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1. EINLEITUNG 
 
Kupfer ist ein essentielles Spurenelement. Sein Bedarf wird nahezu ausschließlich über 
die Nahrung gedeckt (1). Der Beitrag über das Trinkwasser ist im allgemeinen ver-
nachlässigbar. Nach Schätzungen der WHO liegt der akzeptable Bereich für die orale 
Aufnahme („Acceptable Range of Oral Intake“, AROI) bei 20-50 µg Kupfer/kg Körper-
gewicht/Tag für Kinder und Erwachsene (2). In den USA werden 1,5-3,0 bzw. 0,4-0,6 
mg Kupfer/Tag als sicher und ausreichend für Erwachsene bzw. Kleinkinder im Alter 
von 0-5 Jahren erachtet („Estimated Safe and Adequate Daily Intake“) (3). Mit einer täg-
lich aufgenommen Menge von 0,6-1,6 mg Kupfer bei beruflich nicht exponierten Perso-
nen (4, 5) liegt damit die Versorgung der Durchschnittsbevölkerung mit Kupfer eher an 
der unteren Grenze der empfohlenen Menge. Aufgrund des effizient regulierten Gleich-
gewichts zwischen seiner Resorption und Ausscheidung ist Kupfer für den Säuger 
kaum toxisch. In Deutschland und in anderen Ländern sind jedoch in den letzten Jahr-
zehnten zahlreiche Fälle von frühkindlicher Leberzirrhose mit zumeist tödlichem Aus-
gang bekannt geworden, die auf eine erhöhte Exposition gegenüber Kupfer zurückzu-
führen sind (6-12). All diesen Fällen ist gemeinsam, dass die Kleinkinder nicht oder nur 
kurz gestillt wurden und mit Formulamilch ernährt wurden, die mit kupferhaltigem Was-
ser zumeist aus Eigenwasserversorgung zubereitet war.  
Wegen der lückenhaften Datenlage bei den aufgetretenen Fällen von frühkindlicher 
Leberzirrhose ist eine Abschätzung der Gefährdung des Neugeborenen durch Kupfer 
im Trinkwasser auf der Grundlage der Humandaten alleine nicht möglich. Eine entspre-
chende Risikoabschätzung ist nur über Tierversuche, die unter kontrollierten Bedingun-
gen durchgeführt werden möglich. 
Im Vordergrund des geplanten Vorhabens standen Fragen bezüglich des molekularen 
Mechanismus der Hepatotoxizität von Kupfer und die Frage, ob und gegebenenfalls für 
wie lange der Säugling besonders empfindlich für eine erhöhte Kupferexposition ist. Ziel 
des Projektes war es, die Grundlagen zu schaffen für die Festlegung eines toxikolo-
gisch begründeten Grenzwertes für Kupfer im Trinkwasser, der die eventuell erhöhte 
Empfindlichkeit des Neugeborenen berücksichtigt. Die mechanistischen Fragestel-
lungen wurden an genetisch veränderten Long-Evans Cinnamon (LEC) Ratten unter-
sucht, die auf Grund eines Gendefekts Kupfer in der Leber akkumulieren (13, 14) und in 
der Folge Leberzellnekrosen und im Alter von 3-4 Monaten eine fulminante, zumeist 
tödlich verlaufende Hepatitis entwickeln. Die Untersuchungen zur Akkumulierbarkeit 
und Dosis-Wirkungs-Beziehung von Kupfer nach oraler Exposition wurden an neugebo-
renen Meerschweinchen durchgeführt. Meerschweinchen haben einen dem Menschen 
sehr ähnlichen Kupferstoffwechsel und können darüber hinaus als Nestflüchter bereits 
unmittelbar nach der Geburt oral gegenüber Kupfer exponiert werden (15, 16). 
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2. MATERIAL UND METHODEN 
 
2.1 Tiere 
 
2.1.1 LEC Ratten 

LEC Ratten beiderlei Geschlechts wurden von Charles River Wiga (Japan) bezogen. 
Die Tiere erhielten Leitungswasser und Standardfutter (Altromin, Lage; Kupfergehalt 
11,0 mg/kg) ad libitum. Für die Untersuchungen wurden die Tiere in 6 Gruppen 
eingeteilt: Tiere ohne D-Penicillamin (DPA)-Behandlung im Alter von 62 ± 2, 77 ± 1 bzw. 
86 ± 1 Tagen, Tiere im Alter von 107 ± 1 Tagen, die ab Tag 64 DPA erhielten und Tiere 
im Alter von 84 ± 1 bzw. 93 ± 1 Tagen, die ab dem Alter von 77 Tagen mit DPA 
behandelt wurden.  
Den ab dem Alter von 64 Tagen mit DPA behandelten LEC Ratten wurde anstelle des 
Leitungswassers eine Lösung von 538,8 mg DPA-Hydrochlorid (Heyl Pharma, Berlin) 
pro Liter entionisiertes Wasser, die mit 1 M NaOH auf einen pH von 3,5 eingestellt 
wurde, angeboten. Bei einem geschätzten Wasserverbrauch von 30 ml pro Tag und 
Tier entspricht dies einer täglichen Dosis von etwa 100 mg DPA/kg Körpergewicht. 
Diejenigen Tiere, die DPA ab dem Alter von 77 Tagen erhielten, wurden nach 
folgendem Schema behandelt: Jeweils eine Dosis von 500 mg DPA/kg Körpergewicht 
intragastral (i.g.) an den Tagen 77, 81 und 82 und jeweils zwei Dosen von 500 mg 
DPA/kg Körpergewicht i.g. an den Tagen 78-80. Die i.g. applizierte DPA-Lösung enthielt 
311 mg DPA-Hydrochlorid/ml 1 M NaOH und wies einen pH von etwa 2,5 auf. 
Außerdem erhielten diese Tiere ab dem Tag 80 anstelle des Leitungswassers die 
gleiche mit DPA versetzte Lösung ad libitum, wie die ab dem Alter von 64 Tagen mit 
DPA behandelten Ratten.  
 
2.1.2 Meerschweinchen 

Männliche und weibliche Nachkommen von Dunkin Hartley Meerschweinchen erhielten 
zusätzlich zur Muttermilch vom 1. bzw. 2. Tag bis maximal zum 28. Tag 10 (n=34), 15 
(n=34) bzw. 30 (n=40) mg Kupfer pro kg Körpergewicht und Tag als CuCl2 x 2 H2O in 
Formulamilch (Altromin, Lage). Die Dosierungen erfolgten in 3-4 Gaben an Werktagen 
und 2 Gaben täglich an Wochenenden. Vom Tag 28 an erhielten die Tiere das Metall 
über das Trinkwasser in Konzentrationen von 100, 150 bzw. 300 mg Kupfer pro Liter als 
CuCl2 x 2 H2O, entsprechend einer geschätzten Tagesdosis von 10, 15 bzw. 30 mg pro 
kg Körpergewicht und Tag. Kontrolltiere (n=35) erhielten Formulamilch bzw. Trinkwas-
ser ohne Kupferzusatz. Nach 3, 6, 10, 14, 21, 28 und 60 Tagen wurden jeweils 4-6 
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Tiere unter Äthernarkose getötet und Blut und Organe für klinisch-chemische, patholo-
gische und biochemische Untersuchungen entnommen. 
 
2.2 Aufarbeitung der Gewebe 

Teile der Lebern wurden unter Eiskühlung in 4 Volumenteilen N2-gesättigtem 10 mM 
Tris-HCl, 250 mM Sucrose, pH 7,4 (TS-Puffer) mit einem Potter-Elvehjem 
Homogenisator mit Teflonstempel bei 1.000 Upm homogenisiert. Zur Abtrennung der 
Zellkerne, Membranfragmente, Lysosomen und Mitochondrien wurde das 
Leberhomogenat für 20 Minuten bei 10.700 gmax (9.500 Upm, Sorvall SS-34 Rotor) 
zentrifugiert.  
Zur Gewinnung der Zellkerne und Membranfragmente wurde das 10.700 gmax-Pellet je 3 
mal in 20 ml TS-Puffer rehomogenisiert, anschließend für 10 Minuten bei 120 gmax 
zentrifugiert (1.000 Upm, Sorvall SS-34 Rotor) und schließlich in 10 ml TS-Puffer 
aufgenommen (Kern-Membran-Fraktion). Die Überstände aus den 3 Zentri-
fugationsschritten wurden vereint und bei 23.100 gmax (13.900 Upm, Sorvall SS-34 
Rotor) für 10 Minuten zentrifugiert. Nach Abnahme des Überstandes wurde das Pellet 3 
mal mit je 10 ml TS-Puffer durch Resuspendieren in TS-Puffer und Zentrifugieren 
(23.100 gmax) gewaschen und schließlich in 10 ml TS-Puffer aufgenommen (Lysoso-
men-Mitochondrien-Fraktion). 
Für die Trennung von Lysosomen und Mitochondrien wurden 2 ml der Lysosomen-
Mitochondrien-Fraktion auf einen Nycodenzgradienten folgender Zusammensetzung 
aufgetragen: 1 ml 40%, 1 ml 33%, 3 ml 28%, 2 ml 27%, und 2 ml 24% Nycodenz in 10 
mM Tris-HCl, pH 7,4. Nach 3-stündiger Zentrifugation bei 74.100 gmax (20.000 Upm, 
Sorvall AH-627 swing-out Rotor) wurde der Gradient in Anteilen zu je 1 ml fraktioniert, 
und die lysosomen- und mitochondrienspezifischen Fraktionen anhand der 
Markerenzyme, saure Phosphatase (AP) bzw. Succinatdehydrogenase (SDH), 
identifiziert.  
 
2.3 Transmissionselektronenmikroskopie 

Für die elektronenmikroskopischen Untersuchungen wurde die Proben in 1% 
Glutaraldehyd in PBS (50 mM Phosphate-Buffered Saline, pH 7,4) und anschließend in 
2% Osmiumtetroxid in PBS fixiert. Nach Entwässerung mittels einer Alkoholreihe wurde 
die Proben in Epon eingebettet. Ultradünnschnitte (70-80 nm) wurden mit Bleicitrat und 
Uranacetat gefärbt und bei 60-80 kV im Elektronenmikroskop (EM-C10, Zeiss, 
Oberkochen) untersucht. 
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2.4 Immunhistochemischer Nachweis der Kupffer’schen Stern-
zellen 

Der immunhistochemische Nachweis der Kupffer’schen Sternzellen erfolgt an 
Gefrierschnitten der Leber. Hierzu wurden Teile des Gewebes auf einen Messingblock 
aufgebracht und anschließend in –80 °C kaltem Isopentan tiefgefroren. Vor der 
Anfertigung der 8 µm dicken Schnitte wurden die Proben 2 Wochen lang bei –20 °C 
gehalten. 
Der immunhistochemische Nachweis der Kupffer’schen Stenzellen erfolgte mittels einer 
modifizierten Methode von Hardonk et al. (17). Die Bestimmung der Zahl und Fläche 
der Kupffer’schen Sternzellen erfolgte mittels digitaler Bildanalyse (Optimas 6.2, 
Stemmer Imaging, Puchheim). 
 
2.5 Röntgenelementaranalyse 

Die kupferhaltigen Partikel aus der Fraktion 1 des Dichtegradienten wurden nach 3-
maligem Waschen in TS-Puffer zuerst in 1% Glutaraldehyd in PBS und anschließend in 
2% Osmiumtetroxid in PBS für jeweils 15 Minuten fixiert. Nach Entwässerung in einer 
aufsteigenden Alkoholreihe wurden die Proben über den kritischen Punkt getrocknet 
und 60-150 nm dicke Schnitte angefertigt. Die Schnitte wurden durch 
Kathodenzerstäubung (Emscope SC 500, Ashford, England) mit Platin beschichtet (1-3 
nm) und in einem Feld-Rasterelektronenmikroskop (JSM-6300F, Jeol, Tokyo, Japan), 
ausgerüstet mit einem energiedispersiven Röntgenmikroanalysator (Link-Oxford eXl, 
Bucks, England) und einem lithiumgedrifteten Siliciumdetektor mit Berylliumfolie, 
untersucht. Die Beschleunigungsspannung der Primärelektronen betrug bis zu 20 kV. 
 
2.6 Analytik von Metallen und Metallothionein 

Die Bestimmung von Kupfer erfolgte entweder mit einem Graphitrohrofen-Atom-
Absorptions-Spektrometer, ausgerüstet mit Zeeman Hintergrundskompensation (Modell 
5000, Perkin-Elmer, Überlingen) oder einem Atom-Emissions-Spektrometer mit induktiv 
gekoppelter Plasmaanregung (Modell JY 38 P, Instruments SA, Neukeferloh). Die 
jeweiligen Proben (0,3 ml) wurden 24 Stunden mit 1,5 ml suprapurer, 65%-iger HNO3 
(Merck, Darmstadt) inkubiert und nach Zugabe von 1,2 ml entionisiertem Wasser 
analysiert. 
Die Bestimmung der MT-Gehalte im Zytoplasma erfolgte mittels des Thiomolybdat- 
bzw. des Cd-Chelex-Tests (18, 19). In den Fraktionen des Dichtegradienten wurde der 
Gesamtgehalt an Metallothionein (MT) mit dem Thiomolybdat-Test (18) nach 
Solubilisierung quantifiziert. Hierzu wurden die Fraktionen des Dichtegradienten bei 
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Raumtemperatur für 18 Stunden mit 3,7 M Guanidiniumthiocyanat und 150 mM 2-
Mercaptoethanol (2-ME) inkubiert.  
 
2.7 GOT-Aktivität und Bilirubin 

Die Aktivität der GOT und die Konzentration von Bilirubin im Serum wurden mit einem 
Reflotron-Reflexionsphotometer ermittelt (Boehringer Mannheim, Mannheim). 
 
2.8 Proteinbestimmung 

Die Proteingehalte wurden in Anlehnung an die Methode von Bradford (20) mit dem 
Bio-Rad Protein Test quantifiziert (Bio-Rad, München). Als Standard wurde Rin-
derserumalbumin eingesetzt. 
 
2.9 Statistische Verfahren 

Wenn nicht anders vermerkt, sind die dargestellten Messpunkte Mittelwerte und 
Standardabweichungen aus mindestens drei verschiedenen Proben. Für die Darstel-
lung 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, während die Signifikanz für den 
Vergleich der Eintrittswahrscheinlichkeit mit dem χ2-Test (Chiquadrat-Test) ermittelt 
wurde. 
Die Ergebnisse der verstorbenen und moribunden Meerschweinchen wurden als 
Einzelwerte mit dem 2σ-Intervall der Kontrollwerte, in das 95% aller Beobachtungen 
fallen, verglichen. Als Kontrolltiere wurden 2 bis 3 Tage alte Meerschweinchen (n = 5) 
verwendet.  
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3. ERGEBNISSE UND DISKUSSION 
 
3.1 LEC Ratten 
 
3.1.1 Histologische und labordiagnostische Befunde 

Bis zum Alter von 62 Tagen lagen bei den LEC Ratten die Serum-GOT-Aktivitäten und 
Serumbilirubinspiegel im Bereich der Kontrollwerte, und die Lebern waren durchwegs 
histologisch unauffällig (Tabelle 1). Erste Anzeichen einer Leberbeteiligung wurden bei 
den 77-Tage-alten Tieren beobachtet. Bei diesen Tieren war mit 867 ± 10 U/l die GOT-
Aktivität im Serum im Mittel etwa 3,5-fach höher als bei den 62-Tage-alten Ratten. Teil-
weise wiesen diese Tiere auch erhöhte Serumbilirubinkonzentrationen auf (Tabelle 1). 
Das histologische Bild der Lebern war durch ein vermehrtes Auftreten von Einzelzell-
nekrosen und Anzeichen von Zelldegenerationen, wie hyaline Zytoplasmaeinschlüsse 
oder Vakuolen mit eosinophilem Inhalt gekennzeichnet. Unter den Regenerationsphä-
nomenen dominierten große Leberzellkerne und die Proliferation von Gallengängen. Als 
Reaktion auf die Schädigungen zeigten sich Ansammlungen kleiner Gruppen von 
Mesenchymzellen, darunter auch Lymphozyten und gelegentlich Granulozyten (nicht 
gezeigt). 
Die 86-Tage-alten LEC Ratten zeigten eine systemische Gelbsucht. Histologisch fielen 
vor allem Einzelzellnekrosen, vakuolisierte Zellen, Riesenkerne und hypertrophe Zellen, 
sowie eine deutliche Vermehrung von Mesenchymzellen auf. Insbesondere die Sinu-
soide waren angefüllt mit Makrophagen, die zum Teil gelblich pigmentiert und oftmals 
prall gefüllt waren mit Erythrozyten oder größeren kugeligen Restkörpern gleicher Fär-
bung (nicht gezeigt).  
Die ab dem Alter von 64 Tagen mit DPA behandelten Ratten blieben bis zum Beob-
achtungsende bei 107 Tagen ohne Symptome. Die Bilirubingehalte im Serum lagen bei 
diesen Tieren unterhalb der Meßgrenze von 0,5 mg/dl, und die Serum-GOT-Aktivitäten 
waren, wenngleich statistisch signifikant, im Mittel nur um den Faktor 1,7 höher als bei 
den 62-Tage-alten Tieren (Tabelle 1). Lichtmikroskopisch wurden zum Teil große Zell-
kerne und vereinzelt Einzelzellnekrosen, sowie bei etwa der Hälfte der Tiere geringe 
Mesenchymzellansammlungen beobachtet. 
Bei den 84- und 93-Tage-alten und den ab dem Tag 77 mit DPA behandelten Ratten 
waren die Bilirubinspiegel im Serum normal, und auch die Serum-GOT-Aktivitäten 
erreichten wieder die Werte der Kontrolltiere (Tabelle 1). Das leberhistologische Bild 
dieser Tiere war ähnlich wie beim Behandlungsbeginn, jedoch mit deutlich weniger Ein-
zelzellnekrosen und hyalinen Zytoplasmaeinschlüssen (nicht gezeigt). 
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Tabelle 1: Labordiagnostische Befunde und Leberpathologie von LEC Ratten 

Tiergruppe 
Alter (Tage) 

Bereich 
(Mittelwert ± SD)1

GOT 
(U/l Serum) 

Bereich 
(Mittelwert ± SD)1

Bilirubin 
(mg/dl Serum) 

Bereich 
(Mittelwert ± SD)2 

Leber- 
pathologie

Wistar 55-62 
(57 ± 2) 

190-311 
(246 ± 38) 

<0.5-0.6 unauffällig

LEC, Alter 62 
Tage 

59-64 
(62 ± 2) 

161-304 
(244 ± 48) 

<0.5 unauffällig

LEC, Alter 77 
Tage 

77-79 
(77 ± 1) 

510-1090 
(867 ± 210) 

<0.5-3.6 
 

auffällig 

LEC, Alter 86 
Tage 

85-87 
(86 ± 1) 

860-1605 
(1409 ± 283) 

2.6-8.1 
(6.1 ± 2.6) 

auffällig 

LEC + DPA ab 
Tag 64, Alter 
107 Tage 

106-107 
(107 ± 1) 

377-497 
(430 ± 60) 

<0.5 auffällig 

LEC + DPA ab 
Tag 77, Alter 
84 Tage 

84-85 
(84 ± 1) 

261-281 
(272 ± 10) 

<0.5 auffällig 

LEC + DPA ab 
Tag 77, Alter 
93 Tage 

92-93 
(93 ± 1) 

213-452 
(305 ± 104) 

<0.5 auffällig 

 
1) n = 3-11 
2) n = 3-6 

3.1.2 Elektronenmikroskopische Befunde 

Bereits vor den lichtmikroskopischen Auffälligkeiten waren ultrastrukturelle Veränderun-
gen in den Lebern erkennbar. So zeigten sich in den Leberzellen einer 73-Tage-alten, 
lichtmikroskopisch unauffälligen LEC Ratte mit normaler Serum-GOT-Aktivität und 
Serumbilirubinspiegel vermehrt lysosomale Profile. Zudem waren fokale Nekrosen 
erkennbar. Die Mitochondrien, der Kern und die Gallenkapillaren waren unauffällig 
(Abbildung 1). In einzelnen Zellen des retikuloendothelialen Systems fanden sich eine 
auffallend hohe phagozytotische Aktivität und zahlreiche elektronendichte Partikel (nicht 
gezeigt).  
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Abbildung 1: Feinstruktur eines Hepatozyten einer 73-Tage-
alten LEC Ratte (27.000-fache Vergrößerung). GK=Gallekapillare; 
L=Lysosom; M=Mitochondrium; K=Kern. 

A B

C D

 
 
Abbildung 2: Feinstruktur der Leber einer 77-Tage-alten LEC Ratte mit beginnender 
Leberschädigung (Vergrößerungen: A, C: 2.650-fach; B: 7.420-fach; D: 5.000-fach). 
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Abbildung 3: Feinstruktur der Leber einer 87-Tage-alten LEC 
Ratte mit Ikterus (1.670-fache Vergrößerung). 
 

 
 
Abbildung 4: Feinstruktur einer Kupffer’schen Sternzelle aus 
der Leber einer LEC Ratte mit Ikterus (16.000-fache Vergröße-
rung). 

Bei den 77-Tage-alten Tieren mit lichtmikroskopisch ersten Anzeichen einer Leber-
schädigung und bereits erhöhten Serum-GOT-Aktivitäten waren die ultrastrukturellen 
Veränderungen der Hepatozyten deutlicher. So waren die Christae der Mitochondrien 
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B

 
 
Abbildung 5: Feinstruktur der Leber einer ab dem Tag 77 mit D-Peni-
cillamin behandelten LEC Ratte (Vergrößerung: A: 2.650-fach; B: 4.320-
fach). 

und das rauhe endoplasmatische Retikulum teilweise erweitert, und die Lysosomen 
enthielten dunkle, kontrastreiche Partikel (Abbildung 2 A, B). Elektronendichtes Material 
fand sich auch, wenngleich zu einem geringeren Anteil, in den Kupffer’schen Sternzel-
len (Abbildung 2 C, D).  
Auch bei LEC Ratten mit systemischer Gelbsucht waren das rauhe endoplasmatische 
Retikulum und die mitochondrialen Christae der Hepatozyten auffallend dilatiert. 
Darüber hinaus war der perinukleäre Raum bei vielen Hepatozyten unregelmäßig 
erweitert, und insbesondere die Sinusuferzellen waren angefüllt mit lysosomalem, 
elektronendichten Material (Abbildung 3). Abbildung 4 zeigt den Anschnitt einer 
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Kupffer’schen Sternzelle mit massiver Speicherung von elektronendichten Partikeln in 
den Lysosomen. 
Bei den ab Tag 77 mit DPA behandelten Ratten waren das rauhe endoplasmatische 
Retikulum sowie die Kerne und deren perinukleäre Membran normal. Auch die Mito-
chondrien waren gut erhalten und ohne auffällige Veränderungen an den Christae. Die 
Lysosomen sowohl der Hepatozyten als auch der Kupffer’schen Sternzellen zeigten nur 
ganz vereinzelt elektronendichte Partikel (Abbildung 5). 
 
3.1.3 Kupffer’sche Sternzellen bei der Entwicklung der fulminanten Hepatitis 

Bei fortgeschrittener Hepatitis kam es in der Leber der LEC Ratten zu einer lichtmikro-
skopisch sichtbaren Ansammlung von Mesenchymzellen und einer in der Elektronen-
mikroskopie erkennbaren Speicherung elektronendichter Partikel in den Kupffer’schen 
Sternzellen. Mittels monoklonaler Antikörper gegen das ED2 Membranantigen wurden 
die Zahl und die Größe der Kupffer’schen Sternzellen bei den LEC Ratten bestimmt 
(Abbildung 6, Tabelle 2).  

A B C

 
Abbildung 6: Kupffer’sche Sternzellen in der Leber von LEC Ratten (300-fache Vergrößerung). 

A: Fischer Kontrollratte 
B: LEC Ratte, beginnende Leberschädigung, Alter 74 Tage 
C: LEC Ratte, Ikterus, Alter 85 Tage 
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Tabelle 2: Zahl und Größe der Kupffer’schen Sternzellen von LEC Ratten 

Tiergruppe 
 

Zahl der ED2 positiven Zellen 
pro Meßfeld (0,165 mm2) 

(Mittelwerte ± S.D., n=10-20) 

Durchschnittliche Fläche der 
ED2 positiven Zellen (µm2) 

(Mittelwerte ± S.D., n=10-20)

Fischer Kontrolle 169 ± 39 21 ± 4 

LEC, Alter 74 Tagea 281 ± 27b 34 ± 6b 

LEC, Ikterus 335 ± 36b,c 83 ± 29b,c 
 
a) Histologischer Leberbefund: Disseminiert hydropische Leberzelldegeneration; vereinzelt geringe 

mesenchymale Resorptionsherde; Leberzellmitosen. 
b) signifikant verschieden von der Fischer Kontrollratte (p<0,001). 
c) signifikant verschieden von der 74-Tage-alten LEC Ratte (p<0,001). 

Bei der 74-Tage-alten LEC Ratte mit bereits histologischen Leberveränderungen aber 
normaler Serum-GOT-Aktivität und normalem Bilirubinwert war sowohl die Zahl als 
auch die Größe der ED2 positiven Zellen signifikant höher als in der Kontrolle (Tabelle 
2). Tiere mit Ikterus zeigten im Mittel 70% bzw. 19% mehr Kupffer’sche Sternzellen pro 
Messfeld als die Kontrolle bzw. die 74-Tage-alte LEC Ratte. Mit 83 µm2 war die durch-
schnittliche Fläche der ED2-positiven Zellen bei diesen Tieren im Mittel um den Faktor 4 
größer als normal und mehr als doppelt so groß wie bei dem 74-Tage-alten Tier 
(Tabelle 2).  
 
3.1.4 Alters- und krankheitsabhängige Akkumulation von Kupfer 

Unmittelbar nach der Geburt war der Kupfergehalt in der Leber der LEC Ratten ähnlich 
dem der Wistar Kontrollratten, danach stieg er kontinuierlich an (Abbildung 7). Die nor-
malerweise ab dem Alter von 5 Tagen stattfindende Abnahme der hepatischen Kupfer-
gehalte aufgrund der Umstellung vom perinatalen zum adulten Kupferstoffwechsel 
wurde bei den LEC Ratten nicht beobachtet. Mit im Mittel 313 µg/g FG wurden die 
höchsten Kupfergehalte in der Leber unmittelbar vor Auftreten der systemischen Gelb-
sucht beobachtet (Abbildung 7). Die Abnahme der Kupfergehalte danach dürfte auf die 
Freisetzung von Kupfer aus geschädigten Leberzellen zurückzuführen sein. Damit 
übereinstimmend, war die Kupferkonzentration im Plasma der Tiere mit Ikterus mit 2,02 
± 0,64 µg/ml (n=6) im Mittel um mehr als das 10-fache höher als bei den nicht erkrank-
ten LEC Ratten (<0,20 µg Kupfer/ml Plasma, n=8) und um den Faktor 2,5 höher als bei 
den Kontrolltieren (nicht gezeigt).  
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In der Niere der LEC Ratten waren die Kupfergehalte bis zum Auftreten der Gelbsucht 
ähnlich denen der Kontrolltiere (Abbildung 7). Die hohen Kupfergehalte in der Niere bei 
den Tieren mit Ikterus müssen als Folge der Aufnahme von Kupfer aus dem Plasma 
interpretiert werden. 
Wie aus der Abbildung 8 hervorgeht, ist die Zunahme des hepatischen Kupfergehaltes 
bei den Tieren mit beginnender Leberschädigung vor allem auf die Zunahme der 
Metallkonzentration in der partikulären Fraktion, welche die Zellorganellen und Mem-
branfragmente enthält, zurückzuführen. Nach dem Auftreten der Gelbsucht blieb die 
Kupferkonzentration in der partikulären Fraktion unverändert und betrug 67 ± 3% des 
Gesamtkupfergehaltes. Die Behandlung mit DPA hatte durchwegs eine Abnahme der 
Organ-Kupferkonzentration zur Folge. Bei den ab Tag 64 mit DPA behandelten Ratten 
war jedoch die Mobilisierung von Kupfer, wenngleich signifikant, nur gering. Hingegen 
nahmen die hepatischen Kupfergehalte der ab Tag 77 mit DPA behandelten Tiere nach 

nur einwöchiger Behandlung auf weniger als die Hälfte im Vergleich zum Zeitpunkt des 
Behandlungsbeginns ab und erreichten im Mittel sogar niedrigere Werte als die der LEC 
Ratten ohne Befund. Der Rückgang der Kupferkonzentrationen in der partikulären Frak-
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Abbildung 7: Altersabhängige Kupferakkumulation in Leber und Niere von LEC Ratten 
(Mittelwerte ± SD, n=3-5). Der graue Bereich kennzeichnet das Alter der Tiere mit systemischer 
Gelbsucht.  
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tion während dieses Zeitraums war mit Faktor 3 noch deutlicher (Abbildung 8). Die Be-
handlung mit DPA über 9 zusätzliche Tage hatte keinen weiteren Effekt auf die Leber-
kupfergehalte der Tiere. 
 

Cu gesamt

Cu partikulär

#

*Abbildung 8: Kupfergehalte in der Leber von LEC Ratten mit und ohne 
Behandlung mit D-Penicillamin (DPA) (Mittelwerte ± SD, n=3-11). 
# signifikant verschieden von den 62-Tage-alten LEC Ratten (p<0,05). 
* signifikant verschieden von den 77-Tage-alten LEC Ratten mit beginnender 

Leberschädigung (p<0,05). 

3.1.5 Lokalisation und Bindung von Kupfer in der Leber 

Abhängig vom Schweregrad der Leberschädigung und der Behandlung mit DPA wurde 
die Lokalisation von Kupfer im Zytoplasma und den zellulären Organellen untersucht. 
Über die Charakterisierung der Kupferbindung wurde auf die Reaktivität des Metalls in 
den verschiedenen Kompartimenten geschlossen. 
 
3.1.5.1 Zytoplasma 

Das Zytoplasma scheint für eine Vielzahl der zu Akkumulation befähigten Metalle quan-
titativ ein wesentlicher Speicherort zu sein, und somit werden in vielen Geweben und 
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isolierten Zellen die Gehalte an diesen Metallen oftmals durch deren Konzentration im 
Zytoplasma bestimmt. Der Grund hierfür ist die Bindung der Metalle an spezifische 
Peptide und Proteine, die entweder basal in hoher Konzentration im Zytoplasma vor-
kommen oder, wie im Falle von MT, deren Synthese durch ein erhöhtes Angebot an 
Metallen stimuliert wird.  
Mit etwa 145 µg/g Leberfeuchtgewicht wurden die höchsten zytoplasmatischen Kupfer-

B

A Cu gesamt

Cu gebunden an MT

MT gesamt

MT Cu-haltig

#

#

#

#

** **

*
*

*
*

  
Abbildung 9: Kupfer (A) und Metallothionein (MT) (B) im Zytoplasma der Leber von 
LEC Ratten mit und ohne Behandlung mit D-Penicillamin (DPA) (Mittelwerte ± SD, n=3-11). 
# signifikant verschieden von den 62-Tage-alten LEC Ratten (p<0,05). 
signifikant verschieden von den 77-Tage-alten LEC Ratten mit beginnender 
Leberschädigung (p<0,05). 



 
 
 

18

gehalte vor dem Auftreten bzw. bei den ersten Anzeichen der Leberschädigung beo-
bachtet (Abbildung 9 A). Der Anteil am Gesamtkupfergehalt der Leber (vgl. Abbildung 8) 
betrug damit im Mittel etwa 68% bei den 62-Tage-alten, gesunden LEC Ratten und 
lediglich 43% bei den 77-Tage-alten Tieren mit beginnender Leberschädigung. 
Bei den Tieren mit Ikterus nahmen die zytosolischen Leber-Kupferkonzentrationen um 
etwa 40% gegenüber den Maximalwerten ab (Abbildung 9 A) und betrugen nur noch 
etwa 33% des Gesamtkupfergehaltes der Leber. Die Freisetzung von Kupfer aus 
geschädigten Leberzellen ist somit offensichtlich vor allem auf das Kupfer im Zyto-
plasma zurückzuführen. Die Behandlung mit DPA führte durchwegs zu einer Erniedri-
gung der zytoplasmatischen Kupfergehalte (Abbildung 9 A).  
In Übereinstimmung mit unseren früheren Befunden, war MT der hauptsächliche Bin-
dungspartner des zytosolischen Kupfer. Über die Konzentrationen von Kupfer und 
kupferhaltigem MT ergibt sich, dass das zytosolische Kupfer annähernd vollständig an 
MT gebunden ist, unabhängig von dem Schweregrad der Leberschädigung und der 
Behandlung mit DPA (Abbildung 9 A).  
Mit 1.912 ± 346 µ/g Leberfeuchtgewicht wurden die höchsten MT-Gehalte bei den 62-
Tage-alten LEC Ratten ermittelt. LEC Ratten mit Ikterus wiesen mit 935 ± 118 µg/g FG 
die niedrigsten MT-Gehalte auf (Abbildung 9 B). Die MT-Gehalte korrelierten gut mit 
den Kupfergehalten, unabhängig vom Grad der Leberschädigung oder der Behandlung 
mit DPA.  
Der Anteil des kupferhaltigen MT war durchwegs höher als 60% und erreichte bei den 
Ratten mit Ikterus den Maximalwert von 78 ± 6% vom Gesamt-MT-Gehalt.  
 
3.1.5.2 Lysosomen und Mitochondrien 

Die Verteilung von Kupfer und MT in der Lysosomen-Mitochondrien-Fraktion der Leber 
von LEC Ratten nach der Trennung über den Dichtegradienten ist in Abbildung 10 dar-
gestellt. Wie die Verteilungen der lysosomenspezifischen AP-Aktivitäten und der mito-
chondrienspezifischen SDH-Aktivitäten zeigen (Abbildung 10, eingeschobene Abbildung 
im oberen Teil), ist Kupfer und MT in den Fraktionen 7-9 nahezu ausschließlich lysoso-
malen Ursprungs, während die Fraktionen 3-5 überwiegend Kupfer und MT aus Mito-
chondrien beinhalten. Die Herkunft des Kupfer und MT in den Fraktionen 2 und 6 kann 
nicht eindeutig zugeordnet werden. Die Kupfer- und MT-Konzentrationen in Fraktion 10 
sind auf zytosolische Verunreinigungen zurückzuführen.  
Eine zunehmende Anreicherung von Kupfer in Mitochondrien wurde zwar mit dem Fort-
schreiten der Leberschädigung bis zum 10-fachen gegenüber der Kontrolle beobachtet, 
dennoch war die Konzentration an Kupfer in diesen Organellen vergleichsweise gering 
und erreichte bei den Tieren mit Ikterus Maximalwerte von 0,68 ± 0,05 µg Kupfer/mg 
Protein (Abbildung 10). 
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Die höchsten Kupfer- und MT-Konzentrationen wurden in der Fraktion 1, die Fraktion 
mit der höchsten Dichte, gefunden. Bei den Tieren mit beginnender Leberschädigung 
betrug die Kupferkonzentration in dieser Fraktion im Mittel 6,72 µg/mg Protein, bei den 
Tieren mit Ikterus sogar 24,9 µg/mg Protein und lag damit etwa 600-fach über dem 
Wert der Wistar Ratten bzw. 250-fach über dem Wert der LEC Ratten ohne histopatho-

LEC + DPA ab Tag 77, Alter 93 Tage

LEC + DPA ab Tag 64, Alter 107 Tage
LEC + DPA ab Tag 77, Alter 84 Tage

LEC, Ikterus, Alter 86 Tage

LEC, ohne Befund, Alter 62 Tage
LEC, beginnende Leberschädigung, Alter 77 Tage

Wistar

LEC + DPA ab Tag 77, Alter 93 Tage

LEC + DPA ab Tag 64, Alter 107 Tage
LEC + DPA ab Tag 77, Alter 84 Tage

LEC, Ikterus, Alter 86 Tage

LEC, ohne Befund, Alter 62 Tage
LEC, beginnende Leberschädigung, Alter 77 Tage
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Abbildung 10: Kupfer (oberer Teil der Abbildung) und Metallothionein (MT) (unterer Teil 
der Abbildung) in den Dichtefraktionen der über den Nycodenzgradienten getrennten 
Lysosomen-Mitochondrien-Fraktion (Mittelwerte, n=3-11). Die eingeschobene Abbildung 
im oberen Teil zeigt die typische Verteilung der Aktivitäten von saurer Phosphatase (AP) 
und Succinatdehydrogenase (SDH) in den Fraktionen (Mittelwerte, n=16). 
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Abbildung 11: A) Transmissionselektronenmikroskopie der mittels Dichtegradientenzentrifugation 
isolierten Partikel hoher Dichte (Fraktion 1 des Nycodenzgradienten) aus der Leber einer LEC Ratte mit 
Ikterus (52.400-fache Vergrößerung). B) Energiedispersive Röntgenanalyse der elektronendichten Matrix 
der Partikel. Die Aluminium (Al)-, Nickel (Ni)- und Platin (Pt)-Peaks stammen vom Probenteller, dem 
Netzchen bzw. der Oberflächenbeschichtung. 

logischen Befund (Abbildung 10). Diese Fraktion enthielt insbesondere bei den kranken 
Tieren große Anteile an bräunlich gefärbtem, partikulären Material. Die Bestimmung des 
Metall-, Protein- und MT-Gehaltes in diesen Partikeln war nur nach vorheriger Solubili-
sierung des Materials mit Guanidiniumthiocyanat und 2-ME möglich. Die gute Korrela-
tion zwischen den Kupfer- und MT-Gehalten in dieser Fraktion ist ein Hinweis dafür, 
dass MT an der Bindung des partikulären Kupfer beteiligt ist. Nach den elektronen-
mikroskopischen Aufnahmen ist das partikuläre Material der Fraktion 1 ebenfalls in 
Lysosomen lokalisiert, die Membran, welche die Organellen umgibt, ist deutlich erkenn-
bar (Abbildung 11 A). Das elektronendichte Material in diesen Organellen wurde mit 
Hilfe der Röntgenelementaranalyse als kupferhaltig identifiziert (Abbildung 11 B). Unter 
Berücksichtigung unserer elektronenmikroskopischen Befunde (Kapitel 3.1.2) ist davon 
auszugehen, dass die kupferbeladenen Lysosomen in der Fraktion 1, insbesondere bei 
den Tieren mit Ikterus, zu einem ganz überwiegenden Anteil aus den Kupffer’schen 
Sternzellen stammen. Noch ist unklar, warum diese Fraktion keine lysosomenspezifi-
sche Enzymaktivität aufwies.  
Die DPA-Behandlung der 62-Tage-alten LEC Ratten ohne Befund konnte die Bildung 
des partikulären Kupfer nicht vollständig verhindern, die Kupferkonzentration lag bei 
diesen Tieren mit durchschnittlich 1,52 µg/mg Protein nach 106 Tagen jedoch um den 
Faktor 4,5 unter derjenigen der Tiere mit beginnender Leberschädigung.  
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Bei Tieren mit beginnender Leberschädigung führte die Behandlung mit DPA bereits 
nach einer Woche zu einer Halbierung der Kupferkonzentration und einer 32%-igen 
Reduzierung der MT-Konzentration in der Fraktion 1. Nach 9 Tagen weiterer Behand-
lung mit DPA nahmen die Kupfer- und MT-Konzentrationen im Mittel bis auf 15% bzw. 
25% der Werte bei Behandlungsbeginn ab (Abbildung 10).  
 
Eine deutliche Anreicherung von Kupfer und MT wurde auch in den lysosomenspezifi-
schen Fraktionen (Fraktion 9) des Dichtegradienten beobachtet (Abbildungen 10). Die 
MT-Konzentrationen korrelierten gut mit den Kupfergehalten, unabhängig von dem 
Grad der Leberschädigung und der Behandlung mit DPA. Kupfer und MT lagen zum 
Großteil in unlöslicher Form vor.  
Bereits die 62-Tage-alten Ratten ohne Befund zeigten deutlich erhöhte Kupferkon-
zentrationen in den hepatischen Lysosomen. Tiere mit Ikterus wiesen mit 1.530 ± 364 
ng/mg lysosomales Protein die höchsten Kupfergehalte auf (Abbildung 10). Der Anteil 
des löslichen Kupfer war bei diesen Tieren mit etwa 25% geringer als bei den 62-Tage-
alten, gesunden Tieren (45% löslicher Kupferanteil) (nicht gezeigt).  
Die Gesamt-MT-Gehalte in den Lysosomen zeigten keine Abhängigkeit vom Grad der 
Leberschädigung. So wurden bei den 62-Tage-alten Tieren mit im Mittel 14,3 µg/mg 
Protein nahezu identische MT-Gehalte beobachtet wie bei den Tieren mit Ikterus 
(Abbildung 10). Hingegen nahm der Anteil des löslichen MT von 35% bei den 62 Tage 
alten Tieren bis zu 19% bei den Tieren mit Gelbsucht kontinuierlich ab (nicht gezeigt). 
Die Behandlung der 62-Tage-alten Ratten mit DPA hatte keinen signifikanten Einfluss 
auf die Kupfer- und Gesamt-MT-Gehalte in den Lysosomen. Wurden hingegen Tiere mit 
beginnender Leberschädigung mit DPA behandelt, so nahmen der Gesamt-Kupferge-
halt bereits nach einer Woche um zwei Drittel und der Gesamt-MT-Gehalt um ein Drittel 
ab (Abbildung 10). 
 
3.1.5.3 Zellkerne und Mikrosomen 

Die Kupfergehalte der Mikrosomen und der Kern-Membran-Fraktion aus der Leber der 
LEC Ratten sind in Tabelle 3 aufgeführt. Die mikrosomalen Kupferkonzentrationen 
waren, unabhängig von der Progression der Leberschädigung und der Behandlung mit 
DPA, durchwegs gering und betrugen im Mittel maximal 3,3 µg/g FG, entsprechend 
einem Anteil von 1,7% des partikulären Kupfer. In der Kern-Membran-Fraktion waren 
die Kupfergehalte bei den leicht erkrankten Tieren und den Tieren mit Ikterus mit im 
Mittel 20,7 bzw. 18,0 µg/g FG am höchsten. Während die DPA-Behandlung der 64-
Tage-alten LEC Ratten keinen Einfluss auf die Kupferkonzentration hatte, war bei den 
ab Tag 77 mit DPA behandelten Tieren der Kupfergehalt nach einer Woche durch-
schnittlich um 59% und nach 16 Tagen um 76% gegenüber dem Ausgangswert signifi-
kant verringert (Tabelle 3). Kupfer lag in der Kern-Membran-Fraktion ausschließlich in 
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unlöslicher Form vor. Nach Solubilisierung mit Guanidiniumthiocyanat und 2-ME war 
MT nachweisbar (nicht gezeigt). 
 

Tabelle 3: Kupfer in Mikrosomen und der Kern-Membran-Fraktion  
der Leber von LEC Ratten 

Tiere 
Kupfer in Mikrosomen1 
(prozentualer Anteil am 

partikulären Kupfer)2 

Kupfer in der Kern-Membran-
Fraktion1 

(prozentualer Anteil am 
partikulären Kupfer)2 

LEC, ohne Befund, 
Alter 62 Tage 

0,3 ± 0,5 
(0,4) 

3,3 ± 0,1 
(4,8) 

LEC, beginnende 
Leberschädigung, 
Alter 77 Tage 

3,3 ± 2,9 
(1,7) 

20,7 ± 5,6 
(10,8) 

LEC, Ikterus, Alter 
86 Tage 

1,0 ± 0,4 
(0,5) 

18,0 ± 2,9 
(9,8) 

LEC + DPA ab Tag 
64, Alter 107 Tage 

0,0 ± 0,0 
(0) 

3,3 ± 1,1 
(4,5) 

LEC + DPA ab Tag 
77, Alter 84 Tage 

0,3 ± 0,5 
(0,4) 

8,5 ± 0,8* 
(12,0) 

LEC + DPA ab Tag 
77, Alter 93 Tage 

0,1 ± 0,2 
(0,2) 

5,0 ± 0,5* 
(8,9) 

1 µg/g FG (Mittelwerte ± SD, n=3-6) 
2 Mittelwerte 
* signifikant verschieden von den 77 Tage alten LEC Ratten mit beginnender Leberschädigung 

(p<0,05) 

 
3.1.6 Diskussion 
 
Lokalisation von Kupfer in der Leber  
Die bis zum Auftreten erster Anzeichen einer Leberschädigung kontinuierlich anstei-
genden Kupferkonzentrationen in der Leber von LEC Ratten betraf die einzelnen zellu-
lären Kompartimente in unterschiedlichem Ausmaß. In der präsymptomatischen Phase 
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nahmen die Kupfergehalte vor allem im Zytoplasma zu, während mit dem Fortschreiten 
der Hepatitis bis zur Entwicklung der systemischen Gelbsucht ein Anstieg der Kupfer-
gehalte nur noch in den zellulären Organellen der Leber erfolgte.  
 
Bindung von Kupfer in der Leber  
Im Zytoplasma der Leber lag Kupfer überwiegend an MT gebunden vor. Die gute Kor-
relation der Kupfergehalte mit den MT-Gehalten weist auf eine MT-Induktion durch 
Kupfer hin, könnte aber auch bedeuten, dass infolge einer erhöhten kupferunabhängi-
gen Expression des Proteins vermehrt Kupfer gebunden wird.  
In Lysosomen ist die Bindung von Kupfer bislang nur unzureichend charakterisiert. 
Nach den vorliegenden Untersuchungen liegt nur ein geringer Anteil des lysosomalen 
MT als natives, ausschließlich kupferhaltiges Protein vor, der weitaus größte Teil ist ein 
unlösliches, kupferhaltiges Polymer. Unser Befund, wonach das Polymer nur nach vor-
hergehender Inkubation mit 2-ME solubilisiert werden konnte, ist ein indirekter Beweis 
dafür, dass die Bildung des Polymers oxidativ über die Bildung von MT Disulfidbrücken 
verläuft. Die besondere Oxidationsempfindlichkeit von kupferhaltigem MT wurde auch in 
vitro nachgewiesen, und die Bildung von Disulfidbrücken während der Oxidation mehr-
fach bestätigt (21, 22). Eine Folge der Oxidation der Thiolgruppen ist die im Vergleich 
zu nativem MT schwächere Bindung von Kupfer an das Protein und damit eine höhere 
Reaktivität des Metalls. 
Polymere aus kupferhaltigem MT fanden sich auch in den Kupffer’schen Sternzellen 
erkrankter LEC Ratten. Wenngleich eine Synthese von MT in diesen Zellen prinzipiell 
möglich ist (23), spricht das Auftreten von MT erst während des fulminanten Verlaufs 
der Hepatitis, also in einer späten Phase der Kupfer-Akkumulation, gegen eine solche 
MT-Neusynthese. Die Akkumulation der MT-Polymere in den Kupffer’schen Sternzellen 
lässt sich vielmehr, und im Einklang mit der Funktion dieser Zellen, als die Folge der 
Phagozytose von kupferhaltigen lysosomalen Partikeln aus nekrotischen oder apoptoti-
schen Parenchymzellen verstehen.  
 
Zur Hepatotoxizität von Kupfer 
Vor dem Hintergrund der ausgeprägten intra- und interzellulären Umverteilung von 
Kupfer im Verlauf der kupfervermittelten Leberschädigung und der unterschiedlichen 
Bindung des Metalls in den verschiedenen Kompartimenten besitzt die Frage, welche 
Bindungsform von Kupfer toxisch ist und auf welchem subzellulären Niveau der 
Schaden initial und irreversibel auftritt, eine besondere Bedeutung. 
Einige Autoren vertreten die Auffassung, dass die Toxizität von Kupfer allein durch das 
überschüssige Metall im Zytoplasma hervorgerufen wird (24, 25), bzw., dass reaktives 
Kupfer aus kupferhaltigem MT im Zytoplasma freigesetzt wird, kupferhaltiges MT also 
prooxodativ wirkt (26, 27). Dies stützt sich vor allem auf Beobachtungen aus in vitro Ex-
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perimenten, nach denen in Gegenwart von kupferhaltigem MT und hohen Konzentratio-
nen von Wasserstoffperoxid zweiwertiges Kupfer entsteht und Hydroxylradikale gebildet 
werden (27). Wenngleich Wasserstoffperoxid intermediär auch in vivo entstehen kann, 
dürften die Konzentrationen jedoch nicht ausreichen, um die Thiolgruppen in MT in vivo 
zu oxidieren. Außerdem sind die Kupfer-Thiolat-Cluster vergleichsweise stabil gegen-
über der Oxidation durch Superoxid und Hydroxylradikale (28, 29). Darüber hinaus 
wären bei einer prooxidativen Wirkung von kupferhaltigem MT oxidative Schäden immer 
dann zu erwarten, wenn die Synthese des Proteins aufgrund eines erhöhten Angebots 
an Kupfer induziert und das Metall vermehrt MT-gebunden vorliegt. Nach zahlreichen in 
vitro Befunden und tierexperimentellen Untersuchungen ist dies jedoch nicht zutreffend, 
im Gegenteil, die Bindung von Kupfer an MT erhöht die zelluläre Toleranz gegenüber 
dem Metall (30, 31). Kupfer im Zytoplasma kann demnach nur dann toxisch wirken, 
wenn sich seine Reaktivität entweder vor der MT-Induktion auswirkt oder seine Kon-
zentration so hoch wird, dass die Synthesekapazität für MT nicht mehr ausreicht. 
Gegen erstere Annahme spricht die Beobachtung, dass die höchsten zytoplasmati-
schen Kupfer- und MT-Gehalte und damit die mutmaßlich höchste MT-Syntheserate bei 
den Tieren gefunden wurden, die noch keine Anzeichen einer Leberschädigung aufwie-
sen. Außerdem geht nach Befunden an Hepatoma Zellinien eine erhöhte MT-
Genexpression durch Kupfer mit einer Resistenz gegenüber dem Metall einher (32). 
Auch spricht die gute Korrelation zwischen den Kupfer- und MT-Gehalten, selbst bei 
den beobachtete Spitzenkonzentrationen an Kupfer, gegen eine Limitierung der Syn-
these von MT. Damit erscheint es naheliegend, dass die Hepatotoxizität bei der LEC 
Ratte nicht durch das Kupfer im Zytoplasma initiiert wird.  
Aufgrund der beobachteten Akkumulation von Kupfer in Mitochondrien und Zellkernen 
der Lebern von Patienten mit verschiedenen Kupferspeicherkrankheiten, darunter auch 
Säuglingen mit frühkindlicher Leberzirrhose wurde vermutet, dass die Toxizität des 
Metalls von diesen Organellen ausgeht (33-35). Allerdings wurden in diesen Untersu-
chungen Zellfraktionen verwendet, deren Reinheit zumeist nicht geprüft wurde. Die 
wenigen Untersuchungen, in denen die Zellfraktionen auf spezifische Markerenzyme 
oder elektronenmikroskopisch charakterisiert wurden, haben ergeben, dass die Mito-
chondrien und Zellkerne enthaltenden Fraktionen durchwegs mit schweren, kupferbe-
ladenen Lysosomen und elektronendichten Partikeln verunreinigt waren (36, 37). Auch 
nach unseren Untersuchungen wiesen Tiere mit lichtmikroskopisch auffälligem Leber-
befund erhöhte Kupfergehalte in den, durch Dichtezentrifugation gewonnenen Mito-
chondrien und Kern-Membran-Fraktionen auf, die auf Verunreinigungen durch lysoso-
males Kupfer zurückgeführt werden konnten. In der Kern-Membran-Fraktion lag das 
Metall ausschließlich in unlöslicher Form vor und zeigte die gleichen Eigenschaften wie 
das polymergebundene Kupfer, das mit Hilfe des Dichtegradienten aus den 
Kupffer’schen Sternzellen isoliert wurde. Offensichtlich ist die Sedimentation von 
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kupferhaltigen Partikeln hoher Dichte zusammen mit Zellkernen und Membranfrag-
menten die eigentliche Ursache für die beschriebenen erhöhten Kupfergehalte in den 
Kernen, gerade im fortgeschrittenen Stadium der Lebererkrankung. 
Die Bedeutung der Lysosomen bei der Speicherung von Kupfer und für den Verlauf der 
chronischen Kupfertoxizität ist Gegenstand zahlreicher, zum Teil kontrovers geführter 
Diskussionen. Während vor allem in älteren Arbeiten die Sequestrierung von Kupfer in 
Lysosomen als ein Mechanismus zur Entgiftung des Metalls verstanden wurde (38-40), 
gibt es neuerdings immer mehr Anhaltspunkte dafür, dass dem in den Lysosomen 
akkumulierten Kupfer eine wesentliche Rolle bei der Toxizität des Metalls zukommt. 
Lysosomenschädigungen im Zusammenhang mit einer abnormaler Kupferakkumulation 
wurden in einigen in vivo Studien und in vitro Experimenten beschrieben. So wiesen die 
mit Kupfer angereicherten Lysosomen der Hepatozyten von LEC Ratten und normalen 
Ratten, die über die Nahrung oder das Trinkwasser mit Kupfer belastet wurden, neben 
einem vergrößerten Volumen auch erhebliche ultrastrukturelle Veränderungen und 
einen erhöhten pH-Wert auf (41-44). Die vorherrschenden Merkmale der gestörten 
strukturellen Integrität der Organellen waren oxidative Membranschäden, eine verän-
derte Membran-Lipid-Zusammensetzung, sowie verminderte Fluidität und erhöhte Fra-
gilität der Membranen. Auch unsere Untersuchungen lassen vermuten dass die 
Kupferhepatotoxizität von den Lysosomen ausgeht. Einerseits liegt das Metall dort auf-
grund seiner lockeren Assoziation an Polymere von MT in einer vergleichsweise reakti-
ven Form vor, andererseits ist die Gesundung der Tiere durch die DPA Behandlung vor 
allem von einer Mobilisierung des Kupfers in den Lysosomen begleitet.  
 
Zur Rolle der Kupffer’schen Sternzellen 
Noch gänzlich ungeklärt in seiner Bedeutung für die kupferinduzierte Leberschädigung 
ist die Akkumulation des Metalls in den Kupffer’schen Sternzellen. Zum einen kann an-
genommen werden, dass die kupferhaltigen Polymere aus MT auch in diesen Zellen ein 
beträchtliches toxisches Potential besitzen. Zum anderen kann die Phagozytose nekro-
tischer oder apoptotischer Parenchymzellen durch Kupffer’sche Sternzellen diese Zel-
len stimulieren, so dass vermehrt reaktive zytotoxische Sauerstoffspezies und Media-
toren, wie TNF-α und Interleukine freigesetzt werden. Solche Mediatoren fördern die 
Einwanderung und die Aktivierung von Neutrophilen, die ihrerseits Sauerstoffradikale 
und toxische Mediatoren freisetzen können, wodurch der oxidative Stress weiter erhöht, 
und Entzündungsreaktionen verstärkt werden.  
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3.2 Meerschweinchen 
 
Insgesamt wurden 140 Tiere in die Studie einbezogen. Während der Versuchsdauer 
verstarben 17 Tiere, davon 3 Tiere der Kontrollgruppe. Außerdem erkrankten 2 Tiere 
der höchsten Dosisgruppe bereits innerhalb von 2 Tagen. Bei 11 der verstorbenen 
kupferdosierten Tieren bestand kein Zusammenhang zwischen der Todesursache und 
der Kupferexposition, die überwiegende Zahl dieser Tiere verstarb an einem akuten 
schockbedingten Lungenemphysem nach dem Tränken. Bei 3 verstorbenen Tieren, alle 
aus der höchsten Dosisgruppe, und den beiden erkrankten Tieren ist nach den patholo-
gischen und biochemischen Befunden ein Zusammenhang zwischen Tod bzw. Erkran-
kung und der Kupferexposition als wahrscheinlich anzunehmen.  
Im folgenden werden die Ergebnisse für die nicht-verstorbenen bzw. nicht erkrankten 
Tiere und die 5 verstorbenen bzw. erkrankten Tiere getrennt dargestellt und diskutiert. 
 
3.2.1 Nicht verstorbene bzw. nicht erkrankte Tiere 

Die Gewichtsentwicklung der Meerschweinchen in den verschiedenen Dosisgruppen ist 
in der Tabelle 4 zusammengefasst. Lediglich in der dritten Woche wurden in der 10 mg 
und der 30 mg Gruppe statistisch signifikante, verminderte Körpergewichtszunahmen 
festgestellt. Da der Effekt nur in diesem Zeitraum auftrat, somit reversibel zu sein 
scheint und außerdem nicht dosisabhängig war, ist er nicht als Parameter für systemi-
sche Toxizität anzusehen.  
Die absoluten und relativen Organgewichte sind in den Tabellen 5-13 zusammenge-
stellt. Die Gehirngewichte (Tabelle 5) der kupferexponierten Meerschweinchen entspra-
chen mit zwei Ausnahmen denen der Kontrolltiere und wurden deshalb zur Ermittlung 
der relativen Gewichte der anderen Organe herangezogen. 
Die absoluten und relativen Lebergewichte waren in der höchsten Dosisgruppe am Tag 
3, 10 und 28 und in der 15 mg Gruppe am Tag 10 erniedrigt (Tabelle 6 und 7). Höhere 
absolute und relative Lebergewichte wurden hingegen in der höchsten Dosisgruppe am 
Tag 14 festgestellt. Das Auftreten dieser Veränderungen vor allem in der höchsten, nie 
aber in der niedrigsten Dosisgruppe, legt den Schluss nahe, dass sie in Zusammen-
hang mit der Kupferexposition stehen. Da jedoch die Effekte zum einen gegenläufig 
waren, zum anderen nur zu den genannten Zeitpunkten beobachtet wurden, somit 
selbst bei kontinuierlicher Exposition reversibel zu sein scheinen, sind sie nicht als 
bewertungsrelevant anzusehen. Gleiches gilt für die Veränderungen der absoluten und 
relativen Gewichte der Nieren (Tabelle 8 und 9), der Milz (Tabelle 10 und 11) und des 
Thymus (Tabelle 12 und 13), die lediglich in einigen Versuchsgruppen beobachtet wur-
den. 
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Tabelle 4: Gewichtszunahme kupferexponierter Meerschweinchen (g)  
(Mittelwerte ± SD) 

 Dosis (mg Kupfer/kg Körpergewicht/Tag) 

Woche 0 10 15 30 

1a 33,9 ± 6,6  
(n=22) 

34,2 ± 15,8 
(n=19) 

38,8 ± 12,6  
(n=22) 

33,0 ± 16,8  
(n= 24) 

2a 67,1 ± 12,8 
(n=15) 

66,2 ± 9,8  
(n=17) 

73,2 ± 8,4 
(n=17) 

65,4 ± 13,7 
(n=16) 

3a 80,8 ± 11,4 
(n=11) 

65,8 ± 6,9  
(n=13)* 

80,9 ± 10,3 
 (n=13) 

66,5 ± 11,8 
(n=12)* 

4a 69,7 ± 12,6  
(n=6) 

59,2 ± 14,3  
(n=9) 

75,1 ± 16,5 
(n=9) 

72,3 ± 17,7 
(n=8) 

9b 212,5 ± 84,1 
(n=2) 

201,2 ± 68,9 
(n=5) 

242,3 ± 16,9  
(n=4) 

136,3 ± 47,9  
(n=4) 

a Wöchentliche Gewichtszunahme 
b Gewichtszunahme zwischen Woche 4 und Woche 9 
* signifikant verschieden von den Tieren gleichen Alters ohne Kupferexposition (p < 0,01) 
 
 
 

Tabelle 5: Absolute Gehirngewichte kupferexponierter Meerschweinchen1 

Dosis2 Alter (Tage) 

 3 6 10 14 21 28 60 

0 2,70 ± 0,02 2,68 ± 0,14 3,05 ± 0,10 3,22 ± 0,25 3,44 ± 0,08 3,31 ± 0,19 4,06 ± 0,07 

10 2,95 ± 0,05** 2,78 ± 0,18 3,03 ± 0,24 3,19 ± 0,17 3,48 ± 0,15 3,49 ± 0,24 3,80 ± 0,31 

15 2,69 ± 0,18 3,04 ± 0,18* 3,00 ± 0,14 3,10 ± 0,14 3,55 ± 0,07 3,58 ± 0,25 3,98 ± 0,29 

30 2,77 ± 0,14 2,88 ± 0,19 2,86 ± 0,21 3,37 ± 0,33 3,27 ± 0,33 3,60 ± 0,10* 3,96 ± 0,22 

1 Angaben in g, Mittelwerte ± SD, n=4-6 
2 (mg Kupfer/kg Körpergewicht/Tag) 
* signifikant verschieden von den Tieren gleichen Alters ohne Kupferexposition (p < 0,05) 
** signifikant verschieden von den Tieren gleichen Alters ohne Kupferexposition (p < 0,01) 
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Tabelle 6: Absolute Lebergewichte kupferexponierter Meerschweinchen1 

Dosis2 Alter (Tage) 

 3 6 10 14 21 28 60 

0 5,61 ± 1,00 4,75 ± 0,77 6,73 ± 0,78 6,26 ± 2,12 11,64 ± 1,69 15,18 ± 3,28 24,87 ± 13,06

10 5,46 ± 0,86 5,38 ± 0,75 6,61 ± 0,49 7,26 ± 1,75 11,33 ± 1,71 13,72 ± 3,07 20,04 ± 3,26 

15 4,39 ± 0,58 4,91 ± 0,28 3,94 ± 0,85** 8,59 ± 0,92 13,78 ± 1,62 13,72 ± 4,12 24,58 ± 3,23 

30 3,78 ± 0,58** 4,31 ± 0,59 4,20 ± 0,65** 9,37 ± 0,91* 9,45 ± 2,67 10,84 ± 1,03* 16,81 ± 4,40 

1 Angaben in g, Mittelwerte ± SD, n=4-6 
2 (mg Kupfer/kg Körpergewicht/Tag) 
* signifikant verschieden von den Tieren gleichen Alters ohne Kupferexposition (p < 0,05) 
** signifikant verschieden von den Tieren gleichen Alters ohne Kupferexposition (p < 0,01) 
 
 

Tabelle 7: Relative Lebergewichte kupferexponierter Meerschweinchen1 

Dosis2 Alter (Tage) 

 3 6 10 14 21 28 60 

0 2,08 ± 0,39 1,77 ± 0,19 2,20 ± 0,21 1,92 ± 0,54 3,38 ± 0,46 4,55 ± 0,76 6,10 ± 3,11 

10 1,85 ± 0,28 1,95 ± 0,38 2,18 ± 0,15 2,28 ± 0,56 3,24 ± 0,37 3,92 ± 0,72 5,26 ± 0,61 

15 1,63 ± 0,12 1,61 ± 0,07 1,31 ± 0,26** 2,78 ± 0,39* 3,88 ± 0,41 3,79 ± 0,87 6,23 ± 1,13 

30 1,36 ± 0,21** 1,50 ± 0,24 1,46 ± 0,13** 2,78 ± 0,05* 2,85 ± 0,58 3,02 ± 0,32* 4,25 ± 1,14 

1 Angaben in g, Mittelwerte ± SD, n=4-6 
2 (mg Kupfer/kg Körpergewicht/Tag) 
* signifikant verschieden von den Tieren gleichen Alters ohne Kupferexposition (p < 0,05) 
** signifikant verschieden von den Tieren gleichen Alters ohne Kupferexposition (p < 0,01) 
 
 

Tabelle 8: Absolute Nierengewichte kupferexponierter Meerschweinchen1 

Dosis2 Alter (Tage) 

 3 6 10 14 21 28 60 

0 1,20 ± 0,14 1,25 ± 0,14 1,77 ± 0,19 1,89 ± 0,45 2,89 ± 0,34 3,16 ± 0,17 4,00 ± 0,98 

10 1,14 ± 0,06 1,41 ± 0,15 1,58 ± 0,19 1,70 ± 0,39 2,56 ± 0,21 3,08 ± 0,47 4,25 ± 0,45 

15 1,10 ± 0,16 1,32 ± 0,13 1,56 ± 0,18 2,19 ± 0,24 3,17 ± 0,22 3,32 ± 0,54 4,87 ± 0,59 

30 1,04 ± 0,07* 1,23 ± 0,08 1,26 ± 0,16** 2,25 ± 0,28 2,41 ± 0,49 3,25 ± 0,13 4,05 ± 0,62 

1 Angaben in g, Mittelwerte ± SD, n=4-6 
2 (mg Kupfer/kg Körpergewicht/Tag) 
* signifikant verschieden von den Tieren gleichen Alters ohne Kupferexposition (p < 0,05) 
** signifikant verschieden von den Tieren gleichen Alters ohne Kupferexposition (p < 0,01) 
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Tabelle 9: Relative Nierengewichte kupferexponierter Meerschweinchen1 

Dosis2 Alter (Tage) 

 3 6 10 14 21 28 60 

0 0,44 ± 0,05 0,47 ± 0,03 0,58 ± 0,05 0,58 ± 0,10 0,84 ± 0,09 0,95 ± 0,06 0,98 ± 0,22 

10 0,39 ± 0,02 0,51 ± 0,06 0,52 ± 0,05 0,53 ± 0,12 0,73 ± 0,04 0,88 ± 0,13 1,12 ± 0,10 

15 0,41 ± 0,03 0,43 ± 0,04 0,52 ± 0,05 0,71 ± 0,10 0,89 ± 0,05 0,92 ± 0,09 1,23 ± 0,21 

30 0,38 ± 0,04* 0,43 ± 0,02* 0,44 ± 0,02** 0,67 ± 0,05 0,73 ± 0,09 0,91 ± 0,04 1,03 ± 0,18 

1 Angaben in g, Mittelwerte ± SD, n=4-6 
2 (mg Kupfer/kg Körpergewicht/Tag) 
* signifikant verschieden von den Tieren gleichen Alters ohne Kupferexposition (p < 0,05) 
** signifikant verschieden von den Tieren gleichen Alters ohne Kupferexposition (p < 0,01) 
 
 

Tabelle 10: Absolute Milzgewichte kupferexponierter Meerschweinchen1 

Dosis2 Alter (Tage) 

 3 6 10 14 21 28 60 

0 0,21 ± 0,04 0,24 ± 0,01 0,36 ± 0,07 0,51 ± 0,23 0,73 ± 0,12 0,86 ± 0,18 0,73 ± 0,06 

10 0,18 ± 0,06 0,22 ± 0,03 0,27 ± 0,07 0,54 ± 0,25 0,78 ± 0,22 0,61 ± 0,08* 0,70 ± 0,07 

15 0,15 ± 0,02 0,21 ± 0,03 0,21 ± 0,03** 0,76 ± 0,10 0,78 ± 0,05 0,68 ± 0,12 0,84 ± 0,26 

30 0,15 ± 0,02* 0,17 ± 0,03** 0,19 ± 0,02** 0,68 ± 0,12 0,36 ± 0,14** 0,65 ± 0,17 0,59 ± 0,07 

1 Angaben in g, Mittelwerte ± SD, n=4-6 
2 (mg Kupfer/kg Körpergewicht/Tag) 
* signifikant verschieden von den Tieren gleichen Alters ohne Kupferexposition (p < 0,05) 
** signifikant verschieden von den Tieren gleichen Alters ohne Kupferexposition (p < 0,01) 
 
 

Tabelle 11: Relative Milzgewichte kupferexponierter Meerschweinchen1 

Dosis2 Alter (Tage) 

 3 6 10 14 21 28 60 

0 0,08 ± 0,02 0,09 ± 0,01 0,12 ± 0,02 0,16 ± 0,06 0,21 ± 0,03 0,26 ± 0,05 0,18 ± 0,02 

10 0,06 ± 0,02 0,08 ± 0,02 0,09 ± 0,02 0,17 ± 0,08 0,22 ± 0,06 0,17 ± 0,02* 0,19 ± 0,02 

15 0,06 ± 0,01 0,07 ± 0,01** 0,07 ± 0,01** 0,25 ± 0,04 0,22 ± 0,02 0,19 ± 0,02* 0,22 ± 0,08 

30 0,06 ± 0,01* 0,06 ± 0,01** 0,07 ± 0,00** 0,21 ± 0,05 0,11 ± 0,03** 0,18 ± 0,05 0,15 ± 0,01 

1 Angaben in g, Mittelwerte ± SD, n=4-6 
2 (mg Kupfer/kg Körpergewicht/Tag) 
* signifikant verschieden von den Tieren gleichen Alters ohne Kupferexposition (p < 0,05) 
** signifikant verschieden von den Tieren gleichen Alters ohne Kupferexposition (p < 0,01) 
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Tabelle 12: Absolute Thymusgewichte kupferexponierter Meerschweinchen1 

Dosis2 Alter (Tage) 

 3 6 10 14 21 28 60 

0 0,05 ± 0,02 0,04 ± 0,02 0,08 ± 0,02 0,09 ± 0,03 0,12 ± 0,03 0,11 ± 0,03 0,21 ± 0,16 

10 0,03 ± 0,02 0,04 ± 0,02 0,03 ± 0,02* 0,05 ± 0,01 0,05 ± 0,02* 0,13 ± 0,05 0,21 ± 0,15 

15 0,01 ± 0,01** 0,03 ± 0,02 0,03 ± 0,03* 0,08 ± 0,03 0,07 ± 0,01* 0,12 ± 0,04 0,19 ± 0,06 

30 0,04 ± 0,02 0,03 ± 0,01 0,02 ± 0,01** 0,06 ± 0,04 0,04 ± 0,02** 0,12 ± 0,03 0,21 ± 0,04 

1 Angaben in g, Mittelwerte ± SD, n=4-6 
2 (mg Kupfer/kg Körpergewicht/Tag) 
* signifikant verschieden von den Tieren gleichen Alters ohne Kupferexposition (p < 0,05) 
** signifikant verschieden von den Tieren gleichen Alters ohne Kupferexposition (p < 0,01) 
 
 

Tabelle 13: Relative Thymusgewichte kupferexponierter Meerschweinchen1 

Dosis2 Alter (Tage) 

 3 6 10 14 21 28 60 

0 0,02 ± 0,01 0,02 ± 0,01 0,03 ± 0,01 0,03 ± 0,01 0,03 ± 0,01 0,03 ± 0,01 0,05 ± 0,04 

10 0,01 ± 0,01 0,01 ± 0,01 0,01 ± 0,01* 0,02 ± 0,01* 0,02 ± 0,01** 0,04 ± 0,02 0,06 ± 0,04 

15 0,00 ± 0,00** 0,01 ± 0,01 0,01 ± 0,01* 0,03 ± 0,01 0,02 ± 0,00* 0,03 ± 0,01 0,05 ± 0,02 

30 0,02 ± 0,01 0,01 ± 0,00 0,01 ± 0,00** 0,02 ± 0,01 0,01 ± 0,01** 0,03 ± 0,01 0,05 ± 0,01 

1 Angaben in g, Mittelwerte ± SD, n=4-6 
2 (mg Kupfer/kg Körpergewicht/Tag) 
* signifikant verschieden von den Tieren gleichen Alters ohne Kupferexposition (p < 0,05) 
** signifikant verschieden von den Tieren gleichen Alters ohne Kupferexposition (p < 0,01) 
 
 
 
Die Aktivitäten von GOT, GPT, GGT, alkalischer Phosphatase und die Gehalte von Bili-
rubin im Serum unterlagen großen Schwankungen auch innerhalb der Kontrollgruppen. 
Zum Teil waren die Werte in den Kontrollgruppen höher als die von kupferdosierten 
Tieren, so dass offensichtlich kein Zusammenhang mit der Kupferexposition besteht 
(nicht gezeigt).  
Nach den histologischen Untersuchungen der Leber, dem Zielorgan der chronischen 
Kupfertoxizität traten Leberzellverfettungen bzw. fettige Leberzelldegenerationen in 
nahezu allen Tiergruppen auf. Diese Veränderungen stehen damit mit größter Wahr-
scheinlichkeit nicht in Zusammenhang mit einer Kupferexposition sondern sind die 
Folge mangelnder Bewegungsmöglichkeit der Tiere bei unbegrenztem Futterangebot. 
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Tabelle 14: Histologische Untersuchungsergebnisse der Leber kupferexponierter 
Meerschweinchen1 

Tiergruppe / Dosis Alter Histologischer Befund 
 (Tage) KU2 TS3 VD4 MR5 

Kontrolle 1 2/3 0/3 0/3 0/3 
 3 4/4 0/4 0/4 0/4 
 6 2/4 0/4 0/4 0/4 
 10 0/4 0/4 0/4 0/4 
 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 

Nicht verstorben bzw. 
nicht erkrankt 

     

10 mg Cu/kg Körpergewicht/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 5/5 0/5 5/5 5/5 

15 mg Cu/kg Körpergewicht/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 3/4 1/4 2/4 3/4 

30 mg Cu/kg Körpergewicht/Tag 3 8/8 1/8 8/8 7/8 
 6 2/4 0/4 2/4 2/4 
 10 2/4 2/4 2/4 3/4 
 14 0/3 0/3 2/3 2/3 
 21 3/4 0/4 3/4 3/4 
 28 2/4 2/4 0/4 2/4 
 60 4/4 2/4 4/4 3/4 

Verstorben bzw. erkrankt 
(30 mg Cu/kg Körpergewicht/Tag) 

3 5/5 0/5 5/5 4/5 

1 Tiere pro Anzahl der Tiere in der Versuchsgruppe 
2 Kernuntergänge 
3 Trübe Schwellung 
4 Vakuoläre Degeneration 
5 Mesenchymale Reaktion inkl. Sternzellhyperplasie 
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Histologische Veränderungen, die mit der Kupferexposition in Zusammenhang stehen 
dürften, sind in der Tabelle 14 aufgeführt. Im Vordergrund hierbei stehen die sog. trübe 
Schwellung, vakuoläre Degenerationen und mesenchymale Reaktionen, wobei die 
beiden letzteren in nahezu jeder Versuchsgruppe beobachtet wurden. Derartige patho-
logische Veränderungen sind als kupferspezifisch beschrieben und wurden auch bei 
unseren Untersuchungen an den LEC Ratten festgestellt. Die sog. trübe Schwellung 
kann von einer ödematösen Schwellung der Mitochondrien und Zerreißung der äußeren 
Mitochondrienmembran herrühren oder auf einem Zellödem beruhen. Sie ist meist 
reversibel, kann aber auch zum Zelltod überleiten. Auch die beobachteten vakuolären 
und eosinophilen Degenerationen können zu einer Leberzellnekrose führen. Die oftmals 
beobachteten Kernuntergänge könnten insbesondere bei den länger dosierten Tieren 
eine Folge dieser Degenerationen sein. Die mesenchymale Reaktion einschließlich der 
beobachteten Sternzellhyperplasie sind, ähnlich wie bei den LEC Ratten, als Reaktion 
auf eine Parenchymschädigung zu verstehen. Histologische Veränderungen traten 
bereits bei der niedrigsten Dosis von 10 mg Kupfer/kg Körpergewicht und nach kurzzei-
tiger Exposition auf und müssen für die vorliegenden Versuchsbedingungen als „Lowest 
Observed Adverse Effect Level“ (LOAEL) angesehen werden.  
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Abbildung 12: Kupfer (Cu) in der Leber kupferexponierter 
Meerschweinchen, Mittelwerte ± SD, n=3-6 
* Signifikant verschieden von den Tieren gleichen Alters ohne Kupferex-
position (p<0,05) 
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Die Exposition der Meerschweinchen mit Kupfer über Muttermilchersatznahrung bzw. 
Trinkwasser führte im Vergleich zu den Kontrolltieren zu fast allen Untersuchungszeit-
punkten zu signifikant und meist dosisabhängig erhöhten Leber-Kupfergehalten (Abbil-
dung 12). Dies untermauert den Zusammenhang zwischen der Kupferexposition und 
den beobachteten histologischen Veränderungen in der Leber. 
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Abbildung 13: Kupfer (Cu) (A) und Metallothionein (MT)-Gehalte (B) im 
Leberzytosol kupferexponierter Meerschweinchen, Mittelwerte ± SD, n=3-6 
* Signifikant verschieden von den Tieren gleichen Alters ohne Kupferex-
position (p<0,05) 
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Abbildung 14: Gehalte an nicht an MT gebundenem Kupfer im 
Zytoplasma der Leber von kupferexponierten Meerschweinchen ohne 
Symptome (MW ± SD, n=3-5)  
* signifikant verschieden von der Kontrolle (p<0,05) 
** signifikant verschieden von der Kontrolle (p<0,01) 
a n=2, MW 
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Abbildung 15: Beziehung zwischen Kupfer (Cu) und kupferhaltigem 
Metallothionein (MT) in der Leber kupferexponierter Meerschweinchen 
(Einzelwerte) 



 
 
 

35

Parallel zum Kupfergehalt in der Leber veränderten sich die Konzentrationen von 
Kupfer und Metallothionein im Zytoplasma der Leber (Abbildung 13).  
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Abbildung 16: Partikuläres Kupfer (Cu) (A) und lysosomales Kupfer (B) in 
der Leber kupferexponierter Meerschweinchen, Mittelwerte ± SD, n=3-6 
* Signifikant verschieden von den Tieren gleichen Alters ohne Kupferex-
position (p<0,05) 
 

 



 
 
 

36

Bei den kupferexponierten Tieren ist die Konzentration von nicht an Metallothionein 
gebundenem Kupfer, insbesondere nach längerer Expositionszeit, teilweise erhöht 
(Abbildung 14). Nicht an Metallothionein gebundenes Kupfer ist vermutlich reaktiv und 
wird in ursächlichem Zusammenhang mit der chronischen Toxizität des Metalls disku-
tiert (45). 
Den Zusammenhang zwischen Kupfer und kupferhaltigem Metallothionein im Zyto-
plasma verdeutlicht die Abbildung 15. Zu erhöhten Gehalten an kupferhaltigem Metal-
lothionein komm es ab einem zytosolischen Kupfergehalt von etwa 7 µg/g Leberfrisch-
gewicht. Die Beladung des Proteins mit Kupfer nimmt jedoch bereits bei niedrigeren 
Kupfergehalten stark zu und erreicht ab etwa 15 µg/g Leberfrischgewicht 100%. Ähnlich 
hohe Anteile des kupferhaltigen MT wiesen auch LEC Tiere auf (Kapitel 3.1.5.1) und 
sind auch bei Morbus Wilson und der frühkindlichen Leberzirrhose beschrieben (18, 
46). 
Es ist davon auszugehen, dass durch die hohe Beladung von Metallothionein mit Kupfer 
die Funktion des normalerweise überwiegend zinkhaltigen Proteins blockiert oder 
zumindest eingeschränkt sein dürfte. Darüber hinaus ist nach früheren Untersuchungen 
an LEC Ratten hoch mit Kupfer beladenes Metallothionein ursächlich an der Toxizität 
des Metalls beteiligt, weil es in den Lysosomen nur unvollständig abgebaut wird, und 
die Abbauprodukte offensichtlich reaktives Kupfer enthalten (47, 48). Damit überein-
stimmend fanden sich auch bei den Meerschweinchen hohe Konzentrationen von 
Kupfer im partikulären Teil der Leber, insbesondere in den Lysosomen (Abbildung 16). 
 
3.2.2 Verstorbene bzw. erkrankte Tiere 

Fünf Tiere der höchsten Dosisgruppe starben bzw. erkrankten bereits im Alter von 1-3 
Tagen an den Folgen der Kupferexposition. Die absoluten und relativen Organgewichte 
dieser Tiere sind in Tabelle 15 zusammengestellt. Statistisch signifikante Unterschiede 
zu den Kontrolltieren wurden bei den absoluten und relativen Gewichten von Milz und 
Thymus festgestellt. Zu den gleich alten, nicht verstorbenen bzw. erkrankten Tieren der 
gleichen Dosisgruppe (Tabellen 5-13) wurden jedoch keine Unterschiede beobachtet. 
Histologisch wiesen die Tiere Veränderungen auf, die auch bei den nicht verstorbenen 
bzw. nicht erkrankten Tieren gefunden wurden (Tabelle 14). 
Die Leber-Kupfergehalte der Tiere variierten stark, wobei die beiden erkrankten Tiere 
die höchsten Werte aufwiesen (Tabelle 16). Die Leber-Kupfergehalte der verstorbenen 
Tiere waren sogar niedriger als der entsprechende Mittelwert bei gleich alten nicht 
erkrankten bzw. verstorbenen Tieren. Die Kupfergehalte in der Niere von 2 der 3 ver-
storbenen Tiere waren jedoch erhöht, ein Indiz für eine bereits fortgeschrittene Leber-
schädigung. Damit übereinstimmend kommt es auch bei erkrankten LEC Ratten infolge 
von Leberzelluntergängen zu einer Freisetzung des Metalls in das Blut, damit zur 
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Tabelle 15: Organgewichte verstorbener bzw. erkrankter 

kupferexponierter Meerschweinchen 

 Organgewichte 

Tiergruppe Leber Niere Milz Thymus 

 absolut1 relativ2 absolut1 relativ2 absolut1 relativ2 absolut1 relativ2 

Kontrolle3 5,61 
 ± 1,00 

2,08 
 ± 0,39 

1,20 
 ± 0,14 

0,44 
 ± 0,05 

0,21 
 ± 0,04 

0,08 
 ± 0,02 

0,05 
 ± 0,02 

0,02 
 ± 0,01 

Nicht 
verstorben 
bzw. nicht 
erkrankt4 

3,78 
 ± 0,58** 

1,36 
 ± 0,21** 

1,04 
 ± 0,07* 

0,38 
 ± 0,04* 

0,15 
 ± 0,02* 

0,06 
 ± 0,01* 

0,04 
 ± 0,02 

0,02 
 ± 0,01 

Verstorben 
bzw. 

erkrankt3 

4,34 
 ± 1,10 

1,57 
 ± 0,32 

1,11 
 ± 0,10 

0,41 
 ± 0,01 

0,14 
 ± 0,03* 

0,05 
 ± 0,01* 

0,020 
 ± 0,01* 

0,01 
 ± 0,01* 

1 Angaben in g, Mittelwerte ± SD, n=4-6 
2 Bezogen auf die Gehirngewichte, Mittelwerte ± SD, n=4-6 
3 30 mg Kupfer/kg Körpergewicht pro Tag 
* Signifikant verschieden von der Kontrolle, p<0,05 
** Signifikant verschieden von der Kontrolle, p<0,01 
 
 
Tabelle 16: Kupfer und Metallothionein (MT) in Leber und Niere von verstorbenen bzw. 

erkrankten kupferexponierten Meerschweinchen 

Tiergruppe
 

 Leber  Niere 

 Kupfer 
(µg/g FG#) 

Kupferhaltiges MT
(µg/g FG) 

Kupferhaltiges 
MT 
(%) 

Kupfer 
(µg/g FG) 

Kontrolle1 62,7 ± 4,1 14,3 ± 2,8 39 ± 2 3,6 ± 0,5 

Cu-exponiert, ohne 
Symptome1,2 82,0 ± 11,0 27,4 ± 10,1 53 ± 8 3,7 ± 3,1 

Cu-exponiert, verstor-
ben bzw. erkrankt2,3 

    

verstorben, Tier 1 59,4 79,1 85 15,4 
verstorben, Tier 2 67,6 130,5 73 17,7 
verstorben, Tier 3 54,3 82,9 86 4,7 
erkrankt, Tier 1 112,3 71,9 64 3,5 
erkrankt, Tier 2 94,8 109,5 60 3,2 

# Feuchtgewicht 
1 Alter 2-3 Tage, Mittelwerte ± SD, n=5 
2 30 mg Kupfer/kg Körpergewicht pro Tag 
3 Einzelwerte 
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Abnahme des Kupfergehaltes in der Leber und daraufhin zu einem Anstieg der Kupfer-
konzentration in der Niere. 
Auffällig waren bei den verstorbenen bzw. erkrankten Meerschweinchen der durchwegs 
hohe Gehalt an kupferhaltigem Metallothionein in der Leber und die teilweise hohe 
Beladung des Proteins mit Kupfer (Tabelle 16). Dieser Befund erlangt vor dem Hinter-
grund unserer Ergebnissen mit LEC Ratten besondere Bedeutung, weil kupferhaltigem 
Metallothionein eine Schlüsselrolle bei der Kupfertoxizität zukommt. 
 
3.2.3 Zur Frage eines No Observed Adverse Effect Level (NOAEL) von Kupfer 

für Neugeborene 

Auf der Grundlage der leberhistologischen Befunde bei kupferbelasteten neugeborenen 
Meerschweinchen lässt sich ein LOAEL von 10 mg Kupfer pro kg Körpergewicht und 
Tag angeben. Berücksichtigt man, dass es bei der höchsten Dosisgruppe bereits zu 
Todesfällen kam, scheint die Dosis-Wirkungs-Beziehung von Kupfer sehr steil zu ver-
laufen, d.h. der NOAEL dürfte relativ nahe am LOAEL liegen. Hilfsweise wird ein Faktor 
3 zwischen LOAEL und NOAEL angenommen. Damit ergibt sich ein NOAEL für das 
neugeborene Meerschweinchen von 3,3 mg Kupfer pro kg Körpergewicht und Tag. 
Überträgt man diesen Wert auf die Situation des Säuglings, entspräche dies mit den 
Annahmen einer täglichen Aufnahme von 750 ml Flaschennahrung und einem Körper-
gewicht von 5 kg einer Kupferkonzentration von 22 mg/l Flaschennahrung. Berücksich-
tigt man ferner die üblicherweise mit dem Faktor 10 bezifferten Unsicherheiten bei der 
Extrapolation zwischen verschiedenen Spezies, ergibt sich ein NOAEL für Säuglinge 
von 2,2 mg Kupfer/l Leitungswasser. Diese Konzentration entspricht etwa dem Leitwert 
für Kupfer im Leitungswasser nach der bundesdeutschen Trinkwasserverordnung von 2 
mg/l (49) und den jüngsten Empfehlungen der Weltgesundheitsorganisation (2). 
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4.  ZUSAMMENFASSUNG 
 
4.1 Zum Mechanismus der Hepatotoxizität von Kupfer 
 
Bis zum Auftreten der systemischen Gelbsucht im Alter von etwa 85 Tagen, stiegen die 
Kupfergehalte in der Leber der LEC Ratten kontinuierlich an. In der präsymptomati-
schen Phase akkumulierte das Metall vor allem im Zytoplasma der Hepatozyten, wäh-
rend mit der Progression der Hepatitis die Kupferkonzentration nur noch in den zellulä-
ren Organellen zunahm. Bei den Tieren mit schwer geschädigter Leber war Kupfer 
überwiegend in den Lysosomen lokalisiert.  
Entgegen bisherigen Vermutungen war das überschüssige Kupfer im Zytoplasma, 
unabhängig vom Schweregrad der Leberschädigung, annähernd quantitativ an Metal-
lothionein (MT) gebunden. Der gleichsinnige Verlauf der Kupfergehalte und der MT-
Gehalte weist darauf hin, dass die Synthese des Proteins durch Kupfer stimuliert wurde, 
und, dass die Neusynthese von MT unter diesen Bedingungen nicht limitiert ist. Die 
vermutete „prooxidative“ Wirkung von kupferhaltigem MT spielt nach unseren Ergebnis-
sen für die Pathogenese der Leberschädigung bei der LEC Ratte keine Rolle. Somit ist 
davon auszugehen, dass die Hepatotoxizität von Kupfer bei diesen Tieren nicht durch 
das überschüssige Metall im Zytoplasma der Leber initiiert wird. 
In den Lysosomen der Hepatozyten lag Kupfer überwiegend in Form unlöslicher Partikel 
vor, die als oxidierte, über Disulfidbrücken vernetzte Polymere aus MT identifiziert wer-
den konnten. Eine Folge der Oxidation der Thiolgruppen ist zwangsläufig die im Ver-
gleich zu nativem MT schwächere Bindung von Kupfer an das Protein. Eine vergleichs-
weise hohe Reaktivität dieses Kupfer ist anzunehmen, da polymerassoziiertes Metall, 
im Gegensatz zu MT-gebundenem Kupfer im Zytoplasma, durch DPA mobilisierbar war. 
Polymerassoziiertes, reaktives Kupfer kann über radikalvermittelte Reaktionen zu den 
beschriebenen oxidativen Schäden an der lysosomalen Membran führen und so den 
nekrotischen oder apoptotischen Zelluntergang initiieren. Als Folge der phagozytären 
Aufnahme aus geschädigten Parenchymzellen akkumulierten kupferhaltige MT-Poly-
mere auch in den Kupffer’schen Sternzellen. Möglicherweise führt dies, ähnlich wie in 
den Hepatozyten, zum Untergang dieser Zellen und damit zu einer weiteren Freiset-
zung von reaktivem Kupfer. Doch nicht nur das Metall selbst, sondern auch die Stimu-
lierung der Kupffer’schen Sternzellen könnte über die Freisetzung zytotoxischer oder 
chemotaktischer Mediatoren zur Pathogenese der Kupferhepatotoxizität beitragen. 
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4.2 Zur Kupfertoxizität beim Neugeborenen 
 
Von den insgesamt 40 oral mit der höchsten Dosis von 30 mg Kupfer/kg Körpergewicht 
und Tag exponierten Meerschweinchen starben bzw. erkrankten kupferbedingt 5 Tiere 
innerhalb der ersten 3 Lebenstage. Dies ist der erste experimentelle Beleg, dass Neu-
geborene im ersten Lebensabschnitt besonders empfindlich gegenüber Kupfer sind. Die 
Mehrheit aller kupferexponierten Tiere zeigten pathologische histologische Veränderun-
gen der Leber wie trübe Schwellung, vakuoläre Degenerationen und Sternzellhyper-
plasien.  
Die Kupferexposition führte zu einer zumeist dosisabhängigen Anreicherung des 
Metalls in der Leber, insbesondere, und ähnlich wie bei der LEC Ratte, im Zytoplasma 
und in den Lysosomen. Im Zytoplasma war Kupfer überwiegend an MT gebunden. 
Auffällig war, wie bei den LEC Ratten, die hohe Beladung des Proteins mit Kupfer. Dies 
könnte in Analogie zu den Befunden an LEC Ratten in ursächlichem Zusammenhang 
mit der Toxizität des Metalls stehen. Eine weitere kausale Bedeutung für die Kupfertoxi-
zität könnte dem nicht an MT gebundene Metall im Zytoplasma zukommen. 
Auf der Basis der histologischen Befunde wurde für neugeborene Meerschweinchen ein 
Lowest Observed Adverse Effect Level (LOAEL) von 10 mg Kupfer/kg KG/Tag abgelei-
tet. Unter Zugrundelegung eines Faktors 3 zwischen LOAEL und dem No Observed 
Adverse Effect Level (NOAEL) ergibt sich ein NOAEL für das neugeborene Meer-
schweinchen von 3,3 mg Kupfer pro kg Körpergewicht und Tag. Übertragen auf die 
Situation des Säuglings, entspricht dies mit den Annahmen einer täglichen Aufnahme 
von 750 ml Flaschennahrung und einem Körpergewicht von 5 kg einer Kupferkonzent-
ration von 22 mg Kupfer/l Flaschennahrung. Unter Berücksichtigung eines Sicherheits-
faktors von 10 auf Grund der Speziesunterschiede ergibt sich eine dem NOAEL ana-
loge Kupferkonzentration von 2,2 mg/l Leitungswasser. Diese Konzentration entspricht 
dem Leitwert für Kupfer im Leitungswasser nach der bundesdeutschen Trinkwasserver-
ordnung von 2 mg/l und den jüngsten Empfehlungen der Weltgesundheitsorganisation.  
Vor dem Hintergrund der vermutlich sehr steilen Dosis-Wirkungs-Beziehung von Kupfer 
und der relativ häufig anzunehmenden Überschreitung der Kupfergrenzwerte in Stag-
nationswässern und nach Neuinstallation von Versorgungsleitungen kann für überwie-
gend über Formulanahrung ernährte Säuglinge ein erhöhtes Gesundheitsrisiko nicht 
ausgeschlossen werden. Dies sollte bei einer künftigen Festlegung des Grenzwertes für 
Kupfer im Trinkwasser entsprechend berücksichtigt werden. 
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