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1. EINLEITUNG 

Kupfer (Cu) ist ein essentielles Schwermetall und nach Zink und Eisen das 

dritthäufigste Spurenmetall im Körper von Säugetieren (1). Unter physiologischen 

Bedingungen kommt es vor allem in der reduzierten Oxidationsstufe Cu(l), in 

Übergangszuständen auch in der oxidierten Form Cu(ll) vor. Die Möglichkeit zum 

Wechseln der Oxidationsstufe ist wesentlich für die Funktion verschiedener Cu-

haltiger Enzyme (2, 3): Cu ist Kofaktor in Enzymen wie Cu/Zn-Superoxiddismutase, 

Ceruloplasmin, Cytochrom C Oxidase, Ascorbinsäureoxidase und Monoaminoxidase. 

Damit ist das Metall an der Abwehr reaktiver Sauerstoffspezies, dem zellulären 

Eisentransport, der zellulären Energiegewinnung, der Kollagenhydroxylierung und -

vernetzung sowie der Catecholaminbildung beteiligt (4, 5). 

Der Cu-Bedarf des Menschen von täglich 1-3 mg (6) wird nahezu ausschließlich über 

die Nahrung gedeckt (7). Nach der Resorption und der Passage durch die 

basolaterale Membran gelangt Cu, vor allem an Serumalbumin gebunden, zur Leber 

(8). In eukaryotischen Zellen wird die Aufnahme von Cu in die Zelle durch das Cu-

Transportprotein CTR1 vermittelt (9, 10, 11). Innerhalb der Zelle kommt es zunächst 

zur Bildung von Komplexen von Cu mit Glutathion (12) oder spezifischen 

Transportmolekülen, sogenannten „Chaperones“, über die das Metall in Enzyme oder 

in das Cu-Speicherprotein Metallothionein eingebaut wird (13, 14, 15, 16). 

Die Ausscheidung von Cu erfolgt hauptsächlich über die Galle (17, 18) und regelt im 

wesentlichen die Homöostase des Metalls (13). Während bei einem geringen Cu-

Angebot nur wenig Cu ausgeschieden wird (19), steigt mit zunehmender 

Konzentration im Blut die biliäre Exkretion des Metalls proportional an (20). Die 

Ausscheidung führt über Cu-haltige Vesikel, die vom Transgolgi-Netzwerk 

abgeschnürt und durch lysosomale Exozytose auf die Gallengangsseite der 

Hepatozyten transportiert werden (10, 21, 22). Für diese Prozesse spielt das ATP7B-

Gen offensichtlich eine wichtige Rolle. Dieses Gen codiert für eine Cu-
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transportierende P-type ATPase, die vor allem im Golgi-Apparat lokalisiert ist und 

den Transport des Metalls aus der Zelle gewährleistet (23). 

Aufgrund der wirksamen Regulation der Cu-Homöostase treten chronische Cu-

Vergiftungen beim Menschen in der Regel nicht auf (24). Dennoch gibt es seltene 

Krankheiten, die durch Störungen der Cu-Aufnahme- oder Eliminationsmechanismen 

ausgelöst werden. Bei der erblichen Menkes´schen Krankheit kommt es infolge eines 

Defektes der Cu-Resorption im Darm zu einer Cu-Unterversorgung (25), die meist 

schon im frühen Kindesalter zum Tode führt. Zu einer Cu-Akkumulation in der Leber 

kann es bei der durch Cholestase bedingten primären biliären Zirrhose (26), bei der 

„Indian Childhood Cirrhosis“ (27) und dem autosomal rezessiv vererbten Morbus 

Wilson kommen. Während bei der „Indian Childhood Cirrhosis“ eine genetische 

Beteiligung vermutet wird (10), sind beim Morbus Wilson erworbene Mutationen im 

ATP7B-Gen die Ursache der Erkrankung. Morbus Wilson ist durch eine verminderte 

Ausscheidung des hepatischen Cu in die Galle (13) und fehlenden Einbau von Cu in 

Ceruloplasmin (28) gekennzeichnet und tritt mit einer Inzidenz von etwa 1:30.000 auf 

(23). Zunächst akkumuliert Cu im Zytosol der Hepatozyten. Bei zunehmender Cu-

Anreicherung kommt es zu degenerativen Veränderungen der Leberzellkerne, 

Fettinfiltration und einer Sternzellhypertrophie (29, 30, 31). Eine Akkumulation von 

Cu in den Lysosomen wird insbesondere in späteren Stadien der Lebermanifestation 

beobachtet (32, 33). In diesem Zusammenhang wird auch eine Cu-bedingte Störung 

beziehungsweise der Bruch von Lysosomenmembranen als Ursache für die 

Schädigungen der Leberzellen diskutiert (34, 35). Durch die fortschreitende 

Leberschädigung werden zunehmende Mengen des Metalls in das Blut freigesetzt, 

wodurch es zu Schädigungen der Erythrozyten und einer hämolytischen Anämie 

kommen kann (36, 37). Unbehandelt führt die Krankheit gewöhnlich zum Tod durch 

eine hämolytische Krise oder Leberversagen (38). Die wirksamste Therapie des 

Morbus Wilson besteht in der Gabe von Cu-Komplexbildnern, wodurch die 

Ausscheidung des Metalls über die Niere erhöht wird (39). Weiterhin kann durch oral 

verabreichtes Zink die Resorption von Cu aus dem Gastrointestinaltrakt vermindert 

werden (40, 41). Begleitend zur medikamentösen Therapie wird eine Cu-arme Diät 

empfohlen (39). 
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Erst seit etwa einem Jahrzehnt steht mit der Long-Evans Cinnamon (LEC) Ratte ein 

geeignetes Tiermodell für den Morbus Wilson zur Verfügung (42, 43, 44). Dieser 

Inzuchtstamm trägt den homologen autosomal rezessiv vererbten genetischen 

Defekt wie Wilson Patienten (45). Der Vergleich der cDNA des Gens mit dem 

menschlichen Homolog zeigt eine weitgehende Übereinstimmung in den 

Aminosäuren (45). Auch die Entwicklung der Leberschädigung bei der LEC Ratte 

verläuft ähnlich wie beim Morbus Wilson. Als Folge der verringerten biliären Cu-

Ausscheidung reichert sich das Metall bei normaler Diät in der Leber der LEC Ratte 

an und die Tiere entwickeln im Alter von 3-4 Monaten eine fulminante Hepatitis und 

hämolytische Anämie mit letalem Ausgang in etwa 50% der Fälle (42, 46, 47, 48). 

Die überlebenden Tiere bilden eine chronische Hepatitis, eine Cholangiofibrose und 

Leberzellkarzinome aus (49, 50). Die LEC Tiere zeigen aufgrund des defekten 

Einbaus von Cu in Ceruloplasmin erniedrigte Serumspiegel dieses Proteins (51, 52, 

53). Die LEC Ratten sprechen auf eine Therapie mit Cu-Chelatoren wie D-

Penicillamin oder Trientine an, und eine Cu-arme Diät kann die Entstehung der 

Hepatitis verzögern (54, 55, 56). 

Ähnlich dem Morbus Wilson ist bei der LEC Ratte das Anfangsstadium der 

Erkrankung symptomfrei, aber histologisch durch eine erhöhte Anzahl von 

Riesenkernen, Councilman-Körpern, Lysosomen und Mitosen in der Leber 

gekennzeichnet (34, 57, 58). In den Hepatozyten werden Fetteinlagerungen und 

geschwollene Mitochondrien mit dilatierten Cristae beobachtet (42, 59). Erst im 

Stadium der akuten Hepatitis nehmen die GOT-Aktivität und das Bilirubin im Serum 

rasch zu und die Zahl der Riesenkerne und Councilman-Körper erreicht ihr Maximum 

(57). Insbesondere im Stadium der akuten Hepatitis akkumuliert Cu auch in den 

Kupffer´schen Sternzellen (60). 

Auf molekularer Ebene lässt sich die Toxizität von Cu über dessen direkte Effekte auf 

die Struktur und Funktion von Biomolekülen wie die DNA, Membranen und Proteinen 

und durch die Reaktivität über Cu gebildeter Sauerstoffradikale erklären (8). Cu 

bindet mit hoher Affinität an Histidin oder den Schwefel in den Aminosäuren Cystein 

und Methionin; auf diese Weise können Proteine inaktiviert werden (61, 62). 

Weiterhin kann reaktives Cu(ll) membranständige Thiolatgruppen zu Disulfiden 

oxidieren, wodurch Membranfunktionen gestört werden können. Das hierbei 

gebildete Cu(l) kann durch Sauerstoff in der Zelle oder durch endogen aus der 
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Atmungskette stammendes Wasserstoffperoxid wieder zu Cu (ll) oxidiert werden. In 

diesem Redoxzyklus entstehen reaktive Sauerstoffspezies - wie Superoxidradikale 

und Hydroxylradikale - die darüber hinaus zu oxidativen Schäden der Membranen 

führen können (12, 63, 64, 65). 

Wenngleich die genetischen Ursachen für die Cu-Akkumulation beim Morbus Wilson 

und der LEC Ratte im wesentlichen geklärt sind, sind die pathobiochemischen 

Mechanismen, die schließlich zu der Leberschädigung führen, weitgehend 

unbekannt. Insbesondere in welcher Form das Cu in der Zelle toxisch wirkt, ist 

bislang nicht im Detail geklärt (66). Bei Wilson Patienten wurde eine Anreicherung 

von Cu in den Lysosomen der Leber beschrieben (33). Vor dem Hintergrund, dass 

lysosomales Cu als Auslöser der Zellschädigungen vermutet wird (67, 68), soll hier 

die Toxizität dieser Cu-Spezies am Modell der LEC Ratte untersucht werden. In 

diesem Zusammenhang scheinen auch die Kupfferschen Sternzellen von Bedeutung 

zu sein, da diese Zellen Cu in partikulärer Form speichern können (69). Da 

Kupffersche Sternzellen darüber hinaus auch an der Hepatotoxizität durch 

Chemikalien und Metalle wie Cadmium beteiligt zu sein scheinen (70, 71), stellt sich 

die Frage, ob diesen leberresidenten Makrophagen nicht auch bei der Schädigung 

der Leber durch Cu bei der LEC Ratte eine zentrale Bedeutung zukommt. So 

könnten Kupffer´sche Sternzellen über die Freisetzung von Zytokinen die 

Einwanderung und Stimulation weiterer inflammatorischer Zellen fördern und somit 

die Entzündung verstärken. Allgemein können bei Leberschädigungen Kupffersche 

Sternzellen Mediatoren wie Eikosanoide und reaktive Sauerstoffspezies freisetzen, 

und sie sind zudem die Hauptquelle von Tumor-Nekrose Faktor (TNF)-alpha in der 

Rattenleber (72, 73, 74, 75). Die Beteiligung dieses Zytokins an der Leberschädigung 

durch unterschiedlichste Hepatotoxine konnte nachgewiesen werden (76, 77). Über 

die Rolle der intrazellulären Signaltransduktion durch proinflammatorische oder 

proapoptotische Zytokine wie TNF-alpha (78) und Fas-Ligand (79) ist bei der Cu-

bedingten Leberschädigung bisher wenig bekannt. Bei Wilson Patienten wurde über 

eine mögliche Beteiligung des Fas-Liganden an der Leberschädigung erst vor 

kurzem berichtet (80). Nach neueren Hinweisen scheint an der durch Cu 

hervorgerufenen Leberschädigung auch die Apoptose beteiligt zu sein (81, 82). 

Dieser morphologisch definierte Prozess (83), bezeichnet den kontrollierten Zelltod, 

der im Gegensatz zur Nekrose ohne Entzündungsreaktionen verläuft (84). 
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In dieser Arbeit sollen am Tiermodell der LEC Ratte folgende Fragestellungen 

untersucht werden: 

 

1. Ist das in den Lysosomen der Leber akkumulierende Cu toxisch?  

Die toxischen Effekte von Cu wie Hämolyse und die Erhöhung der Aktivität der 

Glutamin-Oxalacetat-Transaminase (GOT) im Serum wurden nach 

Freisetzung des Metalls aus den Kupfferschen Sternzellen untersucht.  

2. Spielen die Kupffer´schen Sternzellen bei der chronischen Cu-Toxizität eine 

wesentliche Rolle?  

Hierfür wurden Parameter für die Aktivierung der Lebermakrophagen wie 

Anzahl und die Größe sowie die Genexpression des zytotoxischen TNF-alpha 

bestimmt. Darüber hinaus wurden die Konsequenzen der experimentellen 

Elimination der Kupfferschen Sternzellen durch Behandlung der LEC Ratten 

mit Clodronat untersucht. 

3. Kommt der Apoptose bei der chronischen Cu-Toxizität eine Bedeutung zu? 

Die Bedeutung der Apoptose wurde über die Bestimmung des Apoptoseindex 

und apoptoserelevanter Parameter wie der Aktivität der Caspase-3-ähnlichen 

Proteasen und der Genexpression des Fas-Liganden untersucht. 
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2.  MATERIAL UND METHODEN 

2.1. LEC und Wistar Ratten 

Weibliche 5 Wochen alte LEC Ratten und weibliche Wistar Ratten wurden von 

Charles River Japan, Inc. (Yokohama, Japan), bzw. Charles River Deutschland 

(Sulzfeld) bezogen. Die Tiere wurden in einem 12-stündigen Tag- und Nacht-

Rhythmus bei konstanter Temperatur von 23-24°C und 50% Luftfeuchtigkeit gehalten 

und erhielten Leitungswasser und Standardfutter (Altromin, Lage; Cu-Gehalt 11 

mg/kg) ad libitum. 

2.2.1. Behandlungen der Ratten  

Clodronat eingekapselt in Liposomen 

Bei den LEC Ratten wurden die Kupfferschen Sternzellen mittels Clodronat 

spezifisch eliminiert. Das Clodronat wurde eingekapselt in Liposomen (CEL) 

verabreicht. Die Clodronatliposomen wurden freundlicherweise von Dr. Nico van 

Roojen (Abteilung für Zellbiologie und Immunologie, Universität Amsterdam) zur 

Verfügung gestellt. Das Prinzip dieser von van Rooijen (85) beschriebenen Methode 

beruht darauf, dass intravenös (i.v.) injizierte Liposomen bei der Leberpassage als 

partikuläre Bestandteile von den Makrophagen phagozytiert werden. Die 

Phospholipiddoppelschicht der Liposomen wird durch Phospholipasen abgebaut und 

das Clodronat freigesetzt. Auf diese Weise akkumuliert der hydrophile Wirkstoff in 

den Makrophagen (86). Daraufhin wird Apoptose induziert, vermutlich indem 

Clodronat in den intrazellulären Calciumstoffwechsel eingreift (87, 88). Eine 

Repopulation von Kupfferschen Sternzellen im Lebergewebe ist nach einmaliger 

CEL-Injektion frühestens nach 4-5 Tagen zu erwarten (89, 90). 
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Um zu untersuchen, welche Auswirkungen eine langfristige Verminderung der 

Anzahl der Kupfferschen Sternzellen auf die Entwicklung der Hepatitis der LEC 

Ratten hat, wurden den gesunden Tieren ab dem Alter von 69 Tagen wiederholt 

Clodronatliposomen im Abstand von 3,5 Tagen verabreicht. Hierzu wurde den Ratten 

jeweils 0,4 ml CEL (ca. 5 mg Clodronat/ml) in eine der Schwanzvenen injiziert (85). 

Die LEC Tiere einer Gruppe wurden 3 mal mit CEL behandelt (LEC, 3xCEL ab Tag 

69, Alter 79 Tage) und den Tieren einer anderen Gruppe wurde 7 mal CEL injiziert 

(LEC, 7xCEL ab Tag 69, Alter 93 Tage). Als Kontrolltiere dienten 2 Gruppen von 

jeweils 3 Wistar Ratten, die mit CEL nach dem selben Versuchsplan behandelt 

worden waren. Alle Injektionen wurden unter Ethernarkose vorgenommen. 

Zwei der mit CEL behandelten LEC Ratten verstarben im Alter von 90 und 92 Tagen, 

jeweils 3 Tage nach der 6., beziehungsweise 2 Tage nach der 7. CEL-Injektion. Die 

Todesursache konnte nicht festgestellt werden. Eine Embolie durch die CEL-

Injektionen kann mit großer Wahrscheinlichkeit ausgeschlossen werden, da der Tod 

nicht direkt nach der CEL-Injektion eintrat. Bei der Autopsie war bis auf ein Hämatom 

im Atrium des Herzens nichts auffällig.  

 

Um den Effekt der akuten Freisetzung von Cu aus den Kupfferschen Sternzellen zu 

erreichen, wurden LEC Ratten im Stadium der akuten Hepatitis einmalig mit CEL 

behandelt. Die LEC Ratten (LEC, 1xCEL am Tag 91, Alter 92 Tage) erhielten bei 

Serum-GOT-Aktivitäten von mehr als 870 U/l eine einmalige i.v. Dosis von 0,6 ml 

CEL (ca. 5 mg Clodronat/ml) und wurden etwa 16 Stunden nach der Behandlung 

getötet. 

 

Zymosan 

Um zu untersuchen, ob CEL oder die Zerstörung der Kupfferschen Sternzellen 

toxische Effekte hat, wurden Wistar Ratten einmalig mit CEL behandelt. Zuvor wurde 

die Anzahl der Kupfferschen Sternzellen bei den Wistar Tieren durch 

Zymosanbehandlung vergrößert (91). Die Wistar Ratten hatten eine mindestens 

ebenso große Anzahl von Kupfferschen Sternzellen, wie die LEC Ratten im Stadium 

der Hepatitis. Wistar Ratten wurde 2 mg/100 g Körpergewicht Zymosan (Sigma 

Chemie, Taufkirchen) i.v. injiziert. Drei der Tiere wurden nach 51 Stunden zur 

Quantifizierung der Kupfferschen Sternzellen getötet. Den anderen 3 Wistar Ratten 



MATERIAL UND METHODEN 8 
 
 
 
wurde 51 Stunden nach der Zymosaninjektion 0,6 ml CEL (ca. 5 mg Clodronat/ml) 

injiziert und 16 Stunden später wurden die Tiere getötet.  

 

Concanavalin A 

Um eine Positivkontrolle zur erhöhten Expression der Fas-Liganden mRNA in der 

Leber zu erhalten, wurde einer Wistar Ratte Concanavalin A verabreicht (92). Der 

Wistar Ratte wurde 25 mg/kg Körpergewicht Concanavalin A (Sigma Chemie, 

Taufkirchen) i.v. injiziert und das Tier 6,5 Stunden nach der Injektion getötet. 

2.2. Präparative Verfahren 

2.2.1. Gewinnung subzellulärer Fraktionen der Leber 

Zur Organentnahme wurden die Ratten mit Pentobarbital (i.p. 75 mg/kg 

Körpergewicht) betäubt. Anschließend wurden die Lebern in situ mit Hilfe einer 

Kanüle mit eisgekühlter isotonischer Kochsalzlösung gespült, um das Gewebe 

weitgehend von Blut zu befreien. Ein Teil der Leber (ca. 0,5 g) wurde unmittelbar 

nach der Entnahme in flüssigem Stickstoff schockgefroren und bis zur Extraktion der 

mRNA bei –80°C gelagert. Ein Teil der Leber wurde für die Präparation der 

Gewebeschnitte auf einen Messingblock aufgebracht und in –80°C kaltem Isopentan 

tiefgefroren. Der Rest der Lebern wurde 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 (Braun, Melsungen) 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. Anschließend wurde der Überstand bei 

110.500 gmax (35.000 Upm, 50 Ti Rotor, Beckmann Instruments, München) für 18 

Stunden zentrifugiert. Nach Entfernen der Fettschicht wurde der resultierende 

Überstand (Zytosol) in Eppendorf Reaktionsgefäße portioniert und das überwiegend 

Mikrosomen-haltige Sediment verworfen. Das Sediment der Zentrifugation bei 

10.700 gmax wurde je 3 mal in 20 ml TS-Puffer rehomogenisiert und für 10 Minuten 
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Abbildung 1: Aktivitäten von saurer Phosphatase (AP) und Succinat
dehydrogenase (SDH) in den Dichtefraktionen der über den Nycodenz
gradienten getrennten Lysosomen-Mitochondrien-Fraktion. (Mittelwerte, n=17). 
gmax zentrifugiert (1.000 Upm, Sorvall SS-34 Rotor). Das Sediment wurde 

h in 8 ml TS-Puffer aufgenommen (Kern-Membran-Fraktion). Die 

de aus den 3 Zentrifugationsschritten wurden vereint und bei 23.100 gmax 

Upm, Sorvall SS-34 Rotor) für 10 Minuten zentrifugiert. Nach Abnahme des 

des wurde das Sediment 3 mal mit je 10 ml TS-Puffer durch 

ndieren in TS-Puffer und Zentrifugieren (23.100 gmax) gewaschen und 

h in 4-5 ml TS-Puffer aufgenommen (Lysosomen-Mitochondrien-Fraktion). 

chondrien und die Lysosomen wurden mittels eines Dichtegradienten aus 

z® isoliert. Hierzu wurden 2 ml der Lysosomen-Mitochondrien-Fraktion auf 

codenzgradienten folgender Zusammensetzung aufgetragen: 1 ml 40%, 1 

 3 ml 28%, 2 ml 27% und 2ml 24% Nycodenz® in 10 mM Tris-HCl, pH 7,4. 

tündiger Zentrifugation bei 74.100 gmax (20.000 Upm, Sorvall AH-627 swing-

r) wurde der Gradient in Anteilen zu je 1 ml fraktioniert. Die Identifikation der 

n- und mitochondrienspezifischen Fraktionen erfolgte anhand der 

zyme, saure Phosphatase (AP) beziehungsweise Succinatdehydrogenase 
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(SDH). Abbildung 1 zeigt die Verteilung der Aktivitäten der Markerenzyme in den 

Dichtefraktionen der über den Nycodenzgradienten getrennten Lysosomen-

Mitochondrien-Fraktion aus der Leber von LEC Ratten. Die Fraktion 1 enthielt nicht 

die Markerenzyme AP und SDH. Nach elektronenmikroskopischen Befunden stellte 

sich heraus, dass die Fraktion 1 jedoch Lysosomen enthielt (vgl. Abschnitt 3.2.2., 

Abbildung 12 ). Die Leberhomogenate sowie sämtliche aus der Leber isolierten 

Fraktionen wurden bei –80°C aufbewahrt. 

2.2.2. Isolierung der Hepatozyten und der Kupfferschen 
Sternzellen 

Die Lebern von 3 LEC Ratten mit Hepatitis wurden in situ mit Collagenase 

perfundiert und hierbei isolierte Leberzellsuspensionen gewonnen (93). Die 

Trennung der Hepatozyten und der Kupfferschen Sternzellen erfolgte nach einer 

modifizierten Methode von ten Hagen et al. (94). Hierzu wurde die 

Leberzellsuspension 3 mal für 20 Sekunden bei 30 gmax (500 Upm, Sorvall SS-34 

Rotor) zentrifugiert. Der die Kupfferschen Sternzellen enthaltende Überstand wurde 

jeweils dekantiert und das die Hepatozyten enthaltende Sediment in Perfusionspuffer 

(93) resuspendiert. Die vereinigten Überstände wurden 5 Minuten bei 120 gmax (1.000 

Upm, Sorvall SS-34 Rotor) zentrifugiert. Das resuspendierte Sediment wurde in 28%-

iger (w/v) Nycodenzlösung (Nycodenz® in 10 mM Tris-HCL, pH 7,4) im Verhältnis von 

1:1,35 gemischt. Diese Mischung wurde mit 1 ml Puffer überschichtet und 20 

Minuten bei 480 gmax (2.000 Upm, Sorvall SS-34 Rotor) zentrifugiert. Die 

Kupfferschen Sternzellen wurden aus der Schicht zwischen Nycodenzlösung und 

Perfusionspuffer gewonnen (Sternzell-Fraktion). 

Da Hepatozyten aufgrund ihrer Größe leicht von den anderen Leberzellen 

unterschieden werden können (95), wurde die Reinheit der Fraktion und die Zellzahl 

lichtmikroskopisch in einer Neubauer Zählkammer bestimmt. Die Fraktion der 

Hepatozyten war zu etwa 5% mit anderen Zellen verunreinigt. Die Sternzell-Fraktion 

enthielt 10-14% Hepatozyten und die in der Leber vorhandenen Endothelzellen. Der 

Protein- und Cu-Gehalt der Sternzell-Fraktion wurde um die in dieser Fraktion 

enthaltenen Hepatozyten korrigiert. Zur Korrektur wurde der Anteil des Cu und des 
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Proteins der Hepatozyten jeweils vom Gesamt-Cu- und Gesamtproteingehalt der 

Sternzell-Fraktion abgezogen. 

2.2.3. Extraktion und Transkription der mRNA  

Zur Gewinnung der RNA wurden Leberproben (10-25 mg) bei –20°C in 400 µl Lysis-

Puffer (Roche, Mannheim) mit dem Ultra Turrax T5 Fu (IKA, Staufen) homogenisiert. 

Die Gesamt-RNA wurde mit Hilfe des „High Pure RNA Tissue Kits“ (Roche, 

Mannheim) extrahiert. Es wurden nur Proben weiterverarbeitet, deren 

Absorptionsverhältnis 260 nm : 280 nm mindestens 2,0 war, und die eine 

Mindestkonzentration von 40 µg Gesamt-RNA/ml aufwiesen. Eine Absorbtion von 

einer Einheit bei 260 nm entspricht 40 µg Gesamt-RNA/ml. Die mRNA aus 8 µl 

dieser Lösung wurde mit Hilfe des „SuperScriptTM First-Strand Synthesis System für 

RT-PCR“ (Gibco BRL, Karlsruhe) unter Verwendung von Random Hexameren als 

Primer in cDNA umgeschrieben. Die cDNA wurde bei –80°C bis zum weiteren 

Gebrauch gelagert. 

2.3. Analytische Verfahren 

2.3.1. Transmissionselektronenmikroskopie 

Zur Vorbereitung der Transmissionselektronenmikroskopie wurde Lebergewebe (ca. 

1 mm3) beziehungsweise isolierte Hepatozyten und isolierte Kupffersche Sternzellen 

in 1% Glutaraldehyd in „Phosphate-Buffered-Saline“ (PBS) fixiert und 15 Minuten in 

2% Osmiumtetroxid in PBS nachfixiert. Anschließend wurden die Proben in einer 

aufsteigenden Alkoholreihe entwässert, in Epon eingebettet und ultradünne Schnitte 

(70-80 nm) angefertigt. Nach Anfärbung mit Bleicitrat und Uranylacetat wurden die 

Schnitte bei 60-80 kV im Elektronenmikroskop (EM-10 C, Zeiss Oberkochen) 

untersucht. (Zusammenarbeit mit dem GSF-Institut für Pathologie). 
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2.3.2. Immunhistochemische Nachweise 

Der immunhistochemische Nachweis der Kupfferschen Sternzellen und der 

peripheren Makrophagen erfolgte nach einer modifizierten Methode von Hardonk et 

al. (96). Von den Leberproben wurden 8 µm dicke Kryostatschnitte angefertigt und 

auf Objektträger „Super Frost Plus“ (Menzel-Gläser, Braunschweig) aufgebracht. 

Hierzu wurden die getrockneten Kryostatschnitte zunächst bei 4°C für 10 min in 

Aceton fixiert und anschließend zweimal für jeweils 5 Minuten in „Tris-Buffered-

Saline“ (TBS) gewaschen. Die Blockierung der endogenen Peroxidaseaktivität 

erfolgte durch eine 30-minütige Inkubation mit 0,06% Wasserstoffperoxid in TBS. 

Nach zweimaligem Waschen in TBS (jeweils 5 Minuten) wurden die Proben eine 

Stunde mit 1% Rinderserumalbumin (BSA) in TBS inkubiert. Anschließend wurden 

die Schnitte mit den jeweiligen monoklonalen Mäuse-Antikörpern (1:20 in 1% BSA in 

TBS) 30 Minuten inkubiert. Hierzu wurde das ED2 Oberflächenantigen (Dianova, 

Hamburg) für den Nachweis von Kupfferschen Sternzellen und das zytosolische 

Antigen ED1 (Dianova, Hamburg) zum Nachweis aller Makrophagen (Makrophagen, 

gesamt) verwendet. Alle Proben wurden 5 mal für je 5 Minuten in TBS gewaschen. 

Nach 15-minütiger Inkubation mit einem Anti-Maus IgG Peroxidase-Konjugat (Sigma 

Chemie, Taufkirchen; 1:20 in 1%-igem BSA in TBS) und 3-maligem Waschen mit 

TBS (jeweils 5 Minuten) wurden die Schnitte 30 Minuten lang mit der Substrat-

Chromogen-Lösung (2 mM Diaminobenzidintetrahydrochlorid, 0,015% Wasserstoff-

peroxid in TBS) inkubiert. Die Proben wurden anschließend zweimal mit 

entionisiertem Wasser gewaschen (jeweils 1 Minute), mit Mayers Hämalaun (Merck, 

Darmstadt) gefärbt (jeweils 15 Sekunden), wiederum mit entionisiertem Wasser 

gewaschen und in Kaisers Glyceringelatine (Merck, Darmstadt) eingedeckelt. Die 

Bestimmung der Anzahl und Fläche der ED1- und der ED2-positiven Zellen erfolgte 

lichtmikroskopisch (Axioskop 2, Zeiss, Jena) und mittels digitaler Bildanalyse 

(Optimas 6.2, Stemmer Imaging, Puchheim). Zur Auswertung der Schnitte wurden je 

Tier 15 unterschiedliche, zufällig ausgewählte Gesichtsfelder von jeweils 0,175 mm2 

bei 100-facher Vergrößerung ausgezählt. 
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2.3.3. Ermittlung des Apoptoseindex 

Der Apoptoseindex ist das Verhältnis der Anzahl der Apoptosen pro 100 

Hepatozyten. Als Kriterien apoptotischer Hepatozyten wurden die Kondensation des 

Kernchromatins und die Schrumpfung der Zellen oder das Ablösen von den 

Nachbarzellen herangezogen. Diese sind frühe Vorgänge bei der Apoptose, die 

innerhalb weniger Stunden abgeschlossen sind (97). Da die Tiere 3 Tage nach der 

letzten CEL Behandlung getötet wurden, wurde die durch CEL induzierte Apoptose 

(87) der Kupfferschen Sternzellen dabei nicht erfasst. Es wurden mindestens 1.500 

Hepatozyten pro LEC Ratte auf das Auftreten von Apoptose bei 100-facher 

Vergrößerung im Lichtmikroskop (Axioskop 2, Zeiss, Jena) untersucht.  

2.3.4. Metallanalytik 

Die Metallbestimmung erfolgte mit einem Atom-Emmissions-Spektrometer mit 

induktiv gekoppelter Plasmaanregung (Modell JY 70 P, Instruments SA, 

Neukeferloh), wobei die Richtigkeit durch Messung von Referenzproben (Aldrich, 

Steinheim) sichergestellt wurde. 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. (Zusammenarbeit mit dem 

GSF-Institut für ökologische Chemie) 

2.3.5. Abschätzung des Hämolysegrades 

Zur Abschätzung des Hämolysegrades wurde die Differenz zwischen der 

Eisenkonzentration im hämolytischen Plasma der einmalig CEL-behandelten LEC-

Ratten und der Eisenkonzentration im Plasma gesunder LEC Tiere gebildet. Diese 

Differenz der Eisenkonzentrationen wurde zu dem Eisengehalt des Hämoglobins im 
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Vollblut gesunder Wistar Ratten in Beziehung gesetzt. Der Hämolysegrad wurde als 

% hämolysierter Erythrozyten ausgedrückt. 

2.3.6. Proteinbestimmung  

Die Proteingehalte wurden in Anlehnung an die Methode von Bradford (98) mit dem 

Bio-Rad Protein Test (Bio-Rad, München) bestimmt. Als Standard wurde Standard 

Protein (Sigma Chemie, Taufkirchen) eingesetzt. Ein Aliquot von 10 µl der Proben 

wurden mit 200 µl Coomassie Blue-Lösung (1:5 Verdünnung der Stammlösung) 

gemischt und 30 Sekunden inkubiert. Nach 2 min wurde bei 595 nm die optische 

Dichte gemessen. Die Quantifizierung erfolgte in Mikrotiterplatten bei 595 nm mit 

dem Spektrometer (Spectramax 340, Molecular Devices, Ismaning).  

2.3.7. Bestimmung von Enzymaktivitäten und Bilirubin 

Die Blutentnahmen zur Gewinnung von Serum und Plasma erfolgten unter 

Ethernarkose durch Punktierung der Sublingualvene der Ratten oder wurden bei 

Tötung der Tiere bei geöffneten Abdomen aus der Vena cava inferior durchgeführt. 

Plasma wurde unter Verwendung von Heparin (Liquemin, Roche, Grenzach-Wyhlen) 

hergestellt. Die Aktivität der Glutamat-Oxalacetat-Transaminase (GOT) und die 

Konzentration von Bilirubin im Plasma oder Serum der LEC und Wistar Ratten 

wurden in einem Reflexionsphotometer ermittelt (Reflotron®, Roche, Mannheim). Die 

Aktivitäten der sauren Phosphatase und der Succinatdehydrogenase in den 

Fraktionen des Nycodenzgradienten wurden mit einem Testkit (104-AS, Sigma 

Chemie, Taufkirchen) beziehungsweise nach der Methode von Graham et al. (99) 

bestimmt. 

Die Bestimmung der Aktivität der Caspase-3-ähnlichen Proteasen wurde in 

Anlehnung an die Methode von Tiegs et al. (100) durchgeführt. Hierzu wurde das 

Leberzytosol mit einem hypotonen Puffer mit Proteaseinhibitoren (25 mM HEPES, 

pH 7,5, 5 mM MgCl2,1 mM EGTA, 1 mM PEFA-block, sowie Pepstatin, Leupeptin 
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und Aprotinin jeweils 1 µg/ml) 15 Minuten bei 13.000gmax zentrifugiert. Nach der 

Proteinbestimmung wurde der zytosolische Extrakt auf 1 mg Protein/ml verdünnt. 

Daraufhin wurden 3 ml des zytosolischen Extraktes 1:10 mit Substratpuffer (50 mM 

HEPES, pH 7,4, 1% Sucrose, 0,1% CHAPS, 10 mM Dithiotreitol, 50 µM fluorigenes 

Substrat AcDEVD-afc; Bachem, Heidelberg) verdünnt. Die Kinetik der Bildung des 

freien 7-Amino-4-Trifluoro-methylcoumarins und damit die Aktivität des Enzyms 

wurde durch Messung der Fluoreszenz (Anregung bei 400 nm, Emission bei 505 nm) 

mit dem Fluorimeter Spectrafluo JY3 D (Division Instruments S.A.) bestimmt. 

2.3.8. Semiquantitative Bestimmung der Expression der FAS-
Liganden mRNA 

Die Expression der Fas-Liganden mRNA wurde mittels PCR ermittelt, wobei 

Glyceraldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) als „Housekeeping Gen“ 

diente. Die cDNA wurde mit einem Thermo Cycler (Techne Genius, Techne 

Cambridge, England) unter Verwendung der Primer von MWG-Biotech, Ebersberg 

vervielfältigt. Die Primersequenzen für den FAS-Ligand wurde einer Veröffentlichung 

von Plunckett at al. (101) entnommen. Die Sequenz des Vorwärtsprimers für den 

Fas-Liganden war 5´-GAT CAA TGA GGC TGG GTT GT-3´ und die des 

Rückwärtsprimers 5´-CCT GTT GGA CCT TGT GGT CT-3´. Das Amplikon des Fas-

Liganden besteht aus 417 Basenpaaren. Die Primersequenzen für GAPDH 

stammten von Clontech (Clontech Laboratories, Palo Alto, USA). Die Sequenz des 

Vorwärtsprimers war 5´-TGA AGG TCG GTG TCA ACG GAT TTG GC-3´, die des 

Rückwärtsprimers 5´-CAT GTA GGC ATG AGG TCC ACC AC-3´. Das GAPDH-

Amplikon hat eine Länge von 983 Basenpaaren. 

Die Reaktionslösung enthielt pro Probe (25 µl) jeweils 0,5 µl Vorwärts- und 

Rückwärts-Primer (12,5 µM), 0,125 µl Taq DNA Polymerase (Qiagen, Hilden), 2,5 µl 

Qiagen 10xPuffer, 0,5 µl Deoxynukleotid Triphosphat (dNTP, 10 mM) (Boehringer, 

Mannheim), 19,875 µl Wasser und 1µl der revers transkribierten cDNA-Probe. Die 

cDNA-Proben wurden bei 94°C für 3 Minuten denaturiert. Die cDNA von GAPDH 

wurde über 18 Zyklen und die cDNA des Fas-Liganden über 30 Zyklen vervielfältigt. 
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Jeder Zyklus bestand aus 30 Sekunden bei 94°C, 30 Sekunden bei 55°C und 60 

Sekunden bei 72°C. Daraufhin wurden die Proben für 10 Minuten bei 72°C inkubiert. 

Nach der Vervielfältigung wurde die DNA (10 µl der Probe) nach Zugabe von 5 µl 

„Gel-Loading Solution“ (Sigma Chemie, Taufkirchen) in Novex Polyacrylamidgel TBE 

4-20%, 1 mm (Novex, Frankfurt am Main) durch Elektrophorese getrennt. Das Gel 

wurde für 16 Stunden in einer Lösung aus 0,01% „Syber Green“ (Molecular Probes, 

Eugen, USA) in 30% Isopropanol gefärbt. Die Banden wurden bei ultraviolettem Licht 

(Wellenlänge 302 nm) photographiert. Die Größe der einzelnen PCR Produkte wurde 

durch Vergleich mit einer Standard DNA-Leiter (100-Basenpaar DNA-Leiter, MBI, 

Fermantas, St. Leon-Rot) ermittelt. 

2.3.9. Quantitative Echtzeit PCR (TaqMan-Technologie) von TNF-
alpha 

Prinzip der Echtzeit PCR 

Das Prinzip der TaqMan Echtzeit-PCR besteht darin, dass bei jeder Replikation 

eines DNA-Stranges ein Signal entsteht, das während eines PCR-Laufes „online“ 

erfasst wird und eine Abschätzung der Startkopienzahl erlaubt. Hierfür wird eine 

spezielle fluorogene Sonde eingesetzt, die aus einem Oligonukleotid besteht, dessen 

5´-Ende mit einem fluoreszierenden Reporter-Farbstoff (R) markiert ist, während das 

3´-Ende einen Quencher-Farbstoff (Q) trägt. Wird die intakte Sonde durch 

ultraviolettes Licht angeregt, so wird die Fluoreszenz des Reporter-Farbstoffs 

aufgrund der räumlichen Nähe zum Quencher unterdrückt. Während der PCR 

hybridisieren die Sonde und die Primer mit dem Matrizen-Strang. In der 

Extensionsphase trifft die DNA-Polymerase auf die Sonde und beginnt sie zu 

hydrolysieren. Hierbei macht man sich die 5´→3´-Endonukleaseaktivität der 

AmpliTaq-DNA Polymerase zunutze (Abbildung 2). Freie, nicht hybridisierte Sonde 

wird hingegen nicht hydrolysiert. Kommt es zur Sondenhydrolyse, so wird die 

räumliche Nähe zwischen Reporter und Quencher aufgehoben. Entsprechend der 

Akkumulation des PCR-Produktes steigt die Fluoreszenz des Reporters mit jedem 

Zyklus an. Die Fluoreszenz wird dann nach jedem Zyklus mit einem Detektor erneut 
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erfasst. In Abbildung 3 sind typische Amplifikationskurven von TNF-alpha cDNA-

Proben und TNF-alpha cDNA-Standardverdünnungen dargestellt. 

 

R Q

R

Q

R Q
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hydrolysierte Sonde

Primer

DNA

neusynthetisierte DNA

 
Abbildung 2: Prinzip der TaqMan PCR 
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Emission des Fluoreszenzsignals 

 
 
 

 
 

Die PCR von TNF-alpha und GAPDH und die Veränderung der Fluoreszenz wurde 

mit dem „ABI PRISM 7700 Sequence Detector System“ (P.E. Applied Biosystems, 

Weiterstadt) durchgeführt. GAPDH diente als „Housekeeping Gen“. Bei jeder 

Quantifizierung wurden Dreifachbestimmungen von jeder Standardkonzentration und 

jeder Probe mitgeführt.  

 

Herstellung der Standards für TNF-alpha und GAPDH 

Zur Gewinnung von DNA-Template für die Standardkurven wurde die mRNA aus der 

Leber einer mit Concanavalin A behandelten Wistar Ratte verwendet. Mit den unten 

beschriebenen TaqMan-Primern für TNF-alpha und GAPDH und mit Hilfe des „Titan 

One Tube RT-PCR Systems“ (Roche, Mannheim) wurde die mRNA in cDNA 

umgeschrieben und im Techne Genius Thermo Cycler vervielfältigt. Die Primer 
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hatten eine Endkonzentration von 300 nM. Zur Reversen-Transkriptase (RT)-PCR 

wurde folgendes Temperaturprogramm verwendet: Für das Primerannealing und die 

reverse Transkription wurde bei 50°C für 2 Minuten inkubiert. Die reverse 

Transkriptase wurde während 2 Minuten bei 94°C zerstört und die Template 

denaturiert. Es folgten 25 Zyklen für GAPDH und 35 Zyklen für TNF-alpha. Bei 94°C 

wurde für 2 Minuten denaturiert, das Primerannealing erfolgte bei 52°C für 30 

Sekunden und die Strangverlängerung bei 68°C für 1 Minute. Bei der 

Strangverlängerung wurde ab dem 11 Zyklus eine Zyklusverlängerung von 6 

Sekunden je Zyklus durchgeführt. Durch Elektrophorese in einem 1,5%-igen 

Agarosegel wurden die Proben aufgetrennt und durch Vergleich mit einer 100-

Basenpaar DNA-Leiter identifiziert. Die Banden von TNF-alpha und GAPDH wurden 

ausgeschnitten und die DNA mit Hilfe des „QIAquick Gel Extraction Kits“ (Qiagen, 

Hilden) isoliert. Ein Aliquot des Eluats (30 µl) wurde 1:100 mit Wasser (Sigma 

Chemie, Taufkirchen) verdünnt. Ausgehend von dieser Lösung wurden relative 

Standardkonzentrationen von 1; 0,2; 0,04; 0,008; 0,0016; 0,00032 und 0,000064 

hergestellt. Zur relativen Quantifizierung wurde die TNF-alpha Expression relativ zu 

dem normalerweise konstant exprimierten GAPDH-Gen bestimmt. 

 

Durchführung der Echtzeit-PCR 

Die PCR wurde mit folgendem Programm durchgeführt: 50°C, 2 Minuten; 95°C, 10 

Minuten gefolgt von 50 Zyklen: 95°C, 15 Sekunden; 60°C, 1 Minute.  

Die optimalen Endkonzentrationen beider TNF-alpha Primer und der GAPDH-Primer 

waren 300 nM. Die optimalen Endkonzentrationen der Sonden für TNF-alpha und 

GAPDH waren 125 nM. Die PCR-Produkte wurden elektrophoretisch mit einem 4-

20% Novex Polyacrylamid-Gel auf Abwesenheit von unspezifischen PCR-Produkten 

überprüft. 

 

Reaktionsansatz: 

Universal Master Mix (P.E. Biosystems):  20 µl 
Sonde: 4 µl 
Vorwärtsprimer: 4 µl 
Rückwärtsprimer: 4 µl 
Wasser: 4 µl 
Proben cDNA: 4 µl 
Von diesen 40 µl wurden 38 µl in das Reaktionsgefäß pipettiert. 
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Primer und Sonden wurden von P.E. Applied Biosystems synthetisiert. Die Sonden 

wurden mit 6-Carboxyfluorescein (FAM) als Fluorophor und 6-Carboxy-N, N, N´, N´,-

Tetramethylrhodamin (TAMRA) als Quencher markiert. Primer und Sonde für das 

„Housekeeping Gen“ GAPDH sind einer Veröffentlichung von Winer et al. (102) 

entnommen: 

Vorwärtsprimer: 5´-TGC ACC ACC AAC TGC TTA-3´ 

Rückwärtsprimer: 5´-GGA TGC AGG GAT GAT GTT C-3´ 

Sonde: 5´-FAM-CAG AAG ACT GTG GAT GGC CCC TC-TAMRA-3´ 

Das Amplikon ist 177 Basenpaare lang.  

 

Primer und Sonde für TNF-alpha wurden einer Veröffentlichung von Depre et al. 

(103) entnommen und modifiziert. Damit der Rückwärtsprimer komplette 

Übereinstimmung mit der entsprechenden cDNA hat, wurde die vorletzte Base durch 

ein Guanosin ersetzt. 

Vorwärtsprimer: 5´-ATC ATC TTC TCA AAA CTC GAG TGA C-3´ 

Rückwärtsprimer: 5´-TTG AGA TCC ATG CCA TTG G-3´ 

Sonde: 5´-FAM-AGC CCA CGT CGT AGC AAA CCA CC-TAMRA-3´ 

Das Amplikon ist 125 Basenpaare lang. 
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Abbildung 3: Typische Amplifikationskurven von TNF-alpha cDNA-Proben
(oben) und TNF-alpha cDNA-Standardverdünnungen (unten).
(Originalausdrucke „ABI Prism Sequence Detection Systems 1.6.3“; P.E.
Applied Biosystems, Weiterstadt). 
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Abbildung 4: Repräsentative Standardkurven der cDNA von TNF-alpha und GAPDH
(Einzelwerte). 

 

Die Ausgangskonzentrationen der Zielsequenz TNF-alpha und des „Housekeeping 

Gens“ GAPDH wurden über die jeweiligen Standardkurven bestimmt (Abbildung 4). 

Die Expression der TNF-alpha mRNA wurde relativ zur Expression der GAPDH 

mRNA berechnet. Die relativen Expressionen der TNF-alpha mRNA wurden auf die 

relative Expression dieses Gens einer unbehandelten Wistar Ratte normalisiert.  

2.4. Statistische Verfahren 

Wenn nicht anders angegeben, sind die dargestellten Punkte Mittelwerte mit 

Standardabweichungen aus 3 identischen Ansätzen bzw. Mittelwerte aus 

Einzelbestimmungen der jeweiligen Messparameter von mindestens 3 
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verschiedenen Tieren. Die Signifikanz des Vergleichs zweier Mittelwerte wurde mit 

dem Student t-Test ermittelt. Die entsprechenden Signifikanzniveaus sind jeweils bei 

den Abbildungen oder im Text angegeben. Bei Bestimmung der Signifikanzen 

wurden jeweils die Tiere aller Versuchsgruppen mit den LEC Ratten ohne Befund 

und den LEC Ratten mit Ikterus verglichen. 

2.5. Chemikalien 

Alle nicht näher spezifizierten Chemikalien waren von der höchsten kommerziell 

erhältlichen Qualität. 

 



ERGEBNISSE 23 
 
 

 

3. ERGEBNISSE 

3.1. Pathologie und labordiagnostische Befunde 

LEC, ohne Befund, Alter 70 Tage 

 

Erwartungsgemäß war bei den LEC Ratten im Alter von 70 Tagen der Cu-Gehalt im 

Plasma mit 182 ± 106 ng/ml im Vergleich zu Wistar Kontrolltieren (1129 ± 265 ng/ml) 

aufgrund des Ceruloplasminmangels stark erniedrigt (Tabelle 1). Histologisch waren 

die Lebern ohne Befund (Abbildung 5 A) und entsprechend lagen die Aktivitäten der 

GOT, die Bilirubingehalte im Plasma und die Körpergewichte der LEC Tiere im 

Normalbereich (Tabelle 1). 

In der normalen Leber lagen die Makrophagen nahezu ausschließlich als 

Kupffersche Sternzellen vor. Die Anzahl und die Größe dieser leberresidenten 

Makrophagen war in LEC Ratten ähnlich derjenigen von Wistar Tieren (Abbildungen 

6, 7 A). In der Elektronenmikroskopie stellten sich allenfalls einzelne Hepatozyten mit 

aufgelockertem Zytoplasma und leicht dilatierten Cristae der Mitochondrien dar. 

Darüber hinaus zeigte sich ultrastrukturell vereinzelt kleinflächiges, kontrastreiches 

Material, vorwiegend in den hepatozytären Lysosomen (Abbildungen 8.1 A, B). Das 

endoplasmatische Retikulum und die äußere Zellmembran waren unauffällig. Die 

Kupfferschen Sternzellen zeigten die für diese Zellen typischen armförmigen 

Ausstülpungen. 
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Tabelle 1: Labordiagnostische Befunde und Leberpathologie 
 

 
 

Tiergruppe 
(Anzahl der Tiere) 

 
Alter (Tage) 
(Mittelwert  

± SD) 
 

 
GOT (U/l) 
(Mittelwert  

± SD) 

 
Bilirubin 
(mg/dl) 

(Mittelwert  
± SD) 

 
Serum-Cu 

(ng/ml) 
(Mittelwert  

± SD) 

 
Leber-

pathologie 

 
Wistar (n=3) 

 
 

 
72 

(72 ± 0) 

 
101-115 

(107 ± 7)# 

 
<0,5 

 
823-1511 

(1129 ± 265)* 

 
unauffällig 

LEC, ohne Befund, 
Alter 70 Tage 
(n=3) 
 

 
70 

(70 ± 0) 

 
123-157 

(137 ± 18)# 

 
<0,5 

 
114-305 

(182 ± 106)# 

 
unauffällig 

LEC, beginnende 
Leberschädigung, 
Alter 78 Tage 
(n=3) 
 

 
78 

(78 ± 0) 

 
131-150 

(138 ± 10)# 

 
<0,5 

 
154-274 

(219 ± 61)*# 

 
auffällig 

LEC, Ikterus, 
Alter 92 Tage 
(n=4-8) 
 

 
90-94 

(92 ± 1) 

 
810-1412 

(1066 ± 223)*

 
1,3-23,9 

(11,3 ± 9,1) 

 
1098-1356 

(1235 ± 115)* 

 
auffällig 

LEC, 3xCEL ab 
Tag 69, 
Alter 79 Tage 
(n=3) 
 

 
79 

(79 ± 0) 
 

 
420-520 

(468 ± 50)*# 

 
<0,5 

 
245-406 

(299 ± 92)# 

 
auffällig 

LEC, 7xCEL ab 
Tag 69, 
Alter 93 Tage 
(n=3) 
 

 
93 

(93 ± 0) 

 
1575-2219 

(1890 ± 322)*#

 
0,6-1,1 

(0,9 ± 0,3) 

 
1287-1564 

(1443 ± 115)* 

 
auffällig 

LEC, 1xCEL am 
Tag 91, 
Alter 92 Tage 
(n=5) 
 

 
91-94 

(92 ± 1,3) 

 
3250-4720 

(4054 ± 613)*#

 
5,8-24,6 

(14,9 ± 8,4) 

 
1795-2335 

(2007 ± 205)*# 

 
auffällig 

* signifikant verschieden von den LEC Ratten ohne Befund (p<0,01). 
# signifikant verschieden von den LEC Ratten mit Ikterus (p<0,01). 

 

 

 

LEC, beginnende Leberschädigung, Alter 78 Tage 

 

Der Cu-Gehalt im Plasma der LEC Ratten im Alter von 78 Tagen betrug 219 ± 61 

ng/ml. Die GOT-Aktivitäten und Bilirubinwerte lagen im Bereich der Kontrollwerte 
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(Tabelle 1) und die Tiere wiesen eine normale Gewichtszunahme auf. Das 

histologische Bild der Lebern zeigte eine beginnende Schädigung. Es wurden 

vereinzelt apoptotische Zellen beobachtet, weiterhin wiesen die Lebern vereinzelte 

Leberzellmitosen und vergrößerte Leberzellkerne auf, zudem war das Zytoplasma 

der Hepatozyten teilweise vakuolisiert (nicht gezeigt). Die Anzahl der Kupfferschen 

Sternzellen war gegenüber den LEC Tieren ohne Befund, im Mittel um das 1,5-fache 

erhöht, die Größe dieser Zellen war jedoch unverändert (Abbildungen 6, 7 B). 

Ultrastrukturelle pathologische Veränderungen, wie dilatierte Cristae der 

Mitochondrien sowie schütteres und vakuolisiertes Zytoplasma, traten in der 

Mehrzahl der Hepatozyten auf. Wie bei den LEC Ratten ohne Befund befand sich 

wenig elektronendichtes Material nahezu nur in den Lysosomen der Hepatozyten, die 

Zellen des retikuloendothelialen Systems hingegen waren diesbezüglich unauffällig 

(nicht gezeigt). 

 
 

LEC, Ikterus, Alter 92 Tage 

 

Bei den LEC Ratten im Alter von 90 bis 94 Tagen entwickelte sich eine akute 

Hepatitis mit Ikterus. Erste Anzeichen waren gelbe Ohren, Nasen und Pfoten der 

Tiere und Bilirubinurie. Der mittlere Cu-Gehalt im Plasma der LEC Ratten begann ab 

dem Alter von 83 Tagen anzusteigen und war während der klinisch fulminanten 

Phase der Hepatitis um den Faktor 6,8 gegenüber den Tieren ohne Befund erhöht. 

Die GOT-Aktivitäten stiegen ab dem Alter von 90 Tagen stark an, das Maximum der 

Aktivität lag im Mittel bei 1066 ± 223 U/l und auch die Bilirubinwerte waren deutlich 

erhöht (Tabelle 1). Das Körpergewicht der Tiere nahm ab dem Alter von etwa 85 

Tagen nicht weiter zu. Histologisch waren in den Lebern der Tiere zahlreiche 

apoptotische Zelluntergänge, sowie Einzelzellnekrosen und Gallethromben zu 

beobachten (Abbildungen 5 B, C). Bei etwa der Hälfte der Tiere kam es zu 

Erythrophagozytose. Die Hepatozyten waren hypertroph und etwa doppelt so groß 

wie normale Leberzellen, das Zytoplasma war mitunter sehr schütter und stark 

vakuolisiert. Gallengangsproliferationen und viele Hepatozyten mit Riesenzellkernen 

wurden als mögliche Folge von Regenerationsprozessen festgestellt. Auch waren 

etliche zweikernige Leberzellen zu beobachten. Zahlreiche hepatische 

  



ERGEBNISSE 26 
 
 

 

 
Abbildung 5: Hämatoxilin und Eosin gefärbte Schnitte der Leber einer LEC Ratte ohne Befund (A), 
einer LEC Ratte mit Ikterus (B,C) und einer 7 mal mit CEL behandelten LEC Ratte (D). 
(Vergrößerung jeweils 100-fach). 

Mesenchymzellen waren in Form von kleinkernigen Zellen in den Sinusoiden, aber 

auch zwischen den Hepatozyten zu erkennen (Abbildungen 5 B, C). Die 

Makrophagen der Leber waren fast ausschließlich Kupffersche Sternzellen. Die 

Anzahl der Kupfferschen Sternzellen erreichte ihr Maximum im Stadium der akuten 

Hepatitis und war im Vergleich zu den LEC Ratten ohne Befund im Mittel verdoppelt. 

Auch die Fläche der Kupfferschen Sternzellen war im Mittel um den Faktor 2 größer 

(Abbildungen 6, 7 C). Vielfach fanden sich Aggregate aus Makrophagen, sogenannte 

mesenchymale Resorptionsknötchen, im Lebergewebe.  
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Abbildung 6: Anzahl (A) und Größe (B) der Kupfferschen Sternzellen und der
Summe aus Kupfferschen Sternzellen und peripheren Makrophagen
(Makrophagen, gesamt) in der Leber von LEC und Wistar Ratten (Mittelwerte ±
SD, n=3-6). 
* signifikant verschieden von den LEC Ratten ohne Befund (p<0,01). 
# signifikant verschieden von den LEC Ratten mit Ikterus (p<0,01). 
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Die Leberschädigung zeigte sich auch ultrastrukturell; in den Leberzellen erschien 

die Anzahl der Mitochondrien verringert und die Cristae der Mitochondrien sowie das 

endoplasmatische Retikulum waren erweitert. Darüber hinaus war das Zytosol 

vakuolisiert und enthielt zahlreiche Fetteinlagerungen. Die Hepatozyten waren 

teilweise derartig vergrößert und die Zellkontakte so verändert, dass die 

Zellmembran in der Elekronenmikroskopie nicht mehr deutlich auszumachen war. 

Die Oberfläche der Kupfferschen Stenzellen war im Vergleich zu denen der LEC 

Ratten ohne Befund glatter und nicht mehr durch Ausstülpungen gekennzeichnet. 

Die Makrophagen befanden sich im Gegensatz zu den gesunden Tieren auch 

zwischen den Leberzellen. In den Lysosomen der Hepatozyten und der Kupfferschen 

Sternzellen fand sich vermehrt elektronendichtes Material (Abbildungen 8.1 C, D), 

welches insbesondere in den Lysosomen der Kupfferschen Sternzellen zu 

voluminösen Aggregaten zusammengepackt war. Auch in den isolierten Hepatozyten 

und Kupfferschen Sternzellen einer LEC Ratte mit Ikterus zeigten sich Partikel mit 

elektronendichtem Material in den Lysosomen (Abbildung 9), vor allem in denen der 

Kupfferschen Sternzellen. 

 

 

LEC, 3xCEL ab Tag 69, Alter 79 Tage 

 

Bei den 3-malig mit CEL behandelten LEC Ratten waren die Kupfferschen 

Sternzellen weitestgehend eliminiert (Abbildungen 6 A, 7 D). Das Plasma-Cu und 

Bilirubin lagen im Bereich der Normalwerte, die GOT-Aktivitäten waren jedoch im 

Mittel um den Faktor 3,4 signifikant (p<0,01) gegenüber den Werten der 

gleichaltrigen Tiere mit beginnender Leberschädigung erhöht (Tabelle 1). Das 

Körpergewicht, die histopathologischen (Tabelle 1) und die elektronen-

mikroskopischen Befunde, insbesondere die Häufigkeit des elektronendichtes 

Materials in den Lysosomen der Hepatozyten, waren ähnlich wie bei den LEC Ratten 

mit beginnender Leberschädigung (nicht gezeigt). 
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Abbildung 7: Immunhistochemisch gefärbte Kupffersche Sternzellen in der Leber von LEC Ratten
ohne Befund (A), LEC Ratten mit beginnender Leberschädigung (B), LEC Ratten mit Ikterus (C), 3
mal mit CEL behandelten LEC Ratten (D) und LEC Ratten die 7 mal mit CEL behandelt worden 
waren (E). (Vergrößerung jeweils 100-fach). 
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LEC, 7xCEL ab Tag 69, Alter 93 Tage 

 
Die 7 mal mit CEL behandelten LEC Ratten erkrankten etwa im gleichen Alter wie die 

unbehandelten LEC Tiere an akuter Hepatitis. Die Plasma-Cu-Gehalte der CEL 

behandelten Tiere waren im Mittel mit 1443 ± 115 ng/ml gegenüber denen der 

unbehandelten Tieren mit Ikterus (1235 ± 115 ng/ml) signifikant erhöht (p<0,05). Die 

GOT-Aktivitäten waren ebenfalls im Mittel um den Faktor 1,8 signifikant (p<0,05) 

erhöht. Die höchste mittlere GOT-Aktivität betrug 1890 ± 322 U/l. Die 

Bilirubinkonzentrationen waren hingegen nur leicht erhöht (Tabelle 1), das 

Körpergewicht der Tiere entsprach in etwa dem der LEC Ratten mit Ikterus und blieb 

etwa ab dem Alter von 85 Tagen unverändert. 

Histologisch waren die Lebern der 7 mal mit CEL behandelten Ratten ähnlich der 

Lebern der Tiere mit akuter Hepatitis, die Hepatozyten waren von einer 

kleinvakuolären Degeneration betroffen und das Zytoplasma schütter. Nahezu alle 

Leberzellen waren hypertroph und von ähnlicher Größe wie bei den Tieren mit 

Ikterus. Besonders auffällig waren Einzelzellnekrosen und ein häufiges Auftreten von 

Apoptose. Im Unterschied zu den unbehandelten Tieren mit Ikterus fanden sich 

zudem zahlreiche eosinophile, kugelförmige Einschlüsse im Leberparenchym, 

sogenannte Apoptosekörperchen (Abbildung 5 D).  

Im Vergleich zum Behandlungsbeginn war bei diesen Tieren eine nur sehr geringe 

Anzahl von Kupfferschen Sternzellen, entsprechend etwa 8% der Anzahl bei den 

LEC Ratten ohne Befund, zu beobachten (Abbildungen 6 A, 7 E). Die Größe dieser 

Makrophagen glich der bei den Tieren mit Ikterus (Abbildung 6 B). Die Anzahl 

peripherer Makrophagen war bei diesen Ratten im Vergleich zu den 3 mal mit CEL 

behandelten Tieren deutlich erhöht (Abbildung 6 A). 

Ultrastrukturell war das Lebergewebe stärker geschädigt als das der LEC Tiere mit 

Ikterus; etliche Hepatozyten befanden sich bereits im Untergang und vor allem 

erschienen die Mitochondrien stärker betroffen. Diese Organellen waren geschwollen 

und die Struktur der Cristae war in den meisten Fällen nicht mehr erkennbar. Sowohl 

in Hepatozyten als auch in Makrophagen waren elektronendichte Partikel zu 

erkennen (Abbildung 8.2 E). 
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Abbildung 8.1: Feinstrukturen der Leber einer LEC Ratte ohne Befund (A, B). und der Leber einer
LEC Ratte mit Ikterus (C, D). (Vergrößerungen: (A, D) 4.320-fach, (B) 9.740-fach und (C) 1.280-
fach). 
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Abbildung 8.2: Feinstrukturen der Leber einer LEC Ratte, die 7 mal mit CEL behandelt worden war 
(E) und der Leber einer LEC Ratte, die einmalig mit CEL-behandelt worden war (F). 
(Vergrößerungen: (E) 1.280-fach, (F) 3.370-fach). 

LEC, 1xCEL am Tag 91, Alter 92 Tage 

 

Die LEC Ratten, die einmalig im Zustand der akuten Hepatitis mit CEL behandelt 

worden waren, hatten Plasma-Cu-Konzentration, die um 60% von 1235 ± 115 ng/ml 

vor der CEL-Gabe auf 2007 ± 205 ng/ml danach erhöht waren (nicht gezeigt). 

Außerdem wurde eine deutliche Hämurie und eine Hämolyse von 12% der 

Erythrozyten festgestellt. Die GOT-Aktivitäten von im Mittel 4054 ± 613 U/l, 

beziehungsweise Bilirubingehalte von im Mittel 14,9 ± 8,4 mg/dl waren massiv erhöht 

(Tabelle 1).  

Histologisch wurden Einzelzellnekrosen, Apoptosen und Apoptosekörperchen und 

außerdem Hepatozyten mit disseminiert hydropischer kleinvakuolärer Degeneration 

beobachtet. Die Anzahl der Kupfferschen Sternzellen war um 63% vermindert 

(Abbildung 6 A). In der Elektronenmikroskopie war zwischen den parenchymalen 
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Abbildung 9: Feinstruktur eines isolierten Hepatozyten (A) und von Kupfferschen Sternzellen (B)
einer LEC Ratte mit Ikterus. (Vergrößerung jeweils 2.150-fach). In normalen Leberzellen finden sich
keine elektronendichten Partikel in den Lysosomen (nicht gezeigt). 

Leberzellen an vielen Stellen kontrastreiches Material zu beobachten, das nicht 

zellulär, d.h. von keiner Membran umgeben war (Abbildung 8.2 F). Kontrastreiche 

Partikel dieser Größe waren sonst nur in den Kupfferschen Sternzellen zu finden. 

 

 

Wistar Kontrolltiere 

 

Alle Wistar Ratten waren histologisch unauffällig, lediglich bei den mehrmalig CEL-

behandelten Tieren waren, wie erwartet, die Kupfferschen Sternzellen, ähnlich wie 

die der CEL-behandelten LEC Ratten, eliminiert. Die GOT-Aktivitäten der 3 mal und 7 

mal mit CEL behandelten Wistar Tiere (205 ± 34 U/l beziehungsweise 228 ± 28 U/l) 

waren gegenüber den nicht behandelten Wistar Ratten (107 ± 7 U/l) leicht erhöht 

(Tabelle 1). Die Parameter Bilirubin und Plasma-Cu lagen im Normalbereich. 

 

Um zu überprüfen, ob die Zerstörung der Kupfferschen Sternzellen mit CEL toxische 

Effekte hat, wurden mit Zymosan vorbehandelte Wistar Ratten einmalig mit CEL 

injiziert. Zymosan induziert das Wachstum der Kupfferschen Sternzellen (91). Nach 
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der Zymosan-Behandlung war die Anzahl der Kupfferschen Sternzellen ähnlich der 

von LEC Ratten mit Ikterus. Durch die Behandlung der Wistar Ratten mit CEL war die 

Anzahl der Kupfferschen Sternzellen von 1349 ± 130 Einheiten/Messfeld auf 120 ± 

14 Einheiten/Messfeld vermindert worden (nicht gezeigt). Die Wistar Ratten zeigten 

keine Hämurie und auch die Bilirubinkonzentrationen waren normal. Die GOT 

Aktivitäten betrugen im Mittel 1060 ± 423 U/l und lagen deutlich unter den GOT-

Aktivitäten der einmalig im Zustand der akuten Hepatitis mit CEL behandelten LEC 

Ratten (4054 ± 613 U/l) (nicht gezeigt). 

Ob die einmalige CEL-Injektion oder Zymosan toxisch wirken, wurde durch 

entsprechende Behandlung von Wistar Ratten untersucht. Nur mit Zymosan 

behandelte Wistar Ratten hatten normale GOT-Aktivitäten von im Mittel 132 ± 40 U/l. 

Die GOT-Aktivitäten von Wistar Ratten nach einer einmaligen CEL-Behandlung 

waren gegenüber denen der unbehandelten Wistar Ratten mit im Mittel 729 ± 224 U/l 

erhöht (nicht gezeigt). 

3.2. Zelluläre und subzelluläre Lokalisation von Cu in der 
Leber 

Der Cu-Gehalt in der Leber der unbehandelten LEC Tiere stieg kontinuierlich an und 

erreichte das Maximum im Stadium der akuten Gelbsucht (Abbildung 10). Die 

Zunahme des Gesamt-Cu-Gehaltes in der Leber bis zum Auftreten des Ikterus war in 

erster Linie dem Anstieg des Metallgehaltes in der partikulären Fraktion, welche die 

Mitochondrien, die Lysosomen, Zellkerne und Membranfragmente enthält, 

zuzuschreiben. Der Anteil des zytosolischen Cu, errechnet aus der Differenz 

zwischen dem Cu-Gehalt in der gesamten Leber und dem Cu-Gehalt in der 

partikulären Fraktion, betrug vor dem Auftreten der Hepatitis sowohl bei den Tieren 

mit Ikterus als auch bei den CEL-behandelten LEC Tieren etwa 60% des 

Gesamtleber-Cu. Nach dem Auftreten der Gelbsucht war der Anteil des 

zytosolischen Cu bei den LEC Ratten mit Ikterus und den 7-malig mit CEL 

behandelten LEC Ratten nur noch 40% des Gesamtleber-Cu (Abbildung 10). 
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Abbildung 10: Cu-Gehalte in der Leber von Wistar Ratten und LEC Ratten mit und ohne CEL-
Behandlung (Mittelwerte ± SD, n=3-6).  
* signifikant verschieden von den LEC Ratten ohne Befund (p<0,05). 
# signifikant verschieden von den LEC Ratten mit Ikterus (p<0,05). 

3.2.1.  Isolierte Hepatozyten und Kupffersche Sternzellen 

Um die Verteilung von Cu in den Hepatozyten und den Kupfferschen Sternzellen zu 

quantifizieren, wurden die Lebern von LEC Ratten mit Ikterus mit Collagenase 

perfundiert, die Zellen isoliert und die Cu-Gehalte in den Fraktionen bestimmt. 

Abbildung 9 zeigt transmissionselektronenmikroskopische Aufnahmen eines 
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isolierten Hepatozyten und von zwei isolierten Kupfferschen Sternzellen. In den 

Lysosomen der Zellen, insbesondere der Kupfferschen Sternzellen ist eine 

Anreicherung von kontrastreichem Material zu erkennen. 

Der Cu-Gehalt der isolierten Hepatozyten einer LEC Ratte mit Ikterus betrug 2428 ± 

442 ng/106 Zellen. Der Gehalt der Fraktion der isolierten Kupfferschen Sternzellen 

mit Verunreinigung von Endothelzellen war 419 ± 226 ng/106 Zellen. 

Um die Cu-Menge abzuschätzen, die in den Kupfferschen Sternzellen einer LEC 

Ratte mit Ikterus enthalten ist, wurden folgende Daten aus der Literatur zugrunde 

gelegt. Ein Gramm Rattenleber (Feuchtgewicht) entspricht 100x106 Hepatozyten, 

35x106 Endothelzellen und 25x106 Kupfferschen Sternzellen (104). Nach eigenen 

immunhistochemischen Daten war in den Lebern der LEC Ratten mit Ikterus die 

Anzahl der Kupfferschen Sternzellen gegenüber den gesunden Tieren verdoppelt 

(Abbildung 6 A). Hieraus ergibt sich die Anzahl der Kupfferschen Sternzellen in 

einem Gramm Leber einer LEC Ratte mit Ikterus zu etwa 50x106. Der Anteil der 

Kupfferschen Sternzellen in der Fraktion, die Kupffersche Sternzellen und 

Endothelzellen enthält, beträgt über die Literaturangaben etwa 59%. Unter der 

Annahme, dass sich alles Cu dieser Fraktion in den Kupfferschen Sternzellen 

befindet, errechnet sich der Cu-Gehalt in diesen Zellen auf etwa 710 ng/106 Zellen. 

Aus der Anzahl der Zellen pro Gramm Leber und den Cu-Gehalten der isolierten 

Zellen ergeben sich die Cu-Gehalte in der Leber für die Hepatozyten mit 243 µg/g 

Feuchtgewicht und für die Kupfferschen Sternzellen mit 36 µg/g Feuchtgewicht. Die 

Summe des in den Hepatozyten und den Kupfferschen Sternzellen befindlichen Cu 

errechnet sich somit zu 277 µg/g Feuchtgewicht. Etwa 13% des in der Leber 

vorhandenen Cu befindet sich demnach in den Kupfferschen Sternzellen. 

3.2.2. Lysosomen 

Die Verteilung von Cu in der Lysosomen-Mitochondrien-Fraktion der Leber von LEC 

Ratten nach Trennung über einen Dichtegradienten ist in Abbildung 11 dargestellt. 

Wie die Verteilungen der lysosomenspezifischen Aktivität der sauren Phosphatase 

AP) und die Aktivität der mitochondrienspezifischen Succinatdehydrogenase (SDH) 
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zeigen (Abbildung 11, eingeschobene Abbildung), ist Cu in den Fraktionen 6-9 

überwiegend lysosomalen Ursprungs, während die Fraktionen 2-4 überwiegend Cu 

aus Mitochondrien beinhalten. Der Cu-Gehalt in der Fraktion 10 ist auf zytosolische 

Verunreinigungen zurückzuführen. Die Fraktion 1 des Dichtegradienten, die 

schwerste Fraktion, enthielt weder die lysosomen- noch die mitochondrien-

spezifischen Markerenzyme AP und SDH und bestand aus unlöslichem, partikulärem 

Material. Elektronenmikroskopische Aufnahmen dieses Materials zeigten 

Lysosomen, in die elektronendichte Partikel eingeschlossen waren (Abbildung 12). 

Deutlich sind die Lysosomenmembranen zu erkennen. Warum in dieser Fraktion 

keine Aktivität der AP nachgewiesen werden konnte, ist ungeklärt. 

 

 

0

5

10

15

20

25

30

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

0

10

20

30 AP
SDH

E
nz

ym
ak

tiv
itä

t (
%

)

Fraktion

C
u 

µg
/m

l)

Fraktion

LEC, ohne Befund, Alter 70 Tage
LEC, beginnende Leberschädigung, Alter 78 Tage

LEC, 3xCEL ab Tag 69, Alter 79 Tage
LEC, 7xCEL, ab Tag 69, Alter 93 Tage 

LEC, 1xCEL am Tag 91, Alter 92 Tage

 
 
Abbildung 11: Verteilung von Cu in der Lysosomen-Mitochondrien-Fraktion nach Trennung über
einen Dichtegradienten. Die eingeschobene Abbildung zeigt die typische Verteilung der Aktivitäten
von saurer Phosphatase (AP) und Succinatdehydrogenase (SDH) in den Fraktionen. 
(Mittelwerte, n=3-6). 
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Mit fortschreitender Leberschädigung wurde bei den Tieren mit Ikterus in den 

Lysosomen der Fraktion 6-9 eine Zunahme von Cu bis zum 2,5-fachen und in den 

Mitochondrien-Fraktionen 2-4 eine Anreicherung im Mittel bis zum Faktor 3,4 im 

Vergleich zu den Kontrolltieren (LEC, ohne Befund) beobachtet (Abbildung 11). 

Sowohl bei den unbehandelten Tieren mit Ikterus als auch bei den 7 mal mit CEL 

behandelten Tieren wurden die höchsten Cu-Gehalte in den Lysosomen der Fraktion 

1 beobachtet, wobei in den Lebern der CEL-behandelten Tiere deutlich weniger Cu 

in dieser Fraktion beobachtet wurde als bei den LEC Ratten mit Ikterus. Der Cu-

Gehalt der Lysosomen in der Fraktion 1 der LEC Ratten mit Ikterus erreichte im Mittel 

29,3 µg/ml und lag damit um das 22-fache über dem der Tiere mit beginnender 

Leberschädigung und sogar um das 90-fache über dem Wert der LEC Ratten ohne 

Befund. Die Lysosomen der Fraktion 1 der 7 mal mit CEL behandelten LEC Ratten 

enthielten hingegen im Mittel 9,1 µg Cu/ml und die der einmalig mit CEL behandelten 

LEC Ratten 16,6 µg Cu/ml.  

 
Abbildung 12: Feinstruktur der mittels Dichtegradientenzentrifugation
isolierten Partikel hoher Dichte (Fraktion 1 des Nycodenzgradienten) aus
der Leber einer LEC Ratte mit Ikterus. (52.400-fache Vergrößerung). 
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3.3. Apoptoserelevante Parameter  

3.3.1. Apoptoseindex 

Abbildung 13 (A) zeigt eine apoptotische Zelle einer LEC Ratte mit Ikterus. Das 

Chromatin des Zellkerns ist kondensiert, die Zelle ist geschrumpft und von den 

Nachbarzellen abgelöst. Abbildung 13 (B) der Leber eines 7 mal mit CEL 

behandelten LEC Tieres zeigt eine apoptotische Zelle mit Chromatinkondensation, 

zusätzlich sind auch einige Apoptosekörperchen erkennbar. Diese 

Apoptosekörperchen traten bei den LEC Ratten mit Ikterus weit seltener auf. 

 

 
 
Abbildung 13: Apoptotische Zelle mit Kondensation des Kernchromatins (weißer Pfeil) in der Leber
einer LEC Ratte mit Ikterus (A). Aufnahme B der Leber einer 7 mal mit CEL-behandelten Ratte zeigt 
ebenfalls eine Apoptose mit typischer Zellschrumpfung (weißer Pfeil) und einigen eosinophilen
Apoptosekörperchen (schwarze Pfeile). (Vergrößerung jeweils 200-fach). 

Im Vergleich zu den LEC Tieren ohne Befund und denen mit beginnender 

Leberschädigung war eine massive Zunahme der apoptotischen Zellen bei den 

Tieren mit Ikterus sowie bei den 7 mal mit CEL und den einmalig mit CEL 

behandelten LEC Ratten zu verzeichnen. Die Apoptoseindices der LEC Tiere mit 

Ikterus betrugen im Mittel 0,7% ± 0,2% und die der 7 mal mit CEL behandelten LEC 
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Ratten 1,1% ± 0,3%. Dieser Unterschied war jedoch nicht signifikant. Bei den 

einmalig mit CEL behandelten LEC Tieren war der Apoptoseindex mit 1,1% ± 0,3% 

signifikant unterschiedlich im Vergleich zu den Tieren mit Ikterus. Mit durchschnittlich 

0,1% war der Apoptoseindex der Tiere mit beginnender Leberschädigung 

vergleichsweise gering. Der Apoptoseindex in den Lebern der LEC Ratten ohne 

Befund lag im normalen Bereich von 0,01-0,1% (105, 106) (Abbildung 14). 
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Abbildung 14: Apoptoseindex in der Leber von LEC Ratten mit und ohne CEL-Behandlung. Es 
wurden ausschließlich Zellen mit den typischen Veränderungen des Kernchromatins und/oder
Zellschrumpfung zur Bestimmung herangezogen (Mittelwerte ± SD, n=3-4).  
Bei gesunden Kontrollratten beträgt der Apoptoseindex 0,01-0,1% (105). 
* signifikant verschieden von den LEC Ratten ohne Befund (p<0,01). 
# signifikant verschieden von den LEC Ratten mit Ikterus (p<0,01). 
# # signifikant verschieden von den LEC Ratten mit Ikterus (p<0,05). 
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3.3.2. Genexpression von TNF-alpha 

Die Expression der TNF-alpha mRNA in den Lebern der Ratten wurde mit Hilfe der 

TaqMan Echtzeit-PCR bestimmt. Abbildung 15 zeigt die auf die Expressionen der 

GAPDH mRNA bezogene Expression der TNF-alpha mRNA in den Lebern gesunder, 

kranker und behandelter LEC Ratten. Die Expressionen der TNF-alpha mRNA der 

unbehandelten LEC Ratten blieben auch während der Erkrankungsphase konstant 

und waren ähnlich der Expression der Wistar-Kontrolltiere. Nach 3-maliger 

Behandlung mit CEL nahm die relative Expression der TNF-alpha mRNA um 88% 

signifikant ab. Nach der 7. CEL-Injektion betrug die Abnahme noch 64%. 
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Abbildung 15: Relative Expression der TNF-alpha mRNA in den Lebern von LEC Ratten mit 
und ohne CEL-Behandlung (Mittelwerte ± SD, n=3-7). 
# signifikant verschieden von den LEC Ratten mit Ikterus (p<0,01). 
# # signifikant verschieden von den LEC Ratten mit Ikterus (p<0,05).
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3.3.3. Aktivität der Caspase-3-ähnlichen Proteasen 

Die Kinetik der Aktivität der Caspase-3-ähnlichen Proteasen wurde mittels 

enzymatischer Spaltung eines fluorigenen Substrats ermittelt. Die höchste Aktivität 

der Caspase-3-ähnlichen Proteasen wurde in den Lebern der LEC Ratten mit Ikterus 

beobachtet (Abbildung 16). Die Aktivitäten der Caspase-3-ähnlichen Proteasen aller 

nicht behandelter LEC Ratten korrelierten gut mit den Apoptoseindices (r=0,92) 

(Abbildung 17). Bei den 7 mal mit CEL behandelten Tieren war keine Erhöhung der 

Aktivität der Caspase-3-ähnlichen Proteasen festzustellen. 
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Abbildung 16: Aktivität der Caspase-3 ähnlichen Proteasen in den Lebern von LEC Ratten mit 
und ohne CEL-Behandlung (Mittelwerte ± SD, n=3-10).  
* signifikant verschieden von den LEC Ratten ohne Befund (p<0,01). 
# signifikant verschieden von den LEC Ratten mit Ikterus (p<0,01). 
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Abbildung 17: Korrelation zwischen der Aktivität der Caspase-3 ähnlichen Proteasen und 
dem Apoptoseindex von unbehandelten LEC Ratten (Einzelwerte). 

3.3.4. Genexpression des Fas-Liganden  

Die Expression der Fas-Liganden mRNA in den Lebern der Ratten wurde mittels 

semiquantitativer RT-PCR bestimmt. Abbildung 18 zeigt eine Aufnahme des 

Polyacrylamidgels nach elektrophoretischer Trennung der Proben. Bei den LEC 

Ratten mit Ikterus und bei den 7 mal mit CEL behandelten LEC Tieren war die 

Expression der Fas-Liganden mRNA erhöht. In ähnlicher Höhe wurde die Fas-

Liganden mRNA auch durch Stimulation einer Wistar Ratte mit Concanavalin A 

exprimiert. Im Vergleich zu den LEC Tieren ohne Befund war die Expression der Fas-

Liganden mRNA bei den 3 mal mit CEL behandelten Ratten verringert. 
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Abbildung 18: Expression der Fas-Liganden mRNA in den Lebern von LEC Ratten mit und ohne
CEL-Behandlung. Die Expression der Glyceraldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) wurde 
zur Kontrolle der aus dem Gewebe extrahierten und auf das Gel geladenen DNA-Menge verwendet. 
Das Fas-Ligand PCR-Produkt hat eine Länge von 417 Basenpaaren und das GAPDH-PCR Produkt 
ist 983 Basenpaare lang. 
 
a: Wistar, Concanavalin A 
b: Wistar 
c: LEC, ohne Befund, Alter 70 Tage 
d: LEC, beginnende Leberschädigung, Alter 78 Tage 
e: LEC, Ikterus, Alter 92 Tage 
f: LEC, 3xCEL ab Tag 69, Alter 79 Tage 
g: LEC, 7xCEL ab Tag 69, Alter 93 Tage 
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4. DISKUSSION 

Vor dem Hintergrund der noch ungeklärten Fragen zu den Mechanismen der Cu-

vermittelten Lebertoxizität bei der LEC Ratte, dem Modell für Morbus Wilson, wurde 

in der vorliegenden Arbeit untersucht, ob das in den Lysosomen der Leber 

akkumlierende Cu toxisch ist. Darüber hinaus wurde den Fragen nachgegangen, ob 

die Kupfferschen Sternzellen bei der chronischen Cu-Toxizität eine wesentliche Rolle 

spielen und welche Bedeutung der Apoptose bei der Leberschädigung zukommt. 

4.1. Zelluläre und subzelluläre Lokalisation von Cu 

Aufgrund des genetischen Defektes der LEC Ratten, der zu einer verringerten 

Ausscheidung von Cu aus der Leber führt, nahm die Cu-Konzentration in den Lebern 

erwartungsgemäß stetig zu. Vor dem Auftreten der Hepatitis war eine Anreicherung 

von Cu vor allem im Zytosol der Lebern zu beobachten, bei den an Ikterus 

erkrankten Tieren hingegen war die Akkumulation von Cu in erster Linie auf eine 

Zunahme des Metalls in der partikulären Fraktion des Leberhomogenates, die die 

Zellorganellen und Membranen enthält, zurückzuführen (Abbildung 10). Die 

geänderte Verteilung des Cu in der Zelle im Verlauf der Erkrankung zeigte sich noch 

deutlicher bei Untersuchung der partikulären Zellbestandteile mittels 

Dichtegradientenzentrifugation. Hierbei fand sich bei den LEC Ratten ohne Befund 

und den Tieren mit beginnender Leberschädigung nur sehr wenig Cu in der 

schweren Fraktion, während bei den ikterischen Tieren der größte Anteil des Cu in 

dieser Fraktion beobachtet wurde (Abbildung 11). Nach den 

elektronenmikroskopischen Befunden enthielt die schwere Fraktion Lysosomen, die 

mit elektronendichtem Material beladen waren (Abbildung 12). Dieses Material 

konnte in einer früheren Arbeit (60) mittels energiedispersiver Röntgenmikroanalyse 
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als Cu-haltig identifiziert werden. Vermutlich handelt es sich dabei um Cu-haltige 

Polymere aus Metallothionein und dessen Abbauprodukten (60). Bei den jungen 

gesunden LEC Tieren war das Cu-haltige Material fast ausschließlich und nur in sehr 

geringen Mengen in den Lysosomen der Hepatozyten lokalisiert. Bei den älteren 

erkrankten Tieren mit hepatozytären Nekrosen und Apoptosen fand sich das Cu-

haltige Material zum Teil in den Lysosomen der Hepatozyten, vor allem jedoch in 

massigen Aggregaten in den Lysosomen der Kupfferschen Sternzellen. Die 

Anreicherung von Cu in der partikulären Fraktion des Leberhomogenats ist auch in 

früheren Untersuchungen an der LEC Ratte (59, 60, 107, 108, 109, 110), aber auch 

bei Patienten mit Morbus Wilson (33) beschrieben worden. Die besonders auffällige 

Akkumulation von Cu in den Lysosomen der Kupfferschen Sternzellen der Tiere mit 

Ikterus könnte durch Phagozytose von Zellbruchstücken beziehungsweise des Cu-

haltigen Materials von untergegangenen Hepatozyten erklärt werden. Damit 

übereinstimmend wiesen bei den Tieren mit Ikterus die nekrotischen und 

apoptotischen Zelluntergänge sowie die hohen GOT-Aktivitäten auf starke 

Leberschädigungen hin. Auch war bei experimentell mit Cu belasteten Ratten eine 

Anreicherung des Metalls in den Kupfferschen Sternzellen erst nach Beginn der 

Leberschädigung zu beobachten (20). Weil das Cu-haltige Material offensichtlich 

nicht abgebaut oder ausgeschieden werden kann, akkumuliert es in den Lysosomen 

der Kupfferschen Sternzellen der ikterischen LEC Tiere (111). Durch Isolation von 

Kupfferschen Sternzellen aus den Lebern kranker LEC Ratten konnte der Anteil des 

Cu in den Kupfferschen Sternzellen am Gesamtleber-Cu auf etwa 13% abgeschätzt 

werden. 

Ein weiterer Hinweis auf die Bedeutung der Lysosomen der Kupfferschen Sternzellen 

als Speicherort für Cu lässt sich aus den Ergebnissen der mit CEL-behandelten LEC 

Tiere ableiten. Da die Kupfferschen Sternzellen dieser Tiere schon vor Auftreten der 

Hepatitis eliminiert worden waren, fand sich in der schweren Fraktion deutlich 

weniger Cu als bei den unbehandelten LEC Ratten mit Ikterus, deren Kupffersche 

Sternzellen noch intakt waren (Abbildung 11). Bei den CEL-behandelten Tieren 

standen demnach die Kupfferschen Sternzellen nicht als Speicherorte für das Cu-

haltige Material zur Verfügung.  
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4.2. Zur Rolle von lysosomalem Cu bei der Toxizität des 

Metalls 

Bereits früher wurde vermutet, dass die Hepatotoxizität von Cu sowohl bei Morbus 

Wilson als auch bei experimentell mit Cu-belasteten Ratten ursächlich mit einer 

Schädigung der lysosomalen Membran zusammenhängt (21). Einige Autoren 

vertraten jedoch die Auffassung, dass die Toxizität von Cu durch hohe 

Konzentrationen des Metalls im Zytosol hervorgerufen wird (33, 34, 49, 108). Unsere 

Ergebnisse, nach denen LEC Tiere ohne Befund höhere zytosolische Cu-

Konzentrationen aufwiesen als LEC Ratten mit Ikterus (Abschnitt 3.2., Abbildung 10) 

sprechen jedoch gegen eine solche Bedeutung des zytosolischen Cu. Außerdem 

konnte bereits früher gezeigt werden, dass Cu im Zytosol der Leberzellen nahezu 

vollständig an Metallothionein gebunden vorliegt und in dieser Form nicht zytotoxisch 

ist (60, 69, 112, 113). Wenngleich es zu einer geringen Anreicherung des Metalls in 

den Lysosomen der Hepatozyten der LEC Ratten bereits vor Auftreten der Hepatitis 

kommt, treten deutliche Zellschädigungen jedoch erst auf, wenn sich das Metall 

massiv in den Lysosomen der Zellen anhäuft. Damit übereinstimmend war eine 

starke Zunahme von Zelluntergängen in den Lebern der LEC Ratten erst zu 

beobachten, wenn das Cu in der schweren lysosomenhaltigen Fraktion zugenommen 

hatte (Abbildung 11). Die Akkumulation von partikulärem Cu-haltigem Material in den 

Lysosomen könnte zur Aufrechterhaltung einer möglichst konstanten Cu-

Konzentration im Zytosol beitragen (21, 111, 114, 115). Vermutlich reichert sich das 

Cu-haltige Material in den Lysosomen der Zellen so lange an, bis die 

Speicherkapazität dieser Organellen überschritten wird und es durch die Reaktivität 

dieses Cu zu Schädigungen der Lysosomen selbst kommt (68, 116). Dass Cu zu 

einer erhöhten Fragilität und zur Destabilisierung von Lysosomenmembranen führen 

kann, wurde mehrfach gezeigt (68, 115, 117). Man nimmt an, dass Cu über Fenton- 

und Haber-Weiss-Reaktionen zur Bildung von Hydroxylradikalen führt (118), die in 

der Folge über Lipidperoxidation strukturelle und funktionelle Membranschäden 

auslösen (115, 119, 120, 121). Daraufhin könnten reaktives Cu und lysosomale 

Enzyme (u.a. Cathepsin D, eine Cysteinprotease) in das Zytoplasma freigesetzt 

werden und zu Zellschädigung und Apoptose führen (34, 68, 122, 123, 124). 
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Ein direkter Nachweis der Reaktivität von Cu in den Lysosomen der Kupfferschen 

Sternzellen gelang erstmals durch Freisetzung des Cu-haltigen Materials durch die 

selektive Zerstörung der Makrophagen in den Lebern ikterischer LEC Ratten mit Hilfe 

von CEL. Bei diesen Tieren kam es zu Hämolyse, wie sie für akute Cu-Vergiftungen 

typisch ist (125). Auch die ultrastrukturellen Befunde, nach denen extrazelluläres 

elektronendichtes Material zwischen den Hepatozyten vorkam (Abbildung 8.2), 

weisen auf eine Freisetzung des Cu-haltigen Materials hin. Weiterhin wurde in der 

schweren lysosomenhaltigen Fraktion des Dichtegradienten bei den einmalig CEL-

behandelten Tieren deutlich weniger Cu gefunden als bei den LEC Ratten mit Ikterus 

(Abbildung 11). Insbesondere die im Vergleich zu LEC Ratten mit Ikterus um etwa 

60% erhöhten Serum-Cu-Gehalte deuten darauf hin, dass in Folge der CEL 

Behandlung Cu aus den zerstörten Kupfferschen Sternzellen in das Blut der Tiere 

gelangte (Tabelle 1). Wenngleich die 16 Stunden nach der CEL-Behandlung 

bestimmte Cu-Konzentration von 2 µg/ml Serum nicht repräsentativ für den 

gesamten Zeitraum der Freisetzung sein kann, dürfte sie hämolytisch wirken. So 

führten bei Mäuseerythrozyten Cu-Konzentrationen von 1,9 µg/ml bereits zu einer 

20%-igen Hämolyse (126). In Übereinstimmung mit den ultrastrukturellen Befunden 

von elektronendichtem Material zwischen den Hepatozyten scheint das aus den 

Kupfferschen Sternzellen freigesetzte Cu auch hepatotoxisch zu sein. Nach der 

Zerstörung der Makrophagen durch die CEL-Behandlung kam es zu einer starken 

Zunahme der GOT-Aktivitäten im Plasma. 

 

Eine nur durch die Eliminierung der Kupfferschen Sternzellen hervorgerufene 

Hämolyse und Leberschädigung konnte in den Experimenten mit Zymosan 

vorbehandelten Wistar Ratten weitgehend ausgeschlossen werden. Bei Wistar 

Ratten, deren Anzahl Kupfferscher Sternzellen mindestens ebenso groß war wie die 

ikterischer LEC Ratten, führte die Zerstörung der Makrophagen mit CEL zu einer nur 

geringen Schädigung der Leber, gemessen an der GOT-Aktivität, und zu keiner 

Hämolyse. 
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4.3. Zur Rolle der Kupfferschen Sternzellen bei der 

Toxizität von Cu 

Zahlreiche Indizien sprechen dafür, dass aktivierte Kupffer’sche Sternzellen eine 

zentrale Rolle an der Leberschädigung nach Exposition gegenüber unterschiedlichen 

Hepatotoxinen spielen. So wurde eine Beteiligung der Kupfferschen Sternzellen und 

des von ihnen gebildeten TNF-alpha an der Pathogenese von Leberschäden nach 

Exposition gegenüber Metallen (71, 127, 128, 129), Arzneimitteln (130, 131) und 

organischen Substanzen (132, 133, 134, 135) sowie bei chronischem Alkoholkonsum 

(136, 137) nachgewiesen. Die Aktivierung der Kupffer’schen Sternzellen kann 

beispielsweise durch die Phagozytose nekrotischer Zellen ausgelöst werden und 

geht mit der Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies und zytotoxischen Mediatoren 

einher (75). Diese Mediatoren fördern wiederum die Einwanderung von Neutrophilen, 

die ihrerseits erneut Sauerstoffradikale und toxische Mediatoren freisetzen (71, 73).  

Die Beobachtung, dass bei den LEC Ratten mit Ikterus die Anzahl der Kupfferschen 

Sternzellen etwa verdoppelt war und darüber hinaus die Zellen vergrößert waren 

(Abbildung 6), lässt auf eine Aktivierung der Kupfferschen Sternzellen schließen (78, 

137, 138). Die Kupfferschen Sternzellen der LEC Tiere zeigten darüber hinaus auch 

ultrastrukturelle Veränderungen ihrer Oberfläche, wie sie auch bei Endotoxin 

stimulierten aktivierten Kupfferschen Sternzellen beschrieben worden sind (104, 139, 

140).  

Die Beteiligung von Kupfferschen Sternzellen an der Schädigung der Leber wurde 

bei LEC Tieren untersucht, deren Lebermakrophagen selektiv durch CEL über einen 

längeren Zeitraum eliminiert worden waren. Das unter diesen Bedingungen 

beobachtete Auftreten einiger ED1-positiver Makrophagen (Abbildung 6) beruht 

vermutlich auf der Einwanderung peripherer Makrophagen aus dem Blut. Außerdem 

könnten unreife und phagozytoseinaktive Vorläuferzellen von Kupfferschen 

Sternzellen bereits ED1-positiv, jedoch noch nicht mit den für Kupffersche 

Sternzellen spezifischen ED2-Antikörpern reagieren (89, 141). 

Bei den Tieren, deren Makrophagen durch die CEL-Behandlung längerfristig 

eliminiert worden waren kam es weder zu einer Verminderung der Leberschädigung 

noch zu einer Verzögerung hinsichtlich dem Auftreten der Hepatitis. Auch war bei 
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den Tieren mit Ikterus im Vergleich zu den Tieren ohne Befund die Expression der 

TNF-alpha mRNA unverändert (Abbildung 15).  

Damit sind die aktivierten Kupfferschen Sternzellen als wesentliche Quelle für das 

zytotoxische und proapoptotische TNF-alpha nicht ursächlich an der Entwicklung der 

Leberschädigung bei der LEC Ratte beteiligt. Dieser nach der Literatur unerwartete 

Befund könnte zum einen durch den besonderen Metabolismus von Cu, zum 

anderen durch die chronisch verlaufende Akkumulation des Metalls bei den LEC 

Tieren erklärt werden. 

4.4. Zur Rolle der Apoptose bei der chronischen Cu-
Toxizität 

Neben nekrotischen Zellen wurden in den Lebern, vor allem der erkrankten LEC 

Ratten, zahlreiche apoptotische Hepatozyten beobachtet, die anhand 

morphologischer Parameter identifiziert wurden. Der Apoptoseindex in den Lebern 

der LEC Ratten mit Ikterus war gegenüber dem der LEC Ratten ohne Befund um das 

66-fache erhöht (Abbildung 14). Die bei Kato et al. (81) dargestellten weit höheren 

Zahlen apoptotischer Zellen in den Lebern kranker LEC Ratten erklären sich 

dadurch, dass bei der angewandten TUNEL-Methode neben apoptotischen auch 

nekrotische Zellen erfasst wurden (142, 143). Zudem tritt Apoptose im Gegensatz zu 

den Angaben von Kato et al. (81) typischerweise verstreut bei einzelnen Zellen auf 

und betrifft nicht Gebiete zusammenhängender Zellen (144).  

Die in dieser Untersuchung quantifizierten apoptotischen Zellen wiesen die 

charakteristischen Veränderungen wie Chromatinkondensation, die typische 

Zellschrumpfung und Ablösung von den Nachbarzellen auf (Abbildung 13). Diese 

Veränderungen dauern normalerweise weniger als 2 Stunden (83, 105, 145), können 

über einen längeren Zeitraum jedoch zu einem beträchtlichen Zellverlust des Organs 

führen. So käme es bei einem Apoptoseindex von 0,7%, wie bei den LEC Ratten mit 

Ikterus, innerhalb von 24 Stunden bereits zu einem für das Krankheitsbild sicherlich 

relevanten Parenchymverlust durch Apoptose von etwa 8%. In der letzten Phase der 

Apoptose bilden sich durch weitere Kondensation des Zytoplasmas kugelförmige 
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oder ovale Apoptosekörperchen, die anschließend durch Gewebszellen oder 

Makrophagen aufgenommen werden (97, 146, 147). Eine große Anzahl dieser 

Apoptosekörperchen fiel insbesondere im Lebergewebe bei den länger mit CEL 

behandelten und erkrankten Ratten auf. Vermutlich wurden die Apoptosekörperchen 

aufgrund der zerstörten Makrophagen nicht mehr effektiv phagozytiert und abgebaut. 

Um eine Vergleichbarkeit der unbehandelten und der CEL-behandelten Tiere zu 

gewährleisten, wurde die Zahl der Apoptosekörperchen nicht mit in die Berechnung 

des Apoptoseindex miteinbezogen. 

 

Die Gegenwart von apoptotischen Zellen in den Lebern der erkrankten LEC Ratten 

wirft die Frage auf, durch welchen Mediator das Signal zur Apoptose vermittelt wird. 

Die wichtigsten bekannten apoptoseinduzierenden Faktoren sind TNF-alpha und 

Fas-Ligand (148, 149, 150), beide gehören der TNF-Liganden Familie an (84). 

Nachdem TNF-alpha während der Entwicklung der Hepatitis konstant exprimiert wird, 

scheint die Apoptose bei den LEC Ratten mit Ikterus TNF-alpha unabhängig zu sein. 

 

Wie in dieser Arbeit erstmals gezeigt werden konnte, ist die Expression der Fas-

Liganden mRNA in den Lebern der LEC Ratten mit Ikterus gegenüber gesunden 

Ratten erhöht (Abbildung 18). Nach in vitro Experimenten können erhöhte Cu-

Konzentrationen im Bereich derer, wie sie in der Leber erkrankter LEC Tiere 

vorliegen, und auch reaktive Sauerstoffspezies, die durch Cu induziert werden 

können, die Expression der FAS-Liganden mRNA stimulieren (80, 151, 152, 153). 

Nachdem in einer kürzlich erschienenen Mitteilung der Fas-Ligand an der 

Pathogenese der Leberschädigung bei Morbus Wilson beteiligt ist (80), liegt die 

Vermutung somit nahe, dass die Apoptose bei der Cu-assoziierten Leberschädigung 

bei LEC Tieren mit Ikterus ebenfalls durch den Fas-Liganden vermittelt wird. 

 

Die eigentliche Auslösung der Apoptose erfolgt nach der Wechselwirkung des Fas-

Liganden mit dem Fas-Rezeptor über eine Signalkaskade zur Aktivierung der 

Caspasen (154). Caspasen kommen als inaktive Pro-Enzyme konstitutiv in den 

Leberzellen vor (155). Sie werden auf entsprechende proapoptotische Signale hin 

(z.B. TNF-alpha, Fas-Ligand) proteolytisch aktiviert (156). Am Ende dieser Kaskade 

stehen die sogenannten Effektor-Caspasen (Caspase-3, Caspase-6 und Caspase-7), 
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die den apoptotischen Zelltod ausführen (154). Hierbei führt der Abbau von 

Zellstrukturen unter anderem zu der apoptotischen Morphologie der Zelle, die 

Zusammenhänge sind im einzelnen jedoch noch nicht vollständig verstanden (156, 

157). Entsprechend der vermehrten Expression der Fas-Liganden mRNA wurde 

ausschließlich bei den LEC Ratten mit Ikterus eine erhöhte Aktivität der Caspase-3-

ähnlichen Proteasen festgestellt (Abbildung 16). Dies unterstützt die Annahme der 

Beteiligung des Fas-Liganden an der Induktion der Apoptose bei den Tieren mit 

Ikterus. Überdies weist die gute Korrelation (r=0,92) zwischen den Aktivitäten der 

Caspase-3-ähnlichen Proteasen und dem Apoptoseindex darauf hin, dass die 

Apoptose der Hepatozyten bei den LEC Ratten mit Ikterus über die Effektor-

Caspase-3 vermittelt wird. 

 

Die Apoptose in den Lebern der LEC Ratten, deren Kupffersche Sternzellen durch 

die CEL-Behandlung länger eliminiert worden waren, unterschied sich deutlich von 

der der LEC Tiere mit Ikterus. Im Vergleich zu den ikterischen Tieren waren der 

Apoptoseindex und die Expression der Fas-Liganden mRNA unverändert, die 

Aktivität der Caspase-3-ähnlichen Proteasen jedoch vermindert (Abbildung 16). 

Offensichtlich kommt es unter diesen Bedingungen nicht zu dem vorstehend 

beschriebenen Apoptoseweg über die Signalkaskade der Caspasen (158, 159). Ein 

derartiger Caspase-unabhängiger Verlauf der Apoptose wird diskutiert (160, 161). 

Hierbei kommt AIF, einem Apoptose-induzierenden Faktor aus dem mitochondrialen 

Intermembranraum der Mitochondrien eine wichtige Rolle zu (162, 163, 164). Die für 

die Auslösung der Apoptose erforderliche Freisetzung von AIF scheint durch Cu 

induzierbare reaktive Sauerstoffspezies (165, 166, 167) und oxidative Prozesse an 

der Mitochondrienmembran stimuliert zu werden (163, 168, 169). Die Empfindlichkeit 

der Mitochondrien gegenüber erhöhten Cu Konzentrationen wurde vielfach 

dokumentiert (170, 171, 172, 173). Damit übereinstimmend zeigten die Lebern der 

längerfristig mit CEL behandelten LEC Ratten deutlicher ausgeprägte 

Mitochondrienschäden als die LEC Ratten mit Ikterus. 
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Zusammenfassend lässt sich sagen, dass im Verlauf der Erkrankung Cu-haltiges 

Material in den Lysosomen der Hepatozyten und insbesondere der Kupfferschen 

Sternzellen akkumuliert. Nach der Freisetzung aus den Kupfferschen Sternzellen 

durch CEL-Behandlung war dieses Cu-haltige Materials hämolytisch und 

hepatotoxisch. 

Die Kupfferschen Sternzellen waren bei den LEC Ratten mit Ikterus aktiviert, jedoch 

war die Expression des zytotoxischen TNF-alpha im Vergleich zu den Tieren ohne 

Befund unverändert. Damit übereinstimmend kam es bei den Tieren, deren 

Makrophagen durch die CEL-Behandlung längerfristig eliminiert worden waren, zu 

keiner Verminderung der Leberschädigung. Somit kommt den Kupfferschen 

Sternzellen einerseits eine Rolle bei der Speicherung von reaktivem Cu zu, 

andererseits sind sie vermutlich nicht ursächlich an der Schädigung der Leber 

beteiligt. 

Bei den LEC Ratten wurden neben nekrotischen Zellen auch apoptotische Zellen 

festgestellt. Wie erstmalig gezeigt werden konnte waren in den Lebern der 

erkrankten LEC Tiere sowohl die Expression der Fas-Liganden mRNA als auch und 

damit übereinstimmend die Aktivität der Caspase-3-ähnlichen Proteasen erhöht. Die 

Apoptose bei diesen Tieren wird damit offensichtlich durch das Fas/Fas-Liganden 

System vermittelt. 

Bei LEC Tieren, deren Kupffersche Sternzellen längerfristig eliminiert worden waren, 

kam es zu einem Caspase-unabhängigen Verlauf der Apoptose. 
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5. ZUSAMMENFASSUNG 

Die Long-Evans Cinnamon (LEC) Ratte akkumuliert aufgrund eines genetischen 

Defektes, der dem des Morbus Wilson beim Menschen homolog ist, Cu in der Leber 

und entwickelt eine Hepatitis. Bezüglich der molekularen Mechanismen der 

Leberschädigung durch Cu bestehen noch erhebliche Kenntnislücken. In der 

vorliegenden Arbeit wurde an der LEC Ratte die Bedeutung des in Lysosomen der 

Leber gespeicherten Cu für die Toxizität untersucht. Es wurde überprüft, ob und 

inwieweit die Aktivierung Kupfferscher Sternzellen und damit eine Freisetzung von 

zytotoxischen Mediatoren ursächlich an der Leberschädigung beteiligt ist. Weiterhin 

wurde der Frage nachgegangen, ob der Cu-assoziierte Leberschaden bei der LEC 

Ratte über die Apoptose verläuft. 

 

Bis zum Auftreten der Hepatitis der LEC Ratten nahmen die Cu-Gehalte in der Leber 

kontinuierlich zu. Im Verlauf der Erkrankung kam es zu einer Umverteilung von Cu aus 

dem Zytosol der Hepatozyten in die Lysosomen der Hepatozyten und vor allem in die 

der Kupfferschen Sternzellen. In letzteren lag Cu ganz überwiegend als unlösliches 

Material vor. Die massive Anreicherung dieses Cu-haltigen Materials ist vermutlich die 

Folge der Phagozytose von geschädigten Hepatozyten durch die Kupfferschen 

Sternzellen. Durch die selektive Zerstörung der Kupfferschen Sternzellen gelang es 

erstmals, eine toxische Wirkung des Cu-haltigen Materials über seine hämolytische 

Wirkung und Hepatotoxizität nachzuweisen.  

Die Kupfferschen Sternzellen waren bei den LEC Ratten mit Ikterus aktiviert, jedoch war 

die Expression des zytotoxischen TNF-alpha im Vergleich zu den Tieren ohne Befund 

unverändert. Damit übereinstimmend kam es bei den Tieren, deren Makrophagen durch 

die CEL-Behandlung längerfristig eliminiert worden waren, zu keiner Verminderung der 

Leberschädigung. Somit kommt den Kupfferschen Sternzellen einerseits eine Rolle bei 

der Speicherung von reaktivem Cu zu, andererseits sind sie vermutlich nicht ursächlich 

an der Schädigung der Leber beteiligt. 
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Neben nekrotischen Zellen fanden sich in den Lebern vor allem der erkrankten Tiere 

zahlreiche anhand morphologischer Parameter identifizierte apoptotische Hepatozyten. 

Die Anzahl der apoptotischen Zellen läßt, insbesondere unter Berücksichtigung der 

Dauer der Erkrankung, auf einen für den Krankheitsverlauf relevanter Parenchymverlust 

schließen. In den Lebern der erkrankten LEC Tiere war, wie erstmalig gezeigt werden 

konnte, sowohl die Expression der Fas-Liganden mRNA als auch und damit 

übereinstimmend die Aktivität der Caspase-3-ähnlichen Proteasen erhöht. Die 

Apoptose bei diesen Tieren wird damit offensichtlich durch das Fas/Fas-Liganden 

System vermittelt. 

Die Apoptose in den Lebern der LEC Tiere, deren Kupffersche Sternzellen länger durch 

die CEL-Behandlung eliminiert worden waren, unterschied sich von der der LEC Ratten 

mit Ikterus. Im Vergleich zu den ikterischen Tieren waren der Apoptoseindex und die 

Expression des Fas-Liganden zwar unverändert, die Aktivität der Caspase-3-ähnlichen 

Proteasen jedoch vermindert. Offensichtlich kommt es unter diesen Bedingungen zu 

einem Caspase-unabhängigen Verlauf der Apoptose. 

 

 

Bezüglich der eingangs formulierten Fragestellungen lassen sich demnach folgende 

Aussagen treffen: 

 

1. Cu-haltiges Material akkumuliert in den Lysosomen der Hepatozyten und 

insbesondere in den Lysosomen der Kupfferschen Sternzellen. Die Reaktivität 

dieses Cu-haltigen Materials wurde über seine hämolytische Wirkung und seine 

Hepatotoxizität nachgewiesen.  

2. Den Kupfferschen Sternzellen kommt einerseits eine Rolle bei der Speicherung 

von reaktivem Cu zu, andererseits sind sie vermutlich nicht ursächlich an der 

Schädigung der Leber beteiligt. 

3. Bei der Leberschädigung der LEC Ratte kommt es zu einer beträchtlichen 

Apoptose, die offensichtlich durch das Fas/Fas-Liganden Systems vermittelt 

wird. Bei eliminierten Kupfferschen Sternzellen kann die Apoptose allerdings 

auch über einen Caspase-unabhängigen Mechanismus verlaufen. 
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