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Zusammenfassung 1

Zusammenfassung

Weltweit leiden ca. zwei Milliarden Menschen an einer Mikrondhrstoffdefizienz, zu der die
Unterversorgung mit Selen, Zink und Eisen gehoren, wahrend die weltweite Versorgung mit
Kupfer als addaquat eingestuft wird. Eine optimale Versorgung mit allen essentiellen Nahrstoffen
und somit auch den essentiellen Spurenelementen ist wichtig, da sowohl eine
Spurenelementdefizienz als auch eine -liberdosierung schwerwiegende gesundheitliche Folgen
haben kann. Verdnderungen 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 Dinndarm sind gemeinsame
Transportmechanismen fiir die Spurenelemente bekannt. Fir Kupfer und Eisen ist zudem eine
gegenlaufige Regulation der intrazelluldaren Spurenelementhomoéostase 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, koénnen jedoch in hohen
Konzentrationen oxidativen Stress und folglich Zellschddigung induzieren. Alle vier
Spurenelemente sind folglich an der zelluldaren Redoxhomoostase beteiligt, an deren Regulation
unter anderem der redox-sensitive Transkriptionsfaktor Nrf2 mitwirkt. Wa&hrend 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 Redoxhomoostase ist in diesem

Zusammenhang noch wenig untersucht.

Um ein besseres Verstdndnis zu den Interaktionen der essentiellen Spurenelemente
untereinander und mit der Redoxhomoostase zu erlangen, wurden verschiedene
Fiitterungsstudien an Mausen durchgefiihrt. Weiterhin wurde der Einfluss eines systemischen
Nrf2-KOs auf die Spurenelementhomoostase 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 Redoxhomdostase analysiert.

Es konnte gezeigt werden, dass alle vier Spurenelemente einen Einfluss auf den redox-sensitiven
Transkriptionsfaktor Nrf2 haben. Wahrend fiir Selen eine Aktivierung von Nrf2 bei
unzureichender Zufuhr auftritt, wirkt Zink bei adaquater Zufuhr aktivierend auf Nrf2. Fiir Kupfer

und Eisen wurde eine Nrf2-Aktivierung erst bei hoheren Konzentrationen erreicht, die
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intrazellular oxidativen Stress induzieren. Umgekehrt moduliert Nrf2 am starksten den
Eisenmetabolismus, wahrend die Selen-, Kupfer- und Zinkhomoostase nur marginal von Nrf2

beeinflusst wird.

Auf Ebene der einzelnen Interaktionen wurden Selen und Kupfer sowie Kupfer und Zink
betrachtet. Kupfer flihrte zu einer deutlichen Reduktion der GPX- und TXNRD-Aktivitat und
beeintrachtigt so die Se-Homoostase. Dieser Effekt tritt bei addquaten bis leicht
supplementierten Kupferkonzentrationen auf und scheint somit von physiologischer Relevanz
zu sein. Auch der Export des wichtigsten Selentransporters SELENOP ist durch Kupfer deutlich

beeintrachtig und kénnte sich negativ auf die systemische Selenversorgung auswirken.

Die gegenseitige Beeinflussung von Kupfer und Zink unterschied sich zelltypenspezifisch.
Wahrend 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 auslést, genutzt. Die nukledre
Translokation der beiden Transkriptionsfaktoren MTF1 und Nrf2 wurde nur durch Zink
gesteigert. Eine zusatzliche Kupfergabe verminderte die nukledre MTF1-Translokation nur in
Enterozyten. Welche Wirkmechanismen fir 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
Spurenelementhomoostase  auftreten. Wie  sich  mogliche  Interaktionen  bei
pathophysiologischen Veranderungen 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 Erndahrung

Das Ziel einer ausgewogenen Erndhrung ist es, die Zufuhr von allen Makro- und
Mikrondhrstoffen zu gewahrleisten. Zu den Mikronahrstoffen werden Vitamine,
Mengenelemente, Spurenelemente und Ultraspurenelemente gezahlt [1]. Mengen-, Spuren-
und Ultraspurenelemente unterscheiden sich in der Menge des Gesamtkdrperspeichers und der
taglichen Zufuhrempfehlung. Spurenelemente weisen, mit Ausnahme von Eisen, einen
Korperspeicher von <50 mg/kg Korpergewicht und eine Zufuhrempfehlung von <100 mg auf.
Spurenelemente werden weiterhin in essentielle und moglicherweise essentielle eingeteilt [1].
Die Defizienz eines essentiellen Spurenelementes fihrt zu Mangelerscheinungen, welche nur
durch Verabreichung des entsprechenden Elements riickgdngig gemacht bzw. ausgeglichen
werden kénnen. Zu den essentiellen Spurenelementen gehoren 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
Mikronahrstoff-Defizienzen betroffen [3]. Dabei zdhlen die Zink- und Eisendefizienz zu den
weltweit am haufigsten auftretenden Defizienzen [4-6]. Die hochste Pravalenz fir eine
inadaquate Zufuhr mit Zink und Eisen wird in Afrika und Stidasien (>70 %) beobachtet, wahrend
die Pravalenz in Europa deutlich geringer ist (<20 %) [5, 7, 8] (Abbildung 1). Von einer Zink- und
Eisendefizienz sind vornehmlich einzelne Bevoélkerungsgruppen wie dltere Menschen,
menstruierende Frauen oder Vegetarier und Veganer betroffen. Die Selenversorgung ist sehr
stark vom Selengehalt im Boden abhangig, welcher global sehr stark variiert und in einer groRen
Varianz der Selenzufuhr (7 pg/d — 4990 pg/d) resultiert [9, 10]. Regionen mit niedrigen
Selengehalten im Boden und somit hoher Pradvalenz fiir Selendefizienz befinden sich vor allem
in Afrika, Osteuropa und Neuseeland. In den meisten Teilen Westeuropas ist die Selenzufuhr
ebenfalls leicht unterhalb der addquaten Zufuhr (Abbildung 1). Auch in Deutschland ist aus
diesem Grund eine unter der adaquaten Zufuhr liegende Selenversorgung weit verbreitet. Im
Gegensatz zu Selen, Zink und Eisen wird die Versorgung mit Kupfer fiir gesunde Erwachsene
weltweit als addquat eingestuft [11-13] (Abbildung 1). Eine Unterversorgung mit Kupfer tritt bei
Personen auf, die aufgrund von verschiedenen Erkrankungen eine gestérte Kupferabsorption

aufzeigen oder durch genetische Defekte Stérungen in der Kupferhomoéostase aufweisen [13].
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Abbildung 1. Globale Versorgung mit den essentiellen Spurenelementen Selen, Kupfer, Zink und Eisen.
Die Daten fir Zink basieren auf der Pravalenz fiir eine Zinkdefizienz [7], fur Eisen auf dem Vorkommen
einer Eisendefizienz-Andamie [5, 8] und fiir Selen auf Basis der geschatzten Zufuhr [9, 10] bzw. fiir Afrika
anhand der geschatzten Selenverfiigbarkeit [14]. Die Kupferzufuhr wird weltweit als addquat eingestuft
[11-13]. Befinden sich in einzelnen Kontinenten mehrmals die gleichen Spurenelementsymbole sind hier
deutliche regionale Unterschiede beschrieben.

1.1.2 Veranderungen in der Spurenelementhomoostase

Jede Spurenelementdefizienz ist mit spezifischen Mangelsymptomen bzw. -erkrankungen
assoziiert, die auf den Verlust von essentiellen Funktionen des Spurenelementes im
Stoffwechsel zuriickzufiihren 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, wahrend der Zusammenhang einer praventiven Selengabe mit
der Kashin-Beck-Erkrankung unklar ist. Eine dauerhaft (ibermaBige Zufuhr von Selen fiihrt neben
unspezifischen Symptomen wie Miidigkeit, Gereiztheit oder gastrointestinalen Beschwerden, zu

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

Stérungen des Kupferstoffwechsels sind primér im Zusammenhang mit genetischen Defekten
beschrieben. Hierbei spielen vor allem das Menkes- (MNK; ATP7A) und das Wilson-Protein
(WND; ATP7B), die fiir den Kupferexport verantwortlich sind, eine wesentliche Rolle. Wahrend
Mutationen im Menkes-Gen einen systemischen Kupfermangel verursachen [19, 20], flhren
Mutationen im Wilson-Gen zu einer Akkumulation von Kupfer in Leber und Gehirn und dort zu
entsprechender Kupfertoxizitdt [21]. Sowohl die Menkes-Erkrankung (Inzidenz: 1:50.000-
1:300.000; Uberblick in [22]) als auch die Wilson-Erkrankung (1:30.000-1:100.000; [23]) z&hlen

jedoch zu den seltenen Erkrankungen.
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In der systemischen Zinkhomoostase ist die Bedeutung einer Zinkdefizienz deutlich héher als die
einer Zinkintoxikation, was darin begriindet liegt, dass Zink insgesamt als relativ wenig toxisch
eingeschatzt wird [24-26]. Eine Zinkdefizienz ist zumeist auf eine mangelhafte Absorption von
Zink aus der Nahrung zurickzufiihren. 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 Entwicklungsstérungen,
verzogerte Wundheilung, neurologische Auffilligkeiten und eine hohere Anfalligkeit fir

Infektionen [29].

Eine nutritive Eisendefizienz kann durch eine unzureichende Nahrungszufuhr bzw. eine gestorte
Aufnahme durch wechselseitige Beeinflussung von Nahrungskomponenten auftreten [4]. Im
Gegensatz zur nutritiven Eisendefizienz ist eine Eisenliberversorgung (hereditdre
Hamochromatose) primar durch genetische Defekte bedingt, die beispielsweise mit schweren

Leberschadigungen einhergehen [30].

Veranderungen im Spurenelementstatus treten nicht nur als Folge von genetischen Defekten
oder inaddquater Zufuhr auf, sondern werden auch im Zusammenhang mit verschiedenen
Erkrankungen sowie dem Alterungsprozess beschrieben. Wahrend 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 Mausen wurden
im Vergleich zu adulten Tieren gesteigerte zirkulierende Kupfer- und verminderte

Zinkkonzentrationen im Serum beschrieben [35-37].

Als Folge von Infektionen oder Entziindungen wurden verminderte Serumgehalte von Zink,
Selen und Eisen gemessen, wahrend die zirkulierende Kupferkonzentration anstieg [38-43]. In
einer kirzlich erschienenen Ubersichtsarbeit wurden die Verdnderungen 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, wahrend die
Kupferkonzentration unabhdngig von der Krebsart in Serum und Tumorgewebe deutlich

gesteigert ist [44].

Ob diese Verschiebungen der Verhaltnisse von Spurenelementen nur miteinander assoziiert sind
oder kausale Zusammenhange bestehen, ist bislang nur unzureichend verstanden. Um die
Interaktionen genauer zu charakterisieren, ist es wichtig die Homoostase der einzelnen
Spurenelemente und deren Regulation zu kennen. Aufgrund des in der Arbeitsgruppe

bestehenden Forschungsschwerpunktes zu Selen und der Relevanz einer unter der adaquaten
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Zufuhr liegenden Selenversorgung in Deutschland wurde Selen als Ausgangspunkt fiir die
Betrachtung der Spurenelementinteraktion ausgewahlt und wird deswegen im Folgenden

ausfihrlicher als die anderen Spurenelemente betrachtet.

1.2 Selen und Selenoproteine

Die Essentialitat von Selen wurde 1957 wahrend Experimenten, bei denen durch praventive
Selengabe einer Lebernekrose bei Ratten vorgebeugt werden konnte, das erste Mal beschrieben
[45]. Mit der Entdeckung von Selen im Enzym Glutathionperoxidase 1 (GPX1), welche zunachst
als eine kovalente Bindung beschrieben wurde, konnte erstmals eine genaue biochemische
Funktion von Selen erkannt werden [46, 47]. Spater wurde herausgefunden, dass Selen als Teil
der Aminosaure 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 fiir Selenoproteine bekannt [50] (Tabelle 1).

1.2.1 Selenaufnahme und Biomarkerbestimmung zur Selenversorgung

Selen kann als organische oder anorganische Verbindung aufgenommen werden. Uber die
Nahrung spielen vor allem die organischen Verbindungen wie Selenomethionin (SeMet), Sec und
Selen-methyl-Selenocystein eine grolRe Rolle. Anorganische Selenverbindungen wie Selenit und
Selenat werden vor allem (iber Supplemente aufgenommen und insgesamt etwas schlechter
absorbiert als die organischen Verbindungen [51-54]. Der Hauptabsorptionsort fiir Selen ist der
Dinndarm. Selenit wird vermutlich passiv [55], Selenat (ber einen Natrium-vermittelten
Transportmechanismus [56, 57] und SeMet und Sec (iber Aminosauretransporter aufgenommen

[58, 59].

Als Biomarker fiir den Selenstatus werden die Selenkonzentration im Plasma bzw. Serum, die
extrazellulare GPX-Aktivitdit (GPX3) oder die Konzentration des zirkulierenden
Selentransportproteins Selenoprotein P (SELENOP) analysiert [60]. Die GPX3-Aktivitdt erreicht
ihr Maximum allerdings bei einer niedrigeren Selenkonzentration im Plasma als SELENOP (90-
100 pg/L vs. ~120 pg/L) [61-64]. Da es das Ziel ist alle Selenoproteine zu exprimieren, gilt das
Erreichen des SELENOP-Plateaus als addquate Selenversorgung. Bei adaquat versorgten
Personen konnte durch eine 16-wochige Supplementation von SeMet im Vergleich zu Selenit
eine konzentrationsabhangig-gesteigerte Plasmaselenkonzentration ermittelt werden. Diese
hatte jedoch keinen Einfluss auf die Plasma-GPX3-Aktivitdt oder die SELENOP-Konzentration,
sondern mindete in einer erhohten Selenausscheidung im Urin innerhalb der

Probandengruppe, die SeMet verabreicht bekommen hat [65]. Auch eine Kurzzeitgabe von
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300 pug Selenat/Tag Uber einen Zeitraum von einer Woche fihrte zu einem Anstieg des
Serumselengehaltes, nicht aber zu Veranderungen der GPX-Aktivitat [66], was die begrenzte
Aussagekraft der GPX-Aktivitat als Biomarker unterstiitzt. Weiterhin konnte gezeigt werden,
dass SeMet, aber nicht Selenat, verstarkt unspezifisch in Proteine wie Albumin eingebaut wird

[67].

1.2.2 Biosynthese der Selenoproteine

Selen wird als Bestandteil der 21. proteinogenen Aminosdure 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; tRNAPeec) synthetisiert [70, 71] (Abbildung 2). Eine Deletion des TRSP-Gens,
welches fiir die tRNAFe™ec codiert, ist bei Mausen embryonal letal [72], da es die
Selenoproteinbiosynthese verhindert. Im ersten Schritt der Selenoproteinsynthese wird die
spezifische tRNAPe5 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-tRNAFe5e zy bilden [79, 80] (Abbildung 2).
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Abbildung 2. Syntheseweg der Selenoproteine unter Beriicksichtigung der Selenzufuhr. Uber
verschiedene  Enzyme  (Seryl-tRNA-Synthetase  (SerS); = O-Phoshoseryl-tRNA-Kinase  (PSTK);
Selenophosphatsynthetase 2 (SEPHS2); Sec-Synthase (SEPSECS)) wird Selenocystein (Sec) direkt an der fir
die Selenoproteinbiosynthese spezifischen tRNAFe7Sec synthetisiert. Nach der Phosphorylierung des
Serinrest (Ser -> pSer) an der tRNAF®¢¢ entscheidet die Selenverfiigbarkeit Giber die Synthese der Sec-
tRNADBelSec Bej addquater 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 moglich, dass anstelle von Selen, Schwefel
metabolisiert wird und es entsteht die Cys-tRNAFe?ec, Trotz defizienter Selenversorgung findet die
Bildung von Sec-tRNAS®S¢¢ statt, jedoch wird die Methylierung der tRNA unterdriickt, 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 gehéren 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 (TRNAUI1AP;
SECp43) [90, 91] und das Nuklease-sensitive Element Bindeprotein 1 (NSEP1) [92] (Abbildung 3),
die einen Komplex zur Stabilisierung des Ribosoms bilden. Fiir 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]. Flr SELENOP wurde neben SREs zusatzlich der Initiation Stem Loop (ISL), welcher sich am

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

S —— Abbildung 3. Synthesekomplex zur
Nucleolin ———» Selenoproteinbiosynthese. Fiir den
NSEP1 Einbau von Selenocystein in die
[ elfdad  —— wachsende Aminosdurekette
‘ Sara missen mehrere Voraussetzungen
: e i eEFSec erflllt sein, damit das UGA-Codon
e 5 E nicht als Stoppcodon erkannt wird.

SECp43 Zwischen der Sec-Insertionssequenz

(SECIS)-Struktur in der 3

untranslatierten Region (3'UTR) der

mRNA bildet sich ein Komplex aus
verschiedenen Proteinen. Dazu

gehoren das SECIS-Bindeprotein 2

. N \.)Q. (SBP2), der Sec-spezifische
AUG | Gt Acu | iisge UAA/G S5 Elongationsfaktor ~ (eEFSec), das
S Tson | es I Stop ribosomale Protein L30 und tRNA-

Selenocystein 1-assoziierte Protein
(TRNAU1AP, Secp43). Nucleolin und
der eukaryotische Translations-
initiationsfaktor  4a3 (EIF4a3)
scheinen die Sec-Insertion gegensatzlich zu beeinflussen, wobei Nucleolin als positiver und EIF4a3 als
negativer Regulator der Selenoproteinbiosynthese beschrieben ist. Zusatzlich beeinflusst Selen die
Expression von elF4a3 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 derlnitiation Stem Loop (ISL) (schematisch dargestellt), die fiir einzelne
Selenoproteine identifiziert wurden.

Mutationen in Komponenten des humanen Selenoproteinsyntheseapparates sind bisher nur bei
einzelnen Familien oder anhand eines einzelnen Krankheitsfalls identifiziert worden und
gehoren somit zu den sehr seltenen Erkrankungen. Eine bei einem Menschen identifizierte
Mutation in der tRNAFee |5ste Symptome wie Muskelschwiche, Schilddriisendysfunktion,
Midigkeit und eine verminderte zirkulierende Selenkonzentration aus [97]. Zuséatzlich 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 tRNAPeS¢¢, die fiir die Synthese von Stress-responsiven
Selenoproteinen entscheidend ist, zurlickgeflihrt [97]. Weitere bekannte Mutationen beim
Menschen betreffen SBP2, die allesamt zu einer deutlich verminderten Selenoproteinexpression
flihrten [98-100]. Zusatzlich wurden verschiedene neurologische Storungen mit Mutationen im

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

Die Selenverfiigbarkeit hat einen entscheidenden Einfluss darauf, ob und wenn ja in welchen
Organen Selenoproteine synthetisiert werden. Wahrend einer Selendefizienz kommt es zu einer
molekularen und systemisch hierarchischen Regulation der Selenoproteinexpression [103-106].
Die systemische Hierarchie bedingt, dass wahrend einer Selendefizienz in stark
Selen-abhdngigen Organen wie dem Gehirn oder den Testes die Selenoproteinbiosynthese so
lange wie moglich aufrechterhalten wird. Wahrenddessen 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.
Wahrend die Expression von housekeeping Selenoproteinen lange aufrechterhalten wird, ist die
Expression anderer Selenoproteine stark von der Verfligbarkeit von Selen abhéangig
(Abbildung 2). Letztere werden als Stress-responsive Selenoproteine bezeichnet. Wahrend u. a.
GPX1, SELENOH und SELENOW zu den Stress-responsiven Selenoproteinen zdhlen [109-111],
gehoren die Thioredoxinreduktase 1 (TXNRD1) und TXNRD2 sowie die GPX4 zur Gruppe der

housekeeping Selenoproteine [108, 110].

Die Selenverfiigbarkeit beeinflusst nicht nur die vorhandene Menge an Sec-tRNAFe5¢¢, sondern
auch das Verhiltnis zwischen zwei Isoformen der Sec-tRNAFeec 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-tRNAFe5e¢ zy sein [115]. Somit sind fiir 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 tRNAPBeSe¢ abhingig [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
verfligbare Selen genutzt werden kann, um als Sec in housekeeping Selenoproteine eingebaut
zu werden. Zusatzlich tragt die unterschiedliche Bindeaffinitat 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  nukleoldres  Protein [125], und der eukaryotische
Translationsinitiationsfaktor 4a3 (EIF4a3) [126] (Abbildung 3). Ein Nucleolin-knock-out (KO)

bedingte in Madusen 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 ungeklart [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 unterdriicken. Unter
Selendefizienz steigt die nukledre EIF4a3-Expression, was auf eine negative Regulation der
Selenoproteinbiosynthese, vor allem fir Stress-responsive Selenoproteine, hinweist [126, 127]

(Abbildung 3).

Zusatzlich 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 anschlieRend Cys an die tRNAS®¢¢ gekoppelt [128] (Abbildung 2).
Gezeigt werden konnte dies fiir TXNRD1, TXNRD2 und SELENOP [128-131]. Die entstandenen

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

Neben der Abhangigkeit Selenoproteinexpression von der Selenverfligbarkeit, gibt es weitere
Faktoren, die die Selenoproteinexpression beeinflussen koénnen. 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 (H,0,)
resultierte in einer gesteigerten Expression von verschiedenen Selenoproteinen, die durch eine

zusatzliche Kombination mit einer Selendefizienz noch deutlicher ausgepragt war [136].

1.2.4 Funktionen der Selenoproteine

Alle Selenoproteine, deren Funktion bis dato geklart ist, sind fiir die Redoxregulation von
Signalkaskasden und Transkriptionsfaktoren und somit fir die Redoxhomdostase von
Bedeutung [137]. Weiterhin sind die Deiodinasen neben der Beteiligung an Redoxreaktionen
[138] entscheidend fiir den Schilddrisenstoffwechsel [139]. Fir 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 fiinf Selenoproteine (GPX1-4, GPX6),
wahrend die anderen drei anstelle des Sec ein Cys enthalten. Die GPXen sind fir die Regulation
der Redoxhomoostase, das H,0,-Signaling und den Abbau von Hydroperoxiden verantwortlich
(Uberblick in [141]; Abbildung 4). Hierbei reduzieren sie meist Glutathion (GSH)-abhingig
Hydroperoxide [142, 143]. Wahrend GPX1 und GPX3 vermutlich vornehmlich H,0, und weitere
einfache, l6sliche Hydroperoxide reduzieren [144, 145], ist die GPX4 fiir die Reduktion
komplexer Lipidhydroperoxide verantwortlich [146]. Flir die GPX2 und GPX6 wurden bisher
keine spezifischen Substrate identifiziert. Hierarchisch betrachtet ist fir GPXen ein groRes
Spektrum bekannt. Wahrend GPX2 und GPX4 weiter oben in der Selenoproteinhierarchie
stehen, ist die GPX1 weit unten angesiedelt [147, 148]. Dies spiegelt sich auch in der
Uberlebensfihigkeit von Mausen 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 fihrt ein systemischer KO der
GPX4 zur embryonalen Letalitat [155-157]. Der KO der mitochondrialen GPX4 ist hingegen nicht

letal, fihrt aber zu Einschrankungen der mannlichen Fertilitat [158].

1.2.4.2 Die Thioredoxinreduktasen

Die TXNRDen sind wie die GPXen fiir die Redoxhomobostase von Bedeutung, indem sie
Nicotinamidadenindinukleotidphosphat- (NADPH)-abhdngig fir 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 fiihrt ein systemischer
KO der TXNRD1 und TXNRD2 bei Mausen zur embryonalen Letalitat [161, 162]. Das TRX- und das
GSH-System stellen zwei bedeutende Thiol-abhdngige antioxidative Systeme in Sdugerzellen
dar. Beide Systeme kénnen miteinander interagieren und teilweise gegenseitig die Defizienz

oder Uberversorgung des anderen Systems kompensieren [163-165].
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Abbildung 4. Ubersicht des zellulidren Thioredoxin (TRX)- und Glutathion (GSH-)systems. Das TRX- und
GSH-System stellen im Organismus wichtige antioxidative Schutzsysteme dar, die eng miteinander
verknilipft sind. Die Thioredoxinreduktasen (TXNRDen) reduzieren Nicotinamidadenindinukleotid-
phosphat (NADPH)-abhangig TRX, welche unter anderem Peroxiredoxine (PRX) oder Proteine reduzieren,
die beispielsweise durch Hydroperoxide (H202) oxidiert wurden. Im GSH-System stehen die
Glutathionperoxidasen (GPXen) im Hauptfokus. Sie reduzieren mit Hilfe von GSH Hydroperoxide wie H20:.
Das oxidierte Glutathion (GSSG) wird anschlieBend NADPH-abhangig 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 flir Selen und das einzige humane Selenoprotein mit
zwei SECIS-Elementen und zehn UGA-Kodons, die fiir Sec kodieren [168]. Im Plasma befindet
sich ca. 60 % des Gesamtplasmaselens gebunden im SELENOP [169]. SELENOP wird
hauptsachlich in der Leber synthetisiert [170, 171] und anschlieBend ins Blut sekretiert, um
Selen zu peripheren Zielorganen zu transportieren [172, 173]. In den Zielorganen erfolgt die
SELENOP-Aufnahme vermutlich entweder tiber den Apolipoprotein E Rezeptor 2 (Gehirn,
Testes) [174, 175] oder (iber die Rickresorption aus dem Primarharn mit Hilfe von Megalin
(Niere) [176]. Ein KO des murinen SELENOP-Gens ist bei addquater Selenversorgung nicht letal,
aber durch eine deutliche Verminderung des Selengehaltes in Plasma, Gehirn, Testes und den
Nieren gekennzeichnet. Damit einhergehend traten Wachstumsverzégerungen auf [177]. Bei
einer gleichzeitigen Selendefizienz zeigen sich schwere neurologische Probleme, die innerhalb

weniger Wochen zum Tod flihrten [178].



Einleitung

Tabelle 1.Ubersicht zu Funktion und Vorkommen humaner Selenoproteine.
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Selenoprotein Vorkommen Funktion Referenz

GPX1 Cytosol Reduktion von Hydroperoxiden [46, 47]

GPX2 Cytosol Reduktion von Hydroperoxiden [179]

GPX3 extrazellular Reduktion von Hydroperoxiden [180]

GPX4 Cytosol, Reduktion von komplexen [181]

Mitochondrien, Hydroperoxiden, Embryogenese,
Kern Spermienreifung

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- [185]
Reduktase, Spermienreifung

DIO1 Plasmamembran Aktivierung von T4, Inaktivierung von [186]
T3, T4 zu reversem T3 bzw. T2

DIO2 ER-Membran Aktivierung von T4 [187]

DIO3 Plasmamembran Inaktivierung von T3, T4 [188]

SELENOH Kern Antioxidative Funktion, Regulation der [50, 189,
Transkription 190]

SELENOM ER Ca?*-Freisetzung aus dem ER, [84, 191]
Neuroprotektives Antioxidanz

SELENOO Mitochondrien Redoxregulation [50, 192]

SELENOT ER, Golgi Regulation der Calciumhomoostase, [193]
Neuroendokrine Funktion

SELENOV Cytosol mannliche Reproduktion [50]

SELENOW Cytosol Redoxhomoostase [194]

SELENOF ER Regulation der Redoxhomdostase, [195]
Proteinfaltung

SELENOI Plasmamembran Ethanolamin-Phosphotransferase 1, [50, 196]
Phospholipidsynthese

SELENOK ER-Membran Abbau von falsch gefalteten Proteinen,  [50, 197]
Protein-Palmitoylierung

SELENOS ER-Membran Abbau von falsch gefalteten Proteinen, [50, 198]
Immunantwort

SELENON ER-Membran Ca**-Homdostase, Kofaktor fiir [199]
Ryanodin- Rezeptor

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

SELENOR/ Cytosol, Kern Reduktion von Methionin-R- [193, 201]

MSRB1/ sulfoxidresten in Proteinen

SELENOX

SEPHS2 Cytosol, Kern Selenophosphatsynthese [75, 202]




Einleitung 17

1.3 Kupfer

Bei Experimenten mit andamischen Ratten flihrte eine Eisengabe nur gemeinsam mit einer
Kupfergabe zu einem starken Anstieg der Himoglobinkonzentration und somit wurde erstmals
die Essentialitat von Kupfer beschrieben [203, 204]. Kupfer ist ein redox-aktives Metall, welches
in zwei Redoxstufen (Cu*, Cu?*) im Organismus auftritt. Das Vorkommen von zwei Redoxstufen
ist zum einen wichtig fur 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 kdnnen bei ein-Elektronen-Reaktionen
auch Zellschadigungen auftreten [206]. Hohe Konzentrationen von freiem Kupfer kénnen die
Bildung freier Radikaler Uber die Fenton-/Haber-Weiss-Reaktion férdern [207, 208]. Daraus
resultierend kénnen zelluldre Makromolekiile wie DNA, Proteine und Lipide geschddigt werden
[209]. Aus diesem Grund ist es wichtig, die zelluldre Kupferhomdoostase strikt zu regeln, um die

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

Tabelle 2. Funktionen von Kupfer-abhéingigen Proteinen (Ubersicht in [211]).

Enzym Funktion

Ceruloplasmin Ferroxidase, Eisenfreisetzung aus Kérperspeichern
Haephestin Ferroxidase, intestinaler Eisentransport
Lysyl-Oxidase Kreuzvernetzung Kollagen

Tyrosinase Melaninbiosynthese, Pigmentierung
Dopamin-B-Hydroxylase Aktivierung von Katecholaminen
Cu/Zn-Superoxiddismutase Reduktion des Superoxidradikals
Cytochrom-C-Oxidase Elektronentransport, ATP-Synthese
Aminoxidase Deaminierung von Mono- und Diaminen
Peptidylglycine = a-amidierende | Aktivierung von Peptidhormonen
Monoxygenase

Zyklopen Ferroxidase, plazentaler Eisenausstrom

Cu?* wird Uber die Nahrung aufgenommen und dann vor allem im Magen und proximalen
Diinndarm absorbiert [212]. Die Aufnahme von Cu?*, welches zunichst zu Cu* z. B. durch
duodenales Cytochrom B (DCYTB) reduziert werden muss, findet hauptsachlich Gber den
Kupfertransporter 1 (Ctrl) [213, 214] und zu einem geringeren MaRe Uber Ctr2 statt [215, 216]
(Abbildung 5). Ein systemischer KO von Ctr1 flhrte bei Mausen zu embryonaler [217, 218] und

ein intestinaler, konditioneller KO zur neonatalen Letalitat [219]. Ein Leber-spezifischer KO von



Einleitung 18

Ctrl verminderte den intrazellularen Kupfergehalt und die Aktivitdt von Kupfer-abhangigen
Proteinen um 50 % [220]. Diese Daten unterstiitzen, dass Ctrl den wichtigsten Transporter im
Kupferstoffwechsel darstellt. Auch eine Beteiligung des divalenten Metalltransporters 1 (DMT1)
an der Kupferaufnahme wird diskutiert, jedoch zeigen bisherige Studien gegensatzliche

Ergebnisse [221-224].

Intrazellular wird Kupfer vermutlich direkt nach der Absorption an GSH [225, 226] und
anschlieRend an Metallothioneine (MTs) gebunden [225, 227, 228] (Abbildung 5). Studien, die
die Absorption von radioaktiv-markiertem Kupfer untersuchen, konnten aulerdem zeigen, dass
an MT gebundenes Kupfer wieder an GSH Ubertragen werden kann [229]. Der genaue
Mechanismus ist aber ungeklart. Eine Depletion von GSH hatte eine Verringerung des
intrazelluldren Kupfergehaltes und des an MT-gebundenen Kupfers, nicht aber des Gesamt-MT-
Gehaltes, zur Folge [225, 228]. Die Bindung von Kupfer an GSH reduzierte auRerdem die durch
Kupfer induzierte freie Radikalbildung [230]. Entsprechend fiihrte eine Depletion von GSH zu
einer deutlich gesteigerten Kupfertoxizitat in murinen Fibroblasten, was die Bedeutung von GSH
fur die Kupferhomoostase unterstreicht [231]. Weiterhin konnte durch Induktion von MTs
mittels einer Zinkbehandlung in humanen Leukdmiezellen (HL-60) eine verminderte Sensitivitat
gegenulber einer Kupfertoxizitat im Vergleich zu nicht-Zink-behandelten Zellen ausgel6st werden

[232].

Des Weiteren wird Kupfer intrazellular an Chaperone gebunden, die das Spurenelement
anschlieRend weiter zu den Zielproteinen transportieren [233, 234] (Abbildung 5). Zu diesen
Chaperonen gehdren beispielsweise das Kupfer-Chaperon fiir 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, wahrend die CCS-mRNA-
Expression nicht durch Kupfer beeinflusst ist [240-242]. Ein CCS-KO ging bei Mdusen mit einer
Reduktion der SOD1-Aktivitdt einher [243], die aber zu keiner Beeintrachtigung der Viabilitat
unter homoostatischen Bedingungen flhrte. Jedoch zeigte sich bei Induktion von oxidativem
Stress ein deutlich vermindertes Uberleben der CCS-KO-M4&use [244]. Ein KO des ATOX1-Gens in
humanen Nierenzellen (Hek293) fiihrte zu einer deutlich gesteigerten Kupferakkumulation im
Cytosol und daraus resultierend zu einer verminderten Viabilitat [245]. Ein systemischer KO des
ATOX1-Gens bei Mausen war durch schwere Kupfermangelerscheinungen gekennzeichnet, die

mit deutlichen Wachstumsverzogerungen und sehr hoher Letalitdt einhergingen [246].
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Fir den Kupferexport aus dem Darm ist hauptsdchlich 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 fir Kupfer ist ATP7A auch am Kupfertransport zu verschiedenen Zielproteinen
beteiligt [251, 252]. Ein KO des ATP7A-Gens in murinen Brustdrisenzellen ging mit einer
verminderten Aktivitdt der Lysyloxidase, einem Kupfer-abhangigen Protein, das fir die
Quervernetzung des Kollagens wichtig ist, einher [251]. Bei Injektion dieser ATP7A-KO-Zellen in
C57BL/6-Mause wurde ein vermindertes Krebswachstum beobachtet [251]. Weiterhin wird

ATP7A auch fir die Aktivierung der Kupfer-abhangigen Tyrosinase benétigt [252].

Im Blut wird Kupfer an Albumin, oa2-Makroglobulin und post-hepatisch zu 70-95% an
Ceruloplasmin (CP) gebunden (Uberblick in [253]) (Abbildung 5). ATP7B ist fir die bilidre
Exkretion von Kupfer [254-256] und fiir die Beladung von CP mit Kupfer verantwortlich [257].
Vergleichbar mit der Wirkung auf ATP7A vermittelt Kupfer auch die vesikulare Translokation von
ATP7B vom Trans-Golgi-Netzwerk zur apikalen Membran, um den Kupferexport zu steigern
[258-260]. Als moglicher 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-dhnlichen-Phanotypen ausloste [266].

Der Export von Kupfer ist wie die Aufnahme vermutlich durch GSH beeinflusst. In
GSH-depletierten Zellen fiihrte eine zwei-stiindige Kupferinkubation nicht zur Translokation von
ATP7A und ATP7B aus dem Trans-Golgi-Netzwerk [267]. Fiir die Kupferbindung an ATP7A und
ATP7B ist eine Deglutathionylierung der Kupferbindestellen n6tig. Durch ein Zusammenspiel von
GSH, Glutaredoxin 1, Kupfer und den Kupfer-ATPasen wird so vermutlich der Kupferexport

reguliert [267-269].

Das Hauptspeicherorgan fiir Kupfer ist die Leber [233]. Die Regulation des Kupferstatus findet
vor allem Uber 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 Kupferiiberschuss sind unter homoostatischen
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 flir Kupfer beeintrachtigen, 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
ubiquitdren Expression von ATP7A oftmals nur bei milden Krankheitsverlaufen erfolgreich, da

eine Kupferdefizienz in vielen Organen auftritt [275].

Enterozyt| Hepatozyt

Trans-Golgi
Netzwerk

Albumin
@ \/ @ a2-Makroglobulin

0, Pfortader

Abbildung 5. Ubersicht des Kupfermetabolismus in Entero- und Hepatozyten. Kupfer muss, bevor es in
die Zellen aufgenommen werden kann, reduziert werden. Dies geschieht z. B. lUber duodenales
Cytochrom B (DCYTB, rosa). Die Aufnahme erfolgt hauptsachlich tiber Kupfertransporter 1 (Ctrl, magenta)
und auch teilweise tber 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. AnschlieRend wird Kupfer an Kupfer-Chaperone (Kupfer-Chaperon
fir die Superoxiddismutase (CCS), Cytochrom-C-Oxidase-(CCO)-Cu-Chaperon 17 (COX17), Antioxidant 1
copper chaperone (ATOX1) libertragen, um von dort aus zu den Zielproteinen transportiert zu werden.
Exportiert wird Kupfer aus den Enterozyten hauptsachlich Gber ATPase copper transporting alpha (ATP7A,
braun) und aus den Hepatozyten Uber ATP7B (gelb). Beide Proteine bewegen sich abhangig vom
Kupferstatus zwischen Trans-Golgi-Netzwerk (dunkelblau) und der Plasma- bzw. apikalen Membran.
ATP7B wird vermutlich Gber copper metabolism domain containing 1 (COMMD1, lila) reguliert und ist
neben der bilidren Exkretion von Kupfer auch fir die Beladung von Ceruloplasmin (CP) mit Kupfer
verantwortlich. Im Blut wird Kupfer entweder an Albumin oder a2-Makroglobulin bzw. posthepatisch an
CP gebunden. Die Sterne markieren die beiden Kupfertransportproteine, die bei der Menkes- (rot, ATP7A)
bzw. der Wilson-Erkrankung (griin, 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, griiner Stern) vornehmlich in der Leber und
im Gehirn exprimiert ist, ergeben sich bei der Wilson-Erkrankung in diesen Geweben schwere
Kupferakkumulationen. Leberschadigungen 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
Bioverfligbarkeit verringern, oder eine zuséatzliche Zinksupplementation angewendet [278-281].
Neben verschiedenen Tierstdmmen, die einen KO des ATP7B-Gens aufweisen [277, 282-284],
kénnen auch Beddlington Terrier und Mause mit einer Mutation im COMMD1-Gen [265, 285],
die einen Wilson-dhnliche Phanotyp entwickeln [266, 285], zu mechanistischen Studien

herangezogen werden.

Hohe Konzentrationen an intrazellularem freiem Kupfer kénnen die Zellen z. B. durch Bildung
von reaktiven Verbindungen wie H,0,, tiber die Fenton-/Haber-Weiss-Reaktion schadigen [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 Bioverfligbarkeit von einzelnen lonen
intrazelluldr verringern oder durch Komplexierung des Metalls dessen Aufnahme verhindern.
Fiir Kupfer sind hierbei Tetrathiomolybdat und Bathocuproindisulfonsdure zu nennen, die intra-

bzw. extrazelluldr wirken [287-289].

1.4 Zink

In den 1930-er Jahren wurde Zink erstmals fiir 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 fir die Differenzierung,
Apoptose, Proliferation, die DNA-Reparatur und die Immunantwort [293]. Weiterhin spielt Zink
eine bedeutende Rolle als Signalmolekiil, ein Funktionsbereich, der in den letzten Jahrzehnten
immer mehr Beachtung gewonnen hat [294]. Im Gegensatz zu Kupfer und Eisen liegt Zink immer
als Zn?* vor und ist somit redox-inaktiv [295], sodass es selbst keine Substanzen oxidieren oder
reduzieren kann (Uberblick in [296]). Jedoch sind viele Zink-abhingige Proteine und Liganden an
Redoxreaktionen beteiligt, sodass Zink indirekt trotzdem zur Regulation der Redoxhomdostase

beitragt [296]. Zink liegt intrazelluldr 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
intrazellularen ,freien” Zinks wird streng reguliert und liegt in ca. 10000-fach geringerer
Konzentration als proteingebundenes Zink vor, dessen intrazelluldre Konzentration im
mikromolaren Bereich liegt [300]. Da es kein Speicherorgan fur Zink gibt, muss dieses

kontinuierlich Gber die tagliche Nahrung aufgenommen werden [301].

Zink wird Uber 14 Transporter der Familie ZRT/IRT-dhnlicher Proteine (ZIP, SLC39A)
aufgenommen und liber neun Zinktransporter (ZnT, SLC30A) exportiert (Abbildung 6). Dies gilt
sowohl fir die Aufnahme und den Export in und aus den Zellen als auch fir die Zinkverteilung in
den verschiedenen intrazelluldaren Kompartimenten [302, 303]. Der Hauptabsorptionsort fiir
Zink aus der Nahrung ist der Dinndarm [304]. Im Serum ist Zink hauptsachlich an Albumin, a,-
Makroglobulin und Transferrin (TF) [305] und intrazellular unter anderem an MTs gebunden
[295, 306]. MTs weisen sieben Zinkbindestellen auf und sind mit an der Kontrolle der
intrazelluldren Zinkhomoostase 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 abhangig [312, 313] und wird
bei hohen intrazelluldaren 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], wahrend die Expression des Zinkimporters ZIP10 unterdriickt wird [316,
317]. Dies zeigt die wichtige Funktion von MTF1 bei der Regulation der Zinkhomoostase auf,
welche liber die Absorption und Exkretion von Zink reguliert wird. Wahrend einer Zinkdefizienz
wird folglich die Zinkexkretion Gber Urin und Fazes deutlich vermindert, wahrend die intestinale

Absorption gesteigert wird [318-320].
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Abbildung 6. Zellulédrer Zinkmetabolismus. Zink wird Gber die ZRT/IRT-dhnlichen Proteine (ZIPs) in die
Zellen sowie aus intrazelluldaren Kompartimenten ins Cytosol transportiert. Fiir den Transport von Zink aus
der Zelle heraus sowie in intrazelluldre Kompartimente sind die Zinktransporter (ZnTs) verantwortlich.
Intrazellular liegt Zink hauptsachlich 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 fiir Endo- und Lysosomen. Abbildung modifiziert nach [294, 321].

1.5 Eisen

Die Bedeutung von Eisen fir die Behandlung einer Andmie ist bereits seit dem spaten 17.
Jahrhundert bekannt (Uberblick in [322]). Mit ca. 65-75 % befindet sich die gréRte Menge an
Eisen gebunden an Hamoglobin in den Erythrozyten, welches stetig recycelt wird [323]. Eisen ist
fir den Sauerstofftransport, das Wachstum und die Entwicklung und fir den
Energiemetabolismus von Bedeutung [324]. Eine strikte Kontrolle der Eisenhomd&ostase ist
ebenso wichtig wie die der Kupferhomdoostase, da Eisen aufgrund seiner Redoxeigenschaften in
freier Form dazu neigt, Gber die Fenton-Reaktion freie Radikale zu bilden, die dem Organismus
schaden kénnen [207]. Die Regulation des Gesamtkorpergehaltes wird Gber die Eisenabsorption
gesteuert, da es keinen geregelten Exkretionsweg fiir Eisen gibt [30]. In der Nahrung liegen
Hameisen und Nicht-Hameisen vor, deren Absorptionsraten sich mit 20-30 % fir Ersteres und
1-10 % fir letzteres deutlich unterscheiden [325]. Die Absorption erfolgt wie auch bei Selen,

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

Hameisen wird als intaktes Molekiil in die Enterozyten aufgenommen und anschlieRend erfolgt
die intrazellulare Eisenfreisetzung mit Hilfe der Hamoxygenasen (HOs) [327] (Abbildung 7). Die
Beteiligung des Hdm-Carrier-Protein 1 (HCP1) an der Aufnahme von Hameisen wird kontrovers
diskutiert [328-330]. Nicht-Hameisen wird in die Enterozyten tiber DMT1 als Fe?* aufgenommen
[331, 332], wofiir es zunachst z. B. durch DCYTB Ascorbat-abhangig [333] reduziert werden muss
[334]. Ein Verlust oder eine Mutation im Gen von DMT1 geht mit schweren
Eisenmangelsymptomen einher [331, 332]. Intrazelluldar wird Eisen an das Speicherprotein
Ferritin gebunden [335-337], in die Mitochondrien transportiert oder direkt iber Ferroportin 1
(FPN1), dem einzig bekannten zelluldren Eisenexporter, wieder aus den Enterozyten exportiert
[338]. AnschlieBend 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 anschlieBend von Zielzellen (iber den Transferrinrezeptor
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(TFR) in Endosomen internalisiert [342]. Das freigesetzte Eisen wird Gber 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. wahrend der zelluldren Respiration in den Mitochondrien oder
bei durch NADPH-Oxidase-katalysierten Reaktionen kénnen aufgrund unvollstindiger Oxidation
von Sauerstoff reaktive Sauerstoffspezies (ROS) wie das Superoxidanion (Oze-), H,02 und das
Hyroxylradikal (HO®) entstehen (Uberblick in [346, 347]). Bei der Fenton-/Haber-Weiss-Reaktion
von Eisen oder Kupfer entsteht beispielsweise das Hydroxylradikal [207]. Intrazellular gibt es
zahlreiche antioxidative Systeme, die fiir ein Redoxgleichgewicht sorgen. Dazu gehoren
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
Molekiil GSH ein eigenstindiges und wirksames Antioxidans [347, 348]. Ein verdndertes
Redoxgleichgewicht zugunsten der ROS wird als oxidativer Stress bezeichnet und kann in der
Folge zu Schadigungen von Biomolekiilen wie Proteinen, Lipiden oder der DNA fiihren [209,

348].

1.6.1 Nrf2 - ein redox-sensitiver Transkriptionsfaktor

Viele der oben genannten antioxidativen Enzyme werden Uber Nrf2 reguliert. Nrf2 ist ein redox-
sensitiver Leucin-Zipper-Transkriptionsfaktor der cap ‘n‘ collar-Familie, der sowohl die
konstitutive, aber hauptsachlich die induzierbare Expression seiner Zielgene vermittelt [349-
351]. Unter physiologischen Bedingungen liegt Nrf2 im Cytosol gebunden an zwei Molekile
seines Inhibitorproteins Kelch-dhnliches-ECH-assoziiertes Protein 1 (KEAP1) vor [352-354]
(Abbildung 8). Uber 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 H,0, werden die Cys-Reste des KEAP1-Molekiils oxidiert und
verhindern so die Degradierung des bereits gebundenen Nrf2s [359, 360]. Neu synthetisierte
Nrf2-Molekiile kénnen 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).
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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-
dhnliches-ECH-assoziiertes Protein 1 (KEAP1) im Cytosol. Die Cullin-3 (Cul3)-Ubiquitin-Ligase sorgt fur die
stetige Ubiquitierung des Nrf2s, woraufhin es proteasomal abgebaut wird. Durch Stimuli wie H2.02 oder
Elektrophile werden die Cystein-Reste des KEAP1 modifiziert und kénnen 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 {iber Akt und die
Glycogensynthase Kinase 3 (GSK3B).

Ein Nrf2-KO geht mit einer deutlich reduzierten Expression der Nrf2-Zielgene und einer
verminderten GSH-Konzentration einher [367-369]. Nrf2-KO-Md&use sind unter basalen
Bedingungen vital und weisen keine Anzeichen auf erhéhten oxidativen Stress auf [370]. Jedoch
reagieren sie deutlich sensitiver als Wildtyp-Mause (WT) auf Stressoren [367, 371-374]. Ein KO
des Inhibitorproteins KEAP1 fiihrt hingegen zur nukledren Akkumulation von Nrf2 und einer
verstarkten Expression der Nrf2-Zielgene [375, 376] und ist als homozygoter KO bei Madusen vor

dem Absatz letal [375].

Die ersten Zielgene von Nrf2 konnten nach Inkubation mit tert-Buthyl-Hydroperoxid oder
B-Naphtoflavon identifiziert werden [363, 377, 378]. AulRerdem zeigte sich, dass eine Inkubation
mit dem Isothiocyanat Sulforaphan zur starken Induktion von Nrf2 fihrte 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 -ll-Reaktionen, der NADPH-Regeneration und am Eisen-, Fett- und
Glucose-/Glykogenstoffwechsel beteiligt (Uberblick in [380, 381]). Viele Enzyme, die am
Spurenelement-Metabolismus der beschriebenen Spurenelemente beteiligt sind, gehéren zu
den Nrf2-Zielgenen (Abbildung 9. Spurenelement-assoziierte Nrf2-Zielgene.).

Abbildung 9. Spurenelement-assoziierte Nrf2-
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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 — Himoxygenase 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
Redoxhomoostase beteiligt. Dabei sind sie sowohl in oxidativen als auch in antioxidativen
Vorgangen involviert. Sowohl Spurenelementdefizienzen als auch hohe Konzentrationen der
Spurenelemente kdnnen oxidativen Stress induzieren. Als Antwort auf erhéhten, intrazellularen,
oxidativen Stress wird unter anderem Nrf2 aktiviert und in der Folge eine Gegenregulation tiber
die antioxidativen Nrf2-Zielgene vermittelt. Bei ausgeglichener Spurenelementhomdostase

wirken die Spurenelemente Gberwiegend als Bestandteil von antioxidativen Enzymen.

Fiir 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 fiihrte. Weiterhin wurde Nrf2
auch bei hepatischen KOs einzelner Selenoproteine wie TXNRD1 [386] oder GPX4 [387] aktiviert.
Die TXNRD1 wird zusétzlich als potentieller Nrf2-Regulator beschrieben (Uberblick in [167]). Eine
Defizienz von Kupfer, Zink und Eisen fihrte intrazellular zu oxidativem Stress [388-390], welcher
vornehmlich auf den Verlust der von ihnen abhangigen antioxidativen Enzyme zuriickzufiihren

ist [391-393].
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Hohe Konzentrationen an freiem Kupfer oder Eisen kdnnen lber die Fenton-/Haber-Weiss-
Reaktion zur Bildung von Hydroxylradikalen fiihren, die dann Zellschadigung auslésen kénnen
[207-209]. Weiterhin kdnnen hohe Selenitkonzentrationen zur Bildung von H,0; beitragen und
somit ebenfalls den Spiegel an oxidativem Stress erhohen [394, 395]. Auch hohe
Zinkkonzentrationen kdnnen prooxidativ wirken, sobald die Bindekapazitat beispielsweise durch

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

1.7 Interaktionen von Spurenelementen

Die Funktionen, der Metabolismus und die Homdostase der einzelnen Spurenelemente sind sehr
gut untersucht. Jedoch sind mogliche Interaktionen der Spurenelemente bisher zumeist nur
unzureichend betrachtet. Uberschneidungspunkte des Metabolismus von Selen, Kupfer, Zink
und Eisen treten bei der Absorption der vier Spurenelemente im Diinndarm und bei der
Regulation der zellularen Spurenelementhomdostase auf. Weiterhin sind alle vier Elemente an
der Regulation der Redoxhomoostase beteiligt. Fir einige Spurenelementkombinationen

wurden in diesen Bereichen bereits Interaktionen beschrieben.

Hohe Konzentrationen an freien Kupfer- und Eisenionen kdnnen die Bildung von
Hydroxylradikalen tber die Fenton-/Haber-Weiss-Reaktion induzieren und missen deswegen
beide sehr streng homoostatisch kontrolliert werden [207]. Grundsatzlich scheinen die Kupfer-
und Eisenhomdostase negativ miteinander zu korrelieren. Bei Nagern konnte gezeigt werden,
dass hohe Eisenkonzentrationen die Kupferspiegel vermindern [396-398] und eine
Eisendepletion zu einer gesteigerten intrazelluldaren Kupferkonzentration fiihrte [399, 400].
Vermutet wird, dass Kupfer bei einer Eisendefizienz vermehrt (iber DMT1, dessen Expression
wahrend einer Eisendefizienz steigt, aufgenommen wird [222]. Weiterhin wurde beschrieben,
dass DMT1 Kupfer als einwertiges lon aufnehmen kann [221]. Zweiwertiges Kupfer muss dafir
zunachst durch DCYTB, welches ebenfalls bei einer Eisendefizienz hochreguliert wurde, reduziert
werden [401]. Umgekehrt verminderten hohe intrazelluldare Kupferkonzentrationen in vitro die
zelluldren Eisenspiegel [402, 403]. Eine gesteigerte hepatische Eisenakkumulation aufgrund
einer verminderten Kupferzufuhr [404-406] wurde auf die verminderte Expression des Kupfer-
abhangigen Proteins CP zurlickgefiihrt [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 schiitzt vor einer Reabsorption von Kupfer [411]. Diese Wirkung
von Zink beruhte vermutlich auf der Induktion von MTs (iber den Transkriptionsfaktor MTF-1
[412, 413]. MTs weisen eine hohere Affinitat zu Kupfer im Vergleich zu Zink auf und kénnen
gebundenes Zink durch Kupfer ersetzen [414, 415]. Nach Abschilferung der mit Kupfer-MT
beladenen Enterozyten werden diese Uber die Fazes ausgeschieden [212] und folglich die
Kupferaufnahme reduziert. Im Gegensatz dazu wurde beschrieben, dass auch bei MT-Null-
Mausen der Kupfergehalt durch hohe Zinkzufuhr vermindert war und somit die Wirkung von

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

Wahrend der Nutzen einer Zinksupplementation bei Morbus Wilson als belegt gilt, kann eine
langandauernde, hochkonzentrierte Zinksupplementation (ohne Morbus Wilson) eine schwere
Kupferdefizienz mit Wachstumsstorungen, Reduktion der SOD-Aktivitat, des CPs und des
Hamoglobinlevels hervorrufen [417-419]. In einer Studie konnte jedoch gezeigt werden, dass bei
gleichbleibendem Verhéltnis zwischen Zink- und Kupferzufuhr keine Veranderung der
gegenseitigen Spurenelementhomdostase auftraten, unabhdngig davon, ob Ratten mit
defizienten, addquaten oder supplementierten Kupfer- und Zinkgehalten gefiittert 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 fiihren bei einer Defizienz zu schweren Mangelsymptomen, die sich unter
anderem von fehlenden enzymatischen Funktionen ableiten Ilassen. Haufig treten
Veranderungen der Spurenelementhomoéostase nicht isoliert, sondern in Kombinationen auf.
Generell Gberschneidet sich der Metabolismus der vier Spurenelemente an verschiedenen
Punkten. Sie werden alle im Dinndarm absorbiert und teilen partiell gemeinsame
Transportmechanismen. Weiterhin sind alle vier Spurenelemente an der Regulation der
Redoxhomoostase des Organismus beteiligt. Dies geschieht zum einen, da sie Bestandteil von
antioxidativen Enzymsystemen sind und zum anderen, da sie bei sehr hohen intrazelluldren
Konzentrationen selbst zur Induktion von oxidativem Stress und folglich zur Zellschadigung
beitragen konnen. Als Antwort auf erhdohten oxidativen Stress wird u. a. der redox-sensitive
Transkriptionsfaktor Nrf2 aktiviert. Folglich wird die Expression von Zielgenen, zu denen viele
antioxidativ wirksame Enzyme gehdoren, 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.

Zunachst sollte der Einfluss von Nrf2 auf die Homoostase von Selen, Kupfer, Zink und Eisen an
Madusen 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 kénnen auch die
vier Spurenelemente die Aktivitdit von Nrf2 {iber die Regulation der Redoxhomoostase
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 Mause als
Modellorganismus verwendet werden. Dazu sollten die Konzentrationen der Spurenelemente
zwischen defizient und leicht supplementiert moduliert werden, um moglichst flr 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 Veranderungen 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
Homoostase des Kupfer-, Zink- und Eisenhaushaltes zu untersuchen und mogliche Interaktionen
zu charakterisieren, sollte der Selenstatus bei Mdusen moduliert werden (Kapitel 4.1). Hierftr
wurden Mause defizient (0,03 ppm), addquat (0,15 ppm) oder supplementiert (0,6 ppm) mit

Selen gefiittert.

Da Selen und Kupfer in verschiedenen Lebensphasen oder bei Erkrankungen gegenlaufig
reguliert sind, sollte in einer weiteren Fltterungsstudie nicht nur die Selen-, sondern auch die
Kupferzufuhr moduliert werden. Zur genaueren Untersuchung moglicher Interaktionen sollten

zudem in vitro-Versuche in der Zellkultur durchgefiihrt werden.
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3 Ubersicht zu den Manuskripten
3.1 Manuskript 1 (veroffentlicht)

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 Homoostase der essentiellen
Spurenelemente Selen, Kupfer, Zink und Eisen und konnte zeigen, dass die Homoostase von
Selen, Kupfer und Zink nur geringfligig durch Nrf2 moduliert wurde, wdhrend die
Eisenhomoostase am starksten reguliert war. Da eine marginale Selendefizienz in Deutschland
von Relevanz ist und unter diesen Bedingungen eine Nrf2-Aktivierung auftreten kann, sollte
aullerdem die Auswirkung eines verdnderten Selenstatus auf die Homdostase von Kupfer, Zink
und Eisen untersucht werden. Sowohl Nrf2 als auch eine Selendefizienz konnte die Homodostase

von Kupfer, Zink und Eisen nur wenig beeinflussen.



Ubersicht zu den Manuskripten 33
3.2 Manuskript 2 (veroffentlicht)

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
Mausfitterungsstudie und von in vitro-Versuchen untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass
Kupfer die Selenhomoostase insbesondere auf Ebene der Enzymaktivitdt von Selenoproteinen
hauptsachlich in vitro unter leicht supplementierten Bedingungen beeintrachtigt, wahrend der
Einfluss in vivo aufgrund von nur marginalen Veranderungen im Kupfergehalt von Leber und
Darm geringer ausfiel. Diese Ergebnisse werden vor dem Hintergrund wichtig, dass
beispielsweise wdhrend des Alterns oder bei verschiedenen Erkrankungen die
Selenkonzentration vermindert und die Kupferkonzentration gesteigert ist, und somit eine

weitere Einschrdankung der Selenhomdostase weitreichende Folgen haben kann.
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3.3 Manuskript 3 (veroffentlicht)
N-Acetylcysteine as Modulator of the Essential Trace Elements
Copper and Zinc
Wolfram T*, Schwarz M*, ReuB 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 Spurenelementhomdostase und den Redoxstatus in vitro und in vivo
betrachtet. Wahrend die gegenseitige Beeinflussung der intrazellularen 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
intrazelluldren Konzentration verringern und die Zink-induzierten Effekte auf Nrf2 und MTF1
rickgangig machen. Fir Kupfer und Zink sind diese Interaktionen vor allem vor dem Hintergrund
der Therapie eines Morbus Wilson untersucht, wahrend die Interaktionen in Bezug auf die

Redoxhomoostase weitgehend unklar sind.
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Abstract: Trace elements, like Cu, Zn, Fe, or Se, are important for the proper functioning of antioxidant
enzymes. However, in excessive amounts, they can also act as pro-oxidants. Accordingly, trace elements
influence redox-modulated signaling pathways, such as the Nrf2 pathway. Vice versa, Nrf2 target
genes belong to the group of transport and metal binding proteins. In order to investigate whether Nrf2
directly regulates the systemic trace element status, we used mice to study the effect of a constitutive,
whole-body Nrf2 knockout on the systemic status of Cu, Zn, Fe, and Se. As the loss of selenoproteins
under Se-deprived conditions has been described to further enhance Nrf2 activity, we additionally
analyzed the combination of Nrf2 knockout with feeding diets that provide either suboptimal, adequate,
or supplemented amounts of Se. Experiments revealed that the Nrf2 knockout partially affected
the trace element concentrations of Cu, Zn, Fe, or Se in the intestine, liver, and/or plasma. However, aside
from Fe, the other three trace elements were only marginally modulated in an Nrf2-dependent manner.
Selenium deficiency mainly resulted in increased plasma Zn levels. One putative mediator could
be the metal regulatory transcription factor 1, which was up-regulated with an increasing Se supply
and downregulated in Se-supplemented Nrf2 knockout mice.

Keywords: Nrf2; selenium; iron; copper; zinc; homeostasis

1. Introduction

Essential trace elements (TEs) are micronutrients with indispensable roles in enzymatic reactions,
which consequently modify signaling pathways. The effects of TEs are mostly attributed to their
redox-modulatory properties. TEs, such as Cu, Zn, and Fe but also Se, can act as pro-oxidants if present
in excess or if available as free unbound ions. Otherwise, antioxidant and protective enzymes, such as
the selenoproteins, glutathione peroxidases (GPX) and thioredoxin reductases (TXNRD) and also
Cu/Zn superoxide dismutase (SOD1), catalase, and metallothioneins (MT), depend on the supply with
specific TEs. Via both ways, TEs have the potential to influence redox-modulated signaling pathways.
Until now, many transcription factors have been shown to be sensitive towards the cellular redox status.
Among them, nuclear factor erythroid 2 p45-related factor 2 (Nrf2) is a better characterized one [1].

Under basal conditions the transcription factor Nrf2 is kept in the cytosol by its binding partner,
Kelch-like ECH-associated protein 1 (Keap1), which is anchored to the actin cytoskeleton and acts
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as a scaffold for the cullin3-dependent E3 ubiquitin ligase complex. After poly-ubiquitination,
Nrf2 is degraded via the proteasome. There are several ways to induce the nuclear translocation
and DNA binding of Nrf2. Of those, the best understood mechanism is the redox-dependent
modification of thiol groups in the Keapl protein, which results in a conformational change
locking Nrf2 at Keapl. Newly synthesized Nrf2 can no longer be degraded and translocates to
the nucleus. Besides Keapl, caveolin 1, the ubiquitin ligase Skp, cullin, F-box containing complex (SCF),
and the retinoid X receptor o (RXRa) also interact with and repress Nrf2. Nrf2 target genes contain
so-called antioxidant-responsive elements (ARE) within their promoter regions (reviewed in [2]).
The list of Nrf2-regulated genes is further increasing continuously and comprises genes involved in
antioxidant defense, NADPH regeneration, glutathione synthesis, and drug detoxification, as well
as in metabolic control, including carbohydrate and lipid metabolism [3]. Nrf2 has previously been
shown to be modulated by changes in the cellular status of single TEs, e.g., Zn. Zn binding triggers
a conformational switch in the cullin3 substrate adaptor function of Keap1, thus Nrf2 becomes stabilized
and can activate the transcription of target genes [4]. Furthermore, Zn modulates the activity of several
kinases and phosphatases, which accordingly enhances Nrf2 activity (Table 1).

Vice versa, Nrf2 target genes belong to the group of selenoproteins or are involved in regulating
the systemic TE status (Table 1). This has already been studied for Fe [3]. In mice, N1f2 is activated
in response to increased hepatic Fe levels [5]. Accordingly, Nrf2 protects the murine liver against
the toxicity of dietary Fe overload by preventing cell death of hepatocytes and enhancing Fe release [6].
During inflammation, Nrf2 induces ferroportin (Fpn1), the sole Fe exporter, to enhance Fe efflux from
macrophages or enterocytes [7]. Several Fe transport and binding proteins, like Fpnl1, hepcidin (Hamp),
and ferritin, are Nrf2 target genes [8]. In addition, key enzymes of heme biosynthesis are induced
via Nrf2 (Table 1). Altogether, this battery of proteins reduces the pool of free intracellular Fe.
A comparable approach is the upregulation of MTs, a family of cysteine-rich proteins that bind Zn
and Cu via their thiol groups [9]. Another important mediator of Cu homeostasis is the Cu-transporting
ATPase 2 (Atp7b), the Wilson’s ATPase. Being primarily expressed in hepatocytes, Atp7b supports
the incorporation of Cu into ceruloplasmin (Cp) and enhances the excretion of Cu from the liver into
the bile [10,11].

Table 1. Effects of single trace elements on Nrf2 signaling (overview in [12]).

TE Nrf2 Pathway Activity TE-Related Nrf2 Target Genes
CuCl, activates Nrf2;
Cu Nrf2 is crucial for MRE/ARE-mediated transcription MT1/2, SOD1

in response to Cu [13]

Fpn1, heme oxygenase (Hmox1) [15],
Hamp, ferritin (FTH-1, FTL) [16],
heme transporter (Slc48al/HRG1),
ferrochelatase (Fech), biliverdin
reductases (BlvrA/B)

cytotoxic concentrations of Fe activate Nrf2 in

Fe murine primary astrocytes [14] and hepatocytes [6]

a suboptimal Se status activates Nrf2 in mice [17];
Se high selenite concentrations enhance Nrf2 target GPX2 [19], TXNRD1 [20]
gene expression [18]

Zn upregulates Nrf2 function, e.g.,

Zn via phosphorylation signals [21]

MT1/2,50D1

There is substantial cross-talk between Nrf2 and other transcription factors, including the aryl
hydrocarbon receptor (AhR), nuclear factor k-light-chain-enhancer of activated B cells (NF-«B),
tumor suppressor protein p53, and Notch making Nrf2, an important factor in regulating immune
defense, differentiation, and tissue regeneration, as well as cell death [22]. Another interesting
interaction could take place with the metal regulatory transcription factor 1 (MTF1), which senses Cu
and Zn and binds to metal-responsive elements (MREs) in the promoter of target genes. These include
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the zinc transporter solute carrier family 30 member 1 Slc30A1, encoding for ZnT1, as well as MT1
and 2, but also selenoproteins, like Selenoh, Selenow, and TXNRD2, modulators of the Fe status, like
Fpnl and Hamp [23], and Atp7b [24]. In particular, MT genes often contain AREs next to MREs and are
activated via Nrf family members. For MT1, this activation has been shown by Nrfl as well as by Nrf2,
especially in response to the cellular Zn status, albeit to a smaller extent [25]. Thus, MTF1 could be
a potential link between Nrf2 signaling and regulation of TE homeostasis.

In most previous studies, the authors focused on high concentrations and pro-oxidant effects of
overloading single TEs, e.g., Se. However, we have previously shown that Nrf2 becomes activated
under conditions of a suboptimal Se status in the duodenum [17] and liver [26] of mice. NAD(P)H
quinone dehydrogenase 1 (NQO1) activity was analyzed as one of the most strongly regulated target
genes of Nrf2. Most probably, the Nrf2 activation is an attempt to compensate for the reduced
expression of antioxidant selenoproteins. This condition has a much higher physiological relevance
than Se supplementation because of the suboptimal nutritional Se supply prevailing in Europe [27].
The U-shaped effect on Nrf2 activity observed for Se could also be true for other TEs; however, this has
not been studied systematically so far.

Based on the results obtained for single TEs, we aimed to study the effect of a whole-body Nrf2
knockout (KO) in mice on the systemic TE status of Fe, Se, Cu, and Zn. A suboptimal Se status
results in limited expression of Se-sensitive selenoproteins. As reduced expression of selenoproteins,
such as TXNRD1, under Se-deprived conditions further enhances Nrf2 activity [28], we also studied
the combination of Nrf2 KO mice with feeding diets that provide either a suboptimal, adequate,
or supplemented amount of Se. Focusing only on wild type (WT) mice with different Se statuses
allowed the question of whether changes in a single TE (in this case Se) affect the homeostasis of three
other TEs to be addressed. In addition to markers for the TE status, TE-related Nrf2 target genes were
analyzed in the liver of those mice.

2. Materials and Methods

2.1. Animal Experiment

Animal experiments were approved by the ethics committee of the Ministry of Agriculture
and Environment (State Brandenburg, Germany) and all methods were carried out in accordance
to permission number V3-2437-29-2012. Nrf2 KO mice on a C57BL/6] background were kindly
provided by Masayuki Yamamoto (Tohoku University Graduate School of Medicine) and genotyped
as previously described [29]. Adult male and female mice were used for the animal experiments that
were group-housed and random-caged with ad libitum access to a standard chow diet (Ssniff, Soest,
Germany, Table 2), with an Se content of 0.3 mg/kg diet, deionized water, 23 °C, and a 12:12 h dark:light
cycle. Those mice were sacrificed at an age of 6 months.

Table 2. Estimated trace element requirements of mice [30] and trace elements in the diets used.

Chow (Ssniff)

TE Requirement (mg/kg) Altromin C1045 (mg/kg)

(mg/kg)
Cu 6 8.8 2.7
Fe 35 215 151
Se 0.15 0.3 0.03
Zn 10 97 57

In the second experiment, male WT and Nrf2 KO mice were weaned onto a diet based on torula

yeast (Altromin C1045; Lage, Germany, Table 2) with a low basal selenium content of 0.03 mg/kg.

For the selenium adequate (+Se) and the supplemented (++5e) diets, the basal chow was enriched
with L (+)-selenomethionine (Fisher Scientific, Schwerte, Germany) to a final selenium content of
0.15 or 0.6 mg/kg, respectively. The Se, Fe, Cu, and Zn concentration of the diets was measured by
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ICP-MS/MS. Diets were fed for 6 weeks until an age of 10 weeks before mice were anesthetized by
isoflurane (Abbot, Wiesbaden, Germany), and blood was withdrawn by heart puncture. Plasma was
obtained after centrifugation of the blood for 15 min (1200x ¢ and 4 °C).

2.2, ICP-MS/MS Analysis of TE

Frozen tissue (liver or duodenum) was pulverized using a TissueLyser (Qiagen, Hilden, Germany)
for 2 x 30 s at maximum speed. Feed samples were pulverized by mortar and pestle. About
50 mg of each sample were weighed precisely into polytetrafluoroethylene (PTFE) microwave vessels.
For mouse tissue, the variance was found to be far below 5% between replicates of the same mouse
(data not shown); therefore, only one replicate was analyzed to preserve tissue for other experiments.
However, in the case of obvious outliers, the sample was digested and analyzed again. Due to high
in-batch variance in the chow diets from some manufacturers, at least three independent replicates
were prepared in the case of feed samples. For tissue samples, 1000 uL of concentrated HNO; (65%,
suprapure, Merck, Darmstadt, Germany), 50 pL of a solution containing 100 nug Rh/L (made from
10 mg/L single-element stock solution, Carl Roth, Karlsruhe, Germany) as the internal standard,
and 950 pL ultrapure water were added. For feed samples, 900 uL of concentrated HNO;, 250 pL of
H>05 (30%, Merck/Sigma-Aldrich, Darmstadt, Germany), and 810 pL of ultrapure water were added.
In addition, 20 uL of a solution containing 1000 ug Rh/L and 20 uL of 10,000 pg 77Se/L (made from
a 10,000 mg/L stock solution, prepared from isotopically enriched 7/Se (97.20 + 0.20% “Se; 0.10% “*Se;
0.40 + 0.10% 7%Se; 2.40 = 0.10% 7Se; 0.10% %°Se; 0.10% 52Se as certified by Trace Sciences International,
ON, Canada), purchased from Eurisotop SAS (Saarbriicken, Germany), were added as internal standard
or isotope dilution standard, respectively. The samples were then digested in a Mars 6 microwave
digestion system (CEM, Kamp-Lintfort, Germany) by heating to 200 °C over a period of 10 min
and holding this temperature for 20 min. In each digestion, two blank samples and 50 mg of certified
reference material ERM-BB 422 (fish muscle) or ERM BB 186 (pig kidney, Merck/Sigma-Aldrich) were
carried along to ensure accuracy of results. Samples were repeated if the recovery for any analyzed
element deviated by more than 10% from the reference value and/or was outside the error range
of the material. After digestion, samples were quantitatively transferred to 15-mL polypropylene
tubes combined with two times 475 pL (tissue) or 1 mL (feed) of ultrapure water from vessel rinsing.
The samples were kept at 4 °C until one day prior to measurement, when they were further diluted 1 + 4
in 15-mL polypropylene tubes to give a final concentration of 2.93% HNOQOj, as well as either 2.5 ug
RI/L (tissue) or 1 pg Rh/L and 10 pg 77Se/L (feed). Mixed-element calibration standards were made to
match the concentration of HNOj; and the internal standard in the diluted digests from 1000 mg/L
single-element stock solutions (Carl Roth). Calibration ranges were Fe: 5-1000 ug/L, Cu: 0.5-100 ug/L,
Zn: 2.5-500 pg/L, Se: 0.05-10 pg/L. For Se isotope dilution analysis (IDA), a solution containing 10 ug
77Sef1,, as well as a 1 + 1 mixture of 10 ug 77Se/T, and 10 ng naturally distributed Se/L. was prepared.
Solutions were then analyzed via ICP-MS/MS (8800 ICP-QQQ-MS, Agilent Technologies, Waldbronn,
Germany at 1550 W plasma Rf power, equipped with Ni-cones, MicroMist nebulizer at 1.2 L Ar/min
and Scott-type spraychamber) monitoring the following mass to charge ratios (Q1—Q2): He-mode: Fe
(56—56), Cu (63—63), Zn (66—66), Rh (103—103); O2-mode: Se (77—93), Se (80—96), Rh (103—103).
Elements in He-mode were determined via external calibration after internal standard correction using
Rh and Se was also determined either via external calibration (tissue) or via isotope dilution analysis
(IDA) (feed) as described previously [31]. The instrument was optimized on a daily basis for maximum
sensitivity across the relevant mass range (He: Co (59—59), Y (89—89), Tl (205—205); O2: Co (59—59),
Y (89—95), Tl (205—205)), an oxide ratio of <1.5% (17*(CeQ)*/'*Ce*), and a doubly charged ratio of
<2% (M0Ce?*/M0Ce™"), as well as a background of <0.1 CPS prior to measurement.

The applied method for the analysis of TEs in murine plasma has been described previously [32].
In brief, 50 puL. of murine plasma were diluted 1 + 9 with a dilution mix (5 vol.-% butanol (99%,
Alfa Aesar, Karlsruhe, Germany), 0.05 m.-% Na-EDTA (Titriplex® III, pro analysis, Merck), 0.05 vol.-%
Triton™ X-100 (Merck Sigma-Aldrich), and 0.25 vol.-% ammonium hydroxide (puriss. p.a. plus, 25% in
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water, Fluka, Buchs, Germany)), as well as internal standards (final concentrations: 1 pug Rh/L and 30 pg
77Se/L). The diluted sample was then subjected to analysis for Fe, Cu, Zn, and Se (IDA) via ICP MS/MS.

2.3. RNA Isolation, Reverse Transcription, and Quantitative Real-Time PCR

The mRNA was isolated from frozen and pulverized (TissueLyser; Qiagen) tissues with
the Dynabeads mRNA DIRECT Kit (Life Technologies, Fisher Scientific) according to the manufacturer’s
protocol. Reverse transcription (RT) was performed with 150 ng mRNA, 0.15 pmol oligo(dT)15 primers,
1x RT buffer, 700 uM dNTPs, 0.1 mg/mL BSA, 30 U RNasin® (Promega, Mannheim, Germany),
and 180 U Moloney murine leukemia virus reverse transcriptase (M-MLV RT, Promega) in a total
volume of 45 uL. Real-time PCR was performed in a total volume of 25 pL. with 1 uL of 1 + 9 diluted
¢DNA measured in triplicates using a Mx3005P QPCR System (Agilent). SYBR Green I (Molecular
Probes, Eugene, OR, USA) served as the fluorescent reporter. The annealing temperature was 60 °C
for all PCR reactions and specificity was confirmed by a melting curve analysis. All PCR products
were quantified with a standard curve to correct for differences in PCR efficiencies. Primer sequences
(Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany) are listed in Table 3. A normalization factor was calculated from
the two reference genes, Epcam and Rpl13a, and used for normalization.

Table 3. Primer sequences (5'—3').

Gene RefSeq-ID Sequence

CAGATGTCAAAGGCTCCCATTCAG
CCAATGACGATCCACACCACC

GTACTACTCTGGCGTTGACCC

Atp7b, ATPase copper transporting beta NM_007511.2

Cp; ceruloplasmin NM_0012762481 11 TCTACATCTTTCTGTCTCCCA
DMTT1, divalent metal transporter 1 NM_001146161.1 g;ggé?::g%gigﬁgﬁgggg
Epcam, epithelial cell adhesion molecule NM_008532.2 ?éﬁg%%;ﬁ%¥éég¥g;gféﬁgcc
Fth1, ferritin heavy polypeptide 1 NM_010239.2 %;é’l%%iiit%t%Cﬁ%%ﬁfé’?tG G
MT2, metallothionein 2 NM_008630.2 CIGTGCCTCCGATGGATCCT

CTTGTCGGAAGCCTCTTTGCAG

ATGTACGACAACGGTCCTITICCAG
GATGCCACTCTGAATCGGCCA

GTTCGGCTGAAGCCTACCAG

NQO1, NAD(P)H quinone dehydrogenase 1 NM_008706.4

Rpl13a, ribosomal protein L13a NM_009438.5 TTCCGTAACCTCAAGATCTGCT

Selenow, selenoprotein W NM_009156.2 égitfé}f?gi;ggg&{;%%&A

Tfre, transferrin receptor NM_011638.4 E?g ;ES?;‘ &ggﬁiﬁgégﬁiﬁ;—A

Zip14, solute carrier family 39 member 14 NM_001135151.1 (A‘EE;F\%},\C(EX?(C} (Ti%:(TiE,CT((:_%:E, G
2.4. ELISA

Ferritin and transferrin were measured in plasma samples using Mouse Ferritin and Transferrin
ELISA (ALPCO, Salem, MA, USA) following the manufacturer’s instruction. Therefore, plasma
samples were either diluted 1:20 or 1:200,000, respectively.
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2.5. Western Blot

To obtain protein lysates, frozen liver samples were homogenized in Tris buffer (100 mM Tris,
300 mM KCI, pH 7.6 with 0.1% Triton X-100 (Serva, Heidelberg, Germany)) using a TissueLyser (Qiagen)
for 2 x 30 s at maximum speed. Cellular debris was removed by centrifugation (14,000 g, 15 min,
4 °C) and protein concentrations were determined by Bradford analysis (Biorad, Miinchen, Germany).
After SDS polyacrylamide gel electrophoresis, gels were immunoblotted to nitrocellulose and blots were
blocked in 5% non-fat dry milk in Tris-buffered saline containing 0.1% Tween 20 at room temperature
for 1 h. The following antibodies were used: Rabbit anti-Ferritin-H (151023, Abcam, Cambridge,
UK; 1:500), rabbit anti-MT (192385, Abcam; 1:1000), rabbit anti-Ctr1 (129067, Abcam; 1:2000), rabbit
anti-MTF-1 antibody (86380, Novus Biologicals, Centennials, US; 1:250), and rabbit anti-B-Actin
(8227, Abcam; 1:10,000). Horseradish peroxidase-conjugated goat anti-rabbit IgG (Chemicon, Hofheim,
Germany; 1:50,000) served as secondary antibody. Intensities of identified bands were quantified
densitometrically with the Luminescent Image Analyzer LAS-3000 system (Fujifilm, Tokyo, Japan).
Protein expression was normalized to (3-actin expression or Ponceau staining.

2.6. Enzyme Activities

Protein lysates were prepared as described in the section ‘Western Blot. Measurements of
NQOT1 [17], TXNRD [33], GPX [34], and glutathione S transferase (GST) [35] activities have been
described previously. Briefly, NQOI activity was examined by a menadione-mediated reduction of
3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT). TXNRD activity was measured
by the NADPH-dependent reduction of 5,5'-dithiobis (2-nitrobenzoic acid) (DTNB). GPX activity
was determined in an NADPH-consuming glutathione reductase coupled assay. GST activity was
conducted using 1-chloro-2,4-dinitrobenzene (CDNB) as substrate in the presence of reduced glutathione.
All measurements were performed in triplicates using 96-well plates and a microplate reader (Synergy2,
BioTek, Bad Friedrichshall, Germany).

2.7. Statistics

Data are shown as mean + SD. Statistical significance was calculated by GraphPad Prism version
5 (San Diego, CA, USA) using two-way analysis of variance (ANOVA) with Bonferroni’s post-test
as indicated in the figure legends. A p-value below 0.05 was considered statistically significant.

3. Results

To address the question of whether Nrf2 not only modulates the status of single TEs, such as Fe,
but also of several TEs in parallel, we analyzed Se, Fe, Cu, and Zn in male and female Nrf2 KO mice
fed a standard chow diet. TE concentrations were assessed in the intestine, liver, and plasma. Fe was
retained more in the liver and small intestine of Nrf2 KO than in WT mice (Figure 1A,B). Consequently,
plasma Fe levels were reduced but only in female mice (Figure 1C).

No changes were observed concerning the Fe markers, ferritin and transferrin (Figure S1A,B).
In parallel, intestinal Se (Figure 1D) and Zn (Figure 1G) concentrations were reduced in Nrf2 KO
compared to WT mice. This was also partially reflected in the Se and Zn plasma and liver values
but less consistently. Nrf2-mediated changes of the Cu status appear to be sex specific as only female
mice showed lower plasma Cu levels upon loss of Nrf2 (Figure 1L). Overall, Nrf2 reduced the systemic
Fe status but increased Se and Zn. Female WT mice had higher plasma levels of Fe, Zn, and Cu.
In the liver, amounts of Fe and Se were increased in female mice. In general, chow diets contain high
amounts of all TEs, usually at least twice the recommended amounts. Thus, Nrf2-modulated effects
might be more pronounced under conditions of limited TE access.

To analyze the role of the Se status on other TEs in combination with loss of Nrf2, both WT and Nrf2
KO mice were weaned onto one of three diets containing suboptimal (0.03 ppm), adequate (0.15 ppm),
or supplemented (0.6 ppm) amounts of Se. The experimental set-up was chosen according to previous
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feeding experiments to efficiently reduce the Se status in the -Se group. For better comparability with
previous experiments, only male mice were studied [17]. In addition, the remaining three TEs were
reduced in the torula yeast-based diet as compared to the chow diet (Table 2).
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Figure 1. Fe (A—C), Se (D-F), Zn (G-I), and Cu (J-L) concentrations in the jejunum (A,D,G,]),
liver (B,E,H, K), and plasma (C,F,LL) of six-month-old male and female Nrf2 KO and WT mice fed
a standard chow diet with 0.3 ppm Se. The TE profile was analyzed using ICP-MS/MS. Scatter dot plots
with mean (1 = 6-7). * p < 0.05; * p < 0.01; ** p < 0.001 vs. WT and * p < 0.05; * p < 0.01; ** p < 0.001
vs. male (two-way ANOVA with Bonferroni’s post-test).

As expected, the dietary approach successfully modulated the Se status of the different feeding
groups (Figure 2A,B). The Se content of the chow diet fed in experiment one was 0.3 ppm and thus
between the amount of the +Se (0.15 ppm) and the ++Se (0.6 ppm) diets. Comparing the plasma
Se content in both experiments (Figures 1F and 2A) revealed that the +Se diet with 0.15 ppm was
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already able to set the plasma Se concentration to almost 300 pg/L, which was nearly the same amount
as measured in the 0.3 (Figure 1F) or 0.6 ppm Se groups (++5Se, Figure 2A).
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Figure 2. Biomarkers of the Se status. Se concentrations in the plasma (A) and liver (B) of Nrf2 KO
and WT male mice fed diets with defined Se contents (-Se: 0.03 ppm; +Se: 0.15 ppm; ++Se: 0.6 ppm).
The TE profile was analyzed using ICP-MS5/MS. Enzyme activity of TXNRD (C) and GPX (D) was
analyzed together with mRNA expression of Selenow (E) from liver samples of male Nrf2 KO and WT
mice. Bars represent means + SD (1 = 4-5). * p < 0.05; *** p < 0.001 vs. WT and " p < 0.01; " p < 0.001
vs. -Se (two-way ANOVA with Bonferroni’s post-test).

In order to confirm that loss of Nrf2 resulted in diminished expression of classical Nrf2 target
genes, NQOL activity (Figure 3A) was analyzed. Enzyme activity was substantially decreased in Nrf2
KO mice. Basal NQO1 mRNA levels were much higher in female than in male mice (Figure S1C).
To our surprise, NQO1 activity was not increased under —Se conditions but was significantly decreased
in comparison to the +Se or ++5e groups. In Nrf2 KO mice, no Se-dependent effect was detectable.
Comparable results were obtained for total GST activity (Figure 3B).
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Figure 3. Hepatic enzyme activities as markers for Nrf2 activity. The Nrf2 target gene NQOT was
measured by an activity assay (A). Total enzyme activity of all GST isoforms was measured by an activity
assay (B). Samples were the liver of Nrf2 KO and WT male mice fed diets with defined Se contents (-Se:
0.03 ppm; +5e: 0.15 ppmy; ++5e: 0.6 ppm). Bars represent means + SD (n = 4-5). **p < 0.001 vs. WT
and ¥ p < 0.05; " p < 0.001 vs. —Se (two-way ANOVA with Bonferroni’s post-test).

Besides Nrf2 target genes, selenoprotein expression was also studied. Classical biomarkers of
the murine Se status, such as TXNRD and GPX activity, already reached a plateau in the +Se groups
and could not be further increased by the ++5e supply (Figure 2C,D). Total TXNRD activity was reduced
in Nrf2 KO mice, because TXNRD1 expression is regulated via Nrf2 (Figure 2C). Total hepatic GPX
activity, mainly reflecting GPX1 activity, was not affected by the loss of Nrf2 (Figure 2D). Under certain
conditions, selenoprotein mRNAs could also serve as biomarkers of the Se status, which is the case
for Selenow, showing a four-fold increase in the Se-treated groups in comparison to the —Se group
(Figure 2E). Under +Se conditions, Selenow expression was significantly lower in Nrf2 KO than in WT
mice and in the ++5e groups there was a trend (p < 0.09; Figure 2E). Together with a small reduction of
the hepatic Se content, this might indicate that the Se status is lower in Nrf2 KO than in WT mice.

As shown before (Figure 1C and Figure S1A,B), Fe, ferritin, and transferrin plasma levels were
unaffected by Nrf2 in male mice (Figure 4A-C). In addition, all three parameters were independent of
the Se status. The increased Fe tissue retention described under chow diet conditions (Figure 1) was
only significant under -Se conditions in the liver in this case (Figure 4D). To study putative mechanisms
for the observed Fe accumulation in the liver, the expression of different Fe-related genes/proteins
were tested.

First, we tested Hamp expression in the liver, because Hamp is the major regulator of Fe
homeostasis, which is upregulated in response to an increase in Fe levels. Recently, it has been shown
that this upregulation is partially impaired in Nrf2 KO livers [36]. Herein, we could not observe
an upregulation in —Se Nrf2 KO livers (Figure 4E). Hamp is known to limit the expression of the Fe
exporter Fpnl in the intestine to reduce systemic Fe levels. Indeed, Fpnl expression was reduced in
the duodenum of both —Se and ++Se Nrf2 KO mice (Figure 4F). Under physiological conditions, Fe is
transported in the plasma bound to transferrin, which is taken up by the hepatocytes by binding to
the transferrin receptor (TfR). The mRNA expression of TfR was only upregulated in the —-Se Nrf2 KO
mice (Figure 4G) together with expression levels of the Fe transporter DMT1 (Figure 4H), which is
consistent with higher Fe levels in the liver. In the plasma, ferrous Fe is immediately oxidized to ferric
Fe by Cu-dependent Cp, and then bound to transferrin. Also, Cp was upregulated in the -Se Nrf2 KO

group (Figure 4I). Cp is an acute phase protein, which is known to be sensitive towards inflammation.
However, no increase in hepatic inflammatory cells has been detected in Nrf2 KO mice previously [37].
Intracellularly, Fe is efficiently bound to ferritin. The subunit ferritin H (FTH) is regulated by Nrf2 [16].

Herein, mRNA of FTH was only reduced under +Se and ++Se conditions (Figure 4]). However, ferritin
H protein levels were almost undetectable also in —Se Nrf2 KO mice (Figure 4K,L). In addition, ferritin
H protein was upregulated under —Se conditions in WT mice in comparison to +Se WT mice.
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Figure 4. Biomarkers of the Fe status. Fe (A), ferritin (B), and transferrin (C) concentrations in the plasma
of male Nrf2 KO and WT mice fed diets with defined Se contents (-Se: 0.03 ppm; +Se: 0.15 ppm; ++Se:
0.6 ppm). Additionally, Fe concentration in the liver (D) as well as mRNA and protein expression of
Fe-related genes/proteins in the liver were determined by qPCR or western blot, respectively (E,G-L).
Ferroportin mRNA was measured in the duodenum (F). The TE profile was analyzed using ICP-MS/MS
(A, D). Further Fe plasma parameters were detected by ELISA (B,C). Bars represent means + SD (n = 4-5).
*p < 0.05; % p < 0.01; ** p < 0.001 vs. WT and * p < 0.05; % p < 0.01; ** p < 0.001 vs. Se (two-way
ANOVA with Bonferroni’s post-test).

As in the previous experiment (Figure 1), there was no effect of Nrf2 on hepatic or plasma Cu
levels under ++Se conditions, but under -Se and +5e conditions hepatic Cu levels were reduced
(Figure 5B) while plasma values were increased in the —Se Nrf2 KO group (Figure 5A). The latter
obviously resulted from lower Cu levels of -Se WT mice in comparison to +Se WT mice. Higher
expression levels of Atp7b (Figure 5G) might be the reason for lower Cu levels in —-Se Nrf2 KO mice,
while at the same time, higher Cu plasma levels could be explained by more efficient binding of Cu to
Cp (Figure 4I) being excreted from hepatocytes. The Cu transporter 1 (Ctr1) is important for Cu as well
as Zn absorption in the intestine; however, hepatocytes also express Ctrl in relevant amounts to take
up Cu from the circulation. Ctrl protein expression was completely unaffected by the Nrf2 genotype
or Se supply (Figure 5C).
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Figure 5. Biomarkers of the Cu and Zn status. Cu and Zn concentrations in the plasma (A,C) and liver
(B,D) of male Nrf2 KO and WT mice fed diets with defined Se contents (-Se: 0.03 ppm; +Se: 0.15 ppm;
++5e: 0.6 ppm), analyzed by ICP-MS/MS. Additionally, mRNA (F-H) and protein expression (C, I-])
of Cu- and Zn-related genes/proteins in the liver of these animals were determined. Western blots were
normalized to the Ponceau staining (P). Bars represent means + SD (n = 4-5). * p < 0.05; ** p < 0.01;
#4 < 0.001 vs. WT and ¥ p < 0.05; ¥ p < 0.01; #* p < 0.001 vs. -Se (two-way ANOVA with Bonferroni’s
post-test). C = Ctrl.

As seen before, hepatic Zn levels were neither affected by Nrf2 nor by Se status (Figure 5E).
However, plasma concentrations were substantially reduced in Nrf2 KO mice under -Se conditions
(Figure 5D). There was a concentration-dependent decrease of plasma Zn values with an increasing
Se supply. In contrast to other members of the Zip family, Zip14 transports not only Zn but also Fe.
Herein, intracellular Fe concentrations were increased in —Se Nrf2 KO mice, and at the same time,
Zip14 mRNA levels were upregulated under these conditions (Figure 5F). Also, MT2 shows a very
similar mRNA expression pattern (Figure 5H) to Zip14. It was highly upregulated in —Se Nrf2 KO
livers. However, western blots with an antibody against all MT isoforms could not confirm the effect
observed for MT2 mRNA expression (Figure 5I). As a potential mechanistic link between regulated
genes and the Nrf2 and Se status, MTF1 expression was analyzed in the liver. MTF1 was significantly
downregulated in ++Se Nrf2 KO mice (Figure 5]), but MTF1 levels declined with reduction of the Se
status and thus the Nrf2 KO effect was lost under +Se and —Se conditions.
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4. Discussion

Itis well established that the transcription factor Nrf2 is an important mediator of Fe homeostasis [8].

In this study, we addressed the question of whether other trace elements, such as Se, Zn, and Cu, are
modulated by Nrf2 as well. A reduction of Nrf2 levels and responsiveness is a relevant health condition
that physiologically takes place during aging [38]. Thus, the question arises whether age-specific
changes in TE profiles [39] might be related to Nrf2. Recently, it has been examined that Nrf2 activity
levels strongly differ in the liver of male and female mice [40]. Also, herein, we were able to show that
basal NQO1 mRNA expression in WT livers is much higher in female than in male mice (Figure S1C).
Thus, sex differences of TEs could be attributed to higher Nrf2 activity as well. All three TEs, Fe, Cu,
and Zn, were indeed higher in the plasma of female than in male mice (Table 4), but the underlying
mechanisms are unclear so far. Also, MT2 mRNA levels were substantially higher in female livers
but at the same time independent of the Nrf2 status (Figure S1E).

Table 4. Effects of Nrf2 genotype, sex, and a suboptimal Se status on homeostasis of Fe, Zn, and Cu.

TE Nrf2 Genotype Sex in WT Mice Se Effect in WT Mice
(KO vs. WT) (Female vs. Male) (-Se vs. +/++Se)
intracellular Cu —

Cu plasma Cu (1) plasma Cu T plasma Cu —
intracellular Fe T . i . -

Fe plasma Fe biomarkers liver and plasma Fe 7 only hepatic ferritin H T
intracellular Se | .

Se plasma Se — liver Se T | as expected

intestinal and plasma Zn |
7n liver Zn — plasma Zn T plasma Zn |

We observed an increase in Fe tissue levels upon loss of Nrf2 (Figure 1A,B and Figure 4D).
Vice versa, Nrf2 protects the murine liver against dietary Fe overload by enhancing Fe release [6].
Combining a genetic mouse model for hereditary hemochromatosis with an Nrf2 KO results in hepatic
fibrosis, which could otherwise be prohibited by upregulation of Nrf2 target genes [41]. Furthermore,
under conditions of nutritional steatohepatitis, Nrf2 inhibits hepatic Fe accumulation and thereby
counteracts oxidative stress [42]. Recently, it has been shown that Fe-induced Nrf2 activation enhances
bone morphogenetic protein 6 (Bmpé6) signaling, which upregulates hepcidin expression to fine-tune
Fe homeostasis [36]. One of the first observations indicating a change in Fe homeostasis in Nrf2 KO
mice was the finding that Nrf2 KO mice have abnormally white teeth in comparison to WT mice due
to defective Fe utilization during tooth development [43]. Higher Fe tissue levels can be attributed to
the Fe exporter Fpn1, which was downregulated in male Nrf2 KO mice (Figure 4F and Figure S1D),
and to the hepatic Fe importers, TfR and DMT1 [44], which were upregulated in —Se Nrf2 KO mice
(Figure 4G,H). Also, Zip14 was strongly induced in -Se Nrf2 KO mice (Figure 5F). Zip14 was originally
described as a Zn importer with the highest expression in the jejunum and liver, but it is now established
that it transports further TEs, such as Fe [45]. Under conditions of Fe depletion, Zip14 membrane
localization is impaired based on post-translational modifications [46]. Under physiological conditions,
Fe is mainly transported bound to transferrin. Thus, TfR appears to be of major relevance for Fe
uptake into the liver. To get an idea of the putative crosstalk between several TEs, we included DMT1
and Zip14, as those not only transport Fe but also additional TEs. Usually, the intracellular free labile
Fe pool is tightly regulated. One of the most important regulating proteins is ferritin, which is able to
bind up to 4,500 Fe atoms in its core [47]. The amount of intracellular ferritin H was strongly reduced
in Nrf2 KO mice (Figure 4]-L), especially on the protein level, indicating that the labile free Fe pool
is substantially increased under those conditions. Ferritin can be secreted from both hepatocytes
and Kupffer cells to contribute to plasma ferritin levels in addition to the relevant amounts secreted
by macrophages [48]. Surprisingly, plasma ferritin levels stayed unaffected by the Nrf2 genotype
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(Figure 4B and Figure S1A). This might be explained by the fact that plasma ferritin mostly consists of
the ferritin L subunit and not H [49], even though ferritin L has been identified as an Nrf2 target gene
as well [50]. Based on the observed substantial downregulation of ferritin H, effects of Fe on the liver
are supposed to be stronger than detected. Eventually, Fe availability to the systemic circulation is also
reduced in Nrf2 KO mice, counteracting the loss of Nrf2-mediated limitation of the intracellular free Fe
pool. Indeed, intestinal Fpnl expression was reduced in Nrf2 KO mice (Figure 4F), indicating that
absorbed Fe might be retained there and released back into the intestinal lumen when enterocytes go
into apoptosis. In line with this, Fe plasma levels were reduced in Nrf2 KO mice but only in females
(Figure 1F).

In parallel to Fe, intracellular levels of Se and Zn were affected by loss of Nrf2 as well. In this
case, both were reduced. Also, plasma Cu levels were slightly reduced in Nrf2 KO mice (overview in
Table 4). Overall, these effects were rather small. For Se, the small reduction in liver Se levels could
not be confirmed by analyzing selenoproteins, which respond very sensitively towards changes in
the Se status. This was the case for total GPX activity. Only Selenow mRNA expression, which might
be a useful additional biomarker for the Se status [51], was slightly reduced in Nrf2 KO mice under
+5e conditions (Figure 2E). Thus, Nrf2 does not appear to be a major regulator of the Se status.

Comparable to Zip14, mRNA levels of Atp7b, the essential ATPase for Cu export into the bile [10],
were upregulated under -Se Nrf2 KO conditions (Figure 5F,G). Additionally, DMT1 (Figure 4F) and MT2
revealed a similar expression pattern (Figure 5H), which could not be confirmed on the protein level
when using an antibody capable of detecting all MT isoforms (Figure 5I). MT isoforms are cysteine-rich
proteins that efficiently bind Cu and Zn to reduce the amount of both TEs in their free form [9]. Feeding
of rats with the Nrf2 activator sulforaphane resulted in a robust induction of genes encoding for
MT-1/2 and MTl1a [52]. The MT1 promoter contains an ARE that is activated by Nrfl and Nrf2, but in
the latter case, not to the same extent. In Nrfl KO mice, basal levels of both MT1 and MT2 genes
were reduced [25]. Herein, we did not detect any downregulation of MT2 mRNA upon loss of Nrf2.
As several genes (MT2, Atp7b, Zip14, Cp, TfR, and Dmt1) showed a comparable expression pattern,
being induced specifically under —Se Nrf2 KO conditions, the question arose if there is a common
regulator. One possibility would be MTF1, which regulates MT expression in response to Zn or Cu [53].
Recently, it has been shown that the disruption of an MTF1 binding site by a homozygous variant in
the promoter of Atp7b likely causes Wilson disease [24]. In addition, the induction of Fpn1 transcription
by MTF1 has been shown [54]. However, there was no detectable MTF1 activation in -Se Nrf2 KO
livers. In contrast, MTF1 was upregulated in a concentration-dependent manner as a response to Se.
Only under ++Se conditions, an Nrf2 genotype effect was detectable, showing lower MTF1 levels
upon loss of Nrf2. Thus, MTF1 expression does not provide an obvious explanation for the observed
mRNA expression pattern of some MTF1 target genes.

Besides DMT1, Ctrl is the main universal Cu importer in mammalian cells. A KO of
Ctrl in the intestine resulted in peripheral Cu hypoaccumulation. In parallel, hepatic Fe levels
were upregulated [55]. Expression of Ctrl was unaffected by the Nrf2 genotype and hepatic
Se levels (Figure 5C). Furthermore, an Se-dependent reduction of plasma Zn concentration was
observed (Figure 5D). An intestine-specific Ctrl KO did not modulate the systemic Zn status [55],
while liver-specific Ctr1 KO mice showed a transient increase in hepatic Zn levels but not in serum [56].
Taken together, homeostasis of Zn and Cu also appears to be regulated rather independently of Nrf2.
However, it is possible that there are short-term effects of Nrf2 on TE homeostasis, which might be
undetectable in constitutive KO mice because of putative adaptation processes in response to a loss of
Nrf2 over time.

We and others have shown previously that a suboptimal selenium supply results in Nrf2 activation
predominantly in the liver and intestine of mice [17,57]. This can be attributed mainly to low levels of
the selenoproteins TXNRD1 and GPX4, as single KOs of one of these two selenoproteins also activate
Nrf2 [28,58-60]. Patients with Kaschin-Beck disease, a disease diagnosed under conditions of Se
deficiency, have been characterized by higher expression of Nrf2 and its target gene Hmox1 in whole
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blood samples as compared to healthy controls, indicating potential Ntf2 activation in humans under
Se deficient conditions [61]. However, in this case, we could not confirm previous results and observed
no Nrf2 activation indicated by NQO1 and GST activity in the liver (Figure 3) or intestine (Figure S2)
of mice fed an —Se diet, even though the levels of TXNRD and GPX activity were in a comparable
range to previous experiments [17,26]. Only the Nrf2 target gene ferritin H was clearly upregulated
in -Se WT livers and was almost lost in Nrf2 KO mice (Figure 4K,L). This phenomenon has also
been described in another recent study analyzing the response to lifelong dietary Se interventions in
mice. Additionally, in this study, no effect of an Se-deficient diet could be observed on hepatic Nrf2
response genes considering whole transcriptome analyses [62]. Another study found that Se deficiency
affected the expression of neither Hmox1 nor NQO1 [63]. In those two studies, and similar to our study,
Se deficiency decreased the expression of important selenoproteins but did not activate Nrf2. Thus, it
has been suggested that a low Se status interacts with another dietary or environmental component to
regulate the Nrf2 response but is not sufficient by itself [62].

Therefore, the initial aim of studying the crosstalk between Nrf2 and selenium status in modulating
three other TEs is difficult to address under the present conditions. Herein, it is relatively clear that Se
effects observed on Zn appear to be regulated independently of Nrf2. However, when only considering
WT mice, we could still draw conclusions towards the role of the Se status on TE status of Zn, Fe, and Cu.
Most strikingly, Zn plasma levels were higher in mice with low Se status and vice versa (Figure 5D).
In comparison to that, Cu and Fe were rather unaffected by Se. At the same time, hepatic Zn levels
were unaffected by the Se status, indicating that Zn appears to be taken up by other tissues besides
the liver when Se levels are rising. As MTF1 shows the complete opposite effect than plasma Zn levels
and also as most of the MTF1 target genes, it might be an attempt to compensate for the low Se status.
Any underlying mechanisms, however, are unclear so far.

5. Conclusions

Overall, only Fe was substantially regulated in response to Nrf2 while the impact of Nrf2 on
homeostasis of Se, Cu, and Zn appeared to be rather marginal. Nevertheless, crosstalk between
Se and MTF1 is a promising idea that needs to be followed up in the future and might provide
an explanation for the observed counter regulation of plasma Se and Zn levels.

The mammalian ionome has been evaluated in 26 species and across several tissues [64]. In this
study, Zn levels in the liver and kidney were positively correlated with maximum lifespan while
hepatic Se was negatively correlated with longevity, albeit in a relatively weak manner. The Nrf2
responsiveness is reduced during aging, which provides a putative explanation for changes in TE
profiles in the elderly and for TE effects on longevity. We have recently shown in a reinvited sub-cohort
of the EPIC Potsdam study that Cu and Fe serum levels increased over time, while Zn and Se levels
showed an age-dependent decline [39]. This is supposed to be associated with a reduction in Nrf2
activity for which, herein, Nrf2 KO mice were used as a model. Also, in Nrf2 KO mice, Se and Zn levels
were reduced; however, there was no upregulation but rather a slight downregulation of the systemic
Cu status (Table 4). Systemic Fe levels increased in Nrf2 KO mice but that was shown herein for
intracellular amounts and not for plasma biomarkers as done in the EPIC study. Thus, it needs to be
further clarified how age-dependent changes in the TE status are modulated on the molecular level.

Supplementary Materials: The following are available online at http://www.mdpi.com/2072-6643/11/9/2112/s1,
Figure S1: Ferritin and transferrin concentrations in the plasma and mRNA expression in the livers of male
and female Nrf2 KO and WT mice fed a standard chow diet. Figure 52: NQO1 mRNA (A) and activity (B)
in the duodenum of male Nrf2 KO and WT mice fed diets with defined Se content (-Se: 0.03 ppm; +Se: 0.15 ppm;
++5e: 0.6 ppm).
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Figure S1. Ferritin and transferrin concentrations in the plasma and mRNA expression in the livers
of male and female Nrf2 KO and WT mice fed a standard chow diet. Fe parameters were detected by
ELISA (A,B). mRNA expression of Nqol, Fpnl, and MT2 was analyzed by qPCR (C-E). Scatter dot
plot with mean (n = 7). Bars represent means + SD (n = 6-7). ** p <0.001 vs. WT and * p < 0.05; ** p <
0.001 vs. male (two-way ANOVA with Bonferroni’s post-test).
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Figure 52. NQO1 mRNA (A) and activity (B) in the duodenum of male Nrf2 KO and WT mice fed
diets with defined Se content (-Se: 0.03 ppm; +Se: 0.15 ppm; ++5e: 0.6 ppm). mRNA expression was
analyzed by qPCR and normalized to Rpl13a and Epcam. Bars represent means + 5D (1 = 3-4). ®*p <
0.001 vs. WT and * p < 0.05; ** p <0.001 vs. —Se (two-way ANOVA with Bonferroni’s post-test).
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Selenium and copper are essential trace elements for humans, needed for the biosynthesis of enzymes contrib-

Selenium uting to redox homeostasis and redox-dependent signaling pathways. Selenium is incorporated as selenocysteine

Copper . i into the active site of redox-relevant selenoproteins including glutathione peroxidases (GPX) and thioredoxin

ZTEZZ‘:;;:IE::L '::izzs;: reductases (TXNRD). Copper-dependent enzymes mediate electron transfer and other redox reactions. As sele-

Thioredoxin reductase noprotein expression can be modulated e.g. by H>O», we tested the hypothesis that copper status affects sele-
noprotein expression. To this end, hepatocarcinoma HepG2 cells and mice were exposed to a variable copper and
selenium supply in a physiologically relevant concentration range, and transcript and protein expression as well
as GPX and TXNRD activities were compared. Copper suppressed selenoprotein mRNA levels of GPX1 and
SELENOW, downregulated GPX and TXNRD activities and decreased UGA recoding efficiency in reporter cells.
The interfering effects were successfully suppressed by applying the copper chelators bathocuproinedisulfonic
acid or tetrathiomolybdate. In mice, a decreased copper supply moderately decreased the copper status and
negatively affected hepatic TXNRD activity. We conclude that there is a hitherto unknown interrelationship
between copper and selenium status, and that copper negatively affects selenoprotein expression and activity
most probably via limiting UGA recoding. This interference may be of physiological relevance during aging,
where a particular shift in the selenium to copper ratio has been reported. An increased concentration of copper
in face of a downregulated selenoprotein expression may synergize and negatively affect the cellular redox
homeostasis contributing to disease processes.

tissues [2]. Besides these, the function of several further selenoproteins
are still not entirely understood, however, almost all of them appear to
be involved in maintaining the cellular redox homeostasis. This holds
. . . . . especially true for selenoproteins such as selenoprotein H (SelenoH) and

The biological functions of the essential trace element (TE) selenium SelenoW which contain selenocysteine (Sec) as part of a CXXU motif,
(Se) have been attributed primarily to ;elenoprotems. In the hu1:nar1 indicating that they are putative oxidoreductases. In addition, SelenoW
genome, 25 genes encode for selenoproteins [1]. The best characterized has been shown to act in an antioxidant manner after its gluta-
selenoprotein families are the glutathione peroxidases (GPXs), the thi- thionylation [3]. During selenoprotein synthesis, Se is cotranslationally
oredoxin reductases (TXNRDs), and the deiodinases (DIOs). GPXs and incorporated as Sec which is encoded by the base triplet UGA. The
TXNRDs are important modulators of the cellular redox homeostasis by specific Sec tRNASSTISC hacomes first aminoacylated with serine which
either catalyzing the glutathione (GSH)-dependent reduction of hydro- is phosphorylated, accordingly. Both steps are catalyzed by seryl-tRNA
peroxides or NADPH-dependent reduction of thioredoxins and several synthetase (SERS) and O-phosphoseryl-tRNA kinase (PSTK), respec-

further substrates, respectively. Selenoprotein P (SelenoP) comprises tively. The selenophosphate synthetase 2 (SEPHS2), which also belongs
almost 50% of total plasma Se and transports Se from liver to peripheral

1. Introduction
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Abbreviations

Atox1 antioxidant protein 1

BCS bathocuproinedisulfonic acid

BSO buthionine-sulfoximine

CCS Cu chaperone for superoxide dismutase 1
Cirl Cu transporter 1

Cu copper

DIO deiodinase

DMT1 divalent metal-ion transporter 1

DINB 5,5'-dithio-bis-(2-nitrobenzoic acid)
eEFSec  Sec-specific translation elongation factor
GCL glutamate-cysteine ligase

GSH glutathione

GR glutathione reductase

MT metallothionein

MTEF-1  metal regulatory transcription factor 1

MTT thiazolyl blue tetrazolium bromide
NQO1  NAD(P)H quinone dehydrogenase 1
Nrf2 nuclear factor erythroid 2 p45-related factor 2

PSTK O-phosphoseryl-tRNA kinase
RT room temperature

Se selenium

Sec selenocysteine

SECIS Sec insertion sequence
SeMet selenomethionine

Sephys2 selenophosphate synthetase 2

SepSecs Sep (O-phosphoserine) tRNA:Sec tRNA synthase
SerS seryl-tRNA synthetase

SOD1 superoxide dismutase 1

TE trace element

TNB 2-nitro-5-thiobenzoic acid

T™ tetrathiomolybdate

TXRF total reflection X-ray fluorescence

to the group of selenoproteins generates monoselenophosphate, which is
then used by Sep (O-phosphoserine) tRNA:Sec tRNA synthase (SEPSECS)
to form selenocysteyl-tRNASIS¢ To initiate Sec incorporation rather
than termination of protein synthesis, selenoprotein mRNAs contain a
special Sec insertion sequence (SECIS) element in their 3° untranslated
region. For efficient translation of UGA to Sec, additional factors such as
the Sec-specific translation elongation factor (EEFSEC) are needed
(overview in Ref. [2]).

The selenoprotein synthesis can be modulated at different levels, The
best characterized principle is based on the efficiency of Sec incorpo-
ration affecting selenoprotein synthesis mainly at the translational level.
In case of Se deficiency, expression levels of favored selenoproteins,
namely housekeeping selenoproteins such as TXNRD1, TXNRD2, and
GPX4 are maintained while expression levels of so-called stress-
responsive selenoproteins e.g. GPX1, SELENOH, and SELENOW are
rapidly decreased. This is also called hierarchy of selenoproteins [2]. In
addition, drugs such as the aminoglycoside geneticin (G418) can induce
misinterpretation of the UGA codon, primarily under Se deficiency,
leading to increased rates of dysfunctional variants of selenoproteins
[4-6]. Besides the translational regulation, selenoprotein expression can
be additionally modulated at the transcriptional level. A prominent
example relates to the activation of nuclear factor erythroid 2
p45-related factor 2 (Nrf2) by sulforaphane, positively affecting GPX2
and TXNRD1 expression [7,8]. Besides sulforaphane, e.g. hydroperox-
ides contribute to selenoprotein expression and modulate read-through
efficiency [9]. These examples indicate that redox-responsive tran-
seription factors and the cellular redox homeostasis synergistically affect
selenoprotein expression at different molecular levels.

Besides factors that directly impact the cellular redox homeostasis,
other mechanisms may contribute in a more indirect manner. This in-
cludes the essential TE copper (Cu), which is a cofactor of antioxidant
enzymes such as superoxide dismutase 1 (SOD1) [10], but at higher
concentrations could also contribute as free ion to the generation of
reactive oxygen species [11]. Furthermore, Cu is able to oxidize free
thiol groups and to modulate the cellular redox homeostasis [12]. Thus,
Cu metabolism and flux have to be strictly controlled for which a
multitude of mechanisms exist. Cu is mainly taken up via the
high-affinity Cu transporter 1 (Ctr1) [13], and to a lesser extent by Ctr2
[14]. The relevance of the divalent metal-ion transporter 1 (DMT1) for
Cu transport is controversially discussed [15,16]. Intracellular Cu is
bound to chaperones, which transport Cu to the target proteins [17].
One of these is the Cu chaperone for superoxide dismutase 1 (CCS) [18],
which is upregulated when Cu levels are low [19]. Antioxidant protein 1
(Atox1) transfers Cu to ATP7A and ATP7B, essential for Cu export [17].
Further molecules that bind intracellular Cu and thus avoid free ions

and/or discharge excessive Cu, are GSH and metallothioneins (MTs)
[20-22]. In rodents, Cu deficiency led to a decreased activity of GPXs
[23-25]. In addition, Cu is able to reverse selenite-induced cytotoxicity
in chicks [26] and in HT29 cells [27]. Based on these studies it is
tempting to speculate that Cu interferes with the Se homeostasis. Here
we address whether low, adequate or supplemented concentrations of Se
and Cu modulate their metabolism in vitro and in vivo. To this end, we
analyzed TE concentrations, gene and protein expression of Se- and
Cu-dependent enzymes, and enzyme activities of the selenoproteins GPX
and TXNRD in relation to changes in Cu status.

2. Material and methods
2.1. Mouse experiment

Male C57BL/6Jrj mice were housed in polycarbonate cages on a
12:12 h light:dark schedule with constant room temperature (RT, 22 °C)
and humidity (55%). After weaning, at the age of 3 weeks, mice received
a torula yeast-based Se-deficient diet (modified C1045, Altromin, Lage,
Germany) additionally low in Cu and Mn as well as Na (Table 1). For all
animals, the deionized drinking water was enriched with Mn and Na,
subsequently resulting in 100 ppm and 500 ppm, respectively. Cu and Se
were either supplied at suboptimal (no fortification) or adequate
(fortification of drinking water, finally 6 ppm and 0.15 ppm, respec-
tively) concentrations. The supply with TEs was weekly adapted to
group-specific water and food consumption of the animals to reach the
final TE concentration of interest. For supplementation, CuSOy4 (Sigma-
Aldrich/Merck, Darmstadt, Germany), MnClz (Sigma-Aldrich/Merck),
NaCl (Sigma-Aldrich/Merck), and Na;SeO5 (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA) were employed. The intervention lasted for eight weeks,
in which food and water were offered ad libitum. Finally, mice were
anesthetized with isoflurane (Isothesia, Henry Schein, Hamburg, Ger-
many) and blood was collected by cardiac puncture. Serum was

Table 1
Nutrient requirement of mice [28] and TE content of the diet and drinking water
[ppm].

TE Requirement  Diet  Fortification Final TE supply

of drinking

water -Se/- -Se/ +8e/- +Se/

Cu +Cu Cu +Cu

Cu 6.00 1.60  4.40 1.60 6.00 1.60 6.00
Mn 100 8.84 91.2 100 100 100 100
Se 0.15 0.02 013 002 002 015 0.15
Na 500 194 306 500 500 500 500
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obtained after full coagulation at RT and centrifugation for 10 min
(3000xg, 4 °C). Organs were surgically dissected and immediately
frozen. All animal procedures were approved and conducted following
national guidelines of the Ministry of Environment, Health and Con-
sumer Protection of the federal state of Brandenburg, Germany
(permission number 2347-44-2017) and institutional guidelines of the
German Institute of Human Nutrition Potsdam-Rehbruecke.

2.2, Cell culture

The human hepatocellular carcinoma cell line HepG2 (ACC 180
German Collection of Microorganisms and Cell Cultures (DSMZ)) and
the human colorectal adenocarcinoma cell line HT-29 (ACC 299 DSMZ)
were cultured in Roswell Park Memorial Institute 1640 media (RPMI;
ThermoFisher Scientific) supplemented with 10% (v/v) fetal calf serum
(FCS, Sigma-Aldrich/Merck), 1% (v/v) penicillin-streptomycin (P/S;
ThermoFisher Scientific), and 1% (v/v) GlutaMAX™ (ThermoFisher
Scientific) under standard culture conditions (37 °C, 5% CO53). Se and Cu
are exclusively supplied by the FCS to culture media, resulting in low
basal concentrations of 5 nM and 200 nM, respectively. Unless otherwise
specified, cells were incubated with 50 nM sodium selenite (99%,
Honeywell FlukaTM, Fisher Scientific) or 200 nM selenomethionine
(SeMet; Sigma-Aldrich/Merck) and increasing concentrations (25, 50,
and 100 pM) of CuSO4 (Sigma-Aldrich/Merck) from the time point of
seeding to harvesting 72 h later. When treated with chelators, 400 pM
bathocuproinedisulfonic acid (BCS, Sigma-Aldrich) or 75 pM tetrathio-
molybdate (TTM, Sigma-Aldrich) were added to the culture medium 24
h before harvesting the cells. For the wash-out experiment, Cu-loaded
cells (72 h of incubation) were either left without Cu (-Cu), received
Cu super-depletion (-Cu, +BCS), or further Cu treatment (+Cu) for up to
120 h. Cell pellets were frozen in liquid nitrogen and stored at -80 °C
until further procedure.

2.3. Cell viability assay

For the MTT assay, cells were seeded in 96-well plates. After 72 h of
incubation with Se and Cu, 20 pl of 5 mg/ml thiazolyl blue tetrazolium
bromide (MTT; Sigma-Aldrich) was added to the media. After 3 h, media
were discarded followed by a 10 min shaking step with 5% (v/v) formic
acid (Carl Roth, Karlsruhe, Germany) in 100% isopropanol (Carl Roth)
to dissolve the obtained formazan crystals, Absorption was measured at
550 nm with 690 nm as reference wavelength, using a microplate reader
(Synergy H1, Biotek, Bad Friedrichshall, Germany). As an additional
assay for cell viability, the cell number was determined using a hemo-
cytometer (Neubauer chamber) and trypan blue (Sigma-Aldrich).

2.4. HEK293 reporter gene assay

Three stably transfected human embryonic kidney HEK293 cell lines
with either GPX4-specific SECIS element, SECIS-free (negative control)
or 100% read-through (positive control) reporter constructs [5] were
cultured in Dulbecco’s Modified Eagle Medium with high glucose
(DMEM; Pan-biotech, Aidenbach, Germany) with 10% (v/v) FCS, 1%
(v/v) P/S, and 1% (v/v) Glutamax at 37 °C and 5% COs. For reporter
gene assay, 20,000 cells per well were seeded in 96-well plates, pre-
coated with poly-i-lysine (Biochrom/Sigma-Aldrich). Cells were incu-
bated with 0, 5, or 10 nM selenite combined with either 0, 1, or 10 pM
CuS0O4 in DMEM, containing 2.5% (v/v) FCS. As positive control, 50
ng/mL G418 was added in combination with 5 nM selenite. After 72 h of
incubation, media were aspirated and 40 pL of 1x lysis buffer (Promo-
cell, Heidenberg, Germany) were added to the wells. After a 10 min
shaking step, the plates were put into a freezer to support cell lysis.
Renilla luciferase activity was measured after adding 100 pL Coe-
lenterazine (2.5 pg/mL; Promocell) to 35 pL of the cell lysates using
luminescence measurement in a microplate reader (Synergy H1). Rela-
tive light units (RLU) were normalized to samples incubated with 5 nM
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Se only for each replicate to obtain relative read-through efficiency.
2.5. RNA isolation, reverse transcription, and quantitative real-time PCR

RNA of snap-frozen liver samples was isolated as previously
described [29]. Briefly, total tissue RNA was isolated using Trizol Re-
agent (Invitrogen, ThermoFisher Scientific). Genomic DNA was elimi-
nated with PerfeCTa DNase 1 (Quanta BioSciences, Beverly, MA, USA)
and reverse transcription was performed using the qScript ¢cDNA syn-
thesis kit (Quanta BioSciences). The mRNA of HepG2 cells was isolated
with the Dynabeads mRNA DIRECT kit (ThermoFisher Scientific) ac-
cording to the manufacturer’s description. The mRNA was reversely
transcribed using the sensifast™ c¢DNA synthesis kit (Bioline Meridian
Bioscience, Cincinnati, Ohio, USA). Real-time PCRs were performed
with 1x PerfeCTa SYBR Green Supermix (Quanta, BioSciences) using
c¢DNA-specific primers (Table 2, Eurofins Genomics, Ebersberg, Ger-
many) at a concentration of 250 nM in a total volume of 10 pL. The
Mx3005P QPCR System (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA)
was used with the following heating steps: 3 min at 95 °C, 40 cycles of
15 s at 95 °C, 20 s at 60 °C, and 30 s at 72 °C with all samples and
standards measured in triplicates. Standard curves from diluted PCR
products were used for quantification. Sample values were normalized
to a composite factor based on the reference genes Hprt and Rpl13a. The
quantification procedure was performed in accordance with the MIQE
guidelines.

2.6. Western blot

To prepare protein lysates, frozen cell pellets or murine tissues were
homogenized in Tris buffer (100 mM Tris (Carl Roth), 300 mM KCl
(Applichem, Darmstadt, Germany), pH 7.6 with 0.1% (v/v) Triton X-100
(Serva, Heidelberg, Germany), and 0.1% (v/v) protease inhibitor
(Merck/Millipore, Burlington, MA, USA)) using a TissueLyser II (Qiagen,
Hilden, Germany) by a 2 x 30 s homogenizing step at maximum speed.
Cellular debris was removed by centrifugation (14,000 g, 10 min, 4 °C).
Protein concentration was determined by Bradford analysis (Bio-Rad
Laboratories, Munich, Germany). SDS polyacrylamide gel electropho-
resis was followed by immunoblotting of proteins to nitrocellulose
membrane. After immunoblotting membranes were gently shaken for 2
min in Ponceau-S solution (0.2% (w/v) Ponceau S (Carl Roth) with 3%
(w/v) trichloroacetic acid (Carl Roth) and bands were recorded by
ChemiDoc™ MP Imaging System (Bio-Rad). Subsequently, membranes
were blocked in 5% (w/v) non-fat dry milk in Tris-buffered saline con-
taining 0.1% (v/v) Tween 20 (T-TBS) for 1 h at RT. The membranes were
incubated with the following primary antibodies overnight at 4 °C:
rabbit anti-GPX1 (3120-1, epitomics, Burlingham, CA, USA, 1:5000),
rabbit anti-GPX2 ([30], 1:5000), rabbit anti-GPX4 (125,066, abcam,
Cambridge, UK, 1:5000), rabbit anti-TXNRD1 (124,954, abcam,
1:5000), rabbit anti-TXNRD2 (180,493, abcam, 1:1000), rabbit anti--
SELENOH (151,023, abcam, 1:500 (mouse tissue), 1:1000 (cell cul-
ture)), rabbit anti-MT (192,385, abcam, 1:1000), rabbit anti-CCS (137,
131, abcam, 1:5000), rabbit anti-NQO1 (34,173, abcam, 1:4000), and
rabbit anti-SELENOW (600-401-A29, Rockland, Gilbertsville, PA, USA,
1:1000). As secondary antibody horseradish peroxidase-conjugated goat
anti-rabbit IgG (1:50,000, 70748, Cell Signaling, Danvers, MA, USA) was
incubated for 1 h in 5% (w/v) non-fat dry milk in T-TBS at RT. Proteins
were detected using SuperSignal™ West Dura (ThermoFisher Scientific)
and band intensities were quantified densitometrically by the Chem-
iDoc™ MP Imaging System (Bio-Rad). Protein expression was normal-
ized to ponceau staining.

2.7. Enzyme activities
The protein lysates (see section ‘Western blot™) were used to measure

total activity of GPX [31], TXNRD [32], and NAD(P)H quinone dehy-
drogenase 1 (NQO1) [33] as described previously. Briefly, GPX activity
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Table 2
Primer sequences (5° — 3°).
Gene RefSeq-ID Sequence
mouse Ccs, Cu chaperone for superoxide dismutase NM_016892.3 GATGTGATTGGCCGCAGCCT

CACAGGCCAACCTCTTCCCA

Hprt, hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1 NM_013556.2 GCAGTCCCAGCGTCGTG
GGCCTCCCATCTCCTTCAT

Rpl13a, ribosomal protein L13a NM_009438.5 GTTCGGCTGAAGCCTACCAG
TTCCGTAACCTCAAGATCTGCT

Mtl, metallothionein 1 NM_013602.3 CTCCTGCAAGAAGAGCTGCTGC
CGCTGTTCGTCACATCAGGC

Mt2, metallothionein 2 NM_008630.2 CTGTGCCTCCGATGGATCCT
CTTGTCGGAAGCCTCTTTGCAG

human EEFSEC, selenocysteine-specific elongation factor NM_021937.3 CCCTAGAGAACACCAAGTTCCGAG

TCAATGAGCTCTGGAATGCCCT

GCLM, glutamate-cysteine ligase modifier subunit NM_002061.3 GTTGACATGGCCTGTTCAGTCCT
CCCAGTAAGGCTGTAAATGCTCCA

GPX1, glutathione peroxidase 1 NM_000581.2 TACTTATCGAGAATGTGGCGTCCC
TTGGCGTTCTCCTGATGCCC

GPX2, glutathione peroxidase 2 NM_002083.4 GTGCTGATTGAGAATGTGGC
AGGATGCTCGTTCTGCCCA

GPX4, glutathione peroxidase 4 NM_002085.3 AGGCAAGACCGAAGTAAACTACAC
TCTCTTCGTTACTCCCTGGCT

HPRT, hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1 NM_000194.2 TGGCGTCGTGATTAGTGATG
GGCCTCCCATCTCCTTCAT

MT2a, metallothionein 2a NM_005953.3 AGGGCTGCATCTGCAAAGGG
TAGCAAACGGTCACGGTCAGGG

NQO1, NAD(P)H quinone dehydrogenase 1
PSTK, phosphoseryl-tRNA kinase

RPL13A, ribosomal protein L13a
SELENOH, selenoprotein H

SELENOP, selenoprotein P

SELENOW, selenoprotein W

SEPHS2, selenophosphate synthetase 2
SEPSECS,

Sep (O-phosphoserine) tRNA-Sec tRNA synthase
TXNRD1, thioredoxin reductase 1

NM_001025434.1 CATCACAGGTAAACTGAAGGACCC

CTCTGGAATATCACAAGGTCTGCG

NM_153,336 TTTGAGGCCCAGTCTTGCTACC
GCCCAACGAATATTTCCGAGCC
NM_012423.2 AGCCTACAAGAAAGTTTGCCTATCTG
TAGTGGATCTTGGCTTTCTCTTTCCT
NM_170746.2 GCTTCCAGTAAAGGTGAACCCGA
TCAGGGAATTTGAGTTTGCGTGG
NM_005410 GAAACTCCATCGCCTCATTACCAT
CTGCCTATGCTGACCCTTGTG
NM_003009.2 GCGGAAGTTGCAGCTACAAGTC
CGGCTACCATCACTTCAAAGAACC
NM_012,248 GACGGTTTGGGCTTCTTCAAGG
TCCACAATGCCAACGATCCAC
NM_016955.3 CTAGTGCTCCCGCTTATTCGCC
CTGGACACTTGCCCTTCTCCAG
NM_015762.1 GTGTTGTGGGCTTTCACGTACTG

TGTTGTGAATACCTCTGCACAGAC

was measured using a NADPH-consuming glutathione reductase
(GR)-coupled assay, and TXNRD activity was determined by
NADPH-dependent reduction of 5,5-dithio-bis-(2-nitrobenzoic acid)
(DTNB) to 2-nitro-5-thiobenzoic acid (TNB), NQO1 activity was con-
ducted using the menadione-mediated reduction of MTT. For measure-
ment of direct effects on the GPX and TXNRD assay both containing
EDTA in the reaction mix, Cu, BCS, and TTM were added in increasing
concentrations 15 min prior to measuring of enzyme activities to the cell
lysates obtained from cells cultured with 50 nM selenite for 72 h. All
enzymatic activity measurements were conducted in triplicates using a
96-well plate and a microplate reader (Synergy H1) and were normal-
ized to protein content (Bradford analysis, see section ‘Western blot’).

2.8. Determination of free thiols and total GSH

Measurement of free thiols and GSH was conducted as described
earlier [34]. Briefly, supernatants of cultured cells were used to deter-
mine free thiols by thiol-mediated reduction of DTNB to TNB. TNB was
measured photometrically at 412 nm and normalized to the protein
content of the obtained cell lysates. For total GSH determination, cell
pellets were lysed in 10 mM HCI (Carl Roth) using ultrasonification
(10x, 80% amplitude, 0.5 s) followed by centrifugation (8000xg, 30 s,
RT) to remove cellular debris. Supernatants were incubated for 10 min
with 5% (w/v) 5-sulfosalicylic acid (Sigma-Aldrich) at RT to precipitate
proteins. After an additional centrifugation step (8000 g, 15 min, 4 °C),
samples were used to measure total GSH. The GR-mediated

NADPH-consuming reduction of GSSG was coupled to the formation of
TNB, which was measured photometrically at 412 nm. The total GSH
content was calculated using a standard curve and was normalized to the
protein content of samples. For GSH depletion, cells were treated for 24
h with 0.25 mM buthionine-sulfoximine (BSO, Sigma-Aldrich).

2.9. Measurement of Se and Cu content

Cu content of cell lysates and media samples was measured using a
bench-top total reflection X-ray fluorescence (TXRF) spectrometer (S2
Picofox™, Bruker Nano GmbH, Berlin, Germany). As internal standard
1 mg/mL Yttrium (Merck/Millipore) was used. 10 pL of each sample
were placed on siliconized quartz glass carriers and dried at 40 °C.
Samples were measured in duplicates for up to 500 s. Cu and Se content
in liver and colon tissue and Se content of HepG2 cells were determined
using ICP-MS/MS. Preparation of samples was described previously
[29]. Briefly, samples were weighted into PTFE microwave vessels.
HNOj3; (65% (v/v), Suprapure®, Merck/Millipore), H204 (30% (v/v),
Sigma-Aldrich/Merck), rhodium (Rh) as internal standard, and 77Se as
isotope dilution standard were added before digestion using a Mars 6
microwave digestion system (CEM, Kamp-Lintfort, Germany). After
digestion, samples were diluted to achieve final concentrations of 2.93%
(v/v) HNO3, 10 pg/L77Se, and 1 pg/L Rh. The samples were measured
using ICP-MS/MS (8800 ICP-QQQ-MS, Agilent Technologies) and
analyzed as described earlier [29]. Certified reference materials, namely
fish muscle (ERM BB-422) and pig kidney (ERM BB-186) were used as



Manuskripte

M. Schwarz et al.

quality control of digestion and to cross validate TE analysis using TXRF
and ICP-MS/MS.

2.10. Statistics

Data are given as mean + SD. Statistical significance was calculated
using GraphPad Prism version 8 (San Diego, CA, USA) with one-way or
two-way analysis of variance (ANOVA) and Bonferroni’s post-test as
indicated in the figure legends. Correlation analysis was performed
using calculation of Pearson correlations coefficients. A p-value below
0.05 was considered statistically significant.

3. Results

3.1. Cu inhibits the mRNA expression of GPX1 and selenoprotein W but
does not modulate the cellular redox homeostasis

We used data provided via GEO profiles from a microarray study
performed in HepG2 cells treated with 100 pM CuSO4 [35]. Searching
for selenoprotein transcripts within the whole transcriptome, data
revealed that out of the 25 human genes encoding for selenoproteins,
seven were detected by this microarray approach. While GPX3 and
GPX4 were not significantly modulated by Cu treatment, five transcripts
were significantly altered. Out of those, GPX2 and TXNRD1 mRNA levels
were upregulated and GPX1, SELENOP, and SELENOW mRNA levels
were downregulated. As expected, high fold changes were observed for
the two Cu-responsive genes metallothionein MT1A and MT2A
(Fig. 1A).

As selenoprotein mRNA levels are also affected by Se, we extended
the microarray experiment by adding lower concentrations of CuSO4
(25, 50, and 100 pM) combined with a low or adequate Se supply (0 and
50 nM selenite). Cell number and metabolic activity (MTT reduction
activity) as measures for cell viability were unaffected by the two lower
doses of CuSO4 while treatment with 100 pM CuSO4 resulted in a
reduction of about 20% for both parameters independent of the Se status
of the cells (Figs. S1A and B). Using qPCR, we observed a concentration-
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dependent upregulation of MT2a mRNA by CuSO,4 up to a fold change of
20 which was decreased by co-treatment with selenite (Fig. 1B). mRNA
levels of GPX1 (Fig. 1C) and SELENOW (Fig. 1D) were significantly
downregulated by Cu, but this reduction was only detectable either
under -Se conditions for GPX1 or under +Se conditions for SELENOW. In
addition, mRNA expression levels of SELENOP (Fig. S1C) and SELENOH
(Fig. S1D) showed a trend for a Cu-induced downregulation under -Se
conditions, GPX2 mRNA levels were upregulated by Cu (Fig. S1E) while
TXNRD1 (Fig. S1F) and GPX4 (Fig. 51G) mRNA levels were unaffected
by Cu.

As GPX2 and TXNRD1 are regulated by Nrf2, we next aimed to
characterize effects of the experimental set-up on the cellular redox
homeostasis. Based on the microarray data, additional Nrf2 target genes
were upregulated by Cu including both subunits of the glutamate-
cysteine ligase (GCL; Fig. S1H), which could be confirmed by qPCR for
GCLM (Fig. S11). In addition, the Nrf2 target gene NQO1 was signifi-
cantly induced in the microarray and qPCR (Fig. S1J). However, this
effect could not be observed for NQO1 protein expression (Fig. S1K). The
intracellular GSH concentration was not affected by Cu but slightly
decreased in selenite-treated cells (Fig. S1L), while the concentration of
extracellular free thiols was downregulated by Cu independent of the Se
supply (Fig. 1M). This indicates that moderately increasing the Cu
supply above normal levels does not result in oxidative stress but in-
duces a very mild Nrf2 response.

3.2. Cu modulates protein expression of glutathione peroxidases

Next, we aimed to analyze if the combined Se and Cu treatments not
only affect mRNA expression but also protein levels. As expected, pro-
tein expression of GPX1, GPX2, GPX4, and SELENOH (Fig. 2A-D)
increased in a Se-dependent manner while TXNRD1 and TXNRDZ2
(Fig. 2E and F) were unaffected by the Se status. The most pronounced
inhibitory Cu effects were observed for GPX4 which was decreased by
Cu treatment under -Se conditions but rather unaffected under +Se
conditions (Fig. 2C). A comparable effect was observed for GPX1 which
however only showed a trend for a decreased expression in the 100 pM
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Fig. 1. Expression of Se- and Cu-dependent genes in HepG2 cells. Microarray data provided by GEO Profiles (GEO Series Accession No. GSE9539) [35] obtained
from HepG2 cells treated for 24 h with 100 pM CuSO4 (A). Data are given as fold change (FC) relative to the untreated control (n = 3). gPCR results of various Se- and
Cu-responsive genes analyzed in HepG2 cells cultured with increasing Cu concentrations (0, 25, 50 or 100 pM) combined with or without 50 nM selenite for 48 h
(B-D). Gene expression was normalized to the reference genes RPL13A and HPRT. Untreated cells of the first replicate were set as 1. Data are depicted as mean + SD
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Fig. 2. Cu modulates the expression of several selenoproteins. HepG2 cells were treated with increasing Cu concentrations (0, 25, 50 or 100 pM) in combination
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Cu treatment group without Se (p = 0.08) (Fig. 2A). In contrast, GPX2
protein expression was unaffected by Cu under -Se conditions but
increased with Cu treatment under +Se conditions (Fig. 2B). SELENOH,
TXNRD1, and TXNRD2 (Fig. 2D-F) protein expression levels were rather
unaffected by Cu treatment. The expression of the Cu marker proteins
MT and CCS was not modulated by any of the treatment conditions
(Figs. S2A-C).

3.3. GPX and TXNRD activities are downregulated by Cu treatment

Next, we aimed to identify potential Cu effects on total enzyme ac-
tivities of GPX and TXNRD. Both GPX and TXNRD activities were
upregulated by an increasing Se supply (Fig. 3A, C). Cu treatment
resulted in a significant decrease of total GPX activity down to about
80% which was, however, only detectable in selenite-treated cells
(Fig. 3A). In contrast, TXNRD activity was inhibited by Cu to about 50%
which was independent of the cellular Se status (Fig. 3C). These Cu-
induced effects on GPX and TXNRD activities were confirmed using
another cell line, namely HT-29 (Figs. S3A and B). In addition, we used
SeMet as an alternative selenocompound for studying interactions be-
tween Cu and Se, Also in SeMet-treated cells, Cu co-treatment efficiently
inhibited GPX and TXNRD activities (Figs. S3C and D). To exclude that
Cu directly interfered with the assays, e.g. by binding to NADPH,

increasing Cu concentrations were added to the reaction mixture of the
GPX (Fig. 3B) or TXNRD (Fig. 3D) assay 15 min prior to measurement.
None of the tested Cu concentrations affected the GPX assay (Fig. 3B).
TXNRD activity was stable up to 1 pM of added Cu but inhibited by a
very high CuSO4 concentration of 100 uM (Fig. 3D). But even this high
Cu concentration was not resulting in a comparable inhibition of TXNRD
activity as observed in cultured cells (Fig. 3C).

3.4. Cu treatment decreases read-through and thus UGA recoding
efficiency

To clarify whether Cu affects the selenoprotein synthesis machinery,
mRNA expression levels of genes encoding for factors essential for
selenoprotein synthesis were analyzed. Out of the four tested genes, only
SEPHS2 was sensitive towards the Se status and was downregulated
under conditions of Se supply (Fig. 4A). SEPSECS expression was
diminished upon treatment with 100 pM CuSO,; which was only
observed under +Se conditions (Fig. 4B). PSTK and EEFSEC expression
was neither affected by Se nor by Cu treatment (Figs. S4A and B). To
verify intracellular Se availability for cells upon Cu treatment, the
cellular Se content was determined. The Se content was increased with
increasing Cu concentrations and was almost doubled with highest Cu
concentration under +Se conditions. Under -Se conditions, there was no
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Fig. 4. Cu affects gene expression of the selenoprotein synthesis machinery, the cellular Se content and read-through efficiency. HepG2 cells were cultured
with increasing Cu concentrations (0, 25, 50 or 100 pM) 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. The Se content of cell lysates was measured using ICP-
MS/MS (C). Read-through efficiency was measured using HEK293 cells stably transfected with a reporter gene vector containing the SECIS element of GPX4. Cells
were cultured with 1 or 10 pM CuSO, in combination without or with 5 and 10 nM selenite for 72 h. Read-through efficiency was determined by luminescence
measurement and was shown relative to cells treated with 5 nM selenite (D). G418 (+5 nM Se) was used as positive control. Data are depicted as mean + SD (n = 3).
Statistical analyses were based on two-way ANOVA with Bonferroni’s post-test. *p < 0.05; ***p < 0.001 vs. 0 pM CuSQ,4 and *p < 0.05; *#p < 0.01; *##p < 0.001 vs.
0 nM Se.

Cu effect on intracellular Se levels (Fig. 4C). Another way of modulating effect. Cu downregulated the read-through efficiency in a concentration-
selenoprotein expression is via affecting the SECIS read-through effi- dependent manner under +Se conditions. G418 was used as a positive
ciency. We used the SECIS element of GPX4 to test for a potential Cu control and doubled read-through efficiency (Fig. 4F). Both, control cells
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transfected with the positive control vector with 100% read-through and
the SECIS-free negative control vector were unaffected by Cu treatment
(Figs. S4C and D).

3.5. Reversal of Cu effects on selenoprotein expression and activity by Cu
chelators

To study the Cu specificity of the effects observed, we established
treatment conditions with two different Cu specific chelators, namely
BCS and TTM. The Cu content of the cells increased by Cu treatment but
remained unaffected by Se co-treatment (Fig. 5A). After 24 h of BCS
treatment, the intracellular Cu content decreased to 55%, whereas
intracellular Cu increased in response to TTM treatment (Fig. 5A). These
findings are supported by previously published data showing that BCS is
an extracellular chelator [36]. BCS efficiently decreased the intracellular
Cu content not only after 24 h of treatment (Fig. 5A), but also over a
period of five days, when supplied to Cu-supplemented cells (Fig. S5A).
BCS was able to sequester Cu from cells which resulted in Cu accumu-
lation in the media (Fig. S5B). In contrast, TTM is known to be taken up
into cells and is supposed to bind and accumulate Cu there [36] which
results in higher cellular Cu levels (Fig. 5A). However, this TTM-bound
Cu is not available as free Cu and is thus less bioactive.

Accordingly, co-treatments with each of the two chelators were used
to test whether Cu-induced effects on selenoproteins and Cu-related
biomarkers can be reversed. The Cu-induced increase of MT2a mRNA
expression was efficiently diminished by the two chelators, but most
strongly by BCS reaching almost basal MT2a expression levels (Fig. 5B).
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Again, MT2a expression was also repressed by an increasing Se supply.
CCS protein expression was increased when TTM but not BCS was added
to the -Cu groups (Fig. 5C). The Cu-induced downregulation of SEPSECS
was reversed by BCS, but not by TTM (Fig. 5D). Co-treatment with each
of the two chelators blocked the Cu-induced inhibition of GPX activity
(Fig. 5E). The protein expression of different GPXs again was only
marginally affected (Figs. S5C and D). We also measured a putative
direct influence of BCS and TTM on the GPX activity assay, which was
not observed (Figs. S5G and H). The Cu-induced inhibition of TXNRD
activity was not only reversed by BCS treatment, but TXNRD activity
even further increased above basal levels. In contrast, TTM did not
reverse the Cu-mediated inhibition of TXNRD activity, Interestingly,
TXNRD activity was generally increased in TTM-treated cells (Fig. 5F).
Although effects on TXNRD activity were detectable, the protein
expression of neither TXNRD1 nor TXNRD2 was affected by Cu or the
chelators (Figs. S5E and F). As shown for GPX activity, the two chelators
had no direct effect on the TXNRD activity assay (Figs. S51 and J).

3.6. In vivo interactions of Se and Cu

To further elucidate if Cu interferes with selenoprotein synthesis and
activity also in vivo, we performed a mouse study with suboptimal or
adequate amounts of Se and Cu supplied by the drinking water. The Se
and Cu status of all mice was characterized by measuring the concen-
trations of both TEs in liver samples as the central metabolic organ for
TEs and in colon samples to study local effects between the luminal
content and the organism. The Se concentrations of both liver (Fig. 6A)
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were added to the cells. Cu content (A) was measured using TXRF and normalized to protein content. Gene expression (B, D) was determined via gPCR and
normalized to the reference genes RPL13A and HPRT. Protein expression (C) was normalized to Ponceau staining (P). Cells with Se, but without chelator or Cu
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and colon (Fig. 6C) were strongly different in relation to the Se supply,
indicating that the feeding conditions were well suitable to modulate the
Se status. However, even though there was a 3.75-fold difference in Cu
supply between -Cu and +Cu mice, no differences in hepatic Cu levels
were observed (Fig. 6B). A difference in Cu concentrations was detect-
able in the colon only (Fig. 6D), which was even far more pronounced in
the feces (Fig. 6G). To further characterize the Cu status of the mice,
expression levels of Cu-dependent proteins were analyzed. Hepatic Ces
protein expression was downregulated by Cu which was, however, only
detectable under -Se and not under +Se conditions (Fig. 6E). Ccs tran-
script levels were not significantly modulated by Cu or Se in the liver
(Fig. S6A). Mt protein expression was upregulated under conditions of
low Se and Cu supply in the liver (Fig. 6F), but not in the colon (Fig. 6H).
The mRNA expression in the liver of both, Mtl and Mt2 was not
significantly affected by Se or Cu (Figs. 568 and C) but revealed a
comparable pattern as shown on protein level with higher expression
under -Cu/-Se conditions. Based on this, we concluded that the Se status
was successfully modulated systemically while the Cu status was only
locally modulated in the colon and not in the liver,

Next, we studied whether the Cu-induced effects on selenoproteins
can be detected in vivo despite the marginal changes in systemic Cu
status. While hepatic Gpx activity was not modulated by Cu (Fig. 7A),
hepatic Txnrd activity was repressed as already observed in vitro, how-
ever to a smaller extent and only under +Se conditions (Fig. 7B). Hepatic
selenoprotein expression was not affected by Cu (Fig. 7E, F, 1, J, S6D-F).
In the colon, neither Gpx (Fig. 7C) nor Txnrd (Fig. 7D) activity was
downregulated by Cu, which was in line with stable Txnrd1 and Txnrd2
protein expression (Fig. 7G and H). In contrast to the in vitro results,
colonic protein expression of Gpx1 was not downregulated but even
upregulated by Cu under +Se conditions (Fig. 7K). Also, Selenoh showed
a Cu-induced upregulation of protein expression in colon tissue (Fig. 7L).
Hepatic Nqol activity was not affected by the Cu supply (Fig. S6K).

4, Discussion

Metabolism of the single TEs, Se and Cu, is characterized well, but
interactions of both are rarely investigated. Therefore, we addressed the
question of whether Cu interferes with Se metabolism in in vitre and in
vivo experiments. We performed a mouse feeding study with suboptimal
(0.02/1.6 ppm) and adequate (0.15/6 ppm) amounts of Se and Cu,
respectively, which were supplied via the drinking water. This way, we
aimed to address dietary changes of these two TEs in a physiologically
relevant concentration range. For Se, both the hepatic concentration
(Fig. 6A) and total Gpx activity (Fig. 7A) were downregulated to 14% or
4% in relation to the +Se group, which is in line with previous feeding
experiments using the Se-deficient torula yeast diet [37,38]. However,
the Cu status was affected only marginally by our intervention, because
the low Cu content of the diet was obviously enough to maintain Cu
homeostasis efficiently. Hepatic Cu concentrations were unaffected
(Fig. 6B) which has previously been described with an even lower Cu
supply [39]. Hepatic Cu only responds to severe feeding-induced Cu
deficiencies [19,40,41] or in knockout mouse models e.g., for Ctr [42,
43] or Atp7b [44]. Even though, there was no effect on Cu concentra-
tions, Cu-responsive proteins such as Mt and Ces were upregulated in the
-Se/-Cu group (Fig. 6E and F). In contrast to the liver, the Cu concen-
tration was decreased by the low Cu diet in the colon (Fig. 6D) but the
effect was rather small. In response to low dietary intake, the intestinal
Cu absorption strongly increases in mice [39] and in humans [45],
leading to very low fecal content compared to adequately Cu-supplied
mice [39]. Also herein, the treatment effect on the fecal Cu concentra-
tion was most pronounced (Fig. 6G). Overall, we successfully modulated
the Se status whereas the Cu status remained largely unaffected by our
experimental design.

The following results were obtained regarding in vivo interactions of
both elements: (1) no effect on Cu levels in colon and liver after
modulating the Se status from an adequate towards a suboptimal supply.
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This is in line with previous studies showing stable hepatic Cu levels
with increasing Se concentrations [46,47]. However, we observed
Cu-induced effects on Cu-responsive proteins such as Mt and Ces (Fig. 6E
and F) that were more pronounced under Se deficiency compared to an
adequate Se supply indicating an interplay which warrants further
investigation. (2) Vice versa, we did not observe any effect of Cu on the
Se concentration in the liver or colon, but this might be due to the fact
that the Cu status was only very marginally affected by our dietary
intervention. Unexpectedly, we observed an upregulation of Gpx1 and
Selenoh in the colon of the +Se/+Cu group (Fig. 7K and L). Atp7b
knockout mice with hepatic Cu accumulation have increased levels of
Selenoh in liver nuclei. The nuclear abundance of Selenoh in these mice
is supposed to be connected to oxidative stress as a result of excessive Cu
accumulation [48]. However, this is unlikely to be the case in our
+Se/+Cu mice, as the activity of the Nrf2 target gene Nqo1 as indicator
for the hepatic redox balance was not increased but rather decreased in
mice of this group (Fig. S6K). In sheep, an increase in hepatic Se con-
centrations was observed following Cu administration [49] which was
also observed herein in HepG2 cells (Fig. 4C).

Thus, under low to adequate conditions, there are only modest in-
teractions of Se and Cu, however, when considering adequate to

10

supplemented Cu concentrations, as we did in our in vitro experimental
setting, we observed that Cu substantially interferes with selenoprotein
synthesis at different levels. First, there was a Cu-dependent down-
regulation of transcript levels of GPX1, and SELENOW which are known
to be sensitive towards a limited Se supply [50,51]. Cu even enhanced
the decrease of GPX1 under low Se conditions (Fig. 1C), thus, worsening
functional consequences of a Se deficiency. Interestingly, mRNA levels
of SELENOW were only downregulated by Cu under conditions of an
adequate Se supply (Fig. 1D) indicating that in case of SELENOW
obviously higher Se concentrations are needed to upregulate mRNA
levels when Cu levels are high. So far, Cu effects have been attributed
mainly to an increase in oxidative stress upon Cu treatment. However,
this is not likely to be the case in our experimental setting. If the cellular
redox homeostasis is of relevance here, one would expect an upregula-
tion of selenoprotein transcripts by Cu instead of a downregulation [9],
which we also observed for Nrf2 target genes (Figs. S1E and F, H-K). In
previous experiments, incubation of HepG2 or neuroblastoma cells with
200 pM Cu decreased p53 reporter activity and mRNA expression of
GPX1 [52,53], which is known to be regulated via p53 [54,55]. How-
ever, the inhibition of p53 activity by Cu was observed with 200 pM only
and not with lower Cu concentrations [52] which we used herein.
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SELENOH and SELENOW have been described as target genes of the
metal regulatory transcription factor 1 (MTF-1), but only SELENOH
expression is decreased by MTF-1 e.g., in zinc-treated cells [56]. As Cu
also enhances transactivation of MTF-1 [57], this could potentially be
involved in the regulation of the indicated selenoprotein mRNA levels.
Second, Cu downregulated SEPSECS mRNA expression (Fig. 4B) and
read-through efficiency exemplarily shown for the SECIS element of
GPX4 (Fig. 4D) indicating that Cu repressed selenoprotein synthesis.
SEPSECS expression has been previously shown to be decreased during
acute phase response in lipopolysaccharide-treated mice [58]. Interest-
ingly, the effects on SEPSECS and on read-through efficiency were
observed in Se-treated cells only. Thus, even though the cells accumu-
lated more Se when co-treated with Cu (Fig. 4C), they use this Se less
efficiently to synthesize selenoproteins. This is also in line with the
previous finding that selenoprotein mRNAs which are most sensitive
towards limited Se availability (such as GPX1) mostly react on the Cu
supply. Interestingly, it has been shown that remodeling of the RNA
processing machinery is taking place in cells with elevated Cu [48]. Via
this mechanism Cu could also interfere with selenoprotein synthesis.
The UGA recoding event is the rate limiting step of selenoprotein
expression. Besides Se bioavailability, other exogenous stimuli are dis-
cussed to be modulators of Sec insertion efficiency [59]. The Cu status
obviously is one of them. However, the Cu effects on read-through ef-
ficiency are mirrored only marginally on the protein levels, the third
level of interaction between Cu and selenoproteins, For GPX4, a
decreased expression following Cu incubation was observed under low
Se conditions only, while especially GPX2 was upregulated by Cu under
adequate Se conditions (Fig. 2B and C). As shown before, protein levels
of selenoproteins are not very informative here because impairments of
read-through efficiency could result in enhanced misincorporation of
wrong amino acids instead of Sec. This effect has previously been
observed after cells were treated with different antibiotics. Especially
GPX1, GPX4, and TXNRD1 were highly sensitive towards replacement of
Sec by cysteine or aginine [60]. Also under Se deficiency, an alternative
aminoacylation of the tRNAS/5¢¢ with cysteine has been proposed
resulting in cysteine variants of selenoproteins with lower enzymatic
activity [61-63]. Indeed, the fourth level of Cu-induced modulation
takes place at the activity level, where both total GPX and particularly
TXNRD activity are inhibited by Cu. This inhibition was observed in two
cell lines (HepG2 and HT29 cells) and upon co-treatment with any of
two different selenocompounds, i.e., selenite and SeMet (Fig. 3A, C;
S3A-D). In both cases, activity levels cannot be directly explained by
changes in protein expression, All three GPXs (GPX1, 2, and 4) are un-
affected or even increased by Cu under Se adequate conditions which
was also the case for TXNRD1 and TXNRD2 (Fig. 2A-C, E, F). Based on
this, we were wondering whether Cu can directly interfere with enzy-
matic assay conditions, e.g., by binding to NADPH but this was not the
case, at least for the Cu concentrations that we presumably reached in
our cell lysates (Fig. 3B, D). However, we could show that extracellular
thiol concentrations were decreased upon Cu treatment (Fig. S1M)
indicating that Cu modulates the cellular redox balance as previously
extensively discussed [64]. Interestingly, previous results on the influ-
ence of Cu on GPX activity were rather heterogeneous. Similar to the
data presented, treatment with 100 pM Cu showed no effect on GPX
activity in HepG2 cells when no further Se was added to cells [65]. In
contrast to our results, GPX activity has been reported to be decreased in
Cu deficient liver and plasma of mice and rats [2325]. However, in line
with our results GPX activity was significantly lower in LEC rats, an
animal model for Wilson’s disease, with hepatic Cu accumulation in
comparison to rats with lower Cu levels [66], and in Wistar rats that
received an injection with Cu [67]. A lower activity of the antioxidant
enzymes GPXs and TXNRDs by higher levels of Cu could contribute to
Cu-induced oxidative damage and thus amplify the severity of liver
disease. Also in Wilson's disease patients hepatic GPX activity is
inhibited but only at stage IIl. The authors concluded from this result
that GPX expression is first enhanced in early stages and is decreased
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only when the liver is severely damaged [68]. Regarding this hypothesis,
we can exclude cytotoxic Cu effects for the Cu concentrations that we
used herein as mechanism for the observed inhibition of GPX activity. In
another clinical study on Wilson's disease, treatment naive patients
were compared with patients receiving Cu reducing therapy. In those
patients, higher serum Cu levels were associated with higher and not
lower whole blood GPX activity [69]. For Cu effects on TXNRD activity,
little data is available from the literature. But there are many well
established metal- and semimetal-containing TXNRD inhibitors [70].
Here, the in vitro inhibition of TXNRD activity could be recapitulated in
the liver of +Se/+Cu compared to +Se/-Cu mice but not in the colon
though the hepatic Cu status was only very marginally affected by our
intervention (Fig. 6B; 7B). Thus, Cu effects on selenoprotein activity
obviously depend on multiple factors including the Cu concentration
range and the organ analyzed.

To mechanistically extent the in vitro results, we used the two Cu
chelators BCS and TTM [42,71]. Two distinct modes of action may un-
derlie the effects observed for BCS: i) Cu is chelated and retained in the
media leading to a 50% reduction of intracellular Cu content (Fig. 5A),
and ii) Cu is efficiently drained from inside the cell resulting in a
super-depletion indicated by lower intracellular and higher extracellular
Cu over time in comparison to cells without further BCS treatment
during wash out (Figs. S5A and B). In contrast, TTM treatment results in
higher intracellular Cu concentrations than in untreated cells [72,73].
Thus, treatment with both chelators resulted in decreased Cu bioavail-
ability for the cells, but BCS appeared to be more efficient because the
enhanced MT2a gene expression with Cu treatment was more strongly
diminished with BCS than with TTM (Fig. 5B). This has previously also
been shown in human neuroblastoma cells [74]. The observed effects on
SEPSECS mRNA expression, GPX4 protein expression and on GPX and
TXNRD activity were successfully reversed by chelator treatment and
are thus Cu specific (Fig. 5D-F; S5C). In addition, there was a clear
dependency of TXNRD activity and to a lesser extent for GPX activity on
Cu availability. Cells with the lowest Cu availability (BCS-treated cells in
combination with Cu and TTM without Cu) had the highest levels of
TXNRD activity resulting in an inverse correlation (Fig. 8A and B). The
correlation was stronger for TXNRD activity than for GPX activity.

In summary, Cu concentrations up to 100 pM inhibit activities of GPX
and TXNRD in vitro. However, in vivo the effects were rather small under
conditions of a mild modulation of the Cu status in the adequate to
suboptimal concentration range in healthy, young mice. The average
human serum concentration of Cu ranges from 15 to 31.5 pM [75-77],
and thus concentrations used in cell culture experiments are adequate to
supplemented. But under pathophysiological conditions up to 200 pM
Cu were reported in serum [78]. In liver samples of patients with Wil-
son’s disease or of Indian childhood cirrhosis Cu concentrations of
1.142 mg/g dry weight and 4.788 mg/g dry weight, respectively, were
observed [79]. This shows that very high values of Cu can be achieved in
certain diseases indicating the high relevance of our in vitro results.
Under these conditions, not only the increase in Cu levels but a potential
concomitant functional decrease of selenoproteins might by driving
factors for disease progression. Also under physiological conditions,
serum Cu concentrations can be increased as recently described when
comparing a subcohort of the EPIC Potsdam cohort which has been
reinvited after 20 years. Advanced age was associated with increased Cu
concentrations and decreased Se concentrations [76]. This indicates that
an age-related decline in selenoprotein expression most probably is a
result of a combination of lower Se concentrations and higher Cu con-
centration. Also during disease, the Se to Cu ratio is frequently altered,
most likely as a response to acute or chronic inflammation [80,81].
Accordingly, a higher Se intake would be needed to overcome the
Cu-induced suppressive effects. These findings indicate that it is mean-
ingful to study interactions of Se and Cu, and to understand the conse-
quences and underlying mechanisms of this interplay in order to identify
measures that may help to achieve and maintain health-supporting
concentrations of these redox-relevant TEs.
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Fig. 8. Correlation of intracellular Cu content with enzyme activities of TXNRD and GPX. Correlation analysis of intracellular Cu content and enzyme activity
of TXNRD (A) and GPX (B) was performed using data of HepG2 cells treated with 100 pM CuSO,4 with or without 50 nM selenite for 72 h. After 48 h of incubation, the
two chelators bathocuproine disulfonic acid (BCS, 400 pM) or tetrathiomolybdate (TTM, 75 uM) were added to the cells. The TTM + Cu group was excluded from
analysis because of the accumulation of non-bioactive but quantifiable intracellular Cu. *p < 0.05; **#*p < 0.001 calculated based on Pearson correlation coefficient.
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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 uM) in combination with or without 50 nM selenite for
72 h. 500 uM 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 uM) 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 gPCR 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 uM CuSO, (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 uM CuSO, and #p < 0.05; #p < 0.01;

###n < 0.001 vs. 0 nM Se calculated based on two-way ANOVA with Bonferroni's post-test.
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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 uM) 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.
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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 uM) 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 uM CuSO, 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 uM) 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 uM
CuSO, 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 uM CuSOs, for 72 h. After this period, all samples with prior CuSO,
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 uM
CuSO, 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 puM CuSQO, in combination with or without 50 nM
selenite for 72 h. After 48 h of incubation, the two chelators bathocuproine disulfonic acid (BCS, 400 uM) or
tetrathiomolybdate (TTM, 75 uM) 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 pM 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 uM BCS or TTM calculated based on one-
way ANOVA with Bonferroni's post-test.



Manuskripte

73

A B C D
2.0- 2.0- 2.0 3- N—
< =1
Z 1.5 3 15 S 1.5 = g
« o o o 2- #ith
£ £ E &
@ 1.07 < 1.0- o 1.0 S -
o s = S 4.
3 057 < 0.5 ﬁ ’_"L‘ 5 0.5- ﬁ ﬁ a ’_—L‘
oLl [N ol M °
0.0 0.0 0.0 0 1
Se - - + o+ Se| - - + o+ Se| - - + o+ Se oL e g
Cu -+ -+ Cul - + - + Cul - + - + Cu -+ - ¥
E F G H
= 5 1.5- 3
207 . ——— 5 25 - —— g ° < 20
a 15 P 8 2.0 P z % 1
gl i g € 1.01 g
c #H g 1.5+ #H# a - #
& 1.0 . 5 3 -
2 0 =
=~ o 1.0 Q. 0.5 c
X c R x
2.0.5- [ ? F 0.5
o o 0.5 _- -
»n ﬁ e 2
0.0 0.0 0.0 0.0
Se| - - + + Se| - - + + Se| - - + + Se| - - + +
Cul| = + = «* Cul - + - + Cul - + - 4 Cul - + - +
| J K
4- 4- 100+
< 3 —
Z 3 " € 3 2§ 30 "
e £ S =
E < £ 2 60
= 21 g 2 % o
o ° % £ 404
o 2 )
3] ﬁ =M ﬁ Z E 20
= g
0 0 0
Se | = + o+ Se| - - + o+ Se| - - + o+
Cu - + = + Cu - + - + Cu ‘ - + - +

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 gPCR 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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Abstract: N-acetylcysteine (NAC) is a frequently prescribed drug and known for its metal chelating
capability. However, to date it is not well characterized whether NAC intake affects the homeostasis
of essential trace elements. As a precursor of glutathione (GSH), NAC also has the potential to
modulate the cellular redox homeostasis. Thus, we aimed to analyze effects of acute and chronic NAC
treatment on the homeostasis of copper (Cu) and zinc (Zn) and on the activity of the redox-sensitive
transcription factor Nrf2. Cells were exposed to 1 mM NAC and were co-treated with 50 uM Cu or
Zn. We showed that NAC treatment reduced the cellular concentration of Zn and Cu. In addition,
NAC inhibited the Zn-induced Nrf2 activation and limited the concomitant upregulation of cellular
GSH concentrations. In contrast, mice chronically received NAC via drinking water (1 g NAC/100 mL).
Cu and Zn concentrations were decreased in liver and spleen. In the duodenum, NQO1, TXNRD,
and SOD activities were upregulated by NAC. All of them can be induced by Nrf2, thus indicating a
putative Nrf2 activation. Overall, NAC modulates the homeostasis of Cu and Zn both in vitro and
in vivo and accordingly affects the cellular redox balance.

Keywords: N-acetylcysteine; copper; zinc; glutathione; Nrf2

1. Introduction

N-acetylcysteine (NAC) is a derivative of the amino acid cysteine which contains a reactive
thiol group that participates in redox reactions. Oxidation of cysteine gives rise to the disulfide
cystine. The cysteine/cystine redox couple is the most abundant one in plasma while glutathione (GSH)
and glutathione disulfide (GSSG) are most important within cells. GSH is a tripeptide consisting of
glutamate, cysteine, and glycine, in which the central cysteine is relatively protected from spontaneous
oxidation. Cysteine is usually the rate-limiting amino acid for GSH synthesis [1]. Dietary cysteine
needs to be actively absorbed in the intestine, while oral NAC can enter the intestinal epithelium
by passive diffusion [2]. Thus, NAC is an interesting source to fuel the cellular cysteine pool and
GSH synthesis modulating the cellular redox homeostasis and the redox capacity of whole organisms.
The master regulator of the cellular redox balance is the transcription factor Nrf2 (NF-E2-related factor
2) which induces target genes involved in cytoprotection such as thioredoxin reductase 1 (TXNRD1) or
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NAD(P)H quinone oxidoreductase 1 (NQO1). In addition, Nrf2 enhances the de novo GSH synthesis
in response to oxidative insults [3,4]. Under basal conditions, Nrf2 is bound to Keap1 resulting in the
continuous degradation of Nrf2 via the proteasome [5,6]. However, upon exposure to a multitude
of Nrf2 inducers, the degradation of Nrf2 is repressed, which leads to its accumulation and nuclear
translocation [7,8]. In different experimental setups, the elimination of H;O, by NAC suppressed Nrf2
activation [9,10]. Vice versa, redox-active, essential trace elements such as copper (Cu) and zinc (Zn)
can enhance Nrf2 signaling [11,12]. Besides this, Cu and Zn are important constituents of enzymes
to coordinate their structural or catalytic properties. For example, this is the case for the antioxidant
enzyme Cu/Zn superoxide dismutase (SOD1).

Besides its antioxidant effects, NAC has been shown to have metal-chelating capabilities. Chelating
agents are defined as compounds which are able to form complexes with metal ions and thus reduce
their toxicity. The chelating capacity of NAC is modulated by its thiol group in combination with
the carboxyl group. Therefore, NAC is used to treat acute heavy metal poisoning—e.g., against
mercury, cadmium, or arsenic intoxication [13]. Even though this function is well established, there is
only limited information on how NAC affects essential metals such as Zn and Cu. In a human
intervention study, NAC (200 mg three times a day) application to ten healthy volunteers for 2 weeks
did not affect plasma levels of calcium, magnesium, iron, Zn, and Cu [14]. As NAC is frequently
prescribed as mucolytic drug [15]—e.g., as cold medication—a putative link between NAC intake and
the homeostasis of essential trace elements needs to be studied in more detail because especially Zn is
an important modulator of the immune response [16]. Based on this, we aimed to use cell culture and
mouse models to analyze short-term and chronic NAC effects on Cu and Zn concentrations within
cells and organs such as liver (important for trace element homeostasis), duodenum (important for
trace element absorption), and spleen (organ of the immune system). We could show that Cu and
Zn concentrations were reduced both in vitro and in vivo upon NAC treatment. As both NAC and
free Cu and Zn ions can modulate the cellular redox homeostasis, we analyzed the activity of the
redox-sensitive transcription factor Nrf2 as stable read-out for redox homeostasis. The enzyme activities
of Nrf2-regulated genes were enhanced in the duodenum of mice after chronic NAC supply, while NAC
inhibited the Zn-induced nuclear translocation of Nrf2 after short-term treatment in cell culture.

2. Materials and Methods

2.1. Cell Culture

The human hepatocellular carcinoma cell line HepG2 (ATCC® HB-8065™), the colorectal
adenocarcinoma cell line HT-29 (ATCC® HTB—SSTM), and the acute monocytic leukemia cell line THP-1
(ATCC® TIB-202™) were cultured in Roswell Park Memorial Institute 1640 media (RPMI; ThermoFisher
Scientific, Waltham, MA, USA) with 10% (v/v) fetal calf serum (FCS, Sigma-Aldrich, Steinheim,
Germany), 1% (v/v) penicillin-streptomycin (ThermoFisher Scientific), and 1% GlutaMAX (ThermoFisher
Scientific) at 37 °C in a 5% CO; atmosphere. For experiments, the cells were seeded for 24 h and
accordingly were treated with or without 1 mM NAC (Sigma-Aldrich) dissolved in culture medium
without FCS. In parallel, copper sulfate (CuSO;) (Sigma-Aldrich/Merck) and zinc sulfate (ZnSOy)
(Sigma-Aldrich/Merck) were added in a final concentration of 50 uM for 6 h. The concentrations of Cu
and Zn were chosen based on previous experiments [17]. Cells were harvest 30 h after seeding,.

2.2. Cell Viability Assays

The cell viability was detected by the methylthiazolyldiphenyl-tetrazoliumbromid (MTT, Sigma-Aldrich)
reduction capacity and the cell number. For the cell number, cells were dissolved in phosphate-buffered
saline (PBS, 140 mM sodium chloride, 10 mM disodium hydrogen phosphate, and 2.99 mM potassium
dihydrogen phosphate (Carl Roth, Karlsruhe, Germany), pH 7.4). The cell number was determined
using the Vi-Cell XR Cell Viability Analyzer (Beckman Coulter, Brea, CA, USA) with 0.4% trypan
blue (Sigma-Aldrich) for staining dead cells. For the MTT reduction capacity, the medium was
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removed and FCS-free medium containing 0.5 mg/mL MTT was added to the cells. After 60 min
of incubation, the medium was discarded and resulting formazan crystals were lysed in dimethyl
sulfoxide (DMSQ, Carl Roth) by a ten-minute shaking step at 600 rpm. Accordingly, the obtained
formazan was measured photometrically at 550 nm with 690 nm as reference wavelength, by using
a microplate reader (Synergy H1, BioTek, Bad Friedrichshall, Germany). All measurements were
performed in triplicates using 96-well plates.

2.3. Animal Experiment

Male C57BL/6]Jrj mice were housed on a 12:12 h light:dark schedule with food and tap water
ad libitum. The mouse strain was chosen to allow for comparison with previous results [17].
A commercially available chow diet (V1534, Ssniff, Soest, Germany) with 97 and 8.8 mg/kg Zn and Cu,
respectively, was used. After weaning at the age of four weeks, mice were assigned to the NAC-treated
or the control group. The former received NAC via drinking water (1 g/100 mL), while the latter only
received water. The NAC solution was refreshed every second day. At the age of 24 weeks, mice were
anesthetized with isoflurane (Cp-pharma, Burgdorf, Germany) and blood was collected by cardiac
puncture. Organs were surgically dissected and immediately frozen. All animal procedures were
approved and conducted following national guidelines of the Ministry of Environment, Health and
Consumer Protection of the federal state of Brandenburg (Germany, 2347-44-2017) and institutional
guidelines of the German Institute of Human Nutrition Potsdam-Rehbruecke.

2.4, Enzyme Activities

For enzyme activities, cells and mouse tissues (duodenum, liver, spleen) were homogenized with
a TissueLyser II (Qiagen, Hilden, Germany) in Tris buffer (100 mM Tris (Carl Roth), 300 mM KCl
(Applichem, Darmstadt, Germany), pH 7.6 with 0.1% (v/v) Triton X-100 (Serva, Heidelberg, Germany),
and 0.1% (y/v) protease inhibitor (Merck/Millipore, Burlington, MA, USA)) two times for 60 s at
30 Hz. To remove the cellular debris, the samples were centrifuged for 10 min at 4 °C and 15,000x g.
The protein concentration was determined by Bradford analysis (Bio-Rad Laboratories, Munich,
Germany). The protein lysates were used for NQO1, SOD, TXNRD, and glutathione peroxidase (GPX)
activity measurements. All enzyme activities were measured photometrically using a microplate
reader (Synergy H1) and were performed in triplicates using 96-well plates. The enzyme activity
was normalized to the protein content of the samples. The methods for NQO1 [18], total TXNRD,
and GPX [19] activities have been described previously. Briefly, NQO1 catalyzes the reduction
of menadione to menadiol which in turn reduces MTT to its water-soluble formazan. TXNRDs
convert 5-5'-dithiobis (2-nitrobenzoic acid) (DTNB) to 2-nitro-5-thiobenzoic acid (TNB) under NADPH
consumption. GPXactivity was measured in a NADPH-consuming glutathione reductase (GR)-coupled
test using H,O; as substrate. For SOD activity measurements, superoxide anion radicals were produced
by 1,2,3-benzenetriol (pyrogallol) autoxidation [20]. One unit of SOD activity corresponded to a 50%
inhibition of pyrogallol autoxidation [21].

2.5. Western Blots of Nuclear Lysates

For Western blot analysis, the nuclear lysates of HepG2 cells were used after 4 h of NAC, Zn,
and Cu treatments. The cells were scratched from culture dishes with lysis buffer I (10 mM Hepes
(Carl Roth); 1.5 mM MgCl, (Carl Roth); 10 mM KCI (Applichem); 0.5 mM Dithiothreitol (DTT; Merck);
0.5 mM phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF; Carl Roth), and 0.1% (v/v) NP-40 Alternative (Merck);
pH 7.9) and were incubated 10 min at room temperature (RT) under shaking. After a centrifugation
step for 1 min (6800x g; 4 °C), the cell pellets were lysed in lysis buffer II (40 mM Hepes; 400 mM KCl;
10% glycerol (Carl Roth); 1 mM DTT, and 0.1 mM PMSF; pH 7.9) and 294 mM NaCl for 30 min (4 °C),
followed by a 30 min centrifugation step (20,000 g; 4 °C). The supernatant containing the nuclear lysates
was used for Bradford analysis (Bio-Rad) and Western Blot. SDS polyacrylamide gel electrophoresis
was followed by immunoblotting of proteins to nitrocellulose membranes. After immunoblotting,
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membranes were gently shaken for 2 min in Ponceau S solution (0.2% (w/v) Ponceau S (Carl Roth) with
3% (w/v) trichloroacetic acid (Carl Roth)) and bands were recorded by ChemiDoc™ MP Imaging System
(Bio-Rad). Subsequently, membranes were blocked in 5% (w/v) non-fat dry milk in Tris-buffered saline
containing 0.1% (v/v) Tween 20 (T-TBS) for 1 h at RT. The membranes were incubated with the following
primary antibody overnight at 4 °C: rabbit anti-Nrf2 (1:1000; 12,721, Cell Signaling, Danvers, MA,
USA). Horseradish peroxidase-coupled goat anti-rabbit IgG (1:50,000; 7074 S, Cell Signaling) served
as a secondary antibody. For detection of protein bands, SuperSignalTM West Dura (ThermoFisher
Scientific) was used, and band intensities were densitometrically quantified by a ChemiDoc™ MP
Imaging System. Finally, target protein expression was normalized to Ponceau staining.

2.6. Total Reflection X-ray Fluorescence (TXRF) Spectroscopy

Trace elements can be analyzed using X-rays, generated by a molybdenum tube using the 52
Picofox™ (Bruker Nano GmbH, Berlin, Germany). Prior to measurement, mouse tissue samples
were digested, whereas cell lysates were analyzed without further digestion. Briefly, 50 mg of tissue
samples was weighted into microwave vessels and 830 uL ultrapure water, 900 uL 69% HNO; (v/v)
(Suprapure®, Merck/Millipore), 250 uL 30% H,O; (v/v) (Sigma-Aldrich/Merck), and 20 pL of 200 mg/L
yttrium-solution (Merck/Millipore) as digestion control were added. The samples were heated to
200 °C for 20 min using a Speedwave 2 (Berghof, Eningen, Germany). Afterwards, the samples
were diluted with 2 mL ultrapure water and stored at RT. Certified reference material, namely pig
kidney (ERM BB-186), was always analyzed in parallel. For the analysis of trace element content
in mouse tissue and cells, 0.5 mg/L gallium (ThermoFisher Scientific) or 1 mg/L yttrium was used
as internal standard. An amount of 10 uL of each sample was placed on a siliconized quartz glass
carrier and dried overnight. Mouse and cell samples were measured randomly in triplicates for 1000
or 500 s, respectively.

2.7. Total GSH Analysis

The measurement of the total GSH content is based on the DTNB-mediated production of
GS-TNB (a GSH adduct of TNB). This GS-TNB could be reduced by GR to TNB, which can be
quantified as described earlier [22]. For GSH depletion, cells were treated for 6 h with 0.25 mM
buthionine-sulfoximine (BSO, Sigma-Aldrich). Cells and liver samples were dissolved in 150 pL
ice-cold 10 mM hydrochloric acid (HCl, Carl Roth). To lyse the cells, they were exposed to ten times
ultrasound treatment (80% amplitude, 0.5 s cycle). For the liver samples, a TissueLyser (Qiagen) was
used 2 X 2 min at 30 Hz for homogenization. After centrifugation for 30 s and 8000 g, 30 pL (w/v) 5%
5-sulfosalicylic acid (S55A, Sigma-Aldrich) was added to the supernatant and incubated for 10 min.
A second centrifugation at 4 °C, for 15 min and 8000x g removed the denatured proteins. The extinction
was measured for 5 min at 412 nm with a microplate reader (Synergy H1). All measurements were
performed in triplicates using 96-well plates. The total GSH content was calculated using a standard
curve and was normalized to the protein content of the samples.

2.8. Statistics

Data are provided as the mean +SD. The statistical analysis was carried out by GraphPad Prism
8 (San Diego, CA, USA) using an unpaired t-test or two-way analysis of variance (ANOVA) with
Bonferroni’s post-test. A p-value below 0.05 was considered as statistically significant.

3. Results

3.1. NAC Reduces the Cu and Zn Content of Cells and Modulates Glutathione Concentrations

To study the putative chelating activity of NAC, HepG2 cells were treated for 6 h with NAC together
with the individual trace elements Zn and Cu or a combination of both. None of these experimental
conditions affected the cellular viability as measured by MTT reduction capacity (Figure 1a). However,
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regarding cell numbers, there was a reduction down to 60% for the +NAC/+Cu/+Zn treated group
in comparison to only NAC-treated cells (Figure 1b). For all other treatment conditions, there was
no significant effect on cell number. To characterize the cellular redox homeostasis in response to
NAC, Cu, and Zn treatment, the activity of NQOI and total cellular TXNRD activity were analyzed.
Both NQO1 and TXNRD1 expression are known to be regulated by the transcription factor Nrf2 [23,24].
After a short-term 6 h incubation period, neither the trace elements nor NAC modulated the NQO1
(Figure 1c) or TXNRD activity (Figure 1d).
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Figure 1. Cell viability and cellular redox homeostasis in response to NAC treatment in combination
with Cu and Zn. HepG2 cells were cultured for 6 (a—d,f) or 4 h (e) with or without 1 mM NAC in
combination with 50 uM CuSQy, 50 uM ZnSOy or both. (a) MTT reduction capacity and (b) cell numbers
were analyzed. (¢) NQOI1 and (d) TXNRD activities were measured photometrically. (e) Nuclear
translocation of Nrf2 was analyzed by Western blot and normalized to Ponceau staining. (f) The total
GSH content of the cells was determined photometrically. The GSH synthesis inhibitor BSO was used
as positive control. Results are depicted as mean + SD (n = 4). Statistical analysis was calculated by
two-way ANOVA with Bonferroni’s post-test. * p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001 vs. cells without Zn
and Cu treatment (trace element effect); # p <0.05; # p<0.01; it p <0.001 vs. -NAC (NAC effect).

Accordingly, nuclear translocation of the transcription factor Nrf2 was analyzed 4 h after treatment
with NAC, Zn, and Cu. While Cu had no effect on Nrf2 translocation, Zn upregulated nuclear Nrf2
levels which was also the case in cells with Cu/Zn co-treatment. NAC had no basal effect on Nrf2
translocation in cells without additional trace elements but inhibited the Zn-induced upregulation
of Nrf2. This inhibitory effect was less pronounced in Cu/Zn-treated cells (Figure le). As NAC can
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be used as a precursor for GSH synthesis, the total cellular GSH content was analyzed. Treating
HepG2 cells with Zn increased the cellular GSH content by a factor of 2. This was completely blocked
when cells were co-treated with NAC and Zn independent of an additional Cu supply. Under basal
conditions and in only Cu-treated cells, NAC had no effect on the GSH content (Figure 1f).

Next, we examined whether NAC had an effect on the cellular concentrations of the trace elements
Cu and Zn. Treating HepG2 cells for 6 h with Cu resulted in an 8-fold increase in the cellular Cu content.
However, there was only a 4-fold increase when cells were co-treated with Cu and Zn. Co-treatment
with NAC diminished the increase in Cu in response to only Cu treatment but had no effect on cells
treated with Zn and Cu. Under basal and only Zn-treated conditions, no NAC effect on the Cu content
was observed (Figure 2a). The NAC effect on the cellular Cu content could be confirmed in HT-29
and THP-1 cells but the inhibitory effect of Zn on the Cu content appears to be unique for HepG2
cells (Figure 2¢,e). The Zn uptake of all three cell lines was strongly reduced by co-treatment with
NAC, but this reduction was not observed in Cu/Zn-treated HepG2 cells. Cu co-treatment increased
the cellular Zn levels of HT-29 and THP-1 cells but not of HepG2 cells. Again, NAC did not affect
basal Zn levels in cells without trace element treatment or in only Cu treated cells (Figure 2b,d,f). Thus,
short-term NAC treatment reduced the Cu and Zn content of cells in culture.
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Figure 2. NAC effects on the cellular Cu and Zn content of HepG2, HT-29, and THP-1 cells. Cells
were cultured 6 h with or without 1 mM NAC in combination with 50 uM CuSQy, 50 uM ZnSOy or
both. The (a,c,e) Cu and (b,d,f) Zn content was measured using total reflection X-ray fluorescence
(TXRF) spectroscopy in HepG2 (a,b), HT-29 (c,d), and THP-1 (e,f) cells. Results are depicted as mean
+5D (1 = 3-4). Statistical analysis was calculated by two-way ANOVA with Bonferroni’s post-test.
#p < 0.01; **p<0.001 vs. cells without Zn and Cu treatment (trace element effect); * p < 0.05;
# p <0.01; " p <0001 vs. -NAC (NAC effect); 58 p < 0.001 as indicated. n.d. = not detectable.
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3.2. Chronic NAC Treatment Reduced the Cu and Zn Content of Murine Liver and Spleen

To analyze the NAC effects on trace elements in an in vivo model, male mice chronically received
NAC via the drinking water for 20 weeks. This treatment neither affected the body weight of the mice
(Table 1) nor any tissue weight except for the spleen. The relative spleen weight was increased in
NAC-treated mice in comparison to mice without NAC treatment (Table 1). The total hepatic GSH
content was not significantly affected by NAC (Table 1). As GPXs need GSH to become reduced again,
we measured total GPX activity in the liver as well. Additionally, GPX activity was not modulated by
NAC (Table 1).

Table 1. Effects of chronic NAC treatment on the body and spleen weight, the hepatic GSH content,
and hepatic GPX activity in vivo. Four-week-old male mice (C57BL/6]rj) chronically received NAC for
20 weeks via the drinking water (1 g NAC/100 mL). The data are shown as mean +SD (n = 10) and
were calculated by unpaired t-test. # p < 0.05 vs. ~-NAC (NAC effect).

-NAC +NAC
body weight [g] 312+25 307 +£29
spleen weight/body weight [mg/g] 26+04 31+04%
total hepatic GSH content [uM] 65.4 + 83 702+69
hepatic GPX activity [mU/mg liver] 894.0 £ 84.1 952.9 + 103.3

For further analyses, we focused on three organs, duodenum, liver, and spleen. In line with the
analyses performed in HepG2 cells, we measured NQO1 and TXNRD activities as markers for Nrf2
activity. The NQOI activity was significantly increased in the duodenum and liver of NAC-treated in
comparison to untreated mice, while it was not affected by NAC in the spleen (Figure 3a—c). In line
with NQO1, TXNRD activity was increased by NAC in the duodenum. In the liver, TXNRD was
unaffected, while it was even reduced by NAC in the spleen (Figure 3d—f). SOD activity was also
increased by NAC in the duodenum but remained constant in liver and spleen (Figure 3g-i).
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Figure 3. Activities of enzymes known to be induced by Nrf2 in NAC-treated mice. Four-week-old male
mice (C57BL/6]rj) chronically received NAC for 20 weeks via the drinking water (1 g NAC/100 mL). NQO1,
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TXNRD, and SOD activities were measured photometrical]y in (a,d,g) duodenum, (b,e h) liver, and (c,f,i)
spleen. The data are shown as mean +SD and were calculated by unpaired t-test. # p < 0.05, ¥ p < 0.01,
### 1 < 0.001 vs. -NAC (NAC effect).

Next, we analyzed the tissue content of Zn and Cu in the duodenum, liver, and spleen. In the
duodenum, NAC had no influence on the Cu and Zn content (Figure 4a,d). However, the Cu content
was reduced in the liver (Figure 4b) and spleen (Figure 4c), while Zn was only downregulated in the

spleen (Figure 4f) and not in the liver (Figure 4e). Thus, NAC appears to have chelating abilities also
in vivo.
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Figure 4. Zn and Cu concentrations in different organs of NAC-treated mice. Four-week-old male mice
(C57BL/6]1j) chronically received NAC for 20 weeks via the drinking water (1 g NAC/100 mL). The Cu
and Zn content in (a,d) duodenum, (b,e) liver, and (c,f) spleen was measured using total reflection
X-ray fluorescence (TXRF) spectroscopy. The data are shown as mean +SD and were calculated by
unpaired t-test. # p < 0.05 vs. -NAC (NAC effect).

4. Discussion

In this study, we investigated whether NAC has the ability to modulate Cu and Zn homeostasis
during acute and chronic application. We could show in cell culture that NAC co-treatment reduced
the availability of both Cu and Zn for the cellular uptake (Figure 2). As described before, NAC is able
to form stable complexes with both Cu and Zn [25]. In contrast to our results, the cellular amount of
free Cu or Zn determined by fluorescent probes was not affected by NAC in an ovarian cancer cell
line. The combination of Cu and NAC was toxic for the cells by inducing oxidative stress, while the
combination of Zn and NAC was not [26]. Comparable results were obtained in primary rat cerebellar
granule neurons [27]. However, other studies indicate that GSH is essential for protecting cells against
Cu cytotoxicity by preventing Cu-induced oxidative stress [28]. In cell culture studies, NAC increased
the GSH content—e.g., in rat cardiomyocytes [29]. However, under basal conditions, we did not
observe any effects of NAC treatment on the cellular GSH content of HepG2 cells (Figure 1f). Whether
or not GSH levels are increased in response to NAC obviously depends on the cell type, the treatment
conditions, and NAC concentration and determines the outcome regarding Cu toxicity. We did not
observe any toxicity in our in vitro experiments except for a moderate effect by the combination of Cu,
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Zn, and NAC (Figure 1a,b). In contrast to previous studies, we further aimed to elucidate effects of Zn
and Cu concentrations related to the physiological situation.

In line with the in vitro results, Cu levels were reduced by chronic NAC treatment in the liver
and spleen of C57BL/6]rj mice, while Zn was only reduced in the spleen, but effects were rather small
(Figure 4). While liver is the most important organ for maintaining trace element homeostasis, the spleen
is not typically related to trace element metabolism. We could recently show that a suboptimal supply
of Fe, Zn, Cu, I, and Se in mice results in splenomegaly indicating that the spleen is sensitive towards
the systemic trace element status [30]. Similar effects have also been described for Zn deficiency in
rats [31]. However, in this study, mice received a standard chow diet with high levels of Cu (1.5-fold
the requirement) and Zn (3-fold the requirement) which were only very moderately reduced by NAC
treatment. In this scenario, NAC treatment also increased the spleen weight (Table 1). In the duodenum,
no NAC effect on Zn and Cu levels was observed indicating that intestinal trace element absorption
was either unaffected by NAC or was able to compensate for the reduced availability of Cu and Zn by
increasing the uptake.

Previous in vivo studies dealing with NAC were mainly addressing protective effects against
oxidative stress or toxic concentrations of trace elements such as Cu [32]. These effects were not
obtained by modulating Cu concentrations as e.g., no effect of NAC on the brain Cu content was
detected, but the NAC-induced increase in GSH was supposed to protect from Cu toxicity [32].
However, in our in vivo experiments NAC did not modulate total hepatic GSH concentrations (Table 1).
One explanation could be that the NAC-containing drinking water was refreshed every second day
which was already 24 h before sacrificing the mice. In the plasma, NAC has only a half-life of about
2-3 h [33]. Using radioactively labeled NAC, oral applications in rats revealed that NAC is distributed
to most tissues within 1 h and remains elevated for up to 12 h [34]. This indicates that a putative
increase in hepatic GSH levels by NAC could have been already counter regulated before harvesting
the samples. In the aforementioned study, the increase in hepatic GSH levels in response to a high
NAC dosage was also very moderate [34].

In contrast to the liver, GSH levels were strongly upregulated by Zn in HepG2 cells (Figure 1f)
which was independent of Cu co-treatment. The Zn-induced effect on GSH could be inhibited by NAC
(Figure 1f), which, however, appears to be an indirect effect modulated rather by a lower availability
of Zn and thus reduced upregulation of GSH. In murine lung fibroblasts, Zn increased the cellular
GSH content independently of metallothionein expression [35]. In primary rat endothelial cells,
the Zn-induced GSH upregulation was mediated via Nrf2 activation and upregulation of the catalytic
subunit of glutamate cysteine ligase (GCLC) [12]. However, we did not observe any differences in
the activity of the Nrf2 target genes NQO1 and TXNRDI1 after 6 h of NAC, Zn, and Cu stimulation
(Figure 1c,d), indicating that the Zn-induced increase in GSH 6 h after stimulation appears to be a
direct effect independent of de novo synthesis of GCLC via Nrf2 activation. Zn was able to increase
nuclear translocation of Nrf2 which was maintained 4 h after treatment (Figure 1e). It is now well
established that Keapl1 is equipped with multiple cysteine-based sensors to detect various endogenous
and exogenous stresses. ZnCl is categorized into class IV together with H,O, which activate Nrf2
signaling independently of Cys151/Cys273/Cys288 of Keapl [8]. Again, the NAC effect on nuclear
Nrf2 levels was limited to the inhibition of the Zn-mediated upregulation, but no direct NAC effect
on Nrf2 was observed (Figure le). Besides effects on Nrf2, Zn co-treatment reduced the Cu content
of HepG2 cells (Figure 2a). Such inhibitory effects of a high Zn intake on Cu absorption have been
described before [36] and are e.g., used for the treatment of Wilson’s disease patients [37]. However,
in CaCo; cells, Zn did not inhibit Cu uptake [38] which was also the case in HT-29 and THP-1 cells
(Figure 2c,e). The observed Zn effect on Cu could also involve GSH. Within cells, Cu is first bound to
GSH before it is transferred to metallothioneins [39] which accordingly regulate the delivery of Cu to
the Cu exporter ATP7A [40]. Thus, increasing cellular GSH levels could enhance Cu export resulting
in lower intracellular Cu concentrations when co-treated with Zn.
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In vivo, the chronic treatment with NAC upregulated NQO1, SOD, and TXNRD activities in the
duodenum (Figure 3). This could be regulated via Nrf2 which is known to induce the transcription of all
three enzymes. In contrast, cell culture studies revealed that NAC inhibits Nrf2 signaling by reducing
H0; levels [9]. Most of these studies do not analyze basal unstressed conditions but rather conditions
characterized by an increase in oxidative stress which is counteracted by NAC [10]. Thus, under basal
conditions, chronic NAC might also shift the cellular redox balance to a more oxidative environment
resulting in Nrf2 activation.

5. Conclusions

We could herein show that Cu and Zn homeostasis is modulated by acute and chronic NAC
treatment in vitro and in vivo. In both cases, the cellular content of Cu and Zn was reduced by NAC.
In mice, effects were rather small, but animals were well supplied with the trace elements Cu and
Zn. However, under conditions of a limited trace element intake, the homeostasis could be more
susceptible towards disturbance by chronic NAC intake. Thus, it would be important to recapitulate
the obtained results when feeding adequate to suboptimal trace element concentrations. This is of
particular importance for Zn, because e.g., old individuals exhibit a high prevalence for Zn deficiency.
Especially during a cold, when NAC is frequently used as medication, lower Zn levels could prolong
the cold by limiting the immune response.
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5 Diskussion

Die Essentialitdit 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
Dinndarm absorbiert, welches den ersten Schnittpunkt im Metabolismus von Selen, Kupfer,
Zink und Eisen darstellt. Uber gemeinsame Transportmechanismen kénnen die Spurenelemente
so die Homdostase gegenseitig beeinflussen. Weiterhin sind alle vier Spurenelemente an der
Regulation der Redoxhomdostase 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 Erklarungen der Interaktionen zu beschreiben. Anhand
verschiedener Mausfitterungsstudien, die unter anderem an Mausen mit systemischen Nrf2-
KO durchgefiihrt wurden, sollte der Einfluss einer defizienten und adaquaten
Spurenelementversorgung untersucht werden (Kapitel 4.1, 4.2). AnschlieRende
in vitro-Versuche sollten der weiteren mechanistischen Aufklarung der
Spurenelementinteraktionen dienen. Hierbei wurden die Spurenelementkonzentrationen
zwischen defizient und leicht supplementiert moduliert (Kapitel 4.2, 4.3). In allen
durchgefiihrten Experimenten wurden Marker der Spurenelementhomdostase sowie am
Beispiel des Nrf2-Signalswegs die Auswirkungen auf den zelluldren Redoxstatus untersucht

(Kapitel 4.1-4.3).
5.1 Der Einfluss von Nrf2 auf die Spurenelementhomdostase

Der redox-sensitive Transkriptionsfaktor Nrf2 wird unter anderem als Antwort auf erhohten
intrazelluldren oxidativen Stress aktiviert und kann so die Expression von Zielgenen induzieren.
Zu diesen Zielgenen gehoren 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 Spurenelementhomaoostase beeinflusst, ist bisher nicht geklart. Der Einfluss eines Nrf2-
KOs auf die Spurenelementhoméostase sowie Spurenelement-assoziierte Enzyme bei mit

nahrstoffreichem Haltungsfutter gefiitterten Mausen wurde in Kapitel 4.1 untersucht.

Ein KO von Nrf2 hatte im Vergleich der vier Spurenelemente den grofRten Einfluss auf die
Eisenhomoostase (Kapitel 4.1, Abb. 1 A-C). Dies zeigte sich in gesteigertem intestinalem und

hepatischem Eisengehalt, welcher mit einem reduzierten Plasmaeisengehalt einherging. Dies ist
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vermutlich auf eine verminderte Genexpression des Nrf2-Zielgens FPN1 (Kapitel 4.1, Abb. 4F;
Abbildung 10), welches den Export von Eisen vermittelt [338], zurlickzufiihren. In der Literatur
wurde beschrieben, dass ein systemischer Nrf2-KO zunachst keine deutlichen phanotypischen
Veranderungen mit sich bringt [370], jedoch wurden bei alternden Tieren Anzeichen einer
Andmie mit verdnderter Morphologie der Erythrozyten beobachtet [421]. Eine weitere
Auswirkung eines Nrf2-KOs waren extrem weille Schneidezdhne bei Nrf2-KO-Mdausen im
Vergleich zu WT-Ma&usen, die auf einen verminderten Eisengehalt des Zahnschmelzes

zuriickgefiihrt wurde [422].

Ein systemischer Nrf2-KO bei addaquat mit Spurenelementen versorgten Mausen resultierte in
einer verminderten Zinkkonzentration im Intestinum und Plasma, wahrend der Gehalt in der
Leber unbeeinflusst war (Kapitel 4.1, Abb. 1G-l, 5D, E; Abbildung 10). Gleichzeitig zeigte sich bei
Nrf2-KO-Tiereneine erhohte hepatische Expression des ZIP14-Transporters, welcher fiir 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 Veranderung des

Eisenstatus reguliert (Kapitel 4.1).

Der intestinale Selengehalt war bei addaquater Spurenelementzufuhr durch einen systemischen
Nrf2-KO vermindert, wahrend der Selengehalt in Leber und Plasma unverandert war (Kapitel
4.1, Abb. 1D-F, 2A-B; Abbildung 10). Auch die hepatische GPX-Aktivitdt war von einem Nrf2-KO
unbeeinflusst (Kapitel 4.1, Abb. 2D). Obwohl auch die GPX2, als Zielgen von Nrf2 [132], einen
Beitrag zur GPX-Aktivitat leistet, ist dieser Einfluss in der Leber zu vernachlassigen, wie es auch
bei der Untersuchung von GPX2-KO-Mausen bereits beschrieben wurde [152]. Dem gegenliber
war die hepatische Gesamt-TXNRD-Aktivitat, zu der TXNRD1 als Nrf2-Zielgen [133] maligeblich
beitragt, durch einen systemischen Nrf2-KO auf ca. 60 % der WT-Aktivitat reduziert (Kapitel 4.1,
Abb. 2C).

Der KO von Nrf2 scheint bei Mausen, die ein nahrstoffreiches Haltungsfutter bekamen, nur
marginale Einfliisse auf den Kupferstatus zu haben. Der hepatische Kupfergehalt war bei den
Nrf2-KO-Mausen reduziert, was sich aber nicht in der Expression von am Kupfermetabolismus-
beteiligten Proteinen wie Ctrl oder MT widerspiegelte (Kapitel 4.1, Abb. 5B, C, I). Auswirkungen
eines Nrf2-KOs auf die Kupferhomoostase wurden in der Literatur bisher nicht beschrieben. Der
erniedrigte hepatische Kupfergehalt konnte 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 kdnnen die Redoxhomoostase beeinflussen, indem sie entweder als
Bestandteil von antioxidativen Enzymen oxidativem Stress entgegenwirken oder selbst
oxidativen Stress induzieren kénnen. Oxidativer Stress kann entweder aufgrund der Defizienz
der Spurenelemente entstehen, bei dem unter anderem die Funktion der Spurenelement-
abhangigen Enzyme eingeschrankt 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 fiir die Redoxregulation
wichtig [137]. Die GPX2 und die TXNRD1 gehdren 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 zelluldre antioxidative Enzyme wie die GPXen und die TXNRDen

zuriickgefiihrt (426, 427] (Abbildung 10).

Eine Deletion des TRSP-Gens in Hepatozyten oder Makrophagen, welches zum Verlust von
Selenoproteinen in diesen spezifischen Geweben fiihrt, ging mit einer gesteigerten nukledren
Nrf2-Translokation und einer erh6hten Genexpression von Nrf2-Zielgenen einher [384]. Traten
der TRSP- und Nrf2-KO in Kombination auf, wurden erhohte intrazelluldare ROS-Spiegel, eine
erhohte H,0,-Cytotoxizitat, verminderte RNA-Expressionsspiegel von antioxidativen Enzymen
sowie eine deutlich verringerte Uberlebensfihigkeit von Mausen beobachtet [384, 428]. Auch
der Verlust an hepatischem SECISBP2 fihrte zur Induktion der Genexpression von Nrf2-
Zielgenen [385]. Weiterhin ist der KO einzelner Selenoproteine eng mit der Nrf2-Aktivierung
verkniipft. Eine Inhibition von TXNRD1 bzw. ein Leber-spezifischer KO fiihrte 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
(Uberblick in [167]). Tiere mit einem hepatischen GPX4-KO, der ca. 48 h nach der Geburt von
Mausen letal war, zeigten am ersten Lebenstag eine deutlich gesteigerte Expression einiger
Nrf2-Zielproteine [387]. Im Gegensatz dazu fiihrte ein KO von SELENQOS in Thyreozyten zu einer
Reduktion der Nrf2-Aktivitdt und seiner Zielgene, weswegen SELENOS als positiver Regulator
von Nrf2, zumindest in Thyreozyten, beschrieben wurde [430]. Diese Ergebnisse unterstiitzen

die wichtige Rolle von Selen und Selenoproteinen fiir die Nrf2-Antwort.



Diskussion 90

Die Effekte einer nutritiven Selendefizienz auf den Selenstatus und auf Nrf2 sind von
verschiedenen Faktoren wie der Fitterungsdauer, dem Fitterungsstart und der Futtermatrix
abhangig. So wurde mit einer achtwochigen Selen-defizienten Torula-Hefe-basierten Diat eine
leichte Steigerung der hepatischen NQO1-Aktivitat, 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 ausgepragten Effekt einer Selendefizienz auf Nrf2-Zielgene wurden Uber einen
Zeitraum von bis zu sechs Monaten durchgefiihrt [135, 434-436]. Am héaufigsten wird zur
Induktion einer Selendefizienz ein Torula-Hefe-basiertes Futter verwendet. In der Torula-Hefe
liegt Selen hauptsachlich als Selenohomolanthionin vor, welches zwar wasserloslich ist, aber
kaum bioverfligbar zu sein scheint [437, 438]. Wahrend die Induktion einer Selendefizienz mit
einem auf Torula-Hefe basierenden Futter Gber 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
Futterung sogar Uber neun Wochen erfolgte [440]. Weiterhin spielt auch der Zeitpunkt des
Beginns der Fitterung eine wichtige Rolle. Fiir Ratten wurde beschrieben, dass die Induktion
einer Selendefizienz moglichst wahrend der Sdugephase beginnen sollte, da zu diesem Zeitpunkt
die Selenkorperspeicher noch nicht vollstindig gefiillt sind [437]. Die Selenquelle scheint
hingegen keinen Einfluss auf die Selenhomdostase zu haben. Als zugesetzte Selenquelle werden
in Tierversuchen am héaufigsten Selenit oder Selenomethionin verwendet. Beide Substanzen
steigerten im physiologischen Konzentrationsbereich sowohl den intrazellularen Selengehalt als

auch die GPX-Aktivitat in vergleichbarem AusmaR [436].

Der Einfluss einer Selendefizienz auf die Nrf2-Aktivierung scheint bei Mausen auBerdem
organspezifisch reguliert zu sein. In Organlysaten aus dem vorgestellten Tierversuch mit
defizienter und adaquater Fitterung von Selen und Kupfer wurde die NQO1-Aktivitat in finf
Abschnitten des Gastrointestinaltraktes (Duodenum, Jejunum, lleum, 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-Aktivitat unter
Selendefizienz sichtbar (Kapitel 4.2, Abb. S6K), wihrend in den restlichen Abschnitten des
Gastrointestinaltraktes die NQO1-Aktivitat unbeeinflusst war (Anhang Abb. 13B-E). Auch die
Proteinexpression der NQO1 war in der Leber und im Colon durch die verschiedenen
FUtterungen unbeeinflusst (Anhang Abb. 14). In verschiedenen Publikationen zeigten sich
ebenfalls Unterschiede in den untersuchten Organen. So beobachteten Miiller und Kollegen,

dass die sechswochige Fltterung einer Selen-armen Didt vornehmlich die Expression von
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Nrf2-Zielgenen im Duodenum, weniger im Colon und nicht in der Leber beeinflusste [134]. Die
Aktivitat der NQO1 war ebenfalls am starksten 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, wahrend die Aktivitdten der
beiden Nrf2-Zielgene NQO1 und GST in Leber und Colon unter Selen-defizienten Bedingungen
gesteigert waren [442]. Bei Untersuchungen der HO-Aktivitdt in verschiedenen Organen von
Selen-defizienten Ratten wurde ebenfalls nur in der Leber eine gesteigerte Aktivitat 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 Aktivitatsspiegel von Nrf2-Zielgenen in Abhangigkeit des Organs

gibt.

Die Effektivitat einer didtetischen 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 didtetische Selendefizienz hatte bei Madusen keinen Einfluss auf die
Lebensdauer [432], wdhrend die o. g. KOs zu deutlich verkiirzter Lebenszeit flihrten [384, 385,
387]. Bei einer nutritiven Selendefizienz wird aufgrund der hierarchischen Regulation der
Selenoproteine die Funktion der housekeeping Selenoproteine moglichst lange
aufrechterhalten, sodass die Funktion der Selenoproteine, die hoch in Hierarchie stehen, nur
wenig beeinflusst wird. Damit kdnnten die Unterschiede zwischen nutritiver und globaler

Selenoprotein-Defizienz erklart werden.

In vitro wurden in HepG2-Zellen keine Effekte einer Selendefizienz auf die Nrf2-Aktivierung
festgestellt. Weder die mRNA-Expression, noch die Proteinexpression oder Aktivitdt von Nrf2-
Zielgenen waren vom Selenstatus beeinflusst (Kapitel 4.2, Abb. S1l, J, K). Das Ausbleiben einer
Nrf2-Aktivierung konnte auf den basalen Selenspiegel im Zellkulturmedium (5 nM) unter den
hier verwendeten -Selen-Kulturbedingungen (10 % Serum) zuriickzufiihren sein, der zu keiner
manifesten Selendefizienz fiihrte (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 intrazellulare GSH-Spiegel war nach 72-stiindiger Inkubation von HepG2-Zellen mit 50 nM
Selenit leicht vermindert (Kapitel 4.2, Abb. S1L). Dies wurde auch bei Ratten mit einer
adaquaten Selenversorgung im Vergleich zu Ratten mit einer Selendefizienz festgestellt [446]
und kdnnte auf eine Nrf2-Aktivierung, die zu einer gesteigerten Expression von Enzymen der
GSH-Synthese (GCLC, GCLM) fiihrt [447], hindeuten. Jedoch war die Genexpression des Nrf2-
Zielgens GCLM durch eine Selenbehandlung nicht verandert (Kapitel 4.2, Abb. S1I). Weitere
Studien zeigten hingegen verminderte hepatische und erhéhte Plasma-GSH-Spiegel bei Mausen
und isolierten Hepatozyten von Ratten, die eine Selen-defiziente Diat geflttert bekommen
haben [436, 448]. Die an der GSH-Synthese und dem -Export beteiligten Proteine waren unter
Selendefizienz vermehrt exprimiert. Die erhdohten Plasma-GSH-Gehalte wurden mit einer
erhohten GSH-Synthese und dem anschlieRenden vermehrten hepatischen Export von GSH
erklart [436, 448]. Insgesamt scheint eine langfristige Selendefizienz, die nutritiv oder funktionell
bedingt ist, eine Nrf2-Aktivierung zu vermitteln. Uber die Aktivierung von Nrf2 wird die
Expression von Nrf2-Zielgenen, zu denen einige antioxidative Enzyme gehoren, 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 uM
CuSQO,, beschrieben [383, 449, 450] (Abbildung 10). Auch in der hier durchgefiihrten Studie
zeigten Nrf2-Zielgene wie GPX2, TXNRD1, GCLM und NQO1 auch bei einer 48-stiindigen
Inkubation von HepG2-Zellen mit 100 uM CuSO, eine gesteigerte Expression (Kapitel 4.2, Abb.
S1E, F, |1, J). Die Steigerung der mRNA-Expression hatte jedoch, bis auf eine
konzentrationsabhangige Steigerung der GPX2-Proteinexpression, keinen Einfluss auf
Proteinexpression oder Enzymaktivitat von Nrf2-abhangigen 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. Ubersicht anhand der
Daten aus in vitro- und in vivo-Studien (Kapitel 4.1-4.3). Fiir jedes der Spurenelemente ist die Wirkung und der vermutete Mechanismus zur Beeinflussung von nuclear factor
erythroid 2 p45-related factor 2 (Nrf2) dargestellt. Die GroRRe der Spurenelementsymbole beschreibt die Konzentration des Spurenelements, die fir die Nrf2-Aktivierung notig
ist. Ebenso ist der Effekt von Nrf2 auf den Metabolismus der einzelnen Spurenelemente dargestellt.!Selenoproteindefizienz 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; GSK3p —
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Eine kurzzeitige Inkubation von HepG2- und HT29-Zellen mit 50 uM CuSQO, hatte keinen Einfluss
auf die nukledre Nrf2-Translokation in vitro (Kapitel 4.3, Abb. 1E), wie es auch in vaskuldren
Endothelzellen gezeigt wurde [451]. Eine Modulation des Kupferstatus von defizient zu adaquat
in der Mausfiitterungsstudie, die zu keiner offensichtlichen Veranderung von Kupferbiomarkern
fiihrte, hatte auch keinen Einfluss auf die Aktivitdt und Expression von Nrf2-Zielgenen (Kapitel
4.2, Abb. S6D, H, K). Demgegeniiber wurde bei Mausen, die eine Kupfer-defiziente Futterung ab
Geburt erhielten, eine gesteigerte Aktivitat und Expression der NQO1 in der Leber gemessen
(nicht veroffentlichte Daten). Moglicherweise konnte dies auf erhohten intrazelluldren
oxidativen Stress, der aufgrund einer Herunterregulation des Cuproenzyms SOD1 ausgelost
wird, zurlickzufiihren sein [391]. In dieser Fltterungsstudie war die Gesamt-SOD-Aktivitat

jedoch unveréndert (nicht veroéffentlichte Daten).

Weiterhin wurde flr Kupfer beschrieben, dass es verschiedene Substanzen aktivieren kann, die
anschlieRend 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 fihren [452]. Weiterhin ist Kupfer fir 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
gegenlber oxidativen Schaden aufgrund von erhohtem intrazellularem 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 lasst sich hauptsachlich auf hohe, toxische
Konzentrationen oder das Zusammenspiel mit anderen Substanzen zuriickfihren. Bei leicht
defizienten bzw. addquaten Kupferbedingungen, wie sie in der vorliegenden Dissertation
untersucht wurden (Kapitel 4.2, 4.3), erfolgte, wenn Uberhaupt, nur eine geringe Nrf2-

Aktivierung.

Verschiedene in-vitro und in-vivo Studien zeigten, dass bei einer Zinkdefizienz erhéhte Spiegel
an oxidativem Stress bzw. oxidativen Schaden auftreten [388, 454-456]. Demgegenlber flihrte
die Inkubation mit nicht toxischen Zinkkonzentrationen (50 - 100 uM) durch eine Nrf2-
Aktivierung zum Schutz vor oxidativem Stress [457-459] (Abbildung 10). Eine Inkubation von
HepG2- und HT-29-Zellen mit 50 UM ZnSQO, fiir vier Stunden fiihrte ebenfalls zu einer 50- bzw.
30-fach gesteigerten nukledren Nrf2-Translokation (Kapitel 4.3, Abb. 1E; Anhang Abb. 15D). In
Zink-behandelten HepG2- und HT29-Zellen konnte zudem ein erhéhter 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], zuriickgefiihrt [458, 459].

Fir die Wirkung von Zink auf Nrf2 werden verschiedene Mechanismen beschrieben. Zink
beeinflusst die Nrf2-Aktivierung zum einen vermutlich tiber eine Stimulation der AKT und folglich
der Glykogensynthase Kinase (GSK)-3B-Phosphorylierung [461, 462]. Bei einer Zinkdefizienz
wurde eine verringerte AKT- und GSK3B-Phosphorylierung beobachtet, wahrend
Negativregulatoren von AKT hochreguliert wurden. Dies hatte eine erhohte nukledre 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 Konformationsanderung fiihrte 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 jn vivo und in vitro aktivieren konnte [464-466]. Die
Inkubation mit ansteigenden Eisenkonzentrationen hatte keinen Einfluss auf die Zellviabilitat
von primdren Hepatozyten von WT-Mausen, wahrend die Zellviabilitit von primaren
Hepatozyten von Nrf2-KO-Méausen bei 200-fach geringerer Eisenkonzentration schon deutlich
reduziert war. Der nicht-cytotoxische Effekt der Eisenbehandlung in WT-Zellen wurde auf eine
deutliche Nrf2-Aktivierung zuriickgefiihrt [464]. In verschiedenen Tierstudien konnte durch
Fiitterung 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 fihrt vermutlich (iber die Induktion von reaktiven Verbindungen, die
zellschadigend 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 hauptsachlich
unter dem Schwerpunkt des therapeutischen Effekts einer Zinksupplementation bei Morbus
Wilson durchgefiihrt [411]. Im Rahmen des in Kapitel 4.3 vorgestellten Manuskripts wurden die
Interaktionen zwischen Zink und Kupfer auf Ebene der zellularen HomoGostase sowie der
Modulation der Transkriptionsfaktoren Nrf2 und MTF1 untersucht (Abbildung 11). Die
zusatzliche Behandlung der Zellen mit NAC, einem GSH-Vorlaufer und Metalchelator, soll hierbei

nicht weiter betrachtet werden.
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Drei verschiedene humane Krebszelllinien (HepG2, HT29, THP-1) wurden fir sechs Stunden mit
je 50 uM Kupfer und/oder Zink behandelt. Der Kupfergehalt war nach sechsstiindiger Inkubation
in den THP-1- und HepG2-Zellen ahnlich, wahrend in den HT29-Zellen die Kupferkonzentration
ca. halb so hoch war. Auffallig war, dass ohne Kupferbehandlung die Kupferkonzentrationen nur
in den THP-1- und HT29-Zellen unterhalb des Detektionslimits lagen, wahrend in den HepG2-
Zellen der basale Kupfergehalt messbar war. Eine zuséatzliche Zinkgabe flihrte nur in den HepG2-
Zellen zu einer verminderten intrazellularen Kupferkonzentration (Kapitel 4.3, Abb. 2A, C, E,
Abbildung 11). Die Verminderung des intrazelluldren 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 Gber 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 intrazelluldaren Kupfergehalt leicht senkt [469] oder keinen Einfluss auf die
Kupferhomoostase 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 intrazellularen Kupferkonzentration eine héhere Relevanz bei der
Wilson-Erkrankung zu haben. Zur mechanistischen Aufklarung der hier identifizierten
zelltypspezifischen  Effekte  kdnnten  Expressions- und  Translokationsstudien von

Transportproteinen durchgefiihrt werden.

Sowohl der intrazellulare Zinkgehalt als auch der Einfluss von Kupfer auf diesen unterschieden
sich in den drei verwendeten Zelllinien. (Abbildung 11). Die intrazellularen Zinkgehalte ordnen
sich nach folgendem Muster: THP-1 < HepG2 < HT29, mit der groRten 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 (Uberblick
[471]), weswegen vermutet werden konnte, dass die Monozyten am starksten auf eine
Veranderung in der Zinkversorgung ansprechen. Eine zusatzliche Kupferbehandlung fihrte 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
Homoostase zelltypspezifisch beeinflussen und somit mogliche gemeinsame Aufnahme-,
Speicher- und Transportmechanismen eine Rolle spielen kdnnten. In einer Studie konnte gezeigt
werden, dass eine 48-stlindige Kupferbehandlung den intrazelluldren Zinkgehalt in Caco2- und
HepG2-Zellen verminderte [403]. Bei einem DMT1- oder Ctr1-KO war die Aufnahme von Kupfer
und Zink vermindert [472], wahrend 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, missten genauere Untersuchungen von verschiedenen Transportern oder
Speicherproteinen durchgefihrt werden. Hierflir wiirden sich zum einen Expressionsanalysen
(Gen- und Proteinebene) und zum anderen mogliche intrazelluldare Translokationsanalysen

anbieten.

Da Kupfer und Zink von MTs gebunden werden kénnen, spielen MTs vermutlich eine besondere
Rolle bei den Interaktionen von Kupfer und Zink. Kupfer weist eine deutlich hohere Affinitat zu
MTs auf als Zink und kann dieses im MT ersetzen [414, 415, 473]. Induziert wird die Expression
von MTs hauptsadchlich durch MTF1 [308-311], aber auch die Beteiligung von Nrf2 ist
beschrieben [383]. Die Untersuchung der nukledren Translokation von Nrf2 und MTF1 in den
drei humanen Krebszelllinien sollte einen Aufschluss Uber den Einfluss einer Kupfer- und
Zinkbehandlung geben und mogliche Interaktionen beider Elemente in Bezug auf die
Transkriptionsfaktoren aufzeigen. Die nukledre Translokation von MTF1 in HepG2- und HT29-
Zellen wurde ausschlieRlich 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 starkere Aktivierung von MTF1 und eine nachgeschaltete hohere
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 sechsstiindige
Inkubation mit Kupfer und Zink (Anhang Abb. 15B), als auch durch die 72-stiindige Inkubation
mit Kupfer nicht beeinflusst (Kapitel 4.2, Abb. S2A).

Eine Ko-Inkubation mit Kupfer fihrte trotz des gesteigerten intrazelluldren Zinkgehaltes (Kapitel
4.3, Abb. 2D) zu einer verminderten MTF1-Translokation in HT29-Zellen (Anhang Abb. 15C). Die
nukledre MTF1-Translokation in den HepG2-Zellen blieb hingegen durch eine Ko-Inkubation
unbeeinflusst (Anhang Abb. 15A). Eine weitere Untersuchung von MTF1-Zielgenen oder des
intrazelluldren Gehaltes an ,freiem” Zink, welches als die biologisch aktive Form des Zinks gilt
[298], wiirde helfen, diese Ergebnisse zu interpretieren. Auch eine Unterscheidung des an MT-
gebundenen Kupfers bzw. Zinks im Vergleich zum Gesamt-MT-Gehalt kdnnte weitere Indizien
fiir die moglichen 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 intrazelluldre Spurenelementkonzentration nach
einer sechsstiindigen 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-stindiger Inkubation mit beiden Spurenelementen
in HT29-, HepG2- und THP-1-Zellen. *Daten aus in vitro-Versuchen lGber 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 fir beide Spurenelemente beschrieben, dass sie Nrf2 aktivieren kénnen [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 funf verschiedenen humanen Krebszelllinien
untersucht wurde, zeigte sich, dass Kupfer iberwiegend eine starkere Nrf2-Aktivierung als Zink
ausloste [476]. Vergleicht man jedoch die eingesetzten Konzentrationen zwischen Kupfer und
Zink fiel auf, dass fir die Aktivierung von Nrf2 durch Kupfer héhere Konzentrationen notig waren
als fiir Zink [476]. Zink scheint also Nrf2 in physiologischen Konzentrationen zu aktivieren,
wahrend diese fiir eine Kupfer-abhangige 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 intrazelluldren Zinkkonzentration nicht weiter stimuliert
werden (Kapitel 4.3, Abb. 2D, Anhang Abb. 15D; Abbildung 11). Interessant ware

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 intrazelluldren
Redoxstatus haben konnte, zeigte sich bei der Bestimmung des Gesamt-GSH-Gehaltes
(GSH+GSSG). Wahrend der intrazellulare 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 kdnnte durch eine Zink-induzierte Steigerung der Expression des Nrf2-
Zielgens GCL ausgel6st 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 fiir die nukledre
Translokation von MTF1 zeigte (Anhang Abb. 15C). Ob sich durch die veranderte MTF1-
Translokation auch die Gen- und Proteinexpression von MTs in HT29-Zellen verdndert, bleibt
zunachst unklar. Da das Zusammenspiel zwischen GSH und MT, wichtig fiir die Regulation der
Kupferhomoostase ist (siehe Kapitel 1.3; Abbildung 5), konnte 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). Wahrend Kupfer erst bei sehr hohen, cytotoxischen Konzentrationen zu einer
Nrf2-Aktivierung fihrt [383, 449], konnte fiir Selen dieser Effekt vor allem bei einer Defizienz
gezeigt werden [134, 135]. In der hier durchgefiihrten Mausfiitterungsstudie wurden die Selen-
und Kupfergehalte jeweils von suboptimal zu addquat moduliert (Kapitel 4.2). Die
Verdanderungen der NQO1-Aktivitdit im Duodenum und der Leber wurden durch die
Unterschiede in der Selenfltterung ausgelost. Die zusatzliche Kupferintervention hatte jedoch
keinen weiteren Einfluss auf die NQO1-Aktivitat (Kapitel 4.3, Abb. S6K; Anhang Abb. 13). In vitro
wurde der Kupferstatus von adaquat zu leicht supplementiert verdndert, wahrend der
Selenstatus defizient bzw. addquat war. Die durch Kupfer-induzierten Effekte auf die
Genexpression der Nrf2-Zielgene (TXNRD1, NQO1, GCLM) wurden durch die Modulation des
Selenstatus nicht verdndert (Kapitel 4.3, Abb. S1, F, |, 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), wéahrend eine

Kupferbehandlung bei addaquater Selenversorgung auf Proteinebene zur Induktion der GPX2-
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Expression fiihrte (Kapitel 4.3, Abb. 2C). Die zugrundeliegenden Mechanismen fiir diesen Effekt
sind jedoch unklar. Da die GPX2 hauptsachlich im Darm und weniger in der Leber exprimiert ist,
ware es interessant, diese Interaktionen auch in intestinalen Zellen zu untersuchen und

moglicherweise weiter zu charakterisieren.

5.3 Veranderungen in der Spurenelementhomdostase von Kupfer, Zink und

Eisen durch eine Modulation des Selenstatus

Fir die Betrachtung der Veranderungen in der Spurenelementhomdostase 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 Selenfutterung (defizient, adaquat, supplementiert)

erhielten, miteinander verglichen.

Die Modulation des Selenstatus hatte keinen Einfluss auf die intrazelluldren 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 erklaren ist, unbeeinflusst (Kapitel 4.1, Abb. 4B, C, E-J). Ratten,
die mit zwolf bzw. 24 Wochen tber einen deutlich langeren Zeitraum als in der vorliegenden
Studie (Kapitel 4.1) Selen-defizient gefiittert wurden, wiesen deutlich erhohte Eisengehalte in
Serum und Organen (Leber, Niere, Milz) im Vergleich zu addquat mit Selen gefiitterten Tieren

auf [477].

Die Kupfer- und Zinkhomoostase waren vom Selenstatus gegensatzlich reguliert. So konnte fir
eine adaquate Selenversorgung gezeigt werden, dass die zirkulierende Kupferkonzentration im
Vergleich zur Selen-defizienten Gruppe stieg, wahrend der zirkulierende Zinkgehalt sank
(Kapitel 4.1, Abb. 5A, D). Eine gesteigerte zirkulierende Kupferkonzentration nach
Selensupplementation wurde auch bei Wiederkduern gezeigt [478], wahrend 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 adaquaten Selenversorgung im Vergleich zu einer Selendefizienz betrachtet
wurde, wahrend in der Literatur der Effekt einer Selensupplementation bei vorher adaquater
Selenversorgung untersucht wurde. In einer Studie, die eine 24-wo6chige Selendefizienz im
Vergleich zur addquaten Selenversorgung bei Ratten untersuchte, wurden wie in der
vorliegenden Studie erniedrigte Zinkgehalte im Serum von adaquat gefiitterten 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 verandert (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 zusatzliche Untersuchung der Translokation von Transportern bzw. Transportproteinen
konnte helfen, die leichten Unterschiede in der Kupfer- und Zinkhomdéostase zu verstehen. Ein
gemeinsamer Transportmechanismus von Zink und Selen stellt der ZIP8-Transporter dar [482].
Es wurde gezeigt, dass ZIP8 Zink- und Bicarbonat-abhangig Selen transportieren kann [482] und
dass eine ZIP8-Defizienz die hepatische Selenkonzentration verminderte, wahrend die
Zinkkonzentration unbeeinflusst war [483]. Dies kdnnte einen Zusammenhang zwischen dem
verminderten Zinkplasmagehalt bei gesteigerter Selenzufuhr erklaren und kénnte durch eine

Expressionsanalyse von ZIP8 und dem Zinkgehalt in verschiedenen Organen unterstiitzt werden.

In HepG2-Zellen, die defizient bzw. addquat mit Selen und adaquat bzw. supplementiert mit
Kupfer versorgt wurden, hatte Selen keinen Einfluss auf die intrazelluldre Kupferkonzentration
(Kapitel 4.2, Abb. 5A), reduzierte jedoch die MT2a-Expression (Kapitel 4.2, Abb. 1B; 5B). Eine
Selengabe fiihrte in verschiedenen Rattenmodellen, die zusatzlich Cadmium erhielten, zu einer
verminderten MT-Expression [484, 485]. Da MTsv. a. (iber MTF1 reguliert werden, kdnnte Selen
Uber diesen Transkriptionsfaktor die Expression hemmen. Anhand der Daten der
Fiitterungsstudie, in der die MTF1-Expression mit steigender Selenzufuhr induziert wurde
(Kapitel 4.1, Abb. 5J), kann diese Vermutung zunéachst nicht unterstiitzt werden. Jedoch muss
beachtet werden, dass hierbei die Gesamtexpression im Leberhomogenat und nicht die
nukledre Translokation untersucht wurde und somit keine Aussage Uber eine mogliche
Aktivierung und Translokation von MTF1 formuliert werden kann. In ersten in vitro-
Untersuchungen hinsichtlich des Einflusses von Selen auf die nukledre 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 widerspriichliche Resultate.
So konnte in verschiedenen Fiitterungsstudien gezeigt werden, dass beide Spurenelemente die
Homoostase des jeweils anderen nicht beeinflussen [479, 480], eine Kupfergabe zu erhohten
hepatischen Selenkonzentrationen flihrte [486] oder eine Gabe Selen-angereicherter Didten die

Konzentration des zirkulierenden Kupfers steigerte [478]. Weiterhin wurde bei Mausen und
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Ratten mit einer Kupferdefizienz eine Inhibierung der GPX-Aktivitat 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-

Aktivitat gemessen.

Diese Daten zeigen, dass Kupfer die Selenhomdostase beeinflussen kann, jedoch wurden bisher
meist nicht-physiologische Verdanderungen der Kupferhomdostase untersucht. Bei gesunden
Menschen treten sowohl eine schwere nutritive Kupferdefizienz als auch eine
Kupferiiberversorgung selten auf. Um zu untersuchen, ob Kupfer auch unter physiologischen
Bedingungen den Selenstatus verandern kann, wurden im Rahmen der vorliegenden
Dissertation zwei verschiedene Modelle gewahlt. In einer in vivo-Studie wurden Mausen fir acht
Wochen ab dem Absatz defizient und adaquat mit Kupfer (1,6 ppm und 6 ppm) und Selen (0,02
ppm und 0,15 ppm) gefiittert, um Veranderungen des Kupfer- und Selenstatus zu erreichen. Eine
deutliche Modulation des Kupferstatus, die sich in Veranderungen des Plasmakupferspiegels
bzw. der hepatischen Kupfergehalte duflerte, ist aufgrund der strikten homdostatischen
Regulation des Kupfermetabolismus schwer zu erreichen. Nur im Colon wurden leicht
verminderte Kupfergehalte gemessen, wahrend der hepatische Kupfergehalt unverandert war
(Kapitel 4.2, Abb. 6B, D). Studien, in denen eine deutliche Modulation der Kupferhoméostase
durch eine Kupfer-defiziente Fitterung erreicht wurde, begannen die Intervention bereits
entweder intrauterin oder ab der Geburt Uber die Muttermilch mit noch geringeren
Kupfergehalten des Futters als in dem hier vorgestellten Versuch [391, 406]. Der um 40 %
reduzierte Kupfergehalt in den Fazes der Kupfer-defizienten Mause (Kapitel 4.2, Abb. 6G)
indiziert eine erfolgreiche Fiitterung, da bei Kupfer-defizienten Didten die Absorptionsrate fir
Kupfer bis auf das fiinffache gesteigert werden kann und somit die Ausscheidung sinkt [272-

274).

Im in vitro-Modell wurde mit der Kupferinkubation eine Modulation des Kupferstatus von
adaquat bis leicht supplementiert dargestellt. Diese Behandlung resultierte in einer Steigerung
des intrazelluldren Kupfergehaltes um 37 % (Kapitel 4.2, Abb. 5A), die nur eine leichte
Verminderung der MTT-Reduktionskapazitat und des Zellwachstums mit sich brachte
(Kapitel 4.2, Abb. S1A, B). Dies konnte darauf hindeuten, dass Kupfer vorrangig das
Zellwachstum verlangsamt und folglich zu einer Verminderung der Stoffwechselaktivitat fihrt.
Es ist davon auszugehen, dass die Kupferbehandlung der vorliegenden Studie nicht zu einer
deutlichen Zellschadigung oder der Induktion von oxidativem Stress filihrte, die einhergehend

mit einer Dysfunktion der Zellen wére (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 Selenhomdostase verstarkt in Zellen, die addquat
mit Selen versorgt waren (Kapitel 4.2). Dies zeigte sich auf Ebene der Selenaufnahme, der UGA-
Rekodierungseffizienz, der Transkript- und Aktivitditsebene von Selenoproteinen, wahrend
Kupfer nur geringe bis keine Einflliisse 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 friheren Tierstudien konnte eine hepatische intrazelluldre
Selenakkumulation nach Kupferfiitterung gezeigt werden [486]. Eine Modulation des nutritiven
Kupfers von defizient zu addaquat in der Mausfitterungsstudie hatte jedoch keine Auswirkungen
auf den intrazelluldren Selengehalt (Kapitel 4.2, Abb. 6A, C), was darauf hinweist, dass eine
Kupfersupplementation die Selenaufnahme beeinflusst (Abbildung 12-1). Das intrazellulare
Selen steht im Anschluss fir die Inkorporation in Selenoproteine zur Verfligung. 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 uM CuSO, beeinflusst (Microarray data provided by GEO Profiles (GEO
Series Accession No. GSE9539); [449]).

Die UGA-Rekodierung, die mittels des SECIS-Elements fiir 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 Aminosduren 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 fiir die TXNRD1 [128, 131] und SELENOP [129] gezeigt. Diese Inkorporation von
anderen Aminosduren fihrte zwar zu scheinbar vergleichbaren Selenoproteinspiegeln, diese
wiesen jedoch eine deutlich verminderte Enzymaktivitat auf [131, 494, 495]. Obwohl die UGA-
Rekodierung vom GPX4-SECIS-Element (Kapitel 4.2, Abb. 4D) und die Gesamt-GPX-Aktivitat
(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-Aktivitat 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-Aktivitat
gemessen [496]. Jedoch ist zu beachten, dass die hepatischen Kupferkonzentrationen dieser
in vivo-Studien  bereits pathophysiologische Auswirkungen wie Leberschadigungen
verursachten [491, 496]. Die hier gezeigten Daten beziehen sich jedoch auf physiologische
Konzentrationsbereiche von Kupfer, die keine deutliche Zellschdadigung verursachten
(Kapitel 4.2, Abb. S1A, B) und dennoch zu einer verminderten GPX-Aktivitat, zumindest in vitro,
fihrten (Kapitel 4.2, Abb. 3A; 5E; S3A, C).

Auch die TXNRD-Aktivitat wurde in vitro durch Kupfer stark reduziert (Kapitel 4.2, Abb. 3C; 5F;
S3B, D; Abbildung 12-4), wahrend die Proteinexpression von TXNRD1 und TXNRD2 unveradndert
war (Kapitel 4.2, Abb. 2E, F; S5E, F). Die Unterschiede zwischen Aktivitats- und
Proteinexpressionsspiegeln von GPXen und TXNRDen konnten auf eine Kupfer-getriebene
Fehlinsertion einer anderen Aminosaure 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-Aktivitat, nicht jedoch die der GPX-Aktivitat, scheint auch in vivo bei nur marginalen
Verdanderungen des Kupferstatus eine Rolle zu spielen (Kapitel 4.2, Abb. 7B). Vergleichbare
Ergebnisse zur Beeinflussung der TXNRD-Aktivitat durch Kupfer sind bisher nicht publiziert. Die
Bedeutung der hier gezeigten Effekte von Kupfer auf die Selenhomdostase spiegelt sich darin
wider, dass alle durch Kupfer-induzierten Effekte durch eine Chelatorbehandlung rickgangig
gemacht werden konnten. Vor allem die Enzymaktivitdten von GPX und TXNRD korrelieren stark

mit dem intrazelluldren 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 fir die
Regulation von (i) GPX2, (i, iv) TXNRD1, (ii) SELENOH und SELENOW sowie (iii) GPX1 (Uberblick
in [497]), den Selenoproteinen mit den starksten Effekten nach einer Kupferbehandlung. Der
Zusammenhang zwischen Selen bzw. Kupfer und Nrf2 wurde bereits diskutiert (Kapitel 5.2.3).
Fiir MTF1 wurde beschrieben, dass es fiir 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-stiindiger 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 vierstiindigen Behandlung von HepG2- und
HT29-Zellen mit Kupfer konnte jedoch keine nukledre Translokation von MTF1 detektiert
werden (Anhang Abb. 15A, C). Es konnte demnach vermutet werden, dass fir die Aktivierung

und Translokation von MTF1 durch Kupfer eine langere Behandlungsdauer nétig ist.

Fiir SELENOH und TXNRD2 wurde in der Literatur eine inverse Regulation durch MTF1
beschrieben, wahrend SELENOW durch Behandlung mit Zink oder Cadmium, den
hauptsachlichen MTF1-Aktivatoren, vermehrt exprimiert war [316, 498]. Die SELENOH-
Proteinexpression, nicht jedoch die mRNA-Expression, war durch eine Kupferbehandlung
reduziert. In Versuchen mit dem starkeren MTF1-Aktiviator Zink im Vergleich zu Kupfer wurde
die SELENOH-Proteinexpression noch deutlicher vermindert (Daten nicht gezeigt). Diese Daten
unterstltzen 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 Mausfitterungsstudie (Kapitel 4.2, Abb. 7L) mit einer reduzierten MTF1-
Aktivierung im Zusammenhang steht, ist unklar. Die MT-Expression als Beispiel fiir ein MTF1-

Zielgen war hingegen bei adaquater Kupferfitterung unverdndert (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 intrazellulare
Stresssituationen (u. a. Hypoxie, DNA-Schaden) aktiviert, was die Induktion von Zielgenen, die
an Prozessen wie der DNA-Reparatur, Zellzyklus-Progression und Zelltod beteiligt sind, zur Folge
hat (Uberblick in [504]). Eine durch p53-induzierte GPX-Aktivierung kann dazu fiihren, dass
intrazelluldares H,O, abgebaut wird und somit Zellen vor weiteren oxidativen Schadigungen
geschitzt werden [505]. Fir Kupfer konnte gezeigt werden, dass es zu einer
Expressionssteigerung von p53 fihrte [506-508]. Erst eine Kupferbehandlung mit 200 uM
reduzierte die transkriptionale Aktivitdt von p53 [506]. Es wurde weiterhin gezeigt, dass eine
Kupferbehandlung die mRNA-Expression von GPX1 reduzierte [506, 507], was jedoch als ein p53-
unabhangiger Mechanismus identifiziert wurde [507]. Ob die hier gefundenen Effekte von
Kupfer auf die GPX-Aktivitat (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 Klarung der

zugrundeliegenden Mechanismen erschwert (Uberblick in [509]).

Im Promotor von TXNRD1 wurden Bindestellen fiir drei weitere Transkriptionsfaktoren (Oct-1,
Sp1, Sp3) gefunden [510]. Sp1, ein Zink-Finger-Protein, kann ebenfalls die Induktion von Ctrl

vermitteln und ist somit fiir die Regulation der Kupferhomoostase wichtig [511]. Kupfer weist
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eine hohere Bindeaffinitat fir Sp1 auf und kann so Zink aus der Bindung an Sp1 verdrangen. Die
Kupferbindung fiihrte zu keiner strukturellen Veranderung, jedoch war die Bindung des Kupfer-
Sp1-Molekiils an den Ctr1-Promotor nicht mehr moglich [512]. Dies kénnte eine Moglichkeit
darstellen, wie TXNRD1 durch Kupfer reguliert wird (Abbildung 12-4), erklart jedoch nicht die
Unterschiede, die zwischen mRNA-, Proteinexpression und Enzymaktivitdt bestehen

(Kapitel 4.2).
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Abbildung 12. Der Einfluss von Kupfer auf die Selenhoméostase. Dargestellt sind die Stellen, an denen
Kupfer mit der Selenhoméostase interagiert, in dem es verschiedene Prozesse steigert (+) oder blockiert
(-). 1: Selenaufnahme, 2: UGA-Rekodierung, 3: Proteinexpression, 4: Selenoproteinaktivitat, 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; H.O, — Hydroperoxide;
MRE - Metall-responsives Element; NADPH - Nicotinamidadenindinukleotidphosphat; Se — Selen; TXNRD
— Thioredoxinreduktase; TRX — Thioredoxin.
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Zusammenfassend konnen die Daten zu den Interaktionen von Selen und Kupfer erste Indizien
liefern, wie Kupfer die Selenhomdostase 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 hauptsachlich von den
Hepatozyten synthetisiert und sekretiert [170, 171] und dient als Transportprotein von Selen zu
den peripheren Organen [172, 173], in die es Uber verschiedene Mechanismen aufgenommen

wird [174-176, 513].

Auch die hepatische SELENOP-Sekretion wurde durch Kupfer deutlich gehemmt [Schwarz, in
Vorbereitung] (Abbildung 12-5), wahrend das Selen intrazelluldr zu akkumulieren scheint
(Kapitel 4.2, Abb. 4C; Abbildung 12-1). Besonders interessant ist dies, weil SELENOP
hauptsachlich in der Leber synthetisiert und anschlieBend sekretiert wird [170, 171]. Der
intrazelluldre Selengehalt war in HT29-Zellen [Schwarz, in Vorbereitung] im Gegensatz zu
HepG2-Zellen nach einer Kupferinkubation jedoch deutlich vermindert. Dies wiirde bedeuten,
dass die geringeren Enzymaktivititen und die verminderte UGA-Rekodierung nach
Kupferbehandlung in vitro auf eine verminderte Selenverfiigbarkeit zurtickzufiihren sind. Eine
leichte Steigerung der Expression des intrazellularen SELENOPs nach Kupferbehandlung in
HepG2-Zellen kénnte eine Akkumulation des intrazelluldren Selens im SELENOP andeuten, die
jedoch nicht allein die Verdopplung des intrazelluliren Selengehaltes nach einer

Kupferbehandlung erklart (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 moglicher Interaktionen zwischen Selen und
Kupfer im hier betrachteten physiologischen Konzentrationsbereich lieferte mit der deutlichen
Reduktion der GPX- und TXNRD-Aktivitdit sowie der SELENOP-Sekretion vielversprechende
Ansatze fur weitere Analysen. Physiologische und pathophysiologische Veranderungen in der
Selen- und Kupferhomdostase treten bei zahlreichen Erkrankungen wie Infektionen oder Krebs,
aber auch wahrend des Alterns auf. Hierbei sind die Spurenelemente mit gesteigerten Kupfer-

und verminderten Selenkonzentrationen gegensatzlich reguliert.

Ein genetischer Defekt mit starker hepatischer Kupferakkumulation ist die Wilson-Erkrankung,
die durch einen KO von ATP7B oder COMMD1 ausgel6st werden kann. Ob derartige
pathophysiologische Kupferakkumulationen in der Leber die physiologisch verfiigbare Menge
von Selen bzw. des in der Leber produzierten SELENOPs weiter vermindern, soll in zukiinftigen
Untersuchungen ermittelt werden. Hierfiir 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 Verfliigung. Basierend auf
der Moglichkeit, Tier- und Humanproben in unterschiedlichen Erkrankungsstadien zu
untersuchen, soll Uberprift werden, ob die Verfligbarkeit des Selens linear mit der
Kupferkonzentration  korreliert oder ob sich moglicherweise ab  bestimmten
Kupferkonzentrationen die Selenhomoostase nicht weiter einschranken ldsst. Mit diesen
Untersuchungen soll einerseits die (patho)physiologische Relevanz der hier gezeigten in vitro
und in vivo Daten evaluiert werden bzw. andererseits das Verstandnis der Interaktion und ihre

physiologischen Konsequenzen erweitert werden.

Aus nicht veroffentlichten Daten unserer Arbeitsgruppe geht hervor, dass Zink im Gegensatz zu
Kupfer die Gesamtaktivitat der TXNRDen steigern kann. Hierbei gilt es folglich zu klaren, ob diese
Beobachtungen eine physiologische oder mogliche pathophysiologische Relevanz im
in vivo-System haben. Weiterhin stellt sich die Frage, ob sich die entgegengesetzt wirkenden
Kupfer- und Zink-induzierten Effekte auf die Selenhomdostase aufheben, oder ob der Effekt
eines einzelnen Spurenelements auf die Selenhomoéostase dominanter ist. Dies kdnnte Indizien
dafiir liefern, ob Kupfer und Zink tiber identische Mechanismen auf die Selenhomdostase wirken

und eine Grundlage fir eine erweiterte Analyse von Spurenelementinteraktionen sein.
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Dariiber 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-Uberexpressionszellen zur Verfiigung. Hiermit kénnte die Frage
beantwortet werden, ob die Interaktionen von Kupfer und Zink von der Verfligbarkeit der beiden
Transkriptionsfaktoren abhangig sind bzw. welche Rolle die Transkriptionsfaktoren in der
Regulation der Spurenelementhomdostase bei spezifischen Verdnderungen der
Spurenelementverfligbarkeit (defizient, adaquat, supplementiert), wie sie bei verschiedenen
Erkrankungen oder dem Altern auftritt, spielen. In diese Untersuchungen soll auch Selen mit
eingeschlossen werden, da auch die Selenhomobostase eng mit den beiden

Transkriptionsfaktoren MTF1 und Nrf2 verknipft ist.

Neben in vitro-Studien zu méglichen Wirkmechanismen sollen auch weitere Flitterungsstudien,
bei denen gezielt einzelne Spurenelemente und die Kombinationen aus Selen, Kupfer und Zink
modifiziert werden, durchgefiihrt werden. Auf diesem Weg sollen die madglichen
physiologischen und pathophysiologischen Konsequenzen einzelner Spurenelementdefizienzen
im Vergleich zu gemeinsam auftretenden Spurenelementdefizienzen, wie sie am haufigsten in
der Bevolkerung auftreten, naher charakterisiert werden. Dies konnte die Beantwortung der
Frage erlauben, ob eine kombinierte Spurenelementdefizienz im Vergleich zu einer singuldren
Spurenelementdefizienz starkere Auswirkungen auf die Spurenelement- und systemische

Homoostase hat und ob sich bei Verschiebungen schwerwiegende Folgen ergeben.

Die mechanistischen Untersuchungen der Interaktionen von Selen, Kupfer und Zink sollen
anschlieBend in human-relevanten Situationen untersucht werden. Studien der letzten
Jahrzehnte deuten darauf hin, dass es zu einer Veranderung der Spurenelementhomdostase
wahrend Krebserkrankungen kommt. Ob diese Verdnderungen jedoch durch eine
Krebserkrankung bedingt sind, oder eine Voraussetzung flr die Entstehung darstellen, ist unklar.
Mechanistische Untersuchungen zur Beteiligung von Spurenelementen an Tumorinitiation und
-progression konnten hierfir hilfreiche Erkenntnisse liefern und mogliche friihzeitige
therapeutische Angriffspunkte identifizieren. Auch die Untersuchung der
Spurenelementkonzentration in Serum oder Tumorgewebe von Krebspatienten im Vergleich zu
Kontrollpersonen oder umliegendem tumorfreiem Gewebe konnte Indizien liefern, wie sich
verschiedene Krebserkrankungen auf die lokale bzw. systemische Spurenelementhomdostase
auswirken und damit Therapieansatze bei einer bereits vorliegenden Krebserkrankung

darstellen.
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Abbildung 13. NQO1-Aktivitdt in verschiedenen Abschnitten des Gastrointestinaltraktes. Die NQO1-Aktivitat im
Duodenum (A), Jejunum (B), lleum (C), Caecum (D) und Colon (E) von mannlichen Mausen, die entweder defizient
(0,02/1,6 ppm) oder addquat (0,15/6 ppm) mit Selen und Kupfer tiber acht Wochen gefiittert 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.
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Abbildung 14. Hepatische und intestinale NQO1-Expression. Die NQO1-Expression in der Leber (A) und im Colon
(B) von mannlichen Mausen, die entweder defizient (0,02/1,6 ppm) oder adaquat (0,15/6 ppm) mit Selen und
Kupfer iber acht Wochen gefiittert 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 nukleédire Expression der Transkriptionsfaktoren MTF1 und Nrf2 sowie die Expression von
Metallothionein und der intrazelludre GSH-Gehalt nach Kurzzeitinkubation mit Kupfer und Zink. HepG2-(A, B)
und HT29-Zellen (C, D, E) wurden fiir 4 (A, C, D) bzw. 6 h (B, E) mit 50 pM CuSO4 und/oder 50 uM ZnSOs in
Kombination mit 1 mM N-Acetylcystein (NAC) inkubiert. Die nukledre 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
nukledren Marker LaminA (A, C, D) oder auf die Ponceau-Farbung (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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durchgefiihrt hat)

O 0% (die in dieser Abbildung wiedergegebenen Daten basieren

ausschliefllich auf Arbeiten anderer Koautoren)

Etwaiger Beitrag des Doktoranden / der Doktorandin zur
Abbildung: 80 %

Kurzbeschreibung des Beitrages:

Abbildungsteile 4A, B, C; 7A-F, 71, J; S3B-D/ grafische

Darstellung/ statistische Auswertung




Angaben zu Eigenanteilen

GG

Abbildung(en) # 1,51

100% (die in dieser Abbildung wiedergegebenen Daten entstammen
vollstandig experimentellen Arbeiten, die der Kandidat/die Kandidatin

durchgefiihrt hat)

0% (die in dieser Abbildung wiedergegebenen Daten basieren

ausschlieBllich auf Arbeiten anderer Koautoren)

Etwaiger Beitrag des Doktoranden / der Doktorandin zur
Abbildung: 70 %

Kurzbeschreibung des Beitrages:

Abbildungsteile 1B-D; S1A, E, G, K, L, M/ grafische Darstellung/

statistische Auswertung

Abbildung(en) # 6, S6

100% (die in dieser Abbildung wiedergegebenen Daten entstammen
vollstandig experimentellen Arbeiten, die der Kandidat/die Kandidatin

durchgefiihrt hat)

0% (die in dieser Abbildung wiedergegebenen Daten basieren

ausschlieRllich auf Arbeiten anderer Koautoren)

Etwaiger Beitrag des Doktoranden / der Doktorandin zur
Abbildung: 50 %

Kurzbeschreibung des Beitrages:

Abbildungsteile 6E, F; S6D, E, K/ grafische Darstellung/

statistische Auswertung




Angaben zu Eigenanteilen HH

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

Manuskript Nr. 3
Kurzreferenz [Wolfram et al (2020), Antioxidants]
Beitrag des Doktoranden / der Doktorandin

Beitrag des Doktoranden / der Doktorandin zu Abbildungen, die experimentelle Daten wiedergeben
(nur far Originalartikel):

Abbildung(en) # 1 O 100% (die in dieser Abbildung wiedergegebenen Daten entstammen
vollstandig experimentellen Arbeiten, die der Kandidat/die Kandidatin

durchgefiihrt hat)

O 0% (die in dieser Abbildung wiedergegebenen Daten basieren

ausschlieRllich auf Arbeiten anderer Koautoren)

[x] Etwaiger Beitrag des Doktoranden / der Doktorandin zur
Abbildung: __ 30 %
Kurzbeschreibung des Beitrages:

Probenbereitstellung fiir —vorbereitung fiir 1E, F

Abbildung(en) # 2 O 100% (die in dieser Abbildung wiedergegebenen Daten entstammen
vollstandig experimentellen Arbeiten, die der Kandidat/die Kandidatin

durchgefiihrt hat)

O 0% (die in dieser Abbildung wiedergegebenen Daten basieren

ausschliefllich auf Arbeiten anderer Koautoren)

Etwaiger Beitrag des Doktoranden / der Doktorandin zur
Abbildung: _ 50 %
Kurzbeschreibung des Beitrages:

Probenbereitstellung flir —vorbereitung




Angaben zu Eigenanteilen

Abbildung(en) # 4

100% (die in dieser Abbildung wiedergegebenen Daten entstammen
vollstandig experimentellen Arbeiten, die der Kandidat/die Kandidatin

durchgefiihrt hat)

0% (die in dieser Abbildung wiedergegebenen Daten basieren

ausschlieBllich auf Arbeiten anderer Koautoren)

Etwaiger Beitrag des Doktoranden / der Doktorandin zur
Abbildung: _ 80 %
Kurzbeschreibung des Beitrages:

Probengenerierung, Datenauswertung, Vermessung

Abbildung(en) #
Tabelle 1

100% (die in dieser Abbildung wiedergegebenen Daten entstammen
vollstandig experimentellen Arbeiten, die der Kandidat/die Kandidatin

durchgefiihrt hat)

0% (die in dieser Abbildung wiedergegebenen Daten basieren

ausschlieRllich auf Arbeiten anderer Koautoren)

Etwaiger Beitrag des Doktoranden / der Doktorandin zur
Abbildung: __ 35 %
Kurzbeschreibung des Beitrages:

GSH-Messung
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