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INTRODUCTION

Des travaux antérieurs'~* mentionnent I’intérét, pour I’étude des tréhalases,
des dérivés du tréhalose modifiés sur un seul des restes a-D-glucopyrancsyle. Bien
qu’un certain nombre de dérivés, monosubstitués****>-® ou modifiés’ sur un seul
cycle du tréhalose, aient été préparés, la synthése du 6-désoxy-a,a-tréhalose (3) restait
un objectif essentiel, les facteurs stériques ne pouvant, comme dans le cas des dérivés
monosubstitués*, étre invoqués en cas d’inactivité de I’enzyme.

La préparation du 6-désoxy-x,a-tréhalose (3) a déja été tentée® sans succés,
soit par réduction a I’aide de I’hydrure de lithium et d’aluminium du monosulfonate
primaire correspondant, soit par clivage réductif des dérivés iodés ou thiocyanés sur
ce méme carbone. En particulier, ’utilisation du nickel de Raney d’activité W-2 pour
la réduction du dérivé monoiodé avait, de méme que les autres méthodes, uniformé-
ment conduit au 3,6-anhydro-z,a-tréhalose, bien que I'utilisation dans les mé&mes
conditions d’un nickel de Raney commercial d’activité non précisée ait conduit Birch®,
partant du 2,2’,3,3’.4,4’-hexa-O-acétyl-6,6'-didésoxy-6,6"-diiodo-o,a-tréhalose, au
dérivé didésoxy attendu.

Le présent travail a pour objet d’une part une réinvestigation de ce probleme,
et rapporte la synthése du 6-désoxy-z,x-tréhalose (3) par deux méthodes distinctes,
d’autre part ’étude de I’affinité tréhalasique de ce composé, seul dérivé du tréhalose
qui soit, jusqu’a présent, un substrat pour la tréhalase.

*Premiére partie, voir Réf, 6.
TUne partie de ce travail a fait ’objet d’une communication orale, E. Guilloux, J. Defaye et
F. Percheron, (Symposium sur le tréhalose, Paris, 24 aoit 1970).
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RESULTATS

La réduction du 2,2’,3,3',4,4',6’-hepta- O-acétyl-6-désoxy-6-iodo-a,a-trehalose
(1), tentée dans les mémes conditions qu’antérieurement®, mais avec un nickel de
Raney commercial*, a conduit avec un rendement satisfaisant 2 un seul composé
identifi¢ au 2,2°,3,3’,4,4’,6'-hepta-QO-acétyl-6-désoxy-o,a-tréhalose (2). Devant ce
résultat, des essais systématigques ont été répétés avec le nickel de Raney? d’activité
W-2 sur les dérivés monoiodés 1 et diiodés', et ont permis de reproduire les résuitats
décrits par ailleurs®:8. Il semble par conséquent que la réactivité vis-a-vis du nickel
de Raney des dérivés monoiod€s et diiodés du tréhalose ne soit pas identique, et
que d’autre part la qualité du catalyseur utilisé joue un role essentiel.

On sait enfin que la photolyse de dérivés halogénés est une bonne voie d’accés
aux désoxysucres'!-*2. Ce type de réaction est supposé minimiser les interactions
du groupe hvdroxyle en C-3 sur le dérivé monoiodé 1 lors du clivage du radical
halogéné. Il a été appliqué avec succes et a conduit avec un rendement satisfai-
sant au 6-désoxy-a,x-tréhalose isolé sous la forme de son dérivé peracétyié€ 2 et iden-
tique en tous points au composé préparé précédemment par clivage réductif a ’aide
du nickel de Raney.
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La désacétylation selon Zemplén du dérivé peracétylé 2 conduit avec un ren-
dement quantitatif au 6-désoxy-a,x-tréhalose (3) isolé sous la forme d’un hydrate
cristallisant avec une molécule d’eau.

On connait I'importance des conformations moléculaires lors des réactions
enzyme-substrat. On peut logiquement attendre, comme cela a ét€ montré dans le
cas des octa-O-acétyl-a,x-tréhalose® et 2,2’,3,3",4,4'-hexa- O-acétyl-6,6'-didésoxy-o,o-
tréhalose* ®, une conformation CI (D) (2a) pour les deux systémes cycliques. Toutefois
cette conformation a été précisée par une étude 2 100 MHz du spectre de r.m.n. du
2,2'.3,3",4,4’ 6'-hepta- O-acétyl-6-désoxy-a,a-tréhalose (2). Ce spectret (Fig. 1) montre
deux systémes de signaux nettement différenciés et globalement superposables,

*Nickel activé selon Raney, Réf. 25.820, Prolabo (Paris).

tCe spectre a été réalisé au Centre d’Etudes Nucléaires de Grenoble (Service de Chimie Organique
Physique) grace a I'obligeance du Professeur D. Gagnaire que nous remercions également pour une
discussion d’ensemble de ce probléme.
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Fig. 1. Partie 2 champ faible du spectre de r.m.n. du 2,2°,3,3",4,4°,6-hepta- O-acétyl-6-désoxy-u, -
tréhalose (2).

respectivement, aux spectres obtenus pour ’octa- O-acétyltréhalose et le 2,27,3,3",4,4"-
hexa-O-acétyl-6,6’-didésoxytréhalose. Les couplages J, , et J,. ,. de 3,8 Hz (0 5,26
et 5,17 p.p.m., H-1 et H-1") confirment la configuration anomérique «,«. Entre 6 5,45
et 4,77 p.p.m. les protons en C-2, C-3 et C-4 des deux hétérocycies produisent bien
les signaux attendus tous différenciés et interprétables (voir partie expérimentale).
On remarque entre & 4,31 et 3,79 p.p.m. des massifs de multiplets de 4 protons
attribuables aux hydrogénes en C-5 et C-5' et les signaux du groupement CH, en C-6.
Entre 2,06 et 2,00 p.p.m., un massif de singulets, chacun de 3 protons faiblement
différenciés, est donné par les groupements acétoxy équatoriaux. On se souvient®
que le 2,23 4,4’ 6’-hexa-O-acétyl-3,6-anhydro-«,¢-tréhalose montre, dans le méme
solvant et dans la méme région du spectre, six singulets de 18 protons dont deux
nettement différenciés par un déplacement de 0,13 p.p.m. 4 champ faible, ce qui avait
conduit, conjointement avec I’application des régles d’Hudson, 2 attribuer la confor-
mation CI (D)-IC (D) pour ce composé, résultat récemment confirmé! ¢ par I’étude &
haut champ du spectre de I’analogue dianhydro du tréhalose. A 1,19 p.p.m., un
doublet de 3 protons est attribuable au méthyle porté par le carbone 5'.

L’affinité tréhalasique a été étudiée sur la tréhalase de Pseudomonas et sur la
tréhalase de hanneton en utilisant les conditions opératoires optimales pour ces deux
enzymes. Les résultats indiquent que, bien que ’affinité des tréhalases soit dans les
deux cas inférieure aux résultats obtenus par le tréhalose, le dérivé monodésoxy 3
constitue bien néanmoins un sub.irat pour les tréhalases.

Rappelons que, jusqu’ici, P’action des tréhalases sur un dérivé modifié du
tréhalose n’avait pas été démontrée; le 6,6'-didésoxy-u,a-tréhalose n’est lui-méme pas
attaqué par ’enzyme!>. Dans les mémes conditions ont été testés également le
2- O-p-tolylsulfonyl-a,x-tréhalose, 1’a-D-glucopyranosyl-2,3-anhydro-a-D-mannopyra-
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noside, les 3-azido- et 3-amino-a-D-altropyranosyl-c¢-p-glucopyranoside*. Ces com-
posés sont sans affinité pour les tréhalases utilisées.

PARTIE EXPERIMENTALE

Méthodes générales. — Les solutions ont été concentrées sous pression réduite
a I’aide d’évaporateurs rotatifs « Biichi » a des températures ne dépassant pas 40°.
La pureté de tous les composés a €té vérifi€e par chromatographie sur couche mince
de gel de silice. Les réactions ont été suivies sur ces mémes plaques. Les microanalyses
élémentaires ont été réalis€es par le Laboratoire Central de Microanalyse du C.N.R.S.
Les pouvoirs rotatoires ont ét€ mesurés a I’aide du « Quick Polarimétre » de Roussel
et Jouan. Le spectre de r.m.n. a été établi en solution dans le chloroforme-d sur un
appareil HA-100 « Varian » par M. Nardin. Les déplacements chimiques (J) sont
mesurés & partir de la raie du tétraméthylsilane prise comme zéro de référence.
2,2°,3,3' 4,4',6'- Hepta-O-acétyl-6-désoxy-a,a-tréhalose (2). — (a) Par action du
nickei de Raney sur le dérivé monoiodé 1. Le 2,2°,3,3',4,4’,6'-hepta-O-acétyl-6-désoxy-
6-iodo-a,x-tréhalose® (1) (505 mg, 0,676 mmole) dissous dans ie méthanol (25 ml) est
additionné de diéthylamine (75 ul, 0,727 mmole) et hydrogéné 3 pression ordinaire
en présence de nickel de Raney (250 mg) (produit commercial Prolabo conservé sous
eau, sans spécification d’activité). Aprés quatre heures d’agitation, la quantité
théorique d’hydrogéne (15 ml, 0,676 mmole) est consommeée. Le catalyseur est alors
éliminé par filtration et le filtrat concentré sous pression réduite. Le résidu est repris
par le chloroforme (30 ml) et la solution chloroformique, lavée par I’eau & trois
reprises, et séchée, conduit aprés évaporation a une huile (243 mg, 59%) qui
cristallise dans I’éthanol, p.f. 89-90°, [«]3° + 184° (c 1, chloroforme); spectre de r.m.n.
(100 MHz) (Fig. 1): 6 5,45ddedet540dded (J5,5 =/ 3 =10,2Hz,J3 4 = J;3. 4. =
=9,0 Hz, H-3, H-3"), 526 d et 5,17 d (J, , = J,. ;.= 3,8 Hz, H-1, H-1"), 4,77 d de
det 501 dded (Jy 5= J4 5-=10,0 Hz, H-4, H-4"), 4,31-3,79 m de 4 protons (H-5,
H-5’, CH,), 2,06 s, 2,05 s de 6 protons, 2,03 s, 2,0255s,2,005s, 2,00 s (OAc) et 1,17 d
(J5-,6- 6,4 Hz, CHj3).
Anal. Calc. pour C,gH;60,5 : C, 50,32; H, 5,80. Trouvé : C, 50,42; H, 5,87.
(b) Par photolyse du dérivé monoiodé 1. Le composé 1 (647 mg) est-partiellement
dissous dans le méthanol absolu (25 ml) et additionné d’hydroxyde de potassium
(113 mg). La dissolution de 1 est compléte aprés 5 min d’agitation a température
ambiante. La solution est alors soumise a la photolyse pendant 3,5 h avec une lampe
a vapeur de mercure (Hanovia type L, modéle 679 A, équipée d’un systéme de
refroidissement par eau). Un courant d’azote continu est introduit dans la solution
pendant toute la durée de ’essai. Aprés évaporation du méthanol, le résidu est dissous
dans la pyridine (30 ml) et la solution additionnée d’anhydride acétique (5 ml) est
agitée 4 température ambiante pendant deux jours. Le mélange réactionnel est alors

*Ces quatre composés ont été préparés dans le laboratoire du Dr. A. C. Richardson, Queen Elizabeth
College, et nous ont été aimablement transmis pour ces essais.

Carbohyd. Res., 20 (1971) 421-426



NOTE 425

versé dans I’eau glacée et agité pendant 4 h. L’huile qui se forme est séparée par
décantation de Ia solution aqueuse et dissoute dans le dichlorométhane. La solution
est lavée par I’hydrogénocarbonate de potassium aqueux, séchée et évaporée. Le
résidu sirupeux (294 mg, 54,9%) présente essentiellement un seul composant par
c.c.m. La cristallisation dans ’éthanol absolu conduit a des aiguilles dont les constan-
tes physiques et le spectre de r.m.n. sont en tous points identiques & ceux du composé
décrit sous (a).

6-Désoxy-a,o-tréhalose (3). — Le dérivé péracétylé précédent 2 (145 mg,
0.234 mmole) est dissous dans une solution méthanolique (10 ml) de méthanolate de
sodium (0,2M). Aprés 12 h, le méthanolate en excés est décomposé par addition d’eau
(5 ml) et la solution hydro-alcoolique débarrassée des cations minéraux par agitation
avec une résine échangeuse (Dowex-50W X8, 20-50 mesh). L’acide acétique résiduel
est éliminé par agitation en présence de résine échangeuse Permutit « Biodeminrolit ».
L’évaporation de la solution conduit & un composé vitreux qui est repris par I’eau
(60 mg). La lyophilisation de la solution donne une poudre hygroscopique, p.f.
115-117°, [«}3* +155° (c 0,45, eau).

Anal. Calc. pour C,,H,,0,,H,O: C, 41,86; H, 7,02. Trouvé : C, 41,89;
H, 6,95.

Par dessiccation a 80° pendant 8 h sous une pression de 0,01 mm de mercure, le
6-désoxy-a,a-tréhalose (3) perd son eau de cristallisation; p.f. 116-118°, [¢]3° +166,5°
(c 0,51, eau).

Anal. Calc. pour C,,H,,0,, : C, 44,17; H, 6,79. Trouvé : C, 44,35;: H, 6,75.

Essai comparatif de I'activité de la tréhalase de hanneton sur le tréhalose et le
6-désoxytréhalose. — Le milieu réactionnel (0,2 ml) est composé de tampon Mcllvaine
(20mMm, pH 6,25), 17,5ug de protéine enzymatique purifiée* et de concentrations
variables de tréhalose ou de 6-désoxy-x,a-tréhalose (10mmMm, Sm, 2,5mM, 1,25mum,
0,625mMm et 0,312mm). L’incubation est d’une heure a 37° pour le 6-désoxy-«,x-tréha-
lose et de 0,5 h a 37° pour le tréhalose. Le D-glucose libéré est dosé par la D-glucose
oxydase (Boehringer, degré de pureté I, dépourvue d’activité tréhalasique et «-D-
glucosidasique). Ces conditions conduisent a une constante de Michaelis de 2,0mm
pour le 6-désoxy-u,x-tréhalose et de 0,6mM pour le tréhalose, avec des v, . (exprimées
en pmoles de substrat hydrolysé par min et par mg de protéine enzymatique) de
0,304 pour le tréhalose et de 0,03 pour le 6-désoxy-«,x-tréhalose.

Essai comparatif d’activité de la tréhalase de Pseudomonas sur le tréhalose et le
6-désoxy-o,a-tréhalose. — Le milieu réactionnel (0,3 ml) est composé du tampon
phosphate monosodique-phosphate disodique (2,0mM, pH 6,45), 4,7 ug de protéine
purifiée'® et de concentrations variables de tréhalose ou de 6-désoxy-a,x-tréhalose
(80mm, 40mas, 20mM, 10mr4, SmM et 2,5mmMm). L’incubation est de 3 h a 28° pour les
deux substrats. Comme dans le cas précédent, le p-glucose libéré est dosé par la
méthode a la D-glucose oxydase. La constante de Michaelis obtenue dans ces
conditions est de 40mM pour le 6-désoxy-a,a-tréhalose et de 20mm pour le tréhalose.
Les v, sont de 1,166 pcur le tréhalose et 0,233 pour le 6-désoxy-a,«-tréhalose,

Essais d’hydrolyse des 2-O-p-tolylsulfonyl-s,a-tréhalose, o-p-glucopyranosyl-
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2,3-anhydro-u-D-mannopyranoside, 3-azido- et 3-amino-o-D-altropyranosyl-oa-D-gluco-
pyranoside. — (a) Avec la tréhalase de Pseudomonas. Le milieu réactionnel est constitué
de tampon phosphate monosodique~disodique (pH 6,5, 10mm, 0,05 ml), de protéine
enzymatique purifiée!® (0,1 ml, 3,9 ug) et de substrat (0,2M, 0,1 ml). Les témoins
renferment de 1’eau distiliée (0,1 ml) a la place de la solution enzymatique. L incuba-
tion est réalisée 4 28°,

(b) Avec la tréhalase de hanneton. Le milieu réactionnel renferme 1’enzyme
purifiée* (17,5 ug) en solution dans le tampon précédent (0,1 ml) et le substrat (0.1,
0,1 ml). Les témoins substrats renferment de 1’eau distillée (0,1 ml) 2 la place de la
solution enzymatique. L’incubation est réalisée 4 37°,

Dans les deux cas, le b-glucose éventuellement libéré est dosé par le réactif a
la p-glucose oxydase sur le prélévement (0,1 ml) réalisé aprés des temps de 1 h et de
24 h d’incubation. Les résultats sont contrdlés de fagon systématique par des chro-
matographies sur papier [solvant alcool butylique-pyridine—eau (9:5:4); papier
« Schleicher & Schiill » 2043 b Mgl]. Ces essais ne montrent aucune libération de
glucose avec les composés mentionnés.
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