KLINISCHE WOCHENSCHRIFT

45. JAHRGANG, HEFT 17

1. SEPTEMBER 1967

Die Mineralsubstanz der Knochen*

Erica HAaYeEx

Institut fir Anorganische und Analytische Chemie der Universitdt Innsbruck

Der menschliche Kérper besteht zu iiber 2/; seines Ge-
wichtes aus Wasser, zu etwa 1/, aus organischen Stoffen, der
Rest von wenigen Prozenten ist anorganische oder Mineral-
substanz. Sie ist vorzugsweise im Skelet konzentriert, das im
trockenen Zustand zu etwa 2/, seines Gewichtes eine anorga-
nische Komponente, im wesentlichen Calciumphosphat, dar-
stellt. Das Skelet ist nicht nur Stiitze des ganzen Korpers und
Schutz lebenswichtiger Organe, es erfiillt anflerdem die unent-
behiliche Funktion einer Calcium- und Phosphatreserve des
Stoffwechselsystems.

Was zuniichst die Stiitzfunktion betrifft, so komamt das
Skelet bzw. seine Teile, die Knochen, der Beanspruchung
durch ein hochst zweckmilliges Bauprinzip nach: In ein
schmiegsames Geriist, imn wesentlichen aus faserformiger Ei-
weiBsubstanz, dem Kollagen, bestehend, ist der anorganische
Stoff in feinsten Teilchen eingebaut, dadurch wird das ganze
System auflerordentlich verfestigt, Die wunderbare Architek-
tur, welche allen Druck- und Zugbeanspruchungen, die sich
aus der normalen Funktion des Knochens ergeben, in idealer
Weise entspricht, fithrt zu einer Biegebruchfestigkeit, die zwi-
schen der von Hartholz und der von GufBeisen liegt, bei wesent-
lich hoherer Elastizitit. Dieser Aufbau wird noch bemerkens-
werter durch eine Eigenschaft, welche schon vor 225 Jahren
der franzosische Orthopidde Aupry durch den Satz charakte-
risiert hat: ,,Wie der Zweig gebogen wird, so wichst der Baum,
wie der Kérper gebogen wird, so wichst der Knochen®. In der
Folge haben sich viele Physiologen und Pathologen mit der
Frage der ,funktionellen Anpassung® in diesem Sinne be-
schiftigt. Als ,,Wolff's law** fafit JaNsEN die Ergebnisse 1920
zusammen: ,,The form of the bone being given, the bone ele-
ments place or displace themselves in the direction of the fune-
tional pressure’. Hier wird deutlich, dal nicht nur in Richtung
neuer Beanspruchung neuer Knochen gebildet wird, sondern
auch in der neuen Situation nicht mehr nétige Teile abgebaut
werden. Bei einem Knochen, der nach einem Bruch zusammen-
heilt, werden also durch Auf- und Abbau die Teilchen der
Mineralsubstanz wieder in die zweckmiBigste Ordnung ge-
bracht.

Die Frage, auf welche Weise dieser Umbau zustande
kommt, ist seit einiger Zeit Gegenstand eingehender For-
schung mit physikalisch-chemischer Methodik, zumal beim
schwerelosen Zustand der Raumfahrer der Mangel solcher
Druckreize sich auf den Knochenbau ungiinstig auswirken soll.
1951 hat Jomwson die piezoelektrischen Eigenschaften der
Mineralsubstanz als Ursache angesehen, d.h. die 1880 von
Josgr und PierrE Curis an Quarz und anderen Krigtallen
erkannte Tatsache, daBl solche ohune Symmetriezentium bei
Druckeinwirkung elektrisch polarisiert werden, also mecha-
nische Signale in elektrische umwandeln. Den Nachweis, da
am trockenen Knochen tatsidchlich Potentialdifferenzen bei
Druckeinwirkung auftreten, fihrten 1957 Furapa und Ja-
sUDA. Im feuchten Knochen, wie er unter Lebensverhiltnissen
vorliegt, konnten BasserT und BECKER (1962) aber keine
solche Effekte feststellen. Diese Autoren nehmen jedoch an,
dafl sowohl die Mineralsubstanz, als auch das Kollagen Halb-
leitereigenschaften besitzen, die erstere dem p-(positiv-)Typ,
das Kollagen dem n-(negativ-)Typ entsprechend, und dafl an
den Kontaktstellen der beiden Substanzen bei Druckeinwir-
kung elektrische Signale erzeugt werden, welche durch elektro-
phoretische Effekte die Versorgung der Osteocyten mit Nahr-
stoffen begiinstigen.

* Vortrag auf der 104. Versammlung der Gesellschaft
Deutscher Naturforscher und Arzte, Wien, 25.—29. 9. 1966,
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Dies sind nur einige Beispiele fiir Erkidrungsversuche auf
Basis der piezoelektrischen Eigenschaften im weiteren Sinne.
Ich habe schon 1956 darauf hingewiesen, daB eine Ubertra-
gung von Druckeinwirkung in chemische Signale auf ein Prin-
zip zuriickgefithrt werden kann, das aus der Praxis im um-
gekehrten Sinne schon lange bekannt ist; Eine Wollfaser zeigt
verschiedene Lénge, je nachdem ob sie in Sdure oder Lauge
eingetaucht ist. Exakter ausgedriickt: eine Polyelektrolyt-
faser, sei es Eiweil oder ein anderer hochmolekularer Stoff, ist
empfindlich gegen Anderungen des Sduregrades, des pH-
Wertes, im umgebenden Milien. Dieses Verhalten muff umge-
kehrt, analog dem Erscheinungspaar Piezoelektrizitdt und
Elektrostriktion, bei Einwirkung von Druck auf ein Eiweil-
fasersystem zu pH-Anderungen im umgebenden Milieu fihren.
Grundsétzlich ist diese Tatsache von WERNER KUuHN bestitigt
worden, wenn auch nicht an Kollagen, sondern an einem
anderen Polyelektrolyten, einem Polyacrylsiure-Polyvinyl-
alkohol-Mischpolymer. Es ist klar, daB derartige pH-Ande-
rungen, die sich z.B. bei einem in Heilung befindlichen Schen-
kelknochen durch intermittierende Druckeinwirkung beim
Gehen ergeben konnten, zu einem beschleunigten Umbau,
gleichsam zu einem Zusammenritteln der an sich reaktions-
trigen Knochensubstanz fithren wirden.

Diese Uberlegungen, so interessant sie an sich sind, weiter-
zufilbren ist aber verfriiht, solange man nicht iiber Art, Form
und Formel der Mineralsubstanz der Knochen genau Bescheid
weil -—— und damit sind wir bei dem eigentlichen Problem
unseres Themas angelangt.

Die Bedeutung der Mineralsubstanz der Knochen liegt,
wie vorhin erwihnt, aufler ihrem Dienst als Stiitze und Schutz
des Korpers, in ihrer Funktion als Calcium- und Phosphat-
reserve. So nimmt sich der Korper bei ungeniigender Zufuhr
zur Zeit grofien Bedarfes, z. B. wihrend der Stillperiode, diese
Stoffe aus dem Knochen bzw. wie bekannt, weil augenfilliger,
aus den dhnlich aufgebauten Ziahnen. Die Geschwindigkeit mit
der die Aufnahme von Calcium und Phosphat in das Blut er-
folgt, ist sehr grofl, ebenso wie auch die Ablagerung zuge-
fahrter Stoffe im Knochen. Diese letztere wurde durch radio-
aktive Indikatoren vielfach fiberprift und ergab z.B., dafl von
dem Blut zugefithrtem radioaktivem Calcium nach 24 Std
95 %, vom aktiven Phosphor 40% im Knochen erschienen sind.
Diese hohe Reaktionsfahigkeit der Mineralsubstanz bei ge-
ringer Loslichkeit (wenige mg/l) weist auf eine sehr groie Ober-
flache hin. Die Grofie der Teilchen kann aus der Breite von
Rontgeninterferenzen und speziell nach den Methoden der
Roéntgenkleinwinkelstreuung bestimmt werden. Sie wird mit
100—400 A in der Liinge und 40—100 A in der Dicke ange-
geben. Die Form wird von einigen Autoren als stdbchenférmig,
von anderen als blattrig beschrieben. In gleicher Weise sind
auch die Angaben tber die Oberfléche recht verschieden, sie
schwanken zwischen etwa 60 und 250 m?/g, sie erreicht jeden-
falls sehr groBle Werte. Eine Orientierung der Teilchen parallel
zur Kollagenfaser wird allgemein angenommen.

In allerletzter Zeit haben EANES u.a. aus Rontgendiffrakto-
meteraufnahmen der Knochensubstanz im Vergleich mit einem
synthetischen Standard auf einen wesentlichen Gehalt an
amorpher Phase geschlossen. TERMINE kommt aus &hnlichen
Untersuchungen, ergénzt durch Infrarot- und Elektronen-
Spinresonanz-Messungen zu grundsitzlich gleichen Ergeb-
nissen. Da die Grundannahme in beiden Féllen aber das Vor-
liegen des Calciumphosphates als Hydroxylapatit ist, was nicht
bewiesen werden kann, sind die Ergebnisse noch als nicht aus-
reichend begriindet anzusehen.
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Es ist klar, daB seit je grofies Interesse an der Zusammen-
setzung der Mineralsubstanz der Knochen bestand und viele
Analysen und daraus erstellte Formeln bekannt sind. Es ist
aber erstaunlich und in der Geschichte der Naturwissen-
schaften ein einzigartiger Fall, zu wieviel verschiedenen Er-
gebnissen die Forscher dabei gekommen sind — obwohl es sich
doch scheinbar um eine ganz einfache Frage handelt. Tabelle 1
zeigt, historisch geordnet, eine charakteristische Auswahl sol-
cher Beispiele:

Tabelle 1. Formulierungen der Mineralsubstanz der Knochen

1766
1826

GanN, Phosphorsaurer Kalk

BerzELIUS, 3/, phosphorsaure Kalkerde und kohlen-
saure Kalkerde (nicht wie Mineral Apatit, WERNER,
1786}

BasseTT, 3Cay(P0,),  Ca(OH), und CaCO,
DE Jowa, Cayg(POy)e(CO,)=Carbonatapatit

KipMENT Ca,o(PO,)e(OH),=Hydroxylapatit und
NaHCO,, KHCO,, MgCO,

McCoryern [Ca(F, Cl, OH)](Ca, C),[(P, C}{O, OH,F, 1,

LoaaN u. Tayror 10 Cay(PO,),+-2,9 CaHPO,)-+-
1,6 CaCO,

HEeXDRICKS Cas,5Mgo,25N%,19(P04)s,07(003)1,24 -2H,0
SoBEL u. a. 2 Cay(PO,),+1,6 CaHPO,-CaCO;
DarLLEMAGNE, FABRY Cay(PO,)H,(0H), 4 CaCOy4

Frangois u. HurmaN x Cag(PO),0H+y CaH(PO,);-+
z CaCOy

1917
1926
1929

1937
1938

1942
1945
1957
1961

Es sind demnach gerade 200 Jahre her, seit bekannt wurde,
daB die Mineralsubstanz der Knochen im wesentlichen ein
Calciumphosphat ist. Die Untersuchung von GaAEN wurde
allerdings erst 1771 von ScHEELE publiziert und die Ent-
deckung wird daher meist diesem zugeschrieben. BrrzELIUS
hat eine in der Folge leider nicht beachtete Meinung vertreten.
Seine ,,3/, phosphorsaure Kalkerde* stellt, im Gegensatz zu
seiner Bezeichnungsweise, nach unserer Nomenklatur nicht ein
basisches, sondern ein !/, saures Calciumphosphat dar. Bg-
ZELIUS hat diese Zusammensetzung im Gegensatz zu der des
40 Jahre vorher beschriebenen Apatites gestellt, der seiner An-
sicht nach allerdings als neutrales Calciumphosphat (nach hea-
tiger Benennung) zu formulieren wiire. Ausschlaggebend fir die
spatere Entwicklung war die rontgenographische Untersu-
chung von pE Joxe (1926), welcher aus der Ahnlichkeit des
Réntgenpulverdiagrammes der Knochensubstanz mit der des
Minerals Fluorapatit und aus der analytischen Zusammen-
setzung erstere als Carbonatapatit bezeichnete. Allerdings ist
schon das von ihm wiedergegebene Diagramm des ¥luorapa-
tites recht wenig scharf, vom Knochen zeigte er keines, doch
weist er darauf hin, daB die Interferenzen sehr unscharf seien
und auf Teilchen von nur einigen 10—100 MolekiilgroSen
schlieBen lassen. KuEMENT bestitigte die Annahme eines Apa-
tites, wobei er aber den Hydroxylapatit im Gemenge mit
réntgenographisch nicht erkennbaren Carbonaten festzustellen
glaubte.

In den folgenden Jahren stand das Problem der rium-
lichen Verteilung des Carbonatgehaltes im Vordergrund des
Interesses, wobei vor allem MoConNELL die Unmoglichkeit des
Ersatzes der Hydroxylgruppen des Hydroxylapatites durch

Tabelle 2. Schwerlisliche Calciumphosphate
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CO%~ betonte und dieser Tatsache durch komplizierte For-
mulierungen gerecht zu werden versuchte. In den letzten
Jahren wurde von verschiedener Seite die rein apatitische
Struktur durch Hinweis auf die nachweisbaren Hydrogen-
phosphatgruppen in Zweifel gezogen, und zwar, wie weifer
unten behandelt, zu Recht.

Wie ist es zu erkldren, daB so verschiedene Ergebnisse und
Ansichten zustande kommen konnten ? Es liegb vor allem an
dem geschilderten Aufbau des Knochens, der innigen Ver-
bindung des widerstandsfihigen Kollagens mit dem &uBerst
fein verteilten anorganischen Salz, deren Trennung nur mit
aggressiven Mitteln erfolgen kann. Die friiher oft — und leider
auch jetzt noch manchmal angewandte Methode von (ABRIEL
(1896} zur Zerstorung der organischen Substanz durch Er-
hitzen mit Glykol-Kalilauge bei 120° C fithrt zu Verdnderung
auch der anorganischen Substanz und macht — ebenso wie
natiirlich die thermische Veraschung — fast alle Untersuchun-
gen und Schlisse aus solchen Préparaten wertlos. Erst in
letzter Zeit sind Entorganisierungsmethoden entwickelt wor-
den, die diesen Fehler nicht aufweisen, wie die Zersetzung mit
Athylendiamin oder einer gepufferten H,0,-Losung, beide bei
entsprechend vorsichtiger Anwendung.

Die verschiedenen Meinungen iiber die Knochensubstanz
kommen ferner aus der unzureichenden Kenntnis des ganzen
Systems Calciumhydroxyd-Phosphorsidure, das sich im frag-
lichen Gebiet durch sehr langsame Reaktion der Feststellung
der Gleichgewichte und damit der Herstellung reiner defi-
nierter Substanzen entzieht.

Jedenfalls ist seit etwa 30 Jahren die Auffassung ver-
breitet, daB die Mineralsubstanz der Knochen ein Apatit sei,
wobel diese Bezeichnung 1786 von dem bedeutendsten Mine-
ralogen seiner Zeit, ABRAHAM GoTTLIEB WERNER, einem Mine-
ral beigelegt wurde, welches wegen der Vielfalt der dufleren
Erscheinungsform mit Beryll, Quarz u.v.a. verwechselt wor-
den ist. Apatit bedeutet nach dem Griechischen ,,Téuscher*
oder ,,Betriiger”, und diesem Namen hat auch die Verbindung
spiiter noch alle Ehre gemacht. KLaProTH hat 1826 die exakte
Formel festgestellt, heute 3Ca,(PO,),*CaF, zu formulieren,
und bald wurden auch aus Schmelzen diese und die entspre-
chende Chlorverbindung synthetisiert. Die Moglichkeit des Er-
satzes der Halogene durch OH-Gruppen stellte WaRINGTON
fest, der schon 1866 wufite, daf8 das auf trockenem Wege er-
hiltliche neutrale Ca,(P0,), durch Wasser zersetzt wird und
1873 die Bildung des Hydroxylapatites Ca,a(PO,)s(OH), ein-
deutig feststellte. WarINGTON beschrieb auch die Herstellung
eines Salzes 8Ca0-3P,0; (mit Wasser), das schon BrrzeLivs
gekannt und als Oktacalciumphosphat bezeichnet hatte. Alle
diese Kenntnis geriet aber in Vergessenheit, und das Thema
wurde erst wieder intensiver bearbeitet, als gleichzeitig Mrx-
MEL und NarRaY-8zaB0 (1930) die Struktur des Minerals Fluor-
apatit mit Rontgenmethoden genau ermittelten und ScHLEEDE
und TromEL (1932) feststellten, daB aus wiBriger Losung ein
reines Tricalciumphosphat nicht zu gewinnen sei, sondern,
auch wenn die Analyse eines Produktes diesem Salz entspricht
{Atomverh#ltnis Ca/P ==1,5) das Rontgendiagramm das eines
Apatites ist. Ein Praparat der Zusammensetzung des Apatites
mit Ca/P =5/, =1,67 erhielten sie nur durch lingeres Frhitzen
eines tiblichen Fallungsproduktes in wiBriger Kalilauge.

Als Erkliirung der Tatsache, daf das Fallungsprodukt eines
Calciumphosphates im neutralen Gebiet stets ungefihr die
Zusammensetzung Ca/P=1,5 aufweist, aber rdntgenogra-
phisch als Apatit erscheint, nahmen BreDIG (1938) und HeN-
DRICKS (1942) an, daB es der Formel Ca,H,(PO,)s(OH), ent-
spreche, also ein Apatit sei, in welchem ein Ca® durch 2H*
ersetzt ist. Obwohl auch schon zu jener Zeit bekannt sein

mulfite, daB einzelne Protonen im Kristall-
gitter nicht existenzfihig sind und daher
eine solche Formulierung nicht den Tat-

sachen gerecht wird, wurde diese An-

Formel Name Atomverhiltnis nahme besonders von den Biologen fiir
Ca/P wahr gehalten und die Verbindung, Tri-

calciumphosphathydrat (TCPH) oder

auch «-TCP genannt, hat durch 20 Jahre

Cayo(PO)e Fy Fluorapatit FA 1,67 viel Unklarheiten in der Literatur iiber
Cayy (PO,)e(OH), Hydroxylapatit HA 1,67 Exist die Knochensubstanz verursacht. s
Ca H,(PO,)s(OH), Tricaleiumphosphathydrat TCPH 1,50 niﬁftenz wurde andererseits in einem Ubersichts-
Cay(PO,),. 2/s H,O0  Tricalciumphosphathydrat TCPH L50f {oatitiot referat 1940 die Ansicht vertreten, daB
O  bestitig es kein reines TCP gebe, aber auch

Cay(PO,), Tricalciumphosphat TCP 1,50 ;gsgg?;’er keinen reinen Hydroxylapatit, sondern
. nur feste Losungen von CaHPO, und

Ca,H(PO,),-2H,0 ,,Oktacalciumphosphat‘* OCP 1,33 = R
CaiIPO‘l-f‘BBHZO 2 Dicaloinmphosphat 1,00 Ca(OH),, welche unter Umsténden zu

fillig die Formeln der beiden schwer-
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loslichen Salze haben koénnen. Erst in den letzten Jahren
wurde die Formulierung des TCPH etwas sinnvoller gestaltet
durch die Annahme, daB die H-Ionen nicht allein stehen,
sondern als HPO,-Ionen bzw. als Wasserstoffbriicken vor-
liegen — aber auch diese Anpabme ist nicht zu bestitigen.

Von der Bearbeitung von Hydroxyd-Salzen kamen wir
1950 mit diesen Problemen in Berithrung. Es schien uns zuerst
notwendig, ein vollkommen reines kristallines Préparat von
Hydroxylapatit herzustellen, das bis dahin nicht vorlag. Dies
gelang uns 1951 durch sehr oft wiederholtes Auskochen von
amorphen Calciumphosphatpriparaten, wodurch scharf ront-
genkristalline und elektronenmikroskopisch stibchenformige
Einkristalle entstanden. 1956 erhielten wir dariiber hinaus
durch Hydrothermalsynthese, d.h. durch Erhitzen eines reinen
amorphen Produktes entsprechender Zusammensetzung in
NaOH-Losung bei 380° C und ca. 600 at Druck im Auto-
klaven, Kristalle von Hydroxylapatit in der GroBe bis 2 mm
Liénge. Beide Préparate zeigten also die auch fiir die Mineral-
apatite charakteristische Form hexagonaler Nadeln. Sie lieSen
sich gut fiir Testversuche verwenden, z.B. um die Frage zu
kldren, ob Calciumcarbonat Epitaxie (orientierte Aufwach-
sung) auf Apatit zeigt, welche fiir die Klirung der Existenz
von Carbonatapatit von Bedeutung ist, Weder Calcit (Abb. 1)
noch auch Aragonit zeigt jedoch dieses Verhalten.

Es ergab sich also, daf8 Hydroxylapatit nur unter beson-
deren Bedingungen in reiner und kristalliner Form zu erhalten
ist: entweder bei wesentlich erhohter Temperatur oder in stark
alkalischem Milieu, wihrend Féllungen bei normaler oder auch
biologischer Temperatur (37°) weitgehend amorph und unein-
heitlich sind. Dies erscheint begreiflich, wenn man bedenkst,
dafl die Phosphorsiure in der zweiten und besonders der
dritten Dissoziationsstufe nur mehr schwach saure Eigen-
schaften hat. DaB heiBlt, es ist beim Neutralpunkt pH =7 im
walrigen System ein &dquivalenfes Gemisch von
H,PO,~ und HPO%~ stabil, erst bei pH==12 sind
gleich viel HPO3~ und PO% -Ionen vorhanden.
Eine Fallung von Calcium mit Phosphat etwa beim
Neutralpunkt wird zumindest zur Mitfdllung des
HPO3~ fithren, zumal auch CaHPO, wenig
léslich ist.

Zur weiteren Kldrung dieser Frage hat wesent-
lich Ar¥oLp (1950) beigetragen, welcher die Exi-
stenz eines im mitfleren pH-Gebiet stabilen Calcium-
phosphates nachwies, das allerdings schon BerzrL1US
und WARINGTON gekannt haben. Es ist das ,,Okta-
caleiumphosphat”, OCP = Ca,H(PO,),-2H,0, wel-
ches sich durch ausgesprochene Blattchenstruktur
auszeichnet. Die exakte Rontgenstruktur wurde
gpiter von BRrROwN ermittelt und die genaueren
Existenzbedingungen und einfache Reindarstellung
von NEWESELY angegeben. Die Form der OCP-
Kristalle ist charakteristisch (Abb. 2). Das Rontgen-
diagramm ist dem des Apatites sehr dhnlich, aber
infolge der leichten Verschiebbarkeit der Schichten
gegeneinander nie véllig scharf, es wurde daher
oft als unscharfes HA-Diagramm angesehen. Die
Anerkennung des OCP als chemisches Individuum
hat die Erkenntnis erleichtert, dafl das sog. TCPH
nichts anders als ein Gemisch von OCP und HA ist, vielleicht
auch Mischkristalle, soweit von einem kristallinen Gefiige die
Rede sein kann, und daB sich dieses Gemisch in bezug auf
Hydrolyse genau so verhilt, wie ein durch Fallung gewonnenes
sog. TCPH (GuiLnAuME, 1964). Ein molares Gemisch von HA
und OCP hat die Summenformel Ca,(PO,)H(0OH)-2H,0. Es
entspricht also abgesehen von je einem H*t und OH--Ton,
welche mehr oder weniger rasch zu Wasser reagieren, der fiir
TCPH angenommenen Formel. Vor allem ist seit der genauen
Kenntnis des OCP auch die Einsicht gewonnen, dal} viele Au-
toren, welche glaubten, HA in Hénden zu haben, OCP vor sich
hatten. Dies betrifft auch einige Versuche mit elektronen-
optisch erkenubaren Kristallen, die fiir HA angesehen worden
sind, aber OCP waren.

Um die Existenz des wasserfreien Tricalciumphosphates
Cag(POy), als Fillungsprodukt aus wiliriger Losung gab es
ebenfalls viele Meinungsverschiedenheiten. Es ist nunmehr an-
erkannt, dafl es sich so in reiner Form nicht gewinnen 148t,
sondern nur, wenn Mg?*, Fe?*+ oder einige andere zweiwertige
Tonen in der Losung vorhanden sind, die mitfallen. In reiner
Form kann es nur durch Synthese bei hohen Temperaturen
gewonnen werden. In Wasser gebracht wird es bald zu HA
einerseits und saurem BSalz andererseits hydrolysiert. Auch
damit ist die Nichtexistenz des TPCH, das durch bloie Wasser-
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Abb. 2. Oktacalciumphosphat, elektronenmikroskopisch, nach NEWESELY
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anlagerung entstehen miifite, bewiesen. Das Réntgendiagramm
des TCP ist vollig verschieden von dem des Apatites, es steht
in dieser Hinsicht nicht zwischen HA und OCP.

Nachdem so die Existenz der reinen Calciumphosphate
geklart war, konnte auch das Verstindnis der Knochensub-
stanz fortschreiten. Die Grundlage deren Charakterisierung
muf} natirlich die Analyse bilden. Aus den oben genannten
Griinden — Schwierigkeit der Trennung der beiden Haupt-
bestandteile der Knochen — schwanken aber die Analysen-
werte sehr, sie ergeben jedenfalls auch verschiedene Werte je

nach Alter ind Art des untersuchten Individuums. In Tabelle 3
sind Beispiele der analytischen Ergebnisse, keineswegs ex-
tremer Art, von zwel anerkannten Autoren gegeben, sie unter-
scheiden sich in den charakteristischen Verhiltniswerten be-
reits um bis 8%.

Tabelle 3. Analysen der Mineralsubstanz der Knochen,
Nach Leursarp (L) und Evvior (E)

L E L E
%-Ca 367 355 %-PO, 50,1 52,4
%-Mg 06 09 %-C0; 7,6 60
%-Na 08 1,1 %-Cl 0,04 0,1
%-K 015 0,1 %-F 0,05 0,015
Ca/P 1,73 1,60 %-S — 0,6
Ca-CO,/P 150 142
Ca/CO, 72 88

Man sieht aber daraus, daf8 das Ca/P-Verhiltnis zwar dem
HA etwa entspricht, nach Abzug des dem CO%~ dquivalenten
Ca aber nur mehr den Wert 1,5 des TCP annimmt, ja ihn
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Abb. 3. Rontgendiagramme von HA, OCP, OCPC mit 3% bzw.
6% CO, und Gemisch von OCP mit Caleit (6% CO,)
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Teil auch berechtigt ist. Andererseits fordert ErrrorT aber
auch an Stelle von OH eingebautes Carbonat, auch in Prapa-
raten, die bei héheren Temperaturen gewonnen wurden; diese
interessieren hier aber nicht. CaCO, als eigene Phase lehnt
Erirorr ab, ibereinstimmmend mit vielen anderen Aatoren. Die
Schwierigkeiten aller dieser Untersuchungen liegen darin, daB
die Gegenwart von Carbonat die ohnehin schon sehr geringe
Bereitwilligkeit der schwerlgslichen Calciumphosphate, HA
und OCP, kristallin aufzutreten noch herabsetzt, so dal bei der
fur biologische Prozesse mafigebenden Temperatur entstehende
synthetische Produkte nur sehr diffuse Rontgendiagramme
geben.

Das zweite groBe Problem der Zusammensetzung der
Mineralsubstanz der Knochen ist, wie erwihnt, der Gehalt an
Hydrogenphosphat-Ton. Sein Nachweis wurde durch den
Glykol-KOH Aufschlufl verhindert. Neuerdings wurde die
Anwesenheit von HPO}~ im Knochen durch die Bildung von
Pyrophosphat beim Erhitzen mehrfach bewiesen (Darre-
MAGNE, FaBry, HErMAN). Damit wird aber auch die Apatit-
struktur immer unwahrscheinlicher, denn in der Apatitformel
ist fitr HPO%~ kein Platz. McGrEGOR hat kiwrzlich die Loslich-
keit von Knochenmaterial untersucht und festgestellt, dall
diese von allen schwerloslichen Calcivmphosphaten am ehesten
durch das Loslichkeitsprodukt des OCP erklart werden kann.
Er nimmt daher die Anwesenheit von OCP im Knochen als
erwiesen an.,

Um der Losung dieses Problems n#her zu kommen, war
also die Aufgabe gestellt, ein Calciumphosphat mit einem
Ca/P-Verhiltnis von etwa 1,67 herzustellen, welches

1. eine Apatit- oder apatitihnliche Struktur zeigt, trotz-
dem HPO%-Ionen enthilt,

2. einen Gehalt von bis ca. 6% CO%- aufweist und

3. bei 37° zumindest rontgenkristallin ist, um Gber seine
Struktur Naheres aussagen zu konnen.
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Abb. 4. Infrarotdiagramme von HA, OCP und Carbonaten wie in Abb. 3

unterschreitet. Die Folge davon ist, wie oben gezeigt, daB viele
Autoren der Knochensubstanz die Formel des Carbonatapa-
tites zuwiesen. Dessen Existenz wird aber von Kristallo-
graphen bezweifelt. Ausfihrliche Untersuchungen von Er-
L1oTT mit Réntgen- und Infrarot-Aufnahmen haben in letzter
Zeit zu der Annahme gefihrt, daB Fallungen aus wiBriger
Lésung die iiblicherweise als Carbonatapatit angesehen werden,
zweierlei Carbonat enthalten: einerseits an der Oberfliche der
feinteiligen Fallung adsorbiertes — wie denn iberhaupt die
Ansicht, daf die Zusammensetzung solcher Produkte durch
Adsorption beherrscht wird, eine grole Rolle spielt und zum

Der Weg konnte nicht dber eine normale Fillung gehen,
da diese ja stets amorphe Produkte ergibt. Wir haben dieses
Problem zu lésen versucht, indem wir die beiden wenig 16s-
lichen Salze CaHPO, (Hydrat oder besser wasserfrei) und
CaCO, in wiliriger Suspension miteinander reagieren lieBen.
Dabet liegen immer nur geringe Ionen-Konzentrationen vor —
wenige Zehntel g/l. Zur Verschiebung des sich einstellenden
Gleichgewichtes in gewinschter Richtung ist Durchleiten von
Luft zur Entfernung des Kohlendioxydes notwendig. Bei 37°
ist die Reaktion nach etwa 100 Std beendet und ergibt ein
rontgenkristallines Produkt. Die zunidchst wahrscheinlichen
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Reaktionsgleichungen sind folgende (ohne Beriicksichtigung
von Kristallwasser):
3CaHPO, + 2CaCO, = Ca,;(PO,),0H - 2C0O, + 2 H,0,
3CaHPO, + 2CaC0, = Ca,H(PO,), + CaCO, + CO, +H,0.

Es war also fraglich, ob die Reaktion in erster Stufe beim
OCP stehen bleibt, wobei beim gegebenen Molverhéltnis ein
CaCO, unverindert sein muB, oder ob sie bis zum HA geht.
Das Rontgenogramm (Abb. 3) zeigt nun, da das Reaktions-
produkt dem OCP weitgehend ahnlich erscheint, der erhebliche
Carbonatgehalt aber im Réntgenogramm nicht zu sehen ist,
d.h., daB die Reaktion nach keiner der beiden Gleichungen
verlduft. Die IR-Spektroskopie — erstmalig von PoBrGUIN
auf die Knochensubstanz angewandt -— ist hier eine grofle
Hilfe. HA zeigt im Gegensatz zu OCP (Abb. 4) zwei Banden,
die fiir die OH—-Ionen charakteristisch sind, bei 3560 und
630 cm~*, Das neue Préparat zeigt sie nicht. Es zeigt auBer
den Banden des OCP noch zwei des eingesetzten Calcites bei
1450 und 876 cm—, letztere nur schwach, die anderen Calcit-
linien von 2520, 1800 und 714 em—1 aber gar nicht. Diese treten
erst mit steigendem Carbonatgehalt analoger Priparate lang-
sam hervor, aber immer wesentlich weniger stark als gleich
zusammengesetzte mechanische Gemische. Es liegt also im
neuen Préparat ein OCP vor, welches in sein Gitter CO3~ auf-
genommen hat. Dies kann der Wertigkeit entsprechend nur
das HPO3~ vertreten. Dal CO%~ nicht mit PO~ in Konkur-
renz tritt, ist durch unsere Aufwachsversuche wahrscheinlich
gemacht. Die Reaktion ist also folgendermaBen zu formulieren:

3CaHPO, +20aC0, =5/, 034(P04}2 (HPO,), 4 (CO)p 6+
3[; COx+3/, Hp0.

!
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Priparate. Diese ist bei der Knochensubstanz recht viel-
artig, es erscheinen auf dem elektronenoptischen Bild (nach
Pavrarp, junge Maus, Femur, Abb. 7) Blittchen wund
Stiabchen. Es ist aber nicht eindeutig zu entscheiden, ob es
sich tatsichlich um Stdbchen handelt oder nur um Blittchen,
welche von der Schmalseite her gesehen werden. Das OCPC
bietet wieder ein ganz dhnliches Bild (Abb. 8). JoHANSEN und

5

f
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Abb. 5. Rontgendiagramme von OCP, OCPC
und Knochensubstanz

7700 900 700 500 cm

Abb. 6. Infrarotdiagramme von OCP, OCPC und Knochensubstanz

Der Formel nach sollte das Produkt 6,2% CO, enthalten,
tatsichlich ist es etwas weniger, zumindest bei Préparaten,
welche eine eigene Carbonatphase gar nicht erkennen lassen.
Das ist nur zu erreichen, wenn man vor Beginn der Umsetzung
etwas CO, einleitet, also die Carbonatkonzentration erhoht und
den pH-Wert etwas saurer einstellt. Im anderen Fall tritt in
gewisser. Ausmal} eine HA-Bildung ein, der sich aber sonst in
keiner Weise zu erkennen gibt. Ein verschieden weitgehender
Ersatz von HPO3Z~ durch CO%~ ist auch moglich, so ergibt
sich eine kontinuierliche Reihe méglicher Produkte, far
welche einige Beispiele in Tabelle 4 gegeben sind.

Der Vergleich des neven OCP-Carbo-
nates (OCPC) mit einem Mineral ,,Carbo-
natapatit” und mit der Mineralsubstanz

Parxgs haben bereits 1960 darauf hingewiesen, daB elektronen-
optische Bilder von Knochenschnitten Stibchenformen vor-
tauschen, welche bei Drehung der Priaparate sich als Kanten-
ansichten von Blédttchen erwiesen.

Es spricht also das Ergebnis aller dieser Versuche dafiir,
daB die Mineralsubstanz der Knochen und OCPC weitgehend
einander gleichzusetzen sind. Es ist nun auf die Folgerungen
einzugehen, welche sich aus diesem Formel- und Strukturbild
ergeben. Eine Bldttchenstruktur bewirkt eine groBle Ober-
flache, wie sie sich aus einer Prismenstruktur, die ein Apatit
im engeren Sinne haben miiBite, bei gleichem Teilchengewicht

Tabelle 4. Zusammensetzung synthetischer und natiirlicher ,,Carbonatapatite’’

der Knochen zeigh, daBl mit letzterer

< ™,
besonders gute Ubereinstimmung besteht. Ca/P ‘»fas(ég?-
Die entsprechenden Roéntgenogramie " .
(Abb. 5) ergeben, da der Knochen (hier rCn;‘fOO (()3}:2?0 CafCO,  frei
Rind, Femur, Diaphyse) in der Verteilung s 3
der Interferenzen weitgehende Ahnlich-
keit mit OCP und OCPC aufweist, nur  C2 (POy)y (HPO)o, (COq)q 4 1.67 1,42 6,67 6,22
gibt der Knochen ein weniger scharfes Cs {PO4)2 {HPO4)05 (COg)qs5 1.60 1,40 8,0 5,13
Diagramnm, ist also feinteiliger. Auch der  Cs (PO4), (HPO,)o.q ( 03 0,4 1,54 1,38 10,0 4,07
Vergleich der IR-Spektren zeigt weit- Cay (POy), (HPO,), ( )03 1,48 1,37 13,3 3,03
gehend diese Analogie (Abb. 6). 8% (11;8 4)2 %{go )= - D Wit ) Ter },gg 0.0 o

i i ; i as ( 3)0,5 anllit s s > s s
Wesentlich ist auch der Vergleich Knoehen o 16 onld 8...10 4.5

der dufleren Form, der Morphologie der
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Abb. 7. Elekironenmikrobild der Knochensubstanz nach
PauTarp

Abb. 9. Strukturschema von OCP nach NEWESELY

nicht ergeben kann. Diese grofle Oberfliche wird aber noch
durch eine innere Oberfliche erweitert, die durch Hohlrdume
entsteht, welche sich im OCP-Gitter zeigen (Abb. 9). In ihnen
sitzt zeolithisch gebundenes Wasser, OCPC dirfte in dieser
Hinsicht dem OCP gleichen. Die Substanz gewinnt dadurch
sehr an Reaktionsbereitschaft. Das Strukturschema nach Ne-
WESELY zeigt ferner, dafl der Aufbau des OCP durch abwech-
selnde Schichten mit den Ca/P-Verhiltnissen 1,67 und 1,00

Klin. Wschr.

gedeutet werden kann. Es erscheint durchaus mdéglich, daB
durch eine relativ groBere Anzahl calciumreicher Schichten,
sozusagen des Apatitanteils, das Ca/P-Verhiltnis in dem gan-
zen Produkt hoher wird als 1,33, Auf die Moglichkeit fester
Lésungen zwischen HA und OCP hat schon Arworp (1950)
hingewiesen. Bei den OCP-Carbonaten scheint dies in analoger
Weise der Fall zu sein. Die Annahme bedarf aber noch experi-
menteller Uberpriifung.

Eine weitere Eigenschaft des OCPC und damit der Kno-
chensubstanz ist die Fahigkeit, als Puffer zu wirken durch die

MLMJL«A
|

30° 40° 50°
Abb. 10. Rontgendiagramme der Glihprodukte von OCPC
und Knochen bei 500° und 700° C

. fl.a\—h—..nl -
Abb. 11. Elektronenmikrobild des 100°-Produktes,
Carbonatapatit

gleichzeitige Anwesenheit zweier Phosphationen, die ein reiner
HA nicht zeigt. Sie wird durch das Carbonation, das im Serum
mit Hydrogencarbonat im Gleichgewicht steht, erginzt.

Das thermische Verhalten von OCPC und der Knochen-
substanz ist ebenfalls weitgehend analog. Die Struktur ist bis
etwa 500° stabil, bei 750° gegliihte Produkte zeigen in beiden
Fillen die Struktur des Hydroxylapatites, wie ja von der
Knochenasche zur Gentige bekannt (Abb. 10).

Bemerkenswert ist noch das Verhalten des Ausgangs-
gemisches von 3CaHPO, und 2CaC0,, wenn man die wabrige
Suspension sofort einige Stunden auf 100° erhitzt. Die Reak-
tion fiihrt unter diesen Umstéinden zu einem Praparat, welches
als Apatit im engeren Sinne zu bezeichnen ist. Dies zeigt sich
aus dem Rontgendiagramm, das dem HA vollig analog ist.
Das Elektronenmikrobild zeigt dementsprechend Prismen, wie
gie durch wiederholtes Auskochen von amorphen Calcium-
phosphaten zu erhalten sind, sie sind aber schon nach einigen
Stunden 1 1 gro (Abb. 11). Das IR-Diagramm des 100%-Pro-
duktes zeigt deutlich einen Carbonatgehalt durch die Banden
1450 und 876 cm~* an.
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Es zeigt aber nur schwach die fiir das OH-Ion cha-
rakteristischen Banden 3560 und 630 e, Die Analyse ent-
spricht der fiir Carbonatapatite meist angenommenen For-
mel nicht ganz, da ein Teil, ca. 20% des mdglichen Carbona-
tes, noch durch OH~ ersetzt ist. Die Formel wire also etwa
Cay(PO,)6(CO5) g {OH),,, zu schreiben. Der Unterschied die-
ses Priiparates im Rontgen- und IR-Diagramm gegeniiber der
Knochensubstanz zeigt, dafl diese beiden nicht ibereinstim-
men und spricht wieder fir die Formulierung als OCPC.

Eine vollige Ubereinstimmung zwischen Knochen und
OCPC ist nicht zu erwarten, da dieses die Nebenbestandteile
Mg, F und Citrat nicht enthilt. Die Auswirkung des Einbaus
dieser Ionen wird in weiteren Versuchen zu studieren sein, in
groflen Zigen ist aber das OCPC als Modell der Mineralsub-
stanz der Knochen zu brauchen. Es sei zum Abschlufl noch
darauf hingewiesen, daBl dieses Ergebnis eigentlich nichts
anderes ist als eine Bestdtigung und Verfeinerung mit mo-
dernen Methoden der von Brrzrrrvs schon vor 140 Jahren
gemachten Feststellung, daBl die Knochensubstanz aus ,,Okta-
calciumphosphat* und Calciumcarbonat besteht.
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1. Einleitung

Seit der Antike hat in jeder Epoche der Naturphilosophie
und Wissenschaft das Leib-Seele-Problem eine besondere Be-
deutung gehabt. Neuere wissenschaftliche Entwicklungen
nétigen zu einer intensiven Untersuchung dieses Problems,
nicht nur seiner philosophischen, sondern auch seiner prak-
tischen Bedeutung wegen. Der Mensch hat die einzigartige
Fihigkeit, seine geistigen Vorginge symbolisch auszudriicken,
sei es in den gesprochenen, geschriebenen oder gedruckten
Symbolen der Sprache, sei es in den Formeln der Mathematik.

Dadurch ist Wissenschaft moglich geworden, so wie wir
sie kennen. Wiilten wir mehr itber die Natur des Lernens, des
Gedachtnisses und der Denkvorgiinge, wir konnten den Fort-
schritt der Wissenschaft stark beschleunigen, die Gesellschaft
revolutionieren und im Verlauf dieses Prozesses mehr iber die
Natur des Menschen und seiner Méglichkeiten und Grenzen
erfahren [17].

* Vortrag auf der 104. Versammlung der Gesellschaft Deut-
scher Naturfoscher und Arzte, Wien 1966,

6lc XKlin, Wschr., 45, Jahrg.

Vor 25 Jahren schienen biologische Phinomene wie Ver-
erbung, Entwicklung und Imamunologie zu komplex, um einen
Angriff mit Methoden der exakteren Wissenschaften wie
Mathematik, Physik und Chemie zu rechtfertigen. Inzwischen
ist die molekulare Biologie eine der lebendigsten und meist-
versprechenden der biologischen Wissenschaften, und vielleicht
nicht nur dieser, geworden. Die ,,Wunder* einer molekularen
Genetik und molekularen Immunologie werden iiberall deut-
lich. Jetzt werden psychologische Erscheinungen mit physikali-
schen und chemischen Methoden angegriffen, und einige der
kompetentesten Physiker, Chemiker und Mathematiker haben
sich zu dieser Aufgabe zusammengefunden.

Schon seit langem wurden physikalische Methoden ange-
wandt, um die Ultrastruktur der Nerven, insbesondere von
Myelinscheide und Membran, zu untersuchen sowie bei den
grundlegenden Studien iiber bioelektrische Aktivitdt. Die weit
komplexeren Probleme des Gedichtnisses und des Lernens
kénnen dagegen leichter mit Hilfe der Terminologie dreier
Gebiete dargestellt werden: des Molekularen, des Neuralen
und des Verhaltens. Zur molekularen Kategorie gehoren nicht



