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Osszefoglalas. A spektrometria (ICP-OES) utjan meghatéarozott kalcium-foszfor aranybol megallapithato, hogy a
kalcium a Kdssa-pozitiv, basophil, meszes szdvetekben (csontszovetben, agyhomokban, elmeszesedett aortafal-
ban) nagyrészt anorganikus foszfatok alakjaban van jelen. A csontszdvet hidroxi-apatitot és kalcium-karbonatot
tartalmaz, mig az agyhomok trikalcium-foszfatbol all. A kobaltszulfid-reakcio pozitivitasa feltehetden oktakalcium-

calcium phosphate.

ADDENDA TO THE HISTOCHEMISTRY OF CALCIUM DEPOSITS

The calcium-phosphorus ratio determined by spectrometry (ICP-OES) suggests that in Kossa-positive, basophilic,
calcified tissues (e.g. bone, pineal sand, and calcified aortic wall), calcium is present in the form of inorganic
phosphates, primarily. Bone contains hydroxyapatite and calcium carbonate, whereas pineal sand consists of tri-
calcium phosphate. The positivity of the cobalt sulfide reaction is tentatively attributed to the presence of octa-

logus ¢és orvostorténész (1865-1944) altal beveze-

tett, egyszerlien kivitelezhetd Kossa-reakciot [7]
tobb mint szaz éve vilagszerte hasznaljak a kalciumve-
gyliletek szovettani metszetekben valo feltiintetésére.
Eziist-nitrattal valo kezelésre ugyanis a kalciumsok atala-
kulnak a megfelel eziistsokka, az utobbiak pedig napfé-
nyen fekete fémezistté redukalddnak. El6z6 kozlemé-
nylinkben [14] beszamoltunk arrél, hogy a fehérje-glice-
rinben szuszpendalt és tiidészovetbe fecskendezett, old-
hatatlan kalciumsok koziil csak a kristalyos kalcium-hid-
rogénfoszfat adja metszetben a klasszikus Kossa-reak-
ciot. Napfény helyett alkalmazott vegyszeres redukalas-
sal [8] azonban mar a legtobb kalciumso reagal, oxalsav-
elokezelést kovetd vegyszeres redukalassal [5, 10] pedig
mindegyik vegyiilet megfeketedik. Tehat a reakcio elsd
része — a cserebomlas — altalaban végbemegy, de a poziti-
vitas a keletkezett eziistso redukalhatosagatol fiigg.

A csontalapallomany, valamint szovetekben eléfordu-
16, basophil, amorph mészlerakdédasok Kossa-pozitivak,
igy felmeriilhet a kérdés, hogy mi okozza a kiilonbséget
a vegytiszta kalciumsokkal szemben. Mar Koéssa [7] em-

ﬂ Magyary-Kossa [1909-ig Kossa] Gyula farmako-

litette, hogy az eziist-foszfat redukcioja fény hatasara
csak szerves anyagok jelenlétében kovetkezik be. Nativ,
nem mésztelenitett csontszovet, amely az irodalmi ada-
tok szerint trikalcium-foszfatot (hidroxi-apatitot) és kal-
ciumkarbonatot tartalmaz, mind kémcsokisérletben mind
metszetben erds Kossa-reakciot ad, mig a szerves allo-
manyatol kiégetés utjan megfosztott csont — a savval de-
mineralizalt csonthoz hasonléan — elveszti reakcidokész-
ségét. A csontokbol illetve a kollagénbdl eléallitott és a
fényképészetben hasznalt zselatinrol ismeretes, hogy az
nem csak vivéanyaga a fotbemulzidknak, hanem azok ér-
z€kenyitésében is fontos szerepe van [17]. A trikalcium-
foszfat és a kalcium-karbonat azonban in vitro, fehérjés
vagy zselatinos kozegben sem reagal. Ez arra utal, hogy
a Kossa-pozitiv szovetelemekben a zselatinnal hataso-
sabb szerves katalizal6 anyagok vannak. Berger és mtsai
[1], valamint Bills és mtsai [2] kalcium-foszfat esetében
hidroxi-karbonsavak, példaul citromsav jelenlétében ta-
pasztaltak pozitiv Kossa-reakciot.

Annak is fennall a lehet6sége, hogy a csont és az
egyéb mésztartalmi szovetelemek olyan, az altalunk
vizsgaltaktol eltérd kalciumvegyiileteket is tartalmaznak,
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2. kép. Agyhomokszemcsék nem mésztelenitett
tobozmirigyben. Hematoxilin-eozin- festés.

1. kép. Nem mésztelenitett csontszévet metszete.
Kobaltszulfid-reakcio.

3. kép. Metszet mésztelenitett tobozmirigybdl.
Hematoxilin-eozin-festés.

4. kép. Mésztelenitett tobozmirigy metszete.
Kobaltszulfid-reakcio.

1. tablazat

A Kossa- és a kobaltszulfid-reakcié eredménye egyes anyagokban ill. vegyiiletekben

Basophilia Késsa r. Késsa r. Késsa r. Oxalsav Kobalt-
in vitro metszetben vegyszeres Kossa r. szulfid r.
redukalassal vegyszeres
redukalassal

Csont + ++ ++ ++ +t +
Mésztelenitett csont o — — = — _
Agyhomok ++ 0 ++ ++ ++ .
Mésztelenitett agyhomok 1 = - _ _ +
Trikalcium-foszfat ++ - ++ ++ +t —
Oktakalcium-foszfat ++ - ++ ++ e I
Kalcium-hidrogén-foszfat - - ++ ++ ++ -
Kalcium-pirofoszfat - - - + + _
Kalciumkarbonat - - - ++ 4t _
Zsirsavas kalcium - = = — 4t _
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2. tablazat

A kalcium és a foszfor atomtomeg-aranya
egyes anyagokban

Ca:P atomtomeg-arany

3. tablazat

A Kkalcium és a foszfor atomtéomeg-aranya
egyes kalciumsékban

Név, képlet, molekulatomeg

Ca:P atomtomeg-arany

Meszes aorta 1,59:1 Monokalcium-ortofoszfat 0,50:1
CaH,(PO,),=234,05
Csontok 1,74-2,35:1
Kalcium-dinatrium- 0,50:1
Ecetsavval kezelt csont 0,98:1 dihidrogén-ortofoszfat
CaNa,H,(PO,),=278.,0
Kiizzitott csontok 1,34-1,49:1
Kalcium-dinatrium- 0,50:1
Ecetsavval kezelt, 1,49-1,96:1 pirofoszfat
majd kiizzitott csontok CaNa,P,0,=260,0
Tobozmirigyek (4tlag) 1,48:1 Kalcium-metafoszfat 0,50:1
Ca(PO,),=198,0
pH 36,5 kozott 1,00:1
lecsapott Ca-foszfat Kalcium-hidrogén- 1,00:1
: ortofoszfat
pH 9 oldatbol 1.34-1,23:1 (dikalcium-foszfat)
lecsapott Ca-foszfat CaHPO,=136,1
pH 11 oldatbol ) 1,30:1 Kalcium-pirofoszfat 1,00:1
lecsapott Ca-foszfat (kalcium-difoszfat)
Ca,P,0,=254,1
Na,P,0,-oldatbol 0,50:1 o
plrofoszfélt-felesleggel Oktakalcium-ortofoszfat 1,33:1
lecsapott Ca-foszfat CaH (PO ) =802 4
kI\Ia‘,‘PZO;OIIthbél | 1,00:1 Trikalcium-ortofoszfat 1,50:1
alcium-ielesiegge Ca.(PO,),=328.4
lecsapott Ca-foszfat %(PO);~328,

amelyek nativ allapotban reagalnak, de izzitaskor elbom-
lanak. fgy feltételeztiik, hogy a fém az alizarinvoros-fes-
téssel [11, 12, 13] illetve oxalsavas mészreakcioval iga-
zolt, Kdssa-pozitiv kalcium-lerakodasokban a szerves
szoveti vaz negativ toltésli csoportjaihoz kapcsolodik.
Ezzel a hipotézissel szemben anorganikus kalciumsok je-
lenlétét és egyuttal a katalizatorok szerepét bizonyitana,
ha a kalcium mellett valamely savmaradék jellemz6 ele-
me — példaul a foszfor — is nagyobb mennyiségben kimu-
tathatd lenne. Ekkor a két elem atomtdomeg-aranyabol
meghatarozott vegyiiletek jelenlétére is kovetkeztethet-
nénk. Minthogy a hisztokémia eszkoztdra az anionok
analizise vonatkozasaban szegényes, a kalcium ¢és a fosz-
for mennyiségi meghatarozasara az induktiv csatolasu
plazma-optikai emissziés spektrometria (ICP-OES) lat-
szott alkalmasnak.

ANYAGOK ES ELJARASOK

M¢sztelenitetlen és mésztelenitett tobozmirigyek ¢és
csontok metszeteiben vizsgaltuk a hematoxilin-festés, a
Kossa- és a kobaltszulfid-reakcio [19] eredményét. Jelen-
tdsebb mennyiségli agyhomokot (acervulus cerebri) tar-

Hidroxi-apatit 1,67:1
Ca,OH(PO,),=502,3

Tetrakalcium-ortofoszfat 2,00:1
Ca,0(PO,),=366,3

talmazo tobozmirigyeket, atherosclerotikus aortarészle-
teket, nativ és kiizzitott csontrészleteket salétromsavval
extrahalva, spektrometriaval meghataroztuk az oldat kal-
cium- és foszfortartalmat. Ugyanezt a meghatarozast el-
végeztik ecetsavval kezelt és kiizzitott csontokon is.
Natrium-foszfatbol és kalcium-kloridbol kiilonb6z6 pH-k
mellett csapadékokat képeztiink, amelyeknek megvizs-
Kossa- és kobaltszulfid-reakcidjat, kalcium-foszfor ara-
nyat. (A csontok szervetlen allomanyanak vizsgalataban
a kollagénrostos alapallomany anizotropidja miatt a pola-
rizacids mikroszkopia nem nyujt segitséget.)

EREDMENYEK

Kiilonb6z6 anyagokban illetve egyes kalciumvegyiile-
tekben a hisztokémiai reakciok eredményét az I. tablazat,
a spektrometriaval nyert eredményeket a II. tablazat mu-
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tatja. A III. tdblazatban az egyes kalciumfoszfatok Ca:P-
aranyat foglaltuk ossze.

A nem mésztelenitett csontszovet metszetében erds
Kossa-reakcio, enyhe basophilia és gyenge kobaltszul-
fid-reakcié mutatkozott (/. kép). A basophiliat — a Kdssa-
¢és a kobaltszulfid-reaktivitdssal egyiitt — a mésztelenités
megsziintette. A Kdssa-pozitiv, kobaltszulfid-negativ,
izotrop agyhomokban viszont a csonténal kifejezettebb
eredeti basophilia (2. kép) csekély mértékben a mész-
telenités utan is megmaradt (3. kép), és az ekkor Kdssa-
negativakkd lett szemcsék enyhén kobaltszulfid-po-
zitivokka valtak (4. kép). A lagos kozegben eldallitott,
amorf kalcium-foszfat in vitro is erds kobaltszulfid-re-
akciot [16] adott, mig a tobbi kalciumvegyiilet szovet-
metszetben sem reagalt [9]. Ha mésztelenitett csont- vagy
tobozmirigy-metszetet kalciumso-oldatban pacoltunk,
kimosas utan nem kaptunk tjra pozitiv Kossa-reakciot.

Oldhato foszfatokat és kalciumsokat tartalmazo olda-
tokbdl pH 3-tol pH 6,5-ig romboid-alaku, lecsorbult he-
gyl, lemezes, anizotrop, Kossa-pozitiv €s kobaltszulfid-
negativ kristalyok alakjdban kalcium-hidrogénfoszfat
iilepedett le. Ezt a spektrometria is igazolta, mert a csa-
padék savas oldatdban 1:1 Ca:P atomtomegaranyt muta-
tott ki. PH 9 felett halvany barnas lemezekké 6sszedllt,
porszert, izotrop, in vitro Kossa-negativ és kobaltszul-
fid-pozitiv kalcium-foszfatot kaptunk, amely az 1,3:1
Ca:P arany alapjan oktakalcium-foszfatnak volt tarthat6.
Az rtg-diffrakcios kép amorph allapotot jelzett. Koztes
pH esetében a csapadék durvabb rogos, gyengén Kossa-
pozitiv, kobaltszulfid-negativ és részben anizotrop lett. A
Ca:P ardny 1,23:1 és 1,34:1 kozott valtakozott.

A tobozmirigyek nedves tomegére vonatkoztatva a
kalciumtartalom 4tlag 2%-nak, a foszfortartalom pedig
1%-nak adddott. Atherosclerosisos aortakbdl a kalcium-
soknak salétromsavval torténd kioldasakor karbonatokra
utalé csekély gazfejlddést (széndioxid) tapasztaltunk, az
oldat pedig salétromsavas ammonium-molibdattal a fosz-
fatokra jellemz6, bdséges, sarga csapadékot adott.

MEGBESZELES

Csontszovetben az alapallomany szervetlen részét az iro-
dalmi adatok szerint foként kristalyos hidroxi-apatit, ke-
vés kalcium-karbonat és amorf trikalcium-foszfat alkot-
ja, egyesek viszont hidroxi-apatit és karbonat-apatit kris-
talyos elegyének, asvanytanilag dahllitnak
[(NaCa)s(PO4,CO3)3(OH)] tartjak. Fiatal csontokban kal-
cium-hidrogén-ortofoszfatot (brushitot) és oktakalcium-
foszfatot is talaltak [6]. Feltételezik, hogy a hidroxi-apa-
tit oldhaté monokalcium-foszfatbol, dikalcium-foszfaton
és oktakalcium-foszfaton at torténd atalakulassal képzo-
dik [18].

A csontszovetben ¢észlelt, 1,67:1-nél nagyobb Ca:P
atomtomeg-aranyt azzal magyarazhatjuk, hogy a csont a
foszfatokon kiviil kalcium-karbonatot is tartalmaz. Az
aortafalban talalt 1,50:1 és 1,67:1 kozotti atomtomeg-

arany viszont arra enged kovetkeztetni, hogy a kalcium
itt részben trikalcium-foszfat, részben kalcium-karbonat
formdjaban van jelen. Amennyiben a kalcium kozvetle-
niil koétddne a szovetekhez, vagy a meszes szovet tilnyo-
moéan kalcium-karbonatbol allna, a kalcium-foszfor
aranynak meg kellene haladnia a szervetlen foszfatok je-
lenlétével még magyarazhato értéket. Minthogy azonban
az agyhomokban ¢és az aortafalban kapott Ca:P ardnyok
ezt a szintet nem érik el, a szovetekhez kotott kalcium-io-
nok mennyiségét — elézd feltételezésiinkkel szemben —
elhanyagolhatonak tarthatjuk.

A kalcium a foszforsavval szamos sot képezhet, ame-
lyek koziil csak a monokalcium-ortofoszfat oldhato. Mi-
nél nagyobb a Ca:P arany, altaldban anndl kisebb a sé
oldhatosaga. A kémiai irodalom szerint alkalifém-foszfa-
tokbdl és oldhat6 kalciumsdkbol semleges kozegben az
elméletileg varhat6 trikalcium-foszfat helyett mindenkor
hidroxi-apatit képzddik [16]. (Egyes vegyszergyartok a
trikalcium-foszfatot hidroxi-apatit néven hozzak forga-
lomba.)

A tobozmirigyekben a spektrometria a trikalcium-
foszfatnak megfeleld Ca:P aranyt mutatott, azonban met-
szetben az agyhomok kobaltszulfid-negativnak bizo-
nyult. Ugyancsak negativ eredményt adott a vegyszer-
ként beszerzett trikalcium-foszfat is. Ezt azzal magyaraz-
hatjuk, hogy az altalunk lugos kozegben eldallitott ko-
baltszulfid-pozitiv, izotrop kalciumso, amelyet trikal-
cium-foszfatnak tartottunk, a spektrometria szerint valo-
jéban oktakalcium-foszfat [4]. Ezt a vegyiiletet a toboz-
mirigy nem tartalmazza, azonban egyes mészlerakoda-
sokban (pl. Schaumann-testek, vese kotdszovete, agyi
erek, Gandy-Gamna-gocok) kimutathat6 [9].

Kisérleteinkbdl ¢és az irodalombol tigy tiinik, hogy a
kalcium-foszfatok Osszetétele, megjelenési formaja ¢és
optikai jellege nagymértékben fligg az eldallitas koriil-
ményeitdl (a homérséklet, pH, a komponensek koncent-
racioja, elegyitési aranya, az elegyités sorrendje, a csapa-
dék allasi ideje a folyadékban) [15].

Cameron [3] szerint a meszes teriileteknek hematoxi-
lin-festéssel kimutatott basophilidgja a szerves alapallo-
manytol ered. Nem mésztelenitett csontszovetnél azonban
a basophiliat — a Kossa-és a kobaltszulfid-reaktivitassal
egyiitt — szervetlen kalciumsoknak kell betudnunk, mert a
mésztelenités mindezeket megsziinteti. Mésztelenitett
agyhomokban a megmaradt enyhe basophilia és a meg-
jelend gyenge kobaltszulfid-reaktivitas arra utal, hogy az
elmeszesedés talajat képezd szerves alapvazban vannak
még illetve szabadda valtak negativ gyokok, amelyekhez
bizonyos fémionok (pl. a kobalt és a hematoxilinban 1év6
aluminium) kapcsolodhatnak. Kossa-reakcioval e tertile-
teken az eziist fokozott kotédése nem mutathaté ki, vegy-
szeres redukalast is alkalmazva pedig a metszet a megszo-
kott moédon diffuzan sargara szinezddik.

Megvizsgaltuk, hogyan valtozik csontban a Ca:P
atomtomeg-arany ecetsavval torténé kezelés illetve kiiz-
zitas utan. Csontminta egyik részletében a spektrometria-
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val mért Ca:P arany (~2,4:1) ugyanazon csont egy masik,
ecetsavval kezelt részletében Iényegesen kisebb lett
(~1:1), feltehetden azért, mert a kalcium-karbonat a fosz-
fatok melldl kioldodott. (Az arany kalcium-hidrogén-
foszfatnak vagy kalcium-pirofoszfatnak felelt meg.)
Csokkent az arany a csont kiizzitasa utan is (~1,3:1), ho-
lott mind a kalcium-karbonatbdl keletkezett kalcium-
oxid, mind a trikalcium-foszfat héstabilnak ismert ve-
gylilet, tehat a nativ csontéval azonos érték volt varhato.
(Ilyen a Ca és P arany az oktakalcium-foszfatban.) Ecet-
savval kezelt, majd kiizzitott csontban viszont joval ma-
gasabb Ca : P aranyt (~2:1) kaptunk, mint puszta izzitas
utan, ugy, mintha a foszfortartalom csokkent volna. (Az
arany megfelelt a tetrakalcium-foszfatnak.) Az észlelés
ellendrzéséhez és magyarazatihoz tovabbi vizsgalatok
sziikségesek.
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