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LA FORMATION E N Z Y M A T I Q U E  D E  L'ACIDE C Y S T E I N E S U L F I N I Q U E  

.~ P A R T I R  D E  S U L F I T E  P A R  L ' E M B R Y O N  D E  V E A U  

P. F R O M A G E O T ,  F. C H A P E V I L L E  ET L. P E T I T  

Service de Biologic, Commissariat £~ l'Energie A/omique, Saclay, Sei~ze & Oise (France) 

Un pr6c6dent travaiP a montr6 que la poudre ac6tonique de rein de lapin est capable 
d'assurer, par voie enzymatique, la condensation de sulfite radioactif et d'une mol6cule 
organique, sous forme d'acide cyst6inesulfinique. Par la suite, on a observ6 le m6me 
ph6nom~ne in vivo, chez le lapin". Dans ce dernier cas, on a isol6 apr~s administration 
de sulfite marqu6 non seulement de l'aeide cyst~inesulfinique asS, mais aussi de la 
cystine a~S et de la taurine asS. 

Nous avons repris l'examen de cette condensation du sulfite aaS en pr6sence de 
foie d'embryon de veau, in vitro. La plus forte activit6 sp6cifique du sulfite ass 
employ6 a permis l'addition d'acide cyst6inesulfinique comme entraineur. On peut 
alors en pr6parer un d6riv6, l'acide dinitroph6nylcyst6ique, qui confirme l'identit£~ 
du produit isol6 et en mesurer la quantit6. On observe aussi, £ la fin de l'incubation, 
la pr6sence de compos6s organiques soufr6s non amin6s et qui ne sont pas des esters 
de l'acide sulfurique. 

En ce qui concerne la nature de la mol6cule organique susceptible, chez l'animal 
sup6rieur, de fixer le sulfite pour donner ensuite plus ou moins directement l'acide 
cyst6inesulfinique, nous avions admis pr6c6demment I que l'acide pyruvique puisse 
jouer un tel r61e, par analogie avec son aptitude ~ fixer le CO~ pour donner l'acide 
oxalac6tique. D'autre part, ROBERTS et coil)  ont montr6 que chez E. coli, la s6rine 
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est capable de r6agir avec le thiosulfate pour fournir de la cyst6ine. II 6tait donc 
int6ressant de le comparer k la synth6se de l'acide cyst6inesulfinique en pr6sence de 
pyruvate et en pr6sence de s6rine. 

PARTIE EXP~RIMENTALE 

Le sulfi te asS de s o d i u m  est  ob tenu  c o m m e  il a 6t6 indiqu6 en 1. Sa radioact iv i t6  correspond 
env i ron  25o,ooo i .p .m,  p a r  #*mole dans  nos  condi t ions  de mesure .  

Prdparation enzymatique 
Du foie d ' e m b r y o n  de veau  ~g6 d ' e n v i r o n  c inq  mois  es t  broy4 avec  deux  fois son  poids de  t a m p o n  
p h o s p h a t e  de p o t a s s i u m  0.05 M ~ p H  7-3, c o n t e n a n t  0 .3% de KC1. I1 a 6t6 mon t r6  en effet qne  
l ' ion K + favorise  la p6n6t ra t ion  de l ' ion S O 4 - -  ~ t r ave r s  la m e m b r a n e  cellulaire 4 et il est  possible 
que  cela soit  auss i  vrai  pour  l ' ion S O s - - .  

Disposition des expdriences 
On fai t  i ncuber  dans  c h a q u e  cas /t 3 8 ° C  et  sous  cou ran t  d ' azo te  c o n t e n a n t  moins  de 0.o2 ° 5 
d 'oxyg6ne ,  p e n d a n t  3 ° ou 60 m i n u t e s  dans  des cellules de Desnuel le :  5 g de b roya t  de role, io ml  
de t a m p o n ,  16 / ,mo le s  de sulfite 3sS de sodium.  De plus,  dans  les exp6riences de la s4rie I, on 
a jou te  25 ° / *mo le s  de p y r u v a t e  de s o d i u m  et 250 #moles  de g l u t a m a t e  de sodium1; dans  la s6rie II  
on a jou te  s eu l emen t  25o / ,mo l e s  de s6rine. Apr6s incuba t ion ,  on add i t ionne  le m61ange de IOO ml  
d 'a lcool  6 thyl ique  absolu  boui l lan t  e t  de 5oo # g  d ' ac ide  cys t6 inesul f in ique  non  m a r q u 6  c o m m e  
en t ra tneur .  On  pou r su i t  l '6bull i t ion p e n d a n t  io  minu te s .  On  laisse refroidir  5. la glaci6re p e n d a n t  
une  nu i t  et  on centr i fuge.  On  distille sous  vide l 'alcool que  con t i en t  le s u r n a g e a n t  et  s o u m e t  
la solut ion aqueuse  ob tenue  ~ l ' ex t rac t ion  pa r  le chloroforme.  La  solut ion priv6e de graisses est  
alors ana lys6e  c o m m e  le m o n t r e  le Sch6ma I. 

EXTRAIT AQUEUX BRUT 

P e r m u t i t e  5 ° (H) 
i I ( o . 9  × 20 cm) 

(a) F i l t r a t  

( taurine,  aeide cyst6ine-  
sul f in ique e t  acide cyst6ique)  

N 
E lu t ion  pa r  HC1 - -  (5o ml) 

I 5° 

(b) (hypo tau r ine  et  t races  
d ' ac ide  cyst6ique)  

\ 
Amber l i t e  I R 4 B  (forme ac6tique) 
/ I (0.9 x 20 cm) 

L a v a g e  pa r  acide ae6t ique N 

(A) F i l t r a t  ( taur ine + h y p o t a u r i n e  + 
cystine) 

E l u t i o n  pa r  HC1 1. 5 N (80 ml) 

(13) (acide cyst6inesulf in ique,  acide 
cyst6ique,  s u b s t a n c e s  acides 
soufr6es, non  amin6es)  

Tou te s  les f rac t ions  son t  concent r6es  sous  vide ~ sec et  reprises pa r  que lques  ml  d ' eau .  

Du  fi l t rat  (a) de la p e r m u t i t e ,  on isole la t au r i ne  ~ l '6 ta t  de D N P - t a u r i n e .  L'61uat  (b) de la p e r m u t i t e  
es t  soumis  A l '61ectrophor6se su r  pap ie r  ~ p H  2.71. 

D u  fi l t rat  (A) de l ' amber l i te ,  on ob t i en t  la cys t ine  pa r  pr6c ip i ta t ion  du mercap t ide  cu iv reux  5. 
Apr6s 61imination du  cuivre,  on t r a n s f o r m e  la cys t ine  en d in i t roph6nyl (DNP)-d6r iv6  s. Pu is  la 
t au r ine  et  l ' h y p o t a u r i n e  son t  isol6es ~ l ' 6 ta t  de D N P - t a u r i n e ;  en  effet, l ' h y p o t a u r i n e  en  pr6sence 
de f luorodini t robenz6ne (FDNB)  es t  oxyd6e  et  on ne  r e t rouve  que  de la DNP- t au r ine ,  de  sorte  
que  la D N P - t a u r i n e  issue  du  f i l t rat  de l ' amber l i t e  cor respond et  /~ la t au r ine  et  & l ' h y p o t a u r i n e  
pr6sen tes  in i t ia lement ,  la t au r i ne  s e r v a n t  d ' en t r a ineu r .  

De l '61uat (B) de l ' amber l i t e ,  on isole l 'ac ide cys t6 inesu l f in ique  sous  forme d ' ac ide  D N P -  
cys t6 ique .  D a n s  ce cas  aussi ,  le F D N B  agi t  c o m m e  o x y d a n t .  Une  par t ie  de l '61uat (B), enfin, es t  
ch roma tog raph i6e  d i r e c t e m e n t  dans  le b u t a n o l  t e r t i a i r e -ac ide  f o r m i q u e - e a u  (75:1o:  15). 

Les  DNP-amino -a c i de s ,  D N P - t a u r i n e  et  acide D N P - c y s t 6 i q u e  son t  purifi6s pa r  c h r o m a t o -  
g raph ies  sucess ives  su r  pap ie r  (Schleicher e t  Schiill No. 2043 B) dans  les so lvan t s  s u i v a n t s  : b u t a n o l  
n o r m a l - a c i d e  f o r m i q u e - e a u  (75 : i o: 15) ; py r id ine -a lcoo l  i s o a m y l i q u e - e a u  (25 : 28 : 2 i)7. La  mesu re  
de la densi t6  op t ique  de l 'ac ide D N P - c y s t 6 i q u e  es t  fa i te  dans  l 'acool 6 thy l ique  r e n f e r m a n t  lO% 
d 'ac ide  ac6t ique g 340 m/~, l ' ex t inc t ion  mol6culaire  6 t an t  de 1.49" lOa. 
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R~SUI.TATS 

Filtrat (a) de la permutite 

La DNP-taurine obtenue, chromatographi6e successivement dans les solvants in- 
diqu6s, se r6vble non radioactive. Tr('s proche de la zone off la DNP-taurine se locatise, 
on trouve une substance non amin6e et radioactive qui ne se s~pare bien de la DNP- 
taurine que si l 'on d6veloppe le chromatogramme assez longtemps. Ainsi, dans le 
n-butanol-acide formique-eau, le RF de la DNP-taurine est 0.30, eelui de la substance 
radioactive de 0.34. 

Eluat (b) de la permutite 

L'ionophorhse de l'61uat (b) de la pernlutite montre une bande correspondant ~ l'acide 
cyst6ique 3sS et une tache radioactive, r6agissant avec la ninhydrine et l 'iodoplatinate, 
qui correspond ~ l 'bypotaurine.  

Filtrat (A) de l' amberlite 

La DNP-taurine pr6par6e qui correspond ~ la somme de l 'hypotaurine form~e et de 
la taurine pr4existante est aussi chromatographi6e comme celle isol6e du filtrat de 
la permutite. Puis, comme purification suppl6mentaire, on hydrolyse en tube scell6 
par de l 'ammoniaque concentr6e 8 et chromatographie dans le ph6nol-eau. La taurine 
ainsi obtenue se r6v~le 16g~rement radioactive et la radioactivit6 d6cel6e par auto- 
radiographie coincide exactement avec la coloration obtenue par la ninhydrine. Ceci 
confirme le r6sultat de l'ionophor6se et d6montre qu'il se forme, au cours de l ' incuba- 
tion tant  dans les s6ries I que II ,  de l 'hypotaurine. 

DPN-N-cystine: isol6e du filtrat (A) de l 'amberlite et purifi6e par chromato- 
graphie, Fautoradiographie du chromatogramme montre qu'il n 'y  a pas de radio- 
activit6 associ6e ~ cette substance (exposition de I mois qui permet de d6tecter 3 
i.p.m, au-dessus du mouvement propre au compteur, dans nos conditions de mesure). 

EIuat (B) de l'amberlite 

L'autoradiographie du chromatogramme sur papier dans le butanol tertiaire-acide 
formique-eau de l'61uat de l 'amberlite, pr6sente l 'aspect donn6 par la Fig. I. On y 
distingue des zones radioactives appel6es A, A', B, C. La zone A 61u6e et rechromato- 
graphi6e dans le butanol-acide formique-eau, ne contient aucune substance r6agissant 

la ninhydrine. La zone A' est constitute d'acide cyst6inesulfinique et d'acide 
cyst6ique d'une part, et d'une substance radioactive d 'autre part, qui ne r6agit pas 
avec la ninhydrine. L'acide cyst6inesulfinique et l 'acide cyst6ique pr6sents dans la 
zone A' sont tous deux radioactifs. Le chromatogramme dans le ph6nol de la zone B 
61u6e, conduit ~ la d6tection de diverses substances radioactives. La zone C, enfin, 
dont la radioactivit6 est trois fois sup6rieure k celle de la zone A', correspond k des 
substances qui ne r6agissent pas avec la ninhydrine, ni avec le nitrate d'argent 
ammoniacal. Ces substances sont de plus tr~s acides, k e n  juger par leur r6tention par 
l 'amberlite IR4B, et par leur forte migration vers l 'anode au cours d'61ectrophor~se 
sur papier ~ pH 2.7, migration sup6rieure ~ celle de l'acide cyst6ique. Elu6es du papier 
et rechromatographi6es dans la pyridine-alcool isoamylique-eau, ces substances 
donnent lieu k un chromatogramme dont l 'autoradiographie est reproduite par la 
Fig. 2. Si on les soumet h l 'hydrolyse chlorhydrique, il n 'y  a pas lib6ration de sulfate, 
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mais  une modif icat ion de s t ruc ture  appara l t ,  et l 'on ob t ien t  des ch roma tog rammes  
diff6rents. La  na tu re  de ces compos6s est ac tue l lement  inconnue.  On peu t  seulement  
dire qu ' aucun  n 'es t  ident ique  ~ l ' ac ide  is6thionique,  ni aux  produi t s  p rovenan t  de 
l ' ac t ion  de l 'ac ide n i t reux  sur l ' ac ide  cyst6ique.  P a r m i  les p rodui t s  issus de la zone C 
t ra i t6e  pa r  l ' ac ide  chlorhydr ique ,  a p p a r a l t  un cons t i tuan t  non c6tonique (X) dont  lea 

R F sont :  

o.69 dans  la py r id ine -a lcoo l  isoamylique-eau. 
0.55 dans  le ph6nol-eau.  
0.77 dans  le bu tano l  t e r t i a i r e -ac ide  formique-eau .  
0.50 dans  le n -bu t ano l - ac ide  formique-eau .  

B 

Fig. i. Autoradiographie du 
chromatogramme sur papier 
de l'61uat de l'amberlite par 

HC1 1. 5 N. 

Fig. 2. Autoradiographie d'un chro- 
matogramme dans le melange: 
pyridine-alcool isoamylique-eau. 

A' I: zone C de la Fig. I. I I :  Produit 
(X). I I I :  Produits form6s par action 

A de l'acide nitreux sur l'acide cy- 
st6!que 35S. IV : Produits form6s par 
l'action de l'acide nitreux sur la 
taurine 35S. V : Produits non amin6s 
provenant de l'incubation de 
Na~35SO4 et d'embryon de poulet 

in vitro. 

I II III  IV  V 

Signalons que la subs tance  qui cor respond ~ cet te  t ache  se forme en quant i t6s  
re la t ivement  impor t an te s  pa r  incuba t ion  de sulfite et de foie de poisson (Carassius), 
dans  les condi t ions d6crites pour  le foie d ' e m b r y o n  de veau. De plus, si on fa i t  incuber  
l 'ensemble des substances  non amin6es qui  forment  la zone C (Fig. I) avec du b r o y a t  
d ' embryons  de lap in  ~g6s de hui t  jours, on ob t ien t  une substance  amin6e, r6ductr ice  
et r ad ioac t ive  qui, ~ l ' ionophor~se sur pap ie r  ~ p H  8.6 et k p H  2. 7 se compor te  comme 
l 'ac ide  cyst6inesulfinique. 

L ' ac ide  DNP-cys t6 ique  qui p rov ien t  de la r6act ion de l'61uat de l ' amber l i t e  avec 
le F D N B ,  est purifi6 comme on l ' a  dit .  La  rad ioac t iv i t6  sp6cifique de l ' ac ide  cyst6ine- 
sulfinique isol6 ~ l '6 ta t  d ' ac ide  DNP-cys t6 ique  au cours de diverses experiences dans  
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lesquelles la radioactivit6 sp6cifique du sulfite 3~S est la m~me, est donn6e dans le 
Tableau I. 

T A B L E A U  I 

RADIOACTIVIT]~ SPI~CIFIQUE DE L'ACIDE CYSTt~INESULFINIQUE 

(en i .p .m. /mg)  

Expdriences 
5drie I Sdrie I I  

3o minutes 60 minutes 30 minutes 60 minutes 

A 159,ooo 92,000 
B 18,5oo 15,5oo 11,5oo 2,12o 
C 29,5oo Io,3oo 16,6oo 2,14o 

DISCUSSION 

Que l 'animal sup6rieur puisse synth6tiser ~ part ir  de sulfite 35S de l'acide cyst6ine- 
sulfinique 35S avai t  6t6 pr6c6demment d6montr61. Cet acide est mis en 6vidence ici 
apr~s dilution par de l'acide cyst6inesulfinique non marqu6, ~ l '6tat de DNP-d6riv6 
de l'acide cyst6ique. L'acide cyst6ique que l'on d6tecte par chromatographie de 
l'61uat de l 'amberlite provient certainement pour la plus grande part  d'une oxydation 
en c0urs de manipulations. En effet, il ne se forme pas de taurine 35S d'une fa~on 
d6tectable. On observe au contraire de l 'hypotaurine 35S. Ce fait prouve que le foie 
d 'embryon de veau poss6de une d6carboxylase active sur l'acide cyst6inesulfinique. 
On admet qu'une telle d6carboxylase peut ~tre aussi, quoiqu% un moindre degr6, 
active sur l'acide cyst6ique 9. Si l'acide cyst6ique dont on constate la pr6sence sur le 
chromatogramme de l'61uat de l 'amberlite, se formait au cours de l 'incubation, il 
devrait  conduire k une certaine formation de taurine 35S, ce qui n'est pas. On admet t ra  
donc que la radioactivit6 trouv6e sous forme d'acide DNP-cyst6ique provient de 
l'acide cyst6inesulfinique pr6sent ~ la fin de l 'incubation. Ceci permet de calculer la 
quantit6 de cette substance existant dans le milieu au moment de l'arr~t des r6actions 
enzymatiques. En effet, pour une radioactivit6 sp6cifique de sulfite 3~S de 2.4"1o 6 
i.p.m./mg, on dolt obtenir un acide cyst6inesulfinique d'activit6 sp6cifique 1.97.1o 6 
i.p.m./mg; puisqu'il n 'y  a pas de r6duction de cet acide en cystine 35S, il n 'y  a pas 
d 'apport  d'acide cyst6inesulfinique 35S de radioactivit6 sp6cifique diff6rente. De 
plus, la quantit6 d'acide cyst6inesulfiniqne non marqu6 naturellement pr6sente dans 
le foie est tr6s faible, et n6gligeable par rapport  ~ la quantit6 ajout6e (500 t'g) comme 
entraineur. On en conclut, par exemple dans l'exp6rience B, qu'apr~s 30 minutes 
on retrouve 0.47 ~g d'acide cyst6inesulfinique dans la s6rie I e t  0.2 9 t*g dans la s6rie II.  
On peut dire aussi que l'on retrouve sous forme d'acide cyst6inesulfinique, 0.2 % et 
o . I  % de la radioactivit6 introduite ~ l '6tat de sulfite. Ce rendement est de 1.6 % pour 
Pexp6rience A (30 minutes - s6rie I). Les diff6rences dans le broyage du tissu h@atique, 
comme les variations des races des embryons et des saisons de pr61~vement, peuvent 
rendre compte en partie de la variabilit6 des rendements. N4anmoins, on retrouve 
r6guli~rement moins d'acide cyst~inesulfinique apr~s 60 minutes qu'apr6s 30 minutes. 
Ceci indique qu'un facteur essentiel de la synth6se disparait rapidement, alors que 
la destruction de l'acide cyst6inesulfinique, soit par d6carboxylation, soit par d6sulfina- 
tion, poursuit son cours. De plus, les rendements sont meilleurs en pr6sence de pyruvate  
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q u ' e n  p r 6 s e n c e  d e  s ~ r i n e .  C e l a  p e u t  ~ t r e  r a p p o r t 6  a u  f a i t  q u e  l a  s 6 r i n e  e s t  u n e  m o l 6 c u l e  

m o i n s  p r o c h e  q u e  le p y r u v a t e ,  d e  l a  s t r u c t u r e  d e  l ' a c c e p t e u r  d e  s u l f i t e ,  o u  ~ u n e  

r 6 a c t i o n  p a r a l l ~ l e  d e  l a  s 6 r i n e  s u r  u n  f a c t e u r  e s s e n t i e l  d e  l a  c o n d e n s a t i o n  d u  s u l f i t e  

e t  d e  s o n  a c c e p t e u r .  N o s  r 6 s u l t a t s  n e  p e r m e t t e n t  p a s  d e  c h o i s i r  e n t r e  c e s  d e u x  

h y p o t h e s e s .  

R ~ S U M t ~  

Un  b r o y a t  de foie d ' e m b r y o n  de veau ,  m i s  ~ incuber  ~ 380 C sous  azote  avec du  sulfite de sod ium 
35S, du  p y r u v a t e  et  de l 'acide g lu t amique ,  condu i t  A la fo rma t ion  d 'ac ide  cys t6 inesu l f in ique  3sS, 
isol6 ~ l '6 ta t  de DNP-d6r iv6 .  On  t r ouve  auss i  de l ' h y p o t a u r i n e  zsS, ma i s  pas  de t au r ine  zsS ni de 
cys t ine  35S. On  a mesu r6  la quan t i t 6  d ' ac ide  cys t~inesul f in ique  ex i s t an t  dans  le mil ieu ~ la fin de 
l ' i ncuba t ion .  E n  pr6sence de s6rine, ce t te  quan t i t~  es t  n o t a b l e m e n t  p lus  faible. 

D ' a u t r e  p a r t  il a p p a r a i t  au  cours  de l ' i ncuba t ion  du  sulf i te  avec  le foie d ' e m b r y o n  de veau  
des subs t ances  soufr6es  organiques ,  non  amin6es ,  d o n t  une  ou p lus ieurs  p e u v e n t  6tre, soit  directe-  
men t ,  soit  i n d i r e c t e m e n t  t r ans fo rm6es  en un  p rodu i t  don t  les carac t6r i s t iques  A l ' ionophor~se sur  
papier  son t  celles de l 'ac ide cyst6inesulf in ique.  

I1 es t  6tabli  enfin, que  dans  les condi t ions  employ6es ,  l 'ac ide cys t6 inesul f in ique  n ' e s t  pas  
r6dui t  en  cyst ine.  In vivo au  contraire ,  la r6duc t ion  es t  possible  2. 

S U M M A R Y  

I n c u b a t i o n  of g r o u n d  embryon i c  calf l iver unde r  n i t rogen  a t  380 C w i t h  asS-labelled sod ium sulphi te ,  
p y r u v a t e  and  g lu t amic  acid, leads to t he  f o r m a t i o n  of 3SS-cysteinesulphinic acid, isolated as t he  
DNP-de r iva t ive .  asS-hypotaur ine  is also found,  b u t  no t  35S-taurine or 35S-cystine. The  a m o u n t  of 
cys te inesu lph in ic  acid p resen t  in t he  m e d i u m  a t  the  end  of the  incuba t ion  ha s  been measu red .  
In  t he  presence of serine th i s  a m o u n t  is no t i ceab ly  less. 

In  t he  course  of t h e  i ncuba t ion  of the  su lph i t e  wi th  embryon ic  calf liver, organic  s u l p h u r  
c o m p o u n d s  w i t h o u t  ami no  g roups  are also fo rmed .  Of these,  one or more  can  be  t r ans fo rmed ,  
e i ther  d i rect ly  or indirect ly ,  into  a p roduc t  whose  proper t ies  on pape r  ionophores is  are t he  s a m e  
as those  of cys te inesu lph in ic  acid. 

F ina l ly  i t  h a s  been es tab l i shed  t h a t  u n d e r  t he  condi t ions  employed ,  cys te inesu lph in ic  acid 
is no t  reduced  to cys t ine .  In  vivo, on the  con t ra ry ,  th i s  r educ t ion  is possible  2. 
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