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PREPARATION D'OSYL-PHOSPHATES MARQUES AU 14C, 
I) 
NUCLEOT IDE PYROPHOSPHATASE VEGETALE 

PREPARATION DU MANNOSE-1-PHOSPHATE I d 4 C 1  PAR UNE 

Received on Hay 3, 1 9 7 4  

A notre connaissance, il ne amble pas que le Dsannose-1-phosphate 

radioactif, marque au carbone mu le mannose, puisse 8tre obtenu aisement 

suprbs den centres de preparation de mol6culea msrqu8ea. 

Cet ester phosphorique presentant un interat pour l'etude de 

differentee enzymes du mBtabolisme du mannoae (phosphorylaae, phosphomutase, 

GDP-mannose pyrophosphorylaae), noun avoha recherche un moyen simple de 

preparation de celui-ci. 

Au cours d'erpkiences Bur l'utilisation des nuclQoside-diphosphate- 

0888 par lea graines de Fbnugrec (Trigonella foenum-graecu,L.) pendant 

leur germination, une activite nuclBotide-pyrophosphstasique prticulaire 

a pu stre mise en evidence (1). Cotte activite hydrolysante s'exerce sur 

divers nuclBoside-diphosphate-oses dont l'hydrolyse conduit h la libfration 

du glycosyl-phosphate et du mononuclbotide correspondants. L'action de 1' 

enzyme eat particulikresent importante CUT le GDP-pannoae, car le 

metaboliae du mannose chez la graine utilisbe est trGs actif (2) (3)) aon 

polysaccharide de reserve Btant constitue par une galactosannane (4). 

Cette hydrolyse fut donc mise b profit pour la preporation du 

D-mannose-1-phosphate [U!4C] i partir du GDP-urnnose [ I 4  U- C Man 1 . 
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F'riparat ion enspat ique 

L e a  grsines de FQnugrec, aprbs gonflement dans l'eau (24h) eont 

72 h B +2OoC. Lea plantuler et lea' nisas i germer aur  coton pendant 48 

cotyledons, apr&a elimination den t6guments, aont broy6s au mortier avcc 

du sable, en presence de tampon Tris(hydroxymdthy1)aminodthane 0,2Y-HCl, 

pH 7,5 .  Le broyat, pass6 sur gaze, eat centrifugi L 15OOg pendant 10 mn. 

Le surnageant eat enauite soumia i une centrifugation b 18000g pendant 

1 heure. Le culot, remis en suspension dana le &me tampon, est a nouveau 

centrifuge dana lea m8mes conditions. 

Le culot ainsi lave eat depourvu de nucl~oeide-diphosphate-oaes. 

liemis en suspension dana le mBme tampon, h raiaon de 3 m1 pour log de 

grainea, il constitue la preparation enzymatique particulaire utilisie pour 

hydrolyser le CDP-mannose [ d4C] . 

Preparation du D-mannose-1-phosphate [U!'C] 

Le COP-Man U- C Man utilisi (Radiochemical Center , Amersham , r4 I 
Grande-Rretagne) posal.de une activiti sp6cifique de 83 mCi/mMole. 

200 pl de solution de GDP-Man U C ( 5  pCi ,soit 60 nMo1es)sont [ L4 I 
mis b incuber t i  +25OC avec 2 m1 de la preparation enayuiatique.L'6volution 

de la reaction est auivie h intervallea repliers par chromatographie de 

10 pl de milieu rbactionnel BUT papier Schleicher et Schiill 6043 h big1 , 
avec l e  solvant : isopropanol - mbthylbthylc8tone - acetate d'6thyle - 
n-butanol - eau ( 6 : 5 : 3 r 2 r 5  en vol.), et rev6lation par autorsdiographie 

(film Xodires, Ets Kodak). Ces essais permettent de prdciser la durbe 

optirnale d e  la rbaction. AprGs 3 heures d'incubation, l e  milieu reactionnel 

ne contient plus qu'un scul compoa6 radioactif, de migration identique 8 

celle d'un temoin interne d'd-D-mannoae-1-phosphate non marqu6.L'ensemble 

du milieu rdactionnel est alors soumia h une chromatographie prbpurotive 

dans les &mes conditiona que pric6demment. 



14 Preparation d'osyt-phosphates marques au C. ( 1 )  677 

L'emplacement de l'ester phosphorique du mannose eat rep&& par 

"scanning" (sppareil Berthold LB 2?23), puis les bandes correspondant au 

produit radioactif sont Bluees 6 l'eau distillhe, et 1'Qluat concentre sous 

pression r6duite. 

La preparation enzymatique 6tant depourvue de nucleoside-diphosphate- 

Osee, et le eubstrat marqu6 6tant utilis6 sans entrafneur, il est permis de 

penser que 1 'activit6 apdcif ique du mannose-1-phoephate obtenu est identique 

b celle du GDP-Plannose employ6 c o m e  subatrat, ou qu'elle en eat tree proche. 

Identification de l'osyl-phosphate marque obtenu 

Le compose radioactif obtenu par hydrolyse du GDP-mannose [d4C Man] 

a pu 8tre identifie nu mannoee-1-phosphate grtce aux essais ruivants: 

1) I1 est hydrolye6 en milieu acide dilu6 ( I 1  SO O,O2N ,1 h k +lOOeC) 2 4  

en doMant un compose radioactif de migration chromatographique identique 

b celle d'un t6moin interne de mannose non marqu8. 

2 )  I1 est hydrolysh par la phosphataee acide de pome de terre, en 

donnant du mannose radioactif identifi6 par chromatograpiiie. 

Cette preparation enzymatique hydrolysant Qgalement d'autres nucleoeide 

diphosphate-oees (avec un rendement infCrieur), i l  est bien s(lr possible 

de l'utiliser pour pr6parer d'autres osyl-phosphates, mais dans lea cas 

o i ~  la kinase ou la phoephorylase existent, l'empioi de ces enzymes est 

prBfCrable,la matibre premihre Qtant moins ondreuse. 
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