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Zusammenfassung

Das Ziel der vorliegenden Studie war die Rolle des Silymarins bei der experimental Phenylhydrazin (PH)-Toxizitdt
und die Unterschiede von Metallothionein (MT)-Expression mit Hilfe der immunohistochemischen Techniken zwischen
den Gruppen zu untersuchen.

In dieser Untersuchung dienten insgesamt 40 syrische Hamster. Die Tiere wurden in vier Gruppen als Kontroll- und
drei Untersuchungsgruppen (PH, Phenylhydrazin+Silymarin [PHS], Silymarin Gruppe) aufgeteilt. Die bei den Hamstern
durchgefiihrten Behandlungen dauerten 10 Tagen. Die Kontrollgruppe erhielt intraperitoneale Injektionen von 0,9%
NaCl. Die PH-Gruppe erhielt tdgliche die intraperitonealen Injektionen von Phenylhydrazin und die PHS-Gruppe
intraperitoneale Injektionen von Phenylhydrazin und orale Gabe von Silymarin. Der Silymaringruppe (S-Gruppe) erhielt
die intraperitoneale Injektionen von 0,9% NaCl und orale Gabe von Siliymarin fiir 10 Tage. Am Ende der Durchfiihrung
wurden allen Hamster mit Zervikal dislokation getotet.

Es konnte festgestellt, dass die intraperitoneale Phenylhydrazinapplikationen die makroskopische und
mikroskopische deutliche Verdnderungen in der Leber und Milz sowie in den Nieren bei Hamster verursachen. Es
wurde gezeigt, dass die Silymarin Gabe die durch PH-Tokzitdt verursachten Verdnderungen in den Organen vermindert
und dass PH zu einer Erhohung der MT-Expression bei der PH-Gruppe im Vergleich zu der Kontrollgruppe und PHS-
Gruppe.

Zusammenfassend, dass intraperitonale Injektionen von Phenylhydrazin (PH) ausgeprigte Verdnderungen bei
Hamster verursachen und dass Silymarin eine Rolle in den zelluldiren Abwehrmechanismen spielen kann.

Schliissel worter: Phenylhidrazin, Silymarin, Metallothionein, Hamster.

Suriye Hamsterlerinde Fenylhidrazin Toksisitesi ve
Silimarinin MT-1/11 Sentezi Uzerine Etkileri

Ozet

Bu ¢alismada deneysel olarak olusturulan Fenilhidrazin (PH) toksikasyonunda Silimarinin (S) rolii ve gruplar arasinda
Metallothionein (MT) sentezindeki farkliliklarin immiinohistokimyasal yontemle ortaya konulmasi amaglandi.

Caligmada 40 adet Suriye Hamsteri kullanildi ve hayvanlar 4 esit gruba (kontrol grup, PH grup, Silimarin,
Phenylhydrazin+Silymarin [PHS] grup) ayrildi. Kontrol grubu hayvanlarina intraperitoneal yolla %0,9 NaCl, PH grubuna
intraperitoneal yolla fenilhidrazin, PHS grubuna ise intraperitoneal yolla fenilhidrazin ve oral yolla silimarin 10 giin
stireyle uygulandi. Silimarin gurubuna oral olarak silimarin 10 giin siireyle verildi. Calismada uygulamalarin bitimini
takiben hayvanlar servikal dislokasyonla oldiiriildii.

PH toksisitesine baglh olarak karaciger, dalak ve bobrekte makroskopik ve mikroskopik degisikliklere rastlandu.
Silimarinin PH’nin neden oldugu toksisiteye bagli olarak ortaya ¢ikan doku degisikliklerini azalttig goriildi. PH’nin
kontrol grubuna gére MT sentezinde bir artisa neden oldugu ortaya konuldu. PHS grubunda yalnizca PH uygulanan
gruba gore daha diisitk oranda MT-sentezinin gerceklestigi gozlendi.

Sonug olarak oral yolla verilen Silimarinin, PH toksisitesine kars: hiicresel savunma mekanizmasinda etkili olabilecegi
sonucuna varildi.

Anahtar s6zciikler: Fenilhidrazin, Silimarin, Metallothionein, Hamster.
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EINLEITUNG

Hydrazinverbindungen werden oft in der Industrie
als Antioxidantien, Kraftstoffe, Explosivstoffe,
Schadlingsbekampfungs- und Farbemittel sowie in
der Medizin als Medikamente gegen Depressionen,
Tuberkulose und Krebs ! benutzt. Hydrazinverbin-
dungen sind auch fir ihre biologische Giftigkeit
bekannt. Parenterale Injektionen von Phenylhydrazin
(PH) verursachen hochgradige hamolytische Andmien
bei Sdugetieren und bewirken eine Reticulozytose,
indem sie den Hamoglobininhalt reifer Erythrozyten
irreversibel verandern 2. Die Reaktion von PH mit
Hamoglobin erzeugt Wasserstoffperoxid und zerstort
dabei Hamoglobin durch die Bildung oxidierter Ver-
bindungen und freier Radikale des Hydrazins 3. Hydra-
zine sind fahig die Funktion des mikrosomalen
Zellfarbstoffs P-450 der Leber liber die Bildung von
freien Radikalen zu hemmen *. Die Bildung der freien
Radikale wahrend der mikrosomalen Oxidation der
Hydrazine sind mit verantwortlich fur die Hepato-
toxizitat der Hydrazinverbindungen ®.

Silymarin ist ein Ekstrakt von Silybum marianum
und hat vielfache Antikarzinome ¢ und Hepato-
schutzwirkungen ’. Zahlreiche Studien werden gezeigt,
dass Silymarin vor der Reaktion von Lipidperoxidation
schitzt *°. Es wurde gezeigt, dass Silymarin kraftig
antioksidationsfahig ist und freie Radikale und die
reaktive Sauerstoffe von den Zellen entfernt ®. Dieses
fihren zu einer deutlichen Starkerung der Antioxi-
dationabwehrmechanismen in den Zellen durch
Verringerung der schddlichen Effekte von der Reak-
tionen der freien Radikale *.

Metallothioneine (MT) sind eine Gruppe von
cysteinreichen und metall-enthaltenden (Kupfer, Zink)
Proteine mit niedrigem Molekulargewicht und spielen
eine wichtige Rolle in verschiedenen physiolo-gischen
Prozessen ™. MT tritt in unterschiedlichen isomeren
Formen, hauptsdachlich MT | und II, auf *’. Sie
entstehen in den meisten Geweben und ihre
Synthese kann durch viele Faktoren (Schwermetalle,
Hormone, chemischen und physikalischem Stress)
ausgelost werden. Dieses zeigt ihre Rolle in den
zelluldaren Abwehrmechanismen sowie in der
zelluldren Proliferation und Differenzierung . Die
Hauptfunktionen von MT sind die Entgiftung von
Schwermetallen und das Abfangen der freien
Radikale ™.

In der vorliegenden Studie untersuchten wir das

Verhaltnis zwischen der von PH verursachten
Toxizitat, der Rolle in den zellularen Abwehrmec-
hanismen von Silymarin und der Entstehung von MT
in Bezug zur Zeit, indem wir Anderungen in der
Verteilung dieses Proteins in Hamstergeweben durch
immunohistochemischen Techniken Gberpruften.

MATERIALIEN und METHODEN
Tiere und Behandlung

40 klinisch gesunde syrische Hamster, im Alter von
20-24 Wochen und einem durchschnittlichen Gewicht
von 90%4.9 g, wurden nach dem Zufallsprinzip in vier
Gruppen eingeteilt (finf mannliche und fanf
weibliche Hamster fir jede Gruppe, in unter-
schiedlichen Kafigen) und gehalten in Kafigen mit
Maschendraht aus Edelstahl. Die Tiere wurden in
einem gut bellfteten, temperaturgeregeltem Raum
(23+£2°C), bei 55% relativer Luftfeuchtigkeit und
einem je 12 h Licht/ dunklem Zyklus untergebracht.
Ihnen wurde Zugang zum Labornagetier-Futter
(Korkuteli Feeds, Antalya, Turkei) und Leitungswasser
ad libitum bis zur Zeit der Tétung erlaubt.

Protokoll des Experiments

Die Pheniylhydrazingruppe (PH-Gruppe) und
Pheniylhydrazinsilymaringruppe (PHS-Gruppe) erhielt
tagliche intraperitoneale Injektionen von 40 mg/kg
Phenylhydrazin (Merck, Darmstadt, Deutschland) in
0.9% NaCl fir 10 Tage. Zusatzlich erhielt die PHS-
Gruppe orale Gabe von 100mg/kg/Tag Silymarin.
Wahrend Silymaringruppe (S-Gruppe) sowohl tagliche
intraperitoneale Injektionen von 0.5 ml 0.9% NaCl als
auch orale Gabe von 100mg/kg/ Silymarin erhielt,
erhielt die Kontrollgruppe (K-Gruppe) nur intraperito-
neale Injektionen von 0.5 ml 0.9% NaCl fir 10 Tage.

Gewebeproben-Bearbeitung

Wie geplant, wurden die Hamster von allen
Gruppen am Ende der Untersuchung mit Zervikal
dislokation getotet. Sofort nach dem Toéten wurden
ihre inneren Organe (Leber, Herz, Milz, Lungen,
Nieren, Dinn- und Dickdarm und Pankreas) entnom-
men. Die Leber- und Milzgewicht wurden gewogen.
Die Organen wurden in dinnere Schichten gesch-
nitten und in 10% gepuffertem Formalin eingelegt.
Nach Fixierung wurden Schnitte im Paraffin ein-
gebettet und mit Hamatoxylin&Eosin (H&E) fur die
histopathologischen Untersuchungen gefarbt.



Immunohistochemie

Schnitte von 4um Dicke wurden 15 Minuten mit
frisch zubereiteten 3% H202 in Methanol behandelt,
um die endogene Peroxidasetatigkeit zu entfernen.

Eine Antigenwiederherstellungstechnik wurde
eingesetzt, um die Immunfarbung von MT zu erhéhen.
Dieses Protokoll verwendete eine Natriumzitrat-
Wiederherstellungslosung (0.1 M, pH 6.0) und einen
Mikrowellenherd. In dieser Studie wurde verwendet
ein monoklonaler Méauseantikérper, der mit men-
schlicher und Kaninchen-MT reagiert (Klon: E9, Dako,
Carpinteria, USA, Code M0639). Dieser Antikorper
reagiert mit MT-1 und MT-2. Die Schnitte wurden fir
60 Minuten inkubiert mit primar Antikérper ver-
dinnter (1:600) im normalen Kaninchenserum
NRS/PBS. Nach dreimaligem Waschen mit PBS
wurden die Schnitte mit 1:300 in PBS verdinnte
biotinyliertem Anti-Maus-Immunoglobulin-G (Dako)
des Kaninchens inkubiert und nach der Inkubation
noch drei Male mit PBS ausgesplilt.

Die Schnitte wurden dann fir 30 Minuten mit
einem Streptavidin-Peroxidasekomplex inkubiert
(ABC; Dako, Carpinteria, USA) und drei weitere Male
mit PBS ausgesplilt. SchlieBlich wurden die Schnitte
fiir 3 Minuten mit 0.035% von 3.3’- Diaminobenzidin-
Tetrahydrochlorid (KLEKS, Sigma, St. Louis, MO., USA),
geldst in PBS, pH 7.6, enthaltend 0,03% H202,
inkubiert. Die Schnitte wurden dann mit destillierten
Wasser gespilt und mit Harris Hamatoxylin gefarbt
und gelagert. Negative Kontroll-Gewebeschnitte
wurden mit normalem Kaninchenserum inkubiert. Die
Spezifitdat der monoklonalen Antikérper der MT
wurde durch Vorabsorptionstechniken gepruft, in
denen der Antikérper vorher durch einen Uberfluf
(100 umol) des Ausgangsantigen (Pferde-MT)
absorbiert wurde (Sigma, St. Louis, USA).

Analyse der Ergebnisse von Immunférbung

Der Prozentsatz des ganzen Bereichs der positiven
Zellen von MT wurde semiquantitativ unter einem
hellen Mikroskop mit einem 10x Okular mit Rasterfeld
und einem 40x Objektiv gemessen. Die markierte
Intensitdt in einem gegebenen zelluldren
Kompartiment wurde auf einer semiquantitativen
Grundlage festgesetzt. Die Ergebnisse der der
Immunorektivitdt wurden wie folgt kategorisiert: (-)
negative, (+; schwach), 1-25%; (++; mittel ), 26-50%
(+++; intensiv), >50% der Zellen positiv.
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ERGEBNISSE

Klinische Befunde

Bei den mit PH-behandelten Hamstern konnten
die klinische Befunde, wie eine Lustlosigkeit, Appetit-
losigkeit und Verminderung der Bewegung und von
Futterverbrauch beobachten. Die konjuktiva war
bleich und andmisch. Die klinische Erscheinungen der
mit PH und Silymarin behandelten Tiere (PHS-
Gruppe) waren geringer als die kinische Veradder-
ungen der PH-Gruppe. Die Tiere der Kontroll- und
Silymarin-Gruppe zeigten keine klinische Befunde.

Pathologische Befunde

In der Obduktion war einen lkterus bei den PH-
behandelten Tieren zu beobachten. Das Blut war spat
geronnen und hamolitisch. Das Gewicht der Organen
(Leber, Niere, Herz, Milz; Lunge) im Vergleich zu den
Kontrolltiere war zugenommen (Tab. 1). In der PH-
Gruppe gab es eine deutliche Splenomegalie mit
einer GroRe von mehr als das 2-7- fache im Vergleich
du der Kontrollgruppe (Abb. 1). Die Leber war gesch-
wollen und in der Konsistenz briichig bei der PH-
Gruppe. Die Splenomegalie wurde auch bei der PHS-
Gruppe festgestellt, aber die Starke war geringer als
bei der PH-Gruppe (Abb.1). Die Kontroll- und Sily-
maringruppe wiesen keine makroskopische Befunde
auf.

Tablo 1 Hamsterlerin ortalama viicut ve organ agirliklari
Tabella 1 Durchschnittliches Kérper- und Organgewicht
der Hamster (g)

Gruppe
Organ
PH PHS s K
Coroersewiche 9796 9674 9731 9756
perg +11.98 +12.08 +16.97 +17.85
Leber 6.25 4.8 4.99 4.58
+0.90  +0.66  +1.11  +0.97
Niere 1.62 1.28 0.96 1.07
£0.32 #3030  +0.17  +0.27
Hers 0.67 0.59 0.50 0.47
+0.15  +0.20  #0.15  +0.09
Lunse 1.02 1.00 0.86 0.85
g $0.22  +0.10 028  +0.20
Mils 1.14 0.83 0.23 0.22
+039  +035  +0.09  +0.08
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Histopathologische Befunde

Die mit PH behandelten Hamster zeigten die fol-
genden histopathologischen Eigenschaften im Verg-
leich zu der normalen Kontrollgruppe. Die tagliche
Verabreichung von Phenylhydrazin bei erwachsenen
mannlichen und weiblichen Hamstern erzeugte eine
akute hamolytische Andmie, die schnell von einer
starken hamatopoetischen Reaktion begleitet wurde,
welche die Milz und die Leber mit einbezieht. Es gab
eine deutliche Splenomegalie mit dem 2-7-fachen der
normalen GroRe in der PH-Gruppe im Vergleich zu
der Kontrollgruppe. Das war histologisch auf eine
Hyperplasie der phagozytotisch aktiven reticulo-
endothelialen Zellen und der stromalen Bindege-
webezellen zuriickzufiihren. Eine betrachtliche Anzahl
von Hamosideringranula war in den reticulo-
endothelialen Zellen, die vergréRerte Sinusoide
zeigten, in den Makrophagen und in den inter-
sinusoidalen Raumen der Milz zu finden. Erythrozyten,
die vergroRerten Sinusoide anfillend, waren zu
finden. Mehr Lymphozyten als normalerweise waren
in den Milzbandern zu finden. Alle Entwick-
lungsstadien der Erythropoese waren in der roten
Pulpa anwesend und einige Entwicklungsstadien
waren in den venoésen Sinusoiden sowie viele Mega-
karyozyten waren in der roten Pulpa zu sehen.

Die Leber der PH-Gruppe waren leicht vergrofert.
Unter dem Lichtmikroskop waren die Lebervenen und
GefaRe dilatiert und mit Blut angefiillt. Beobachtet
wurde eine deutliche hepatozellulare Megalositose,
Megakaryositose und gelegentlich zweikernige Hepa-
tozyten. Die Lebersinusoide waren wegen erhohter
zelluldren Infiltration vergroRert. Diese Zellen waren
hdmatopoetisch und formten kleine fokale Aggre-
gate, die nicht mit Portal- und Zentralvenen verbun-
den waren, und das sinusoidale Lumen anfillten. Eine
leichte sinusoidale Infiltration mit Neutrophilen und
eine Hepatozytendegeneration wurde auch fest-
gestellt.

In den Lumen der proximalen Tubuli wurde eine
hochgradige Kongestion und in den Gewebez-
wischenrdumen des kortikalen Bereichs der Nieren
von PH-Gruppe dokumentiert. Beobachtet wurden
auch regenerative Veranderungen, die durch junge
Epithelzellen mit hyperchromatischem Kern und vie-
len Mitosen gekennzeichnet wurden,.

Im Vergeich zu der PH-Gruppe wurden bei der
PHS-Gruppe die gleichen histopathologischen Er-

scheinungen in der Leber, in den Nieren und in der
Milz festgestellt. Aber die Starke der histopatholo-
gische Veranderungen bei der PHS-Gruppe waren
geringer als die PH-Gruppe. Bei der Kontroll- und
Silymaringruppe konnten keine besonderen histo-
pathologischen Verdanderungen beobachten.

Ergebnisse von MT- Immunférbung

PH-Applikationen dnderten den immunohisto-
chemischen Status in der Leber, in den Nieren, in der
Milz, im Magen und in den Darmen der Hamster. Die
semiquantitative Analyze der MT-Immunfarbung von
allen Gruppen wurde in der Tabelle 2 zusam-
mengefallt. Bei den Hamstern, denen PH verabreicht
wurde, erhohte sich deutlich die MT-Immun-
markierung in der Leber, in den Nieren, in der Milz.
Intensive MT positive Befunde wurden in den Hepa-
tozyten bei der PH-Gruppe ermittelt (Abb. 2a). Die
zellplasmatische Farbung fiir MT war in Hepatozyten
zu finden, wahrend im Kern MT-Farbung selten war.
Auffallende MT-Immunfarbung in den Zytoplasmen
und Kernen von zweikernigen Hepatozyten und
Megalozyten wurden beobachtet. Bei den Hamster
der PHS-Gruppe erhohte sich eine mittlere MT-
Immunmarkierung in den Leberzellen (Abb. 2b). Die
Intensivitat der MT-Immunfarbung war bei der PHS-
Gruppe geringer als die PH-Gruppe. Die Verteilung
der MT-Farbung in den Zellen war bei der PHS-
Gruppe ahnlich im Vergleich zu der PH-Gruppe. Bei
der Kontroll- und Silymaringruppe war die MT-Far-
bung auf einige parenchymale Zellen der Leber
begrenzt (Abb. 2c).

In der PH-Gruppe zeigte das immunohisto-
chemische Farben mit diesem Antikorper Reaktivitat
mit einigen epithelialen Bestandteilen des Nephrons.
Waiahrend sich die zellplasmatische MT-Immun-
reaktivitat stark in den proximalen Tubuli von PH-
Gruppe(Abb. 2d) zeigte, farbten sich die Zellen der
distalen Tubuli schwach. Eine MT positive Markierung
wurde in den Lumina der Nierentubuli gezeigt. In den
Nieren war eine mittlere MT-Immunoreaktivitat in der
PHS-Gruppe (Abb. 2e) und eine schwache MT-
Immunoreaktivitdt in den Kontroll- und Silymarin-
Gruppen zu beobachten (Abb. 2f). Immunreaktivitat
im Zytoplasma des Tubuliepithels der Nierenrinde
beobachtet. Glomeruli wurden in allen Gruppen nicht
gefarbt.

Eine mittlere zellplasmatische Farbung in den
lymphoiden Zellen in der weiRen Pulpa und den
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Tablo 2. MT sentezinin semikantitatif analizinin gruplara gore dagilimi
Tabella 2. Die Verteilung der semiquantitativen Analyse von MT-Synthese in den Gruppen

Gruppe
Leber Niere Milz
PH +++ +++ ++
PHS ++ ++ +
S + + -
K + + -

Gruppe
Magen Intestines Herz Lunge Pancreas
++ ++ - + +++
++ +/++ - + +++
+ + - + +++
+ + - + +++

Die Ergebnisse wurden wie folgt kategorisiert: (-) keine positiv gefarbten Zellen; (+; schwach),
1-25%; (++; mittel ), 26-50% (+++; intensiv), >50% der Zellen positiv

Keimzellen und auch den Makrophagen war bei den
PH-Gruppe zu sehen, wahrend eine schwache MT-
Farbung bei der PHS-Gruppe zu beobachten war.
Keine MT-Immunreaktivitat wurde in der Kontrollmilz
und in der Milz der S-Gruppe ermittelt.

Bei allen Gruppen wurde MT sowohl im Magen-
als auch im intestinalen Driisenepithel gezeigt. In der
PH- und PHS-Gruppe zeigte sich MT deutlicher als in
der Kontroll- und in der Silymaringruppe. Keine MT-
Aktivitat war im Herz der allen Gruppen festzustellen.
MT-Aktivitat war in der Lunge und in der Pancreas der
allen Gruppen ahnlich.

DISKUSSION

Hydrazinverbindungen werden viel in der Indust-
rie benutzt. Sie werden verwendet als Kraftstoffe,
Pestizide und Explosivstoffe. In der Medizin werden
sie zur Behandlung der Tuberkulose und des
Bluthochdrucks eingesetzt . Trotz sind ihrer indust-
riellen und therapeutischen Verwendung giftige
Effekte der Hydrazine beschrieben worden, ein-
schlieBlich irreversibler Zellschaden.

PH verursacht eine Freigabe von freiem Eisen und
fuhrt zu Lipidperoxidation und Hamolyse *. Es ist
bekannt dafiir, die Lebensdauer der zirkulierenden
Erythrozyten zu verkirzen, was zur hamolytischen
Andmie und Reticulozytose fihrt 2. Es verursacht
durch Oxidation Schaden bei den Erytrozyten und
umfangreiche Aggregation und Verminderung der
Hauptmembran-Proteine. Da freigesetztes freies
Eisen Redox-aktiv ist, kann es die Bildung von
schadlichen Sauerstoffspezies, wie Hydroxylradikale,
fordern 2. Die erhohte Sauerstoffspezies sind sich von
den Schaden der Zelle verantwortlich. Hydrazine
kénnen Veranderungen in der Leber verursachen ™.

Die Verteilung und die Art der klinischen und makro-
skopischen Lasionen waren in der vorliegenden Studie
der von friheren Studien dhnlich 2. Wie eine andere
Untersuchung * wurde Hamolytische Anamien bei PH
behandelten Hamstern beobachtet. Wie bei mit PH
behandelten Kaninchen ¥ berichtet worden ist, wur-
de es eine deutliche Splenomegalie im Vergleich zu
den Kontrollhamstern festgestellt.

Silymarin ist ein Ekstrakt von Silybum marianum.
Silymarin hat vielfache Hepatoschutzeffekte ? und die
Antikarzinomewirkungen °. Dabei handelt es sich um
thre Antioxidationsfahigkeit . Im Rahmen von ver-
schiedenen Arbeiten werden die Schutzeffekte von
Silymarin gegen Leberschadigung festgestellt 7°. Wie
oben genannten Untersuchungsergebnissen wurde in
dieser vorliegenden Studie die Schutzwirkungen von
Silymarin gegen Leberschadigung, die sich durch PH
Toksizitat entwickelt ist, auch festgestellt. Unsere
Untersuchung fanden wir eine Verminderung der
Leberdnderungen, die PH verursacht waren, bei den
mit Silymarin behandelten Tieren. Dieses konnte mit
der Rolle in den zellularen Abwehrmechanismen von
Silymarin erklarbar. Es konnte vermuten, dass Silymarin
eine Erhéhung der Kapazitat Antioxidantien in den
Zellen verursacht. Diese flihrt zu einer Starkung der
Abwehrmechanismen der Zellen gegen toxische
Schaden. In unserer Studie stellen wir eine Vermin-
derung der von PH bedingten histopathologische
Veranderungen der Organen bei den PHS-Gruppe
fest. Nach unseren beobachtungen konnte bestimmt
werden, dass Silymarin vor der toxischen Schaden der
Zelle schiitzt.

Die Synthese der MT ist durch ein breites Band
von chemischen und physikalischem Stress indu-
zierbar. Es wurde vermutet, MT ist beteiligt an der
zelluldren Abwehr gegen oxidativen Stress, indem es
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als ein Fanger der freien Radikale dient *. Die Funk-
tion der MT beinhaltet Metalltransport, die Entgif-
tung der Schwermetallen und anderer Chemikalien
und das Abfangen freier Radikale *. Es ist bekannt,
dal MT-Zellen vor durch freie Radikale verursachten
Zelltod schitzt *°.

Studien der MT haben sich auf ihre Entwicklung =,
Schaden ## oder mit tumordsen Verdanderungen in
den Geweben mit MT-Lokalisation # konzentriert. Es
ist eine Erhohung der MT-Expression in Kadmium-
ausgesetzten Rattenleber berichtet worden 2. MT-
Expression zeigte sich auch bei Kaninchen, denen
man Cadmium (Cd) verabreicht hatte, mit erhéhter
MT-Expression im Leberparenchym und in den
Epithelzellen der Nieren 2. Es ist berichtet worden,
dass chronischer Gehalt von Cd im Wasser bei
Madausen Nieren-MT erhohte, wie durch Immun-
farbung gezeigt. Cadmium fihrt zur MT-Expression in
den proximal Nierentubuli sowie in der Nieren-
medulla, wie zu sehen war. MT wurde nicht nur im
Zytoplasma, sondern auch im Kern entdeckt *. Die
parenchymalen Zellen spielen eine entscheidende
Rolle im Metabolismus und in der Entgiftung der
Medikamente. Die Markierung war in den paren-
chymalen Zellen am groBRten. Die Kupffer-Zellen
zeigten eine niedrige Intensitat fir MT-Markierung. Es
wurde gezeigt, dass MT-Farbung im Zytoplasma und
in den Kernen des gewundenen und geraden Teils der
proximalen Tubuli bei PH-ausgesetzter Hamsternieren
deutlich war. MT-Expression war auch in den
piknotisch Tubuliepithelien der Niere deutlich.

MT-Expression zeigte sich in einigen bosartigen
Tumoren 2, in der perinatalen Rattenleber und -
nieren?, was darauf hindeutet, dass MT mit der
Zellproliferation zusammenhangt. In dieser Studie
war die MT-Immunreaktivitdt, besonders bei meta-
bolisch aktiven Hepatozyten und reaktivem Tubuli-
epithel sowie bei retikuluendothelialen Zellen am
auffalligsten. Die Ergebnisse des vorliegenden
Versuchs lassen vermuten, dass die MT-Immun-
reaktivitat moglicherweise mit der metabolischen
Aktivitat der Zellen auf die PH-Toxizitdt zusam-
menhing.

In dieser Studie wurde gezeigt, dass erhéhte MT-
Immunreaktivitdt in der Leber und Milz und Nieren
bei PH-behandelten Hamstern zu sehen war. Diese
konnte von einer Erhdhung vom oxidative Stress in
den Zellen abhdngig sein. Im Vergleich zu der PH-
Gruppe war die Intensitdt von MT-Farbung bei der

PHS-Gruppe gering. Das konnte sich vermuten lassen,
dass orale Gaben von Silymarin die pathologische
Veranderungen, die PH bedingt ist, vermindern

In der Leber zeigt die schwache MT-Markierung in
den Hepatozyten der Kontrolle- und Silymaringruppe,
wie ein niedriges basales Niveau der MT in der
Erwachsenenleber # und ist mit anderen immuno-
histochemischen Studien 2'*°. Keine MT-Immuno-

reaktivitat war in Kontrollmilzen und in Milzen der S-
Gruppe festzustellen.

Schlufolgernd zeigten die gefundenen Ergeb-
nisse, dass intraperitoneale Gaben von PH die Leber-,
Nieren- und Milzschaden verursachen und dass orale
Gaben von Silymarin die PH verursachten Schaden in
den verschiedenen Organen vermindern kdnnten,
sowie auch MT eine wichtige Rolle in der PH-Toxizitat
spielt.
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Abb. 1 Die makroskopische Befunde der Leber
und der Milz bei der PH- PHS und Kontroll-
Gruppe (a) leichte Vergrésserung der Leber bei
PH- und PHS-Gruppe im Vergleich zu der
Silymarin- und Kontrollgruppe. (b) Splenomegalie
bei der PH- und PHS-Gruppe

Sekil 1. PH, PHS ve Kontrol gruplarinda karaciger
ve dalak’ta makroskopik bulgular (a) Kontrol ve
Silimarin gruplarina kiyasla PH ve PHS gruplarinda
karacigerde hafif biyime (b) PH ve PHS grup-
larinda Splenomegali
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Abb. 2 Immunoreaktivitat in der Leber (a, b, c) und in den Nieren (d, e, f) bei den Hamster. (a) Intensive MT-
Farbung im Zytoplasma der Hepatozyten bei der PH-Gruppe. ABC-Fdrbung, x220. (b) Uberwiegend im
Zytoplasma und selten im Kern mittlere MT-Immunreaktivitat in den Hepatozyten bei der PHS-Gruppe. ABC
x220. (c) Schwache MT-Immunoreaktivitdt in den in den Hepatozyten bei der S-Gruppe. ABC x110. (d)
Intensive MT-Farbung im Zytoplasma in der Tubuliepitelien bei der PHS-Gruppe. ABC x220. (e) Mittlere
Immunoreaktivitat im Zytoplasma und in den Kernen vom Tubuliepithel bei der PHS-Gruppe. ABC x220. (f)
Schwache zytoplasmatisch MT- Farbung im | Tubuliepithel. ABC x220

Sekil 2. Hamster karacigeri (a,b,c) ve bobreklerinde (d,e,f) immunoreaktivite (a) PH grubunda hepatositlerin
sitoplazmasinda yogun MT boyanmasi. ABC x 220. (b) PHS grubunda karacigerde ¢ogunlukla sitoplazmik
nadiren de ¢ekirdekte gozlenen MT boyanmasi. ABC x 220. (c) S grubunda hepatositlerde zayif MT
boyanmasi. ABC x 110. (d) PHS grubunda tubulus epitellerinde yogun immunoreaktivite. ABC x 220. (e) PHS
grubunda tubulus epitel hicrelerinin sitoplazma ve gekirdeklerinde orta siddetli immunreaktivite. ABC x 220.
(f) Kontrol grubunda tubulus epitelerinin sitoplazmalarinda zayif MT boyanmasi. ABC x 220





