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LA C O M P O S I T I O N  D E S  g E L S  O S S E U X  I ) A N S  

L E S  T I S S U S  E N  V O I E  D ' O S S I F I C - \ T I O N  

I. I N F L U E N C E  DES T R A I T E M E N T $  D E  M I N ~ . R A L I S A T I O N  DE L'OS 

SUR LES P H O S P H A T E S  D E  CALCIUM SYNTHlZ2TIQUES* 

C I . A U I ) I  N 'E  F A B l t . Y  * * 

[slilztto di (;himi¢¢~ (;e~acJ'ale e lnorganica,  U~iversi tJ  di Romt~ (Italic) 
et l~s t i tu t  de ThO,.petttiqz~e t ' ;xpirime~tnle,  Ultiversitt ~ de Lff~ge (iletgique) 

[Rc~;u le 4 ~Jctol)re 105~) 

S I ;MMARX,"  

7"l~a ¢omposition. o[ bo~te salts i~ ossi[yi~tg tiss~tvs 

[. I,tfl,lte~gce o/treat~ne,~zts o/bone ~ninerallzatimt o~ ©,nlheti6 aalci.unt phoslShates 

Trea tmen t s  of bone mineral izat ion were applied to synt lwt ic  calcium phosphates  
which might  be similar to the mineral  present  in ossifying tissues : var ia t ions  in compo- 
sition were a lways  observed whe,1 the Ca/P is lower than  2.15. Thus,  none of the 
exist ing methods  for separat ing organic and  inorganic fract ions must  be used for 
s tudy ing  the bone salts early deposited in ossifying tissues. 

IN ' I ' I¢ODUCTIOlq 

On ne connai t  pas encore la eompoMtion et la s t ruc ture  du phosphate  ealeique qui 
pr6cipite dans les tissus au  d f l m t  de l 'ossification. On a pens6 h u n  sel semblable ~t 
l ' hydroxy lapa t i t e  de synth6se,  au pl iusphate tr iealcique hydra t6 ,  h la brushite,  voire 
m6me au pyrophosphate ,  et r6cemment  on s 'est demand6 s'il ne pourrai t  pas s*agir de 
phosphate  octocalcique.  

Cette incert i tude est due tou t  d ' ahord  b, c c q u e  les d6terminat ions  chimiques et 
physiques de composit ion et de s t ructure  por tent  g6n6ralement sur des 6chantil lons 
biotogiquement grossiers. Dans ces condit ions,  le rapport  Ca,'P que l 'on ddtermine 
est une valeur moyenne  por tan t  sur du mat6riel osseux ~ diffdrents s tades de calci- 
fication, auquel  s 'a joute  encore des f ragments  plus ou moins impor t an t s  de tissus 
adjacents .  La  composi t ion ainsi d6termintSe est de ce Iait ditticilement interpr6table.  

Mais il est une autre  raison encore qui pourrai t  expliquer la divergence des 
r6suttats  acquis sur la composit ion chimique des premiers 5els osseux prdcipit~s. En 
supp0sant  m~me que les d6terminat ions  soient faites sur ~1~:.~ fiehantillons homog¢~nes, 

" T r a v a i l  r f :a l i s ( -gr f tce  ft u n  s u b s i d e  d e  I '  " ' ] n t e r n a t i . n a l  l : o d e r a t i o n  ~rf U n i v e r s i t y  XVtmaen",  
** C h e r e h e u r  ag r66  h 1' l n s t i t u t  I n t e r u n i v e r s i l t t i r c  b e i g e  d e s  ~%cienct;s Nucl t~ai rcs .  
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e'est-'~-dire sur le soul tissu osseux h u n  ~tade ddtermln6 de calcification, etles se 
rappor ten t  "k un milieu eomplexe:  los 616ments dosds (calcium et phosphore) sont ~ la 
lois ceux qui cons t i tuent  le sol mindful  de l 'os et ceux qui sont lids ~t la partie organique 
(protdines, mucopolysaccharldes,  esters phosphoriques,  etc.). Or, la fraction organique, 
par exemple les esters phosphoriques,  est particulidremenL abondan te  duns l 'os en 
formation.  11 nous parat t  par  consdquent  dangereux de sous-estimer a prioIq los erreurs 
qui pourraient  en rdsulter duns la ddterminat ion  de la composit ion de la ptl~tSc mindralo 
elle-mOme; il est done indispensable, ne ffit-ce qu'~ titre de contrdle, de sdparer le 
phosphate  de calcium ct la fraction organique. 

Le pt'obl~me que pose cet te  s fpara t ion  n'est  pus simple. En effet, toute  mdthode 
utitisde duns ce but ,  impl iquant  ndecssairement un t ra i tement  cbimique, est sus- 
ceptible de modifier la na ture  des sels mindraux.  I1 faut en outre  souligncr qu'il  existe 
des liaisons ent re  les fractions organique e t inorgan ique  de l'os ~, i0, lz, w; Ieur sdparation 
implique la rupture  de cos liaisons, et par consdquent rood|fie vraisemblablement  la 
rdpart i t ion des ions mindraux (caleimn et phosphore) entre  los deux fractions. 

Avan t  d 'aborder  l 'd tude de la composit ion des sets mindrffux dans  los tissus osseux 
en formation,  et le probldme que pose l 'obtent ion d 'dchanti l lons homogdnes, nou.~ avons 
entrepris  une 6tude prdliminaire des mfithodes de sdparation des fract ions organique et  
inorganlque.  II en existe uctuel lement  un certain nombrc ;  Ies unes t endent  h ddtruire la 
fraction mindrale en modif iant  le moins possible ia fraction organique (ddcalcification 

l 'aeide chlorhydr ique  dilu6 ou "t I 'EDI'A) ; los autres  au contraire teDdent "~ isoler la 
fraction mindrale par  des t ruct ion de la pa t t ie  organique ("mingral isat ion" par  12 
glyc6rine alcalinc, par Fdthyl~nediamine,  par l 'eau, par digestion enzymat ique ,  par 
calcination).  Notre  but  6tant  l 'd tude de ta composit ion de la fraction mindralc des 
tissus en vole de cMcification, seules los secondes nous intdressent ici. Si elms taissent 
intacts ,  et duns une certainc mesure seulement,  les sels mindraax  de l'os adulte,  il n 'es t  
pus du tout  cer tain a priori qu'elles soient sans act ion sur los sels osseux prim|t iN, 
sur tout  si ceux-ei ont  une composit ion chimique diffdrente. Nous avons donc 6tudi6 
l ' influence des diffdrentes mdthodes de minc. :disat ion aetuel lement  eommes, sur ta 
composit ion chimique des phosphates  de calcium prdalaMement prdpards par synthdse,  
susceptibles de const i tuer  le premier compos6 mineral  de Fox. 

TECHNIQUES GI~XEI~ALES 

Pr~paral~'on des p/wstSlmles sy~th~tiqztcs 
x. La  brush | to  est prdparde par mdlangc, cn proport ions ~toechiomdLriques, d 'une 

solution d 'aeide phosphoriquc ct  d 'une  solution de. ch-~llx fra~chcment filtrde:k 
2. Le pyrophospha te  (foxme a) provieat  du produi t  prdcddent, que l 'on calcine 

pendan t  I h sur  un bec Bunsen, duns un ereuset en platine a. 
3. Le phosphate  tricalcique est obtenu par  lu m6timdc ela.~sique, rappelde 

rdcennnent  encore par DALI.EMAGNE t~, c'est-~L-dire par addit ion,  ~L tempdratnre  
ordinaire,  d 'une  solution de chaux fralchement  filtrdc h one solution d 'acide 
phosphorique,  j u squ ' au  virago de 12 phdnolphtaldine. 

4- L" " h y d r o x y l a p a t i t e  prdcipitde'" de WXLL.XEYS (phosphate basique de rappor t  
Ca/P 2.I5) est prdparde suivant  la mdth0de donnde par cot au t eu r  -~°. 

5. Le phosphate  octocalcique est  prdcipit6 de deux facons dif[drentes. 
a. Une premi~re m~thode est ddrivde de cello que ddcrit Amx'O1-D~: elle consiste/~ 
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a jouter  trbs rapidement ,  ~ temp6ra ture  ordinaire, uric solution dilude de ehaux 
fratchement  filtrde h u n e  solution d 'acide phosphorique dans les proport ions stoechio- 
m6triques convenables:  a ml d 'aeide phosphorique sent  6tendus pat" i5o ml d 'eau  
distilIde; on y a joute  I9O ml d 'une  solution lralche de chaux dent  la concentrat ion est 
prdalablement  d6terminde (4a mequiv../l); on centrifuge imm6dia tement  pendan t  
2 rain "X 4,ooo rex'. ~min; le pr6cipit6 g61atineux est al0rs essor6 sur un filtre Biichner. 
On r6p6tc l"op6ration au t an t  de lois qu' i l  faut  pour  obtenir  un stock suflisant ; on laisse 
s6cher ,t t e m p & a t u r e  ordinaire,  

Le produi t  ob tenu  donne un spectre de diffraction des rayons  X extrf imement  flou, 
oh la bande caract6ristiquea, ~ du phosphate  octocalcique est de ce fai t  difficiic /t 
rep6rer*. Ce produi t  cst done Iorm6 de cr is taux ex t rSmement  petit.% ce qui ne doit  pas 
nous 6tonner puisque le pr6cipit6 a 6t6 s6par6 de ses eaux-mOres alors qu' i i  est/~ peine 
form& Ce phosphate  octocalcique ue cont ient  pas de brushitc,  ainsi que nous l 'avons 
contr616 ml microscope polarisant.  

b. On peut 6galement prdpare," le phosphate  octocalcique par hydrolyse  d 'un  
phosphate  acide. Cette m6thode consiste h hydrolyser  lentement ,  ,~ 4 o°, du phospha te  
de calcium.secondaire  7 ou primaire, dans  une solution d 'ac6ta te  sodique 0. 5 ,14, en 
renouvelant  cettc derni6re chaque lois que le pH s'abaisse jusqu ' aux  environs de 6.1. 
Trois grammes de Ca(H2PO4)=-H.~O p.a. {Merck) sent  main tenus  en suspension, h 4 o°, 
dan~ 5o0 ml d 'acdta te  sodique o. 5 3t .  Le p H e s t  eontr616 avec du papier  indicatcur  
Merck (6.6-8.o) ; les 5oo ml de liquide sen t  renouvelds d~s que la solution s'acidifie, 
soit apa'i,s z h, puts aprOs 4 h, puts enfin apr6s 48 h. Apr(,s 4 jours, on ddcante,  puts 
on termine la s6paration sur filtre. Lo produi t  est lard  avec ~-oo ml d 'une  solution 
d 'acdta te  sodique o.o 5 31. On laisse s6cher "~ temp6rature  ordinaire.  

La  diffraction des rayons  X donne un spectre d e n t  les bandes sent  tr6s net tes ,  e t  
qui pr6sente !a raie caractdrist ique du phosplr t te  octocalcique. 

~ll~tt~odcs de dosage.s 

Le calcium est dos6 par prdcipitat i0n sous forme d 'oxa la te  calcique et t i tr6 au 
pe rmangana te  potassique. La pr6eision est de - - 0 .  5 ° ,  6 tant  donn6 les quant i t6s  
habi tue l lement  dos6es. 

Le phosphore (orthophosphate)  est dosd cotor im6tr iquement  su ivant  la m6thode 
d'ArJ~-._~ z_ La  pr(-cisio,_,, est de _~ o. 5 % pour -~.,1"~ prises ,~'a'~'~-;,~oo,,, cr~ployaee. P o n t  . . . . . . . . . .  drmer lo 
pyrophosphate ,  on le t ransforme pr6alaMement en o r thophospha te  : la prise d'essai est 
hydrolys~e ~ Ioo ~ (bain-lnarie) par HC1 N pendan t  15 rain. Nous avons eontr616 
-tu'aprbs ee temps, la rdaction est termin6e; 30 rain d 'hydro lyse  donnent  les m6mes 
rdsultats .  

Le rappor t  Ca/P est done d~termin~ tL 4- I o,,. 
Le Tableau [ donne l 'analyse des produi ts  dont  nous avons r6alis6 la syntht 'se  

et qui ont servi it nos essais. 

R ES ULT,XTS 

:11dthode de G-abricl 

En 1894, G.~m¢IEL la a mis au point une mSthode de dest ruct ion des mati6res 

* ~ i g n a t t m s  d ' a i ] l c u r s  q u e  lea  pr~ ' ,q~arat i (ms de  p l m s ~ h a t c  o c t o c a l c i q u c  d ( , c r i t e s  p a r  . hm~oLD n e  
d c m n e n t  p a s  t o u t e s  c e t t e  r a t e  c a r a c t d r i s t l q u e ,  

Bibliog"eephic p. 6 7, 
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A N A L Y S E  I)l:.s PIROI)UI'I'S OIITENI_-_q IL~tR VI)fl{ .%~.'X [HI~r ' IQUE 

eWt I" ",t C*: '~,, 1" C .  1; 
Th,)~:'iqrw ¢ . ,,.zx) f ::  ,:. t) (-.'- r'y,,; 

I ' y r o p h o s p h a t o  : sOciit~ fl 1 0  5 I .  2 9 4  3 1 . 7  - '3,¢t  t , 3 2 5  
l ~ r u s h i t e :  .~6ch(:  ~1. ] '()5 [ ' ' l l J 4  --P|)'5 Ifl"~'i5 1.33 
I ~ h o s .  o c t o c a l c i q u e  

p r ( p a r ,  l s 6 c h 6  5 T . ( ) .  ~ - 7- '  5 3 2 . 4  ~ s . s  t . 7 2  
~ t3ch6  ~ to ,5  1 - 7 2 5  3 4 . 4  t O . t  5 z . S o  
~t'-c;In ~ 71 1o5 I ' .  hyd r~ , l v~ t :  z.72,q 3 4 - t  I 0 . 7  1.7.t5 

liP(par. I1 .~( .ch6 ~'l l t , .~ i "7-".] 3 3 " 4  I ~ . ( I  1 . 7 7  
s [ ~ l 1 6  ~'l t l , 5  1' .  h y d r l l l ) ' . ~ / -  1 .7_ '5  3 3 - 4  1~-~.3 1 - 7 3  

t ~ h o s ,  t r i c . ' t l c i q u t - :  St~,']l<; [I. I ( i~  I-( l- t  35 -0  IS>l 1.03 
P h o s .  "'$,~,'ALI.A I ' ;YS" : s 0 c l I 6  ;). I 0.5 2 .  1 5 5  37. i I 7> I 5 2. t 0 

o r g a n i q u c s  de  l 'os en  le t r a i t a n t  pa r  la g lvc6r ine  a lca l inc  : il a montr(. ' ,  p a r  de  nombrcuse.~ 
ana ly se s ,  que  la c o m p o s i t i o n  des  sets dc t'os mlultc 6ta i t  ta aflame a e a n t  e t  apr(.,s ce 
t r a i t e m e n t .  

L a  t e c h n i q u e  e x p S r i m e n t a l e  qne  lions a v o n s  a d o p t 6 e  est  cello d6cr i t e  pa r  ce t  
a u t e u r ;  t ou t e lo i s ,  no ' i s  a, vons  alcalinis6 la g lycdr ine ,  non  p a r  3 g de  K O H / I o O  ml  
c o m m e  il l ' i nd ique ,  mais  pat- 6 g / z o o  nit, e . ,~ :me Ic font  la p l u p a r t  des  au te t t r s  qui  o a t  
ut i l is6 c e t t e  m6tl~ode apr~,s hti .  

C a n s  un  E r l c n m e y e r  de  500 nd,  on  d i s sen t  6 g de  K O H  p.a .  darts  I o o  ml de  
g lyc6r ine  bidis t i i i6e (p,a. M e r c k .  On y a j o u t e  3o0 m g  du  p h o s p h a t e  ~t 6 tud ic r ,  s~ch6 
~t l ' 6 t u v e  ~t lO5 ° p e n d a n t  tan m i n i m u m  de  24 h. On c o u v r e  l ' E r l e n m e y e r  avec  un  verve 
d e  m o n t r e  e t  on  fai t  boui l l i r  ia p r 6 p a r a t i o n ,  en 6 v i t a n t  de  chauf fe r  t r o p  b r u t a l e m e n t ,  
Norm aver ts  fix6 la  du r6e  de l '6bnl l i t ion  /t 30 rain, t e m p s  c o m p a r a b l e  it celui que  
n6cess i te  g 6 n 6 r a l e m e n t  la min6ra l i sa t ion  du  matOriel o ~ c t l x  r6du i t  en poudre ,  On  taisse 
a lors  r e f r o id i r  c t  on  ~l imine la g lyc6r ine  pa r  dOcan ta t ion .  On a j o u t e  ensu i t e  IOO ml 
d ' e a u  distiI16e bou i l l an t e ,  on  ag i t e  p e n d a n t  3 ou  4 rain,  on laisse repose r  e t  on  61itnine 
l ' eau  p a r  d 6 c a n t a t i o n .  On  lave  enco re  d c u x  lois it l"eau hou i l l an t e ;  on  c o n t i n u e  a lors  les 
l a v a g e s  (lOO m l  d ' eau )  ~t t e m p f r a t u r e  o rd ina i re ,  j t l squ '5  d i spa r i t i on  de  t o u t e  t r a ce  
d ' a l ca l i n i t 6 ;  6 ou  7 l avages  s e n t  n6cessaires  p o u r  o b t e n i r  ce  r6su l ta t .  

Le  p r o d u i t  es t  a lors  a m e n 6  su r  f i l tre,  abandonm~ un  j o u r  it t e m p 6 r a t u r e  o rd ina i r e ,  
pu is  s6ch6 fi l ' 6 t u v e  it lO5 ° p e n d a n t  au  moins  24 h. On an d i s sou t  un  poids  e o n n u  dans  
de  l ' e a u  ac idu l6e  "~ l ' ac ide  c h l o r h y d r i q u e  (60 rag, i rnl HCI de  dens i t6  I . IS ,  am en 6 s  
IOO ml).  On  d 6 t e r m i n e  la  t e n e u r  eu  ca lc ium e t c n  p h o s p h o r e  (o r tho  c t  p v r o p h o s p h a t e s ) .  
C h a q u e  e x p d r i e n c e  es t  fa i t e  en doub le .  

C e t t c  m 6 t h o d e  c o m p o r t e  d o n c  d e u x  6 tapes ,  qu i  nous  s em b len r  e h a c u n e  sus- 
e0p t ib le s  d ' i n f l u e n c e r  la c o m p o s i t i o n  des  p h o s p h a t e s  ca lc iques :  la min6ra l i sa t ion  elIe- 
m 6 m e  e t  le l a v a g e  ~ r e a u .  On ve r r a  plus loin q u e  ce de rn i e r  pou t  it lui seul  e n t r a l n e r  
des  mod i f i c a t i ons  d a n s  Ia c o m p o s i t i o n  de~. p h o s p h a t e s  ~Studi6s. II est  c e p e n d a n t  
i n d i s p e n s a b l e :  I~ICHIELLE ET I)ALLI':,~I.Xt;XE m o a t  t o u t  r 6 c e m m e n t  encore  insists3 sur  la  
n6cessi t6  d ' o p 6 r e r  avcc  des  sels osseux  s o i g n e u s e m c n t  lav6s,  si t°on x-cut o b t c n i r  une  
p r d p a r a t i o n  qui  puisse  se rv i r  h, des  6 tudes  ch im iq u es  r igoureuses .  

Le  T a b l e a u  I I  m o n t r e  que  le t r a i t e m e n t  p a r  la g lycdr ine  alcal ine,  darts des  con-  
d i t ions  c o m p a r a b l e s  ~t celles que  m3cessite la st~paration de la f r ac t ion  min6ra l e  des  os, 
mod i f i e  la c o m p o s i t i o n  des  p h o s p h a t e s  de  ca l c ium s y n t h 6 t i q u e s  6 tudi6s :  le r a p p o r t  

B i M i o g v a p h & '  p .  6 7. 
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T A B L E A U  1I  

I N I r L U E N C I ~  I)L~ T R A I T ~ - M E N T  D E S  P R O D U I T S  SY. -NTH~TIQIJES G L Y C ~ R I  N E  P A R  L,A ALU.AI. INN 

I; d'~sd sans  hydmlys¢  1' tb~q: apr~,~ hy~Imlj xc ~ 

(?~r °tr t "~ ~o (;¢~ :1 > 4:tl " .  l '  o~ Ca 1"  
(:!: , , . ~ )  ( ±  ~:.~) (.1. *'",0 ( . . . .  t.-~) ( : ,~.s) ( k r % )  

l ' y r o p h o s p h a t e  : a 3 4 .  t 1 7 . o  2 . o o  34-  I l ~1 ] ] 18~ 
b 3 4 . 3 5  i 7 . - ' 5  1 . 9 0  3 4 . 3 5  18. I 1 . 9 o  

B r u s h i t  e : a 3 t~- 5 1 7 . 7 5  2 .o  5 3 ~ . ~ 5  1 7 - 8 5  z . o z  
I .* '" 31~..t.-5 17,1~ 2 , o  7 

P h o s .  o c t o c : t i c i q u e  
p r 6 p a r .  I : a 3 7 . 0  1 t ..~3 - ' . o 9  3 5 ,  '~ 1 7 . 2  2 . o 8  

13 3 6 , 3 5  1 7 " 4 5  2 . 1 o  
p r d p a r .  I1  a 3 6 . 5  1 7 . 4  2 , t o  30,1 ! 7 , 4  2 . o S  

b 3{'~.3 I 7. i 3 2 . 1 2  3 4 , 7 5  I 7, t 2 . 0 9  
l ' l l o ~ ,  tricalciquc : a . t5 .  b ~  I 7 , 0  2. I O 5 3 5  I 2 5  I 7 . 0  ; . 0 7 5  

b 3 0 . 3 5  I 7 .4  2 .or)  
[ J h o s .  "kV. .kLLAI~V~* '  ; rtl, 3 6 , 8  1 7 .  I 5 2 ,  ! .~ 

I~ 3 7 - " 5  1 7 - 3  -'- t -I 

" l . e s  d o ~ a g e s  s o n t  r d p d t 6 s  s u r  d ' a u t r e s  s o l u t i o n s  ( e x c e p t d  d a n s  l c c a s  d u  p y r o p h o s p h a t c ) :  
, !~ f a i b l e s  v a r i a t i t m s  d a n s  l e  d e g r d  d ' h y d r a t a t i o n  t i e s  s o l i d e s  a u  m m n c n l '  t i e  l a  p c : d e  e x p t i q u e n t  l e s  
l d g b r c s  d i f [ d r e n c c ~  d a n ~  l e s  p o u r c e n t a g c s  d e  C a .  

" "  E c h a n t i l l o n  t r ~ s  l i n e m e n t  b r o y 6 .  

Ca/P s'6I(,ve et tend  k se rapprocher  de la valeur  des compos6s les plus basiques, 
compos6s qui restent  stables ~ la suite de ee t ra i t ement ,  soit le phosphate  synth6t ique  
de rapport  Ca/P 2,I5 et la substance min6rale de l 'os adul te  (Ca/P ~ 2.26). 

Cette t rans format ion  n 'es t  cependant  pas compl6te.  On ne peut  en a t t r ibuer  la 
raison k une grosseur particulaire suffisante pour ralent ir  la r6action ent re  lc solide et 
le milieu dans leqnel il est en suspension:  un 6ehanti l lon de brushi te  broy6 tr~.s 
soigneusement  (exp6rienee b) donne les mfimes rdsul tats  que le produi t  non broy6. 

L 'explicat ion nous semblc plut6t  de~zoir 6tre a t t r ibu6e h une des dmtx causes 
su ivantes  : 

a. II semble bien que la stabilit6 d ' un  compos6 d6termin~ d6pende essentiel lement 
du pH du  milieu darts lequel il se t rouve x~. Dans le cas qui nous occupe, moins les 
compos6s dc d~part  cont icnnent  de calcium (c'cst-k-dire plus leur Ca/P est has), plus 
teur t ransformat ion  en compos6 plus basique lib6re dqons acides; l 'acidification du  
milieu Ireinerait  ainsi la r~action, qui finirait  par  s 'arr6ter  pour une composit ion 
d'6quilibre. Cependant ,  la grande quant i t6  de K O H  raise en jeu par  rappor t  &u poids 
de phosphate  trait6, rend ce t te  explication douteuse.  

b. Le temps  de r6action pourrai t  aussi en ~tre le facteur  d6 te rminant ,  la t rans-  
format ion  d e m a n d a n t  d ' a u t a n t  plus de temp~ que lc rappor t  Ca/P du  produi t  init ial  
est b a s e t  qu'elle exige la lib6ration d 'une  quant i t6  plus impor tan te  d ' ions phosphates .  

Nous n ' avons  pas dtudi6 cet te  quest ion de fa~:on plus approfondie,  notre  but  6 tau t  
un iquement  de met t re  en ~vidence les t ransformat ions  des phosphates  synth6t iques  
soumis aux  t ra i t ements  de min6ralisat ion de l'os, dang lea condit ions exp6rimentales 
usuelles oh ces derniers sont appliqu6s. 

Quol quql en soil, darts Pun et l ' au t re  cas, l ' importance de la proport ion relative 
solide-l iquide est primordiale.  Cette derniC:re sera mise en 6vidence dans l'~:tade du 
t ra l t ement  par l '6thylCmediamine; en effet, ta r6cup6ration quan t i t a t ive  du solide 
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apr~-s le t r a i t e m e n t  ~t 13 g lycdr ine  alcal ine,  c o m m e  d'ai l let ,  rs los d ~ t e r m i n a t i o n s  de  
ca l c ium et  de p h o s p h o r e  dans  la g lycdr ine ,  ne s e n t  m a l h e u r c u s e m e n t  pas  p ra t i cabk : s  
c x p 6 r i m e n t a l e m e n t .  

E~t c o J t c l n s i o , ,  si la m 6 t h o d e  de  Gab r i e l  p e r m e t  de  sdpare r  les f rac t ions  o r g a n i q n e  
et i n o r g a n i q u e  de r o s  a d n l t e  sans  mod i f i e r  13 c o m p o s i t i o n  e h i m i q u e  des sels m i n d r a u x ,  
cite ne p e u t  & l e  uti l isdc p o u r  la mindra l i s a t ion  des  t i ssus  o s scnx  en  vole  de ca lc i f ica t ion  
si l ' on  v e u t  en d d t e r m i n e r  r i g (mreusemen t  le r a p p o r t  Ca~P, pu i sque ,  quel  que  soi t  le 
Ca ; P  du  comp(Js6 pr imi t i f ,  on  o b t i e n d r a  t o u j o u r s  ap r6s  lc t r a i t eme .n t ,  un  p h o s p h a t e  
b;tsiquc dc r a p p o r t  C a  P vois in  de celui de  l 'os a d n l t e .  

I -  t la vlg'n c.:t ht m ;n.e 

LosE1- et  ses c o l l a l u n a | c u r s  1". t; d d t r u i s e n t  los matiOres o r g a n i q u e s  de  l 'os  p a r  
ac t i on  de  l 'd lhvlOn- 'diamine.  No t r e  t e c h n i q u e  e x p d r i m e n t a l e  est  ddr iv6e  de  celle qu ' i l s  
o n t  ddcr i tu ;  not, s avons  tou te fo i s  s u p p r i m 6  les t ro is  e x t r a c t i o n s  it l ' e au  bou i l l an t e ,  
cons6cu t ive s  au  t r a i t e m e n t  ~'t I ' d t hv f fmed iamin e :  ces e x t r a c t i o n s ,  i nd i spensab le s  p o u r  
des f r a g m e n t s  osseux  de g r a n d e s  d imens ions ,  des t in6s  h ~tre util isds en ch i ru rg ie ,  h e n s  
pa ra i s sen t  cn  of let moins  ndcess~tires si l 'on  t r a i t e  de l 'os  rddu i t  en p o u d r e  q u e  l ' on  p e u t  
a i s~ment  l ave r  k t e m p d r a t u r e  o rd ina i r e  ; eeei a l ' a v a n t a g e  de  rddui re  les mod i f i ca t i ons  
de cmnl )os i t ion  dventnel les ,  que  ce l avage  p e u t  en t r ah l e r .  

On p6se e x a c t e m e n t  e n v i r o n  3o0 m g  du p h o s p h a t e  i~ 6 tnd ie r ,  sdch6 ~t m 5  ° p e n d a n t  
au moins  ~4 h. 1 . '6chant i l lon est plac6 d a n s  le m a n c h o n  d ' u n  a p p a r e i l  de  S o x h l e t ;  on  
e x t r a i t  pa r  75 ml  d ' h y d r a t e  d ' 6 t h y l b n e d i a m i n e  {Merck, p.a.)  p e n d a n t  eo  h. On re t i re  
alors  le m a n c h o n  e t  son c o n t e n u ;  on les l ave  a b o n d a m m e n t  ~t l ' e au  dNti l l6e,  ~t tern-  
p d r a t u r e  o rd ina i re ,  j usqu'~, d i spa r i t i on  de t o u t e  t r a ce  d ' a l ea l in i t~ :  ceci  d e m a n d e  en  
gdndral  2 {t 3 h. On d i ssou t  alors  q u a n t i t a t i v e m e n t  le sol ide p a r  de  | ' a c ide  e h l o r h y d r i q u e  
(3oo rag, 5 ml HC1 de dcns i td  ~.18, a m e n d s  /~ 50o ml) .  On  d d t e r m i n e  la  t e n e u r  en  
ca l c ium et  en t )hosphore  (or tho-  (:t t~yrol)ho,~phate) de la so lu t ion  o b t e n u e .  

C h a q u e  e xpe r i ence  est (a i te  en d o u b l e ;  le T a b l e a u  I I I  r a s s e m b l e  les rdsu l t a t s .  
N o u s  3vons  d ' a u t r e  p a r t  t r a i t6  de  l 'os  t o t a l  a d n l l e  p a r  13 m ~ m e  t e c h n i q u e  (ff~mur 

de  bovid6,  ddgraiss{:, rddui t  en p o u d r e  et sdch6 'X la t e m p d r a t u r e  o rd ina i re ) .  Les p o u r -  
c e n t a g e s  en ca lc ium et en l du~sphore e t  h: r a p p o r t  C a / P  o b t e n u s  3pr6s  e x t r a c t i o n  

• l ' d t h y l 6 n e d i a m i n e  ,~on~ c o m p a r d s  (Tabh~au IV) a u x  va leu r s  c o r r e s p o n d a n t e s ,  o b t e n u s  
apr6s  d i s so lu t ion  du  mindra l  pa r  une soh t t ion  n o r m a l e  d ' a c id e  c h l o r h y d l S q n e  o u  apr6s  
ca lc ina t ion .  

"l'.\ BIA:..\ I" I V  

I N F L I ' E N C } ' ;  I.)U T R A I  ['I ';?~I|sN I[- I ) E  L ' O N  A [ I t ~ L T I g  P A R  I.~I"2,TIIYI.I ' .NI~.LII{tMIN-I ' ;  

( '~  %, I ~ ".~ 
f , , , . 1 ~ ,  [ : t~.l} 

.\prgas traitmnent h 1'6thvl6n(,(liamine -' 5. i 5 
-'5,z5 
£ 5 . 2  

2 5 , 0  

- ' 5 .  z 

2 - ~ . 2  

.> 5 . o  
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Commc Ia m6thode de f;.xI~RIEL, le t ra i t ement  des phosphates  synth6t iques  par 
l '~thyl6nedlamine en modifie la compositi~m, saul  lorsqu'il s 'agit  des compos6s les 
plus basiques, c'cst--~-dire du phosphate  de rapport  Ca.:P z.x 5, ou des sels d 'un  os 
adulte .  Le pyrophospha te  fait toutefois exception. 

Cet te  t r ans fo rmat ion  en compos6s plu~ basiflue~ ~e fait un iquement  par une perle 
d ' ions phosphates ,  puisqu 'aprl .s  It t ra i tement ,  on retrouve dans le ~olide la totat i t6 
du  calcium quill contenai t ,  La d iminut ion  de la quanti t6 de phosphore du solide, 
d6termin6e par diff6rence ent re  le phosphore ntis en jeu et le phosphore retrouv6, ne 
peut  malheureusement  [)as btre contr616e par des ddterminat ions  dans la phase liquide 
apr~,s l 'exp6rience : l '6 thylbncdiamine inhibe compli ' tement  la format ion du complexe 
phosphomolybdique ,  grace auquel le phosphore e.~t dos6 colorim6triquement.  

Pour  urt des phosphates  6tudids (brushite), nous avons fait varier ls quant i t6  
totale  de sel trait6, en laissant cons tant  It, volume d '6thyl0nediamine utilisd. Le solide 
apr£,s le t r a i t emen t  a tm rappor t  Ca:'P d ' a u t a n t  plus 61evd que le ptfids initial est peti t .  
Ceei mont re  bien quc It; s tadc o~ s'arr~'te la t ransh)rmat ion ddpend de la proport ion 
relative so!ide-tiquide. 

E n  oonslttsior~, l '6thyl~-nediaminc, comme la glycdrine alcalinc, nc modifie pas lc 
rappor t  Ca/P de l'os adulte ,  mais nc peut pcrmet t re  de sdparer de la fractior~ :,rganiquc, 
un phospha te  eateique primitif  de rapport  C;t/P iMdrieur ~t 2.15. 

3 I i n & a l i s a t i o ~  1bar l'ea~t 

Pour  op6rer la s6paration ~ntre tes [ractions organique et iuorganique, ter ra ins  
auteurs  t ra i t en t  la substance osseuse {t l 'autoclave,  ou s implement  it l 'eau bouillante, 
pendan t  a 4 h : la plus grande part ie  de la substance organique, consti tude de collagbne, 
se dissout  en se t r ans fo rman t  en gdlatine. Ce procdd6 de sdparation n'est cependant  pas 
parfait ,  puisque les sels obtenus  cont iennent  encore une certaine quant i t6  d 'azote  3.8, ta; 
de plus, BE " UL1EL" et al. "~, out montr6 que l'os adulte,  trait6 par l'eatt bouillante pen- 
dan t  24 h, perdait  une quant i t6  appr6ciablc dc calcium et de phosphore, et relative- 
ment  plus de calcium que de phosphore ce qui a pour effet d 'abaisser  le i appor t  Ca/'P. 

On salt d ' au t r e  part  lt qu 'aucun  des phosphates  de calcium synthdt iques  de 
rappor t  Ca/P infdrieur h 2.15 n 'est  par fa i tement  stable en milieu aqueux.  Ce t ra i tement  

l 'eau ne peut  donc convenir  pour s6parer d 'un  tissu osseux en voie de calcification, un 
phospbate  de Ca/P re la t ivement  bas. 

Digeslion enzymat iq  ~te 

13ELf. ~'t al. ° out  song6 It d(.'truire la substance organiqne par digestion cnzymat ique  
( trypsine "5, pH 8). Mais pour  obtenir  uric mindralisation poussde, sinon totale,  ils font 
pr6c6der ce t ra i t ement  par une dbullition de 2 4 it dans l 'eau distiltfie ; les ineonvdnients 
de ce t te  mfithode sont done los m&mes que ceux de la prdeddentc. 

I1 n 'est  d 'aiileurs pas 6 tonnant  qu 'une  dbullition dans l 'eau doive compldter 
l 'act ien enzymat ique ,  si l 'on songe que AscExzt ET BEXVDETT# out montr6 que seul 
le collag[,ne de la substance fondamentale ,  et non cclui des fibres, est a t taquable  par 
les enzymes,  

Cal~inatioJt 

La calcination ~ une temp6rature  suflisante d6trui t  ~videmment  les mati~wes 
organiques par  combust ion.  Ce pt'ocfidfi ne permet  cependant  d'~.liminer que des 

Bibliographic p. 6 7. 
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compos6s volatils, de sorte que les ions min6raux pr imi t ivement  lids h la fraction 
organique demeuren t  dans le r6sidu de calcination ; la rappor t  Ca/P de ce rdsidu est 
done le m~me que celui de l 'os total .  

D ' au t r e  part ,  it e6t6 du phosphate  caleique, le tissu osseux eont ien t  encore 
d 'aut res  sels calciques (carbonate,  ci trate,  lac ta te) ;  or, ces sels sent  susceptibles de se 
combiner  h l '6 tat  sec et "a hautes  temp6ratures ,  avec ies phosphates  de calcium de 
rappor t  Ca/P relat ivement  has 2°, de sorte que si le rappor t  Ca/P global reste inchang6 
on risque cependant  d 'obtenir  des phosphates  calciques diff6rents de ceux qui 6talent 
pr imi t lvement  pr6sents dans l '6chantil lon 6tudi6. 

I H S C U S S I O N  E T  C O N C L U S I O N  

En conclusion, aucunc des m6thodes  actueltes de s6paration chimique des fractions 
organique et inorganiquc ne peut s 'appl iqaer  au cas oh le phosphate  primit if  aura i t  tm 
rappor t  C' . :P inf6rieur ~t 2.I5, 

Nous pensons d'ailleurs qu'il  est difficile de t rouver  une telle m6thode.  En  effet, 
tou t  ~traitcment s 'effectuant  ,~ un pH for tement  acide me t t r a  les ions min6raux en 
solution, y compris ceux qui sent  fix6s & la fraction organique;  par  centre,  t ou t  
t r a i t emen t  s 'effectuant  h u n  pH alcalin t ransformera  le phospha te  primit i f  en com- 
pos6s plus basiques. I1 resterait  doric ~ t rouver  une substance qui d&truise la matit,.rc 
organique it un pH neutre,  on, de fagon plus pr6cise, h u n  pH off les diff6rents phos- 
phates  de calcium sent  stables ; il nous parat t  k ce propos impor t an t  de Iaire remarquer  
que ta glyc6rine alcaline ou l '6thyR.nediaminc nous semble avoir bien moin.s une act ;on 
sp6cifique, qu 'agir  s implement  par  leur alcal ini tC I1 resterait  la possibilit6 d 'une  
destruct ion enzymat ique  en milieu convenablement  t amponnG mais nous averts 
rappe[6 qne le collag6ne des fibres, sinon celui de la substance fondamenta le ,  r6siste 
h route  act ion enzymat ique ,  

On peut aussi songer h identifier les phosphates  osscux par  certaines de leurs 
propri6t6s physiques;  la d6terminat ion de leur composit ion rejoint  ainsi le probl~me 
de leur s t ructure .  Ici 6galement,  il est impor t an t  de ne pas perdre de r u e  que tou t  trai-  
t ement  pr61iminaire du mat6rie! osseux risque d 'en alt6rer les propri6t6s. Ces 6tudes 
physiques devraient  done porter sur de l 'os tot-a_l, in tact ,  ce qui l imite malheureusement  
les possibilitds d 'un  certain hombre de techniques,  par exemple celle de la diffraction 
des rayons X a 

L '6tude de la composit ion et de la s t ructure  des tissus en vole &ossification nous 
parat t  done impliquer des recherches por tan t  s imul tan6ment  sur leurs fractions 
organique et inorganique,  et sur les relations qui existent  entre  elles. 

R~SVMI~ 

Nous avons 6tudi6 l ' influence des t ra i t ements  de min6ralisat ion de Pos sur la composi- 
tion des divers phosphates  de calcium, pr6alablement prfpar6s par  synth6se,  et qui 
sent  susceptibles de const i tuer  lv premier compos6 min6ra[ des tissus en vole d'ossifi- 
cation. Aucune des m6thodes actuel lement  connues de s6parat ion des fractions 
organique et inorganique ne laisseraient cet te  derni6re in tacte ,  au cas ott le phosp.hate 
primit if  aurai t  un rappor t  Ca/P inf6rieur k 2.t5. 
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E X P E R I M E N T S  ON E L E C T R O P H O R E S 1 S  iN  S E G M E N T A L  S Y S T E M S  

C O M P O S E D  O F  P O L Y U R E T H A N E  FOAM 

| I  \R<~I+ I+  M. IL\VII+ . ' - ; I :~N"  
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( lCetx ' ivccl  S e p t e m t : e r  .~th. ~95,~] 

S t ' M M + k I / Y  

The use of foamed polyurethane sponge as a supportiag medium in electrophu~esis 
has been investigated. Segments of sponge were cut to fill horizontal and vertical cells 
which are described. The use of the described apparatus is recommended because of 
the ease of recovery of a product free from contaminat ion and because of the latitude 
afforded in investigating migration through heterogeneous pathways.  Thus, these cells 
were used in studies on zone electrophoresis and isoelectric migratfim employing 
serum, albumin and preparations of human prostatic acid phosphatase. The appli- 
cabil ity of the segmental  sponge, systt:m to e£ectrophoretic studies requiring either one 
or s imultaneously s~'.etal gradients snch as density,  pH and/or ionic strength has 
been demonstrated.  

l N T R ( )  D U C T I O N  

Preliminary efforts to isolate human prostatic acid phosphatase by electrophoresis 
wi th  starch gel as the supporting mediu,n gave a product heavily contaminated with 
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