
CARBOHYDRATE RESEARCH 

Note 

421 

D&iv& asymdtriques du trkhalose. 
II.*t Synthke, conformation et affinitt5 trbharasique 
du 6-dboxy-a,a-trbhalose 

E. R. GUILLOUX, 
Laboratoire de Chimie Biologiqae, FacuIrS de Pharmacie, Paris (France) 
J. DEFAYE, 

Centre de Recherches sur les Macromoltkdes Vtfgktales, Centre National de la Recherche Scientifque, 
Domaine Unicersitaire, CEDEX 53, 3%Grenoble (France) 

R. H. BELL EZT D. HORTON 

Department of Chemistry, The OJdo State University, Columbus, Ohio 43210 (U. S. A.) 

(Req.~ le 13 mai 1971; accept6 le 11 juin 1971) 

INTRODUCTION 

Des travaux anterieurs ‘-4 mentionnent I’indrCt, pour l’etude des trehalases, 
des derives du trehalose modifies sur un seul des restes a-o-glucopyranosyle. Bien 

qu’un certain nombre de derives, monosubstitues’V2V5*6 ou modifies’ sur un seul 
cycle du trehalose, aient et6 prepares, la synthese du 6-desoxy-a,+trehalose (3) restait 
un objectif essentiel, les facteurs steriques ne pouvant, comme dans le cas des derives 
monosubstitues4, Ctre invoquts en cas d’inactivite de I’enzyme. 

La preparation du 6-desoxy-a,a-trehalose (3) a deja CtC tentee sans succes, 
soit par reduction B l’aide de l’hydrure de lithium et d’aluminium du monosulfonate 
primaire correspondant, soit par clivage rtductif des derives iod& ou thiocyanes sur 
ce m?me carbone. En particulier, I’utilisation du nickel de Raney d’activite W-2 pour 
la reduction du derive monoiode avait, de mQme que les autres methodes, uniforme- 
ment conduit au 3.6-anhydro-cr,cr-trehalose, bien que l’utilisation dans les mCmes 
conditions d’un nickel de Raney commercial d’activite non precisee ait conduit Birch*, 
partant du 2~‘.3,3’.4,4’-hexa-O-acCtyl-6,6’-didCsoxy-6,6’-diiodo-a,a-trChalose, au 
derive didesoxy attendu. 

Le present travail a pour objet d’une part une reinvestigation de ce probleme, 
et rapporte la synthise du 6-desoxy-a,a-trehalose (3) par deux methodes distinctes, 
d’autre part l’etude de I’affinite trehalasique de ce compose, seul derive du trehalose 
qui soit, jusqu’a present, un substrat pour la trehalase. . 

*Premibre partie, voir Ref. 6. 
Tune partie de ce travail a fait l’objet d’une communication orale, E. Guilloux, J. Defaye et 
F. Percheron, (Symposium sur le trPhaIose, Paris, 24 aorit 1970). 
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La reduction du 2,2’,3,3’,4,4’,6’-hepta-O-adtyl-6-dCsoxy-6-iodo-a,a-trehalose 
(l), tentee dans les mCmes conditions qu’anttrieurement6, mais avec un nickel de 
Raney commercial*, a conduit avec un rendement satisfaisant 5 un seul compose 
identS au 2,2’,3,3’,4,4’,6’-hepta-O-ac~tyl-6-dCsoxy-~,a-tr~halose (2). Devant ce 
resultat, des essais systematiques ont CtC rep&es avec le nickel de Raneyg d’activite 
W-2 sur les d&iv& monoiodes 1 et diiodCs”, et ont permis de reproduire les r&+ultats 
d&its par ailleurs _ 6*8 I1 semble par consequent que la reactivite vis-a-vis du nickel 
de Raney des derives monoiodes et diiodes du trehalose ne soit pas identique, et 
que d’autre part la qualite du catalyseur utilise joue un role essentiel. 

On sait enfln que la photolyse de derives halogen& est une bonne voie d’acds 
aux desoxysucres’ iP1 *. Ce type de reaction est suppose minimiser les interactions 
du groupe hydroxyle en C-3 sur le derive monoiode 1 lors du clivage du radical 
halogene. 11 a CtC applique avec sucds et a conduit avec un rendement satisfai- 
sant au 6-desoxy-a,a-trthalose isole sous la forme de son derive perac&yIe 2 et iden- 
tique en tous points au compose prepare precedemment par clivage reductif Q l’aide 
du nickel de Raney. 
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La desacetylation selon ZemplCn du derive peracCtylC 2 conduit avec un ren- 
dement quantitatif au 6-desoxy-cr,a-trehalose (3) isole sous la forme d’un hydrate 
cristallisant avec une molecule d’eau. 

On connait l’importance des conformations moleculaires lors des reactions 
enzyme-substrat. On peut logiquement attendre, comme cela a CtC montre dans le 
cas des octa-0-acetyl-a,a-trChalose6 et 2,2’,3,3’,4,4’-hexa-O-acetyl-6,6’-didCsoxy-a,a- 
trthalosel 3, une conformation CI (D) (2a) pour les deux systemes cycliques. Toutefois 
cette conformation a Ctd prCcisCe par une etude B 100 MHz du spectre de r.m.n. du 
2,2’,3,3’,4,4’,6’-hepta-O-acCtyl-6-dCsoxy-a,a-trChalose (2). Ce spectret (Fig. 1) montre 
deux systemes de signaux nettement differencib et globalement superposables, 

*Nickel active seIon Raney, Ref. 25.820, Prolabo (Paris). 
tCe spectre a &e r&dise au Centre d’etudes. Nuclt%tires de Grenoble (Service de Chimie Organique 
Physique) grlce & I’obligeance du Professeur D. Gagnaire que nous remercions &dIement pour we 
discussion d’ensembIe de ce probEme. 
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! H-2, H-2’ 

% 5.6 5.5 5.4 5.3 5.2 5.1 5.0 4,9 48 4,7 4,s 

Fig. 1. Partie 5 champ faible du spectre de r.m.n. du 2,2’,3,3’,4,4’,6’-hepta-0-ac&yl-6-d&oxy-r,a- 
trkhalose (2). 

respectivement, aux spectres obtenus pour I’octa-0-acityltrehalose et le 2,2’,3,3’,4,4’- 
hexa-O-acetyl-6,6’-didesoxytrehalose. Les couplages J, ,2 et J,8,ze de 3,s Hz (8 5,26 
et 5,17 p.p.m_, H-l et H-l’) confirment la configuration anomerique ~(,a. Entre 6 5,415 
et 4,77 p.p.m. les protons en C-2, C-3 et C-4 des deux heterocycles produisent bien 
les signaux attendus tous differencies et interpretables (voir par-tie experimentale). 
On remarque entre S 4,31 et 3,79 p-p-m. des massifs de multiplets de 4 protons 
attribuables aux hydrogbnes 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 
differencib, est donnt par les groupements acetoxy Cquatoriaux. On se souvient6 
que le 2,2’,3’,4,4’,6’-hexa-O-acCtyl-3,6-anhydro-a,a-trehalose montre, dans le meme 
solvant et dans la meme region du spectre, six singulets de 18 protons dont deux 
nettement differencib par un deplacement de 0,13 p.p_m. a champ faible, ce qui avait 
conduit, conjointement avec l’application des regles d’Hudson, a attribuer la confor- 
mation CI (D)-lC (D) pour ce compose, resultat recemment confirmd’ 4 par l’etude k 
haut champ du spectre de l’analogue dianhydro du trehalose. A 1,19 p-p-m., un 
doublet de 3 protons est attribuable au methyle portt par le carbone 5’. 

L’affinite trehalasique a CtC CtudiCe sur la trehalase de Pseudomonas et sur la 
trehalase de hanneton en utilisant les conditions operatoires optimales pour ces deux 
enzymes. Les rkultats indiquent que, bien que l’affinite des trehalases soit dans les 
deux cas inferieure aux resultats obtenus par le trthalose, le derive monodesoxy 3 
constitue bien neanmoins un sub;trat pour les trehalases. 

Rappelons que, jusqu’ici, l’action des trehalases sur un derive modifie du 
trehaiose n’avait pas CtC demontree; le 6,6’-didesoxy-a,a-trthalose n’est lui-mCme pas 
attaquk par l’enzyme”. Dans les miZmes conditions ont CtC testes Cgalement le 
2-0-p-tolylsulfonyl-a,a-trehalose, l’a-D-glucopyranosyi-2,3-anhydro-cr-D-mannopyra- 
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noside, les 3-azido- et 3-amino-a-D-altropyranosyl-c-D-glucopyranoside*. Ces com- 
poses sont sans affinite pour les trehalases utilides. 

PARTIE EXP&RIMENTALE 

Mgthodes gPnPraZes_ - Les solutions ont CtC concentrees sous pression reduite 
a l’aide d’evaporateurs rotatifs G Biichi >> a des temperatures ne depassant pas 40”. 
La purete de tous les composes a CtC verifiee par chromatographie sur couche mince 
de gel de silice. Les &actions ont ttC suivies sur ces mEmes plaques. Les microanalyses 
Clementaires ont ttC realides par le Laboratoire Central de Microanalyse du C. N. R. S. 
Les pouvoirs rotatoires ont CtC mesures a I’aide du << Quick Polarimetre )> de Roussel 
et Jouan. Le spectre de r.m.n. a ete etabli en solution dans le chloroforme-d sur un 
appareil HA-100 << Varian >> par M. Nardin. Les deplacements chimiques (6) sont 
mesures B partir de la raie du tetramethylsilane prise comme zero de reference. 

2.2’,3,3’,4,4’,6’-Uta-O-acPtyZ-6-dPsoxy-a,~-tr~haZose (2). - (a) Par action du 
nickei de Raney SW- ie d&i& nzonoiode’ 1. Le 2,2’,3,3’,4,4’,6’-hepta-O-acetyl-6-desoxy- 
6-iodo-a,cc-trehalose6 (1) (505 mg, 0,676 mmole) dissous dans ie methanol (25 ml) est 
additionne de diethylamine (75 ~1, 0,727 mmole) et hydrog&C 8 pression ordinaire 
en presence de nickel de Raney (250 mg) (produit commercial Prolabo conserve sous 
eau, sans specification d’activite). Apres quatre heures d’agitation, la quantite 
theorique d’hydrogene (15 ml, 0,676 mmole) est consommee. Le catalyseur est alors 
elimine par filtration et le filtrat concentre sous pression reduite. Le residu est repris 
par le chloroforme (30 ml) et la solution chloroformique, lavee par l’eau 8 trois 
reprises, et sechee, conduit aprcs evaporation a une huile (243 mg, 59O/,) qui 
cristallise dans l’ethanol, p-f. 89-90”, [a]Eo + 184” (c 1, chloroforme); spectre de r.m.n. 
(100 MHz) (Fig. 1) : 6 5,45 d de d et 540 d de d (Jz,z = Js,,s, = IO,2 Hz, J3,4 = .i3,,4, = 
= 9,0 Hz, H-3, H-3’), $26 d et 517 d (J1 ,z = J,.,,, = 3,8 Hz, H-l, H-I’), 4,77 d de 
d et 5,Ol d de d (J4,5 = J4.,5. = 10,O 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, 2,025 s, 2,005 s, 2,00 s (OAc) et I,17 d 
(J5.,6. 6,4 Hz, CH,). 

Anal. Calc. pour C26H36017 : C. 50,32; H, 580. TrouvC : C, 50,42; H, 5,87. 
(b) Par photolyse du d&rive’ monoiode! 1. Le compose 1 (647 mg) est.partiellement 
dissous dans le methanol absolu (25 ml) et addition& d’hydroxyde de potassium 
(113 mg). La dissolution de 1 est complete aprb 5 min d’agitation B temperature 
ambiante. La solution est alors soumise B la photolyse pendant 3,5 h avec une lampe 
B vapeur de mercure (Hanovia type L, modele 679 A, Cquipee d’un systeme de 
refroidissement par eau). Un courant d’azote continu est introduit dans la solution 
pendant toute la duree de l’essai. Apres evaporation du methanol, Ie residu est dissous 
dans la pyridine (30 ml) et la solution addition&e d’anhydride acetique (5 ml) est 
agitee B temperature ambiante pendant deux jours. Le melange reactionnel est alors 

*Ces quatre composb ont et& prt2pareS dans le laboratoire du Dr. A. C. Richardson, Queen Elizabeth 
College, et nous ont W aimablement transmis pour ccs asais. 
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verse dans l’eau glacee et agite pendant 4 h. L’huile qui se forme est sdparee par 
decantation de la solution aqueuse et dissoute dans le dichloromethane. La solution 
est 1avCe par l’hydrogkocarbonate de potassium aqueux, sCchCe et CvaporCe. Le 
residu sirupeux (294 mg, 54,9%) prtsente essentiellement un seul composant par 
c.c.m. La cristallisation dans l’ethanol absolu conduit a des aiguilles dont les constan- 
tes physiques et le spectre de r.m.n. sent en tous points identiques a ceux du compose 
d&it sous (a). 

6-Dbsoxy-cc,u-Mhalose (3). - Le derive pCracetylC precedent 2 (145 mg, 
0,234 mmole) est dissous dans une solution methanolique (10 ml) de methanolate de 
sodium (O,~M). Apres 12 h, le methanolate en exds est decompose par addition d’eau 
(5 ml) et la solution hydro-alcoolique debarrake des cations mineraux par agitation 
avec une r&sine khangeuse (Dowex-SOW X8, 20-50 mesh). L’acide acetique rCsidue1 
est CliminC par agitation en presence de resine Cchangeuse Permutit (< Biodeminrolit 1). 
L’tvaporation de la solution conduit a un compose vitreux qui est repris par l’eau 
(60 mg). La lyophilisation de la solution donne une poudre hygroscopique, p-f. 
115-l 17’, [a]fp + 155” (c 0,45, eau). 

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

Par dessiccation a 80” pendant 8 h sous une pression de 0,01 mm de mercure, le 
6-dksoxy-ar,cr-trkhalose (3) perd son eau de cristallisation ; p.f_ 116-l 18“, [cY.]~ + 166,Y 
(c 0.51, eau). 

Anal. Calc. pour C,,H,,O,, : C, 4417; H, 6,79. TrouvC : C, 44,35; H, 6,75. 
EJsai cornparatif de I’actkite’ de la trt%alase de hanneton sur le trt%aiose et le 

6-dPsoxytrPhaZose. - Le milieu reactionnel(O,2 ml) est compose de tampon McIlvaine 
(20mM, pH 6,25), 17,5pg de proteine enzymatique purifite4 et de concentrations 
variables de trehalose ou de 6-desoxy-r,cr-trehalose (IO~M, 5mM, 2,5m,M, 1,25m~, 
0,625mhr et 0,312mnr). L’incubation est d’une heure B 37” pour le 6-desoxy-sr,a-trcha- 
lose et de 05 h a 37” pour le trehalose. Le D-glucose 1ibCrC est dose par la D-glucose 
oxydase (Boehringer, degre de purete I, depourvue d’activite trehalasique et Q-D- 
glucosidasique). Ces conditions conduisent a une constante de Michaelis de 2,Omht 
pour le 6-desoxy-a,a-trthalose et de 0,6mM pour le trehalose, avec des v,,.,_ (exprimees 
en ItmoIes de substrat hydrolysk par min et par mg de protkine enzymatique) de 
0,304pour le trehalose et de 0,03 pour le 6-dCsoxy-a,=-trehalose. 

Essai colllpararif d’actirtite’ de la trt%aIase de Pseudomonas mr le trt!halose et le 

6-&soxy-a,x-trehalose. - Le milieu reactionnel (0,3 ml) est compost du tampon 
phosphate monosodique-phosphate disodique (2,0mM, pH 6,45), 4,7 pug de proteine 
purifiee 1 6 et de concentrations variables de trehalose ou de 6-desoxy-a,a-trehalose 
(80mM, 40mhr, 20mM, lOmri, 5mhi et 2,5mhr)). L’incubation est de 3 h a 28” pour les 
deux substrats. Comme dans le cas precedent, le D-glucose lib&e est dose par la 
methode g la D-glucose oxydase. La constante de Michaelis obtenue dans ces 
conditions est de 40mM pour le 6-desoxy-a,a-trkhalose et de 20mM pour le trehalose. 

Les u,,, sont de 1,166 pour le trehalose et 0,233 pour le 6-desoxy-a,a-trehalose. 
Essais d’hydrolyse des 2-O-p-tolylsulfonyl-a,a-tr&halose, a-D-ghrcopyranosy~- 
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2,3-anhydro-u-mnzannopyranoside, 3-azido- et 3-amino-a-D-aitropyranosyI-ct-D-giuco- 
pyranoside. - (a) Avec la trPhalase de Pseudomonas. Le milieu rCactionne1 est constituk 
de tampon phosphate monosodique-disodique (pH 6,5, lOmM, 0,05 ml), de prot&ne 
enzymatique purifiee16 (0,l ml, 3,9 pg) et de substrat (0,2h1, 0,l ml). Les tkmoins 
renferment de l’eau distillCe (0,l ml) 2 la place de la solution enzymatique. L’incuba- 
tion est rCa.lisCe A 28”. 

(b) Avec la trPha/a.se de hanneton. Le milieu Gactionnel renferme l’enzyme 
purifZe4 (17,5 pg) en solution dans le tampon prkbdent (0,l ml) et le substrat (0.1~~ 

0,l ml). Les temoins substrats renferment de l’eau distillte (0,l ml) & la place de la 
solution enzymatique, L’incubation est r&a&s& H 37”. 

Dans les deux cas, le D-glucose Cventuellement lib&t est dose par le reactif A 
la D-glucose oxydase sur le pr&vement (0,l ml) rCaiisC aprks des temps de 1 h et de 
24 h d’incubation. Les rkultats sont contr%s de faGon systkmatique par des chro- 
matographies sur papier [solvant alcool butylique-pyridine-eau (9:5:4); papier 
N Schleicher & Schiill B 2043 b Mgl]. Ces essais ne montrent aucune liberation de 

glucose avec les composCs mentionnCs. 
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