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BENESCH et ses collaborateurs 1, 2 ont montr6 que chez les Vert6brds, la calcification 
osseuse est inhib6e par certains compos6s sulfamidds agissant soit sur l 'anhydrase-  
carbonique, soit sur une phosphatase,  soit sur ces deux ferments ~ la fois. Chez les 
Invert6br6s, STOLKOWSKI a a pu de m~me retarder  sous l'effet du benz6ne-sulfamide la 
r6g6n6ration de la coquille chez l 'escargot;  or, la pr6sence d 'une phosphatase alcaline 
dans le manteau  de ce gast6ropode a 6t6 constat6e par MANIGAULT ~, et celle de l 'anhy-  
drase-carbonique par MAETZ 5. 

Nous avons 6tendu ces recherches au cas d 'un  Protozoaire,  l 'infusoire cili6 Coleps 
hirtus (NITZSCH) dont le t6gument  est calcifi6: 

On sait que, chez les diff6rentes esp6ces du genre Col@s le t6gument,  souvent d&ri t  
sous le nom de cuirasse, comporte une s6rie de lamelles rigides et ornementfes,  dispos6es 
parall61ement les unes aux autres en cinq s6ries annulaires ou verticilles (Fig. i). La 
forte min6ralisation de ces lamelles est montr6e par leur persistance apr6s incin6ration ~ 
(Fig. 2). FAIJRt~-FREMIET ET HAMARD 7 ont examin6 leur composition chimique chez 
C. hirtus. Ces auteurs ont montr6 qu'i l  existait en abondance du carbonate de chaux 
dans le t6gument calcifi6 de ce Coleps. Les cendres consti tuent  environ 32% du poids 
sec de l'infusoire, soit 12 ~ 14% de son poids humide. Elles donnent  avec la liqueur 
ni t romolybdique un 16ger pr~cipit6 de phosphomolybdate .  Cependant la pr6sence de 
phosphore n ' a  pu 6tre d6montr6e au niveau des lamelles par une r6action histochimique, 
tandis que la pr6sence du calcium est ne t tement  accusde par  la rdaction de VON KOSSA s 
au nitrate d 'argent  (Fig. I), et mieux encore par celle de STOELZNER" ~ l 'acdtate de 
cobalt, qui l 'une et l 'autre dessinent en noir intense tous les  d6tails de la cuirasse. 

L'accroissement protoplasmique d 'un  Coleps, entre deux divisions, se t radui t  seule- 
ment  par  l '6cartement  des plaques sur chaque verticille; au moment  de la bipartit ion, 
les deux vertieilles m6dians se s6parent, d6couvrant  ~ l '6quateur une masse protoplas- 
mique nue qui s'allonge avant  de subir une constriction 6quatoriale. Sit6t apr~s la 
bipartition, chaque individu ills montre  une moiti6 de son corps cuirass6 (la moiti6 
ant6rieure pour le proter  et la post6rieure pour l 'opisthe) et l 'autre nue; trbs rapide- 
ment  le dessin de la demi-cuirasse h reconstituer est trac6 par une s6rie rdgulibre d'6pais- 
sissements superfieiels; ceux-ci sont probablement  form6s par  une matrice organique, 
et peut-~tre glycoprot6ique 7 qui se calcifie en peu de temps. La r6fringence des pi~ces 
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Fig. I. C9leps hirtus. Impr6gnation argentique de la cuirasse calcifide. 

calcifi6es de la cuirasse se t radui t  par un  aspect sombre tr6s caract6ristique m6me sous 
un  faible grossissement ; dans une populat ion de Coleps cultiv6e in vitro, les individus  
qui  v iennen t  de se diviser sont ais6ment reconnaissables;  leur proport ion est faible et 
appa remment  constante.  

EFFETS DE 1)EUX S ULFAMIDES SUR COLEPS HH?TUS ET MISE EN I~VIDENCE D'UN 

M/~CANISME ENZYMATIQUE 

Nous avons utilis6 des cultures de C. hirtus entre tenues  dans des lames creuses te 
des godets de Syracuse, et nourries avec de peti ts  f ragments  d ' in tes t in  larvaire de 
Chironomus. Ces infusoires suppor ten t  sans aucun  dommage la pr4sence, dans leur milieu, 
de benz~ne-sulfamide N/2oo; d~s les premiers essais, nous avons constat6 que la propor- 
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Fig. 2. (;i-OllpC (le Coleps apr~"s incindration 

ti(m des individus por tant  une demi-cuirasse augmentai t  tr~s notablement  en prdsence 
de ce corps, ce qui indiquait  une inhibition de la calcification. 

De nombreux essais nous ont toujours donnd le m~me rdsultat, tout  en nous mon- 
trant,  d 'aut re  part,  que celui-ci n 'est  pas durable. Notons, d'ailleurs, que le milieu ren- 
ferme des bact6ries qui continuent  de se ddvelopper en prdsence du sulfamide. Nous 
avons alors modifid la technique de culture en renouvelant  fr(:quemment le milieu liquide. 
et en accroissant progressivement pendant  S ~ io  jours, de N/2oo i'L N/IIO la concen- 
trat ion du benzbne sulfamide utilisd. Dans ces conditions la presque totalitd des individus 
apparai t  bient6t comme k demi ou compF~tement ddcalcifide. C'est alors qu 'une  compli- 
cation d 'ordre dthologique intervient : les Coleps ddcalcifids se ddvorent les nns les autres 
et ce cannibalisme limite dangereusement le ddveloppement des cultures. 

Les prdparations au cobalt (Fig. 3) vdrifient le rdsultat de l 'observation des popu- 
lations vivantes, et appor tent  quelques ddtails compldmentaires; un certain nombre 
d ' individus n 'on t  plus de cuirasse; beaucoup por tent  une demi-cuirasse, ant6rieure on 
postdrieure; quelques uns poss~dent seulement un verticille de plaques; dans presque 
tous l e s  cas, la partie nue du corps montre  cependant un dessin gris~tre, comme si la 
calcification 6tait trbs fortement  ralentie, plut6t  que totalement  supprimde; enfin on 
observe souvent, dans le cytoplasme, quelques gros granules noirs, de nature apparem- 
ment  calcaire (Fig. 4)- 

Si l 'on utilise non plus le benz~me sulfamide mais le Dagenan ()73 M.B. ou para- 
minophfinylsulfapyridine aux concentrat ions correspondantes,  on n 'obt ient  plus aucun 
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r6sul ta t ,  et la p ropor t ion  des 
indiv idus  en voie de recalcifi- 
ca t ion reste  cons t ammen t  aussi  
faible que dans  les cul tures  nor-  
males.  

Ces r6sul ta ts  sont  6troi te-  
men t  comparab les  ~ ceux d6jk 
cit6s concernant  les Vert6br6s 
et  l ' e scargot ;  comme eux, ils 
p e r m e t t e n t  de penser  que le 
benz~ne sulfamide agi t  sur  un 
m6canisme enzymat ique  qui  
in te rv ien t  dans  la calcif ication 
de la cuirasse. De fai t  nous 
avons  pu  d6celer la prdsence 
d 'une  phospha tase  alcal ine 
chez Coleps hirlus ; it cet effet, 
plus  de 3oo ind iv idus  prdala-  
b l emen t  lav6s pour  61iminer le 
plus g rand  nombre  ties Bact6- 
ries, ont  6t6 broy6s et au to-  
lys6s ~ 37 ° en prdsence de 
tolu~ne;  apr~s 36 heures d ' incuba t ion ,  nous avons  

Fig. 3. Coleps ayant subi l'action du benz6ncsulfamide et mon- 
trant une calcification incomplete (pr6paration it l'ac6tate de 

cobalt, puis H2S ). 

pu r6v61er l ' ac t iv i td  phospha tas ique  
par  la m6thode  de BERENBLUM ET 
CHAIN10; le rdsul ta t  est tr~s ne t te -  
men t  positif.  

Nous avons 6galement  essay6 de 
d6celer l ' anhydrase  carbonique,  sans 
obteni r  cet te  fois de r6sul ta t  posi t i f ;  
on ne saura i t  cependant  conclure de 
cet insucc~s "a l ' absence  du ferment ,  
car  la d i lacdrat ion d 'un  nombre  suf- 
fisant de Coleps repr6.sente une s6ri- 
euse difficult6 technique.  

Fig. 4. Coleps traiti  ct prdpar6 comme ceux de la Fig. 3 
montrant le d6tail de la calcification incompl6te. 

LES CONSTITUANTS MIN~RAUX 

DIE LA 

(;U1RASSE 1)U COLEPS 

Les faits  que nous venons d 'ex-  
poser ont  condui t  Fun de nous tt 
reprendre  l '6 tude des cons t i tuan t s  
min6raux  de la cuirasse ehez Coleps 

hirtus. G. CHAMPETIER (Ct.7), util i-  
s an t  une poudre  fine Iorm4e de Cole2bs 
fixds "~ l 'aleool,  puis  dess4ch6s, ava i t  

obtenu,  pa r  la m6thode  DEBYE-SCHERRER, un d iag ramme de rayons  X d f p o u r v u  de tou te  

Bibliographie p. 673. 



672 E. I~AUR~-~REMIET, J. STOLKOWSKI, J. DUCOR~ET VOL. 2 (1948) 

interf6rence d'origine cristalline: il en avait  6t6 conclu que le calcaire present dans le 
t~gument de Coleps hirtus 6tait amorphe, ce qni s'accordait avec l 'absence de toute 
trace d'anisotropie optique. 

Nous avons effectu6 de nouveanx examens avec une chambre ~ focalisation associ6e 
au monochromateur (STOLKOWSK111) ; apr6s 48 heures de pose, les diagrammes de diffrac- 
tion obtenus out montr6 l'existence de quelques raies faibles, correspondant aux inter- 
valles des plans r6ticnlaires dont les valeurs sont: 

d = 7.49 
4.22 i 

/ 

3'40 I AngstrSms 
3"04 / 
2.97 J 

Or, les intervalles caract6ristiques du phosphate dicalcique bihydrat6 et du phos- 
phate dicalcique anhydre sont les suivants, par ordre d'intensit6 d6croissante: 

d intensit5 

3.35 I.OO 
2.95 o.75 

pour le phosphate dicalcique anhydre;  et pour le phosphate dicalcique bihydrat6: 

d intensit6 

4.24 i.oo 
7.6o o.67 
3.o4 o.67 

ce qui nous permet d'affirmer que nous nous trouvons en pr6sence d'un mblange des 
deux corps: les raies dont les valeurs mesurdes sont 7.49, 4.22 et 3.o 4 )~ correspondant 
an phosphate dicalcique bihydratfi et les raies d - 3.4 ° et 2.97 au phosphate dicalcique 
anhydre. 

I1 est curieux que le calcaire n 'apparaisse pas; soulignons toutefois que ce calcaire, 
s'il existait sous forme de calcite, et en faible quantit6, ne pourrait  se distinguer. En 
effet, la raie sensible de la calcite correspond & un intervalle de 3.o 4 )t et se confond par 
eons6quent avec la raie du phosphate dicalcique hydrat6. Mais nous avons vu que le 
calcaire existe en grande quantit~. Peut-on conclnre ~ l'existence d 'un calcaire amorphe ? 
Faute d'une d6monstration positive nous remarquons que le cas du Coleps hirtus pose 
un probl~me identique h celui que l'on rencontre dans l%tude de la structure de l'os; 
rappelons alors l 'explication propos4e par PRENANT TM, ~ savoir que l'6tude du t fgument  
des Crustac6s et l 'exp6rimentation in vitro ont prouv6 que le phosphate de calcium 
stabilise le calcaire sons sa forme "amorphe".  

Cette interpr6tation s'applique vraisemblablement au t6gument calcifi6 du Coleps 
hirtus, ~ moins d 'admet t re  que le carbonate de calcium ne soit dissimul4 dans un com- 
plexe organique. 

RI~SUM~ 

I. Le benz~ne sulfamide inhibe la calcification du t~gument  chez Coleps hirtus. Les an imaux  
suppor ten t  pa r fa i t ement  le sulfamide aux  concentrat ions  oh nous l 'avons employ6. Le Dagenan 
673 M.B. est  sans action. Ceci prouve, par  analogie avec les t r avaux  de BENESCH 1, 2, que l ' inerusta t ion 
min6rale du t6gument  ehez C. hirlus d6pend d 'un  mdcanisme enzymat ique.  
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2. De fait,  nous  avons  pu  d6celer la pr6sence d ' u n e  p h o s p h a t a s e  alcaline.  Nous  n ' a v o n s  pu  
prouver ,  pa r  contre ,  l ' ex is tence  de l ' a n h y d r a s e  carbonique .  

3. Nous  avons  repr is  l '6 tude  a u x  r ayons  X ctu t 6 g u m e n t  calcifi6 et  nous  y avons  d6tect6 u n  m61ange 
de p h o s p h a t e s  dicalciques,  b i hyd ra t 6  e t  a n h y d r e .  Le calcaire n ' a p p a r a i t  pas  su r  les d i a g r a m m e s .  II  
se ra i t  peu t -6 t re  stabil is6 sous la forme " a m o r p h e "  pa r  le p h o s p h a t e  de calcium. 

S U M M A R Y  

i. Benzene  su lphan l ide  inh ib i t s  the  calcifica~tion oi the  i n t e g u m e n t  in Coleps hirtus. The  an ima l s  
s t and  per fec t ly  the  su lphami de  a t  concen t ra t ions  used by  us. D a g e n a n  673 M.B. is w i t h o u t  act ion.  
Th i s  proves,  by  ana logy  wi th  the  inves t iga t ions  of BENESCH 1, 2, t h a t  the  mine ra l  i nc rus t a t i on  of 
t he  i n t e g u m e n t  in C. hirtus depends  on an  enzymic  m e c h a n i s m .  

2. Ac tua l ly  we have  been able to de tec t  the  presence of an  alkal ine phospha ta se .  On  the  o ther  
hand ,  we have  been  unable  to d e m o n s t r a t e  the  ex is tence  of carbonic  anhyd ra se .  

3. We have  re - s tud ied  the  calcified i n t e g u m e n t  by  X-rays ,  and  we have  de tec ted  a m i x t u r e  of 
d i -ca lc ium phospha te s ,  d i -hyd ra t ed  and  anhyd rous .  No l ime appears  in the  d iag rams .  I t  is possibly 
s tabi l ised in the  " a m o r p h o u s "  form by  ca lc ium phospha t e .  

Z U S A M M E N F A S S U N G  

I. Benzensu l f amid  h e m m t  die Kalzif izierung der  Ver scha lung  bei  Coleps hirtus. Die Tiere  ver-  
t r a g e n  das  Su l famid  in den  von  uns  a n g e w a n d t e n  K o n z e n t r a t i o n e n  gut ,  D a g e n a n  673 M.B. h a t  
keine Wi rkung .  Dies beweist ,  analog den  Arbe i ten  yon  BENESCH 1, 2, dass  die minera l i sche  V e r k r u s t u n g  
der  Schale bei  C. hirtus yon  e i nem e n z y m a t i s c h e n  M e c h a n i s m u s  abh~ingt. 

2. Tats / ichl ich k o n n t e n  wir  die Anwesenhe i t  e iner  a lka l i schen  P h o s p h a t a s e  nachweisen .  Dagegen  
k o n n t e n  wir  alas Vorhandense i n  yon Koh lens / i u r eanhydrase  n ich t  beweisen.  

3- Wir  wiederho l t en  m i t  R 6 n t g e n s t r a h l e n  die U n t e r s u c h u n g  der  ve r t~dk ten  Schale und  en tdeck-  
t en  d a r i n  ein Gemisch  von  D ika l z iumphospha t en ,  und  zwar  des D i h y d r a t s  und  Anhydr id s .  Ka lk  
e rsche in t  n ich t  au f  den D i a g r a m m e n .  Er  wird viel le icht  in " a m o r p h e r "  F o r m  d u t c h  das  Ka lz ium-  
p h o s p h a t  s tabi l is ier t .  
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