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Eine sehr h~ufig sekund~re Ver~nderung der Gewebe bei Krankheiten 
Mler Art ist die Verkalkung. ~Iierunter versteht man im medizinisch- 
morphologischen Sprachgebrauch das Auftreten yon Caleiumverbindungen 
in den gesch~digten Geweben, ohne ~uf die ehemische Zusammensetzung 
der jeweils vorliegenden Verbindungen n~her eingehen zu wollen. Wenn 
wit im folgenden den Ausdruck ,,VerkMkung" gebrauchen, so ist dies 
in diesem Sinne zu verstehen. 

Morphologisch, im lichtmikroskopischen Pr~parat, ~uBert sich die 
,,VerkMkung" im Auftreten krfimeliger bis feink6rniger, staubi~hnlicher 
Partikel, die durch Hi~matoxylin blau gefi~rbt werden. Die histochemischen 
Methoden zur n~heren Identifizlerung der betreffenden CMciumver- 
bindungen sind jedoch umstritten. ,,Dis meis~en Verfahren stellen keine 
eigentlichen CMciumnachweismethoden d a r . . ,  einige Mud eigentlich 
Phosphat- oder Sulfatreaktionen und geben positive 1~esulta~e nur an 
Or~en, wo Calcium in Form yon CMciumphosphat bzw. ~sulfat vorliegt ''1. 
Bei vielen ~ethoden ist es au~erdem schwierig oder unmi~glich, das im 
1VIaterial nachgewiesene Calcium zu !okalisieren, das heil~t seine Lage 
im Gewebe anzugeben. ])as yon Scott und Packer (1939) ~usgearbei~ete 
analytische Verfahren 2 gestattet zwar die Identifizierung und LokMisie- 
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rung des Calciums im Gewebel doeh aueh nur bei der fttr histologische 
Untersuchungen iibliehen VergrSgerung und ohne fiber die Art der 
Calciumverbindungen Aulsehlug geben zu kSnnen. •ber die sublieht- 
mikroskoioisehe Feinstruktur der caleiumhaltigen Stoffe und gteiehzeitig 
fiber die Art der vorliegenden Caleiumverbindungen bei der pathologischen 
Verkalkung herrseht bisher noeh keine Klarheit. 

Abb. 1. Kalkherd der Lunge, Fall 1. Nativ. BiischelfSrmlg angeordnete KristaUnadelu im nekro- 
tischen Gewebe. e=Einbuchtungen an ihrer Oberfliiche. za. 144000faeh (4/~). 

Wir nahmen nun elektronenoptisehe Untersuehungen vor: 1. um die 
subliehtmikroskopisehe Form der in den ,;Verkalkungsherden" vorliegen- 
dell e~lciumhaltigen Substanzen, 2. urn gleiehzeitig deren Lgge im Gewebe 
kennenzuler-nen und sehlieglich, 3. um womSglieh ihre ehemisehe Zu- 
sammensetzung zu studieren. 

Es standen uns zu diesem Zweeke 4 geeignete F~Ile pathologiseher 
Verl/alkung zur Verfiigung, und zwar Katkherde aus Lungen und aus 
Lymphknoten. D~s Material wurde bei der kurz naeh dem Tode dureh- 
gefiihrten Obduktion gewonnen. Die orientierende histologisehe u 
untersuehung ergab in Gefriersehnittprgparaten jeweils eine fein-krfime- 
lige, bald gleichmgBige, bald ungleiehm~Bige Verkalkung nekrotiseher 
Gewebsteile (Blauf~trbung mit tIgmatoxylin). Wit haben sodann einen 
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Tell der oben angegebenen sloeziellen histochemischen Kalkre~kt ionen 
ausgefiihrt.  I h r  Ausfall war n~eh herrsehender Auffassung so zu deu~en, 
dal3 in  den , ,Verkalkungsherden" auBer Calcium selbst, Calcinmphosphat ,  
Caleiumearbonat ,  C~Iciumsulfa~ sowie fettsaures Calcium en tha l ten  
sein k6nnten .  

Methode: Von der Schnittfl~ehe des unfixierten Anteiles d e r  tterde, 
der also unmit telbar  auf die histologiseh iiberpriif~en Teile ~olgte, wurde 

Abb. 2. Kalkherd der Lunge, Fall 1. Nativ. Freiliegende Kristannadel mit deutlicher Innen- 
struktur, za. 72 000fach (~/lo). 

Material mit  der ausgegliihten Platin6se abgestriehen, in destilliertem Wasser 
aufgeschwemmt, auf eine Blende gebraeht und  nativ, lediglieh nach Auf- 
trocknen un~ersucht. 

Im  Lungenpr~tparat (Fall 1, L. Oe. Nr. 1395/51, 34j~hr. Frau) fanden 
sich, am besten bei 18000facher Vergr613erung, in den nekrotischen Gewebs- 
iormationen 3 mehrfaeh einzelne bzw. in losen Bfischeln liegende Kristall- 
spiefle und Nadeln (Abb. 1). Diese Krist~lle konnten aul3erdem auch v611ig 
isoliert ange~roffen werden (Abb. 2), so dal] sie der Betrachtung leichter 
zug~nglich waren. Am besten liel]en sie sich im Dunkelield auffinden, in 
dem sie mehr oder weniger hell aufleuchteten. ~hre Oberfl~che war Ceils 
glatt, ~efls mit  seichten Einbuehtungen versehen (Abb. 1, e) .  Zum Teil 
waren die Kristalle vSllig durchstrahlbar, zum Tell undurchstrahlbar, wobei 
sich ein eigenartiger, o~t regelm~13iger Wechsel yon hellen und dunklen 
Anteilen darbot. Zuweflen ergab sich eine Art Kammerung bzw. rundlich- 

8 Systematische elektronenoptische Untersuchungen dieser Gewebsmassen 
fiihren wir seit l~ngerer Zeit aus. ]-Iierfiber soll sparer beriehtet werden. 
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A~b :3a.  Kalkherd der Lunge. Fa l l2 .  Nativ. 
ZaM10se, verschieden groBe kubische uad  
n~e l f6nn ige  Kristalle im nekrotisehen Ge- 
webei x =  Kristal laggregak za. 4600fach (9/lO). 

Abb. 3 b. Kalkherd der Lunge, Tall 2. So wie Abb. 5a, 
noehmals mit  Salzsfiure 1 Std. behandelt.  Zahllose, 
verschieden groBe kubische Kristane im ~ekrotischen 
Gewebe (vgl. Abb. 3a),  u geRist, teilweise gel6st, 

ungelSst, za. 6900faeh (a/5). 

Abb. 4. Kalkherd der Lunge, Fall 2. Nativ. 4 wiirfelf6rmige K6rper  mit  z. T. porSser 
Oberfl~iche, (x) und Aggregat aus Nadeln. za. 16 500faeh (4/5). 
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por6se S t ruk tu r  (Abb. 2). Ob es sieh u m  eine E igens t ruk tu r  oder  u m  Ver- 
~nderung du tch  St rahlung handel t ,  is t  n ieht  entsehieden.  Doch  v e r m u t e n  
wir  ersteres, weft die St rahlungsdichte  re la t iv  sehr ger ing war.  

W~hrend  uns im 1. P r~para t  nur  Kr is ta l le  der  beschriebenen Type  be- 
gegneten,  ergab ein anderes,  gleichfalls na t i v  untersuchtes  Lungenpr~para t  
(Fall  2, L. Oe. Hr.  493/52, 80j/~hr. Mann) 2 verschiedene Kr is ta l l formen 
nebene inander  (Abb. 3 a) : auBer den schon bekarmten  SpieBen und  Nadeln,  
welehe viel faeh auch gr613ere, ausgesproehen s t rahl ig  gebaute  Aggregate  
(Abb, 3 a, x) bilden, f iberwiegend lcubische KSrper (Oktaeder  und  Wfirfel, 
siehe Abb.  3 bis 5), tells m i t  scharfen, tefls m i t  abgerunde ten  K a n t e n  und 

Abb. 5 a. Kalkherd der Lunge, Fall 2. Nativ, 
10 )/in. Salzstiureeinwirkung. Kohlehiille um die 
teilweise gel6sten Kristalle. x = ttiille eines ganz 

gelSsten Kristalls. za. 16 500fach (4/5). 

Abb. 5 b. Kalkherd der Lunge, Fall 2. So wie 
Abb. 3b, Kohlehiillen an Stelle der vSllig ge- 
15sten Kristalle (Kubische Formen, eine Nadel). 

za. 16 500~ach (4/5). 

Ecken .  Ihre  GrSl~e ist  sehr versehieden.  Zumeis t  l iegen sie in grol3er Zah] 
innerhalb  der  nekrot i sehen Gewebsmassen,  in denen  sie en t s tanden  sind 
(Abb. 3 a und  3b) ,  wie a m  bes ten  die stereoskopische Betrachtung zeigt, 
die w i t  in al len F~l len angewandt  haben.  

Abb.  4 br ingt  beide Kr is ta l l formen bei  16500facher  Vergr5~erung;  sie 
l iegen bier  fast  vSllig frei. Die  s t rahl igen Ausl~ufer des groCen Aggregates  
lassen wieder  die berei ts  bekannten ,  rein s t rukturier~en und  z u m  Teil  durch- 
s t rah lbaren  ~ a d e l n  erkennen.  Ih re  Oberfl~che ist  scharf  begrenzt .  Die  
a n l i e g e n d e n  kubischen Kris ta l le  zeigen in den R a n d p a r t i e n  zum Teil eine 
fein-porSse S t ruk tu r  (Abb. 4, x). 

Uber  die Ober]lache der  Kris ta l le  gibt  dann Abb.  5 n~heren Aufschlu~. 
Die  Kris ta l le  wurden  zun~chst  m i t  einer  le ieht  durchs t rah lbaren  s t ruktur-  
losen Kohlehi~lle umgeben.  Uber  diese Methode  wird yon  F .  Grasenick und 
R. He/er ber ich te t  werden.  ~ i e r a u f  wurde  das P r~para t  (auf der  gleichen 
Blende) m i t  1 Tropfen  l~'oiger Salzs~ure 10Min.  lang behandel t .  ~ a e h  
Wasehen  m i t  A q u a  dest.  zeigte die neuerl iche Beobachtung ,  dab e twa die 
H~lf te  der  Kr is ta l le  unver~nder t  w a r .  Bei  den  i ibrigen hingegen war  die 
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Kohlehiille, welche die ursprfingliche Form der KSrper fiberzogen haste 
und allen ihren Feinhei ten folgte, deutlich zu sehen. Die ~u~eren Antefle 
w~ren durch die Salzs~ure gelSst, die Zentren dagegen noch erhalten. Beim 
oberen grol~en Kris ta l l  ist zwischen seiner facett ierten Kohlehfille und der 
Oberfl~che des gelSsten l~estes ein brei ter  Zwischenraum entstanden,  im 
kleinen I~6rper (Abb. 5 a, Mitre) war der nngel6ste ]~est nut  gering. Yon 
einem sehr kleinen Kris ta l l  war nur  mehr seine Kohlehfille zu sehen, die 
Substanz ganz gel6st (Abb. 5 a, x). Um die L6sungsbedingungen der Kristal]e 
weiter zu prfifen, wurden die gleichen Pr~parate  nochmals der S~urebehand- 
lung unterzogen, und zwar 1 Std. lang. Bei der folgenden Mnsterung im 
Elektronenmikroskop stellte sich heraus, dal3 einige Kristal le  noch Jmmer 
ungel6st waren, die fibrigen waren teilweise gel6st, viele waren auch v611ig 

:-e :z /, :e z:/w#:~z# AZ C~ C~ 

Abb. 6. Emissionsspektrogramm des l~estmaterials yon Fall 2. 
Quantitativ: Calcium 100 

Phosphor 12---15 Kupfer 0,5 
Aluminium 2 t~isen 0,5 
~[agnesium 1 Silizium 0,5 

gelSst (Abb. 3b) .  Bei weiterer mehrstf indiger  Salzs~urebehandlung 16sten 
sich alle Kristalle.  I n  beiden letzteren F~llen zeigte die unver~ndert  erhaltene 
Kohlehfllle den Umril~ der Kristal le  im nat iven Znstand an (Abb. 5 b). 
Sie sind meist  facettiert ,  ihre Oberfl~che ist, der fein-porSsen Struktur  (Abb. 4) 
entsprechend, ranh, wie chagrainiert.  

U m  die Ident i f iz ie rung der  vorgefundenen  Xr i s t a l l e  zu er leichtern,  
wurde  vom l~es tmuter ia l  des ~a l les  2 eine spelctralanalytische Unter- 
suchung vorgenommen.  I h r  Ergebnis  wird  in  Abb.  6 wiedergegeben.  

Die  h is tochemische  und  spek t ra lana ly t i sohe  Gesamtanglyse  ergab 
f iberwiegend Calcium. Dieser  U m s t a n d  und  der  l~eichtum an  Xr i s t a l l en  
im e lek t ronenopt i schen  Bi ld  lassen sehliel~en, da~ die Xris tu l le  Calcium- 
ve rb indungen  sind. Die  erg~nzende Icristallographische Untersuchung 
konn te  hierzu noch folgendes be i t r agen :  die ~ a d e l n  nnd  ihre  Aggrega te  
k6nnen sowohl Ca lc iumcarbona t  als auch  Calc iumphospha t  entsprechen.  
Bei  den kubischen  F o r m e n  is t  eine organische Cglc inmverbindung wahr-  
scheinl ich;  un t e r  anderem is t  an organische Ca lc iumverb indungen  zu 
denken .  

Kalkherde  wurden nicht  nut  in Lungen, sondern auch in 2 Lymphknoten- 
pr~tparaten nach histologischer Voruntersuchung elektronenoptisch bet rachte t  
(Fall 3 und 4). In  einem Lymphknoten  der LuftrShrengabelung (Fail 3, 
L. Oe. ~qr. 498/52, 75j~hr. Frau)  fanden sich gleichartige Kristal le wie im 

70* 
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Lungenpr~parag Fall 2. In eh~em ]:Ialslymphknotenpr~parat (Fall 4, L. Oe. 
Nr. 469/52, 61j~hr. Frau) waren nut Nadeln tier beschriebenen Art vorhanden. 

Die genaue Zuordnung der einzelnen t~lristMlformen zu den histo- 
chemiseh und spektralanMytisch naehgewiesenen Elementen ist durch 
elektronenmikroskopisehe Untersuchung in Verbindung mit der ange- 
fiihrten Umhiillungsmethode mit Kohlenstoff ohne weiteres m6gtich: 
sie gibt die Form und Oberflachenbeschaffenheit der IKristalle wieder, 
sie ermSglicht, besonders bei Betrachtung stereoskopischer Aufnahmen, 
die Lokalisation im Gewebe und sie gestattet iiberdies dutch Anwendung 
spezifischer LSsungsmittel die ehemisehe Identifizierung der Kristalle. 
Diese absehliegenden Untersuehungen erfolgen spgter. 

Zusammenfassung. 

Uber die bisherigen ]ichtmikroskopischen, histochemischen und die 
verschiedenen analytischen Untersuchungsmethoden hinausgehend, lggt 
die Elektronenmikroskopie weitere Aussagen fiber den pathologischen 
Verkalkungsvorgang zu. Es lassen sich n~tmlieh mit dieser lV[ethode in den 
pathologischen Verkalknngsherden sublichtmikroskopisehe K_ristalle naeh- 
weisen, i-Iierbei sind nach dem kris~allographischen u zwei 
verschiedene Typen yon I(ristMlen zu unterscheiden. Ihre LSsliehkeit 
mit Salzs~ure konnte im Elektronenmikroskop unmittelbar verfolgt 
werden. Es wird eine Me,bode angegeben, nach der die Zuordnung der 
vorgefundenen KristMle zu den in Frage kommenden chemisehen Yer- 
bindungen m6glich ist. 

Wir danken tterrn Prof. Dr. H. Lieb (Vorstand des l~edizinisch- 
Chemischen Institutes der Universit~t Graz) und Herrn Dr. E. Neuwirth 
(MinerMogisches Institut der  Technischen Hochschule Graz) ffir ihre 
freundliche Unterstfitzung bei der Beurteilung der KristMlformen und 
Herrn Dr. F. Pohl (Institut ffir Biochemie und Mikrobiologie der Toch- 
nischen I-Ioehschu!~ Graz) f/ir die liebenswfirdige Ausftihrung der SpektrM- 
analyse. 


