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Bei der Bestimmung der Plasmaclearance von
Ca-ADTA -14C (Athylendiamintetraacetat) fan-
den Foreman et al. (1953) und Bohne et al.
(1968), da8 24 Stunden nach i.v.-Injektion die
C-Konzentration einiger Organe rund 10mal
hober als die des Blutplasmas ist. Hieraus war
zu schlieien, daB ADTA zu einem gewissen
Teil auch in das Zellinnere gelangt. Schwariz
et al. (1968) konnten mittels differentieller
Zentrifugation von Nierenhomogenat intra-
zelluldres Chelat nachweisen. Ein weiterer Hin-
weis fiir eine gewisse intrazelluldre Permea-
tion des Chelathildners ist, da§ DTPA (Dié-
thylentriaminpentaacetat), das dem ADTA
chemisch verwandt ist, auch mit der Galle dus-
geschieden wird (Ballow und Palotay, 1966),
was eine Leberzellpassage voraussetzt. Diese
Untersuchungen erlauben jedoch nicht die K1&-

rung der Frage, ob sich das Chelat gleichformig

iiber die betreffenden Organe verteilt oder ob
hierbei bestimmte Gewebe eine ausgesproche-
nere Affinitdt aufweisen. Dies ist insofern von
Interesse, als sich weiterhin die Frage erhebt,
ob eine Korrelation zwischen dem histopatho-
logischen Wirkungsmuster und der Lokalisa-
tion des Chelatbildners im Organ vorliegt.

Die einzige Methode, um diese Frage zu beant-
worten, bietet die Histoautoradiographie mit
markiertem Chelat, doch sind hierbei gewisse
technische Schwierigkeiten zu beachten: 1. Die
Chielatkonzentration der Gewebe ist gering.
2. ADTA ist sehr leicht wasserldslich, was die
Verwendung wilriger Medien bei der Auf-
arbeitung des Gewebes grundsitzlich verbietet.
Die Kryostattechnik mit nativem Gewebe bringt
neben Artefaktmoglichkeiten (z. B. durch Tau-
wasser) eine meist unbefriedigende Zytologie
mit sich. Darum verwendeten wir eine Plastik-

einbettung nach Gefriersubstitution. Durch die
Plastikeinbettung diirfte, auch wihrend des
Tilm-Aufziehens, ein Auswaschen bzw. Ver-
lagern der C-Aktivitat weitgehend vermieden
werden. Das Einbettmedium stort bei der
mikroskopischen Betrachtung nicht. Mit Pha-
senkontrast ist eine befriedigende Auswertung
der ungefiarbten Schnitte mdglich; die Abbil-
dungen konnen jedoch nur in negativem Pha-
senkontrast gegeben werden.

Material und Methoden

Untersucht wurden Niere, Nebenniere, Leber, Duo-
denum und Pankreas von zwei 190 g schweren
méinnlichen Ratten. Das Versuchstier hatte 24 Std.
yor der Sektion 200 uCi Nay{Ca-ADTA]-2-1C-
Acetat (Radiochemical Center, Amersham; spezi-
fische Aktivitit 63 uCi-mg™) i.v. erhalten; das
Kontrolltier war unbehandelt. Die Organe wurden
nach Ausbluien der Tiere entnommen und folgen-
dermaflen bearbeitet:

1. Einfrieren der etwa 4 mm3® groBlen Stiicke von
Leber, Darm und Pankreas und einer 2 mm dicken
Querscheibe einer Niere in fliissiger Luft.

2. Gefriersubstitution mit Aceton-CO,-gekithltem
Athylenglycolmonomethylither als Fixans
(30 Tage), der mit Wasser und Methacrylat misch-
bar ist (Conkie, 1965). ‘

3. Nach Erwdrmen auf Zimmertemperatur Ein-
bringen in Methylmethacrylat mit 2% Benzoyl-
peroxid (wasserfrei) fir 24 Std.

4, 24 Std. bei 27°C in einem Gemisch von 50 m]
Methacrylat, 1 g Benzoylperoxid (wasserfrei) und
25 g Polyéthylenglycol 1500.

5. In gewechseltem Gemisch Polymerisation bei
37°C ca. 48 Std.

6. Schneiden (4 @) mit Leitz-Grundschlittenmikro-
tom unter Befeuchien mit 96%oigem Alkohol.

7. Stripping-Film-Methode nach Boyd (1955) mit

Kodak Strippingfilm AR 10; Expositionszeit
35 Tage.

Abb. 1. Innere Nierenrinde (Untergrundschwirzung) der Kontrolle. — Abb. 2 a. Auflere Nierenrinde des Versuchs-
tieres mit geringer 4C-Aktivitdt. — Abb. 2b. Innere Rinde mit mehr Akiivitat. In der Bildmitte ein distaler Tubulus.
— Abb. 3. Leber des Versuchstieres mit miBiger Aktivitit. ~ Abb. 4 a. Duodenalzotten. —~ Abb. 4b. Krypten des

Versuchstieres mit viel Aktivitit.

Alle Abbildungen negativer Phasenkontrast, Schnittdicke 4 u, Vergr. orig, 380%.
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Verteilung von ADT A in Rattenorganen

Abb. 22 !
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Die Abbildungen wurden nach Briick (1967) her-
gestellt. Diese Aufnahmetechnik, die in einer Dop-
pelbelichtung des ,,Kornbildes® im Dunkelfeld
und des Phasenkontrastbildes des Schniites be-
steht, ermoglicht es, mit schwacher Optik bei ge-
ringer Korndichte ein Ubersichisbild zu geben;
durch den Lichthof der Kérner im Dunkelfeld wer-
den sie im Gegensatz zum Hellfeld iberhaupt erst
sichtbar. AuBlerdem erhilt man eine grofere ,,Korn-
ausbeute®, da sich wegen des grofen Kontrastes im
Dunkelfeld auch nicht in der Schirfenebene lie-
gende Korner darstellen.

Ergebnisse

Wie ein Kontrollschnitt (Abb. 1) erkennen 148t,
ist die Untergrundschwérzung wegen der lan-
gen Expositionszeit hoch. Eine deutlich gro-
Bere Zahl von Silberkdérnern, die auf “C-
Aktivitit zuriickzufithren ist, findet sich aber
bei Niere, Leber und Darm, nicht jedoch tiber
Nebenniere und Pankreas des Versudhstieres.
Die Kornverteilung tiber der Niere ist nicht
gleichformig. Wihrend die Glomeruli keine
Aktivitédt zu enthalten scheinen, liegen iber
den Zellen der gewundenen Teile der proxi-
malen Tubuli, hdufig in Nihe des Lumens, ver-
mehrt Silberkdrner (Abb. 2a). Noch mehr
Alktivitas zeLgt sich tiber den geraden Teilen
der” proximalen Tubuli (Abb 2b), wihrend
sieziiber Mark und Papille nicht eindeutig er-
hoht ist.

Die Korner iiber der Leber sind relativ gleich-
formig verteilt und finden sich vorwiegend
tiber den Leberbilkchen (Abb. 3). Die Akti-
vitiit in Gallengéingen und BlutgefdBen scheint
gleich hoch und geringer als im Parenchym zu
sein.

Die hohe Aktivitit des Darmes ist besonders
im Schleimhautepithel und in den Krypten
lIokalisiert (Abb. 4 a, b). Uber der Muskularis
sind demgegeniiber nicht mehr Silberkérner
anzutreffen als iiber Blutgefifien, Pankreas
und Nebenniere.

Die hier verwendete Methodik ist zwar noch
verbesserungsbediirftig, es 148t sich aber trotz-
dem feststellen, daBl die 14C-Aktivitat in Blut-
gefiflen geringer ist als tiber Nieren-, Darm-
und Lebengewebe, was in Ubereinstimmung
mit den Untersuchungen von Foreman et al.
(1953) und Bohne et al. (1968) steht. Die
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Abb. 5. Duodenum eines a) Kontrolltieres, b) eines
Versuchstieres nach 2X 8 mmol Naz[Ca-ADTA] kg 1-d7L

waaffnlsnhmu 5 H, HoTei el nach Goldner,

imsennity

Vergr. 150fach.

Masson-Trichrom

Lage der Silberkérner macht die intrazelluldre
Lokalisation der Aktivitat sehr wahrscheinlich,
wenn auch eine Zuordnung zu bestimmien
Zellstrukturen nicht moglich ist.

Bei der Leber findet sich keine unterschiedliche
Aktivitat liber BlutgefaBien einerseits und Gal-
lengéngen andererseits, was jedoch kein Be-
weis dafiir ist, daB ADTA nicht mit der Galle
ausgeschieden werden kann. Ein Teil der 14C-
Aktivitdt in den Faeces (Havlicek et al., 1968)
diirfte aber wahrscheinlich auch daher rithren,
dafl durch die physiologische Mauserung der
Darmschleimhaut markierte Zellen in den Kot

gelangen.
Der hohe '*C-Gehalt des Darmes ist iiber-
rgschend. ehenso die ]

€oenssc aie Aulc1ulb‘1’uﬁg‘ in einem
bestimmten Nierenrindenbereich. Es erhebt
sich in diesem Zusammenhang die Frage, ob
eine Korrelation zur Histopathologie besteht.
Eine Beziehung scheint beim Darm vorzuliegen,
wie neuere Untersuchungen zeigen (Weber,
unverdff.): Hohe ADTA-Dosen fithren nimlich
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zu Verkiirzung und Odemen der Villi sowie zu
einer Zellentleerung der Krypten, so dafl die
Ergéinzung der Schleimhautzellen gehemmt
sein diirfte (Abb. 5 a, b). In Ubereinstimmung
mit diesem Befund steht auch eine neuere Un-
tersuchung von Ahrens und Aronson (1968),
derzufolge ADTA zu einer eindeutigen Schi-
digung der Funktion und Struktur des Darms
fithrt.

Fiir die Niere dagegen ist eine solche Beziehung
schwerer zu finden, denn die augenfilligsten
Schéddigungen treten im gewundenen proxi-
malen Tubulus auf und nicht im geraden Teil.
Naheliegend wire die Annahme, da8 die bei-
den Tubulusabschnitte gegeniiber ADTA unter-
schiedlich empfindlich sind; erst sehr hohe
ADTA-Dosen fithren auch im geraden Teil des

Zusammenfassung

Verteilung von ADT A in Rattenorganen

proximalen Tubulus zu sichtbaren pathologi-
schen Veranderungen, die jedoch ganz anders
als die im proximalen Konvolut sind (Weber,
unverdffentlicht).

Die Frage, ob es sich bei der 1#C-Aktivitdt in
den Organen um ADTA handelt, mu8 offen
bleiben. Havlicek et al. (1968) haben nidmlich
nachgewiesen, daB ein groflerer Anteil des
Chelats metabolisiert wird, als man frither an-
nahm (Foreman et al., 1953). Bei diesem Ab-
bau, der nicht die Athylengruppe, sondern die
Acetatgruppen betrifft, ist dieBildung toxischer
Metabolite moglich, so da8 u. U. auch andere
Wirkungsmechanismen bei der Chelattoxizitit
diskutiert werden miissen als nur die Wech-
selwirkung mit endogenen Spurenmetallen
(Catsch, 1968).
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Summary A

In a rat injected with #C-labeled EDTA 4C-activity could be demonstrated by histoauto-
radiography in the straight portions of the proximal tubules of the kidney, in the mucosa
and the cryptes of the duodenum. Less C-activity was associated with liver parenchyme
while no activity could be found in pancreas or adrenals. An intracellular permeation of
EDTA and/or its metabolites appears to be likely. The significance of the findings for the
histopathological effects of EDTA is discussed.

Résumé

Chez un rat anquel on a injecté de VEDTA marqué au 1C, I’analyse histo-autoradiographique
a montré que la radicactivité était surtout concentrée dans la partie linéaire des tubes
proximaux du rein, dans I’épithélium muqueux et dans les cryptes du duodénum, et, mais
en moindre intensité, dans le parenchyme hépatique. On n’a observé aucune radioactivité
dans le pancréas ni dans les surrénales. Une pénétration intracellulaire de PEDTA et/ou de
ses métabolites paralt vraisemblable; on en discute signification pour les effets histo-
pathologiques.
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