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UTILISATION DES SULFITES PAR L'ANIMAL SUPERIEUR

Par MM. P. FROMAGEOT (#) & F. CHAPEVILLE (x*)

Lfutilisation du soufre sous forme oxydée et minérale, par
l'orgenisme supérieur, pour la syntheése de la cystine, a fait 1'ob-
jet de plusieurs “ravaux. Ni Tarver et Schmidt (1), ni Bostrom et
Agqvist fz) n'ont pu trouver une incorporation nette dans la cystine
du foie de la radioactivité du sulfate utilisé. Dziewiatkowski (3),
chez des rats jeunes, a observé au contraire une ircorporation du
soufre radioactif du sulfate marqué, sans entraineur., Apres injec-
tion & des poulets, Machklin (4) arrive 3 la m8me conclusion. Les ré-
sultats de Dziewiatkowski (3) et ceux des auteurs précédents ne sont
pas contradictoires puisque les conditions expérimentales choisies
par Dziewiatkowseki étaient beaucoup plus favorables & la mise en 4vi-
dence d'un phénoméne qui reste discret. On peut se demander d'une
part si la flore bactérienne du tube digestif ne peut 8tre rendue
responsable de cette transformation du sulfate en composé organique
réduit, comme c'est manifeste dans les travaux de Block (5) sur les
ruminants, et d'autre part, si ce n'est pas le soufre & 1'4tat de
sulfite et non de sulfate qui peut 8tre incorporé. Nous avons montré
"in vitro®™ que de la poudre acétonique de rein de lapin était capa-
ble d'utiliser le soufre radiocactif & 1'état de sulfite pour former
de 1%'acide cystéine sulfinique (6). Ce dernier peut provenir soit
d'une réaction inverse de celle qui conduit a i'acide pyruvique et
au 80,, soit d'un tout autre ensemble de réactions, donnant naissan-
ce 4 la cystine dont on sait que ltacide cystéine sulfinique provient
facilement (7), soit enfin d'un échange entre la molécule de sulfite
et le groupe sulfinyl de l'acide cystéine sulfinique (8).

Dans le présent travail, nous avons comparé chez le lapin
l'incorporation de sulfate et de sulfite radicactifs dans l1l'acide
cystéine sulfinique, la taurine et la cystine. Les animaux ont été
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éviscérés ou stérilisés pour éviter toute interférence de s bacté=-
ries du tube digestif. lous avons examiné aussi la possibilité d'un
échange entre le sulfite marqué et 12 groupe sulfinyl de ltacide
cystéine sulfinique chez le lapin. llous en concluons qu'il n'y a pas
dtéchange net, que le sulfite, mais pas le sulfate, est utilisé pour
la synthé¢se d'acide cystéine sulfinigue, par une réaction inverse de
la désulfinication, et que la cystine picvient Ce 1l'acide cystéine
sulfinigue par réduction,

PARTIE CXPERINIDITALE,

19/ Le sulfite utilisé provient soit de Harwell, soit du
service des Radioéléments, du C.Z.A. 3 Ch8tillon, ol il est ovtenu
par réduction de sulfate par le phosphore rouge, La radioactivité
du sulfite comme du sulfate est ajustée de fagon que 1l'on ait 1,3 me
pour 400 mg. de produit cristallisé.

2°/ Pour éviter toute influence de la flore micrcbienne
intestinale, les animazux sont, soit stérilisés, soit éviscérés.

a) Tréparation de l'animal par stérilisation.

On a traité trois animaux de la fagon suivante :

un lapin m8le fgé de deux mois, pesant 1300 g.

est soumis a la did¢te hydy¥ique pendant 48h., pen-
dant lesquelles il regoit en quatre injections
sous~cutanées 100 ml. de serum glucosé isotonique
ainsi que quatre lavements avec chaque Jjour 100 ml.
d'eau salée 4 9 5 pour accélérer 1l'évacunation du
contenu intestinal.

L'animal est ensuite anesthésié au Nembutal et
aprés une laparotomie, on procéde 2 un lavage
complet du tube digestif. Dans ce dut, on fait deux
ouvertures, l'une dans l'estomac, la seconde dans
le gros intestin. Apré¢s avoir évacué et lavé 1l'es-
tomac avec une solution de Tyrode & 38° on intro-
duit une sonde dans le pylore et dans le rectunm.

Sous une faible pression, on fait passer environ
deux litres de la solution de Tyrode qui sont éva-
cués par l'ouverture du gros intestin. Lorsque 1la
sqQlution est complétement limpide, on arr8te 1le
lavage. Par une suture en surjet et une suture d‘en
fouissement, on ferme les deux plaies.

On introduit dans l'estomac et dans divers points
de l'intestin 25 ml. d'une solution contenant

0,5 g. d'auréomycine et 2 g. de S04Nay non marqué.
On suture finalemeat la paroi abdominale et la
peau.

Deux heures apréds le réveil de l'animal, on 1lui
fait une premidre injection intra-veineuse du sul-
fite narqué, 9h, et 18h, aprads, on injecte 2 nou=-



veau du sulfite marqué., Au total, l'animal regoit
20 ml, d'une solution aqueuse contenant 400 mg. de

803l12 dont la radiocactivité est 7e¢ 1,3 mc,

(125,000,000 couys).,

En m8me temps, on lui injecte sous la peau une so-
lution nutritive constituée de 200 ml, d'une solu=
tion d'acides aminés* et 75 ml, de sérum glucosé
isotonique.

2§ h. aprés la dernidre injection de sulfite, on
sacrifie l'sanimal, Aprds un ensemencement sur
bouillon du contenu intestinal de l'animal et in-
cubation & 38° pendant 48 h., le milieu de cul-
ture est parfaitement limpide,

b)Préparation de 1'animal par éviscération,

Un lapin identique au précédent, soumis A la didte
hydrique pendant 24 h., est anesthésié et soumis
4 la respiration artificielle., Aprés une lapara-
tomie, on introduit une sonde dans le canal cholé-
doque pour recueillir la bile. Puis, on ligature
les vaisseaux intestinaux, on sectionne au niveau
du pylore et de la partie terminale du colon flot-
tant, 1'intestin que l'on retire.

Aprds cette opération, l'animal recoit en injec-
tion continue pendant 40 minutes, dans la veine
Jjugulaire, 10 ml de solution aqueuse contenant
400 mg, de sulfite marqué, représentant 1,3 mo.
ot simultanément dans la veine de 1l'oreille

200 mg. d'acide glutamique et 100 mg. d'acide
pyruvique, dissous dans 40 ml. dfeau.

30 minutes aprds la fin des injections, on ss-
crifie l'animal, '

Lt'expérience a été répétée 5 fois.

PRELEVEMENT & TRAITEMERT DES ORGANES,

Dans un cas commg dans l'autre, immédiatement aprés la

® Leucine 200 mg., Isoleucine 100 mg., Tyrosine 500 mg.,
Tryptophane 400 mg., Acide glutamique 1 G. Histidine 200 mg,,
Proline 300 mg., Glycine 1 g., Valine 200 mg., Arginine 200 mg,,
Thréonine 200 mg., pour 250 ml. d'eau. On chauffe au bain-marie
bouillant 10 minutes. Aprés refroidissement et passage sur papier
filtre, on met la solution en ampoules et stérilise par Tyndali-
sation. :
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mort, on préldve la peau dont on coupe les poils, les muscles de 1la
cuisse, le foie et les reins et on réunit les autres viscdres, pou=-
mon, coeur, estomac vide, enfin le cerveau, Sauf la peau, les orga-
nes sont découpés en morceaux et plongés dans l'eau bouillante pen-
dant 10 mn, On en fait un extrait aqueux selon la technique
d'Avapara (8), de fagon que 1 ml, de cet extrait corresponde & 10 g.

La peau et les fractions insolubles provenant de l'opéra-
tion précédente sont deshydratées par l'acétone, séchées et hydro=-
lysées 12 h, & reflux par de l'acide chlorhydrique 6 N renfermant
10% d*acide formique, & raison de 25 mi, d'acide pour 1 g, de tissu
sec, Pour ce traitement, les parties insolubles du foie et du rein
sont réunies, .

Les 4/5 des extraits aqueux du rein et du foie sont
réunis et utilisés pour i'isolement de la cystine libre selon la
technique de Dziewiatkowski, le reste est analysé par chromatogra-
phie et ionophordse sur papier (6).

Dans les hydrolysats, on isole la cystine par la méme
méthode (3). La bile (5 ml.) recueiillie au cours des expériences
sur les lapins anesthésiés est hydrolysée par ltacide chlorydrique
6 N pendant 12 h. & 100° en tube scellé, L'hydrolysat, évaporé
sous vide, repris par l'eau est passé sur une colonne d'Amberlite
IR4B(1x 15 cm,), préalablement lavé avec l'acétique N et 2
l'eau, Le filtrat est passéd sur une colonne de permutite 50(1x15cm)
forme H (HC1 N). Dans le filtrat se trouve la taurine, caractérisée
par chromatographie sur papier dans les solvants suivants :

Butanol normal, acide formique, eau (75 : 10 : 15)
Phénol, eau (80 : 20) '
Butanol tertiaire, acide formique, eau (75:10:15)

RESULTATS

Acide cystéine sulfinique.

Dans les lapins sacrifiés 28h., aprds la fin de 1l'injection
du sulfite, nous n'avons pas pu déceler la présence d'#cide cystéine
sulfinique dans les extraits aqueux du foie, du rein, du muscle et
du cerveau,

Chez les animaux sacrifiés trente minutes apreés la fin
de 1'injection du sulfite, on a pu caractériser dans l'extrait
aqueux du foie et du rein, par chromatographie sur papier et par
ionophorése sur papier (65 dans deux lapins sur cing, l'acide cys=
téine sulfinique. Les taches correspondant a cette substance, dans
la chromatographie sur papier darns le butanol normal, acide for=-
mique, eau, sont éludes et soumises A& l'ionophordse sur papier a
pH 2.7 pendant 5 h, (6). On élue la zone correspondant & l'acide
cystéine sulfinique, 1'éluat sert au dosage par la méthode de
Moore et Stein de l'acide cystéine sulfinique contenu, ainsi qu'i
la mesure de la radiocactivité, ltactivité spécifique de l'acide
cystéire sulfinique est de : 780 cpm/mg.



Taurine.,

Aprts purification sur colonne dtamberlite et de permutite
de 1'hydrolysat de la bile des lapins anesthésiés, le filtrat ren-
fermant la taurine est soumis 3 une chromatographie préparative sur
papier dans le phénol-eau., Aprés élution des zones du papier corres-
pondant & la taurine, on dose cet acide aminé par la ninhydrine et
mesure la radioactivité. Ltactivité spécifique est de 420 cpm/mg.

Dans les expériences faites avec du sulfate (1,3 mc/

400 mg) nous ntavone pu déceler ni acide cystéine sulfinique, ni
taurine radioactive).

Czstine.

L'activité spécifique de la cystine isolée des divers
organes est donnée dans le tableau ci~dessous :

Cystine - activité spécifique en cpm/mg
Organe Apres injection de aprés injection de
sulfate sulfite

Aprés 30 minutes Apres 30mn‘Aprés 28h
Peau 0,80 0,8 7
Viscdres - - 17
Foie-rein 0,6 8,6 20
(protéine)
Muscle 0,58 0,9 8,6
Foie~rein
(extrait solu- 5 100 -
ble)

DISCUSSION :

Ayant exclu la possibilité de synthéses bactériennes dans
le tube digestif et l'échange entre le groupe sulfinyl de l'acide
cystéine suifinique et le sulfite, nous montrons que le soufre du
sulfitec est utdisé par le lapin pour la synthese de la cystine,
alors que le soufre 3 1'état de sulfate, de m8me radioactivité spé-
cifique n'est pas incorporé dans cet acide aminé, De la comparai-
son des activités spécifiques de 1l'acide cystéine sulfinique
(700 cpm/mg), de la cystine (100 cpm/mg) et de la taurine (420cpm/mg)
isolés, on peut conclure gue l'acide cystéine sulfinique est un pré-
curseur de la cystine et de la taurine., I]1 en résulte que l'acide
cystéine sulfinique peut &tr¢ réduit dans l'organisme en cystéine.

L'oxydation de cette derniér¥ est donc reversivle. Que l'activité
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spécifique de la taurine, de la bile scit supérieure & celle de la
cystine, peut s'expliquer en admettant soit que la décarboxylation

de 1'acide cystéine sulfinique et #on oxydation ultérieure est plus
rapide que sa #éduction en cystéi..., soit que la taurine peut se
synthétiser directement 4 partir de sulfate, provenant de lfoxydation
du sulfite introduit, soit enfin que la taurine préformée peut
échanger son soufre contre celvi du sulfate radioactif présent,

Les résultats que Machlin (9) obtient aprds injection de
80+ chez le poulet et dans l'oeuf fécondé semblent confirmer ces
deux dernidres hypothé¢ses., Mais il n'est pas possible d'extrapoler
ces résultats obtenus chez l'oiseau ou le lapin, car i1 n'est pas
certain que les mammifdres et les oiseaux aient un métabolisme du
soufre semblable,

Si l'utilisation du soufre & 1'état de sulfite pour la
synthé¢se de la cystine, par l'intermédiaire de l'acide cystéine sul-
finique, ne fait pas de doute, la radioactivité totale retrouvée
dans ces acides aminés reste faible en comparaison de la radioacti-
vité introduite,

Ceci peut s'expliquer par 1la faible radioactivité spéci-
fique du sulfite injecté et par le fait que le sulfite introduit
peut se condenser avec un métabolite essentiel, par combinaison
bisulfitique, €e qui retire tant ce métatolite que le sulfile de la
synthdse biologique de lfacide cystéine sulfinique. D'autre part,
i1 est possible que 1l'ion sulfite se comporte comme 1l'ion sulfate
dont on sait que s'il diffuse vite dans les liquides interstitiels,
il pénétre lentement dans les cellules, Il en résulte que le sulfite
peut 8tre en grande partie oxydé en sulfate (10) avant d'8tre sus-
ceptible d'8tre incorporé. Enfin, il est problable que ltactivité
du systdme synthétique mis en évidence iai, est dirigé par les be~
soins de l'organisme animal en acides amihés soufrés et que 1l'in-
corporation du sulfite doit 8tre accrfle chez des animaux treés jeu-
nes, ou carencés en acides aminés soufrés,
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