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Kalcium- és vasvegyiiletek
eqyiittes lerakoddsa az agyban

Krutsay Miklos dr.

Magyar Imre Korhdz, Patologiai Osztdly. Ajka

Osszefoglalas: A szerzd a globus pallidusban lerakodott, erdsen basophil anyagban a molibdenat-reakcioval
ortofoszfatokat (ferri-foszfatot és kalcium-foszfatokat) mutatott ki.

COMMON DEPOSITION OF CALCIUM- AND IRON COMPOUNDS IN THE BRAIN

Orthophosphates (ferric phosphate and calcium phosphates) were detectable with the molybdate reaction. in the
strongly basophilic material deposited in the globus pallidus.

kisért, tobbnyire kétoldali, szimmetrikus mészlera-

kodas (basal ganglia calcification, BGC, cerebro-
vascularis ferrocalcinosis, calcinosiderosis) tiineteket
altalaban nem okozo, viszonylag gyakori, idéskori elval-
tozas. Forstl és mtsai (3) a koponya CT-vizsgalatra keriilt
betegek 1,2%-aban talaltak. Neuropsychiatriai tiinetekkel
jar6 formaja lehet idiopathikus (Fahr-betegség) vagy
anyagcserezavarokhoz, fert6zé betegségekhez, toxikus
artalmakhoz, traumahoz tarsulo (12). Familiaris idio-
pathikus alakja (FIBGC) autosomalis dominans &rokl6-
désti. A tiinetek (extrapyramidalis mozgasszavarok, fele-
dékenység, személyiségvaltozas, dementia) nem mutat-
nak Osszefiiggést a meszesedés intenzitasaval (3). A
lerakodasok leggyakrabban a globus pallidusban, ritkab-
ban anucleus dentatusban, a striatumban és a thalamusban
fordulnak eld. Az érintett agyrészletekben makroszkopos
elvaltozas tobbnyire nem lathato.

Az agy sziirke magvaiban észlelhetd, vaslerakodassal

Az agyi vasfelhalmozodassal jard neurodegeneraciok
(NDIA) csoportjaba tartozo Hallervorden-Spatz-korban
(pantothenate kinase-associated neurodegeneration,
PKAN) is talalhatok hasonl6, vascularis lerakodasok a
globus pallidusokban és a substantia nigraban a makrosz-
koéposan rozsdabarna elszinez6dést okozo, intracellularis
hemosiderin- és lipopigment-accumulatié mellett (7).

Képalkoto modszerekkel mar in vivo is kimutathatok a
lerakodasok (1. kép). Szovettanilag — hematoxilin-eozin-
festéssel — kékesfekete-lilasfekete sziniikrél konnyen
felismerheték (9). E helyeken az aluminium-hemato-

1. kép. Bazdlis ganglion meszesedés. CT-kép.

xilinbdl a vas(IIl)-ionok hatdsdra vashematoxilin képz6-
dik, amely ezen depositumokat sotétebb szintire festi,
mint az aluminium-hematoxilin az egyszerti mészlerako-
dasokat. Az erésen festddd anyag, amelyet a régebbi
német irodalomban Pseudokalk-nak neveztek, a kis agyi
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2. kép. Mész- és vaslerakddasok a globus pallidusban.
Hematoxilin-eozin-festés.

crer

kapillarisok mentén pedig rogoket képez. Benne a kal-
cium és a vas jelenléte hisztokémiailag kdnnyen iga-
zolhato, azonban a veliik kapcsolatos anionok kérdése-
sek. A kalciumtartalmii komponenst az izotropia és az
erds Kossa-reakcio alapjan trikalciumfoszfatnak tarthat-
juk, mert szovetmetszetekben ily modon csupan ez az
egy kalciumvegyiilet reagal (11). A vastartalmi Ossze-
tevordl is feltételezhetd, hogy foszfat-aniont tartalmaz (6,
7), de ennek kimutatasara nem rendelkeziink megfeleld
lokalizaciot add hisztokémiai eljarassal (1, 5). Ilyennek
birtokaban is felmeriilhetne a kérdés, hogy ugyanazon
helyen a pozitiv reakciot a kalcium-foszfat, a vas-foszfat
vagy mindketté adta-e. Ennek eldontése lehetségesnek
tlnik, ha nagyobb mennyiségii lerakodast tartalmazo
anyag savas kivonatat az analitikai kémia modszereivel
vizsgaljuk, és az anionok mennyiségét Osszevetjik a
kationokéval. Figyelembe kell azonban venniink, hogy a
kalcium, a foszfor és a vas a lagyrészekben nagyrészt
szerves kotésben van jelen, a vas koncentracidja pedig a
masik két elemének csupan mintegy szazadrészét
képezi.

Egy stlyos fokt verdér elkeményedésben szenvedd,
tiidérakban meghalt, 57 éves férfibetegiink egyik oldali

4. kép. Alizarinvorés-festés.

3. kép. A lerakddasok festetlen készitményben.

globus pallidusaban natriumacetat-formalinban valo fixa-
las utan, paraffinmetszetekben, érfali mész- és vaslerako-
dasok mellett tomegesen észleltiink nativan szintelen,
hematoxilin-eozin-festéssel erdsen basophil, izotrop,
7-27 pm atmérdjl, gdombdlyded képleteket (2. és 3. kép),
amelyeket sorozat-metszetekben kiilonb6z6 modszerek-
kel, hisztokémiailag vizsgaltunk. A depositumok koriil,
régebbi lagyulasok jeleként, az agyszovet gocos felritku-
lasa volt észlelhetd. A masik oldali pallidumban csak a
nagyobb erek faldban talaltunk kevés anorganikus lera-
kodast.

A képletek savakban valo oldodasa kozben a gazfejlo-
dés hianya, valamint az izotropia karbonatok és oxalatok
jelenléte ellen szolt. A Kossa-reakcio, valamint a
redukaldszert is alkalmazo, szélesebb spektrumu ,,mészre-
akcid” pozitiv eredményt adott. Az utdbbival az alapszo-
vet sargara festodott. Ecetsav-kezelés utan a Kossa-reakcid
negativ lett, a redukaloszert is alkalmazod mészreakcid
barna sziniire gyengiilt (a vasvegyiilet reagalt). Az aliza-
rinvoros-festés a gocokat narancsvorosre festette (4. kép),
ecetsav-kezelés utan pedig ugyanott a vasra jellemzo,
sziirkéslila szint mutatott (5. kép) (8). A ferri-vas jelenlétét
bizonyito berlinikék-reakcio ecetsav-kezelés utan is pozi-
tiv maradt (6. kép), sosavban vald rovid kezelés utan

H\‘l_

5. kép. Alizarinvords-festés ecetsav-kezelés utan.
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8. Kossa-reakcio oxalsav-kezelés utan.

viszont negativva valt. A kobaltszulfid-reakcid az erekben
és a rogok egy részében pozitiv volt, a rogdk nagyobb
hanyada festetlen maradt (7. kép). Ecetsav-kezelés utan a
reagalas teljesen megsziint. Oxalsav-kezelésre a lerakoda-
sok anizotropok lettek, jeléiil annak, hogy felsziniikon
kalciumoxalat-réteg képzodott. A kezelés utan a mészre-
akcio pozitiv maradt, a berlinikék-reakcio viszont negativ
lett. A kalcium-foszfatot kimutatoé Kossa-reakciot az oxal-
sav-kezelés gyengitette. A rogok egyenetleniil, szemcsé-
sen feketedtek meg (8. kép), felsziniik szinteleniil maradt
része anizotropiat mutatott.

Minthogy a lerakodasok elkiilonitésében a savakban
vald oldhatdsagot 1ényegesnek talaltunk, viszont az ere-
detileg rendelkezésiinkre allo ferrifoszfat-preparatum
tisztasaga kétségessé valt, hazilag készitettiink wjabb
preparatumokat kalium-dihidrogénfoszfatbol, dinatrium-
hidrogénfoszfatbol ill. trinatrium-foszfatbol az oldhato-
sag vizsgalatara. A savanyu foszfatokat nem kiséreltiik
meg elézbleg semleges foszfatta alakitani, nehogy az
esetleges lugfelesleg hatasara a ferrifoszfat ferri-
hidroxiddal alakuljon. A felszabadul6 foszforsav aciditasa
natrium-acetattal tompithato.

Fex(SO4); + 3Na,HPO4 + 3CH3COONa =
= 2FePO;4 + 3Na,SO4 + 3CH;COOH + NazPO4

7. kép. Kobaltszulfid-reakcio.

A kicsapassal késziilt vas(Ill)-foszfat (FePOs) sargas-
fehér, izotrop por. Erds asvanyi savakban és oxalsavban
konnyen oldodik, ecetsav nem oldja. Erds lugok hatasara
beldle vorosesbarna ferri-hidroxid képzddik, mert a lig a
gyenge bazist felszabaditja. Takacs és mtsai (16) szerint
a ferrifoszfat pH 3,5 felett fokozatosan atmeneti termé-
kekké (ferri-hidroxi-foszfat), majd (pH 4,5-nél lugosabb
kozegben ferri-hidroxidda valtozik. A ferri-hidroxid ecet-
savban is oldhato.

FePO4 + 3NaOH = Fe(OH); + NazPOs4

Ferri-foszfatbol allo anizotrop asvany a strengit
(FePO4-2H>0), amelynek optikailag kéttengelytli krista-
lyai a rombos rendszerbe tartoznak.

Az ortofoszfatnak tartott kalcium-komponenssel kap-
csolatban megemlitjiik, hogy a trinatrium-foszfatbol alta-
lunk eldallitott izotrop trikalcium-foszfat in vitro kobalt-
szulfid-pozitivnak bizonyult, de nem adott Kossa-
reakciot. Ismeretes, hogy az eziist-nitrattal ioncserével
reagald kalciumvegyiiletek in vitro Kossa-negativok,
mert a képzdédott eziistsok nem fényérzékenyek.
Metszetekben koziilikk csak az ortofoszfatok reagalnak,
feltehetden azért, mert lerakddasaik valamely fényérzé-
kenyit6 anyagot is tartalmaznak (11). A Kdssa-reakcional
tanusitott viselkedéssel ellentétben a legtobb kalciumsd
in vitro kobaltszulfid-pozitiv, de metszetekben csupan az
ortofoszfatok egy része mutat pozitivitast. Ezek altalaban
vasvegyliletekhez tarsulnak. (A csontban és az agyho-
mokban fizioldgiasan eléfordulo kalcium-foszfatok nem
vagy csupan igen gyengén reagalnak.) Ebben a viselke-
désben szerepe lehet, hogy a képzodott, vékony kobalt-
vegyiilet-réteg levalik az eredeti anyag feliiletérdl (10).

A Gomori-féle alkalikus foszfataz-reakcional (4, 5, 13)
a natrium-glicerofoszfatbol kobaltszulfid- ill. Kossa-
reakcidval kimutathat6 kalcium-foszfat keletkezik. Ennél
az atalakulasnal — a szervezetben keletkezett lerakoda-
soktol eltéréen — kémiailag tiszta anyag csapodik ki,
tehat a beldle képzodott eziist-foszfat fényérzékenységét
(Kossa-pozitivitasat) nem magyarazhatjuk a hozza ele-
gyedett szerves vegyiiletekkel. Gomori megemliti, hogy
ezen kalcium-foszfat anizotrop (5), tehat kémiai 6sszeté-
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9. kép. A molibdenat-reagenssel képezett reakciotermék.

telében vagy legalabb is molekulaszerkezetében eltér az
altalunk eléallitott ill. a szovetekben lerakodott kalcium-
foszfattol.

A kalcium-komponens ecetsavban val6 oldhatosaga és
a vas-komponens oldhatatlansaga lehetové tette az utob-
binak elkiilonitését, és benne a feltételezett ortofoszfat-
anion kimutatasat. Erre a célra a molibdenat-reakciot
alkalmaztuk (1, 14, 15, 17).

Az ammoénium-molibdenat vizben o0ldddo, alkoholban
oldhatatlan, fehér kristalyos por. Osszetétele pH=6 felett
(NH4):Mo0O,4,  (ortomolibdenat), pH=6  alatt
(NH4)sM07024-4H>0 (hepta(para)molibdenat). Erés asva-
nyi savak — kiilondsen salétromsav — hatasara izo-
polisavakka polimerizalédik. Ezek ortofoszfat-ionok-
kal  heteropolisav  (foszformolibdenat)-ionokat
(P(MoVv3010)4*) képeznek, amelyek a jelen 1évé ammo-
nium-ionokkal (NH4)3(P(MoV010)4) Osszetételli ammo-
nium-foszformolibdenatta egyesiilnek. Ez utdbbi savak-
ban oldhatatlan, ligokban oldddd, citromsarga, kristalyos
vegyiilet, amelynek kialakulasat melegités és ammo-
niumsok jelenléte eldsegiti.
3(NH4)2Mo00O4+ 6HNO3 <> H;M03010 + 6NH4sNO3 +2 H,O

4H>Mo03010 + 3NH4NO;3 + Na,HPOy4
=(NHa4)3(P(M03010)4) + 2NaNO; + HNO; + 4H,O

A molibdenat-reakcié hatarkoncentracigja 1 mg/ml
(pD: 3,0), kimutatasi hatara: 5 pg PO4>.

Az analitikai reakciok kifejezé egyik mutatd a hatar-
koncentracio (D, HKymi) azt fejezi ki, hogy 1 ml-ben hany
g iont tartalmaz a leghigabb oldat, amelyben a kérdéses
ion az adott reakcioval még kimutathaté (HK = KH/106HT
= 1/HH). A hatarkoncentraci6 negativ logaritmusat pD-vel
jeloljiik. Reciproka a hatarhigitas (HHmys) megmutatja,
hogy 1 g iont tartalmazd oldatot legfeljebb hany ml-re
higithatunk fel, hogy benne az ion még kimutathato legyen
(HH = 10HT/KH = 1/HK). A hatarterfogat (HTm) a
hatarkoncentracionak megfeleld toménységii oldatnak az
a legkisebb térfogata, amellyel még pozitiv reakciot
kapunk (HT = KH-HH/10¢ = KH/10HK). A kimutatdsi
hatar (KH,g), az ionnak az adott reakcioval kimutathato,
mikrogrammokban (1pg=1y=10°g) kifejezett legkisebb

10. kép. A ferroammonium-szulfattal kezelt reakciotermék.

mennyisége (KH = 10eHT/HH = 10°HT-HK). A hatartér-
fogat ezt a mennyiséget tartalmazza.

A reagens készitésekor 5 g/dl ammoénium-hepta-
molibdenatot és 10 g/dl ammonium-nitratot tartalmazd
oldathoz 10:3 aranyban tomény (kb. 95 g/dl) salétromsa-
vat adunk. (Alacsony hémérsékleten a sav hatasara az
oldatbdl fehér, porszerii molibdéntrioxid valhat ki, amely
enyhe melegitésre feloldodik (2).) Szdveteken végzett
reakcional figyelembe kell venniink, hogy tomény salét-
romsav az aromas aminosavakat tartalmazo fehérjéket a
xanthoprotein-reakcidé Utjan mar onmagaban is sargara
szinezi.

Az ammonium-foszformolibdenatbol redukaloszerek
(pl. ascorbinsav, stanno-klorid, ferro-szulfat) hatasara
intenziv  zoldeskék szini heteropolimolibdénkék
((NH4)7P(Mo0V4sMoVY13049)) keletkezik. Ennek kolloidalis
oldata felhasznalhat6 a foszfor fotometrias meghataroza-
sara. A fenilhidrazin, savas kézegben magat az ammo-
nium-molibdenatot is redukalja, kék szint eléidézve (1).

A reagenst a metszetre csepegtetve azon — ecetsav-el6-
kezelés utan is — sarga csapadék képzodott (9. kép),
amely hig vas(Il)-szulfat (Mohr-s6)-oldat hatasara inten-
ziven megkékiilt (10. kép), igazolva ortofoszfat-ionok ill.
ferri-foszfat jelenlétét. A reagens savtartalma az eredeti
szoveti lerakddasokat pillanatszeriien feloldotta, ezért az
oldatbol ezt kovetden kivalt csapadék a szoveten diffuzan
oszlott el, és lokalizalasa nem volt lehetséges. Ez utobbi
miatt Bensley (1) és Gomori (5) nem tartotta a reakciot
sejt-szintii hisztokémiai célokra alkalmasnak. Ep nucleus
lentiformis metszetén a reakcidt elvégezve csupan hal-
vanykék elszinez6dés mutatkozott, csapadék nem kelet-
kezett.

A koros agyrészlet lemetszett paraffin-blokkjabol a
paraffint xilollal és acetonnal kivonva, majd a szdvet
maradékat normal sosavval extrahalva, a kivonat klini-
kai-kémiai vizsgalataval a kovetkezd értékeket kaptuk
Ca: 5,6 mmol, POs: 2,5 mmol, Fe: 22 umol/100g
nedvesanyag. Tobb ép (lerakddasoktdl mentes) nucleus
lentiformisra vonatkozéan ugyanezen meghatarozasok
eredményei: Ca: 0,1-0,6 mmol, PO4*: 1,6-2,1 mmol, Fe:
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20-46 pumol kozott valtakoztak, 100 g nedvesanyagban.
(Osszehasonlitasul a serum atlagértékei: Ca: 2,4 mmol/l,
PO4*-: 1 mmol/l, Fe: 17 umol/l)

Vizsgéalataink szerint az agyi vascularis asvanyianyag-
lerakddasokban ferri-ortofoszfat mellett legalabb két,
izotrop, Késsa-pozitiv kalciumortofoszfat-féleség van
jelen, ezeknek egyike kobaltszulfid-pozitiv, a masik ezt a
reakciét nem adja. A hisztokémiai reakcidk alapjan a
vasfoszfat mennyisége jelentdsnek tiint, de ez a berlinikék-
reakcid érzékenységének volt betudhatd (kimutatasi
hatar: 0,5 pg, pD: 7), mert a mennyiségi kémiai elemzés
— a kalcium- és a foszfattartalomtol eltéréen — nem
mutatta a vastartalom szamottevé megszaporodasat.
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Készonetnyilvanitas: A szerzo koszénetet mond Radonyi
Gyula fémérnoknek a klinikai-kémiai vizsgalatok elvég-
zéséert és Szallasy Anita korszovettani asszisztensnek a
kisérletekben valo kézremiikodésért.
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