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The De tec t ion  of Caleium P h o s p h a t e  in the  M yoc a rd ium 
b y  X - R a y  Microanalys is  

Summary. The myocardia of myopathic hamsters were examined by means of energy- 
dispersive X-ray microanalysis. The integrated X-ray spectrum exhibits high peaks in the 
range of the K«-lines for phosphate and for calcium. The localization of these elements in 
the tissue was subsequently established by line scan. A high counting rate for both elements 
was detected in the area of the mineral salt deposits visible by light microseopy. The studies 
establish the possibility of detecting deposits of foreign substances eonsisting of elements 
with a higher number than 11 in the table of elements quickly and accurately by energy- 
dispersive X-ray microanalysis. 

Zusammenfassung. Die Herzmuskulatur von myopathischen Hamstern wurde mittels 
energiedispersiver Röntgenmil~'oanalyse untersucht. Das integrale Röntgenspektrum ergab 
hohe peaks im Bereiche der K«-Linie des Phosphors und des Calciums. Für diese beiden 
Elemente wurde anschließend mit ,line scan" die Lokalisation im Gewebe ermittelt. Es 
wurde dabei für beide Elemente eine hohe Zählrate im Bereich von lichtmikroskopisch sicht- 
baren Mineralsalzablagerungen gemessen. Aus den Untersuchungen geht hervor, daß es mit 
der energiedispersiven Röntgenmikroanalyse in kurzer Zeit möglich ist, eindeutige Auf- 
schlüsse über Ablagerungen von Elementen mit einer Ordnungszahl gröber als 11 im Gewebe 
zu erhalten. 

I n  der  H e r z m u s k u l a t u r  des m y o p a t h i s e h e n  syr ischen Goldhamste r s  (BIO 8262) 
t r e t en  nach  deln 30. Lebens t ag  herdförmig  vorwiegend in Riesenzel]en gelegene 
Minera l sa lzab lagerungen  auf (Mohr u. Mitarb.) .  Die Ablagerungen  ergeben 
einen pos i t iven  Reak t ionsaus fa l l  bei  der  F ä r b u n g  mi t  S i lbe rn i t r a t  nach  Kossa .  
Dieser  posi t ive  l~eakt ionsausfa l l  spr ich t  jedoch ledigl ich für  die Gegenwar t  von 
Phosphorve rb indungen ,  da  mi t  der  Kossaschen  R e a k t i o n  nur  das Phosphor  e r faß t  
wird  (Eger, 1963). 

Neben  den  verschiedenen  phys ika l i schen  Methoden,  die heute  zur  Ident i f iz ie-  
rung  von Minera lsa lzen  im Gewebe a n g e w a n d t  werden  (s. Engs t röm,  1963), b ie te t  
sich zur  schnellen qua l i t a t i ven  Minera l sa lzbes t immung  und  deren  Loka l i sa t ion  
im Gewebe die  R ö n t g e n m i k r o a n a l y s e  an  (Hal l  und  Höhl ing,  1969; Cosslet t  und  
Hal l ,  1971). H e r b s t  u. Mi tarb .  (1971) k o n n t e n  auf  diese Weise  Calciumablage-  
rungen  in der  menschl ichen P l a e e n t a  nachweisen.  I n  den  vor l iegenden Unter -  
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suchungen versuchten wir, die Mineralsalzablagerungen in der Herzmuskulatur  
ngher zu charakterisieren. 

Material und Methode 

Von der in neutralem Formalin fixierten tterzmuskulatur wurden nach Einbettung in 
Paraffin 10 ?m dicke Schnitte hergestellt. Diese Schnitte wurden auf quadratische Glas- 
objektträger mit einer Kantenlänge von 1 cm aufgezogen. Nach Entparaffinierung und 
Lufttrocknung wurden die Schnitte mit einer etwa 30 nm dicken Kohlenstoffschieht ver- 
sehen, um eine Aufladung der Probe während der elektronenmikroskopischen Untersuchungen 
zu vermeiden. Später wurden zur Verbesserung der Kontrastverhältnisse bei den raster- 
elektronenmikroskopischen Aufnahmen noch etwa 20 nm Aluminium aufgedampft. Die Unter- 
suchungen wurden mit einem Stereoscan MK II der Firma Cambridge Instrument Co. vor- 
genommen, an den ein energiedispersives RÖntgenspektrometer (EDAX, Modell 505) mit 
einem ttalbleiterdetektor angeschlossen war, das in Verbindung mit einem Vielkanalanalysator 
die empfangene Röntgenstrahlung nach Energien der einzelnen Röntgenquanten aufteilt. 
Dieses Gerät besitzt eine EnergieauflÖsung von 160 eV. Alle Untersuchungen wurden bei 
einer Beschleunigungsspannung von 10 kV und mit einem Probenstrom von 4 × 10 -22 bis 
10 -9 A durchgeführt. 

Ergebnisse 

1. Das integrale Röntgenspektrum der untersuchten Proben 

Abb. 1 zeigt das Röntgenspektrum zwischen 0 und 4 KcV des Glasobjekt- 
trägers. Im ~ul lkana l  ist die Zähldauer mit  80 sec registriert.  Die dargestellten 
Spektrall inien stehen für die Elemente ~Tatrium (K«) bei 1,04 KeV, Silicium (K«) 
bei 1,74 KeV und Calcium (K~) bei 3,69 KeV. Abb. 2 zeigt das RöYttgenspektrum 
eines Herzmuskelpräparates  mit  Kalksalzablagerungen. In  diesem Fall  betrug 
die Zähldauer 300 sec (vgl. Iqullkanal). Man erkennt hier einen verhältnismäßig 
kleinen Silicium-Peak bei 1,74 KeV. Deutlich hervor treten in diesem Falle 
Phosphor (K«) bei 2,01 KeV und Calcium (K«) bei 3,69 KeV. Angedeutet  sieht 
man noch den K~-Peak des Calciums bei 4,0 KeV. 

Bei einer Zähldauer von 80 sec wurden im Glasobjektträger für das Silicium 
880 Impulse registriert,  für das Calcium dagegen nur 90 Impulse. In  der Herz- 
muskelprobe betrug die Zähldauer 300 sec, es wurden dabei für das Silicium 
etwa 180 Impulse und für das Calcium dagegen 580 Impulse registriert.  Es ist 
daraus abzuleiten, daß das nachgewiesene Calcium nicht dem Glasobjektträger 
ents tammen kann. Zudem l~ßt sich im Gegensatz zu der Untersuchung an dem 
Glasobjektträger i~ dem Herzmuskelpr/~parat eine hohe Z~hlrate für Phosphor 
ermitteln, die geringe Zählrate für Silicium dagegen ist durch den Glasobjekt- 
tri~ger erklärbar.  

2. Lokalisation von Caleium und Phosphor in  der Herzmuskulatur  

Abb. 3 a und b stellen identische t terzmuskelbereiche im rasterelektronenmikro- 
skopischert Bild dar. Auf Grund der unterschiedlichen Sekundärelcktronenaus- 
beute lassert sich optisch normale Herzmuskelbereiche von pathologisch ver- 
Bnderten Arealen abgrenzen. Während das normale tterzmuskelgewebe eine eher 
homogene Struktur  aufweist, zeigen die pathologisch veränderten Bereiche einen 
granulären bis scholligen Aufbau. Die röntgenmikroanalytische Lokalisierung von 
Phosphor (K«-Linie des Phosphors, Abb. 3a) durch , l ine-scan" an der Stelle 
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Abb. 1. Integrales P~öntgenspektrum des Glasobjekttrggers. Abszisse: Röntgenstrahlen- 
energie in KeV, 0rdinate: Impulshöhe (maximal 1000), Nullkanal- Zähldauer in Sekunden 

Abb. 2. Integrales Rön•genspektrum der Herzmuskulatur mit Mineralsalzablagerungen. 
Abszisse: RÖntgenstrahlenenergie in KeV, Ordinate: Impulshöhe (maximal 1000), Null- 

kanal = Zähldauer in Sekunden 

der durchgehenden Linie zeigt in der normalen Herzmuskulatur kein über das 
Rauschen hinausgehendes Signal, im Bereich der pathologisch veränderten Be- 
zirke dagegen kommt ein deutlicher Anstieg der Zählrate zur Darstellung. Abb. 3 b 
zeigt an der entsprechenden Stelle den Zählratenverlauf für das Caleium (K«- 
Linie des Caleiums). Es ergibt sieh ein der Phosphorlinie entsprechender Kurven- 
verlauf mit etwas geringerer Zählrate, was auf ein Ca-Phosphat schließen läßt. 
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Diskussion 

Bei der Röntgenspektralanalyse werden durch den Primär-Elektrouenstrahl  
die Elemente in der Probe zur Emission charakteristischer Röntgenstrahlen an- 
geregt. Diese Röntgenstrahlen erzeugen im Halbleiterkristall eines energiedisper- 
siven Analysators Spannungsimpulse, die der Energie der Röntgenquanten pro- 
portional sind. Die Spannungsimpulse werden über einen Vielkanalanalysator zur 
Anzeige gebracht. 

Der Vorteil eines solchen energiedispersiven Systems im Vergleich zu den 
halb- oder vollfokussierenden Kirsta]lspektrometern liegt vor allem in der schnellen 
Übersicht bei qualitativen Analysen und in der Unempfindlichkeit gegenüber 
Geometrieeffekten, wie Kegel u. Mitarb. (1971) zeigten. Darüber hinaus kommt  
die energiedispersive Analyse mit  wesentlich kleineren Strahlströmen aus, was 
besonders für empfindliche Proben vorteilhaft ist. Mit modernen Detektoren 
wird die l~öntgenstrahlung bis herab zu etwa 1 KeV, was der K~-Linie des 
Natr iums entspricht, sicher analysiert. Somit kann man auch mit  kleinen ]3e- 
schleunigungsspannungen zwischen 5 und 10 kV arbeiten, wie sie bei der Weich- 
strahlmethode (Itöh]ing u. Mitarb., 1971) angewandt werden. Für Untersuchungen 
an biologischem Material bedeutet dies, daß für eine schnelle qualitative Analyse 
auch elektronenoptisch nicht t ransparente Paraffinschnitte (Höhling u. Mitarb., 
1971) geeignet sind. Bei der für unsere Untersuchungen angewandten Beschleuni- 
gungsspannung ents tammte  die Röntgenstrahlung nach Andersen (1967) einer 
Tiefe von weniger als 7 fzm. 

In  der Herzmuskulatur  des myopathischen I tamsters tammes  ]310 8262 konnte 
mit  dieser Methode an Paraffinschnitten eindeutig nachgewiesen werden, daß die 
pathologischen Ablagerungen Calcium und Phosphor enthalten. Neben dieser 
Übersichtsanalyse aller erfaßbaren Elemente ist es zudem möglich, ein Energie- 
fenster für ein bestimmtes Element zu öffnen. Es kann dann die Verteilung 
dieses Elementes in einem Gewebe ermittelt  werden und z. ]3. die Zählrate über 
einer Linie in das rasterelektroncnmikroskopisehe Bild eingeblendet werden. 
Dadurch können die Elemente, deren Gegenwart mit  dem integralen Röntgen- 
spektrum ermittelt  wurde, auch im Gewebe selbst lokalisiert werden. Bedingt 
durch die große Eindringtiefe des Elektronenstrahls und die Röntgenanregung 
durch rückgestreute Elektronen ist das laterale Auflösungsvermögen bei der 
Elementvertei lung mit  etwa 2 ~zm wesentlich schlechter als das des Sekundär- 
elektronenbildes. Deshalb erreicht die Zählrate nicht in allen Bereichert der 
Ablagerungen das Grundniveau wieder, wie es topographisch aus dem Proben- 
bereich zu erwarten wäre. Auffallend an den für beide Elemente dargestellten 
Verteilungslinien ist, daß im Bereich der maximalen Zählrate starke Schwan- 
kungen auftreten, die wahrscheinlich durch Dichte- oder Diekesehwankungen im 
pathologisch veränderten Gewebe bedingt sind. 

Abb. 3a u. b. t~asterelektronenmikroskopische Aufnahme der Herzmuskulatur: a mit Dar- 
stellung der lokalen Veränderung der Z~hlrate für Phosphor (P, K«), b mit Darstellung 
der lokalen Vergnderung der Z~hlratc für Calcium (Ca, K«). Im Bereiche der heller erschei- 
nenden Mineralsalzablagerungen findet sich ein Anstieg der Zghlraten für beide Elemente. 

Vergr. 1850 ×, Kippwinkel : 40 °, Bedampfung : Kohle und Aluminium 
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Die vor l iegenden  Un te r suchungen  zeigen, daß  es mi t  der  Rön tgenmik roana lyse  
mögl ich  ist ,  in  b iologischem Mater ia l  Ab lage rungen  von F r e m d s u b s t a n z e n  mi t  
E lemen ten ,  die eine 0 r d n u n g s z a h l  größer  als 11 aufweisen und  die in  einer  
Größenordnung  von e twa 1 ~zm ~ vo rhanden  sind, nachzuweisen.  Dieses schnell  
a rbe i t ende  Ana lyseve r fah ren  dür f te  möglicherweise für  die  Dif ferent ia ld iagnose  
von Gicht  und  Pseudog ich t  von In te resse  sein, da rübe r  h inaus  scheint  es auch 
möglich,  mi t  dieser  Methode  die Diagnose  einer Silikose zu sichern. 
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