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Zn 65 et  c a l c i f i c a t i o n  du  s q u e l e t t e  

L ' h i s t o c h i m i e  a t o u t  r 6 c e m m e n t  d 6 m o n t r 6  ~ la p r6sence  
61ective de zinc d a n s  les s t r u c t u r e s  sque l e t t i ques  en  voie 
de  calc i f ica t ion.  S' i l  ex is te  n o r m a l e m e n t  du  zinc dans  ces 
t issus,  il es t  n a t u r e l  de  se d e m a n d e r  si le r ad ioz inc  ad -  
min i s t r6  ~ l ' a n i m a l  y es t  d6 tec t6  p a r  la m 6 t h o d e  a u t o r a d i o -  
g r a p h i q u e .  On  sa i t  d6jX 2 que  l 'os a c c u m u l e  e t  r e t i e n t  long-  
t e m p s  le Zn  *~. Mais  on  ignore  le m o d e  de  d i s t r i b u t i o n  de  
ce t  616ment ~ l '6chel le  h i s to log ique .  

Nous  a v o n s  in jec t6  p a r  voie  i n t r a v e i n e u s e  ~ q u a t r e  
j eunes  s inges  de l 'esp6ce Cercocebus agilis une  so lu t ion  de  
ch lo ru re  de  Zn  ~ de  h a u t e  ac t iv i t6  sp6cif ique (7918 m C / g  
de  zinc),  A ra i son  de 1,5 m C / k g  d ' a n i m a l .  Les  os longs  o n t  
6t6 pr61ev6s ~ d ivers  i n t e rva l t e s  e t  fix6s d a n s  de l ' 6 t h a n o l  

95 °. Des  coupes  on t  6t6 o b t e n u e s  p a r  usu re  de t r a n c h e s  
t r ansve r sa l e s  des  d iaphyses .  

L a  p r6sen te  no t e  se b o r n e  ~t re lever  que lques  obser-  
v a t i o n s  recueil l ies d a n s  l 'os  compac t ,  p r i n c i p a l e m e n t  au  
s t ade  de c inq jour s  apr~s  l ' i n j e c t i on  de Zn *s. 

L a  F igure  1 r e p r o d u i t  ~ fa ible  g ross i s sement  l ' image  
a u t o r a d i o g r a p h i q u e  laiss6e p a r  une  coupe  sur  u n  f i lm 
D e n t u s  R a p i d  (Gevaer t )  apr6s  une  expos i t ion  de 10 jours .  
Le clich6 es t  pa r sem6  d ' e m p r e i n t e s  annu la i r e s .  Le long du  
bo rd  m6dul la i re ,  une  t r a i n e e  r a d i o a c t i v e  r6pond  ~ une  
surface  off s ' appose  de l 'os  n o u v e a u .  

L ' i n t e r p r 6 t a t i o n  prdcise des  t a c h e s  r ad ioac t i ve s  sera  
propos6e  darts  u n  i n s t a n t .  I1 f a u t  d ' a b o r d  a t t i r e r  l ' a t t e n t i o n  
sur  les espaees  a p p a r e m m e n t  n o n  rad ioac t i f s .  L a  dens i t6  
des  g ra ins  d ' a r g e n t  r6du i t  n ' y  es t  pas  p lus  61ev6e que  d a n s  
les r6gions de  l ' 6muls ion  qu i  n ' o n t  pas  6t6 en  c o n t a c t  avec  
Ia coupe.  

I t  n e  s ' ag i t  pa s  d ' u n e  i l lusion pu i sque  l ' impres s ion  
v isue l le  es t  c o n f i r m &  p a r  l ' h i s t o p h o t o m & r e  de  Lison~:  si 
l ' on  r6gle au  z6ro t '6chel le  des  dens i t6s  op t i ques  p o u r  le 
voi le  de  fond  du  f i lm (en dehor s  de  la  p r6pa ra t i on ) ,  les 
l ec tu res  qu i  se r a p p o r t e n t  au  t i s su  in te rca l6  e n t r e  les 
e m p r e i n t e s  b i en  vis ib les  ne  s ' 6 c a r t e n t  pa s  d n  z6ro. 

Au surplus ,  on  ne  p e u t  i n c r i m i n e r  un  ar t i f ice  p h o t o -  
g r a p h i q u e  qui  fe ra i t  s e u l e m e n t  ressor t i r  une  r ad ioac t i v i t 6  
assez i m p o r t a n t e ,  ma i s  ne  r6v61erait  pas  une  r a d i o a c t i v i t 6  
faible.  E n  effet,  m~me apr6s  u n  c o n t a c t  p ro long6  e n t r e  la 
coupe  et  le film, l ' h i s topho tom&tre  n ' i n d i q u e  pas  le m o i n d r e  
no i r c i s s emen t  en  dehor s  des t a c h e s ;  celles-ci se son t  6vi- 
d e m m e n t  empAt6es e t  se p r & e n t  ma l  d6s lots  ~ une  illus- 
t r a t i on .  

Enf in ,  une  coupe  p r o v e n a n t  d ' u n  a n i m a l  sacrifi6 d ix  
jours  apr6s  l ' i n j ec t i on  a p p o r t e  u n  n o u v e l  a r g u m e n t  p o u r  
l ' ab sence  de t o u t e  r ad ioac t i v i t 6  d6celable  d a n s  les zones 
qu i  n ' i m p r e s s i o n n e n t  pas  les 6muls ions  p h o t o g r a p h i q u e s .  
T o u t e s  les e m p r e i n t e s  r ad ioac t i ve s  d a n s  l '6pa isseur  de la 
d i a p h y s e  y 6 t a l e n t  p a r  h a s a r d  group6es  sur  une  surface  
r6dui te ,  t a n d i s  que  le res te  de  la  coupe  n ' a v a i t  laiss6 de 
t r aces  q u ' e n  b o r d u r e  du  p6r ios te  ou de la  cav i t6  m6dul la i re .  
Ce t t e  d i spos i t ion  fo r tu i t e  a pe rmis  de  s6pare r  a i s 6 m e n t  a n  
b i s tou r i  sous  le microscope  le t i ssu  c o n t e n a n t  les s t ruc -  
t u r e s  r a d i o a c t i v e s  e t  celui qu i  en  p a r a i s s a i t  d6pourvu ,  & en  
j u g e r  p a r  l ' a u t o r a d i o g r a p h i e .  P o u r  te p e t i t  f r a g m e n t  qu i  
a v a i t  d o n n 6  de  bel les  m a r q u e s  a u t o r a d i o g r a p h i q u e s ,  o n  a 
t rouv6 ,  au  c o m p t e u r  ~t sc in t i l l a t ion ,  une  v a l e u r  & peu  p r &  
d o u b l e  de  celle du  b a c k  g round .  P o u r  le res te  de  la  coupe  
q u i  n ' a v a i t  fourn i  a u c u n e  image  a u t o r a d i o g r a p h i q u e  e t  
d o n t  la  sur face  6 t a i t  b e a u c o u p  plus  & e n d u e ,  le n o m b r e  de  
coups  p a r  m i n u t e  lie d6passa i t  pas  le b a c k  g round .  

On  p e u t  donc  r a i s o n n a b l e m e n t  a f f i rmer  que  le t i ssu  
osseux n ' a  pas  r e t e n u  le Zn  ~ en  q u a n t i t 6 s  d6celables  en  
dehor s  des e m p r e i n t e s  localis6es que  m o n t r e  l ' a u t o r a d i o -  
g raphic .  Res t e  & a n a l y s e r  ces derni6res .  L a  F igu re  2 nous  
y inv i te ,  qu i  r 6 u n i t  l ' a u t o r a d i o g r a p h i e  (A), le n6ga t i f  

m i c r o r a d i o g r a p h i q u e  (B) e t  l ' image  h i s to log ique  (C) d ' u n e  
m~me  r6gion d ' u n e  coupe  p r o v e n a n t  du  m~me s t ade  de 
c inq jours .  L ' a u t o r a d i o g r a p h i e  a 6t6 ici d6velopp6e u n  
mois  apr6s  expos i t i on  sur  u n  f i lm Sc ien t ia  19 D 50 (Ge- 
vae r t )  d o n t  le g ra in  es t  s e n s i b l e m e n t  p lus  f in que  celui  du  
f i lm D e n t u s  Rap id .  

Si nous  supe rposons  les d e u x  p remie r s  clich6s (A e t  B), 
les m a r q u e s  r ad i o ac t i v e s  c o i n c i d e n t  avec  des  lamel les  rela-  
t i v e m e n t  peu  calcifi6es, qui,  d ' ap r6 s  la  microrad iog~aphie ,  
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Fig. 1. Autoradiographie d'une coupe transversale de tibia pr61ev6 
einq jours apr6s injection de Zn ~. Quelques empreintes annulaires 
et une trMn6e m6dullaire se d6tachent sur un fond uniform6ment 

clair oh ne se d6c61e aucune trace de radioactivit6. ( × 10). 
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Fig. 2. Corr61ations entre t'autoradiographie (A), la microradio- 
graphic (B) et l'image histologique (C) d'une coupe transversale 
d'hum&us pr61ev6 cinq jours apr~s injection de Zn ~5. La radio- 
activit~ appartient exctusivement ~ la limite du liser~ pr6osseux bien 
eolor6e par te bleu de m6thyl~ne (C), d6calqu6e sur l'autoradiographie 
(A) et r~pondant aux lamelles centrales relativement peu calcifi6es 

visibles aux rayons X (B). (x 58). 
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b o r d e n t  des  c a n a u x  have r s i ens .  Or  le p o u r t o u r  de  ces 
cav i t6s  a p p a r a i t  i n c o m p l e t  su r  l ' a u t o r a d i o g r a p h i e  p o u r  
deux  des os t6ones  radioact i fs .  L ' i m a g e  h i s to log ique  de la  
coupe  d6calcifi6e e t  color6e au b leu  de m6 thy l~ne  A p H  4,8 
(C) d 6 m o n t r e  u n  d6ta i l  s u p p l 6 m e n t a i r e  essent ie l :  la pr6- 
sence  de Zn  ~s es t  li6e A celle d ' u n  liser6 pr6osseux.  

Ce liser6 p r6osseux  s ' i n sc r i t  A l ' i n t6 r ieur  des couches  
calcifi6es, seules v is ib les  SUE la mic ro rad iograph ie .  Ses 
aff in i t6s  t i nc to r i a l e s  o n t  6t6 6tudi6es d a n s  le l a b o r a t o i r e  de 
L A c ~ o l x  ~. C ' e s t  en  p6r iph6r ie  de  ce liser6, le long  d ' u n e  
, l igne-f ront i~re~ c l a i r e m e n t  ind iqu~e  p a r  le b leu  de  
m6thy l~ne ,  que  la  s u b s t a n c e  o r g a n i q u e  de  l 'os  c o m m e n c e  
b r u s q u e m e n t  ~ se c h a r g e r  de  sels m i n 6 r a u x .  C ' e s t  c e t t e  
l imi te  p6 r iph6r ique  des  liser6s pr6osseux  qu i  a 6t6 d6- 
ca tqu6e e t  r epor t6e  ~ t ' enc re  SUE l ' a u t o r a d i o g r a p h i e .  B i en  
e n t e n d u ,  elle co r r e spond  au c o n t o u r  des c a n a u x  h a v e r s i e n s  
te l  que  le d e s s i n e n t  les r a y o n s  X. Si l ' on  n6glige l ' i n6v i t ab l e  
d i f fus ion  des t r aces  a u t o r a d i o g r a p h i q u e s ,  on  do l t  a d m e t t r e  
que  la  r ad ioac t iv i t~  es t  localis6e le long  de la  l igne- 
f ront i~re.  

I1 es t  ho r s  de d o u t e  que  le Zn  ~ se d6pose  d a n s  le t issu 
qui  es t  su r  le p o i n t  ou en  t r a i n  de se calcifier.  A j o u t o n s  
i n c i d e m m e n t  que  le ca r t i l age  de  c ro issance  re t i en t ,  lui 
aussi ,  du  Z n  ~: (obse rva t ions  in6di tes) .  Cer tes  ce t  616ment 
n ' e s t  pa s  le seul  ~ se c o m p o r t e r  de  la  sor te .  Qu ' i l  suffise de 
c i t e r  Ie Ca ~ ,  d o n t  la d i s t r i b u t i o n  h6t6rog~ne  es t  si b i en  
i l lus t%e p a r  l ' a u t o r a d i o g r a p h i e  ~, e t  c e r t a in s  co lo ran t s  
v i t a u x ,  p a r m i  lesquets  les t 6 t r acyc t ines  o n t  fourn i  des  
images  f luorescentes  tr~s d 6 m o n s t r a t i v e s  ~. 

Mais  on  a obse rv6 :  que  les a u t o r a d i o g r a p h i e s  au Ca a~, 
en  pa r t i cu l i e r  que lques  jours  apr~s  l ' in jec t ion ,  p r 6 s e n t e n t  
u n  voi le  diffus qu i  t r a d u i t  sans  d o u t e  des r6ac t ions  
d '6changes .  De m~me,  d ' a u t r e s  radio616ments  util is6s 
jusqu 'A p r6 sen t  d a n s  l ' 6 tude  du  m 6 t a b o l i s m e  osseux 
p e u v e n t  d 6 m o n t r e r  les d6p6ts  de s u b s t a n c e  min6rale ,  ma i s  
ils se r e t r o u v e n t  aussi  d a n s  la  masse  du  t i ssu  d6j~t form6 s. 
D ' a u t r e  pa r t ,  si I 'on  che r che  u n  m o y e n  d ' ~ v a l u e r  p a r  des  
mesu res  e x t e r n e s  l ' i n t ens i t6  des  p h 6 n o m ~ n e s  de  calcifi-  
c a t ion  d a n s  u n e  r6gion d6 te rmin~e  du  sque le t te ,  o n  ne  
peu t ,  b i en  e n t e n d u ,  r ecour i r  au  p l o m b  ~ ni  a u x  t 6 t r a -  
cyclines.  

Le  zinc, d o n t  les i so topes  65 e t  69 ~ m e t t e n t  des  r a y o n s  y, 
o f f r i ra i t  le doub le  a v a n t a g e  de  m a r q u e r  6 t e c t i v e m e n t  les 
s i tes  de min~ra l i s a t ion  e t  de ne  p a s s e  f ixer  d a n s  les t i ssus  
sque le t t i ques  d6j~ calcifi6s. 

Enf in ,  il n ' e s t  pas  sans  in t6 r~ t  de m e n t i o n n e r  que,  chez 
u n  s inge sacrifi6 t ro is  mois  apr~s in jec t ion  de Zn 65, la rad io-  
ac t iv i t~  a p p a r t i e n t  A des lamel les  osseuses calcifi6es e t  en-  
fouies dans  la p r o f o n d e u r  du  t issu.  Le zinc s ' i ncorpore  
donc  d a n s  l 'os, ma i s  il y res te  s o u s t r a i t  a u x  6changes  et  
m a s q u 6  pou r  l ' h i s toch imie .  

S u m m a r y .  Five  d a y s  a f t e r  i n t r a v e n o u s  a d m i n i s t r a t i o n  
of Zn  e5 to  y o u n g  monkeys ,  a u t o r a d i o g r a m s  of c o m p a c t  
b o n e  show t h a t  r a d i o a c t i v i t y  is exc lus ive ly  loca ted  a t  t h e  
f ron t i e r  line, whe re  preosseous  t i ssue  is b e c o m i n g  m i n e r -  
alized. Since no  diffuse r eac t ion  can  be  de t ec t ed  a t  t h i s  
s tage  in t he  p re -ex i s t ing  calcif ied bone ,  i t  is conc luded  
t h a t  Zn  e5 is no t  e x c h a n g e d  w i t h  t he  c o n s t i t u e n t s  of bone  
t issue,  b u t  does  i nd i ca t e  acc re t ion  of new m i n e r a l  sub-  
s tance .  
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S t e r e o c h e m i c a l  and Polar  Effects in B r o m i n a t i o n  
of A n d r o s t a n - 3 - o n e  Mannich  Bases  

I n  a p r ev ious  r e p o r t  1 we ou t l i ned  t h e  p r e p a r a t i o n  of 
M a n n i c h  bases  of 3-ke tos te ro ids .  I n  pa r t i cu l a r ,  t h e  p rep-  
a r a t i o n  a n d  c o n f i g u r a t i o n  of 17f l -hydroxy-2~-pyr ro l id ino-  
m e t h y l - 5 ~ - a n d r o s t a n - 3 - o n e  (I) was  es tab l i shed .  T h i s  
c o m m u n i c a t i o n  is conce rned  w i t h  t h e  b r o m i n a t i o n  of I 
a n d  i ts  17f l -propionate  es te r  (II)  u n d e r  t h e r m o d y n a m i -  
ca l ly  a n d  k ine t i ca l ly  con t ro l l ed  condi t ions .  

B r o m i n a t i o n  of I (or I I )  u n d e r  t h e r m o d y n a m i c  con t ro l  
(excess h y d r o g e n  b r o m i d e  in glacia l  acet ic  acid) gave  rise 
to  on ly  one p roduc t ,  4c¢-bromo-17fl -hydroxy-2~-pyrrol i -  
d i n o m e t h y l - 5 ~ - a n d r o s t a n - 3 - o n e  h y d r o b r o m i d e  ( I I I ) ,  m. p. 
200-202 °, -~C2H~OH 282 m[z, s t r o n g  c a r b o n y l  b a n d  in t he  "'max 
i n f r a r ed  a t  1728 c m - k  I ) . ehyd r ob r om i na t i on  of I I I  w i t h  
l i t h i u m  ch lor ide  in d i m e t h y l f o r m a m i d e  gave  17f l -hydroxy-  
2 ~ - p y r r o t i d i n o m e t h y l - 4 - a n d r o s t e n - 3 - o n e ,  w h i c h  was  iden-  
t i ca l  w i t h  a s a m p l e  p r e p a r e d  ear l ier  in  a n  u n a m b i g u o u s  
m a n n e r  x. C o n t r a r y  to  t h e  f ind ings  of DJERASSI ~ e t  al., on  
t h e  b r o m i n a t i o n  of 2 ~ - m e t h y l c h o l e s t a n - 3 - o n e  u n d e r  
e q u i l i b r a t i n g  cond i t ions ,  we could  n o t  isolate,  even  in 
m i n u t e  a m o u n t s ,  2 f l -bromo-17f l -hydroxy-2~-pyr ro l id ino-  

m e t h y l - 5 a - a n d r o s t a n - 3 - o n e  (IV). Th i s  m a y  be  due  to  t h e  
s t rong  pos i t ive  cha rge  on  n i t rogen .  

T h e  b r o m i n a t i o n  of I a n d  i ts  enol  a c e t a t e  was  t h e n  
ca r r i ed  o u t  u n d e r  k ine t i ca l ly  con t ro l l ed  cond i t i ons  ( c a rbon  
t e t r a c h l o r i d e  a n d / o r  ace t ic  acid c o n t a i n i n g  s o d i u m  ace ta te ) .  
Once  aga in ,  on l y  one a - b r o m o k e t o n e  de r iva t i ve ,  m . p .  169 ° 
was  isolated.  D e h y d r o b r o m i n a t i o n  of t h i s  s u b s t a n c e  gave  
a d i h y d r o p y r a n y l  d imer ic  s te ro id  s imi la r  to  t h e  one  
p rev ious ly  descr ibed  3 a n d  a sma l l  a m o u n t  of t he  A 1 deri-  

va t ive ,  m .p .  168-170° v'maxt~C2B*OH 237 m~,  e 8000). Thus ,  
b r o m i n a t i o n  h a d  occur red  a t  C 2. T h e  i n f r a r e d  a b s o r p t i o n  
s p e c t r u m  of t h i s  b r o m o k e t o n e  showed  one  s t r o n g  b a n d  a t  
1710 cm -x a n d  m a x i m u m  a b s o r p t i o n  in t h e  u l t r av io l e t  
was  found  a t  312-315 mt~. Therefore ,  t h e  b r o m i n e  is 
ax ia l ly  o r i en t ed  l ead ing  to  one  of t h e  con fo rma t ions ,  
e ach  cons ide red  as t h e  h y d r o b r o m i d e  salt .  
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