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Enzymatic Studies o/ Rat Testes during 30 Days after Cadmium Induced Necrosis 
Summary. An acute necrosis of the rat testis, induced by one subcutaneous injection of 

cadmium chloride, is followed by inflammation and repair. Regeneration begins in the tunica 
albuginea and spreads into the interstitium towards the centre. I t  is associated with a return 
of the activity of hydrolytic and oxidative enzymes that are greatly reduced in the necrotic 
testis. The revival of the enzymatic activities is caused by the proliferating tissue, but is not 
a specific quality of the testicular tissue, as is obvious from the markedly changed isoenzy- 
matic fractions. The necrotic germinal epithelium shows no attempt to regenerate. This 
supports the former suggestion that cadmium ion acts directly as a toxin on the germinal 
epithelium. 

Zusammen/assung. Einer akuten Hodennekrose bei der Ratte, hervorgerufen durch eine 
einmalige subeutane Injektion yon Cadmiumchlorid, folgt eine reparatorische Entzfindung, 
die von der Hodenkapsel ausgeht und sieh im Interstitium zentralw£rts ausbreitet. Sie ist 
mit einem Wiederansteigen der im nekrotischen Hoden stark abgesunkenen Aktivit~t hych'o- 
lytischer und oxydativer Enzyme verbunden. Das Wiederaufleben der Enzymaktivititen ist 
durch das Granulationsgewebe bedingt und nicht mehr eine spezifische Eigenschaft des 
Hodengewebes. Dies kommt aueh durch die stark ver~nderten Isoenzymfraktionen zum 
Ausdruck. Das nekrotische Keimepithel zeigt keinerlei Ansatz zur Regeneration. Das kann 
die frfihere Annahme einer unmittelbaren toxischen Schiidigung des Keimepithels dureh das 
Cd-Ion noch unterstiitzen. 

Eine bei der Albinora t te  durch Cadmiumchlorid (CdC12) hervorgerufene akute  
Hodennekrose geht mi t  friihzeitigen tiefgreifenden Enzymveri~nderungen (DIMow 
u n d  K ~ o ~ E ,  1967) einher. Sic sprechen ffir eine unmi t te lbare  toxisehe Wi rkung  
des auf dem Blutweg herangeft ihr ten Cd-Ions auf die Samenzellen. Hingegen 
liil~t sich die nachfolgende Nekrobiose dos gesamten Hodens auf die gleichzeitig 
wirksame GeI£Bsch~digung zurfiekfiihren. 

Die folgenden Un te r suchungen  betreffen die weiteren Vorg~nge am Hoden  
bis zu 30 Tagen n~ch einmaliger subeutaner  CdC12-Injektion. 

Material und Methoden 

Fiir die Versuche wurden 24 m~nnliche etwa 12 Wochen alte, 180--230g schwere 
geschlechtsreife Albinoratten yore ~¥istarstamm verwendet. Hinzu kommen 12 gleichartige 
Kontrolltiere. Es wurden drei Untersuchungsgruppen zu je 8 Versuchs- und 4 Kontrolltieren 
gebildet. Jede Gruppe diente ffir einen anderen Untersuchungszeitraum (7, 14 bzw. 30 Tage). 

Einmalige subcutanc Injektion in der linken Hfiftgegend und angewandte Dosis (0,03 mM 
CdC1Jkg KSrpergewicht) entsprechen genau der Durchfiihrung bei den vorangegangenen 

* In memoriam G. DLMOW, Sofia, 4. 2. 1924 bis 26.9. 1967. 
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Experimenten (DI•ow und KNOW,E, 1967). Die CdC12-Injektion erfolgte wieder nach einem 
vorher festgelegten Zeitplan, der eine gleichzeitige Untersuchung yon Einzeltieren dieser 
drei Gruppen ermSglichte. TStung durch Nackenschlag, sofortiges Einfrieren der entnom- 
menen I-Ioden bei --70°C, Kryostatschnitt-Technik, angewandte Methoden zum Nachweis 
hydrolytischer und oxydativer Enzyme, auch der Isoenzymnachweis stimmen mit dem 
bisherigen Vorgehen fiberein. 

Im einzelnen wurden an den jeweils 10 ~ dicken Kryostatschnitten folgende Hydrolasen 
und Oxydoreduktasen nachgewiesen: Alkalische Phosphatuse nach MA~I~EI~ER und SELm- 
~A~ mit ~-Naphthylphosphat und Echtblausalz BB (Inkubationsdauer 25 rain bei 37°C), 
unspezifische Esterase nach BURSTONE mit Naphthol-AS-Acetat und Echtblausalz RR 
(Inkubation fiir 20 rain bei 37 ° C) ; Succinodehydrogenase, Lactatdehydrogenase und ~qADtI 2- 
Diaphorase nach NAC~LAS U. Mitarb. mit Nitro-BT als Acceptor (Inkubationsdauer fiir die 
Succinodehydrogenase 20 rain, fiir die Lactatdehydrogenase 5 min und fiir die NADH 2- 
Diaphorase 10 rain bei 37 ° C). 

AuBerdem wurden die unspezifische Esterase und die Lactatdehydrogenase hinsichtlich 
ihrer Isoenzyme untersucht. Dazu wurden ttodengewebshomogenate einer jeden Unter- 
suchungsgruppe hergestellt und der Agar-Gel-Elektrophorese (WIn~f~,, 1965) unterworfen. 
Bei der unspezifischen Esterase erfolgte die Visualisation der Isoenzymfraktionen naeh 
URIEL (1960) mit fi-Naphthylacetat und Echtblausalz B (Inkubationsdauer 20 rain bei 37 ° C), 
bei der Laetatdehydrogenase nach VA~ hER tIEL~r (1961) mit Ni~ro-BT als Acceptor (Inkuba- 
tion fiir 30 rain bei 37°C). Die Isoenzymfraktionen wurden dann mit einem Extinktions- 
schreiber photometriert. Die semiquantitative Auswertung der Extinktionskurven erfolgte 
durch Planimetrie. 

Die Isoenzym-Diagramme ergeben sich aus den errechneten Mittelwerten der Isoenzym- 
fraktionen der Tiere einer jeweiligen Untersuchungsgruppe. Die Kontrollwerte stellen die 
Mittelwerte der Isoenzymfraktionen s~mtlicher Kontrolltiere dar, wobei im Untersuchungs- 
zeitraum yon 7 bis zu 30 Tagen nur geringe Schwankungen zwischen den einzelnen Tieren 
bestehen. 

Ergebnisse 
1. Makroskopischer Be/und 

7 Tage nach  der  CdC12-Injektion sind die H o d e n  gegenfiber 48 S td  (D~Mow 
und  K~on~E,  1967) berei ts  kleiner  und  h/£rter geworden.  Nach  14 Tagen ist  die 
t t o d e n k a p s e l  f leckfSrmig get r f ib t  und  1/£1~t ros tar t ige  oder  lehmgelbe Fe lde r  bei  
nekro t i scher  Schnittfl/~che durchscheinen.  Nach  30 Tagen  sind die t t o d e n  noch 
mehr  geschrumpft ,  und  ihr  Gewicht  is t  auf weniger  als die H/~lfte der  N o r m  

zuri ickgegangen.  

2. Histologische und ergi~nzende histochemische Untersuchungen 
Nach  7 Tagen  sind die schweren Sch~den im I n t e r s t i t i u m  und  an den Tubu]i  

noch rech t  ausgepr / ig t  (Abb. 1). Leydigsche  Zellen lassen sich n icht  mehr  unter -  
scheiden. Das  Tubulusep i the l  is t  durchweg nekrot isch.  Die Spermien  sind meis t  
zerfallen, die Spermienschw/inze hype rch romat i sch  und  in Res ten  noch his zum 
Ende  der  Beobach tungsze i t  nachweisbar .  

Nach  14 Tagen  is t  es an der  Innense i te  der  ve rb re i t e r t en  Tunica  a lbuginea  
und  subcapsul/£r zu einer s t a rken  Zel lprol i fera t ion gekommen.  Zwischen den 
Zel lwucherungen und  Capi l larsprossen sind reichlich PAS-pos i t ive  Subs tanzen  
nachweisbar ,  ebenso in den Gef/~l~w~nden bei  ve rb re i t e r t em advent i t i e l l em Binde- 
gewebe. Subcapsul / i r  und  auch im I n t e r s t i t i u m  l inden  sich Siderophagen.  Die 
zent ra le ren  Abschn i t t e  des In t e r s t i t i ums  sind noch vSllig nekrot isch.  Der  Zell- 
s chu t t  in den  un te rgegangenen  Tubul i  enth/ i l t  reichlich Lipide,  auch ste]len- 
weise ein eisenhalt iges P igment .  
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Abb. 1. Hoden 7 Tage nach subcutaner Cadmiumchlorid-Injek~ion: Kerntriimmer in nekro- 
tisehen Absehnitten des 6demat6sen Interstitiums und loekere, perivaseulgr diehtere Rund- 
zell- und Leukoeyteninfiltrate; Wueherung der Adventitialzellen und Gef~Bendothelien. 

To,ale Nekrose der Samenkan~lehen mit Spermienresten. HE, Vergr. 150: I 

Abb. 2. I{oden 30 Tage naeh subcutaner Cadmiumchlorid-Injektion: Bindegewebige Ver- 
breiterung der Tuniea Mbuginea mit ehroniseher granulierender und vernarbender Entziindung 
im inneren Drittel und im InHerstitium zwisehen den nekrotischen Tubuli. HE, Vergr. 120:1 
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Nach 30 Tagen f~llt eine betr/~chtliche Kapselverdickung (Abb. 2) und eine 
Vermehrung des subcapsul~ren Bindegewebes auf, das die peripheren Zweidrittel 
des Hodenparenchyms durchdringt und neben vermehrten Capillaren reichhch 
Fibroblasten bzw. Fibrocyten und Rundzellansammlungen enth/£1t. Die W~nde 
der Arterien und Arteriolen sind meist verdickt, ihre Lumina eingeengt. 

3. Fermenthistochemische Untersuchungen 
a) Hydrolasen. Bei der alkalischen Phosphatase ist 7 Tage nach der CdC12- 

Injektion die Aktivitht gegenfiber 48 Std wieder angestiegen, vor allem in den 
Capillarw/~nden. Eine starke Aktivit~t findet sich aueh in den meist perivascu- 
l~ren Rundzellansammlungen des Interstitiums und saumartig um die nekro- 
tischen Tubuli. 

Mit der proliferativen Reaktion (14 Tage) nimmt die Fermentaktivit~t bis 
zum Ende der Beobachtungszeit weiter zu (Tabelle), besonders an der Innenseite 
der Tunica albuginea sowie in den yon hier vordringenden Zellsprossungen 
(Abb. 3) und neugebildeten Capillaren, auch in den W/inden eapselnaher Gef/~Be 
(Abb. 4). 

Die unspezi/ische Esterase zeigt ein entsprechendes Verhalten mit Aktivit/~ts- 
zunahme besonders im subcapsul/~ren Interstit ium und schw~cherer Aktivit~t in 
den verschiedenen Zellgruppen der zentraleren Hodenabschnitte. 

Mit der Zellproliferation steigt die Fermentaktivit/it  vor allem in der Peri- 
pherie, bis zum Ende der Beobachtungszeit aueh in den Zellen des fibrigen Inter- 
stitiums welter an (Tabelle). 

b) Oxydoreduktasen. 7 Tage post injectionem zeigen die untersuchten Enzyme 
dieser Gruppe in den Wandungen grS]~erer Arterien und Venen in Kapselniihe 
noch keine sichere Zunahme der Aktivit/£t. Sie ist nur in den Endothelien einzelner 
Capfllaren, aueh in Infiltratzellen des Interstitiums in Kapseln~he starker. Im 
Tubulusepithel ist gegenfiber 48 Std die Aktivit~t so gut wie vollst~ndig ge- 
schwunden, was sich bis zum Ende der Beobachtungszeit nieht mehr ~ndert 
(Tabelle). 

Nach 14 Tagen findet sieh bei den 0xydoreduktasen eine Aktivit~ttszunahme 
im Interstitinm, wobei die Aktivit~t aber hinter den hydrolytischen Enzymen 
zurtickbleibt. 

Bei der NADH2-Diaphorase und der Lactatdehydrogenase ist zu diesem Zeit- 
punkt  ein wesentlicher Anstieg der Enzymaktivit~tt mit annghernd gleicher 
Lokalisation wie bei den hydrolytischen Enzymen zu verzeiehnen: An der Innen- 
seite der Tuniea albuginea, in den W~nden kapselnaher Arterien, im Bereich yon 
perivaseul~ren Rundzellansammlungen, reeht ausgepr~gt auch in den kleinen 
Arterien, Arteriolen und neugebildeten Capillaren des Interstitiums. In den vSllig 
nekrotischen zentraleren Abschnitten des Zwischengewebes fehlt die Aktiviti~t 
noch. 

~ach  30 Tagen hat die Fermentaktivit/~t in den Gef~$w/~nden und in den 
dutch Sprossung vermehrten Capillaren aueh zentralw~rts welter zugenommen 
(Abb. 5). 

Die Succinodehydrogenase ist bei gleicher Lokalisation im gesamten Beob- 
achtungszeitraum wesentlich schw/~eher nachweisbar (Tabelle). 
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Abb. 3. Alkalische Phosphatase mit starker Aktivit/it entziindlich-proliferativer Zellelemente 
des Hodeninterstitiums (bei Totalnekrose der Tubuli) 30 Tage post injectionem. Vergr. 190:1 

Abb. 4. Alkalische Phosphatase in den neugebildeten Capillaren bzw. Capillarsprossungen des 
kapselnahen Interstitiums sowie in der Wand eines subkapsul~ren Gefglges 30 Tage post 

injeetionem. Vergr. 150: I 

4. Isoenzyme 
Bei den Isoenzymfrakt ionen der Lactatdehydrogenase (LDH) zeigt sieh 7 Tage 

naeh der CdC12-Injektion gegenfiber den Kontrol lwerten eine (auf die aktuelle 
Gesamtaktivit~tt = 100 bezogene) starke Verminderung der 5. und 4. (Abb. 6), 
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Abb. 5. NADH~-Diaphorase mit unterschiedlicher Aktivitat im Interstitium, am deutlichsten 
in Capil]aren und in der Wand einer Arteriole 30 Tage post injectionem. Vergr. 120:1 

Tabelle. Enzymalctivitgtsanstieg im Hodeninterstitium (Kryostatschnitte) 7-30 Tage nach 
Cadmium-induzierter Nelcrose (Stgr]ce der Alctivit~it visuell geschiitzt). Aktivit~itsminimum im 
Interstitium (I )  nach 48 Std, in den Tubuli (T )  nach 7 Tagen erreicht (in den Tubuli ]cein 

Wiederau/treten der A]ctivit~it) 

Alkalische 
Phosphatase 

Unspezifische 
Ester~se 

Succino- 
~ehydrogenase 

Lactat- 
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Kontrol]e 48 Std 7 Tage 14 T~ge 30 Tage 
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aueh der  3. F r ak t i on ,  wobei  die L D H  4 sogar fas t  bis auf ein Dr i t t e l  abgenommen  
hat ,  gleiehzeit ig s ind die L D H  2 und  L D H  1 p rozen tua l  e twa um das  Vier- bzw. 
ZwSlffache angest iegen (Abb. 7). Nach  14 Tagen  is t  ein deut l ieher  Anst ieg  der  
5. und  4. (Abb. 6), auch  der  3. F r a k t i o n  auf K o s t e n  einer erhebl iehen Ern iedr igung  
der  1., weniger  der  2. F r a k t i o n  zu verzeichnen (Abb. 7). Die L D t I - F r a k t i o n e n  
i~ndern sich d a n n  bis zum Ende  der  Beobachtungsze i t  nur  gering (Abb. 6 und  7). 
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Abb. 6. Wandel der Isoenzymaktivit~ten der Lactatdehydrogenase (LDH) 7--30 Tage naeh 
subeutaner CdC12-Injektion (jeweilige Gesamtaktivitgt aller Fraktionen = 100%). Unten 

LDH 4, oben LDII 5. - -  Kontrolle 

Abb. 7. Unten LDHt, oben LDtt 2 7--30 Tage post injee~ionem. - -  Kontrolle 

Bei den 4 Isoenzymen der unspezi/ischen 
Esterase sind die 3. und 4. Frakt ion  meist 
versehmolzen. Im Vergleich mit den Kontroll-  
werten liegt naeh 7 Tagen ein relativer An- 
stieg der 3. und 4. Frakt ion bei einer be- 
deutenden Abnahme der 1. Frakt ion vor 
(Abb. 8). Naeh 14 Tagen haben sich die 
3. und 4. Frakt ion  wieder dem Kontrol lwert  
prozentual gen/~hert, w/~hrend die 2. Frakt ion  
einen relativen Anstieg zeigt. Nach 30 Tagen 
hat  die 1. Frakt ion  auf Kosten der 2. zuge- 
nommen, w/~hrend sieh die 3. und 4. Frakt ion  
prozentual nieht mehr ver/indert hat  (Abb. 8). 

Bespreehung 

Die reaktiv-entz/indliehe Proliferation 
beginnt schon einige Tage naeh der Cd-indu- 
zierten Hodennekrose. Sie erreicht 14 Tage 
nach der CdC12-Injektion einen HShepunkt  
und sehreitet bis zum Ende der Beobach- 
tungszeit zentralw/~rts fort. Die Zellwuche- 
rungen und Capillarsprossungen gehen yon 
der vasculgren Schieht der Tuniea albuginea 
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Abb. 8. Unspezifische Esterase. Unten 
1. Fraktion, Mitre 2. Fraktion, oben 
3. + 4. Fraktion 7--30 Tage post 

injectionem. - -  Kontrolle 

aus und dringen zun/tehst in die subkapsulgren Abschnitte des 5demat6s- 
nekrotisehen Hodeninterst i t iums ein. Das junge Grannlationsgewebe ist reich an 
hydrolytisehen und oxydat iven Enzymen. 

Dureh den Reiehtum der Capillarw~nde an Mkalischer Phosphatase 1/~gt sieh 
das Vordringen der Capillarwueherungen bis in die zentraleren Absehnit te  des 
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Zwischengewebes gut verfolgen. Eine ausgepr~gte Aktivit~t der alkalischen 
Phosphatase zeigen ferner die wuehernden Zellelemente, vor allem Fibroblasten, 
histioeyt~re und lymphoide Zellen. Dieser Befund steht in Einklang mit den 
Untersuchungen von FELL und DA~IELLI (1943) fiber die I-Ieilungsvorg~nge an 
experimentell gesetzten Wunden. 

P~TZOLI) und ST6H~ (1959) bringen eine Aktivit~tsvermehrung der alkalisehen 
Phosphatase m/t dem Fettstoffweehsel, besonders mit einem erhShten Fett- 
transport in Zusammenhang. Dies k6nnte auch ffir die vorliegenden Unter- 
suchungen yon Bedeutung sein, da naeh KA~ und DAs (1960) bei der experi- 
mentellen Hodennekrose die Lipidkonzentration in den Fibroblastenwuchernngen 
naeh 30 Tagen eindeutig zunimmt. 

In den prohferierenden Zellen des Hodeninterstitiums f~llt auch eine erheb- 
liche Aktiviti~t der unspezifischen Esterase auf, was auf eine enge Beziehung 
dieses im Cytoplasma vorkommenden Enzyms zum AusmaB der Proliferation 
hinweist (S~IISHKI~, 1963). 

In dem Granulationsgewebe, das sich zwischen den nekrotischen Samen- 
kanglchen ausbreitet, liegt gleichzeitig eine Aktivitgtsteigerung aller unter- 
suchten Oxydoreduktasen vor, an der die NADH~-Diaphorase und die Lactat- 
dehydrogenase am st~trksten beteiligt sind. Die Aktiviti~tszunahme der Oxydo- 
reduktasen spricht ffir einen gesteigerten Energiestoffwechsel in den Zellen des 
Prohferationsgewebes. 

Auch DAS, K~Is~sn MU~TI und KAR (1961) konnten eine St6rung des oxy- 
dativen Stoffwechsels der Rattengonaden nach einmahger subeu~aner CdC12- 
Injektion dutch Messung der Succinoxydaseaktiviti~t an ttomogenaten feststellen. 
Beim Hoden kam es nach maximaler Inhibition am 16. Versuchstag mit der 
Regeneration im Interstitium zn einer relativen Zunahme der Enzymaktivit/~t. 

Die Aktivit~t der hydrolytischen und oxydativen Enzyme nimmt bis znm 
Ende der Beobachtungszeit (30 Tage) mit dem Vordringen des Granulations- 
gewebes in die zentraleren Itodenabsehnitte noch zu, w~hrend in der Peripherie 
bereits die Fibrosiernng iiberwiegt. 

Die im Prohferationsstadium ermittelte prozentuale Verteilung der Isoenzym- 
fraktionen (unspezifisehe Esterase und Laetatdehydrogenase) i/iBt bei starken 
Schwankungen zwischen 7 und 14 Tagen keine" ~hnliehkeit mit den Isoenzymen 
des normalen IIodens mehr erkennen, denn die Isoenzyme stellen jetzt die 
Molekularfraktionen eines Granulationsgewebes dar. 

Naeh den vorliegenden Ergebnissen kommt es somit im Ansch]uB an eine 
Cd-induzierte I-Iodennekrose zu einer yon der I{odenkapsel ansgehenden repara- 
torisehen Entziindung. Diese ist bei zunehmender Ausbreitung im Interstitium 
mit einem erneuten Anstieg der im nekrobiotisehen IIoden stark abgesunkenen 
Aktivit/~t hydrolytiseher und oxydativer Enzyme verbunden. Die stark ver- 
/inderten Isoenzymfraktionen bringen znm Ausdrnek, dad es sieh um ein Ersatz- 
gewebe handelt, wi~hrend das Keimepithel der Nekrose anheimgefallen ist. Das 
vSllige Ausbleiben einer Regeneration des Keimepithels kSnnte die Annahme 
einer unmittelbaren Cd-Schgdigung der Keimzellen neben einer den gesamten 
ttoden betreffenden Gef~tBwirkung (DIMow und K~ORRE, 1967) noch bekr£ftigen. 

Zur Frage einer spi~teren Regeneration der Zwischenzellen (Gv~¢¢ u. Mitarb., 
1963) sind weitere enzymatische Untersuchungen vorgesehen. 



Enzymatische Untersuchungen an Rattenhoden 263 

Literatur 
DAS, t~. P., C. R. KI~ISm~A MuxaTI, and A. B. KAR: Succinooxydase activity in rat gonads 

after cadmium chloride administration. J.  Sci. industr. Res. (New Delhi) 20C, 259--261 
(1961). 

Di~ow, G., u. D. K ~ o ~ E :  Fermenthistochemische und enzymelektrophoretische Unter- 
suchungen an Rattenhoden in den ersten 48 Std experimenteller Cadmiumintoxikation. 
Virchows Arch. path. Anat. 342, 252--257 (1967). 

FELL, H. B., and J.  F. DASTI~LLI: The enzymes of healing wounds. L The distribution of 
alkaline phosphomonoesterase in experimental wounds and burns in the rat. Brit. J.  exp. 
Path. 24, 196--203 (1943). 

GUNN, S.A.,  T.C. GOULD, and W.A.D.A~DERSOS: Cadmium-induced interstitial cell 
tumors in rats and mice and their prevention by zinc. J .  nat. Cancer Inst. 31, 745--759 
(1963). 

HSL~I, H. J.  vAs D ~ :  Simple method of demonstrating lactic acid dehydrogenase iso- 
enzymes. Lancet 1961III, 108--109. 

KAn, A. B., and R. P. DAs: Testicular changes in rats after treatment with cadmium chloride. 
Acta biol. reed. germ. 5, 153--173 (1960). 

P~TZOLD, H., u. K. ST6I~R: Die Wirkung yon N-(4-Aminobenzol-sulfonyl)-N'-n-butylharn- 
stoff (Oranil, Invenol) auf die Tetraehlorkohlenstoffibrose des Kaninchens. Z. ges. inn. 
ivied. 14, 853--858 (1959). 

SgisgKiSr, G. S. : I-Iistochemistry of carboxylic esterases in cells of fibroblastic series at various 
stages of their differentiation. Fol. histochem, cytochem. (Krak6w) 1, 481~487 (1963). 

UI%IEL, J.  : Les r6aetions de caract~risation. In  P. G~ABA~ et P. BVRTIN, Analyse immuno- 
glectrophor6tique, p. 33. Paris: Masson & Cie. 1960. 

WImIE, R. J.  : Agar gel electrophoresis. Amsterdam-London-New York: Elsevier Publ. Comp. 
1965. 

Dr. med. habil. DIETER K ~ O R ~  
Oberarzt am Pathologiseh-Bakteriologischen Insti tut  
des Bezirkskrankenhauses St. Georg, Leipzig 
X7021 Leipzig, Strage der DSF 141 


