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AB!?rRAcr 

or-D-Glucopyranosyl a-D-xylopyranoside has been synthesized in 49% yield by 
treatment of 2,3,4-tri-O-benzyl-cx-D-xylopyranosyl bromide with 2,3,4,6-tetra-0- 
acetyl-D-glucopyranose in nitromethane-benzene with mercuric cyanide ard bromide, 
followed by catalytic hydrogenolysis and O-deacetylation. Condensation of 2,3,4,6- 
tetra-O-benzyl-D-glucopyranose with 2,3,4,6-tetra-O-acetyl-cc-D-mannopyranosyl bro- 
mide in acetonitrile-dichloromethane with mercuric cyanide, followed by catalytic 
hydrogenolysis and O-deacetylation, gave a-D-glucopyranosyl a-D-mannopyranoside 
and /I-D-glucopyranosyl #l-D-mannopyranoside in 44 and 25% yield, respectively. 
The mixture was resolved by column chromatography of the fully acetylated deriv- 
atives_ Selective acetylation of the di-O-benzylidene derivative of trehalose with 
N-acetylimidazole, followed by oxidation with dimethyl sulfoxide-acetic anhydride 
at C-3 and stereoseIective reduction gave, after removal of the protecting groups, 
a-D-aliopyranosyl a-D-glucopyranoside in 20% overall yield. The structure of 
the compounds was confirmed by IH- and 13C-n.m.r., and mass spectrometry. 
or-D-Glucopyranosyl a-D-xylopyranoside and a-D-allopyranosyl a-D-glucopyranoside 
are Iess efficient substrates than trehalose for cockchafer trehalase, but cr-D-gluco- 

pyranosyl a-D-mannopyranoside is a competitive inhibitor of the enzyme. 

SOMMAIRE 

L’a-D-glucopyranosy!-a-D-xylopyranoside est obtenu avecun rendement de 49% 
par action du bromure de 2,3,4-tri-U-benzyl-a-D-xylopyranosyle sur le 2,3,4,6-t&a- 
U-adtyl-D-glucopyranose dans le nitromCthane-benz&e, en pr&ence des bromure et 

*D@diB B la memoire du Dr. Hewitt G. Fletcher, Jr. 
?Analogues asymetriques du Mhalose. III. Pour la seconde partie, voir la Rdf. 1. Ce travail a fait 
I’objet d’une prkentation orale aux Joumks du Groupe Franpais des Glucides, Lille, Septembre 
1974; Abstr. Actual. Chim., (1974) No. 7, 42. 11 constitue une partie de la th&se de Doctorat d’&at 
de H. Driguez. 
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cyanure mercuriques, suivie des sequences de deprotection usuelles. De meme la 
condensation du 2,3,4,6-tetra-O-benzyl-D-glucopyranose avec le bromure de 2,3,4,6- 
t&a-O-ac&yl-a-D-mannopyranosyle dans l’adtonitrile-dichloromCthane en presence 
de cyanure mercurique conduit & l’cr-D-glucopyranosyl-&-D-mannopyranoside 
correspondant a cGtC de l’anomere /I,/3 avec des rendements respectifs de 44 et 25 % ; la 
m&me sequence de purification et deprotection conduit successivement aux derives 
peracktyles et aux formes libres. Une modification asymttrique de l’a,cc-trChalose 
faisant intervenir une acetylation selective au moyen du N-adtylimidazole du derive 
di-U-benzylidene, suivie d’une oxydation par le reactif dim&y1 sulfoxyde-anhydride 
acetique de i’hydroxyle libre en C-3 et d’une reduction stereospecifique conduit, 
apres deprotection, & 1’iSOmere a-D-allopyranosyl-a-D-glucopyranoside avec un 
rendement global de 20%. La structure de ces disaccharides est confirm& par 
spectrometrie de ‘H- et ‘3C-r.m.n. ainsi q ue par spectrometrie de masse. Les a-D- 
glucopyranosyl-a-D-xylopyranoside et a-D-allopyranosyl-a-D-glucopyranoside sont 
encore des sub&rats pour la trChalase de hanneton, bien que I’affinite de l’enzyme soit 
inferieure & celle mesuree pour le trehalose. L’isomere a-D-glucopyranosyl-a-D- 
mannopyranoside est un inhibiteur competitif de la mCme trehalase. 

INTFZODUCTION 

On sait que les trehalases (a,a-trehalose glucohydrolases, EC 3.2.1.28) sont des 
enzymes particulikement specifiques. Ainsi, jusqu’g present, un seul derive asymetri- 
que du trkhalose, le 6-dQoxy-a,a-trihalose’*2, a montr& une activite de substrat no- 
table vis&vis des trehalases de Pseudomonas et de hanneton. Dans le cadre de 
travaux concernant la purification 3, le mode d’action et de fixation de ces enzymes’V4 
particulierement rgpandues chez les insectes, les levures, certains vegetaux et de 
nombreux vertkbrks supCrieurs5, nous souhaitions avoir B notre disposition des 
derives monomodifits asymetriques, analogues de l’a,a-trehalose. Le prksent memoire 
rapporte la preparation de l’analogue steriquement le plus proche du 6-desoxy- 
a,a-trehalose, l’a-D-glucopyranosyl-a-D-xylopyranoside (6), des Epimeres asymitriques 
du trehalose de configuration manno (13) et allo (23), ainsi que l’activite enzymatique 
de la trehalase de hanneton vis-a-vis de ces substrats potentiels. 

R~ULTATS E-r DISCUSSION 

Si l’introduction de groupes fonctionnels simultanCment sur les deux groupes 
D-glucopyranosyles du trehalose presente peu de difficultes, I’obtention de derives 
modif& sur un seul groupe est en revanche plus dClicate. Deux m&odes peuvent 
he envisagees partant soit du trehalose par modification asymetrique spCcifique’*6*7, 
soit utilisant des derives monosaccharidiques appropries et le couplage inter- 
glycosidique8-1 2. Ces deux voies ont Cd suivies dans le present travail. 

Peu de travaux ont ite consacres aux syntheses, par couplage anomerique, 
d’a,a-trehalose ou d’analogues. A la difficulte d’obtention de liaisons anomeres a 
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s’ajoute en effet la necessite d’un contrble simultanC sur les deux centres anomeriques. 
Mis a part la synthese originale de Lemieux et Bauer’ qui obtiennent le trehalose par 
I’intermediaire de l’anhydride de BrigI, toutes les methodes d&rites utihsent des 
reactions de type Koenigs-Knorr impliquant soit une anomerie CY prealable hu 
nuclCophife hCterocycliqueg*lo, soit la pr&.ence de groupes non-participants en 
position vicinale du centre Clectrophile 1o-12_ Ces mdthodes ont conduit aux di- 
saccharides a,a avec des rendements variant de 0,5 a 35%. Des concepts rGcents’3 
concemant Ies reactions sur le carbone anomere nous ont permis l’acch aux di- 
saccharides glucopyranosyl-xylopyranoside 6 et glucopyranosyl-mannopyranoside 13 
avec des rendements sensiblement plus GlevCs. 

0621 

1 R = OCC&H,NqIpl.R’= H 

2R=H.R’= Br 

OAC 

3 

4 R = f3zl.R’~ AC 

5 R = R’= AC 

6 R= R’= Ii 

La condensation du bromure de 2,3,4-tri-O-benzyI-a-D-xylopyranosyle (a), 
obtenu a partir dup-nitrobenzoate 1, avec le 2,3,4,6-tetra-0-acttyl-D-gIucopyranose’4 
(3) dans un mcIange nitromethane- benzene 2 40”, en presence de bromure et de 
cyanure mercuriques, conduit au disaccharide a,a 4 avec un rendement de 56%. Son 
spectre de ‘H-r,m.n., mesure a la frkquence de 250 MHz, montre un ensemble de 
signaux essentiellement du premier ordre (Tableau I) comportant en particulier deux 
doublets nettement diffcrencies B 6 5,23 et 5,04 p.p.m. avec des couplages de 3,7 et 
3,5 Hz attribuables aux protons anomtres respectifs des restes D-glucosyle et D- 
xylosyle et en accord avec une configuration a,a. Notons que si cette adaptation de la 
methode de Koenigs-Knorr donne bien le disaccharide attendu, la methode a l‘ion 
halogenure de Lemieux’ ‘, utihsant les mCmes substrats, n’a conduit B la formation 
d’aucun disaccharide. Ce fait peut probablement Etre attribut B Ia faible nuclCophiIie 
du groupe hydroxyle anomCrique d’un ose comparativement aux fonctiods al- 
cooliques des autres positions. On doit Cgalement noter que la reaction inverse, 
utilisant dans les mCmes conditions le bromure de 2,3,4,6-tetra-O-benzyi-a-D-gIuco- 
pyranosyIe ’ 6 et Ie 2,3,4-tri-O-adtyl-D-xylopyranose’, ne permet pas I’obtention de 
derives disaccharidiques avec un rendement ace-ptable, ce qui peut We impute soit 
a une nucItophiIie moindre du dCrivC du D-xylopyranose, soit a une moindre reactivite 
de l’halog&rure d’hexopyranosyle”. L’hydrogenolyse des groupes protecteurs 
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TABLEAU I 

DONMES DE ‘H-R.M.N. (s) POUR LES D~IV& DISACCHARIDIQUES 4,5,11,12,16-22 

corn- SoIuant 
pod 

Protons du re.ste D-glucopyranosyi@ 

H-i H-2 H-3 H-4 H-5 H-6a H-6b 

4 Chloroforme-d 5,23 
d 

.JI.Z3,7 

5,00 5,55 5,08 4,32 3,98 3,76 
dd t t 0 q q 

J2.a l&O Js..a l&O J.x.5 1(X0 Jvs.. 3,4 Js..ab 12-4 
Js. 6~ 28 

5,23 
d 

Jx.2 339 

584 5,52 5309 4,14 4,29 4,Ol 
dd dd dd 9 9 
J2.a 165 Jz.4 94 54.5 108 ys.e.5,5 Jsa.sb 133 

_ __ 

5,35 5,07 5,48 
d dd t 
J1.z 3,5 J2.3 10 0 53.4 160 

4,74 
d 
Jl.2 795 

IS,05 5.23 5.08 
dd t t 

J2.3 lo,0 J3.4 lo,0 J4.s lo,0 

5.37 5200 
d dd 

31.2 327 J2.3 1&O 

5,60 
t 
A.4 mo 

5,31 
d 
JI.+ 397 

4,04 
dd 

4,18 
dt 

Jz.3 %5 Js.4 93 14.5 995 

5,41 
d 
J1.z 398 

5,05 
dd 
Jz.a%7 

5,62 
t 
Js.4 9-7 

3,90 
t 
J.s. 5 927 

5,44 
d 
JLZ 398 

5,03 
dd 
Jz.3 lo,0 

5,38 
d 
Jx.2 3,75 

4,97 
dd 
Jz.3 9.75 

5,5I 
t 
13.4 10 

5,59 
t 
J3.4 9975 

5940 
dd 
J3.4 935 

5,35 5,02 
d dd 
JLZ 395 J2.3 140 

5b Chloroforme-d 

3,95 
0 
J5.6S 695 
J,.,,2,5 

4&4,5 
m 

13 Cbloroforme-d 
m 

3,84 
t 

Chloroforme-d 12 

16 

17 

Acetone-ds 

A&tone-ds 

3,86 
t 
J4.5 10.0 

3,69 
t 

4,Ol 
m 

4,17 

q 
.r ~.6z,4,75 Jea.66 1035 
Js.6b 1095 

4.08 4,20 3,85 
dt 9 4 
J 5.6a 4-7 J6a.6, IO,3 
Js.a9,7 

18 Acetone-ds 

19b 

20 

22 

Acttone-ds 

A&one-d, 

Chloroforme-d 

3,86 
t 

J,, 5 9975 

5,lO 
t 

J4.5 935 

4,0-4,4 
m 

aAbbr&iations : d, doublet; t. triplet; dd, doublet de doublets; dt, doublet de triplets; q. quadruplet: o 
m, multiplet du second ordre. bSpectre partiel. =Attribution tentative. 
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Protons de l’autre reste pento- 011 he_ro-pymnosyle OP D-ghcopyranosyle partieliement substituP 

u-1 N-2 zr-3 H-4 H-5 N-da H-6b Autres protons 

i,@l 3,51 
1 dd 

r1.2 3.5 Jr.3 9,s 

3,98 3,58 3.58 
m m m 

i,25 
I 
r1.2 3,9 

5,00 5,51 5,05 3,81 3,73 
dd 

Jz.3 IO,0 :3.L IO,0 

m dd t 

J4.5 6tl Js.5 11,O 

;,11 5,27 5,37 5,25 4,lO 
L dd dd t m 

‘1.2 137 .b 3,2 J3.4 l&O J&s 1&O 

;,06 5,14 
1 dd 

r1.2 137 J3.2 395 

5,31= 5,3s= 3,68 4#-4,5 OAc: 2,18(3); 
dd dkf. dtdCf. dt m 2,12(6);2,11(3); 

J3.s 108 J4.s lo,0 Js.c~ 395 2,08(3) ; 2,07(3) 9 
Js.~b 3S 2,05(3); 2,02(3) 

731 

‘I .+ 4.0 

4,86 
dd 

Jz.3 975 

4,19= 
dt 

3,68 
t 

J3.4 915 

,76 

1.2 425 

,29 

1.z 430 

23 

L.2 491 

5,59 
dd 

Jz.4 125 

4,90 
dd 

J2.a 3-l 

5,07 
dd 

J2.3 335 

4,77 
dd 

J4.s 935 

4,24= 3,77 

2.4 295 JG. dd s 92 

5,72 5,Ol 4$-4,4 OAc: 3s. 2,05(g); 

t dd m 2,10(12); 2,30(3) 

J3.4 3,5 Js.5 145 

Ph (CH& 7.2-7,4,m; 
CH2 (Ph): AB cent& 
B 4,7 ; 0 AC: 

2-2,l,m 

OAc: 2,16(3); 2,10(g) 

2.06(6): 2,04(6) 

OH: 4,87. d, 

Jon.3 4.75 

Ph (CH,): 7,4-7,6m; 
CH2 (Ph): 5,66, s; 
OH: 4,98 d, JoHs3 
4,5; OAc: 2,16,s 

Ph (CH,): 7,3-7&m; 
CHI (Ph): 5,64. s; 
OAc: 2,OO et 2.12,s 
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benzyles en prkence de palladium sur charbon, suivie d’une adtylation, conduit 

quantitativement B I’hepta-a&ate 5, deja obtenu par Belocopitow et al.’ en rende- 
ment faible par synthbe enzymatique. LWude du spectre de ‘H-r.m.n. de ce compose 
(Tableau I) ne permet cependant aucun doute quant B son identitk On remarque en 
effet deux doublets Q 5,25 et $23 p.p.m. avec un couplage identique de 3,9 Hz 
confirmant la doubIe anomerie a(~) et des couplages voisins de 10 Hz pour Ies 
protons en C-2 et C-3 des deux restes glycosyles, assignations qui ont pu &re dif- 
fkenciees par irradiation rkurrente partant des signaux H-5, H-S’a et H-5’b des 
deux cycles. Ces valeurs sont en accord avec une conformation exclusivement 4C,(~) 
des deux systemes heterocycliques. La dbacetylation par action de la triCthylamine 
dans le methanol aqueux conduit a un compose analytiquement pur 6, obtenu sous 

for-me microcristailine par lyophilisation et dont le pouvoir rotatoire moleculaire 
mesure en solution aqueuse (M, t53,O”) est voisin de celui que predisent les regles 
de Kiyne’8 sur la base du pouvoir rotatoire moleculaire des mCthyl-cK-D-gluco- 
pyranoside et -xyIopyranoside (M, + 55.8”). 

9 R = 621, R’= AC 

10 R = BzI.R’=A~ 

12 R z R’ = AC 

14 R = R’ = H 

L’cr-D-glucopyranosyl-a-D-mannopyranoside (13) a et6 prepare, selon la reaction 
classique de Koenigs-Knorr, par action du 2,3,4,6-tetra- O-benzyl-D-glucopyranose lg 
(7) sur le bromure de 2,3,4,6-tCtra-O-ac@tyEcr-D-mannopyranosyle20 (8). On sait en 
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eEet que, en opposition avec le cas precedent, l’obtention de liaisons glycosidiques 
I,2-tt-01s est g&Gralement prkpondCrante lorsque Z’halogCnure de glycosyle Porte en 
C-2 un groupement participant susceptible de former un ion acyloxonium cyclique 
stabilisant le carbocation formC lors de la solvolyse de l’halog&ure’ 3. La encore, la 
reactivite nucleophile du reste D-glucopyranosyle est fondamentale, et des essais 
r6a!isCs en utilisant, sous les mcmes conditions, le d&iv6 tetra-0-acetyle correspondant 
du D-=lucoser4 3 n’ont donnt lieu a aucun prod& de couplage, ce qui doit Ctre 0 
attribud & une diminution du caracttre nucleophile du groupement hydroxyle anomere 
du fait de la presence d’un groupe Clectroattracteur en C-2. La reaction de condensa- 
tion, realisCe dans un mklange a&tonitrile-dichloromCthane en presence de cyanure 
mercurique, a conduit avec un rendement de 85% G un disaccharide homogene en 
chromatographie sur couche mince (c-cm.), mais qui est en fait un melange des 
anom6res (x,01 (9) et j?,B (10). Ce melange anomerique a put Etre s&pare au niveau des 
derives peracdtyles 11 et 12, apres debenzylation catalytique suivie de r6ac6tylation. 
Un spectre de ‘H-r.m.n. du produit brut indique une proportion 3,5:1 de 11 et de 12 
basCe sur les signaux respectifs de H-5 et H-l gko des deux disaccharides. Le 
disaccharide a,c~ (11) attendu a et6 obtenu sous forme d’une mousse cristalline avec 
un rendement de 44%. Son spectre de ‘H-r.m.n. montre en particulier B 6 5,35 et 
5,I 1 p_p.m. deux doublets avec des couplages respectifs de 3,5 et 1,7 Hz, en bon 
accord avec une configuration a,or des restes D-glucosyle et D-mannosyle; on remarque 
Cgalement un couplage gauche de 3,2 Hz pour les protons en C-2 et C-3 du reste 
D-mannopyranosyle et des couplages de 10 Hz, trans-diaxaux, pour les protons en 
C-3, C-4 et C-4, C-5 des deux hCt&ocycles. Ces valeurs indiquent une conformation 
4c,(D) excksive. 

Le disaccharide 12, Egerement plus polaire que 11, a et8 obtenu homogzne Q la 
suite d’une purification chromatographique SupplCmentaire, avec un rendement de 
25 %. Son spectre de ‘H-r.m.n. montre un couplage de 7,5 Hz pour le proton 
anomerique du reste D-glucopyranosyle, associe aux couplages trans-diaxiaux 
attendus, de l’ordre de 10 Hz, pour les protons en C-2, C-3 et C-4. Ces donnCes . 
suggerent done une configuration P(D) et une conformation "C,(D) pour Get h&&o- 
cycle. Le reste D-mannopyranosyle presente quant B lui un ensemble de couplages 
voisins de ceux obtenus pour le disaccharide precedent, Iaissant par consequent 
supposer une configuration identique au niveau du carbone anomerique. Ce point 
n’est cependant pas confirm6 par l’etude ulterieure en ’ 3C-r.m.n. du dtrivC correspon- 
dant d&O-adtyle 14, et une configuration tentative j3 est proposCe sur ces bases pour 
cet hCt&ocycle. La dkacetylation de ces deux disaccharides, reaIisCe comme prkC- 
demment en presence de triethylamine dans le methanol aqueux, a conduit apres 
lyophilisation 2 des substances microcristallines 13 (z,or) et 14 (B$) comportant, 
comme le d&iv6 D-glucopyranosyl-D-xylopyranoside pr6ddent (6) une mokule 
d’eau de cristallisation. 

Bien qu’il puisse Etre obtenu Regalement par couplage anomerique, le di- 
saccharide a-D-allOpyraUOSyl-a-D-glUCOpyraUOSide (23) n’a cependant pas Ctk 
synth6tisC par cette voie, du fait de la difficult6 d’accts aux d&iv& de l’allopyranose. 
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Une synthese dire&e par modification s&ctive sur l’uu des deux sites du trkhalose a 
done &k envisagee. Des exemples rkents de benzylation selective du methyl-a-D- 
glucopyranoside2 ‘, du m&hyl-/%D-lactoside22, et d’ac&ylation sClective du benzyl- 
/?-D-glucopyranosidez3, du m~thyl4,6-O-benzylid~ne-a-~-glucopyranoside24*2s, du 

maltose’ 6Y *’ 2 du lactose2* et du m&hyl-j?-~-cellobioside2g indiquent sans ambiguW 
une moindre rdactivitk du groupement hydroxyle en C-3 d’un derive D-ghCO- 

pyranosidique vis-&vis des agents alcoylants ou acylants*. En accord avec ces 
r&At&s, l’action de trois equivalents molkulaires de N-ac&Gnidazole31 sur le 
4,6:4’,6’-di-0-benzylidenetrkhalose3’ (15) en solution chloroformique, a conduit 
avec un rendement de 40% au dCrivC 2,2’,3-tri-O-adtylC correspondant (16) & c6tC 
des d&iv6 2,2’-di-O-a&y16 (17) et 2,2’,3,3’-t&a-0-a&y16 (18) obtenus avec des 

OR 

15 u’= 

16 R’= 

17 R’= 

18 R’= 

19 R’= 

20R’= 

,$= R4= 0H;R3= H 21 R = Ac;R’= H 

R4=OAc;RZ=OH:R3=H 22 R = R’ = AC 

OAc;R’= R4= 0H;R3= H 23 R = R’ = H 

R2 = R4 = OAc;$= H 

R4= OAc;ti, R3=0 

R’ = OAc; R2= H;R’= OH 

rendements respectifs de 16 et 23 %. L’attribution des sites de substitution du d&-iv6 
trisubstitu6 16 est rCalisCe sans difficultk sur la base du d&placement chimique com- 
paratif du meme proton dans les d&ivCs di- et t&a-O-a&y&% 17 et 18. C’est ainsi 
que l’un des protons en C-3 du triac&ate 16 donne son signal sous la forme d’un 
triplet, dCdoublC par la prdsence du groupement hydroxyle geminal & 4,19 p.p.m., 
alors que le d&iv!5 tf%ra-0-adtylb correspondant 18 donne un seul signal pour C-3 et 
C-3’ B 5,62 p.p.m. Quant au d&ivC di-0-a&tylC 17, le doublet de doublets B bas 
champ est sans ambiguite attribuk aux protons en C-2 par irradiation du doublet 
anomkique. 

L’action du reactif dim&hyisulfoxyde-anhydride a&ique sur le triacCtate 16 
conduit avec un rendement quantitatif au disaccharide monohexuloside correspon- 

*Cette skctivit6 n’a pas et& observke avec les anhydrides par Jeanloz et Jeanloz30 qui ont obtenu 
Ies methyl-3-0-ac6tyE et 3-O-benzoyi-4,6-O-benzyIid~ne-a-~-gIucopyranosides de faGon preferen- 
tielIe par action respective d&hydrides acetique et benzolque en proportion dquimol&xlaire sur le 
d&iv& dihydroxyle correspondant. 
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dant en C-3 dont le spectre de r.m.n. montre en particulier pour H-2 et H-4 du reste 
hexulopyranoside un doublet de doublets suggerant un couplage a longue distance 
J2,4 de I,25 Hz du type observe dans des systemes cyclohexanone et glycopyranosid- 
ulose”. Comme cela a CtC montre dans le cas de reductions par un hydrure 
mttallique33 d’ac-aIkyIhex-3ulopyranosides qui conduisent prtferentieliement B 
I’aIcooI axiaI correspondant, l’hydrogknation catalytique de 19 en presence de 
catalyseur d’Adams a conduit de facon t&s stkeospicifique au D-ahosyl-D-glucoside 
20. Une c.c.m. du produit brut d’hydrogenation catalytique, en presence du prkurseur 
16, derive du trehalose, ne montre en effet pas trace de ce demier compose, pas plus 
d’aikurs que I’examen du spectre de ‘H-r.m.n. Ce demier apu @tre en effet r&olu B 
haute frequence (Tableau I) sous la forme dun systeme de signaux essentiellement du 
premier ordre, avec en particulier deux doublets d’egale intensite B 6 $38 et 5,29 p_p.m 
de couplages respectifs 3,75 et 4 Hz attribuables aux protons anomeriques des restes 
D-glucosyle et D-allosyle et confirmant le maintien de l’auomerie cr,a (D),_ suivis des 
autres systemes de signaux attendus. L’hydrolyse des groupes protecteurs benzylidenes 
sur ce derive D-aflosyl-D-glucoside 20 s’est rev&e particulierement delicate et a 
provoque, dans les conditions standard utilisees pour des a-alkyl-D-glucopyrauosides, 
Ia rupture concommitante de la liaison inter&ycosidique. Une hydrogknation 

catalytique en piksence de noir de palladium selon la technique de FIetcher34 a 

nianmoins conduit au d&iv6 d6protCgC en C-4 et C-6 (21), is016 sous la forme du 
d&iv5 correspondant octa-O-a&ylC 22 avec un rendement de 50% par rapport & 
I’uloside 19. Le spectre de ‘I-I-r.m.n. de ce compose montre en particulier un triplet 
a 5,72p_p_m_ avec un couplage de 3,5 Hz attribuable au proton en C-3 du reste 
D-allopyranosyle. Ce dcplacement B bas champ d’un proton port6 par un groupe 
adtoxyle axial comparativement au signal donne par Ie mCme proton dans Ie reste 
D-glucopyranosyle correspondant (6 5,40 p-p-m.) est en bon accord avec les don&es 
de la litt&ature35. Les couplages respectifs de 4,1, 3,5 et IO,5 Hz pour Ji,r, J2,3 et 
J4,5 confirment une conformation exclusivement “C,(D) pour Ia partie D-allo- 
pyranosyle du disaccharide, le reste D-glucosyle n’&ant pas mod86 par rapport aux 
don&es pre’cedentes. La d&O-adtylation selon Ia technique precedemment d&rite a 
conduit au disaccharide libre 23 cristakant avec 1,5 molecule d’eau et pour lequel 
la spectrom&rie r.m.n. montre deux doublets a d 5,66 et 5,64 p.p.m. avec un couplage 
de 4 Hz. Une hydroIyse acide de ce disaccharide 23 suivie d’une identification par 
chromatographie sur papier confirme bien la prkence unique de D-ahose et de D- 
glucose. 

La fragmentation sous impact Clectronique de I’ensemble des d&iv& substitues 
a-D-glycopyranosyI-a-D-glycopyranosides 5, 11, 16-20 et 22 dkcrits dans ce travail est 
caracterisee par une rupture primaire de la liaison C-1-0-1 conduisant Q deux ions 
oxycarbonium cycliques, identiques dans Ie cas des disaccharides hexopyranosyles 11, 
17, 18 et 22 symetriquement sub&it& et, comme on peut l’attendre, differentiables 
dans Ie cas des derives asymetriques D-glucopyranosyl-D-xylopyranoside 5 ou 
asymctriquement substituees 16,19 et 20 (SchemG 1 et 2). Cette fragmentation initiale 
dejja observee par Hough et al. 36 dans le cas de d&iv& du trehalose se caracterise par 
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l’absence d’ion mokulaire dans le cas des d&iv& perac&ylCs; cet ion ne se retrouve 
que dans Ie cas des d&iv& substituk par un groupement 4,6-U-benzylidene 
(Schema 2). Elle est suivie de fragmentations sequentielles classiques pour le type de 
d&iv& monosaccharidique correspondant3’. 

5 d = d= H;ds R’=OAc:R’= H 259 (9) 199 (52) 139 (92) 97 (215) 

ti= CU>OAc 331 (8) 2710) 211(51 169UoO) 

$¶R’= R=- -OAC;$= R-=H;R’=CbOAC 331 (24) 271(5) arr Ed 1691100) 

22 $= i?= CvX;R’ = d= H;R== Cl-l,OAC 333 (36) 271(9) 211(5) 169(100) 

SchCma 1. Principales fragmentations sous impact Clectronique des disaccharides peracCtyI& 5, 11 
et 22. 
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configuration (13 et 23) et un homologne (CT), analogues du trehalose. Les attributions 
des signaux correspondants qui figment dans le Tableau II ont 6th etablies selon la 
methode de Dorman et Roberts3’ en utilisant comme composes modeles les methyl- 
a-D-xylopyranoside 3 ‘, methyl-a- et p-D-glucopyranosides3 ‘, methyl-a- et p-D-manno- 
pyranosides3g’40, methyl-a-D-ahopyranoside et les a,cw- et &?-trehaloses4’. On 
remarque d’emblee que la resonance des carbones anomeres des disaccharides 6, 13 
et 23 varie dans des proportions t&s Ctroites, de 94,3 Q 96,l p.p_m_, ce qui est en bon 
accord avec les valeurs trouvees pour l’a,a-trehalose (94,4 p.p.m.), en opposition avec 
l’anomere j? (loo,?’ p,p.m.), et confirme l’anomerie a precedemment avancee sur la 
base des couplages anomeriques des protons correspondants. On remarque tgalement 
que le deplacement chimique de l’atome de carbone anomere a du reste D-mannosyle 
dans 13 se retrouve deplad B plus bas champ, de I,5 p.p.m. par rapport a l’atome de 
carbone correspondant du reste D-glucosyle. Ce point est en accord avec les regles 
empiriques42 qui definissent que la resonance d’un atome de carbone portant un 
groupement hydroxyle axial est deplacte a plus bas champ d’environ 1,7f0,3 p.p.m. 
Iorsque la position vicinale porte Cgalement un groupement hydroxyle axial. Ces 
don&es permettent par ailleurs de lever l’ambiguite quant a laconfiguration anomeri- 
que du prod& secondaire D-ghrcopyranosyl-D-mannopyranoside 14 obtenu lors de 
la preparation du disaccharide ~:,a correspondant et pour lequel la spectrometrie 
r.m.n_ du proton n’Ctait pas dkisive. Le dkplacement chimique des deux atomes de 
carbone anomkes de 14 est de 104,7 et 103,7 p.p.m., en bon accord avec une anomerie 
j?,,P pour les deux heterocycles hexopyranosyles. On remarque par ailleurs pour ce 
msme disaccharide un fort blindage depassant quelque fois 5 p.p.m. pour C-2 et C-3 
des deux heterocycles, associe B un deblindage de 3 p.p.m. pour C-l et C-l’. Cette 
observation pourrait etre en accord avec la presence de liaisons hydrogene intra- 
moI&ulaires au niveau des atomes de carbone consider& d’un type different de celles 
rencontrees dans I’a,a-trehalose43 et l’attribution des configurations est, par 
consequence, tentative_ 

La reactiviti: enzymatique de la trehalase de hanneton, d’activite specifique 9,2 
pour le trehalose, a et& mesunk vis-a-vis des disaccharides 6, 13 et 23 en tampon de 
Mcllvaine, pour des concentrations variables de substrat, en fonction de temps 
d’incubation de 1 a 6 h Q 37”. La constante de Michaelis est de 0,617mhi pour le 
trehalose, 3,57mM pour l’a-D-allopyranosyl-a-D-ghXopyranoside (23) et 27,7mM pour 
l’a-D-glucopyranosyl-a-D-xylopyranoside (6). Les V,, sont de 0,178 pour le derive 
D-ahOpyranOSyLe 23 et de 0,238 pour le derive D-XylOSyk 6 (soit 1,7% et 2,3 % de 
celles mesurees pour le trehalose). La constante de Michaelis du 6-dCsoxy-a,a- 
trehalosel est dam les msmes conditions, avec une enzyme d’activite specgque 0,29, 
de 2,Om~ et sa V,, de 0,03 (10% de celle du trehalose). En presence du D-gluco- 
pyranosyl-D-manuoside 13, la constante de Michaelis de l’enzyme pour le trehalose 
est modifiee et devient 12,5m~ B la concentration de 0,3125 et 9mM a la concen- 
tration 0,156m~. La V,, n’est cependant pas modifiee, ce qui suppose par 
consequent que 13 est un inhibiteur competitif de la trehalase. 
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PARTIE EXPhIMFiNTALE 

Mc5Ymde.s g&G-ales_ - Les solvants utilisb sont purifi.Cs avant d’Ctre utilisCs 44. 
Les melanges reactionnels sont laves a 0” par les solutions aqueuses mentionnees, 
puis sCchCs sur sulfate de sodium et concentres sous pression reduite B des tempera- 
tures ne depassant pas 45”. Le tours des reactions ainsi que I’homogCneite des com- 
poses d&-its sont contrGlts par chromatographie sur couche mince (c.c.m.) de gel de 
silice (Merck F 254, Merck, Darmstadt, Allemagne) avec revelation par pulverisation 
d’acide sulfurique aqueux (1:l) et chauffage % IOO”, ou par chromatographie sur papier 
(Whatman No. 1) par la mtthode descendante avec le systeme Bluant butanol- 
pyridine-eau (6:4:3, v/v) et revelation par le nitrate d’argent alcalin45. Les separations 
et purifications sont realisees sur colonne de gel de silice (Merck 60, 70-230 mesh). 
Les points de fusion sont mesures sur platine de Leitz, sous microscope, et sont 
corriges. Les microanalyses elementaires ont CtC realisCes par le Service Central de 
Microanalyse du C.N.R.S. (Thiais). Les pouvoirs rotatoires ont CtC mesures B l’aide 
du << Quick Polarimetre >> de Roussel et Jouan. Les spectres de ‘H-r.m.n. ont ete 
Ctablis sauf indication contraire, B 250 MHz sur appareil Cameca (Thomson C.S.F., 
Paris) ou a 100 MHz sur appareil Varian HA-loo; les deplacements chimiques sont 
don&s en 6 (p.p.m.) par rapport au signal du tCtramCthylsilane pris comme reference 

inteme ou, dans le cas de solutions aqueuses, comme rbfkence exteme (tube 

concentrique de tetramCthylsilane-tetrachlorure de carbone, l:l, v/v). Les attributions 
sont generalement confirmees par decouplage de spin. Les spectres de ‘3C-r.m.n. ont 
ete Ctablis, sauf indication contraire, a 25,2 MHz dans l’oxyde de deuterium sur 
appareil Varian XL-100 CquipC d’un systeme de transformte de Fourier Informatec 
et decouplage du proton; les deplacements chimiques sont mesurCs en 6 (p-p-m.) B 
partir du signal du tetramethylsilane pris comme reference exteme (tube concentrique 
de dtram&hylsilane pur). Les spectres de masse ont CtC enregistres sur appareil MS 30 
(A.E.I.) a double faisceau, en introduction directe avec une tension d’acdlbration de 
2 KV, une tension d’ionisation de 70 eV et un courant Clectronique de 330 mA; les 
temperatures de sources variaient de 150 B 2.50”; les abondances relatives par rapport 
au pit de base sont don&es entre parer&&es. 

2,3,4-Tri-O-benzyl-I-O-p-)2itrobeizzoyZ-~-D-xyZopyranose (1). - Le 2,3,4_tri,O- 
benzyl-D-xylopyranose46 (16,8 g, 40 mmol), dissous dans le dichloromCthane (160 ml), 
est additionnC de chlorure de p-nitrobenzoyle (12 g, 65 mmol) dans le dichloro- 
methane (40 ml) et la pyridine (12 ml). Apres une agitation magnetique de 12 h a 
temperature ambiante, le melange Gactionnel est addition& d’un c&al‘ de glace. 
Aprts 2 h, la solution est lavee 8 l’eau (100 ml), puis par une solution d’acide sul- 
furique 1,5M (lOOml), enfin par une solution d’hydrogenocarbonate de sodium a 
saturation (100 ml), puis par l’eau (100 ml). La concentration de la solution conduit a 
une huile qui cristallise par trituration avec de l’ethanol (12,7 g); un aliquot re- 
cristallise (dichloromCthane<ther) donne 1, p.f. 126-128”; [or]g5 -52,4” (c 1, chloro- 
forme); donnees de r.m.n. (100 MHz, chloroforme-d): S 5,87 (d, JI,z 6 Hz, H-l). 
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Anal. Cak. pour C2sH,,NOs. - C, 69.58; H, 5.49; N, 2.46. Trouve: C, 69.50; 
H, 5.33; N, 2.77. 

Les eaux-m&es de cristallisation (15 g) sont dEposCes SW une colonne de gel de 
silk (100 g) et une Clution par le mklange ether-hexane (l:l, v/v) permet de recuperer 
9 g du produit attendu 1 contaminC par une Cgale proportion de son anomere a 
(c.c.m., ether-hexane, l:l, v/v), rendement total 96%. 

(2,3,4,6-T~~ra-O-ac~~y~-cr-D-g~~copyranosy~)-2,3,4-~r~-o-benzy~-~-D-xy~opyr~o 

side (4). - Le d&S 1 ou son melange anomerique (6,54 g, 11,5 mmol), dissous dans 
le dichloromCthane fraichement distillC sur anhydride phosphorique44 (20 ml), est 
soumis a 0” ZX tm barbottage d’acide bromhydrique jusqu’ti disparition, par contrGle en 
c.c.m. (ether-hexane, l:I, v/v), du produit de depart. Apres Climination par filtration 
du precipite forme, lavage a l’eau froide (20 ml) de la solution organique et concen- 
tration, une huile (5,9 g) est obtenue qui montre en spectrometrie de ‘H-r.m.n. 
(60 MHz, chloroforme-d) un signal B 6 6,32 p.p_m_ (J 4 Hz) d’integration globale 
l/12 par rapport aux protons aromatiques des groupements benzyles, ce qui suppose 
une proportion de 83 % pour le bromure de glycosyle (2) intermediaire attendu. Un 
melange benzene-nitromethane (l:l, v/v, 100 ml) contenant du cyanure mercurique 
(2,92 g, 11,5 mmol) et du bromure mercurique (292 mg, 1,l mmol) est alors concentre 
B pression ordinaire jusqu’h un volume de 80 ml, puis il est refroidi ?I 40” et addition& 
de 2,3,4,6-tktra-@adtyl-D-glucopyranose14 (3, 2 g, 5,7 mmol) et du bromure de 
D-xylosyle 2 brut dissous dans le mEme solvant (10 ml). Apres 24 h & 40”, avec agitation 
magnetique sous atmosphere d’azote, Ie melange reactionnel est concentre, repris par 
le dichlorom&thane (100 ml) et la solution la&e par une solution de bromure de 
potassium (M, 2 x 100 ml), par l’eau (100 ml), enfin par une solution d’hydrogeno- 
carbonate de sodium Q saturation (100 ml), puis par l’eau (2 x 100 ml), les eaux de 
lavage Ctant elles-mCme reextraites a nouveau par le dichloromethane (2 x 200 ml). 
Les solutions r&nies sont concentrees et I’huile obtenue (8,O g) qui montre en c.c.m. 
(ether-hexane, 2:1, v/v) une tache essmtielle de R, 0,37, accompagnCe de taches 
mineures de RF 0,41 et 0,22, est purifiee par passage sur une colonne de gel de siiice 
(400 g, 600 x 45 mm) avec l’tluant ether-hexane (3:2, v/v). Le passage de 800 ml 
d’kxant permet d’isoler le derive disaccharidique attendu sous la forme d’une huile 
homogene en c.c.m. (ether-hexane, 2:1, v/v) (2,4 g, 56 % ) ; [a]:’ + 138” (c 0,5, chloro- 
forme), mais dont I’analyse Gmentaire n’est pas neanmoins dans les limites accep- 
tables (Calc. pour C4,H4,0,,: C, 63.99; H, 6.17. Trouve: C, 65.19; H, 6.51). 

2,3,4,6-Te’tra-o-ac~~y~-a-D-g~ucopyra~osy~-2,3,4-t~~-o-ac~tyZ-~-D-xyzopyra~zos~de 

(§). - Le dCrivC disaccharidique 4 (2,4 g) est dissous dans l’ethanol aqueux (19:1, 
v/v, 100 ml) et soumis B une hydrogenation catalytique en presence de palladium sur 
charbon B 10 % jusqu’a formation (24 h) d’un produit homogene en c.c.m. (acetate 
d’ethyle-p-dioxanne, l:l, v/v). La concentration de la solution Cthanolique, aprb 
elimination du catalyseur par filtration sur Celite, conduit B un verre qui, apres 
stchage, est addition& de pyridine (10 ml) et d’anhydride acetique (5 ml). Apres 12 h 
& temperature ambiante, le melange reactionnel, refroidi dans la glace, est additionnt 
de methanol (5 ml) et, apr& 1 h, Cvapork Le r&idu est repris par le chloroforme 
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(20 ml) et 1avC par de I’eau (2 x 10 ml), les eaux de lavage etant elles-memes r& 

extraites par le chloroforme (2 x 20 ml). Les phases chloroformiques rtknies condui- 

sent, apres concentration, B une mousse (I,67 g, 87%) qui n’a pu etre cristalhsee, 

[a];’ + 134” (c 1, chloroforme); litt.‘: [a]g2 + 151,8” (c 0,3, chlorcfcrme). 

Anal. Calc. pour C,sHs,0i7: C, 49.51; H, 5.65. TrcuvC: C, 49.73; H, 5.74. 
a-D-GZucopyranosyZ-&-D-XyZopyranoside (ii)_ - Le derive hepta-O-acCtylC 5 

(1,67 g) est dissous dans le methanol aqueux (9:1, v/v, 70 ml) et addition& de tri- 

ethylamine (7 ml). Aprts 12 h B temperature ambiante, la solution est neutralisee par 

addition d’Amberlite IR-120 (Ht) et lyophilisee (870 mg, 49 % & partir de 3), [or]i2 
+ 158” (c 1, eau); RGlc 0,84; litt2: [elk2 + 164.4” (c 1,2, eau), RGlc 0,67; don&es de 

r.m.n. (100 MHz, oxyde de deuterium): 6 5,62 (d, 1 H, J 3 Hz), H-l et H-l’). 

Anal. Calc. pour C11H2,0,, -H,O: C, 40.00; H, 6.71. Trouve: C, 39.79; 

H, 6.71. 
Un chauffage B 100” pendant 8 h sous pression reduite en presence de penta- 

oxyde de phosphore conduit au compose anhydre, [a] g2 + 160” (c 1, eau). 

Anal. Calc. pour C,,H,,O, ,,: C, 42.30; H, 6.45. Trouve: C, 42.14; H, 6.46. 
(2,3,4,6-T~fra-O-be~zzyZ-cr,~-D-glucopyranosyi)-2,3,4,6-fe’tra-O-ac~fy~-a- et p- 

B-D-maililopyranosidesz~zopyr~~o~~~e~ (9 et 10). - A un melange d’adtonitrile, fraichement distill6 

sur hydrure de calcium44 (24 ml), et de dichloromethane (3 ml) est ajoute le 2,3,4,6- 

tetra- O-benzyI-D-gIucopyranosel ’ (7, 1,5 g, 2,78 mmol) et Ie cyanure mercurique 
(198 g, 7 mmol). Apres 1 h SI 50” est ajoutC le bromure de 2,3,4,6-tCtra-U-acetyl- 
D-mannopyranosyle2’ (8, 2,95 g, 7 mmol) en solution dans l’acetonitrile (9 ml). 
Apres 48 h d’agitation magnCtique & 50”, une c.c.m. (ether-hexane, 3:1, v/v) indique 

la disparition pratiquement totaIe des reactants avec apparition d’une tache essentielle 
de RF 0,52. Les solvants sont alors elimines par concentration et le residu, dissous 

dans le dichloromethane (100 ml), est IavC successivement par une solution M de 
bromure de potassium (2 x 100 ml), par l’eau (100 ml), par une solution saturee 

d’hydrogenocarbonate de sodium (2 x 100 ml), enfin par I’eau (2 x 100 ml); Ies phases 

aqueuses de Iavage sont dans un deuxieme temps reextraites avec du dichloromCthane 

(2 x 100 ml). Les solutions organiques reunies sont concentrees et le rtsidu est place 

sur une colonne de gel de silice (900 x 25 mm) avec elution par Ie melange Cther- 

hexane (1: 1, v/v) : 1,0 litre d’eluant conduit au 2,3,4,6-tetra- O-benzyI-D-gluco- 

pyranose de depart inchangt (31 mg, 2 %); le melange des disaccharides 9 et 10 

(2306 g, 85%) est Clue par 2,5 litres de solvant; 3,0 litres d’eluant permettent de 

recupbrer encore 300 mg du melange de 9 et 10 non-homogtne en c.c.m. 

(2,3,4,6-T~tra-O-ac~tyZ-cc-D-gZucopyra~zosyZ)-2,3,4,6-t~tra-O-ace’tyZ-cr-D-nzanno- 
pyranoside (11) et (2,3,4,6-tPtra-O-acPtyZ-~-D-gZz~copyranosyZ)-2,3,4,6-t~tra-O-ac~tyZ- 
ZI?-D-nzannopyranoside (12). - Le melange de disaccharides 9 et 10 (1,34 g) est dissous 

dans I’ethanol (100 ml) et hydrogene sous 3 atm en prksence de palladium sur 
charbon a 10 % (1,34 g). Apres un temps variant entre 24 et 72 h, on constate, sur 

un aliquot, la disparition des signaux attribuables en spectrometrie de r.m.n. aux 

groupes protecteurs benzyies. Le catalyseur est alors CliminC par filtration sur CClite 

et le solvant evapore. L’huile obtenue (853 mg) est dissoute dans Ia pyridine (8 ml) 



232 8. BAR-GIULLOUX, J. DEFAYE, H. DRIGUEZ, D. ROBE 

et addition&e d’anhydride acCtique (4 ml). Apr& 24 h, le milange reactionnel est 
extrait comme d&-it pour le peracetate 5. L’huile obtenue, qui montre deux taches en 
c.c.m. (dichlorom&hane*ther, 1:3, v/v, RF 0,77 et 0,66), est separee par passage sur 
une colonne de gel de silice avec le melange kluant &her-hexane (3:1, v/v). Le di- 
saccharide peradtyle a,a (11) est obtenu sous la forme d’une mousse (450 mg, 44%, 
par rapport au melange de 9 et lo), homogtne en c.c.m. (ether); [a];’ + 116” (c I,8 
chloroforme). 

Anal. CaIc. pour C,,H,,O,,: C, 49.55; H, 5.64. TrouvC: C, 50.35; H, 5.74. 
Une Clution complementaire permet d’obtenir le deuxieme composant 12 

(340 mg) encore con&mini par 11. Un second passage sur colonne dans les mEmes 
conditions conduit au disaccharide 12 homogene (260 mg, 25% par rapport au 
melange de 9 et 10); [a];’ -1-40” (c 0,5, chloroforme). 

Anal. Calc. pour CzsH,sO19: C, 49.55; H, 5.64. TrouvC: C, 49.51; H, 5.77. 
cc-D-GZucopyranosyi-a-D-mannopyranoside (13). - Le dCrivC peracCtylC 11 

(290 mg, 0,43 mmol) est dissous dans le methanol aqueux (9:1, v/v, 25 ml) et 
additionk de trikthylamine (2,5 ml). Apr& le mCme traitement qui a conduit 9 6, une 
lyophilisation de la solution aqueuse conduit & une poudre microcristalline (147 mg, 
95 %), p-f. 120-125”, [a]“,’ + 110” (c 1, eau), R Glf 0,59; donnees de r.m.n. (250 MHz, 
oxyde de deutk-ium): S 4,73 (d, 1 H, J 3,6 Hz, H-l gluco) et 4,67 (d, 1 H, J 1,4 Hz, 
H-l manno). 

Anal. Calc, pour C,,H,,O,, -H,O: C, 40.00; H, 6.71. TrouvC: C, 40.18; 
H, 6.47. 

Un chauffage B 100” pendant 10 h sous pression rtduite en prkence de penta- 
oxyde de phosphore conduit & un compose partiellement d&hydrate, p-f. 126-134”; 
[z] g + 162” (c 0,5, eau). 

Anal. CaIc. pour C12H22011*0,5H20: C, 41.03; H, 6.60. TrouvC: C, 41.00; 
H, 6.71. 

P-D-Glrrcopyranosyl-P-D-~a~~~~y~~~~~~~e (14). - Le d&ivC p&acCtylc 12 
(260 mg, 0,38 mmol), trait6 dans les conditions qui ont permis l’obtention de 13 B 
partir de 11, conduit B une poudre microcristalline (120 mg, 87%), p-f. 120-125”; 
la]i2 +44” (c 1, eau); RGlc 0.57; don&es de r-m-n. (100 MHz, oxyde de deudrium): 
6 5.11 (d, 1 H, J 7,2 Hz, H-l gluco) et 5,60 (d, 1 H, J 1,7 Hz, H-l manno). 

Anal. Calc. pour C,,H,,O,, -H,O: C, 40.00; H, 6.71. TrouvC: C, 39.84; 
H, 6.78. 

Un chatiage B 100” pendant 10 h sous pression rGduite en presence de penta- 
oxyde de phosphore conduit au composd d&hydrate, p.f. 122-128”; [a]g2 f52” 
(c 1, eau). 

Anal. Calc. pour C,2H,20,,: C, 42.10; H, 6.47. TrouvC: C, 42.15; H, 6.74. 
(2,3-Di-O-ac&tyZ-4,6-0-benzylidhe - a-D-gZucopyrunosyZ) -2-0-acPtyZ- 4,6-0- 

benzylidhze-rr-D-ghcopyranoside (16). - L’imidazole (3,4 g, 50 mmol) est dissous 
dans le chloroforme frakhement distill6 sur pentaoxyde de phosphore44 (50 ml) et, 
B 0”, additionnC de chlorure d’adtyle (I,96 g, 24,9 mmol). Apr& 1 h, Ie ch!orhydrate 
d’imidazole est &par6 par filtration et 1avC par le chloroforme (2 x 10 ml). Les 
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solutions chloroformiques contenant le IV-adtylimidazole (24,9 mmol) sont 

addition&es de 4,6:4’,6’-di-O-benzylidCnetrehalose32 (15, 4,3 g, 8,3 mmol) dissous 
dans ie chloroforme set (100 ml)_ Le mCIange reactionnel est pork? A reflux pendant 
24 h puis, apres refroidissement, diluC avec le chloroforme (200 ml) et lave successive- 
ment par l’eau (100 ml), I’hydrogenocarbonate de sodium en solution aqueuse sat&e 
(100 ml), puis par l’eau (100 ml), les eaux de lavage &ant elles-memes reextraites par 
le dichioromethane (2 x 200 ml). Apres concentration, le residu est place sur une 
colonne de gel de silice (600 x 45 mm, 400 g) CluCe par un melange acetate d’&hyle- 
hexane (1:2, v/v); 700 ml de solvant conduisent au 2,3:2’,3’-t&a-O-ac&yl-4,6:4’,6’- 
di-O-benzylidenetrkhalose (18, 1,27 g, 23 %), p-f. X6-247” (cristahid de dichloro- 
mtthane-&her) ; [a] g2 + 124” (c 1, chloroforme). 

Anal. Calc. pour C34H38015: C, 59.47; H, 4.99. Trouve: C, 59.66; H, 5.04. 
Une Clution par 2 litres de solvant permettent d’isoler 16 (2,14 g, 40%), homogene 

en c.c.m. (acetate d’ethyle-hexane, l:l, v/v, RF 0,73); p-f. 214216’ (cristallise de 
l’adtone-hexane), [o;J c2 +89” (c 1, chloroforme). 

Anal. C&. pour C&3,01&$: C, 59.62; H, 5.63. TrouvC: C, 59.42; H, 5.61. 
Une Clution finale avec 2,5 litres de solvant conduit au 2,2’-di-U-acCtyl-4,5:4’,6’- 

di-O-benzylid&retrehalose (17, 276 mg, 16 %), p.f. 270-272” (cristallise de I’adtone); 
[ali + 102” (c I, a&one). 

Anal. Calc. pour C3,-,H3,013 *0,5H20: C, 58.92; H, 5.76. Trouve: C, 58.93; 
H, 5.49. 

(2,3-Di-O-acPtyZ-4,6-O-benzyZid~~e-cr-D-gZacopyr~osyZ)-2-O-ac~tyZ-~,6-0- 
benzylidke-@-D-ribo-hexopyranosid-3-uZose (19). - Le d&-S tri-O-ac&yM 16 (1 g) 
est dissous dans le dimethyl sulfoxyde (20 ml) et additionne d’anhydride adtique 
(10 ml). Apres 24 h a temperature ambiante, la concentration de la solution conduit 
B un compost huileux qui est place sur une colonne de gel de silice (100 g) eluee par 
un melange acetate d’ethyle-hexane (1:2, v/v). L’hexuloside 19 (910 mg, 92 %) est 
obtenu sous la forme d’une mousse homogene en c.c.m. (acetate d’ethyle-hexane, 
l:l, v/v, RF O-67), Ia]g + 51” (c 1, chloroforme). 

Anal. Cak. pour C32H3,01.$: C, 59.81; H, 5.33. Trouvt: C, 59.47; H, 5.47. 
(2-O-Ac~tyZ-4,6-O-benzyZid~ne-ar-~-aZZopy~anosyZ)-2,3-d~-O-ac~~yZ-4,6-0- 

benzylidhe-a-D-glucopyranoside (20). - L’uloside 19 (712 mg), en solution dans 
i’Cthanol(l65 ml), est soumis a une hydrogenation catalytique en presence d’oxyde de 
platine d’Adams (210 mg) pendant 24 h sous une pression de 3 atm. Aprcs elimination 
du catalyseur par filtration et concentration, une huile (705 mg, 99 %), homogene en 
c.c.m. (acetate d’ethyle-hexane, I:l, v/v, RF 0,79) est obtenue dont un aliquot (166mg) 
cristahisC dans I’ethanol, permet d’obtenir le produit analytique (66 mg, 390/o), 
p.f_ 114-l 15’; [a]kz +76” (c 1, cbloroforme). 

Anal. Chk. pour C32HseO14: C, 59.62; H, 5.63. Trouve: C, 59.14; H, 5.83. 
(2,3,4,6-TPtra-O-ace’tyZ--or-D-aZZopyranosyZ)-2,3,4,6-t~tra-o-ac~tyZ-~-D-gZucopyra- 

noside (22). - Le disaccharide partiellement protege 20 (540 mg), dissous dans un 
melange de methanol (54 ml) et d’acide acetique glacial (1,l ml), est hydrogene sous 
une pression de 3 atm en presence de noir de palladium (540 mg) jusqu’a disparition en 
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c.c.m. (a&ate d’khyle-p-dioxane, 1:l) du produit de d&part (24 B 48 b). Aprcs ~limina- 
tion du catalyseur par atration et concentration de la solution, Ie residu est dissous 
dans la pyridine (20 ml) et addition& d’anhydride adtique (20 ml). Apres 24 h a tem- 
perature ambiante, le derive peracetyle 22 est extrait comme preddemment pour 
l’hepta-acetate 5. L’huile obtenue (450 mg) est purifiCe par passage sur colonne de gel 
de silice (700 x 17 mm) avec le melange Cluant acetate d’ethyle-hexane (1:2, Y/Y) (rdt. 
285 mg, 50% par rapport 2 l’uloside 19). 

ct-D-Allopyranosyl-a-D-ghopyranosfde (23). - Le d&iv6 perachy 22 (250 mg) 
est dissous dans le methanol aqueux (19:1, 20 ml) et additionnk de triithylamine 
(1 ml). Aprts 12 h B temperature ambiante, la solution est neutralisCe par I’Amberlite 
IR-120 (H’) et concentree sous pression reduite, l’eau residuehe Ctant eliminCe par 
lyophihsation. Le disaccharide iibre 23 est obtenu sous la forme d’une mousse 
microcristalline (130 mg, 98%), p-f. 118-120’; [a]g2 +150” (c 1, eau); RGlc 0,69; 
don&es de r.m.n. (100 MHz, oxyde de deuterium): 6 5,66 et 5,64 (2 d, 4 H, J 4,0 Hz, 
H-l et H-l’). 

Anal. Calc. pour C,,H,,O,, *l,SH,O: C, 39.02; H, 6.82. Trouve: C, 38.95; 
H, 6.04. 

Un char&age & 100” pendant 8 h sous pression reduite en presence de penta- 
oxyde de phosphore conduit au compose anhydre; p-f. 120-122”; [z]F f151” 
(c 1, eau). 

Anal. Calc. pour C12H22011: C, 42.10; H, 6.47. TrouvC: C, 42.15; H, 6.47. 
PrPparation de la trPIzalase de hantzetozz. - La purification de l’enzyme est 

amtlior6e par rapport aux travaux prkedents1*47. Les activites specifiques et les 
V,,, sont exprimees respectivement en pmol de trkhalose et de sub&rat hydrolysCes 
par min et par mg de proteine enzymatique dans les conditions optimales (37q 
pH 6,25, trehalose dans le milieu 25mM). Le dosage des sucres lib&r& est rkalise par 
la methode de Somogyi-Nelson 48-4g. Les hannetons adultes proviennent de l’elevage 
de 1’Office pour 1’Information Entomologique, La Mini&e, Versailles. La protkine 

partiellement purifiCe est concentree a la sortie de la colonne d’alumine par filtration 
sur membrane Diaflo (Amicon) type PMIO, puis placee sur colonne d’Ultroge1 
AcA4/4 (L.K.B.) CquilibrCe a I’aide d’une solution aqueuse de chlorure de sodium 
(9:1000, p/v) et CluCe par la mCme solution. Les fractions qui renferment l’activite 
trehalasique sont rkunies et concentrees sur membrane. Une solution renfermant 
140 fig de proteine/ml et d’activite specifique 9,2 est ainsi obtenue. 

Essais comparatzjcs n’uctivit& de kz trr#za~ase de hantzeton sur ies U-D-&CO- 

pyranosyf-a-I)-xylopyranoside (6), a-D-ghicopyrQ~zosy~-a-D-??zaPznopyranoside (13), a-D- 
allopyranosyl-a-D-glucopyranoside (23) et sz4r I’a,u-trti/zalose. - Le milieu Gactionnel 
est compose de tampon de McIlvaine (20mM, pH 6,25), de proteine enzymatique 
(28 pg/ml dans Ie cas des disaccharides 6 et 13; 1,4 pg/ml dans le cas du trehalose), 
du substrat B des concentrations variables (lOOmM, 50mni, 25mM, 12,5mM, 6,25m~, 
3,12SmM, 1,562mM pour les disaccharides 6 et 13; 6,25mM, 3,125mM, l,562m~, 
0,78lmM, 0,390mM pour Ie trehalose). Les incubations sont d’l h, 2 h et 
6 h a 37” pour les disaccharides, de 30 min et 1 h a 37” pour le trehalose. Dans le cas 
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du disaccharide 13, Ies essais d’inhibition sont realises dans Ies memes conditions de 
concentration que pour la mesure d’activite sur Ie trehalose, mais en presence de deux 
concentrations difErentes du disaccharide (0,312s et 0,156m~). Les resultats sent 
rapport& dans la Discussion. 

Les auteurs remercient M. Ciaude Bosso pour la realisation et l’interpretation 
des spectres de masse, MM. Henri Reutenauer et Albert Rousseau pour l’enregistre- 
ment des spectres de IH-r.m.n. et M. Robert Nardin pour l’enregistrement des 
spectres de 1 3C-r.m.n. 
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