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Summary. Ultrastructural study of the mineralization process during perichondral ossifica-
tion of the gill arch and secondary accretion in the vertebral bone of the eel (Anguilla anguilla L.),
a teleost fish.

The ultrastructural aspects of two types of mineralization (initial and secondary) were
studied in a teleost fish.

1) During perichondral gill arch mineralization, typical active osteoblasts were seen. We
observed intracytoplasmic vesicles close to the cytoplasmic membrane. There were two
phases of activity in active osteoblasts ; in the first stage, intramitochondrial electron-dense
particles and clear « matrix vesicles >> from the cell were seen close to the cytoplasmic
membrane or further away in the matrix. In the second stage, there were no intramitochon-
drial particles, matrix vesicles were more electron-dense and they appeared to be nuclea-
tion sites for mineral deposit (needles) ; mineral substance then accumulated mostly at the
matrix vesicle surface, forming round calcific areas.
2) In secondary osteoblastic accretion, osteoblastic cytoplasmic organelles did not differ
from those found in cartilage osteoblasts. We also observed an accumulation of intramito-
chondrial particles before mineral deposition. During calcification, matrix mineral needles
appeared on scattered electron-dense « spherules ». These structures were not well deli-
mited by a distinct membrane. Mineral deposits increased on these spherules from the
cell to the mineralized bone matrix.

Many exocytosis vacuoles usually surrounded the osteogenic cells, thus indicating
considerable exchange with the adjacent matrix. We conclude that the sequence of mine-
ralization and distribution of mineral deposits in the secondary mineralization of the eel
vertebral bone is similar to early mineralization processes in mammals.

Introduction.

Les processus par lesquels la matrice organique des tissus squelettiques des Mam-
mifères se calcifie sont encore, en dépit de très nombreux travaux récents, l’objet de
controverses tout au moins en ce qui concerne les phases tout à fait initiales de la cal-
cification. En 1953 Neuman et Neuman considèrent la matrice extracellulaire comme



le lieu de nucléation des éléments minéraux sans préciser la nature du site de ce dépôt.
Glimcher et Krane (1968) pensent qu’il s’agit du collagène, c’est la théorie « épi-
taxique» de la calcification ; d’autres proposent les mucopolysaccharides et les muco-
protéines (qui voisinent avec le collagène) ou bien les lipides et les phospholipides
(Boivin, 1975). Le premier, Pautard (1965, 1966) émet l’hypothèse d’une participation
cellulaire dans les phénomènes de minéralisation. Puis Anderson (1967) et Bonucci
(1967) décrivent respectivement des vésicules et des globules membranés, extracel-
lulaires et osmiophiles, comme étant préférentiellement localisés dans la matrice

intercellulaire cartilagineuse ; ils les identifient comme étant le site du premier dépôt
minéral. Ensuite des structures membranées analogues sont observées dans la matrice
en cours de calcification de la dentine et de différents tissus osseux mais exclusivement
dans le cas de minéralisations primaires (Anderson, 1976). Bernard et Pease (1969)
supposent que les formations membranées observées proviennent de bourgeons émis
par les ostéoblastes. Une grande variété de noms a été attribuée à ces structures, ils
ont été répertoriés par Anderson (1976), nous les appellerons au cours de l’exposé de
nos résultats « structures vésiculaires» (Boivin, 1975) lorsqu’une membrane limitante
est décelable et« sphérules opaques aux électrons» lorsque cette membrane n’est pas
nettement visible. Les structures vésiculaires décrites par Anderson (1969) et Ascenzi
et Bonucci (1970) sont limitées par une membrane en trois strates renfermant une
substance amorphe et osmiophile. Les controverses soulevées par la découverte de
telles structures concernant en particulier : leur mode de formation, la nature de leur
contenu, le processus d’amorçage de la précipitation de minéral, tirent en grande
partie leurs origines du fait que les résultats rapportés et souvent comparés sont obte-
nus sur des tissus ou des types d’os très différents (Ascenzi et Bonucci, 1970).

Des éclaircissements précieux sur les aspects ultrastructuraux des phénomènes de
minéralisation et leurs différentes étapes ont été apportés par l’étude de calcinoses
cutanées induites expérimentalement par calciphylaxie locale (Baud et Dupont, 1966 ;
Baud et Badonnel, 1967, 1970 ; Gabbiani et al., 1969). Les phases tout à fait initiales de
la calcification cutanée mettant en évidence l’apparition, avant tout dépôt minéral
d’apatite dans la matrice collagène, de granules denses intramitochondriaux, ont été
montrées par Matthews et ai. (1971) et Boivin (1975) ; ce dernier identifie ces granules
intramitochondriaux comme étant du phosphate de calcium, il met en évidence la

présence de structures vésiculaires typiques à l’endroit où les tissus cutanés se calci-
fient et étudie les toutes premières précipitations de minéral qu’il montre être de nature
apatitique (Boivin et Tochon-Danguy, 1976).

En ce qui concerne certains Vertébrés inférieurs, tels les Poissons téléostéens, de
nombreuses structures opaques aux electrons et contenant des cristaux de substance
minérale ont été signalées par plusieurs auteurs, dans les écailles, au cours de phé-
nomènes d’apposition ostéoblastique (Maekawa and Yamada, 1970 ; Yamada, 1971 ;
Kobayashi et al., 1972) ; Schônbôrner (publication en préparation) y observe des
structures vésiculaires et met en évidence leur origine cellulaire. Il n’existe pas de
données concernant les aspects ultrastructuraux des phénomènes de calcification de
l’os des Poissons. Dans ce travail nous étudions les processus de minéralisation chez

l’Anguille, d’une part au cours d’une ossification périchondrale, d’autre part lors d’une
apposition ostéoblastique due au remaniement osseux. Nous établissons ainsi une
comparaison de la séquence de minéralisation et de la répartition du minéral entre les



processus primaire et secondaire ; jusqu’ici, chez les Mammifères, une calcification
partant de la cellule ostéogénique n’a pu être décelée que lors d’un dépôt minéral
initial (Bernard, 1969 ; Ascenzi et Bonucci, 1970 ; Bonucci, 1971 ; Anderson et Rey-
nolds, 1973 ; Frank et Steuer, 1977).

Matériel et méthodes.

Des échantillons d’arc branchial et d’os vertébral ont été prélevés chez des
Anguilles femelles argentées d’un poids - 200 g provenant de Peronne (Somme)
maintenues au laboratoire depuis deux mois et des fragments d’os vertébral sur des
Anguilles femelles argentées pesant environ 300 g. Une autre série de prélèvements
vertébraux ont été pratiqués sur des Anguilles argentées (poids - 300 g), ayant subi
les unes l’ablation des corpuscules de Stannius (glandes situées sur le rein des Pois-
sons Holostéens et Téléostéens) suivant le protocole mis au point par Leloup-Hatey
(1964), les autres le même protocole opératoire, les glandes étant laissées en place.

Prélèvements. Les fragments de tissu ont été prélevés sur les animaux vivants

après narcose au MS 222 Sandoz.

Fixations.

1. - L’arc branchial a été fixé par perfusion du liquide fixateur pendant 10 mn
selon une méthode mise au point au laboratoire par Milet et Martelly-Bagot (publi-
cation en préparation), puis par immersion selon un temps différent suivant la nature
du fixateur. Deux liquides fixateurs ont été employés :
a) le tétraoxyde d’osmium à 1 p. 100 dans une solution de sucrose 0,25 M additionnée
de 7,3 p. 100 de polyvinylpyrrolidon (pH = 7,4). Temps d’immersion après perfusion :
45 mn à 0 °C puis lavage dans une solution de sucrose 0,25 M (pH = 7,4) ;
b) le glutaraldéhyde à 5 p. 100 tamponné avec du cacodylate de sodium 0,1 M

(pH = 7,2). Temps d’immersion après perfusion : 1 h à 4 !C puis lavage dans une
solution de saccharose 0,2 M dans du tampon cacodylate de sodium 0,1 M (pH = 7,2)
suivi d’une post fixation à l’osmium selon le protocole décrit ci-dessous (2).

2. - Les fragments d’os vertébral ont été fixés immédiatement après prélève-
ment pendant 2 h à 4 °C dans du glutaraldéhyde à 5 p. 100 tamponné avec du caco-
dylate de sodium 0,1 M (pH = 7,2) puis lavés dans une solution de saccharose 0,2 M
dans du tampon cacodylate de sodium 0,1 M (pH = 7,2) et postfixés 2 h à 4 °C dans du u
tétraoxyde d’osmium à 1 p. 100 dans du tampon cacodylate de sodium 0,1 M (Saba-
tini et al., 1963).

Inclusions. Les échantillons fixés selon ces différents protocoles ont été déshydra-
tés puis inclus dans l’épon B.

Coupes et colorations. Les coupes ont été réalisées au microtome Porter Blum 1
avec un couteau de diamant. Toutes les coupes ont été colorées, les unes à l’acétate

d’uranyle citrate de Pb, les autres au citrate de Pb seul (Vénable et Coggeshall, 1965)
de façon à éviter certaines déminéralisations (Baud, résultats inédits).

Les micrographies électroniques ont été réalisées à l’aide du microscope Hitachi
HU 12.



Résultats.

1. Ossification primaire de l’arc branchial.

L’ossification de l’arc branchial des Poissons Téléostéens est du type périchon-
dral ; elle se fait au contact d’un nodule cartilagineux constitué de cartilage hyalin,
ce cartilage peut persister ou disparaître (Blanc, 1953). Les aspects ultrastructuraux de
cette ossification périchondrale seront décrits dans un mémoire ultérieur. Nous

n’envisageons ici que la participation cellulaire au processus de minéralisation. Au
pourtour du nodule cartilagineux on observe des ostéoblastes typiques (fig. 1, 2, 4)
présentant un réticulum endoplasmique granulaire (ergastoplasme), un appareil de
Golgi important, de petites mitochondries et de nombreuses vésicules situées près de la
membrane cytoplasmique et qui sont probablement d’origine endoplasmique. On
distingue des microfilaments, quelques microtubules et parfois de gros lysosomes. On
peut, en ce qui concerne ces ostéoblastes, distinguer deux stades :
- l’un est marqué par la présence de mitochondries riches en petits granules

denses de 220 à 350 r! de diamètre (fig. 5) et de nombreuses vésicules intracytoplas-
miques situées au pourtour de la cellule près de la membrane (fig. 1, 2, 4). Ces ostéo-
blastes sont séparés de la substance fondamentale du cartilage par une matrice lâche
comportant notamment des fibrilles de collagène entrecroisées à striation transver-
sale non apparente ; on observe à l’extérieur de la cellule, soit près de la membrane
cytoplasmique, soit plus éloignées des structures vésiculaires membranées situées entre
les fibrilles de collagène et dont le contenu est peu opaque aux électrons, leur taille
varie entre 350 et 1 200 À (fig. 2, 3). Une telle variabilité de taille des vésicules com-
prise entre 500 et 1 000 A a été mentionnée par Slavkin et al. (1976) dans le cartilage.
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- l’autre caractérise les ostéoblastes situés près du front de calcification ; leurs
mitochondries sont pratiquement dépourvues de granules denses et les vésicules

intracytoplasmiques sont plus rares. Dans la matrice collagène on peut voir que les
structures vésiculaires sont plus denses et on y observe les premières précipitations de
minéral (fig. 6). A proximité de la cellule ostéogénique sur (ou dans) chaque vésicule
on distingue une ou plusieurs aiguilles de substance minérale, puis près de la matrice
calcifiée ces aiguilles se groupent err rosettes sur un-substrat,dense, la structure stric-
tement vésiculaire disparaît (fig. 6, 8). Sur coupe longitudinale d’un faisceau de fibrilles
de collagène on aperçoit des rosettes se développant sur le collagène, les aiguilles
sont disposées hélico’idalement autour des fibrilles (fig. 6). Des observations analogues
ont été faites par Boivin (1975) dans le cas de calcinoses cutanées expérimentales.

2. Apposition ostéoblastique due au remaniement osseux (minéralisation secondaire).

L’os vertébral des Poissons Téléostéens (os fibrillaire à fines fibres parallèles)
est soumis à un important remaniement de surface, les cellules qui y participent ont
été décrites lors d’observations faites en microscopie photonique (Lopez, 1973).

L’aspect ultrastructural des ostéoblastes apparaît être comparable dans les

grandes lignes à celui décrit dans ces mêmes cellules, chez les Mammifères. En cas
d’apposition les ostéoblastes bordent en couche monocellulaire la matrice calcifiée , ils
sont séparés de celle-ci par une région non minéralisée où le collagène à striations
transversales bien marquées est apparent (fig. 7). C’est le tissu ostéoïde des Mammi-
fères que pour des raisons déjà exposées (Lopez, 1973) nous appellerons matrice
collagène ; c’est cette matrice que les ostéoblastes sécrètent dans une phase initiale.
Ce sont de grosses cellules, plus volumineuses que celles observées dans le cartilage
branchial, caractérisées par un ergastoplasme extrêmement abondant (fig. 7, 10)
et un appareil de Golgi important. Microfilaments, microtubules et gros lysosomes
granulaires sont aussi observés dans le cytoplasme. Comme dans le cas de l’ossifica-





tion périchondrale, certains ostéoblastes, les plus éloignés de la surface osseuse en
cours d’apposition ont des mitochondries avec des granules denses (200 à 300 A), des
vésicules intracytoplasmiques comparables à celles décrites précédemment sont

observées au pourtour de la cellule (fig. 7). A l’extérieur de l’ostéoblaste et à son
contact ou bien dans l’ensemble de la matrice collagène, des structures membranées
non encore chargées de minéral et comparables à celles observées dans le cas de
l’arc branchial ne sont pas identifiables avec netteté. Lorsque la phase de minéralisa-
tion est amorcée on n’observe plus de granules denses dans les mitochondries des
ostéoblastes, mais dans la matrice en cours de calcification apparaissent de nom-
breuses sphérules opaques aux électrons sans membrane nettement décelable (300 à
900 Á) (fig. 7, 9). On peut voir près de la cellule, sur ou dans ces sphérules, les pre-
mières précipitations minérales sous forme d’aiguilles (fig. 9, 13, 14), puis les amas
deviennent plus compacts près de la matrice déjà minéralisée (fig. 7, 12). La réparti-
tion du dépôt de substance minérale ainsi que sa séquence sont tout à fait comparables
à ce que nous avons montré dans le cas du cartilage.

Lors d’une forte stimulation de l’apposition ostéoblastique, après ablation des
corpuscules de Stannius (Lopez, 1970) nous avons remarqué que les sphérules denses
avec précipitations minérales sont extrêmement nombreuses (fig. 10,11,12) comparées
à ce qu’elles sont chez les témoins. Les ostéoblastes sont alors très stimulés, leurs mito-
chondries sont dépourvues de granules et les vésicules intracytoplasmiques sont pra-
tiquement inexistantes (fig. 10).

Dans les deux processus de minéralisation que nous venons de décrire nous avons

pu faire des observations (plus nettement dans le cas du cartilage) permettant de
penser que les vésicules ou sphérules initiatrices de la calcification sont émises par
extrusion (fig. 2, 4, 16). Notons que les tailles des vésicules intracellulaires sont com-





prises entre des limites comparables à celles des vésicules ou sphérules extracellulaires.
En outre nous avons observé au niveau de la membrane cytoplasmique des ostéo-
blastes de très nombreuses vacuoles avec exocytose et émission de matériel ; ces
vacuoles sont disposées à la périphérie de la cellule, sans polarité (fig. 7, 15).

Discussion.

Il est clairement démontré aujourd’hui que chez les Mammifères les chondro-

cytes et les ostéoblastes interviennent directement dans le mécanisme de calcification
(Ascenzi et Bonucci, 1970 ; Bonucci, 1971 ; Anderson, 1976) ils pourvoient au trans-
port des ions calcium du sang à la matrice en cours de calcification et produisent,
selon des modalités différentes, suivant la nature du tissu, des structures vésiculaires

qui induisent la formation du minéral (cf. Conference on matrix vesicle calcification
1976).

Toutefois la présence, chez les Vertébrés supérieurs, de vésicules de calcification
d’origine cellulaire n’a été mise en évidence, ainsi que nous l’avons déjà souligné, que
dans les minéralisations initiales. Au cours de l’étude que nous avons faite, nous nous
sommes posés plusieurs questions.

1. Y a-t-il similifude entre les deux processus de minéralisation observés ; ceux-ci
sont-ils comparables à ce qui a été décrit chez les Mammifères ? Qu’il s’agisse de la

calcification primaire ou de l’apposition secondaire les premiers dépôts du minéral se
font en allant de la cellule ostéogénique vers le front de minéralisation. Ces dépôts
minéraux apparaissent dans le premier processus sur des structures vésiculaires
typiques dont on a pu observer nettement la membrane, dans le second sur des sphé-
rules le plus souvent aux contours flous mais cependant nettement différenciées
du reste de la matrice. Les tailles de ces deux types de formations sont à peu près
comparables car très variables dans l’un et l’autre cas,elles peuvent être plus grosses
(1 000 à 1 200 À) dans le cartilage. Nous pouvons supposer que l’absence de membrane
nette autour des sphérules est due au fait qu’il ne s’agit pas du même mode de fixation.
Nous avons en effet remarqué que l’osmium, en perfusion, fixe d’une façon excellente
toutes les membranes dans les tissus des Poissons, contrairement au glutaraldéhyde.
Ce point est en cours d’étude. Toutefois il est généralement relaté dans l’ensemble des
travaux récents sur les sites de calcification que dès l’apparition du dépôt minéral, la
membrane de la vésicule devient moins distincte.

La séquence de minéralisation ainsi que la répartition du dépôt minéral sont
tout à fait comparables dans les deux sortes de processus envisagés et ne diffèrent pas
de ce qui est décrit chez les Mammifères lors de calcifications initiales au niveau des
tissus conjonctifs (Boivin, 1975 ; Conference on matrix vesicle calcification, 1976) ni

de ce qui a été montré chez certains téléostéens lors de minéralisation des écailles
(Maekawa and Yamada, 1970 ; Yamada, 1971 ; Kobayashi et al., 1972 ; Schbn-
bôrner, publication en préparation).

2. Quel est le mode de formation des structures vésiculaires et le mécanisme de leur
évolution ? Les opinions sont très divergentes à ce sujet, Rabinovitch et Anderson (1976)
proposent quatre modes : émission de bourgeons cellulaires, extrusion de vésicules
préformées, désintégration cellulaire, sécrétion de sous-unités ensuite assemblées



dans la matrice collagènr-.. Les images que nous avons obtenues nous permettent
d’opter, tout au moins en ce qui concerne notre matériel, pour le second mode. Ces
observations sont faites plus nettement dans le cas du cartilage, cette phase semble
plus difficile à saisir lors de l’apposition ostéoblastique. En effet il s’agit d’un phéno-
mène dynamique que l’on met en évidence par une méthode morphologique. Il est

remarqué que lors d’une stimulation expérimentale de l’apposition le nombre des

sphérules de calcification est augmenté dans de fortes proportions ; leur sécrétion
est-elle sous contrôle hormonal ? De nombreuses vésicules ou sphérules, assez trans-
parentes aux électrons, et souvent situées près de la cellule ostéogénique laissent à
penser qu’elles ne contiennent pas tout leur dock minéral lors de leur formation. Le
contenu de ces premières formations serait en grande partie organique et les ions
minéraux se concentreraient ensuite par l’intermédiaire de mécanismes de passages
préférentiels. Nous avons signalé la présence de nombreuses vacuoles bordant la

membrane cellulaire et débouchant par exocytose dans la matrice. Cette observation
traduit la présence d’échanges très importants entre la cellule et la matrice en cours
de calcification qui étayent l’hypothèse émise sur la charge progressive des sites de
calcification, le matériel étant fourni à la matrice collagène par la cellule. Des vacuoles
similaires, dont l’activité est liée aux mitochondries, ont été décrites par Somlyo et al.
(1974) dans le muscle lisse ; elles sont en relation avec des transferts de cations notam-
ment du calcium.

3. Quel est le rôle des mitochondries ? Il est bien connu actuellement, chez les

Mammifères, que la présence de granules denses, intramitochondriaux (Gonzales
et Karnovsky, 1961 ; Baud, 1962 ; Matthews et al., 1971 ; Boivin, 1975) et identifiés
comme étant de nature minérale (Boivin, 1975) représente une accumulation de
phosphate de calcium dans la cellule et dans le cas présent un stockage en vue d’une
calcification. La mise en évidence de la présence de ces granules, dans les deux types
de minéralisation observées chez l’Anguille, puis leur disparition lors des premiers
dépôts minéraux, montrent un processus comparable à ce qui est décrit chez les Ver-
tébrés supérieurs.

Conclusions.

Chez l’Anguille, la séquence de minéralisation et la répartition du minéral dans
le cas d’une apposition secondaire sont comparables à celles d’une minéralisation
primaire. Le dépôt préférentiel d’aiguilles minérales sur des sphérules opaques aux
électrons, que nous avons observé dans les deux cas, n’a pu être jusqu’ici démontré
chez les Vertébrés supérieurs lorsqu’il s’agit d’une apposition sur une surface déjà
minéralisée (Frank et Steuer, 19T/). On peut penser que cette différence est due à une
variabilité de vitesse du phénomène, celui-ci étant si rapide chez les Mammifères, qu’il
ne peut être saisi, ou à une différence phylogénétique en ce qui concerne l’activité de
l’ostéoblaste. Les Poissons sont un matériel de choix pour l’étude de ces sites decalci-
fication et en particulier d’une éventuelle régulation hormonale du phénomène.

Réunion Groupe Développement INRAIProductions animales

Montpellier, 17-18 mai 1977.
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