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I1 a 6t6 montr6 pr6c6demment I que, chez les animaux sup6rieurs, la d6sulfinication 
de l 'acide cyst6inesulfinique lib6rant le soufre sous forme de sulfite avec formation 
d'alanine, est la r6sultante des r6actions suivantes:  

HOOC. CH(NH,) • CH,. SO,H + HOOC. CO. CH 2- CH 2 ' COOH ~- 
HOOC.CO.CH,.SO2H + HOOC.CH(NH~).CH2.CH~.COOH (I) 

HOOC. CO. CH~. SO2H --+ HOOC" CO. CH 3 + SO s (----> SOsH~) (2) 

HOOC. CO. CH 3 + HOOC. CH(NH2) • CH 2 • CH~. COOH ~---~ 
HOOC.CH(NH3).CH 3 + HOOC-CO.CH,.CH,.COOH (3) 

Toutes les substances part ic ipant  ~t cet ensemble, sanf l 'acide fl-sulfinylpyruvique, 
ont  ~t~ identifi~es 2. Le fait que l 'acide fl-sulfinylpyruvique n 'a i t  pu jusqu'ici  8tre carac- 
t~ris~ dans les milieux enzymatiques est vraisemblablement dfi k sa labilitY. Mais son 
r61e d'interm~diaire dans les r~actions pr~c~dentes ne parai t  faire aucun doute. 

L'analogie des formules de l 'acide fl-sulfinylpyruvique et de l 'acide oxaloac~tique 
conduit  k se demander  si, malgr~ des differences de structures ~lectroniques qui peuvent  
exister darts les groupes COOH et le groupe SOOH, l 'acide fl-sulfinylpyruvique ne serait 
pas susceptible de se former, k part i r  de SO s e t  d 'acide pyruvique,  par  nne r~action 
biologique dont le m~canisme serait comparable k celui qui est en jeu dans la formation 
de l 'acide oxaloac~tique ~ part ir  de CO, et d 'acide py ruv ique : .  

apport d'~nergie 
J 

HOOC. CO. CH~. SO~H --+ HOOC.CO. CH 3 ~ SO S (4) 

apport d%nergie 

HOOC. CO. CH 2 • COOH --~ HOOC. CO. CH 8 + CO~ (5) 

Le present travail  montre  la formation d 'acide cyst~inesulfinique £ part ir  de sulfite, 
dans une pr~paxation de rein de lapin, sans qu'il  soit encore possible d 'en  pr~ciser le 
m~canisme. 

La  d~monstration du ph~nom~ne doit  tenir compte  de l 'extrSme labilit~ de l 'acide 
fl-sulfinylpyruvique, dont  on peut supposer la formation transitoire, labilit~ qui ne donne 
gu~re d 'espoir  d'isoler cet acide lui-mSme. II convient donc de le t ransformer ~ventuelle- 
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ment ,  en une substance plus stable. Pour  ce faire, nous avons utilis~ l 'acide glutamique,  
qui, s'il est en concentrat ion suffisante, assure en pr6sence de la t ransaminase  corre- 

spondante ,  la formation d'acide cyst6inesulfinique ~ par t i r  de l 'acide fi-sulfinylpyruvique 
(%action (I) de droite 5. gauche). L'acide fi-sulfinylpyruvique serait donc ainsi rapidement  
transform6, d~s sa formation.  Toutefois, il convient  de remarquer  que ce proc6d6 n 'es t  
pas sans inconvenient :  l 'acide g lu tamique r6agit non seulement avec l 'acide fl-sulfinyl- 
pyruvique,  mais aussi avec l 'acide pyruvique,  donnan t  naissance, dans ce dernier cas, 
5. de l ' a lanine  et sous t rayant  ainsi une fraction notable  de l 'acide pyruvique  capable 
de fixer le sulfite sur le carbone ft. E n  outre, le sulfite r6agit spontan6ment  avec l 'aeide 
pyruv ique  et avec l 'acide a-c6toglutarique provenant  de la t r ansamina t ion  entre l 'acide 
g lu tamique  et l 'acide pyruvique,  pour donner  les compos6s bisulfitiques correspondants,  
ce qui d iminue  encore la quant i t6  et d 'acide pyruvique  et de sulfite, susceptibles de 
%agir pour donner  l 'acide fl-sulfinylpyruvique. D 'au t re  part,  ignorant  la valeur  de la 
p lupar t  des constantes  d '6quilibre des %actions (I) 5. (4), il nous est impossible de p%voir 
la quant i t6  d'acide fl-sulfinylpyruvique susceptible de se former dans des condit ions 
dfitermin~es. I1 convient  d ' a jou te r  que la d~carboxylat ion enzymat ique  de l 'acide 
cyst6inesulfinique (3) f inalement synth~tis6, est un  autre  facteur pouvan t  d iminuer  la 
quant i t6  de cet acide susceptible d'Stre mis en 6vidence. I1 en r6sulte que, de toute  
fa~on, la quant i t6  d 'acide cyst6inesulfinique f inalement obtenue,  restera faible. Or, 
ignorant  le m6canisme ~nerg6tique mis en oeuvre dans la fixation de SO s, nous n ' avons  
jusqu ' ic i  6tudi6 cette %action que dans un  milieu suffisamment complexe pour qu' i l  
renferme na tu re l l ement  les diff~rentes sources d'~nergie utilisables pour  les %actions 
en question.  

Malgr6 ces difficult6s, la formation enzymat ique  d'acide cyst6inesulfinique ~t par t i r  
de sulfite a ~t6 6tablie qual i ta t ivement  avec certitude. Nous avons utilis~ du soufre 35 
radioactif  comme indicateur.  L'acide cyst6inesulfinique a 6t6 caract6ris6 par  son com- 
por tement  lors de chromatographies et d'ionophor~ses sur papier et, a 6t6 identifi6 par  
ses rdactions avec la n inhydr ine ,  l ' iodoplat inate,  par la radioactivit~ de son soufre et 
par  son oxydat ion  en acide cyst6ique. 

PARTIE EXPI~RIMENTALE 

Prdparation du sulfite de sodium marqud par ssS 
On part de 0. 5 ml de solution aqueuse d'acide sulfurique radioactif (35S), sans entraineur, dent 

la radioactivit6 est de i . i  mc par ml, auquel on ajoute 0. 3 ml d'acide sulfurique concentr6 (34 N) 
ordinaire et 0.5 g de tournure de cuivre. On chauffe le tout jusqu'A amor~age de la r6action et on 
aspire le SO s form6 dans 5 ml d'alcool A 95 ° refroidi 5. --IO °, contenant 0. 5 g de NaOH. Le sulfite 
de sodium pr6cipite; il est recueilli par filtration, lay6 ~ l'alcool absolu, s6ch6 sous vide: on obtient 
430 mg d'un produit renfermant 320 mg de 35SOaNa~. Dans nos conditions de mesure, i/zmol de 
sulfite donne 7200 impulsions/minute. 

Pr@aration enzymatique 
On utilise une poudre ac6tonique du rein de lapin obtenue par deux mac6rations successives 

des organes frais broy6s, A o °dans dix lois leur poids d'ac6tone, puis par dessication sous vide. 

Disposition des expdriences 
Les milieux 6tudi6s contiennent tous i g de pr6paration enzymatique en suspension dans 14 ml 

d'une solution tampon de phosphates 0.05 M ~ pH 7,3, contenant o. 3 % de NaC1; leur volume total 
final est ajust6 A 22 ml par addition d'eau distill~e. En outre, ils renferment: 

Milieu I :  25 °/~mol de 85SO3Na2; 25 ° / ,mol  de pyruvate de sodium; 25 ° / ,mol  de glutamate 
de sodium. 

Milieu II: Le milieu II est identique au milieu I, saul en ce que la pr6paration enzymatique 
a 6t~ inactiv6e pax 6bullition pendant io minutes. 

Bibliographic p. 420. 



v o L  14 (1954) FORMATION ENZYMATIQUE D'ACIDE CYST]~INESULFINIQUE 417 

Mil ieu[ I I :  25 ° / , m o l  de 35SO8Na2; 25 ° # m o l  de g l u t a m a t e  de sodium.  
Milieu IV: 250 / zmo l  de 35SO3Na2; 25o /zmol  de p y r u v a t e  de sodium.  
Milieu V: 25 ° # m o l  de 85SO3Na2; 25 ° # tool de L-alanine;  250 / zmo l  de g l u t a m a t e  de sodium.  
Tous  ces mi l ieux  son t  m a i n t e n u s  A 3 8° sous  azote  p e n d a n t  t rois  heures .  
Au  bou t  de ce t emps ,  on cent r i fuge  A froid et  on 61imine les prot6ines  solubles  pa r  u l t raf i l t ra t ion  

jusqu 'A siccit6, ~ o °, & t r ave r s  de la cel lophane,  sous  5 kg d 'azote .  On ob t i en t  ainsi  env i ron  18 ml  
de l iquide don t  on pr61~ve io ml  pour  les op6ra t ions  su ivan tes .  Pour  61iminer les sulfites, on t ra i te  
le f i l t rat  pa r  l ' iode (0. 7 A L2 ml  d ' u n e  solut ion o. i  M),  en a r r6 t an t  l ' addi t ion  de la solut ion d ' iode 
d~s que  le t e m p s  de d6colorat ion de t ' iode in t rodu i t  d6passe  io  secondes,  ~ 21°. On t r an s fo rme  ainsi  
la total i t6  du  sulfite rest6 libre en  sulfate ,  s ans  oxyder  s ens ib l emen t  l 'acide cys td inesul f in ique  en 
acide cyst6ique.  On in t rodu i t  ensui te  un  16ger exc~s de b a r y t e  o. i  M,  l 'exc6s de ba ry t e  6 t an t  61iminer 
pa r  ba rbo tage  de CO v Un  tel  t r a i t e m e n t  p e r m e t  de se d6barasser  des sulfi tes et  de la ma jeu re  pa t t i e  
des phospha te s ,  s ans  61iminer une  quan t i t 6  no tab le  d 'ac ide  cyst6inesulf inique.  Les  pr6cipit6s, s6par6s 
pa r  cent r i fugat ion,  son t  lav6s A l 'eau chaude  et les e aux  de lavage  son t  r6unies  au  l iquide clair. 
Les  solut ions ob tenues  son t  concentr6es  sous vide, amen6es  e x a c t e m e n t  A 2 m l e t  f ina lement  clarifi6es 
pa r  cent r i fuga t ion .  Leur  con tenu  es t  ana lys6  pa r  ch roma t og raph i e s  sur  pap ie r  et  pa r  ionophor~ses  
sur  papier .  

Chromatographies sur papier 

Les ch romatograph ies ,  unid imensionnel les ,  descendantes ,  son t  fai tes sur  papier  W h a t m a n  No. i ,  
avec  d e u x  t ypes  de so lvan t s :  ph6nol -eau  (8o : 2o) e t  b u t a n o l  - -  acide fo rmique  - -  eau  (75 : IO: 15). 
Pou r  ob ten i r  une  s6para t ion  convenab le  de l 'acide cyst6inesulf inique,  don t  le R F dans  ces deux  
so lvan t s  es t  tr~s faible, on laisse les so lvan t s  d6border  l a rgemen t  du papier ,  la dur6e des ch roma to -  
graphies  6 ran t  de l 'ordre  de 72 heures :  on 61imine ainsi  une  s6rie d 'ac ides  amin6s,  appor t6s  pa r  la 
p r6para t ion  e n z y m a t i q u e  et  qui  n ' o n t  pa s  d ' in t6r~t  ici. Les  R F des au t res  c o n s t i t u a n t s  des mi l ieux 
son t  calcul6s & par t i r  de celui de l ' a lanine .  P a r  sui te  de la dessal if icat ion impar fa i t e  des solutions,  
les c h r o m a t o g r a m m e s  ob t enus  p r6sen t en t  parfois  des  d6fau ts ;  aussi ,  apr&s les avoir  s6par6es pa r  une  
premi6re  ch roma tog raph i e ,  a v o n s - n o u s  61u6 les subs t ances  in t6 res san tes  et  les a v o n s - n o u s  soumises  

une  nouvel le  c h r o m a t o g r a p h i e  qui  a t ou j ou r s  donn6 alors des r6su l ta t s  sa t i s fa i san ts .  La  r6v61ation 
des s u b s t a n c e s  ch roma tog raph i6es  es t  faite pa r  d6tect ion de leur radioact iv i t6  6ventuel le ,  pa r  leur 
r~act ion ~ la n i n h y d r i n e  et  pa r  leur  ac t ion  r6ductr ice  v is -a-v is  de l ' i odop la t ina tO.  I1 conv ien t  de 
r e m a r q u e r  ici que  pour  ob ten i r  de bons  r6su l t a t s  avec  l ' i odop la t ina te  dans  le cas  d ' u n e  c h r o m a t o -  
g raph ie  fai te  ~ l 'a ide  de ph6nol,  le pap ie r  dolt  8tre m a i n t e n u  p lus ieurs  jours  ~ Fair  libre darts des 
condi t ions  telles que  rou te  t race  de ph6nol  ai t  d isparu .  

Ionophor#ses sur papier 
Les  ionophor~ses  son t  fai tes A 2o ° sur  pap ie r  W h a t m a n  N ° 4, sous  6. 7 vo l t s /cm,  p e n d a n t  4 a 6 

heures ;  les t a m p o n s  util is6s son t  les s u i v a n t s :  v6ronal  sodique A p H  8.6n; ammoniac -ac ide  ac6t ique 
p H  4.76; phospha t e - c i t r a t e  ~ p H  3.2~; p h o s p h a t e - c i t r a t e  ~ pFt 2.9 ~. L a  r6v61ation des s u b s t a n c e s  

est  effectu6e pa r  d6tec t ion  de leur radioact iv i t6  e t  pa r  leur r6act ion ~ la n inhyd r ine ;  l ' ac t ion  r6ductr ice  
vis-a-vis  de l ' iodopla t ina te  6 ran t  f o r t e m e n t  inhib6e pa r  les sels pr6sents ,  ce r6aetif  n ' a  pa s  6t6 utilis6 ici. 

Oxydation par l'acide per]ormique 
Pour  caract6r iser  de fa~on p lus  sfire encore,  l ' ac ide cyst~inesulf inique,  nous  avons  oxyd6  ce 

dernier  en  acide cys t6 ique  pa r  l 'acide pe r fo rmique  ~. Cet te  oxyda t i on  a por t6  soit  d i r ec t emen t  sur  
le mil ieu I apr~s incuba t ion ,  soit  sur  la s u b s t a n c e  s~par6e se c o m p o r t a n t  sur  les c h r o m a t o g r a m m e s  
c o m m e  l 'acide cys t~inesul f in ique  et  61u~e de ces c h r o m a t o g r a m m e s .  

R]~SULTATS 

Les chromatogrammes des Figs. I et 2 montrent que dans tous les milieux, sauf 
le milieu II, il apparait une substance radioactive, r6agissant ~ la ninhydrine et k l'iodo- 
platinate comme l'acide cyst6inesulfinique; les RF de cette substance, tels qu'ils se 
manifestent lots des chromatographies directes des divers milieux (chromatogrammes 
A, C, D, E, A', C', D', E') sont sensiblement inf6rieurs aux RF de l'acide cyst6inesulfinique 
t6moin (chromatogrammes F, F'); mais apr~s 61ution, la substance, chromatographi6e 

nouveau, poss~de des RF identiques ~ ceux de l'acide cyst6inesulfinique t6moin 
(chromatogrammes G, G', H, H'). Les diff6rences observ6es entre les RF de l'acide 
cyst6inesulfinique t6moin et ceux de la substance 6tudi6e, darts le cas des chromato- 
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Fig. 2. Sch6ma des c h r o m a t o g r a m m e s  ob tenus  
dans  le bu tano l -ac ide  formique-eau ,  i .  t a ches  
d 'or igine  ind6termin6e;  2. acide cyst6inesulf ini-  
que;  3. acide aspa r t ique ;  4. glycocolle; 5. acide 

g lu t amique ;  6. a lanine.  

d ' ,  B ' ,  C', D ' ,  E ' ,  F '  co r responden t  respect ive-  
m e n t  5. A, B, C, D, E, F, de la Fig. I ;  G' 61uat 
de la t ache  2 de A'; H" 61uat de la t ache  i de A 
(voir Fig. I i). Pour  le reste,  m~mes  expl ica t ions  

que  pour  la Fig. I. 

,0 ,o,0 ,o,0 ,o 

0 0G 0 

Fig. I. Sch6ma des  c h r o m a t o g r a m m e s  ob tenus  
dans  le ph6nol-eau .  Les  t a ches  co r re spondan tes  
a u x  subs t ances  r6v~lables 5. la n i nhyd r i ne  son t  
repr6sent6es  pa r  leurs contours ,  e t  5. r iodopla t i -  
na t e  pa r  des  hachu re s ;  le s igne + indique  que  
la subs t ance  es t  radioact ive .  I. acide cyst6ine-  
sulf inique;  2. acide a spa r t ique ;  3- acide g lu ta-  

mique ;  4. glycocolle; 5- alanine.  

A. mil ieu I ;  B.  mil ieu I I ;  C. mil ieu I I I ;  D. 
mil ieu IV;  E.  mil ieu V; F .  so lu t ion- t6moin ;  G. 
~luat  de la t a che  i de A ; H .  61uat de la t a che  2 

de A '  (voir Fig. 2). 

grammes A C D E et A'C'D'E' sont 6videmment dues h l'influence de sels, absents dans 
les chromatogrammes G, G', H et H' .  La substance radioactive form6e, correspondant 
aux taches I des chromatogrammes des Figs. I e t  2 est donc bien l'acide cyst6ine- 
sulfinique. Une confirmation de cette identification est donn6e par les chromatogrammes 
de la Fig. 3, montrant  que la substance en question, par oxydation performique, se 
transforme int6gralement en acide cyst6ique. Enfin, une nouvelle preuve de la formation 
de l'acide cyst6inesnlfinique est apport6e par les r6sultats des ionophor~ses sur papier, 
illustr6es par  la Fig. 4. 

Dans quelques exp6riences, une tr~s faible tach e correspondant ~t l'acide cyst6ine- 
sulfinique a 6t6 observ6e sur les chromatogrammes du milieu II ,  apr~s r6v61ation soit 

la ninhydrine, soit ~ l ' iodoplatinate; c'est la tache qui est repr6sent6e sch6matiquement 
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en pointill6 sur la Fig. 2. Cette tache n 'a  jamais pr6sent6 de radioactivit6; en outre, 
son apparition n'est qu'occasionnelle. Elle doit 6tre attribute, semble-t-il, ~ des traces 
d'acide cystdinesulfinique susceptibles d'etre apport&s par la pr@aration enzymatique 
utilis&. De toute fa~on, il ne peut s'agir d'acide cyst6inesulfinique synth6tis6 au cours 
de l'exp6rience. 

Ainsi doric, dans t ous l e s  milieux, saul dans le milieu II ,  il se forme de l'acide 
cyst~inesulfinique radioactif. L'absence de formation de cet acide dans le milieu I I  
prouve qu'il s 'agit d'une r6aetion enzymatique. Les quantit~s relatives d'acide cyst&ine- 
sulfinique isol~ par chromatographies, mesur6 par radioactivit6, sont sensiblement les 
m~mes que la r6action ait lieu en pr6sence d'acide pyruvique ou non. Dans tous le s  

A" B" C" 

2~ 
3© 3© 

£)~ E" 
i 

20 

,0 ,0 ,0 

Fig. 3. Sch6ma des chromatogrammes  des sub- 
stances r6sul tant  de l 'oxydat ion par  l'acide per- 
formique; i. acide cyst6ique; 2. acide eyst6insul- 
finique; 3- acide aspar t ique ; 4. acide glutamique ; 

5. glycocolle 6. alanine. 

A".  milieu I ;  B".  milieu I oxyd6; C". 61uat de 
la tache 2 de A " ;  D". 61uat de la tache i de 
B";  E" .  solution-t6moin. Pour  le reste, m6mes 

explications que pour  la Fig. i. 

milieux, il apparatt  donc que le facteur 
limitant la formation de l'acide cyst6ine 
sulfmique est autre que la concentration 
des substances ajout&s et, en particulier, 
de l'acide pyruvique. Ce facteur limite 
correspond vraisemblablement k l'insuffi- 
sance d'6nergie utilisable pour la synth~se; 
des exp&ienees sont actuellement en cours 
dans cette direction. 
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0 ,0 
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1 
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- ' )( o ' I p 
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T + 
'@ 0 i 
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'C) o 
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Fig. 4. Sch6ma des ionophor6ses, p H  8.6, dur6e 4 
h: L. solution-t6moin d'acide cyst6inesulfinique; 
M. 61uat de la tache 2 de A'. p H  4.7, dur6e 5 h: 
N. solution-t~moin d'acide cyst6inesulfinique; 
O. 61uat de la tache I de A'. p H  3.2, dur6e 6 h ~ : 
P.  solution-t6moin d'acide cyst6inesulfinique; 
N. 61uat de la tache i de A'. p H  2.9, dur6e 5 h: 
R. solution-t6moin d'acide cyst6inesulfinique; 

S. milieu I. 

R1~SUMt~ 

Une poudre  ac6tonique de rein de lapin raise 5, incuber 5, p H  7.3, sous azote, et & 3 8°, en pr6sence 
de sulfite marqu~ au soufre, d'acide py ruv ique  et d'acide g lu tamique conduit  & la formation enzy- 
mat ique d 'une  substance marqu6e,  qui se compor te  par  chromatographie  sur  papier  dans divers 
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solvants, par ionophor~se sur papier ~, divers pH, comme l'acide cyst6inesulfinique. L 'oxyda t ion  
performique de cette substance donne lieu ~ un compos6 identique par chromatographie sur  papier 

l'acide cyst6ique. La condensation du sulfite sur uue mol6cule organique pr6sente certaines analogies 
avec la fixation du CO s sur l 'acide pyruvique,  mais son m6canismc intime n 'a  pas encore 6t6 6lucid6. 

SUMMARY 

An acetonic powder of the kidney of rabbit  incubated at  pH 7.3, under  nitrogen, at  38°, in 
the presence of sulphur-labelled sulphite, pyruvic acid and glutamic acid leads to the  enzymic  
formation of a labelled substance, which is shown by paper chromatography using various solvents  
and by paper ionophoresis at  various pH ' s  to behave like cysteinesulphinic acid. The performic 
oxidation of this substance yields a compound shown by paper chromatography to be identical  to 
cysteic acid. The condensation of sulphite on an organic molecule has certain analogies with the  
fixation of CO 2 by pyruvic acid, bu t  its mechanism has not  yet  been elucidated. 

ZUSAMMENFASSUNG 

Die Inkubat ion yon Acetontrockenpulver der Kaninchenniere bei pH 7.3, unter  Stickstoff und 
bei 38 ° C fiihrt in Gegenwart von Schwefel-markiertem Sulfit, Brenztraubensiiure und  Glutamins~.ure 
zur enzymat ischen Bildung einer markierten Substanz, die sich papierchromatographisch unter  
Verwendung verschiodener L6sungsmit te l  und papierelektrophoretisch bei verschiedenen p H ' s  wie 
Cysteinsulfinsi~ure verhiilt. Die Oxydat ion dieser Substanz mit  Perameisensiiure ftihrt zur Bildung 
einer Verbindung, die sich papierchromatographisch mit  Cysteins~ure identisch erwies. Die Konden-  
sation von Sulfit mit  einem organischen Molektil ha t  gewisse Ahnlichkeit mit  der Bindung von CO s 
durch Brenztraubensiiure,  aber der Mechanismus der Reaktion ist noch nicht  gekliirt. 
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