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L 'ac t ion  de divers  ex t ra i t s  de foie sur l 'acide cyst6inesulfinique 1 est susceptible de 

pr6senter  des irr6gularit6s notables,  quoique  ces ex t ra i t s  a ient  6t6 obtenus  dans des 

condit ions a p p a r e m m e n t  identiques.  Recherchan t  la cause de ces irr6gularit~s, nous 

avons  constat6 qu 'el les  sont dues, au moins en pat t ie ,  ~ une  per te  plus ou moins impor-  

t an te  en ui1 fac teur  indispensable au fonc t ionnement  de la d6sulfinicase, per te  qui  a lieu 

au cours de la pr6para t ion  de l ' enzyme.  Ce facteur  est un coenzyme dont  nous ignorons 

encore la na tu re ;  nous savons seulement  qu ' i l  est consti tu6 par  une molecule  organique  

et que, en dehors du foie, il existe 6galement  dans la levure.  Dans le pr6sent t ravai l ,  

nous donnons quelques  r6sultats  exp6r imentaux  qui m e t t e n t  en 6vidence l ' impor tance  

de ce coenzyme dans la d6sulfination enzyma t ique  de l 'acide cyst6inesulfinique. 

PARTIE EXP1~RIMENTALE 

La solution de d~sulfinicase est obtenue en traitant pendant 3 ° minutes ~, 0% n g de poudre 
ac6tonique de foie de lapin z par n. io ml d'eau distilMe. On centrifuge, lave le culot de centrifugation 
avec un peu d'eau qu'on ajoute ~t la solution enzymatique, et on complete le volume ~ n. IO ml avec 
de l'eau. Le poids sec d'un tel extrait est de l'ordre de 3o mg par ml. 

Les solutions de coenzyme d6barrass6es d'apoenzyme sont obtenues en traitant au bain-marie 
bouillant pendant 4 minutes la solution enzymatique pr6c~dente. On ~limine par centrifugation les 
prot6ines coaguMes par la chaleur, et on concentre sous vide, de telle sorte que IO ml d'une telle 
pr6paration corresponde ~ un poids donn6 de la poudre ac6tonique extraite initialement. Le poids 
sec d'une solution de coenzyme contenant l'extrait de I g de poudre ac6tonique de foie dans io ml 
est de l'ordre de io ~. I5 mg par ml. 

Les tubes utilis6s dans les exp6riences et la mesure de l'activit6 des syst~mes enzymatiques ont 
6t6 d6crits ant~rieurement x. Les exp6riences sont faites ici en solution de bicarbonate de sodium 
o.i6% et sous atmosphere d'azote contenant lO% d'anhydride caxbonique; le PH du milieu est ainsi 
de 7.3- La temp6rature est de 35 °, et la dur6e d'action est de 2 heures. Les r6sultats sont exprim6s 
en micromol6cules d'anhydride sulfureux d6gag6. 

I. S~paration du coenzyme par dialyse et r~activation de l'apoenzyme par addition de 
coenzyme 

Dans 5 tubes con tenan t  chacun 13 ° micromol6cules de cyst6inesulfinate de sodium 
.dans i o  ml  de solut ion de b icarbonate  de sodium k o . I 6 % ,  on in t rodui t  : 

Tube  I :  i o  ml  de solut ion d ' enzyme  addit ionn6e de b icarbonate  de sodium ~ o . I6%,  
e t  cor respondant  ~ I g de poudre  ac6tonique;  ce t te  solut ion est pr6par~e extemporan6-  

ment .  Plus 5 ml  de solution de bicarbonate .  
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Tube II :  io ml de solution d'enzyme analogue k la pr6c6dente; mais cette solution 
a 6t6 pr6alablement maintenue pendant 7 heures k o °. Plus 5 ml de solution de bicar- 
bonate. 

Tube I I I :  IO ml de solution d'enzyme analogue aux pr6c6dentes; mais cette solution 
a 6t6 pr6alablement dialys~e pendant 7 heures ~t o ° contre une solution de bicarbonate 
de sodium k o.16%. Plus 5 ml de solution de bicarbonate. 

Tube IV: IO ml de la solution d'enzyme dialys6e comme dans le tube pr6cfdent, 
plus 5 ml d'une solution de coenzyme correspondant k i g de poudre ac6tonique, addi- 
tionn6e de bicarbonate de sodium k o.16%. 

Tube V: 5 ml de la solution de coenzyme utilis6e darts le tube pr6c6dent, plus io  ml 
de solution de bicarbonate. 

Les r6sultats obtenus sont donn6s dans le Tableau I. 

T A B L E A U  I 

INACTIVATION ET P~ACTIVATION DR LA DI~SULFINICASE 
PAR ]~LIMINATION, PUIS ADDITION DE COENZYME 

Tube  SO s ddgagd Tube SOs ddgagd 

I 4 ° IV  3 ° 
I I  29 V 6 
I I I  5 

Les chiffres du Tableau I montrent que: 1. la d6sulfinicase perd son activit6 par 
dialyse; 2. son activit6 r6apparait apr~s addition d'une solution de coenzyme; 3. la 
solution de coenzyme ne pr6sente elle-mgme qu'une tr~s faible activit6; 4. le maintien 
de renzyme pendant 7 heures ~ o ° provoque une certaine inactivation. 

2. Activation par le coenzyme d'un extrait non dialys~ 

Les solutions de d6sulfinicase obtenues par la m6thode utilis6e ici donnent normale- 
ment, sans addition suppl6mentaire de coenzyme, un d~gagement d'anhydride sulfureux 
de 5o ~ 55/,mol apr~s 2 heures, pour IO ml de solution enzymatique agissant sup 13o/,mol 
de cyst6inesulfinate de sodium darts les conditions d6crites; exceptionnellement, on 
obtient des pr6parations plus aetives; mais on rencontre assez souvent des pr6parations 
fermentaires qui pr6sentent une activit6 plus faible. Ces diverses pr6parations peuvent 
6tre g6n6ralement activ6es par addition de coenzyme. En voici un exemple: 

Dans 5 tubes contenant chacun 13o mieromol6cules de eyst6inesulfinate de sodium 
darts IO ml de solution de bicarbonate de sodium ~t o.32% et IO ml de solution de 
d~sulfinicase, on introduit 5 ml de solution de coenzyme en concentrations croissasltes, 
additionn6es de bicarbonate ~t o.16%. Darts un sixi~me tube, les IO ird de solution de 
d6sulfinicase sont remplae6s par IO ml de solution de bicarbonate. 

Le Tableau II  pr6sente les r6sultats obtenus. 
Ce~ r6sultats montrent que raddit ion de coenzyme donne k la preparation enzy- 

matique une activit6 maximum qui ne peut ~tre ensuite d6pass6e, queue que suit la 
quantit6 de coenzyme ajout6e en execs. 
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T A B L E A U  I I  

ACTIVATION PAR LE COENZVME D'UNE SOLUTION DE D I ~ S U L F I N I C A S E  

L a  concentrat ion  de la so lut ion  de c o e n z y m e  repr4sent4e par I est t e l le  q u e  I o  m l  d e  so lut ion  
c o r r e s p o n d e n t / l  I g de poudre  a c 6 t o n i q u e .  

S o l u t i o n  d e  C o n c e n t r a t i o n  S O  S d 6 g a g 4  
Tube d6sulfinicase de la so lut ion  

(ml) d e  c o e n z y m e  absolu c o r r i g 6 *  

I IO o 31 31 
I I  IO I 51 45 
I I I  i o  2 65  54 
I V  i o  I 4 75 53 
V i o  6 88 ', 55  
V I  o i 2 i i - - -  

* Correct ions t e n a n t  compte  de l 'act ivit4 r4siduelle des solut ions  de e o e n z y m e ;  les c h l f f r e s  
corrig6s repr4sentent  l 'activit4 propre de la so lut ion de d4sulfinicase r 4 a c t i v 4 e .  

3. Stabilit~ du coenzyme ~ la chaleur 

Les exp6riences pr6c6dentes indiquent que' les solutions de coenzyme obtenues 
apr~s un chauffage de 4 minutes pr6sentent encore par elles-rri~mes une 16g~re action 
sur l'acide cyst6inesulfinique. Nous avons constat6 qu'il est possible de supprimer prati- 
quement cette action en traitant la solution enzymatique au bain-marie bouillant 
pendant 15 minutes au lieu de 4- Mais on obtient alors des solutions de coenzyme sen- 
siblement moins actives. L'exp6rience pr~sent~e ici est faite dans les conditions suivantes: 

Dans 5 tubes contenant chacun 65 micromol6cules de cyst6inesulfinate de sodium 
dans IO ml de solution de bicarbonate de sodium ~ o.32 %, on introduit suit 5 ml de 
solution de d~sulfinicase et 5 ml d'eau (S), suit 5 ml de solution de d6sulfinicase et 5 ml 
de solution de coenzyme, cette derni~re correspondant ~ l'extraction de 2 g de poudre 
ac6tonique (SC), suit 5 ml de solution de coenzyme et 5 ml d'eau (C). Les r~sultats 
obtenus sont fournis par le Tableau I n .  

T A B L E A U  I I I  

INFLUENCE DO TEMPS DE CHAUFFAGE SUR LE COENZYME 

Contenu 
des tubes 

S 
SC 
SC 
C 
C 

Temps  au 
ba in-marie  

4 
15 

4 
I5  

SO~ d 4 g a g 4  

absolu " ' * c o r n g e  

15 15 
38  32 
27 25 

6 
2 

* Voir  note  du Tableau I I .  

4. Mise en ~vidence de la nature organique du coemyme 

Les cendres de la solution de coenzyme sont incapables d'activer l 'apoenzyme de la 
d6sulfinicase. L'exp~rience est faite ici avec une solution de d6sulfinicase non pr~alable- 
ment dialys~e, mais susceptible toutefois d'avoir son activit~ notablement accrue par 
addition de coenzyme. Les cendres sont obtenues par calcination dans nne capsule de 
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platine de l 'extrait sec de IO ml de solution de coenzyme correspondant ~ 4 g de poudre 
ac6tonique. Le produit de cette calcination est dissous clans l'eau acidul6e et la solution, 
ajust6e ~ PH 7 .0 est ramen6e k io ml. Chaque tube contient 65 micromol6cules de cys- 
t6inesulfinate de sodium dans IO ml de solution de bicarbonate de sodium k 0.32 %. Les 
tubes sont additionn6s en outre de soit 5 ml de solution de d6sulfinicase et 5 ml d'eau (S), 
soit 5 ml de solution de d6sulfinicase et 5 ml de solution de coenzyme (SC), soit 5 ml 
de solution de d6sulfinicase et 5 ml de solution de cendres (SM). Les poids secs, en mg 
par ml, des diverses solutions, sont les suivants: d6sulfinicase 30, coenzyme 38, cendres 6.5. 

Le Tableau IV indique les r6sultats obtenus. 

T A B L E A U  I V  

ACTIONS COMPAR]~ES DU COENZYME ET DE SES CENDRES 

C o n t e n u  d e s  t u b e s  S O  2 d 6 g a g 6  

S 2 4 
SC 5 8  
S M  2 

II apparalt ainsi que, non seulement les cendres n'ont aucun pouvoir activant 
vis-k-vis ~le la d6sulfinicase, mais que, au contraire, elles exercent une action inhibitrice 
nette. Le m~canisme de cette action est actuellement k l'6tude. 

5. Action de divers coenzymes sur la d~sul]inicase 

La nature organique d'une partie au moins du coenzyme de la d~sulfinicase ayant  
6t~ 6tablie, il 6tait int6ressant de rechercher si des coenzymes connus ~taient capables 
d'activer l 'apoenzyme de la d6sulfinicase. Parmi ces coenzymes, deux sont particuli~re- 
ment int~ressants par suite de l'analogie des r6actions auxqueUes ils participent, 
r~actions de d6carboxylation, avec la d~sulfmation de l'acide cyst6inesulfinique, ce sont 
la cocarboxylase et le phosphate de pyridoxal. Sans qu'il soit utile de donner ici de 
ehiffres, disons que ~ la dose de 5oo/~g par tube (2o ml), et en pr6sence ou en absence 
de I mg de chlorure de magnesium, aucune activation de la d~sulfiniease n 'a  pu ~tre 
raise en 6videnee avec les substances suivantes: coearboxylase, phosphate de pyridoxal, 
pantoth6nate de calcium, laetoflavine. II apparalt a priori peu probable que le phosphate 
de lactoflavine et les eod~hydrog6nases, que nous n'avons pas encore essay6s, aient ici 
une action. Ii semble done que la cod6sulfinicase diff~re des coenzymes actueUement 
connus. 

6. Presence de la cod~sul/inicase dans la levure 

On traite de la levure de boulangerie en la chauffant avec son poids d'eau ~ IOO ° 
pendant 15 minutes; le liquide obtenu apr~s centrifugation contient le coenzyme, 
comme le montre l'exp6rience suivante: 

Dans 3 tubes contenant chacun 65 micromol6cules de cyst6inesulfinate de sodium 
clans io  ml de solution tampon de phosphates ~ PH 7.35, on introduit: 

Tube I: 5 ml de solution de d~sulfinicase moyennement active, plus 5 ml d'eau. 

Tube II :  5 ml de la solution pr6c6dente de d~sulfinicase, plus 5 ml du liquide d'ex- 
traction de la levure. 
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T u b e  I I I :  5 nfl du  l i qu ide  d ' e x t r a c t i o n  de  la  l evure ,  p lus  5 ml  d ' e au .  

Les  q u a n t i t ~ s  d ' a n h y d r i d e  s u l f u r e u x  d~gag~ apr~s 2 h e u r e s  k 35 ° en  a t m o s p h e r e  

d ' a z o t e ,  s o n t  donn6es  dans  le T a b l e a u  V. 

L ' a c t i v a t i o n  p a r  l ' e x t r a i t  de  l evure ,  q u i  n ' e x e r c e  l u i - m ~ m e  a u c u n e  ac t i on  sur  

l ' a c ide  cys t6 inesu l f in ique ,  es t  tr~s n e t t e .  

N o u s  s o m m e s  h e u r e u x  de  r e m e r c i e r  ici MM. GUNSALUS et  WESTENBRINK qu i  n o u s  

o n t  a i m a b l e m e n t  e n v o y 6  les ~chan t i l l ons  de  p h o s p h a t e  de  p y r i d o x a l  et  de  c o c a r b o x y l  ase  

ut i l is6s  ici. 

TABLEAU V 
ACTIVATION DE LA D]~SULFINICASE PAR UN ]~XTRAIT DE LEVURE 

Tube SO 2 d6gag6 

I z6 
I I  47 
I I I  o 

RRSUMR 

La d6sulfinicase, inactiv6e par dialyse, r6cup6re son activit6 apr6s addition d 'un-extrai t  de 
foie incapable par lui-mgme d'agir sur l'acide cyst6inesulfinique. L'activit6 des solutions de d6sul- 
finicase, mgme non dialys6es, est g6n6ralement accrue par addition d'extrait  de foie ou d 'extrai t  de 
levure. I1 apparait  ainsi que la dfisulfinicase n6cessite pour son fonctionnement la pr6sence d 'un 
coenzyme, facilement dissociable de l'apoenzyme. Ce coenzyme est de nature organique et diff~re 
de la cocarboxylase et du phosphate de pyridoxal. 

SUMMARY 

Desulphinicase, inactivated by dialysis, regains its activity after addition of a liver extract 
which itself is incapable of acting on cysteine-sulphinic acid. The activity of desulphinicase solutions, 
also undialysed ones, is generally increased by addition of liver extract or yeast extract. I t  thus 
appears that  desulphinicase necessitates for its functioning the presence of a coenzyme, readily 
dissociable from the apoenzyme. This coenzyme is organic in nature and differs from cocarboxylase 
and pyridoxal phosphate. 

ZUSAMMENFASSUNG 

Durch Dialyse inaktivierte Desulfinicase erlangt ihre Wirksamkeit wieder nach Beifiigung eines 
Leberextraktes der fiir sich selbst unfiihig ist, auf Cysteinsulfins~ure einzuwirken. Die Wirksamkeit 
yon Desulfinicase-L6sungen, sogar undialysierten, wird im Allgemeinen durch Zusatz yon Leber- oder 
Hefeextrakten verstiirkt. Es scheint also, dass die Desulfinicase zu ihrer Wirkung ein Coenzym 
braucht, welches leicht vom Apoenzym dissozierbar ist. Dieses Coenzym ist organischer Natur, j edoch 
verschieden yon Cocaxboxylase und von Pyridoxalphosphat. 
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