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Zusammenfassung 

Weltweit leiden ca. zwei Milliarden Menschen an einer Mikronährstoffdefizienz, zu der die 

Unterversorgung mit Selen, Zink und Eisen gehören, während die weltweite Versorgung mit 

Kupfer als adäquat eingestuft wird. Eine optimale Versorgung mit allen essentiellen Nährstoffen 

und somit auch den essentiellen Spurenelementen ist wichtig, da sowohl eine 

Spurenelementdefizienz als auch eine -überdosierung schwerwiegende gesundheitliche Folgen 

haben kann. Veränderungen von Spurenelementspiegeln treten unter physiologischen (z. B. 

Altern), aber auch unter vielen pathophysiologischen (z. B. Infektionen, Wilson-Erkrankung, 

Krebserkrankungen) Konditionen auf. 

Bereits bei der Aufnahme der Spurenelemente im Dünndarm sind gemeinsame 

Transportmechanismen für die Spurenelemente bekannt. Für Kupfer und Eisen ist zudem eine 

gegenläufige Regulation der intrazellulären Spurenelementhomöostase beschrieben. Zink wird 

zudem beispielsweise als Therapie des Morbus Wilson, eine Krankheit mit hepatischer 

Kupferakkumulation, eingesetzt. Weiterhin sind die essentiellen Spurenelemente Selen, Kupfer, 

Zink und Eisen Bestandteil vieler antioxidativer Enzyme, können jedoch in hohen 

Konzentrationen oxidativen Stress und folglich Zellschädigung induzieren. Alle vier 

Spurenelemente sind folglich an der zellulären Redoxhomöostase beteiligt, an deren Regulation 

unter anderem der redox-sensitive Transkriptionsfaktor Nrf2 mitwirkt. Während der 

Metabolismus der einzelnen Spurenelemente weitgehend gut erforscht ist, sind Studien, welche 

die Interaktionen der Spurenelemente untereinander betrachten, deutlich seltener. Auch der 

Einfluss der kombinierten Spurenelemente auf die Redoxhomöostase ist in diesem 

Zusammenhang noch wenig untersucht.  

Um ein besseres Verständnis zu den Interaktionen der essentiellen Spurenelemente 

untereinander und mit der Redoxhomöostase zu erlangen, wurden verschiedene 

Fütterungsstudien an Mäusen durchgeführt. Weiterhin wurde der Einfluss eines systemischen 

Nrf2-KOs auf die Spurenelementhomöostase untersucht. In in vitro-Experimenten wurden 

einzelne Kombinationen der Spurenelemente (Selen/Kupfer und Kupfer/Zink) in drei 

verschiedenen Krebszelllinien (HepG2-, HT29-, THP-1-Zellen) im Hinblick auf die Spurenelement- 

und Redoxhomöostase analysiert.  

Es konnte gezeigt werden, dass alle vier Spurenelemente einen Einfluss auf den redox-sensitiven 

Transkriptionsfaktor Nrf2 haben. Während für Selen eine Aktivierung von Nrf2 bei 

unzureichender Zufuhr auftritt, wirkt Zink bei adäquater Zufuhr aktivierend auf Nrf2. Für Kupfer 

und Eisen wurde eine Nrf2-Aktivierung erst bei höheren Konzentrationen erreicht, die 
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intrazellulär oxidativen Stress induzieren. Umgekehrt moduliert Nrf2 am stärksten den 

Eisenmetabolismus, während die Selen-, Kupfer- und Zinkhomöostase nur marginal von Nrf2 

beeinflusst wird.  

Auf Ebene der einzelnen Interaktionen wurden Selen und Kupfer sowie Kupfer und Zink 

betrachtet. Kupfer führte zu einer deutlichen Reduktion der GPX- und TXNRD-Aktivität und 

beeinträchtigt so die Se-Homöostase. Dieser Effekt tritt bei adäquaten bis leicht 

supplementierten Kupferkonzentrationen auf und scheint somit von physiologischer Relevanz 

zu sein. Auch der Export des wichtigsten Selentransporters SELENOP ist durch Kupfer deutlich 

beeinträchtig und könnte sich negativ auf die systemische Selenversorgung auswirken.  

Die gegenseitige Beeinflussung von Kupfer und Zink unterschied sich zelltypenspezifisch. 

Während Kupfer die Zink-Aufnahme in Entero- und Monozyten steigerte, war der hepatische 

Zinkgehalt unbeeinflusst. Zink verringerte die Kupferaufnahme in Hepatozyten, hatte jedoch 

keinen Einfluss auf die Kupferaufnahme in Entero- und Monozyten. Der Effekt einer 

Zinkbehandlung zur Reduktion der Kupferaufnahme wird beispielsweise bei der Therapie der 

Wilson-Erkrankung, die hepatische Kupferakkumulationen auslöst, genutzt. Die nukleäre 

Translokation der beiden Transkriptionsfaktoren MTF1 und Nrf2 wurde nur durch Zink 

gesteigert. Eine zusätzliche Kupfergabe verminderte die nukleäre MTF1-Translokation nur in 

Enterozyten. Welche Wirkmechanismen für die zelltypspezifischen Unterschiede verantwortlich 

sind, ist unklar.  

Diese ersten Ergebnisse zu den Interaktionen der Spurenelemente und deren Einfluss auf Nrf2 

zeigen, dass bereits im physiologischen Konzentrationsbereich starke Auswirkungen auf die 

Spurenelementhomöostase auftreten. Wie sich mögliche Interaktionen bei 

pathophysiologischen Veränderungen der Spurenelementgehalte auswirken, soll in 

nachfolgenden Arbeiten untersucht werden.  
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Summary 

Up to two billion people worldwide suffer from a micronutrient deficiency, including selenium, 

zinc, and iron deficiencies, while the global supply of copper is classified as adequate. The 

optimal supply of essential nutrients, including essential trace elements, is important, as both a 

trace element deficiency and an oversupply can have serious health effects. Changes in trace 

elements occur under physiological (e. g., ageing) and also under many pathophysiological (e. g., 

infections, Wilson disease, cancer) conditions. 

The trace elements partly share equal transport mechanisms when they are absorbed in the 

small intestine. For copper and iron, an opposite regulation of intracellular trace element levels 

has already been described, and zinc is used, for example, as a therapy for Wilson's disease, a 

disease with severe hepatic copper accumulation. Furthermore, the essential trace elements 

selenium, copper, zinc, and iron are part of many antioxidant enzymes, but they can enhance 

oxidative stress and thus, induce cell damage at high concentrations. Hence, all four trace 

elements are involved in cellular redox homeostasis, which among other things, is regulated by 

the redox-sensitive transcription factor Nrf2. While the metabolism of the individual trace 

elements has largely been investigated, studies that describe the interactions of the trace 

elements with one another are much rarer. The influence of the combined trace elements on 

redox homeostasis has also been addressed to a lower extent. 

To better understand the interactions of the essential trace elements with each other and with 

redox homeostasis, various feeding studies were carried out using mice. Furthermore, the 

influence of a systemic Nrf2 KO on trace element homeostasis was investigated. In in vitro 

experiments, individual combinations of trace elements (selenium/copper and copper/zinc) in 

three different cancer cell lines (HepG2, HT29, THP-1 cells) were analyzed regarding trace 

element and redox homeostasis. 

All four trace elements have an impact on the redox-sensitive transcription factor Nrf2. Whereas 

for selenium, an activation of Nrf2 occurred in the case of insufficient intake, zinc has an 

activating effect on Nrf2 with adequate intake. For copper and iron, Nrf2 activation was only 

achieved at higher concentrations, which induce intracellular oxidative stress. Vice versa, Nrf2 

has the greatest influence on Iron metabolism, while zinc, copper, and selenium homeostasis is 

only marginally affected by Nrf2. 

At the level of the individual interactions, selenium and copper, as well as copper and zinc, were 

considered. copper led to a significant reduction in the GPX and TXNRD activity, thus interfering 

with the selenium homeostasis. This effect occurred with adequate to slightly supplemented 
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copper concentrations and, therefore, seems to be of physiological relevance. The secretion of 

the most important selenium transporter SELENOP is also significantly impaired by copper and 

could have a negative effect on the systemic selenium status. 

The mutual influence of copper and zinc differed depending on the cell type. While copper 

increased the zinc uptake in enterocytes and monocytes, the hepatic zinc content was 

unaffected. zinc reduced copper uptake in hepatocytes but did not affect copper uptake in 

enterocytes and monocytes. The nuclear translocation of the two transcription factors MTF1 

and Nrf2 was only increased by Zinc. An additional dose of copper reduced the nuclear MTF1 

translocation in enterocytes. It is unclear which mechanisms of action are responsible for the 

cell type-specific differences. 

This first research on the interactions of trace elements and their influence on Nrf2 showed that 

substantial effects on trace element homeostasis occurred already in the physiological 

concentration range. How possible interactions affect pathophysiological changes in the trace 

element content will be examined in subsequent studies.
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1 Einleitung 

1.1 Spurenelemente in der Ernährung 

Das Ziel einer ausgewogenen Ernährung ist es, die Zufuhr von allen Makro- und 

Mikronährstoffen zu gewährleisten. Zu den Mikronährstoffen werden Vitamine, 

Mengenelemente, Spurenelemente und Ultraspurenelemente gezählt [1]. Mengen-, Spuren- 

und Ultraspurenelemente unterscheiden sich in der Menge des Gesamtkörperspeichers und der 

täglichen Zufuhrempfehlung. Spurenelemente weisen, mit Ausnahme von Eisen, einen 

Körperspeicher von <50 mg/kg Körpergewicht und eine Zufuhrempfehlung von <100 mg auf. 

Spurenelemente werden weiterhin in essentielle und möglicherweise essentielle eingeteilt [1]. 

Die Defizienz eines essentiellen Spurenelementes führt zu Mangelerscheinungen, welche nur 

durch Verabreichung des entsprechenden Elements rückgängig gemacht bzw. ausgeglichen 

werden können. Zu den essentiellen Spurenelementen gehören u. a. Eisen, Selen, Zink und 

Kupfer [1, 2].  

1.1.1 Weltweite Versorgung mit Selen, Kupfer, Zink und Eisen  

Laut Weltgesundheitsorganisation (WHO) sind weltweit bis zu zwei Milliarden Menschen von 

Mikronährstoff-Defizienzen betroffen [3]. Dabei zählen die Zink- und Eisendefizienz zu den 

weltweit am häufigsten auftretenden Defizienzen [4-6]. Die höchste Prävalenz für eine 

inadäquate Zufuhr mit Zink und Eisen wird in Afrika und Südasien (>70 %) beobachtet, während 

die Prävalenz in Europa deutlich geringer ist (<20 %) [5, 7, 8] (Abbildung 1). Von einer Zink- und 

Eisendefizienz sind vornehmlich einzelne Bevölkerungsgruppen wie ältere Menschen, 

menstruierende Frauen oder Vegetarier und Veganer betroffen. Die Selenversorgung ist sehr 

stark vom Selengehalt im Boden abhängig, welcher global sehr stark variiert und in einer großen 

Varianz der Selenzufuhr (7 µg/d – 4990 µg/d) resultiert [9, 10]. Regionen mit niedrigen 

Selengehalten im Boden und somit hoher Prävalenz für Selendefizienz befinden sich vor allem 

in Afrika, Osteuropa und Neuseeland. In den meisten Teilen Westeuropas ist die Selenzufuhr 

ebenfalls leicht unterhalb der adäquaten Zufuhr (Abbildung 1). Auch in Deutschland ist aus 

diesem Grund eine unter der adäquaten Zufuhr liegende Selenversorgung weit verbreitet. Im 

Gegensatz zu Selen, Zink und Eisen wird die Versorgung mit Kupfer für gesunde Erwachsene 

weltweit als adäquat eingestuft [11-13] (Abbildung 1). Eine Unterversorgung mit Kupfer tritt bei 

Personen auf, die aufgrund von verschiedenen Erkrankungen eine gestörte Kupferabsorption 

aufzeigen oder durch genetische Defekte Störungen in der Kupferhomöostase aufweisen [13]. 



Einleitung   6 

 
 

 

Abbildung 1. Globale Versorgung mit den essentiellen Spurenelementen Selen, Kupfer, Zink und Eisen. 
Die Daten für Zink basieren auf der Prävalenz für eine Zinkdefizienz [7], für Eisen auf dem Vorkommen 
einer Eisendefizienz-Anämie [5, 8] und für Selen auf Basis der geschätzten Zufuhr [9, 10] bzw. für Afrika 
anhand der geschätzten Selenverfügbarkeit [14]. Die Kupferzufuhr wird weltweit als adäquat eingestuft 
[11-13]. Befinden sich in einzelnen Kontinenten mehrmals die gleichen Spurenelementsymbole sind hier 
deutliche regionale Unterschiede beschrieben.  

1.1.2 Veränderungen in der Spurenelementhomöostase 

Jede Spurenelementdefizienz ist mit spezifischen Mangelsymptomen bzw. -erkrankungen 

assoziiert, die auf den Verlust von essentiellen Funktionen des Spurenelementes im 

Stoffwechsel zurückzuführen sind. Zwei Erkrankungen, die mit einer schweren Selendefizienz 

einhergehen, sind die Keshan-Erkrankung, eine juvenile Kardiomyopathie [15, 16], und die 

Kashin-Beck-Erkrankung, eine Gelenkknorpeldystrophie [17], welche in vereinzelten Regionen 

Chinas oder Osteuropas vermehrt auftreten. Mit einer Selensupplementation kann die Keshan-

Erkrankung vermieden werden, während der Zusammenhang einer präventiven Selengabe mit 

der Kashin-Beck-Erkrankung unklar ist. Eine dauerhaft übermäßige Zufuhr von Selen führt neben 

unspezifischen Symptomen wie Müdigkeit, Gereiztheit oder gastrointestinalen Beschwerden, zu 

Haarverlust und Knoblauchatem, den beiden charakteristischen Merkmalen einer Selenose [18].  

Störungen des Kupferstoffwechsels sind primär im Zusammenhang mit genetischen Defekten 

beschrieben. Hierbei spielen vor allem das Menkes- (MNK; ATP7A) und das Wilson-Protein 

(WND; ATP7B), die für den Kupferexport verantwortlich sind, eine wesentliche Rolle. Während 

Mutationen im Menkes-Gen einen systemischen Kupfermangel verursachen [19, 20], führen 

Mutationen im Wilson-Gen zu einer Akkumulation von Kupfer in Leber und Gehirn und dort zu 

entsprechender Kupfertoxizität [21]. Sowohl die Menkes-Erkrankung (Inzidenz: 1:50.000-

1:300.000; Überblick in [22]) als auch die Wilson-Erkrankung (1:30.000-1:100.000; [23]) zählen 

jedoch zu den seltenen Erkrankungen. 



Einleitung   7 

 
 

In der systemischen Zinkhomöostase ist die Bedeutung einer Zinkdefizienz deutlich höher als die 

einer Zinkintoxikation, was darin begründet liegt, dass Zink insgesamt als relativ wenig toxisch 

eingeschätzt wird [24-26]. Eine Zinkdefizienz ist zumeist auf eine mangelhafte Absorption von 

Zink aus der Nahrung zurückzuführen. Diese kann durch die Nahrungszusammensetzung 

beeinflusst werden [27] oder auf genetischen Defekten von Zinktransportern [28] beruhen. Die 

Folgen einer Zinkdefizienz sind unter anderem Wachstums- und Entwicklungsstörungen, 

verzögerte Wundheilung, neurologische Auffälligkeiten und eine höhere Anfälligkeit für 

Infektionen [29].  

Eine nutritive Eisendefizienz kann durch eine unzureichende Nahrungszufuhr bzw. eine gestörte 

Aufnahme durch wechselseitige Beeinflussung von Nahrungskomponenten auftreten [4]. Im 

Gegensatz zur nutritiven Eisendefizienz ist eine Eisenüberversorgung (hereditäre 

Hämochromatose) primär durch genetische Defekte bedingt, die beispielsweise mit schweren 

Leberschädigungen einhergehen [30]. 

Veränderungen im Spurenelementstatus treten nicht nur als Folge von genetischen Defekten 

oder inadäquater Zufuhr auf, sondern werden auch im Zusammenhang mit verschiedenen 

Erkrankungen sowie dem Alterungsprozess beschrieben. Während des Alterns wurden beim 

Menschen verminderte Selen- und Zinkkonzentrationen im Serum gemessen, wohingegen die 

Kupfer- und Eisenkonzentrationen im Serum anstiegen [31-34]. Auch bei alten Mäusen wurden 

im Vergleich zu adulten Tieren gesteigerte zirkulierende Kupfer- und verminderte 

Zinkkonzentrationen im Serum beschrieben [35-37]. 

Als Folge von Infektionen oder Entzündungen wurden verminderte Serumgehalte von Zink, 

Selen und Eisen gemessen, während die zirkulierende Kupferkonzentration anstieg [38-43]. In 

einer kürzlich erschienenen Übersichtsarbeit wurden die Veränderungen der 

Spurenelementkonzentrationen von Selen, Kupfer, Zink und Eisen im Serum bzw. in Tumoren 

bei verschiedenen Krebserkrankungen zusammengefasst [44]. Vor allem bei 

Brustkrebspatienten sind die zirkulierenden Selen- und Zinkgehalte vermindert, während die 

Kupferkonzentration unabhängig von der Krebsart in Serum und Tumorgewebe deutlich 

gesteigert ist [44].  

Ob diese Verschiebungen der Verhältnisse von Spurenelementen nur miteinander assoziiert sind 

oder kausale Zusammenhänge bestehen, ist bislang nur unzureichend verstanden. Um die 

Interaktionen genauer zu charakterisieren, ist es wichtig die Homöostase der einzelnen 

Spurenelemente und deren Regulation zu kennen. Aufgrund des in der Arbeitsgruppe 

bestehenden Forschungsschwerpunktes zu Selen und der Relevanz einer unter der adäquaten 
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Zufuhr liegenden Selenversorgung in Deutschland wurde Selen als Ausgangspunkt für die 

Betrachtung der Spurenelementinteraktion ausgewählt und wird deswegen im Folgenden 

ausführlicher als die anderen Spurenelemente betrachtet.  

1.2 Selen und Selenoproteine 

Die Essentialität von Selen wurde 1957 während Experimenten, bei denen durch präventive 

Selengabe einer Lebernekrose bei Ratten vorgebeugt werden konnte, das erste Mal beschrieben 

[45]. Mit der Entdeckung von Selen im Enzym Glutathionperoxidase 1 (GPX1), welche zunächst 

als eine kovalente Bindung beschrieben wurde, konnte erstmals eine genaue biochemische 

Funktion von Selen erkannt werden [46, 47]. Später wurde herausgefunden, dass Selen als Teil 

der Aminosäure Selenocystein (Sec) in Selenoproteine eingebaut ist [48, 49]. Selenoproteine 

umfassen eine Gruppe von Proteinen, die Sec enthalten. Bis heute sind im menschlichen Genom 

25 und bei Nagern 24 Gene für Selenoproteine bekannt [50] (Tabelle 1). 

1.2.1 Selenaufnahme und Biomarkerbestimmung zur Selenversorgung 

Selen kann als organische oder anorganische Verbindung aufgenommen werden. Über die 

Nahrung spielen vor allem die organischen Verbindungen wie Selenomethionin (SeMet), Sec und 

Selen-methyl-Selenocystein eine große Rolle. Anorganische Selenverbindungen wie Selenit und 

Selenat werden vor allem über Supplemente aufgenommen und insgesamt etwas schlechter 

absorbiert als die organischen Verbindungen [51-54]. Der Hauptabsorptionsort für Selen ist der 

Dünndarm. Selenit wird vermutlich passiv [55], Selenat über einen Natrium-vermittelten 

Transportmechanismus [56, 57] und SeMet und Sec über Aminosäuretransporter aufgenommen 

[58, 59].  

Als Biomarker für den Selenstatus werden die Selenkonzentration im Plasma bzw. Serum, die 

extrazelluläre GPX-Aktivität (GPX3) oder die Konzentration des zirkulierenden 

Selentransportproteins Selenoprotein P (SELENOP) analysiert [60]. Die GPX3-Aktivität erreicht 

ihr Maximum allerdings bei einer niedrigeren Selenkonzentration im Plasma als SELENOP (90-

100 µg/L vs. ~120 µg/L) [61-64]. Da es das Ziel ist alle Selenoproteine zu exprimieren, gilt das 

Erreichen des SELENOP-Plateaus als adäquate Selenversorgung. Bei adäquat versorgten 

Personen konnte durch eine 16-wöchige Supplementation von SeMet im Vergleich zu Selenit 

eine konzentrationsabhängig-gesteigerte Plasmaselenkonzentration ermittelt werden. Diese 

hatte jedoch keinen Einfluss auf die Plasma-GPX3-Aktivität oder die SELENOP-Konzentration, 

sondern mündete in einer erhöhten Selenausscheidung im Urin innerhalb der 

Probandengruppe, die SeMet verabreicht bekommen hat [65]. Auch eine Kurzzeitgabe von 
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300 µg Selenat/Tag über einen Zeitraum von einer Woche führte zu einem Anstieg des 

Serumselengehaltes, nicht aber zu Veränderungen der GPX-Aktivität [66], was die begrenzte 

Aussagekraft der GPX-Aktivität als Biomarker unterstützt. Weiterhin konnte gezeigt werden, 

dass SeMet, aber nicht Selenat, verstärkt unspezifisch in Proteine wie Albumin eingebaut wird 

[67]. 

1.2.2 Biosynthese der Selenoproteine 

Selen wird als Bestandteil der 21. proteinogenen Aminosäure Sec kotranslational in 

Selenoproteine eingebaut [48]. Sec wird hierbei durch das vormals nur als Stopcodon bekannte 

Basentriplett UGA codiert [68, 69] und direkt an der eigenen spezifischen Transfer ribonucleic 

acid (tRNA; tRNA[Ser]Sec) synthetisiert [70, 71] (Abbildung 2). Eine Deletion des TRSP-Gens, 

welches für die tRNA[Ser]Sec codiert, ist bei Mäusen embryonal letal [72], da es die 

Selenoproteinbiosynthese verhindert. Im ersten Schritt der Selenoproteinsynthese wird die 

spezifische tRNA[Ser]Sec unter ATP-Verbrauch mit Hilfe der Seryl-tRNA-Synthetase (SerS) mit Serin 

beladen [71, 73] und im Folgenden durch die O-Phoshoseryl-tRNA-Kinase (PSTK) phosphoryliert 

[74]. Die Selenophosphatsynthetase 2 (SEPHS2), selbst ein Selenoprotein [75, 76], bildet im 

folgenden Monoselenophosphat [77, 78], welches im letzten Schritt der 

Selenoproteinbiosynthese von der Sec-Synthase (SEPSECS) verwendet wird, um die 

Selenocysteyl-tRNA[Ser]Sec zu bilden [79, 80] (Abbildung 2).  
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Abbildung 2. Syntheseweg der Selenoproteine unter Berücksichtigung der Selenzufuhr. Über 
verschiedene Enzyme (Seryl-tRNA-Synthetase (SerS); O-Phoshoseryl-tRNA-Kinase (PSTK); 
Selenophosphatsynthetase 2 (SEPHS2); Sec-Synthase (SEPSECS)) wird Selenocystein (Sec) direkt an der für 
die Selenoproteinbiosynthese spezifischen tRNA[Ser]Sec synthetisiert. Nach der Phosphorylierung des 
Serinrest (Ser -> pSer) an der tRNA[Ser]Sec entscheidet die Selenverfügbarkeit über die Synthese der Sec-
tRNA[Ser]Sec. Bei adäquater Selenversorgung (oben) wird die Sec-tRNA gebildet und in einem weiteren 
Schritt durch das Alkylated DNA repair protein alkB homolog 8 (ALKBH8) an der Position 34 methyliert 
(Stern). Im Folgenden werden sowohl housekeeping, als auch stress-responsive Selenoproteine 
synthetisiert. Bei defizienter Selenversorgung (unten) ist es möglich, dass anstelle von Selen, Schwefel 
metabolisiert wird und es entsteht die Cys-tRNA[Ser)Sec. Trotz defizienter Selenversorgung findet die 
Bildung von Sec-tRNASer]Sec statt, jedoch wird die Methylierung der tRNA unterdrückt, um weiterhin 
housekeeping Selenoproteine zu synthetisieren. Abbildung modifiziert nach [81, 82]. ADP – 
Adenosindiphosphat; AMP – Adenosinmonophosphat; ATP – Adenosintriphosphat; Cys – Cystein; Pi – 
anorganisches Phosphat; PPi – Pyrophosphat; Se – Selen; tRNA – transfer ribonucleic acid.  

Damit das UGA-Codon nicht als Translationsstopp wirkt, befindet sich in der 3‘ untranslatierten 

Region (3‘UTR) der messenger-RNA (mRNA) der Selenoproteine eine Haarnadelstruktur, die Sec-

Insertionssequenz (SECIS) [83, 84] (Abbildung 3). Weiterhin sind neben der SECIS-Struktur 

weitere Proteine an der effizienten Translation des UGA-Codons beteiligt. Hierzu gehören das 

SECIS-Bindeprotein 2 (SBP2) [85, 86], der Sec-spezifische Elongationsfaktor (EEFSec) [87, 88], das 

ribosomale Protein L30 [89], das tRNA-Selenocystein 1-assoziierte Protein 1 (TRNAU1AP; 

SECp43) [90, 91] und das Nuklease-sensitive Element Bindeprotein 1 (NSEP1) [92] (Abbildung 3), 

die einen Komplex zur Stabilisierung des Ribosoms bilden. Für einzelne Selenoproteine sind 

weitere Komponenten, die an der UGA-Rekodierung beteiligt sind, beschrieben. So wurde in der 
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3’UTR von SELENOS das SelS Positive UGA Recoding (SPUR)-Element identifiziert [93]. Weiterhin 

wurde downstream Nahe der UGA-Codons einiger Selenoproteine (SELENON, SELENOT, 

SELENOO, SELENOH, SEPHS2) selenocysteine codon redefinition elements (SREs) erkannt [94, 

95]. Für SELENOP wurde neben SREs zusätzlich der Initiation Stem Loop (ISL), welcher sich am 

Beginn der kodierenden Sequenz downstream des Start-Codons befindet, identifiziert [96]. 

 

Abbildung 3. Synthesekomplex zur 
Selenoproteinbiosynthese. Für den 
Einbau von Selenocystein in die 
wachsende Aminosäurekette 
müssen mehrere Voraussetzungen 
erfüllt sein, damit das UGA-Codon 
nicht als Stoppcodon erkannt wird. 
Zwischen der Sec-Insertionssequenz 
(SECIS)-Struktur in der 3‘ 
untranslatierten Region (3’UTR) der 
mRNA bildet sich ein Komplex aus 
verschiedenen Proteinen. Dazu 
gehören das SECIS-Bindeprotein 2 
(SBP2), der Sec-spezifische 
Elongationsfaktor (eEFSec), das 
ribosomale Protein L30 und tRNA-
Selenocystein 1-assoziierte Protein 
(TRNAU1AP, Secp43). Nucleolin und 
der eukaryotische Translations-
initiationsfaktor 4a3 (EIF4a3) 

scheinen die Sec-Insertion gegensätzlich zu beeinflussen, wobei Nucleolin als positiver und EIF4a3 als 
negativer Regulator der Selenoproteinbiosynthese beschrieben ist. Zusätzlich beeinflusst Selen die 
Expression von eIF4a3 und somit die Selenoproteinsynthese. Weitere Komponenten, die die UGA-
Rekodierung beeinflussen sind das SelS Positive UGA Recoding (SPUR)-Element, selenocysteine codon 
redefinition element (SRE) und derInitiation Stem Loop (ISL) (schematisch dargestellt), die für einzelne 
Selenoproteine identifiziert wurden.  

 
Mutationen in Komponenten des humanen Selenoproteinsyntheseapparates sind bisher nur bei 

einzelnen Familien oder anhand eines einzelnen Krankheitsfalls identifiziert worden und 

gehören somit zu den sehr seltenen Erkrankungen. Eine bei einem Menschen identifizierte 

Mutation in der tRNA[Ser]Sec löste Symptome wie Muskelschwäche, Schilddrüsendysfunktion, 

Müdigkeit und eine verminderte zirkulierende Selenkonzentration aus [97]. Zusätzlich wurde 

nachgewiesen, dass die Gen- und Proteinexpression der stress-responsiven Selenoproteine, 

nicht aber die der housekeeping Selenoproteine, deutlich vermindert waren. Der Defekt wurde 

auf die fehlende Methylierung der tRNA[Ser]Sec, die für die Synthese von Stress-responsiven 

Selenoproteinen entscheidend ist, zurückgeführt [97]. Weitere bekannte Mutationen beim 

Menschen betreffen SBP2, die allesamt zu einer deutlich verminderten Selenoproteinexpression 

führten [98-100]. Zusätzlich wurden verschiedene neurologische Störungen mit Mutationen im 

SEPSECS-Gen in Verbindung gebracht [101, 102].  
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1.2.3 Regulation der Selenoproteinexpression 

Die Selenverfügbarkeit hat einen entscheidenden Einfluss darauf, ob und wenn ja in welchen 

Organen Selenoproteine synthetisiert werden. Während einer Selendefizienz kommt es zu einer 

molekularen und systemisch hierarchischen Regulation der Selenoproteinexpression [103-106]. 

Die systemische Hierarchie bedingt, dass während einer Selendefizienz in stark 

Selen-abhängigen Organen wie dem Gehirn oder den Testes die Selenoproteinbiosynthese so 

lange wie möglich aufrechterhalten wird. Währenddessen wird die Selenoproteinsynthese in 

Organen wie der Leber und der Niere relativ schnell vermindert [103, 107, 108]. Die molekulare 

Hierarchie bedingt, dass auch verschiedene Selenoproteine einer Hierarchie unterliegen. 

Während die Expression von housekeeping Selenoproteinen lange aufrechterhalten wird, ist die 

Expression anderer Selenoproteine stark von der Verfügbarkeit von Selen abhängig 

(Abbildung 2). Letztere werden als Stress-responsive Selenoproteine bezeichnet. Während u. a. 

GPX1, SELENOH und SELENOW zu den Stress-responsiven Selenoproteinen zählen [109-111], 

gehören die Thioredoxinreduktase 1 (TXNRD1) und TXNRD2 sowie die GPX4 zur Gruppe der 

housekeeping Selenoproteine [108, 110].  

Die Selenverfügbarkeit beeinflusst nicht nur die vorhandene Menge an Sec-tRNA[Ser]Sec, sondern 

auch das Verhältnis zwischen zwei Isoformen der Sec-tRNA[Ser]Sec, die sich hinsichtlich einer 

Methylierung des Uridins an Position 34 unterscheiden [112, 113] (Abbildung 2, Stern). Die 

Methylierung, katalysiert durch das Alkylated DNA repair protein alkB homolog 8 (ALKBH8) 

[114], scheint der finale Schritt der Reifung der Sec-tRNA[Ser]Sec zu sein [115]. Somit sind für die 

Inkorporation von Sec in verschiedene Selenoproteine zwei tRNA-Isoformen verantwortlich [70, 

116-119] (Abbildung 2). Die Expression von Selenoproteinen wie der GPX1, der GPX3, der 

Methionin-Sulfoxid-Reduktase 1 (MSRB1, SELENOR, SELENOX), SELENOT und SELENOW ist stark, 

die von GPX2, GPX4, SELENOP und SELENOF wenig und die von TXNRD1 und TXNRD2 nicht von 

der Methylierung der tRNA[Ser]Sec abhängig [118, 119]. Weiterhin wurde beobachtet, dass bei 

einer Selendefizienz der Abbau der mRNA von Stress-responsiven Selenoproteinen wie der GPX1 

nonsense-vermittelt (nonsense-mediated decay; NMD) stattfindet [120, 121] und somit das 

verfügbare Selen genutzt werden kann, um als Sec in housekeeping Selenoproteine eingebaut 

zu werden. Zusätzlich trägt die unterschiedliche Bindeaffinität von SBP2 zu den einzelnen SECIS-

Elementen zur Selenoprotein-Hierarchie und dem NMD bei [122, 123]. 

Zwei Faktoren, die bei der Regulation der Selenoproteinsynthese eine Rolle spielen, sind 

Nucleolin [124], ein nukleoläres Protein [125], und der eukaryotische 

Translationsinitiationsfaktor 4a3 (EIF4a3) [126] (Abbildung 3). Ein Nucleolin-knock-out (KO) 

bedingte in Mäusen eine verminderte Expression von GPX4 und TXNRD1, aber nicht von GPX1 
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und SELENOF [124]. Nucleolin wird als positiver Regulator der Selenoproteinbiosynthese 

beschrieben, jedoch ist der genaue Wirkmechanismus noch ungeklärt [82]. EIF4a3 bindet 

bevorzugt an die SECIS-Elemente von GPX1, MSRB1, SELENON und der Deiodinase 1 und kann 

so durch Blockieren der SBP2-Bindung die Selenoproteinbiosynthese unterdrücken. Unter 

Selendefizienz steigt die nukleäre EIF4a3-Expression, was auf eine negative Regulation der 

Selenoproteinbiosynthese, vor allem für Stress-responsive Selenoproteine, hinweist [126, 127] 

(Abbildung 3). 

Zusätzlich wurde beschrieben, dass unter Selen-defizienten Bedingungen Selenoproteine mit 

einem Cystein (Cys) anstelle des Sec synthetisiert werden. Hierbei wird Sulfid anstelle von 

Selenid metabolisiert und anschließend Cys an die tRNA[Ser]Sec gekoppelt [128] (Abbildung 2). 

Gezeigt werden konnte dies für TXNRD1, TXNRD2 und SELENOP [128-131]. Die entstandenen 

Enzyme weisen dabei aber nur eine sehr geringe katalytische Aktivität auf.  

Neben der Abhängigkeit Selenoproteinexpression von der Selenverfügbarkeit, gibt es weitere 

Faktoren, die die Selenoproteinexpression beeinflussen können. Der redox-sensitive 

Transkriptionsfaktor nuclear factor erythroid 2 p45-related factor 2 (Nrf2) (siehe Kapitel 1.6.1) 

induziert unter anderem die Expression der beiden Selenoproteine GPX2 und TXNRD1 [132, 

133]. Bei einer Selendefizienz konnte die Expression von Nrf2-Zielgenen deutlich gesteigert 

werden [134, 135]. Eine Induktion von oxidativem Stress durch Wasserstoffperoxid (H2O2) 

resultierte in einer gesteigerten Expression von verschiedenen Selenoproteinen, die durch eine 

zusätzliche Kombination mit einer Selendefizienz noch deutlicher ausgeprägt war [136].  

1.2.4 Funktionen der Selenoproteine 

Alle Selenoproteine, deren Funktion bis dato geklärt ist, sind für die Redoxregulation von 

Signalkaskasden und Transkriptionsfaktoren und somit für die Redoxhomöostase von 

Bedeutung [137]. Weiterhin sind die Deiodinasen neben der Beteiligung an Redoxreaktionen 

[138] entscheidend für den Schilddrüsenstoffwechsel [139]. Für ca. ein Drittel aller 

Selenoproteine ist die genaue Funktion noch unklar, aber auch hier wird aufgrund von 

strukturellen Gegebenheiten eine Funktion als Oxidoreduktase vermutet [81, 137, 140] 

(Tabelle 1). Die am besten charakterisierten Selenoproteine umfassen die Familien der GPXen, 

der TXNRDen und der Deiodinasen.  
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1.2.4.1 Die Glutathionperoxidasen 

Von den acht bekannten GPXen sind beim Menschen fünf Selenoproteine (GPX1-4, GPX6), 

während die anderen drei anstelle des Sec ein Cys enthalten. Die GPXen sind für die Regulation 

der Redoxhomöostase, das H2O2-Signaling und den Abbau von Hydroperoxiden verantwortlich 

(Überblick in [141]; Abbildung 4). Hierbei reduzieren sie meist Glutathion (GSH)-abhängig 

Hydroperoxide [142, 143]. Während GPX1 und GPX3 vermutlich vornehmlich H2O2 und weitere 

einfache, lösliche Hydroperoxide reduzieren [144, 145], ist die GPX4 für die Reduktion 

komplexer Lipidhydroperoxide verantwortlich [146]. Für die GPX2 und GPX6 wurden bisher 

keine spezifischen Substrate identifiziert. Hierarchisch betrachtet ist für GPXen ein großes 

Spektrum bekannt. Während GPX2 und GPX4 weiter oben in der Selenoproteinhierarchie 

stehen, ist die GPX1 weit unten angesiedelt [147, 148]. Dies spiegelt sich auch in der 

Überlebensfähigkeit von Mäusen beim Verlust der GPX-Gene wider. Der systemische KO von 

GPX1 [149, 150], GPX2 [151, 152] und GPX3 [153, 154] ist ohne weiteren externen Stimulus 

(oxidativer Stress, Selendefizienz) nicht letal. Im Gegensatz dazu führt ein systemischer KO der 

GPX4 zur embryonalen Letalität [155-157]. Der KO der mitochondrialen GPX4 ist hingegen nicht 

letal, führt aber zu Einschränkungen der männlichen Fertilität [158].  

1.2.4.2 Die Thioredoxinreduktasen 

Die TXNRDen sind wie die GPXen für die Redoxhomöostase von Bedeutung, indem sie 

Nicotinamidadenindinukleotidphosphat- (NADPH)-abhängig für die Reduktion von 

Thioredoxinen (TRX) und vielen weiteren Substraten verantwortlich sind [159, 160] 

(Abbildung 4). Beim Menschen kommen drei TXNRDen, die alle Selenoproteine sind, vor. Diese 

stehen sehr hoch in der Selenoprotein-Hierarchie. Einhergehend damit führt ein systemischer 

KO der TXNRD1 und TXNRD2 bei Mäusen zur embryonalen Letalität [161, 162]. Das TRX- und das 

GSH-System stellen zwei bedeutende Thiol-abhängige antioxidative Systeme in Säugerzellen 

dar. Beide Systeme können miteinander interagieren und teilweise gegenseitig die Defizienz 

oder Überversorgung des anderen Systems kompensieren [163-165]. 
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Abbildung 4. Übersicht des zellulären Thioredoxin (TRX)- und Glutathion (GSH-)systems. Das TRX- und 
GSH-System stellen im Organismus wichtige antioxidative Schutzsysteme dar, die eng miteinander 
verknüpft sind. Die Thioredoxinreduktasen (TXNRDen) reduzieren Nicotinamidadenindinukleotid-
phosphat (NADPH)-abhängig TRX, welche unter anderem Peroxiredoxine (PRX) oder Proteine reduzieren, 
die beispielsweise durch Hydroperoxide (H2O2) oxidiert wurden. Im GSH-System stehen die 
Glutathionperoxidasen (GPXen) im Hauptfokus. Sie reduzieren mit Hilfe von GSH Hydroperoxide wie H2O2. 
Das oxidierte Glutathion (GSSG) wird anschließend NADPH-abhängig durch die Glutathiondisulfid-
Reduktase (GSR) wieder regeneriert. Weiterhin wird GSH zur Ausscheidung von verschiedenen 
Metaboliten verwendet, indem es unter Katalyse der Glutathion-S-Transferasen (GSTs) an diese 
konjugiert wird und so deren Transport erleichtert. Abbildung modifiziert nach [166, 167].  

1.2.4.3 Selenoprotein P 

SELENOP ist das Haupttransportprotein für Selen und das einzige humane Selenoprotein mit 

zwei SECIS-Elementen und zehn UGA-Kodons, die für Sec kodieren [168]. Im Plasma befindet 

sich ca. 60 % des Gesamtplasmaselens gebunden im SELENOP [169]. SELENOP wird 

hauptsächlich in der Leber synthetisiert [170, 171] und anschließend ins Blut sekretiert, um 

Selen zu peripheren Zielorganen zu transportieren [172, 173]. In den Zielorganen erfolgt die 

SELENOP-Aufnahme vermutlich entweder über den Apolipoprotein E Rezeptor 2 (Gehirn, 

Testes) [174, 175] oder über die Rückresorption aus dem Primärharn mit Hilfe von Megalin 

(Niere) [176]. Ein KO des murinen SELENOP-Gens ist bei adäquater Selenversorgung nicht letal, 

aber durch eine deutliche Verminderung des Selengehaltes in Plasma, Gehirn, Testes und den 

Nieren gekennzeichnet. Damit einhergehend traten Wachstumsverzögerungen auf [177]. Bei 

einer gleichzeitigen Selendefizienz zeigen sich schwere neurologische Probleme, die innerhalb 

weniger Wochen zum Tod führten [178]. 
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Tabelle 1.Übersicht zu Funktion und Vorkommen humaner Selenoproteine. 

Selenoprotein Vorkommen Funktion Referenz 

GPX1 Cytosol Reduktion von Hydroperoxiden [46, 47] 

GPX2 Cytosol Reduktion von Hydroperoxiden [179] 

GPX3 extrazellulär Reduktion von Hydroperoxiden [180] 

GPX4 Cytosol, 
Mitochondrien, 
Kern 

Reduktion von komplexen 
Hydroperoxiden, Embryogenese, 
Spermienreifung 

[181] 

GPX6 Cytosol Reduktion von Hydroperoxiden [50]  

TXNRD1 Cytosol, Kern Reduktion von Thioredoxin 1 (TRX1) [182]  

TXNRD2 Mitochondrien Reduktion von TXN2, Glutaredoxin 2  [183, 184] 

TXNRD3 Cytosol, Kern Reduktion von TXN, GSH-, Grx-
Reduktase, Spermienreifung 

[185] 

DIO1 Plasmamembran Aktivierung von T4, Inaktivierung von 
T3, T4 zu reversem T3 bzw. T2 

[186] 

DIO2 ER-Membran Aktivierung von T4 [187] 

DIO3 Plasmamembran Inaktivierung von T3, T4 [188] 

SELENOH Kern Antioxidative Funktion, Regulation der 
Transkription 

[50, 189, 
190] 

SELENOM ER Ca2+-Freisetzung aus dem ER, 
Neuroprotektives Antioxidanz 

[84, 191] 

SELENOO Mitochondrien Redoxregulation [50, 192] 

SELENOT ER, Golgi Regulation der Calciumhomöostase, 
Neuroendokrine Funktion 

[193] 

SELENOV Cytosol männliche Reproduktion [50] 

SELENOW Cytosol Redoxhomöostase [194] 

SELENOF ER Regulation der Redoxhomöostase, 
Proteinfaltung 

[195] 

SELENOI Plasmamembran Ethanolamin-Phosphotransferase 1, 
Phospholipidsynthese 

[50, 196] 

SELENOK ER-Membran  Abbau von falsch gefalteten Proteinen, 
Protein-Palmitoylierung 

[50, 197] 

SELENOS ER-Membran Abbau von falsch gefalteten Proteinen, 
Immunantwort 

[50, 198] 

SELENON ER-Membran Ca2+-Homöostase, Kofaktor für 
Ryanodin- Rezeptor 

[199] 

SELENOP extrazellulär Se-Transport, antioxidative Funktion [173, 200] 

SELENOR/ 
MSRB1/ 
SELENOX 

Cytosol, Kern Reduktion von Methionin-R-
sulfoxidresten in Proteinen 

[193, 201]  

SEPHS2 Cytosol, Kern Selenophosphatsynthese [75, 202] 
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1.3 Kupfer 

Bei Experimenten mit anämischen Ratten führte eine Eisengabe nur gemeinsam mit einer 

Kupfergabe zu einem starken Anstieg der Hämoglobinkonzentration und somit wurde erstmals 

die Essentialität von Kupfer beschrieben [203, 204]. Kupfer ist ein redox-aktives Metall, welches 

in zwei Redoxstufen (Cu+, Cu2+) im Organismus auftritt. Das Vorkommen von zwei Redoxstufen 

ist zum einen wichtig für die Katalyse enzymatischer Reaktionen, an denen Kupfer als 

struktureller Bestandteil von Enzymen beteiligt ist (Tabelle 2). Insgesamt wurden bisher 54 

Kupferbindeproteine identifiziert [205]. Zum anderen können bei ein-Elektronen-Reaktionen 

auch Zellschädigungen auftreten [206]. Hohe Konzentrationen von freiem Kupfer können die 

Bildung freier Radikaler über die Fenton-/Haber-Weiss-Reaktion fördern [207, 208]. Daraus 

resultierend können zelluläre Makromoleküle wie DNA, Proteine und Lipide geschädigt werden 

[209]. Aus diesem Grund ist es wichtig, die zelluläre Kupferhomöostase strikt zu regeln, um die 

Konzentration an freiem, intrazellulärem Kupfer gering zu halten [210].  

Tabelle 2. Funktionen von Kupfer-abhängigen Proteinen  (Übersicht in [211]). 

Enzym Funktion 

Ceruloplasmin Ferroxidase, Eisenfreisetzung aus Körperspeichern 

Haephestin Ferroxidase, intestinaler Eisentransport 

Lysyl-Oxidase Kreuzvernetzung Kollagen 

Tyrosinase Melaninbiosynthese, Pigmentierung 

Dopamin-β-Hydroxylase Aktivierung von Katecholaminen 

Cu/Zn-Superoxiddismutase  Reduktion des Superoxidradikals  

Cytochrom-C-Oxidase Elektronentransport, ATP-Synthese 

Aminoxidase Deaminierung von Mono- und Diaminen 

Peptidylglycine α-amidierende 

Monoxygenase 

Aktivierung von Peptidhormonen 

Zyklopen Ferroxidase, plazentaler Eisenausstrom 

 

Cu2+ wird über die Nahrung aufgenommen und dann vor allem im Magen und proximalen 

Dünndarm absorbiert [212]. Die Aufnahme von Cu2+, welches zunächst zu Cu+ z. B. durch 

duodenales Cytochrom B (DCYTB) reduziert werden muss, findet hauptsächlich über den 

Kupfertransporter 1 (Ctr1) [213, 214] und zu einem geringeren Maße über Ctr2 statt [215, 216] 

(Abbildung 5). Ein systemischer KO von Ctr1 führte bei Mäusen zu embryonaler [217, 218] und 

ein intestinaler, konditioneller KO zur neonatalen Letalität [219]. Ein Leber-spezifischer KO von 
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Ctr1 verminderte den intrazellulären Kupfergehalt und die Aktivität von Kupfer-abhängigen 

Proteinen um 50 % [220]. Diese Daten unterstützen, dass Ctr1 den wichtigsten Transporter im 

Kupferstoffwechsel darstellt. Auch eine Beteiligung des divalenten Metalltransporters 1 (DMT1) 

an der Kupferaufnahme wird diskutiert, jedoch zeigen bisherige Studien gegensätzliche 

Ergebnisse [221-224].  

Intrazellulär wird Kupfer vermutlich direkt nach der Absorption an GSH [225, 226] und 

anschließend an Metallothioneine (MTs) gebunden [225, 227, 228] (Abbildung 5). Studien, die 

die Absorption von radioaktiv-markiertem Kupfer untersuchen, konnten außerdem zeigen, dass 

an MT gebundenes Kupfer wieder an GSH übertragen werden kann [229]. Der genaue 

Mechanismus ist aber ungeklärt. Eine Depletion von GSH hatte eine Verringerung des 

intrazellulären Kupfergehaltes und des an MT-gebundenen Kupfers, nicht aber des Gesamt-MT-

Gehaltes, zur Folge [225, 228]. Die Bindung von Kupfer an GSH reduzierte außerdem die durch 

Kupfer induzierte freie Radikalbildung [230]. Entsprechend führte eine Depletion von GSH zu 

einer deutlich gesteigerten Kupfertoxizität in murinen Fibroblasten, was die Bedeutung von GSH 

für die Kupferhomöostase unterstreicht [231]. Weiterhin konnte durch Induktion von MTs 

mittels einer Zinkbehandlung in humanen Leukämiezellen (HL-60) eine verminderte Sensitivität 

gegenüber einer Kupfertoxizität im Vergleich zu nicht-Zink-behandelten Zellen ausgelöst werden 

[232]. 

Des Weiteren wird Kupfer intrazellulär an Chaperone gebunden, die das Spurenelement 

anschließend weiter zu den Zielproteinen transportieren [233, 234] (Abbildung 5). Zu diesen 

Chaperonen gehören beispielsweise das Kupfer-Chaperon für die Superoxiddismutase (CCS) 

[235], das Cytochrom-C-Oxidase-(CCO)-Kupfer-Chaperon 17 (COX17) [236, 237] und das 

Antioxidant 1 copper chaperone (ATOX1) [238, 239], die Kupfer zur Cu/Zn-Superoxiddismutase 

(SOD1), der CCO oder ATPase copper transporting alpha (ATP7A) und ATP7B transportieren. Die 

CCS-Proteinexpression ist invers mit dem Kupferstatus korreliert, während die CCS-mRNA-

Expression nicht durch Kupfer beeinflusst ist [240-242]. Ein CCS-KO ging bei Mäusen mit einer 

Reduktion der SOD1-Aktivität einher [243], die aber zu keiner Beeinträchtigung der Viabilität 

unter homöostatischen Bedingungen führte. Jedoch zeigte sich bei Induktion von oxidativem 

Stress ein deutlich vermindertes Überleben der CCS-KO-Mäuse [244]. Ein KO des ATOX1-Gens in 

humanen Nierenzellen (Hek293) führte zu einer deutlich gesteigerten Kupferakkumulation im 

Cytosol und daraus resultierend zu einer verminderten Viabilität [245]. Ein systemischer KO des 

ATOX1-Gens bei Mäusen war durch schwere Kupfermangelerscheinungen gekennzeichnet, die 

mit deutlichen Wachstumsverzögerungen und sehr hoher Letalität einhergingen [246]. 
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Für den Kupferexport aus dem Darm ist hauptsächlich ATP7A verantwortlich [247-249] 

(Abbildung 5). Eine Kupfergabe resultierte in einer schnellen Translokation von ATP7A vom 

Golgi-Apparat zur Plasmamembran und induzierte so den Kupferexport [250]. Neben der 

Exportfunktion für Kupfer ist ATP7A auch am Kupfertransport zu verschiedenen Zielproteinen 

beteiligt [251, 252]. Ein KO des ATP7A-Gens in murinen Brustdrüsenzellen ging mit einer 

verminderten Aktivität der Lysyloxidase, einem Kupfer-abhängigen Protein, das für die 

Quervernetzung des Kollagens wichtig ist, einher [251]. Bei Injektion dieser ATP7A-KO-Zellen in 

C57BL/6-Mäuse wurde ein vermindertes Krebswachstum beobachtet [251]. Weiterhin wird 

ATP7A auch für die Aktivierung der Kupfer-abhängigen Tyrosinase benötigt [252]. 

Im Blut wird Kupfer an Albumin, α2-Makroglobulin und post-hepatisch zu 70-95 % an 

Ceruloplasmin (CP) gebunden (Überblick in [253]) (Abbildung 5). ATP7B ist für die biliäre 

Exkretion von Kupfer [254-256] und für die Beladung von CP mit Kupfer verantwortlich [257]. 

Vergleichbar mit der Wirkung auf ATP7A vermittelt Kupfer auch die vesikuläre Translokation von 

ATP7B vom Trans-Golgi-Netzwerk zur apikalen Membran, um den Kupferexport zu steigern 

[258-260]. Als möglicher Regulator von ATP7B und somit des Kupferexports wurde copper 

metabolism domain containing 1 (COMMD1) identifiziert [261-264]. Eine Mutation von 

COMMD1 induzierte bei Hunden eine gesteigerte hepatische Kupferakkumulation [265], welche 

einen Wilson-ähnlichen-Phänotypen auslöste [266].  

Der Export von Kupfer ist wie die Aufnahme vermutlich durch GSH beeinflusst. In 

GSH-depletierten Zellen führte eine zwei-stündige Kupferinkubation nicht zur Translokation von 

ATP7A und ATP7B aus dem Trans-Golgi-Netzwerk [267]. Für die Kupferbindung an ATP7A und 

ATP7B ist eine Deglutathionylierung der Kupferbindestellen nötig. Durch ein Zusammenspiel von 

GSH, Glutaredoxin 1, Kupfer und den Kupfer-ATPasen wird so vermutlich der Kupferexport 

reguliert [267-269]. 

Das Hauptspeicherorgan für Kupfer ist die Leber [233]. Die Regulation des Kupferstatus findet 

vor allem über die Absorption und Ausscheidung statt [270, 271]. Die Absorptionsrate kann bei 

sehr hohem und sehr niedrigem Kupfergehalt der Nahrung zwischen 12 % und 65 % schwanken 

[272-274]. Sowohl ein Kupfermangel als auch ein Kupferüberschuss sind unter homöostatischen 

Bedingungen sehr selten. Entgleisungen des Kupferhaushaltes treten beispielsweise bei 

verschiedenen genetisch bedingten Erkrankungen wie der Menkes- oder der Wilson-Erkrankung 

auf (Abbildung 5). 
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Die Menkes-Erkrankung ist durch Mutationen im Gen des Kupferexporters ATP7A (Abbildung 5, 

roter Stern) charakterisiert und wird rezessiv vererbt [20, 247]. Durch Mutationen im 

ATP7A Gen, welche vor allem die Exportfunktion für Kupfer beeinträchtigen, akkumuliert Kupfer 

innerhalb der Gewebe, vor allem im Intestinum. In der Folge entsteht ein systemischer 

Kupfermangel [19, 20]. Eine Behandlung mit einer subkutanen Kupferinjektion ist aufgrund der 

ubiquitären Expression von ATP7A oftmals nur bei milden Krankheitsverläufen erfolgreich, da 

eine Kupferdefizienz in vielen Organen auftritt [275].  

 

Abbildung 5. Übersicht des Kupfermetabolismus in Entero- und Hepatozyten. Kupfer muss, bevor es in 
die Zellen aufgenommen werden kann, reduziert werden. Dies geschieht z. B. über duodenales 
Cytochrom B (DCYTB, rosa). Die Aufnahme erfolgt hauptsächlich über Kupfertransporter 1 (Ctr1, magenta) 
und auch teilweise über Ctr2 (dunkelgrau) und den divalenten Metalltransporter 1 (DMT1, hellgrau). Nach 
der Aufnahme wird Kupfer an Glutathion (GSH) und Metallothioneine (MTs), zwischen denen Kupfer 
ausgetauscht werden kann, gebunden. Anschließend wird Kupfer an Kupfer-Chaperone (Kupfer-Chaperon 
für die Superoxiddismutase (CCS), Cytochrom-C-Oxidase-(CCO)-Cu-Chaperon 17 (COX17), Antioxidant 1 
copper chaperone (ATOX1) übertragen, um von dort aus zu den Zielproteinen transportiert zu werden. 
Exportiert wird Kupfer aus den Enterozyten hauptsächlich über ATPase copper transporting alpha (ATP7A, 
braun) und aus den Hepatozyten über ATP7B (gelb). Beide Proteine bewegen sich abhängig vom 
Kupferstatus zwischen Trans-Golgi-Netzwerk (dunkelblau) und der Plasma- bzw. apikalen Membran. 
ATP7B wird vermutlich über copper metabolism domain containing 1 (COMMD1, lila) reguliert und ist 
neben der biliären Exkretion von Kupfer auch für die Beladung von Ceruloplasmin (CP) mit Kupfer 
verantwortlich. Im Blut wird Kupfer entweder an Albumin oder α2-Makroglobulin bzw. posthepatisch an 
CP gebunden. Die Sterne markieren die beiden Kupfertransportproteine, die bei der Menkes- (rot, ATP7A) 
bzw. der Wilson-Erkrankung (grün, ATP7B) aufgrund von Mutationen defekt sind. Abbildung modifiziert 
nach [211]. 
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Die Wilson-Erkrankung ist durch Mutationen im ATP7B-Gen gekennzeichnet und wird autosomal 

rezessiv vererbt [255, 276]. Da ATP7B (Abbildung 5, grüner Stern) vornehmlich in der Leber und 

im Gehirn exprimiert ist, ergeben sich bei der Wilson-Erkrankung in diesen Geweben schwere 

Kupferakkumulationen. Leberschädigungen und neurologische Defekte sind die Folge eines 

Morbus Wilson [21, 277]. Als erfolgversprechende Therapien werden verschiedenen 

Kupferchelatoren, die durch Komplexierung von Kupfer entweder dessen Aufnahme oder 

Bioverfügbarkeit verringern, oder eine zusätzliche Zinksupplementation angewendet [278-281]. 

Neben verschiedenen Tierstämmen, die einen KO des ATP7B-Gens aufweisen [277, 282-284], 

können auch Beddlington Terrier und Mäuse mit einer Mutation im COMMD1-Gen [265, 285], 

die einen Wilson-ähnliche Phänotyp entwickeln [266, 285], zu mechanistischen Studien 

herangezogen werden. 

Hohe Konzentrationen an intrazellulärem freiem Kupfer können die Zellen z. B. durch Bildung 

von reaktiven Verbindungen wie H2O2, über die Fenton-/Haber-Weiss-Reaktion schädigen [207, 

209]. Eine Verminderung hoher Konzentrationen freier Kupferionen kann durch die Verwendung 

von Chelatoren erreicht werden [286]. Kupferchelatoren finden seit langem in der Therapie des 

Morbus Wilson Anwendung [278-281]. Des Weiteren werden Chelatoren eingesetzt, um 

spezifische Funktionsweisen von verschiedenen Metallionen zu identifizieren. Hierbei kann nach 

Chelatoren unterschieden werden, die entweder die Bioverfügbarkeit von einzelnen Ionen 

intrazellulär verringern oder durch Komplexierung des Metalls dessen Aufnahme verhindern. 

Für Kupfer sind hierbei Tetrathiomolybdat und Bathocuproindisulfonsäure zu nennen, die intra- 

bzw. extrazellulär wirken [287-289]. 

1.4 Zink 

In den 1930-er Jahren wurde Zink erstmals für Ratten als essentielles Spurenelement eingestuft 

[290]. Bei ca. jedem zehnten vorkommenden Protein handelt es sich um ein Zink-Protein [291]. 

In diesen wirkt Zink katalytisch, strukturell oder regulatorisch und ist an einem sehr breiten 

Spektrum biologischer Prozesse beteiligt [292]. Zink ist wichtig für die Differenzierung, 

Apoptose, Proliferation, die DNA-Reparatur und die Immunantwort [293]. Weiterhin spielt Zink 

eine bedeutende Rolle als Signalmolekül, ein Funktionsbereich, der in den letzten Jahrzehnten 

immer mehr Beachtung gewonnen hat [294]. Im Gegensatz zu Kupfer und Eisen liegt Zink immer 

als Zn2+ vor und ist somit redox-inaktiv [295], sodass es selbst keine Substanzen oxidieren oder 

reduzieren kann (Überblick in [296]). Jedoch sind viele Zink-abhängige Proteine und Liganden an 

Redoxreaktionen beteiligt, sodass Zink indirekt trotzdem zur Regulation der Redoxhomöostase 

beiträgt [296]. Zink liegt intrazellulär zu geringen Anteilen als „freies“ Zink vor [297], welches 
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vermutlich die biologisch aktive Form von Zink darstellt [298, 299]. Die Konzentration des 

intrazellulären „freien“ Zinks wird streng reguliert und liegt in ca. 10000-fach geringerer 

Konzentration als proteingebundenes Zink vor, dessen intrazelluläre Konzentration im 

mikromolaren Bereich liegt [300]. Da es kein Speicherorgan für Zink gibt, muss dieses 

kontinuierlich über die tägliche Nahrung aufgenommen werden [301].  

Zink wird über 14 Transporter der Familie ZRT/IRT-ähnlicher Proteine (ZIP, SLC39A) 

aufgenommen und über neun Zinktransporter (ZnT, SLC30A) exportiert (Abbildung 6). Dies gilt 

sowohl für die Aufnahme und den Export in und aus den Zellen als auch für die Zinkverteilung in 

den verschiedenen intrazellulären Kompartimenten [302, 303]. Der Hauptabsorptionsort für 

Zink aus der Nahrung ist der Dünndarm [304]. Im Serum ist Zink hauptsächlich an Albumin, α2-

Makroglobulin und Transferrin (TF) [305] und intrazellulär unter anderem an MTs gebunden 

[295, 306]. MTs weisen sieben Zinkbindestellen auf und sind mit an der Kontrolle der 

intrazellulären Zinkhomöostase beteiligt [307]. Die MT-Expression wird durch den metal 

regulatory transcription factor 1 (MTF1), einen Zink-Finger-Transkriptionsfaktor, induziert, in 

dem dieser an das Metall-responsive Element (MRE) im MT-Promotor bindet [308-310] 

(Abbildung 6). MTF1-KO-Zellen weisen nur eine geringe bis keine MT-Expression auf [311]. Die 

Expression von MTs ist von der umgebenden Zinkkonzentration abhängig [312, 313] und wird 

bei hohen intrazellulären Zinkkonzentrationen stimuliert [308]. Neben den MTs sind auch die 

Zinkexporter ZnT1 und ZnT2 Zielgene von MTF1 und werden bei MTF1-Aktivierung vermehrt 

exprimiert [314, 315], während die Expression des Zinkimporters ZIP10 unterdrückt wird [316, 

317]. Dies zeigt die wichtige Funktion von MTF1 bei der Regulation der Zinkhomöostase auf, 

welche über die Absorption und Exkretion von Zink reguliert wird. Während einer Zinkdefizienz 

wird folglich die Zinkexkretion über Urin und Fäzes deutlich vermindert, während die intestinale 

Absorption gesteigert wird [318-320]. 
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Abbildung 6. Zellulärer Zinkmetabolismus. Zink wird über die ZRT/IRT-ähnlichen Proteine (ZIPs) in die 
Zellen sowie aus intrazellulären Kompartimenten ins Cytosol transportiert. Für den Transport von Zink aus 
der Zelle heraus sowie in intrazelluläre Kompartimente sind die Zinktransporter (ZnTs) verantwortlich. 
Intrazellulär liegt Zink hauptsächlich gebunden an Metallothioneine (MTs) vor. Der Zinkfinger-
Transkriptionsfaktor metal regulatory transcription factor 1 (MTF1) bindet an das Metall-responsive 
Element (MRE) in der Promotorregion von Zielgenen wie z. B. MTs und induziert u. a. Zink-getrieben deren 
Expression. *gilt auch für Endo- und Lysosomen. Abbildung modifiziert nach [294, 321].  

1.5 Eisen 

Die Bedeutung von Eisen für die Behandlung einer Anämie ist bereits seit dem späten 17. 

Jahrhundert bekannt (Überblick in [322]). Mit ca. 65-75 % befindet sich die größte Menge an 

Eisen gebunden an Hämoglobin in den Erythrozyten, welches stetig recycelt wird [323]. Eisen ist 

für den Sauerstofftransport, das Wachstum und die Entwicklung und für den 

Energiemetabolismus von Bedeutung [324]. Eine strikte Kontrolle der Eisenhomöostase ist 

ebenso wichtig wie die der Kupferhomöostase, da Eisen aufgrund seiner Redoxeigenschaften in 

freier Form dazu neigt, über die Fenton-Reaktion freie Radikale zu bilden, die dem Organismus 

schaden können [207]. Die Regulation des Gesamtkörpergehaltes wird über die Eisenabsorption 

gesteuert, da es keinen geregelten Exkretionsweg für Eisen gibt [30]. In der Nahrung liegen 

Hämeisen und Nicht-Hämeisen vor, deren Absorptionsraten sich mit 20-30 % für Ersteres und 

1-10 % für letzteres deutlich unterscheiden [325]. Die Absorption erfolgt wie auch bei Selen, 

Kupfer und Zink hauptsächlich im Dünndarm [326].  
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Abbildung 7. Der Eisenstoffwechsel in Entero- und Hepatozyten. Nutritives Eisen kann als Häm- bzw. 
Nicht-Hämeisen vorliegen. Das Hämeisen wird vermutlich über das Häm-Carrier-Protein 1 (HCP1) in die 
Enterozyten aufgenommen und dort in Endosomen durch die Hämoxygenase (HO) freigegeben. Nicht 
Hämeisen muss vor der Absorption z. B. über duodenales Cytochrom B (DCYTB) reduziert werden, um 
dann über den divalenten Metalltransporter 1 (DMT1) aufgenommen zu werden. Intrazellulär wird Eisen 
an Ferritin gebunden, in die Mitochondrien transportiert oder über Ferroportin 1 (FPN1) ins Blut 
abgegeben. Im Blut ist Eisen an Transferrin (TF) gebunden, wofür es zunächst durch Haephestin (HEPH, 
Enterozyten) bzw. Ceruloplasmin (P Hepatozyten) oxidiert werden muss. In die Hepatozyten wird an TF-
gebundenes Eisen über den Transferrinrezeptor (TFR) in Endosomen internalisiert und dort freigegeben. 
Der Transport ins Cytoplasma erfolgt über DMT1 oder ZIP14. Die anschließende intrazelluläre Verteilung 
und der Export in Hepatozyten entspricht dem der Enterozyten. Abbildung modifiziert nach [211]. 

 
Hämeisen wird als intaktes Molekül in die Enterozyten aufgenommen und anschließend erfolgt 

die intrazelluläre Eisenfreisetzung mit Hilfe der Hämoxygenasen (HOs) [327] (Abbildung 7). Die 

Beteiligung des Häm-Carrier-Protein 1 (HCP1) an der Aufnahme von Hämeisen wird kontrovers 

diskutiert [328-330]. Nicht-Hämeisen wird in die Enterozyten über DMT1 als Fe2+ aufgenommen 

[331, 332], wofür es zunächst z. B. durch DCYTB Ascorbat-abhängig [333] reduziert werden muss 

[334]. Ein Verlust oder eine Mutation im Gen von DMT1 geht mit schweren 

Eisenmangelsymptomen einher [331, 332]. Intrazellulär wird Eisen an das Speicherprotein 

Ferritin gebunden [335-337], in die Mitochondrien transportiert oder direkt über Ferroportin 1 

(FPN1), dem einzig bekannten zellulären Eisenexporter, wieder aus den Enterozyten exportiert 

[338]. Anschließend wird das zweiwertige Eisen durch die Cuproenzyme Haephestin (HEPH) 

[339] und posthepatisch durch CP [340, 341] oxidiert, um dann an das Eisentransportprotein TF 

gebunden zu werden [30]. TF wird anschließend von Zielzellen über den Transferrinrezeptor 
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(TFR) in Endosomen internalisiert [342]. Das freigesetzte Eisen wird über DMT1 und ZIP14 ins 

Cytosol geschleust [331, 343]. Hepcidin, welches durch die Blockierung der Expression und 

Translokation von FPN1 als Hauptregulator der intestinalen Eisenabsorption wirkt, wird in der 

Leber gebildet [344, 345] (Abbildung 7).  

1.6 Oxidativer Stress und ein redox-sensitiver Transkriptionsfaktor  

Bei vielen Reaktionen wie z. B. während der zellulären Respiration in den Mitochondrien oder 

bei durch NADPH-Oxidase-katalysierten Reaktionen können aufgrund unvollständiger Oxidation 

von Sauerstoff reaktive Sauerstoffspezies (ROS) wie das Superoxidanion (O2•-), H2O2 und das 

Hyroxylradikal (HO•) entstehen (Überblick in [346, 347]). Bei der Fenton-/Haber-Weiss-Reaktion 

von Eisen oder Kupfer entsteht beispielsweise das Hydroxylradikal [207]. Intrazellulär gibt es 

zahlreiche antioxidative Systeme, die für ein Redoxgleichgewicht sorgen. Dazu gehören 

beispielsweise die GPXen, die SODen, die TXNRDen, die Katalase, die GSH-Transferasen (GSTen) 

und die NADPH-Chinon Oxidoreduktase 1 (NQO1). Weiterhin ist beispielsweise auch das 

Molekül GSH ein eigenständiges und wirksames Antioxidans [347, 348]. Ein verändertes 

Redoxgleichgewicht zugunsten der ROS wird als oxidativer Stress bezeichnet und kann in der 

Folge zu Schädigungen von Biomolekülen wie Proteinen, Lipiden oder der DNA führen [209, 

348].  

1.6.1 Nrf2 - ein redox-sensitiver Transkriptionsfaktor 

Viele der oben genannten antioxidativen Enzyme werden über Nrf2 reguliert. Nrf2 ist ein redox-

sensitiver Leucin-Zipper-Transkriptionsfaktor der cap ‘n‘ collar-Familie, der sowohl die 

konstitutive, aber hauptsächlich die induzierbare Expression seiner Zielgene vermittelt [349-

351]. Unter physiologischen Bedingungen liegt Nrf2 im Cytosol gebunden an zwei Moleküle 

seines Inhibitorproteins Kelch-ähnliches-ECH-assoziiertes Protein 1 (KEAP1) vor [352-354] 

(Abbildung 8). Über die Keap1-Cullin-3-(Cul3)-Ubiquitin-E3-Ligase wird das komplexierte Nrf2 

ubiquitiert und somit proteasomal degradiert [355, 356]. Unter basalen Bedingungen weist Nrf2 

eine sehr geringe Halbwertszeit (< 30 min) und Expression auf [357, 358]. Bei Exposition mit 

elektrophilen Substanzen oder H2O2 werden die Cys-Reste des KEAP1-Moleküls oxidiert und 

verhindern so die Degradierung des bereits gebundenen Nrf2s [359, 360]. Neu synthetisierte 

Nrf2-Moleküle können nicht mehr von oxidiertem KEAP1 gebunden werden. Daraus resultiert 

die Translokation von Nrf2 in den Kern [361]. Im Kern bindet Nrf2 als Heterodimer mit small 

musculoaponeurotic fibrosarcoma (sMaf)-Proteinen [362] an das antioxidativ-responsive 

Element (ARE) [363] bzw. das Electrophil-responsive Element (EpRE) [364] in der 
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Promotorregion von Zielgenen und induziert deren Transkription. Einen wichtigen 

Negativregulator des Nrf2 stellt die Fyn-Kinase dar [365, 366] (Abbildung 8). 

 

 

Abbildung 8. Die Regulation von Nrf2 unter basalen und aktivierten Bedingungen. Unter normalen 
Bedingungen befindet sich nuclear factor erythroid 2 p45-related factor 2 (Nrf2) gebunden an Kelch-
ähnliches-ECH-assoziiertes Protein 1 (KEAP1) im Cytosol. Die Cullin-3 (Cul3)-Ubiquitin-Ligase sorgt für die 
stetige Ubiquitierung des Nrf2s, woraufhin es proteasomal abgebaut wird. Durch Stimuli wie H2O2 oder 
Elektrophile werden die Cystein-Reste des KEAP1 modifiziert und können so nicht mehr den 
proteasomalen Abbau von bereits gebundenem Nrf2 vermitteln. Somit kann neu synthetisiertes Nrf2 in 
den Zellkern translozieren und dort an das antioxidativ-responsive Element (ARE)/ Electrophil-responsive 
Element (EpRE) in der Promotorregion von Zielgenen binden und deren Transkription induzieren. Ein 
Gegenregulator von Nrf2 ist die Fyn-Kinase, die in der phosphorylierten Form in den Kern transloziert und 
somit den Kernexport von Nrf2 vermittelt. Reguliert wird die Fyn-Kinase über Akt und die 
Glycogensynthase Kinase 3β (GSK3β).  

 
Ein Nrf2-KO geht mit einer deutlich reduzierten Expression der Nrf2-Zielgene und einer 

verminderten GSH-Konzentration einher [367-369]. Nrf2-KO-Mäuse sind unter basalen 

Bedingungen vital und weisen keine Anzeichen auf erhöhten oxidativen Stress auf [370]. Jedoch 

reagieren sie deutlich sensitiver als Wildtyp-Mäuse (WT) auf Stressoren [367, 371-374]. Ein KO 

des Inhibitorproteins KEAP1 führt hingegen zur nukleären Akkumulation von Nrf2 und einer 

verstärkten Expression der Nrf2-Zielgene [375, 376] und ist als homozygoter KO bei Mäusen vor 

dem Absatz letal [375].  

Die ersten Zielgene von Nrf2 konnten nach Inkubation mit tert-Buthyl-Hydroperoxid oder 

β-Naphtoflavon identifiziert werden [363, 377, 378]. Außerdem zeigte sich, dass eine Inkubation 

mit dem Isothiocyanat Sulforaphan zur starken Induktion von Nrf2 führte und somit zur 

Transkription der Zielgene [379]. Die Zielgene von Nrf2 umfassen Enzyme im GSH- und TXN-
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System, sind an Phase-I- und -II-Reaktionen, der NADPH-Regeneration und am Eisen-, Fett- und 

Glucose-/Glykogenstoffwechsel beteiligt (Überblick in [380, 381]). Viele Enzyme, die am 

Spurenelement-Metabolismus der beschriebenen Spurenelemente beteiligt sind, gehören zu 

den Nrf2-Zielgenen (Abbildung 9. Spurenelement-assoziierte Nrf2-Zielgene.).  

Abbildung 9. Spurenelement-assoziierte Nrf2-
Zielgene. Nach Translokation von Nrf2 in den 
Zellkern und Bindung an das antioxidativ-
responsive Element (ARE)/ Electrophil-
responsive Element (EpRE) in der 
Promotorregion von Zielgenen wird die 
Transkription dieser induziert. Zu diesen 
Zielgenen gehören einige am 
Spurenelementmetabolismus beteiligte Gene, 
die hier beispielhaft aufgeführt sind. 1Diese 
Gene wurden bisher nicht als Nrf2-Zielgene 

definiert, jedoch gibt es Studien, die eine Nrf2-Regulation beschreiben [382, 383]. BLVRA/B – Biliverdin 
Reduktase A/B; Cu – Kupfer; Fe – Eisen; FTL/H – Ferritin light/heavy chain; FECH – Ferrochelatase; FPN1 – 
Ferroportin 1; GPX2 – Glutathionperoxidase 2; HO1 – Hämoxygenase 1; MT – Metallothionein; Se – Selen; 
SOD1 – Cu/Zn-Superoxiddismutase; TXNRD1 – Thioredoxinreduktase 1. 

1.6.2 Der Einfluss von Selen, Kupfer, Zink und Eisen auf den Redoxstatus  

Die vier essentiellen Spurenelemente Selen, Kupfer, Zink und Eisen sind an der Regulation der 

Redoxhomöostase beteiligt. Dabei sind sie sowohl in oxidativen als auch in antioxidativen 

Vorgängen involviert. Sowohl Spurenelementdefizienzen als auch hohe Konzentrationen der 

Spurenelemente können oxidativen Stress induzieren. Als Antwort auf erhöhten, intrazellulären, 

oxidativen Stress wird unter anderem Nrf2 aktiviert und in der Folge eine Gegenregulation über 

die antioxidativen Nrf2-Zielgene vermittelt. Bei ausgeglichener Spurenelementhomöostase 

wirken die Spurenelemente überwiegend als Bestandteil von antioxidativen Enzymen.  

Für Selen konnte gezeigt werden, dass sowohl eine nutritive Defizienz [134, 135], als auch der 

Verlust aller Selenoproteine durch Mutationen im TRSP- [384] oder SECISBP2-Gen [385] zu einer 

Nrf2-Aktivierung und Induktion der Expression seiner Zielgene führte. Weiterhin wurde Nrf2 

auch bei hepatischen KOs einzelner Selenoproteine wie TXNRD1 [386] oder GPX4 [387] aktiviert. 

Die TXNRD1 wird zusätzlich als potentieller Nrf2-Regulator beschrieben (Überblick in [167]). Eine 

Defizienz von Kupfer, Zink und Eisen führte intrazellulär zu oxidativem Stress [388-390], welcher 

vornehmlich auf den Verlust der von ihnen abhängigen antioxidativen Enzyme zurückzuführen 

ist [391-393]. 
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Hohe Konzentrationen an freiem Kupfer oder Eisen können über die Fenton-/Haber-Weiss-

Reaktion zur Bildung von Hydroxylradikalen führen, die dann Zellschädigung auslösen können 

[207-209]. Weiterhin können hohe Selenitkonzentrationen zur Bildung von H2O2 beitragen und 

somit ebenfalls den Spiegel an oxidativem Stress erhöhen [394, 395]. Auch hohe 

Zinkkonzentrationen können prooxidativ wirken, sobald die Bindekapazität beispielsweise durch 

Metallothioneine oder Serumproteine nicht mehr ausreicht (Überblick in [296]). 

1.7 Interaktionen von Spurenelementen 

Die Funktionen, der Metabolismus und die Homöostase der einzelnen Spurenelemente sind sehr 

gut untersucht. Jedoch sind mögliche Interaktionen der Spurenelemente bisher zumeist nur 

unzureichend betrachtet. Überschneidungspunkte des Metabolismus von Selen, Kupfer, Zink 

und Eisen treten bei der Absorption der vier Spurenelemente im Dünndarm und bei der 

Regulation der zellulären Spurenelementhomöostase auf. Weiterhin sind alle vier Elemente an 

der Regulation der Redoxhomöostase beteiligt. Für einige Spurenelementkombinationen 

wurden in diesen Bereichen bereits Interaktionen beschrieben.  

Hohe Konzentrationen an freien Kupfer- und Eisenionen können die Bildung von 

Hydroxylradikalen über die Fenton-/Haber-Weiss-Reaktion induzieren und müssen deswegen 

beide sehr streng homöostatisch kontrolliert werden [207]. Grundsätzlich scheinen die Kupfer- 

und Eisenhomöostase negativ miteinander zu korrelieren. Bei Nagern konnte gezeigt werden, 

dass hohe Eisenkonzentrationen die Kupferspiegel vermindern [396-398] und eine 

Eisendepletion zu einer gesteigerten intrazellulären Kupferkonzentration führte [399, 400]. 

Vermutet wird, dass Kupfer bei einer Eisendefizienz vermehrt über DMT1, dessen Expression 

während einer Eisendefizienz steigt, aufgenommen wird [222]. Weiterhin wurde beschrieben, 

dass DMT1 Kupfer als einwertiges Ion aufnehmen kann [221]. Zweiwertiges Kupfer muss dafür 

zunächst durch DCYTB, welches ebenfalls bei einer Eisendefizienz hochreguliert wurde, reduziert 

werden [401]. Umgekehrt verminderten hohe intrazelluläre Kupferkonzentrationen in vitro die 

zellulären Eisenspiegel [402, 403]. Eine gesteigerte hepatische Eisenakkumulation aufgrund 

einer verminderten Kupferzufuhr [404-406] wurde auf die verminderte Expression des Kupfer-

abhängigen Proteins CP zurückgeführt [407, 408]. Hierbei wird die gleiche Symptomatik wie bei 

einem KO des CP-Gens beobachtet, bei dem Eisen nicht oxidiert und an TF gebunden werden 

kann [409, 410].  
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Zink wird neben Kupferchelatoren zur Behandlung eines Morbus Wilson, der sich durch schwere 

Kupferakkumulationen in Leber und Gehirn auszeichnet, verwendet. Zink steigert die intestinale 

Ausscheidung von Kupfer und schützt vor einer Reabsorption von Kupfer [411]. Diese Wirkung 

von Zink beruhte vermutlich auf der Induktion von MTs über den Transkriptionsfaktor MTF-1 

[412, 413]. MTs weisen eine höhere Affinität zu Kupfer im Vergleich zu Zink auf und können 

gebundenes Zink durch Kupfer ersetzen [414, 415]. Nach Abschilferung der mit Kupfer-MT 

beladenen Enterozyten werden diese über die Fäzes ausgeschieden [212] und folglich die 

Kupferaufnahme reduziert. Im Gegensatz dazu wurde beschrieben, dass auch bei MT-Null-

Mäusen der Kupfergehalt durch hohe Zinkzufuhr vermindert war und somit die Wirkung von 

Zink nicht ausschließlich auf einem MT-vermittelten Mechanismus beruhen kann [416]. 

Während der Nutzen einer Zinksupplementation bei Morbus Wilson als belegt gilt, kann eine 

langandauernde, hochkonzentrierte Zinksupplementation (ohne Morbus Wilson) eine schwere 

Kupferdefizienz mit Wachstumsstörungen, Reduktion der SOD-Aktivität, des CPs und des 

Hämoglobinlevels hervorrufen [417-419]. In einer Studie konnte jedoch gezeigt werden, dass bei 

gleichbleibendem Verhältnis zwischen Zink- und Kupferzufuhr keine Veränderung der 

gegenseitigen Spurenelementhomöostase auftraten, unabhängig davon, ob Ratten mit 

defizienten, adäquaten oder supplementierten Kupfer- und Zinkgehalten gefüttert wurden 

[420].
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2 Zielstellung und Strukturierung der Dissertation 

Essentielle Spurenelemente wie Selen, Kupfer, Zink und Eisen sind als Bestandteil von Enzymen 

lebensnotwendig und führen bei einer Defizienz zu schweren Mangelsymptomen, die sich unter 

anderem von fehlenden enzymatischen Funktionen ableiten lassen. Häufig treten 

Veränderungen der Spurenelementhomöostase nicht isoliert, sondern in Kombinationen auf. 

Generell überschneidet sich der Metabolismus der vier Spurenelemente an verschiedenen 

Punkten. Sie werden alle im Dünndarm absorbiert und teilen partiell gemeinsame 

Transportmechanismen. Weiterhin sind alle vier Spurenelemente an der Regulation der 

Redoxhomöostase des Organismus beteiligt. Dies geschieht zum einen, da sie Bestandteil von 

antioxidativen Enzymsystemen sind und zum anderen, da sie bei sehr hohen intrazellulären 

Konzentrationen selbst zur Induktion von oxidativem Stress und folglich zur Zellschädigung 

beitragen können. Als Antwort auf erhöhten oxidativen Stress wird u. a. der redox-sensitive 

Transkriptionsfaktor Nrf2 aktiviert. Folglich wird die Expression von Zielgenen, zu denen viele 

antioxidativ wirksame Enzyme gehören, induziert. Das Ziel der vorliegenden Dissertation sollte 

es deshalb sein, die Interaktionen der essentiellen Spurenelemente Selen, Kupfer, Zink und Eisen 

untereinander und mit dem redox-sensitiven Transkriptionsfaktor Nrf2 genauer zu 

charakterisieren. 

Zunächst sollte der Einfluss von Nrf2 auf die Homöostase von Selen, Kupfer, Zink und Eisen an 

Mäusen mit systemischem Nrf2-KO untersucht werden. Der KO von Nrf2 beeinflusst viele 

Spurenelement-assoziierte Enzyme, jedoch sind die Auswirkungen auf den systemischen Status 

der vier Spurenelementen noch nicht beschrieben (Kapitel 4.1). Umgekehrt können auch die 

vier Spurenelemente die Aktivität von Nrf2 über die Regulation der Redoxhomöostase 

modulieren. Deshalb sollte im Anschluss der Einfluss der Spurenelemente Selen, Kupfer und Zink 

auf die Nrf2-Aktivierung betrachtet werden. Hierbei sollten vor allem Kombinationen der 

Spurenelemente, insbesondere von Selen und Kupfer sowie Kupfer und Zink, untersucht 

werden. Hierzu sollten verschiedene humane Krebszelllinien, aber auch Mäuse als 

Modellorganismus verwendet werden. Dazu sollten die Konzentrationen der Spurenelemente 

zwischen defizient und leicht supplementiert moduliert werden, um möglichst für den 

Menschen unter physiologischen und pathophysiologischen Bedingungen relevante 

Konzentrationsbereiche abzudecken. (Kapitel 4.1-4.3).  
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Neben den mechanistischen Untersuchungen zur Wechselwirkung von Spurenelementen und 

Nrf2 sollten aber auch nutritive Veränderungen einzelner Spurenelemente auf den 

Versorgungsstatus anderer Spurenelemente untersucht werden. Die Spurenelementversorgung 

mit Selen steht in Deutschland besonders im Fokus, da die Selenzufuhr aufgrund von niedrigen 

Selengehalten im Boden als defizient eingestuft wird. Um den Einfluss des Selenstatus auf die 

Homöostase des Kupfer-, Zink- und Eisenhaushaltes zu untersuchen und mögliche Interaktionen 

zu charakterisieren, sollte der Selenstatus bei Mäusen moduliert werden (Kapitel 4.1). Hierfür 

wurden Mäuse defizient (0,03 ppm), adäquat (0,15 ppm) oder supplementiert (0,6 ppm) mit 

Selen gefüttert. 

Da Selen und Kupfer in verschiedenen Lebensphasen oder bei Erkrankungen gegenläufig 

reguliert sind, sollte in einer weiteren Fütterungsstudie nicht nur die Selen-, sondern auch die 

Kupferzufuhr moduliert werden. Zur genaueren Untersuchung möglicher Interaktionen sollten 

zudem in vitro-Versuche in der Zellkultur durchgeführt werden. 
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3 Übersicht zu den Manuskripten 

3.1 Manuskript 1 (veröffentlicht) 

Crosstalk of Nrf2 with the Trace Elements Selenium, Iron, Zinc, 
and Copper 

 
Schwarz M*, Lossow K*, Kopp JF, Schwerdtle T, Kipp AP 

 
Nutrients 2019 Sep 5;11(9):2112. 

doi: 10.3390/nu11092112 

Publiziert am 05.09.2019 

*geteilte Erstautorenschaft 

 
Zusammenfassung: 
 

Diese Studie untersuchte den Einfluss eines Nrf2-KOs auf die Homöostase der essentiellen 

Spurenelemente Selen, Kupfer, Zink und Eisen und konnte zeigen, dass die Homöostase von 

Selen, Kupfer und Zink nur geringfügig durch Nrf2 moduliert wurde, während die 

Eisenhomöostase am stärksten reguliert war. Da eine marginale Selendefizienz in Deutschland 

von Relevanz ist und unter diesen Bedingungen eine Nrf2-Aktivierung auftreten kann, sollte 

außerdem die Auswirkung eines veränderten Selenstatus auf die Homöostase von Kupfer, Zink 

und Eisen untersucht werden. Sowohl Nrf2 als auch eine Selendefizienz konnte die Homöostase 

von Kupfer, Zink und Eisen nur wenig beeinflussen.  
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3.2 Manuskript 2 (veröffentlicht) 

Copper interferes with Selenoprotein synthesis and activity 
 
Schwarz M, Lossow K, Schirl K, Hackler J, Renko K, Kopp JF, Schwerdtle T, Schomburg L, 

Kipp AP 
 

Redox Biology 37 (2020) 101746 

doi: 10.1016/j.redox.2020.101746 

Publiziert am 07.10.2020 

 
Zusammenfassung: 
 

In dieser Studie wurden die Interaktionen zwischen Selen und Kupfer anhand einer 

Mausfütterungsstudie und von in vitro-Versuchen untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass 

Kupfer die Selenhomöostase insbesondere auf Ebene der Enzymaktivität von Selenoproteinen 

hauptsächlich in vitro unter leicht supplementierten Bedingungen beeinträchtigt, während der 

Einfluss in vivo aufgrund von nur marginalen Veränderungen im Kupfergehalt von Leber und 

Darm geringer ausfiel. Diese Ergebnisse werden vor dem Hintergrund wichtig, dass 

beispielsweise während des Alterns oder bei verschiedenen Erkrankungen die 

Selenkonzentration vermindert und die Kupferkonzentration gesteigert ist, und somit eine 

weitere Einschränkung der Selenhomöostase weitreichende Folgen haben kann.  
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3.3 Manuskript 3 (veröffentlicht) 

N-Acetylcysteine as Modulator of the Essential Trace Elements 
Copper and Zinc 

 
Wolfram T*, Schwarz M*, Reuß M, Lossow K, Ost M, Klaus S, Schwerdtle T, Kipp AP 

 
Antioxidants 2020, 9(11), 1117 

doi: 10.3390/antiox9111117 

Publiziert am 12.11.2020 

*geteilte Erstautorenschaft 

 
Zusammenfassung: 
 

In dieser Originalarbeit wurden einerseits die Interaktionen von Kupfer und Zink und deren 

Einfluss auf Nrf2 nach einer Kurzzeitbehandlung mit beiden Spurenelementen in vitro 

untersucht und andererseits der Einfluss einer Kurz- und Langzeitbehandlung mit N-

Acetylcystein auf die Spurenelementhomöostase und den Redoxstatus in vitro und in vivo 

betrachtet. Während die gegenseitige Beeinflussung der intrazellulären Kupfer- und Zinkgehalte 

und deren Einfluss auf den Redoxstatus in vitro nach einer Kurzzeitbehandlung zelltypspezifisch 

war, konnte N-Acetylcystein durch Chelatierung der beiden Spurenelemente deren 

intrazellulären Konzentration verringern und die Zink-induzierten Effekte auf Nrf2 und MTF1 

rückgängig machen. Für Kupfer und Zink sind diese Interaktionen vor allem vor dem Hintergrund 

der Therapie eines Morbus Wilson untersucht, während die Interaktionen in Bezug auf die 

Redoxhomöostase weitgehend unklar sind. 
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4 Manuskripte 

4.1 Crosstalk of Nrf2 with the Trace Elements Selenium, Iron, Zinc, and Copper 

Manuskript Nr. 1 

Autoren: Maria Schwarz, Kristina, Lossow, Johannes F. Kopp, Tanja Schwerdtle, Anna P. Kipp 

Bibliographische Informationen: 

Schwarz, M., K. Lossow, J. F. Kopp, T. Schwerdtle and A. P. Kipp (2019). "Crosstalk of Nrf2 with 
the Trace Elements Selenium, Iron, Zinc, and Copper." Nutrients 11(9). 
 
Der Kandidat / Die Kandidatin ist (bitte ankreuzen) 

 Erstautor/-in,  Ko-Erstautor/-in,  Korresp. Autor/-in,  Koautor/-in. 

Status: publiziert 

Anteile (in %) der Autoren / der Autorinnen an der Publikation (anzugeben ab 20%) 

Autor/-in Konzeptionell Datenanalyse Experimentell Verfassen des 
Manuskriptes 

Bereitstellung 
von Material 

Schwarz, M  50 40 25  

Loßow, K  30 35 25  

Kopp, JF   20   

Schwerdtle, T      

Kipp, AP 90 20  40  
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4.2 Copper interferes with Selenoprotein synthesis and activity 

Manuskript Nr. 2 

Autoren: Maria Schwarz, Kristina, Lossow, Katja Schirl, Julian Hackler, Kostja Renko, Johannes 
Florian Kopp, Tanja Schwerdtle, Lutz Schomburg, Anna Patricia Kipp 
 
Bibliographische Informationen: 
 
Schwarz, M., K. Lossow, K. Schirl, J. Hackler, K. Renko, J. F. Kopp, T. Schwerdtle, L. Schomburg 
and A. P. Kipp (2020). "Copper interferes with selenoprotein synthesis and activity." Redox Biol 
37: 101746.  
 
Der Kandidat / Die Kandidatin ist  

 Erstautor/-in,  Ko-Erstautor/-in,  Korresp. Autor/-in,  Koautor/-in. 

Status: publiziert 

Anteile (in %) der Autoren / der Autorinnen an der Publikation (anzugeben ab 20%) 

 

Autor/-in Konzeptionell Datenanalyse Experimentell Verfassen des 
Manuskriptes 

Bereitstellung 
von Material 

Schwarz, M 50 90 70 65  

Lossow, K   20   

Schirl, K      

Hackler, J.      

Renko, K      

Kopp, JF      

Schwerdtle, T      

Schomburg, L.      

Kipp, AP 50   25  
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Fig. S1. Markers of cytotoxicity and redox status. MTT reduction capacity (A) and cell number (B) of HepG2 cells 

cultured with increasing Cu concentrations (0, 25, 50 or 100 μM) in combination with or without 50 nM selenite for 

72 h. 500 μM Cu was used as positive control for MTT reduction capacity and untreated cells were set as 100%. 

HepG2 cells were treated with Cu (0 or 100 μM) in combination with or without 50 nM selenite for 48 h (C-G, I, J) or 

72 h (K-M). Gene expression of selenoproteins and Nrf2 target genes and protein expression of NQO1 were analyzed 

using qPCR or Western Blot (C–K). Gene expression was normalized to the reference genes RPL13A and HPRT. 

Untreated cells of the first replicate were set as 1. Protein expression was normalized to Ponceau staining (P). 

Microarray data provided by GEO Profiles (GEO Series Accession No. GSE9539) [35] obtained from HepG2 cells 

treated for 24 h with 100 μM CuSO4 (C). Data are given as fold change (FC) relative to the untreated control (n = 3). 

Total GSH (G) and free thiols (H) were measured photometrically in cells or supernatant, respectively and were 

normalized to protein content of the cell lysate. 24 h of BSO treatment was used as positive control. Data are 

depicted as mean + SD (n = 3-4). *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001 vs. 0 μM CuSO4 and #p < 0.05; ##p < 0.01; 
###p < 0.001 vs. 0 nM Se calculated based on two-way ANOVA with Bonferroni's post-test.  

  

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2213231720309514#bib35


Manuskripte   70 

 
 

 

 

Fig. S2. Cu responsive proteins are unaffected by the Cu and Se treatment. HepG2 cells were treated with 

increasing Cu concentrations (0, 25, 50 or 100 μM) in combination with or without 50 nM selenite for 72 h. Protein 

expression was determined using Western blot, normalized to Ponceau staining. Samples with Se treatment and 

without Cu were set as 1 (A, B). Representative blots are shown (C). Data are depicted as mean + SD (n = 3-4). 

Statistical analyses were based on two-way ANOVA with Bonferroni's post-test.  

 

 

Fig. S3. Cu decreases selenoprotein activity in HT29 cells and independent of the selenocompound. Measurement 

of GPX and TXNRD enzyme activity in HT29 (A, B) and HepG2 cells (C, D) treated with increasing Cu concentrations (0, 

25, 50 or 100 μM) in combination with or without 50 nM selenite (A, B) or 200 nM selenomethionine (C, D) for 72 h, 

respectively. Data are depicted as mean + SD (n = 3-4). *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001 vs. 0 μM CuSO4 and 
#p < 0.05; ##p < 0.01; ###p < 0.001 vs. 0 nM Se calculated based on two-way ANOVA with Bonferroni's post-test.  
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Fig. S4. Read-through efficiency of control reporters. HepG2 cells were cultured with increasing Cu concentrations 

(0, 25, 50 or 100 μM) in combination with or without 50 nM selenite for 48 h. Gene expression was analyzed by qPCR 

and normalized to the reference genes RPL13A and HPRT (A, B) and untreated cells of first replicate were set as 1. 

Positive (C) and negative (D) reporter read-through efficiency was measured using HEK293 cells stably transfected 

with a UGC triplet (= 100% read-through) or a SECIS-free sequence, respectively. Cells were cultured with 1 or 10 μM 

CuSO4 in combination without or with 5 and 10 nM selenite for 72 h. Read-through efficiency was determined using 

luminescence measurement and normalized to cells treated only with 5 nM selenite. G418 (+5 nM Se) was used as 

positive control. Data are depicted as mean + SD (n = 3). #p < 0.05; ##p < 0.01; ###p < 0.001 vs. 0 nM Se calculated 

based on two-way ANOVA with Bonferroni's post-test.  
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Fig. S5. The Cu chelator BCS affects Cu content, but showed no impact on selenoprotein activity and expression. 

HepG2 cells were cultured with or without 100 μM CuSO4 for 72 h. After this period, all samples with prior CuSO4 

treatment were divided into three cultivation groups (-Cu/-BCS, -Cu/+BCS, +Cu/-BCS) for another five days with 

media exchange after three days. Every day one sample of each group was harvested and Cu content of cells (A) and 

media (B) was determined using TXRF. *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001 vs. 72 h + CuSO4; +++p < 0.001 vs. 0 μM 

CuSO4 at the same time point, based on two-way ANOVA with Bonferroni's post-test excluding the +Cu/-BCS group 

for statistical analysis. HepG2 cells were cultivated with 100 μM CuSO4 in combination with or without 50 nM 

selenite for 72 h. After 48 h of incubation, the two chelators bathocuproine disulfonic acid (BCS, 400 μM) or 

tetrathiomolybdate (TTM, 75 μM) were added to the cells. Protein expression (T1 = TXNRD1; T2 = TXNRD2) was 

determined using Western blot and normalized to Ponceau staining (P). Samples with Se but without further 

treatment were set as 1 (C–F). *p < 0.05 vs. 0 μM CuSO4; ###p < 0.001 vs. 0 nM Se, and +++p < 0.001 vs. -chelator 

calculated based on two-way ANOVA with Bonferroni's post-test. Lysates of selenite supplemented cells (50 nM for 

72 h) were used to measure the direct impact of BCS or TTM on enzyme activities. Increasing concentrations of BCS 

or TTM were added 15 min prior to measurement of enzyme activities and were normalized to lysates without 

additional BCS or TTM incubation, respectively. Activities of GPX (G, H) and TXNRD (I, J) were measured 

photometrically. Data are depicted as mean + SD (n = 3-4). *p < 0.05 vs. 0 μM BCS or TTM calculated based on one-

way ANOVA with Bonferroni's post-test.  
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Fig. S6. Hepatic gene and protein expression upon dietary intervention with the TEs Cu and Se. Hepatic gene and 

protein expression of mice supplied with suboptimal (0.02/1.6 ppm) or adequate (0.15/6 ppm) amounts of Se and Cu 

were determined using qPCR and Western blot, respectively. Gene expression was normalized to the reference 

genes Rpl13a and Hprt (A-C, G-J). Protein expression (SW = Selenow) was normalized to Ponceau staining (P). Nqo1 

activity was measured photometrically and normalized to protein content. Data are depicted as mean + SD (n = 5). 
#p < 0.05; ##p < 0.01; ###p < 0.001 vs. -Se calculated based on two-way ANOVA with Bonferroni's post-test.   
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5 Diskussion  

Die Essentialität der Spurenelemente Selen, Kupfer, Zink und Eisen ist seit Jahrzehnten 

beschrieben und die Forschung zu den einzelnen Spurenelementen ist weit vorangeschritten. 

Jedoch ist es entscheidend, neben den einzelnen Charakterisierungen, auch die Kombinationen 

der Spurenelemente untereinander zu betrachten. Alle vier Spurenelemente werden im 

Dünndarm absorbiert, welches den ersten Schnittpunkt im Metabolismus von Selen, Kupfer, 

Zink und Eisen darstellt. Über gemeinsame Transportmechanismen können die Spurenelemente 

so die Homöostase gegenseitig beeinflussen. Weiterhin sind alle vier Spurenelemente an der 

Regulation der Redoxhomöostase beteiligt, die unter anderem auch durch Nrf2 reguliert wird. 

Die vorliegende Dissertation sollte dazu beitragen die Interaktionen der Spurenelemente 

untereinander und in Hinblick auf den redox-sensitiven Transkriptionsfaktor Nrf2 zu verstehen 

sowie potenzielle mechanistische Erklärungen der Interaktionen zu beschreiben. Anhand 

verschiedener Mausfütterungsstudien, die unter anderem an Mäusen mit systemischen Nrf2-

KO durchgeführt wurden, sollte der Einfluss einer defizienten und adäquaten 

Spurenelementversorgung untersucht werden (Kapitel 4.1, 4.2). Anschließende 

in vitro-Versuche sollten der weiteren mechanistischen Aufklärung der 

Spurenelementinteraktionen dienen. Hierbei wurden die Spurenelementkonzentrationen 

zwischen defizient und leicht supplementiert moduliert (Kapitel 4.2, 4.3). In allen 

durchgeführten Experimenten wurden Marker der Spurenelementhomöostase sowie am 

Beispiel des Nrf2-Signalswegs die Auswirkungen auf den zellulären Redoxstatus untersucht 

(Kapitel 4.1-4.3).  

5.1 Der Einfluss von Nrf2 auf die Spurenelementhomöostase 

Der redox-sensitive Transkriptionsfaktor Nrf2 wird unter anderem als Antwort auf erhöhten 

intrazellulären oxidativen Stress aktiviert und kann so die Expression von Zielgenen induzieren. 

Zu diesen Zielgenen gehören viele Enzyme, die am Spurenelementmetabolismus von Selen, 

Kupfer, Zink und Eisen beteiligt sind (siehe Kapitel 1.6.2, Abbildung 9) [380, 381]. Ob Nrf2 dabei 

auch die Spurenelementhomöostase beeinflusst, ist bisher nicht geklärt. Der Einfluss eines Nrf2-

KOs auf die Spurenelementhomöostase sowie Spurenelement-assoziierte Enzyme bei mit 

nährstoffreichem Haltungsfutter gefütterten Mäusen wurde in Kapitel 4.1 untersucht. 

Ein KO von Nrf2 hatte im Vergleich der vier Spurenelemente den größten Einfluss auf die 

Eisenhomöostase (Kapitel 4.1, Abb. 1 A-C). Dies zeigte sich in gesteigertem intestinalem und 

hepatischem Eisengehalt, welcher mit einem reduzierten Plasmaeisengehalt einherging. Dies ist 



Diskussion    88 

 
 

vermutlich auf eine verminderte Genexpression des Nrf2-Zielgens FPN1 (Kapitel 4.1, Abb. 4F; 

Abbildung 10), welches den Export von Eisen vermittelt [338], zurückzuführen. In der Literatur 

wurde beschrieben, dass ein systemischer Nrf2-KO zunächst keine deutlichen phänotypischen 

Veränderungen mit sich bringt [370], jedoch wurden bei alternden Tieren Anzeichen einer 

Anämie mit veränderter Morphologie der Erythrozyten beobachtet [421]. Eine weitere 

Auswirkung eines Nrf2-KOs waren extrem weiße Schneidezähne bei Nrf2-KO-Mäusen im 

Vergleich zu WT-Mäusen, die auf einen verminderten Eisengehalt des Zahnschmelzes 

zurückgeführt wurde [422]. 

Ein systemischer Nrf2-KO bei adäquat mit Spurenelementen versorgten Mäusen resultierte in 

einer verminderten Zinkkonzentration im Intestinum und Plasma, während der Gehalt in der 

Leber unbeeinflusst war (Kapitel 4.1, Abb. 1G-I, 5D, E; Abbildung 10). Gleichzeitig zeigte sich bei 

Nrf2-KO-Tiereneine erhöhte hepatische Expression des ZIP14-Transporters, welcher für den 

Zinkimport verantwortlich ist. Eine Untersuchung zum Einfluss von Nrf2 auf die bekannten 

Zinktransporter (ZIPs und ZnTs) zeigte, dass ZIP14 nicht auf eine Aktivierung von Nrf2 reagierte 

und somit vermutlich nicht durch Nrf2 reguliert ist [423]. ZIP14 ist neben der Zinkaufnahme auch 

am Eisentransport beteiligt [331, 343] und somit vermutlich durch die Veränderung des 

Eisenstatus reguliert (Kapitel 4.1).  

Der intestinale Selengehalt war bei adäquater Spurenelementzufuhr durch einen systemischen 

Nrf2-KO vermindert, während der Selengehalt in Leber und Plasma unverändert war (Kapitel 

4.1, Abb. 1D-F, 2A-B; Abbildung 10). Auch die hepatische GPX-Aktivität war von einem Nrf2-KO 

unbeeinflusst (Kapitel 4.1, Abb. 2D). Obwohl auch die GPX2, als Zielgen von Nrf2 [132], einen 

Beitrag zur GPX-Aktivität leistet, ist dieser Einfluss in der Leber zu vernachlässigen, wie es auch 

bei der Untersuchung von GPX2-KO-Mäusen bereits beschrieben wurde [152]. Dem gegenüber 

war die hepatische Gesamt-TXNRD-Aktivität, zu der TXNRD1 als Nrf2-Zielgen [133] maßgeblich 

beiträgt, durch einen systemischen Nrf2-KO auf ca. 60 % der WT-Aktivität reduziert (Kapitel 4.1, 

Abb. 2C).  

Der KO von Nrf2 scheint bei Mäusen, die ein nährstoffreiches Haltungsfutter bekamen, nur 

marginale Einflüsse auf den Kupferstatus zu haben. Der hepatische Kupfergehalt war bei den 

Nrf2-KO-Mäusen reduziert, was sich aber nicht in der Expression von am Kupfermetabolismus-

beteiligten Proteinen wie Ctr1 oder MT widerspiegelte (Kapitel 4.1, Abb. 5B, C, I). Auswirkungen 

eines Nrf2-KOs auf die Kupferhomöostase wurden in der Literatur bisher nicht beschrieben. Der 

erniedrigte hepatische Kupfergehalt könnte auch eine Folge des gesteigerten hepatischen 

Eisengehaltes sein - eine Interaktion, die bereits in vielen Tierstudien beschrieben wurde [396-

398].  
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5.2 Die Beeinflussung von Nrf2 durch Selen, Kupfer, Zink und Eisen 

5.2.1 Einfluss der einzelnen Spurenelemente auf Nrf2 

Alle vier Spurenelemente können die Redoxhomöostase beeinflussen, indem sie entweder als 

Bestandteil von antioxidativen Enzymen oxidativem Stress entgegenwirken oder selbst 

oxidativen Stress induzieren können. Oxidativer Stress kann entweder aufgrund der Defizienz 

der Spurenelemente entstehen, bei dem unter anderem die Funktion der Spurenelement-

abhängigen Enzyme eingeschränkt ist, oder durch die Bildung von reaktiven Verbindungen nach 

Inkubation mit hohen, toxischen Konzentrationen der Spurenelemente (siehe Kapitel 1.6.2).  

Nahezu alle bisher funktionell charakterisierten Selenoproteine sind für die Redoxregulation 

wichtig [137]. Die GPX2 und die TXNRD1 gehören aus der Gruppe der Selenoproteine zu den 

Nrf2-Zielgenen [132, 133]. Ein Mangel an Selen bzw. Selenoproteinen und die damit 

einhergehende Induktion des Nrf2-Signalweges [134, 135, 384, 385, 424, 425] wird auf 

unzureichend vorhandene zelluläre antioxidative Enzyme wie die GPXen und die TXNRDen 

zurückgeführt [426, 427] (Abbildung 10).  

Eine Deletion des TRSP-Gens in Hepatozyten oder Makrophagen, welches zum Verlust von 

Selenoproteinen in diesen spezifischen Geweben führt, ging mit einer gesteigerten nukleären 

Nrf2-Translokation und einer erhöhten Genexpression von Nrf2-Zielgenen einher [384]. Traten 

der TRSP- und Nrf2-KO in Kombination auf, wurden erhöhte intrazelluläre ROS-Spiegel, eine 

erhöhte H2O2-Cytotoxizität, verminderte RNA-Expressionsspiegel von antioxidativen Enzymen 

sowie eine deutlich verringerte Überlebensfähigkeit von Mäusen beobachtet [384, 428]. Auch 

der Verlust an hepatischem SECISBP2 führte zur Induktion der Genexpression von Nrf2-

Zielgenen [385]. Weiterhin ist der KO einzelner Selenoproteine eng mit der Nrf2-Aktivierung 

verknüpft. Eine Inhibition von TXNRD1 bzw. ein Leber-spezifischer KO führte in vivo und in vitro 

zu einer gesteigerten Translokation und somit Aktivierung von Nrf2 [167, 386, 429]. Die TXNRD1 

wird auch als Gatekeeper von Nrf2 beschrieben und kann die Nrf2-Aktivierung steuern 

(Überblick in [167]). Tiere mit einem hepatischen GPX4-KO, der ca. 48 h nach der Geburt von 

Mäusen letal war, zeigten am ersten Lebenstag eine deutlich gesteigerte Expression einiger 

Nrf2-Zielproteine [387]. Im Gegensatz dazu führte ein KO von SELENOS in Thyreozyten zu einer 

Reduktion der Nrf2-Aktivität und seiner Zielgene, weswegen SELENOS als positiver Regulator 

von Nrf2, zumindest in Thyreozyten, beschrieben wurde [430]. Diese Ergebnisse unterstützen 

die wichtige Rolle von Selen und Selenoproteinen für die Nrf2-Antwort. 
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Die Effekte einer nutritiven Selendefizienz auf den Selenstatus und auf Nrf2 sind von 

verschiedenen Faktoren wie der Fütterungsdauer, dem Fütterungsstart und der Futtermatrix 

abhängig. So wurde mit einer achtwöchigen Selen-defizienten Torula-Hefe-basierten Diät eine 

leichte Steigerung der hepatischen NQO1-Aktivität, als klassisches Nrf2-Zielgen [431], und der 

mRNA-Expression der TXNRD1 beobachtet (Kapitel 4.2, Abb. S6H, K), nicht aber bei einer Dauer 

von sieben Wochen oder weniger (Kapitel 4.1, Abb. 3A) [432, 433]. Studien mit einem sehr 

deutlich ausgeprägten Effekt einer Selendefizienz auf Nrf2-Zielgene wurden über einen 

Zeitraum von bis zu sechs Monaten durchgeführt [135, 434-436]. Am häufigsten wird zur 

Induktion einer Selendefizienz ein Torula-Hefe-basiertes Futter verwendet. In der Torula-Hefe 

liegt Selen hauptsächlich als Selenohomolanthionin vor, welches zwar wasserlöslich ist, aber 

kaum bioverfügbar zu sein scheint [437, 438]. Während die Induktion einer Selendefizienz mit 

einem auf Torula-Hefe basierenden Futter über sechs Wochen erfolgreich war (Reduktion der 

Plasmaselenkonzentration um 87 %) [439], konnte in einer Studie mit vergleichbaren 

Selengehalten im Futter, welches nicht auf einer Torula-Hefe basierte, nur eine leichte 

Selendefizienz (Reduktion der Plasmaselenkonzentration um 14 %) erreicht werden, obwohl die 

Fütterung sogar über neun Wochen erfolgte [440]. Weiterhin spielt auch der Zeitpunkt des 

Beginns der Fütterung eine wichtige Rolle. Für Ratten wurde beschrieben, dass die Induktion 

einer Selendefizienz möglichst während der Säugephase beginnen sollte, da zu diesem Zeitpunkt 

die Selenkörperspeicher noch nicht vollständig gefüllt sind [437]. Die Selenquelle scheint 

hingegen keinen Einfluss auf die Selenhomöostase zu haben. Als zugesetzte Selenquelle werden 

in Tierversuchen am häufigsten Selenit oder Selenomethionin verwendet. Beide Substanzen 

steigerten im physiologischen Konzentrationsbereich sowohl den intrazellulären Selengehalt als 

auch die GPX-Aktivität in vergleichbarem Ausmaß [436]. 

Der Einfluss einer Selendefizienz auf die Nrf2-Aktivierung scheint bei Mäusen außerdem 

organspezifisch reguliert zu sein. In Organlysaten aus dem vorgestellten Tierversuch mit 

defizienter und adäquater Fütterung von Selen und Kupfer wurde die NQO1-Aktivität in fünf 

Abschnitten des Gastrointestinaltraktes (Duodenum, Jejunum, Ileum, Caecum, Colon) und der 

Leber untersucht (Kapitel 4.2, Abb. S6K; Anhang Abb. 13). Lediglich im Duodenum 

(Anhang Abb. 13A) und in der Leber wurde eine leichte Steigerung der NQO1-Aktivität unter 

Selendefizienz sichtbar (Kapitel 4.2, Abb. S6K), während in den restlichen Abschnitten des 

Gastrointestinaltraktes die NQO1-Aktivität unbeeinflusst war (Anhang Abb. 13B-E). Auch die 

Proteinexpression der NQO1 war in der Leber und im Colon durch die verschiedenen 

Fütterungen unbeeinflusst (Anhang Abb. 14). In verschiedenen Publikationen zeigten sich 

ebenfalls Unterschiede in den untersuchten Organen. So beobachteten Müller und Kollegen, 

dass die sechswöchige Fütterung einer Selen-armen Diät vornehmlich die Expression von 
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Nrf2-Zielgenen im Duodenum, weniger im Colon und nicht in der Leber beeinflusste [134]. Die 

Aktivität der NQO1 war ebenfalls am stärksten im Duodenum aktiviert, jedoch auch in der Leber 

[441]. Blum und Kollegen zeigten hingegen, dass die Genexpression von Nrf2-Zielgenen nur in 

der Leber durch eine Selendefizienz induziert werden konnte, während die Aktivitäten der 

beiden Nrf2-Zielgene NQO1 und GST in Leber und Colon unter Selen-defizienten Bedingungen 

gesteigert waren [442]. Bei Untersuchungen der HO-Aktivität in verschiedenen Organen von 

Selen-defizienten Ratten wurde ebenfalls nur in der Leber eine gesteigerte Aktivität ermittelt, 

nicht aber in Gehirn, Niere, Milz und den Testes [434]. Diese Ergebnisse und die der vorliegenden 

Publikationen deuten darauf hin, dass es unterschiedliche Regulationen der mRNA- und 

Proteinexpression sowie der Aktivitätsspiegel von Nrf2-Zielgenen in Abhängigkeit des Organs 

gibt.  

Die Effektivität einer diätetischen Selendefizienz wirkt sich im Vergleich zu genetisch 

induzierbaren globalen Selenoprotein-Defizienzen (TRSP-KO [428], SECISBP2-KO [385]) bzw. der 

von einzelnen Selenoproteinen (TXRND1-KO [386], GPX4 [387]) weniger stark auf die Induktion 

von Nrf2 aus. Eine diätetische Selendefizienz hatte bei Mäusen keinen Einfluss auf die 

Lebensdauer [432] , während die o. g. KOs zu deutlich verkürzter Lebenszeit führten [384, 385, 

387]. Bei einer nutritiven Selendefizienz wird aufgrund der hierarchischen Regulation der 

Selenoproteine die Funktion der housekeeping Selenoproteine möglichst lange 

aufrechterhalten, sodass die Funktion der Selenoproteine, die hoch in Hierarchie stehen, nur 

wenig beeinflusst wird. Damit könnten die Unterschiede zwischen nutritiver und globaler 

Selenoprotein-Defizienz erklärt werden. 

In vitro wurden in HepG2-Zellen keine Effekte einer Selendefizienz auf die Nrf2-Aktivierung 

festgestellt. Weder die mRNA-Expression, noch die Proteinexpression oder Aktivität von Nrf2-

Zielgenen waren vom Selenstatus beeinflusst (Kapitel 4.2, Abb. S1I, J, K). Das Ausbleiben einer 

Nrf2-Aktivierung könnte auf den basalen Selenspiegel im Zellkulturmedium (5 nM) unter den 

hier verwendeten -Selen-Kulturbedingungen (10 % Serum) zurückzuführen sein, der zu keiner 

manifesten Selendefizienz führte (Kapitel 4.2). Studien in verschiedenen Zelllinien (HepG2, 

Caco2) zeigten ebenfalls, dass eine alleinige Selendefizienz (Serumfreies Kultur- und 

Behandlungsmedium) in vitro keine Auswirkung auf eine Nrf2-Aktivierung hatte [429, 443, 444]. 

Im Gegensatz dazu konnte in einer anderen Studie an Caco2-Zellen gezeigt werden, dass nach 

zwei Tagen einer Selendefizienz (in Serumfreiem Medium) eine deutliche Steigerung der 

Expression zweier Isoformen der GST erreicht wurde. Auch die GPX2-Genexpression war leicht, 

aber nicht signifikant, gesteigert (Ratio -Selen/+Selen: 1,63) [445]. 
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Der intrazelluläre GSH-Spiegel war nach 72-stündiger Inkubation von HepG2-Zellen mit 50 nM 

Selenit leicht vermindert (Kapitel 4.2, Abb. S1L). Dies wurde auch bei Ratten mit einer 

adäquaten Selenversorgung im Vergleich zu Ratten mit einer Selendefizienz festgestellt [446] 

und könnte auf eine Nrf2-Aktivierung, die zu einer gesteigerten Expression von Enzymen der 

GSH-Synthese (GCLC, GCLM) führt [447], hindeuten. Jedoch war die Genexpression des Nrf2-

Zielgens GCLM durch eine Selenbehandlung nicht verändert (Kapitel 4.2, Abb. S1I). Weitere 

Studien zeigten hingegen verminderte hepatische und erhöhte Plasma-GSH-Spiegel bei Mäusen 

und isolierten Hepatozyten von Ratten, die eine Selen-defiziente Diät gefüttert bekommen 

haben [436, 448]. Die an der GSH-Synthese und dem -Export beteiligten Proteine waren unter 

Selendefizienz vermehrt exprimiert. Die erhöhten Plasma-GSH-Gehalte wurden mit einer 

erhöhten GSH-Synthese und dem anschließenden vermehrten hepatischen Export von GSH 

erklärt [436, 448]. Insgesamt scheint eine langfristige Selendefizienz, die nutritiv oder funktionell 

bedingt ist, eine Nrf2-Aktivierung zu vermitteln. Über die Aktivierung von Nrf2 wird die 

Expression von Nrf2-Zielgenen, zu denen einige antioxidative Enzyme gehören, gesteigert und 

somit oxidativem Stress entgegengewirkt.  

Die genaue Wirkung von Kupfer auf Nrf2 ist kontrovers diskutiert und sollte vor allem vor dem 

Hintergrund der eingesetzten Konzentrationen kritisch betrachtet werden. In verschiedenen 

Studien wurde eine Hochregulation von Nrf2-Zielgenen (HO-1, TXNRD1, GCLM, GCLC, GPX2, 

GSTs), aber auch eine verminderte NQO1-Genexpression nach der Inkubation mit 100 - 600 µM 

CuSO4, beschrieben [383, 449, 450] (Abbildung 10). Auch in der hier durchgeführten Studie 

zeigten Nrf2-Zielgene wie GPX2, TXNRD1, GCLM und NQO1 auch bei einer 48-stündigen 

Inkubation von HepG2-Zellen mit 100 µM CuSO4 eine gesteigerte Expression (Kapitel 4.2, Abb. 

S1E, F, I, J). Die Steigerung der mRNA-Expression hatte jedoch, bis auf eine 

konzentrationsabhängige Steigerung der GPX2-Proteinexpression, keinen Einfluss auf 

Proteinexpression oder Enzymaktivität von Nrf2-abhängigen Proteine (Kapitel 4.2, Abb. 2B, E, 

S1K). 
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Abbildung 10. Die Wechselwirkungen zwischen den essentiellen Spurenelementen Selen, Kupfer, Zink und Eisen und dem Transkriptionsfaktor Nrf2. Übersicht anhand der 
Daten aus in vitro- und in vivo-Studien (Kapitel 4.1-4.3). Für jedes der Spurenelemente ist die Wirkung und der vermutete Mechanismus zur Beeinflussung von nuclear factor 
erythroid 2 p45-related factor 2 (Nrf2) dargestellt. Die Größe der Spurenelementsymbole beschreibt die Konzentration des Spurenelements, die für die Nrf2-Aktivierung nötig 
ist. Ebenso ist der Effekt von Nrf2 auf den Metabolismus der einzelnen Spurenelemente dargestellt.1Selenoproteindefizienz durch unzureichende Selenzufuhr oder durch KO 
einzelner Selenoproteine bzw. Gene, die an der Selenoproteinbiosynthese beteiligt sind. Cu – Kupfer; Fe – Eisen; FPN – Ferroportin; GPX2 – Glutathionperoxidase 2; GSK3β – 
Glykogensynthase Kinase 3β; ROS – reaktive Sauerstoffspezies; Se – Selen; SOD – Superoxiddismutase; TXNRD1 – Thioredoxinreduktase 1 
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Eine kurzzeitige Inkubation von HepG2- und HT29-Zellen mit 50 µM CuSO4 hatte keinen Einfluss 

auf die nukleäre Nrf2-Translokation in vitro (Kapitel 4.3, Abb. 1E), wie es auch in vaskulären 

Endothelzellen gezeigt wurde [451]. Eine Modulation des Kupferstatus von defizient zu adäquat 

in der Mausfütterungsstudie, die zu keiner offensichtlichen Veränderung von Kupferbiomarkern 

führte, hatte auch keinen Einfluss auf die Aktivität und Expression von Nrf2-Zielgenen (Kapitel 

4.2, Abb. S6D, H, K). Demgegenüber wurde bei Mäusen, die eine Kupfer-defiziente Fütterung ab 

Geburt erhielten, eine gesteigerte Aktivität und Expression der NQO1 in der Leber gemessen 

(nicht veröffentlichte Daten). Möglicherweise könnte dies auf erhöhten intrazellulären 

oxidativen Stress, der aufgrund einer Herunterregulation des Cuproenzyms SOD1 ausgelöst 

wird, zurückzuführen sein [391]. In dieser Fütterungsstudie war die Gesamt-SOD-Aktivität 

jedoch unverändert (nicht veröffentlichte Daten).  

Weiterhin wurde für Kupfer beschrieben, dass es verschiedene Substanzen aktivieren kann, die 

anschließend Nrf2 aktivieren (Abbildung 10). So konnte Kupfer nicht allein, aber in Kombination 

mit Hydroquinonen zu einem starken Anstieg der ARE-getriebenen Genexpression und der 

Proteinexpression von HO-1 führen [452]. Weiterhin ist Kupfer für die Aktivierung von 

3,4-dihydroxy-trans-stilben, einem hydroxylierten Analogon von Resveratol, welches im 

Folgenden die Nrf2-Signalkaskade aktiviert, essentiell. Der protektive Effekt beider Substanzen 

gegenüber oxidativen Schäden aufgrund von erhöhtem intrazellulärem oxidativem Stress 

konnte nur im Zusammenspiel mit Kupfer erreicht werden [453]. Somit scheint Kupfer vor allem 

im Zusammenspiel mit Nrf2-Aktivatoren Nrf2 zu aktivieren und weniger stark, wenn es allein 

verwendet wird. Der Einfluss von Kupfer auf Nrf2 lässt sich hauptsächlich auf hohe, toxische 

Konzentrationen oder das Zusammenspiel mit anderen Substanzen zurückführen. Bei leicht 

defizienten bzw. adäquaten Kupferbedingungen, wie sie in der vorliegenden Dissertation 

untersucht wurden (Kapitel 4.2, 4.3), erfolgte, wenn überhaupt, nur eine geringe Nrf2-

Aktivierung. 

Verschiedene in-vitro und in-vivo Studien zeigten, dass bei einer Zinkdefizienz erhöhte Spiegel 

an oxidativem Stress bzw. oxidativen Schäden auftreten [388, 454-456]. Demgegenüber führte 

die Inkubation mit nicht toxischen Zinkkonzentrationen (50 - 100 µM) durch eine Nrf2-

Aktivierung zum Schutz vor oxidativem Stress [457-459] (Abbildung 10). Eine Inkubation von 

HepG2- und HT-29-Zellen mit 50 µM ZnSO4 für vier Stunden führte ebenfalls zu einer 50- bzw. 

30-fach gesteigerten nukleären Nrf2-Translokation (Kapitel 4.3, Abb. 1E; Anhang Abb. 15D). In 

Zink-behandelten HepG2- und HT29-Zellen konnte zudem ein erhöhter gesamt-GSH-Gehalt nach 

Behandlung mit Zink gemessen werden (Kapitel 4.3, Abb. 1F; Abb. 15E), wie es auch in der 

Literatur beschrieben wurde [458, 459]. Die Induktion der GSH-Synthese wird auf die gesteigerte 
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Expression des Nrf2-Zielgens GCL, welches den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt der 

de novo-GSH-Synthese katalysiert [460], zurückgeführt [458, 459]. 

Für die Wirkung von Zink auf Nrf2 werden verschiedene Mechanismen beschrieben. Zink 

beeinflusst die Nrf2-Aktivierung zum einen vermutlich über eine Stimulation der AKT und folglich 

der Glykogensynthase Kinase (GSK)-3β-Phosphorylierung [461, 462]. Bei einer Zinkdefizienz 

wurde eine verringerte AKT- und GSK3β-Phosphorylierung beobachtet, während 

Negativregulatoren von AKT hochreguliert wurden. Dies hatte eine erhöhte nukleäre Fyn-

Expression, einem wichtigen negativen Regulator von Nrf2, zur Folge [456, 457] (Abbildung 10). 

Als zweiter Mechanismus wurde beschrieben, dass die Zinkbindung an das Nrf2-Inhibitorprotein 

KEAP1 zu dessen Konformationsänderung führte und Nrf2 somit nicht mehr ubiquitiniert und 

degradiert wurde [463] (Abbildung 10). 

In der Literatur ist beschrieben, dass sowohl die Inkubation mit nicht-cytotoxischen als auch mit 

cytotoxischen Eisenkonzentrationen Nrf2 in vivo und in vitro aktivieren konnte [464-466]. Die 

Inkubation mit ansteigenden Eisenkonzentrationen hatte keinen Einfluss auf die Zellviabilität 

von primären Hepatozyten von WT-Mäusen, während die Zellviabilität von primären 

Hepatozyten von Nrf2-KO-Mäusen bei 200-fach geringerer Eisenkonzentration schon deutlich 

reduziert war. Der nicht-cytotoxische Effekt der Eisenbehandlung in WT-Zellen wurde auf eine 

deutliche Nrf2-Aktivierung zurückgeführt [464]. In verschiedenen Tierstudien konnte durch 

Fütterung eines Eisen-reichen Futters ebenfalls eine Nrf2-Aktivierung und eine gesteigerte 

Expression der Zielgene beobachtet werden [464, 465]. Eine Nrf2-Aktivierung wurde in murinen 

Astrozyten nur mit Eisenkonzentrationen beobachtet, die cytotoxisch waren [466]. Eine 

Eiseninkubation führt vermutlich über die Induktion von reaktiven Verbindungen, die 

zellschädigend wirken, zu einer Nrf2-Aktivierung [464, 466] (Abbildung 10). Der Einfluss von 

Eisen auf Nrf2 wurde im Rahmen der vorgestellten Arbeit nicht untersucht. 

5.2.2 Interaktion von Kupfer und Zink im Hinblick auf Nrf2 und MTF1 

Die bisherigen Untersuchungen zu den Interaktionen von Kupfer und Zink wurden hauptsächlich 

unter dem Schwerpunkt des therapeutischen Effekts einer Zinksupplementation bei Morbus 

Wilson durchgeführt [411]. Im Rahmen des in Kapitel 4.3 vorgestellten Manuskripts wurden die 

Interaktionen zwischen Zink und Kupfer auf Ebene der zellulären Homöostase sowie der 

Modulation der Transkriptionsfaktoren Nrf2 und MTF1 untersucht (Abbildung 11). Die 

zusätzliche Behandlung der Zellen mit NAC, einem GSH-Vorläufer und Metalchelator, soll hierbei 

nicht weiter betrachtet werden. 
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Drei verschiedene humane Krebszelllinien (HepG2, HT29, THP-1) wurden für sechs Stunden mit 

je 50 µM Kupfer und/oder Zink behandelt. Der Kupfergehalt war nach sechsstündiger Inkubation 

in den THP-1- und HepG2-Zellen ähnlich, während in den HT29-Zellen die Kupferkonzentration 

ca. halb so hoch war. Auffällig war, dass ohne Kupferbehandlung die Kupferkonzentrationen nur 

in den THP-1- und HT29-Zellen unterhalb des Detektionslimits lagen, während in den HepG2-

Zellen der basale Kupfergehalt messbar war. Eine zusätzliche Zinkgabe führte nur in den HepG2-

Zellen zu einer verminderten intrazellulären Kupferkonzentration (Kapitel 4.3, Abb. 2A, C, E, 

Abbildung 11). Die Verminderung des intrazellulären Kupfergehaltes durch Zink ist wie bereits 

beschrieben das Prinzip des therapeutischen Wirkens von Zink bei einer Morbus Wilson-

Erkrankung [411]. In diesem Falle soll bereits das in der Nahrung enthaltende Kupfer nicht 

aufgenommen bzw. direkt über die Enterozyten ausgeschieden werden. In vielen Tier- und 

Humanstudien wurde der hemmende Effekt einer Zinksupplementation auf die 

Kupferaufnahme beschrieben [411, 420, 467, 468]. In Caco2-Zellen konnte gezeigt werden, dass 

Zink den intrazellulären Kupfergehalt leicht senkt [469] oder keinen Einfluss auf die 

Kupferhomöostase hatte [470]. Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass die Zinkeffekte auf den 

Kupferhaushalt zelltypspezifisch sind und vor allem die Leber betreffen. Insgesamt scheint der 

Zinkeffekt einer Reduktion der intrazellulären Kupferkonzentration eine höhere Relevanz bei der 

Wilson-Erkrankung zu haben. Zur mechanistischen Aufklärung der hier identifizierten 

zelltypspezifischen Effekte könnten Expressions- und Translokationsstudien von 

Transportproteinen durchgeführt werden. 

Sowohl der intrazelluläre Zinkgehalt als auch der Einfluss von Kupfer auf diesen unterschieden 

sich in den drei verwendeten Zelllinien. (Abbildung 11). Die intrazellulären Zinkgehalte ordnen 

sich nach folgendem Muster: THP-1 < HepG2 < HT29, mit der größten prozentualen Steigerung 

des Zinkgehaltes im Vergleich zu den nicht mit Zink behandelten Zellen in den THP-1-Zellen 

(Kapitel 4.3, Abb. 2B, D, F). Zink spielt v. a. eine wichtige Rolle im Immunsystem (Überblick 

[471]), weswegen vermutet werden könnte, dass die Monozyten am stärksten auf eine 

Veränderung in der Zinkversorgung ansprechen. Eine zusätzliche Kupferbehandlung führte in 

HT29- und THP-1-, nicht aber in HepG2-Zellen zu einer gesteigerten Zinkaufnahme (Kapitel 4.3, 

Abb. 2D, F; Abbildung 11). Hierbei wird deutlich, dass Kupfer und Zink die gegenseitige 

Homöostase zelltypspezifisch beeinflussen und somit mögliche gemeinsame Aufnahme-, 

Speicher- und Transportmechanismen eine Rolle spielen könnten. In einer Studie konnte gezeigt 

werden, dass eine 48-stündige Kupferbehandlung den intrazellulären Zinkgehalt in Caco2- und 

HepG2-Zellen verminderte [403]. Bei einem DMT1- oder Ctr1-KO war die Aufnahme von Kupfer 

und Zink vermindert [472], während andere Studien eine Beteiligung des DMT1-Transporters an 

der Aufnahme von Kupfer und Zink widerlegen [224]. Um diese Interaktionen weiter zu 
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charakterisieren, müssten genauere Untersuchungen von verschiedenen Transportern oder 

Speicherproteinen durchgeführt werden. Hierfür würden sich zum einen Expressionsanalysen 

(Gen- und Proteinebene) und zum anderen mögliche intrazelluläre Translokationsanalysen 

anbieten.  

Da Kupfer und Zink von MTs gebunden werden können, spielen MTs vermutlich eine besondere 

Rolle bei den Interaktionen von Kupfer und Zink. Kupfer weist eine deutlich höhere Affinität zu 

MTs auf als Zink und kann dieses im MT ersetzen [414, 415, 473]. Induziert wird die Expression 

von MTs hauptsächlich durch MTF1 [308-311], aber auch die Beteiligung von Nrf2 ist 

beschrieben [383]. Die Untersuchung der nukleären Translokation von Nrf2 und MTF1 in den 

drei humanen Krebszelllinien sollte einen Aufschluss über den Einfluss einer Kupfer- und 

Zinkbehandlung geben und mögliche Interaktionen beider Elemente in Bezug auf die 

Transkriptionsfaktoren aufzeigen. Die nukleäre Translokation von MTF1 in HepG2- und HT29-

Zellen wurde ausschließlich durch Zink, aber nicht durch Kupfer induziert (Anhang Abb. 15A, C, 

Abbildung 11). In den Kernlysaten der THP-Zellen konnte keine Expression von MTF1 

nachgewiesen werden. Die stärkere Aktivierung von MTF1 und eine nachgeschaltete höhere 

Expression von MTs durch Zink im Vergleich zu Kupfer wurde auch in anderen Studien gezeigt 

[311, 412, 474, 475]. Die Proteinexpression der MTs war jedoch sowohl durch die sechsstündige 

Inkubation mit Kupfer und Zink (Anhang Abb. 15B), als auch durch die 72-stündige Inkubation 

mit Kupfer nicht beeinflusst (Kapitel 4.2, Abb. S2A).  

Eine Ko-Inkubation mit Kupfer führte trotz des gesteigerten intrazellulären Zinkgehaltes (Kapitel 

4.3, Abb. 2D) zu einer verminderten MTF1-Translokation in HT29-Zellen (Anhang Abb. 15C). Die 

nukleäre MTF1-Translokation in den HepG2-Zellen blieb hingegen durch eine Ko-Inkubation 

unbeeinflusst (Anhang Abb. 15A). Eine weitere Untersuchung von MTF1-Zielgenen oder des 

intrazellulären Gehaltes an „freiem“ Zink, welches als die biologisch aktive Form des Zinks gilt 

[298], würde helfen, diese Ergebnisse zu interpretieren. Auch eine Unterscheidung des an MT-

gebundenen Kupfers bzw. Zinks im Vergleich zum Gesamt-MT-Gehalt könnte weitere Indizien 

für die möglichen Interaktionen von Zink und Kupfer und deren gemeinsamen Einfluss auf MTF1 

liefern.  
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Abbildung 11. Die Interaktionen von Kupfer und Zink in verschiedenen Zelllinien. Dargestellt sind der 
Prozess der Spurenelementaufnahme, gemessen als intrazelluläre Spurenelementkonzentration nach 
einer sechsstündigen Inkubation mit Kupfer und/oder Zink sowie der Einfluss beider Spurenelemente auf 
die Translokation der Transkriptionsfaktoren nuclear factor erythroid 2 p45-related factor 2 (Nrf2) und 
metal regulatory transcription factor 1 (MTF1) nach 4-stündiger Inkubation mit beiden Spurenelementen 
in HT29-, HepG2- und THP-1-Zellen. *Daten aus in vitro-Versuchen über 72 h (Kapitel 4.2), bei denen 
Effekte auf MTF1- und NRF2-Zielgene ermittelt wurden, jedoch keine direkte Translokation der 
Transkriptionsfaktoren betrachtet wurde (gestrichelte Linie).  

 
In der Literatur ist für beide Spurenelemente beschrieben, dass sie Nrf2 aktivieren können [383, 

458]. In HepG2- und HT29-Zellen konnte eine Nrf2-Translokation nur durch Zink, nicht aber 

durch Kupfer induziert werden (Kapitel 4.3, Abb. 1E, Anhang Abb. 15D). Weiterhin hatte eine 

Ko-Inkubation mit Kupfer keinen Einfluss auf die durch Zink-induzierte Nrf2-Translokation 

(Kapitel 4.3, Abb. 1E, Anhang Abb. 15D; Abbildung 11). In einer Studie, in der der Einfluss von 

Kupfer und Zink auf die Nrf2-Aktivierung in fünf verschiedenen humanen Krebszelllinien 

untersucht wurde, zeigte sich, dass Kupfer überwiegend eine stärkere Nrf2-Aktivierung als Zink 

auslöste [476]. Vergleicht man jedoch die eingesetzten Konzentrationen zwischen Kupfer und 

Zink fiel auf, dass für die Aktivierung von Nrf2 durch Kupfer höhere Konzentrationen nötig waren 

als für Zink [476]. Zink scheint also Nrf2 in physiologischen Konzentrationen zu aktivieren, 

während diese für eine Kupfer-abhängige Nrf2-Aktivierung nicht ausreichten. Die Translokation 

von Nrf2 in HT29-Zellen war durch die alleinige Zinkgabe maximiert und konnte durch die von 

Kupfer-vermittelte Steigerung der intrazellulären Zinkkonzentration nicht weiter stimuliert 

werden (Kapitel 4.3, Abb. 2D, Anhang Abb. 15D; Abbildung 11). Interessant wäre 

herauszufinden, ob bei sehr hohen, toxischen Kupferkonzentration in Kombination mit einer 
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Zinkbehandlung ein additiver Effekt auf die Nrf2-Aktivierung auftritt, oder ob auch in dieser 

Situation Zink als Hauptaktivator von Nrf2 wirkt.  

Eine weitere Interaktion von Kupfer und Zink, die Auswirkung auf den intrazellulären 

Redoxstatus haben könnte, zeigte sich bei der Bestimmung des Gesamt-GSH-Gehaltes 

(GSH+GSSG). Während der intrazelluläre GSSG-Gehalt von einer kurzfristigen Kupfer- und 

Zinkbehandlung unbeeinflusst war (Daten nicht gezeigt), wurde der Gesamt-GSH-Gehalt in 

HepG2- und HT29-Zellen durch Zink, aber nicht durch Kupfer gesteigert (Kapitel 4.3, Abb. 1F; 

Anhang Abb. 15E). Dies könnte durch eine Zink-induzierte Steigerung der Expression des Nrf2-

Zielgens GCL ausgelöst werden, die in der vorliegenden Studie nicht untersucht wurde, jedoch 

in der Literatur beschrieben ist [231, 458, 459]. Eine Ko-Inkubation mit Kupfer hatte keinen 

Einfluss auf den GSH-Gehalt in HepG2-Zellen (Kapitel 4.3, Abb. 1F), reduzierte jedoch den GSH-

Gehalt in HT29-Zellen (Anhang Abb. 15E), ein Muster, dass sich bereits für die nukleäre 

Translokation von MTF1 zeigte (Anhang Abb. 15C). Ob sich durch die veränderte MTF1-

Translokation auch die Gen- und Proteinexpression von MTs in HT29-Zellen verändert, bleibt 

zunächst unklar. Da das Zusammenspiel zwischen GSH und MT, wichtig für die Regulation der 

Kupferhomöostase ist (siehe Kapitel 1.3; Abbildung 5), könnte dies in diesem Kontext weiter 

charakterisiert werden.  

5.2.3 Interaktion von Selen und Kupfer im Hinblick auf Nrf2 

Der Zusammenhang zwischen Selen bzw. Kupfer und Nrf2 wurde bereits diskutiert (siehe 

Kapitel 5.2.1). Während Kupfer erst bei sehr hohen, cytotoxischen Konzentrationen zu einer 

Nrf2-Aktivierung führt [383, 449], konnte für Selen dieser Effekt vor allem bei einer Defizienz 

gezeigt werden [134, 135]. In der hier durchgeführten Mausfütterungsstudie wurden die Selen- 

und Kupfergehalte jeweils von suboptimal zu adäquat moduliert (Kapitel 4.2). Die 

Veränderungen der NQO1-Aktivität im Duodenum und der Leber wurden durch die 

Unterschiede in der Selenfütterung ausgelöst. Die zusätzliche Kupferintervention hatte jedoch 

keinen weiteren Einfluss auf die NQO1-Aktivität (Kapitel 4.3, Abb. S6K; Anhang Abb. 13). In vitro 

wurde der Kupferstatus von adäquat zu leicht supplementiert verändert, während der 

Selenstatus defizient bzw. adäquat war. Die durch Kupfer-induzierten Effekte auf die 

Genexpression der Nrf2-Zielgene (TXNRD1, NQO1, GCLM) wurden durch die Modulation des 

Selenstatus nicht verändert (Kapitel 4.3, Abb. S1, F, I, J). Das einzige Nrf2-Zielgen, welches ein 

anderes Muster zeigte, ist die GPX2. Die Selengabe bei mit Kupfer-behandelten Zellen resultierte 

in einer verminderten GPX2-Genexpression (Kapitel 4.3, Abb. S1E), während eine 

Kupferbehandlung bei adäquater Selenversorgung auf Proteinebene zur Induktion der GPX2-



Diskussion  100 

 
 

Expression führte (Kapitel 4.3, Abb. 2C). Die zugrundeliegenden Mechanismen für diesen Effekt 

sind jedoch unklar. Da die GPX2 hauptsächlich im Darm und weniger in der Leber exprimiert ist, 

wäre es interessant, diese Interaktionen auch in intestinalen Zellen zu untersuchen und 

möglicherweise weiter zu charakterisieren.  

5.3 Veränderungen in der Spurenelementhomöostase von Kupfer, Zink und 

Eisen durch eine Modulation des Selenstatus  

Für die Betrachtung der Veränderungen in der Spurenelementhomöostase von Kupfer, Zink und 

Eisen durch die Modulation des Selenstatus werden von der im Kapitel 4.1 vorgestellten Studie 

nur die WT-Tiere, die eine unterschiedliche Selenfütterung (defizient, adäquat, supplementiert) 

erhielten, miteinander verglichen.  

Die Modulation des Selenstatus hatte keinen Einfluss auf die intrazellulären Eisengehalte 

(Kapitel 4.1, Abb. 4A, D). Auch die weiteren funktionellen Marker und Transportproteine des 

Eisenstoffwechsels waren bis auf die Ferritin H-Proteinexpression, die vermutlich eher als Effekt 

der Selendefizienz auf Nrf2 zu erklären ist, unbeeinflusst (Kapitel 4.1, Abb. 4B, C, E-J). Ratten, 

die mit zwölf bzw. 24 Wochen über einen deutlich längeren Zeitraum als in der vorliegenden 

Studie (Kapitel 4.1) Selen-defizient gefüttert wurden, wiesen deutlich erhöhte Eisengehalte in 

Serum und Organen (Leber, Niere, Milz) im Vergleich zu adäquat mit Selen gefütterten Tieren 

auf [477]. 

Die Kupfer- und Zinkhomöostase waren vom Selenstatus gegensätzlich reguliert. So konnte für 

eine adäquate Selenversorgung gezeigt werden, dass die zirkulierende Kupferkonzentration im 

Vergleich zur Selen-defizienten Gruppe stieg, während der zirkulierende Zinkgehalt sank 

(Kapitel 4.1, Abb. 5A, D). Eine gesteigerte zirkulierende Kupferkonzentration nach 

Selensupplementation wurde auch bei Wiederkäuern gezeigt [478], während in anderen Studien 

kein Effekt einer Selensupplementation auf den Kupfer- [477, 479, 480] bzw. den Zink-Status 

beobachtet wurde [481]. Dabei muss beachtet werden, dass in der hier gezeigten Studie die 

Auswirkung einer adäquaten Selenversorgung im Vergleich zu einer Selendefizienz betrachtet 

wurde, während in der Literatur der Effekt einer Selensupplementation bei vorher adäquater 

Selenversorgung untersucht wurde. In einer Studie, die eine 24-wöchige Selendefizienz im 

Vergleich zur adäquaten Selenversorgung bei Ratten untersuchte, wurden wie in der 

vorliegenden Studie erniedrigte Zinkgehalte im Serum von adäquat gefütterten Ratten 

beobachtet [477]. 
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Die Expression einzelner Transporter oder assoziierter Proteine von Kupfer und Zink war 

hingegen durch die Modulation des Selenstatus in den WT-Tieren nicht verändert (Kapitel 4.1, 

Abb. 4H, I; 5C, F, G, H; I). Hierbei wurden jedoch Gen- und Proteinexpression von verschiedenen 

Genen und Proteinen untersucht und somit kann keine generelle Aussage getroffen werden. 

Eine zusätzliche Untersuchung der Translokation von Transportern bzw. Transportproteinen 

könnte helfen, die leichten Unterschiede in der Kupfer- und Zinkhomöostase zu verstehen. Ein 

gemeinsamer Transportmechanismus von Zink und Selen stellt der ZIP8-Transporter dar [482]. 

Es wurde gezeigt, dass ZIP8 Zink- und Bicarbonat-abhängig Selen transportieren kann [482] und 

dass eine ZIP8-Defizienz die hepatische Selenkonzentration verminderte, während die 

Zinkkonzentration unbeeinflusst war [483]. Dies könnte einen Zusammenhang zwischen dem 

verminderten Zinkplasmagehalt bei gesteigerter Selenzufuhr erklären und könnte durch eine 

Expressionsanalyse von ZIP8 und dem Zinkgehalt in verschiedenen Organen unterstützt werden.  

In HepG2-Zellen, die defizient bzw. adäquat mit Selen und adäquat bzw. supplementiert mit 

Kupfer versorgt wurden, hatte Selen keinen Einfluss auf die intrazelluläre Kupferkonzentration 

(Kapitel 4.2, Abb. 5A), reduzierte jedoch die MT2a-Expression (Kapitel 4.2, Abb. 1B; 5B). Eine 

Selengabe führte in verschiedenen Rattenmodellen, die zusätzlich Cadmium erhielten, zu einer 

verminderten MT-Expression [484, 485]. Da MTs v. a. über MTF1 reguliert werden, könnte Selen 

über diesen Transkriptionsfaktor die Expression hemmen. Anhand der Daten der 

Fütterungsstudie, in der die MTF1-Expression mit steigender Selenzufuhr induziert wurde 

(Kapitel 4.1, Abb. 5J), kann diese Vermutung zunächst nicht unterstützt werden. Jedoch muss 

beachtet werden, dass hierbei die Gesamtexpression im Leberhomogenat und nicht die 

nukleäre Translokation untersucht wurde und somit keine Aussage über eine mögliche 

Aktivierung und Translokation von MTF1 formuliert werden kann. In ersten in vitro-

Untersuchungen hinsichtlich des Einflusses von Selen auf die nukleäre Translokation von MTF1 

konnte kein Effekt einer Selenbehandlung ermittelt werden (Daten nicht gezeigt).  

5.4 Interaktionen des Selen- und Kupfermetabolismus 

Die Interaktionen zwischen Selen und Kupfer sind im Gegensatz zu den Interaktionen zwischen 

Kupfer und Eisen und Kupfer und Zink (siehe Kapitel 1.7) bisher nur wenig untersucht. Bisherige 

in vivo-Studien zu den Interaktionen von Selen und Kupfer lieferten widersprüchliche Resultate. 

So konnte in verschiedenen Fütterungsstudien gezeigt werden, dass beide Spurenelemente die 

Homöostase des jeweils anderen nicht beeinflussen [479, 480], eine Kupfergabe zu erhöhten 

hepatischen Selenkonzentrationen führte [486] oder eine Gabe Selen-angereicherter Diäten die 

Konzentration des zirkulierenden Kupfers steigerte [478]. Weiterhin wurde bei Mäusen und 
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Ratten mit einer Kupferdefizienz eine Inhibierung der GPX-Aktivität beschrieben [391, 487-489]. 

Jedoch wurde auch nach einer subkutanen Kupferinjektion [490] und bei Ratten mit einer 

hepatischen Kupferakkumulation aufgrund eines ATP7B-KOs [491] eine verminderte GPX-

Aktivität gemessen.  

Diese Daten zeigen, dass Kupfer die Selenhomöostase beeinflussen kann, jedoch wurden bisher 

meist nicht-physiologische Veränderungen der Kupferhomöostase untersucht. Bei gesunden 

Menschen treten sowohl eine schwere nutritive Kupferdefizienz als auch eine 

Kupferüberversorgung selten auf. Um zu untersuchen, ob Kupfer auch unter physiologischen 

Bedingungen den Selenstatus verändern kann, wurden im Rahmen der vorliegenden 

Dissertation zwei verschiedene Modelle gewählt. In einer in vivo-Studie wurden Mäusen für acht 

Wochen ab dem Absatz defizient und adäquat mit Kupfer (1,6 ppm und 6 ppm) und Selen (0,02 

ppm und 0,15 ppm) gefüttert, um Veränderungen des Kupfer- und Selenstatus zu erreichen. Eine 

deutliche Modulation des Kupferstatus, die sich in Veränderungen des Plasmakupferspiegels 

bzw. der hepatischen Kupfergehalte äußerte, ist aufgrund der strikten homöostatischen 

Regulation des Kupfermetabolismus schwer zu erreichen. Nur im Colon wurden leicht 

verminderte Kupfergehalte gemessen, während der hepatische Kupfergehalt unverändert war 

(Kapitel 4.2, Abb. 6B, D). Studien, in denen eine deutliche Modulation der Kupferhomöostase 

durch eine Kupfer-defiziente Fütterung erreicht wurde, begannen die Intervention bereits 

entweder intrauterin oder ab der Geburt über die Muttermilch mit noch geringeren 

Kupfergehalten des Futters als in dem hier vorgestellten Versuch [391, 406]. Der um 40 % 

reduzierte Kupfergehalt in den Fäzes der Kupfer-defizienten Mäuse (Kapitel 4.2, Abb. 6G) 

indiziert eine erfolgreiche Fütterung, da bei Kupfer-defizienten Diäten die Absorptionsrate für 

Kupfer bis auf das fünffache gesteigert werden kann und somit die Ausscheidung sinkt [272-

274]. 

Im in vitro-Modell wurde mit der Kupferinkubation eine Modulation des Kupferstatus von 

adäquat bis leicht supplementiert dargestellt. Diese Behandlung resultierte in einer Steigerung 

des intrazellulären Kupfergehaltes um 37 % (Kapitel 4.2, Abb. 5A), die nur eine leichte 

Verminderung der MTT-Reduktionskapazität und des Zellwachstums mit sich brachte 

(Kapitel 4.2, Abb. S1A, B). Dies könnte darauf hindeuten, dass Kupfer vorrangig das 

Zellwachstum verlangsamt und folglich zu einer Verminderung der Stoffwechselaktivität führt. 

Es ist davon auszugehen, dass die Kupferbehandlung der vorliegenden Studie nicht zu einer 

deutlichen Zellschädigung oder der Induktion von oxidativem Stress führte, die einhergehend 

mit einer Dysfunktion der Zellen wäre (Kapitel 4.2). 
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Um genauer zu verstehen wie Kupfer auf die verschiedenen Selenoproteine bzw. auf die 

verschiedenen Ebenen der Selenoproteinexpression und der Selenoproteinsynthese wirkt, ist es 

wichtig, verschiedene Faktoren, die die Regulation der Selenoproteine beeinflussen, zu 

betrachten. Insgesamt beeinflusste Kupfer die Selenhomöostase verstärkt in Zellen, die adäquat 

mit Selen versorgt waren (Kapitel 4.2). Dies zeigte sich auf Ebene der Selenaufnahme, der UGA-

Rekodierungseffizienz, der Transkript- und Aktivitätsebene von Selenoproteinen, während 

Kupfer nur geringe bis keine Einflüsse auf Ebene der Proteinexpression von Selenoproteinen 

hatte (Kapitel 4.2; Abbildung 12).  

Die Selenaufnahme war in Kupfer-supplementierten Hepatozyten nahezu verdoppelt 

(Kapitel 4.2, Abb. 4C). Auch in früheren Tierstudien konnte eine hepatische intrazelluläre 

Selenakkumulation nach Kupferfütterung gezeigt werden [486]. Eine Modulation des nutritiven 

Kupfers von defizient zu adäquat in der Mausfütterungsstudie hatte jedoch keine Auswirkungen 

auf den intrazellulären Selengehalt (Kapitel 4.2, Abb. 6A, C), was darauf hinweist, dass eine 

Kupfersupplementation die Selenaufnahme beeinflusst (Abbildung 12-1). Das intrazelluläre 

Selen steht im Anschluss für die Inkorporation in Selenoproteine zur Verfügung. Die 

Genexpression von verschiedenen Proteinen des Selenoproteinsyntheseapparates war wenig 

bis gar nicht durch Kupfer beeinflusst (Kapitel 4.2, Abb. 4A, B; S4A, B). Auch die beiden 

Regulatoren der Selenoproteinsynthese Nucleolin und EIF4a3 (Abbildung 3), die die 

Selenoproteinsynthese positiv bzw. negativ beeinflussen [82], waren nicht durch eine 

Behandlung mit 100 µM CuSO4 beeinflusst (Microarray data provided by GEO Profiles (GEO 

Series Accession No. GSE9539); [449]). 

Die UGA-Rekodierung, die mittels des SECIS-Elements für GPX4 (Kapitel 4.2, Abb. 4D) und der 

SECIS-Elemente von SELENOP [Schwarz, in Vorbereitung] untersucht wurde, war hingegen 

deutlich durch Kupfer vermindert (Abbildung 12-2). Weitere Substanzen, die die UGA-

Rekodierung beeinflussen, umfassen die Gruppe von Aminoglykosiden wie z. B. Geneticin 

(G418). Im Gegensatz zu Kupfer steigern diese die UGA-Rekodierung [492-494]. Es wurde jedoch 

festgestellt, dass durch die Antibiotika-Behandlung anstelle von Sec andere Aminosäuren wie 

Arginin, Cys oder Tryptophan, in die Selenoproteine TXNRD1, GPX1, GPX4 und SELENOP 

eingebaut wurden [493-495]. Der Einbau von Cys anstelle von Sec wurde auch unter 

Selendefizienz für die TXNRD1 [128, 131] und SELENOP [129] gezeigt. Diese Inkorporation von 

anderen Aminosäuren führte zwar zu scheinbar vergleichbaren Selenoproteinspiegeln, diese 

wiesen jedoch eine deutlich verminderte Enzymaktivität auf [131, 494, 495]. Obwohl die UGA-

Rekodierung vom GPX4-SECIS-Element (Kapitel 4.2, Abb. 4D) und die Gesamt-GPX-Aktivität 

(Kapitel 4.2, Abb. 3A; 5E; S3A, C; Abbildung 12-4) bei gleichzeitiger Selengabe durch Kupfer 
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inhibiert wurde, war die Proteinexpression von GPX1 und GPX4 bei gleicher Behandlung 

unbeeinflusst (Kapitel 4.2, Abb. 2A, C). Eine Reduktion der GPX-Aktivität durch Kupfer wurde 

auch bei Ratten mit einer subkutanen Kupferinjektion oder mit hepatischer 

Kupferakkumulation aufgrund eines ATP7B-KOs beobachtet [490, 491]. Auch bei Wilson-

Patienten wurde in der schwersten Erkrankungsstufe eine Inhibition der GPX-Aktivität 

gemessen [496]. Jedoch ist zu beachten, dass die hepatischen Kupferkonzentrationen dieser 

in vivo-Studien bereits pathophysiologische Auswirkungen wie Leberschädigungen 

verursachten [491, 496]. Die hier gezeigten Daten beziehen sich jedoch auf physiologische 

Konzentrationsbereiche von Kupfer, die keine deutliche Zellschädigung verursachten 

(Kapitel 4.2, Abb. S1A, B) und dennoch zu einer verminderten GPX-Aktivität, zumindest in vitro, 

führten (Kapitel 4.2, Abb. 3A; 5E; S3A, C). 

Auch die TXNRD-Aktivität wurde in vitro durch Kupfer stark reduziert (Kapitel 4.2, Abb. 3C; 5F; 

S3B, D; Abbildung 12-4), während die Proteinexpression von TXNRD1 und TXNRD2 unverändert 

war (Kapitel 4.2, Abb. 2E, F; S5E, F). Die Unterschiede zwischen Aktivitäts- und 

Proteinexpressionsspiegeln von GPXen und TXNRDen könnten auf eine Kupfer-getriebene 

Fehlinsertion einer anderen Aminosäure hinweisen (Abbildung 12-3), wie es auch in anderen 

Studien nach Inkubation mit Aminoglykosiden oder bei Selendefizienz gezeigt wurde [128, 129, 

131, 493-495]. Dies wurde jedoch nicht weiter untersucht. Die in vitro-gezeigte Inhibierung der 

TXNRD-Aktivität, nicht jedoch die der GPX-Aktivität, scheint auch in vivo bei nur marginalen 

Veränderungen des Kupferstatus eine Rolle zu spielen (Kapitel 4.2, Abb. 7B). Vergleichbare 

Ergebnisse zur Beeinflussung der TXNRD-Aktivität durch Kupfer sind bisher nicht publiziert. Die 

Bedeutung der hier gezeigten Effekte von Kupfer auf die Selenhomöostase spiegelt sich darin 

wider, dass alle durch Kupfer-induzierten Effekte durch eine Chelatorbehandlung rückgängig 

gemacht werden konnten. Vor allem die Enzymaktivitäten von GPX und TXNRD korrelieren stark 

mit dem intrazellulären Kupfergehalt (Kapitel 4.2, Abb. 8A, B).  

Weiterhin haben verschiedene Transkriptionsfaktoren einen Einfluss auf die Regulation der 

Selenoproteine. Hierbei spielen u. a. (i) Nrf2, (ii) MTF1, (iii) p53 und (iv) Sp1 eine Rolle für die 

Regulation von (i) GPX2, (i, iv) TXNRD1, (ii) SELENOH und SELENOW sowie (iii) GPX1 (Überblick 

in [497]), den Selenoproteinen mit den stärksten Effekten nach einer Kupferbehandlung. Der 

Zusammenhang zwischen Selen bzw. Kupfer und Nrf2 wurde bereits diskutiert (Kapitel 5.2.3). 

Für MTF1 wurde beschrieben, dass es für die Transkription von SELENOH (human und murin), 

TXNRD2 (murin) [498] und SELENOW (murin) [316, 499] mitverantwortlich ist. Eine Wirkung von 

Kupfer auf MTF1 zeigte sich durch eine gesteigerte Genexpression des MTF1-Zielgens MT2A in 

HepG2-Zellen nach 72-stündiger Kupferinkubation. (Kapitel 4.2, Abb. 1B), wie es auch in der 
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Literatur bereits beschrieben wurde [449]. Die Proteinexpression von MT beeinflusste Kupfer 

jedoch nicht (Kapitel 4.2, Abb. S2A, C). Bei einer vierstündigen Behandlung von HepG2- und 

HT29-Zellen mit Kupfer konnte jedoch keine nukleäre Translokation von MTF1 detektiert 

werden (Anhang Abb. 15A, C). Es könnte demnach vermutet werden, dass für die Aktivierung 

und Translokation von MTF1 durch Kupfer eine längere Behandlungsdauer nötig ist.  

Für SELENOH und TXNRD2 wurde in der Literatur eine inverse Regulation durch MTF1 

beschrieben, während SELENOW durch Behandlung mit Zink oder Cadmium, den 

hauptsächlichen MTF1-Aktivatoren, vermehrt exprimiert war [316, 498]. Die SELENOH-

Proteinexpression, nicht jedoch die mRNA-Expression, war durch eine Kupferbehandlung 

reduziert. In Versuchen mit dem stärkeren MTF1-Aktiviator Zink im Vergleich zu Kupfer wurde 

die SELENOH-Proteinexpression noch deutlicher vermindert (Daten nicht gezeigt). Diese Daten 

unterstützen die in der Literatur beschriebenen Effekt einer negativen Regulation von SELENOH 

durch MTF1 [498] (Abbildung 12-6). Ob die Steigerung der intestinalen SELENOH-Expression im 

Rahmen der Mausfütterungsstudie (Kapitel 4.2, Abb. 7L) mit einer reduzierten MTF1-

Aktivierung im Zusammenhang steht, ist unklar. Die MT-Expression als Beispiel für ein MTF1-

Zielgen war hingegen bei adäquater Kupferfütterung unverändert (Kapitel 4.2, Abb. 6H).  

Ein dritter Transkriptionsfaktor, der eine Rolle bei der Regulation der Selenoproteine, vor allem 

der GPX1 spielt, ist p53 [500-503]. p53 wird als Antwort auf verschiedene intrazelluläre 

Stresssituationen (u. a. Hypoxie, DNA-Schäden) aktiviert, was die Induktion von Zielgenen, die 

an Prozessen wie der DNA-Reparatur, Zellzyklus-Progression und Zelltod beteiligt sind, zur Folge 

hat (Überblick in [504]). Eine durch p53-induzierte GPX-Aktivierung kann dazu führen, dass 

intrazelluläres H2O2 abgebaut wird und somit Zellen vor weiteren oxidativen Schädigungen 

geschützt werden [505]. Für Kupfer konnte gezeigt werden, dass es zu einer 

Expressionssteigerung von p53 führte [506-508]. Erst eine Kupferbehandlung mit 200 µM 

reduzierte die transkriptionale Aktivität von p53 [506]. Es wurde weiterhin gezeigt, dass eine 

Kupferbehandlung die mRNA-Expression von GPX1 reduzierte [506, 507], was jedoch als ein p53-

unabhängiger Mechanismus identifiziert wurde [507]. Ob die hier gefundenen Effekte von 

Kupfer auf die GPX-Aktivität (Kapitel 4.2, Abb. 3A; 5E; S3A, C; Abbildung 12-4) durch p53 

reguliert sind, bleibt unklar. Zu beachten ist aber, dass viele Krebszellen inaktivierende 

Mutationen im p53-Gen aufweisen, was eine Regulation bzw. die genaue Klärung der 

zugrundeliegenden Mechanismen erschwert (Überblick in [509]). 

Im Promotor von TXNRD1 wurden Bindestellen für drei weitere Transkriptionsfaktoren (Oct-1, 

Sp1, Sp3) gefunden [510]. Sp1, ein Zink-Finger-Protein, kann ebenfalls die Induktion von Ctr1 

vermitteln und ist somit für die Regulation der Kupferhomöostase wichtig [511]. Kupfer weist 
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eine höhere Bindeaffinität für Sp1 auf und kann so Zink aus der Bindung an Sp1 verdrängen. Die 

Kupferbindung führte zu keiner strukturellen Veränderung, jedoch war die Bindung des Kupfer-

Sp1-Moleküls an den Ctr1-Promotor nicht mehr möglich [512]. Dies könnte eine Möglichkeit 

darstellen, wie TXNRD1 durch Kupfer reguliert wird (Abbildung 12-4), erklärt jedoch nicht die 

Unterschiede, die zwischen mRNA-, Proteinexpression und Enzymaktivität bestehen 

(Kapitel 4.2). 

 

Abbildung 12. Der Einfluss von Kupfer auf die Selenhomöostase. Dargestellt sind die Stellen, an denen 
Kupfer mit der Selenhomöostase interagiert, in dem es verschiedene Prozesse steigert (+) oder blockiert 
(-). 1: Selenaufnahme, 2: UGA-Rekodierung, 3: Proteinexpression, 4: Selenoproteinaktivität, 5: SELENOP-
Sekretion, 6: die metal regulatory transcription factor 1 (MTF1)-gesteuerte negative Regulation der 
SELENOH-Expression. Arg – Arginin; Cu – Kupfer; Cys – Cystein; GPX – Glutathionperoxidase; GR – 
Glutathion Reduktase; GSH – reduziertes Glutathion; GSSG – oxidiertes Glutathion; H2O2 – Hydroperoxide; 
MRE - Metall-responsives Element; NADPH - Nicotinamidadenindinukleotidphosphat; Se – Selen; TXNRD 
– Thioredoxinreduktase; TRX – Thioredoxin. 
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Zusammenfassend können die Daten zu den Interaktionen von Selen und Kupfer erste Indizien 

liefern, wie Kupfer die Selenhomöostase sowohl in vitro als auch in vivo beeinflusst (Abbildung 

12). Betrachtet man Hepatozyten (HIER: HepG2-Zellen) im Zusammenhang mit dem Selenstatus, 

ist ein weiteres relevantes Selenoprotein das SELENOP. SELENOP wird hauptsächlich von den 

Hepatozyten synthetisiert und sekretiert [170, 171] und dient als Transportprotein von Selen zu 

den peripheren Organen [172, 173], in die es über verschiedene Mechanismen aufgenommen 

wird [174-176, 513].  

Auch die hepatische SELENOP-Sekretion wurde durch Kupfer deutlich gehemmt [Schwarz, in 

Vorbereitung] (Abbildung 12-5), während das Selen intrazellulär zu akkumulieren scheint 

(Kapitel 4.2, Abb. 4C; Abbildung 12-1). Besonders interessant ist dies, weil SELENOP 

hauptsächlich in der Leber synthetisiert und anschließend sekretiert wird [170, 171]. Der 

intrazelluläre Selengehalt war in HT29-Zellen [Schwarz, in Vorbereitung] im Gegensatz zu 

HepG2-Zellen nach einer Kupferinkubation jedoch deutlich vermindert. Dies würde bedeuten, 

dass die geringeren Enzymaktivitäten und die verminderte UGA-Rekodierung nach 

Kupferbehandlung in vitro auf eine verminderte Selenverfügbarkeit zurückzuführen sind. Eine 

leichte Steigerung der Expression des intrazellulären SELENOPs nach Kupferbehandlung in 

HepG2-Zellen könnte eine Akkumulation des intrazellulären Selens im SELENOP andeuten, die 

jedoch nicht allein die Verdopplung des intrazellulären Selengehaltes nach einer 

Kupferbehandlung erklärt (Kapitel 4.2, Abb. 4C; Abbildung 12-1) [Schwarz, in Vorbereitung].  
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5.5 Schlussfolgerung und Ausblick  

Die vorliegende Arbeit hatte zum Ziel, den Zusammenhang zwischen den vier essentiellen 

Spurenelementen Selen, Kupfer, Zink und Eisen und dem redox-sensitiven Transkriptionsfaktor 

Nrf2 zu untersuchen. Die bisherige Betrachtung möglicher Interaktionen zwischen Selen und 

Kupfer im hier betrachteten physiologischen Konzentrationsbereich lieferte mit der deutlichen 

Reduktion der GPX- und TXNRD-Aktivität sowie der SELENOP-Sekretion vielversprechende 

Ansätze für weitere Analysen. Physiologische und pathophysiologische Veränderungen in der 

Selen- und Kupferhomöostase treten bei zahlreichen Erkrankungen wie Infektionen oder Krebs, 

aber auch während des Alterns auf. Hierbei sind die Spurenelemente mit gesteigerten Kupfer- 

und verminderten Selenkonzentrationen gegensätzlich reguliert. 

Ein genetischer Defekt mit starker hepatischer Kupferakkumulation ist die Wilson-Erkrankung, 

die durch einen KO von ATP7B oder COMMD1 ausgelöst werden kann. Ob derartige 

pathophysiologische Kupferakkumulationen in der Leber die physiologisch verfügbare Menge 

von Selen bzw. des in der Leber produzierten SELENOPs weiter vermindern, soll in zukünftigen 

Untersuchungen ermittelt werden. Hierfür stehen Leber- und Plasmaproben von LEC-Ratten, die 

einen homozygoten ATP7B-KO aufzeigen, in unterschiedlichen Stadien der Erkrankung sowie 

Kontrolltiere und Plasmaproben von humanen Wilson-Patienten zur Verfügung. Basierend auf 

der Möglichkeit, Tier- und Humanproben in unterschiedlichen Erkrankungsstadien zu 

untersuchen, soll überprüft werden, ob die Verfügbarkeit des Selens linear mit der 

Kupferkonzentration korreliert oder ob sich möglicherweise ab bestimmten 

Kupferkonzentrationen die Selenhomöostase nicht weiter einschränken lässt. Mit diesen 

Untersuchungen soll einerseits die (patho)physiologische Relevanz der hier gezeigten in vitro 

und in vivo Daten evaluiert werden bzw. andererseits das Verständnis der Interaktion und ihre 

physiologischen Konsequenzen erweitert werden. 

Aus nicht veröffentlichten Daten unserer Arbeitsgruppe geht hervor, dass Zink im Gegensatz zu 

Kupfer die Gesamtaktivität der TXNRDen steigern kann. Hierbei gilt es folglich zu klären, ob diese 

Beobachtungen eine physiologische oder mögliche pathophysiologische Relevanz im 

in vivo-System haben. Weiterhin stellt sich die Frage, ob sich die entgegengesetzt wirkenden 

Kupfer- und Zink-induzierten Effekte auf die Selenhomöostase aufheben, oder ob der Effekt 

eines einzelnen Spurenelements auf die Selenhomöostase dominanter ist. Dies könnte Indizien 

dafür liefern, ob Kupfer und Zink über identische Mechanismen auf die Selenhomöostase wirken 

und eine Grundlage für eine erweiterte Analyse von Spurenelementinteraktionen sein.  
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Darüber hinaus sollen die zelltypspezifischen Unterschiede der Wechselwirkung von Kupfer und 

Zink und die Auswirkung auf die zwei Transkriptionsfaktoren Nrf2 und MTF1 und deren Zielgene 

weiter mechanistisch untersucht werden. Hierbei stehen verschiedene in vitro-Modelle wie 

Nrf2-KO- oder MTF1-Überexpressionszellen zur Verfügung. Hiermit könnte die Frage 

beantwortet werden, ob die Interaktionen von Kupfer und Zink von der Verfügbarkeit der beiden 

Transkriptionsfaktoren abhängig sind bzw. welche Rolle die Transkriptionsfaktoren in der 

Regulation der Spurenelementhomöostase bei spezifischen Veränderungen der 

Spurenelementverfügbarkeit (defizient, adäquat, supplementiert), wie sie bei verschiedenen 

Erkrankungen oder dem Altern auftritt, spielen. In diese Untersuchungen soll auch Selen mit 

eingeschlossen werden, da auch die Selenhomöostase eng mit den beiden 

Transkriptionsfaktoren MTF1 und Nrf2 verknüpft ist.  

Neben in vitro-Studien zu möglichen Wirkmechanismen sollen auch weitere Fütterungsstudien, 

bei denen gezielt einzelne Spurenelemente und die Kombinationen aus Selen, Kupfer und Zink 

modifiziert werden, durchgeführt werden. Auf diesem Weg sollen die möglichen 

physiologischen und pathophysiologischen Konsequenzen einzelner Spurenelementdefizienzen 

im Vergleich zu gemeinsam auftretenden Spurenelementdefizienzen, wie sie am häufigsten in 

der Bevölkerung auftreten, näher charakterisiert werden. Dies könnte die Beantwortung der 

Frage erlauben, ob eine kombinierte Spurenelementdefizienz im Vergleich zu einer singulären 

Spurenelementdefizienz stärkere Auswirkungen auf die Spurenelement- und systemische 

Homöostase hat und ob sich bei Verschiebungen schwerwiegende Folgen ergeben. 

Die mechanistischen Untersuchungen der Interaktionen von Selen, Kupfer und Zink sollen 

anschließend in human-relevanten Situationen untersucht werden. Studien der letzten 

Jahrzehnte deuten darauf hin, dass es zu einer Veränderung der Spurenelementhomöostase 

während Krebserkrankungen kommt. Ob diese Veränderungen jedoch durch eine 

Krebserkrankung bedingt sind, oder eine Voraussetzung für die Entstehung darstellen, ist unklar. 

Mechanistische Untersuchungen zur Beteiligung von Spurenelementen an Tumorinitiation und 

-progression könnten hierfür hilfreiche Erkenntnisse liefern und mögliche frühzeitige 

therapeutische Angriffspunkte identifizieren. Auch die Untersuchung der 

Spurenelementkonzentration in Serum oder Tumorgewebe von Krebspatienten im Vergleich zu 

Kontrollpersonen oder umliegendem tumorfreiem Gewebe könnte Indizien liefern, wie sich 

verschiedene Krebserkrankungen auf die lokale bzw. systemische Spurenelementhomöostase 

auswirken und damit Therapieansätze bei einer bereits vorliegenden Krebserkrankung 

darstellen.
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Abbildung 13. NQO1-Aktivität in verschiedenen Abschnitten des Gastrointestinaltraktes. Die NQO1-Aktivität im 
Duodenum (A), Jejunum (B), Ileum (C), Caecum (D) und Colon (E) von männlichen Mäusen, die entweder defizient 
(0,02/1,6 ppm) oder adäquat (0,15/6 ppm) mit Selen und Kupfer über acht Wochen gefüttert wurden, wurde 
photometrisch gemessen. Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardabweichung (n=5-6). #p < 0.05; ##p < 0.01 
vs. –Selen basierend auf einer two-Way-ANOVA mit Bonferroni’s Post-Test.  

 

Abbildung 14. Hepatische und intestinale NQO1-Expression.  Die NQO1-Expression in der Leber (A) und im Colon 
(B) von männlichen Mäusen, die entweder defizient (0,02/1,6 ppm) oder adäquat (0,15/6 ppm) mit Selen und 
Kupfer über acht Wochen gefüttert wurden, wurde photometrisch gemessen. Dargestellt sind die Mittelwerte + 
Standardabweichung (n=5-6). Die statistische Auswertung erfolgte basierend auf einer two-Way-ANOVA mit 
Bonferroni’s Post-Test. 
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Abbildung 15. Die nukleäre Expression der Transkriptionsfaktoren MTF1 und Nrf2 sowie die Expression von 
Metallothionein und der intrazelluäre GSH-Gehalt nach Kurzzeitinkubation mit Kupfer und Zink. HepG2-(A, B) 
und HT29-Zellen (C, D, E) wurden für 4 (A, C, D) bzw. 6 h (B, E) mit 50 µM CuSO4 und/oder 50 µM ZnSO4 in 
Kombination mit 1 mM N-Acetylcystein (NAC) inkubiert. Die nukleäre Translokation von MTF1 (A, C) und Nrf2 (D) 
und die Expression von MT im Komplettlysat (B) wurde mittels Western Blot untersucht und entweder auf den 
nukleären Marker LaminA (A, C, D) oder auf die Ponceau-Färbung (B) bezogen. Die Normalisierung erfolgte in 
den HepG2-Zellen auf die unbehandelte Kontrolle und in den HT29-Zellen auf die mit Kupfer- und Zink-
behandelten Zellen. Der GSH-Gehalt in HT29-Zellen (E) wurde photometrisch gemessen und auf den 
Proteingehalt normalisiert. Die statistische Auswertung erfolgte anhand einer two-way ANOVA mit Bonferroni’s 
Post-Test. *p < 0.05; ***p < 0.001 vs. unbehandelte Proben; #p < 0.05; ###p < 0.001 vs. –NAC. 
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