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Osszefoglalas: A szerzok az altaluk iv vitro, hevi-
téssel eldallitott kalcium-pirofoszfat-kristalyokat
hosszukra vonakoztatva negativ kettdstorésticknek ta-
laltak. Egyes preparatumokban, vizes kozegben valo
allas kozben, atkristalyosodas folytan a kettéstorés
pozitivra valtozott. A transzmisszids elektro-
mikroszkopos vizsgalat bizonyitotta, hogy az opti-
kailag negativ tlis kristalyok hossztengelyiikkel
harantiranyban egymas mellé rendezddott, apro,
szintén tlszerl, elemi kristalyokbol allnak. Ezek
meéretiik miatt polarizacios optikailag nem vizsgalha-
tok, azonban hosszukra pozitiv optikai jellegiicknek
kell lenniiik, hogy egylittesen az észlelt negativ ket-

tostorést eldidézhessék. A kicsapassal késziilt krista-
lyok részint pozitiv, részint negativ kettdstorést mu-
tattak.

Formalin-fixalas és szovettani beagyazas soran a
kristalyok kioldddtak, alkohol-fixalas utan a metszet-
ben maradtak.

Minthogy az in vitro késziilt kalcium-pirofoszfat
kristalyok alakja, nagysaga ¢és kettdstorése a prepara-
las modjatol fliggben valtozd, az Osszehasonlitasra
szolgalo kontrollt gondosan kell megvalasztanunk.
Elektrondiffrakcios vizsgalattal a synovialis folyadék
polarizaciés mikroszkopos vizsgalatanak biztonsaga
jelentésen fokozhato.

IDENTIFICATION OF CALCIUM PYROPHOSPHATE CRYSTALS

Artificial calcium pyrophosphate crystals, produced by the authors by heating of calcium hydrogen phosphate,
were found have a negative double refraction relative to their longitudinal direction. The double refraction
changed to positive in some artificial crystal preparations during storage in water. Transmission electron micro-
scopic evaluation indicated that the optical negative crystals were composed of needle-like, paralell elementar
crytals oriented diagonally to the lenght of the needle-shaped main crystal structure observed by light microscope.
Due to their size, the tiny elementar crystals could not be studied individually by polarization microscope, but the
observed negative double refraction suggests a positive optical character relative to their lenght. The crystals pro-
duced with precipitation showed partly positive partly negative birefrigence.

The calcium pyrophosphate crystals dissolved during formalin fixation and histological embedding while they
remained intact in tissues fixed in alcohol.

Care shoud be taken when applying any in vitro produced crystal as a control since the shape, size and double
refraction of the crystals may be altered by the way of preparation. The reliability of the polarization microscop-
ic examination of synovial fluids can be singificantly improved by electron diffraction.

tegség idiopathikus, sporadikus formaja foként idéseb-

kalciumpirofoszfat-dihidrat (CazP,07:2H,0,
A CPPD) mészkdszvényben (alkoszvény, pyrophos-
phat arthropathia, chondrocalcinosis, calcium
pyrophosphate dihydrate deposition disease) az iziileti

porcban, tokban €s szalagokban rakddik le, és innen be-
jut a synovialis folyadékba is. Az ismeretlen eredetii be-

beknél fordul eld, autosomalis dominans 6rokl6dést, fa-
miliaris alakja azonban fiatalabb korban kezdddik. Az el-
valtozas haemochromatosishoz, Wilson-korhoz, dia-
beteshez, hyperparathyreoidismushoz, hypothyreosishoz
tarsulhat. A haemochromatosisos betegek 30-50%-a
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chondrocalcinosisban is szenved. A valodi kdszvénytdl
valo elkiilonitésében a klinikai tiineteken kiviil a rontgen-
kép, a serum higysav-szint és az iziileti nedv vizsgalata-
nak van fontos szerepe.

A monoklin illetve a triklin rendszerhez tartozé kalci-
umpirofoszfat kristalyai 1-20 pm nagysaguak, alakjuk
valtozatos: palca, zomdk romboid vagy téglalap. Az
ugyanilyen nagysagl, ugyanezen kristalyrendszerekbe
sorolt mononatrium-urat (MNU) ezzel szemben hegyes
végl, tliszerti kristalyokat képez, amelyek a tophusok
szovettani metszeteiben legyezdszeri nyaldbokban he-
lyezkednek el, vagy sokszoglett, barnas lemezekké to-
moriilnek. Chivukula és mtsai [6] szerint a kalcium-piro-
foszfat — a mononatrium-urattal ellentétben — vizben nem
oldodik, ezért formalinban fixalt anyagok paraffin-met-
szeteiben is kimutathat6. Simkin és mtsai [26] viszont a
éppen a formalinnak tulajdonitottdk a kristalyok kioldo-
dasat.

Az iziileti nedvben talalhaté kalcium-pirofoszfat kris-
talyokat foként polarizaciés optikai viselkedésiik alapjan
tartjak megkiilonboztethetoknek a valodi koszvény ese-
tén eléfordulé mononatrium-urat kristalyoktol. Mig az
elébbieket gyengén pozitiv kettdstorésticknek illetve
izotropoknak irjak le, addig az utobbiak erdsen negativ
kettéstoréstek [4, 5, 7, 14, 15, 17, 24].

Az orvosi laboratoriumokban hasznalatos, egyszer{ibb
polarizacios mikroszkopokkal a kett6torésnek csupan a
strukturak jellegzetes iranyaira vonatkozatott (relativ)
jellege hatdrozhatd meg. Anizodiametrikus, hosszukas
targyak esetében a kettdstorés jellegét a hossziranyra vo-
natkoztatjuk. Ilyen értelemben mondjuk az in vivo kelet-
kezett CPPD- kristalyokat pozitiv kettstorésticknek.

In vitro a kalcium-pirofoszfat képzddhet oldhato alka-
lifém-pirofoszfatokbol kalciumsokkal vald kicsapassal,
masrészt kalcium-hidrogénfoszfat hevitésekor. Az utobbi
esetben 195°-on vizmentes, amorf kalcium-hidrogén-
foszfat, ebb6l 400° koriil amorph kalcium-pirofoszfat,
majd 500° felett a kristalyos y-modosulat, 750° koriil a f3-,
végiil, 1170°-on az oi-mddosulat keletkezik [2, 23].

CaHPO42H,0 — CaHPO4 + 2H,0O
2CaHPO4 — Ca,P,07; + H,O

Kicsapassal két mol kristalyviz-tartalmi modosulat-
hoz jutunk.

NasP,07 + 2(CH3CO0),Ca = Ca,P,07 + 4NaOOCH3

Bailar és mtsainak kézikonyve [2] szerint az oi-mddo-
sulat két optikai tengelyli, a B-forma pedig egy optikai
tengelyi kristalyokat alkot. Az utobbiak gyengén pozitiv
kettdstoréstiek (n.-n, = 0,009). A y-moddosulatrol nem ta-
laltunk adatokat.

Dieppe és Swan [8] leirja, hogy egyes kristalyok nem
kettdsen toréek. Ivorra és mtsai [16] szerint az iziileti
nedvben, kdzonséges fényben talalt kristalyoknak csupan

egy 6tdde mutat anizotropiat. Ezért — mig a MNU-krista-
lyok megtalalasat a polarizalt fény nagyban eldsegiti — a
CPP-kristalyok keresését célszeriibb kdzonséges fényben
végezni. A polarizalt fénynek inkabb a kristalyok azono-
sitasanal van szerepe [8, 16].

Minthogy az altalunk kontroll-célokra in vitro eléalli-
tott kalcium-pirofoszfat, az irodalmi adatokkal ellentét-
ben, negativ kettdstorésiinek bizonyult, sziikségesnek
tartottuk, hogy vizsgalatokat végezziink az eltérés oka-
nak kideritésére.

ANYAGOK ES ELJARASOK

Natrium-dihidrogénfoszfatbol és kalcium-acetatbol ki-
csapassal kalcium-hidrogénfoszfatot készitettiink, majd
ennek enyhe hevitésével kalcium-pirofoszfatot allitot-
tunk eld. Ugyanezt a vegyiiletet natrium-pirofoszfatbol
kalcium-acetattal vald kicsapas utjan is elkészitettiik A
sokbol egy-egy mintat vizben razogatva néhany napig
allni hagytunk. A preparatumok azonositasara elsé 1épés-
ként infravords szinképelemzést hasznaltunk. Optikai tu-
lajdonsagaikat polarizacids mikroszkoppal, ortoszkopos
sugarmenettel vizsgaltuk

A szdvettani metszetekben vald kimutathatosag meg-
allapitdsara a kalcium-pirofoszfatot fehérje-glicerinnel
keverve tiidészovetbe fecskendeztiik, azzal egyiitt forma-
linban, illetve etilalkoholban fixaltuk, majd paraffinba
agyaztuk. Az alapszovetet — Shidham és Shidham [25] ja-
vaslatara — eozinnal megfestve is vizsgaltuk.

A tovabbiakban a hevitéssel eldallitott kristalyok
szuszpenziodjat hartyazott racsokra cseppentve, szaradas
utan JEOL JEM 100C elektronmikroszkdppal, elektron-
diffrakcio alkalmazasaval [3] is azonositottuk. A
fotonegativon mért diffrakcids mintazat adatait. a korrek-
ciés faktorok figyelembe vételével az A.S.T.M.-katalo-
gusban [1] kozolt adatokkal és sajat korabbi méréseink
transzmisszios iizemmod alkalmazasaval is megvizsgal-
tuk.

EREDMENYEK

A kalcium-hidrogénfoszfatbol enyhe hevitéssel nyert fe-
hér por 10—80 um vastag, 100—1200 um hosszu, palcika-
illetve tlialaka kristalyokbdl allott (y-modosulat), ame-
lyek hossziranyukra vonatkoztatva negativ kettdstorési-
eknek bizonyultak (1. és 2. abra). Nagy fénymikroszko-
pos nagyitasnal egyes kristalyok szélén helyenként fésii-
szer( rajzolat volt megfigyelhetd (3. abra). A transzmisz-
szios-elektronmikroszkopos vizsgalat szerint ezen krista-
lyok hossztengelyiikkel parhuzamosan egymas mellé
rendez6dott, apro, szintén tiszerl, elemi kristalyokbol te-
védnek 6ssze (4. abra). A vizben hosszabb ideig razoga-
tott anyagban az urat-kristalyokhoz hasonlo, nyalabok-
ban elhelyezkedd, pozitiv kett6storést, finom kristalytik
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1. abra. A szintetizalt (hevitéssel késziilt) kalciumpirofoszfat-
kristalyok igen hasonloak a natriumurat-kristalyokhoz

3. abra. Nagyobb
nagyitassal felfedezhetd
egyes kristalyok élének
feéstiszerii szerkezete
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5. abra. A kicsapassal késziilt CPPD zomok kristalya

alakultak ki. Mas mintaban, atkristalyosodas folytan
olyan, vaskosabb formak is 1étrejottek, amelyek jobban
hasonlitottak a betegek synovialis folyadékaban talalt
CPPD-kristalyokhoz. Az erésebb hevitéskor (700° felett)
kapott B- illetve oi-moddosulata sok gyengén kettdstordek
illetve izotropok voltak. Apré szemcsézetiik és tormelé-
kes allaguk miatt az anizotrop formak kristalyalakja és
kettostorésiik jellege nem volt megallapithatd. A kicsa-
passal késziilt kalcium-pirofoszfat zomokebb, 40-100 um
vastag, 100—400 um hosszu, hasabalaka kristalyokat al-

2. abra. A tiszerii kristalyok polarizalt fényben,
Rot 1. kompenzatorral

4. abra . A tiiszerii kristalyok a hossztengelyre merdlegesen
elhelyezkedd elemi kristalyokbol dllnak.
Transzmisszios EM felvétel

. i
6. abra. A kicsapassal késziilt CPPD-kristalyok. Egyes hosz-
szukas példanyok — azonos orientaciojuk ellenére — eltérd in-
terferenciaszint mutatnak. Polarizalt fény. Rot 1. kompenzator.

kotott, igy jobban megkozelitette az in vivo eléfordulo
kristalyok alakjat (5. abra). A kristalyok egy része pozi-
tiv, mas résziik negativ negativ kettdstdrésiinek bizonyult



28 OSTEOLOGIAT KOZLEMENYEK

2004/1

CagltyOr 2H0

7. abra. A kristalyviz-tartalmi kalcium-pirofoszfat IR spektro-
fotometrias gorbéje.

(6. abra). A vegyszerként beszerzett kalcium-pirofoszfat
(Aldrich) kiilonboz6 alaka, apréd kristalytormelékeket
tartalmazott, amelyek koziil a hasabalaktiak pozitiv ket-
tostoréstick voltak. A két utdbbi preparatum kristalyai
vizben allva nem valtoztak. Az IR spektrofotometria
mindegyik anyagnal a kalcium-pirofoszfatra jellemzé
szinképet [21] mutatott (7. és 8. abra). Az elektrondif-
frakcios mérések is igazoltak, hogy mind a tliszerli, mind
a vizes kozegben atalakult, az in vivo észleltekhez hason-
l6bb kristalyok kalcium-pirofoszfatnak felelnek meg
(9. abra).

A kalcium-pirofoszfat s6savban és ecetsavban oldo-
dott, s6t mar a timsds hematoxilin timsotartalmanak meg-
felelo, 5 g/dl-es kaliumaluminiumszulfat-oldat (pH = 3,0)
is feloldotta. Ezért a kristalyok hematoxilin-eozinnal fes-
tett metszetben nem vizsgalhatok. (Shidham és Shidham
[24] szerint a pirofoszfat kettdstorése azért tlinik el, mert
azt a hematoxilin ,,maszkirozza”). A preparalt vegyiiletek
alizarinvorossel [20] festddtek, oxalsav-kezelés utan erés
mészreakciot [19]. adtak. A kobaltszulfid-reakcio, vala-
mint az oxalsav nélkiilli mészreakcid negativnak bizo-
nyult. A formalinban rogzitett anyagbol a kristalyok kiol-
dodtak, alkohol-fixalas utan azonban megtalalhatok vol-
tak a metszetben.

MEGBESZELES

Az in vitro eldallitott kalcium-pirofoszfat morfologiaja
valtozatos. A kristalyok formaja és kettdstorése részben
eltér a betegek synovialis valadékaban talalhato kalcium-
pirofoszfatétol, és egyazon preparatumban pozitiv és
negativ kettostorésii alakok is el6fordulhatnak. Zomok
kristalyokbol, haranttoréssel kialakulhatnak olyan hasa-
bos formak, amelyeknek a hossziranyra vonatkoztatott
kettostorése invertalodott. A transzimisszids elektron-
mikroszkdpos vizsgalat kimutatta, hogy az in vitro nyert,
optikailag negativ tiis kristalyok hasonld alaku, elemi
kristalyokbol épiilnek fel. Minthogy ezek hossztengely-
iikkel a fénymikroszkoppal lathaté kristalyok hosszara
merdlegesen helyezkednek el, pozitiv kettotorésiicknek
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8. dabra. A vizmentes kalcium-pirofoszfat IR-spektroszkopos el-
nyelési gorbéje.

9. dbra. A szintetizalt, tiiszerti kristalyok elektrondiffrakcios
kepe.

kell lenniiik, hogy a fénymikroszkoposan tapasztalt opti-
kai negativitast el6idézhessék.

Az oldhatdsagi viszonyokbol kovetkezik, hogy a CPP
kimutatasat célzo szovettani vizsgalatkor a biopszias
vagy sectids anyagot — az uratokra iranyuld vizsgalatok-
hoz hasonléan — alkoholban kell fixalnunk.

A legtobb kérhaz gyakorld patoldgusainak csupan
fény- illetve polarizacios mikroszkop all rendelkezésre a
synovialis folyadék tiledékének vizsgalatara. A munkat
megkonnyiti, ha a talalt kristalyokat kontroll vegytiletek-
kel hasonlitjuk 6ssze. Nem mindegy azonban, hogy az
Osszehasonlitd preparatum hogyan van megvalasztva és
elokészitve. A kalcium-pirofoszfat példaja azt mutatja,
hogy kiilonésen fontos az azonos kémiai Osszetétell ve-
gyliletek kiilonboz6 kristalyformainak, modosulatainak
ismerete.

Az ORFI-ban, ahol a Kristalydiagnosztikai Laborato-
rium elektronmikroszkopos mérési lehetéséggel is ren-
delkezik, a kristalytartalma synovialis mintak 30-40%-
aban kell elektronoptikai vizsgalatot is végezni a hataro-
zott diagnozis érdekében, mert a kristalyok igen kicsi-
nyek, atipusos megjelenésiiek, vagy esetleg valamely lo-
kalisan alkalmazott gydgyszer maradvanyai [12]. Az
elektrondiffrakcio olcsd6 médszer, amellyel a polarizacios
optikai vizsgalat biztonsaga jelentdsen fokozhaté [9, 10,
11, 12, 13, 18].
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o . 11.. Ferencz G., Mayer J., Bély M.: Az elektrondiffrakcios
KOSZONHNWLVAN”AS kristalyanalizis jelentdsége a reumatoldgiai diagnosztikdban.

A szerz6k koszonetiiket fejezik ki Mayer Janosnak az
elektronoptikai mérések kivitelezéséért, Dr. Welther
Karolynénak a vizsgalatokban nyujtott segitségéért, vala-
mint Dr. Neumark Tamasnak, aki az ORFI-ban évtize-
dekkel ezel6tt megalapozta egyes mozgasszervi betegsé-
gek anyagszerkezeti vizsgalatokkal torténd diagnosztika-
jat és kutatasat.
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