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UTILISATION DES SULFITES PAR L'ANIMAL SUP~2RIEUR 

par 

F. CHAPEVILLE, P. FROMAGEOT, A. BRIGELHUBER ET M. HENRY 
Service de Biologie du Commissariat g* l'Energie Atomique, Centre d'Etudes Nucldaires de Saday, 

Gi/-sur- Yvette (France) 

L'utilisation du soufre sous forme oxyd6e et min6rale, par l 'organisme sup6rieur, pour 
la synthbse de la cystine, a fait l 'objet de plusieurs travaux. Ni TARVER ET SCHMIDT l, 
ni BOSTROM ET A0VlST 2 n 'ont  pu trouver une incorporation nette dans la cystine du 
foie de la radioactivit6 du sulfate utilis6. DZIEWIATKOWSK13, chez des rats jeunes, 
a observ6 au contraire une incorporation du soufre radioactif du sulfate marqu6, sans 
entraineur. Apr~s injection ~ des poulets, MACHLIN 4 arrive ~ la m~me conclusion. 
Les r6sultats de DZlEWIATI~OWSKI s et ceux des auteurs pr6c6dents ne sont pas contra- 
dictoires puisque les conditions exp6rimentales choisies par DZIEWIATKOWSK1 ~taient 
beaucoup plus favorables h la mise en 6vidence d'un ph~nom~ne qui reste discret. 
On peut se demander d 'une part si la flore bactt~rienne du tube digestif ne peu[ ~tre 
rendue responsable de cette transformation du Sulfate en compos6 organique 6duit, 
comme c'est manifeste dans les t ravaux de BLOCK s sur les ruminants, et d 'autre 
part,  s ice n'est pas le soufre k l '6tat de sulfite et non de sulfate qui peut ~tre incorpor~. 
Nous avons montr6 in  vitro que de la poudre ac6tonique de rein de lapin 6tait capable 
d'utiliser le soufre radioactif ~ l '6tat de sulfite pour former de l'acide cyst6ine- 
sulfinique 6. Ce dernier peut provenir soit d'une r6action inverse de celle qui conduit 

l 'acide pyruvique et au SO s, soit d 'un tout autre ensemble de r6actions, donnant 
naissance ~ la cystine dont on sait que l'acide cyst6inesulfinique provient facilement 7, 
soit enfin d 'un 6change entre la mol6cuIe de sulfite et le groupe sulfinyl de l'acide 
cyst6inesulfinique. Dans le pr6sent travail, nous avons compar6 chez le lapin Pin- 
corporation de sulfate et de sulfite radioactifs dans l'acide cyst6inesulfinique, la 
taurine et la cystine. Les animaux ont 6t6 6visc6r6s ou st6rilis6s pour 6viter toute 
i n t e r f 6 r e n c e  des bact6ries du tube digestif. Nous avons examin6 aussi la possibilit6 
d 'un 6change entre le sulfite marqu6 et ie groupe sulfinyl de l'acide cyst~inesulfinique 
chez le lapin. Nous en concluons qu'il n 'y  a pas d'6change net, que le sulfite, mais 
pas le sulfate, est utilis6 pour la synth~se d'acide cyst6inesulfinique, et que la cyst6ine 
provient de l'acide cyst6inesulfinique par r6duction. 

PARTIE EXPI~RIMENTALE 

L Le sulfite utilis~ provient  soit  de Harwell ,  soit  du service  des  Radio~l~ments ,  du C.E.A.  
de ChatiUon, ot~ il est  obtenu par r6duction de sulfate par le phosphore  rouge.  La  radioact ivi t~  
du sulfite c o m m e  celle du sulfate est  ajust~e de fa~on que l'on air L 3 mc pour 400 mg  de produit 
cristallis~. 

~. Pour 6viter t o u t e  influence de la flore microbienne intestinale,  Ies an imaux  sont,  so i t  
st6rilis~s, soit  6visc~r~s. 

a. Preparation de l 'animal par  st~rilisation. On a trait6 trois an imaux  de la fa~on suivante:  
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Un lapin male Ag~ de deux mois pesant  I3oo g est soumis A la di~te hydrique pendant  48 h pendant  
lesquelles il revolt en quatre  injections sous-cutan~es ioo ml de s6rum glucos6 isotonique ainsi 
que quat re  lavements  avec chaque jour  IOO ml d 'eau sal6e A o.9% pour  acc~16rer l '6vacuation 
du contenu intestinal. L 'animal  est ensuite anesth~si6 au Nembuta l  et apr~s une laparotomie, 
on proc~de A un lavage complet  du tube digestif. Dans  ce but,  on fait deux ouvertures  l 'une 
dans l 'estomac, la seconde dans le gros intestin. Apr~s avoir 6vacu6 et lav6 l 'estomac avec une 
solution de Tyrode ~ 38°, on introduit  une sonde dans le pylore et dans le rectum. Sous une faible 
pression, on fait passer environ deux litres de la solution de Tyrode qui sont  6vacu6s par  l 'ouverture  
du gros intestin. Lorsque la solution est compl~tement  limpide, on arr~te le lavage. Par  une 
suture  en surjet  et une suture  d 'enfouissement,  on ferme les deux plaies. On introduit  dans l'esto- 
mac et dans divers points  de l ' intestin 25 ml d 'une solution contenant  o. 5 g d 'aur6omycine et 
2 g de SO4Na ~ non marqu6. On suture  finalement la paroi abdominale et la peau. Deux heures 
apr~s le r6veil de l 'animal, on lui fait une premiere injection intra-veineuse du sulfite marqu6. 
9 h e t  i8 h apr~s, on injecte ~ nouveau du sulfite marque.  Au total,  l 'animal  re~oit 2o ml d 'une 
solution aqueuse contenant  40o mg de SO,Nai  dont  la radioactivit~ est de 1. 3 mc (I25,ooo,ooo 
impulsion/minute).  En m~me temps,  on lui injecte sous la peau une solution nutri t ive constitu6e 
de 20o m l d  une solution d ac~des ammos et 75 ml de s6rum glucos~ isotonique. 28 h apr~s la 
derni~re injection de sulfite, on sacrifie l 'animal. Apr~s un ensemencement  sur  bouillon du contenu 
intestinal de l 'animal  et incubation A 38o pendant  48 h, le milieu de culture est parfa i tement  
limpide. 

b. Preparation de l'animal par ~visc~ration. Un lapin identique au p r~6den t ,  soumis ~ la 
di~te hydrique pendant  24 h, est anesth~si~ et soumis A la respirat ion artificielle. Apr~s une 
laparatomie, on introduit  une sonde dans le canal chol6doque pour  recueillir la bile. Puis, on 
ligature les vaisseaux intestinaux, on sectionne au niveau du pylore et de la partie terminale 
du colon flottant  l ' intestin que l 'on retire. Apr~s cette op6ration, l 'animal  re~oit en injection 
continue pendant  4 ° minutes,  dans la veine jugulaire io ml de solution aqueuse contenant  4oo mg 
de sulfite marqu6, repr~sentant  1.3 mc et s imultan~ment  dans  la veine de l'oreille 200 mg d'acide 
glutamique et ioo mg d'acide pyruvique,  dissous dans 4 ° ml d 'eau.  3 ° minutes  apr~s la fin des 
injections, on sacrifie l 'animal.  L'exp~rience a ~t~ r~p~t~e 5 fois. 

PRI~LEVEMENT ET TRAITEMEBIT DES ORGANES 

Dans un cas comme dans l 'autre, imm~diatement  apr~s la mort ,  on pr~l~ve la peau dont  on coupe 
les polls, les muscles de la cuisse, le foie et les reins et on r6unit  les autres  visc~res, poumon,  coeur, 
estomac, enfin le cerveau. Sauf la peau, les organes sont  d~coup6s en morceaux et plong6s dans  
l 'eau bouillante pendant  IO min. On en fair un extrai t  aqueux selon la technique d 'Awapara  I 
de fa~on que I ml de cet extra.it corresponde 5. io  g de tissu frais. La peau et les fractions insolubles 
p rovenant  de l 'op6ration pr&~dente sont  deshydrat~es par  l'ac6tone, s6ch6es et hydrolys~es 12 h 
5. reflux par  de l'acide chlorydrique 6 N  renfermant  zo% d'acide formique, A raison de 25 ml 
d'acide pour  I g de tissu sec. Pour ce trai tement,  les part ies insolubles du foie et du rein sont  
r6unies. Les 4/5 des extrai ts  aqueux du rein et du foie sont  r~unis et utilis6s pour  l ' isolement 
de la cystine libre selon la technique de DZmWXATKOWSK#, le reste est analys~ par  chromato-  
graphie et ionophor~se sur  papier 4. Dans  les hydrolysats,  on isole la cystine par  la m~me m6thode. 
La bile (5 ml) recueillie au cours des exp6riences sur  les lapins anesth~sit~s est hydrolys6e par 
l'acide chlorhydrique 6 N  pendant  12 h A IOO ° en tube scell& L 'hydro lysa t  ~vapor6 sous vide, 
repris par  l 'eau est pass6 sur  une colonne d 'Amberl i te  I R 4 B  (i × 15 cm), pr~alablement lay6 
avec l'ac~tique N e t  ~. l'eau. Le filtrat est pass6 sur une colonne de permut i te  5o (I × 15 cm) 
forme H (HCI N). Dans  le filtrat se t rouve la taurine, caract6ris6e par  chromatographie  sur  papier 
dans les solvants suivants :  

Butanol  normal, acide formique, eau (75:zo: I5) ;  phenol, eau (80/2o); butanol  tertiaire, 
acide formique, eau (75 : lO: 15). 

RI~SULTATS 

A tide cyst~inesulfiniqua 

Dans aucun des lapins st6rilis6s, sacrifi6s 28 h apr6s la fin de l'injection du sulfite, 
nous n'avons pu d6celer la pr6sence d'acide cyst6inesulfinique dans les extraits aqueux 

* Leucine 2oo mg, isoleucine ioo mg, tyrosine 5oo mg, t ryp tophane  4o0 mg, acide glutamique 
1 g, histidine 2oo mg, proline 3oo mg, glycine I g, valine 2oo rag, arginine 2oo mg, tr6onine 200 mg 
pour' 250 ml d'eau. On chauffe au bain-marie bouillant lO minutes.  Apr~s refroidissement et 
passage sur  papier filtre, on met  la solution en ampoules et st6rilise par  tyndalisation. 
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du foie, du rein, du muscle et du cerveau. Dans deux sur cinq des animaux ~visc6r6s, 
sacrifi6s trente minutes apr~s la fin de l'injection du sulfite, on a pu caract6riser l'acide 
cyst6inesulfinique dans l 'extrait aqueux du foie et du rein, par chromatographie sur 
papie#. Les taches correspondant ~ cette substance, dans la chromatographie sur 
papier dans le butanol normal, acide formique, eau, sont ~lu6es et soumises ~ l'iono- 
phor~se sur papier k pH 2. 7 pendant 5 he. On blue la zone correspondant k l'acide 
cyst6inesulfinique, l'~luat sert au dosage par la m6thode de MOORE ET STEIN 8 de 
l'acide cyst~inesulfinique contenu, ainsi qu'k la mesure de la radioactivit6. L'activit6 
sp~cifique de l'acide cyst~inesulfinique est de: 780 impulsions/minute/mg. 

Examen de la possibilit~ d¥change entre le groupe sulfinyl de l'acide cyst~inesulfinique 
et le sulfite 
La possibilit~ d'6change par  vole non enzymatique entre le groupe sulfinyl de l'acide cyst6ine- 
sulfinique et le sulfite a 6t6 examin6e avec du sulfite radioactif; on a constat~ qu 'aucune  radio- 
activit6 n'~tait  mesurable dans l'acide cyst6ine sulfinique isoM. L'~change par  vole enzymatique 
reste n6anmoins possible. Pour  le met t re  en ~vidence, on a inject6 A un lapin male pesant  195o g, 
15o mg d'acide cyst~inesulfinique et IOO mg de sulfite de Na radioactif, (radioactivit~ inject6e: 
2 millicurie) en solution aqueuse, dans la veine de l'oreille, 3 ° minutes  apr~s la fin de l 'injection, 
on sacrifie l 'animal, pr61~ve le foie et les reins dont  on a fait un extrai t  aqueux selon le mode 
op~ratoire d 'Awapara.  

R~sultats. Dans l 'extrait aqueux du foie on ne retrouve pas d'acide cyst~ine- 
sulfinique, trente minutes apr~s la fin de l'injection de cette substance; par contre, 
on observe la pr6sence de fortes quantit~s d'hypotaurine non radioactive. De l 'extrait 
aqueux du rein, on peut isoler de petite quantit6 d'acide cyst6inesulfinique. Sa radio- 
activit6 est trop faible pour 8tre mesur6e. On peut conclure de ces r6sultats qu'il 
n 'y  a pas d'~change entre le groupe sulfinyl de l'acide cyst6inesulfinique et le sulfite. 
La dilution de l'acide cyst6inesulfinique form6 par l'activit6 m6tabolique de l'orga- 
nisme, par l'acide cyst6inesulfinique non radioactif inject~ explique l'absence de radio- 
activit6 dans ce compos6 isol6. 

Taurine. Apr~s purification sur colonne d'amberlite et de permutite de l'hydro- 
lysat de la bile des lapins anesth6si6s, le filtrat renfermant la taurine est soumis h une 
chromatographie pr6parative sur papier dans le ph6nol-eau. Apr~s 61ution des zones 
du papier correspondant ~ la taurine, on dose cet acide amin6 par ]a ninhydrine et 
mesure la radioactivit6. L'activit6 sp6cifique est de 420 i.p.m./mg. Dans les experiences 
faites avec du sulfate (1.3 mc/4oo mg) nous n'avons pu d~celer ni acide eyst~ine- 
sulfinique, ni taurine radioactive. 

Cystine. L'activit6 sp6cifique de la cystine isol6e des divers organes est donn~e 
dans le Tableau I : 

TABLEAU I 

ACTIVIT]~ SP~CIFIQUE DR LA CYSTINE 1SOLF.E DE DIVERS ORGANES 

Organe 

Cystine A ctivitd spdcifique en l.p.m.,rag 

A pv~s iniection A pros iniection de sulfite 
de sullate 

Apr~s 3 ° rain Apr~s 30 min Apr~s 28 h 
Peau 0.80 0.8 7 
Visc6res - -  - -  17 
Foie-rein (prot~ine) 0.60 8.6 2o 
Muscle o.98 0.9 8.6 
Foie-rein (extrait  soluble) 5 I oo - -  
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DISCUSSIOBT 

Ayan t  exclu la possibilit6 de syntheses bact6riennes dans le tube digestif et celle d ' un  
6change entre  le groupe sulfinyl de l 'acidc cyst6inesulfinique et le su]fite, on constate 
que le soufre du sulfite est utilis6 par le lapin pour la synth~se de la cystine alors 
que le soufre k l '6tat  de sulfate, de m8me radioactivit6 sp6cifique n 'est  pas incorpor6 
dans cet acide amin6. De la comparaison des activit6s sp6cifiques de l 'acide cyst6ine- 
sulfinique (700 i.pm./mg), de la cystine (IOO i.p.m./mg) et de la taur ine (420 i.p.m./mg) 
isol6s au bout  d ' un  m~me temps (30 min), on peut  conclure que l 'acide cyst6ine- 
su]finique est un  pr6curseur de la cystine et de la taurine. I1 en r6sulte que l 'acide 
cyst6inesutfinique peut  6tre r6duit dans ] 'organisme en cystine. L 'oxydat ion  de cette 
derni~re en l 'acide sulfinique est donc biologiquement r6versible. Que l 'act ivi t6 
sp6cifique de la taur ine  de la bile soit sup6rieure ~ celle de la cystine, peut  s 'expliquer 
en adme t t an t  que la d6carboxylat ion de l 'acide cyst6inesulfinique et son oxydat ion 
ult~rieure est plus rapide que sa r6duction en cyst6ine. Si l 'u t i l isat ion du soufre 
l '~tat  de sulfite pour la synth~se de la cystine, par l ' interm6diaire  de l 'acide cyst6ine- 
sulfinique, ne fait pas de doute, la radioactivit6 totale retrouv6e dans ces acides 
amines ne repr6sente qu 'une  proport ion tr~s faible de la radioactivit6 introduite.  Ceci 
peut s 'expliquer par le fait que le sulfite est rapidement  oxyd6 en sulfate *, dont  on 
salt que s'il diffuse vi te  dans les liquides interstit iels,  il p6n~tre lentement  dans les 
cellules. I1 est possible aussi que la perm6abilit6 cellulaire k l '6gard de l ' ion sulfite 
soit faible, comme pour l ' ion sulfate. Enfin, on peut penser que l ' ion sulfite peut 
~tre bloqu6 sous diverses formes, telles que les combinaisons bisulfitiques. De plus, 
il est probable que l 'activit~ du syst~me synth~tique mis en ~vidence ici, est dirig~ 
par les besoins de e l 'organisme animal  en acides amin6s soufr6s et que l ' incorporat ion 
du sulfite doit ~tre accrue chez des an imaux  tr~s jeunes ou carenc6s en acides amin6s 
soufr6s. 

RI~SUM]~ 

Ayant exclu la possibilit6 de syntheses bact6riennes dans le tube digestif et celle d'un 6,change 
entre le groupe sulfinyl de l'acide cyst6inesulfinique et le sulfite, on constate que le soufre du 
sulfite est utilis6 par le lapin pour la synth~se de la cystine, alors que, darts les m~mes conditions, 
le soufre ~ l'6tat de sulfate, de m~me radioactivit6 sp6cifique, n'est pas incorpor6 dans cet acide 
aminC De la comparaison des activit6s sp6cifiques relatives de l'acide cyst6inesulfinique, de la 
cystine et de la taurine isoMs apr~s un m~me temps, on peut conclure que l'acide cyst~inesulfinique 
est un pr6curseur de la cystine et de la taurine. I1 appara~t que l'acide cyst6inesulfinique peut 
ainsi ~tre r6duit dans l'organisme en cystine. L'oxydation de cette derni~re en l'acide sulfinique 
est donc biologiquement r6versible. 

BIBLIOGRAPHIE 

i H. TARVER ETC. L. A. SCHMIDT, J. Biol. Chem., 13o (1939) 67. 
2 H. BOSTROM ET S. AQvIsT, Acta Chem. Scand., 6 (1952) 1557. 
3 D. D. DZIEWZArKOWSKZ, J. Biol, Chem., 207 (1954) 181. 
4 L. J. MACr~LIN, P. B. PEARSON, C. A. DENTOr~ ET H. R. BIND, J. Biol. Chem., 205 (1953) 213. 
s R. J. BLOCK, J. A. STEKOL ET J. K. LOOSLX, Arch. Biochem. Biophys., 33 (1951) 353. 
6 F. CHAPEVlLLE ET P. FROMAGEOT, Biochim. Biophys. Acta, 14 (I954) 415 • 
7 F. Cr~APEVlLLE ET P. FROXIAGEOT, Biochem, Biophys. Acta, 17 (1955) 275. 
s S. MOORE ET W. H. STEIN, J. Biol. Chem., 176 (1948) 367. 
9 M. HEIMBERG, I. FEIDOVlCH ET P. HAr~DLEE, J. Biol. Chem., 204 (1953) 913. 

Re~u le IO aol~lt i955 


