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Eine sehr hiufig sekundire Veréinderung der Gewebe bei Krankheiten
aller Art ist die Verkalkung. Hierunter versteht man im medizinisch-
morphologischen Sprachgebrauch das Auftreten von Calciumverbindungen
in den geschidigten Geweben; ohne auf die chemische Zusammensetzung
der jeweils vorliegenden Verbindungen niher eingehen zu wollen. Wenn
wir im folgenden den Ausdruck ,,Verkalkung® gebrauchen, so ist dies
in diesem Sinne zu verstehen.

Morphologisch, im lichtmikroskopischen Préparat, duBert sich die
,,Verkalkung® im Auftreten kriimeliger bis feinkérniger, staubdhnlicher
Partikel, die durch Hamatoxylin blau gefirbt werden. Die histochemischen
Methoden zur ndheren Identifizierung der betreffenden Calciumver-
bindungen sind jedoch umstritten. - ,,Die meisten Verfahren stellen keine
eigentlichen Calciumnachweismethoden dar. .. einige sind eigentlich
Phosphat- oder Sulfatreaktionen und geben positive Resultate nur an
Orten, wo Calcium in Form von Calciumphosphat bzw. -sulfat vorliegt*t.
Bei vielen Methoden ist es aulerdem schwierig oder unmdéglich, das im
Material nachgewiesene - Calcium zu lokalisieren, das heiBit seine Lage
im Gewebe anzugeben. Das von Scoit und Packer (1939) ausgearbeitete
analytische Verfahren? gestattet zwar die Identifizierung und Lokalisie-

* Herrn Prof. Dr. G. Jantsch zum 70. Geburtstag gewidmet.
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rung des Caleiums im Gewebe, doch auch nur bei der fiir histologische
Untersuchungen tiblichen VergréBerung und ohne ftiber die Art der
Calciumverbindungen AufschluB geben zu konnen. Uber die sublicht-
mikroskopische Feinstruktur der ‘calciumhaltigen Stoffe und gleichzeitig
iiber die Art der vorliegenden Calciumverbindungen bei der pathologischen
Verkalkung herrscht bisher noch keine Klarheit.

R s 1

Abb.1, Kalkherd der Tunge, Falll. Nativ. Biischelformig angeordnete Kristallnadeln im nekro-
tischen Gewebe. e=TEinbuchtungen an ihrer Oberfliche. za. 144 000fach (*/;).

Wir nahmen nun elektronenoptische Untersuchungen vor: 1. um die
sublichtmikroskopische Form der in den ,,Verkalkungsherden vorliegen-
den calciumhaltigen Substanzen, 2. um gleichzeitig deren Lage im Gewebe
kennenzulernen und schlieBlich, 3. um womdglich ibre chemische Zu-
sammensetzung zu studieren. = -

s standen uns zu diesem Zwecke 4 geeignete Fiille pathologischer
Verkalkung zur Verfiigung, und zwar Kalkherde aus Lungen und aus
Lymphknoten. Das Material wurde bei der kurz nach dem Tode durch-
gefithrten Obduktion gewonnen. Die orientierende histologische Vor-
untersuchung ergab in Gefrierschnittpriparaten jeweils eine fein-kriime-
lige, bald' gleichmiiBige, bald ungleichmiBige Verkalkung nekrotischer
‘Gewebsteile (Blaufirbung mit Hamatoxylin). Wir haben sodann einen
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Teil der oben angegebenen speziellen histochemischen Kalkreaktionen
ausgefithrt. Thr Ausfall war nach herrschender Auffassung so zu deuten,
daB in den ,,Verkalkungsherden® auBer Calcium selbst, Calciumphosphat,
Calciumearbonat, Calciumsulfat sowie fettsaures Calcium enthalten
sein konnten.

Methode: Von der Schnittfliche des wnfizierten Anteiles der Herde,
der also unmittelbar auf die histologisch iiberpriuften Teile folgte, wurde

&

Abb. 2. Kalkherd der Lunge, Falll. Nativ. Freillegende Kristallnadel mit deutlicher Innen-
struktur. za. 72 000fach (/o).

Material mit der ausgeglithten Platinose abgestrichen, in destilliertem Wasser
aufgeschwemmt, auf eine Blende gebracht und nativ, lediglich nach Awuf-
trocknen untersucht.

Im Lungenpriparot (Fall 1, L.Oe. Nr.1395/51, 34jihr. Frau) fanden
sich, am besten bei 18 000facher VergréBerung, in den nekrotischen Gewebs-
formationen® mehrfach einzelne bzw. in losen Biischeln liegende Kristall-
spiefle und Nadeln (Abb. 1). Diese Kristalle konnten auBerdem auch vollig
isoliert angetroffen werden (Abb. 2), so daB sie der Betrachtung leichter
zugénglich waren. Am besten lieBen sie sich im Dunkelfeld auffinden, in
dem sie mehr oder weniger hell aufleuchteten. Ihre Oberfliche war teils
glatt, teils mit seichten Einbuchtungen versehen (Abb. 1, e). Zum Teil
waren die Kristalle vollig durchstrahlbar, zum Teil undurchstrahlbar, wobei
sich ein eigenartiger, oft regelméBiger Wechsel von hellen und dunklen
Anteilen darbot. Zuweilen ergab sich eine Art Kammerung bzw. rundlich-

3 Systematische elektronenoptische Untersuchungen dieser Gewebsmassen
fithren wir seit léngerer Zeit aus. Hieriiber soll spéter berichtet werden.
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-a. Kalkherd der Lunge. Fall 2. Nativ. Abb. 3b. Kalkherd der Lunge. Fall 2. So wie Abb. 5a,

verschieden groBe kubische und nochmals mit Salzsdure 1 Std. behandelt. Zahllose,
nadelidrmige Kristalle im nekrotischen Ge- verschieden groBe kubische XKristalle im nekrotischen

webe. 2= Kristallaggregat. za. 4600fach (%/1o). Gewebe (vgl. Abb. 83a), vollig gelost, teilweise geltst,
: ungeldst. za. 6900fach (%/;).

3

Abb. 4. Kalkherd der Lunge, Fall 2. Nativ. 4 wirfelformige Koérper mit z, T. pordser
Oberfliche, (z) und Aggregat aus Nadeln. za. 16 500fach (%/;).

Monatshefte fiir Chemie. Bd. 83/4. 70



1066 F. Grasenick, A. Propst und M. Ratzenhofer:

pordse Struktur (Abb. 2). Ob es sich um eine Eigenstruktur oder um Ver-
anderung durch Strahlung handelt, ist nicht entschieden. Doch vermuten
wir ersteres, weil die Strahlungsdichte relativ sehr gering war.

Wihrend uns im 1. Praparat nur Kristalle der beschriebenen Type be-
gegneten, ergab ein anderes, gleichfalls nativ untersuchtes Lungenpriparat
(Fall 2, L.Oe. Nr.493/52, 80jahr., Mann) 2 verschiedene Kristallformen
nebeneinander (Abb. 3a): auBer den schon bekannten SpieBen und Nadeln,
welche vielfach auch groBere, ausgesprochen strahlig gebaute Aggregate
(Abb. 3 a, x) bilden, tberwiegend kubische Korper (Oktaeder und Wiirfel,
sieche Abb. 3 bis 5), teils mit scharfen, teils mit abgerundeten Kanten und

Abb. 5a. Kalkherd der Lunge, Fall 2. Nativ, Abb. 5b. Kalkherd der Lunge, Fall 2. So wie

10 Min. Salzsiureeinwirkung. Kohlehiille um die Abb. 3b, Kohlehiillen an Stelle der vollig ge-

teilweise geldsten Kristalle, z=THiille eines ganz 1osten Kristalle (Kubische Formen, eine Nadel).
geltsten Kristalls. za. 16 500fach (/). za. 16 500fach (*/;).

Ecken. Ihre GroBe ist sehr verschieden. Zumeist liegen sie in groBer Zahl
innerhalb der nekrotischen Gewebsmassen, in denen sie entstanden sind
(Abb. 3a und 3b), wie am besten die stereoskopische Betrachtung zeigt,
die wir in allen Fillen angewandt haben.

Abb. 4 bringt beide Kristallformen bei 16500facher VergréBerung; sie
liegen hier fast vollig frei. Die strahligen Ausliufer des groBen Aggregates
lassen wieder die bereits bekannten, fein strukturierten und zum Teil durch-
strahlbaren Nadeln erkennen. IThre Oberfliche ist scharf begrenzt. Die
anliegenden kubischen Kristalle zeigen in den Randpartien zum Teil eine
fein-porose Struktur (Abb. 4, x).

Uber die Oberfliche der Kristalle gibt dann Abb. 5 niheren Aufschluf.
Die Kristalle wurden zunichst mit einer leicht durchstrahlbaren struktur-
losen Kohlehiille umgeben. Uber diese Methode wird von F. Grasenick und
R. Hefer berichtet werden. Hierauf wurde das Préparat (auf der gleichen
Blende) mit 1 Tropfen 1%iger Salzsiure 10 Min. lang behandelt. Nach
Waschen mit Aqua dest. zeigte die neuerliche Beobachtung, dafl etwa die
Hilfte der Kristalle unverdndert war.. Bei den iibrigen hingegen war die
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Kohlehiille, welche die urspriingliche Form der Korper iiberzogen hatte
und allen ihren Feinheiten folgte, deutlich zu sehen. Die dufleren Anteile
waren durch die Salzsdure gelost, die Zentren dagegen noch erhalten. Beim
oberen groBen Kristall ist zwischen seiner facettierten Kohlehiille und der
Oberfliche des gelosten Restes ein breiter Zwischenraum entstanden, im
kleinen Kérper (Abb. 5a, Mitte) war der ungeloste Rest nur gering. Von
einem sehr kleinen Kristall war nur mehr seine Kohlehiille zu sehen, die
Substanz ganz gelést (Abb. 5 a, x). Um die Losungsbedingungen der Kristalle
weiter zu prifen, wurden die gleichen Préparate nochmals der Sdurebehand-
lung unterzogen, und zwar 1 Std. lang. Bei der folgenden Musterung im
Elektronenmikroskop stellte sich heraus, daB einige Kristalle noch immer
ungeldst waren, die iibrigen waren teilweise geldst, viele waren auch vollig
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Abb. 6. Emissionsspekirogramm des Restmaterials von Fall 2.
Quantitativ: Calcinm 100
Phosphor 12—15 Kupfer 0,5
Aluminium 2 Eisen 0,5
Magnesium 1 Silizium 0,5

gelost (Abb. 3b). Bei weiterer mehrstiindiger Salzsdurebehandlung 16sten
sich alle Kristalle. In beiden letzteren Fallen zeigte die unverdndert erhaltene
Kohlehtille den Umrif der Kristalle im nativen Zustand an (Abb. 5b).
Sie sind meist facettiert, ihre Oberfliche ist, der fein-pordsen Struktur (Abb. 4)
entsprechend, rauh, wie chagrainiert.

Um die Identifizierung der vorgefundenen Kristalle zu erleichtern,
wurde vom Restmaterial des Falles 2 eine spekiralanalytische Unter-
suchung vorgenommen. Ihr Ergebnis wird in Abb. 6 wiedergegeben.

Die histochemische und spektralanalytische Gesamtanalyse ergab
tiberwiegend Calcium. Dieser Umstand und der Reichtum an Kristallen
im elektronenoptischen Bild lassen schlieBen, dafl die Kristalle Calcium-
verbindungen sind. Die erginzende krisiallographische Unitersuchung
konnte hierzu noch folgendes beitragen: die Nadeln und ihre Aggregate
konnen sowohl Calciumearbonat als auch Calciumphosphat entsprechen.
Bei den kubischen Formen ist eine organische Calciumverbindung wahr-
scheinlich; unter anderem ist an organische Calciumverbindungen zu
denken.

Kalkherde wurden nicht nur in Lungen, sondern auch in 2 Lymphknoten-
praparaten nach histologischer Voruntersuchung elektronenoptisch betrachtet

(Fall 3 und 4). In einem Lymphknoten der Luftrohrengabelung (Fall 3,
L. Oe. Nr. 498/52, 75jihr. Frau) fanden sich gleichartige Kristalle wie im

70*
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Lungenpraparat Fall 2. In einem Halslymphknotenpréparat (Fall 4, L. Oe.
Nr. 469/52, 61jahr. Frau) waren nur Nadeln der beschriebenen Art vorhanden.

Die genaue Zuordnung der einzelnen Kristallformen zu den histo-
chemisch und spektralanalytisch nachgewiesenen Elementen ist durch
elektronenmikroskopische Untersuchung in Verbindung mit der ange-
fiihrten Umbhiillungsmethode mit Kohlenstoff ohne weiteres moglich:
sie gibt die Form und Oberflichenbeschaffenheit der Kristalle wieder,
sie ermdglicht, besonders bei Betrachtung stereoskopischer Aufnahmen,
die Lokalisation im Gewebe und sie gestattet iiberdies durch Anwendung
spezifischer Losungsmittel die chemische Identifizierung der Kristalle.
Diese abschlieflenden Untersuchungen erfolgen spéter.

Zusammenfassung.

Uber die bisherigen lichtmikroskopischen, histochemischen und die
verschiedenen analytischen Untersuchungsmethoden hmausgehend 148t
die Elektronenmikroskopie weitere Aussagen iiber den pathologischen
Verkalkungsvorgang zu. Es lassen sich némlich mit dieser Methode in den
pathologischen Verkalkungsherden sublichtmikroskopische Kristalle nach-
weisen. Hierbei sind nach dem kristallographischen Verhalten zwei
verschiedene Typen von Kristallen zu unterscheiden. Ihre Lislichkeit
mit Salzsiure konnte im Elektronenmikroskop unmittelbar verfolgt
werden. Es wird eine Methode angegeben, nach der die Zuordnung der
vorgefundenen Kristalle zu den in Frage kommenden chemischen Ver-
bindungen moglich ist.

Wir danken Herrn Prof. Dr. H. Lieb (Vorstand des Medizinisch-
Chemischen Institutes der Universitdt Graz) und Herrn Dr. B. Newwirth
(Mineralogisches Institut ‘der Technischen Hochschule Graz) fiir ibre
freundliche Unterstiitzung bei der Beurteilung der Kristallformen und
Herrn Dr. F. Pohl (Institut fiir Biochemie und Mikrobiologie der Tech-
nischen Hochschule Graz) fiir die liebenswiirdige Ausfiithrung der Spektral-
analyse.



