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ABSTRACT 

Alkaline hydrolysis of the N-acetyl group of benzyl 2-acetamido-4,6-O-ben- 
zylidene-3-0-(~-l-carboxyethyl)-2-deoxy-cr-D-glucopyranoside with ethanolic potas- 
sium hydroxide gave the free crystalline amine, which was cyclized by heating or by 
treatment under very mild acidic conditions or with diazomethane into crystalline 
benzyl 4,6-O-benzylidene-ot-D-glucopyranosido-(2,3:5’,6’)-2’-(R)-methyl-3’-morphol- 
inone. Removal of the benzylidene group gave the crystalline 4,6-dihydroxy com- 
pound, characterized by a crystalline 4,6-diacetate and hydrogenolyzed into the 
amorphous title compound, which was characterized by a crystalline 1,4,6-tri-O- 
acetyl derivative. A similar series of transformations was applied to the P-D analog. 
In this series, the 4-0-acetyl, 6-0-acetyl, and 4-0-acetyl-6-0-trityl derivatives were 

obtained in addition to the 4,Gdihydroxy and 4,6-di-0-acetyl derivatives. The title 
compound is an important reference standard for the elucidation of the chemical 
structures of the cell wall of the bacterial spore. 

L’hydrolyse alcahne du groupe IV-ac6tyle du benzyl 2-acetamido-4,6-O-benzy- 
lid~ne-3-0-(o-l-carboxyCthyl)-2-dCsoxy-r-D-glucopyranoside avec l’hydroxyde de 
potassium dans PethanoI a donne I’amine libre correspondante, obtenue sous forme 
cristaliine, qui a CtC cyciisee par chauffage ou par traitement par l’acide trts dilue ou 
le diazomethane en 4,6-O-benzylid~ne-r-D-glucopyranosido-(2,3:5’,6’)-2’-(R)-mCthyl- 
3’-morpholinone, obtenue a l’etat cristallin. La scission du groupe O-benzylidene a 
donne une morpholinone possedant les groupes 4,6-hydroxyies libres qui fut carac- 

*Sucres amin& LXXVII. Cettepublication Porte ie no .544 du Lovett Group for the Study of Diseases 
Causing Deformities, Harvard Medical School at Massachusetts General Hospital, Bostcn. Ce 
travail a bCnCticiC de I’aide de subventions de la Fondation pour la Recherche Medicale Fral .aise 
et du National Institute for Allergy and Immunology, National Institutes of Health, U. S. Public 
Health Service (Grant AI-06692). Une communication preliminairc a Ote pr6sentiz [~bsrr ~0.xr.s 
Zftrerrr. Symp. Chem. NatwaI Producrs, 7th. Riga (1970). D 211. 
TAuquel doivent itre adressCes Ies demandes de tires & part. 
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t&i&e par un 4,6-diacetate, les deux composts &ant obtenus B l’etat cristallin. 
L’hydrogenolyse du groupe benzyle protecteur a don& la D-gluco-(2,3:5’,6’)-2’-(R)- 
methyl-3’-morpholinone, obtenue sous forme sirupeuse, qui fut caracterisee par un 
1,4,6-triacetate cristallin. Les mCmes reactions ont ete appliquees au glycoside /CD_ 

On a obtenu, en plus des derives 4,6-dihydroxy et 4,6-diacetate du benzyl glycoside de 
la morpholinone, les derives 4-0-acCty1, 6-O-a&y1 et 4-O-acetyl-6-0-trityl, tous 
sous forme cristalline. La morpholinone obtenue comme compose final est un produit 
de reference important pour l’etude de la structure chimique du cortex des spores 

bacdriennes. 

INTRODUCTION 

Le peptidoglycanne du cortex des spores bacdriennes’ se distingue de celui des 
parois de bacttries par la presence d’une quantite importante de l’amide interne* de 
l’acide muramique 9. Cette amide, que l’on a pu Cgalement mettre en evidence en 
faible proportion dans la paroi cellulaire de Micrococcus lysodeikticzd, n’a pu Ctre 
isolee a l’ttat libre de la paroi des spores, par suite de la resistance au lysozyme de 
sa liaison glycosidique avec la N-acetylglucosamine. Seuls ont CtC obtenus, dans ces 
conditions, des tetra- et hexa-saccharides renfermant 9 et dont l’extremite reductrice 
Ctait constituee par de l’acide N-acCtylmuramique’~2. Par ailleurs, une hydrolyse 
acide de la paroi ouvre cette amide interne et seul l’acide muramique est chromato- 
graphiquement detectable. La presence de cet amide interne 9 a cependant pu Ctre 
mise en evidence grace Q une reduction prealable du peptidoglycanne au moyen de 
borohydrure de sodium ‘, suivie d’une hydrolyse acide. Dans le but d’etudier cette 

reaction, il est necessaire de preparer au prealable des glycosides de l’amide interne 9, 

de facon que la reduction au borohydrure n’affecte pas la fonction hemiacetahque. 
Les benzyl glycosides ont CtC choisis en raison de la facilite avec laquelle l’amide 
interne 9 peut Ctre lib&e par hydrogenation catalytique. 

tiSULTA1 S ET DISCUSSION 

Diverses preparations des 3-morpholinones par formation intramoltculaire 
d’une fonction amide ont CtC publiees 3--5. L’acide muramique a, d’une facon anaIogue, 
ete transform6 en son amide interne 9 par action du diazomethane6. Une telle r5action 
a Cgalement CtC realide avec un isomer-e positionnel de l’acide muramique’. Afin 
d’acceder aux benzyl glycosides de 9, une cyclisation a CtC entreprise en partant des 
amino acides 2 ou 4, ces derniers &ant obtenus facilement par N-desacetylation 
alcaline’ du benzyl 2-acCtamido-4,6-0-benzylid~ne-3-0-(D-l-carboxyCthyl)-2-dCsoxy- 
E-D-glucopyranoside’ (1) ou de l’analogue’ ’ /3 (3). Les amino-acides 2 et 4 se trans- 
forment tres facilement, dans diverses conditions, en morpholinones correspondantes. 

C’est ainsi que la fusion de l’amino-acide 2 (p-f. 195-196”) conduit B I’amide interne 

*Improprement ddnommee G lactame )) dam la littcrature. 
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14 5-6 

1 R2=H;RZ =OCH,Ph; R3=Ac; R4=OH 

2 RZ=H; R2=OCH2Ph; R3=Hf; R4=0- 

3 R*=OCH2Ph; R==H; R3=Ac; Ra=OH 
4 Rz=OCH2Ph; RZ=H; Ra=H;; R4=0- 

5 R=H; R’=OCH,Ph 
6 R = OCH,Ph; R’ = H 
7 R’=R3=R4=H;RZ=OCHzPh 
8 R’ = H; R” = 0CH2Ph; R3 = R4 = AC 

7-15 

9 R’, R2=H, OH; R3=R4=H 
10 R’ =OAc;Rz=H; R3=R‘+=A; 
11 R’ = OC&Ph; R= = R3 = R’=H 
12 R’ = 0CH2Ph; Rz = R3 = H; R4 = AC 
13 R1=OCH2Ph;R2=H;R3=R4=Ac 
14 R’=OCHzPh; R2=H; R3=Ac; Rj=Tr 

15 R’ = OCHIPh; R2 = R4 = H; R3 = AC 

5 cristallisant en aiguilles de p-f. 235-236”. Des conditions faiblement acides donnent 
egalement lieu B la cyclisation. Ainsi l’adtolyse des groupements benzylidene de 
2 et 4 conduit directement aux morpholinones 7 et 11. De mdme une solution chloro- 
formique Ibgerement acide de 4, conservee pendant deux jours B temperature ambiante, 
conduit B la morpholinone 6. La cyclisation peut done Qtre realisee dans des condi- 
tions acides tres deuces qui n’affectent pas le groupe benzylidbne, pourtant parti- 
cnlierement facile A hydrolyser dans ie cas des composes 5 et 6 (quelques minutes 
a 100” dans I’acide acetique a 60%). Ces conditions trbs deuces de formation de 
l’amide inteme 9 peuvent Ctre presentes Iors de l’isolement d’un peptidoglycanne 
(passage & l’autoclave ou passage sur resine echangeuse d’ions). Or, dans Ies parois 
de Micrococcus Iysodeikticus, certaines unites d’acide muramique possedent un 
groupement carboxylique libre’ 1 et d’autres ne sont pas N-acCtylCes12. I1 y a done 
lieu de verifier que la presence de faibles quantites d’amide inteme dans une telle 
paroi n’est pas un a&fact. 

Lors de la scission du groupe benzyhdene de 6 pour donner 11, par I’acide 
acetique & 60%, il se for-me une petite quantite (2%)’ d’un d&S mono-O-a&y16 
de 11. Ce compose Ctan: difErent du d&-iv& 4-O-a&y16 15, prepare par I’intermbdiaire 
du derive PO-acttyl-6-O-trityle 14, la structure du derive 6-0-acetylb 12 lui a Ct6 
assignee. Cette acetylation par l’acide acetique B 60% B chaud, lors de l’hydrolyse 
d’un groupement benzylidene, est en accord avec une observation de DufF13. Les 
3-morpholinones obtenues possedent dans leur spectre i.r. une bande amide I dans la 
region 1650-1680 cm- ‘, la bande amide II &ant absente. Les amides internes 5 et 8 
presentent de plus un dedoublement de la bande amide I. 

L’hydrogCnolyse des radicaux benzyles sur les glycosides 7 et 11 a conduit & la 
mdme morpholinone 9, qui fut caracterisee par un tria&ate cristallin 10, identique B 
celui dkcrit par Carrol16. 
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PARTIE BdRIhfENTALE 

Conditions g&&aZes. - Les points de fusion sont mesures dans un tube capil- 
htire au moyen d’un appareil Biichi et ne sont pas corrig&. Les rotations optiques 
sont d&ermin&es au moyen d’un polarimetre Perkin-Elmer (Modele 141). Les 
spectres sont enregistres avec les appareils suivants : spectrophotom&e Perkin-Elmer 
(Modble 457) pour l’infra-rouge, spectrometre Bruker 90 (90 MHz) pour la r.m.n. 
L’homog&rCit& des composes p&pares est controlee par chromatographie sur des 
plaques recouvertes de gel de silice Merck (epaisseur 0,25 mm) et rCvelCes par vapori- 
sation d’une solution alcoolique B 10% d’acide sulfurique concentrd et chauffage 
au moyen d’un epiradiateur. Les analyses Clementaires ont ete effect&es par Ma- 
dame Delbove (Fact&e des Sciences d’OrlCans) et par le Dr. M. Manser (Zurich, Suisse). 

Benzyl Z-amino-4,6-O-benzyle-3-O-(D-I-carboxy~t~zy~-2-d~soxy-~-~-g~uco- 
pyranoside (2). - Le benzyl 2-acCtamido-4,6-O-benzylid~ne-3-0-(D-l-carboxy~thyl)- 
2-desoxy-a-D-glucopyranosideg (1, 4 g) est dissous dans de I’Cthanol a 95% (93 ml) 
contenant de l’hydroxyde de potassium (20 g). Cette solution est chauffee pendant 
2 jours B reflux. Aprb retour a la tempirature ambiante, de l’eau (200 ml) est ajoutie, 
puis, aprb refroidissement 2 0”, de I’acide chlorhydrique 6h1 jusqu’a un pH de l’ordre 
de 6, le pH &ant finalement ajust& & 5 au moyen d’acide chlorhydrique M. La solution 
est ensuite extraite au chloroforme, les extraits &ant laves a i’eau, seches sur sulfate 
de sodium et evapores a sec. Une cristallisation du residu dans un melange methanol- 
a&ate d’&hyleGther donne 2 (289 g, 79%) sous la forme d’aiguilles, p.f. 195-196”, 
apparition de nouvelles aiguilles fondant &235-236”; [a];’ + 119” (c 0,31, p-dioxanne); 
spectre i.r. : $& 3040 (NH:), 1650 (Amino-acide I), 1565 (CO;) et 1525 cm-l 
(Amino-acide H). 

Anal. Calc. pour CssHz,NO, : C, 64,32; H, 6,34; N, 3,26; 0,26,08. Trouvt : 
C, 64,22; H, 6,32; N, 3,36; 0, 25,55. 

Benzyl 4,6-O-benzyl~d~~e-u-D-glucopyr~~osido-(2,3:~,’6’)-2’-(R)-m~t~zyl-3’-~zor- 
pholitzone (5). - A. Par action du diazom&thane sur i’amino-acide 2. Le compose 2 
(2,8 g) est dissous dans du methanol (600 ml) et un excks d’une solution fra:chement 
prepaGe de diazomethane dans l’ether est ajoutee. Apres 30 min, la solution est 
Bvaporee et le rcsidu est cristallise dans un melange eau-methanol donnant 5 (1,56 g, 
59%) sous la forme d’aiguilles, p.f. 234-236”; [a]fp f98” (c 1,05, chloroforme); 
spectre i.r. : v:fl 3200 (NH), 1675 et 1640 cm- ’ (Amide I). 

Anal. Calc. pour C2sHZsNOs : C, 67,14; H, 6,12; N, 3,40. TrouvC : C, 66,87; 
H, 6,26; N, 3,04. 

B. Par chazcfige. Le compose 2 (55 mg) est chauffe sous vide pousse a 225” 
dans un sublimateur, donnant 5 (50 mg, 95%) identique au compose precedent. 

Benzyl a-D-glucopyranosido-(2,3:5’,6’)-2-(R)-mPtlzyZ-3’-ntorp~zolinone (7). - A. A 
partir de 5. Le compose 5 (1 g) est chauffe durant 10 mm a 100” dans de l’acide 
acetique & 60% (24 ml). La solution est ensuite refroidie a temperature ambiante et 
evaporee. Les dernieres traces de benzaldehyde et d’acide adtique sont CliminCes au 
moyen d’additions et d’evaporations d’eau succcssives. Une cristallisation du rCsidu 
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dans un melange chloroformeGthano1 donne 7 (727 mg, 93%) sous la forme d’ai- 
guilles, p.f. 173-174”; [a];’ + 141” (c 0,92, methanol); spectre i-r. : ~2; 3350 (QH), 
3200 (NH) et 1650 cm- ’ (Amide I). 

Anal. Calc. pour C16Hz1NOS : C, 59,43; H, 6,55; N, 4,33; 0,29,69. Trouve : 
C, 59,27; H, 6,51; N, 4,30; 0, 29,58. 

B. A partir de 2. Le compose 2 (177 mg) est chauffe pendant 1,5 h B 100” dans 
de l’acide acetique & 60% (5 ml). Un traitement analogue au precedent donne un 
residu qui, apres cristallisation dans un melange chloroforme-kthanol, donne 7 
(70 mg, 50%), analogue au compose d&it prkkdemment. 

Ben.& 4,6-di-O-acPtyZ-a-D-gZucopyranosido-(2,35’,6’)-2’-(R)-m~tltyZ-3’-morp~ro- 
Zinone (8). - Le compose 7 (50 mg) est dissous dans de la pyridine anhydre (10 ml) 
et on ajoute de l’anhydride acgtique (0,5 ml). Au bout de 24 h, la solution est vers& 
dans un exds d’eau glacbe, l’ensemble etant ensuite extrait au chloroforme. La 
phase chloroformique est lavee & l’eau et Cvaporee sous pression reduite. Une cristal- 
lisation du residu dans un melange acetate d’t?thyleGther donne 8 (52 mg, 83%) sous 
la forme d’aiguilles, p-f. 160-161”; [a]:’ + 130” (c 0,78, chloroforme); spectre i-r. : 

v$$” 3280 (NH), 1740 (OAc), 1680 et 1645 cm-’ (Amide I). 
Anal. Calc. pour CZOH2sNOs : C, 58,96; H, 6,18; N, 3,43. Trouvd : C, 58,96; 

H, 6,17; N, 3,18. 
D-Gkco-(2,3:5’,6’)-2’-(R) -m&hyZ-3’-morpholfnone (amide interne de Z’acide 

muramique) (9). - Le compose 7 (400 mg) est dissous dnns de l’ethanol a 95% (40 ml) 
et hydrogent en presence de palladium sur charbon (100 mg). Aprbs deux jours, le 
catalyseur est essore et le atrat, Bvapore ZI set, donne 9 (240 mg, 83%) sous la forme 
d’un sirop : [a]zd) t35” (c 0,32, methanol); spectre i.r. : $$ 1655 cm-’ (Amide I). 
Ce produit est homogene en chromatographie descendante sur papier Whatman 
No. 1, et montre dans le systtme de solvents alcool butylique-acide acetique-eau 
(6:l:l) R 2dcdtamido-t-ddsoxy-D-gIucose 1,83 et dans alcool butylique-pyridine-eau (6:4:3) 
R 2ace,amido-2-d~~o~_:-D-gluiose 1,33. Le papier est revClC au moyen d’un rkactif au nitrate 
d’argent ’ 4. 

Anal. Calc. pour CgHIsNOs : 43,02; H, 6,82; N, 558, Trouve : C, 43,10; 
H, 6,86; N, 501. 

1,4,6-Tri-O-ac~tyZ-~-D-gZztcopyranosido-(2,3:5’,6’)-2’-(R)-m~thyZ-3’-morphoZinone 

(10). - Le compose 9 (200 mg) est dissous dans de la pyridine anhydre (20 ml) et on 
ajoute de l’anhydride acetique (1 ml). Au bout de deux jours, la solution est Verde 
dans un exds d’eau glacke, l’ensemble &ant ensuite extrait au chloroforme. La phase 
chloroformique est lavee a l’eau et evapork Une cristallisation du residu dans un 
melange chloroforme-ether donne 10 (174 mg, 61%), p.f. 224226”, [a];’ +59” 
(c 1, chloroforme); spectre i.r. : v,,, N”j”’ 3290 (NH), 1760,1750,1715 (OAc) et 1675 cm- ’ 
(Amide I); spectre de r.m.n. (chloroforme-d; le pit du proton chloroformique a 
r 2,73 est pris comme reference) : o 8,54 [doublet de 3 protons, 2’-(R)-methyl], 7,83 
(groupe de 3 pits avec 12 protons, AC), 4,87 (un tripiet de 1 proton, H-4. J3,4 = 

J 425 
= 9 Hz), 4,42 (proton anomerique, H-l, J1,2 8 Hz) et 2,17 (1 proton, NH); 

lit6 : p.f. 210” (changement de forme & 192”), [ali t57” fc 2, chloroforme). 
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Anal. Calc. pour C1sHslNOs : C, 50,13; H, 5,89; N, 3,90; Trouve : C, 49,96; 
H, 5,92; N, 3,74. 

Benzy~2-amino-4,6-0-benzy~id~ne-3-O-(D-l-carbo~~t~~y~)-Z-d~so~-~-D-g~~copy- 

ranoside (4). - Le benzyl 2-ac~tamido-4,6-O-benzylid~ne-S-U-(D-l-carboxy~thyl)-2- 
dCsoxy-8_D-glucopyranoside10 (3, 2 g) est dissous dans de l’ethanol a 95% (44 ml) 
contenant de I’hydroxyde de potassium (9,8 g). Apres trois jours de chauffage k 
reflux, la solution est refroidie B temperature ambiante et diluCe avec de l’eau (185 ml). 
Un traitement analogue Q celui d&it pour 2 donne un rcsidu (1,59 g, 87%) qui est 
cristallis& dans un melange eau-methanol, p.f. 190-192”; [cx]F -26,5” (c 0,23, N,N- 
dimethylformamide); spectre i.r. : c; 3040 (NH:), 1635 (Amino-acide I), 1575 
(CO,) et 1495 cm- ’ (Amino-acide II). 

Anal. Calc. pour C2sH2,N07 : C, 64,32; II, 6,34; N, 3,26; 0,26,08. TrouvC : 
C, 64,30; H, 6,33; N, 3,26; 0, 26,28. 

Benzyl 4,6-O-benzylid~ne-8_D-glucopyranosido-(2,3:5’,6’)-2’-(R)-mPthyl-3’-nzor- 
pholinone (6). - A. A partir de 3. Le compose 3 (2 g) est traiti comme dtcrit pour la 
pr&paration de 4, mais les extraits chloroformiques ne sont pas IavCs B l’eau et ne 
sont &h&s et &vapor& qu’au bout de deux jours. Le residu, cristallise dans un 
melange methanol-eau, donne 6 (1,3 g, 74%), p.f. 165,5-167,5”; [a]? - 66” (;I 0,29, 
chloroforme) ; spectre i-r. : vyd 3225 (NH) et 1680 cm- ’ (Amide I). 

Anal. Calc. pour CzsHzSNO, : C, 67,14; H, 6,12; N, 3,40; 0,23,33. TrouvC : 
C, 67,08; II, 6,12; N, 3,36; 0, 23,45. 

B. A partir de 4. L’action d’une solution de diazomethane dans l’ether sur une 
solution methanolique de 4 donne 6, identique au compose precedent. 

BenzyZ ~-D-gZucopyranosido-(2,3:5’,6’)-2’-fR)-?~~~t/zyl-3’-morpholinone (11). - 

A. A partir de 6. Le composC 6 (300 mg) est chauffe durant 10 min a 100” dans de 
l’acide ac&ique B 60% (8 ml)_ Aprk le traitement decrit pour le compose 7, on obtient 
un rbsidu (235 mg, 100%) qui, par cristallisation dans un melange chloroforme- 
ethanol, donne 228 mg (97%) p.f. 190-191”; [a];’ -59” (c 0,52, methanol); spectre 
i.r. : Y zaf’ 1660 cm- ’ (Amide I). 

Anal. Calc. pour C16H21N06 . - C, 59,43; H, 6,55; N, 4,33. TrouvC : C, 59,43; 
H, 6,60; N, 4,ll. 

B. A partir de 3. Le compose 3 (5,l g) est chauffe pendant trois jours dans une 
solution ethanolique 4M d’hydroxyde de potassium (116 ml d’ethanol et 29 g d’hydro- 
xyde de potassium). Aprks refroidissement, la solution est acidifiCe B pH 5 au moyen 
d’acide chlorhydrique 6hf, puis M. Elle est ensuite extraite au chloroforme, la phase 
organique &ant brievement sechee sur sulfate de sodium et Cvaporee sous pression 
Gduite. Le r&idu est ensuite chau!Ie pendant 1,5 h B 100” dans de l’acide acetique a 
60% (100 ml). Le traitement habitue1 donne un residu solide qui, par cristallisation 
dans un melange chloroformedthanol, donne 11(2,965 g, 85%), analogue au prod& 
d&it precedemment. 

Les eaux-meres de cette cristallisation sont CvaporCes, le residu &ant chromato- 
graphi sur une colonne de gel de silice (57 g) dans le melange chloroforme-ithanol 
B 95% (955, v/v)_ Deux produits purs sont alors obtenus. Celui qui est clue dans les 
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