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S u m . m a r y .  A survey is given of some recent  progress, 
par t icu lar ly  in the au thor ' s  own laboratory,  of methods  
for the separat ion of macromolecules and  part icles of 
biological origin, as viruses, bacteriophage, micro- 
somes, cell f ragments ,  bacter ia  and  whole cells. Special 
a t t en t ion  is given to recent  developments  in zone 
electrophoresis, prote in  chromatography,  gel f i l t ra t ion 
and  the  new par t i t ion  methods  for separat ion of 
particles and  macromolecules (ALBERTSSON). A n u m b e r  

of examples are given to i l lustrate  the various appli- 
cations. Special emphasis  is laid upon  the new possi- 
bilities for biochemical-genetic studies by  appl icat ion 
of high-resolution separat ion methods,  and  the signifi- 
cance of part icle separat ion methods  as applied to 
f ragments  of biological s t ructures  in provid ing  a tool 
for s t ructure  invest igat ions  on a macromolecular  
level - -a  field which also should be of considerable 
interest  from a chemical point  of view. 
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t3ber die Basizitiit der Knochenmineral ien 

Ausgehend yon Untersuchungen fiber die L6slichkeit 
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- 
tluorid) in verdfinnten Minerals~iuren gel6st werden. Durch 
das saure Milieu wird der basische Charakter der Knochen- 
satze dann sozusagen iiberdeckt. 

Man kann nun  schwerl~Ssliche Calciumsalze s tat t  durch 
S~uren (Verkleinerung der Anionenkonzentrat ion im 
Ionenprodukt) auch durch Chelatbildner in I35sung brin- 
gen (Verkleinerung der Kationenkonzentrat ion im Ionen- 
produkt). ~Vird hierbei ein voltstiindig dissoziierter Chetat- 
bildner verwendet, bewirkt der mehr oder weniger stark 
basische Charakter des in LSsung gehenden Calcium- 
salzes, der durch das Anion determiniert wird, dass das 
pH der L6sung sich mehr oder weniger stark nach alka- 
lisch verschiebt. 

Oeeignet fiir derartige Versuche ist Zitrat. So gehen die 
Calciumsalze yon pulvefisierter, nat iver  Knochenkom- 
pakta  in 0,01-0,05 2d wfisserigem Natr iumzitrat  praktisch 
vollst~Lndig in L6sung. Die gel6sten Basenaequivalente 
kOnnen dann nach SYegzentrifugierung der in Suspension 
bleibenden Partikel yon kollagenem Material ohne wei- 
teres mit  verdiinnter Minerats~ure ti triert  werden. Dabei 
ist zu beriicksichtigen, dass bei mehrstufig dissoziierten 
Basen wie Phosphat und Carbonat das Resultat  davou 
abhAngt, bis zu welchem willkiirlich festgelegten pH 
ti tr iert  wird. Es erscheint zweckmgtssig, zur L6sung der 
Knochensalze von einer auf pH 7, 4 eingestellten Zitrat- 
16sung auszugehen und bei der Basentitration eingestellte 
SXure bis zur Erreichung dieses Ausgangs-pH zuzugeben. 
Dadurch werden - wie bei einer Osteolyse i n  v ivo  - die 
physiologisch unmit te lbar  verwerteten Basenaequivalente 
bestimmt. Unter  Verwendung von terti~irem Calcium- 
phosphat Ms Beispiel eines chemisch definierten schwer- 
16slichen Calciu msalzes kann  das experimentelle Vorgehen 
wie folgt formuliert werden, wobei lediglich die Tatsache, 
dass bei Wahl des Endpunkts  bei pH 7, 4 ein kleiner Tell 
von HPO4--  bis zur Stufe des H~PO 4- neutralisiert wird, 
unberticksichtigt bleibt:  

Ca3(PO4) 2 + 3 Z i t - - -  -~ 3 CaZit- + 2 P O , - - -  

2 P O , - - -  + 2 H + -~ 2 HPO4--  

In  der Tabelle I sind die Ergebnisse yon Versuchen mit  
nat ivem Knochengewebe des Menschen und des Rindes 
wiedergegeben. Als Bezugsgr6sse der Basenaequivalente 
wird die Totalkonzentration des gel6sten Calciums ver- 
wendet (Base-Calcium-Quotient = B/Ca). Da Kontroll- 
versuche ergeben, dass unter  den gew/~hlten Versuchs- 
bedingu ngen 95-100 % des Knochenkalks in L6sung gehen, 
kann der ermittelte B/Ca-~Vert als repr~sentativ ffir die 
Knochenmineralien i n  toto 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 iilteren und neueren Arbeiten fiber den 
Mineralstoffwechsel ist ersichttich, dass bei jeder meta- 
bolischen Azidose Knochenmineralien mobilisiert werden 
(RAAFLAUB1). Eine adaequate Interpretat ion dieser ex- 
perimentetl regelmiissig reproduzierbaren Tatsache ist je- 
doch bisher nicht  gegeben worden. Erst  die zahtenmAssige 
Erfassung des eminent basischen Charakters der Knochen- 
mineralien ffihrt nun  zwanglos zu den physiologischen Zu- 
sammenhXngen. Die Mobilisierbarkeit yon Knochenbase 
steltt offensichtlich ein wesentliches Glied eines physiolo- 
gischen Regulationsmechanismus zur ~Vahrung der pH- 
Konstanz des ,milieu int6rieur,L bzw. zur Regenerierung 
der Alkalireserve des Blutes dar. Eine eingehende Er6rte- 

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

Knochen- Gel~Sste Get~Sstes Base-Calcium- 
pulver Base Calcium Quotient 
pro Ansatz (mAeq/1} (mM/l) B/Ca 

Rippe 4 mg 0,84 1,05 0,80 
Mensch 
Femur 4 mg 0,94 1,15 0,82 
Rind 

1 j .  RAAFLAVB, Schweiz. Med. Wschr., im Druck. 
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rung  dieses Regula t ionsmechanismus ,  das heisst  der  Be- 
z iehungen zwischen Knochensys tem,  Nebenschi lddrf isen-  
funkt ion  und S~ture-Base-Haushalt  wird an anderer  Stel le  
erfolgen ~. Hie r  sollen lediglich zwei m e h r  chemische  As- 
pek te  der  Versuchsergebnisse he rvorgehoben  werden.  

Bemerkenswer t  is t  zun~chst  die grosse Menge der  im 
Knochensys t em eines Ver t eb ra t en  vo rhandenen  Base. 
Man  kann  schittzen, dass eine general is ier te  Deminera l i -  
sa t ion  v o n  e twa  30% noch m i t  einer  unges t6r ten  Funk-  
t ion  der  Ske le t tmechan ik  ve re inba r  ist  3. Ausgehend  yon  
dieser A n n a h m e  1Asst sich berechnen,  dass in den  Kno-  
t h e n  eines no rma len  menschhchen  Organismus  eine Basen- 
reserve yon  ungef~hr  8 Aequ iva len tgewich ten  verf i igbar  
ist. Verg le ich t  m a n  dagegen die Gesamtmenge  der  in B l u t  
a n d  Extrazel lul~rf l t iss igkei t  gel6sten Alkal ireserve,  die 
ungefXhr 0,3 Aequ iva len tgewich te  betri~gt, t r i t t  d ie  rein 
mengenm~Lssige Bedeu tnng  der  Knochenbase  besonders  
k lar  hervor .  

Bemerkenswer t  is t  wei terhin,  dass der  Base-Calcium- 
Quot i en t  des na t i ven  Knochens  gu t  m i t  den  Sollwer- 
t e n  des te r t i~ren  Phospha t e s  u n d  des  C a r b o n a t a p a t i t s  
i i b e r e i n s t i m m t ,  bzw.  d e u t l i c h  u n t e r  d e m  S o l l w e r t  d e s  
H y d r o x y l a p a t i t s  l iegt  (Tabetle II) .  Dies widerspr ich t  der  
i iblichen, Auffassung,  wonach  das  anorganische  Mater ia l  
des Knoehens  zur  H a u p t s a c h e  aus t - Iydroxylapa t i t  be- 
s tehen  soll ~,*. Gegen C a r b o n a t a p a t i t  und  e h e r  f i ir  t e r -  
t i g r e s  P h o s p h a t  s p r i c h t  die  g u t e  Z i t r a t l 6 s l i c h k e i t  des  
Knochenkalks .  Die Zi t ra tunl6s l ichkei t  der  Apa t i t e  wird 
ja  geradezu zur  Unte r sehe idung  dieser Phospha te  yon  
anderen  schwerl6sl ichen Ca le iumphospha ten  verwendet~.  
Es  sol l  und  k a n n  j e d o c h  au f  G r u n d  u n s e r e r  Ve r suchs -  
e rgebn i s se  au f  d ie  n o c h  o f f enen  F r a g e n  n a c h  de r  k r i s t a t l -  
c h e m i s c h e n  S t r u k t u r  de r  n a t i v e n  K n o c h e n m i n e r a l i e n  
n i c h t  w e i t e r  e i n g e g a n g e n  werden .  

Methodik ,  K o m p a k t a g e w e b e  yon  n a t i v e m  Knochen  
wird mi t  einer  Feile fein gepulver t .  Je  4 mg  Knochenpu lve r  
werden  mi t  2 0 c m  a N a - Z i t r a t  0,05 M ,  eingestMlt auf  p H  
7, 4, -w~ihrend 24 h un te r  Luftabschluss~chfi  ge[ttelt. Das  
n ich t  gel6ste kol lagene Mater ia l  wird  abzentr i fugier t ,  das 
t3berstehende wei te rvera rbe i te t .  

Basenaequ iva len te :  T i t ra t ion  eines a l iquioten  Teils des 
?3berstehenden mi t  0,005 N H,SOa bis p H  7,4 :t: 0,02 
( E n d p u n k t  po ten  f iometr isch mi t  Glaselektrode bes t immt) .  

Calc ium:  Das  To ta lca lc ium eines a l iquo ten  Teils des 
0 b e r s t e h e n d e n  wird mi t  Sulkowitsch  Reagens  als O x a l a t  
gef~llt  und abzentr i fugier t .  N a c h  Aufl6sen des Sedimentes  
m i t  verdf innter  SAure wird in i iblicher "Weise komplexo-  
met r i sch  t i t r i e r t  *. 

Die Base- und Ca te iumkonzen t ra t ionswer te  der  Tabel le  I 
sind gemi t t e l t e  W e r t e  yon  je  2 Parat le lanalysen,  de ren  
E inze lwer te  bis :E 2% v o m  e inge t ragenen  Mit te l  differie- 
ren  k6nnen.  

S u m m a r y .  The  inorganic  salts  of bone t issue are, owing  
main ly  to the i r  con ten t s  of tertiary- phospha te ,  s t rongly  
basic. A q u a n t i t a t i v e  eva lua t ion  of these  base equ iva len t s  
can be pe r fo rmed  th rough  s imple  t i t r a t ion  wi th  acid a f te r  
solut ion of the  bone salts  in a che la t ing  agen t  (e.g. c i t rate) .  
Refer r ing  to  an  endpo in t  of p H  7.40, one finds t h a t  per  
mMol Calc ium 0.82 m E q  base is set  free. W i t h  regard  
to acid-base  metabol ism,  the  resul ts  indicate  t h a t  bone  
phosphate ,  which i n  vivo can  be mobil ised th rough  osteo-  
e las t ic  resorpt ion,  forms a r e m a r k a b l y  big base reserve in 
the  an imal  organism.  

J, RAAFLAUB "/ 

Pharmakologisches In s t i t u t  der Univers i td t  Bern  (Schweiz), 
29. J u n i  1961. 

Tab. II. Berechnete Base-Calcium-Quotienten (B/Ca) verschiedener 
sehwerl6slieher Caleiumsalze, bezogen auf pH 7,40. 

B/Ca 

CaC204 , CaV e u.a. 0 
CaHPO 4 . 2 H20 0,20 
Ca4H(POa) a . 2 H20 0,65 
Caa(POa) 2 0,80 
Cal0(PO4)6COa 0,82 
Cas(PO4)aOH 0,9"2 
CaCO3 1,05 
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Beobachtung eines reversiblen Komproportio- 
nierungseffektes unter Lichteinwirkun~ be i  

Chrom-tris-2,2"-dipyridyl-Komplexen 

Bei  der  Arbei tsweise des yon  HERZO61 fiir die Dars te l -  
lung  yon  Chrom(0)-tris-2,  2"-dipyridyI gew~hl ten  Verfah- 
tens  en t s tehen  in der  w~ssrigen L6sung bei p H  7 suspen- 
dier tes  (CrDipy~) °, gel6stes (CrDipy~)e+ 2 gel6stes 
(CrDipya) 3+ und Aeeta t ionen .  

Vv'ie wir  Ianden,  ver f i i rb ten  sich die an  der  Gef~sswand 
h a f t e n d e n  ro ten  Tropfen  un t e r  L ich te inwi rkung  (Sonnen- 
l icht  oder  UV) blau. Die b laue  Fa rbe  geh t  in der  Dunkel -  
he i t  wieder  in die urspri ingl iche ro te  fiber. 

Da  in der  Re ihe  der  Chrom-tr is-2,  2 ' -d ipyr idy l -Komple -  
xe  verschiedener  ~Vertigkeiten (0, 1, 2, 3) n u r d e r  Chrom(I) -  
t r i s -2 ,2 ' -d ipyr idy t -Komplex  (CrDipy~)+ blau gefi~rbt is t  

und zudem m i t  las t  al len Anionen  wasserunl6sl iche Ver-  
b indungen  ergibt ,  scheint  die folgende Deu tung  der  Reak-  
t ion wahrscheinl ich:  

h . v  
(CrDipya)° + (CrDipya) *+ , • 2 (CrDipya)+ a 

rot rot dunkel blau 
susp. gelSst susp. 

Diese Reak t ion  konn te  bel iebig of t  mi t  derselben Sub-  
s tanz  yon  l inks nach  rechts  und zuri ick ausgef i ihr t  werden.  
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