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Enzyme Histochemical and Enzyme Electrophoretic Studies 
o/Rat Testes During the First 48 Hours o/Experimental Cadmium Poisoning 
Summary. 57ecrobiosis of the rat  testis experimentally induced by one subcutaneous 

injection of cadmium chloride is associated with early changes of enzyme activities some 
hours before histological damage becomes apparent. I t  was previously believed the cadmium 
primarily attacked the interstitial vessels and secondarily damaged the germinal epithelium. 
The enzyme studies presented, however, strongly suggest the cadmium ion acts directly as a 
toxin on the germinal epithelium, too. 

Zusammen]assung. Eine experimentelle Nekrobiose des I-Iodens durch einmalige subcutane 
Cadmiumchlorid-Injektion an der Ratte geht mit frfihen Enzymaktivit~tsver~nderungen ein- 
her, noch Stunden bevor es zu histologisch erkennbaren Sch~den gekommen ist. Wi~hrend 
diese bisher ffir einen primi~ren Angriffspunkt des Cadmium an den GefiiBen des Interstitiums 
und eine sekund~re Sehiidigung des Keimepithels sprachen, machen die vorliegenden enzymati- 
schen Untersuchungen eine toxische Wirkung des Cadmiumions auch unmittelbar auf die 
Zellen des Keimepithels wahrscheinlich. 

Cadmium (Cd) zeigt  im T ie rexpe r imen t  eine besondere  Aff in i tg t  zu den Hoden .  
Nach  e inmal iger  subcu tane r  oder  i n t r ape r i tonea le r  I n j e k t i o n  einer  LSsung yon  
durchschn i t t l i eh  5,5 mg  Cadmiumehlo r id  (Cd Cl~)/kg KSrpergewich t  k o m m t  es zur  
a k u t e n  Hodennekrose .  Dies wurde  yon  PA~fzEK u n d  ZX~o~ 1956 an  der  Albino-  
r a t t e  nachgewiesen und  yon  einer ]%eihe Au to ren  aueh an anderen  Labora to r iums-  
S~tugetieren bes t~t ig t .  Doch bes i tz t  anseheinend nur  die A lb ino ra t t e  eine kon- 
s t an te  Empf ind l i ehke i t  gegeni iber  einer subeu tanen  I n j e k t i o n  (C~IqvomE und  
SU~ZEFF,  ]965). 

U b e r  den  pr imi i ren  Angr i f f spunk t  des Cd am t t o d e n  bes t eh t  bisher  noch keine 
Ubere ins t immung .  Eine  speziell  auf die Ar ter i~  spe rmat ica  in t e rna  (A. tes t ieular is)  
und  ihre Aste  sowie auf  den Plexus  pampin i fo rmis  (GuN~ u. Mitarb . ,  1961, 1963) 
ger iehte te  W i r k u n g  mi t  Z i rku la t ionss tSrungen  u n d  nachfolgender  I t odennekrose  
wird  jedoeh yon  der  Mehrzahl  der  Unte r sueher  angenommen.  

* Auszugsweise vorgetragen auf der 6. Tagung der Arbeitsgemeinsehaft Morphologie vom 
14.--16. 10.66 in Erfurt. 
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Da aber Cd als starkes Cytoplasmagift auch entfernt yon Applikationsort auf 
dem Blutweg sine unmittelba~e toxisehe  W i r k u n g  auf  das  K e i m e p i t h e l  ent~al ten 
kSnnte ,  erschien es uns  nahel iegend,  enzymat i sche  Un te r suehnngen  im Frfih-  
s t ad ium tier Cd - In tox ika t i on  vorzunehmen.  

Material und Methodik 
Zur Untersuchung gelangten 40 m~nnliche 12 Wochen alte und 220--250 g schwere 

geschlechtsreife Albilloratten vom Wist~rstamm. Die Tiere erhielten fiber der tinken I-Iiift- 
gegend eine einm~lige subcutane Injektion yon 0,2 ml/100 g KSrpergewicht einer 0,015 M 
LSsung yon Cd C12. 2 Hz0 in sterilem Aqu~ dest. (entsprechend 0,03 mM Cd Cl~/kg KSrper- 
gewicht). Sis wurden 1, 3, 6, 12, 24 bzw. 48 Std post injectionem get6tet. 

Zur Orientierung wurden zuns die Hoden einer Untersuchungsreihe konventionellen 
histologischen Methoden unterworfen. Um optimale VergleichsmSglichkeiten zu erhalten, 
wurden weiter ffir die /srmenthistochemische~ Untersuchungen Gruppen zu je drei ]~atten 
gebildet, worunter immer sin Kontrolltier war. Die Tiers wurden naeh einem zwischen den 
einzelnen Gruppen verzahnten Zeitplan injiziert. Jeweils sine Gruppe wurde zur gleichen Zeit 
getStet. Unter gleichbleibenden Untersuchungsbedingungen wurden deren Hoden rasch tier 
eingefroren und in einem Arbeitsgang im Kryostaten geschnitten. An den Schnittserien yon 
gleicher Dieke wurden folgende Fermente nachgewiesen: Alkalische Phosphatase mit u-Naph- 
thylphosphat, unspezifische Esterase mit Naphthol-AS-Acetat, als Diazoniumsalze dienten 
Echtblau BB bzw. Echtblau RR; Sueeinodehydrogenase, Lactatdehydrogenase und DPN- 
Diaphorase mit Nitro-BT. 

Die unspezifische Esteruse sowie die Lactatdehydrogenase wurden aul3erdem in ihren 
Isoenzym]ra/ctionen untersucht. Hierzu wurden Hodengewebshomogenate einer Versuehs- 
reihe (TStung 1--48 Std post injectionem wie oben) hergestellt und dureh Agarelektrophorese 
in ihre Isoenzymfraktionen aufgetrennt. Die Isoenzyme der unspezifischen Esterase wurden 
dann mit fi-Naphthylacetat, die der Lactatdehydrogenase mit Nitro-BT n~chgewiesen. Die 
semiquantitative Auswertung der Isoenzymfraktionen erfolgte photometrisch mit einem 
Extinktionsschreiber (Densibometer Eri l0 der Firma Carl Zeii~, Jena, mit Zusgtz ffir Agar- 
auswertung) und dureh anschlie~ende Planimetrie. 

Ergebnisse 

1. Konventionelle histologische und histochemische Methoden 
I n  den ers ten  3 S td  nach der  Cd- In jek t ion  zeigten sich an  den H o d e n  der  

ge t6 te ten  t~a t ten  m i t  his tologischer  l~out ine technik  und  h is tochemischen  Methoden  
noeh keine  auffiflligen Ver&nderungen. Nach  6 S td  war  es im H o d e n i n t e r s t i t i n m  
zur Capi l la rerwei terung mi t  Hype r~mie  gekommen,  zu der  sich nach  12 S td  sin 
in ters t i t ie l les  0 d e m  gesellte,  das  reich an  PAS-pos i t i ven  Subs tanzen  war.  E r s t  zu 
diesem Z e i t p u n k t  fiel auch eine Sehi~digung der  Hodenkani~lchen in  :Form einer  
K e r n p y k n o s e  und  Vermehrung  PAS-pos i t i ve n  Mater ia ls  im P r o t o p l a s m a  des 
Ke imep i the l s  ~uf. Naeh  24 S td  k a m  es an  den Tubul i  zur  AblSsung der  Epi the l -  
zellen sowie zur  K a r y o r r h e x i s  und  Karyo lys i s ,  w~hrend a m  Hodenzwischen-  
gewebe AuflSsungserscheinungen mi t  Diapedes i sb lu tungen  auffielen. Die sehweren 
vaseul~ren und  tubuli~ren Schi~den mi t  Nekrobiose  waren  nach 48 S td  noch 
wesent l ich for tgeschr i t ten .  

2. Fermenthistochemische Untersuchungen 
Dureh  den Nachweis  einiger ~ y d r o l a s e n  und  Oxydoreduc t a sen  gelang es uns,  

die Sch~digung a m  t t o d e n i n t e r s t i t i u m  und  am Ke imep i the l  noeh u m  S tunden  
frfiher zu erfassen, wie aus der  Tabel le  hervorgeht .  Sie g ib t  fiber die Akt iv i t~ t s -  
i~nderungen der  un te r sueh ten  E n z y m e  zwisehen der  1. und  48. S td  nach  der  
Cd- In jek t ion  im Vergleich zu den Kon t ro l l t i e r en  Auskunf t .  
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Tabelle 
Enzymaktivitiitsiinderungen an den Hoden 1--d8 Std nach subcutaner Cadmiumchlorid.ln]elction 

Kon- 1 Std 3 Std 6 Std 12 Std 24 Std 48 Std 
trolle 

Alkalische +++ +++ ++++ +++++ +++(+) ++(+) +(+) 
Phosphatase 

Unspezifisehe +++ +++(+) ++++ ++++ +++ ++(+) ++ 
Esterase 

Suecino- ++++ ++++ ++++ +++ ++ +(+) (+) 
dehydrogenase 

Lactat- ++++ ++++ +++++  ++++ +++ ++ + 
dehydrogenase 

DPN- ++++ ++++ +++(+) +++ ++ +(+) (+) 
Diaphorase 

a) Hydrolasen 

Bei den Kontrolltieren besteht eine ausgeprs Aktivit~it der alkalischen 
Phosphatase in den Gef/~Bw/~nden, weniger in den Leydigschen Zellen des Hoden- 
interstitiums, wghrend das Keimepithel keine Aktivit/it besitzt. Sehon 3 Std 
nach der Cd-Injektion ist eine Aktivit/itssteigerung in den Gef~gw/tnden, da- 
gegen kaum in den Leydigschen Zellen nachweisbar. Nach 6 Std hat die Aktivi- 
t~t an den Gefi~gen des Interstitiums weiter zugenommen, aber auch die Leydig- 
zellen lassen eine Aktivit/~tssteigerung erkennen. Von der 12. Std post in- 
jectionem an ist ein fortschreitendes Absinken der Enzymaktivit~t festzustellen, 
die nach 48 Std wesentlich unter der Aktivit/tt bei den Kontrolltieren liegt 
(Tabelle). 

Die unspezi/ische Esterase zeigt bei den Kontrolltieren ebenfalls eine aus- 
geprs Aktivit~t im Interstitium (Gef/il3w~nde und Leydigsche Zellen), weniger 
in den Tubuli. 3 Std post injectionem ist ein deutlicher Aktivit/ttsanstieg, auch 
am Keimepithel erkennbar. Nach 12 Std sinkt die Aktivit~t bis zur 48. Std des 
Experimentes laufend ab (Tabelle). 

b) Oxydoreductasen 
Auch bei den untersuchten Fermenten dieser Gruppe f/~llt eine fortschreitende 

Aktivit~tsminderung auf, wobei nur die Lactatdehydrogenase einen voriiber- 
gehenden Aktivit~tsanstieg erkennen 1s 

Bei der Succinodehydrogenase hat 6 Std post injectionem die Aktivits im 
Hodenzwischengewebe und in den Tubuli deutlich abgenommen und sinkt in 
den nachfolgenden Stunden welter ab (Tabelle). 

Bei der Lactatdehydrogenase finder sich nach 3 Std zuns ein Aktivits 
anstieg am Keimepithel und im Interstitium, der nach 6 Std wieder etwas zurtick- 
gegangen ist. Dann kommt es zu einem fortschreitenden Aktivit/~tsabfall bis zur 
48. Std der Untersuchung (Tabelle). 

Die DPN-Diaphorase zeigt schon nach 3 Std einen I~tickgang, nach 12 Std 
eine wesentliche Verminderung ihrer Aktivit/~t, die nach 48 Std weitgehend 
geschwunden ist (Tabelle). 
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3. I s o e n z y m e  

A n  H o d e n g e w e b s h o m o g e n a t e n ,  die de r  A g a r - E l e k t r o p h o r e s e  u n t e r w o r f e n  wur -  

den,  is t  bei  den  K o n t r o l l t i e r e n  die unspez i f i sche  E s t e r a s e  d u r c h  dre i  ~ ' r ak t i onen  

m i t  n u r  s c h w a e h e r  A k t i v i t g t  de r  1. F r a k t i o n ,  die L a c t a t d e h y d r o g e n a s e  d u r e h  

f i inf  t~rak t ionen  g e k e n n z e i c h n e t ,  y o n  d e n e n  L D t t  4 u n d  L D t t  5 die s t s  A k t i v i t / t t  

ze igen  (Abb.  1 ~). 
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Abb. 1. a Lactatdehydrogenase (LDH) mit f~nf Isoenzymfraktionen (Kontrolltier). Zwischen 
I I I  und IV AuftragungsspMt. b Weitgehender Aktivit~tsverlust der 2. und 3. Fraktion 

1 Std nach subeutaner Cadmiumchlorid-Injektion 

Abb. 2. Jxnderungen der Isoenzymaktivit~ten 1 ~ 8  Std post injectionem (Gesamtaktivit~t 
aller Fraktionen = 100 %). Unten LDtt4, oben LDH 5. -- --  --  Kontrolle 
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Abb. 3. Unten LDH 1, oben LDHe 1--48 Std post injectionem. -- -- --  Kontrolle 

Abb. 4. Unspezifische Esterase. Unten 1. Fraktion, oben 3. Fraktion 1 4 8  Std post 
injectionem. - - - -  Kontrolle 

Schon  1 S t d  n a e h  der  C d - I n j e k t i o n  is t  bei  de r  Lac ta tdehydrogenase  die A k t i v i t ~ t  

de r  2. u n d  3. F r a k t i o n  sehr  s t a rk  a b g e s u n k e n  u n d  k a u m  n o c h  n a c h w e i s b a r  

(Abb.  1 b) ;  h i n g e g e n  s t e ig t  die A k t i v i t ~ t  de r  4. u n d  5. F r a k t i o n  gegenf iber  den  

K o n t r o l l t i e r e n  zun~ehs t  an,  wie aus  den  d u r c h  P h o t o m e t r i e  u n d  ansch l i egende  

P l ~ n i m e t r i e  g e w o n n e n e n  D i a g r u m m e n  h e r v o r g e h t  (Abb.  2). 
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3 Std nach der Injektion liegt die Aktiviti~t der L D H  4 und L D H  5 aber bereits 
wieder unter dem Kontrollwert und n immt bei der L D H  5 bis zur 48. Std laufend 
ab, wi~hrend sie bei der L D H  a sehon nach 24 Std ihren vorl~ufig niedrigsten Wert  
erreicht hat  (Abb. 2). Die Aktivit~t der L D H  1 n immt dagegen mit  grol3er Stufe 
zwischen 6. und 12. Std bis zur untersuehten 48. Std fortschreitend zu, w~hrend 
die L D H  2 bei flaeherem Anstieg ihren hSehsten Wert  sehon nach 24 Std erreicht 
(Abb. 3). 

Die Isoenzyme der unspezi/ischen Esterase lassen bei der 3. Fraktion nach 
einem in der 3. Std naehweisbaren geringgradigen Aktivit/itsanstieg ein lang- 
sames Absinken bis zur 24. Std erkennen, danach steigt die Aktivi tgt  bis zur 
48. Std nut  sehr wenig an, wobei sie unter dem Kontrollwert bleibt (Abb. 4). Die 
1. Fraktion zeigt nach einer yon der 3. bis zur 12. Std gleichbleibenden geringen 
ErhShung einen erheblichen fortschreitenden Aktiviti~tsanstieg, der zwischen der 
12. und 24. Std am steilsten ist (Abb. 4). Aueh bei der hier nicht dargestellten 
2. Frakt ion ist eine/thnliche Zunahme der Enzymaktivit/~t zu verzeichnen. 

Diskussion 

Die vorliegenden Untersuehungen an der Rat te  lassen erkennen, dab eine bis 
zur totalen Nekrose fortschreitende Hodensch/~digung nach subcutaner Cd C12- 
Injektion mit  friihzeitigen tiefgreifenden Enzymver/tnderungen einhergeht. Bis 
zur 48. Std nach der Injektion ist die Aktivit/~t aller am Kryosta tschni t t  unter- 
suchten Fermente wesentlich abgesunken. Die Isoenzyme der Lactatdehydro- 
genase und der unspezifischen Esterase zeig'en tells einen Anstieg, tells ein Ab- 
sinken ihrer Aktivit/it. 

Bereits 1 Std post injectionem kommt  es bei den Isoenzymen der Lactat-  
dehydrogenase zu einem vor/ibergehenden fast vollsti~ndigen Aktivit/itsverlust 
der 2. und 3. und zu einer kurzfristigen Aktivit/~tssteigerung der 4. und 5. Frak- 
tion, w/ihrend die Gesamtakt ivi tgt  an den Kryostatschni t ten erst nach 3 Std 
einen vorfibergehenden Anstieg zeigt. Bei der alkalischen Phosphatase ist eben- 
falls schon nach 3 Std ein Aktivit/itsanstieg, wenn auch zun/ichst nur an den 
Gef/~gen des Interst i t iums nachweisbar. Zu diesem Zeitpunkt  lassen die fibrigen 
untersuchten Enzyme abet auch am Keimepithel meist schon deutlich ausgeprggte 
Aktivitgtsver/~nderungen erkennen. 

W/ihrend bisher mit  histologischen l~outinemethoden eine Cd-Sch/~digung des 
Interst i t iums, besonders der darin verlaufenden GefKl3e als das Prim~re, die erst 
nach 12 Std erkennbare Tubulussch/~digung hingegen als sekund/ir angesehen 
wurde (Guest u. Mitarb., 1963), zeigen unsere enzymatischen Untersuchungen, 
dab die Sch/~digung des Keimepithels neben der des Interst i t iums schon sehr frfih 
einsetzt, was eine unmittelbare toxische Wirkung des mit  dem Blutstrom heran- 
geffihrten Cd-Ions auf die Samenzellen wahrscheinlich macht.  Die nachfolgende 
Nekrobiose des gesamten I-Iodens dfirfte jedoch eher Folge der gleichzeitig wirk- 
samen zus/itzlichen Gef/igsch/tdigung sein. 

Die Verfolgung der Aktivit/~tsverschiebungen fiber den Zeitraum yon 48 Std 
hinaus soll weiteren Untersuchungsreihen vorbehalten bleiben. 
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