit erkldrt werden, daB das von den RLC-Zellen

und den Rattenleberschnitten synthetisierte (14c]1-Methylnikotinamid im Ver-

lauf der Inkubation zu einem gewissen Anteil in das Inkubationsmedium sezer-

niert wird und so zu einer Stagnation der Radioaktivitdtsinkorporation in die
Fraktion des intrazelluldren [14C]1-Methy1nikotinamid fiihrt (siehe dazu auch

die Ausfiihrungen in 4.1., S. 107).

Es soll ausdricklich darauf hingewiesen werden, daB die Radioaktivitdtsinkor-
poration in das [14C]Nikotinamid in den RLC-Zellen bereits sehr frihzeitig
nach dem Inkubationsbeginn einen Gleichgewichtszustand erreicht (Abb. 15,

S. 98). Dies bedeutet, daB die Radiocaktivitdtsinkorporation in das (14cINAD
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Abb. 14: Diinnschichtchromatographieprofil der Produkte des [14C]Nikotinamid
in RLC~Zellen

100 mg Frischgewicht RLC-Zellen (2,8 x 107 Zellen) von konfluierenden Zell-
kulturen wurden fiir 90 Minuten bei 379 C in 3 ml minimal essential Medium
Eagle mit 2 mM L-Glutamin, 0,1 % non essential Amino Acids und 36,5 uM [14C]

Nikotinamid (44,1 Ci/mol) inkubiert.

Die radicaktiven Produkte im alkoholischen Zellextrakt wurden dinnschicht-
chromatographisch wie in Abb. 12 (S. 88 ) und in 2.2.2. (S.40) beschrieben

analysiert.

1 = NAD; 2 = 1-Methylnikotinamid; 3 = Nikotinamid
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Abb. 15: Metabolische Inkorporation von ['4C)Nikotinamid in das [}4CINAD
und [14C]1-Methy1nikotinamid in stationdren RLC-Zellen als Funk-
tion der Inkubationsdauer

100 mg Frischgewicht RLC-Zellen (2,8 x 107 Zellen) von konfluierenden
Zellkulturen wurden fiir die angegebenen Zeiten bei 370 € in 3 ml minimal
essential Medium Eagle mit 2 mM L~Glutamin, 0,1 % non essential Amino
Acids und 36,5 pM (1CINikotinamid (44,1 Ci/mol) inkubiert.

Die radioaktiven Produkte wurden diinnschichtchromatographisch analysiert.
Die Daten repridsentieren die Mittelwerte + Standardabweichung von drei
oder vier Inkubationen,

(-a-a-) NAD; (-0-0-) 1-Methylnikotinamid; (-e-e-) Nikotinamid
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und [14C]1-Methylnikotinamid nicht auf Verinderungen innerhalb des ['3CINi-
kotinamidpools in den RLC-Zellen zuriickzufiihren ist, sondern die metaboli~
sche Aktivitdt der Zellen bei einer konstanten intrazelluldren Nikotinamid-
konzentration reprdsentiert (siehe dazu auch die Erlauterungen in 2.2.2.,
S. 40).

In einer weiteren Versuchsreihe sollte uberpriift werden, ob der Unterschied
in der cytosolischen Nikotinamidmethylaseaktivitdt zwischen den stationdren
und logarithmisch proliferierenden RLC~Zellen auch von einem entsprechenden
Unterschied in der zelluldren 1-Methylnikotinamidsyntheserate der intakten
RLC-Zellen mit einer physiologischen Nikotinamidkonzentration im Kulturme-
dium begleitet wird. Dazu wurden die RLC-Zellen unter den gleichen Bedingun-
gen wie in Tab. X (S. 92 ) und in 3.4.1. (S. 89 ) ausfiihrlich beschrieben
kultiviert. Am Ende der 64-stiindigen Kulturzeit wurden die Zellen durch
Trypsinierung geerntet. Die Zellen aus jeder der beiden Wachstumsphasen
wurden getrennt gesammelt, und die Radioaktivitdtsinkorporationsraten in

das [14CINAD und [14C11-MethyTnikotinamid wurden gemessen. Tab. XII (S. 100)
zeigt, daB die absolute und relative 1-Methylnikotinamidsyntheserate in den
stationiren RLC-Zellen um 49 % bzw. um 76 % hther als in den logarithmisch
proliferierenden Zellen sind. Somit wird die um rund 70 % hdhere cytosoli-
sche Nikotinamidmethylaseaktivitdt in den stationdren RLC-Zellen im Vergleich
zu den logarithmisch proliferierenden RLC-Zellen tatsHchlich von einer ent-
sprechend hdheren zelluldren 1-Methylnikotinamidsyntheserate in den leben-
den Zellen mit einer physiologischen Nikotinamidkonzentration im Kulturme-
dium begleitet.
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4. DISKUSSION

4.1. Biochemische Bedeutung und Funktion der Nikotinamidmethylierung im Ni-
kotinamidstoffwechsel der normalen erwachsenen Leber und der non-hepa-
tischen Organe

In Obereinstimmung mit den Ergebnissen von Hoshino et al. (1982a, 1984) und
Clark et al. (1975a) wird in dieser Arbeit gezeigt, daB die Rattenleber eine
sehr groBe Synthesekapazitdt fiir die Produktion von 1-Methylnikotinamid be-
sitzt. Dies wurde sowohl durch die Messung der cytosolischen Nikotinamidme-
thylaseaktivitdat als auch durch die Messung der metabolischen Inkorporation
von radioaktiv markiertem Nikotinamid {Konzentration im Kulturmedium = 36,5
pM) in das 1-Methylnikotinamid in den lebenden Hepatocyten unter Anwendung
der Schnittkulturtechnik demonstriert (Tab. II, S. 49; Tab. III, S.50 ; Tab.
IV, S. 53). Im Vergleich dazu sind die Nikotinamidmethylaseaktivitdt und die
1-Methylnikotinamidsyntheserate in anderen parenchymattsen Organen wie Neben-
niere, Pancreas, Niere und Gehirn niedrig und betragen weniger als 25 % der-
Jenigen der Leber (Tab. II, III, IV). Diese Befunde deuten darauf hin, daB
die Nikotinamidmethylierung in der Leber eine hervorragende physiologische
Bedeutung im Nikotinamidstoffwechsel hat, derweil die Nikotinamidmethylie-
rung in den non-hepatischen Organen jedoch von sekunddrer Relevanz zu sein
scheint.

Obwohl eine gute Ubereinstimmung zwischen der Nikotinamidmethylaseaktivitdt
und der 1-Methylnikotinamidsynthesreate in den Gewebeschnittkulturexperimen-
ten mit verschiedenen Organen besteht {(Tab. II, III, IV), miissen einige wich-
tige Besonderheiten des Gewebeschnittkultursystems erldutert werden, die fir
Abweichungen der 1-Methylnikotinamidsyntheserate von der cytosolischen Niko-
tinamidmethylaseaktivitdt verantwortlich sein konnen:

Die Nikotinamidmethylaseaktivitdt wurde unter optimalen Substrat- und pH-Be-
dingungen gemessen. Im Gegensatz dazu betridgt die Nikotinamidkonzentration
in dem fiir die Gewebeschnittkulturexperimente benutzten Kulturmedium 36,5 uM
und entspricht somit lediglich dem E%-Nert des fiir die Nikotinamidmethylie~

rung ermittelten Ky-Wertes fiir Nikotinamid (K = 75 uM; Hoshino et al., 1982a).
Hoshino et al. (1984) zeigten, daB die 1-Methylnikotinamidsyntheserate in
Rattenleberschnitten innerhalb des physiologischen Konzentrationsbereiches
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von 10 - 100 pM Nikotinamid im Medium direkt von dessen Konzentration im
Kulturmedium abhangt, wdhrend bei hdheren Nikotinamidkonzentrationen als

100 pM im Medium keine weitere Steigerung der 1-Methylnikotinamidsynthesera-
te zu beobachten ist. Somit konnte die unterschiedliche zelluldre [14C]Niko-
tinamidkonzentration in den Gewebeschnitten der einzelnen Organe geschwin-
digkeitsmitbestimmend fiir die absolute Syntheserate von 1-Methylinikotinamid
sein (Hoshino et al., 1982a, 1984).

Die in Tab. IV (S. 53) dargestellten Ergebnisse zeigen, daB die zellulare
Aufnahme des ['4CINikotinamid in die Gewebeschnitte nicht nur von Organ zu
Organ variiert, sondern auch Differenzen zwischen Ratte und Maus bestehen.

Ob der Transportmechanismus, iiber den das Nikotinamid von extrazelluldr (aus
dem Kulturmedium oder in vivo aus dem Blutserum) nach intrazelluldr gelangt,
ein Diffusionsvorgang oder aber ein aktiver Transport gegen einen Konzentra-
tionsgradienten ist, wurde bisher noch nicht genau untersucht. Man weiBl ledig-
lich, daB in Rattenleberschnitten (Hoshino et al., 1984) und kultivierten
Rattennierenzellen (Johnson, 1980a) eine Erhshung der Nikotinamidkonzentra-
tion im Medium zu einem parallelen Anstieg der Nikotinamidkonzentration in
den Zellen fiihrt. Dies kdnnte als ein Anhaltspunkt fiir einen passiven Trans-
port gewertet werden. Sadoogh-Abasian & Evered (1980) berichteten auBerdem,
daB Nikotinamid in der Darmmukosa der Ratte durch erleichterte bzw. passive ~
Diffusion, nicht aber durch aktiven Transport absorbiert wird. Andererseits
ist bekannt, daB die intrazelluldre Konzentration von Nikotinamid in ver-
schiedenen normalen und maiignen Zellinien in der Zellkultur, in normalen Ge-
weben und Tumoren keineswegs identisch ist, sondern innerhalb eines Bereiches
von ca. 10 - 100 nmol Nikotinamid/g Gewebefrischgewicht variiert (Clark et
al., 1975a; Gerber & Derco, 1970; Johnson, 1980a; Johnson & Chiang, 1981;
Marki & Greengard, 1966), ein Hinweis dafiir, daB moglicherweise auch aktive
Transportprozesse bei der zelluldren Aufnahme von Nikotinamid eine Rolle spie-
ten kdnnten. Es muB daher unbedingt geklart werden, iiber welchen Mechanismus
Nikotinamid in die Zellen von parenchymatdsen Organen wie Leber, Niere und
Gehirn sowie in Tumorzellen aufgenommen wird, da der Transportmechanismus die
zelluldre Nikotinamidkonzentration und diese wiederum die Syntheserate von
1-Methylnikotinamid beeinflussen kann (Hoshino et al., 1984).
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AuBerdem missen in den Gewebeschnittkulturexperimenten die intrazellulire
Konzentration von S-Adenosylmethionin als Methyldonator fiir die Synthese von
1-MethyInikotinamid und die Konzentration von S-Adenosylhomocystein als po-
tenter Inhibitor der Nikotinamidmethylase (Clark et al., 1975a; Hoshino et
al., 1982a; Swiatek et al., 1973) beriicksichtigt werden. Es ist gut dokumen-
tiert, daB die zelluldre Konzentration von S-Adenosylmethionin in den ver-
schiedenen Rattenorganen variiert. Rattenleber hat die hochste S-Adenosyl-
methioninkonzentration (70 - 120 nmol/g Gewebefrischgewicht), die der ande-
ren Organe liegt in einem Bereich von 90 nmol/g Gewebefrischgewicht (Neben-
niere) bis 45 nmol/g Gewebefrischgewicht (Pancreas und Gehirn) (Baldessarini
& Kopin, 1963; Hoffman et al., 1980; Lombardini & Talalay, 1973). Die Konzen-
tration von S-Adenosylhomocystein in der Leber betrdgt 8 - 20 nmol/g Gewebe-
frischgewicht (Hoffman et al., 1980). Beriicksichtigt man in Zusammenhang mit
diesen Daten den Ky-Wert der Nikotinamidmethylase fiir S-Adenosylmethionin
(130 uM) und den Kj-Wert fiir S-Adenosylhomocystein (10 pM), so ist es durch-
aus denkbar, daB neben der Nikotinamidkonzentration auch die zelluldren Xon-
zentrationen von S-Adenosylmethionin und S-Adenosylhomocystein geschwindig-
keitsbestimmend fiir die Syntheserate von {-Methylnikotinamid in den lebenden
Zellen sein kénnten, wie bereits von einigen Autoren vermutet wurde (Clark
et al., 1975a; Hoshino et al., 1982a; Johnson, 1980a; Johnson & Chiang, 1981;
Swiatek et al., 1973).

Die optimale Wasserstoffionenkonzentration fiir die Nikotinamidmethylierung
liegt bei pH 8,6 (Clark et al., 1975a; Hoshino et al., 1982a). Die Gewebe-
schnittkul turexperimente wurden jedoch in einem Kulturmedium ausgefiihrt, des-
sen Wasserstoffionenkonzentration "physiologisch" (pH 7,4) ist und somit von
dem optimalen pH-Wert fiir die Nikotinamidmethylierung differiert. Es muB aus-
serdem erwdhnt werden, daB8 in den Gewebeschnittkulturexperimenten die im Ni-
kotinamidmethylaseassay praktizierte Dithiothreitolaktivierung des Enzyms
entfiel (Clark et al., 1975a; Hoshino et al., 1982a).

SchlieBlich muB in Betracht gezogen werden, daB das in den Zellen syntheti-
sierte 1-Methylnikotinamid nicht nur intrazelluldr verbleibt, sondern auch

in das Kulturmedium sezerniert werden kann. Es ist bekannt, daB dies in einer
Reihe von in der Zellkultur geziichteten Zellinien der Fall ist (Hillyard et
al., 1973; Johnson, 1980a; Johnson & Chiang, 1981). Der Mechanismus dieser
Sekretion ist weitgehend unbekannt. Sicher ist jedoch, daB 1-Methylnikotin-
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amid in der Niere durch aktive tubuldre Sekretion eliminiert wird (Bennett

et al., 1981; Berndt, 1978; Hirsch & Pakuts, 1974; Holohan & Ross, 1980;
Jerauld & Silverblatt, 1978; Kinsella et al., 1979; Ross et al., 1975; Shim
et al., 1982; Weiner, 1973). DaB die Sekretion von 1-Methylnikotinamid aus
den Gewebeschnittkulturen und dessen Akkumulation im Kulturmedium jedoch zu
einer wesentlichen Verringerung der Menge des intrazelluldren [14C]1-Methy1-
nikotinamidsund so zu einer bedeutenden Unterschdtzung der tatsdchlichen
zelluldren Syntheserate von 1-Methylnikotinamid fiihrt, ist sehr unwahrschein-
lich, denn die chromatographische Analyse des Kulturmediums, in dem Ratten-
leberschnitte fiir 90 Minuten mit physiologischen ['4C]Nikotinamidkonzentra-
tionen inkubiert wurden, ergab, daB maximal 10 % des zelluldr synthetisier-
ten [14C)1-Methylnikotinamidsim Verlaufe der Inkubation nach extrazelluldr
sezerniert werden (eigene Ergebnisse, die nicht in einer Tabelle oder Abbil-
dung gesondert gezeigt werden). Andererseits wurde auch berichtet, daB 1-Me-
thylnikotinamid liber einen aktiven Transportmechanismus aus dem Kulturmedium
in Rattennierenschnitten nach intrazelluldr aufgenommen und akkumuliert wird
(Hirsch & Pakuts, 1974; Jerauld & Silverblatt, 1978). Ob dies auch fiir andere
Zellen zutrifft, ist jedoch noch unbekannt.

Es gibt somit eine ganze Reihe von in ihrer quantitativen Bedeutung moglicher-
weise unterschiedlich wichtigen und weitgehend noch ungekldrten Faktoren, die
in den Gewebeschnittkulturen Einflup auf die zelluldre Synthesrate von 1-Me-
thylnikotinamid nehmen konnen. Dies ist stets bei der Intrepration der hier
gezeigten Schnittkulturexperimente insbesondere im Vergleich mit den Ergeb-
nissen fir die Nikotinamidmethylaseaktivitdtsbestimmung zu beriicksichtigen.

Die hier prdsentierten Ergebnisse passen gut in das von Gholson (1968), Diet-
rich (1971) und Bernofsky (1980) entworfene Konzept, nach dem die hepatische
Nikotinamidmethylierung ein wichtiges regulativ-hombostatisches Funktionse-
Tement in der Kontrolle der fiir den Organismus optimalen humoralen und zel-
luldren Nikotinamidkonzentration darstelle, die in einem Bereich von 5 - 100
uM (nmol/g Gewebefrischgewicht) liegt (Bernofsky, 1980; Buddecke, 1978b;
Clark et al., 1975a; Gerber & Deroo, 1970; Grunicke et al., 1969; Hoshino et
al., 1982a; 1984; Keller et al., 1971; Mdrki & Greengard, 1966). Uberschiis-
siges Nikotinamid, das nach der Resorption im Gastrointestinaltrakt durch
passive und erleichtere Diffusion (Sadoogh-Abasian & Evered, 1980) iiber die
Vena portae in die Leber gelangt, soll dort zum biologisch inaktiven 1-Me-
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thyinikotinamid konvertiert und iiber den Urin ausgeschieden werden, um den
Organismus vor den zytotoxischen Effekten unphysiologisch hoher Nikotinamid-
konzentrationen (>0,5 mM) zu schitzen (siehe dazu auch die ausfiihrlichen
Erlduterungen in 1.1., S. 7, und 1.3., S. 19),

In 1.3. wurde liber eine Reihe von Ergebnissen referiert, die Hinweise fiir
eine solche Involvierung der hepatischen Nikotinamidmethylierung in die Ni-
kotinamidhombostase des Organismus liefern: Die einmalige intraperitoneale
Injektion einer unphysiologisch hohen Dosis von 4 mmol Nikotinamid/kg Kor-
pergewicht induziert in der Rattenleber einen Anstieg der cytosolischen Ni-
kotinamidmethylaseaktivitdt um 100 % (Gholson, 1968). Die alimentdre Zufuhr
steigender Nikotinamidmengen in physiologischer und pharmakologischer Dosie-
rung (0,15 - 0,85 mmol Nikotinamid/kg Kdrpergewicht/Tag) fiihrt bei Ratten zu
einer proportional gesteigerten Urinausscheidung von 1-Methylnikotinamid
(Patterson & Harper, 1982b), wihrend die Ausscheidung von 1-Methylnikotinamid
bei Nikotinamidmangelzusténden wie z.B. bei Pellagrapatienten deutlich ver-
ringert ist (Ellinger et al., 1945; Ellinger & Hardwick, 1947; Goldsmith, 1965;
Huff & Perlzweig, 1943b; Kating & Drephal, 1974; Najjar & Holt, 1941, 1941b).

Allerdings ist diese Funktion der Nikotinamidmethylierung in der humoralen und
zelTuldren Nikotinamidhomgostade keineswegs unumstritten, da es auch experi-
mentelle Befunde gibt, die gegen diese Hypothese sprechen: Hoshino et al.
(1984) zeigten in Gewebeschnittkulturexperimenten, daB die 1-MethyInikotin-
amidsynthese in den lebenden Hepatocyten der Ratte einen niedrigen Ky -Wert
fir Nikotinamid (50 uM) und einen niedrigen  Vp,.-Wert hat; bereits bei der
physiologischen Konzentration von 0,1 mM Nikotinamid im Kulturmedium erreicht
die 1-Methylnikotinamidsyntheserate in den Leberschnitten ein Plateau und

wird durch weitere Erhdhung der Nikotinamidkonzentration nicht mehr gestei-
gert. Im Gegensatz dazu hat die NAD-Synthese in den lebenden Hepatocyten einen
hohen Vp,.-Wert und einen hohen Kp-Wert fiir Nikotinamid. Das bedeutete, daB
die Nikotinamidmethylierungskapazitdt der Hepatocyten bei hyperphysiologi-
schen Nikotinamidkonzentrationen (>0,5 mM) bereits gesdttigt wdre und den
nikotinamidinduzierten Anstieg der NAD-Syntheserate mit dem parallelen und
letzten Endes wahrscheinlich flir die Zytotoxizitidt des Nikotinamids verant--
wortlichen Verbrauch der energiereichen Verbindungen ATP und 5-Phosphoribosyl
t-pyrophosphat nicht verhindern kénnte {siehe dazu auch 1.1., S. 7 , und

1.3., S. 19). AuBerdem zeigte Johnson (1980a), daB es in normalen Rattennie-
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renzellen, die mit pharmakologischen Nikotinamidkonzentrationen (0,5 mM und
2,0 mM) im Medium kultiviert wurden, zu einem 7- und 20-fachen Anstieg der
intrazelluldren Nikotinamidkonzentration gegeniber den im Normalmedium mit
33 LM Nikotinamid kultivierten Zellen kommt, jedoch nicht zu einem proportio-
nalen Anstieg der 1-Methylinikotinamidsyntheserate.

Es ist durch zahlreiche Beispiele in der Literatur belegt, daB die Biosynthe-
se und Urinausscheidung von 1-Methylnikotinamid im Organismus von verschie-
denen hormonellen Faktoren beeinfluBt werden kann (Brown et al., 1961; Ghol-
son, 1968; Greengard et al., 1967; Lojkin, 1956; Lojkin et al., 1952; Pas~
quariello, 1964; Sanada & Miyazaki, 1980; Wertz et al., 1958; siehe dazu
auch 1.3., S. 19). Man kinnte daher die Diskrepanzen zwischen den hier refe-
rierten eigenen in vitro- und den in vitro- sowie in vivo-Versuchsergebnis-
sen anderer Autoren zumindest partiell mit den vielfdltigen hormonellen Ein-
fliissen auf die hepatische Nikotinamidmethylierung im intakten Organismus zu
erkldren versuchen.

Im Vergleich zur Rattenleber betridgt die cytosolische Nikotinamidmethylaseak-
tivitat der Mausleber nur 10 % derjenigen der Rattenleber (Tab. II, S. 49).
Dariiber hinaus weisen Mausleberschnitte, die mit 36,5 uM (14cINikotinamid im
Kulturmedium inkubiert wurden, eine wesentlich niedrigere Radioaktivitdtsin-
korporation in das 1-Methylnikotinamid als Rattenleberschnitte auf (Tab. IV,
S. 53).

Es ist in der Literatur in einer groBen Anzahl von Arbeiten dokumentiert wor-
den, daB der Katabolismus des Nikotinamidsund die Ausscheidung der Endproduk-
te des NAD-Stoffwechsels im Urin bei verschiedenen Spezies qualitativ und
quantitativ ganz erheblichen Variationen unterliegen (Brown & Price, 1956;
Chang & Johnson, 1961; Chaykin et al., 1965; Ellinger & Abdel Kader, 1949;
Felsted & Chaykin, 1967; Huff, 1947; Huff & Perlzweig, 1943a; Kating & Dre-
phal, 1974; Xnox & Grossman, 1947; Leifer et al., 1951; Najjar & Wood, 1940;
Perlzweig et al., 1949; Petrack et al., 1966; Shaik et al., 1977; Stanulovit
& Chaykin, 1971). Beispielsweise scheiden Kaninchen, Rind, Schaf und Pferd
nur duBerst geringe Mengen 1-Methylnikotinamid im Urin aus (Perlzweig et al.,
1949). Ferner ist bekannt, daB Leberextrakte dieser Spezies keine meBbare
Nikotinamidmethylaseaktivitdt haben (Cantoni, 1951). Andererseits ist das
1MethyInikotinamid in Hund, Ratte und beim Menschen das quantitativ bedeu-
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tendste Endprodukt des Nikotinamidkatabolismus; bei beiden Tierarten und
beim Menschen betrdgt der quantitative Anteil des 1-Methylnikotinamid an den
Nikotinamidmetaboliten im Urin 70 - 95 ¢ (Ellinger & Abdel Kader, 1949; John-
son et al., 1945; Kating & Drephal, 1974; Leifer et al., 1951; Perlzweig et
al., 1949). Im Vergleich zur Ratte ist das 1-Methylnikotinamid bei der Maus
ein in quantitativer Hinsicht weniger bedeutendes Endprodukt des Nikotinamid-
stoffwechsels im Harn (<20 % der Nikotinamidmetaboliten), wdhrend bei dieser
Spezies das Nikotinamid-N-Oxid (40 ~ 50 %) und das unverstoffwechselte Niko-
tinamid (30 - 50 %) eine wesentlich groBere Rolle als Exkretionsprodukte

des NAD-Stoffwechsels im Urin spielen (Bonavita et al., 1961; Chaykin et al.,
1965; Collins & Chaykin, 1971; Kating & Drephal, 1974; Leifer et al., 1951).
Daher soll1te die hohe hepatische Nikotinamidmethylaseaktivitdt und 1-Methyl-
nikotinamidsyntheserate in den Leberschnitten der Ratte mit der prozentual
und absolut hohen 1-Methylnikotinamidausscheidung im Urin dieser Nager kor-
respondieren, wahrenddessen sich die wesentlich niedrigere Nikotinamidmethy-
lierungskapazitdt der Mausleber in der relativ und absolut geringeren Aus-
scheidung von 1-Methylnikotinamid im Urin dieser Spezies widerspiegelt. In-
sofern wire die niedrige cytosolische Nikotinamidmethylaseaktivitdt der Maus-
leber ein Ausdruck der Tatsache, daf der Pyridinnucleotidkatabolismus in der
Maus bevorzugt zum Nikotinamid sowie Nikotinamid-N-Oxid und nicht wie bei der
Ratte zum 1-Methylnikotinamid fiihrt. Diese Resultate deuten darauf hin, da8
die quantitative physiologische Bedeutung der Nikotinamidmethylierung im Hin-
blick auf die ihr zugesprochene regulativ-homtostatische Kontrollfunktion im
NAD-Stoffwechsel nicht nur in verschiedenen Organen, sondern auch in verschie-
denen Spezies unerwarteterweise offensichtlich ganz unterschiedlich ist.

Es besteht nunmehr kein Zweifel daran, daB nachfolgende Studien, die den Re-
gulationsmechanismus und die physiologische Funktion der Nikotinamidmethylie~
rung aufzukldren versuchen, am allerbesten mit der Rattenleber durchgefiihrt
werden sollten, da dieses Organ die hochste Nikotinamidmethylierungskapazi-
tdt von allen untersuchten Organen besitzt (Tab. II, S. 49; Tab, III, S. 50;
Tab. IV, S. 53). Einige Untersuchungen, die die Aufkldrung der Funktion der
Nikotinamidmethylierung im NAD-Stoffwechsel zum Ziel hatten, wurden mit kul-
tivierten Rattennierenzellen durchgefiihrt, ohne daB diese Arbeiten eindeutig
zu interpretierende Resultate erbracht hdtten (Johnson, 1980a; Johnson &
Chiang, 1981). Ob diese kultivierten normalen Rattennierenzellen fiir die Be-
antwortung dieser Fragestellung das geeignete Versuchsmodell sind, ist frag-
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lich, da die Nikotinamidmethylierungskapazitdt der normalen erwachsenen Rat-
tenniere verhdltnismdBig niedrig ist (Tab. II, S. 49; I§b. 111, S. 50; Tab.
v, S. 53).

Diese Arbeit legt dar, daB die meisten parenchymatosen Organe von Ratte und
Maus Nikotinamid methylieren, wenn auch in einem erheblich geringeren MaBe
als die Rattenleber (Tab. II, III, IV). In einer Reihe von Arbeiten wurde
berichtet, daB viele in der Zellkultur etablierte Zellinien und bestimmte
Tumorzellen Nikotinamid methylieren kinnen (Bernofsky, 1980; Clark et al.,
1975a; Hillyard et al., 1973; Jacobson et al., 1979; Johnson, 1980a, 1980b,
1981; Johnson & Chiang, 1981; Olivera & Ferro, 1982; Swiatek et al., 1973)
(Details werden in 1.3., S. 19, referiert). Die Nikotinamidmethylierung ist
also keineswegs ausschlieBlich auf das Lebergewebe beschrdnkt, sondern viel-
mehr ein ProzeB, der auch in quantitativ variierender Intensitdt in einer
erstaunlich groBen Anzahl von Zellen und Geweben non-hepatischen Ursprungs
vorkommt. In den in dieser Arbeit untersuchten Organen der Ratte (Leber, Ne-
benniere, Pancreas, Niere und Gehirn) und der Maus (Leber, Niere und Gehirn)
konnte keine erkennbare Beziehung zwischen der Nikotinamidmethylierungskapa-~
zitdt, der NAD-Syntheserate sowie der NAD-Konzentration dieser Organe festge-
stellt werden (Tab. II, IIT, IV; Abb. 4, S. 57). Welche Bedeutung die Niko-
tinamidmethylierung in den non-hepatischen Geweben und Zellarten fiir die Re-
gulation des zelluldren NAD-Stoffwechsels besitzt, bleibt daher noch villig
ungekldrt. In kultivierten Rattennierenfibroblasten jedenfalls ist eine regu-
latorische Funktion der Nikotinamidmethylierung fir die Aufrechterhaltung
der optimalen zelluldren Nikotinamidkonzentration unwahrscheinlich, denn an-
steigende Nikotinamidkonzentrationen im Kulturmedium fithren ausschlieBlich
zu einem Anstieg der zelluldren Nikotinamidkonzentration und nicht zu dem
erwarteten parallelen Anstieg der zelluldren 1-Methylnikotinamidsyntheserate
(Johnson, 1980a).

4.2. Beziehung zwischen der Nikotinamidmethylierung und dem Stoffwechsel von
S-Adenosylmethionin in normalen Geweben und Tumoren )

Da fiir die Synthese von 1-Methylnikotinamid S-Adenosylmethionin als Methyl-
gruppendonator benttigt wird und da das dabei entstehende S-Adenosylhomocy-
stein ein potenter Inhibitor vieler Methyltransferasen ist, wurde von Swia-
tek et al. (1973) und Kerr (1972) postuliert, daB die Methylierung von Niko-
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tinamid zum 1-Methylnikotinamid und die Methylierung von Glycin zu Sarkosin
in ein komplexes Regulationssystem zur Kontrolle des zelluldren Konzentrati-
onsverhdltnisses von S-Adenosylmethionin/S-Adenosylhomocystein involviert
seien und so die Methylierung von Makromolekiilen wie z.B. von t-RNA, DNA
oder Proteinen steuern wiirden (Bernofsky, 1980; Buch et al., 1972; Gross &
Wildenauer, 1972; Hoshino et al., 1982a; Kerr, 1972; Oikawa et al., 1980;
Utakoji et al., 1979) (s. dazu auch die detaillierten Ausfiihrungen in 1.1.,
S. 7, und 1.3., S. 19).

In diesem Zusammenhang gibt es eine auffallende Korrelation zwischen der Ak-
tivitdt der Nikotinamidmethylase (Nikotinamid : S-Adenosylmethionin Methyl-
transferase) und der Aktivitit der Glycinmethylase (Glycin : S-Adenosylme-
thionin Methyltransferase): Die Rattenleber besitzt eine hohe Glycinmethyla-~
se- und Nikotinamidmethylaseaktivitdt, wdhrend andere normale non-hepatische
Rattenorgane wie Niere, Milz, Lunge und Herz nur niedrige bzw. kaum meBbare
Aktivitdten dieser beiden Methyltransferasen haben (Tab. II, S. 49) (Yanokura
% Tsukada, 1982). Rasch proliferierende Tumoren wie das Novikoff Hepatom oder
die Ehrlich Ascites Tumorzellen haben ebenfalls niedrige bzw. kaum medbare
Aktivitaten der Nikotinamidmethylase und der Glycinmethylase (Tab. VIII, S.
80) (Kerr, 1972; Yanokura et al., 1983; Yanokura & Tsukada, 1982). Im Verlaufe
der durch N-2-Fluorenylacetamid induzierten Hepatokarzinogenese kommt es zu
einem progredienten Verlust der Glycinmethylaseaktivitdt im Tumorgewebe (Ya-
nokura & Tsukada, 1982). In dem in dieser Arbeit untersuchten Spektrum von
transplantierbaren Rattenhepatomen und Ascitestumoren wurde ein fortschrei-
tender Verlust der Nikotinamidmethylaseaktivitdt mit zunehmender Tumormaligni-
tit (Tumorwachstumsrate) festgestellt (Tab. VIII). Welche physiologische Be-
deutung dieser Korrelation der beiden Methyltransferaseaktivitdten in norma-
len Geweben und Tumoren fiir die postulierte Funktion der Nikotinamid- und
Glycinmethylierung in der Kontrolle der zelluldren S-Adenosylmethioninkonzen-
tration und der t-RNA-Methylierung zukommt (Kerr, 1972; Swiatek et al., 1973),
bedarf jedoch weiterer Untersuchungen, da Johnson & Chiang (1981) zeigten,

daB es in verschiedenen normalen und virustransformierten kultivierten Rat-
tennierenzellinien keine Beziehung zwischen der zelluldren 1-Methylnikotin-
amidsyntheserate und dem Konzentrationsverhdltnis von S-Adenosylmethionin/S-
Adenosylhomocystein gibt.
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4.3. Nikotinamidmethylierung und hepatozelluldre Proliferation: Korrelation
zwischen der Nikotinamidmethylaseaktivitat und der Wachstums- bzw. DNA-
Syntheserate in der Rattenleber wdhrend der fetalen und postnatalen
Entwicklung, in RLC-Zellen aus verschiedenen Wachstumsphasen sowie in
einem Spektrum von Ratténheﬁatomen und Ascitestumoren

AuBer der Eliminationsfunktion der Nikotinamidmethylierung filir exzessives
djdtetisches Nikotinamid {s. 1.3., 5.19, und 4.1., S.101 ) und der Kontroll-
funktion im S-Adenosylmethioninstoffwechsel (s. 1.3. und 4.1.) wird eine di-
rekte Involvierung der Nikotinamidmethylierung in die Regulation hepatozel-
luldrer Proliferationsprozesse diskutiert (Hoshino et al., 1982a, 1982b,
1984) (s. dazu auch die detaillierten Ausfiihrungen in 1.3.). In der prolife-
rierenden Rattenleber wdhrend der fetalen und postnatalen Entwicklung gibt

es eine umgekehrte Korrelation zwischen der cytosolischen Nikotinamidmethyla-
seaktivitdt und der hepatozelluldren Proliferationsgeschwindigkeit bzw. DNA-
Syntheserate. Die fetale und neonatale Rattenleber haben eine sehr hohe Zell-
teilungsrate und DNA-Syntheserate; so ist die Thymidininkorporation in die
DNA als MaB fiir die DNA-Syntheseaktivitdt in der fetalen Rattenleber (17.
Schwangerschaftstag, vier Tage vor der Geburt) 30mal hdher als in der statio-
ndren, nicht proliferierenden erwachsenen Rattenleber (Burch et al., 1963;
Ferdinandus et al., 1971; Klemperer & Haynes, 1968; Knox, 1972b; Ove et al.,
1970; Sneider & Potter, 1969; Weber, 1977). Gleichzeitig ist die Nikotinamid-
methylaseaktivitdat in der fetalen Leber (18. Schwangerschaftstag, drei Tage
vor der Geburt) fast 50mal niedriger als in der erwachsenen Rattenleber

(Abb. 5, S. 60). AuBerdem zeigen die Gewebeschnittkulturen mit fetaler Rat-
tenleber am 19. Schwangerschaftstag eine 10 - 25mal niedrigere 1-Methylniko-
tinamidsyntheserate mit 36,5 pM Nikotinamid im Kulturmedium als die Gewebe-
schnittkulturen mit erwachsener Rattenleber (Tab. VI, S.63; Abb. 6, S. 65).
Wahrend die DNA-Syntheserate der Rattenleber im Verlaufe der normalen Ent-
wicklung allmdhlich bis auf ganz niedrige Werte in der stationdren erwachse-
nen Rattenleber abnimmt (Ferdinandus et al., 1981; Klemperer & Haynes, 1968;
Ove et al., 1970; Sneider & Potter, 1969; Weber, 1979), steigen die Nikotin-
amidmethylaseaktivitdt und die 1-Methylnikotinamidsyntheserate entgegenge-
setzt dazu im Zuge der fetalen und postnatalen Entwicklung in der Rattenle-
ber kontinuierlich an (Abb. 5 und 6; Tab. V, S. 61, Tab. VI).
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In den kultivierten RLC-Hepatomzellen gibt es ebenso wie in der sich entwik-
kelnden fetalen und neonatalen Rattenleber eine umgekehrte Proportionalitdt
zwischen dem Proliferationszustand der Zellen und der cytosolischen Nikotin-
amidmethylaseaktivitdt. In den stationdren, nicht proliferierenden RLC-Zel-
len, die einen konfluierenden Zellrasen gebildet hatten, oder in den RLC-Zel-
len, die durch Serumdeprivation im Kulturmedium vor Erreichen des stationiren
Zustandes in der Gy-Phase des Zellzyklus geblockt und an der weiteren Proli-
feration gehindert wurden, ist die Nikotinamidmethylaseaktivitdt ungefihr

um 70 % hoher als in den logarithmisch proliferierenden Zellen (Tab. X, S.

92 ; Tab. XI, S. 95 ). AuBerdem wird in dieser Arbeit dargestellt, daB RLC-
Zellen mit einer physiologischen Nikotinamidkonzentration (36,5 uM) im Kul-
turmedium aktiv 1-Methylnikotinamid synthetisieren (Abb. 15, S. 93 ), und
daB die 1-Methylnikotinamidsyntheserate in den stationdren nicht proliferie-
renden RLC-Zellen um 50 - 70 % hiher als in den logarithmisch proliferieren-
den Zellen ist (Tab. XII, S. 100),

Diese Befunde implizieren, daB die Nikotinamidmethylierung und deren Produkt,
das 1-Methylnikotinamid, in den RLC-Zellen ebenso von physiologischer Bedeu-
tung fir die Wachstumsregulation sind wie in der proliferierenden Rattenle-
ber wihrend der fetalen und postnatalen Entwicklung (Abb. 5, S.60 ; Abb. 6,
S. 65; Tab. V, S. 61; Tab. VI, S. 63) und in der rasch proliferierenden Rat-
tenleber nach der mitogen wirkenden Thioacetamidbehandlung bzw. nach der par-
tiellen Hepatektomie (Hoshino et al., 1982a).

Wihrend es in verschiedenen mit Tumorviren transformierten Rattennierenzel-
linien, die in der Zellkultur etabliert wurden, keine Beziehung zwischen der
Zellproliferationsrate und der 1-MethyInikotinamidsyntheserate der Zellen
gibt (Johnson & Chiang, 1981), zeigen die Ergebnisse dieser Arbeit, daf in
einem Spektrum von transplantierbaren Rattenhepatomen und Ascitestumoren mit
ganz unterschiedlicher Malignitdt und Wachstumsrate sowie unterschiedlichem
histologischen Differenzierungsgrad mit Ausnahme der sehr langsam proliferie-
renden Morris minimal deviation Hepatome 9618A und 9121 eine inversive Pro-
portionalitdt zwischen der Tumorwachstumsgeschwindigkeit bzw. der DNA-Synthe-
serate und der cytosolischen Nikotinamidmethylaseaktivitdt besteht: Undiffe-
renzierte Hepatome wie das Novikoff Hepatom, das Yoshida Ascites Hepatom AH-
130, das Zajdela Ascites Hepatom und die anaplastischen non-hepatischen As-
citestumoren (Ehrlich Ascites Tumorzellen, Sarkom 180 Zellen und Yoshida As-
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cites Sarkomzellen) haben sehr kurze Transplantationsintervalle (Tab. VIII,
S. 80) und sehr hohe DNA-Synthesraten; beispielsweise ist die Thymidininkor-
poration in die DNA im Novikoff Hepatom rund 40mal hdher als in der statio-
ndren erwachsenen Rattenleber (Burk et al., 1967; Lawson et al., 1975, 1977;
Lohrke & Hesse, 1980, 1981; Perin et al., 1978; Yoshida, 1957, 1971). Gleich-
zeitig haben das Novikoff Hepatom und das Yoshida Ascites Hepatom AH-130 eine
um mehr als das 6-fache niedrigere Nikotinamidmethylaseaktivitdt als die nor-
male Rattenleber. Die anderen sehr rasch proliferierenden Asciteshepatomzel-
len und non-hepatischen Ascitestumoren haben eine kaum meBbare Nikotinamid-
methylaseaktivitdt (Tab. VIII). In Relation zu diesen Tumoren wichst das Mor-~
ris Hepatom 5123tc vergleichsweise langsam (Tab. VIII) und hat eine niedrige-
re DNA-Syntheserate als die sehr rasch proliferierenden Hepatome; diese ist
aber dennoch noch ungefdhr zehnmal groBer als diejenige der normalen erwach-
senen Rattenleber (Baril et al., 1973; Elford et al., 1970; Ferdinandus et
al., 1971; Morris, 1965; Morris & Chris, 1977a, 1977b; Morris & Slaughter,
1979; Morris & Wagner, 1968; Ove et al., 1969; Sneider et al., 1969; Sweeney
et al., 1967; Weber, 1977). Die cytosolische Nikotinamidmethylaseaktivitdt
des Morris Hepatom 5123tc ist um ein Mehrfaches hdher als die der sehr rasch
proliferierenden Hepatome und vergleichbar mit derjenigen der normalen Rat-
tenleber (Tab. VIII). Wihrend das Tumortransplantationsintervall als MaB fiir
die Tumorwachstumsrate von dem mdBig schnell proliferierenden Morris Hepatom
5123tc liber die Morris Hepatome 7777 und 3924 und iiber das Novikoff Hepatom
bis zu den duBerst rasch proliferierenden und undifferenzierten Asciteshepa-
tomen und non-hepatischen Ascitestumoren kontinuierlich abnimmt (Tab. VIII)
und die DNA-Syntheseaktivitdt in der Reihenfolge dieser Tumoren progredient
zunimmt (Baril et al., 1973; Burk et al., 1967; Elford et al., 1970; Ferdi-
nandus et al., 1971; Knox, 1972a; Lawson et al., 1975, 1977; Lohrke & Hesse,
1980, 1981; Morris, 1965; Morris & Chris, 1977a, 1977b; Morris & Slaughter,
1979; Morris & Wagner, 1968; Novikoff, 1957; Ove et al., 1969; Perin et al.,
1978; Sneider et al., 1969; Sweeney et al., 1967; Weber, 1977; Yoshida, 1957,
1971), nimmt die Nikotinamidmethylaseaktivitdt umgekehrt bis zum praktisch
volligen Defekt in den anaplastischen Ascitestumoren ab (Tab. VIII).

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, daB es sowohl in der fetalen und neona-
talen Rattenleber wihrend der Entwicklung (Abb., 5, $.60; Abb. 6, S. 65; Tab.
V, S. 61; Tab. VI, S. 63) als auch in den transplantierbaren Rattenhepatomen
sowie Ascitestumoren (Tab. VIII) und in den logarithmisch proliferierenden
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RLC-Zellen (Tab. X, S. 92; Tab, XI, S. 95; Tab, XII, S. 100) eine umgekehr-
te Proportionalitdt zwischen dem Proliferatianszustand der Zellen und der
cytosolischen Nikotinamidmethylaseaktivitdt gibt. Diese Resultate scheinen

in Kontrast zu den Ergebnissen von Hoshino et al. (1982a) zu stehen: In der
regenerierenden Rattenleber nach der partiellen Hepatektomie und in der pro-
Tiferierenden Rattenleber nach der Thicacetamidbehandlung korreliert eine
hohe Nikotinamidmethylaseaktivitdt mit einer hohen hepatozellulidren Prolife-
rations- und DNA-Syntheseaktivitdt, die von einem Absinken der NAD-Konzen-
tration in der Leber um 50 % begleitet wird. Hingegen wird in der prolife-
rierenden Rattenleber wiahrend der fetalen und postnatalen Entwicklung ein
50-facher Anstieg der Nikotinamidmethylaseaktivitdt von einem Anstieg der he-
patischen NAD-Konzentration um 20 % begleitet (Abb. 7, S. 67).

Es bleibt daher zundchst ungewiB, ob 1-Methylnikotinamid die Proliferation
der fetalen und neonatalen Rattenleber, von kultivierten RLC-Hepatomzellen
und transplantierbaren Hepatomen mit einer hohen Wachstumsrate tatsdchlich
iiber seinen ATP-sparenden Effekt, der durch eine Inhibition der NAD-Synthese
durch das 1-Methylnikotinamid vermittelt werden soll, stimulieren kann (Ho-
shino et al., 1984) (s. dazu auch die detaillierten Ausfilhrungen jin 1.3.,

S. 19). Trife dieser Mechanismus einer proliferationsstimulierenden Wirkung
von 1-Methylnikotinamid in der rasch proliferierenden fetalen und neonatalen
Rattenleber, in den Rattenhepatomen mit einer hohen Wachstumsrate und in den
Togarithmisch proliferierenden RLC-Zellen zu, dann sollte man erwarten, da8
die Nikotinamidmethylaseaktivitit in diesen Zellen hepatischer Abstammung
ebenso wie in der proliferierenden Rattenleber nach der partiellen Hepatekto-
mie oder Thioacetamidbehandlung gegeniiber den stationdren nicht proliferie-
renden Hepatocyten erhght wire. Da die Enzymaktivitdt in den in dieser Ar-
beit analysierten normalen und neoplastischen Zellen hepatischer Abstammung
und kultivierten RLC-Hepatomzellen mit einer hohen Proliferationsrate jedoch
genau entgegengesetzt zu dieser Annahme deutlich niedriger ist als in den
stationdren Rattenleberzellen, deuten diese Resultate auf eine sehr komlexe
Interaktion zwischen der Nikotinamidmethylierung, dem 1-Methylnikotinamid
und der hepatozelluldren Wachstumsregulation, zu deren Aufkldrung weitere
experimentelle Untersuchungen durchgefiihrt werden miissen.

Grundsdtzlich muB auBerdem bei dem hier angestellten Vergleich verschiedener
hepatozellularer Versuchsmodelle unterschiedlicher Herkunft und Wachstums-
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rate einschrinkend beriicksichtigt werden, dafl die Wachstumsbedingungen und

die Messung der zelluldren Proliferationsrate in den fetalen und neonatalen
Rattenhepatocyten, in den Hepatocyten nach der partiellen Hepatektomie bzw.
nach Thioacetamidbehandlung, in den diversen Rattenhepatomen sowie in den
kultivierten RLC-Zellen differieren. Dies muB beim direkten Vergleich
dieser Versuchsmodelle stets relativierend in Betracht gezogen werden, um
verallgemeinernde Fehlinterpretationen liber die Wachstumsphasenabhdngigkeit
der Nikotinamidmethylierung zu vermeiden. ES wurde bereits in 1.2. (S. 14)

und in 1.3. (S. 19) anhand zahlreicher Beispiele aus der Literatur gezeigt,
daB die Anderungen bestimmter Parameter des Nikotinamidstoffwechsels (i.e.
zelluldre NAD-Konzentration, ADP-Ribosyltransferaseaktivitat, 1-Methylniko-
tinamidsyntheserate) in Korrelation zum Proliferationszustand der Zellen bei
verschiedenen Versuchssystemen geradezu gegensdtzlich sein konnen, so daB all-
gemeingiltige Regeln oder Beziehungen kaum festgestellt werden kidnnen. Es be-
steht jedoch durchaus die berechtigte Hoffnung, daB die zur Zeit noch vorhan~
denen Widerspriiche und Unklarheiten liber die Verdnderung des Nikotinamidstoff-
wechsels in Abhingigkeit vom Proliferationszustand der Zellen geldst werden
konnen, sobald genauere und empfindlichere Versuchssysteme als die zur Zeit
verfiigbaren entwickelt sein werden.

4.4. Biochemische Funktion und Bedeutung der sich wihrend der fetalen und
postnatalen Entwicklung verdndernden Nikotinamidmethylaseaktivitdt ver-
schiedener Organe im Nikotinamidstoffwechsel

Im Gegensatz zur regenerierenden Leber, den transplantierbaren Rattenhepato-
men und den kultivierten RLC-Zellen laufen in der fetalen und neonatalen Le-
ber parallel zur hepatozelluldren Proliferation zusatzlich biochemische Diffe-
renzierungsprozesse ab, durch die die fetale und neonatale Leber die fiir die
adulte Leber charakteristischen und sehr universellen Stoffwechselfunktionen
erwerben (Knox, 1972b). Die fetale und neonatale Leber sind im Vergleich zur
adulten Leber noch sehr wenig differenziert und "biochemisch unreif". Der
fetalen Leber fehlen viele der in der erwachsenen, ausdifferenzierten Leber
vorhandenen Enzymaktivitdten. Diese physiologische tempordre Enzyminsuffizienz
der fetalen Leber betrifft Fermente aus verschiedenen Stoffwechselbereichen,
wie z.B. die Xanthinoxidase (Burch et al., 1958), die UDP-Glucoronyltransfe-
rase (Brown & Zuelzer, 1958), die Tryptophanperoxidase, die Tyrosinamino-~
transferase (Auerbach & Waisman, 19583 Knox, 1972b; Nemeth, 1959) und andere
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Enzyme aus dem Aminosdurestoffwechsel (Knox, 1972b). Im Verlaufe der friihen
Postnatalperiode komnt es jedoch rasch zu einem Anstieg dieser Enzymaktivi-
tdten auf die fiir die adulte Leber typischen Werte im Sinne einer Reifung
oder Ausdifferenzierung.

Abgesehen von der bereits in 4.3. (S. 110) diskutierten mdglichen Involvie-
rung der Nikotinamidmethylierung in die Regulation der hepatozelluliren Pro-
liferation kinnte es sich bei dem sehr starken Anstieg der hepatischen Niko-
tinamidmethylaseaktivitdt wdhrend der spiten fetalen und friihen postnatalen
Entwicklung der Ratte (Abb. 5, S. 60; Tab. V, S. 61) ebenfalls um einen adap-
tiven MaturationsprozeB handeln. In dieser Arbeit wird gezeigt, daB die Niko-
tinamidmethylaseaktivitdt der fetalen Rattenleber 50mal niedriger (Feten drei
Tage vor der Geburt) bzw. viermal niedriger (Feten einen Tag vor der Geburt)
als die der adulten Rattenleber ist (Abb. 5). Andererseits ist bekannt, daB
die Ausscheidung von 1-Methylnikotinamid im Urin bei der Ratte wihrend der
gesamten Schwangerschaftsdauer gegeniiber dem nichtschwangeren Zustand bis auf
das Doppelte erhiht ist (Lojkin et al., 1952). Da es unwahrscheinlich ist,
daB die Feten mit ihrer sehr niedrigen hepatischen Nikotinamidmethylaseakti-
vitdt und geringen 1-Methylnikotinamidsyntheserate in den Hepatocyten der-
mafen groBe Mengen 1-Methylnikotinamid produzieren (Abb. 5, S. 60; Abb. 6,

S. 65; Tab. V, S. 61; Tab. VI, S. 63) und somit fiir den Anstieg der 1-Methyl-
nikotinamidausscheidung im Urin der schwangeren Mutter verantwortlich sind,
sollte dies die Folge einer gesteigerten Nikotinamidmethylierungsrate in der
maternen Leber sein, von der angenommen wird, daB sie den wahrend der Schwan-
gerschaft gesteigerten Nikotinamidbedarf fir die wachsenden Feten reflektiere
(Barlow et al., 1977; Forth et al., 1983; Lojkin et al., 1952).

Da die hepatische Nikotinamidmethylierung andererseits auch eine wichtige Re-
gulationsfunktion in der Aufrechterhaitung der optimalen humoralen und zellu-
Tdren Nikotinamidkonzentration spielen sol1, wire es daher durchaus denkbar,
dab die materne Leber wihrend der Schwangerschaft diese flir das ungestdrte
fetale Wachstum wichtige homdostatische Funktion (Greengard et al., 1966)

fir die Feten weitgehend iibernimmt, weil die fetale Leber mit ihrer physiolo-
gischerweise sehr geringen Nikotinamidmethylierungskapazitdt noch insuffizi-
ent fir die addquate Bewdltigung dieser bedeutsamen regulatorischen Aufgabe
ist. In der postnatalen Entwicklungsphase ist dann jedoch die gleichmaBige
Versorgung des Neugeborenen mit Nikotinamid und die Pufferfunktion gegeniiber
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unphysiologisch hohen bzw. niedrigen MNikotinanidserumkonzentrationen durch
die miitterliche Leber nicht mehr gewdhrleistet, obwohl das Wachstum von kul-
tivierten Zellen, proliferierenden Geweben und jungen Ratten sowohl durch
Nikotinamidmangel (Bernofsky, 1980; Eagle, 1956; Gardner et al., 1972; Green-
gard et al., 1966; Hillyard et al., 1973; Kating & Drephal, 1974; Krehl et
al., 1945a, 1945b; Patterson & Harper, 1982b; Salmon, 1947a, 1947b) als auch
im besonderen MaBe durch unphysiologisch hohe Nikotinamidkonzentrationen
schwerwiegend beeintrdchtigt wird (Colyer et al., 1973; Ferris & Clark, 1971,
19723 Handler & Dann, 1942; Hoshino et al., 1982a, 1982b; Oide, 1958; Patter-
son & Harper, 1982b; Revel & Mandel, 1962; Rochette-Egly et al., 1980; Stref-
fer & Scholz, 1972) (s. dazu auch die detaillierten Ausfihrungen in 1.1., S.
7 , und 1.3., S. 19).

Das Neugeborene muB sich deshalb postnatal an das in der Nahrung und insbeson-
dere auch in der Muttermilch ganz betrdchtlich schwankende Nikotinamidangebot
adaptieren, zumal die Nikotinamidkonzentration in der Muttermilch auch in
groBen MaBe von der nutritiven Nikotinamidkonsumption der laktierenden Mutter
abhingt (Kating & Drephal, 1974; Neuweiler, 1944). Ferner ist bekannt, daB
junge wachsende Ratten (Alter 3 - 4 Wochen), die mit physiologischen Nikotin-
amiddosen gefiittert werden, rund 60 - 70 % des nutritiv zugefiihrten Nikotin-
amid als 1-Methylnikotinamid wieder ausscheiden und nur den geringeren Anteil
des zugefiihrten Nikotinamid fiir das Wachstum retinieren (Patterson & Harper,
1982b). Somit konnte der beinahe 50-fache Anstieg der Nikotinamidmethylaseakti-
vitdt in der Rattenleber wihrend der spdten fetalen und friihen postnatalen
Entwicklungsphase als ein homdostatischer AdaptionsprozeB an das fluktuierende
nutritive Nikotinamidangebot interpretiert werden, der neben mtglichen ande-
ren Regulationsmechanismen die fiir das Wachstum des Organismus optimale syste-
mische und zelluldre Nikotinamidkonzentration garantieren und den Organismus
vor der durch einen didtetischen Nikotinamidexzess hervorgerufenen Wachstums-
inhibition schiitzen soll. Zur Verifizierung oder Falsifizierung dieser Hypo-
these werden jedoch noch weitere Untersuchungen angestellt werden miissen.

Ferner wird zu analysieren sein, tiber welchen molekularbiologischen Kontroll-
mechanismus es zu der raschen Aktivierung des Gens fir die hepatische Niko-
tinamidmethylase w&hrend der spdten fetalen und friihen postnatalen Rattenent-
wicklung kommt, welche man auch als einen hepatozelluldren Differenzierungs-
prozef deuten kann. Mdglicherweise kdnnte dabei eine Induktion der Nikotin-
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amidmethylase durch einen hormonellen SteuerungsprozeB eine Rolle spielen,
da bekannt ist, daB durch eine Hydrocortisonbehandlung ein Anstieg der hepa-
tischen Nikotinamidmethylaseaktivitdt um 100 % induziert werden kann (Ghol-
son, 1968). AuBerdem unterliegt die Urinausscheidung von i1-Methyinikotinamid
unterschiedlichen Verdnderungen bei verschiedenartigen hormonellen Zustdnden
wie Insulinmangel (Sanada & Miyazaki, 1980), Hypophysektomie (Gholson, 1968;
Greengard et al., 1967), Somatotropinbehandlung (Sanada & Miyazaki, 1980)
oder Sexualhormonbehandlung (Lojkin, 1956).

Kontrastierend zu dem sehr ausgeprdgten und raschen Anstieg der Nikotinamid-
methylaseaktivitdt in der Rattenleber wedhrend der fetalen und frithen postna-
talen Entwicklung (Abb. 5, S.60) wurde in der Mausleber praktisch kein Anstieg
der Enzymaktivitit festgestellt (Tab. VII, S. 70). Dieser auffallend deutli-
che Unterschied bestdtigt die bei den Lebern der erwachsenen Ratte und Maus
erhobenen Befunde und deutet ebenso wie die bereits in 4.1. (S. 101) disku-
tierten Ergebnisse darauf hin, daB die Nikotinamidmethylierung in der Maus
offenbar ein ProzeB von nur geringer physiologischer Relevanz im NAD-Stoff-
wechsel ist, insbesondere was die Eliminationsfunktion der Nikotinamidmethy-
lierung fiir exzessives Nikotinamid anbelangt (Bonavita et al., 1961; Chaykin
et al., 1965; Collins & Chaykin, 1971; Kating & Drephal, 1974; Leifer et al.,
1951).

AuBerdem gibt es in der fetalen und neonatalen Mausleber im Gegensatz zur Rat-
tenleber keine Korrelation zwischen der Nikotinamidmethylaseaktivitdt und der
Proliferations- bzw. DNA-Syntheserate. Diese Resultate machen es unwahrschein-
1ich, daB die Nikotinamidmethylierung in der Mausleber eine Rolle bei der Re-
gulation hepatozelluldrer Proliferationsvorgdnge spielt, wie sie fir die He-
patocyten der Ratte diskutiert wird.

Es fd11t auf, daB die Nikotinamidmethylaseaktivitdt in der Rattenniere und im
Rattengehirn im Gegensatz zur Rattenleber wdhrend der fetalen und postnatalen
Entwicklung nahezu unverandert und sehr niedrig bleibt {Abb. 5, Tab. V, S.61).
Diese Ergebnisse miissen als ein weiterer Hinweis dafiir gewertet werden, daB
die Leber als Ort fiir die Nikotinamidmethylierung die gréBte physiologische
Bedeutung‘in der Ratte hat. Welche Funktion die Nikotinamidmethylierung im
Nikotinamidstoffwechsel, in der Kontrolle der Wachstumsregulation und in der
Zel1differenzierung dieser non-hepatischen Gewebe hat, bleibt noch offen, da
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in der Niere und im Gehirn der Ratte wdhrend der fetalen und postnatalen
Entwicklung keine bedeutsame Beziehung zwischen der Nikotinamidmethylaseak-
tivitdt bzw. der 1-Methylnikotinamidsyntheserate in den Gewebeschnittkultu-
ren, der Wachstumsrate und der NAD-Konzentration bestehen (Abb. 5, S.60 ;
Abb, 6, S. 65; Abb., 7, S. 67; Tab. V, S. 61; Tab. VI, S. 63).

4.5, Pathobiochemische Bedeutung der veridnderten Nikotinamidmethylierung in
Rattenhepatomen und Ascitestumorzellen unterschiediicher Malignitdt so-
wie in den Lebern der tumortragenden Tiere in Nikotinamidstoffwechsel

Es wurde bereits ausfihrlich in 4.3. (S.110) dargestellt, dab es in einem
Spektrum von Rattenhepatomen und anaplastischen non-hepatischen Ascitestumo-
ren mit gewissen Ausnahmen eine umgekehrte Proportionalitdt zwischen der
Tumorwachstumsrate und der Nikotinamidmethylaseaktivitat gibt. Eine Zunahme
der Tumorwachstumsrate ‘tund der Tumormalignitdt ist durch einen fortschreiten-
den Verlust oder Defekt der Nikotinamidmethylaseaktivitdt charakterisiert.
Allerdings wurde von Clark et al. (1975) berichtet, daB das ebenfalls sehr
rasch proliferierende und wenig differenzierte Walker 256 Karzinosarkom eine
viermal hdhere Enzymaktivitdt als die normale Rattenleber hat.

Es ist ein interessantes Phdnomen, dafl die Nikotinamidmethylaseaktivitdt in
allen analysierten transplantierbaren Rattenhepatomen einschlieBlich der RLC-
Zellen, in der Zellkultur etablierten rasch proliferierenden Rattenhepatom-
zellen, wesentlich niedriger als in der normalen erwachsenen Rattenleber ist
(Tab. VIII, S. 80; Tab. X, S. 92 ; Tab. XI, S. 95) und somit der Enzymakti-
vitdt der normalen fetalen und neonatalen Rattenleber gleicht (Abb. 5, S. 60).
Eine Ausnahme bildet lediglich das Morris Hepatom 5123tc, dessen Enzymaktivi-
tit derjenigen der erwachsenen Rattenleber entspricht (Tab. VIII). Die Hypo-
these, daB zwischen der normalen fetalen Rattenleber und Rattenhepatomzellen
gewisse biochemische Ahnlichkeiten bestlinden, wurde zuerst von Greenstein
(1942) aufgestellt und anschlieBend flir zahlreiche biochemische Parameter do-
kumentiert (Knox, 1972a, 1972c, 1972d; Maugh & Marx, 1979). Diese Hypothese
impliziert, daB die Rattenhepatomzellen genauso wie die fetalen und neonata-
len Rattenhepatocyten in bezug auf die Nikotinamidmethylaseaktivitit in einem
graduell abgestuften MaBe undifferenzierter als die reifen und ausdifferen-
zierten Hepatocyten sind, denn eine hohe cytosolische Nikotinamidmethylaseak-
tivitdt ist eine ausschlieBlich fiir die normale erwachsene Rattenleber cha-
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rakteristische und sehr spezifische Eigenschaft (Tab. II, S. 49; Abb. 5,

S. g0s Yab. VIII, S. 80). Die Regression der Rattenhepatomzellen auf einen
primitiveren und undifferenzierten biochemischen Organisations- und Funk-
tionszustand, der durch einen Verlust spezifischer Eigenschaften und Leistun-
gen der erwachsenen Leber sowie durch das Wiederauftreten von Eigenschaften
der fetalen Leber gekennzeichnet ist, bezeichnet man deshalb. als “Fetalis-
mus der Hepatome" (Knox, 1972c). Da angenommen wird, daB die Nikotinamidme-
thylierung eine wichtige Funktion in der Kontrolle der zelluldren und humo-
ralen Nikotinamidkonzentration spielt (Bernofsky, 1980; Dietrich, 1971; Ghol-
son, 1980), kinnte die pathobiochemische Bedeutung der reduzierten Nikotin-
amidmethylaseaktivitdt in den Rattenhepatomzellen darin liegen, daB der Regu-
lationsmechanismus der zelluldren Synthese von 1-Methylnikotinamid in den
Hepatomzellen schwerwiegend beeintridchtigt ist und zu konsekutiven Storungen
der zelluldren Nikotinamidhomdostase und Wachstumsregulation fiihrt, die ver-
mutlich unter der Kontrolle von 1-Methylnikotinamid steht (Hoshino et al.,
1982a, 1982b, 1984).

Interessant ist in diesem Zusammenhang die Tatsache, daB die 1-Methylnikotin-
amidsyntheserate in den mittelschnell proliferierenden Morris Hepatomen 5123tc,
7777 und 3924 sowie in dem rasch proliferierenden Novikoff Hepatom und Yoshida
Ascites Hepatom AH-130 wesentlich hoher ist, als es nach den Resultaten fiir
die Bestimmung der cytosolischen Nikotinamidmethylaseaktivitdt erwartet wor-
den wire (Tab. VIII, S. 8¢ Tab. IX, 5.86).

Die méglichen Ursachen fiir Abweichungen der Nikotinamidmethylaseaktivitdt von
der f-MethylInikotinamidsyntheserate der lebenden Zellen sind bereits in 4.1,
(S. 101) diskutiert worden und gelten auch fiir die Experimente mit den Rat-
tenhepatomen. Jedochwurden in den metabolischen Inkorporationsexperimenten
mit den normalen Organen (mit Ausnahme der fetalen und neonatalen Rattenniere)
keine derart groBen Diskrepanzen zwischen der Nikotinamidmethylaseaktivitdt
und der 1-MethylInikotinamidinkorporationsrate wie mit den Morris Hepatomen
5123tc, 7777 und 3924, dem Yoshida Ascites Hepatom-AH 130 und dem Novikoff
Hepatom registriert. Es sollen daher einige Faktoren diskutiert werden, die
fir die auffallend hohe 1-Methylnikotinamidinkorporationsrate in diesen Rat-
tenhepatomen verantwortlich sein konnten.
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Alle in dieser Arbeit analysierten Rattenhepatome mit Ausnahme der Zajdela
Hepatomzellen zeigen eine im Vergleich zur normalen Rattenleber um das 2 -
3-fache erhshte zellulire Aufnahme von [14C]Nikotinamid aus dem Kulturmedium
in die Hepatomzellen (Tab. IX, S. 86). Es ist bekannt, daB in Tumorzellen
die Zellmembranpermeabilitdt flir eine Anzahl von verschiedenen Substanzen
verdndert ist gegenliber der normalen Zellmembran; beispielsweise ist die
Glucosetransportrate und die intrazelluldre Glucosekonzentration in Fibro-
blasten von Hiihnerembryonen, die durch das Rous-Sarkom-Yirus transformiert
wurden, um das 3 - 5-fache gegeniiber den normal proliferierenden Zellen ge-
steigert (Buddecke, 1978; Maugh & Marx, 1979; Loffler et al., 19793j). Es
mifte daher unbedingt untersucht werden, inwieweit Hepatomzellen Nikotinamid
gegeniiber dem umgebenden Kulturmedium (oder in vivo dem Blutserum) aktiv an-
reichern, und iliber welchen Transportmechanismus Nikotinamid in die Tumorzel-
len gelangt, da die physiologischerweise vorherrschenden intrazelluldren Ni-
kotinamidkonzentrationen geschwindigkeitsbestimmend fiir die zelluldre Synthe-
serate von i-MethyInikotinamid sein kbnnen, wie bereits in 4.1. (S. 101) er-
ldautert wurde.

Es sind bisher nur wenige Arbeiten publiziert worden, in denen iber die in-
trazelluldre Nikotinamidkonzentration in Tumoren berichtet wurde. In Ehrlich
Ascites Tumorzelien betrdgt die Nikotinamidkonzentration 6 nmol/g Gewebe~
frischgewicht (Midrki & Greengard, 1966), im Walker 256 Karzinosarkom 7 nmol/g
Gewebefrischgewicht (Clark et al., 1975a) und ist somit niedriger als in ver-
schiedenen normaien Geweben, in denen die Nikotinamidkonzentration in einem
Bereich von 30 - 100 nmoi/g Gewebefrischgewicht liegt (Clark et al., 1975a;
Gerber & Deroo, 1970). Andererseits hat man in verschiedenen kultivierten
Rattennierenzellen keine Unterschiede in der zelluldren Nlkotinamidkonzentra-
tion zwischen den normalen und den mit Tumorviren transformierten Zellen
festgestellt (Johnson & Chiang, 1981).

In verschiedenen Arten von Tumorzellen wurden Verdnderungen im Stoffwechsel
des S-Adenosylmethionin beschrieben, das als Methyldonator fiir die Synthese
von 1-Methyinikotinamid fungiert und somit ebenfalls die zelluldre Synthese-
rate von 1-Methyinikotinamid beeinflussen kann (s. dazu auch die Ausfihrun-
gen in 4.1,, S, 101). Bei Patienten mit chronischer myeloischer Leukdmie ist
dije Konzentration von S~Adenosylmethionin in den Leukdmiezellen ungefdhr vier-
mal hoher als in normalen Leukocyten (Baldessarini & Carbone, 1965). Mit der
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Remission des leukdmischen Schubes nimmt die Konzentration von S-Adenosylme-
thionin in den Leukdmiezellen wieder ab (Baldessarini & Bell, 1966). In ver-
schiedenen transplantierbaren non-hepatischen Tumoren ist die S-Adenosylme-
thiogninkonzentration vergleichbar mit der in der normalen Leber (70 - 120
nmol/g Gewebefrischgewicht) und normalen non-hepatischen Gewebe wie Milz,
Niere, Nebennjere, Pancreas und Gehirn (45 - 90 nmol/g Gewebefrischgewicht)
oder sogar etwas hoher (Hoffman et al., 1980; Lombardini & Talalay, 1973).
Die Konzentration von S-Adenosylmethionin im Walker 256 Karzinosarkom be-
trdgt 150 nmol/g Gewebefrischgewicht, im Lewis Lungenkarzinom 100 nmol/g
Gewebefrischgewicht und in L1210 Mausleukdmiezellen 90 nmol/g Gewebefrisch-
gewicht (Lombardini & Talalay, 1973). In verschiedenen kultivierten Ratten-
nierenzellinien gibt es keine Unterschiede in der Konzentration von S-Adeno-
sylmethionin und S-Adenosylhomocystein zwischen den normalen und den mit Tu-
morviren transformierten Zellen (Johnson & Chiang, 1981). Ob die S-Adenosyl-
methioninkonzentration in den Rattenhepatomzellen gegeniiber normalen Hepato-
cyten erhoht ist, ist nicht bekannt. Unter Beriicksichtigung der Ausfiihrungen
in 4.1, (S. 101) wdre es jedoch.vorstellbar, daB eine im Vergleich zum norma-
Ten Hepatocyten elevierte S-Adenosylmethioninkonzentraton in den Rattenhepa-
tomzellen zu einer hdheren Syntheserate von 1-Methylnikotinamid in den leben-
den Hepatomzellen mit einer physiologischen Nikotinamidkonzentration im Kul-
turmedium fihren kidnnte, als es nach den Ergebnissen fir die Bestimmung der
cytosolischen Nikotinamidmethylaseaktivitdt in diesen Tumoren erwartet wor-
den wire.

Wahrend der Hepatokarzinogenese und in transplantierbaren Rattenhepatomen wer-
den Verdnderungen im Isoenzymmuster der S-Adenosylmethionin-Synthetase (ATP:
L-Methionin S-Adenosyltransferase, E.C. 2.5.1.6.), die die Biosynthese von
S-Adenosyimethionin katalysiert, beobachtet: Es gibt zwei verschiedene Iso-
enzyme der S-Adenosylmethioninsynthetase in der normalen Leber, das «- und
das g-Isoenzym; ein drittes Isoenzym, das y~Isoenzym, kommt dagegen aus-
schlieBlich in non-hepatischen Geweben vor (Liau et al., 1979; Okada et al.,
1981;: Yanokura et al., 1983). Diese drei Isoenzyme unterscheiden sich in
ihrem Molekulargewicht und in ihren Kp-Werten fir ATP und L-Methionin (Okada
et al., 1981; Liau et al., 1979). Wahrend der durch N-2-Fluorenylacetamid
induzierten Hepatokarzinogenese kommt es zu einem progredienten Verlust der
leberspezifischen a- und B-Isoenzyme der S-Adenosylmethioninsynthetase,
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wihrend gleichzeitig das non-hepatische y-Isoenzym auftritt (Tsukada & Oka-
da, 1980). In dem gut differenzierten Morris Hepatom 7316A, dem Novikoff He-
patom und dem Yoshida Ascites Hepatom AH-130 wurde ausschlieBlich das non-he-
patische y-Isoenzym der S-Adenosylmethioninsynthetase nachgewiesen (Liau et
al., 1977, 1979, Okada et al., 1979, 1980). Ob diese Verdnderungen im Isoen-
zymmuster der S-Adenosylmethioninsynthetase zu einer erhdhten S-Adenosylme~
thioninkonzentration in den Hepatomen fihren kidnnten und somit eine mogliche
Ursache fiir die erhdhte zelluldre {-Methyinikotinamidsyntheserate in diesen
Hepatomen darstellten, bedarf weiterer Untersuchungen.

£s wird nunmehr deutlich, daB zusdtzlich zu den bereits in 4.1. (S. 101) dis-
kutierten Faktoren in den Morris Hepatomen und undifferenzierten Hepatomen
einer Reihe weiterer in ihrer tatsdchlichen Bedeutung zur Zeit schwer einzu-
schitzende Faktoren wirksam sein konnten, die in der Lage wdren, die Synthe-
serate von 1-Methylnikotinamid in den Hepatomzellen mit einer physiologischen
Nikotinamidkonzentration im Kulturmedium zu beeinflussen, und somit eine Er-
k1drung flur die beobachteten Diskrepanzen zwischen der Nikotinamidmethylase-
aktivitat und der in Relation dazu sehr hohen 1-Methyinikotinamidinkorpora-
tionsrate in bestimmten Hepatomen geben konnten. Die hier gezeigten wider-
spriichlich erscheinenden Ergebnisse konnte man als Ausdruck der Tatsache in-
terpretieren, daB der normale Regulationsmechanismus der zelluldren 1-Methyl-
nikotinamidsynthese in den hier untersuchten Hepatomen elementar gesttrt ist.
Ob diese Regulationsstorung flr das autonome Tumorwachstum mitverantwortlich
ist, oder ob es sich dabei lediglich um ein sekunddres Epiphdnomen als Folge
gestdrter Genfunktionen handelt, muB zum gegenwdrtigen Zeitpunkt offen blei-
ben.

AuBerdem war bei den metabolischen Inkorporationsexperimenten mit Ehrlich As-
cites Tumorzellen, Sarkom 180 Zellen, Yoshida Ascites Sarkomzellen sowie Zaj-
dela Ascites Hepatomzellen auffallend, daB diese anaplastischen Tumorzellen
zwar nur eine duBerst niedrige [14C]1-Methy1nikotinamidsyntheserate, aber im
Kontrast dazu eine sehr hohe [14C]NAD-Inkorporationsrate mit 36,5 uM [14C1Ni-
kotinamid im Kulturmedium aufweisen (Tab. IX, S. 86; Abb. 8; S. 73; Abb. 12.
S. 88). Andererseits zeigt Abb. 9 (S. 75) eindriicklich, daB es in Ehrlich
Ascites Tumorzellen, Sarkom 180 Zellen und Yoshida Ascites Sarkomzellen zu
einem nur geringen Anstieg der zelluldren NAD-Konzentration kommt, wenn die-
se Zellen mit steigenden Nikotinamidkonzentrationen sowohl im physiologischen
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als auch im pharmakologischen Konzentrationsbereich von 40 M - 5 mM inku-
biert werden. Hingegen fihren pharmakelogische Nikotinamiddosen bzw. Konzen-
trationen beispielsweise in der Leber und Niere von Ratte und Maus, in RLC-
Hepatomzellen sowie in anderen transplantierbaren Tumoren (L 1210 Mausleu-
kdmiezellen, Sarkom 37, Bashford-E63 Karzinom) zu einem Anstieg der NAD-Kon-
zentration um ein Mehrfaches des Ausgangswertes (Blake et al., 1967; Blake
& Kun, 1971; Clark & Pinder, 1969; Hoshino et al., 1982b, 1934; Kaplan et
al., 1956; Threlfall, 1969).

Zur mdglichen Erkldrung dieser Beobachtungen bei bestimmten transplantier-
baren Ascitestumoren sollen zwei Hypothesen kurz genannt werden, ohne daB
eigene Untersuchungen angestellt worden wiren, um diese sehr komplexe Proble-
matik weiter zu analysieren, da diese das eigentliche Thema der Arbeit nur
am Rande beriihrt:

Es ist in der Literatur gut dokumentiert, daB verschiedene Ascitestumorzellen
wie z.B. Zajdela Ascites Hepatomzellen und Ehrlich Ascites Tumorzellen NAD
als Substrat fir die Synthese von Poly-(ADP-Ribose) nutzen (Bredehorst et al.,
1979; Hilz & Stone, 1976; Holtlund et al., 1981; Stone et al., 1976). Es wur-
de bereits in 1.2. (S. 14) referiert, daB die Molekiilhalbwertzeit von NAD
sehr niedrig ist (Olivera & Ferro, 1982) und daB die nukledre Synthese von
Poly-(ADP-Ribose) eine Ursache fiir den raschen zelluldren NAD-Turnover dar-
stellt (Qlivera & Ferro, 1982; Rechsteiner et al., 1986). Daher wire es theo-
retisch denkbar, daB die hohe [14C]NAD—Inkorporationsrate bei nur geringfiigi-
gem Anstieg der NAD-Konzentration mit steigenden Nikotinamidkonzentrationen
im Kulturmedium in diesen Ascitestumorzellen einen Indikator fiir einen sehr
aktiven Pyridinnucleotidzyklus darstellt, in dessen Ablauf es zu einer ra-
schen Inkorporation von [14C]Nikotinamid in das [14CINAD kommt; die zellulidre
NAD-Konzentration steigt jedoch nicht meBbar an, da das neu synthetisierte
[14C1NAD sofort in den Kreislauf der Synthese und Oegradation von Poly-(ADP-
Ribose) eingeschleust wird.

DaB diese Erkldrungsmoglichkeit zutreffend ist,erscheint nicht sehr wahrschein-
lich, denn in anderen Geweben wie z.B. der Leber oder Niere, die eine aktive
Poly-(ADP-Ribose)synthese (Nishizuka et al., 1967) und einen aktiven Pyridin-
nucleotidzyklus mit hohem NAD-Turnover (Collins & Chaykin, 1972; Dietrich,
1971; Dietrich et al., 1965, 1966, 1968b; Greenbaum & Pinder, 1968; Keller et
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al., 1971; Petrack et al., 1966) aufweisen, nimmt die NAD-Syntheserate in Ab-
héngigkeit von der Nikotinamidkonzentration zu, und es stellt sich ein neues
FlieBgleichgewicht zwischen NAD-Synthese und NAD-Degradation ein. Dieses
fiihrt dazu, daB die zelluldre NAD-Konzentration sehr deutlich ansteigt (Blake
et al., 1967; Blake & Kun, 1971; Clark & Pinder, 1969; Hoshino et al., 1982b,
1984 Kaplan et al., 1956; Threlfall, 1959). Da dies jedoch, wie hereits dar-
gestetlt wurde, in den untersuchten Ascitestumorzellen nicht der Fall ist,
muf davon ausgegangen werden, daB die de novo MAD-Synthesekapazitdt dieser
Zellen tatsdchlich nicht sehr groB ist.

Vielmehr ist es wahrscheinlich, daB die hohe ['QC]NAD-Inkorporationsrate in
diesen Ascitestumoren liber eine durch die NAD-Glycohydrolase katalysierte
Austauschreaktion zustande kommt. Es ist seit den Arbeiten von Lamborg et al.
(1958) und Zatman et al, (1954) bekannt, daB die NAD-Glycohydrolase nicht nur
den hydrolytischen Abbau von NAD zu ADP-Ribose und Nikotinamid katalysiert,
sondern dariber hinaus auch Transglycosidaseaktivitdt besitzt, so daB ver-
schiedene Ribosylakzeptoren auf den ADP-Riboseanteil des NAD transferiert
werden konnen (Reaktion 9 in Abb. 1, S. 8). Narrod et al. (1961) sowie Purko
& Stewart (1967) hatten gezeigt, daB es in vivo in der Mausleber und in Ehr-
lich Ascites Tumorzellen zu einer Inkorporation von {Carbonyl-14CINikotinamid
in das [14CINAD kommt, die zum Teil darauf zurlickzufihren ist, daB die NAD-
Glycohydrolase den Austausch des gebundenen nicht radioaktiven Nikotinamids
des NAD gegen das freie [Carbony]-14C]Nikotinamid katalysiert und so zur Ra-
dioaktivitdtsinkorporation in das [14CINAD beitrigt. Dieser Austauschmecha-
nismus fiihrt jedoch nicht zu einer de novo NAD-Synthese iiber den Nikotinamid-
oder Nikotinsdureweg. AuBerdem ist es gut dokumentiert, daB Ehrlich Ascites
Tumorzellen eine hohe NAD-Glycohydrolaseaktivitidt besitzen und diese auch in
den lebenden Zellen aktiv ist (Bock et al., 1968; Green & Bodansky, 1963;
Green & Dobriansky, 1967; Purko & Stewart, 1967). Analoges konnte auch fiir die
Sarkom 180 Zellen, Yoshida Ascites Sarkomzellen und Zajdela Ascites Hepatom-
zellen gelten.

In allen in dieser Arbeit untersuchten Versuchstieren mit soliden Hepatomen,
Asciteshepatomen und non-hepatischen Ascitestumoren ist die hepatische Niko-
tinamidmethylaseaktivitdt der Tumortrdger gegeniiber derjenigen der gesunden
Kontrollebern unverandert oder geringfiigig erhdht {Tab. VIII, S. 80). Ledig-
1ich die Ratten mit dem hochdifferenzierten Morris Hepatom 9618A und dem
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maBig differenzierten Morris Hepatom 5123tc, die eine niedrige : bzw. hohe
Tumorenzymaktivitdt aufweisen, zeigen statistisch hochsignifikant niedrigere
Werte der hepatischen Nikotinamidmethylaseaktivitdt (Tab. VIII, S, 80). Clark
et al., (1975a) berichteten, daB die Enzymaktivitdt in der Leber von Ratten
mit dem rasch proliferierenden Walker 256 Karzinosarkom, das eine sehr hohe
Nikotinamidmethylaseaktivitdt hat, gegeniiber der normalen Kontrolleber un-
verdndert ist, wohingegen Ratten mit dem gleichfalls rasch proliferierenden
Rhabdomycblastom oder Mi-Sarkom eine deutlich niedrigere hepatische 1-Methyl-
nikotinamidsyntheserate aufweisen (Tatarskii, 1955). Diese Resultate zeigen,
daB es offenbar keine Beziehung zwischen der Tumormalignitdt und der hepati-
schen Nikotinamidmethylaseaktivitdt des Tumortrdgers gibt. Vielmehr deuten
die nunmehr vorliegenden Ergebnisse darauf hin, daB die hepatische Nikotin-
amidmethylierung nur bei bestimmten Tumorarten alteriert ist. Es muB daher
gekldrt werden, welche offensichtlich komplexen Interaktionen in bezug auf
die Nikotinamidmethylierung zwischen den Tumorzellen, der Leber des Tumortrd-
gers und dem Gesamtorganismus bestehen, insbesondere uber welchen pathobio-
chemischen Mechanismus es bei gewissen Tumoren zur Verminderung der Nikotin-
amidmethylaseaktivitdt in der Leber der tumortragenden Tiere kommt. Ferner
muB die Frage untersucht werden, inwieweit die 1-Methylnikotinamidausschei-
dung im Urin bei Ratten mit transplantierbaren Hepatomen oder Ascitestumoren
gegeniiber den gesunden Tieren verdndert ist. Clark et al. (1975a) berichteten,
daB die erhidhte 1-Methylnikotinamidausscheidung im Urin der Tiere mit dem
Walker 256-Karzinosarkem wahrscheinlich auf die sehr hohe Nikotinamidmethy-
lierungsrate in diesem Tumor zuriickzufiihren ist. Welche Faktoren fir die
verringerte Exkretion von t-Methylnikotinamid bei den Patienten mit fortge-
schrittenen Krebserkrankungen (Abdel Kader et al., 1962; Basu et al., 1973)
verantwortlich sind, ist nicht bekannt und bedarf ebenfalls weiterer For-
schungsanstrengungen.
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ZUSAMMENFASSUNG

Die Verteilung der cytosolischen Aktivitat der Nikotinamid : S-Adenosylme-

thionin-Methyltransferase (Nikotinamidmethylase, E.C. 2.1.1.1.) in normalen
Organen der Ratte und der Maus und die Verdnderungen der Enzymaktivitdt in
Organen wihrend der fetalen und postnatalen Entwicklung, in Rattenhepatomen

und Ascitestumoren mit unterschiedlicher Wachstumsrate sowie in Rat Liver

Cell (RLC)-Kulturen aus verschiedenen Wachstumsphasen wurden studiert. Aus-

serdem wurden Gewebeschnitt- und Tumorzellkulturen in vitro mit einer physi-
ologischen '4CINikotinamidkonzentration (36,5 uM) inkubiert, um die Synthe-
serate von 1-Methylnikotinamid in den lebenden Zellen zu messen.

1.

Von allen untersuchten Organen hat die Rattenleber die hdchste Nikotin-
amidmethylaseaktivitdt, wdhrend non-hepatische Rattengewebe wie Nebennie-
re, Pancreas, Niere, Gehirn und Milz sowie Leber, Niere und Gehirn der
Maus weniger als 15 % der Rattenleberaktivitdt aufweisen, Ein &hnliches
Verteilungsmuster ergibt sich fir die [14C]1-Methylnikotinamidsynthesera-
te in Gewebeschnittkulturen dieser Organe mit 36,5 M ['4CINikotinamid
im Kulturmedium.

Drei Tage vor der Geburt hat die fetale Rattenleber eine Nikotinamidme-
thylaseaktivitdt, die nur 2 % derjenigen der erwachsenen Leber betrdgt.
Bereits einen Tag vor der Geburt steigt die Enzymaktivitdt an und er-
reicht den Wert der erwachsenen Leber am 28. Lebenstag. Der starke An-
stieg der hepatischen Nikotinamidmethylaseaktivitdt wihrend der fetalen
und postnatalen Entwicklung der Ratte wird von einem parallelen Anstieg
der [14C]1-Methylnikotinamidsyntheserate in den Gewebeschnittkulturen mit
fetaler und neonataler Leber begleitet. In der Niere und im Gehirn der
Ratte sowie in Leber, Niere und Gehirn der Maus wurde keine Verdnderung
der Nikatinamidmethylaseaktivitat wdhrend der fetalen und postnatalen Ent-
wicklung festgestellt.

. In einem Spektrum von transplantierbaren Rattenhepatomen und non-hepati-

schen Ascitestumoren mit unterschiedliicher Malignitdt gibt es eine umge-
kehrte Korrelation zwischen der Tumorwachstumsrate und der Nikotinamid-
methylaseaktivitdt. Die Enzymaktivitdt nimmt stufenweise von dem mittel-
schnell proliferierenden Morris Hepatom 5123tc, das eine der normalen
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Rattenleber vergleichbare Enzymaktivitdt hat, tber die Morris Hepatome
7777 und 3924, das Novikoff Hepatom, das Yoshida Ascites Hepatom AH-130
bis zum am schnelisten proliferierenden und undifferenzierten Zajdela
Ascites Hepatom ab. Die Zajdela Ascites Hepatomzellen und die anaplasti-
schen non-hepatischen Yoshida Ascites Sarkomzellen, Sarkom 180 Zellen
sowie Ehrlich Ascites Tumorzellen haben eine kaum meBbare Nikotinamidme-
thylaseaktivitdt. Die auBergewshnlich niedrige Enzymaktivitdt der lang-
sam proiiferierenden Morris minimal deviation Hepatome 9618A und 9121
paBt nicht in diese Regel.

4. Kultivierte RLC-Zellen, etablierte Rattenhepatomzellen in der Zellkultur,
zeigen eine Wachstumsphasenabhdngigkeit der cytosolischen Nikotinamidme-
thylaseaktivitat. Nicht proliferierende RLC-Zellen aus der stationdren
Hachstumsphase oder RLC-Zellen, deren Wachstum durch Serumentzug im Kul-
turmediun vor Erreichen des stationdren Zustandes in der Gy-Phase gestoppt
wurde, haben eine Nikotinamidmethylaseaktivitdt, die etwa 50 % derjenigen
der normaien erwachsenen Leber betragt und um rund 70 % hoher als in den
logarithmisch proliferierenden RLC-Zellen ist. AuBerdem ist die 1-Methyl-
nikotinamidsyntheserate mit 36,5 uM Nikotinamid im Kulturmedium in den
stationdren RLC-Zellen um 50 % hther als in den Zellen aus der logarith-
mischen Wachstumsphase.

Die Nikotinamidmethylierung ist hauptsdchlich eine Funktion der normalen er-
wachsenen Rattenleber. Es wird kontrovers diskutiert, ob die Methylierung
von Mikotinamid zum 1-Methylnikotinamid in der Rattenleber der Elimination
von exzessivem nutritiven Nikotinamid dient und somit eine wichtige Regula-
tionsfunktion in der Aufrechterhaltung der fir den Organismus optimalen hu-
moralen und zelluldren Nikotinamidkonzentration erfiillt. Die Funktion der
Nikotinamidmethylierung in den non-hepatischen Organen ist nicht bekannt.
Der starke Anstieg der hepatischen Nikotinamidmethylaseaktivitdt wdhrend der
spdten fetalen und frithen postnatalen Entwicklung der Ratte kinnte als ein
regulativ-homdostatischer ProzeB im Sinne einer Zelldifferenzierung inter-
pretiert werden, um einerseits die adiquate Versorgung des Organismus mit
Nikotinamid zu garantieren und um andérerseits die zytotoxischen und proli-
ferationshemmenden Effekte hyperphysiologischer Nikotinamidkonzentrationen
(> 0,1 mM) abzublocken. Der stufenweise Verlust der Nikotinamidmethylaseak-
tivitdt in Hepatomen zunehmender Malignitit kdnnte daher Ausdruck des ge-
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stdrten Regulationsmechanismus der zelluldren 1-Methylnikotinamidsynthese
in den Tumorzelien sein, was zu konsekutiven Alterationen der Nikotinamid-
homdostase und des NAD-Stoffwechsels fiihrte.

Hoshino et al. (1982a) hatten gezeiqt, daB in der proliferierenden Ratten-
leber nach der partiellen Hepatektomie oder Thicacetamidbehandlung etne hohe
Wachstumsrate bzw. DNA-Syntheserate mit einer hohen Nikotinamidmethylaseak-
tivitdt korreliert. In dieser Arbeit hingegen wird demonstriert, daB in der
rasch proliferierenden fetalen und neonatalen Rattenleber, in den logarith-
misch proliferierenden RLC-Zellen sowie in einem Spektrum von Rattenhepato-
men und Ascitestumoren eine hohe Wachstumsrate bzw. DNA-Syntheserate mit
einer niedrigen Nikotinamidmethylaseaktivitdt korreliert. Die Bedeutung die-
ser Befunde fir die vermutete Involvierung der Nikotinamidmethylierung in
die Wachstumsregulation von normalen Hepatocyten und Hepatomzellen bedarf
weiterer Untersuchungen.
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