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On the Pathogenesis of Calciphylactic Pulmonary Fibrosis

Summary. A comparative morphologic and biochemic study was made on the development
of calciphylactic pulmonary fibrosis in female white rats. A first group of animals received
1ml AT 10® p.o. (=1 mg dihydrotachysterin in oily immersion) as a “sensitizer** on the
first day and 10 mg CrCl, 1.v. as a “‘challenger”’ on the second day. A second group received
1ml AT 10® p.o. only. The duration of the experiment was 32 days. In the course of the
calciphylactic reaction, three stages may be distinguished: an initial stage (swelling of cells
and fibres in the alveolar membrane), the stage of mineralization (calcinosis of the basal
membranes and elastic fibres, increased cellular activity, destruction of fibres) and the stage
of fibrous induration resembling fibrocystic honeycomb lung (proliferation of interstitial cells,
loss of alveolar tissue, calcium phagocytosis by foreign body giant cells, fibrous proliferation).
The extent of pulmonary calcinosis is related to the elevation of the blood calcium level
(peak values exceeding 15 mg-% on the 2nd to 4 thday), but not to the blood phosphate
level. One of the factors in the pathogenesis of the calciphylactic reaction is increased perme-
ability, which favours the lyotropic action of the challenger substance on the fibrous frame-
work of the lung. The hypothesis is presented that CrCl, is first deposited in the fibrous tissue
of the lung and then induces the formation of calcium apatite by exchange with endogenous
calcium. Calciphylactic pulmonary fibrosis may serve as an experimental model for the study
of the pathogenesis of etiologically different forms of pulmonary fibrosis in man.

Zusammenfassung. Der Ablauf der calciphylaktischen Lungenfibrose wurde vergleichend
morphologisch und biochemisch bei weiblichen Albinoratten untersucht. Versuchsgruppe 1
erhielt 1 ml AT 10® (=1 mg Dihydrotachysterin in ¢liger Losung peroral) am 1. Versuchs-
tag als ,,Sensitizer und 10 mg Chromchlorid intravends am 2. Versuchstag als ,,Challenger*,
Versuchsgruppe 2 1 ml AT 10® allein. Die Versuchsdauer betrug 32 Tage. Im Ablauf der
calciphylaktischen Reaktion lassen sich 3 Phasen unterscheiden: Initialphase (Zell- und
Faserschwellung der Alveolarmembranen), Mineralisationsphase (Calcinose der Basalmembra-
nen und elastischen Fasern, Zellaktivierung, Faserdestruktionen) und fibrotische Umbauphase
vom Typus der fibrocystischen Wabenlunge (interstitielle Zellproliferation, Parenchym-
restriktion, Kalkphagocytose durch Fremdkérperriesenzellen, Faserneubildung). Es bestehen
Korrelationen zwischen Stdrkegrad der Lungencalcinose und Erhohung des Calciumspiegels
(Giptelpunkt von iiber 15 mg- % am 2.—4. Versuchstag), nicht dagegen zur Héhe des Phosphat-
spiegels. In der Pathogenese der calciphylaktischen Reaktion spielen Permeabilitdtssteigerun-
gen eine Rolle, die eine lyotrope Alteration des Lungengeriistes durch den Challenger be-
gunstigen. Es wird die Hypothese vertreten, daf Chromchlorid zunéchst in das Lungengeriist
eingelagert wird und dann die Nucleation von Calciumapatit durch Austausch mit endogenem
Calcium herbeifithrt. Die calciphylaktische Lungenfibrose stellt ein geeignetes Modell zum
Studium des Ablaufes menschlicher Lungenfibrosen unterschiedlicher Atiologie dar.

Die Lungenfibrosen stellen eine Krankheitsgruppe mit heterogenen &tiologi-
schen Faktoren dar (MEEssEN, 1949; UrnriNngEr und ScHocH, 1957; GIESE,

* Mit Unterstiitzung durch die Deutsche Forschungsgemeinschaft.
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1960, 1961, 1965 ; HarTUuNG, 1964). Hierzu gehéren Infektionen, chemische N oxen,
allergische und immunpathologische Faktoren, Kreislaufstorungen und Stoff-
wechselkrankheiten. Die Lungencalcinose ist als eine Sonderform der »,Lungen-
starre’* anzusehen und fithrt bei diffuser Lungengeriistverkalkung zur sog. ,,Bims-
steinlunge” (LuBarscE und PrENeE, 1931; Murricaw, 1947; Grosse, 1960;
GiesE, 1960; FraNKE, 1960; Servz, 1962; WiLkerson, 1964). Ursichlich liegt
meist eine allgemeine Mineralstoffwechselstérung vor, so bei primirem Hyper-
parathyreoidismus oder den Hypercalcidmie-Syndromen bei Vitamin D-Intoxika-
tion, destruierenden Knochenprozessen, Nephropathien, Sarkoidose und anderen
Krankheiten (UBHLINGER, 1955, 1964a, b; SrrrErT und Junew-HiLsiNg, 1966;
ScHAFER, 1968). Auf herdférmige Lungenverkalkungen ohne allgemeine Elektro-
lytverschiebung und besondere Formen der Kalkablagerungen in den Lungen
(Mikrolithiasis alveolaris pulmonum, Corpora amylacea u.a.) soll im Rahmen
dieser Arbeit nicht niher eingegangen werden (ScHAvEr, 1968).

Experimentelle Lungencalcinosen wurden bisher durch Injektion von Calcium-
und Phosphationen (KLEINMANN, 1928), nach calcium- und phosphatreicher Diit
(RaBL, 1923; BuTLER, 1924; DrEYFUsS, 1927; KLEinMaNN, 1928), nach hoch-
dosierter Verabfolgung von Vitamin-D-Derivaten (Krerrmair und MoLr, 1928;
Branp und Horrz, 1929; DEMoLE und FromuEerz, 1929; HERZENBERG, 1929;
SmitE und ErvovEe, 1929 u. a.), nach Parathormongaben (HuEerer, 1927;
LEARNER, 1929; Jarre u. Mitarb., 1931), durch Magnesinmmangel (UNGLAUB
u. Mitarb., 1959) oder durch Inhalation von eisenhaltigem Staub (Gross u.
Mitarb., 1960) erzeugt.

Neue Moglichkeiten zum Studium der Pathogenese von Lungenfibrosen er-
geben sich aus der Konzeption von SELYE (1962) iber die Calciphylaxie und der
Erzeugung einer speziellen calciphylaktischen Gewebsreaktion in der Lunge.
Nachdem in fritheren Untersuchungen (SErfFerT und DREESBACH, 1966 ; SEIFERT,
1968) bereits kurz auf die Lungencalciphylaxie hingewiesen worden ist, sollen in
dieser Arbeit vergleichende morphologische und biochemische Untersuchungs-
ergebnisse dargelegt und folgende Fragen nédher erértert werden:

1. Lassen sich im Ablauf der calciphylaktischen Reaktion bestimmte, konstant
wiederkehrende Stadien unterscheiden ?

2. Welche Korrelationen bestehen zwischen dem Grad der Kalkablagerung in
den Lungen und der Hohe des Blutcalcium- und Blutphosphatspiegels ¢

3. Welche geweblichen Reaktionen finden sich sowohl bei der caleiphylakti-
schen Lungenfibrose als auch bei menschlichen Lungenfibrosen ?

Untersuchungsgut und Methodik

Die Versuche wurden an 57, ca. 10 Wochen alten weiblichen Albinoratten durchgefiihrt,
die wihrend der Zeit des Experimentes normales Standardfutter und Leitungswasser ad
libitum erhielten.

Nachdem in Vorversuchen (ScHAFER, 1968) zahlreiche Substanzen und calciphylaktische
Versuchsanordnungen hinsichtlich ihres Effektes auf die Entwicklung einer Lungencalcinose
gepriift worden waren, wurden folgende 3 Versuchsgruppen gebildet (s. Tabelle 1):

Gruppe 1. 25 Ratten wurden am 1. Versuchstag je 1 ml AT 10® (=1 mg Dihydrotachyste-
rin in oliger Losung) mit der Magensonde verabfolgtl. 24 Std spéter wurde nach kurzer

L AT 10® wurde freundlicherweise von den Farbenfabriken Bayer AG, Leverkusen, zur
Verfiigung gestellt.
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Tabelle 1. Ubersicht iiber die Versuchsanordnung

Gruppe Applizierte Substanzen Versuchs- Tier- Mittleres
dauer zahl Korpergewicht (g)
,»Sensitizer** ,,Challenger** (Tage) 1. Versuchstag
1. Tag 2. Tag
1 1ml AT 10® 1 ml CrClyiv. 1—32 25 112
peroral
2 1ml AT 10® — 1—24 24 112
peroral
3 — — 4—32 8 109

Athernarkose die linke V. jugularis externa freigelegt und 10 mg CrCl; (aufgeldst in 1 ml Aq.
dest.) langsam intravends injiziert. Die Tétung der Tiere erfolgte 12 Std, 1—6, 10, 16, 29
und 32 Tage nach Versuchsbeginn.

Gruppe 2. 24 Ratten erhielten lediglich 1 ml AT 10® per Magensonde. Die Tiere wurden
6—24 Std, 2—9, 16 und 24 Tage nach Versuchsbeginn getétet.

Gruppe 3. 8 Ratten blieben als Kontrolle unbehandelt und wurden nach 4, 16, 20 und
32 Tagen getotet.

Bei allen Tieren wurde fiir die Dauer des Experimentes téglich das Koérpergewicht be-
stimmt. Nach Ablauf der Versuchszeit wurden die Ratten durch Athernarkose getétet. Die
Fixation der Lungen erfolgte nach vorheriger Aufspritzung des Bronchialbaumes in Formol-
alkohol (1 Teil 40%iges, mit Pyridin neutralisiertes Formalin / 2 Teile 80 %iger Alkohol). An
Paraffinschnitten wurden — z.T. nach Entkalkung mit 5 %iger Trichloressigsdure — folgende
Firbungen vorgenommen : Himatoxylin-Eosin, v. Gieson, Elastica nach WricerT, Astrablau
(PEARSE, 1961), PAS-Reaktion, v. Kossa-Reaktion und Calciumnachweis nach Vorer (1957)
mit Naphtalhydroxamséiure.

Zur Untersuchung des Calcium- und Phosphatspiegels im Plasma benutzten wir Mikro-
methoden, die eine wiederholte Bestimmung bei ein und demselben Tier ermdglichten. Die
erste Blutabnahme wurde unmittelbar vor der AT 10-Gabe vorgenommen. Weitere Ent-
nahmen folgten 6, 12, 24 Std und 2, 3, 4, 5, 6, 7, 10 Tage spiter. Das Blut gewannen wir durch
Punktion des retroorbitalen Venenplexus (NOLLER, 1955) mit Hilfe zweier heparinisierter
Glascapillarrobrchen, die zusammen ein Fassungsvermdégen von ca. 120 ul besaBen. An-
schlieBend wurde jeweils das eine Rohrchenende mit Kittsubstanz verschlossen und das Blut
sofort zentrifugiert, nachdem es durch einen Eisenspan mit dem Heparin gut durchmischt
worden war. Nach Durchsidgung der Capillaren an der Zellplasmagrenze konnten die fur die
chemischen Ansitze notwendigen Plasmamengen aus dem einen Roéhrchenteil unmittelbar
abpipettiert werden. Die Calciumbestimmung wurde mit dem Flammenphotometer Eppen-
dorf durchgefihrt. Fir den Ansatz benétigten wir 20 ul Plasma, das mit 1 ml Aqg. bidest.
verdimnt wurde. Als Bezugssubstanz dienten die ebenfalls im Verhdltnis 1:50 verdiinnten
kduflichen Kompensations- und Standardlésungen. Fiir die Bestimmung des anorganischen
Phosphats im Plasma benutzten wir die Mikromethode nach BOTTNER (1966), an der wir
nur geringfiigige Anderungen in den Mengenverhiltnissen vornahmen. Diese Methode beruht
auf dem von FisgE und SuBBAROW (1925) erarbeiteten Prinzip. Als Ansatz waren auch hier
20 pl Plasma erforderlich.

Experimentelle Befunde

1. Gruppe 1 (AT 10 und CrCly)
1. Allgemeinreaktionen

Die Tiere zeigten starke Bewegungsarmut, struppiges Fell und schlaffen
Muskeltonus, aullerdem Frefunlust und zeitweilig starken Durchfall. Regelmalig
kam es zu einem starken Gewichtsverlust, der bereits 6 Std nach der AT 10-Gabe
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Abb.1a u. b. Interstitielle Lungengeriistverkalkung (Versuchsgruppe 1, 6. Versuchstag).

a Frischpriparat. Graue, netzartige Felderung der Oberflache mit herdférmigen Verdichtungen.

b Schnittfliche derselben Lunge nach Inkubation in Silbernitrat. Schwarze Anfiarbung der
dicht nebeneinanderliegenden Kalkherde

einsetzte und nach 5—7 Tagen besonders deutlich im Vergleich zu den Kontroll-
tieren war. Bei einigen Tieren entwickelte sich eine Cyanose. 25% der Tiere ver-
starben spontan, wobei der Gipfelpunkt der Mortalitdt 5—8 Tage nach Versuchs-
beginn lag.

2. Makroskopischer Lungenbefund

Makroskopische Verdnderungen sind ab 5. Versuchstag deutlich zu beob-
achten. Nach Eroffnung des Thorax kollabieren die Lungen kaum, sondern
besitzen eine auffallend derbe Konsistenz. An der Oberfliche finden sich graue
netzartige Felderungen mit herdférmigen Verdichtungen (Abb.1la). Auf der
Schnittfliche bietet sich das Bild einer Bimssteinlunge mit feinstreifiger Gertst-
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Abb. 2. Alveolargeriistverinderungen in der Mineralisationsphase (Versuchsgruppe 1, 10.Ver-
suchstag). Schwellung der Alveolarepithelien, Aufquellung und Zellproliferation in den
Alveolarwinden. H.-E., Vergr. 400fach

sklerose. Nach Inkubation in 5 %iger Silbernitratlésung heben sich die verkalkten
Bezirke durch ihre schwarze Farbe deutlich von der Umgebung ab (Abb. 1b). Die
Verkalkung erstreckt sich iiber die gesamte Schnittfliche mit Bevorzugung der
Obergeschosse.

3. Pathohistologische Verdnderungen

Nach der Lokalisation der Kalkablagerungen lassen sich Veridnderungen an
den Alveolarwinden, den Bronchien und Lungenvenen unterscheiden. In den
Lungenarterien treten dagegen keine Verkalkungen auf.

a) Alveolargeriist. Die diffus iber die Lungenlappen verstreuten Verkalkungs-
herde sind besonders deutlich in den Obergeschossen ausgebildet und fehlen oft
in den Alveolarwinden, die unmittelbar unter der Pleura oder dicht neben den
Bronchien und Lungenvenen liegen. Im Ablauf der caleiphylaktischen Reaktion
lassen sich drei Phasen unterscheiden, ndmlich eine Initialphase, eine Mineralisa-
tionsphase und eine fibrotische Umbauphase.

Die Initialphase umfalt die ersten Stunden nach der Chromchloridinjektion.
Die Kerne der Alveolarepithelien und Capillarendothelien sind vergroflert. Die
alveolo-capilliren Membranen sind geschwollen und zeigen bei dem Nachweis von
Calcium nach Voier eine diffuse Imprignation mit Calciumgranula. Gleichzeitig
kommt es zu einer méfBigen Desquamation von Alveolarphagocyten in die Lich-
tung der Alveolen.

Die Mineralisationsphase (Abb. 2—4) umfalt etwa die ersten 10 Versuchstage
und ist durch eine Aktivierung der epithelialen sowie mesenchymalen Zellelemente
in den Alveolarwinden, eine zunehmende Calcinose und Verdnderungen des Faser-



26

H.-J. ScHAFER:

Abb. 3. Bandférmige Verkalkung der Alveolarmembranen (Versuchsgruppe 1, 9. Versuchstag).
Kossa-Reaktion. Vergr. 380fach

Abb. 4. Granuldre und bandférmige Lungengeriistverkalkung (Versuchsgruppe 1, 5. Ver-
suchstag). Calciummethode nach Voier (polar.). Vergr. 100fach

geriistes gekennzeichnet. Die Kerne der Alveolarepithelien, Fibroblasten und
Alveolarmakrophagen schwellen weiter an (Abb. 2). Herdférmig finden sich auch
Proliferationen von Fibroblasten und Histiocyten sowie vermehrte Ansammlungen
von Mucopolysacchariden, so dafl sich die Basalmembranen der Capillaren und
die Umgebung elastischer Fasern bei der PAS-Reaktion verbreitert darstellen
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Abb. 5. Fibrocystischer Lungenumbau in der fibrotischen Umbauphase (Versuchsgruppe 1,
29. Versuchstag). Normale Lungenstruktur (Kontrolltier, obere Bildhélfte) und calciphylalti-
sche Lungenfibrose (untere Bildhalfte). H.-E., Vergr. 40fach

lassen. Die elastischen Fasern zeigen eine beginnende Destruktion mit herd-
formiger Fragmentation und Verklumpung. Die ersten Kalkablagerungen erfolgen
in granuldrer Form vorwiegend entlang den elastischen Fasern und den Basal-
membranen der Capillaren (Abb. 3), daneben auch ungeordnet entlang den inter-
stitiellen Septen und um proliferierende Fibroblasten. In den folgenden Tagen
nimmt die Intensitdt der Verkalkung zu, wobei die disseminierten kleinen
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Mineralisationsherde zu groBeren Mineralisationszentren zusammengelagert wer-
den. Es entstehen homogene Kalkbinder im Bereich inkrustierter elastischer
Fasern und Basalmembranen (Abb.4). Der VerkalkungsprozeB erreicht nach
6 Tagen ein Maximum. Parallel damit geht die Zunahme PAS-positiver Sub-
stanzen als Verkalkungsmatrix, wihrend zu diesem Zeitpunkt saure Muco-
polysaccharide mittels der Astrablaufirbung nicht vermehrt nachweisbar sind.
Trotz der Mineralisation ist die Lungengeriiststruktur insgesamt noch erhalten,

Abb. 6. Fibrotische Umbauphase (Versuchsgruppe 1, 16. Versuchstag). Verbreiterung des
Lungeninterstitium durch Kalkablagerung und Zellproliferation. PAS-Reaktion.
Vergr. 250fach

wobei sich das Bild einer starren Lunge mit weiten, gleichsam in Inspirations-
stellung verbliebenen Alveolen bietet.

Die fibrotische Umbauphase (Abb. 5—9) setzt in der 2. Versuchswoche ein und
fithrt zu einem progressiven Gertistumbau (Abb. 5), der mit exsudativen und
proliferativen Vorgédngen an den Alveolen verbunden ist. Nach einem fliichtigen
exsudativen Stadium mit intraalveolirem und interstitiellem Odem stehen Zell-
und Faserproliferationen sowie Vermehrungen der Mucopolysaccharide im Vorder-
grund, so daB allméhlich eine Lungengeriistverinderung nach Art einer fibro-
cytischen Wabenlunge resultiert. Ahnlich wie bei einer interstitiellen Pneumonie
bzw. Alveolitis treten Infiltrate aus Lymphocyten, Plasmazellen, Fibroblasten
und Histiocyten auf (Abb. 6). Sie umschlieflen die verkalkten Strukturen (Abb. 7)
und engen die Alveolarlichtungen vom Rand her ein. Die Winde der Alveolar-
giange werden von verbreiterten und stark verkalkten Septen begrenzt, die nach
der Lichtung zu von einer flachen bis kubischen Zellschicht tiberkleidet werden
und im Inneren neugebildete Capillaren enthalten, wihrend ehemalige Capillaren
durch Verkalkung obliteriert sind. Zu diesem Zeitpunkt lassen sich mittels der
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Astrablaufirbung vermehrt saure Mucopolysaccharide nachweisen, die vor allem
in der Nachbarschaft von aktivierten Fibroblasten angeordnet sind. Im weiteren
Verlauf treten Riesenzellen (Abb.8 und 9) auf, die in der 3. Versuchswoche
besonders deutlich und reichlich zu beobachten sind. Sie liegen meist neben
groBeren Kalkpartikeln oder Bruchstiicken elastischer Fasern, wobei sie das
Fremdmaterial mit ihrem Cytoplasma umschlieBen, wihrend die Zellkerne in der
Regel hufeisenférmig gegeniiber dem Resorptionspol der Zelle angeordnet sind.

Lo Loits AN
Abb. 7. Interstitielle Zellproliferation und Calcinose (Versuchsgruppe 1, 16. Versuchstag).
Kossa-Reaktion. Vergr. 240fach

Neben den vielkernigen Riesenzellen finden sich 2—3kernige Makrophagen. Die
bei der Astrablaufirbung tingierten sauren Mucopolysaccharide liegen meist in
unmittelbarer Nachbarschaft der Riesenzellen und den Randsdumen der Ver-
kalkungsmatrix, wiahrend mit der PAS-Reaktion die Kalkschollen diffus an-
gefdrbt werden. In der 5. Versuchswoche bietet sich das Bild einer interstitiellen
Lungenfibrose mit kollagener Faserbildung in den verdickten Alveolarwinden
und Septen, einer Rarefizierung des Lungengeriistes mit Schwund an Capillaren
und elastischen Fasern und Ausbildung wabiger Hohlrdume inmitten des er-
starrten Lungengeriistes. Durch die Riesenzellen ist es zu diesem Zeitpunkt zu
einer partiellen Auflosung der Kalkherde gekommen. Die Zellproliferation ist mit
einer starken Faserneubildung verbunden.

b) Bronchialsystem. Die calciphylaktische Reaktion spielt sich besonders an
den grofen und mittleren Bronchien sowie an der Trachea ab. Hauptorte der
Verkalkung sind nicht die bei der Ratte nur extrapulmonal vorhandenen Knorpel-
spangen, sondern die Fasern der Lamina propria und Lamina submucosa (Abb.10).
Bei starken Kalkablagerungen greift die Calcinose auch auf das elastische und
kollagene Fasergewebe der Lamina fibrocartilaginea iiber. Die Verkalkung nimmt
mit der Dicke der Lamina propria und Muskulatur nach den kleineren Bronchien
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\‘e ‘.m' A . ‘
Abb. 8. Fremdkérperriesenzellen mit Resorption von Kalkschollen (Versuchsgruppe 1,
16. Versuchstag). Kossa-Reaktion. Vergr. 400fach

ab und fehlt in den terminalen Bronchioli. Die der Pulmonalarterie unmittelbar
benachbarte Wandseite der Bronchien ist meist unverkalkt. Der phasenformige
Reaktionsablauf der Verkalkung entspricht den Stadien der Alveolargeriist-
calcinose. In der Umgebung der verkalkten, plumpen und unscharf begrenzten
Fasern 14Bt sich eine Vermehrung PAS-positiver Substanzen beobachten. Im
Gegensatz zu den Alveolarverinderungen sind die verkalkten elastischen Fasern
bei der Astrablaufarbung tingierbar. Durch die Kalkinkrustation der Lamina
propria treten degenerative Verdnderungen an den Schleimhautepithelien, jedoch
keine Plattenepithelmetaplasien auf. Unter zunehmender Infiltration durch Fibro-
blasten, Histiocyten, Riesenzellen und Mastzellen kommt es zu einer Resorption
der Kalkschollen und einer Vermehrung der sauren Mucopolysaccharide. In der
5. Versuchswoche ist zwischen Kalkmassen und Schleimhautepithel eine neue
Bindegewebsschicht entwickelt.

¢) Lungenvenen. Ebenso wie in den Bronchien nimmt der Kalkgehalt in den
Lungenvenen mit dem Querschnitt ab, so daf} die kleinen Venen véllig kalkfrei
sind. Die Kalkablagerung (Abb. 10) erfolgt bevorzugt in den inneren Wand-
schichten der Venen, die auf diese Weise einen homogenen Kalkzylinder um die
Venenlichtung bilden kénnen. Nur gelegentlich greift die Verkalkung auf die
tibrigen Wandschichten sowie auf kleinere angrenzende Gefifle iiber. Initial finden
sich Schwellungen der Endothelzellen, Endotheldefekte und Intimaverquellungen.
Parallel mit der Aktivierung der Fibroblasten geht eine Vermehrung von PAS-
positivem Material. Die Mineralisation erfolgt vorwiegend entlang den elastischen
Fasern der Intima. Bei Mitbeteiligung der Adventitia ist auch dort der Kalk an
kollagenen und elastischen Fasern abgelagert. In der Media, die bei der Ratte
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Abb. 9. Phagocytose von verkalkten Faserresten in Fremdkorperriesenzellen einer Alveolar-
wand (Versuchsgruppe 1, 29. Versuchstag). H.-E., Vergr. 1000fach

Abb. 10. Bandférmige Calcinose der Membrana propria eines Bronchus (oberer Bildteil) und
der elastischen Fasern einer Lungenvene (unterer Bildteil; Versuchsgruppe 1, 6. Versuchstag).
Kossa-Reaktion. Vergr. 250fach

von Herzmuskulatur gebildet wird (Poricarp u. Mitarb., 1959), lagern sich die
Kalksalze entlang den Bindegewebsscheiden der Muskelzellen ab. Vereinzelt lassen
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sich auch intracellulire Kalkablagerungen nachweisen. Im weiteren Ablauf der
calciphylaktischen Reaktion wird durch eine subendotheliale Bindegewebswuche-
rung die innere Venenwand stark zerkliftet. Diese Verdnderungen und auch die
Intensitat der Kalkablagerung bleiben bis zur 5. Versuchswoche bestehen. Riesen-
zellbildungen treten in der Venenwand nicht auf.

4. Blutchemische Befunde

@) Plasmacalciumspiegel. Die aus allen gleichzeitigen Einzelmessungen er-
rechneten Mittelwerte (s. Abb. 11 und Tabelle 2) zeigen, daB bereits nach 12 Std
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Abb. 11. Verlauf der Calcium- und Phosphatwerte im Plasma bei Versuchsgruppe 1, 2 und 3.
Standardabweichungen s. Tabelle 2.

Tabelle 2. Vergleichende Zuswmmenstellung der Calcium- wnd Phosphatwerte im Plasma ( Mittel-
werte und Standardabweichungen) bei Versuchsgruppe 1,  und 3

Tage nach Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3
Versuchs- DHT + CrCly) (DHT) (Kontrolltiere)
beginn

Calcium Phosphat Calcium Phosphat Calcium Phosphat

0 10,2404 51404 10,3405 51404 10,1-0,8 53405
Yy, 10,3405 6,304 10,740,7 6,4+04 10,740,7 5,7+04
1, 11,6 10,6 8,004 11,8406 7,940,7 10,40,7 6,605

1 1294+1,0 6,8-+-0,5 134107 72403 10,1+0,6 7,040,6

2 148+1,3 72410 14841,2 7,909 10,9+0,2 72403

3 149+1,1 72+1,0 152+1,2 96417 10,3405 7,504

4 1541 1,6 70-1,1 153109 8213 104106 6,7 10,7

5 138+1,6 7505 14,84 1,7 83-+1,9 99404 7,0408

6 12,6+1,3 7,5-0,7 143415 69111 10,1205 7,04-0,7

7 12,14+1,9 6107 129414 641,01 10,74£0,7 6,110,6

8 — — 1,810,5 6,3+0,2 — 6,0 40,6
10 1084£1,3 56410 11,3+1,3 6,1+0,6 9906 56105
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die Calciumwerte von denen der Kontrolltiere abweichen. Nach 24 Std und
unmittelbar vor der Challengergabe ist schon eine ausgeprigte Hypercalcidimie
zu verzeichnen, die nach 2—4 Tagen einen Gipfel von iber 15 mg-% Calcium
erreicht. Nach 10 Versuchstagen befindet sich der Calciumspiegel mit 11 mg-%
noch immer im hochnormalen Bereich.

b) Plasmaphosphatspiegel. Die Veranderungen des anorganischen Phosphat-
spiegels sind weniger deutlich. 12 Std nach Versuchsbeginn ist der Phosphat-
spiegel gegeniiber Kontrolltieren signifikant erhoht (s. Abb. 11 und Tabelle 2).
Nach 24 Std und unmittelbar zum Zeitpunkt der Challengergabe sind die Phos-
phatwerte zum Normbereich abgesunken und verbleiben dort.

¢) Relation zwischen Calcinosegrad und Calctumphosphatindex. Tm Hinblick
auf die Frage einer Korrelation zwischen Stirkegrad der Verkalkung und Ab-
weichungen im Mineralstoffwechsel wurde die Intensitit der Lungencalcinose
jedes Tieres mit den Maximalwerten des Calcium- und Phosphatspiegels und dem
groBten Calciumphosphatprodukt verglichen. Danach bestehen Korrelationen nur
zwischen Calcinosegrad und Calcinmspiegelerhdhung, nicht dagegen zur Hohe des
Phosphatspiegels oder zum Calciumphosphatprodukt.

1I. Gruppe 2 (AT 10)

Die Allgemeinreaktionen entsprechen denen der Gruppe 1, allerdings in deutlich
abgeschwichter Intensitdt und mit geringerer Konstanz. Desgleichen kommt es
zu einer Lungencalcinose, deren Stérkegrad bei den einzelnen Tieren sehr unter-
schiedlich ausfillt. Die Kalkherde sind kleiner, liegen weiter auseinander und
kommen weniger konstant vor. Die Lokalisation der Verkalkung entspricht in
den Grundziigen der Gruppe 1, wobei die Alveolarwinde und die Lamina propria
sowie Lamina submucosa der grolen Bronchien stérker mineralisiert sind als das
subendotheliale Fasergewebe der grolen Venen. Ein Unterschied besteht jedoch
darin, dafl mitunter auch die elastischen Fasern der Lungenarterien verkalkt sind
und in der Media dieser Arterien vermehrt Mucopolysaccharide nachweisbar
werden. Die Phasen der Mineralisation entsprechen denen der Gruppe 1. Allerdings
erfolgt der MineralisationsprozeB nicht so rasch, so daB die einzelnen Stadien
nicht so scharf voneinander abgrenzbar sind. Die Kalkimpragnation der Fasern
ist abgeschwicht, die Riesenzellbildung geringer und der fibrotische Lungen-
umbau weniger deutlich.

Der Verlauf der Plasmacalciumkurve nach alleiniger Einwirkung von AT 10
mit einem Hypercalcidmiegipfel nach 2—4 Tagen ist mit den MeBwerten der
1. Gruppe weitgehend identisch. Die Untersuchung des Phosphatspiegels ergibt
insofern ein unterschiedliches Bild, als zwar nach dem initialen Anstieg die Werte
nach 24 Std zur Norm zuriickkehren, dann jedoch nach 2—4 Tagen ein zweiter
hyperphosphatdmischer Gipfel auftritt, dessen Hohe sogar iiber den Werten des
1. Versuchstages liegt (s. Abb. 11 und Tabelle 2). Aulderdem ergibt die Korrela-
tionsuntersuchung zwischen Calcinosegrad und Calciumphosphatindex eine posi-
tive Korrelation aller MeBwerte. Die Tiere mit den stidrksten Lungenverkalkungen
haben zugleich die héchsten Calcium- und Phosphatwerte und das groBite Calcium-
phosphatprodukt.

3 Virchows Arch. Abt. A Path. Anat., Bd. 344
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II1. Gruppe 3

Die Tiere der Kontrollgruppe nehmen wihrend des Versuches trotz der zahl-
reichen Blutentnahmen an Lange und Gewicht deutlich zu. Spontane Verkalkun-
gen treten nicht auf, abgesehen von einzelnen kleinen Kalkeinlagerungen in die
Tracheal- und Bronchialknorpel. Bei einzelnen Kontrolltieren, die mit AT 10-
Tieren in einen Versuchskifig gebracht worden waren, kam es zu passageren
Hypercalcidmien und Hyperphosphatdmien. Dieses Verhalten ist auf die Kopro-
phagie und die Aufnahme von nicht resorbiertem AT 10 zuriickzufiihren, da bei
Tieren, die in Stoffwechselkifigen gehalten worden waren, keine derartigen
Mineralstoffwechselverdnderungen zu beobachten waren.

Diskussion

Die calciphylaktische Lungenfibrose zeigt einen dreiphasigen Ablauf. Die
zeitlich aufeinander folgenden Stadien lassen sich als Initial-, Mineralisations-
und Umbauphase definieren und sind durch eine Reihe geweblicher Merkmale
gekennzeichnet.

In der Initial- und Mineralisationsphase stehen Permeabilitatssteigerung, Zell-
aktivierung sowie Faser- und Grundsubstanzverinderungen des Lungengeriistes
im Vordergrund. Die durch Dihydrotachysterin ausgeldoste Permeabilititssteige-
rung (GERLACH und THEMANN, 1965a) geht mit einer Schwellung und Proliferation
der Endothelzellen sowie einer Aufquellung des perivasalen Gewebes einher. An
den Lungenvenen finden sich auBerdem — &dhnlich wie bei der calciphylaktischen
Arteriopathie (SErrErT und DrEESBACH, 1966) — Endotheldefekte. Durch die
Permeabilititssteigerung wird der Durchtritt des Chromchlorids als Challenger
in den extravasalen Raum begiinstigt. Die gesteigerte Stoffwechselaktivitdt in
den spiateren Verkalkungszonen geht aus der Kernschwellung der Fibroblasten,
Endothelzellen und Alveolarepithelien hervor und findet eine Parallele in dem
Nachweis eines erhohten S35-Einbaues (SEIFERT und JuNce-HUrsiNg, 1966) sowie
einer vermehrten Inkorporation von radioaktivem Hydroxyprolin und Leucin
(GerracH und THEMANN, 1965b) in verkalkenden Gewebsbezirken. Die Stoff-
wechselacceleration, die auch mit einer gesteigerten Bildung von Protofibrillen
und Mucopolysacchariden einhergeht, entspricht einer unspezifischen Mesenchym-
reaktion (Hauss und Juxce-HoLsiNg, 1961). Dariiber hinaus sind im Zusammen-
hang mit der calciphylaktischen Mesenchymaktivierung eine DHT-bedingte aktive
cellulire Tonenverschiebung (Gerracu und TrEMANN, 1965a) und eine drtliche
aktive Zerstérung von Verkalkungsinhibitoren zu diskutieren. Als solche Inhibi-
toren kommen z.B. Polyphosphate (FreiscH und Bisaz, 1962) und die kiirzlich
von Howarp u. Mitarb. (1967) entdeckten und isolierten Hexapeptide in Betracht.

Die Mineralisation erfolgt sowohl entlang den Fasern als auch ungerichtet in
der Grundsubstanz des Lungengeriistes. SCHONER (1964) milt den Mucopoly-
saccharidveranderungen eine entscheidende Bedeutung fiir die Lungenverkalkung
bei. SELYE u. Mitarb. (1964) schlossen aus histochemischen Reaktionen im Ablauf
der Calciphylaxie, daf die mit dem Challenger beladene Grundsubstanz zuerst
Phosphat anziehe und sekundédr Caleium anlagere. SPEER und UrisT (1965)
nahmen dagegen an, dafl verschiedene polyvalente Metallionen eine lyotrope
Alteration des Bindegewebes herbeifithren. Im Laufe dieses Prozesses werden
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nach dieser Auffassung die Metallionen jeweils zwischen mehrere der an den
Faserproteinen freigewordenen Carboxylgruppen gebunden und spéter, durch die
gesteigerte Durchflutbarkeit des Gewebes und die Hypercalcidmie begiinstigt,
gegen endogene Calciumionen ausgetauscht. In der Folge kann die Verkalkung
nach Art einer Kettenreaktion mit Phosphatanlagerung und Apatitausfall weiter-
laufen (UrisT und Apams, 1966). In Vorversuchen konnten wir — dhnlich wie
GaBp1aNT und TucHEWEBER (1963) — nachweisen, dall bei Verwendung von Eisen
als Challenger eine deutliche rdumliche Parallelitit zwischen Eisen- und Kalk-
ablagerung besteht. Die Hypothese, dal Chromechlorid als Challenger das Lungen-
geriist fir die Nucleation von Apatitkristallen aktiviert und durch seine lyotropen
Eigenschaften die initiale Calcium-Boosterung anbahnt, findet eine weitere Unter-
mauerung in den Verdnderungen der Fasern und Grundsubstanz im Lungen-
interstitium bei der calciphylaktischen Lungenfibrose. Die kollagenen und elasti-
schen Fasern zeigen eine Aufquellung, Aufsplitterung und Verklumpung. Die ver-
anderte Farbbarkeit der Grundsubstanz bei der PAS-Reaktion und Astrablau-
farbung spricht fiir eine Entmischung, Depolymerisierung und auch Neubildung
von Mucopolysacchariden. Bis zum 6. Versuchstag nimmt der Verkalkungsgrad
kontinuierlich zu, wobei die Kalkgranula zu homogenen Kalkspangen konfluieren.
Die Bildung groberer Kalkschollen kann sowohl durch ein spontanes Wachstum
nucleationsfdhiger Apatitkristalle nach physikalischen Gesetzen als auch durch
einen fortschreitenden lyotropen ProzeB erfolgen, bei dem Challengersubstanz
nach dem Austausch mit Calcium fiir angrenzende Gewebsbezirke zur Verfiigung
steht. Fiir ein spontanes Kristallwachstum jedoch wére wiederum eine fort-
laufende Inhibitorzerstérung Voraussetzung (Frersca u. Mitarb., 1966).

Die calciphylaktische Umbauphase ist durch Kalkresorption und interstitielle
Fibrosierung gekennzeichnet. Das Granulationsgewebe enthélt zahlreiche Makro-
phagen und mehrkernige Riesenzellen vom Fremdkérpertyp, die sowohl Kalk-
partikel als auch Reste aufgeloster elastischer Fasern phagozytiert haben. Der Vor-
gang der Elasticodiairese ist von zahlreichen anderen Krankheiten bekannt, die
mit einer Destruktion von elastischem Fasergewebe verbunden sind (BrCRER,
1954). An den Kalkschollen, die von Riesenzellen abgebaut werden, sind die
sauren Mucopolysaccharide vermehrt nachweisbar. Aulerdem kommt es zu einer
starken Neubildung kollagener Fasern innerhalb der Alveolarwinde und Lungen-
septen, so dab das Bild einer interstitiellen Lungenfibrose resultiert. Der Umbau-
prozel3 fiithrt zu einer Erstarrung der Lungengeriiststruktur mit erschwerter
Ventilation, Diffusion und Perfusion. Im Endstadium finden sich Verdnderungen,
die auf Grund des Wechsels von emphysematosen Alveolarerweiterungen und
fibrosierten Septen einer fibrocystischen Wabenlunge weitgehend entsprechen.

Neben der Pathogenese der calciphylaktischen Reaktion interessiert besonders
die Frage, welche Korrelationen zwischen Verkalkungsgrad und Blutcalcium- sowie
Blutphosphatspiegel bestehen. Die bisherigen Mitteilungen tiber Mineralverschie-
bungen nach Einwirkung von Dihydrotachysterin beruhen auf z.T. zeitlich
gestaffelten Einzelmessungen (JEAN und MENDELL, 1962; Moss und Urist, 1964;
ReMacEN und OrFF, 1965; IrviNg u. Mitarb., 1966). Mit der von uns verwandten
Mikromethode war es dagegen moglich, fortlaufende Messungen des Calcium- und
Phosphatspiegels am gleichen Tier vorzunehmen und die MeBwerte sowohl bei
alleiniger Applikation von Dihydrotachysterin als auch bei zusétzlicher Ein-

8*
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wirkung von Chromechlorid zu vergleichen. Die in beiden Gruppen feststellbare
deutliche Hypercalcidmie beruht nach Bilanzuntersuchungen, die von REMAGEN
und OEFF (1965) mit radioaktivem Calcium vorgenommen worden sind, nicht
auf einer enteralen Resorptionssteigerung, sondern einem vermehrten Knochen-
abbau mit Vergroerung des mobilen Calciumpools. Das Dihydrotachysterin
scheint eine gewisse Depotwirkung zu besitzen, da sich der Calciumspiegel bei
unseren Tieren 10 Tage nach der Applikation immer noch in hochnormalem
Bereich befand. Im Gegensatz zu der hochgradigen und zeitlich klar umreiBbaren
Hypercalcidmie sind die Veranderungen des Phosphatspiegels weniger deutlich.
Die Phosphatwerte sind bereits normalerweise weniger konstant. Dies kommt
auch darin zum Ausdruck, daB die Angaben der Literatur iiber Phosphatwerte
bei Vitamin D-Intoxikation zwischen ,.erniedrigt und ,,erhéht schwanken
(HoveLs, 1965). Moss und URrisT (1964) konnten kein einheitliches Verhalten
des Phosphatspiegels feststellen, JEax und MexDELL (1962) fanden nach Di-
hydrotachysteringabe eine Hypophosphatidmie bei anfinglicher kurzer Hyper-
phosphatimie. Wir beobachteten bei fortlaufenden Messungen am gleichen Tier
nach Einwirkung von Dihydrotachysterin eine zweigipfelige Hyperphosphatidmie-
kurve. Der erste und besonders der linger andauernde und zugleich auch hohere
zweite (lipfel der Phosphatwerte lagen signifikant oberhalb der Normwerte. Bei
der calciphylaktischen Reaktion (Dihydrotachysterin und Chromchlorid) kam es
jedoch nur zu einem einmaligen Anstieg der Phosphatwerte, an den sich eine
Normalisierung des Phosphatspiegels ohne zweiten Gipfelpunkt anschlo8.

Fiir den unterschiedlichen Kurvenverlauf des Phosphatspiegels in der 1. und
2. Versuchsgruppe kann vorerst nur eine hypothetische Deutung versucht werden.
Durch die langsam zunehmende Dihydrotachysterinwirkung werden in steigendem
MafBle Calcium und Phosphat aus dem Knochen gelost und ins Blut abgegeben.
Die langsame Steigerung des Plasmacalciumspiegels wird zunichst noch durch
eine Hemmung der Epithelkérperchen aufgefangen: der Austall des Parathormons
senkt die Phosphatausscheidung, und der Phosphatspiegel im Blut steigt das
erste Mal an. Durch den zunehmenden Anstieg des Plasmacalciumspiegels bei
funktioneller Ruhigstellung der Epithelkérperchen wird nun méglicherweise eine
gesteigerte Sekretion von Thyreocalcitonin ausgelost. Da das Thyreocalcitonin
wie das Parathormon einen phosphaturischen Effekt hat (ZiggLer und PFEIFFER,
1967), sinkt der Phosphatspiegel wieder in den Normbereich ab. Diese Normali-
sierung des Phosphatspiegels gelingt aber nur voritbergehend, da der phosphaturi-
sche Effekt des Thyreocalcitoning — verglichen mit dem des Parathormons —
relativ schwach ist (ZiEGLErR u. Mitarb., 1967). So ist die Thyreocalcitonin-
produktion bei zunehmender Phosphatfreisetzung aus dem Knochen bald iiber-
fordert, und es kommt zu einem neuen zweiten Hyperphosphatimiegipfel. Bei
den calciphylaktisch. behandelten Tieren wird die Wirkung des Thyreocalcitonins
in dieser Phase durch die starken Kalkausfallungen und die damit verbundene
erhebliche Phosphatabwanderung ins Gewebe unterstiitzt. Beide Faktoren zu-
sammen koénnten die dihydrotachysterinbedingte erhohte Phosphatfreisetzung
aus dem Knochen auffangen und den Blutspiegel im Normbereich halten. Wenn
diese Uberlegungen stimmen, wiirde einer leichten Dihydrotachysterinintoxika.-
tion ein leicht erhéhter, einer mittelschweren ein normaler bis erniedrigter, einer
schweren Intoxikation wiederum ein erhdhter Phosphatspiegel entsprechen.
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Eine Korrelation zwischen Calcinosegrad und Erhohung des Calcium- und
Phosphatspiegels bestand nur nach alleiniger Einwirkung von Dihydrotachysterin,
nicht dagegen in der Calciphylaxiegruppe, wo trotz verstarkter Lungencalcinose
keine zusétzliche Erhdhung der Calciumwerte und sogar ein geringerer Anstieg
des Phosphatspiegels im Vergleich zur Dihydrotachysteringruppe vorlag. Eine
direkte Abhingigkeit zwischen Calcinosegrad und Mineralspiegel scheint somit
nicht vorzuliegen. Es mu8 vielmehr angenommen werden, daB lokale Gewebs-
veranderungen fiir die Auslosung des Verkalkungsprozesses von entscheidender
Bedeutung sind. Fiir diese Annahme sprechen eine Reihe anderer Beobachtungen.
So fanden MaTHirU u. Mitarb. (1964) nach Vitamin D-Einwirkung bei Ratten
gleich starke heterotope Kalkablagerungen sowohl bei Entfernung der Epithel-
kérperchen und normalem Calciumspiegel als auch bei intakten Epithelkorperchen
und Hypercalcidmie. Umgekehrt konnten JEAN und MENDELL (1962) bei Dihydro-
tachysteringaben durch gleichzeitigen Stress zwar die Calcinose, nicht jedoch die
starken Mineralverdnderungen im Serum verhindern. Ebenso kann durch Poly-
phosphat nur die Vitamin D-bedingte Aortenverkalkung blockiert, dagegen nicht
der allgemeine Mineralstoffwechsel beeinflullt werden (Irvivg u. Mitarb., 1966).
Bei der Calcergie (SerLy®, 1962) treten auch ohne allgemeine Verdnderungen des
Calcium- und Phosphatspiegels lokale Calcinosen auf. Verwiesen sei auf das
Beispiel der Hautcalcinose nach Einwirkung von Kaliumpermanganat (SEIFERT
und v. Hextic, 1967). Offensichtlich sind komplexe anabole (aktive Inhibitor-
zerstorung, Matrixsynthese, aktiver Ionentransport) und katabole (Liyotropie)
Prozesse am Ort der Gewebsverkalkung die Voraussetzungen fiir den Ablauf einer
Kettenreaktion, wobei allerdings den allgemeinen Mineralstoffwechselverschiebun-
gen im Plasma eine wesentliche unterstiitzende und férdernde Rolle zukomms.

Die calciphylaktische Lungenfibrose stellt ein geeignetes Modell zum Studium
von Lungengeriistverdnderungen dar, wie sie bei menschlichen Lungenfibrosen in
dhnlicher Weise beobachtet werden konnen. Auf Fremdkorperriesenbildungen in
der Lunge bei idiopathischer Hypercalcidmie wurde 1955 von UEHLINGER hin-
gewiesen. Die Lungenfibrosen bilden keine nosologische Einheit, sondern sind
Folgezustinde dtiologisch unterschiedlicher Lungenkrankheiten (MEESSEN, 1949;
Uenringer und Scmocm, 1957; Giese, 1960; Hartune, 1964; SzirerT, 1968).
Das Lungengeriist kann auf Grund seiner Struktur nur bestimmte Reaktions-
muster aufweisen, die matrizenartig durchlaufen werden und zu bestimmten
Fibrosierungstypen fithren. Hierzu gehéren exsudative Prozesse an der alveolo-
capilliren Membran (Alveolitis, Faserverquellungen, Endothelzellschwellungen
uv.a.) und proliferative Vorgédnge (Vermehrung von Mesenchymzellen, Fasern
und Grundsubstanzen), die zu einer Verbreiterung der Alveolarwinde, zur
Lungenrestriktion mit Capillarschwund und zur Erstarrung des Lungengeriistes
fithren. Solche exsudativen und proliferativen Stadien finden sich sowohl bei den
verschiedenen Formen menschlicher Lungenfibrosen (Strahlenfibrose, Hamman-
Rich-Syndrom, Sklerodermie u.a.) als auch im Ablauf der calciphylaktischen
Liungenfibrose.
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