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1 EINLEITUNG

Stoffwechsel von Kupfer

Als essentielles Metall ist Kupfer (Cu) in vielfacher Hinsicht unentbehrlich fir Diffe-
renzierung, Wachstum und Funktion der Zelle. Cu-haltige Enzyme wie Tyrosinase,
Ascorbinsaure-Oxidase, Monoamin-Oxidase, Superoxiddismutase, Cytochrom-
Oxidase und Ceruloplasmin sind unter anderem an der Entgiftung reaktiver Sauer-
stoffspezies und am zellularen Energiestoffwechsel beteiligt (Peisach et al. 1966).
Der Cu-Bedarf wird im Wesentlichen Uber die Nahrung gedeckt und betragt nach
Angaben der WHO beim Erwachsenen etwa 0,03 und bei Kindern bis zu 0,08
mg/kg Korpergewicht/Tag. Mit der Nahrung werden taglich etwa 0,5 - 2 mg Cu auf-
genommen, von denen im Gastrointestinaltrakt 30 bis 50% resorbiert werden. Der
grofldte Teil des resorbierten Cu wird Uber die Galle ausgeschieden. Das resor-
bierte Cu wird, gebunden an Albumin und Transcuprein, mit dem Pfortaderblut zur
Leber transportiert. Dort wird Cu Uber ein spezielles Transportsystem in das Zyto-
sol von Hepatozyten aufgenommen und bindet zuerst an Glutathion (Freedman et
al. 1989). In dieser Form kann Cu auf verschiedene Makromolekile sowie auf
Metallothionein (MT), das eine wesentliche Rolle bei der Entgiftung von Metallen
spielt, ubertragen werden (Ciriolo et al. 1990, Ferreira et al. 1993, Musci et al.
1996).

Toxizitadt von Kupfer

Beim Sauger ist die Leber nicht nur das wichtigste Organ des Cu-Stoffwechsels,
sondern auch das Zielorgan der Toxizitat des Metalls. Zum molekularen Mecha-
nismus der Toxizitat von Cu wurden verschiedene Theorien vorgeschlagen: Neben
der Hemmung von Enzymen durch Cu-lonen (Boulard et al. 1972, Nakamura und
Yamazaki 1972) kommt es zu Schadigungen von Membranen durch Cu(ll), die mit
der Oxidation membranstandiger Thiolatgruppen zu Disulfiden bei gleichzeitiger
Reduktion des Cu(ll) zu Cu(l) erklart werden. Cu(l) wird in Gegenwart von

Sauerstoff nach einer Fenton-Reaktion oxidiert, wobei reaktive Sauerstoffspezies
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entstehen, die letzten Endes zu Membranschaden und Lipidperoxidation fuhren
konnen (Forman et al. 1980, Freedman et al. 1989, Halliwell und Gutteridge 1984,
Kumar et al. 1978, Samuni et al. 1981, Stacey und Klaassen 1981).

Fir die Toxizitat von Cu spielen die Lokalisation und Art der Bindung des Metalls
in der Leber eine entscheidende Rolle. Diesbezugliche Kenntnisse liegen jedoch
kaum vor. Ein wesentlicher Grund hierfur ist, dass die bisher eingesetzten Metho-
den wie histochemische Verfahren zum Teil unspezifisch sind und nur qualitative

Aussagen liefern.

Die haufigste Ursache fur eine Cu-assoziierte Leberschadigung ist die Akku-
mulation des Metalls auf Grund einer vererbten Stérung des Cu-Stoffwechsels
(Scheinberg 1981, Tanzi et al. 1993) oder in Folge cholestatischer Erkrankungen
(Dickson et al. 1981, Fleming et al. 1974, Sternlieb 1980). Eine chronische Toxi-
zitat von Cu beim Erwachsenen nach oraler Aufnahme des Metalls wurde bislang
nur in zwei Fallberichten (O'Donohue et al. 1993, Yelin et al. 1987) beschrieben.
Bei Sauglingen und Kleinkindern hingegen wurden wiederholt Erkrankungen in
Folge erhohter Exposition gegenuber Cu beobachtet. Die sogenannte Cu-
assoziierte fruhkindliche Leberzirrhose (ldiopathic Copper Toxicosis, ICT) wurde
auf die enorme Anreicherung von Cu in der Leber zurlckgefuhrt. In Indien wurden
in den letzten Jahrzehnten mehrere hundert Falle der sogenannten Indian
Childhood Cirrhosis (ICC) beschrieben (Nayak 1979, Nayak und Ramalingaswami
1975, Pradhan et al. 1983, Tanner 1986, Tanner und Portmann 1981).
Charakteristisch fir diese Falle war die erhdhte Exposition gegeniber Cu auf
Grund der Zubereitung von tierischer Milch als Sauglingsnahrung in Kupfer- und
Messinggefallen. In Deutschland sind bislang 26 derartige Falle, davon 15 mit
toédlichem Ausgang, bekannt geworden (Bent und Bohm 1995, Eife et al. 1987,
Eife et al. 1991, Eife und Muller-Hocker 1988, Fischer 1993, Muller-Hocker et al.
1987, Muller-Hocker et al. 1988, Schimmelpfennig und Dieter 1995, Schramel et
al. 1988, Trollmann und Behrens 1998, Weil3 et al. 1989). Auch in anderen
Landern wurden Falle von ICT beschrieben (Adamson et al. 1992, Aljajeh et al.
1994, Baker et al. 1995, Horslen et al. 1994, Lefkowitch et al. 1982, Lim und Choo
1979, Maggiore et al. 1987, Price et al. 1996, Sternlieb 1985, Valencia et al. 1993,
Walker-Smith und Blomfield 1973). All diesen Fallen ist gemeinsam, dass die

Kinder nicht oder nur kurz gestillt wurden und mit Formulamilch ernahrt wurden,
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die mit Cu-haltigem Wasser aus Eigenwasserversorgung zubereitet war. Uber eine
endemische Haufung von ICT am Anfang dieses Jahrhunderts in Tirol berichteten
Mdaller et al. (1996). In diesen Fallen wurde als Ursache der Cu-Exposition die
Verwendung von Kupfergeschirr zur Zubereitung der Sauglingsnahrung diskutiert.
Bereits Cu-Konzentrationen von mehr als 1,13 mg/l im Trinkwasser wurden mit
dem Auftreten von ICT in Zusammenhang gebracht (Adamson et al. 1992). Die
Frage, warum nur Sauglinge unter diesen Bedingungen erkranken, ist nicht
geklart. Eine genetische Ursache (Mdiller et al. 1996, Scheinberg und Sternlieb
1984) oder ein zweiter synergistisch wirkender Faktor in der Nahrung (Aston et al.
1996, Morris et al. 1994, Seffner et al. 1997, Tanner und Mattocks 1987) konnten
bislang nicht bestatigt werden. Moglicherweise ist der in den ersten
Lebensmonaten noch nicht ausgereifte Cu-Stoffwechsel ursachlich an der ICT
beteiligt (Summer et al. 1994).

Eine experimentelle Uberpriifung einer méglichweise besonderen Empfindlichkeit
Neugeborener gegenuber Cu im Tiermodell ist bislang nicht erfolgt. In den
vorliegenden tierexperimentellen Untersuchungen wurden nur erwachsene Tiere
oral gegenuber Cu exponiert (Barka et al. 1964, Chesta et al. 1989, Fuentealba et
al. 1989, Fuentealba und Haywood 1988, Funk und Baker 1991, Gooneratne et al.
1989, Haywood et al. 1985, Haywood und Loughran 1985, Hébert et al. 1993,
Jenkins 1989, Jenkins und Hidiroglou 1989, Kumaratilake und Howell 1989a,
Kumaratilake und Howell 1989b, Morris et al. 1994, Sokol et al. 1990, Srai et al.
1986, St. Laurent et al. 1972, Sugawara et al. 1995, Weiss und Baur 1968). Vor
dem Hintergrund dieser Problematik wurden in der vorliegenden Dissertation

folgende Fragen bearbeitet:

Fragestellung

* Wie aulert sich die Toxizitat von Cu bei juvenilen Saugern?

* Welche Bedeutung haben die Lokalisation und Bindung von Cu in der Leber

von Cu-exponierten Neugeborenen fur die Toxizitat des Metalls?

» Lassen sich die Hinweise fur die besondere Empfindlichkeit von Neugeborenen

gegenuber Cu tierexperimentell belegen?
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Ausgehend von diesen Ergebnissen sollte ein NOAEL als Grundlage zur Erstel-
lung eines Grenzwertes flr Cu im Trinkwasser abgeschatzt werden, der die mdgli-
cherweise besondere Empfindlichkeit des Neugeborenen gegeniber Cu berlck-
sichtigt.

Die methodischen Voraussetzungen, die Lokalisation und Bindung von Cu in der
Leber zu charakterisieren, wurden an der Long-Evans Cinnamon (LEC)-Ratte
erarbeitet. Diese Tiere eignen sich hierfir besonders, da sie auf Grund eines
genetischen Defekts Cu in der Leber akkumulieren und in der Folge eine Hepatitis
bis hin zum fulminanten Leberversagen entwickeln (Li et al. 1991, Li, Togashi und
Takeichi 1991, Sasaki et al. 1985, Suzuki et al. 1993).

Fir die Untersuchungen zur besonderen Empfindlichkeit von Neugeborenen
gegenuber Cu und fur die Abschatzung des NOAEL wurden neugeborene
Meerschweinchen oral gegenuber Cu exponiert. Der wesentliche Vorteil dieser
Tiere ist die relativ einfache Durchfuhrbarkeit der Exposition unmittelbar nach der
Geburt und vor allem der dem Menschen ahnliche Stoffwechsel von Cu (Chesta et
al. 1989, Srai et al. 1986).
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Chemikalien

» Cadmiumchlorid ,Standard Solution for AAS® Kupfer(ll)chloriddihydrat
(A.C.S. Reagenz) (Aldrich, Steinheim)

« '%Cadmium (37 MBg/mg Cd) in 0,1 M HCI, ‘carrier free’ (Amersham Buch-

ler, Braunschweig)
* Chelex 100 (100-200 mesh) (Bio-Rad, Munchen)

» Succinat Dinatriumsalz wasserfrei, p-lodotetrazolium Violett (Fluka-Chemie,
Neu-UIm)

* Nycodenz (Life Technologies, Eggenstein)
» Stickstoff 5,0 (Linde, Minchen)

» Citronensauremonohydrat, Formaldehyd, mind. 37% saurefrei, Natrium-
chlorid, Natriumhydroxid, Saccharose, Suprapure 65% HNO3, Ethylacetat,

Ethanol absolut, Trichloressigsaure (Merck, Darmstadt)
» Acetonitril (Riedel de Haen, Seelze)

* CM-Sephadex (40-200 um), DEAE-Sephacel (40-150 um), 2-Mercaptoetha-
nol, p-Nitrophenol, p-Nitrophenolphosphat, Rinderserumalbumin (RIA
Grade), Tris-(hydroxymethyl)aminomethan (Tris), Zink(ll)sulfatheptahydrat
(Sigma Chemie, Deisenhofen)

*  Ammoniumtetrathiomolybdat (Ventron-Alfa, Karlsruhe)
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Alle Lésungen wurden unter Verwendung von entionisiertem Wasser (Milli-Q UF
System, Millipore, Eschborn) hergestellt. Zur Stickstoffsattigung wurden die Lo6-

sungen im Ultraschallbad entgast und anschlieend bei 4°C mit Stickstoff begast.

2.2 Gerate

* Fraktionssammler Gilson Microcol TDC80 (Abimed Analysentechnik GmbH,
Langenfeld)

e Analysenautomat Synchron CX 5, Microfuge E, Ultrazentrifuge Modell
Spinco L-2 65 b, Rotor 50 Ti (Beckman Instruments, Minchen)

* Branson-Sonifier B-12 (Branson Sonic Power Company, Danbury, USA)
» Potter-Elvehjem Homogenisator mit Teflonstempel (Braun, Melsungen)

Gamma-Zahler Modell Minaxi Autogamma 5000 mit 2-Zoll Nal-Detektor
(Canberra Packard, Frankfurt a. M.)

* Eppendorf-Schuttler Modell 5432 (Eppendorf, Hamburg)

* Atom-Emissions-Spektrometer Modell JY 70 (Instruments SA, Neukeferloh)
* pH-Meter (Knick, Berlin)

* UV/VIS Spektrophotometer Uvikon 941 Plus (Kontron, Neufahrn)

» Schlittenmikrotom (Leitz, Wetzlar)

» Peristaltische Pumpe 2232 Micro Perpex S (LKB, Bromma)

» Einbettstation Tissue-Tek (Miles Scientific, Mlinchen)

» Zentrifuge RC-5C, Zentrifuge RC2-B, Rotor SS34, Rotor SA600, Rotor AH-
627 (Sorvall, Bad Homburg)

* Metallblock-Thermostat Dri-Block DB-1 (Thermo-Dux, Wertheim)

« TSK G 2000 SW Saulen (7,5 mm x 30 cm, 10 um), Vorsaule (7,5 mm x 7,5
cm, 10 um) (Tosohaas, Stuttgart)
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2.3 Herkunft und Haltung der Tiere

Ratten

Mannliche und weibliche Long Evans Cinnamon (LEC)-Ratten (n=17) wurden von
Charles River (Yokohama, Japan) bezogen. Als Kontrollen wurden Wistar-Ratten
(n=9) beiderlei Geschlechts (Inzuchtstamm GSF Neuherberg, Deutschland) ver-
wendet. Die Tiere wurden im GSF-Forschungszentrum fur Umwelt und Gesund-
heit, Neuherberg unter Quarantane in einem 12-stiindigen Tag- und Nachtrhyth-
mus bei einer Temperatur von 23-24°C und 50% Luftfeuchtigkeit gehalten. Sie
erhielten Standardfutter (Altromin, Lage, Deutschland) (11,0 mg Cu/kg) und

Trinkwasser ad libitum.

Tabelle 1: Labordiagnostische und histologische Befunde der

LEC-Ratten

Gruppe Alter Serum ASAT Serum Histologische

(Tage)*  (U/)'? Bilirubin Befunde der
(mg/dl)? Leber

Wistar (n=9) 55-62 190-311 <0,5-0,6 negativ
(57 £2) (246 + 38)

LEC, nicht erkrankt, 56- 56-64 161-322 <0,5 negativ

64 Tage (n=9) (59 £ 3) (238 £42)

LEC, nicht erkrankt, 70- 70-78 194-232 <0,5 negativ

78 Tage (n=4) (75 £ 3) (213 £ 15)

LEC, leicht geschadigte 84 520 <05 positiv

Leber (n=1)

LEC, Gelbsucht (n=3) 87-91 990-1065 11,8-27,7  positiv

(88+2) (1037 +33) (17,1+0,5)

! Aspartataminotransferase (Units/I, 37°C)
2 Angaben: Bereich (MW + SD)

Die LEC-Ratten wurden nach Alter bzw. Stadium der Lebererkrankung in 4
Gruppen eingeteilt: Tiere ohne Befund, Alter 56-64 Tage (LEC, nicht erkrankt, 56-
64 Tage) bzw. Alter 70-78 Tage (LEC, nicht erkrankt, 70-78 Tage), ein Tier mit
beginnender Leberschadigung (LEC, leicht geschadigte Leber) und Tiere mit
systemischer Gelbsucht (LEC, Gelbsucht) (Tabelle 1).
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Meerschweinchen

Mannliche und weibliche Dunkin-Hartley Meerschweinchen (Crl: (HA)BR) wurden
von Charles River Wiga, Sulzfeld bezogen. Die Tiere wurden im Umweltbundes-
amt, Institut fr Wasser-, Boden- und Lufthygiene, Auldenstelle Bad Elster (n=140)
oder im GSF-Forschungszentrum flir Umwelt und Gesundheit, Neuherberg (n=10)
unter Quarantane in einem 12-stundigen Tag- und Nachtrhythmus bei einer
Temperatur von 23-24°C und 50% Luftfeuchtigkeit gehalten. Die Meerschwein-
chen erhielten Trinkwasser und Standardfutter (Altromin, Lage) ad libitum. Der Cu-
Gehalt des Trinkwassers betrug 4,2 ug Cu/l (Bad Elster) bzw. 24,7 ug Cu/l (Neu-
herberg), der des Standardfutters 18 mg/kg.

2.4 Exposition der Meerschweinchen

Die Exposition der Meerschweinchen gegenuber Cu erfolgte mit Cu-haltiger
Formulamilch. Diese wurde aus Kupfer(ll)chloriddihydrat (CuCl,-2H,0)-haltigen
Stammldsungen in destilliertem Wasser und Muttermilchersatznahrung (Altromin,
Lage) hergestellt. Die Stammlosungen enthielten 151,5; 227,3 bzw. 454,6 mg
Cu/100 ml. Die Endkonzentrationen an Cu in der Formulamilch betrugen 0,303;
0,455 bzw. 0,909 mg/ml. Die Meerschweinchen erhielten von der Cu-haltigen
Formulamilch taglich 1 ml pro 30 g Korpergewicht entsprechend einer taglichen
Dosis von 10, 15 bzw. 30 mg Cu/kg Korpergewicht (KG).

Vom 1. bzw. 2. Lebenstag an wurde den neugeborenen Meerschweinchen die Cu-
haltige Formulamilch werktags in drei- bis viermaliger Gabe und am Wochenende
in ein- bis zweimaliger Gabe oral verabreicht. Die Kontrolltiere erhielten entspre-
chende Volumina Muttermilchersatznahrung ohne Cu-Zusatz. Die Tiere wurden
zusatzlich von ihren Muattern gesaugt. Im Alter von 28 Tagen wurden die Tiere
abgesetzt und erhielten Trinkwasser mit 100, 150 bzw. 300 mg Cu/l ad libitum. Mit
der Annahme eines Wasserkonsums von 50 ml pro Tag und Tier entsprechen
diese Cu-Konzentrationen einer taglich aufgenommenen Dosis von 10, 15 bzw. 30
mg Cu/kg KG/Tag. Die Kontrolltiere bekamen Trinkwasser ohne Cu-Zusatz ad

libitum. Wahrend der gesamten Versuchsdauer wurde das Allgemeinbefinden der
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Tiere mehrmals taglich kontrolliert. Das Korpergewicht wurde wahrend der ersten

vier Wochen taglich und am jeweiligen Versuchsende bestimmt.
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Abbildung 1: Schematische Darstellung des Versuchsablaufs. Die
Balken kennzeichnen das Alter und die Anzahl der Meerschwein-
chen am jeweiligen Versuchsende. Die Pfeile kennzeichnen die
Zeitpunkte der schwer erkrankten oder verstorbenen Tiere (n=1
falls nicht anders gekennzeichnet)

Im Alter von 3, 6, 10, 14, 21, 28 und 60 Tagen wurden je 2-7 Cu-exponierte bzw.
Kontrolltiere getotet (Abbildung 1). Wahrend des Versuchs verstarben 3 Kontroll-
tiere, 5 Tiere der Dosisgruppe 10 mg Cu/kg KG/Tag, 2 Tiere der Dosisgruppe 15
mg Cu/kg KG/Tag und 11 Tiere der Dosisgruppe 30 mg Cu/kg KG/Tag. AulRerdem
erkrankten 5 Tiere der Dosisgruppe 30 mg Cu/kg KG/Tag schwer und wurden aus

ethischen Grunden getotet.
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Tabelle 2: Taglich verabreichte Cu-Dosis uber die Formulamilch (1-
27 Tage)

Theoretische Dosis Verabreichte Dosis
(mg Cu/kg KG/Tag) (mg Cu/kg KG/Tag)'

10 9,0 + 1,8 (n=442)
- 5 | 14,3+ 1,6 (1=441)
o 0 | 273+49(n=437)
' MW £ SD (n)

2.5 Probenvorbereitung

Die Tiere wurden unter Ather- bzw. Nembutalanasthesie entblutet, Serum fur die
Bestimmung von Leberenzymen und Bilirubin gewonnen und die Gewichte von
Leber, Niere, Milz, Thymus und Gehirn bestimmt. Leber und Nieren wurden in
kaliumphosphatgepuffertem, 4-prozentigen Formalin bzw. in neutralem 10-
prozentigen Formalin in Trispuffer (10 mM Tris-HCI, 250 mM Sacharose, pH 7,4)
fixiert und fur die Histologie zurlckgestellt.

Die in Formalin fixierten Organe wurden in Paraffin eingebettet und 2 pym dicke
Schnitte angefertigt. Nach der Farbung mit Hamatoxylin und Eosin wurden die
Schnitte lichtmikroskopisch untersucht.

Teile von Lebern und Nieren wurden unter Eiskihlung mit 4 bzw. 9 Volumenteilen
10 mM Tris-HCI, 250 mM Sacharose, pH 7,4 (TS-Puffer) im Potter-Elvehjem-Ho-
mogenisator homogenisiert. Jeweils 0,5 ml der Homogenate wurden zur Bestim-
mung der Gewebe-Cu-Gehalte zuruckgestellt. Ein Aliquot des Homogenats (2 ml)
wurde eine Stunde bei 100.000 x g (50 Ti Rotor) zentrifugiert. Nach dem Entfernen
der Fettschicht wurde der jeweilige Uberstand (Zytosol, S100) in Eppendorf
Reaktionsgefale portioniert und bis zur Analyse von Metallothionein, Cu und des

Proteingehaltes bei -70°C aufbewahrt.
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2.5.1 Isolierung subzellularer Fraktionen der Leber

Die Isolierung der subzellularen Fraktionen der Leber erfolgte zunachst Uber
differentielle Zentrifugation des Leberhomogenates (Abbildung 2).

Hierzu wurden 10-15 ml des Homogenats bei 10.700 x g (Rotor Sorvall SA600
bzw. SS34) fur 20 min zentrifugiert. Das Pellet wurde in 20 ml TS-Puffer
suspendiert und bei 120 x g (Rotor Sorvall SA600 bzw. SS34) fur 10 min
zentrifugiert. Dieser Vorgang wurde zweimal wiederholt und das resultierende
Pellet (Kerne, Membranbruchsticke) wurde in 10 ml TS-Puffer resuspendiert.
Diese Suspension wird im Folgenden als Kernfraktion bezeichnet. Die Fraktion der
vereinigten  Uberstande, vorwiegend bestehend aus Lysosomen und
Mitochondrien wurde bei 23.000 x g (Rotor Sorvall SA600 bzw. SS34) fur 10 min
zentrifugiert. Um zytosolische Verunreinigungen abzutrennen wurde das
resultierende Pellet zweimal mit 30 ml TS-Puffer resuspendiert und zentrifugiert.
Das resultierende Pellet wurde in 8 ml TS-Puffer resuspendiert (lysosomal-
mitochondriale Fraktion). Die Kernfraktion und die lysosomal-mitochondriale

Fraktion wurden bis zur Bestimmung von Metallothionein, Cu und Protein bei

-70°C aufbewahrt.

Zur Isolierung von Lysosomen und Mitochondrien wurde ein nichtionischer Dichte-
gradient von 5-(N-2,3-dihydroxypropylacetamido)-2,4,6-triiodo-N,N"-bis(2,3-dihy-
droxypropyl)-isophthalamid (Nycodenz) verwendet. Auf Grund der geringen
Osmolaritat und Viskositat des Materials (Graham et al. 1990, Rickwood et al.
1982) konnten niedrigere Zentrifugationsgeschwindigkeiten erreicht werden, die es
ermdglichten die Membranintegritat weitgehend zu erhalten und hdhere
Ausbeuten zu erzielen.

Die Trennung der Lysosomen und Mitochondrien erfolgte Uber einen
Dichtegradienten folgender Zusammensetzung: 1 ml 40%, 1 ml 33%, 3 ml 28%, 2
ml 27% und 2 ml 24% Nycodenz in 10 mM Tris-HCI, pH 7,4. Je 2 ml der
lysosomal-mitochondrialen Fraktion wurde Uber dem Dichtegradienten in einem
Swing-Out-Rotor (AH-627, Sorvall) bei 52.000 x g fur 3 Stunden zentrifugiert.
AnschlieBend wurden Fraktionen von 1 ml Volumen gesammelt und bis zur
Analyse von Cu und Protein bei -70°C aufbewahrt. Die mit Lysosomen bzw.

Mitochondrien angereicherten Fraktionen wurden anhand der Leitenzymaktivitaten
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Saure Phosphatase (Lysosomen) und Succinatdehydrogenase (Mitochondrien)
identifiziert.

@@*g Leberhomogenat
N

10.700 x g

Zytosol

Microsomen Kerne/Membranen
Zytosol Lysosomen/Mitochondrien

|120xg

Kerne/Membranen Lysosomen/Mitochondrien

2 x Resuspendieren
und Zentrifugation
bei 23.000 x g

v

NyCOdenZ- Zentrifugation
gradient bei 52.000 x g

\/
Abbildung 2: Schematische Darstellung zur Isolierung von Zytosol
und zellularen Organellen durch differentielle Zentrifugation

2.6 Analytische Verfahren

2.6.1 Gelchromatographie mittels HPLC

Mit der Gelpermeationschromatographie wurden die metallbindenden Proteine im
Zytosol der Leber von LEC-Ratten getrennt.

Die stationare Phase bestand aus zwei TSK G 2000 SW Saulen (7,5 mm x 30 cm,
10 ym und 7,5 mm x 7,5 cm, 10 ym als Vorsaule, Tosohaas, Stuttgart). Als mobile
Phase wurde 50 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, pH 7,4 verwendet. Im Eluat wurde

die optische Dichte bei 254 nm aufgezeichnet. Bei einer Flussrate von 1 ml/min
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wurden Fraktionen von 1 ml gesammelt und der Cu-Gehalt in den Fraktionen

bestimmt.

2.6.2 Bestimmung von Metallothionein

Die Bestimmung von Metallothionein (MT) beruht auf der Sattigung des Proteins
mit Cd und der konstanten Cd/MT-Stdchiometrie. Dabei wird an MT gebundenes
Zn gegen Cd ausgetauscht (Cd-Chelex-Test, Bartsch et al. 1990). Aus dem
konstanten molaren Verhaltnis Cd/MT = 7 (Kagi et al. 1974, Nordberg und
Nordberg 1975) lasst sich Uber die Quantifizierung des Cd-Gehaltes der MT-
Gehalt bestimmen.

Wegen der im Vergleich zu Cd hoéheren Affinitat von Cu zu MT wird zur Bestim-
mung von Cu-haltigem MT (Cu-MT) das Metall zuvor mit Ammoniumtetrathiomo-
lybdat (TM) aus dem Protein entfernt. Anschlielend kann das Apoprotein mit Cd
gesattigt werden (Thiomolybdat-Test, Klein et al. 1990). Oxidierte Formen von MT
konnen durch Cd-Sattigung nicht direkt erfasst werden, da die Oxidation der
Thiolgruppen zum Verlust der Metallbindungskapazitat fihrt. Werden jedoch die
oxidierten Thiolgruppen durch Inkubation mit 2-Mercaptoethanol (2-ME) reduziert
und wird gleichzeitig Zn zur Stabilisierung der Thiolgruppen angeboten, so kann in
dem dann gebildeten Zn-MT das Metall gegen Cd ausgetauscht werden (ME-Test,
Klein et al. 1994). Aus der Differenz der Ergebnisse von ME- und Thiomolybdat-
Test wird die Menge an oxidiertem MT erhalten. Der prozentuale Anteil von
oxidiertem MT ergibt sich aus dem Verhaltnis der Menge an oxidiertem MT zur
Menge an Gesamt-MT, die mit dem ME-Test bestimmt wird. Analog berechnet
sich die Menge an Cu-haltigem MT aus der Differenz der Ergebnisse von
Thiomolybdat- und Cd-Chelex-Test (Abbildung 3).

Die lonenaustauscher CM-Sephadex, DEAE-Sephacel und Chelex 100 wurden
vor Gebrauch in zehn Volumenteilen 10 mM Tris-HCI, 1 M NaCl, pH 7,4 gewa-
schen, anschliefend mit zehn Volumenteilen Testpuffer (10 mM Tris-HCI, 85 mM
NaCl, pH 7,4) aquilibriert und als 66-prozentige Suspension im Test eingesetzt. 2-

ME und TM wurden vor dem Test jeweils frisch in Testpuffer angesetzt.
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Probe
"Cd-Chelex- "Thiomolybdat- “2-Mercapto-
Test” Test" Ethanol-Test*
\J
Zn- und Cd-haltiges MT Zn-, Cd-und Cu-haltiges MT  Oxidiertes + metallhaltiges MT
(metallhaltiges MT) (gesamt-MT)

Differenz

Differenz

Cu-haltiges MT oxidiertes MT

Abbildung 3: Schematische Darstellung der Analytik von Metal-
lothionein (MT)

Im einzelnen wurden 100 ul Probe mit 10 yl einer 300 mM ZnSO4-7H,0-LAosung
versetzt und anschlieRend flr 30 min mit 10 yl 140 mM 2-ME-Ldsung bzw. Test-
puffer inkubiert. Das Gemisch wurde mit 120 ul Acetonitril versetzt und geschittelt.
Nach 3 min wurden 500 pl Testpuffer und 100 pl CM-Sephadex-Suspension
zugegeben und 3 min geschuttelt. Anschlielfend wurde mit 50 yl Rinderserumal-
buminldsung (30 mg/ml in Testpuffer) flr 2 min inkubiert, die Proben mit 20 ul 500
MM TM-Losung bzw. Testpuffer versetzt und weitere 2 min inkubiert. Nach Zusatz
von 100 upl DEAE-Sephacel-Suspension wurden die Proben erneut 3 min
geschittelt und danach 3 min bei 8.000 x g zentrifugiert. 600 pl Uberstand wurden
mit 10 pl einer mit '®Cd markierten CdCl-Lésung (ca. 40 pg Cd/ml, 0,45 uCi/ug
Cd) 5 min inkubiert und anschlielfend mit 100 yl Chelex-100 Suspension versetzt.
Die Mischung wurde 20 min geschuttelt und 1 min bei 8.000 x g zentrifugiert. 500
ul des Uberstands wurden 3 min mit 500 pl Acetonitril inkubiert und nach
dreiminitiger Zentrifugation bei 8.000 x g wurden 900 ul des Uberstands im

Gamma-Zahler auf ihnren Cd-Gehalt analysiert.
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Die Berechnung der MT-Menge, bezogen auf ml Losung bzw. mg Protein, erfolgte

nach folgender Formel:

MT (ug/ml) = (ccq - L) X Fy X Fx bzw. MT (ug/mg Protein) = (Ccq - €L) X Fv X Fi/Cprot

Ccd: Cd-Konzentration im Uberstand (ug/ml)
CL: Leerwert; statt der Probe wurden 100 ul Testpuffer eingesetzt
CProt. Proteinkonzentration (mg/ml)

Fyv: Verdinnungsfaktor des Tests: 2,39
Fk: Konversionsfaktor (8,39) auf Grund der Molmasse von MT = 6.600, der

Atommasse von Cd = 112,4 und des molaren Verhaltnisses Cd/MT =7

2.6.3 Kupferanalytik

Fur die Analytik von Cu wurde ein Atom-Emissons-Spektrometer mit Plasmaan-
regung (ICP-AES, Instruments SA, Neukeferloh) (Schramel et al. 1982)
eingesetzt. Die Richtigkeit der verwendeten Methode wurde durch Messung von
Referenzproben (Aldrich, Steinheim) sichergestellt. Vor der Messung wurde 0,3 ml
Probe mit 1,5 ml suprapurer 65% HNOj3 inkubiert und nach 24 Stunden mit 1,2 ml

suprapurem H,O versetzt.

2.6.4 Proteinbestimmung

Die Proteinbestimmung in den Zytosolen, in den Kernfraktionen und den
lysosomal-mitochondrialen Fraktionen erfolgte nach der Biuret-Methode (Doumas
et al. 1981). Der Proteingehalt in den Fraktionen des Dichtegradienten wurde nach
der Methode von Bradford (Bradford 1976) bestimmt. Als Standard wurde jeweils

Rinderserumalbumin eingesetzt.

2.6.5 Bestimmung von Enzymaktivitaten und Bilirubin

Die Aktivitat der Sauren Phosphatase wurde Uber die kolorimetrische Quantifizie-
rung von p-Nitrophenol bestimmt, das durch die Saure Phosphatase aus p-Nitro-

phenolphosphat freigesetzt wird (Andersch und Szczypinski 1947). 100 ul p-Nitro-
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phenolphosphat-Losung (15,2 mM in bidestilliertem H,O), 100 uyl Citrat-Puffer (90
mM Citrat, 10 mM NaCl, pH 4,8) und 40 ul Probe wurden 30 min bei 37°C inku-
biert. Nach Zugabe von 1 ml 0,1 N NaOH wurde die Absorption bei 410 nm
gemessen. Die Messwerte wurden um die Absorption der Proben (40 ul) in 1,2 ml
0,1 N NaOH korrigiert. Der p-Nitrophenol-Gehalt der Proben wurde Uber eine Eich-
gerade aus Verdunnungen von p-Nitrophenol in 0,02 N NaOH bestimmt. Eine
Einheit an Enzymaktivitdt der Phosphatase setzt pro Stunde 60 nmol p-
Nitrophenol aus p-Nitrophenolphosphat frei (Bessey et al. 1946). Die Bestimmung
der Enzymaktivitat der Succinatdehydrogenase erfolgte uber die Reduktion von p-
lodonitrotetrazolium Violett (Graham et al. 1990). 280 ul Succinat (10 mM in 0,05
M Phosphatpuffer pH 7,4) und 20 pl Probe wurden 10 min bei 37°C inkubiert.
Nach der Zugabe von 1 ml Ethylacetat/Ethanol/Trichloressigsaure (5:5:1) wurde
die Absorption des entstandenen Reaktionsproduktes bei 490 nm gemessen.

Der Gehalt an direktem Bilirubin im Serum und die Serumaktivitaten von Aspar-
tataminotransferase (ASAT), Alaninaminotransferase (ALAT), y-Glutamyltransfe-
rase (YGT) wurden mit Hilfe eines Analysenautomaten (Synchron CX 5, Beckman
Instruments, Mldnchen) nach Standardmethoden (Henry 1991, Jendrassik und
Grof 1983, Szasz 1969) ermittelt.

2.7 Statistische Verfahren

Wenn nicht anders vermerkt, sind die dargestellten Messpunkte Mittelwerte und
Standardabweichungen aus mindestens drei verschiedenen Proben. Fur die
Darstellung von 2 Messpunkten wurde in Graphiken der Mittelwert verwendet und
in Tabellen der Bereich der Messwerte angegeben. Die Signifikanz des Vergleichs
zweier Mittelwerte wurde mit dem Student t-Test berechnet, wahrend die Signifi-
kanz fur den Vergleich der Eintrittswahrscheinlichkeit mit dem x2-Test (Chiquadrat-

Test) ermittelt wurde.

Die Ergebnisse der verstorbenen und moribunden Meerschweinchen wurden als

Einzelwerte mit dem 2o-Intervall der Kontrollwerte, in das 95% aller
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Beobachtungen fallen, verglichen. Als Kontrolltiere wurden 2 bis 3 Tage alte

Meerschweinchen (n = 5) verwendet.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Methodische Vorarbeiten zur
subzellularen Lokalisation und
Bindung von Cu in der Leber

Die Methoden zur Charakterisierung der Lokalisation und Bindung von Cu in der
Leber der Cu-exponierten Meerschweinchen wurden an der Long-Evans-
Cinnamon (LEC)-Ratte erarbeitet.

Die Abbildungen 4, 5 und 7 zeigen die Gehalte von Cu in verschiedenen Fraktio-
nen der Leber von LEC-Ratten in Abhangigkeit des Alters der Tiere bzw. des
Grades der Leberschadigung.

Bis zum Alter von 78 Tagen nahmen die Cu-Gehalte in der Leber der Tiere zu und
blieben bei Fortschreiten der Leberschadigung in etwa auf dem gleichem Niveau
(Abbildung 4). Im partikularen Teil der Leber stiegen die Cu-Gehalte mit dem Alter
und dem Leberschaden kontinuierlich an und betrugen bei Tieren mit Gelbsucht
mit im Mittel 240 pg/g FG etwa 6-mal mehr als bei 56-64 Tage alten, gesunden
LEC-Ratten.

Im Gegensatz dazu nahm der Cu-Gehalt im Zytosol mit fortschreitender Leber-
schadigung ab (Abbildung 5). Unter Berucksichtigung der entsprechenden
Konzentrationen an Cu-haltigem MT (nicht gezeigt) ergibt sich, dass das zytoso-
lische Cu unabhangig vom Alter bzw. Grad der Leberschadigung nahezu
ausschlieRlich an MT gebunden ist (Abbildung 5, Abbildung 6).

In der geschadigten Leber von LEC-Ratten fanden sich hohe Gehalte von Cu in
der partikularen Fraktion. Wahrend die Fraktionen, die vor allem Mikrosomen bzw.
Kerne und Membranfragmente enthielten, nur geringe Cu-Mengen aufwiesen

(nicht gezeigt), fand sich der Uberwiegende Teil des Metalls in der lysosomal-
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mitochondrialen Fraktion. Der parallele Verlauf der Cu- und MT-Gehalte in dieser
Fraktion (Abbildung 7) lasst den Schluss zu, dass MT bei der Bindung dieses Cu
eine zentrale Bedeutung zukommt. Eine genauere Bestimmung der Lokalisation
des Cu in der lysosomal-mitochondrialen Fraktion erfolgte durch Trennung der
Lysosomen von den Mitochondrien mit Hilfe der Dichtegradientenzentrifugation.
Wie aus dem Verlauf der lysosomen- bzw. mitochondrienspezifischen Enzyme
hervorgeht (Abbildung 8), konnte ein gutes Trennergebnis durch die Verwendung
von Nycodenz als Matrix in einem diskontinuierlichen Gradienten folgender
Zusammensetzung erzielt werden: 1 ml 40%, 1 ml 33%, 3 ml 28%, 2 ml 27% und
2 ml 24% Nycodenz.

400
Il Gesamt-Cu
350 - Partikulares Cu

300 -
250 -

200

Cu (ug/g FG)

150 -

100 -

50

Abbildung 4: Gesamt-Cu und partikulares Cu in der Leber von
LEC-Ratten. MW x SD (n=3-9), * Einzelwert. Der Cu-Gehalt im parti-
kularen Teil der Leber, welcher Kerne, Zellorganellen und
Membranfragmente enthilt, wurde aus der Differenz des Gesamt-
Cu-Gehaltes und dem Cu-Gehalt im Zytosol berechnet
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Abbildung 5: Cu im Zytosol der Leber von LEC-Ratten. MW £ SD
(n=3-9), * Einzelwert. MT-geb. Cu: an MT gebundenes Cu

80

MT
07 —
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0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22

Fraktion

Abbildung 6: Elutionsprofil von Cu nach gelchromatographischer
Trennung (HPLC) des Leberzytosols einer LEC-Ratte mit Gelb-
sucht. Die Klammer kennzeichnet die Fraktionen, bei denen gerei-
nigtes Standard-MT eluiert
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Abgesehen von den Fraktionen 1 und 11 fand sich Cu vor allem in den lysoso-
menspezifischen Fraktionen (Abbildung 9). In Mitochondrien wurde hingegen nur
eine geringe Erhéhung der Cu-Konzentrationen festgestellt. Cu in der Fraktion 11
ist auf Restanteile von Zytosol zuruckzufuhren. Die bei geschadigten Lebern
aullergewohnlich hohen Cu-Konzentrationen in der Fraktion 1 sind nach ultra-
strukturellen Untersuchungen lysosomalen Ursprungs, stammen jedoch aus den

residenten Makrophagen der Leber, den Kupfferschen Sternzellen (nicht gezeigt).

2500 2500
. 2000 - — 2000 =
£ Q
o o
o - o
o o
o 1900 — 1500 g
£ D
e) £
< -
3 1000 - — 1000 %
I o
500 - — 500 |:|
0 < 4 4 < 0
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Y 9 Yot

Abbildung 7: Cu und Cu-haltiges MT (Cu-MT) in der lysosomal-
mitochondrialen Fraktion der Leber von LEC-Ratten. MW + SD
(n=3-9), * Einzelwert
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Abbildung 8: Typische Verteilung der Aktivitaten der lysosomen-
spezifischen Sauren Phosphatase (AP) und der mitochondrien-
spezifischen Succinatdehydrogenase (SDH) der tiber einen Dich-
tegradienten getrennten lysosomal-mitochondrialen Fraktion der
Leber von LEC-Ratten. Diskontinuierlicher Gradient: 1 ml 40%, 1
ml 33%, 3 ml 8%, 2 ml 27% und 2 ml 24% Nycodenz, MW (n=26)
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Abbildung 9: Cu in den Fraktionen der uber einen Dichtegradien-
ten getrennten lysosomal-mitochondrialen Fraktion der Leber von
LEC-Ratten, MW + SD (n=3-9), * Einzelwert
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3.2 Zur Toxizitat von Cu bei juvenilen
Meerschweinchen

Von den insgesamt 150 Meerschweinchen zeigten 124 Tiere wahrend der
gesamten Versuchsdauer keine Krankheitssymptome. Es verstarben 21 Tiere,
davon 18 Cu-exponierte und 3 Kontrolltiere (Tabelle 3). Bei den 3 Kontrolltieren
sowie 9 von 18 der Cu-exponierten verstorbenen Meerschweinchen war die
Todesursache ein akutes schockbedingtes Lungenemphysem. Zwei Tiere verstar-
ben an inneren Blutungen bzw. an Nephrose (Tabelle 3). Bei diesen 14 Tieren
bestand offensichtlich kein Zusammenhang zwischen der Cu-Exposition und der
Todesursache, so dass sie im Ergebnisteil nicht bertcksichtigt wurden. Sieben
verstorbene Tiere der hdchsten Dosisgruppe zeigten neben den Leberauffallig-
keiten (Tabelle 5) eine Enteritis (Tabelle 3). Daruberhinaus erkrankten 5 Cu-
exponierte Tiere der hochsten Dosisgruppe nach 1-3 Tagen schwer und wurden
aus humanitaren Grinden getdtet. Bei diesen Tieren wurde ebenfalls eine Enteritis
sowie eine auffallige Leber beobachtet.

Im Folgenden werden die Untersuchungsergebnisse der Cu-exponierten Meer-
schweinchen ohne Symptome getrennt von denen der verstorbenen bzw. moribun-

den Tiere dargestellt.
3.2.1 Leberenzyme und Bilirubin im Serum

Meerschweinchen ohne Symptome

Die Aktivitaten von Leberenzymen im Serum der Cu-exponierten Tiere lagen zum
groldten Teil im Bereich der Kontrollwerte (Tabelle 4). Vereinzelt waren die
Enzymaktivitaten statistisch signifikant erhoht bzw. erniedrigt. Die Gehalte von
direktem Bilirubin im Serum der Cu-exponierten Meerschweinchen waren bis auf

eine Ausnahme gleich denen der Kontrolltiere (Tabelle 4).
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Tabelle 3: Sektionsbefund der verstorbenen Meerschweinchen

Alter Dosisgruppe Befund
(Tage)

0 |Kontrolle Akutes schockbedingtes
Lungenemphysem

7 |Kontrolle Akutes schockbedingtes
Lungenemphysem

18 |Kontrolle Akutes schockbedingtes

Lungenemphysem

4 |10 mg Cu/kg KG/Tag | Akutes schockbedingtes
Lungenemphysem

5 |10 mg Cu/kg KG/Tag |Akutes schockbedingtes
Lungenemphysem

6 |10 mg Cu/kg KG/Tag |Akutes schockbedingtes
Lungenemphysem

6 |10 mg Cu/kg KG/Tag |Akutes schockbedingtes
Lungenemphysem

9 |10 mg Cu/kg KG/Tag |Innere Blutungen

4 |15 mg Cu/kg KG/Tag |Akutes schockbedingtes
Lungenemphysem

7 |15 mg Cu/kg KG/Tag |Nephrose

1 |30 mg Cu/kg KG/Tag |Akutes schockbedingtes
Lungenemphysem

2 |30 mg Cu/kg KG/Tag [Akutes schockbedingtes
Lungenemphysem

3 |30 mg Cu/kg KG/Tag |Akutes schockbedingtes
Lungenemphysem

26 |30 mg Cu/kg KG/Tag |Akutes schockbedingtes

Lungenemphysem

1 |30 mg Cu/kg KG/Tag | Enteritis, Leber auffallig

1 |30 mg Cu/kg KG/Tag | Enteritis, Leber auffallig

2 |30 mg Cu/kg KG/Tag |Enteritis, Leber auffallig

2 |30 mg Cu/kg KG/Tag | Enteritis, Leber auffallig

2 |30 mg Cu/kg KG/Tag |Enteritis, Leber auffallig

2 |30 mg Cu/kg KG/Tag |Enteritis, Leber auffallig

2 |30 mg Cu/kg KG/Tag |Enteritis, Leber auffallig
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Tabelle 4: Aktivitaten von Leberenzymen und Gehalte an direktem
Bilirubin im Serum von Cu-exponierten Meerschweinchen ohne

Symptome
Para- Alter Dosis (mg Cu/kg KG/Tag)
meter (Tage) Kontrolle 10 15 30
ASAT' 1 92 + 47 - - -
3 118° 140 + 60 87 +2 164 + 68
6 216 + 30 196 + 62 170 + 70 n. b.
10 112 - 119* 151 + 64 94 + 35 213 + 43*
14 100 + 16 113+7 90 + 20 169 + 76
21 118 + 28 85+ 18 74 +11* 151+5
28 93 + 21 84 + 22 122 + 98 75+ 18
60 50 - 79* 79+ 14 115 + 56 191 + 71
ALAT' 1 45 + 1 - - -
3 42° 39 + 17 17 +10 42 + 11
6 52 + 30 56 + 27 38+7 n. b.
10 38 -38* 46 + 22 365 49 + 3*
14 32+6 36+3 36+3 52 + 13*
21 41+5 36+3 37+5 52 + 2*
28 47 +9 42 +9 51+ 18 46+ 6
60 41 - 46* 52 + 21 59 + 12 92 + 41
VGT' 1 11 +2 -
3 3? 7+4 4+2 5+ 1
6 12+5 7+2 8+ 1 n. b.
10 9 - 20* 9+2 11+3 8+3
14 13+3 13+3 9+2 12+2
21 12+3 21+10 12+2 17 £4
28 11+3 14+2 10 + 19+8
60 23-23* 14 + 4* 21+3 12 + 3*
D-Bili? 1 0,12 £ 0,04 - -
3 0,30° 0,10 + 0,05 0,19 0,12 0,20 + 0,08
6 0,15+ 0,17 0,27 £ 0,10 0,23 + 0,03 n. b.
10 0,09 - 0,23 0,34 + 0,19 0,06 + 0,04 0,24 + 0,06
14 0,10 + 0,05 0,17 + 0,06 0,07 + 0,06 0,10 + 0,07
21 0,11+ 0,10 0,10 + 0,04 0,01 + 0,01 0,13 + 0,04
28 0,04 + 0,03 0,03 + 0,03 0,01+ 0,02 0,10 + 0,05
60 0,01 - 0,10* 0,18 + 0,05* 0,05 + 0,04 0,05 + 0,04

B WON =

*

n. b.: nicht bestimmt

Angaben in U/l (37°C), MW % SD, n=3-5
Angaben in mg/dl, MW + SD, n=3-5

Einzelwert
n=2, Berei

ch

signifikant verschieden von der Kontrolle (p<0,05)
ASAT: Aspartataminotransferase, ALAT: Alaninaminotransferase, yGT: y-Glutamyltrans-
ferase, D-Bili: Direktes Bilirubin
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Verstorbene und moribunde Meerschweinchen

Bei den verstorbenen sowie 3 der 5 moribunden Cu-exponierten Meerschwein-
chen konnte kein Serum gewonnen werden. Bei den beiden anderen moribunden
Tieren waren die Aktivitaten der ASAT und ALAT im Vergleich zu den Kontrolltie-
ren um das 5- bzw. 2-fache erhoht (nicht gezeigt). Die Aktivitaten der yGT lagen
bei beiden Tieren im Bereich der Kontrollen, und der Gehalt an direktem Bilirubin
war bei einem der beiden Meerschweinchen auf 0,68 mg/dl erhéht (Kontrolle 0,30
mg/dl).

3.2.2 Histologische Untersuchung der Leber

Meerschweinchen ohne Symptome

Bis zu einem Alter von 6 Tagen wurden Verfettungen sowie fettige Degeneratio-
nen der Leberzellen sowohl bei den Cu-exponierten Meerschweinchen als auch
bei den Kontrolltieren beobachtet.

Degenerative Veranderungen der Leberzellen wie die triube Schwellung und
vakuolare Degenerationen wurden ausschliel3lich bei Cu-exponierten Tieren
festgestellt (Tabelle 5). In der niedrigsten Dosisgruppe wurde die tribe Schwellung
der Leberzellen erstmals nach einer Expositionszeit von 14 Tagen bei einem von 4
Tieren beobachtet. Diese Veranderungen traten in der mittleren Dosisgruppe bei
jeweils einem von 4 Tieren nach 21 bzw. 60 Tagen und bei 3 von 5 Tieren nach 28
Tagen Exposition auf. In der hochsten Dosisgruppe wurde die tribe Schwellung
bereits nach dreitagiger Exposition bei einem von 5 Tieren gefunden.

Vakuolare Degenerationen wurden unabhangig von der Dosis und Expositionszeit
bei etwa 50% der Cu-exponierten Meerschweinchen beobachtet (Tabelle 5).
Kernuntergange wurden bis zu einem Alter von 6 Tagen sowohl bei den exponier-
ten als auch bei den Kontrolltieren festgestellt (Tabelle 5). Ab einem Alter von 10
Tagen traten Kernuntergange nur in der Leber der exponierten Meerschweinchen

auf. Mesenchymale Reaktionen wurden unabhangig von Alter und Dosis bei Uber
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Tabelle 5: Histologische Befunde der Leber von Cu-exponierten
Meerschweinchen'

Tiergruppe/Dosis Alter Histologische Befunde

(Tage) KU? TS® vD* MR?®

Kontrolle 1 2/3 0/3 0/3 0/3

2 2/2 0/2 0/2 2/2

3 3/3 0/3 0/3 0/3

6 2/4 0/4 0/4 0/4

10 0/3 0/3 0/3 0/3

14 0/4 0/4 0/4 0/4

21 0/5 0/5 0/5 0/5

28 0/4 0/4 0/4 0/4

60 0/2 0/2 0/2 0/2

Meerschweinchen ohne
Symptome

10 mg Cu/kg KG/Tag 3 2/4 0/4 2/4 1/4

6 4/4 0/4 4/4 4/4

10 4/4 0/4 4/4 4/4

14 3/4 1/4 2/4 3/4

21 2/4 1/4 1/4 2/4

28 3/4 1/4 2/4 3/4
______________________________________________ 60 | 44 | 04 | 44 | 44

15 mg Cu/kg KG/Tag 3 4/4 0/4 4/4 4/4

6 1/4 0/4 1/4 1/4

10 1/3 0/3 1/3 1/3

14 2/4 0/4 2/4 2/4

21 4/4 1/4 3/4 4/4

28 3/5 3/5 0/5 3/5
______________________________________________ 60 | 34 | a4 | 24 | 34

30 mg Cu/kg KG/Tag 3 5/5 1/5 5/5 4/5

6 0/2 0/2 0/2 0/2

10 2/4 2/4 2/4 3/4

14 0/3 0/3 2/3 2/3

21 3/3 0/3 3/3 3/3

28 2/4 2/4 0/4 2/4

60 4/4 2/4 4/4 3/4

Verstorbene und moribunde 1-3 12/12 0/12 5/12 11/12
Meerschweinchen
(30 mg Cu/kg KG/Tag)

Kernuntergange
Tribe Schwellung
Vakuolare Degenerationen

a A W N -

Betroffene Tiere pro Anzahl der untersuchten Tiere

Mesenchymale Reaktionen inkl. Sternzellhyperplasie
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zwei Drittel der Cu-exponierten Tiere und bei den 2 Tage alten Kontrolltieren
gefunden (Tabelle 5). In den meisten Fallen traten mesenchymale Reaktionen, die
meist von einer Sternzellhyperplasie begleitet wurden, gleichzeitig mit
Kernuntergangen auf. Eine Sternzellhyperplasie wurde jedoch ausschlieBlich bei
Cu-exponierten Tieren beobachtet. Die in Tabelle 5 aufgefuhrten histologischen
Veranderungen waren bis auf die tribe Schwellung in der 10 mg/kg KG/Tag-
Gruppe in allen Dosisgruppen im Vergleich zur Kontrollgruppe statistisch
signifikant erhoht (Chiquadrat-Test, p<0,05).

Verstorbene und moribunde Meerschweinchen

Die histologischen Befunde der Leber der verstorbenen und moribunden Tiere
unterschieden sich kaum von denen der Cu-exponierten Meerschweinchen ohne
Symptome (Tabelle 5). So traten auch bei diesen Tieren Kernuntergange auf und
bis auf jeweils eine Ausnahme wurden vakuolare Degenerationen und
mesenchymale Reaktionen, die meist von einer Sternzellhyperplasie begleitet

wurden, beobachtet.

3.2.3 Korpergewichte

Meerschweinchen ohne Symptome

Statistisch signifikant erhdhte Koérpergewichte im Vergleich zu den gleich alten
Kontrolltieren wurden bei den 4 - 6, 12 - 15, 18 - 23 und 25 Tage alten Cu-
exponierten Tieren der mittleren Dosisgruppe und bei den 11 - 14 Tage alten Tie-
ren der hochsten Dosisgruppe beobachtet (Abbildung 10).

Die wochentlichen Korpergewichtszunahmen betrugen von der ersten zur zweiten
Woche in allen Dosisgruppen und der Kontrollgruppe etwa 90% (Tabelle 6). An-
schliel®end blieben sie bis zur vierten Woche in allen Gruppen konstant. Von der
vierten zur neunten Woche nahmen die Meerschweinchen der Gruppen 10 und 15
mg Cu/kg KG/Tag wie die Kontrolltiere um fast das Dreifache ihrer Korperge-
wichtszunahme zu. In der héchsten Dosisgruppe nahmen die Tiere im gleichen

Zeitraum um etwa das Zweifache zu (nicht signifikanter Unterschied).
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Abbildung 10: Entwicklung des Korpergewichts von Cu-
exponierten Meerschweinchen ohne Symptome (MW, n =6 - 29)

Tabelle 6: Wochentliche Korpergewichtszunahme von Cu-
exponierten Meerschweinchen ohne Symptome’

Dosis (mg Cu/kg KG/Tag)
Woche , . .
Kontrolle 10 15 30

1 ]338+7,1(n=18) 34,3 16,2 (n=18)38,8 + 12,6 (n=22); 34,3 17,3 (n=21)
2 |67,1£12,8(n=15){65,9 10,0 (n=16) 73,2 £ 8,4 (n=17) | 67,3 + 11,7 (n=15)
3 |80,8+11,4(n=11):66,3 + 7,0* (n=12) 80,9 * 10,3 (n=13) 68,5 + 10,1* (n=11)

4 |69,7+12,6(n=6) | 56,8+ 13,0 (n=8) | 75,1 + 16,5 (=9)| 72,3 + 17,7 (n=8)

9° | 153-272 (n=2)? 1187,0 + 70,6 (n=4)2242,3 + 16,9 (n=4) 136,3 £ 47,9 (n=4)

* W N =

Angaben in g, MW £ SD, (n)

Bereich der Messwerte

Koérpergewichtszunahme zwischen Woche 4 und Woche 9
signifikant verschieden von der Kontrolle, p<0,01

Statistisch signifikant erniedrigte wochentliche Korpergewichtszunahmen im
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Vergleich zu den Kontrolltieren wurden lediglich in der dritten Woche bei den

Tieren der niedrigsten und héchsten Dosisgruppe beobachtet.

Verstorbene und moribunde Meerschweinchen

Die Korpergewichte der verstorbenen und moribunden Tiere betrugen am Todes-
tag zwischen 51 und 89 g (Tabelle 7). Die Geburtsgewichte eines verstorbenen
und eines moribunden Meerschweinchens und das Korpergewicht eines Tieres am

Todestag waren im Vergleich zu den Kontrollen statistisch signifikant erniedrigt.

Tabelle 7: Entwicklung des Korpergewichts von Cu-exponierten

verstorbenen und moribunden Meerschweinchen?

Tier Alter (Tage)

0 1 2
verstorben, Tier 1 | 87 84 84 |
verstorben, Tier2 | 86 8 84 |
verstorben, Tier3 | o1 85 84 |
verstorben, Tier4 | 75 74T 74 |
_verstorben, Tier5 | 80 13
_verstorben, Tier6 | 1S

verstorben, Tier 7 63* 58 51*

__moribund, Tier1 | 922 .9 89 |

_moribund, Tier2 | 88 .86 87

__moribund, Tier3 | 84 19 ] o

_moribund, Tier4 | | e4~ .62
moribund, Tier 5 70 63

Kontrolle” 102+£19  97+20 10120
S o (65-140)  (52-135)  (98-140) |
20-Bereich®  |64,9-138,9 58,0-136,9 61,6-139,7

a Angabenin g, Einzelwerte

b MW z SD, (Bereich),
¢ Intervall [MW-2[BD;
liegen

n=23-26
MW+2[BD], in dem 95% aller Beobachtungen

signifikant verschieden von der Kontrolle (p<0,05)
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3.2.4 Organgewichte

3.2.4.1 Absolut

Meerschweinchen ohne Symptome

Die absoluten Gewichte von Gehirn, Leber, Nieren, Milz und Thymus der Cu-
exponierten Meerschweinchen ohne Symptome sind in Tabelle 9 zusammenge-
fasst.

Die Exposition mit Cu fuhrte im Vergleich zu den Kontrolltieren zu verschiedenen
Zeitpunkten zu teilweise statistisch signifikant erniedrigten aber auch erhdhten
absoluten Organgewichten. Die absoluten Gehirngewichte der Cu-exponierten
Meerschweinchen waren im Vergleich zu den Kontrolltieren zumeist unverandert.
Die Lebergewichte waren im Vergleich zu den Kontrolltieren in 4 Fallen unabhan-
gig von der Expositionszeit statistisch signifikant erniedrigt und in einem Fall
statistisch signifikant erhdht. Die absoluten Nierengewichte der Cu-exponierten
Meerschweinchen lagen bis auf 2 Ausnahmen im Bereich der Kontrolltiere. Die
absoluten Milz- und Thymusgewichte waren im Vergleich zu den Kontrollen
unabhangig von Dosis und Expositionszeit in jeweils 6 Fallen statistisch signifikant

erniedrigt.

Verstorbene und moribunde Meerschweinchen

Die absoluten Leber- und Nierengewichte der verstorbenen und moribunden Meer-
schweinchen waren im Vergleich zu den Mittelwerten der Kontrolltiere teilweise
erhoht und auch erniedrigt (Tabelle 8).

Die Gewichte der anderen Organe wurden bei diesen Tieren nicht ermittelt.
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Tabelle 8: Absolute Leber- und Nierengewichte von Cu-
exponierten verstorbenen und moribunden Meerschweinchen?®

Tier Leber Niere
__verstorben, Tier 1| 64,5 924 |
__verstorben, Tier2 | 123 875 |
__Vverstorben, Tier3 | 1065 1038 |
__verstorben, Tier4 | 167,7* __130,9° |
_verstorben, Tier5 | 157,5* 1103 |
_verstorben, Tier6 | 1652*  126,5" |

verstorben, Tier 7 73,1 120,6*
___moribund, Tier 1| 60,5 81,7 ]
__.moribund, Tier2 | 65,67 899 |
___moribund, Tier3 | 141,4* _ 150,0° |
__.moribund, Tier4 | 1323 956 |

moribund, Tier 5 115,9 113,2
Kontrolle® 100,0 + 14,1 100,0 + 8,8
] (80,1-112,2)  (86,6-111,2) |
20-Bereich® 71,9 -128,1 82,3-117,7
@ alle Angaben in % bezogen auf die MW gleich alter Kontrolltiere,

Einzelwerte
® 2bis3 Tage alte Tiere, MW + SD, (Bereich), n=5
¢ Intervall [MW-2[8D; MW+2[8D], in dem 95% aller Beobachtungen

liegen

signifikant verschieden von der Kontrolle (p<0,05)

3.2.4.2 Relativ

Meerschweinchen ohne Symptome

Wie die absoluten Organgewichte waren auch die relativen, auf die Gehirnge-
wichte bezogenen Organgewichte bei den Cu-exponierten Meerschweinchen im
Vergleich zu den Kontrolltieren vereinzelt statistisch signifikant erhoht bzw.
erniedrigt (Tabelle 10).
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Tabelle 9: Absolute Organgewichte von Cu-exponierten
Meerschweinchen ohne Symptome’

Para- Alter Dosis (mg Cu/kg KG/Tag)
meter (Tage) Kontrolle 10 15 30
Gehirn 1 2,84 + 0,06 - - -
3 2,70+ 0,03 2,95+ 0,05* 269+ 0,18 2,81+ 0,11
6 2,68+ 0,14 2,78+ 0,18 3,04 + 0,18* 3,01 -3,032
10 3,05« 0,12 3,03+ 0,24 3,00+ 0,14 2,86 £ 0,21
14 3,22+ 0,25 3,19+ 0,17 3,10+ 0,14 3,37+ 0,33
21 3,44 = 0,08 3,48 = 0,15 3,55+ 0,07 3,43 £ 0,06
28 3,31+ 0,19 3,49+ 0,24 3,58 £ 0,25 3,60+ 0,10*
60 3,10 -4,112 3,69+ 0,22 3,98 £ 0,29 3,96 £ 0,22
Leber 1 5,07 + 0,44 - - -
3 5,88 + 1,02 5,46 = 0,86 4,39 + 0,58 3,67 £ 0,58**
6 4,75+ 0,77 5,38 £ 0,75 4,91 +0,28 3,66 - 4,292
10 6,91 £0,85 6,61 =0,49 3,94 £ 0,85* 4,20 + 0,65**
14 6,26 £ 2,12 7,26 £1,75 8,59 + 0,92 9,37 £ 0,91*
21 11,64 £ 1,69 11,33 £1,71 13,78 £ 1,62 10,73 £ 0,94
28 15,18 + 3,28 13,72 + 3,07 13,72+ 4,12 10,84 + 1,03*
60 15,63 - 34,102 18,91 £ 2,38 24,58 + 3,23 16,81 £ 4,40
Niere 1 1,00 + 0,20 - - -
3 1,22 £ 0,15 1,14 £ 0,06 1,10 £ 0,16 1,02 + 0,05*
6 1,25+ 0,14 1,41+ 0,15 1,32+0,13 1,19 - 1,342
10 1,82+ 0,19 1,58 + 0,19 1,56 + 0,18 1,26 + 0,16™*
14 1,89 + 0,45 1,70 £ 0,39 219+0,24 2,25+0,28
21 2,89+0,34 2,56 £ 0,21 3,17 £0,22 2,63 +£0,28
28 3,16 £ 0,17 3,08 £ 0,47 3,32+ 0,54 3,25+0,13
60 3,31 -4,692 4,09 + 0,32 4,87 £ 0,59 4,05+ 0,62
Milz 1 0,15+ 0,03 - - -
3 0,22 + 0,03 0,18 £ 0,06 0,15+ 0,02* 0,15 £ 0,02**
6 0,24 + 0,01 0,22 £ 0,03 0,21 £ 0,03 0,16 - 0,212
10 0,35+0,08 0,27 £ 0,07 0,21 £0,03* 0,19 £ 0,02*
14 0,51 0,23 0,54 £ 0,25 0,76 £ 0,10 0,68 +0,12
21 0,73x0,12 0,78 £ 0,22 0,78 £ 0,05 0,41 +£0,12*
28 0,86 £ 0,18 0,61 +0,08* 0,68 +0,12 0,65+0,17
60 0,68 -0,772 0,70 £ 0,08 0,84 + 0,26 0,59 = 0,07
Thymus 1 0,033 £ 0,023 - - -
3 0,053 £ 0,023 0,033 £ 0,024 0,005 £ 0,010* 0,036 £ 0,018
6 0,040 £ 0,022 0,037 £ 0,018 0,028 £ 0,015 0,020 - 0,0302
10 0,073 £ 0,023 0,030 = 0,020* 0,033 £ 0,026 0,023 £ 0,010**
14 0,085 + 0,029 0,046 £ 0,013 0,083 £ 0,034 0,055 £ 0,038
21 0,118 £ 0,032 0,053 £ 0,022* 0,070 £ 0,014* 0,053 £ 0,012*
28 0,110 £ 0,027 0,128 + 0,046 0,118 £ 0,043 0,118 £ 0,029
60 0,100 - 0,3202 0,245 = 0,152 0,198 £ 0,058 0,210 £ 0,039

Angaben in g, MW £ SD, n=3-5
n=2, Bereich
signifikant verschieden von der Kontrolle (p<0,05)
signifikant verschieden von der Kontrolle (p<0,01)
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Tabelle 10: Relative Organgewichte von Cu-exponierten
Meerschweinchen ohne Symptome’

Para- Alter Dosis (mg Cu/kg KG/Tag)
meter (Tage) Kontrolle 10 15 30
Leber 1 1,79+£0,18 - - -
3 2,18 £0,40 1,85+ 0,28 1,63 +0,12* 1,30 £ 0,17*
6 1,77 £ 0,19 1,95+ 0,38 1,61+ 0,07 1,21 -1,432
10 2,26 £ 0,20 2,18 £0,15 1,31 £ 0,26* 1,46 £0,13*
14 1,92 + 0,54 2,28 + 0,56 2,78 £ 0,39* 2,78 + 0,05*
21 3,38 £ 0,46 3,24 + 0,37 3,88 £ 0,41 3,12+£0,23
28 4,55+ 0,76 3,92+0,72 3,79 £0,87 3,02 £ 0,32*
60 3,90 - 8,302 5,13+ 0,62 6,23 £1,13 425+114
Niere 1 0,35+ 0,06 - - -
3 0,45+ 0,06 0,39 £ 0,02 0,41 0,03 0,36 = 0,02*
6 0,47 £ 0,03 0,51 £ 0,06 0,43 + 0,04 0,39-0,452
10 0,60 = 0,04 0,52 £ 0,05 0,52 £ 0,05 0,44 = 0,02**
14 0,58 £ 0,10 0,53+0,12 0,71+£0,10 0,67 £ 0,05
21 0,84 = 0,09 0,73 £0,04 0,89 £ 0,05 0,77 £ 0,07
28 0,95 + 0,06 0,88 £0,13 0,92 + 0,09 0,91 £ 0,04
60 0,83 - 1,142 1,11 +£0,11 1,23 £ 0,21 1,03+0,18
Milz 1 0,05 £ 0,01 - - -
3 0,08 £ 0,01 0,06 = 0,02 0,06 = 0,01* 0,05 +0,01*
6 0,09 £ 0,01 0,08 £ 0,02 0,07 £0,01* 0,05-0,072
10 0,12 £ 0,02 0,09 £ 0,02 0,07 £0,01* 0,07 = 0,00**
14 0,16 £ 0,06 0,17 £ 0,08 0,25+ 0,04 0,21 £ 0,05
21 0,21 £ 0,03 0,22 £ 0,06 0,22 £ 0,02 0,12 £ 0,03**
28 0,26 = 0,05 0,17 £ 0,02* 0,19 £ 0,02* 0,18 £ 0,05
60 0,17 - 0,192 0,19 £ 0,02 0,22 + 0,08 0,15+ 0,01
Thymus 1 0,012 £ 0,008 - - -
3 0,020 = 0,009 0,011 £ 0,008 0,002 £ 0,004* 0,013 £ 0,007
6 0,015 £ 0,007 0,013 £ 0,006 0,009 £ 0,005 0,007 - 0,0102
10 0,024 = 0,007 0,010 = 0,006* 0,011 £ 0,008 0,008 £ 0,003**
14 0,026 + 0,008 0,015 £ 0,005* 0,027 £ 0,012 0,016 £ 0,010
21 0,034 = 0,009 0,015 £0,007** | 0,020 + 0,004* 0,016 £ 0,003*
28 0,034 £ 0,010 0,037 £ 0,015 0,032 £ 0,009 0,033 £ 0,007
60 0,025 - 0,0782 0,065 = 0,039 0,050 £ 0,015 0,054 £ 0,012

*

**%

Organgewicht/Gehirngewicht, MW £ SD, n=3-5
n=2, Bereich
signifikant verschieden von der Kontrolle (p<0,05)
signifikant verschieden von der Kontrolle (p<0,01)
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3.2.5 Cu- und MT-Gehalte in der Leber

Meerschweinchen ohne Symptome

Die Cu-Gehalte in der Leber der Kontrolltiere nahmen mit dem Alter ab und er-
reichten nach 21 Tagen mit 18,5 £ 5,0 ug Cu/kg FG die Gehalte 60 Tage alter
Tiere (Abbildung 11). Die Exposition gegenuber Cu fuhrte zu fast allen Zeitpunkten
zu einer meist dosisabhangigen und statistisch signifikanten Erhéhung der hepati-
schen Cu-Gehalte. Nach 60 Tagen erreichten die Cu-Gehalte in der Leber der
niedrigsten, mittleren bzw. hochsten Dosisgruppe das 2,5-fache, 2,8-fache bzw.

3,8-fache der Kontrollwerte.

120 I Kontrolle
1 10 mg Cu/kg KG/Tag
I 15 mg Cu/kg KG/Tag
. 80 _ *%*
©)
L a
m L
B-’ 60 i . . *%
3 *%k
8 *
40 - !
20 - 2
0

1 3 6 10 14 21 28 60
Alter (Tage)

Abbildung 11: Cu-Gehalte in der Leber von Cu-exponierten Meer-
schweinchen ohne Symptome (MW % SD, n=3-5)

*

signifikant verschieden von der Kontrolle (p<0,05)
signifikant verschieden von der Kontrolle (p<0,01)
& n=2, MW

*%
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Verstorbene und moribunde Meerschweinchen

Die Cu-Gehalte in der Leber der verstorbenen bzw. moribunden Meerschweinchen
waren in keinem Fall statistisch signifikant erniedrigt, jedoch in 50% der Falle bis
zum 2,3-fachen statistisch signifikant erhoht (Tabelle 11).

Tabelle 11: Cu-Gehalte in der Leber von Cu-exponierten verstorbe-
nen und moribunden Meerschweinchen?

Tier Cu
______ verstorben, Tier1 | 93,7 |
______ verstorben, Tier2 |~ 106,7 |
______ verstorben, Tier3 | 857 |
______ verstorben, Tierd | 916 |
______ verstorben, Tier5 | 1113 |
______ verstorben, Tier6 |~ 133,7* |
verstorben, Tier 7 234 4*
_______ moribund, Tier1 | 177,3* |
_______ moribund, Tier2 |  149,7* |
_______ moribund, Tier3 | 1743 |
_______ moribund, Tierd | 1043 |
moribund, Tier 5 118,4*
Kontrolle® 100,0 £ 5,7
_________________________________________ (91’4'105’0)
20-Bereich® 88,6 -111,4

alle Angaben in % bezogen auf die MW gleich alter
Kontrolltiere, Einzelwerte

® 2 pis3 Tage alte Tiere, MW + SD, (Bereich), n=5

° Intervall [MW-2[8D; MW+2[BD], in dem 95% aller
Beobachtungen liegen

signifikant verschieden von der Kontrolle (p<0,05)

3.2.5.1 Zytosol

Meerschweinchen ohne Symptome

In der Leber der Kontrolltiere nahmen die zytosolischen Cu-Gehalte in den ersten
6 Lebenstagen stark ab und blieben ab einem Alter von 10 Tagen konstant bei 4
Mg Cu/g FG (Abbildung 12). Die Cu-Exposition fuhrte Uberwiegend und zumeist
dosisabhangig zu einer Zunahme der Cu-Gehalte im Zytosol auf bis zu 20% des

hepatischen Cu-Gehalts.
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20 I Kontrolle
1 10 mg Cu/kg KG/Tag
I 15 mg Cu/kg KG/Tag
1 30 mg Cu/kg KG/Tag
15 ~

*%

*%

1 3 6 10 14 21 28 60
Alter (Tage)

Abbildung 12: Cu-Gehalte im Zytosol der Leber von Cu-exponier-
ten Meerschweinchen ohne Symptome (MW + SD, n=3-5)
*  signifikant verschieden von der Kontrolle (p<0,05)

signifikant verschieden von der Kontrolle (p<0,01)
& n=2, MW

*%

Die Gehalte an metallhaltigem MT nahmen von 106,1 + 15,4 ug MT/g FG am Tag
1 wahrend der folgenden 5 Tage rasch ab und erreichten im Alter von 21 Tagen
mit etwa 10,0 ug/g FG die Werte 60 Tage alter Tiere (Abbildung 13). Bei den
exponierten Meerschweinchen wurden vereinzelt statistisch signifikant erhdhte als
auch erniedrigte Gehalte an metallhaltigem MT beobachtet.

Die Spiegel an Cu-MT im Zytosol verliefen nahezu durchwegs parallel zu den
Gehalten an metallhaltigem MT und betrugen zwischen 9,5 und 23,7% dieses
Gehaltes (Abbildung 13). Die Exposition gegenuber Cu flhrte bei 3, 21 und 28
Tage alten Tieren vereinzelt zu statistisch signifikant erhdhten Cu-MT-Gehalten.

In Folge der unterschiedlichen Verlaufe der Gehalte an Cu und Cu-MT im Zytosol
(Abbildung 12, Abbildung 13) waren bei den Cu-exponierten Tieren die Gehalte an
nicht an MT gebundenem Cu zumeist dosisabhangig erhdht (Abbildung 14).

Die Abhangigkeit der Cu-MT-Gehalte von den Cu-Gehalten im Zytosol zeigt
Abbildung 15. Bis zu einem Cu-Gehalt von etwa 120 ng Cu/mg Protein blieben die
zytosolischen Gehalte von Cu-MT unverandert und stiegen anschlief3end linear mit
den Cu-Gehalten an (r=0,8130). Der Anteil von Cu-MT am metallhaltigen MT
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nahm bereits bei der geringsten Zunahme der zytosolischen Cu-Gehalt stark zu
und erreichte bei einem zytosolischen Cu-Gehalt von 216 ng Cu/mg Protein den

Maximalwert von 62%.

250 I Kontrolle

1 10 mg Cu/kg KG/Tag
I 15 mg Cu/kg KG/Tag
200 - *x 1 30 mg Cu/kg KG/Tag

150 +

100 -

metallhaltiges MT (ug/g FG)

50 +

50 +
40 -

30 -

Cu-MT (ug/g FG)

20 -

10 f

1 3 6 10 14 21 28 60
Alter (Tage)

Abbildung 13: Gehalte an Metall- und Cu-haltigem Metallothionein
(Cu-MT) im Zytosol der Leber von Cu-exponierten Meerschwein-
chen ohne Symptome (MW + SD, n=3-5)

*  signifikant verschieden von der Kontrolle (p<0,05)

**  signifikant verschieden von der Kontrolle (p<0,01)
2 n=2, MW
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Abbildung 14: Gehalte an nicht an MT gebundenem Cu im Zytosol
der Leber von Cu-exponierten Meerschweinchen ohne Symptome
(MW £ SD, n=3-5)

*  signifikant verschieden von der Kontrolle (p<0,05)
**  signifikant verschieden von der Kontrolle (p<0,01)
& n=2, MW

Verstorbene und moribunde Meerschweinchen
Die Gehalte an Cu und Cu-MT im Zytosol der Leber der verstorbenen und mori-

bunden Meerschweinchen waren im Vergleich zu den gleich alten Kontrollen
durchwegs statistisch signifikant erhéht (Tabelle 12) und die prozentualen Anteile
von Cu-haltigem MT erreichten Maximalwerte von bis zu 85% (nicht gezeigt).
Aulerdem waren die Gehalte an nicht an MT gebundenem Cu im Zytosol der
Leber im Vergleich zu den Kontrolltieren bei 7 Meerschweinchen statistisch signifi-

kant erhoht, bei 4 erniedrigt und bei einem Tier unverandert (Tabelle 12).



Cu (ng/mg Protein)

Abbildung 15: Cu und Cu-haltiges Metallothionein (Cu-MT) im
Zytosol der Leber von Cu-exponierten Meerschweinchen ohne

Symptome

Tabelle 12: Gehalte an Cu, Cu-haltigem Metallothionein (Cu-MT)

und nicht an MT

gebundenem Cu (nicht-MT-Cu) im Zytosol der

Leber von Cu-exponierten verstorbenen und moribunden Meer-
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Tier Cu Cu-MT nicht-MT-Cu
_verstorben, Tier 1| 209,4* 591,0° 132,9°
_.verstorben, Tier2 |  327,0" 1156,5% . 1354 .
_verstorben, Tier3 | 313,7* 813,9" .. 161,4%
__verstorben, Tier4 | 1972 . 341,2% 702"
_verstorben, Tier5_ | 2478 I TAY AR 48"
_verstorben, Tier6 | 2531* 300,6% ] 94

verstorben, Tier 7 764,0* 2357,4* 147 ,1*
___moribund, Tier1__ | 159,6° 410,8° . 142,0"
___moribund, Tier2 | 193,1% 638,7" . 133,0° .
___moribund, Tier3 | 456,4* 1148, 169,0"
___moribund, Tier4 | Trra 556,1% ] 51,3° .

moribund, Tier 5 188,5* 770,5* 30,9
Kontrolle® 100,0 + 11,4 100,0 + 22,5 100 + 8,7
) (90,0-115,5)  (69,0-124,1)  (88,2-111.8)
20-Bereich® 771-122,9 55,0 - 145,0 82,6 -117,4

* (2] o o

alle Angaben in % bezogen auf die MW gleich alter Kontrolltiere, Einzelwerte
2 bis 3 Tage alte Tiere, MW £ SD, (Bereich), n=5

Intervall [MW-2C5D; MW+2[SD], in dem 95% aller Beobachtungen liegen
signifikant verschieden von der Kontrolle (p<0,05)
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3.2.5.2 Partikularer Teil

Meerschweinchen ohne Symptome

Die Cu-Gehalte im partikularen Teil der Leber (Abbildung 16) lagen stets hoher als
die der entsprechenden Cu-Gehalte im Zytosol und betrugen 80-95% des
Gesamtgehaltes (vgl. Abbildung 11). Bei den Kontrolltieren blieben die Cu-Gehalte
bis zu einem Alter von 6 Tagen bei etwa 50 ug Cu/g FG und nahmen danach auf
die Gehalte 60 Tage alter Tiere ab. Ab einer Exposition von 10 Tagen waren die
Cu-Gehalte vor allem bei der hochsten Dosisgruppe im Vergleich zu den Kontroll-

tieren statistisch signifikant erhoht.

120 I Kontrolle
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— 80 A
@)
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Abbildung 16: Cu-Gehalte im partikularen Teil der Leber von Cu-
exponierten Meerschweinchen ohne Symptome (MW £ SD, n=3-5)
*  signifikant verschieden von der Kontrolle (p<0,05)

signifikant verschieden von der Kontrolle (p<0,01)
2 n=2, MW

*%
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Verstorbene und moribunde Meerschweinchen

Bei 9 der 12 verstorbenen und moribunden Tieren waren die Cu-Konzentrationen
im partikularen Teil der Leber im Vergleich zu den Kontrolltieren verandert. So
zeigten 4 Tiere statistisch signifikant erhohte und 5 Tiere erniedrigte Cu-Gehalte
(Tabelle 13).

Tabelle 13: Cu-Gehalte im partikularen Teil der Leber von Cu-
exponierten verstorbenen und moribunden Meerschweinchen?®

Tier Cu
______ verstorben, Tier1 | 738" |
______ verstorben, Tier2 | 77,6 |
______ verstorben, Tier3 | 593" |
______ verstorben, Tierd | ~ 759* |
______ verstorben, Tier5 | 913 |
______ verstorben, Tier6 | ~ 1183* |
verstorben, Tier 7 168,5*
_______ moribund, Tier 1 | 1722* |
_______ moribund, Tier2 | 1332 |
_______ moribund, Tier3 | 101,0 |
_______ moribund, Tier4 | 855" |
moribund, Tier 5 104,1
Kontrolle® 100,0 + 6,3
_________________________________________ (90,2-105,2) |
20-Bereich® 87,5-112,5

alle Angaben in % bezogen auf die MW gleich alter
Kontrolltiere, Einzelwerte

® 2 bis 3 Tage alte Tiere, MW + SD, (Bereich), n=5

¢ Intervall [MW-2[8D; MW+2[8D], in dem 95% aller
Beobachtungen liegen

signifikant verschieden von der Kontrolle (p<0,05)

*

Lysosomen und Mitochondrien

Meerschweinchen ohne Symptome

Die Cu-Gehalte in der lysosomal-mitochondrialen Fraktion der Leber der Kontroll-
tiere nahmen von 750 + 70 ng Cu/mg Protein am Tag 1 auf 977 + 201 ng Cu/mg
Protein am Tag 3 zu. Danach nahmen sie kontinuierlich ab und erreichten im Alter
von 14 Tagen mit etwa 200 ng Cu/mg Protein die Gehalte 60 Tage alter Tiere
(Abbildung 17). Die Cu-Exposition von 10 und mehr Tagen fuhrte zumeist
dosisabhangig zu statistisch signifikant erhdhten Cu-Gehalten in der lysosomal-

mitochondrialen Fraktion.
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Abbildung 17: Cu-Gehalte in der lysosomal-mitochondrialen
Fraktion der Leber von Cu-exponierten Meerschweinchen ohne
Symptome (MW + SD, n=3-5)

*  signifikant verschieden von der Kontrolle (p<0,05)

**  signifikant verschieden von der Kontrolle (p<0,01)
& n=2, MW

Die Gehalte an Cu-MT in dieser Fraktion (Abbildung 18) verliefen im Wesentlichen
parallel zu den Cu-Gehalten (r=0,8329, nicht gezeigt).

Die Anteile von Cu-MT an metallhaltigem MT lagen bis auf wenige Ausnahmen
zwischen 81 und 97% (nicht gezeigt). Die Gehalte an oxidiertem MT betrugen bei
den Kontrolltieren am ersten Lebenstag 327 £ 82 ng MT/mg Protein. Unabhangig
von der Cu-Exposition bewegten sich die Gehalte an oxidiertem MT meist parallel
zu den Cu- bzw. Cu-MT-Gehalten (nicht gezeigt).

Die prozentualen Anteile von oxidiertem MT am Gesamt-MT wiesen bei allen Tie-
ren eine erhebliche Schwankung auf und betrugen zwischen 11 und 60% des

Gesamt-MT-Gehaltes (nicht gezeigt).
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Abbildung 18: Gehalte an Cu-haltigem Metallothionein (Cu-MT) in
der lysosomal-mitochondrialen Fraktion der Leber von Cu-
exponierten Meerschweinchen ohne Symptome (MW £ SD, n=3-5)

*  signifikant verschieden von der Kontrolle (p<0,05)

signifikant verschieden von der Kontrolle (p<0,01)
@ n=2, MW

*%

Verstorbene und moribunde Meerschweinchen

Sowohl die Cu-Gehalte als auch die Cu-MT-Gehalte in der lysosomal-mitochon-
drialen Fraktion der Leber der verstorbenen und moribunden Tiere wiesen mit 41-
163 bzw. 13-739% des Mittelwerts der Kontrolltiere erhebliche Schwankungen auf
(Tabelle 14).

Die prozentualen Anteile an oxidiertem MT lagen bei den verstorbenen und mori-
bunden Tieren bis auf 2 Ausnahmen hoher als die der Meerschweinchen ohne

Symptome (nicht gezeigt).
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Tabelle 14: Cu-Gehalte und Gehalte an Cu-haltigem
Metallothionein (Cu-MT) in der lysosomal-mitochondrialen Fraktion
der Leber von Cu-exponierten verstorbenen und moribunden

Meerschweinchen?

Tier Cu Cu-MT
__verstorben, Tier1 | 623" 233" |
_verstorben, Tier2 | 92 46,9* |
__verstorben, Tier3 | 414 12,5 |
_verstorben, Tier4 | 902 56,2 |
__verstorben, Tier5 | 1128 . 80,2 |
_verstorben, Tier6 | nb. nb. |

verstorben, Tier 7 162,8* 739,4*
__moribund, Tier1 | 1236 1602 |
__moribund, Tier2 | 512" 732 |
__moribund, Tier3 | 95 33,00
___moribund, Tier4 |  1315* 1199 |

moribund, Tier 5 n. b. n. b.
Kontrolle® 100,0 + 15,7 100,0 + 18,6
] (806-121,6) (84,2-130,1) |
20-Bereich® 68,7 - 131,3 62,8-137,2

alle Angaben in % bezogen auf die MW gleich alter Kontrolltiere,
Einzelwerte
® 2 bis 3 Tage alte Tiere, MW + SD, (Bereich), n=5
¢ Intervall [MW-2[8D; MW+2[BD], in dem 95% aller Beobachtungen
liegen
signifikant verschieden von der Kontrolle (p<0,05)
. b.: nicht bestimmt

>

Abbildung 19 zeigt die Cu-Gehalte in den Uber einen Dichtegradienten getrennten
lysosomal-mitochondrialen Fraktionen aus der Leber von Tieren der hochsten
Dosisgruppe.

Bei den Kontrolltieren nahmen in Ubereinstimmung mit der Abnahme von Cu im
partikularen Teil der Leber die Cu-Gehalte in den lysosomenspezifischen Fraktio-
nen und den Fraktionen hoher Dichte mit dem Alter kontinuierlich ab. Bei den Cu-
exponierten Tieren waren die Cu-Konzentrationen insbesondere in den Fraktionen

hoher Dichte erhéht bzw. unverandert hoch ().



3 Cu (ng/mg Protein) 3 Cu (ng/mg Protein) 3 Cu (ng/mg Protein)

[ Cu (ng/mg Protein)?

40

— 30

— 20

40

— 30

— 20

40

— 30

— 20

40

— 30

— 20

ERGEBNISSE 47
5000 40 5000
Kontrolle, 3 Tage 30 mg Cu, 3 Tage
4000 4000
- 30 =
3
3000 - W g & a0
| £ 3
AL Hr* 7 &g
2000 1 + 3 2000 4
]
10 U
1000 - 1000 -
0 : ﬁ : : : S 0 : ﬁ ﬂ :
2 4 6 8 10 2 4 6 10
5000 40 5000
Kontrolle, 10 Tage 30 mg Cu, 10 Tage
4000 4000
- 30 =
3000 S "; 3000
o €
Lo < B
2000 1 + 3 2000 4
10 U
1000 - 1000 -
0 m B_m [ : : —Tel Lo 0 : ﬁ ﬁ ﬁ :
2 4 6 8 10 2 4 6 10
5000 40 5000
Kontrolle, 21 Tage 30 mg Cu, 21 Tage
4000 - 4000
- 30 =
2
3000 S ’-‘E) 3000
o £
Lo < B
2000 + 3 2000 4
I
1000 - 1000 -
oLl 3 ﬁ ﬁ = & [ ‘ ﬁ ‘ 0 0 ﬁ 0 ﬁ ‘
2 4 6 8 10 2 4 6 10
5000 40 5000
Kontrolle, 60 Tage 30 mg Cu, 60 Tage
4000 4000
30 =
_ B
3000 - & % 3000
o £
Lo < B
2000 1 + 3 2000 4
1000 - e 1000 - \(
oA Fl B m = m ﬂ H [ el Ll o 0 ; ﬁ ﬁ ﬁ ;
2 4 6 8 10 2 4 6 10
Fraktion Fraktion

—e— AP (%)

—e— AP (%)

—e— AP (%)

—e— AP (%)

Abbildung 19: Cu (MW % SD, n=3-5) und Saure Phosphatase (AP,
Aktivitat in % der Gesamtaktivitat, Einzelwerte) in den Fraktionen
des Dichtegradienten der Leber von exponierten Meerschweinchen
ohne Symptome

® n=2, MW
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Zellkerne

Meerschweinchen ohne Symptome
In der Kernfraktion der Leber von Kontrolltieren nahmen die Cu-Gehalte vom Tag

1 bis zum Alter von 10 Tagen auf 13% ab und blieben danach in etwa konstant
(Abbildung 20). Nach 14-tagiger Exposition und danach waren die Cu-Gehalte in

den Kernen Uberwiegend dosisabhangig statistisch signifikant erhoht.
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Abbildung 20: Cu-Gehalte in der Kernfraktion der Leber von Cu-

exponierten Meerschweinchen ohne Symptome (MW £ SD, n=3-5)
*  signifikant verschieden von der Kontrolle (p<0,05)

**  signifikant verschieden von der Kontrolle (p<0,01)

& n=2, MW

Die Cu-MT-Spiegel in der Kernfraktion (Abbildung 21) verliefen weitgehend paral-
lel zu denen der Cu-Gehalte (r=0,8231, nicht gezeigt).
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Abbildung 21: Gehalte an Cu-haltigem Metallothionein (Cu-MT) in
der Kernfraktion der Leber von Cu-exponierten Meerschweinchen
ohne Symptome (MW + SD, n=3-5)

*  signifikant verschieden von der Kontrolle (p<0,05)
**  signifikant verschieden von der Kontrolle (p<0,01)
2 n=2, MW

Verstorbene und moribunde Meerschweinchen
Die Cu- sowie die Cu-MT-Gehalte in der Kernfraktion der Leber verstorbener und

moribunder Meerschweinchen wiesen erhebliche Schwankungen auf und betrugen
das 0,5- bis 5,2- bzw. 0,2- bis 11,2-fache des Mittelwerts der Kontrolltiere (Tabelle
15).
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Tabelle 15: Cu-Gehalte und Gehalte an Cu-haltigem
Metallothionein (Cu-MT) in der Kernfraktion der Leber von Cu-
exponierten verstorbenen und moribunden Meerschweinchen?®

Tier Cu Cu-MT
_verstorben, Tier1 | S7.8* 23,2* |
_verstorben, Tier2 | 81,4 4r4* |
_verstorben, Tier3 | ~ 1850* 1402 |
__verstorben, Tier4 |  1789*  145,0" |
__verstorben, Tier5 | 275,9* . 1510" |
_verstorben, Tier6 | nb. nb. |

verstorben, Tier 7 185,7* 1114,7
__moribund, Tier1 | 945 92,7 |
__moribund, Tier2 | 452 °6,7" |
__moribund, Tier3 | °221* 7314*
___moribund, Tier4 |  1686*  1462*

moribund, Tier 5 n. b. n. b.

Kontrolle® 100,0 + 16,2 100,0 + 14,2
e (786 -1241) (85,1-114,7) |
20-Bereich® 67,7 -1324 71,6 -128,4

alle Angaben in % bezogen auf die MW gleich alter Kontrolltiere,
Einzelwerte
® 2 bis 3 Tage alte Tiere, MW + SD, (Bereich), n=5
¢ Intervall [MW-2[8D; MW+2[BD], in dem 95% aller Beobachtungen
liegen
signifikant verschieden von der Kontrolle (p<0,05)
. b.: nicht bestimmt

>

3.2.6 Cu-Gehalte in der Niere

Meerschweinchen ohne Symptome

Die Cu-Gehalte in der Niere blieben sowohl bei den Kontrolltieren als auch bei den
exponierten Tieren bis zu einem Alter von 21 Tagen mit etwa 4 pg Cu/g FG
nahezu unverandert und stiegen danach auf etwa 7 ug Cu/g FG im Alter von 60
Tagen an (Abbildung 22). Die Cu-Gehalte in der Niere der exponierten Tiere

unterschieden sich bis auf wenige Ausnahmen nicht von denen der Kontrolltiere.
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Abbildung 22: Cu-Gehalte in der Niere von Cu-exponierten Meer-
schweinchen ohne Symptome (MW + SD, n=3-5)
*  signifikant verschieden von der Kontrolle (p<0,05)

signifikant verschieden von der Kontrolle (p<0,01)
& n=2, MW

*%

Verstorbene und moribunde Meerschweinchen

Die Cu-Gehalte in der Niere der verstorbenen Meerschweinchen waren bis um das
20-fache des Mittelwertes der Kontrolltiere erhdht. Bei den moribunden Tieren
lagen die renalen Cu-Gehalte bis auf 2 Ausnahmen um das 7- bis 10-fache Uber
dem Mittelwert der Kontrolltiere (Tabelle 16).

Zytosol

Meerschweinchen ohne Symptome
Die Cu-Gehalte im Zytosol der Niere (Abbildung 23) betrugen etwa die Halfte des

Gesamt-Cu-Gehaltes, unabhangig von der Dosis und Expositionsdauer.
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Tabelle 16: Cu-Gehalte in der Niere von Cu-exponierten verstorbe-
nen und moribunden Meerschweinchen?®

Tier Cu
______ verstorben, Tier1 |~ 455,7" |
______ verstorben, Tier2 | ~ 5233" |
______ verstorben, Tier3 | ~ 138,0" |
______ verstorben, Tier4 |  19706% |
______ verstorben, Tier5 | ~ 7243" |
______ verstorben, Tier6 | ~ 2567,3" |
verstorben, Tier 7 397,8*
_______ moribund, Tier 1. | 1037 |
_______ moribund, Tier2 | 949
_______ moribund, Tier3 | 8738
_______ moribund, Tier4 | 10002 |
moribund, Tier 5 718,7*
Kontrolle® 100,0 + 12,7
_________________________________________ (89,3-116,6)
20-Bereich® 74,6 - 1254

alle Angaben in % bezogen auf die MW gleich alter
Kontrolltiere, Einzelwerte

2 bis 3 Tage alte Tiere, MW + SD, (Bereich), n=5

¢ Intervall [MW-2[8D; MW+28D], in dem 95% aller
Beobachtungen liegen

signifikant verschieden von der Kontrolle (p<0,05)

Verstorbene und moribunde Meerschweinchen
Bei fast allen der verstorbenen und moribunden Meerschweinchen waren die Cu-

Gehalte auch im Zytosol der Niere bis zum 15-fachen erhoht (Tabelle 17).
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Abbildung 23: Cu-Gehalte im Zytosol der Niere von Cu-exponierten

Meerschweinchen ohne Symptome (MW + SD, n=3-5)

*

*%

?  n=2, MW

Tabelle 17: Cu-Gehalte im Zytosol der Niere von Cu-exponierten

signifikant verschieden von der Kontrolle (p<0,05)
signifikant verschieden von der Kontrolle (p<0,01)

verstorbenen und moribunden Meerschweinchen?

Tier Cu
______ verstorben, Tier1 | ~~ 464,6" |
______ verstorben, Tier2 | ~ n.b. |
______ verstorben, Tier3 | ~ 167,5" |
______ verstorben, Tierd | 817,7" |
______ verstorben, Tier5 | ~ 6736" |
______ verstorben, Tier6 |~ 330,3" |
verstorben, Tier 7 571,8*
_______ moribund, Tier1 | 1189 |
_______ moribund, Tier2 | 918 |
_______ moribund, Tier3 |  8332* |
_______ moribund, Tier4d |  14728" |
moribund, Tier 5 652,4*
Kontrolle® 100,0 + 16,9
______________________________________ (73,7-120,2) |
20-Bereich® 66,3 - 133,7

Kontrolltiere, Einzelwerte

alle Angaben in % bezogen auf die MW gleich alter

® 2bis3 Tage alte Tiere, MW + SD, (Bereich), n=5
° Intervall [MW-2[8D; MW+2[BD], in dem 95% aller

Beobachtungen liegen

signifikant verschieden von der Kontrolle (p<0,05)

n. b.: nicht bestimmt
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4 DISKUSSION

Untersuchungen an der LEC-Ratte

Zahlreiche Untersuchungen haben Uberzeugende Hinweise dafir erbracht, dass
fur die Hepatotoxizitat von Cu dessen Konzentration im Gewebe allein nicht aus-
schlaggebend ist. Vielmehr scheint die Lokalisation des Metalls innerhalb der
Zellen und die Bindung von Cu letztlich dessen Reaktivitat zu bestimmen.
Diesbezlgliche Informationen insbesondere im Verlauf der Cu-induzierten Leber-
schadigung fehlen weitestgehend. Griinde hierfir sind vor allem in den bislang
verwendeten Methoden zu sehen, die wie im Fall der histochemischen
Untersuchungen in der Regel unspezifisch sind und nur qualitative Ergebnisse
liefern.

In der vorliegenden Arbeit wurde deshalb am Modell der LEC-Ratte eine Methode
erarbeitet, die es erlaubt schonend, in hoher Reinheit und in guter Ausbeute, sub-
zellulare Fraktionen der Leber zu isolieren. Als ein besonderer Vorteil gelang es,
mit diesem Verfahren Zellorganellen auch dann noch verlasslich zu isolieren,
wenn sie wie die Lysosomen durch die Akkumulation von Cu eine erhdhte Dichte
aufweisen.

Die Ergebnisse belegen die ausgepragte intra- und interzellulare Umverteilung von
Cu im Verlauf der Cu-bedingten Leberschadigung. Insbesondere die mit
zunehmender Schadigung ansteigenden Cu-Gehalte in Lysosomen legen die
Vermutung nahe, dass das Metall in diesen Organellen kausal mit der
Hepatoxizitat von Cu in Beziehung steht.

Die ausgearbeiteten praparativen Verfahren wurden eingesetzt, um die Lokalisa-
tion und Bindung des Metalls bei unmittelbar nach der Geburt gegenuber Cu expo-

nierten Meerschweinchen zu untersuchen.
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Toxizitdt von Kupfer beim Meerschweinchen

Die 60-tagige Exposition gegenuber Cu fuhrte beim Meerschweinchen vereinzelt
zu Veranderungen der Korper- und Organgewichte sowie der Aktivitaten der
Serumenzyme Aspartataminotransferase, Alaninaminotransferase und y-Glutamyl-
transferase. Da diese Effekte keine Dosisabhangigkeit zeigten und offensichtlich
reversibel waren, sind sie fur die Bewertung als wenig relevant anzusehen. Dies
stimmt mit anderen Untersuchungen Uberein, nach denen die orale Gabe von Cu
im Trinkwasser (Srai et al. 1986) bzw. in Formulamilch (Seffner et al. 1997) bei
Meerschweinchen ebenfalls keinen Einfluss auf die Koérper- und Lebergewichte
hatte. In der vorliegenden Untersuchung wurde bei den Cu-exponierten Tieren
eine zumeist dosisabhangige Akkumulation von Cu in der Leber beobachtet, die
auch fur andere Cu-exponierte Spezies beschrieben ist (Chesta et al. 1989,
Fuentealba et al. 1989, Fuentealba und Haywood 1988, Gooneratne et al. 1989,
Haywood et al. 1985, Haywood und Loughran 1985, Hébert et al. 1993,
Kumaratilake und Howell 1989a, Kumaratilake und Howell 1989b, Morris et al.
1994, Sokol et al. 1990, Srai et al. 1986, Sugawara et al. 1995).

In der Leber sowohl der verstorbenen und moribunden Meerschweinchen als auch
der Tiere ohne Symptome wurden histopathologische Veranderungen beobachtet,
die allerdings unabhangig von der Expositionszeit und zumeist unabhangig von
der Dosis waren. Die Verfettungen und fettigen Degenerationen traten sowohl bei
Kontrolltieren als auch bei Cu-exponierten Tieren auf und sind somit offensichtlich
nicht Cu-spezifisch. Diese Veranderungen sind vermutlich die Folge mangelnder
Bewegungsmoglichkeit der Tiere bei unbegrenztem Futterangebot. Einige de-
generative Veranderungen wie die tribe Schwellung und hydropische Degenera-
tionen wurden hingegen nur in der Leber von Cu-exponierten Tieren beobachtet.
Derartige Veranderungen sind auch von anderen Cu-exponierten Spezies (Fuen-
tealba und Haywood 1988, Hadrich 1996) und von Patienten mit ICC bekannt
(Popper et al. 1979). Sie durften Folge einer Storung des zellularen Wasserhaus-
halts sein. Vermutlich sind hierfur Cu-induzierte Sauerstoffradikale (Forman et al.
1980, Freedman et al. 1989, Halliwell et al. 1984) mit der Folge von Membran-
schaden und gestorten lonengleichgewichten verantwortlich. Kernuntergange wur-
den bis zum Alter von 6 Tagen sowohl bei Cu-exponierten als auch bei den Kon-
trolltieren beobachtet. Ab dem Alter von 10 Tagen traten diese Veranderungen nur

noch bei exponierten Tieren auf. Kernuntergange sind als Zeichen fiur einen
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Zelluntergang zu sehen (Gedigk und Totovic 1986) und konnten die Folge von Cu-
induzierten DNA-Schaden sein (Drouin et al. 1996, Prasad et al. 1996, Spear und
Aust 1995). Derartige irreversible Kernschaden in Leberparenchymzellen sind
auch von Cu-exponierten Ratten bekannt (Fuentealba et al. 1989, Fuentealba und
Haywood 1988, Haywood und Loughran 1985). Die Kernuntergange bei den
exponierten Meerschweinchen waren zumeist von Sternzellhyperplasien begleitet.
Ein vermehrtes Auftreten von Kupfferschen Sternzellen ist auch bei LEC-Ratten
beschrieben (Kawano et al. 1991, Namieno et al. 1991) und kann als Hinweis auf
eine verstarkte Phagozytoseaktivitat auf Grund geschadigter Parenchymzellen
verstanden werden. Daruber hinaus wird vermutet, dass diese Zellen auch eine
aktive Rolle bei der Cu-induzierten Leberschadigung mit der Freisetzung von
toxischen Mediatoren wie TNF-alpha und Interleukine spielen (Yamate et al.
1999). Moglicherweise sind diese Mediatoren auch an der Entstehung der
histologischen Veranderungen in der Leber von frih gegenuber Cu exponierten
Meerschweinchen beteiligt.

In der vorliegenden Studie traten Todes- bzw. Krankheitsfalle bereits nach ein- bis
dreitagiger Exposition und nur in der hochsten Dosisgruppe auf. Die betroffenen
Tiere wiesen die gleichen charakteristischen histologischen Veranderungen in der
Leber auf wie die Cu-exponierten nicht erkrankten Meerschweinchen. Bei den ver-
storbenen bzw. moribunden Tieren fanden sich hohe Cu-Konzentrationen in Leber
oder Niere. Auch bei LEC-Ratten (Rui und Suzuki 1997, Sugawara et al. 1993,
Suzuki et al. 1993), bei Schafen mit chronischer Cu-Vergiftung (Gooneratne et al.
1989) und bei Patienten mit der Wilson-Krankheit (Scheinberg und Sternlieb 1984,
Sternlieb 1972) kommt es neben der exzessiven Anreicherung von Cu in der
Leber zu einer Anreicherung von Cu in der Niere. Die erhohten Cu-Gehalte in der
Niere werden als direkte Folge einer massiven Leberschadigung mit der Freiset-
zung des Metalls in das Blut aus nekrotischen oder apoptotischen Hepatozyten
diskutiert (Sugawara et al. 1993, Suzuki et al. 1993).



DISKUSSION 57

Zur Bedeutung der Lokalisation und Bindung von Kupfer fiir die Hepatotoxizitit
des Metalls

Der Mechanismus der Hepatotoxizitat von Cu ist bislang nicht ausreichend geklart.
Es kann jedoch als gesichert gelten, dass fur die toxischen Effekte die subzellulare
Verteilung von Cu in der Leber und die Assoziation mit spezifischen Bindungspart-
nern von herausragender Bedeutung sind. Bei den exponierten neugeborenen
Meerschweinchen war Cu vor allem in Zellkernen, Lysosomen und Mitochondrien
angereichert. Dies steht in Einklang mit friheren Befunden an Cu-exponierten
Ratten (Fuentealba et al. 1989, Fuentealba und Haywood 1988, Haywood et al.
1985), Schafen (Gooneratne et al. 1989, Kumaratilake und Howell 1989a) und
Kalbern (Jenkins 1989). Es ist jedoch ungeklart, in welchem Kompartiment der
Zelle sich die Cu-Toxizitat initial manifestiert.

Die beobachteten Kernuntergange sind vermutlich die Folge von Cu-induzierten
DNA-Schaden und DNA-Fragmentierungen (Drouin et al. 1996, Prasad et al.
1996, Spear und Aust 1995). Damit Ubereinstimmend wurden auch in der Leber
von LEC-Ratten und Wilson-Patienten vermehrt Oxidationsprodukte der DNA und
von Lipiden gefunden (Jong-Hon et al. 1993, Nair et al. 1996, Nair et al. 1998,
Yamamoto et al.1993).

Parallel zur Anreicherung von Cu waren auch die Gehalte an Cu-MT in den
Zellkernen der Leber der Meerschweinchen erhoht. Auch bei Wilson-Patienten
(Elmes et al. 1989, Fuller et al. 1990, Nartey et al. 1987) und bei Ratten, die
gegenuber hohen Dosen von Cu exponiert waren (Evering et al. 1990), wurde MT
vermehrt im Zellkern von Hepatozyten nachgewiesen. Cu-MT konnte durch die
Produktion von Hydroxylradikalen (Nakamura et al. 1997, Oikawa et al. 1995,
Suzuki et al. 1996) zur Entstehung von DNA-Schaden beitragen. Fur eine solche
prooxidative Wirkung von MT sprechen Befunde, dass Meerschweinchen mit
erhohten Cu-MT-Gehalten in der Leber empfindlicher gegenuber sauerstoffradi-
kalbildendem Eisennitrilotriacetat sind (Goddard et al.1986, Suntres und Lui 1991).
Die bei Cu-exponierten Meerschweinchen beobachteten Schadigungen der
Zellkerne kéonnten auch mit den erhéhten Gehalten an nicht an MT gebundenem
Cu im Zytosol in Zusammenhang stehen. Die Ursachen fur die Entstehung der
erhohten Spiegel dieser Cu-Spezies konnten eine eingeschrankte Induktion der
MT-Synthese oder eine unvollstandige Beladung des Proteins mit Cu bei

neugeborenen Meerschweinchen sein. Nicht an MT gebundenes Cu ist vermutlich
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in der Lage, uUber radikalische Prozesse (Yamamoto und Kawanishi 1989)
Lipidperoxidationen bzw. DNA-Schaden auszulésen (Forman et al. 1980,
Freedman et al. 1989).

Die vorgelegten Ergebnisse verdeutlichen, dass die Lysosomen bei Cu-
exponierten Meerschweinchen wesentlich an der Speicherung von Cu beteiligt
sind. Wie der parallele Verlauf der Cu- und Cu-MT-Gehalte nahelegt, ist MT ein
wesentlicher Bindungspartner des lysosomalen Cu.

Eine Akkumulation des Metalls in Lysosomen wurde auch bei Bedlington-Terriern
mit erblich bedingter hepatischer Cu-Akkumulation und Wilson-Patienten
beschrieben (Hanaichi et al. 1984, Lerch et al. 1985, Sternlieb 1987). Die Bedeu-
tung der Lysosomen bei der Speicherung von Cu und fur den Verlauf der chroni-
schen Cu-Toxizitat ist Gegenstand zahlreicher, zum Teil kontrovers geflihrter
Diskussionen. Wahrend vor allem in alteren Arbeiten die Sequestrierung von Cu in
Lysosomen als ein Mechanismus zur Entgiftung des Metalls verstanden wurde
(Epstein et al. 1981, Goldfischer et al. 1980, Goldfischer und Sternlieb 1968,
Helman et al. 1983, Sternlieb und Goldfischer 1976), gibt es neuerdings immer
mehr Anhaltspunkte dafur, dass das in den Lysosomen akkumulierte Cu direkt
toxisch ist. So wiesen Cu-reiche Lysosomen der Leber von Cu-belasteten Ratten
und von LEC-Ratten erhebliche ultrastrukturelle Veranderungen und einen
erhohten pH-Wert auf (Abe et al. 1994, Gross et al. 1998, Harada et al. 1993,
Myers et al. 1993, Myers et al. 1995). Ultrastrukturell zeigten sich eine veranderte
Membran-Lipid-Zusammensetzung und eine verminderte Fluiditat und erhohte
Fragilitat der Membran (Abe et al. 1994, Haywood et al. 1985, Myers et al. 1993).
Daneben kam es als Folge der durch Cu initiierten Lipidperoxidation zu einer
erhohten Konzentration von Oxidationsprodukten in der lysosomalen Membran
(Myers et al. 1993). Der Mechanismus wie es letztlich zu dieser Lysosomenscha-
digung kommt ist noch ungeklart. Nach neueren eigenen Befunden durfte Cu in
den Lysosomen reaktiv sein, da es an oxidiertes MT nur locker assoziiert ist (Klein
et al. 1998). Auch bei den Cu-exponierten Meerschweinchen durfte die Hepatoto-
xizitat des Metalls ahnliche Ursachen haben. Damit Ubereinstimmend zeigten die
Cu-exponierten Tiere neben erhohten MT-Gehalten auch erhdhte Konzentrationen

an oxidiertem MT.
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Zur Frage der besonderen Empfindlichkeit neugeborener Meerschweinchen ge-
gentiber Kupfer

Die Beobachtung, dass Cu-exponierte Meerschweinchen nur in den ersten Le-
benstagen erkrankten oder verstarben ist der bislang erste experimentelle Hinweis
fur eine besondere Empfindlichkeit des Neugeborenen gegeniiber Cu. Dies kdnnte
mit den Besonderheiten des Cu-Stoffwechsels in den ersten Lebenstagen
zusammenhangen. So kommt es wahrend der ersten Lebenstage zu einer
Abnahme der Konzentration von Cu-MT im Zytosol und das Protein ist weitgehend
mit Cu gesattigt. Dies weist auf eine eingeschrankte Induktion der MT-Synthese
und eine limitierte Bindungskapazitat fir Cu hin. Damit ware die Entgiftungskapa-
zitat des Proteins fur Cu in diesem Zeitraum vermindert. Ein weiterer Grund fur die
erhohte Empfindlichkeit neugeborener Meerschweinchen gegenuber Cu durfte die
noch nicht ausgereifte Resorption und Ausscheidung des Metalls in den ersten
Lebenstagen sein. So ist bei neugeborenen Ratten die Resorption von Cu héher
als bei erwachsenen Tieren (Lonnerdal et al. 1985, Varada et al. 1993) und sowohl
neugeborene Ratten als auch neugeborene Meerschweinchen scheiden
vergleichsweise wenig Cu uber die Galle aus (Mearrick und Mistilis 1969, Mohan
et al. 1995, Srai et al. 1986).

Zur Frage eines No Observed Adverse Effect Level (NOAEL) von Kupfer fiir Neu-
geborene

Auf der Grundlage der histologischen Befunde lasst sich fur neugeborene Meer-
schweinchen ein Lowest Observed Adverse Effect Level (LOAEL) von 10 mg Cu
pro kg KG und Tag ableiten. Ein No Observed Adverse Effect Level (NOAEL)
konnte nicht abgeleitet werden. Bertcksichtigt man jedoch, dass es bei der hoch-
sten Dosisgruppe bereits zu teilweise letalen Erkrankungen kam, scheint die Do-
sis-Wirkungs-Beziehung von Cu sehr steil zu verlaufen, d.h. der NOAEL durfte
relativ nahe am LOAEL liegen. Unter Zugrundelegung eines Faktors 3 zwischen
LOAEL und NOAEL ergibt sich ein NOAEL fur das neugeborene Meerschwein-
chen von 3,3 mg Cu pro kg KG und Tag. Ubertragt man diesen Wert auf die
Situation des Sauglings, entsprache dies mit den Annahmen einer taglichen
Aufnahme von 750 ml Flaschennahrung und einem Kdrpergewicht von 5 kg einer
Cu-Konzentration von 22 mg Cu/l Flaschennahrung. Berlcksichtigt man ferner die

ublicherweise mit dem Faktor 10 bezifferten Unsicherheiten bei der Extrapolation
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zwischen verschiedenen Spezies, ergibt sich ein NOAEL fur Sauglinge von 2,2 mg

Cu/l Leitungswasser.

Fazit

Die vorgelegte Arbeit liefert den ersten experimentellen Hinweis auf eine erhdhte
Empfindlichkeit des Neugeborenen gegenuber Cu. Die Ursache hierfur durfte vor
allem in einer verminderten Entgiftungskapazitat und dem noch nicht ausgereiften
Cu-Stoffwechsel zu sehen sein. Berlcksichtigt man den Zeitraum der verminder-
ten Entgiftungskapazitat der Leber und den Zeitraum der Reifung der biliaren Cu-
Ausscheidung beim Menschen (Bloomer und Lee 1978, Emery und Hilton 1961,
Epstein 1983, Evans 1973, Klein et al. 1991, Linder 1991, Reed et al. 1972) ist mit
einer besonderen Empfindlichkeit des Neugeborenen wahrend der ersten 6-8
Lebensmonate zu rechnen. Mit den Annahmen zur Abschatzung des NOAEL und
zur Ubertragbarkeit der an Meerschweinchen erhobenen Befunde auf den
Menschen, ergibt sich ein NOAEL fur Cu im Bereich der Grenzwerte nach der
Trinkwasserverordnung (1991) und den Empfehlungen der WHO (WHO 1998).
Vor dem Hintergrund der vermutlich sehr steilen Dosis-Wirkungsbeziehung von Cu
und der relativ haufig anzunehmenden Uberschreitung der Cu-Grenzwerte in Sta-
gnationswassern und nach Neuinstallation der Versorgungsleitungen ist fur tUber-
wiegend Uber Formulanahrung ernahrte Sauglinge ein erhéhtes Gesundheitsrisiko
nicht auszuschlielen. Diese Problematik sollte bei einer kinftigen Festlegung des

Grenzwertes fur Cu im Trinkwasser entsprechend berucksichtigt werden.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Vor dem Hintergrund der in Deutschland und anderen Landern aufgetretenen Falle
von frihkindlicher Leberzirrhose in Folge erhoéhter Kupfer(Cu)-Aufnahme aus
Leitungswasser wurde in der vorliegenden Arbeit die Empfindlichkeit von Neuge-
borenen gegenuber Cu experimentell an Meerschweinchen uberpruft. Daruber
hinaus sollte ein NOAEL als Grundlage zur Erstellung eines Grenzwertes fur Cu
im Trinkwasser abgeschatzt werden, der die moglicherweise besondere Empfind-
lichkeit des Neugeborenen gegenuber Cu bertcksichtigt.

Fur die Hepatotoxizitat von Cu sind neben dessen Konzentration im Gewebe
insbesondere die subzellulare Lokalisation und Bindung des Metalls von
ausschlaggebender Bedeutung. Die methodischen Voraussetzungen die Lokali-
sation und Bindung von Cu in der Leber zu charakterisieren, wurden an der Long-
Evans Cinnamon (LEC)-Ratte mit genetisch bedingter Cu-Akkumulation in der

Leber erarbeitet.

Meerschweinchen wurden vom ersten bzw. zweiten Lebenstag an mit Cu-haltiger
Formulamilch in Dosen von 10, 15 bzw. 30 mg Cu/kg Korpergewicht (KG)/Tag bis
zu einem Alter von 28 Tagen gefuttert. Danach erhielten die Tiere Cu-haltiges
Trinkwasser in Konzentrationen von 100, 150 bzw. 300 mg Cu/l entsprechend
einer abgeschatzten Dosis von 10, 15 bzw. 30 mg Cu/kg KG/Tag.

Von den insgesamt 150 Meerschweinchen zeigten 124 wahrend des Versuchs
keine Symptome, 21 Tiere verstarben, davon 18 Cu-exponierte und 3 Kontrolltiere.
Bei den 3 Kontrolltieren sowie 11 von 18 der Cu-exponierten verstorbenen
Meerschweinchen konnte ein Zusammenhang mit der Cu-Exposition ausgeschlos-
sen werden. Diese 14 Tiere wurden im Ergebnisteil nicht bertcksichtigt. Dartber
hinaus erkrankten 5 Cu-exponierte Tiere der hdchsten Dosisgruppe nach 1-3
Tagen schwer.

Nach den pathologischen und pathobiochemischen Befunden ist ein kausaler

Zusammenhang zwischen der Cu-Exposition dieser Tiere und deren Erkrankung
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bzw. Tod als wahrscheinlich anzunehmen. So zeigte die Mehrheit der Cu-
exponierten Tiere histologische Veranderungen der Leber wie tribe Schwellung,
vakuolare Degenerationen und Sternzellhyperplasien. Die Cu-Exposition flhrte
bereits nach kurzer Expositionszeit zu einer zumeist dosisabhangigen
Anreicherung des Metalls in der Leber insbesondere im Zytosol, in den Lysoso-
men und den Zellkernen. In Lysosomen und Zellkernen war im Gegensatz zum
Zytosol ein grolder Teil des akkumulierten Cu an Metallothionein (MT) gebunden.
Auffallig war die erhdhte Konzentration von nicht an MT gebundenem Cu im
Zytosol, die hohe Sattigung des Proteins mit Cu im Zytosol und der hohe
Oxidationsgrad des Proteins in den Lysosomen der erkrankten und verstorbenen
Meerschweinchen. Die hierdurch verminderte Entgiftungskapazitat fir Cu und die
erhdhte Konzentration an reaktivem Cu sowie moglicherweise auch die
prooxidative Wirkung von Cu-MT durften ausldésende Faktoren fur die Hepatotoxi-

zitat von Cu sein.

Die vorliegenden Untersuchungsergebnisse sind der erste experimentelle Beleg,
dass Neugeborene im ersten Lebensabschnitt besonders empfindlich gegenuber
einer erhohten Cu-Exposition sind.

Auf der Basis der histologischen Befunde wurde flr neugeborene Meerschwein-
chen ein Lowest Observed Adverse Effect Level (LOAEL) von 10 mg Cu/kg
KG/Tag abgeleitet. Unter Zugrundelegung eines Faktors 3 zwischen LOAEL und
NOAEL ergibt sich ein NOAEL fur das neugeborene Meerschweinchen von 3,3 mg
Cu pro kg KG und Tag. Ubertragen auf die Situation des Sauglings, entspricht dies
mit den Annahmen einer taglichen Aufnahme von 750 ml Flaschennahrung und
einem Korpergewicht von 5 kg einer Cu-Konzentration von 22 mg Cu/l Flaschen-
nahrung. Unter Berucksichtigung eines Sicherheitsfaktors von 10 auf Grund der
Speziesunterschiede ergibt sich eine dem NOAEL analoge Cu-Konzentration von
2,2 mg/l Leitungswasser. Dies entspricht dem Leitwert fir Cu im Leitungswasser
nach der bundesdeutschen Trinkwasserverordnung von 3 mg/l und den jlngsten
Empfehlungen der Weltgesundheitsorganisation.

Vor dem Hintergrund der vermutlich sehr steilen Dosis-Wirkungs-Beziehung von
Cu und der relativ hadufig anzunehmenden Uberschreitung der Cu-Grenzwerte in
Stagnationswassern und nach Neuinstallation von Versorgungsleitungen ist fur

uberwiegend Uber Formulanahrung ernahrte Sauglinge ein erhdhtes Gesundheits-
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risiko nicht auszuschlie3en. Diese Problematik sollte bei einer kinftigen Festle-

gung des Grenzwertes fur Cu im Trinkwasser entsprechend berlcksichtigt werden.



LITERATURVERZEICHNIS 64

6 LITERATURVERZEICHNIS

1 Abe, S., Yamazaki, K., Takikawa, S., Suzuki, K. (1994). Impaired biliary
excretion of copper and lysosomal enzymes in Long-Evans Cinnamon rat.
Tohoku J. Exp. Med. 172, 355-367

2 Adamson, M., Reiner, B., Olson, J., Goodman, Z., Plotnick, L., Bernardini, I.,
Gahl, W. (1992). Indian childhood cirrhosis in an American child. Gastroen-
terology 102, 1771-1777

3 Aljajeh, I.A., Mughal, S., Al-Tahou, B., Ajrawi, T., Ismail, E.A., Nayak, N.C.
(1994). Indian childhood cirrhosis-like liver disease in an Arab child. A brief

report. Virchows Arch. 424, 225-227

4  Andersch, M.A., Szczypinski, A.J. (1947). Use of p-nitrophenyl phosphate
substrate in determination of serum acid phosphatase. Am. J. Clin. Pathol.
17, 571

5  Aston, N., Morris, P., Tanner, S. (1996). Retrorsine in breast milk influences

copper handling in suckling rat pups. J. Hepatol. 25, 748-755

6 Baker, A., Gormally, S., Saxena, R., Baldwin, D., Drumm, B., Bonham, J.,
Portmann, B., Mowat, A.P. (1995). Copper-associated liver disease in child-
hood. J. Hepatol. 23, 538-543

7 Barka, T., Scheuer, P.J., Schaffner, F., Popper, H. (1964). Structural

changes of liver cells in copper intoxication. Arch. Pathol. 78, 331-349

8  Bartsch, R., Klein, D., Summer, K.H. (1990). The Cd-Chelex-assay: a new
sensitive method to determine metallothionein containing zinc and cadmium.
Arch. Toxicol. 64, 177-180

9 Bent, S., Bohm, K. (1995). Kupferinduzierte Leberzirrhose bei einem 13 Mo-

nate alten Jungen. Gesundheitswesen 57, 667-669



LITERATURVERZEICHNIS 65

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

Bessey, O.A., Lowry, O.H., Brock, M.J. (1946). A method for the rapid deter-
mination of alkaline phosphatase with five cubic millimeters of serum. J. Biol.
Chem. 164, 321

Bloomer, L.C., Lee, G.R. Normal hepatic copper metablism. In: Metals and
the liver (L.W. Powell, Hrsg.). S. 179-239, Marcel Dekker, New York 1978

Boulard, M., Blume, K.G., Beutler, E. (1972). The effect of copper on red cell
enzyme activities. J. Clin. Invest. 52, 459-461

Bradford, M. (1976). Anal. Biochem. 72, 248

Chesta, J., Srai, S.K.S., Burroughs, A.K., Scheuer, P.J., Epstein, O. (1989).
Copper overload in the developing guinea pig liver: a histological, histoche-

mical and biochemical study. Liver 9, 198-204

Ciriolo, M.R., Desideri, A., Paci, M., Rotilio, G. (1990). Reconstitution of
Cu,Zn-superoxide dismutase by the Cu(l)-glutathione complex. J. Biol.
Chem. 265, 11030-11034

Dickson, E.R., Fleming, C.R., Baldus, W.P. Primary biliary cirrhosis: past,
present, and speculations on the future. In: Frontiers in liver disease (D.
Berk, T.C. Chalmers, Hrsg.). S. 242-254, Thieme, Stuttgart 1981

Doumas, B.T., Bayse, D.D., Carter, R.J. (1981). A candidate reference

method for determination of total protein in serum. Clin. Chem. 27, 1642

Drouin, R., Rodriguez, H., Gao, S.W., Gebreyes, Z., O'Connor, T.R.,,
Holmquist, G.P., Akman, S.A. (1996). Cupric ion/ascorbate/hydrogen pero-
xide-induced DNA damage: DNA-bound copper ion primarily induces base
modifications. Free Rad. Biol. Med. 21, 261-273

Eife, R., Muller-Hocker, J. (1988). Friuhkindliche Leberzirrhose. Deutsches
Arzteblatt 85, 444-445

Eife, R., Muller-Hocker, J., Kellner, M., Arleth, S., Schmdlz, A., Weil3, M.,
Bendes-Gotze, C.H., Schramel, P., Holtmann, H., (1987). Kupferwasserlei-
tungen als Ursache flir Immundefizienz und frihkindliche letale
Leberzirrhose. Padiat. Prax. 36, 69-76



LITERATURVERZEICHNIS 66

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

Eife, R., Reiter, K., Sigmund, B., Schramel, P., Dieter, H.H., Muller-Hocker, J.
(1991). Die fruhkindliche Leberzirrhose als Folge der Kupferintoxikation. Bun-
desgesundheitsblatt 32, 327-329

Elmes, M.E., Clarkson, J.P., Mahy, N.J., Jasani, B. (1989). Metallothionein
and copper in liver disease with copper retention - a histopathological study.
J. Pathol. 158, 131-137

Emery, J.L., Hilton, D.J. (1961). The iron and copper concentrations of the
liver in intrauterine life and in haemolytic disease. Acta Paediatr. Scand. 50,
233-239

Epstein, O. (1983). Liver copper in health and disease. Postgrad. Med. J. 59,
88-94

Epstein, O. Arborgh, B., Sagiv, M., Wroblewski, R., Scheuer, P.J., Sherlock,
S. (1981). Is copper hepatotoxic in primary biliary cirrhosis? J. Clin. Pathol.
34, 1071-1075

Evans, G.W. (1973). Copper homeostasis in the mammalian system. Physiol.
Rev. 53, 535-570

Evering, W.E., Haywood, S., EImes, M.E., Jasani, B., Trafford, J. (1990). Hi-
stochemical and immunocytochemical evaluation of copper and metal-
lothionein in the liver and kidney of copper-loaded rats. J. Pathol. 160, 305-
312

Ferreira, A.M., Ciriolo, M.R., Marcocci, L., Rotilio, G. (1993). Copper(l)
transfer into metallothionein mediated by glutathione. Biochem. J. 292, 673-
676

Fischer, R. Probleme der morphologischen Diagnostik frihkindlicher Leberer-
krankungen. In: Dokumentation des 2. Elsteraner Fachgesprachs. Kupfer
und frahkindliche Leberzirrhose: Expositions- und Risikoabschatzung. (H.H.
Dieter, W. Seffner, Hrsg.). Bad Elster, 25.-26.10.1993, WaBoLu-Hefte 9,
Berlin 1994

Fleming, C.R., Dickson, E.R., Baggenstoss, A.H., McCall, J.T. (1974).
Copper and primary biliary cirrhosis. Gastroenterology 67, 1182-1187



LITERATURVERZEICHNIS 67

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

Forman, S.J., Kumar, K.S., Redeker, A.G., Hochstein, P. (1980). Hemolytic
anemia in Wilson’s disease: clinical findings and biochemical mechanisms.
Am. J. Hematol. 9, 269-276

Freedman, J.H., Ciriolo, M.R., Peisach, J. (1989) The role of glutathione in
copper metabolism and toxicity. J. Biol. Chem. 264, 5598-5605

Fuentealba, |., Haywood, S. (1988). Cellular mechanisms of toxicity and
tolerance in the copper-loaded rat. |. Ultrastructural changes in the liver. Liver
8, 372-380

Fuentealba, |., Haywood, S., Foster, J. (1989). Cellular mechanisms of
toxicity and tolerance in the copper-loaded rat. Il. Pathogenesis of copper
toxicity in the liver. Exp. Mol. Pathol. 50, 26-37

Fuller, C.E., ElImes, M.E., Jasani, B. (1990). Age-related changes in metal-
lothionein, copper, copper-associated protein, and lipofuscin in human liver: a

histochemical and immunohistochemical study. J. Pathol. 161, 167-172

Funk, M.A., Baker, D.H. (1991). Toxicity and tissue accumulation of copper in
chicks fed casein and soy-based diets. J. Anim. Sci. 69, 4505-4511

Gedigk, P., Totovic, V. Zell- und Gewebsschaden. In: Lehrbuch der allgemei-
nen Pathologie und der pathologischen Anatomie. (M. Eder, P. Gedigk,
Hrsg.). S. 6-75, Springer, Berlin 1986

Goddard, J.G., Basford, D., Sweeney, C.D. (1986). Lipid peroxidation stimu-
lated by iron nitrilotriacetate in rat liver. Biochem. Pharmacol. 35, 2381-2387

Goldfischer, S., Popper, H., Sternlieb, I. (1980). The significance of variations
in the distribution of copper in liver disease. Am. J. Pathol. 99, 715-730

Goldfischer, S., Sternlieb, I. (1968). Changes in the distribution of hepatic
copper in relation to the progression of Wilson's disease (hepatolenticular
degeneration). Am. J. Pathol. 53, 883-901

Gooneratne, S.R., Howell, J.McC., Gawthorne, J.M., Kumaratilake, J.S.
(1989). Subcellular distribution of copper in the kidneys of normal, copper-

poisoned, and thiomolybdate-treated sheep. J. Inorg. Biochem. 35, 23-36



LITERATURVERZEICHNIS 68

42

43

44

45

46

47

48

49

50

51

52

Graham, J.M., Ford, T., Rickwood, D. (1990). Isolation of the major
subcellular organelles from mouse liver using nycodenz gradients without the

use of an ultrazentrifuge. Anal. Biochem. 187, 318-323

Gross, J.B. Jr., Myers, B.M., Kost, L.J., Kuntz, S.M., LaRusso, N.F. (1998).
Biliary copper excretion by hepatocyte lysosomes in the rat. Major excretory

pathway in experimental copper overload. J. Clin. Invest. 83, 30-39

Hadrich, J. (1996). Auffallend hohe Kupferkonzentrationen in Lebern von
Mastkalbern. Aktuelle MelRergebnisse und Versuch einer Bewertung. Deut-
sche Lebensmittel-Rundschau 4, 103-113

Halliwell, B., Gutteridge, M.C. (1984). Oxygen toxicity, oxygen radicals,

transition metals and disease. Biochem. J. 219, 1-14

Hanaichi, T., Kidokoro, R., Hayashi, H., Sakamoto, N. (1984). Electron probe
X-ray analysis on human hepatocellular lysosomes with copper deposits:

copper binding to a thiol-protein in lysosomes. Lab. Invest. 51, 592-597

Harada, M., Sakisaka, S., Yoshitake, M., Shakadoh, S., Gondoh, K., Sata,
M., Tanikawa, K. (1993). Biliary copper excretion in acutely and chronically

copper-loaded rats. Hepatology 17, 111-117

Haywood, S., Loughran, M. (1985). Copper toxicosis and tolerance in the rat.

Il. Tolerance - a liver protective adaptation. Liver 5, 267-275

Haywood, S., Loughran, M., Batt, R.M. (1985). Copper toxicosis and
tolerance in the rat. lll. Intracellular localization of copper in the liver and
kidney. Exp. Mol. Pathol. 43, 209-219

Hébert, C.D., Elwell, M.R., Travlos, G.S., Fitz, C.J., Bucher, J.R. (1993). Sub-
chronic toxicity of cupric sulfate administered in drinking water and feed to
rats and mice. Fund. Appl. Toxicol. 21, 461-475

Helman, R.G., Adams, L.G., Pierce, K.R., Bridges, C.H., Bailey, E.M. (1983).
The role of lysosomes in the pathogenesis of copper-induced hepatotoxicity.
II. Intracellular distribution of copper in hepatocytes. Toxicol. Appl.
Pharmacol. 67, 238-245

Henry, J. Clinical diagnosis and management by laboratory methods. S. 250-
284. W.B. Saunders, Philadelphia, USA 1991



LITERATURVERZEICHNIS 69

53

54

95

56

57

58

59

60

61

Horslen, S.P., Tanner, S.P., Lyson, T.D.B., Fell, G.S. Lowry, M.F. (1994).
Copper-associated childhood cirrhosis. Gut. 35, 1497-1500

Jendrassik G., Grof J. Clinical guide to laboratory tests. W.B. Saunders, Phil-
adelphia, USA 1983

Jenkins, K.J. (1989). Effect of copper loading of preruminant calves on intra-
cellular distribution of hepatic copper, zinc, iron, and molybdenum. J. Dairy
Sci. 72, 2346-2350

Jenkins, K.J., Hidiroglou, M. (1989). Tolerance of the calf for excess copper
in milk replacer. J. Dairy Sci. 72, 150-156

Jong-Hon, K., Togashi, Y., Kasai, H., Hosokawa, M., Takeichi, N. (1993).
Prevention of spontaneous hepatocellular carcinoma in Long-Evans
cinnamon rats with hereditary hepatitis by the administration of D-

penicillamine. Hepatology 18, 614-620

Kagi, J.H.R., Himmelhoch, S.R., Whanger, P.D., Bethune, J.L., Vallee, B.L.
(1974). Equine hepatic and renal metallothioneins. Purification, molecular
weight, amino acid composition, and metal content. J. Biol. Chem. 249, 3537-
3542

Kawano, K., Hirashima, T., Mori, S., Bando, S., Yonemoto, K., Abe, F., Goto,
H., Natori, T. Pathological and laboratory findings of "LEC/Otk" rats
maintained under SPF conditions. In: The LEC rat. A new model for hepatitis
and liver cancer. (M. Mori, M.C. Yoshida, N. Takeichi, N. Taniguchi, Hrsg.).
S. 30-40, Springer, Tokyo 1991

Klein, D. (1991). Die Analytik von kupferhaltigem Metallothionein:
Untersuchungen zur Beteiligung von Metallothionein bei der chronischen
Kupfertoxizitat. Dissertation, Fachbereich Chemie, Technische Universitat

Mulnchen

Klein, D., Bartsch, R., Summer, K.H. (1990). Quantitation of Cu-containing
metallothionein by a Cd-saturation method. Anal. Biochem. 189, 35-39



LITERATURVERZEICHNIS 70

62

63

64

65

66

67

68

69

70

Klein, D., Lichtmannegger, J., Heinzmann, U., Muiller-Hocker, J., Michaelsen,
S., Summer, K.H. (1998). Association of copper to metallothionein in hepatic
lysosomes of Long-Evans cinnamon (LEC) rats during the development of
hepatitis. Eur. J. Clin. Invest. 28, 302-310

Klein, D., Sato, S., Summer, K.H. (1994). Quantification of oxidized metal-
lothionein in biological material by a Cd saturation method. Anal. Biochem.
221, 405-409

Klein, D., Scholz, P., Drasch, G.A., Muller-Hoécker, J., Summer, K.H. (1991).
Metallothionein, copper and zinc in fetal and neonatal human liver: changes

during development. Toxicol. Lett. 56, 61-67

Kumar, K.S., Rowse, C., Hochstein, P. (1978). Copper induced generation of
superoxide in human red cell membrane. Biochem. Biophys. Res. Commun.
83, 587-592

Kumaratilake, J.S., Howell, J.McC. (1989a). Intracellular distribution of
copper in the liver of copper-loaded sheep - a subcellular fractionation study.
J. Comp. Path. 101, 161-176

Kumaratilake, J.S., Howell, J.McC. (1989b). Lysosomes in the pathogenesis
of liver injury in chronic copper poisoned sheep: an ultrastructural and
morphometric study. J. Comp. Path. 100, 381-390

Lefkowitch, J.H., Honig, C.L., King, M.E., Hagstrom, J.W.C. (1982). Hepatic
copper overload and features of Indian childhood cirrhosis on an American
sibship. N. Engl. J. Med. 307, 271-277

Lerch, K., Johnson, G.F., Grushoff, P.S., Sternlieb, |. (1985). Canine hepatic
lysosomal copper protein: identification as metallothionein. Arch. Biochem.
Biophys. 243, 108-114

Li, Y., Togashi, Y., Sato, S., Emoto, T., Kang, J.H., Takeichi, N., Kobayashi,
H., Kojima, Y., Une, Y., Uchino, J. (1991). Spontaneous hepatic copper
accumulation in Long-Evans Cinnamon rats with hereditary hepatitis. A
model for Wilson's disease. J. Clin. Invest. 87, 1858-1861



LITERATURVERZEICHNIS 71

71

72

73

74

75

76

77

78

79

80

81

Li, Y., Togashi, Y., Takeichi, N. Abnormal copper accumulation in the liver of
LEC rats: a rat form of Wilson’s disease. In: The LEC rat (M. Mori, M.C.
Yoshida, N. Takeichi, N. Taniguchi), S. 122-132, Springer-Verlag, Tokio 1991

Lim, C.T., Choo, K.T. (1979). Wilson's disease in a 2-year-old child. J. Sin-
gapore Pediatr. Soc. 21, 99-102

Linder, M.C. The biochemistry of copper. Plenum, New York 1991

Lénnerdal, B., Bell, J.G., Keen, C.L. (1985). Copper absorption from human
milk, cow’s milk, and infant formulas using a suckling rat model. Am. J. Clin.
Nutr. 42, 836-844

Maggiore, G., De Giacomo, C., Sessa, F., Burgio, G. (1987). Idiopathic

copper toxicosis in a child. J. Pediatr. Gastroenterol. Nutr. 6, 980-983

Mearrick, P.T., Mistilis, S.P. (1969). Excretion of radiocopper by the neonatal
rat. J. Lab. Clin. Med. 74, 421-426

Mohan, P., Failla, M., Bremner, I., Arthur-Smith, A., Kerzner, B. (1995).
Biliary copper excretion in the neonatal rat: role of glutathione and

metallothionein. Hepatology 21, 1051-1057

Morris, P., O'Neill, D., Tanner, S. (1994). Synergistic liver toxicity of copper
and retrorsine in the rat. J. Hepatol. 21, 735-742

Mdaller, T., Feichtinger, H., Berger, H., Muller, W. (1996). Endemic Tyrolean

infantile cirrhosis: an ecogenetic disorder. Lancet 346, 877-880

Mdaller-Hocker, J., Meyer, U., Wiebecke, B., Hubner, G., Eife, R., Kellner, M.,
Schramel, P. (1988). Copper storage disease of the liver and chronic dietary
copper intoxication in two further German infants mimicking Indian childhood
cirrhosis. Path. Res. Pract. 183, 39-45

Mdaller-Hocker, J., Weil, M., Meyer, U., Schramel, P., Wiebecke, B., Be-
lohradsky, B.H., Hubner, G. (1987). Fatal copper storage disease of the liver
in a German infant resembling Indian childhood cirrhosis. Virch. Arch. A. 411,
379-385



LITERATURVERZEICHNIS 72

82

83

84

85

86

87

88

89

Musci, G., Di Marco, S., Bellenchi, G.C., Calabrese, L. (1996). Reconstitution
of ceruloplasmin by the Cu(l)-glutathione complex. Evidence for a role of
Mg®* and ATP. J. Biol. Chem. 271, 1972-1978

Myers, B.M., Hamilton, B.A., Schilsky, M.L. (1995). Proliferation of hepatic
lysosomes and autophagic vacuoles in the Long-Evans Cinnamon (LEC) rat.
Hepatology 22, A373

Myers, B.M., Prendergast, F.G., Holman, R., Kuntz, S.M., LaRusso, N.F.
(1993). Alterations in hepatocyte lysosomes in experimental hepatic copper

overload in rats. Gastroenterology 105, 1814-1823

Nair, J., Carmichael, P.L., Fernando, R.C., Phillips, D.H., Strain, A.J.,
Bartsch, H. (1998). Lipid peroxidation-induced etheno-DNA adducts in the
liver with the genetic metal storage disorders Wilson's disease and primary

hemochromatosis. Cancer Epidem. Biomarker Prev. 7, 435-440

Nair, J., Sone, H., Nagao, M., Barbin, A., Bartsch, H. (1996). Copper-depen-
dent formation of miscoding etheno-DNA adducts in the liver of Long-Evans
cinnamon (LEC) rats developing hereditary hepatitis and hepatocellular

carcinoma. Cancer Res. 56, 1267-1271

Nakamura, M., Nakayama, K., Shishido, N., Yumino, K., Ohyama, T. (1997).
Metal-induced hydroxyl radical generation by Cu*-metallothioneins from LEC
rat liver. Biochem. Biophys. Res. Comm. 231, 549-552

Nakamura, M., Yamazaki, |. (1972). One-electron transfer reactions in bio-
chemical systems. VI. Changes in electron transfer mechanism of lipoamide
dehydrogenase by modification of sulfhydryl groups. Biochim. Biophys. Acta
267, 249-257

Namieno, T., Takeichi, N., Sasaki, M., Dempo, K., Mori, M., Uchino, J., Koba-
yashi, H. Clinical and pathological characteristics of LEC rats with spontane-
ous hepatitis. In: The LEC rat. A new model for hepatitis and liver cancer. (M.
Mori, M.C. Yoshida, N. Takeichi, N. Taniguchi, Hrsg.). S. 41-53, Springer,
Tokyo 1991



LITERATURVERZEICHNIS 73

90

91

92

93

94

95

96

97

98

99

100

Nartey, N.O., Frei, J.V., Cherian, M.G. (1987). Hepatic copper and metal-
lothionein distribution in Wilson's disease (hepatolenticular degeneration).
Lab. Invest. 57, 397-401

Nayak, N.C. Indian childhood cirrhosis. In: Pathology of the liver. (R.N.M.
MacSween, P.P. Anthony, P.J. Scheuer, Hrsg.). S. 268-269, Churchill Li-
vingstone, New York 1979

Nayak, N.C., Ramalingaswami, V. (1975). Indian childhood cirrhosis. Clin.
Gastroenterology 4, 333-349

Nordberg, M., Nordberg, G.F. (1975). Distribution of metallothioneinbound
cadmium and cadmium chloride in mice: preliminary studies. Environ. Health
Perspect. 12, 103-108

O'Donohue, J.W., Reid, M.A., Varghese, A., Portmann, B., Williams, R.
(1993). Micronodular cirrhosis and acute liver failure due to chronic copper

self-intoxication. Eur. J. Gastroenterol. Hepatol. 5, 561-562

Oikawa, S., Kurasaki, M., Kojima, Y., Kawanishi, S. (1995). Oxidative and
nonoxidative mechanisms of site-specific DNA cleavage induced by copper-

containing metallothioneins. Biochemistry 34, 8763-8770

Peisach, J., Aisen, P., Blumberg W.E. (Hrsg.). The biochemistry of copper.
Academic Press, New York 1966

Popper, H., Goldfischer, S., Sternlieb, |., Nayak, N.C., Madhavan, T.V.
(1979). Cytoplasmic copper and its toxic effects. Studies in Indian childhood
cirrhosis. Lancet, June 9, 1205-1208

Pradhan, A.M., Talbot, I.C., Tanner, M.S. (1983). Indian childhood cirrhosis
and other cirrhosis of Indian children. Pediatr. Res. 17, 435-438

Prasad, R., Kaur, G., Nath, R., Walia, B.N.S. (1996). Molecular basis of pa-
thophysiology of Indian childhood cirrhosis: role of nuclear copper accumula-
tion in liver. Mol. Cell. Biochem. 156, 25-30

Price, L.A., Walker, N.l., Clague, A.E., Pullen, I.D., Smits, S.J., Ong, T.H.,
Patrick, M. (1996). Chronic copper toxicosis presenting as liver failure in an
Australian child. Pathology 28, 316-320



LITERATURVERZEICHNIS 74

101

102

103

104

105

106

107

108

109

110

111

Reed, G.B., Butt, E.M., Landing, B.H. (1972). Copper in childhood liver di-
sease. A histologic, histochemical and chemical survey. Arch. Pathol. 93,
249-255

Rickwood, D., Ford, T., Graham, J. (1982). Nycodenz: a new nonionic iodina-
ted gradient medium. Anal. Biochem. 123, 23-31

Rui, M., Suzuki, K.T. (1997). Copper in plasma reflects its status and subse-
quent toxicity in the liver of LEC rats. Res. Comm. Mol. Pathol. Pharmacol.
98, 335-346

Samuni, A., Chevion, M., Czapski, G. (1981). Unusual copper-induced sensi-
tization of the biological damage due to superoxide radicals. J. Biol. Chem.
256, 12632-12635

Sasaki, M., Yoshida, M.C., Kagami, K., Takeichi, N., Kobayashi, H., Dempo,
K., Mori, M. (1985). Spontaneous hepatitis in an inbred strain of Long-Evans
rats. Rat News Lett. 14, 4-6

Scheinberg, I.H. (1981). Wilson's disease. J. Rheumatol. Suppl. 7, 90-93

Scheinberg, I.H., Sternlieb, I. Wilson’s disease. WB Saunders, Philadelphia,
1984

Schimmelpfennig, W., Dieter, H.H. (1995). Kupfer und frihkindliche Leberzir-
rhose. Bundesgesundheitsblatt 1, 2-10

Schramel, P., Klose, B.J., Hasse, S. (1982). Die Leistungsfahigkeit der ICP-
Emissionsspektroskopie zum Nachweis von Spurenelementen in biologisch-
medizinischen und in Umweltproben. Fresenius, Z. Anal. Chem. 310, 209-
216

Schramel, P., Muller-Hoécker, J., Meyer, U., Weil3, M., Eife, R. (1988). Nutri-
tional copper intoxication in three German infants with severe liver cell
damage (features of Indian childhood cirrhosis). J. Trace Elem. Electrol.
Health. Dis. 2, 85-89

Seffner, W., Schiller, F., Lippold, U., Dieter, H.H., Hoffmann, A. (1997). Expe-
rimental induction of liver fibrosis in young guinea pigs by combined

application of copper sulphate and aflatoxin B4. Toxicol. Lett. 92, 161-172



LITERATURVERZEICHNIS 75

112

113

114

115

116

117

118

119

120

121

122

123

Sokol, R.J., Devereaux, M., Mierau, G.W., Hambidge, K.M., Shikes, R.H.
(1990). Oxidant injury to hepatic mitochondrial lipids in rats with dietary
copper overload. Gastroenterology 99, 1061-1071

Spear, N., Aust, S.D. (1995). Hydroxylation of deoxyguanosin in DNA by cop-
per and thiols. Arch. Biochem. Biophys. 317, 142-148

Srai, S.K.S., Burroughs, A.K., Wood, B., Epstein, O. (1986). The ontogeny of
liver copper metabolism in the guinea pig: clues to the etiology of Wilson's di-

sease. Hepatology 6, 427-432

St. Laurent, G.J., Amer, M.A., Barrette, D.C., Brisson, G.J. (1972). Supple-
mentary Cu and Se in the diet of young calves. J. Anim. Sci. 35, 1135

Stacey, N.H., Klaassen, C.D. (1981). Comparison of the effects of metals on
cellular injury and lipid peroxidation in isolated rat hepatocytes. J. Toxicol.
Environ. Health 7, 139-147

Sternlieb, 1. (1980). Copper and the liver. Gastroenterology 78, 1615-1628
Sternlieb, 1. (1987). Hepatic lysosomal copper-thionein. EXS 52, 647-653

Sternlieb, I. Copper and liver injury. In.: Hepatology: a festschrift for Hans
Popper. (H. Brunner, H. Thaler, Hrsg.). S. 243-250 Raven Press, New York
1985

Sternlieb, |. Evolution of the hepatic lesions in Wilson’s disease (hepatolenti-
cular degeneration). In: Progress in liver disease IV (H. Popper, F. Schaffner,
Hrsg.). S. 511-525, Grune and Stratton, New York 1972

Sternlieb, |., Goldfischer, S. (1976). Heavy metals and lysosomes. Front.
Biol. 45, 185-200

Sugawara, N., Li, D., Sugawara, C., Miyake, H. (1995). Response of hepatic
function to hepatic copper deposition in rats fed a diet containing copper.
Biol. Trace Elem. Res. 49, 161-168

Sugawara, N., Sugawara, C., Sato, M., Mori, M. (1993). Copper metabolism
at two stages in the onset of spontaneous hepatitis in new mutant Long-
Evans Cinnamon (LEC) rats: induction of hepatic copper-metallothionein and

its leakage from hepatocytes. J. Trace Elem. Exp. Med. 6, 15-21



LITERATURVERZEICHNIS 76

124

125

126

127

128

129

130

131

132

133

Summer, K.H., Klein, D., Sato, S., Muller-Hocker, J., Fischer, R. Metal-
lothionein und die chronische Toxizitat von Kupfer. In: Dokumentation des 2.
Elsteraner Fachgesprachs. Kupfer und frihkindliche Leberzirrhose: Expositi-
ons- und Risikoabschatzung. (H.H. Dieter, W. Seffner, Hrsg.). Bad Elster,
25.-26.10.1993, WaBoLu-Hefte 9, Berlin 1994

Suntres, Z.E., Lui, E.IM.K. (1991). Age-related differences in iron-nitrilotriace-
tate hepatotoxicity in the guinea pig: role of copper-metallothionein. J. Phar-
macol. Exp. Toxicol. 258, 797-806

Suzuki, K.T., Kanno, S., Misawa, S., Sumi, Y. (1993). Changes in hepatic
copper distribution leading to hepatitis in LEC rats. Res. Comm. Chem.
Pathol. Pharmacol. 82, 217-224

Suzuki, K.T., Rui, R., Ueda, J.l., Ozawa, T. (1996). Production of hydroxyl
radicals by copper-containing metallothionein: roles as prooxidant. Toxicol.
Appl. Pharmacol. 141, 231-237

Szasz, G. (1969). A kinetic photometric method for serum gamma-glutamyl
transpeptidase. Clin. Chem. 15, 124-136

Tanner, M.S. Indian childhood cirrhosis. In: Recent advances in paediatrics.
(S.R. Meadow, Hrsg.). Churchill Livingstone, Edinburgh 1986

Tanner, M.S., Mattocks, A.R. (1987). Hypothesis: plant and fungal biocides,
copper and Indian childhood liver cirrhosis. Ann. Trop. Paediatr. 7, 264-269

Tanner, M.S., Portmann, B. (1981). Indian childhood cirrhosis. Arch. Dis.
Child 56, 4-6

Tanzi, R.E., Petrukhin, K., Chernov, I., Pellequer, J.L., Wasco, W., Ross, B.,
Romano, D.M., Parano, E., Pavone, L., Brzustowicz, L.M., Devoto, M., Pep-
percorn, J., Bush, A.J., Sternlieb, |., Pirastu, M., Gusella, J.F., Evgrafov, O.,
Penchasgadeh, G.K., Honig, B., Edelman, |.S., Soares, M.B., Scheinberg,
I.H., Gilliam, T.C. (1993). The Wilson disease gene is a copper transporting
ATPase with homology to the Menkes disease gene. Nat. Genet. 5, 344-350

Trollmann, R., Behrens, R. (1998). Spate Manifestation einer Indian Child-
hood Cirrhosis aufgrund einer chronischen Kupferintoxikation Uber Saures

Leitungswasser. Gesundheitswesen 60, 376-377



LITERATURVERZEICHNIS 77

134

135

136

137

138

139

140

141

142

143

Valencia, M.P., Gamboa, M.J., Mediana, J. (1993). Copper overload and

cirrhosis in four Mexican children. Lab. Invest. 68, 10-20

Varada, K.R., Harper, R.G., Wapnir, R.A. (1993). Development of copper in-
testinal absorption in the rat. Biochem. Med. Metab. Biol. 50, 277-283

Walker-Smith, J.A., Blomfield, J. (1973). Wilson's disease or chronic copper
poisoning. Arch. Dis. Child 48, 476-479

Weiss, E., Baur, P. (1968). Experimentelle Untersuchungen zur chronischen
Kupfervergiftung des Kalbes. Zbl. Vet. Med. A. 15, 156-184

Weil3, M., Muller-Hocker, J., Wiebecke, B., Belohradsky, B.H. (1989). First
description of "Indian childhood cirrhosis" in a non-Indian infant in europe.
Acta Paediatr. Scand. 78, 152-156

World Health Organization. International Programme On Chemical Safety.
Copper. WHO, Genf 1998

Yamamoto, F., Kasai, H., Togashi, Y., Takeichi, N., Hori, T., Nishimura, S.
(1993). Elevated level of 8-hydroxydeoxyguanosine in DNA of liver, kidneys,

and brain of Long-Evans cinnamon rats. Jpn. J. Cancer Res. 84, 508-511

Yamamoto, K., Kawanishi, S. (1989). Hydroxyl free radical is not the main
active species in site-specific DNA damage induced by copper (ll) ion and
hydrogen peroxide. J. Biol. Chem. 264, 15435-15440

Yamate, J., Kumagai, D., Tsujino, K., Nakatsuji, S., Kuwamura, M., Kotani,
T., Sakuma, S., LaMarre, J. (1999). Macrophage populations and apoptotic
cells in the liver before spontaneous hepatitis in Long-Evans Cinnamon
(LEC) rats. J. Comp. Pathol. 120(4):333-346

Yelin, G., Taff, M.L., Sadowski, G.E. (1987). Copper toxicity following mas-
sive ingestion of coins. Am. J. For. Med. Pathol. 8, 78-85



ABKURZUNGSVERZEICHNIS 78

7 VERZEICHNIS DER ABKURZUNGEN

AAS = Atomabsorptionsspektroskopie

ALAT = Alaninaminotransferase

AP = Saure Phosphatase

ASAT = Aspartataminotransferase

Cd = Cadmium

CM = Carboxymethyl

Cu = Kupfer

Cu-MT = Kupferhaltiges Metallothionein

D-Bili = Direktes Bilirubin

DEAE = Diethylaminoethyl

DNA = Desoxyribonucleinsaure

FG = Feuchtgewicht

yGT = y-Glutamyltransferase

HPLC = Hochdruck-FlUssigkeitschromatographie

ICC = Indian Childhood Cirrhosis

ICP-AES = Atom-Emissons-Spektrometer mit Plasmaanregung

ICT = |diopathic Copper Toxicosis

KU = Kernuntergange

KG = Koérpergewicht

LEC = Long-Evans Cinnamon

LOAEL = Low Observed Adverse Effect Level
Niedrigste Dosis eines Stoffes, bei der noch schadliche
Wirkungen nachgewiesen werden konnen.

2-ME = 2-Mercaptoethanol

min = Minuten

MR = Mesenchymale Reaktion

MT = Metallothionein
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MW = Mittelwert

NOAEL = No Observed Adverse Effect Level
Die hochste Dosis eines Stoffes, bei der gerade noch kein
schadlicher Effekt feststellbar ist.

SD = Standardabweichung

SDH = Succinatdehydrogenase

™ = Ammoniumtetrathiomolybdat

TNF = Tumornekrosefaktor

Tris = Tris-(hydroxymethyl)aminomethan
TS = Trube Schwellung

VD = Vakuolare Degeneration

WHO = World Health Organization

Zn = Zink
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