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Bei Kaninchen, welche Kadmiumchlorid i. v., 8 mg/kg pro dosi,
wihrend 10 Tage erhielten, wurde das Verhalten der alkalischen Phos-
phatase (AP) im Blutserum und in Leber-, Nieren-, Lungen- und Ge-
hirnhomogenaten untersucht. Bei den vergifteten Kaninchen wurde eine
Erh6éhung der AP-Aktivitit im Blutserum und in Leber- und Nierenho-
mogenaten festgestellt- wobei statistisch signifikant nur der Aktivitdtsan-
stieg der AP in der Leber war. Eine Verminderung der AP-Aktivitat
wurde in Lungenhomogenaten (statistisch nicht signifikant) und Gehirn-
homogenaten (statistisch signifikant) festgestellt.

Mit histochemischen Methoden wurde ein Aktivititsanstieg der AP,
besonders in der Leber- der Nieren- Dirmen und Hoden festgestellt. In
anderen Organen war kein Unterschied in der Intensitit der histochemi-
schen Reaktion im Vergleich zu den Kontrolltieren feststellbar.

Die alkalische Phosphatase (AP) gehort zu den uneinheitlichen Enzy-
men und besteht aus einigen spezifischen Phosphatasen. Sie ist in allen
Geweben, besonders in den Nieren, Diinndarmschleimhaut und Knochen
nachweisbar (1, 2, 8). Die wichtigsten Stoffwechselvorginge, wie Abbau
und Synthese von Eiweiss, Fetten und Kohlenhydraten sind mit der
Phosphatasewirkung eng verknipft (2, 4).

Der Aufbau der AP ist noch nicht gentigend erkannt. Metalle, beson-
ders Schwermetalle, konnen die Aktivitit dieses Enzyms beeinflussen.
Zu bekannten Inhibitoren der AP gehort Blei und Quecksilber (5, 6).
Andere Metalle, wie z. B. Magnesium, Calcium und Zink wirken anta-
gonistisch und sind als Aktivatoren der AP bekannt (7, 8, 9). Es wurde
auch festgestellt, dass Kadmium antagonistisch gegen einige Aktivatoren
der AP, besonders gegen Zink wirkt (10).
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Im Verlauf von Fillen mit Kadmiumvergiftung bei Menschen wurden
Verdnderungen in den Knochen, Leber und Nieren beobachtet, also in
denjenigen Organen, in denen die AP-Aktivitat stark hervortritt (11,
12, 13, 14, 15, 16, 17).

Die Kadmiumionen, abgeschen vom Ort ihrer Eindringung in den
Koérper, werden an die Erythrocyten gebunden und gelangen mit ihnen
in die Gewebe und Organe (18). Untersuchungen mit radioaktivem Kad-
mium erwiesen dass es schon 24 Stunden nach seiner Injektion aus dem
Blut verschwindet infolge seines Uberganges in die Gewebe in denen es
deponiert wird (18). Besonders grosse Mengen von Kadmium wurden in
den Nebennieren festgestellt (18, 19) wobei die Menge in der Rinde ei-
nige Male grésser ist als im Nebennierenmark (20).

Das Ziel der ausgefithrten Untersuchung war das Verhalten der AP
bei akuter experimenteller Kadmium-Vergiftung nachzuforschen.

UNTERSUCHUNGSMATERIAL UND METHODIK

Das Untersuchungsmaterial bestand aus 42 ungefihr einjdhrigen Ka-
ninchen (Mischrasse) beiderlei Geschlechts. Ihr Korpergewicht lag zwi-
schen 2400 und 3000 g. Die Tiere erhielten vor und wihrend der Unter-
suchungen eine Standarddidt. Die Versuchsgruppe bestand aus 22, die
Kontrollgruppe aus 20 Kaninchen. Den Versuchstieren wurde 0,19/ Lé-
sung CdCl, in 0,9% Kochsalzlosung in der Menge von 8 mg CdCl, pro
kg Kérpergewicht pro die, 10 Tage hindurch i. v. (in die V. marginalis
auriculi) verabreicht. Eine Dosis von 4 mg CdCl, pro kg Kérpergewicht
fihrte innerhalb einer Zeitspanne von 8-5 Tagen zum Tode 50°% der
Tiere (LDs,).

Die Aktivitit der AP im Blutserum wurde mit Hilfe der Bodansky-
Methode in der Modifikation nach Urbach und Rabe bestimmt (21). Die
Menge des enzymatisch ausgeschiedenen anorganischen Substratphos-
phors wurden in Millimol-Einheiten (MME) nach Fiske-Subbarow an-
1gegeben (21). Die Extinktion wurde am Colorimeter Pulfrich II abge-
esen.

Nach Dekapitierung der Tiere wurden zwecks biochemischer Unter-
suchung jeweils identische Ausschnitte der Leber, Nieren, Lungen und
des Gehirns entnommen. Die Excisionen wurden homogenisiert. In den
Vollhomogenaten bestimmte man die Aktivitit der alkalischen Phospha-
tase nach Bodansky-Methode (auf 1 g Gewebseiweiss umgerechnet).

Zur histochemischen Untersuchung wurden jeweis Ausschnitt der Le-
ber, Nieren, Lungen, Zwolffingerdarm, Diinndarm und Hoden entnom-
men. Das Sektionsmaterial wurde die Nacht hindurch im kalten Aceton
fixiert, im Paraffin eingebettet und in Priparate von ca. 10 u Dicke
geschnitten. Die Schnitte wurden auf albuminisierte Objekttriger ge-
klebt und danach histochemisch untersucht. Zur Bestimmung der alka-
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lischen Phosphatase diente die Gomori-Methode nach Pearse (6). Die
Inkubationszeit betrug 60 Min bei 87 °C. Alle Reaktionen wurden durch
zumindest eine Kontrollinkubation iiberpriift. Ein Teil der Priparate
farbte man auf typische Weise mit Hiimatoxylin-Eosin.

UNTERSUCHUNGSERGEBNISSE
A. Biochemische Untersuchungen

Die ausgefithrten Experimente bewiesen, dass die AP sich verschieden
im Blutserum und in den Homogenaten der einzelnen Organe verhilt.
In gegebenen Experimentverhiltnissen wurde ein Aktivitatsanstieg der
AP im Blutserum festgestellt (Tab. 1), wobei er an der Grenze der sta-
tistischen Signifikanz blieb.

Tabelle 1

Aktivitit der alkalischen Phosphatase im Blutserum von mit CdCl, vergifteten
Kaninchen (in MME dargestellt)

Kontrolltiere 1,67 + 0,58 (20)
Cd-vergiftete Tiere 2,08 £ 0,84 (22)
Signifikanz der Differenz t 2,83
Wahrscheiniichkeitsgrad P > 95%,

* bezeichnet Standardabweichung; in den Klammern wurde die Zahl der Tiere
angegeben.

Auch in Leber und Nierenhomogenaten wurde bei akuter Kadmium-
vergiftung ein Aktivititsanstieg der AP festgestellt. Auf Grund einer
Berechnung der statistischen Signifikanz der erhaltenen Ergebnisse an
Hand des Student-Tests erwies, dass nur in der Leber der genannte
Anstieg statistisch signifikant war. In den Nierenhomogenaten dagegen
lag der Aktivititsanstieg an der Grenze der statistischen Signifikanz
(Tab. 2).

Ein ganz unterschiedliches Verhalten der Aktivitit der AP konnte
in den Lungen und Gehirnhomogenaten nachgewiesen werden. In die-
sen Fillen wurde namlich eine Aktivititsverminderung festgestellt, die
jedoch nur im Gehirn als statistisch signifikant angesehen werden kann.

B. Histochemische Untersuchungen

In der Leber der Kontrolltiere wurde eine missige Intensitiat der Re-
aktion auf AP vorgefunden. Fine positive Reaktion war in der Intima
der Blutgefasse, am Sekretionspol der Leberzellen und im kleinerem



S. Kosminer, M. Zacuarewicz und K. Zajusz

194

‘wdqefafue 2L, 9P [YeZ QIp °piNm UNWWE[Y UIP Ul Sunydlomqepiepue}§ PUYRIRZIq I

/066 < d
gg'g
(02) 20°0 T 080

(02) €0°0 F 08°0

/006 < d /066 < d /056 < d d

0'c 1¢'s 95z

(02) 1817006 | (08) 3L0F 09 (03) S11F09°¢

(0T) 091 FOL'S (02) 6%0F 05T | «(08) &&'1F 01

wnpy

3ung Relitls

PRISSYOYUYII[UIPISIYE AN

3 ZUDIdJJI( 1P zZuryHj UGG

QI31T, 9JIIS A-PD)

addnigoxjuoy

(311215230 JWW W) 19uyro425wen
ss1emiasqamac) 3 | [nv uapuaZowop; uap ul a50DYGsoyg uIYISYDYID 43P IWROUYY

G 2[PYeL



ALKALISCHE PHOSPHATASE BEI EXPERIMENTELLER KADMIUMVERGIFTUNG 195

Mass auch in Kérnerform im Cytoplasma lokalisiert. Eine starkere Re-
- aktion war in der Peripherie der Leberlappchen feststellbar (Abb. 1).
Bei den Versuchskaninchen tritt die Reaktion auf die AP in der Leber
intensiver zum Vorschein, besonders in dusseren Teilen der Leber-
lappchen (Abb. 2). In Lappchenzentren, rundum die Vena centralis
blieb die Intensitit der AP-Reaktion im Vergleich mit den Kontroll-
tieren unverandert.

Die Reaktion auf die AP in den Nieren war sehr deutlich und wies
eine ziemlich starke Intensitit auf. Eine besonders starke Aktivitit der
AP war im Sekretionsteil der Tubulli feststellbar. In den in Nieren-
mark liegenden Kanilchen (Sammelrohren) war die Reaktion negativ.
Bei kiirzeren Inkubationszeiten (20 Minuten) war die AP-Reaktion in
den Glomerulen auch negativ. Eine positive Reaktion kam erst nach
einer Verlangerung der Inkubationszeit bis zu 40 Minuten zum Vor-
schein (Abb. 3). Im Vergleich zu den Kontrolltieren war bei den Ver-
suchskaninchen die Reaktion auf AP in den Nieren viel deutlicher und
intensiver- wobei der Intensititsanstieg ziemlich gleichmissig im gan-
zem Priparat war. Die entsprechende Mikrophotographie (Abb. 4) wur-
de aus einem Priparat, das um 50 kiirzer im Vergleich zu vorherigem
Bild inkubiert war entnommen. Trotz der verkiirzten Inkubationszeit ist
die Reaktionsintensitit weiterhin etwas stirker als bei den Kontroll-
kaninchen.

In den Lungen war die Reaktion auf AP hauptsichlich in der Intima
der Blutgefisse, in den Phagocyten und im kleinerem Grad im Lun-
genepithel lokalisiert. Eine positive Reaktion war auch in Zellen des
Bindegewebes festellbar (Abb. 5). Die Intensitit der Reaktion bei Kon-
trolltieren war nur missig. Bei den vergifteten Tieren kam es zu einer
kleiner gleichmissiger Intensititssteigerung der Reaktion (Abb. 6).

In den Didrmen der Kontrolltieren war die Intensitit der AP-Reak-
tion wesentlich starker. Die AP war in diesem Organ hauptsichlich im
Deckepithel lokalisiert (Abb. 7). Im kleineren Grade war eine positive
Reaktion auch in den Darmdriisen, in den Wanden der Blut und Lymph-
gefdsse sowie auch in der Schleimhaut sichtbar. Bei den vergifteten
Kaninchen kam es zur weiteren Steigerung der Intensitit der Reaktion.
besonders im Deckepithel der Zotten. Dank dessen war in den Pripara-
ten der Verlauf der Gefisse (Abb. 8) deutlich sichtbar, wihrend die
Zeichnung der Epithelzellen in Folge einer Diffussion der AP unklar
wurde.

Auch im Hoden war die Intensitit der AP-Reaktion sehr hoch. Das
Enzym war in der Basalmembran und im Geschlechtsepithel lokalisiert.
Im Vergleich zu den Kontrolltieren kam es zu keinen wesentlichen Ver-
anderungen in der Intensitit der AP-Reaktion bei den vergifteten
Kaninchen.
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DISSKUSION

Aus den durchgefithrten biochemischen Untersuchungen, die gleich-
zeitig histochemisch bestdtigt wurden, geht hervor, dass akute Kadmium-
vergiftung zu einer Verdnderung der AP-Aktivitit sowohl im Blutse-
rum wie auch in den untersuchten Organen fiithrt. Da jedoch diese Ver-
anderungen im Bereich der untersuchten Organe nicht in einer Richtung
verlaufen, muss man einnehmen, dass die Verdnderung der AP-Aktivi-
tit nicht von direkten Einwirken des Giftes auf das Enzym bedingt ist.
Man muss wohl eher annehmen, dass die festgestellte Veranderungen auf
den Einfluss der Cd-Ionen auf die Aktivatoren bzv. Inhibitoren der AP
zuriickzufithren sind. Es wurde namlich in anderen Arbeiten bewiesen,
dass in einem Organ zwei verschiedene Formen der AP, die sich u. d.
durch verschiedene Aktivatoren unterschieden auftreten kénnen. So z. B.
Gryder u. Mitarb. (1) haben in Rattennieren zwei AP festgestellt, von
denen die eine (Enzym A) durch Glycin und Zink aktiviert wird, die
andere dagegen (Enzym B) durch Magnesium. Das Enzym B wird durch
die Aktivatoren des Enzym A inaktiviert. Die Leukocyten beim Men-
schen enthalten eine AP, die von Zink aktiviert wird (22). Die im Blut-
serum auftretenden AP wird durch Magnesium aktiviert die Zinkionen
dagegen haben keine Wirkung auf die Aktivitat dieser AP-Form (5).

Auf Grund der durchgefithrten Untersuchungen muss die Antwort
tiber die Ursache des uneinheitlichen Verhalten der AP-Aktivitidt unter
dem Einfluss der Cd-Ionen unbeantwortet bleiben. Es scheint wahr-
scheinlich zu sein, dass das verschiedene Verhalten der AP in einzelnen
Organen seine Ursache im differentem chemischem Aufbau des Enzy-
mes und der damit verbundenen Differenzen der Aktivationsmoglich-
keiten findet.

Eine Verminderung der AP-Aktivitit in den Lungenhomogenaten-
besonders aber in den Gehirnhomogenaten scheint fiir eine inaktivieren-
de Wirkung der Cd-lonen auf die AP zu zeugen. Es ist jedoch nicht
gelungen diese Feststellung mit den histochemischen Untersuchungen im
Einklang zu bringen. Die Intensitdt der histochemischen Reaktion auf
AP in den genannten Organen war bei den Versuchskaninchen entweder
unbeeinflusst, teilweise konnte sogar eine Aktivitatssteigerung nachge-
wiesen werden. Bemerkenswiirdig ist die Tatsache, dass der Anstieg der
AP-Aktivitdit bei den vergifteten Tieren in diesen Organen hervor-
tritt, die bei der Excretion teilnehmen und zwar in der Leber, Nieren
und Dérmen. Diese Feststellung steht im Einklang mit den Ergebnissen
anderer Verfasser die gefunden haben, dass Kadmium durch die Leber
wie auch mit dem Urin und durch die Dirme vom Organismus abge-
sondert wird. In den histochemischen Untersuchungen konnte nachge-
wiesen werden, dass die starkste Intensitit der AP-Reaktion an sekreto-
rischen Zellpolen lokalisiert war. Diese Ergebnisse bestitigen noch ein-
mal, dass die AP eine aktive Rolle bei Sekretionsprozessen spielt.
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Insofern eine Steigerung der AP-Aktivitit in den Absonderungsorga-
nen seine Begriindung finden konnte, insoweit trifft die Erklirung eines
Aktivititsabfalls der AP in den Lungen und Gehirn auf grosscre
Schwierigkeiten. Da an Hand unserer bisherigen Untersuchungen ein
direkter Einfluss der Cd-Ionen auf die AP kaum in Frage kommt, muss
man sich mit der Hypothese eines indirekten Einflusses des Kadmiums
auf die AP-Aktivitat, auf dem Wege biochemischer Schadigung anderer
Art, begnugen.

SCHLUSSFOLGERUNGEN

1. Akute Vergiftung der Kaninchen mit Kadmium-Chlorid verursacht
Verinderungen in der AP-Aktivitit im Blutserum sowie in anderen
Organen. ’

2. Den grossten Anstieg der AP-Aktivitit wurde in Organen, durch
welche Kadmium aus dem Organismus abgesondert wird, festgestellt.
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Izvod

AKTIVNOST ALKALNE FOSFATAZE U SERUMU
I TKIVIMA KOD AKUTNOG EKSPERIMENTALNOG
TROVANJA KADMIJEM

Mjerena je aktivnost alkalne fosfataze u serumu i homogenatima jetre, bubrega,
plu¢a i mozga kuniéa, kojima je dnevno (ukupno 10 dana) apliciran kadmijev klorid
(3 mg/kg, i. v.). Aktivnost alkalne fosfataze bila je neznatno povefana u serumu i
homogenatima bubrega, a statisti¢ki signifikantno povetana u homogenatima jetre.
U homogenatima pluéa aktivnost se neznatno umanjila, a smanjenje aktivnosti u
mozgu bilo je statisti¢ki znacajno.

Histokemijskim metodama utvrdeno je poveéanje aktivnosti alkalne fosfataze u
jetri, bubrezima, crijevima i testisu, dok je aktivnost u ostalim istraZenim organima
ostala nepromijenjena.

Klinika za unutarnje i profesionalne bolesti
Slezijske medicinske akademije i Odjel za
eksperimentalnu toksikologiju
Instituta za medicinu rada, Berghau,
1 Industrija Zabrze, Poljska Primljeno 28. UIIl 1967.




Abb. 1. Reaktion in der Leber der Kontrollgruppe (Inkubationszeit 40 Min. Uergr.
240 X.

Abb. 2. Reaktionsanstieg in der Leber bei der Uersuchsgruppe (Inkubationszeit 40
Min.) Uergr. 240 X.



Abb. 8. Reaktion in der Niere der Kontrollgrupe (Inkubationszeit 40 Min.) Uergr.
240 X.

Abb. 4. Reaktionsverstirkung in der Niere der Uersuchsgruppe (Inkubationszeit 20

Min.). Uergr. 240 X.



Abb. 5. Reaktion in der Lunge der Kontroligruppe (Inkubationszeit 60 Min.) Uerar
240 X.

Abb. 6. Geringe Reaktionsverstirkung in der Lunge bei der Uersuchsgruppe (Inkuba-
tionszeit 60 Min.) Uergr. 240 X.



Abb. 7. Reaktion in der Diinndarm-Zotten der Kontrollgruppe (Inkubationszeit 40
Min.). Z)ergr 240 X.

Abb. 8. Reaktionsanstieg in den Diinndarm-Zotlen bei der Uersuchsgruppe. (Inkuba-
tionszeit 40 Min.). Uergr. 240 <.




