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4-Methylumbelliferyl 2-acetamido-2-deoxy-B_D-glucopyranoside, Zacetamido- 
~U-(2-acetamido-2-deoxy-~-D-glucopyranosyl)-2-deoxy-~-D-glucopyranoside (di-N- 
acetyl+chitobioside), and O-(2-acetamido-2-deoxy-P_D-glucc,pyranosyl)-(lj4)-0- 
(2-acetamido-2-deoxy-~-o-glucopyranosyl)-(l-,4)-2-acetamido-2-deoxy-~-D-gluco- 
pyranoside (tri-Kacetyl-/3-chitotrioside) were obtained in good yield from the 
corresponding peracetylated glycosyl chlorides by condensation with the sodium salt 
of 4-methylumbelliferone in iV,N-dimethylformamide. The trisaccharide glycoside is 
hydrolyzed by lysozyme and is, therefore, a convenient substrate for this enzyme; the 
4-methylumbelliherone produced can be determined by the increase of the fluorescence 
intensity at 442 nm. The intensity of the fluorescence of 4-methylumbelliferyl 
tri-N-acetyl-fi-chitotrioside is enhanced upon binding with lysozyme without modifi- 
cation of the position of the absorption maximum. The binding constant and the rate 
of hydrolysis of the trisaccharide glycoside by lysozyme are higher than those obtained 
with p-nitrophenyl tri-N-acetyl-fl-chitotrioside. 

SOMMAIRE 

Les 4-mCthylombellif~ryl-(2-acCtamido-2-d~soxy-~-~-glucopyranoside), -[2- 
adtamido-4- O-(2-acCtamido-2-dCsoxy-8_o-glucopyranosyl)-2-dCsoxy-B-D-gluco- 
pyranoside] (-di-N-a&yl-/Writobioside), et -[ O-(2,a&amido-2-desoxy-/3-D-gluco- 
pyranosyl)-(l-,4)-O-(Z-acCtamido-2-dCsoxy-~-D-glucopyranosyl)-(l -+4)-2-adtamido- 
2-desoxy-b-D-glucopyranoside] (-tri-N-adtyl+chitotrioside) sont obtenus avec 
d’excellents rendements par condensation des chlorures de glycosides peracetyles 
correspondants et du se1 de sodium de la 4-mCthylombellif&one, en solution dans la 
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codynamie et Chimiothkapie, no 51 Il. 



354 F. M. DELMOTTE, J.-P. D. J. PRIVAT, hi. L. P. MONSIGNY 

N,N-dimethylformamide. Le 4-mCthylombelliferyl-tri-N-acCtyl-/3-chitotrioside est 
facilement hydrolyse par le lysozyme, et peut, de ce fait, constituer un substrat 
intdressant pour l’etude de l’activite catalytique de cette enzyme. ‘La liberation de la 
4_mCthylombelIif&one peut Btre suivie en continu, en mesurant l’augmentation de 
fluorescence B 442 nm. L’intensite de fluorescence du 4-m6thylombellif&yl-tri- 
N-acetyl-/?-chitotrioside est augmentee lors de sa fixation sur le lysozyme. Cette 

augmentation s’effectue sans modification de la position du maximum. L’affinitC du 
4-mCthylombelliferyl-tri-N-acCtyl-~-chitotrioside pour le lysozyme et la vitesse 
d’hydrolyse de ce compose par le lysozyme sont plus &levees que celles obtenues avec 
l’homologue p-nitrophenyle. Le groupement 4-mCthylombell~feryle favorise la for- 
mation du complexe avec I’enzyme. 

INTRODUCTION 

Les 4-mCthylombelliferyl-glycosides sont couramment utilisCs comme substrats 
dans les etudes de l’activite enzymatique des glycosyl-hydrolases’-8. En outre, grace 
aux proprietes spectrales du groupement 4-methylombelliferyle, ces composes sont 

des ligands particulierement interessants pour les etudes d’interaction glucide- 
proteine. Dans le but de completer l/etude sur les proprietes des proteines afines du 
2-acetamido-2-desoxy-D-glucopyranose, du di-N-acCtylchitobiose et de ses oligo- 
meresg, nous avons synthetise les 4-mCthylombelliferyl-(2-acetamido-2-dCsoxy+ 
D-glucopyranosides) (2, 3), -[2-acetamido-4- 0-(2-acetamido-2-dCsoxy-B-D_gluco- 
pyranosyl)-2-desoxy-/I-D-glucopyranosides] (-di-N-acetyl-fl-chitobiosides) (6,s) et -[O- 
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(2-ac&amido-2-d&oxy-/k+glucopyranosyl)-(l-4)- 0 -(2-acktamido- 2 -dboxy- F-D- 

glucopyranosyl)-( 1+4)-2-acttamido-2-dksoxy-/I-D-glucopyranosides] (-tri-N-acCtyl-j?- 
chitotriosides) (7, 9). Ces syntheses ont CtC realisCes dans des conditions analogues B 
celles d&rites prCcCdemment’” pour le synthkse de p-nitrophCnyl-glycosides. 

Dans le cas de la concanavaline A, il a CtC dkmontrk’ 1 que la fluorescence du 
4-mCthylombellifkyl-a-D-mannopyranoside Ctait Cteinte lors de sa fixation sur la 

protCine. I1 paraissait inGressant d’ktudier le comportement fiuoromktrique des 
composk 3, 8 et 9 en prkence de lysozyme. En particulier, dans le cas du complexe 
lysozyme-tri-N-acCtylchitotriose, les unit& monosaccharidiques occupent” les 

sous-sites A, B et C. Pour les complexes non productifs des p-nitrophCnyl-tri- 
saccharides et du lysozyme, une structure analogue a CtC proposCe13 ; le groupement 
p-nitrophenyle est 1ocalisC dans le sous-site D. Enfin le p-nitrophCnyl-tri-N-ac&yl- 

B-chitotrioside conduit partiellement B un complexe productif, et peut done Ctre 
hydrolysk lentement’ 4 par le lysozyme. Le 4-mtthylombellif~ryl-tri-IV-acktyl-fi- 
chitotrioside devrait avoir le mCme comportement que le p-nitrophCnyl-tri-WacCtyl- 

&chitotrioside_ Cependant le 4-mCthylombellif&yl-glycoside prkente deux avantages 
essentiels : le groupement 4-mCthylombellif~ryle est un marqueur fluorescent trks 
sensible & I’environnement, et 12 4-mCthylombellif&one peut ctre dCtectCe B des 

concentrations tres infkieures B celles du p-nitrophCno1. 
Nous dtkrivons dans ce memoire la preparation, les caracteristiques physiques 

et les propriCtCs spectroscopiques des 4-mCthylombellif~ryl-glycosides 3, 8 et 9, ainsi 
que leur interaction avec le lysozyme. 

RfSULTATS ET DISCUSSION 

La prtparation des 4-m~thylombellif&-yl-glycosides 5 partir du se1 de sodium de 
la 4-m&hylombellif~rone en solution dans la iV,WdimCthylformamide s’effectue avec 
des rendements (65 %) supckieurs 5 ceux obtenusS dans un melange a&tone-solution 

aqueuse d’hydroxyde de sodium (37 %). L’analyse des spectres de rkonance 
magnCtique nuclCaire permet d’affirmer d’une part que les composk obtenus sont les 
anomkes p et d’autre part qu’ils ne renferment pas de 4-mCthylombellif&one libre; 
en effet, en r.m.n., le doublet du proton anomkique de l’ose 1% B l’aglycone est 
dCplacC vers !es bas champs et posskde une constante de coup!age J1,2 Cgale ti 8 Hz. 
Pour les composCs dkadtylb (8, 9), les doublets des protons anomkiques du 
pknultitme et de I’antkpCnulti~me ose sont partiellement ri%olus et facilement 
identifiables. Les frgquences de rCsonance des protons de la Pm&hylombellif~rone 

subissent un dcplacemenr chimique vers les bas champs lorsqu’elle est substituke sur 
son groupe hydroxyle phCnolique. En spectroscopic i&a-rouge, la bande d’absorption 
vers 9!lO cm- ’ correspond1 5 & la vibration de la liaison C-H anomkique /I. 

En milieu neutre, les spectres d’absorption U.V. de la 4-mCthylombellif&one et 
des 4-mCthylombellif&yl-glycosides sont tres semblables, et prksentent un maximum 
au voisinage de 320 nm (Fig. 1). Par contre, les spectres de fluorescence de ces 
composts sont t&s diffkents : en effet, le maximum de fluorescence des .4_mtthyl- 
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ombellif&yl-glycosides se situe a 372 run, alors que celui de la CmCthylombelliferone 
est aux environs de 442 nm (Fig. 2) Les rendements quantiques de fluorescence sont 
egalement t&s dif&ents, puisque, & concentrations identiques, la 4-methyl- 
ombellif~rone pr&ente un rendement 20 fois plus 61ev6 que celui de ses derives 
glycosidiques. Les intensitds de fluorescence mesurees aux longueurs d’onde d’emis- 
sion maximale sont dans le rapport 1 a 17. En suivant la variation de fluorescence a 
442 nm, il est possible de suivre l’apparition de la 4_mCthylombellif&one libre, et de 
ce fait, de suivre en continu l’hydrolyse des 4-mCthylombellif&yl-glycosides, et d’en 
deduire les parametres cinetiques de l’enzyme. 

Le 4mCthylombellif&yMri-IV-acCtyl-Q-chitoside est hydrolyse rapidement 
B 50” par de petites quantites de lysozyme (Fig. 3). La vitesse de liberation de la 
4-mCthylombelIif&one reste strictement constante pendant la premiere heure (Fig. 3A) 
et elk est strictement proportiounelle & la concentration d’enzyme presente dans le 
milieu (Fig. 3B). En l’absence de lysozyme, la quantite de PmCthylombellif&one 
lib&e en une heure reste inferieure au seuil de detection. Cette methode peut done 
Ctre utilisee pour effectuer un dosage fluoromitrique de l’activit6 du lysozyme. Elle 
presente par rapport au derive p-nitrophCnyl6 correspondant14 deux avantages t&s 
interessants : d’une part, les quantites de lysozyme permettant de realiser le dosage 
sont t&s infk-ieures (environ dix fois plus faibles, 50 2 500 pg/ml au lieu de 5 mg/ml); 
et d’autre part la d&e de I’hydrolyse est environ dix fois plus courte (30 min B 1 h 

absorbance molaire 
pH 4.0 316 nm 

Fig. 1. Spectre d’absorption de la 4_m&hylombellif&one (a) et du 4-mBthylombelliferyl-tri-N_acetyl- 
&zhitotrioside (b) dans un tampon ac&ate de sodium O,~M, pH 4,0. 
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au lieu de quelques dizaines d’heures). En outre, puisque la liberation de la CmCthyl- 
ombellif&one est une fonction lineaire du temps, il est possible d’effectuer le dosage 
selon la methode habituelle, c’est-&-dire apres alcalinisation du milieu reactionne1 a 
pH 10,3 (soit par une mesure de la fluorescence B 442 nm, soit par une mesure de 
l’absorption u-v. B 372 nm). 

La constante d’association entre le lysozyme et le 4-mCthylombellif&yl-tri- 
IV-acCtyl+chitotrioside, determinCe B pH 4,0 et a 50”, 8 partir des vitesses de lib&a- 
tion de la CmCthylombellif&one (voir Materiel et MCthodes) est Cgale B 5,6 x lo4 M- ‘. 

Cette valeur est forte, comparee B la valeur de l,25 x lo3 M- 1 trouvee pour le p-nitro- 
phenyl-tri-N-adtyl+chitotrioside l4 dans un tampon citrate de sodium 4Om~ de 
pH 5,l B 40”. Cette difference ne peut pas ttre expliquee par la seule difT&ence de pH, 
car a pH 4,0 l’a5itC du lysozyme pour le trisaccharide n’est que deux fois plus forte’ * 
qu’a pH 5,1. Cette dif&ence ne peut pas non plus dtre expliquee par la difference de 
temperature, puisque l’augmentation de temperature a pour efFet de diminuer la 
constante d’association. L’explication la plus probable reste une participation du 
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Fig. 2. Spectres de fluorescence : (a) tampon acide act%que-hydroxyde de sodium O,~M, pH 4,0; 
(b) 4-m&hylombellif&one, concentration 12,35/r% Al Q. 3’S Pm 0.116; (c) 4-mdthylombeliifkyl-tri-N- 
ac&yl+chitotrioside, concentration 17,85,UhS, Az3&- OJ 16. Longueur d’onde d’excitation : 335 nm. 
Les surfaces entre les courbes b et a d’une part et c et a d’autre part, sont proportionnelles aux 
rendements quantiques des composb b et c, respectivement. 
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Fig. 3. A. Hydrolyse du 4-m&hyIombellif~ryl-tri-N-acttyl-/?-chitotrioside (O,lSr& dans un tampon 
acide adtique-hydroxyde de sodium 0,1&r, pH 4,0, B 50”. Concentration en lysozyme : -A-A-A-, 
7,04~~, -@-@-*, 17,24phf, -O-O-O-, 33,33,Uhf. B. Variation de la vitesse d’hydrolyse en fonction 
de In concentration en enzyme. La vitesse est caIcul&e B partir de Ia quantite de a-m&hylombellif& 
rone lib&Se en 15 mia ou, indiffkemment, B partir de la pente des courbes de la Fig. A. 

groupe 4-m&thylombelliEryle dans la liaison avec le lysozyme. Cette derniere pro- 
position est en effet CtayCe par le fait que l’intensite de fluorescence du 4-methyl- 
ombelliferyl-tri-N-acetyl-fl-chitotrioside est augmentee lorsque ce glycoside se fixe sur 
le lysozyme (Fig. 4). La modification du spectre ne s’accompagne pas de deplacement 
du maximum d’emission, qui reste 2 372 nm. Ce comportement (l’augmentation de la 
fluorescence) est inverse de celui observkr ’ dans le cas de la concanavaline A; la 
fixation du 4-mCthylombelhf&yl-cr-D-mannopyranoside sur la proteine s’accompagnait 
d’une extinction totale de la fluorescence. 

La constante d’association entre le lysozyme et le 4-methylombelliferyl-tri- 
N-acetyl-fl-chitotrioside, determinte a partir de l’accroissement de l’intensid de 

fluorescence, est Cgale B 4 x 10” M- ‘. Dans le cas des 4-mCthylombellif&yl-(2- 
acetamido-2-desoxy-P-D-glucopyranoside) et -di-N-acCtyl-j?-chitobioside, aucune 
augmentation de fluorescence n’a pu etre dCcelCe aux concentrations utilisees. Ce 
resultat implique que, pour ces deux composes, la constante d’association est 

beaucoup plus faible (inferieure a 10’ M- ‘) ou que le groupement PmCthylombelIi- 
feryle se trouve place dans une position differente, par rapport au cas du 4-methyl- 
ombellifiiryl-tri-N-acetyl-/I-chitotrioside. La vitesse maximale d’hydrolyse du 4- 
mCthylombellif&yl-tri-IV-adtyl+chitotrioside obtenue avec une concentration en 
lysozyme de 17,25~ est O,Ogmf/min, soit une vitesse de 19pM/h pour une solution de 
lysozyme B la concentration de 1 mg/ml. Le p-nitrophenyl-tri-N-acetyl-jkhito- 
trioside est hydrolyse, Q pH 5,l et a 40”, avec une vitesse maximale de 0,02pni/h pour 
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Fig. 4. Spectres de fluorescence du 4-mfthylombellif&yl-tri-N-acttyl-&chitotrioside (11,3~~): 
-O-O-O-, seul, -Q-W@-, en pr&ence de lysozyme de blanc d’aeuf de pouIe (26,4flhr). Longueur 
d’onde d’excitation 335 nm; tampon citratephosphate de sodium O,~M, pH 5,75, B 25” 

la mCme concentration en enzyme l4 Puisque la constante d’association du CmCthyl- _ 
ombelliferyl-tri-N-acityl-#Schitotrioside et la vitesse d’hydrolyse de ce composd sont 
Clevtes par rapport au derive p-nitroph&ylC, il semble que le groupement 4-methyl- 
ombellifkyle presente, pour le sous-site E, une affinitC particuliere qui favorise la 
formation du complexe productif. 

M&hodes g&&ales. - Les points de fusion ont 6tt determinks B l’aide du 
microscope B platine chauffante Leitz, et ne sont pas corriges. Les pouvoirs rotatoires 
optiques ont et6 mesures sur le polarimk%re Perkin-Elmer modele 141. Les spectres 
infra-rouge ont et6 enregistres, en utilisant, dune man&e g&t&ale, des pastilles de 
bromure de potassium, sur un spectrom&re Perk&Elmer modele 257. Les spectres 
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d’absorption en ultra-violet ont CtC traces a l’aide d’un spectrophotometre Carry 14. 
Les spectres de resonance magnetique nucleaire ont CtC realis& a temperature 
ambiante, sur le spectrom&re Brtiker a 90 MHz en utilisant le dimethyl sulfoxyde-d, . 
Les signaux du tetramethylsilane ont ttC pris comme reference inteme pour la mesure 
des deplacements chimiques (6). Toutes les evaporations ont CtC effecttrees sous 
pression reduite a 35-40” avec un evaporateur rotatif Biichi. Les chromatographies 
sur couche mince ont ete realisees sur Silicagel G (Merck), la &vClation Ctant obtenue 
par chauffage des plaques apres pulvCrisation d’acide sulfurique B 5 %. Les mesures 
de fluorescence ont tte rkalisCes sur un spectrolluorometre Jobin et Yvon. La longueur 
d’onde d’excitation, sauf indication contraire, Btait de 335 nm. Les concentrations en 
proteine et en osides Ctaient telles que l’absorbance totale de la solution (A:“,;‘“) 
ttait inferieure B O,l_ Les spectres ont etC corriges pour tenir compte de la rkponse des 
photomultiphcateurs et du monochromateur d’emission. Bien que le maximum de 
l’intensite de fluorescence soit obtenu avec une excitation a 316 nm, les experiences 
ont etC realisees en utilisant une excitation a 335 nm de facon a pouvoir travailler 
dans une gamme de concentrations plus &endue, et de facon a ne pas ttre gene par 
I’absorption residuelle du lysozyme a plus courte longueur d’onde. 

Le Iysozyme de blanc d’muf de poule (( cristallise pour analyse 1) (Boehringer, 
Manheim, R.F.A.) presente les caracteristiques suivantes : pd. mol., 14.300 et 

E:‘$m, 280 nm, 2624. 
Les etudes d’interaction ont CtC realistes a 25” dans un tampon citrate- 

phosphate de sodium O&r, a pH 5,75. La concentration des 4-methylombelliferyl- 
glycosides Ctait voisine de 10~~. La fluorescence des glycosides etait mesuree a 372 nm 
apr&s chaque addition d’une solution de lysozyme mu. Les variations d’intensite de 
fluorescence ont Ctt utilisCes pour calculer la constante d’association, dans les 
conditions analogues a celles prectdemment dCcritesg. 

L’hydrolyse du 4-mtthylombelliferyl-tri-N-acetyl-~-chitotrioside (9) a CtC mise 
en evidence en mesurant la variation de fluorescence a 442 nm en fonction du temps. 
Le compost 9 (0,18m~) et le lysozyme (0,5nw) Ctaient dissous dans un tampon16 
acide adtique-hydroxyde de sodium O,~M a pH 4,0. La sohrtion de glycoside Ctait 
placee dans le Porte-cuve thermostatS’ 7 A 50”. Cette tempCrature a CtC choisie parce 
qu’elle correspond au maximum de l’activite hydrolytique” du lysozyme; a un pH 
Cgal ou superieur a 4,0 la proteine est parfaitement stable’ * jusqu’a une temperature 
&gale ou superieure & 60”. Aprgs stabilisation de I’Cmission de fluorescence, l’enzyme 
Ctait ajoutCe et Ia variation de fluorescence en fonction du temps ttait mesuree a 
442 nm. La constante d’association du lysozyme et du 4-mCthylombelliferyl-tri- 
N-ac&yl-fi-chitotrioside a CtC determinte a 50”, a partir des vitesses de liberation de 
la 4-mCthylombelliferone par le lysozyme 17,251r~ en solution dans le tampon acide 
adtique-hydroxyde de sodium 0,lhr de pH 4,0, en fonction de la concentration en 
4-mCthylombelliEryl-tri-N-acetyl-I-chitotrioside (14,5 a 49,dpM). La constante 
d’association a ttC determinee en portant les valeurs de I’inverse de la vitesse en 
fonction des valeurs de l’inverse de la concentration en substrat libre. La concentra- 
tion en sub&at libre Ctait determinCe par le calcul, en prenant, pour le premier calcul, 
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4-M~tI~yIombeII~~~ryI-[2-acPtamido-4-0-(2-ac~ta?~~do-3,4,6-tri-O-ac~tyZ-2- 

d~soxy-P-D-gIrrcopyranosyI)-3,6-di-O-ac~tyI-2-d~soxy-~-D-gIz4copyranoside] (4-mCthyi- 

ombeiI@ryl-di-N-ace’tyl-fi-chitobioside pentaace’tate) (6). - Le composC 4 (1 g, 
1,53 mmol) est ajoutC progressivement B une suspension de PmCthylombellif&one 
(se1 de sodium) (0,9 g, 4,55 mmol) dans la N,N-dimtthylformamide (15 ml). La 
reaction est maintenue pendant 16 h SOLE agitation B 25”. Le melange rkactionnel est 
ensuite versC dans l’eau glacke (50 ml). Le gel blanc formt est centrifuge comme pour 
2. Le culot obtenu est repris par l’acktone (50 ml), et la solution concentrke 5 siccitk B 
l’kvaporateur rotatif. Le rksidu blanc, ainsi sCchC, est remis en suspension dans 
1’acEtone (50 ml) et la suspension portCe B reflux pendant 1 h. Aprk concentration B 
20 ml, la suspension est fiItrCe et l’insoluble est sCchC. On obtient ainsi 6 (0,92 g, 76 %) 
homoghne en c.c.m. dans le systeme-solvant chloroforme-mCthano1 (9: 1, v/v) 
(RF 0,66), p.f_ 285-286”, [cc];;, - 16,l” et[oz]$ - 20,2” (c 1, NJV-dimkthylformamide); 
spectre i.r. : vE:t 3290 (NH), 3070 (CH, Ph), 2940 et 2870 (CH), 1745 (OAc), 1720 
(C=O, b-lactone), 1660 (Amide I), 1615 (C=C, Ph), 1535 (Amide II), 1230 (C-O), 
900 (/3-glycoside), 860 et 810 cm-’ (CH, Ph); spectre de r.m.n. : 1,78 (1 s, 2 x 3 p, 
2 NHAc), 1,91 (1 s, 1 x 3 p, 1 OAc), 1,99 (1 s, 1 x 3 p, 1 OAc), 2,02 (1 s, 1 x3 p, 
1 OAc), 2,06 (1 s, 1 x3 p, 1 OAc), 2,08 (1 s, 1 x3 p, 1 CH,, lo), 2,38 (1 s, 1 x 3 p, 
1 CH,, lo), 5,31 (1 d,l p, J 8 Hz, anomtrie p), 6,19 (1 s, 1 p, lo), 6,87 (1 d, 1 p, J 

9 Hz, lo), 6,96 (1 s, 1 p, lo), 7,60 (1 d, 1 p, J 9 Hz, lo), 7,94 (2 d, 2x 1 p, J 9 Hz, 
2NH). 

Anal. Calc. pour C,BH,,N20,, : C, 54,55; H, 5,56; N, 3,54. TrouvC : C, 54,34; 
H, 5,66; N, 3,54. 

4-M&IzyIomberrift;rvl)-[0-(2- ace’tamido-3,4,6-tri-O-acPtyI-2-~I~soxy-8-o-gIrlco- 

pyranosyi)-(I~4)-0-(2-adtamido-3,6-di-O-acPtyZ-2-d~soxy-~-~-gZucopyra~zosyI)- 
(1+4)-2-acktamido-3,6-di- 0-acPtyI-2-dhoxy-p- D -giucopJtranoside] (4-me’tlryom- 

beIl~jZr_vl-di-N-a&y&fi-chitotrioside Ileptaacktate) (i’)_ - A une suspension de 4- 
mCthylombellif~rone (se1 de sodium) (0,55 g, 2,78 mmol) dans la NJV-dimkthyl- 
formamide (15 ml), on ajoute progressivement 5 (0,94 g, 1 mmol). Le milieu reac- 
tionnel est maintenu pendant 16 h sous agitation 2 25”. Le compost 7 (0,44 g, 40 %) 
isole, puis purifiC comme 6 est homogcne en c.c.m. dans le systGme-solvant chloro- 
forme-mCthano1 (9:1, v/v) (R, 0,51), p.f. 292-293”, [or]zzs -0,l” et [&& - 1,5 (c 1, 
NJV-dimCthylformamide); spectre i-r. : vf$ 3300 (NH), 3070 (CH, Ph), 2940 et 2870 
(CH), 1745 (OAc), 1720 (C=O, S-lactone), 1660 (Amide I), 1615 (C=C, Ph), 1535 
(Amide II), 1230 (C-O), 900 (anomkie /?), 840 et 800 cm-l (CH, Ph); spectre de 
r.m.n. : 1,78 (1 s, 3 x 3 p. 3 NHAc), 1,92 I1 s, 1 x 3 p, 1 OAc), 1,98 (1 s, 2x3 p, 
2 Ok), 2,02 (1 s, 1 x 3 p, 1 OAc), 2,03 (1 s, 1 x 3 p, 1 OAc), 2,09 (1 s, 2 x 3 p, 2 OAc), 
2,38 (1 S, 1 x 3 p, 1 CH, , lo), 5,3 1 (1 d, 1 p, J 8 Hz, anomCrie p), 6,19 (1 s, 1 p, lo), 
6,87 (1 d, 1 p, J 9 Hz, lo), 6,96 (1 s, 1 p, lo), 7,60 (1 d, 1 p, J 9 Hz, lo), 7,94 (3 d, 
3xlp, J9Hz, 3NH). 

Anal. Calc. pour C48HS1N3025 : C, 53,38; H, 5,65; N, 3,89. TrouvC: C, 52,93; 
H, 5,77; N, 3,86. 

4-Me’tIzyIo~IbeIIi~~r~lZ-(2-ac~ta~?z~do-2-d~so.~y-~-D-gZucopyranoside) (3). - A une 
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(C=C Ph), 1550 (Amide II), 890 (anomerie b), 850 et 800 cm-r (CH, Ph); spectre de 

r.m.n. : 1,76 (1 s, 1 x3 p, 1 NHAc), 1,79 (1 S, 1 x 3 P, 1 NHAc), 1,81 (1 S, 1 x 3 p, 
1 NHAc),2,38 (1 s, 1 x 3 p, 1 CH,, lo), 4,27 [1 d, 1 p, J 8 Hz, anomerie j3-(l-+4)], 

4,33 El d, 1 P, J 8 Hz, anombrie /I-(144)], 5,06 (1 d, 1 p, J 8 Hz, anomkie j?, 10 
gboside), 6,13 (1 s, 1 p, lo), 682 (1 s, 1 p, J9 Hz, lo), 6,87 (1 S, 1 p, lo), 7,57 (1 d, 

1 P, J 9 Hz, lo), 7,73 (1 d, 1 p, 9 9 Hz, 1 NH), 7,76 (1 d, 1 p, J 9 Hz, 1 NH), 7,80 

(1 d, 1 p, J 9 Hz, 1 NH); spectre U.V. : AZ: 316 nm, s:2m,H20 163. 

Anal. Calc. pour Ca4H4,NJ01 s : C, 51,97; H, 5,99; N, 5,35. Trouvk: C, 52,05; 

H, 6,17; N, 5,45. 
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