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wurde nach Van Slyke & Folchl) nass verbrannt und das gebildete Kohlendioxyd ebenfalls 
als Bariumcarbonat gefallt. Aktivitatsbestimmungen wirrden mit Hilfe eines Gasstrom- 
zahlers (Tracerlab) ausgefiihrt. Die Fehlergrenze der in Tabelle I angegebenen Wcrte liegt 
bei & 5%. 

Tabelle I. 
14C-Gehalt (spezifische Aktivitat) von C-Atom 7 in biosynthetischem Cholesterin. 

C;H,14COOH Radioaktive Vorstufe 
gef. I Theorie2) 

14CH,COOH 
gef. I Theorie2) 

37,O 
C-Atom 7 . . . . . . . a) 1,5; b) < 1 
Cholesterin . . . . . . i 

SUMMARY. 

Carbon atom 7 in biosynthetic cholesterol is shown t o  be derived 
from a methyl carbon of acetic acid. This result is discussed in relation 
to  current hypotheses regarding the biological conversion of squalene 
t o  cholesterol. 

Organisch-chemisches Laboratorium 
der Eidg. Technischen Hochschule, Zurich. 

200. Syntheses d’esters phosphoriques d’intCr8t biologique I11 3). 

Synthese des acides a-D-mannose-1-phosphorique, 
D -mannose - 6 -phosphor ique et a - D -mannose - 1’6 - diphos phor i que. 

Action de la phosphoglucomutase 
par Th. Posternak et J. P. Rosselet. 

(27 VIII 53)  

Certains acides a-aldose-1-phosphoriques pr&sentent, comme on 
xait, un intdr6t biochimique considkrable. 

C’est par l’intermbdiaire de l’acide cc-glucosc-1 -phosphorique que s’cffectuent la d6- 
gradation et la synthbse enzymatiques de l’amidon et du glycogbne. L’acide cc-galactose-l- 
phosphorique iritcrvient dans la transformation biologique rbvcrsible du galactose en glu- 
cose. L’acide cr-glucose-1,6-diphosphorique agit comme coferment dc la phosphogluco- 
niutase. 

La synthese d’acicles a-aldose-1-phosphoriques peut s’effectuer 
par deux mkthodes. 

I )  D. D. Vun 8Zyke & J .  Folch, J. Biol. Chem. 136, 509 (1940). 
2, Berechnet auf Grund der Annahme, dass von den 27 C-Atomen des Cholesterins 

15 von Methyl- und 12 von Carboxyl-C-Atomen der Essigsaure stammen ( H .  N .  Little & 
K.  Utoch, ,T. Uiol. Chem. 183, 33 (1950)). 

3, Communication I: Th. Postarnak, J. Biol. Chem. 180, 1269 (1949); communica- 
tion 11: Th. Postenzak, Am. Soc. 72, 4824 (1950). 
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1. D’aprhs Cori, Colowick & Coril) ,  un a-acetobromoaldose est 
trait6 par le phosphate triargentique. Le produit de Condensation qui 
consiste, semble-t-il, essentiellement en un triester est ensuite soumis 
a une hydrolyse acide partielle (ce qui a pour effet d’eliminer deux 
restes d’aldose) et enfin desac6tyl6. Les rendements sont trhs me- 
diocres, car cette methode comporte la perte des deux tiers de l’aldose 
de depart. 

2. Un a-ac6tobromoaldose est condense avec le diphenylphos- 
phate d’argent. Les restes phenyle sont ensuite BliminBs par hydro- 
gBnation catalytique et les restes acetyle par traitement au moyen des 
alcalis. I1 se forme ainsi un ester aldose-1-phosphorique qui est en 
quantite preponddrante sous forme a. Cette methode qui fournit des 
rendements bien supbrieurs B la precddente a permis la preparation 
des deriv6s suivants du glucose et du galactose : acides a-D-glucose -1- 
phosphoriquez), a-n-galactose-1-phosphorique 2) ,  a-D-glucose-l,6-di- 
phosphoriq~e~) et a-lactose-1-pho~phorique~). I1 est interessant de 
constater que la condensation des m6mes a-ac6tobromo-aldoses avec le 
dibenzylphosphate d’argent5) ou avec le melange design6 sous le nom 
de ((phosphate monoargentique D ~ )  s’accompagne par contre d’une 
inversion de Walden et conduit ainsi a la formation de derives d’esters 
8-aldose-1-phosphoriques. 

Dans le present travail, nous avons eherchb a prepsrer des esters 
a-1-phosphoriques derivant du mannose. 

Nous sommes partis de l’wac6tochloromannose (I)’). Sa conden- 
sation avec le diphenylphosphate d’argents) suivie d’hydrogholyse 
et de desacetylation conduit essentiellement a un acide mannose-l- 
phosphorique dextrogyre transformable, eomme nous le verrons, par 
la phosphoglucomutase et qui ne peut representer que la forme a (IV)9). 

Nous avons cherche en outre B prBparer l’isomhre ,8 (V) par con- 
densation de l’ac6tochloromttnnose avec le dibenzylphosphate d’argent 
suivi d’hydrogenolyse et de desacktylation ou encore par condensation 
avec le ((phosphate monoargentique ))lo) suivie de dbsac6tylation. Comme 
nous l’avons constate, c’est de nouveau l’isomkre a qui se forme es- 

l) J. Biol. Chem. 121, 465 (1937). 
z, Th. Posternak, Am. SOC. 72, 4824 (1950). 
3, Th. Posternak, J. Biol. Chem. 180, 1269 (1949). 
*) Reithel, Am. SOC. 74, 4211 (1952). 
5 ,  Wolfrom, Smith, Pletcker & Brown, Am. Soc. 64, 23 (1942). 
6 ,  Reithel, Am. SOC. 67, 1056 (1945); 74, 4211 (1952). 
’) Cette substance cristallise beaucoup plus facilement que le derivk bromi? corres- 

8 ,  Le produit de condensation I1 n’a pas kt6 isol6. 
B, Ce composb avait dkjh 6ti: prkpare par la mCthode au phosphate triargentique par 

Colowick, J. Biol. Chem. 124, 557 (1938). 
lo) Nous op6rons cette dernikre condensation dans des conditions diffkrentes de celles 

indiquees par Reithel (loc. cit.). Elles seront dkcrites en detail dans un memoire uftbrieur. 

pondant. 
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sentiellemcnt, contrairement aux observations faites dans la skrie du 
glucose et du galactose. Le mannose diffkre de ces deux sucres par la 
configuration du ca,rbone 2 qui semble ainsi exercer une influence prk- 
ponderante sur la niarche stbrique de ces condensations. Dans le mkme 
ordre d’idkes, rappelons que le mannose et d’autres aldoses st6rique- 
ment apparent& donnent lieu parfois k la formation de petites 
quantitks de glucosides a lors do la rBaction de Konigs d? Know1). 

La prBparation de l’acide a-D-mannose-176-diphosphorique (X) 
a Bt6 effectuBe par une suite de rkactions utilisde d6ja lors de la syn- 
these de l’acide a-glu~o~e-l,6-diphosphorique. Le t6tracktyl-172, 3,4- 
,8-D-mannose (VI)2) a fourni par traitement au moyen du chlorophos- 
phonate de phknyle, dans la pyridine, du t6trac6tyl-172, 3,4-diph6nyl- 
phosphoryl-6-~-~-mannose (VII). Ce dernier a k tk  transformi! sous 
l’action du t6trachlorure de titane, d’apr8s la methode de Pacsu3), en 
chlorure dc triacbtyl-2,3,4-diph6nylphosphoryl-6-a-mannosyle (VIII) .  
Les eomposks V I I  et V I I I  ont k tk  obtenus B 1’6tat cristallisi!. Par con- 
densation de V I I I  avec le diphhylphosphate d’argent4), suivie d’hy- 
drogBnolyse et de dksac&tylation, nous avons obtenu un acide mannose- 
1,6-diphosphorique dextrogyre qui a Btk purifie par l’interm6diah-e 
de son sel de brucine cristallis6. Par analogie avec les observations 
antericures relatives aux condensations avec lc diphknylphosphate 
d’argent, nous devons lui attribuer la forme u (X). I1 nous a k t&  im- 
possible de di!ecler la formation, comme produit aceessoire, de l’iso- 
niere p5) .  

Le compos6 V I I  soumis B l’hydrogknolysc puis a une d6sacktyla- 
tion au moyen de l’acide bromhydrique nous a fourni de l’acide man- 
nose-6-phosphorique ( IX)6) qui a Bt6 purifik par l’intermediairc du sel 
cristallin de phhylhydrazine de sa phknylhydrazone. I1 est identique 
au produit interm4diaire de la fermentation alcoolique is016 par Bobi- 
SON’) .  A notre connaissance la preuve dPfinitive par synthBse cliiniique 
de la constitution de ce compos6 n’avait pas encore B t B  apport6e. 

Lo tableau I indique lcs constantes d’hydrolyse dansH,SO, 0,95-n., 
B 30°, des restes 1 -phosphoryle acidolabiles presents dans les acicles 
a-u-glucose-1-phosplioriquc, a-D-mannose-1-phosphorique (IV) et a-D- 
mannose-l,6-diphosphorique (X). On voit que l’ester a-1-phosphorique 
du glucose s’hydrolyse un peu plus facilenient que crlui du mannose. 

Cf. Howard, Soc. 1950, 1045. 
2, Reynold & Evans, Am. SOC. 62, 66 (1940). 
3, B. 61, 1508 (1928). 
4, Le produit tle condensation XI n’a pas Bt t .  isol6. 
5 ,  Dans Ia shrie du glucose la mbme rkaction fournit par contre L c8t6 de la forme CL, 

6 ,  Cf. la synthhse cle l’acide glucose-6-phosphorique de Lardy & Fischer, J. Biol. 

7, Robison, Biochem. J. 26, 2191 (1932); Jepheott & Robison, Biochem. J. 28, 1844 

une petite quantiti: de forme B (Th. Posternak, J. Biol. Chem. 180, 1269 (1949)). 

Chem. 164, 513 (1946). 

(1934). 
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en 
minutes 

Tableau I. 
Constantes de vitesses d’hydrolyse K, dans H,SO, 0,95-n. B 30°, en sol. - 2.10-4-m. 

K = (‘2,3/t) log,, (A/A- x). - 
ucose- I Acide a-mannose- I Acide a-mannose- 

P hydrc 
lyse 

en O/, 

~ ~ 1 0 3  lyse 
I ”  

I 

~ ~ 1 0 3  lyse ~ ~ 1 0 3  

2,62 
2,65 
2,60 
2,78 
2.60 
._ 

._ 

_ _  
2,65 Moyennes : 

10,l 
21,o 
29,9 
40,7 
52,l 
- 

- 

-. _________ 

CH,OAc 

1,77 
1,96 
1,97 
1,93 
1,89 
- 

_. 

~. 

1,90 

~- 
- 

12,l 

24,3 
32,2 
48,l 

-. 

60 
120 
180 
270 
390 
575 
810 

1380 

14,6 
27,2 
40,3 
52,7 
63,7 
- 

- 

- 

- 

- 

0,476 

0,483 
0,478 
0.474 

- 

0,478 

I 

CH,OH CH,OH 
0 Pt ou Pd+H, -0 / -- -0 OPO,H, 

<oALcO > NaOH - / O H  HO) 

I11 R = CH,C,H, 

( OH HO)’ 
AcO --/ OP03Rz H o b  .- - I/ OP03H, HO\-_-/ 

I1 R=C,H, IV V 

CH,OH CH,OPO( OC,H,), CH,OPO(OC,H,), 
0 OAc 0 ~ 0 OAc ,v /----- 9.0,’ \I (C,HSO),POC1 --+ <OAc AcO,’ \ __+ TiC1, i(OL-~O,, , /  \ 

AcO - -- - AcO AcO 1 -  -L/ C1 
VII 

Pt+ H, 
puis HBr 

VI 

CH,OPO,H, CH,0P03H, CH,OPO(OC,H,), 
,/ --0 ,,-- ---o, P + H ,  

~ 0 ,  
{< OH HO 1 %OH i OAc ACO)~ 

HO ‘1 OPO,H, AcO I d  OPO(OC,H,), 

D’autre part la constante d’hydrolyse du diphosphate du mannose est 
4,O fois plus petite que celle du monophosphate. Nous avions constat6 
que, dans des conditions analogues, la constante d’hydrolyse de I’acide 

XI 
/ 

(‘ OH HO \-OH 
H O \ I d /  

IX X 

102 



l t f lh 1IELVETICh CHIMICA 4 C ’ l  \. 

a-u-glucose-l,6-diphosphorique est 4’30 fois plus petite que crlle de 
l’acide or-glucose-1-phosphorique’). 

On sait que, sous l’action de la phosphoglucomutase, l’acide or-glu- 
cose-1-phosphorique est converti d’une manikre reversible en acide 
glucose-6-phosphorique. Cette reaction necessite un coferment, l’acide 
~-glucose-l,6-diphosphorique, dont le mode d’action a pu &re pre- 
cis4 2). I;eZoir3) a indiqu6 trits succinctement que, d’une manikre ana- 
logue, l’acide mannose-l-phosphorique est transform6 en acide man- 
nose-6-phosphorique en presence de phosphoglucomutase et de quan- 
tit& catalytiques d’acide glucose-l,6-diphosphorique. Cette reaction 
serait 40 fois plus lerite qu’avec l’acide glucose-1-phosphorique. On 
pouvait penser que le coferment n6cessaire devrait &re ici l’acide 
mannose-l,6-diphosphorique. Leloir suppose qu’il prend naissanee de 
la inanikre suivant e : 

Acide glucose-l,6-diphosphorique + acide mannose-l-phospho- 
rique zz acide marmose-l,6-diphosphorique + acide glucose-6-phos- 

Xous avons constat6 que des preparations de phosphoglucomutase 
de muscle de lapin ou cie levure agissent effectivement sur l’acide man- 
nose-1-phosphorique. Comme coferment, on peut utiliser soit l’acide 
glucose- 1 , 6 - dipho sphorique, soi t 1’ acide mannose- 1’6 - dipho sphoriquti 
(fig. 1). Les vitesses de reaction relatives que nous trourrons sont par 

phorique. (1) 

-b 

10 20 30 43 SO 60 70 80 90 300heures 
Pig. 1. 

Action dcs phosphoglucomutases sur l’acide mannose-1-phosphorique (M-1-1’). 
Courbes: I. Ferment de la levure enprirsenced’ac. glucose-1,6-diphosphorique3,5~ 10-j-m. 

11. Fermentdelalevure enprkscnced’ac. mannose-1,6-diphosphorique 3,5. 10-5-m. 
111. Ferment de la levure cn l’absence de coferment. 
Is’. Ferment du muscle en presence d’ac. glucose-l,6-diphosphoriquc 4,3.1 O-&--m. 
V. Ferment du muscle enprksenced’ac. mannose-l,6-diphosphorique4.3~ 10 6-m. 

VI. Ferment du muscle en l’absence de coferment. 
Concentrations des autres composants du melange : acide mannose-1 -phosphorique 
4,9-10-3-m. ; MgSO, 1,5.10-3-m.; hydroxyquinol&ine2,4- 10‘3-m.Temp6ra,ture300;pH=7,R. 

I )  Th. Pouternuk, J. Biol. Chcm. 180, 1272 (1949). 
2 ,  Lekoir, Trucco, Curdini, Puladini & Caputto, Arch. Biochem. 19, 339 (1948); 

3, Phosphorus Metabolism, The John Hopkine Press, Baltimore. I ,  75 (1951). 
Nuiherlund, Cohn, Posternuk & Cori, J. Biol. Chem. 180, 1285 (1949). 
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coiitre beaucoup plus faibles que celle qu’indique Leloil-. Daiis nos 
conditions op&ratoires, en prbstlnce d’acide glucose-l,Ci-diphosphorique 
les ferments du muscle et de la levure transfornient l’acide mannose- 
I-phosphorique resp. 200 et 7000 fois plus lentement que l’acide glu- 
cose-1-phosphorique. En pr6seiice d’acide mannose-l,6-diphosphorique 
leur action sur l’acide mannose-1-phosphorique est resp. 200 et 6000 
fois plus lente que stir l’acide glucose-1-phosphorique en pr6sence 
d’acide glucose-1 ,6-diphosphorique. 

L’acide mannose-l,6-diphosphorique peut d’autre part remplacer 
l’acide glucose-l,6-diphosphorique comme coferment des deux phos- 
phoglucomutases dans leur action sur l’acide glucose-1-phosphorique 
(fig. 2 et 3 ) .  Les deux substances produisent h concentrations 6gales 
des activations du ferment du muscle qui ne sont pas tr&s d i f fhntes  
(fig. 3 ) .  Le ferment de la levure (fig. 2)  est active par contre 2,5 fois 
plus fortement par l’acide glucose-1,6-diphosphorique que par l’acido 

% 6-i-P 
hwfim?’ 

L L Z  , 1 , 1 I , I I I 

Fig. 3. 
Transformation de l’acide glucose-1 -phosphorique( G-1 -P) en prCsence de quantitks 

variables de coferment introdnit. 

SiT i iM~  rIP M d p r  zde cofimmt 110 

Cowbra:  I. Ferment de la levure en presence d’acide glucose-l,6-diphosphorique. 
11. Ferment de la levure en prCsence d’acide mannose-l,6-diphosphorique. 

111. Ferment du muscle en prbsence d’acide glucose-l,6-diphosphorique. 
IV. Ferment du muscle en presence d’acide mannose-l,6-diphosphorique. 

Concentrations des autres composants du melange: ac. glucose-1-phosphorique 5 .  lOW3-m. : 
cystPint= 2,5.10-2-m.; MgSO, 1,5-IO-3-m. Temphatwe 30°; pH - 7,5. Dm6e d‘incuba- 

tion Pi min. 
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mannose-l,6-diphosphorique1). Les concentrations des tleiix cofer- 
ments neeessaires pour la demi-activation soiit environ 5 * lO-’-m. pour 
le ferment du muscle2) et 3 .10-6-m. pour celui de la levure. L’activa- 
tion maximum du ferment du muscle nhcessite une concentration 
environ 4.10-6-m. en coferment, celle du ferment de la levure une 
concentration environ 4 10-5-m. 

I1 resulte de ce qui prBc&de qu’il faut admettre, par analogie avec 
1’6quation (I), une reaction : 

Acide mannose-l,6-diphosphorique + acide glucose-l-phospho- 
rique ZIZ Acide glucose-l,6-diphosphorique + acide mannose-6-phos- 
phorique. ( 2 )  

Dans nos conditions expbrimentales, en prBsence du ferment du 
muscle, les Bquilibres favorisent consid6rablement les membres de 
droite des kquations (1) et (2). 

Klenow & Larsen3) ont montrb rbcemment que l’acide glucose- 
176-diphosphorique active Bgalement la transformation, par la phos- 
phoglucomutase, de l’acide ribose-1-phosphorique en acide ribose-5- 
phosphorique. I1 est trds probable que, par une rdaction analogue b, 
celle exprimee par les equations (1) et ( 2 ) ’  il se forme comme cof erment 
de l’acide ribose-1, 6-diphosphorique. 

Par tie e x p Br im e n t a I e. 
Mdthodes analytiques. 

Lcs dosages dc phosphorc ont 6t6 effectubs d’aprbs Fzske & Subbarow*). Kous enten- 
dons par phosphore labile les restes phosphorylcs hydrolysablcs par 5 min. dc chauffc au 
bain-marie bouillant dans H,SO,-n. Les sucres r6ducteurs ont Bt6 do& par la mkthode dc 
Nelson6) en employant le (ireactif 60a de Shajjcr k- XomogyP)). 

Acide a-u-manmose-1 -phosphoraque (IV). 
a) Par condensation avec le diphknylphosphate d’argent. 0,534 g d’a-ac6tochloroman- 

nose7) (I) sont dissous dans 2 om3 de benzene desshchi: sur du sodium. On chauffc 30 min 
Q 1’Bbullition Q reflux avec 0,53 g (1 mol.) de diphchylphosphatc d‘argcnt dcsskehb et fine- 
ment pulv6ris8. On ajoutc encore & deux reprises 0,25 g de scl d’argent en chauffant 
20 min. Q rcflux aprks chaque addition puis on centrifuge ct lave lcs scls d’argcnt It fond 
au benzbnc sec. Les solutions bcnzb~iiqnes reunies sont f i l t rhs  c t  bvaporbcs L sec sous 
pression r6duitc. On Bliminc les dernikres traces de benzene dans lc vide pouss6. Lc sirop 
rbsiducl cst dissous dam 8 cm3 d’alcool absolu. On hydrogene en presence de 142 mg 
d’oxyde de platinc. La vitesse d’hydrogbnation ayant tcndance L diminuer avant la fin 
de le r6action, il est necessaire de reactiver L 2 reprises le catslyseur par 7 min. d’agitation 
en presence d’air. La quantitb thkorique (8 mol.) cst consomm6e en 5 h. On ajoute 1 cm3 
NaOH lO-n., chauffc line min. iL l’bbullition, ajoutc apres refroidissement 10 cm3 d‘cau 
e t  neutralise Q I’acide acbtiquc. On chasse l’alcool par distillation dans le vide et  introduit 

I) 11 faut noBr que le ferment de la levure est bcaucoup moins purlfi6 que celui du 
muscle. 

2, Cf. Sutherland, Cohn, Posternak & Cori, J. Biol. Chem. 180, 1272 (1949). 
3, Arch. Biochem. 37, 488 (1952). 
4, J. Biol. Chcm. 66, 375 (1925). 
5 ,  J. Biol. Chem. 153, 375 (1944). 
s, J. Biol. Chem. 100, 695 (1933). 
’) PUCaU, B. 61, 1508 (1925). 
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une solution concentree de 500 mg #acetate de baryum. Le precipite qui consiste essen- 
tiellement en phosphate de baryum est 81oignB par centrifugation. Par addition de 3 vol. 
d‘alcool absolu, on prkcipite le mannose-1-phosphate de baryum qu’on lave B l’alcool et 
Q 1’6ther. Obtenu 540 mg s6chi:s dans le vide sulfurique contenant 6,54% de phosphore 
total e t  6,41% de phosphore acidolabile. Le produit a B t B  purifie par l’intermbdiaire du 
sel de brucine. 0,460 g du sel de baryum sont dissous dans 3 cm3 d’eau et  trait& & chaud 
par 0,965 g de sulfatc de brucine. Le sulfate de baryum est Blimine par centrifugation de 
la suspension chaude ot la solution est BvaporBe Q sec dam le vide. Le rBsidu cristallin est 
recristallise d’abord dans 1 cm3 d’eau chaude puis par dissolution dans 2 cm3 d’eau suivic 
d‘addition graduelle de 5 cm3 d’acbtone. Aiguilles (0,75 g) F. 179-182O (d6c. 1900). 
C,H130,P(C,,H,,N,0,),,6 H,O Calcule H,O 9,5% TrouvB H,O 9,9% 
C6H130gP(C23H,6N204)2 CalculB N 5,34 P 2,96% Trouve N 5,28 P 2,93% 

Le sel de brucine (0,70 g) suspendu dans 3 cm3 d’eau est additionne de KOH B 10% 
jusqu’B rbction rose permanente & la PhBnolphtalkine. On 6limine la brucine par extraction 
rBpBt6e au chloroforme. Le mannose-1-phosphate de baryum a Btk ensuite pr6cipit6 par 
addition, d‘abord d‘ac6tate de baryum en excb, puis de 3 vol. d’alcool. Le sel est essor6 
et  lave Q l’alcool e t  & 1’6ther; aprbs dessication dans le vide sulfurique: 240 mg. [a]: = 
+ 33,7O f 0,6O (c = 3,01 dans l’eau calcul6 comme sel de baryum anhydre C,H,,O,PBa). 
Colowickl) indique [a], = + 36O. Pour l’analyse, le produit a BtB  desseche dans le vide B 
l l O o  sur P,O,. 
C6H,,0sPBa, 2 H,O CalculB C 16,70 H 3,53 P total 7,18 P labile 7,18 mannosea) 41,7% 

Trouve ,, 16,61 ,, 3,47 ,, ,, 7,04 ,, ,, 7,02 ,, 43,0% 
Le produit est non r6dncteur; il le devient apr&s hydrolyse acide. Son sel de brucine 

a Bt6 fractionne par addition graduelle d’ac6tone B sa solution aqueuse. Les sels de baryum 
obtenus it partir des diverses fractions ont tous donne le mdme [a]=. 

b) Par condensation avec le dibenzylphosphate d’argent. 440 mg d‘ac8tochloromannose 
sont condcnsBs avec du dibenzylphosphate d’argent dans les conditions decrites plus haut 
pour la reaction avec le diphenylphosphate d’argent. Le produit de condensation est en- 
suite trait6 de la manihe indiquk & cette difference pr&s que l’hydroghation catalytique 
est effectuke en presence d’oxyde de palladium (150 mg). ConsommB en 30 min. 2,0 mol. H,. 
Le produit est isole comme pr6ci:demment sous forme de sel de baryum et  purifie par I’in- 
termediaire de son sel de brucine. Obtenu: 300 mg de sel de baryum. [XI$ = + 32,3O & 0,6” 
(c = 3,19 dans I’eau calcule comme sel de baryum anhydre C,H,,O,PBa). Pour l’analysc 
le produit a B t B  dessechi: dans le vide, A 1100, sur P,O,. 

C6Hl,0,PBa, 2 H,O Calculi: P total 7,18 P labile 7,18% 
Trouve ,. ,, 7,28 ,, ,, 7,30% 

Te‘tra-ace’tyl-1,2,3,4-diphe‘nylphosphoryl-6-~-~-mannose ( V I I ) .  1,18 g de t6tra-ac6tyl- 
1,2,3,4-B-D-mannose3) (VI) sont dissous dans 3,8 om3 de pyridine anhydre. On refroidit 
dans la glace et  l a k e  couler goutte B goutte, en I’espace de 15 min., 0,80 cm3 de chlorure 
do diphhylphosphoryle. On abandonne durant 18 h. Q loo  e t  verse ensuite en agitant dans 
100 cm3 d’eau glacke. Le produit resineux est essore e t  dissous dans du chloroforme. La 
solution est 1avi:e Q l’acide chlorhydrique normal puis & l’eau et s6chAe sur du sulfate de 
sodium anhydre. Le sirop restant aprbs distillation du chloroforme dans le vide est repris 
par un peu d’Bthcr acktique. Aprbs addition d’8ther de petrole jusqu’B debut de trouble 
e t  si:jour B la glacibre, le produit se &pare en cristaux (1,7 g) fondant Q 113-115O. [a]: = 

- 9,0° f 2” (c = 1,OO dans le chloroforme). 
C,6H200,,P Calculi? C 53,79 H 5,04 P 5,340,6 

TrouvP ,, 54,33 ,, 5,28 ,, 5,36% 
- 

l) J .  Riol. Chem. 124, 557 (1938). 
,) Dosage effectue aprPs 5 min. dc traitemeiit B 100” par H,SO, n. en employant 

y, Reynold g: Evans, Am. SOC. 62, 66 (1940). 
dn mannose pur comme substance de r8fArence. 
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Cfhlorure de triac6tyl-2,3,4-diphtnylphosphhoryl-6-mannosyle-a (VIII). 0,580 g du pro- 
duit pr6ckdcnt sont dissous dans 4,4 om3 de chloroforme sec (le dissolvant avait 6tB des- 
skch6 ct  distill6 sur P,O,). On introduit 0,25 om3 (2,2 mol.) de tktrachlorure de titane et  
chauffe 4y2 h. zt 1’Bbullition it reflux, 6, l’abri de l’humidit6 de l’air. La solution brun fonck 
est l a d e  trois fois L l’eau glade et  s6chhe 1 h. sur du chlorure de calcium fondu. On kvapore 
dans le vide. Le rksidu repris par 0,5 om3 de chloroforme cristallise par addition d’6ther 
dc p6trole. On le recristallise par dissolution dans un peu d’bther acbtique suivie d’addition 
graduelle de 10 vol. d’6ther de pktrole. 335 mg dr  F. 84-86O. 

C,,H,,OllPC1 Calculk C1 6,37 P 5,57% TrouvC: C1 6,68 P 5,66% 

-1cide a-D-mannose-I,6’-(liphosphorique (X). 300 mg du compos6 pr6cBdent sont ditl- 
sous dans 1,5 em3 de benzbne see. On chauffc 15 min. b I’kbullition reflux avec 200 mg 
(1 mol.) de diphknylphosphate d’argent dessech6 et  finement pulv6risk. On ajoute encore 

2 reprises 100 mg de diphbnylphosphate d’argent et chauffe 20 min. a reflux aprks chaque 
addition. AprPs centrifugation ct  lavage au benzkne des sels d’argent, les solutions ben - 
zkniques sont 6vapor6es dans le vide. On reprend par 4 cm3 d’alcool absolu, filtrc et hydro- 
gBnc en prbsence de 76 mg d’oxyde de platine. Au bout de 3 h. on interrompt I’hydro- 
ghat ion et  introduit encore 50 mg de catalyseur. Consommh en 4 h. 16,7 mol. H,; thkorir 
16,O mol. H,. Aprks addition de 0.5 em3 NaOH 10-n. on laisse 12 h. tempbrature ordinaire, 
puis on reprend par l’eau e t  neutralise Q. l’acide ac6tique. La solution contient 34 mg P 
dont 19% b l’btat minBral. Elle est concentrhe dans le vide it 5 cm3; on prkcipite les phos- 
phates minkraux par un excbs de mixture magndsienne pr6parbe au moyen de chlorure 
de magnBsium. Le pH est ajusth ?I, 8,O au moyen d‘acide achtique. On introduit unc solu- 
tion aqueuse concentrke de 400 mg d’ac6tate de baryum ct  chauffe it Bbullition pour 
complBter la precipitation du sel de baryum qui est moins soluble it chaud qu’it froid. 
On centrifuge it chaud et lave B l’eau bouillante puis ti I’alcool e t  ti 1’6ther. Obtenu 153 mg. 
Le centrifugat est additionnb de 2,5 vol. d’alcool ce qui amPne la precipitation d’une 
quantith additionnelle de sel de baryum qui est l a d e  iL l’eau bouillante e t  jointe a la 
premiere fraction. Obtenu en tout 190 mg. La substance est convertie en sel de brucine 
de la manihre indiquBe pour l’acide mannose-1-phosphorique. Le produit brut est recris- 
tallis6 dans 3,5 cm3 d‘eau chaude. Pour l’analyse on le sPche 2i 1100 dans le vide sur P,O,. 

C,Hl,01,P,(C,3H,,0~N~)~ CalculB N 5,84 P 3,23% TrouvB N 5,SO P 2,97% 
Le sel de brucine a Bt6 transform6 en sel de potassium de la manikre indiquke pour 

l’acide mannose-1-phosphorique. Par addition d’acbtate de baryum et d‘un vol. d’alcool 
B la solution de sel de potassium on prBcipite le sel de baryum de l’acide mannose-diphos- 
phorique. Le produit est non r6ducteur, mais le devient aprbs hydrolyse acide. Pour 
l’analyse, on le desseche b llOo dans le vide sur P,O,. 
C,H,,012P2Ba,, 4 H,O Calculi: C 10,55 H 2,70 P total 9,08 P labile 4,454 M-6-PI) 38,1% 

Trouvk ,, 10,48 ,, 2,53 ,, ,, 8,90 ,, ,, 4,50 ,, 39,4% 
PolarimBtrie de la solution du sel neutre de potassium: [CL$ : +29,9O f 1,3O 

(c = 1,48 calculb comme acide libre C,H,O,,P,). 
Acide mannose-6-phosphorique (IX). 500 mg de t6trac8tyl-1,2,3,4-diphhnylphos- 

phoryl-6-/?-~-mannose (VIL) dissous dans 5 om3 d’alcool m6thylique absolu sont hydro- 
gbnks en presence de 100 mg d‘oxyde de platine. Consomm6 en 4 h. 8 mol. H,. Aprks 
filtration du platine et  Bvaporation b sec dans le vide on reprend par 5 cm3 d’acide brom- 
hydrique 0,7-n. e t  chauffe 3 h. au bain-marie bouillant, ce qui a pour effet de d6sac6tyler 
la substance. On neutralise ensuite A la phknolphtal6ine par de l’hydroxyde de baryum 
solide. La solution filtrBe est pr6cipiti.e par addition de 3 vol. d‘alcool. Le sel de baryum 
(312 mg) est redissous dans 1 cm3 d’eau. On pr6cipite les ions Ba.’ par la quantitk stricte- 
ment nkcessaire de H,SOI n. Le filtrat du sulfate de baryum (4 om3) est additionnk d’un 

1) M-6-P = acide mannose-6-phosphorique form6 par 5 min. de traitement L looo 
en presence de H,SO, n. Comme substance de r6fkrenrc pour lc dosage, on a employ6 
de l’acide mannose-6-phosphoriye pur. 
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in6lange de 0,35 cm3 de phhylhydrazine fraichement distillee e t  de 0,70 om3 d’acide ac6- 
tique 8. 50%. On laisse 6 h. A 4O. Le sel de phknylhydrazine de la ph6nylhydrazone est 
essor6 et  lave 8. l’eau glac6e. Obtenu 258 mg (65% du rendement thborique). Pour l’ana- 
lyse, le produit a At6 recristallisk dans un melange de 2 vol. d’alcool et 1 vol. d’eau. F. 144- 
145O; Rohisonl) indique F. 144-145O. 

C,,H,,O,N,P Calculi. N 12,22 1’ 6,779/, Troud N 12,OO P 6,S0y0 
Le compose a 6th transform6 en acidc mannose-6-phosphorique libre par traitement 

au rnoyen du benzaldbhyde ti froid d’aprbs les indications de Rohison. Aprks neutralisation 
nu moyen d’hydroxyde de baryum, on pr6cipite le sel par addition d’alcool. [E]: - 

+ 13,3O & 1,3O (c =- 1,66, acide libre C,H,,O,P, dans HCl0,l-n.). Robison indique 
+ 17.0°. Pour I’analyse le produit a 6ttB s6ch6 iL 1 loo dam le vide sur P,O,. 

C,H,,O,PBa Calcul6 P 7,84% Trouv6 P 7,62O/, 

Essais enzymntiques. 
La phosphoglucomutase de la levure a 6t6 prbpar6e d’aprhs SutherZamP); celle du 

muscle de lapin d‘aprhs Najjat-3). Ls transformation des acides aldose-1-phosphoriques en 
acides aldose-6-phosphoriques, qni caracterise l’action dn ferment, a 6t6 mesnr6e, comme 
d’habitudt, par la diminution du phosphore acidolabile. 

Rl%WM.l% 
L’acide a-u-mannose-1-phosphorique a BtB pr6parB par condensa- 

tion de l’ac6tochloromannose avec le diphhylphosphate d’argent, sui- 
vie d’hydrog6nolyse et de d6sacdtylation. Par la m&me methode on a 
obtenu l’acide a-D-mannose-l,6-diphosphorique a partir du chlorure 
de triacdtyl-2 , 3 , 4 -diph~nylphosphoryl-6-mannosyle a. 

Contrairement h, ce qui a BtB observe dam la sBrie du glucose et 
du galactose, la condensation du dibenzylphosphate d’argent ou du 
((phosphate monoargentique )) avec 1’acBtochlorornannose ne s’accom- 
pagne pas d’une inversion de WaZdert et permet Bgalement la prdpara- 
tion de l’acide a-mannose-1-phosphorique. 

Le t6trac6tyl-l,2,3,4-diph6nylphosphoryl-6-~-~-mannose fournit 
par hydrogholyse suivie de dBsacBtylation l’acide ~-mannose-6-phos- 
phorique. 

L’acide a-mannose-1.6-diphosphorique peut remplacer l’acide u- 
glucose-l,6-diphosphorique comme coferment des phosphoglucomu- 
tases du muscle et de la levure dans leur action aussi bien sur l’acide 
glucose-1-phosphorique que sur l’acide mannose-1-phosphorique. 

RBle, Institut de Pharmacie de l’Universit8. 

l) Biochem. J. 26, 2191 (1933). 
z, ?J. Biol. Chem. 180, 1279 (1949). 
3, J. Biol. Chem. 175, 281 (1948). 




