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La phosphatase des os et le m6canisme g6n6ral de l'ossification 
Par JEAN Rocav . ,  Marseille ~ 

La formation et la calcification des os sont des 
ph6nom~nes complexes, dont l'6tude histologique, phy- 
siologique et biochimique a permis de dissocier les di- 
vers aspects. On peut, d'un point de rue  tr~s g6n6ral, 
distinguer trois processus fondamentaux dans l'ossi- 
fication, ~t savoir: la synth~se d'un support prot6ique 
apte ~t se calcifier, l 'apparition ~t son niveau de phos- 
phates de calcium insolubles et la fixation de ceux-ci 
aux prot6ines osseuses. Chacun d'eux est clans une 
certaine mesure ind6pendant des autres et, par ailleurs, 
sp6cifique du syst~me osseux, dont les organes sont 
physiologiquement les seulg A en ~tre le si~ge. Le m6- 
canisme biochimique de la formation du ~sel de l'os,~ 
a 6t6 particuti~rement 6tudi6 au cours des vingt der- 
nitres ann6es et l 'on peut coordonner les r6sultats ob- 
tenus dans ce domaine pour en tirer une conclusion 
g6n6rale. Le but  de mon expos6 est d6fini dans cette 
proposition. 

1 ° Le mdcanisme ' " de physwlog, que la calcification et 
la phoslbhatase des os 

La formation de phosphates de calcium insolubles 
dans les os exige la mise en oeuvre d'un m6canisme 
physiologique particulier, el1 dehors duquel elle n'est 
possible qu'avec une tr~s faible intensit6*. En effet, 
les humeurs d6riv6es du plasma sanguin renferment 
en moyenne, par 100 cm ~, de 3 ~ 5 mg de phosphore 
min6ral (phosphates) et de 8 ~ 10 mg de calcium, dont 
une partie seulement (environ 90 pour 100 des phos- 
phates et au plus 50 pour 100 du calcium) est ionis6e 
(BRULL). Par ailleurs, la vitesse de la circulation est des 
plus r6duites dans les territoires osseux en voie de cal- 
cification, ce qui limite l 'apport sanguin direct en 616- 
ments min6raux. N6anmoins, la formation du ,sel de 
l'os~ s'op&re parfois avec une singuli&re rapidit6, dont 
la ,prise~> des cals de fracture, signal6e par les chirur- 

t Conf6rence faite te 28 mai 1946 au Hallerianum de l 'Universit6 
de Berne. 

Laboratoire de Chimie biologique, Facult6 de M~decine ct  de 
Pharmaeie, Marseille. 

a On ne dlscutera pas ici la nature du *sel de l~os~. Celui-ci a 
6t6 longtemps consid6r6 comme form6 de carbonato-apatite, 
3(PO4)lCa.COaCa, en se basant sur les r6sultats de l 'analyse chi- 
mique et sttr 1¢ spectre de diffraction des rayons X partieulier ~t 
la substance osseuse. Les r6cents t ravaux de DALLEMAGNE-et MELON 
montrent que le phosphate tricalcique ¢t isomorphe des apatites, 
3 (POa)sCa s. HI(OH) l, est le principal constituant des os, On trouvera 
un e~pos6 d'ensemble des t ravaux r6cents consaer6s fi ce  probl~me 
dans: M. J. DALLEMA~t¢~, Donn6es r6centes sur la nature e t  sur 
le m6tabolisme de l'os, Actual. biochim. (beige), fase. '2, 1 vol., 68 p., 
1945, Desoer 6d., Li6ge, e t  Masson 6d., Paris. 

giens et facile k contr61er exp~rimentalement, est 
l'exemple l e  plus remarquable. I1 apparait d~s lors 
que la calcification osseuse ne peut pas avoir lieu seule- 
ment aux d6pens d 'un pr61~vement direct d'ions PO4 ~- 
et Ca ++ dans les humeurs, comme on Fa longtemps 
admis. Les travaux sur la phosphatase des os inaugur6s 
par ROBISON 1 ont ouvert clans ce domaine une vole 
nouvelle de recherche ~ partir de l'hypoth~se suivante. 

<~Au cours de rues t ravaux sur l'acide hexosemono- 
phosphorique isol6 des produits de la fermentation 
(alcoolique), j 'ai 6tudi6 l 'hydrolyse enzymatique de cet 
ester. Dans certaines exp6riences o~ ses sels solubles de 
calcium ou de baryum ont 6t6 employ6s comme subs- 
trat, l'~volution de l 'hydrolyse se manifestait par  la 
formation d'un pr6cipit6 de phosphates de calcium 
ou de baryum peu solubles: CeHnO6PO4Ca+H~O--> 
C6HIzOe+PO4CaH. La formation de ce pr6cipit6 m'a  
donn6 l'id6e de rechercher si une r~action du m~me 
ordre pouvait prendre part au d6p6t du phosphate de 
calcium au cours de l'ost6og6n6seL> 

La question posse rebut aussit6t une premiere r6- 
ponse par la d~couverte de la'phosphatase des os, dans 
laquelle ROBISON distingua imm6diatement un 61~ment 
primordial du m6canisme de l'ossification, grace k ses 
premiers travaux sur la calcification in vitro de coupes 
d'os immerg~es dans des solutions d'hexosemono- 
phosphates de calcium. Un ensemble de recherches a 
montr~ par la suite que la r6alisation dans les os de 
conditions particuli~res permet seule ~ la phosphatase 
d 'y remplir sa fonction. I1 m'a  paru utile d'en d~gager 
la signification et de les r6sumer, car elles pr6sentent un 
int6r~t en ce qui concerne non seulement la chimie de 
l'ossification, maSs aussi celle des phosphatases 3, en- 
zymes qui, selon leur localisation, et par 1~ m~me selon 
les conditions de leur action, assument des r61es tr~s 
divers, dont les plus remarquables sont: le contr61e 
de la calcification darts les os, celui de la s6cr6tion des 
phosphates dans le rein et celui de la phosphorylation 
de glucides, de lipides et de vitamines dans la mu- 
queuse intestinale. Cette simple ~num6ration permet 
de saisir dans quelle 6troite mesure il convient de lier 
l'~tude biochimique de la phosphatase du squelette 
celle de son mode d'action pour comprendre son r61e. 

i R. ROBISON, Biochem. J. 17, 286 (1923). 
2 Loc. cir., p. 287. 
3 On trouvera un exposd d'ensemble sur la biochimi¢ d c c e s  

enzymes darts: J. ROCHE et J. COURTOIS, Exp. ann. biochim, m6d. 4, 
221-284 (1943),etdans J.RocHE,Helv. chim. acta 29,1253-1267(1946.) 
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A) Existence el caract~res de la phosphatase des os. 

On designe sous le nora de phosphatase tout enzyme 
dont l'activit6 lib~re de l'acide orthophosphorique 
paltir des substrats les plus divers (mono- et diesters 
orthophosphoriques, pyrophosphates, phosphoamides, 
anhydrides organiques de l'acide orthophosphoriques, 
m6taphosphates) et catalyse la formation de ceux-ci. 
Des phosphatases sp6cifiques de chaque type de subs- 
trat ont 6t6 s6par6es, certaines sous un 6tat de puret6 
tr~s 61ev6 et l'une d'eiles a 6t6 obtenue A l'6tat cristal- 
lis6 x. On a pu l e s  classer (MuNEMUI~A; FOLLEY et 
KAY; ROCHE et COURTOIS) en se basant principale- 
merit sur leur PH optimum d'action, leur sensibilit6 
aux effecteurs et leur stabilit6 dans divers milieux. 

Les os et les dents des Vert~br6s en croissance ten- 
ferment une phosphomonoest6rase, le ,bone enzyme~> 
de ROBISON, accompagn6e d'une petite quantit6 de 
pyrophosphatase, la premiere seule jouant un rSle 
direct dans ta calcification. Cette phosphomonoest6- 
rase, souvent d6sign6e sous le nom de phosphatase des 
os, est tr~s probablement s6cr6t6e par les ost6oblastes. 
Elie est faciiement extraite par mac&ation aqueuse 
des organes broy6s et peut alors ~tre s6par6e de diverses 
impuret6s prot6iques par des pr6cipitations suecessives 

l'alcool (1 volume) additionn6 d'6ther (3 vohmles) ~, 
mais elle n'a pas 6t6 jusqu'ici obtenue ~ l'6tat put. 
C'est une phosphomonoest6rase alcaline, du type I de 
la classification de ROCHE et COURTOIS, comme celles 
dont Faction pr6domine dans le rein, la muqueuse in- 
testinale et de nombreux tissus animaux moins riches 
en enzyme que ces derniers. Elle hydrolyse de mul- 
tiples esters naturels (acides hexosemono- et -diphos- 
phoriques, glyc6rophosphoriques, mono- et diphos- 
phoglyc~riques entre autres) ou synth~tiques (acides 
m6thyl-, 6thyl-,-ph6nyl-, cr6sytphosphoriques) £ un 
lb~ optimum compris entre 8,5 et 9,4 selon le substrat. 
Son action sur les esters naturels d~riv6s des glucides 
pr6sente un p~ optimum de 9,2. 

Notablement plus active sur le/~- que sur l'~-glyc6ro- 
phosphate de sodium, son efficacit6 augmente en pr6- 
sence de sels ionisables de magn6sium (ERDTMANN). 
Lorsque l'on enrichit progressivemcnt une solution de 
phosphatase alcaline en ions Mg ++ par a.ddition de 
quantit6s croissantes de sulfate ou de chlorure de 
magn6sium, l'activit6 de l'enzyme augmente jusqu'~ 
un maximum au delA duquel elle s'abaisse, Mg ++ de- 
venant m~me inhibiteur ~ des taux tr~s 61ev6s. II existe 
donc une concentration optima en cet ion (JE~EI~ et 
KAY'), en g6n6ral voisine de M/500-M/1000 dans les 
mac6rations osseuses. Les effets de Mg ++, qui ne sau- 

l NGUYEN - VAN THOAI, J. ROCHE et L. SARTORX, C. r. Soc. Biol. 
188, 47 (1944). 

* R. ROBI$ON a r&sum~ ses travaux sur la pr6paration et les 
caractbres biochimiques de la phosphatase des os dans: Ergebn. d. 
Enzymforseh. 1, 280--~94 (193~), et dans: E. BAMANN et K. MY~- 
B£CK, Methoden der Fermentforschung g, 1655--1662 {1941). 

H. D. JENSXR et H. D. KAY, J. biol. Chem. 93, 733 (1931). 

raient manquer de s'exercer physiologiquement, sont 
influences par divers facteurs cellulaires (6tat de com- 
binaison de l'enzyme, composition du milieu, pr6sence 
d'autres effecteurs). D'une part la fraction soluble de 
la phosphatase (lyoenzyme) est plus sensible ~ Mg ++ 
que la fraction combin6e aux prot6ines cellulaires (des- 
moenzyme). D'autre part les os des animaux en fin de 
croissance renferment une phosphatase que les sels de 
magn6sium activent comparativement beaucoup 
moins que celle des sujets en p6riode de croissance ac- 
tive 1. L'6tude de la purification des phosphatases a 
montr6 que leur sensibilit6 aux effecteurs m6talliques 
est d'autant plus grande que leur purification est plus 
avanc6e 2. I1 est donc certain que l'intensit6 de Faction 
de Mg++ est fonction non seulement de sa concentra- 
tion, mais aussi de multiples facteurs tissuhdres. 

Parmi les autres effecteurs susceptibles de jouer un 
r61e physiologique, il convient de retenir surtout les 
thiols, les acides amin6s et les ions phosphoriques. La 
cyst6ine et les thiols sont activateurs A de tr~s faibles 
taux (M/10000 au plus) et se comportent alors comme 
des antiinhibiteurs (formation de complexes avec des 
m6taux lourds naturels inhibiteurs); ils g~nent forte- 
ment l'activit6 enzymatique ~ des taux plus 61ev6s 3. 
Les acides amin6s, activateurs 6nergiques des phos- 
phatases alcalines purifi6es 4, n'exercent qu'un effet 
minime sur l'enzyme brut. Quant aux phosphates, 
produits de l'hydrolyse m~me du substrat, leur action 
inhibitrice sur toutes les phosphatases est consid6rable 
et se manifeste ~ des taux voisins de la phosphatas- 
6mie 5. Ces rafts montrent, combien la mise en ]eu de 
divers effecteurs dans la substance osseuse est im- 
portante pour r6gler le pouvoir phosphatasique d'un 
territoire en vole de calcification. 

B) Rdpartition dans la nature et localisation de la 
phosphatase des os. Un premier fait a orient6 l'attention 
des biochimistes cherchant ~ pr6ciser le r61e de la 
phosphatase dans l'ossification: seules Ics pi~ces sque- 
lettiques en vole de formation ou de croissance sont 
riches en enzyme; les os des animaux adultes en sont 
pratiquement d6pourvus. Le c~rtilage de conjugaison 
des os longs, par lequel s'op~re l'allongement de ceux- 
ci, renferme de la phosphatase en quantit6 beaucoup 
plus grande que les 6piphyses et les diaphyses chez le 
Rat en croissance et le cartilage articulaire enest  d6- 
pourvu ~. Dans le carthage de conjugaison lui-m~me, 
les seules r6gions douses d'activit6 enzymatique sont 
celles qui sont par ailleurs ossifiables, A savoir: le car- 
tilage d'accroissement proprement dit et la m6ta- 

1 j .  Rocm~, A. FILn~tu et A. LEANDRI, Bull. Soc. China. biol. 19, 
1314 (1937). 

2 NGUYEN-VA~ THOAI~ C. r. Soc. Biol. 139, 814 (1945). 
s F. I)EL REGNO, Arch. Sci. biol. 2if, 532 (1939). 
a j .  ROCHE, NGVYEN - VAN THOAI, Bull. Soc. Chim. biol. (Trav.) 

~6, 1047 (1944). 
5 M. MARTLAND et R. R0msoN, Biochem. J. 21, 665 (1927). 
6 M. MARTLAND et R. RoBIsoN, Biochem. J. 18, 1152 (19~24), 
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physe; le cartilage s6ri6, ~ petites cellules, aux d~pens 
duquel se forment les assises sous-jacentes n'en prd- 
sente aucunel, ~. 

L'6tude histochimique de la localisation de l 'enzyme 
dans les os et les dents des embryons des Mammif~res 
a apport6 des documents du m~me ordre. C'est ainsi 
que, pour GOMORI t0US les cartilages des pi~ces sque- 
lettiques embryonnaires destin6s ~ s'ossifier renferment 
de la phosphatase, alors que les autres r~gions carti- 
lagineuses en sont d6pourvues. 

Des observations relevant de la biochimie compar~e 
ont utilement compl6t6 les pr~c6dentes. La r~partition 
de la phosphatase darts les os et les dents de diyers 
poissons pr6sente un parall61isme 6troit avec leur cal- 
cification. Chez les T616ost66ns (poissons osseux), les os, 
les dents et les ~cailles renferment l'enzyme, landis 
que, chez los S61aciens (poissons cartilagineux) on ne 
le rencontre que dans les plaques calcifi6es pr6sentes 
A la surface de certains os cartilagineux et non dans 
la masse de ceux-ci~. Les dents calcifi~es des S~laciens 
sont riches en phosphatase et il en est de m~me de leurs 
os dermiques (boucles des Raies par exemple); par 
contre, les dents corn~es des Cyclostomes en sont d6- 
pourvues ~. A l'6chelle anatomique comme t~ l'6chelle 
histologique, la pr6sence de l'enzyme paralt donc li6e 

la calcification des os et des dents. 

La m~me indication peut 6tre tir6e d'observations 
d'ordre exp6rimental sur la formation d'os h~t6roto- 
pique. L'implantation de fragments de vessie dans la 
paroi abdominale du Chien ou du Lapin donne en g6nd- 
ral naissance tt du tissu ostdo~'de aux d6pens du greffon. 
Or, seuls les fragments v6sicaux subissant cette trans- 
formation s'enrichissent en enzyme s. De m~me, l'ossi- 
fication exp6rimentale in situ du cartilage auriculaire 
du Lapin cons6cutive t~ l'inj ection ~ son niveau de sang 
et d'extraits osseux ~ va de pair avec l 'apparition d'une 
activit6 phosphoest6rasique. 

C. Variations de l'activitd phosphatasique en ]onction 
de la croissance osseuse. Toutes les donn~es ~tablies dans 
ce domaine traduisent un certain parall~lisme entre 
l'intensit6 des processus calcifiants et celle de l'activit6 
phosphatasique. D~s 1924, MARTLAND et ROBISO~ 
ont constat6 que la rotule humaine ne renferme d'en- 
zyme qu'au delt~ de la quatri~me ann6e de vie au 
moins, fige auquel apparaissent en g6n~ral les premiers 
points d'ossification dans cette piece squelettique. 
Par la suite une remarquable s6rie de travaux pour- 

1 M. MARTLAND et R. Ro~Isot¢, Biochem. J. 18, 115~ (19~4). 
2 A. POLICARD, M. P'}HU, J. ROCHE et BOUCAUMOHT, Bull. Histol. 

appl. 8, 171 (1931). 
S. BODANSKY, R. ~l. BAKWIN et H. BAKWII~, J. biol. Chem. 95, 

551 (1931) et J. ROCHE et E. BULLINGER, Bull. Soc. Chim. biol. 21, 
166 (1939). 

4 J. ROCHE, E. BULLINGER et J. COLLET, Enzymologie 7, ~73 
(1939) et J. RocHx, J. COLLEV et M. MOURGUE, Enzymologie 8, 
~57 (1940). 

C. B. HUGGINS I Bioehem. J. 25, 728 (1931). 
R. SEVERI, Sperim. 91, 478 (1937). 

suivie par l'~cole anglaise 1 et r6cemment compl6t6s par 
l'6cole am6ricaine 2 a montr6 que les os embryonnaires, 
presque d6pourvus d'enzyme au d6but de leur for- 
mation, s'enrichissent progressivement en phosphatase 
au cours de leur d6veloppement in vitro ou dans l'or- 
ganisme du Lapin, du Ratr du Poulet. L'activit~ des 
ost6oblastes en tant que cellules s6cr~tant l 'enzyme est 

cet 6gard pr6dominante; elle pr6c~de de peu dans le 
temps la formation des points d'ossification. Les re- 
cherches histochimiques de GOMORI, de MOOG, 
d'ENGEL et FURUTA poursuivies par la suite sur les os 
et les dents embryonnaires ont 6tendu et corrobor6 
ces r6sultats; de m~me l'6tude de l'activit6 phospha- 
tasique des sarcomes osseux entreprise par WOODARD 
et KENNEY. 

L'6tude quantitative du pouvoir phosphatasique des 
pieces squelettiques embryonnaires au cours de leur 
croissance in vitro (FELL et ROBISON) illustre la simul- 
tan6it6 de leur augmentation de poids - - d o n c  gros- 
si~rement de leur calcification -- et de leur teneur en 
enzyme. Un ensemble d'observations faites par mes 
collaborateurs et dans lesquelles l 'activit6 des organes 
a 6t~ rapport~e non Aleur poids total, mais tL celle de 
leur stroma prot6ique est encore plus d6monstratif. 
Les os longs du Rat sont, tL la naissance, dou6s d'une 
activit6 phosphatasique 61ev6e, qu'ils conservent tant  
que le d6veloppement des animaux demeure tr~s 
rapide (jusque vers 40 grammes de poids corporel), 
apr~s quoi ils s'appauvrissent peu k peu en enzyme, 
dont les os des animaux adultes sont tr~s pauvres 
(ROCHE, FILIPPI et LEANDRI). Un petit hombre de 
donn~es d6termin6es chez l 'Homme traduit le m~me 
ph6nom~ne 3. 

Les r6sultats d'une exp6rimentation se r6alisant 
naturellement au cours de la vie des poissons sont 6ga- 
lement significatifs. Comme tous l e s  T616ost6ens, la 
Sardine m6diterran6enne (Clupea pilchardus Walb.) 
pr6sente alternativement une p6riode de croissance, 
occupant le printemps et le d6but de 1'6t6, et une p6ri- 
ode, dite de repos, couvrant les autres saisons et au 
cours de laquelle tout d6veloppement cesse. L'activit6 
phosphatasique des os de ce poisson augTnente pendant 
la premiere et diminue pendant la seconde. Ses varia- 
tions sont particuli~rement manifestes dans les 6cailles, 
os membraneux de structure tr~s simple et dont l a  
croissance p6riodique est indiqu6e par rexistence des 
<mnneaux" d'~t~,> et des (mnneaux d'hiver,~, mise 
profit par les ichtyologues pour d6terminer l'Age des 
poissons. Comme le montre l 'examen de la figure 1, 
les 6cailles sont tr&s pauvres en phosphatase pendant 
la saison froide; leur teneur en enzyme devient, par 

I H. B. FELL et R. ROBISON, Biochem. J. 23, 767 (19~9) et 
24, 1905 (1930); R. ROEXSOH et H. B. FELL, ibid. 28, 2~43 (1934); 
R. ROBtSON et G. F. S. NtVEN, ibid. eS, ~337 (1934); G. BOURNE, 
Quart. J. exper. Physiol. 10, 319 (1943). 

G. E. GLOCH, J. Physiol. 98, 1 (1940); N. H. HOROWITZ, J. 
dent. Res. 21, 519 (1942); F. Mooo, Biol. Bull. 86, 51 (1944). 

3 G. MOHTEMARTIHI, Policlin. (Sez. chirurg.) 44, 1 (1937). 
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contre, intense t~ rapproche du printemps, lors de la 
pouss6e de croissance, et s'abaisse au cours des mois 
d'6t6, quand cette derni~re se ralentitL 

tOo 

"~ 60 

,o 

..~ 
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0 . . . . . . . .  • t 

! I1 111 VI V VI Vii VIII IX X XI  XI!  

Moi~ de l'ann~e 

Fig. 1. Activit~ phosphatasique relative des 6eailles chez la Sardine 
m6diterran6enne au tours des deuxibme et troisi~me ann6es de vie. 

Abscisses: mois de l'ann~e. Ordonn~es: activit~ phosphatasique 
relative. (D'apr~s ROCHE et COLLET.) 

Les dents des S61aciens, en particutier du Requin peau 
bleue (Carcharias glaucus L.), se pr~tent aussi A des 
observations suggestives. It existe chez ces animaux 
plusieurs rang6es concentriques de dents, dont les plus 
profondes, en croissance continue, remplacent les plus 
externes au fur et £ mesure de leur chute. De ce fait, 
on tronve implant~es sur la peau des mandibules du 
squale des dents ~ des degr6s divers de d6veloppe- 
ment, depuis un stade ant6rieur A route calcification 
jusqu'~, la fin de celle-ci. I1 en d6coule que l'on peut 
6tudier sur un m~me sujet l'~volution des divers pro- 
cessus participant A la formation des dents. Or, l'ex- 
p6rience a montr6 que, si l'activit6 phosphatasique des 
dents est tr~s minime lorsque leur calcification est 
complete, elle est ant~rieurement d 'autant  plus forte 
qtie celle-ci est moins avanc6e (teneur en P total: 
0,5 ~t 0,9 pour 100 du poids frais des dents du sixi~me 
rang et 14,9 A 16,0 P pour 100 dans celles du premier 
rang). I1 en d6coule une notion nouvelle, ~ savoir: que 
['enzyme intervient physiologiquement surtout darts 
les ~tapes initiales de la calcification et manifeste une 
activit6 tr~s grande, m~me avant  le d6but de celle-ci ~. 

La m~me conclusion ressort de l'6tude des cals de 
fracture exp~rimentale. En effet, chez le Cobaye 
radius droit fractur6, le cal demeure tr&s pauvre en en- 
zyme pendant la formation de sa matrice conionctive 
(12 ~ 15 jours), puis s'enrichit rapidement en phospha- 
tase dans la p~riode qui pr6c~de imm6diatement la 
(~prise,) (vers le vingti~me jour) et devient presque 

1 j .  ROCH~ et J. COLL~T, Bull. Soc. Chim. biol. 22, 245 (1940). 
J. ROCHE et E. BULL~N~ER, Bull. Soc. China. biol. 21, 166 

(1939). 

inactif apr~s celle-ci (voir figure 4, p. 333) 1. Tous ces 
faits concordent done pour sugg6rer l'hypoth~se que la 
phosphatase joue un r61e important non seulement 
dans la calcification osseuse, mais aussi dans une p~- 
riode pr~liminaire, pr~paratoire, off le support prot~- 
ique des sels de l'os s'organise en vue de la fixation 
ult~rieure de ceux-ci. Aussi convient-il de se demander 
quel est le m6canisme d'action de 1'enzyme des os. 

D) Mdcanisme d'actlon de la phosphatase des os. 
C'est A l'~tude de la calcification in vitro de coupes d'os 
que les biochimistes se sont adress6 pour r6soudre le 
problbme que leur posait la chimie physiologique. Les 
recherches de SHIPLEY 2, de SHIPLEY, HOWLAND et 
KRAMER 3, de  SHELLING, KRAMER e t  ORENT 4 o n t  

cet 6gard servi de point de d6part. Elles ont montr6 
que la calcification de coupes d'os (r6gion juxta- 
6piphysaire de tibias et de f6murs de jeunes rats ra- 
chitiques 5) sont in vitro le sibge de la formation d'un 
d6p6t de phosphates de calcium quand on les immerge 
dans des solutions renfermant des ions POt--- et Ca ++ 

des taux tels que le produit: mg P mineral par 100 cm a 
× m g  Ca par 100 cm a, est ~gal ou sup6rieur k 40 
(environ). ROBISON et ses collaborateurs, MACLEOIL 
ROSENHEIM, SOAMES en particulier, ont mis ~ profit 
ces observations pour rechercher dans quelle mesure 
des esters hydrolysables par la phosphatase peuvent 
remplacer les sels min6raux 6. En pr6sence de glyc6ro- 
phosphates ou d'hexosephosphates et d'ions calcium, 
la calcification des coupes a tieu plus intens6ment qu'~ 
partir  d'ions P04--- et Ca ++ pour des valeurs identiques 
du produit: P × Ca et, dans le premier cas, elle se mani- 
feste m~me lorsque celles-ci sont tr~s notablement 
inf6rieures A 40. Cette observation est fondamentale, 
car elle d6montre que la formation in situ d'ions phos- 
phoriques sous 1'action de l 'enzyme des os favorise la 
calcification. On trouvera dans la figure 2 des micro- 
photographies illustrant la formation d'un d6p6t phos- 
phocalcique dans le cartilage de conjugaison (ligne 
d'ossification) d'un tibia de Rat ~ partir  d'hexosemono- 
phosphate de calcium (ester de ROBISON). L'impr6- 
gnation argentique (m6thode de KossA) des r6gions cal- 
cifi~es fair apparaltre celui-ci en noir sur les clich6s ci- 
dessous. 

x j .  ROCHE et M. MOURGUE~ BuLl. Soe. Chim. biol. (Tray.) 2.3, 
1149 (1941); J.  RocHE et R. MARTXN-PoGGL ibid. ~3, 1543 (1941). 

I p. G. Sml'LEV, BuU. John Hopkins Hosp. 3~, 304 (1924). 
a p.  G. SHIPLEY, B. KRAMER et J, HOWLAND, Biochem. J.  go, 

379 (19~6). 
4 D. SMELLING, B. KRAMER et R. O~ENT, J. biol. Chem. z7, 

569 (1928). 
s On a employ~ syst~matiquement pour ees exp6riences des 

coupes d'os de jeunes rats racbitiques pour des raisons de commodit6. 
En eifet, le cartilage de conjugaison de ces ardmaux est beaucoup 
plus large que celui des sujets normaux et, de ce fait pe,rmet de 
beaucoup mieux observer le d~p6t de sels phosphocalciques ~ sa 
surface. On verra plus b a s q u e  ROCHE et DELTOUR ont substitu~ 

ee mat6riel des coupes d'os embryonnaires normaux (MOUTON). 
e R. RomsoN, Biochem. J. lZ, 286 (1923); R. RomsoN et H. 

A. ROSENNEIM, ibid. 2S, 684 (1934). - -  R. ROBISON, H. A. ROSES- 
HElM et M. MACLEOD, ibid. 24, 1927 (1930); R. ROBISON et K.M. 
SOAMES. ibid. 18, 740 (1924) et 24, 1922 (1930). 
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A B 
Fig, 2. Coupes d'gpiphyse sup6rieure d'un tibia de jeune Rat rachitique impr6gnges au nitrate d'argent (m~thode de KossA) : 
A absence de calcification du cartilage de conjugaison dans la coupe tgmoin {zone claire); B presence d'un d6pSt de 
phosphates (marqu6 ×) darts le cartilage de conjugaison apr~s s6jour de 18 heures darts une solution nutritive rerdermant 
de l'hexosemonophosphate de calcimn (este~ de Ro~soN) 0,1 M (r6gioa noire dans la zone claire). (D'apr~s Ro~lsos,) 

ROBISON et ses 61~ves ont  cherch6 ~. ~tendre la port6e 
physiotogique de ce fa i t  en 6 tud ian t  l ' inf luence de di-  
vers  fac teurs  ch imiques  sur la  f ixat ion des phospha tes  
pa r  les os et 6tabl i  que de faibles taux ,  de b ica rbona tes  
alcal ins  la  favorisent ,  t and i s  que les prot6ines  s6riques 
la g~nent.  Toutefois ,  le caract~re  h i s toch imique  de 
leurs observa t ions  ne pe rme t  pas  d ' en  t i re r  des con- 
clusions tr~s pr6cises et, pa r  ail leurs,  la m~thode  de 
KossA met  en 6vidence des r a d i c a u x  phosphor iques  et  
non des combinaisons  phosphocalciques .  Ces r6serves 
ne d iminuen t  e n r i e n  l ' in t6r6t  des  t r a v a u x  de Romsol~ 
et  de ses 61~ves, t r a v a u x  dont  l ' i n t e rp r6 ta t ion  g6nbrale 
a permis  de d6gager  des fai ts  l ' hypoth~se  su ivan te  pour  
expl iquer  le mode  d ' ac t i on  de la  phospha tase  dans  
l 'ossif icat ion.  <~Le sang dol t  ~tre consid6r~ comme ~tant  
no rma lemen t  une solut ion satur6e de sel de l 'os  que, 
pour  s implif ier  la discussion,  nous adme t tons  ~tre du  
phospha t e  t r icalc ique.  I1 renferme,  en dehors  de phos-  
pha tes  min6raux,  un ester  phosphor ique  dont  le sel de 
calc ium est solubleL Cet ester  ne donne pas  naissance 

des ions P O ,  ~ en se d issociant  et  sa  pr6sence n ' in te r -  
v i e n t  pas  darts la s a tu r a t i on  du sang en phospha te  
t r icalcique.  Les t issus qui se calcifient,  ~ savoir  le car-  
t i lage  h y p e r t r o p h i q u e  et  le t issu ost6oide, r en fe rment  
un enzyme,  une phospha tase ,  qui  hydro lyse  cet  es ter  
en hb6ran t  des  phospha tes  min6raux.  Cet te  r~act ion 
a u g m e n t e  la concen t ra t ion  en ions PO4---- et  le p rodu i t  
des  concent ra t ions  de P O , -  e t  de Ca ++ d6passe  alors 
le p rodu i t  de solubil i t6 du phospha te  t r icalc ique,  le- 
quel  se d6pose dans  la  subs tance  organique  fondamen-  
ta le  du  t issu osseux (loc. cit. p. 56)*.~ Cet te  concept ion  
est object iv6e p a r  le sch6ma ci-dessous~: 

Le plasma sanguin renferme chez les Vert6br~s sup6rieurs des 
quantit6s d'esters phosphoriques hydrolysables par les phospha- 
tases contenant au maximum 0,5 mg P par 100 cm ~. 

R. ROBISOS, The signifiance of phosphoric esters in metabolism, 
1 vol., 104 p., New-York University press ed. (1932). 

a La remarque suivante figure au bas de ce sch6ma dans le texte 
original: ~Pour simplifier l~expos6, on a consid6r4 le sel de l'os 
comme 6rant le phosphate tricaleique et l'ester un hexosemono- 
phosphate. Ce sch6ma s'applique 6galement, si le sel de l'os est 
uu produit plus complexe, comme la carbonatoapatite, et si l'hexose- 
monophosphate est remplac6 par tout autre ester phosphorique 
hydrolysable par la phosphatase. 

Schdma de la calcification (RoBISON) 

P lasma  sanguin = solution satur6e de sel de l 'os 
[Ca++] 8 × [po4-~] ~ = s, produi t  de solu- 

L bilit6. 
CeHItOsPO4R~ m C6HltObPO4 = + 2R + 

Humeurs  osseuses (cartilage hyper t rophique  et  tissu 
ost6oide) deviennent  sursatur~es en 
sel de l 'os pa r  act ion de la phospha-  
tase sur Fester  phosphorique.  

C,HltOsPO,R~ + HaO +CsHI~O6 + R~HPO, 
phosphatase  

2 R++ H++ PO,- -  

[Ca++] 3 × [PO,--] ~ > s 

Tissu calcifi6 Ca2(PO,) 2 phase solide d6pos6e. 

L '6 tude  qua l i t a t i ve  de la  calcif icat ion in vitro de 
coupes d 'os  a permis  la premiere  in te rp r6 ta t ion  pr6cise 
du  r61e de la  phospha tase .  Elle deva i t  n6cessairement  
~tre compl6t6e pa r  des  recherches quan t i t a t i ve s  don t  
on pouva i t  a t t e n d r e  des conclusions plus pr6cises. 
J ' a i  poursu iv i  ce t te  6tude avec DELTOUR x sur  des cou- 
pes du  car t i lage  d ' accro i ssement  (zone ac t ive  du car- 
t i lage de conjugaison)  et  de l 'os  m6taphysa i re  sous- 
j acen t  p rovenan t  de f6murs et de t ib ias  d ' e m b r y o n s  de 
Mouton (30 ~ 40 cm), ma te r i e l  mieux  adap t6  ~ des 
recherches quan t i t a t i ve s  que les os de R a t  rachi t ique,  
don t  l ' a p t i t u d e  A fixer des sels phosphocalc iques  est  
inf6rieure A celle des os n o r m a u x  ~. Les coupes de t issu 
immerg6es dans  des solut ions  r en fe rman t  A des con- 
cen t ra t ions  ident iques  en phosphore  et  en ca lc ium 
(Ca × P =  50) du  chlorure de ca lc ium et,  soft du  phos-  
pha t e  disodique,  soft du  f l -glyc~rophosphate  de sodium,  
f ixent  des ions Ca ++ et  P O , -  selon des modal i t6s  don t  
r end  compte  l ' examen  de la  f igure 3. Comme l ' ind i -  
quent  les courbes 3 et  4 de celle-ci, les coupes  osseuses 
f ixent  s imul t an6ment  du  calc ium et  du  phosphore  
p a r t i r  des solu t ions  r en fe rman t  des ions PO4 =- e t  Ca ++ 

x J. ROCHE et G.-H. Dt~LTOVR, Bull. So¢. Chim. biol. (Tray.) 
25, 1260 (1943), 

2 V. YON I{RAEMER, B. LANDTMAN et P. E. StMOL^, Act. physiol. 
Scand. 1, 285, 1940; J. RocttE et M.-T. StMOUOT; Enzymol,~e 10, 
239 (1942). 
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selon un rythme assez rdgulier. La valeur du rapport : 
Ca fix6/P fixd correspond alors A la formation probable 
de phosphate bicaleique plus ou moins m61angd ~ du 
phosphate tricalcique. La comparaison des courbes 1 
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Fig. ,q. F i x a t i o n  des  ions PO~ ~ e t  Ca ++ in vitro par  le car t i lage  d 'ac-  
e ro issement  e t  l 'os m6 taphysa i r e  de f~murs e t  de t ib ias  d ' embryons  
de Mouton  (30 ~t 40 era) ~. pa r t i r  de so lu t ions  r en fe rman t  Ca ++ 
(10 m g  Ca pa r  100 cm a) e t  so i t  du  phospha te  disodique,  soi t  du 
fl-glycdrophosphate de sod ium (5 m g  P pa r  I00 cm a) h 370 C e t  A 
PH = 7,2. -- Abscisses: temps en heures. Ordonndes" gamma P 

et Ca fixds par 100 mg de tissu et par crn s de solution. 
(D'aprAs ROCHE et D~LTOVR.) 

et 2 aux prdcddentes permet de ddgager le r61e de la 
phosphatase dans ces expdriences, en se basant sur les 
faits suivants. D'une part, la quantit6 de phosphore 
fixde A partir de l'ester est beaucoup plus grande que 
celle disparaissant de la solution nutritive renfermant 
des phosphates mindraux en quantitd 6quivalente. 
D'autre part, la rdtention de cet exc~s de phosphore 
va de pair avec ceUe d'un execs de calcium, l'absence 
de paralldlisme observde pendant les premieres heures 
de l'expdrience pouvant 8tre momentandment ndgligde. 
D~s lots, la phosphatase assume deux rdles: elle rdalise 

p a r  son action sur Fester un enrichissement direct du 
tissu osseux en ions phosphoriques et provoque ainsi in- 
directement un a/flux d'ions calcium vers celui-ci. Le 
premier de ces r61es correspond au mdcanisme d'action 
de l'enzyme objectivd par le schdma de RoBIso~; le se- 
cond lui est en quelque sorte compldmentaire et permet 

la phosphatase d'assurer sa fonction physiologique. 
Un ensemble de travaux rdcents a fourni des don- 

ndes d'un int~rSt certain au sujet de l'origine du 
substrat physiologique de la phosphatase. La pauvret6 

du plasma sanguin et des humeurs d6riv6es en esters 
phosphofiques permettait de penser qu'il doit exister 
une autre source de ceux-ci, lout au moins dans les 
p6riodes de calcification rapide. Or, les os embryon- 
naires renferment du glycog~ne et le syst~me enzy- 
matique phosphory]ant celui-ci (GLOCK; GUTMANN et 
collaborateurs) et l'on peut d~s lots penser que, 
Faction de la phosphorylase dormant naissanee 
l'acide glucose-l-phosphorique aux ddpens du glyco- 
g~ne et des phosphates humoraux, la formation de 
Fester in situ joue un r61e important dans l'ossification. 
Elle permettrait en quelque sorte l'entrde des radicaux 
phosphoriques dans le cycle de celle-ci en quantitd 
beaucoup plus grande que celle pouvant provenir di- 
rectement des humeurs sous forme d'ion PO4----ou 
d'esters. La phosphorylase est probablement, de ce 
fait, un auxiliaire important de la phosphatase, son 
action renfor~ant celle de cette derni~re grace ~ la 
formation locale de glucose-l-phosphate. Le drainage, 
l'appel vers l'os, des ions calcium pr6sents dans les 
humeur_s_ lorsque des ions phosphoriques se forment 
in situ aux ddpens d'esters sanguins ou osseux e t  
ataparaissent alors k concentration 6iev6e, permet la 
pr6cipitation d'un phosphate de calcium --PO4CaH, 
(PO4)2Ca ~ ou leur mdlange. Ainsi, le produit de solu- 
bilit6 des ions phosphorique et calcium r6git le ddp6t 
du ,sel de l'os~ primitif selon les lois gdn6rales de la 
formation des pr6cipitds de ce type, mais seules les 
conditions particuti&res du ravitaillement en ces ions 
r6alisdes dans les os permettent leur calcification A un 
rythme physiologique, parfois tr6s rapide. L'apport 
sanguin direct d'ions PO 4- et Ca++ ne peut par lui- 
m~me assurer qu'une sorte d'entretien du mat6riel 
mindral de l'os. 

Si ddmonstratives que soient les experiences que Yon 
vient de ddcrire, on peut se demander si elles ne rdali- 
sent pas seulement un ~mod~le, de calcification h beau- 
coup d'dgards artificie]. I1 convient, apr~s en avoir 
rdsumd les r6su]tats, d'en ddgager la signification dans 
le cadre gdndral de l'ossification et non plus seulement 
dans celui de la calcification proprement dite. C'est 
1A le but deia  seconde pattie de cet exposd. 

2 0 Le role de la phosphatase dans l'ossi/ieation et te md- 
canisme gdndral de eelle-ci 

La formation de la substance osseuse comporte une 
sdrie d'6tapes dont la calcification est la derni~re et, 
bien que la fonction de la phosphatase soit importante, 
elle ne saurait assurer ~ elle seule la min6ralisation 
des pi&ces squelettiques 1. Par ailleurs, la synth~se et 
l'dvolution du support protdique des sels osseux sont 
de toute 6vidence ind6pendants de l'activit6 de cet 

1 A- POLICARD et J. ROCHE, Ann. Physiol. et Physicochim. biol. 
13, 645 (1937) (Rapport prdsentd ~ la r6union de l'Association des 
Physiologistes de ]angue fran~aise). 
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enzyme. Aussi doit-on, connaissant le rndcanisrne 
d'action de la phosphatase, chercher ~ ddfinir sa [onction 
physiologique. 

A) Les <~deux mdcanismes~) de la calcification (Rom- 
sor~). Dbs le d~but de ses recherches, ROmSON s'ef- 
for~a de montrer que l'activit6 de la phospbatase et 
l 'aptitude de la substance osseuse ~ se calcifier ne sont 
pas n6cessairement li6es. De nombreuses experiences 
(RoBISON et ROSENHEIM;  ROBISON, MACLEOD et 
ROSENHEIM) ont en effet permis d'inhiber l'enzyme en 
respectant l'affinit4 de la substance osseuse pour les 
sels ou de conserver l'activit4 phosphatasique en d4- 
truisant la propri6t4 grace, 5- laquelle les prot6ines os- 
seuses fixent des seis phosphocalciques. Par exemple, 
la phosphatase demeure active en pr4sence d'acide 
monoiodac4tique (M/10000-M/1000) ou de fluorures 
alcalins (M/5000-M/1000), tandis que ces corps g~nent 
fortement la calcification de coupes d'6piphyses tibiales 
de jeune Rat  rachitique immerg6es dans des solutions 
d'hexosemonophosphate de calcium. La presence de 
cyanure de potassium (M/1000), le traitement pr~alable 
des coupes par l'ac6tone, le chloroforme, emp~chent 
la calcification par les ions Ca ++ et P O ~  mais non 
celle par l'hexosemonophosphate de calciumS; mais 
ce fait peut ne tenir qu'A une d6naturation de la couche 
superficielle des prot~ines de la coupe, les r6gions pro- 
fondes intactes oix l'enzyme exerce son action demeu- 
rant seules aptes A :fixer les sels formSs A leur niveau. 
L'6tude de la teneur en phosphatase des os embryon- 
naires de Poulet ~ et de Lapin z au cours de leur d6ve- 
loppement in vitro ou dans l'organismO et celle de la 
calcification des m6mes organes poursuivie parall~le- 
ment ont pennis par la suite d'observer que l'activit6 
phosphatasique pr6sente en g6n~ral une valeur ~lev6e 
avant que des nodules calcifies n'apparaissent ~. On a 
signal6 plus haut qu'il en est de m~ae  dans les dents 
des squales ~. La conclusion des recherches poursuivies 
par Romsos  et ses 61~ves a 6t~ formulae de la mani~re 
suivante par le premier: (,Les r6sultats de ces ex- 
pfriences dissocient deux mdcanismes darts la calcifi- 
cation du cartilage hypertrophique: le m6canisme 
phosphatasique qui r6alise clans les humeurs osseuses 
une condition de sursaturation par rapport au sel de 
l'os grace 5- l'hydrolyse des esters phosphoriques, et un 
second mfcanisme qui favorise le d6pbt du sel de l'os 

partir de solutions inorganiques saturfes, que la 

I1 est peu probable que Faction 6nergique de ces corps dans 
les conditions exp6rimentales adopt6s puisse ~tre attr ibute ~t leurs 
effets sur la formatior~ du glucose-l-phosphate ~t partir du glycog~ne 
contenu darts les coupes d'os. 

H. B. FELL et R. Ro~IsorL Biochem. J. 23, 767 (19~9) et gg, 
~243 (1934). 

a R. RoBtso~ et G. F. S. NIVEN, Bioehem. J. 28, 2337 (1934). 
F. MooG, Biol. B~fll. 86, 51 (1944). 
L'apparition de la phosphatase darts les 6bauches embryon- 

naires est simultan6e A ceIle de cellules hypertrophiques dans leurs 
parties cartilagineuses. 

J. ROCHE, ~. BULLIIqGF.R et J .  COL~T, Enzymologie z, 273 
(1939). ' 

condition de sursaturation soit due 5- l'hydrolyse en- 
zymatique d'esters ou £ la diffusion d'une solution sur- 
satur6e. La nature de ce second facteur est inconnue. 
I1 peut ~tre une l~g~re augmentation du PH des humeurs 
due ~ l'~tablissement d'un 6quilibre de membrane, 
Faffinit6 sp~cifique du support prot6ique pour le cal- 
cium ou pour un autre constituant du sel de l'os ou 
quelque autre facteur favorisant le d~but de la cristal- 
lisation. Le fait qu'il est inhib6 par KCN ~ de tr~s 
faibles concentrations sugg~re l'hypoth~se que l'ac- 
tivit6 des cellules y participe (loc. cit. p. 87.)~ En fait, 
si la distinction faite par RomSON est des plus perti- 
nentes, elle ne dolt pas ~tre conserv~e s, ous la forme 
retenue par lui, car elle ne dissocie pas deux m~canis- 
rues, mais deux drapes de l'ossiiieation. On ne saurait 
plus admettre qu'il existe un (,m6canisme phospha- 
tasique* de "la calcification et un *second m~canisme~ 
de celle-ci, dont le premier exigerait la participation 
de l'enzyme pour r6aliser le m~me ph6nom~ne que le 
second, mais plutbt que le ravitaillement des os en ions 
PO~- par la phosphatase est une phase de l'ossification 
et que la fixation du sel de l'os ~ la matrice prot~ique 
de la substance osseuse enes t  une autre, enti~rement 
ind~pendante:. D~s lots, on dolt examiner dans son 
ensemble de m6canisme ost~og~n6tique pour d~finir la 
fonction physiologique de la phosphatase. 

B) La thdorie des , [i xateurs du calcium,~ (PFAUNDLER;  

FRELrDENBERG et GYDRGYI). Toutes les th6ories qui 
permettent actuellement de se repr6senter la forma- 
tion de la substance osseuse, sont en partie hypoth6- 
tiques. Celle qui est le plus commun6ment admise, dite 
<(des fixateurs du calciums, a 6t~ sugg6r6e par PFAUND- 
LER 2, puis ~noncfie par FREUDENBERG et GYORGYI 5. 
partir de leurs propres exp6riences sur la calcifica- 
tion artificielle du cartilage hyalin in vitro ~. Cette con- 
ception a le  m6rite de coordonner des faits chimiques et 
histologiques, coordination qu'il est indispensable de 
rfaliser, si l'on veut interpreter l'6volution de ph6no- 
m~nes, dont une pattie seulement est accessible au bio- 
chimiste en l'fitat actuel de nos connaissances. 

Les histologistes ont depuis longtemps 6t6 frappfs 
par les modifications des caract~res de colorabilit6 de la 
substance pr~osseuse dans une p6riode prfcfdant im- 
m6diatement l'organisation de d6p6ts salins. Les pro- 
t6ines osseuses deviennent alors aptes h fixer les co- 
lorants basiques pour lesquels elles ne pr6sentaient au- 
paravant aucune affinit6 et elles sont par ailleurs le 
si~ge d'un ced~me caract6ristique (oed~me pr6osseux 
d e  LERICHE et POLICARD).  C e s  manifestations tra- 

I F .C.  MACLEAN et  ses collaborateurs, reprenant rdcemment Ms 
t ravaux de RoBtsorr, ont ddgag~ de leurs expdriences une concep- 
tion plus claire, considdrant le ~second mdcanisme~ comme un 
tfacteur local de la calcification~ F .C.  MACLEAI% M.A.  LIPTON, 
'W. Bloo~t et  E. S. G. BARRON, Travaux  non publids citds dans:  
F. C. MACLEAU, Ann. Rev. Physiol. 5, 79 (1943). 

M. PFAUUDLER, Jb. Kinderheilk. 17, ~235 (1909}. 
a E. FgEUDEUBERG et P. GY6ROYI, Biochem. Z. 11o, $90 (19~0) 1 

118, 30 ~1921); 121, 130 (1921); l z l ,  14~ (1921); 124, ~99 (19~1}; 
129, 134 (1922); I29, 138 (19~2); 14g, 407 (1923); 1t7, 191 (1924), 
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duisent n6cessairement un remaniement profond des 
prot6ines osseuses en relation avec l 'apparition deleur  
aptitude ~_ se catcifier. FREUDENBERG et GY'ORGYI ont  
sch6matis6 de la mani~re suivante le r61e des prot6ines 
dans l'ossification: 

a) Prot6ine+Ca+++prot6inate  de calcium. 
b) Prot~inate de ca lc ium+phosphates+phospho-  

prot6inate de calcium. 
c) Phosphoprot6inate de calc ium+phosphate  tri- 

calcique + prot6ine. 

Ce sch6ma pr6voit que, dans un premier temps, les 
prot6ines de la substance pr6osseuse s'unissent aux ions 
calcium qu'elles pr61~vent dans les humeurs, jouant 
ainsi le r61e sp6cifique de <(fixateurs du calcium,). Apr~s 
la formation de prot6inates de calcium, ceux-ci se 
combineraient A des ions phosphoriques d'origine 
sanguine, des phosphoprot~inates de calcium prenant 
naissance dans un second temps. Enfin, les remanie- 
ments prot6iques correspondant histologiquement h la 
transformation de la substance pr6osseuse en substance 
osseuse lib6reraient in situ ~ une concentration 6levee 
des ions phosphorique et calcium, ~t partir desquels du 
phosphate tricalcique pr~cipiterait n~cessairement. 
C'est 1~., on le volt, une repr6sentation tr~s sch6ma- 
tique des fairs. EUe ne correspond'pas dans son en- 
semble au m6canisme physiologique de la formation de 
la substance osseuse pour la raison suivante. 

La base exp6rimentale de la th~orie de FREUDEN- 
BERG et GY~RGYI r6side dans des recherches poursuivies 
sur la calcification in vitro du cartilage hyalin (arti- 
culaire ou costal) tissu ne devenant apte A donner nais- 
sance ~. de la substance osseuse qu'apr~s avoir pr6sent6 
des transformations histologiques et biochimiques pro- 
fondes, dont on peut suivre l'6volution clans les diverses 
zones du cartilage de conjugaison ~. Des fragments de 
cartilage hyalin, t~ petites cellules, immerg6s dans des 
solutions neutres de phosphates alcalins ne Iixent pas 
les ions PO, ~- en quantit6 importante. Par  contre, ils 
se combinent activement aux ions Ca ++, quand ils s6- 
journent dans des solutions neutres de chlorure de cal- 
cium, cette affinit6 pour les ions Ca ++ 6tant propre au 
cartilage, car tes autres tissus animaux ne la pr6sentent 
pas. Or, le cartilage hyalin charg6 de calcium devient 
apte h se combiner A des ions PO~ ~--, du fait m~me de 
la fixation ant6rieure du m6tal. En effet, le tissu im- 
merg6 tout  d'abord dans une solution de chlorure de 
calcium, puis dans une solution de phosphate diso- 
dique, pr6sente rapidement une consistance analogue 
tt celle de l'os, en raison de la precipitation dans son 
sein de phosphate tricalcique. Ce n'est 1~ qu'une re- 
production grossi~re de la calcification physiologique, 
ne pr6sentant avec cette derni~re que de lointaines ana- 
logies. En effet, les exp6riences de FREUDENBERG et 

1 A. POLICARD, L'appaxeil de croissance des os longs. Ses m6- 
canismes ~ l'~tat normal et pathologiqu% 1 vol.) 216 p., Masson & Cie, 
~d., Paris 1941. 

GY6RGYI peuvent bien, comme je l'ai vdrifid, 8tre re- 
produites en met tant  en oeuvre du cartilage hyalin 
(partie juxta~piphysaire de la zone d'accroissement 
des os longs d'embryons de Mouton), mais non du 
cartilage hypertrophique ou de la m6taphyse (parties 
juxtadiaphysaires superpos~es de la m~me zone). Or, 
le premier ne se calcifie pas physiologiquement, tandis 
que le second et Ia troisi~me s'ossifient in situ. 

Les diff6rences que pr6sentent ~ cet 6gard les diverses 
r6gions de ta zone d'accroissement des os longs d'em- 
bryons de Mouton (30 ~, 40 em) sont significatives. Les 
coupes d'os m6taphysaire et de cartilage d'accroisse- 
ment plac6es dans des solutions de PH = 7,2 renfermant 
des ions Ca ++ et PO, = (Ca × P = 50) ~ 37 o C, fixent simul- 
tan~ment ces deux ions dans un rapport assez voisin 
de celui traduisant la formation de phosphate bical- 
cique ou d'un m61ange de phosphates bi- et tricalcique. 
Le m~me essai reproduit avec des coupes de cartilage 
hyalin (zone juxta6piphysaire du cartilage de con- 
jugaison) conduit ~ des r6sultats tout  autres, A sa- 
voir: la fixation d'une quantit6 beaucoup moindre de 
calcium par unit6 de poids de tissu et celle de traces 
de phosphates 1. Les observations de FREUDENBERG et 
GYSRGYI traduisent done le comportement de r6gions 
osseuses non calcifiables, mais non celui de la substance 
osseuse; aussi la th~orie de ces auteurs ne doit-elle pas 
6tre retenue dans son ensemble. 

C) Le mdcanism~ gdndral de l'ossi[ication. L6 carac- 
t~re continu de la formation de la substance osseuse 
rend quelque peu artificielle la distinction d'6tapes 
dans ce processus; elle est n6anmoins ~ bien des 6gards 
16gitime. On peut en effet 6tudier de d~celer avec une 
nettet6 particuli~re la succession de ces 6tapes darts 
les diverses r~gions, histologiquement diff6rentes, du 
cartilage de conjugaison des os longs, darts les pi~ces 
squelettiques embryonnaires ou pendant la formation 
des cals de fracture. Dans les deux premier cas, un 
m~me organe contient des territoires aux divers stades, 
de l'ossification; dans le second, ceux-ci se succ~dent 
dans le temps sur un mSme tissu. 

On distingue histologiquement dans la gen~se du 
tissu osseux l'organisation d'une matrice prot6ique, son 
6volution comportant la transformation de la subs- 
tance pr6osseuse en substance osseuse (oed~me pr6- 
osseux, apparition du caract~re basophile) et sa calci- 
fication; cette derni~re est n6cessairement pr6c6d6e de 
la formation de phosphates de calcium qui se fixent 
par la suite ~ un support organique, en sorte que quatre 
phases se succ~dent dans l'ossification. On ne peut 
pas encore pr6ciser leurs divers aspects biochimiques, 
mais on a cherch6 ~ les caract6riser en 6tudiant la com- 
position et l 'activit6 phosphatasique de l'os au cours 
des premieres 6tapes de sa formation. Les t ravaux 
poursuivis dans ce but  sur les os de r6paration (cals 

1 j .  ROCH~ et G.-H. D~LTOUR, Bull. Soc. Chim. biol. (Trav.) 
gS, 1260 (1943). 
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de fracture) et embryonnaires sont A cet 6gard des plus ~0~ 
significatifs, comme en rend compte l'examen de la 
figure 4 et du tableau 1, ot~ l'on trouvera quelques m 
exemples de donn6es d&ermin&s par mes collabora- 
t e u r s  biARTIN-PoGGI e t  MOURGUE1, ~. :~ 60- 

L a  p r e m i e r e  & a p e  de  l a  f o r m a t i o n  d u  s u p p o r t  p r o -  

t6ique pose des probl~mes peu accessibles au biochi- [ ~0" 
miste. Elle consiste en l'organisation d'un tissu, dont 

40. une partie donne par la suite naissance A la substance --~ 
osseuse, mat6riet 616mentaire, des pi&ces squelettiques. ~ so 
Ce t i s su  peut avoir des origines diverses: cartilage 
hyalin duns l'appareil de croissance des os longs, con- 
jonctif musculaire dans les cals des fractures, @ith& :~ 2 0  ,t 
lium v6sical dans certaines ossifications h6t6rotopiques w- 

x j .  ROCHE et R. MART~N-PoGm, Bull. Soc. Chim. biol. (Tray.) 
23, 1548 (19411; J. ROCHE et M. MOUEGUE, Bull. Chim. biol. (Tray.) 
~3, 1149 (19411 et ibid., 2~, 1186 (194~). 

Les recherches histochimiques de DANIELLI et FELL, de BOURNE, 
de Mooo, de GO~ORI ont montr6 le r61e d'une phosphatase dans la 
formation du tissu conjonetif au eours de divers proeessus cicatri- 
sants et dans la gcn~se du eal eonjonetif et au eours de la diff6ren- 
elation embryonnaire des eellules dans les 6banehes osseuses. L'ae- 
tivit6 de eet enzyme ne sauralt 6tre eonfondue avee celle de la 
~phosphatase des os~ s e  manifestant par la suite, d'ailleurs avec 
une intensit6 beaucoup plus grande. 
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Fig. 4. Variations de la teneur en acide aseorbique et en cendres 
et de l'activit6 phosphatasique ducal,  en fonetion du temps &o, tl6 
depuis la fracture (radius de Cobaye). - -  Abseisses: nombre de 
jours aprbs la fracture. Ordonn6es: activitY, phosphatasique (unitds 
par 100 mg d'azote prot6ique), teneur en aeide aseorbique (w.g par 
100 g) et en cendres (par 100 du poids see). (D'aprbs ROCHE et 

MAarm-PoGo~ et documents in~dits.) 

T a b l e a u  I 

T e n e u r s  en  eau,  cendres ,  c a l c i u m  e t  p h o s p h o r e  e t  r a p p o r t :  C a / P  de  pi~ces s q u e l e t t i q u e s  d ' o r i g i n e s  d iverses  e n  cours  
de d ~ v e l o p p e m e n t .  (D ' ap r~s  ROCHE e t  MOURGUE). 

Organe et r6gion [ E a u p o u r l 0 0 ]  Cendrespour [ C a p o u r l 0 0  t P p o u r l 0 0  Rapport: 
(poids frais) 100 (poids see) (poids sec) (poids see) Ca/P 

I. D e n t  d u  S q u a l e :  C a r c a r o d o n  l a m i a  Risso  
(den t  d u  c i n q u i ~ m e  rang ,  l~g~remen t  i ndu r~e  au  s o m m e t ,  co rps  t r6s  mou)  

Base  (tr~s molle)  . . . . . . . . . .  85,6 I I 
Zone  s u s - j a c e n t e  (molle) . . . . . . .  86,5 
Zone  s u s - j a c e n t e  (molle) 2 . . . . . .  85,8 
Zone  s u s - j a c e n t e  (molle) 3 . . . . . .  79,5 
P o i n t e  (Mgbremen t  indur6e)  . . . . .  62.9 

I I .  Os e t  d e n t s  e m b r y o n n a i r e s  de  
( e m b r y o n  de Ch~vre  

O m o p l a t e ,  zone  mol le  . . . . . . . .  49,5 
O m o p l a t e ,  zone  d u r e  . . . . . . . .  37,5 
F 6 m u r ,  6p iphyse  s u p & i e u r e  (molle) . 57,3 

d i a p h y s e  (dure)  . . . . . . .  31,1 
m & a p h y s e  (dure)  . . . . . .  14,5 

D e n t s ,  mol les  . . . . . . . . . . .  71,6 
mol les  . . . . . . . . . . . .  84,9 
d ~ b u t  de  la  ca lc i f i ca t ion  . . . .  23,0 

I I I .  Cals  de  f r a c t u r e  e x p ~ r i m e n t a l e  

7 l o u r s  
14 j ou r s  
18 
18 
20 
24 
28 
40 
46 

a p r b s  f r a c t u r e  (caI con jonc t i f )  
a p r b s  f r a c t u r e  (cal con jonc t i f )  

l o u t s  ap r~s  f r a c t u r e  (cal con jonc t i f )  
l ou r s  apr~s  f r a c t u r e  ( d 6 b u t  de  l 'ossif.) 
j o u t s  apr~s  f r a c t u r e  (cal osseux)  . . 
j o u r s  apr~s  f r a c t u r e  (cal osseux)  . . 
j o u r s  apr~s  f r a c t u r e  (ca1 osseux)  . . 
l ou r s  apr~s  f r a c t u r e  (cal osseux)  . . 
l ou r s  a p r &  f r a c t u r e  (cal osseux)  . . 

82,2 
80,6 
72,2 
58,8 
19,4 
16,2 
14,4 
12,2 
12,0 

17,81 
16,66 
19,35 
28,77 
60,81 

C a p r a  

de 25 

10,58 
54,94 
11,76 
68,88 
56,11 
14,28 
28,99 
28,00 

de  l ' h u m ~ r u s  

4,02 
13,00 
19,41 
23,70 
50,32 
44,66 
45,90 
53,22 
62,15 

0,85 
1,12 
2,32 
7,12 

20,69 

h i yeus  h i r eus  

cm) 

0,54 
21,70 

1,35 
27,66 
24,31 

3,21 
2,03 
7,36 

de Coh~mba  

0,74 
2,35 
4,83 
7,26 

19,10 
14,34 
17,01 
20,09 
23,60 

0,89 0,98 
1,23 0,92 
2,19 1,06 
4,43 1,61 

10,49 1,96 

L. 

0,86 
10,14 

1,90 
12,54 
11,43 

2,78 
1,84 
4,68 

l i v i a  a d u l t e  

0,82 
1,75 
2,89 
3,41 
9,10 
7,18 
8,17 
9,71 

II,40 

0,62 
2,13 
0,69 
2,20 
2,12 
1,15 
1,10 
1,58 

0,90 
1,34 
1,67 
2,12 
2,12 
1,99 
2,08 
2,06 
2,05 
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expErimentales. De r~cents t ravaux montrent que la 
diffErenciation de ces derniers est sous la dependance 
d'un organisateur chimique pr6sent dans l 'extrait  al- 
cooloque des os en voie de croissance ~, l'iniection de 
cette ~ost4og6nine~ dans les muscles du Lapin y provo- 
quant la formation d'ost~omesL L'acide ascorbique 
contr61e la formation de la matrice prot4ique des os et 
des dents a, son action sur la croissance des fibres con- 
jonctives ~tant bien connue depuis le travail fonda- 
mental de WOLnaCH et HOWE. Aussi s'explique-t-on 
que la vitamine C s'accumule progressivement clans les 
cals pendant que leur trame conjonctive s'organise, 
comme le montre l 'examen de la figure 4. Ce stockage 
d'acide ascorbique devient par la suite de moins en 
moins grand, en sorte que son existence et son ~volu- 
tion constituent un test chimique de la premiere phase 
de l'ossi/ieation. Le r61e favorable de ce produit sur 
l'4volution des fractures expErimentales du Cobaye 
est sans conteste dfi ~ son action sur le d4veloppement 
d u c a l  au tours de celle-ci 4. 

La seconde 4tape de I'ossification comporte des ph4- 
nom&nes ~t la fois plus sp~cifiques et plus faciles ~t d6- 
finir chimiquement. Elle est caract4ris~e par la gen~se 
du m4canisme prEparatoire ~t la calcification, soft, sur 
le plan chimique, par l 'apparition de la phosphatase 
et par l 'accumulation de phosphore et de calcium (tans 
la substance prEosseuse. On peut en effet constater sur 
la figure 4 que l'activit~ phosphatasique des cals n'est 
importante qu'apr~s une longue p~riode pr~liminaire, 
mats qu'elle afigmente alors rapidement. I1 e n e s t  de 
m~me au cours du d4veloppement des os embryon- 
naires et des dents, comme on l'a vu plus haut. L 'hy- 
drolyse enzymatique des esters phosphoriques dans la 
substance pr4osseuse ne conduit pas alors ~t la calcifi- 
cation proprement dite, car la matrice prot6ique n'est 
pas encore douse de ta propriEt~ sp4cifique de fixer les 
phosphates de calcium insolubles. Elle a pour conse- 
quence un enrichissernent en phosphore plus important 
que celui en calcium, les ions PaO = et Ca ++ se combi- 
nant  probablement aux prot~ines osseuses. 

Cette mani~re de voir d~coule des observations sui- 
vantes. L'~tude de la composition des os embryon- 
naires, des dents en vote de calcification et des cals de 
fracture avant  leur ,prise, ,  montre qu'ils pr~sentent 
tous un enrichissement en phosphore, et ~t un degr~ 
moindre en calcium, ant4rieur ~t la formation dans leur 
masse de pr~cipit4s concrets de phosphates de calcium 5. 

G. LEVANDER, Nature 155, 148 (1945), et P. LAc~otx, Nature 
156, 576 (1945). 

G. L~VaND~R, Surg. Gyn. and Obstetr. 67, 705 (1938} et Klin. 
Wschr. $0, 40 (1941). 

A. DjAaUI, Z. Vitaminforsch. 10, 210 (I940). - -  E.'W. F~sn et 
I .  J. HARR~SS, Phil. Trans. Roy. Soc., London g2a, 489 (1934). 
G. MOt~R~QU~ND, M. DXUV~R~NE et V. EDEL, C. r. Soc. Biol., 13~ 
667 (1939). 

J. ROCH~ et R. M^RV*N-Po6~[, Bull. Acad. Med. 126, 16 
"(1942); G, BOURNE, J. Physiol. 102, 319 (1943). 

J. Roche et M. MOURGUE, Bull. Soc. Chim. biol. (Tray.) g4, 
1186 (1942). - -  M. J. D~LLEMA~N~, Act. biol. Belg. 2, ~98 (1942). 

Les exemples de r4sultats r~unis dans le tableau I sont 
cet dgard significatifs. La valeur du rapport Ca/P, 

souvent inf~rieure ~ 1 dans diverses pi~ces squelettiques 
en voie de calcification, y traduit la pr4sence d'un fort 
exc~s de phosphore ne pouvant pas ~tre compris dans 
du phosphate tricalcique (Ca/P= 1,93 dans (PO4)2Ca3) 
ou m~me, parfois dans du phosphate bicalcique 
(Ca/P=] ,29 dans POaCaH). Par ailleurs, l'4tude 
histochimique des cals r4v~le l'existence d'une sur- 
charge en phosphates ant~rienre ~ la fixation de quan- 
tit4s importantes de calcium a. En rapprochant ces 
donnEes, d'une part des remarques faites par LOGAN 
et ses collaborateurs z sur la solubilisation des ions 
PO, ~-- et Ca ++ ~t partir  de fragments osseux in vitro et 
sur la fixation des m~mes ions par ceux-ci, lorsqu'ils 
sont immerg6s dans du s6rum et, d'autre part, de la 
r4tention pr6f4.rentielle des phosphates au d4but de la 
calcification in vitro en presence d'esters phosphoriques 
(voir figure 3), on peut 14gitimement conclure que la 
substance pr~osseuse fixe s~parEment les ions calcium 
et phosphoriques. Comme il ne semble pas exister alors 
de rapport stoechiom4trique fixe entre les quantit~s de 
phosphore et de calcium pr6sentes et que la valeur du 
quotient: Ca/P est initialement inf4rieure ~ celle cor- 
respondant ~ la pr6sence de phosphate tricalcique ou 
m~me bicalcique, l'hypoth~se de ta formation de pro- 
tEinates de calcium et de phosphates de prot~ines - 
ou de phosphoprotEinates de calcium - est alors plau- 
sible. Les caract~res chimiques de cette phase de l'ossi/i- 
cation sont done: l'apparition d'une aetivit~ phospha- 
tasique intense et, en consequence, la fixation d' un exc~s 
de phosphates sur la substance prgosseuse. A cet ~gard, 
les faits exp4rimentaux observes sont en contradiction 
avec la th4orie des (dixateurs du calcium,> en ce sens 
qu'ils conduisent ~ d6nier ~ celui-ci le r61e d'41~ment 
initiateur de la min4ralisation des os et h l 'attribuer 
aux phosphates. 

Pendant cette 4tape, les protEines pr4sentent d~j~ 
une sp4cificit4 caract4ris~e, puisqu'elles sont aptes h se 
combiner ~ des quantit~s importantes d'41~ments mi- 
n4raux, alors qu'elles ne l'~taient pas auparavant. La 
presence de phosphate tricatcique dans les nodules 
d'ossification d~s leur formation (Ca/P= 1,93 et  au- 
dessus, ]usqu% 2,20 environ -- ce qui est encore con- 
sid4r~ par de nombreux auteurs comme un indice de 
l'existence de carbonatoapatite, 3(PO4)~Ca.CO3Ca) 
et celle d 'un exc~s de phosphore ~t un stade antdrieur 
(Ca/P notablement inf~rieur h 1,93) marque une dif- 
f4rence assez nette entre la derni~re phase de l'~volu- 
tion de la substance pr~osseuse et sa transformation 
compl5te en substance osseuse, h ceci pros que l 'ana- 

t A. CRETIN, Recherches sur l'ossifieation et la r6paration des 
fractures, 1 vol., 351 p., Imprim. instit, comm., 4d., Le gians 1925. 

z M. A. LOGXN et L. K. KAtiE, J.  biol. Chem. 127, 705 (1939). - -  
M. A. LOOAN et H. L. TAYLOR, ibid. 119, 293 (1937) et 125, 377 
(193s). 
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lyse chimique des pi~ces en cours de calcification porte 
tou]ours sur des territoires oh l'on ne peut pas esp&er 
6tudier ~ l '6tat pur une seule de ces phases. 

Les deux dernibres 6tapes 6voluent simultan6ment 
et de mani6re beaucoup plus rapide, car le d6p6t des 
sels a lieu d~s que les prot6ines osseuses manifestent 
l 'aptitude A fixer les phosphates de calcium insotubles 
propre A la substance osseuse, et cela grace A l'existence 
de la phosphatase et d'une rfiserve en mat6riel phos- 
phocalcique constitu6e ant&ieurement. Le troisi~me 
stade de l'ossification est celui que les histologistes 
d6signent sous le nora de ~transformation de la subs- 
tance pr~osseuse en substance osseuse~. La modifi- 
cation de colorabilit6 des prot6ines qui caract6rise son 
d6but, a 6t6 signal~e plus haut. Elle traduit un ph~no- 
m~ne ne se pr~tant pas A une 6tude chimique, car notre 
connaissance des prot6ines osseuses est tr~s r6duite et 
l'on ne peut pas esp6rer d6finir leur remaniements 
structuraux en l '6tat actuel de nos m~thodes. Seules 
les cons6quences physiologiques de ces remaniements 
nous apparaissent. La th~orie de FREUDENBERG et 
GYORGYI pr4voit qu'ils vont  de pair avec la mise en 
libert6 des radicaux phosphoriques et du calcium an- 
t6rieurement fixes, lesquels peuvent alors s'unir pour 
donner naissance ~t un phosphate de calcium insoluble. 
La rapidit6 de la ¢~prise,> des os ne saurait s'expliquer 
que s'fl s'est constitu6 ant6rieurement une r6serve lo- 
cate en 6t6ments min6raux susceptibles de participer 
tt la formation de ce phosphate et si un m6canisme 
efficace de ravitaillement en ions phosphorique et cal- 
cium est alors present pour permettre l'enrichissement 
en sels des os. La calcifieation proprement dire, der- 
nibre 6tape de l'ossification, met en jeu l'une et l 'autre. 

Elle comporte l 'apparition de pr~cipit6s constituds 
probablement par du phosphate bicalcique, POaCaH, 
aux d6pens duquel du phosphate tricalcique, (PO~)~Caa, 
prend tr~s rapidement naissance ~. La phosphatase est 
l'616ment actif de ce ph6nom~ne, dont le terme paratt 
~tre te d~p6t de phosphate tricalcique ,c, 3(PO~)~- 
Caz. Hz(OH)~ ~. Elle en r6git l'intensit~ par le m6canisme 
6tudi~ plus haut, la formation d'ions P O t  ~ au niveau 
de la substance osseuse provoquant un appel des ions 
Ca ++ des humeurs et, par 1~ m6me, secondairement, 
la pr6cipitation d'un phosphate de calcium d~s que le 
produit de solubilit6 de ces ions est atteint. Le r61e 
pr6dominant des ions PO~--- est donc manifeste, puisque 
c'est grace ~ leur pr6sence ~ un taux ~lev6 au niveau 
de la substance osseuse que les ions Ca++ des humeurs 
sont drain,s vers celle-ci. Sur ce point encore, la th6orie 
des <~fixateurs du calcium~ est en d~saccord avec 
l'exp& Z,.ace. Quant ~t l 'activit6 enzymatique de la subs- 

t M. J. SHEAR et B, KRAMER, J. biol. Chem. 68, 761 (19~8) . -  
J. ETTORI, R. GRANGAUD, J. BENOIT ct J. CLAVERT, Bull. Soc. Chim. 
biol. (Tray.) e4, 13~3 (194~). 

2 M. J. DALLEMAGNE et H. BRASS~UR, Bull. Soc. Roy. Sci. de 
Liege 11, 451 et 488 (194~). 

tance osseuse, elle est maxima au d~but de la calci- 
fication et imm~diatement avant  (figure 4); elle di- 
minue tr~s rapidement par la suite, d~s que le tissu 
pr~sente la teneur 61ev~e en sels et la rigidit~ propre 
la substance osseuse. La derni~re drape de l'ossi/icalion 
est done caractdrisde #at  une activltg phosphatasique 
dlevde de la substance osseuse et par un enrichissement 
brusque et important de cdle-ci en sds dont le rapport 
Ca/P est dgal ou peu supdrieur ~ 1,93. 

L'apparition de l 'aptitude sp6cifique de la matrice 
prot6ique A fixer les phosphates de calcium insolubles 
est aussi particuli~re tt cette pfiriode terminale, mais 
son 6tude demeure tr~s d61icate. Les seuls essais tent6s 
pour l'aborder, jusqu'ici tr~s limit6s, ont n~anmoins 
d6jA permis de montrer que la carence en vitamine D 
r6duit l'affinit6 des os pour les sels, tandis que l'ad- 
ministration de cette vitamine la restaure chez le Rat  
carenc6 ~ et que les fluorures g~nent la fixation des 
phosphates ~. 

3 0 Conclusions gdndrales 

La phosphatase est un 616ment important  du m~- 
canisme de la formation de la substance fondamentale 
des os et des dents et son activit~ r~git la calcification 
de cette derni6re qui, sans elle, ne pourrait avoir 
lieu qu'~ une tr~s faible vitesse, ~par t i r  des ions PO 4- 
et Ca +* des humeurs. Sa fonction physiologique est 
donc d'acc~l&er un ph~nom~ne dont l'intensit6 est 
li6e ~ l'activit~ de l'enzyme, mais dont l'existence est 
ind~pendante de celle-ci. C'est dire que l'~tude bio- 
chimique de l'ossification ne saurait ~tre consid&6e 
comme pros de son terme en raison des connaissances 
acquises sur le r61e de la phosphatase et sur la na tu re  
des constituants min6raux du squelette. 

Les rafts discut~s dans la seconde pattie de cet ex- 
pos~ font ressortir le r61e predominant ]ou~ par les 
prot~ines dans la formation de la substance osseuse. 
L'~tude de ces corps et de leur 6volution doit, de toute 
~vidence, ~tre le principal objet des recherches dont 
on peut attendre d'importants progr~s dans nos con- 
naissances. Comme celle de la phosphatase, elle ne 
pourra ~tre men~e ~ bien que gfftce ~ la coordination 
d'observations histologiques, physiologiques et bio- 
chimiques, coordination indispensable pour se repre- 
senter avec precision chacune des ~tapes de la forma- 
tion de la substance osseuse. La biochimie a pour r61e 
dans ce domaine de d~finir la constitution et les pro- 
pri~t~s des corps organiques ou min&aux participant 

des structures et d'6tudier le m~canisme des r~ac- 
tions qui leur donnent naissance. Elle ne peut le 
remplir sans le secours de l'histologie et de la physio- 

I V. VON KRAEMER, B. LANDTM&NN et P. E. SlMOLA, Act. physiol. 
Scand, 1, 285 (1940). - -  J. Roche et M.-T. SI~ONOT, Bull. Acad. Med 
1°.6, ~72 (1941). 

2 j .  ROCHE et G.-H. DELTOUR, C. r. SO(~, Biol. 137) 531 (1943). 
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logie, car les donn6es acquises par celles-ci ouvrent 
souvent la voie k la recherche biochimique, parfois 
avant que celle-ci ne soit techniquernent r6alisable, et 
conf~rent par la suite tout  leur sens biologique ~t ses 
r6sultats. 

Summary 

A general survey of the actual knowledges on the 
bone phosphatase is given. The enzyme plays an im- 
portant r61e in the calcification of bone and teeth, this 

process being unable to proceed at a physiological speed 
without the participation of a phosphatase. The biolo- 
gical function of the enzyme is thus to accelerate and 
not to promote the calcification. 

The knowledge of the mechanism of phosphatase acti- 
vity in the skeletal organs and of the chemical composi- 
tion of the bone salt cannot lead to a full understanding 
of the physiology of ossification. A prominent function 
in this field is devoted to the proteins of the ground 
substance of bone and to their evolution, The study of 
the protein matrix of bone is now the most important 
subject of work for the biochemistry of ossification. 

Neuformulierung der Kristallographie 
Von PAUL NIGGLI, Zfirieh 

1. Die Grundlagen 

Die Symbole ffir Symmetrieelemente und Deck- 
operationen in der Kristall- und Punktsyrnmetrielehre 
sind, obschon mannigfache Varianten bestehen, bei 
n~iherem Zusehen unzweckmaBig und unlogisch. Sym- 
rnetriegruppen der gleichen Ordnung 3, d.h. der glei- 
chert Z~il-digkeit gleichwertiger Elemente (Punkt, Ge- 
rade, Flache) allgemeiner Lage, werden dutch unter- 
schiedliche Anzahlen yon Syrnmetrieelementen oder 
Deekoperationen charakterisiert, z.B.:  

Schoen/lies Maugtdn Ausgeschriebene Symmetricformel 

C4, durch 4 mm 1 [] + (2 + 2) SE 
4 

C4, durch ~ -  1 [] + 1 SE +Z  

Dabei mfissen in beiden Fallen, urn yon einem Punkt  
im Einzelschritt zu allen anderen gleichwertigen Punk- 
ten zu gelangen, gleichviel Einzeloperationen ausge- 
fiihrt werden. Uneinheitlich und in der SyntDolik oft 
unlogisch ist die Bezeichnung der sogenannten In- 
versions- und Spiegelgyroiden. Geht man yon den 
Punktsymrnetriegruppen zu den (kristallstrukturell 
wichtigen) Raurnsymmetriegruppen fiber, so erkennt 
man, dab in gewissen Deckoperationen andere ver- 
steckt enthalten sind, die nun selbst~indig werden. 
Und will man schlieBlich rechnen und Aufgaben der 
Kristallsymmetrielehre und Stereochemie rnathema- 
tisch 15sen, so erweist sich die fibliche Sprache der 
Kristallographen als unzweckm~il3ig. Das ist wohl 
jedem Hochschullehrer im Unterricht aufgefallen. 

Dutch den Ausbau und die grundsatzliche korrela- 
tive Entwicklung eines ersten Versuches yon G. P6LYA 1 
gelingt es, eine neue, einwandfreie Formulierung zu 
schaffen, mit deren Hilfe sich alle wesentlichen Fragen 

t Siehe dariJber in P. NIGGLI, Grundlagen der Stereochemie, 
Birkhiiuser, Basel 1945. 

der Punktsymmetrielehre unmittelbar mathematisch 
16sen lassen. Die neuen Prinzipien sollen im folgenden 
dargelegt werden 1. 

Sind in bezug auf eine Punktsymmetriegruppe 
Punkte allgemeiner Lage einander gleichwertig, so 

denkt man sich zuniichst diese willkiirlich numeriert 
yon 1, 2 . . .  bis (8 -1)  und 8 und sucht nun die ein- 
zelnen Operationen auf, die 1 in 1, 1 in 2, I in 3, I in 4, 
.... I in n, I in 3 fiberffihren. Das ergibt 30perat ionen.  
Ffihrt eine Operation den Punkt  in sich selbst tiber, 
so ist sie yon uniirem Charakter; fiihrt sie erst nach 
zweimaliger Wiederholung zum Ursprungspunkt zu- 
flick, so kommt ihr bindres Verhalten zu. Ist  sic so be- 
schaffen, daB erst nach m-maliger Wiederholung der 
Ausgangspunkt erreicht wird, so ist sic m-fach poIyniir, 
z.B. mit m = 3  terniir, m = 4  quaterni#, m = 5  quin~r, 
m = 6 sendr usw. Die u n ~ e  Operation besitzt ffir sich 
die Ordnungszaht 1, die binare 2, die ternare 3 nsw. 
Jede mehr als binare Operation wird eine einfache 
Drehung enthalten. Sind voraussetzungsgemtiB alle 
3 Punkte einander gleichwertig, so muB eine Sym- 
metrieoperation yon der Ordnungszahl m die Punkt- 

menge 8 in-~- = n Zyklen zerlegen; d.h. es werden yon 

der fortgesetzten Operation rn Punkte erfaBt, bis wieder 
1 auf 1 fiillt, und die Gesamtmenge 8 muB aus n soIchen 
m-Zyklen bestehen. Es ist n . r n =  3. Eine derartige 
Deckoperation erhalt nun ganz allgemein das Symbol 

1 Wie ersichtlich sein wird, handelt cs sich um die Auswertung 
gruppen- und zahIentheoretischer Probleme. Manches lief3e sich mit 
Hilfe der abstrakten Gruppentheorie weir einfacher formulieren. 
Allein die Lehre yon den Punktsymmetriegruppen ist ein v611ig in 
sich abgeschlossenes Gebiet, innerhalb dessen gegenfiber der all- 
gemeinen Gruppentheorie SeIektionsprinzipien wirksam sind. Des- 
halb w~re es unzweckrn~Big, vom Atlgemeinfall auszugehen. Ja  es 
hat die 13bertragung der Lehre yon den Penaautationen ohne Rfick- 
sichtnahme auf die Symmetrielehre verhindert, einfache Zusammen- 
h/~nge zu erkennen. Der Mathematfker wird Ieicht die Einordnung 
voraehmen k6nnen und sich dann auch nicht daran stoBen, dab ge- 
wisse Begriffe spezialisiert aufgefaBt wurden. 


