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Summary. A survey is given of some recent progress,
particularly in the author’s own laboratory, of methods
for the separation of macromolecules and particles of
biological origin, as viruses, bacteriophage, micro-
somes, cell fragments, bacteria and whole cells. Special
attention is given to recent developments in zone
electrophoresis, protein chromatography, gel filtration
and the new partition methods for separation of
particles and macromolecules (ALBERTSSON). A number
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of examples are given to illustrate the various appli-
cations, Special emphasis is laid upon the new possi-
bilities for biochemical-genetic studies by application
of high-resolution separation methods, and the signifi-
cance of particle separation methods as applied to
fragments of biological structures in providing a tool
for structure investigations on -a macromolecular
level—a field which also should be of considerable
interest from a chemical point of view.
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Uber die Basizitit der Knochenmineralien

Ausgehend von Untersuchungen iiber die Laslichkeit
der Calciumphosphate sind wir zur Feststellung gelangt,
dass Knochenmineralien stark basischen Charakter haben.
Dies ist bisher wohl nicht zuletzt deswegen iibersehen wor-
den, weil bei experimentellen Untersuchungen die Cal-
ciumphosphate des Knochens meistens wie andere schwer-
16sliche, jedoch nicht oder kaum basische Calciumsalze
(zum Beispiel Calciumoxalat, Calciumphytat, Calcium-
fluorid) in verdiinnten Mineralsduren gelést werden. Durch
das saure Milieu wird der basische Charakter der Knochen-
salze dann sozusagen iiberdeckt.

Man kann nun schwerlosliche Calciumsalze statt durch
Siuren (Verkleinerung der Anionenkonzentration im
Ionenprodukt) auch durch Chelatbildner in Losung brin-
gen {Verkleinerung der Kationenkonzentration im Ionen-
produkt). Wird hierbei ein vollstindig dissoziierter Chelat-
bildner verwendet, bewirkt der mehr oder weniger stark
basische Charakter des in Losung gehenden Calcium-
salzes, der durch das Anion determiniert wird, dass das
pH der Losung sich mehr oder weniger stark nach alka-
lisch verschiebt.

Geeignet fiir derartige Versuche ist Zitrat. So gehen die
Calciumsalze von pulverisierter, nativer Knochenkom-
pakta in 0,01-0,05 M wisserigem Natriumzitrat praktisch
vollstindig in Losung. Die geldsten Basenaequivalente
konnen dann nach Wegzentrifugierung der in Suspension
bleibenden Partikel von kollagenem Material ohne wei-
teres mit verdiinnter Mineralsfiure titriert werden. Dabei
ist zu beriicksichtigen, dass bei mehrstufig dissoziierten
Basen wie Phosphat und Carbonat das Resultat davon
abhingt, bis zu welchem willkiirlich festgelegten pH
titriert wird. Es erscheint zweckmissig, zur Losung der
Knochensalze von einer auf pH 7,4 eingestellten Zitrat-
18sung auszugehen und bei der Basentitration eingestellte
Siure bis zur Erreichung dieses Ausgangs-pH zuzugeben.
Dadurch werden — wie bei einer Osteolyse in vivo — die
physiologisch unmittelbar verwerteten Basenaequivalente
bestimmt. Unter Verwendung von tertidrem Calcium-
phosphat als Beispiel eines chemisch definierten schwer-
16slichen Calciumsalzes kann das experimentelle Vorgehen
wie folgt formuliert werden, wobei lediglich die Tatsache,
dass bei Wahl des Endpunkts bei pH 7,4 ein kleiner Teil
von HPO,—- bis zur Stufe des HyPO,~ neutralisiert wird,
unberiicksichtigt bleibt:

Cay(POy), + 3 Zit~—- > 3 CaZit- + 2 PO~~~
2 PO,~-- + 2 H* - 2 HPO,~-

In der Tabelle I sind die Ergebnisse von Versuchen mit
nativem Knochengewebe des Menschen und des Rindes
wiedergegeben. Als Bezugsgrosse der Basenaequivalente
wird die Totalkonzentration des gelosten Calciums ver-
wendet (Base-Calcium-Quotient = B/Ca). Da Kontroll-
versuche ergeben, dass unter den gewdhlten Versuchs-
bedingungen 95-100%, des Knochenkalks in Lésung gehen,
kann der ermittelte B/Ca-Wert als reprisentativ fir die
Knochenmineralien ¢z fofo gelten. Die Versuchsergebnisse
zeigen also, dass bei der Mobilisation von 1 m M Knochen-
calcium gleichzeitig 0,8 m Aeq Base frei werden.

Aus zahlreichen édlteren und neueren Arbeiten iiber den
Mineralstoffwechsel ist ersichtlich, dass bei jeder meta-
bolischen Azidose Knochenmineralien mobilisiert werden
(RaarLaus?), Eine adaequate Interpretation dieser ex-
perimentell regelméssig reproduzierbaren Tatsache ist je-
doch bisher nicht gegeben worden. Erst die zahlenmissige
Erfassung des eminent basischen Charakters der Knochen-
mineralien fiihrt nun zwanglos zu den physiologischen Zu-
sammenhédngen. Die Mobilisierbarkeit von Knochenbase
stellt offensichtlich ein wesentliches Glied eines physiolo-
gischen Regulationsmechanismus zur Wahrung der pH-
Konstanz des «milieu intérieur», bzw. zur Regenerierung
der Alkalireserve des Blutes dar. Eine eingehende Erdrte-

Tab. I, Bestimmung des Base-Calcium-Quotienten von nativem
Knochenmineral, bezogen auf pH 7,40 (Interpretation siehe Text)

Knochen- Gelbste Gelbstes Base-Calcium-
pulver Base Calcium Quotient
pro Ansatz (mAeg/l) (mM i) B/Ca

Rippe 4 mg 0,84 1,05 0,80

Mensch

Femur 4 mg 0,94 1,15 0,82

Rind

1 J. RaarLavus, Schweiz, Med. Wschr,, im Druck.
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rung dieses Regulationsmechanismus, das heisst der Be-
ziehungen zwischen Knochensystem, Nebenschilddriisen-
funktion und Siure-Base-Haushalt wird an anderer Stelle
erfolgen!, Hier sollen lediglich zwei mehr chemische As-
pekte der Versuchsergebnisse hervorgehoben werden.

Bemerkenswert ist zunichst die grosse Menge der im
Knochensystem eines Vertebraten vorhandenen Base.
Man kann schitzen, dass eine generalisierte Deminerali-
sation von etwa 309, noch mit einer ungestérten Funk-
tion der Skelettmechanik vereinbar ist?. Ausgehend von
dieser Annahme ldsst sich berechnen, dass in den Kno-
chen eines normalen menschlichen Organismus eine Basen-
reserve von ungefdhr 8 Aequivalentgewichten verfiigbar
ist. Vergleicht man dagegen die Gesamtmenge der in Blut
und Extrazelluldrfliissigkeit gelosten Alkalireserve, die
ungefdhr 0,3 Aequivalentgewichte betrigt, tritt die rein
mengenmissige Bedeutung der Knochenbase besonders
klar hervor.

Bemerkenswert ist weiterhin, dass der Base-Calcium-
Quotient des nativen Knochens gut mit den Sollwer-
ten des tertidren Phosphates und des Carbonatapatits

iibereinstimmt, bzw. deutlich unter dem Sollwert des.

Hydroxylapatits liegt (Tabelle 11). Dies widerspricht der
iiblichen, Auffassung, wonach das anorganische Material
des Knochens zur Hauptsache aus Hydroxylapatit be-
stehen soll®%, Gegen Carbonatapatit und eher fiir ter-
tidres Phosphat spricht die gute Zitratldslichkeit des
Knochenkalks. Die Zitratunloslichkeit der Apatite wird
ja geradezu zur Unterscheidung dieser Phosphate von
anderen schwerloslichen Calciumphosphaten verwendet?,
Es soll und kann jedoch auf Grund unserer Versuchs-
ergebnisse aufdie noch offenen Fragen nach derkristall-
chemischen Struktur der nativen Knochenmineralien
nicht weiter eingegangen werden.

Tab. I1. Berechnete Base-Calcium-Quotienten (BfCa) verschiedener
schwerlgslicher Calciumsalze, bezogen auf pH 7,40.

B/Ca
CaCy0y, CaFy u, a. 0
CaHPO, . 2 H,0 0,20
Ca,H(PQy), . 2 H,O 0,65
Ca,(POy), 0,80
Ca,o(P0O,)¢COy4 0,82
Ca,(PO,);OH 0,92
CaCO, 1,05

Beobachtung eines reversiblen Komproportio-
nierungseffektes unter Lichteinwirkung bei
Chrom-tris-2,2'-dipyridyl-Komplexen

Bei der Arbeitsweise des von HerzoG! fiir die Darstel-
lung von Chrom(0)-tris-2, 2’-dipyridyl gewahlten Verfah-
rens entstehen in der wissrigen Losung bei pH 7 suspen-
diertes (CrDipy,)® gelostes (CrDipy;)3t 23, geléstes
{CrDipy,)®+ und Acetationen.

Wie wir fanden, verfarbten sich die an der Gefasswand
haftenden roten Tropfen unter Lichteinwirkung (Sonnen-
licht oder UV) blau. Die blane Farbe geht in der Dunkel-
heit wieder in die urspriingliche rote iiber.

Da in der Reihe der Chrom-tris-2, 2’-dipyridyl-Komple-
xe verschiedener Wertigkeiten (0, 1, 2, 3) nur der Chrom(I)-
tris-2, 2’-dipyridyl-Komplex (CrDipy,)* blau gefarbt ist
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Methodik., Kompaktagewebe von nativem Knochen
wird mit einer Feile fein gepulvert. Je 4 mg Knochenpulver
werden mit 20-.cm3 Na-Zitrat 0,05 M, eingestellt auf pH
7,4, wihrend 24 h unter Luft;xbschlussfschﬁ Eettelt. Das
nicht geloste kollagene Material wird abzentrifugiert, das
Uberstehende weiterverarbeitet.

Basenaequivalente: Titration eines aliquioten Teils des
Uberstehenden mit 0,005 N H,SO, bis pH 7,4 4 0,02
(Endpunkt potentiometrisch mit Glaselektrode bestimmt).

Calcium: Das Totalcalcium eines aliquoten Teils des
Uberstehenden wird mit Sulkowitsch Reagens als Oxalat
gefdllt und abzentrifugiert. Nach Aufldsen des Sedimentes
mit verdiinnter Sdure wird in iiblicher Weise komplexo-
metrisch titriert®.

Die Base- und Calciumkonzentrationswerte der Tabelle 1
sind gemittelte Werte von je 2 Parallelanalysen, deren
Einzelwerte bis 429, vom eingetragenen Mittel differie-
ren kénnen.

Summary. The inorganic salts of bone tissue are, owing
mainly to their contents of tertiary phosphate, strongly
basic. A quantitative evaluation of these base equivalents
can be performed through simple titration with acid after
solution of the bone salts in a chelating agent (e.g. citrate}.
Referring to an endpoint of pH 7.40, one finds that per
mMol Calcium 0.82 mEq base is set free. With regard
to acid-base metabolism, the results indicate that bone
phosphate, which iz vivo can be mobilised through osteo-
clastic resorption, forms a remarkably big base reserve in
the animal organism.

J.RaaFLaUB?

Pharmakologisches Institut dey Universitit Bern (Schweiz),
29. Juni 1967,

2 Eine 30%ige Entkalkung des Skeletts entspricht ciner rdntgeno-
logisch eben erkennbaren: Osteoporose, Siehe hierzu L. BABAIANTZ,
Radiol. Clinica (Basel) 16, 291 (1947).

3 D, CarrsTrém und A. ENcsTrOM, The Biochemistry and Physio-
logy of Bone (Ed. by G. BoURKE, Acad. Press Inc., New York 1956},
p. 149,

4 B, ScuUTrE, in Chemie und Stoffwechsel von Binde- und Knochen-
gewebe (Springer Verlag, Berlin 1956).

5 E, Havex und H. NewesgLy, Monatshefte fiir Chemie 89, 88
(1958).

8 . SCHWARZENBACH, Komplexometrische Titration (F. Enke Verlag,
Stuttgart 1956).

7 Die vorliegende Arbeit wurde mit der Unterstiitzung des Schweiz.
Nationalfonds zur Férderung der wissenschaftlichen Forschung
durchgefiihrt.

und zudem mit fast allen Anionen wasserunlosliche Ver-
bindungen ergibt, scheint die folgende Deutung der Reak-
tion wahrscheinlich:

h.v
(CrDipy,)® + (CrDipy,)*+ 2 (CrDipy;)*t ®
rot rot dunkel blau
sSusp. geldst susp.

Diese Reaktion konnte beliebig oft mit derselben Sub-
stanz von links nach rechts und zuriick ausgefithrt werden.
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