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ABSTRACT 

Reduction with aqueous sodium borohydrlde of benzyl j?-D-glucopyranosldo- 
(2,3 5’,6’)-2’-(R)-methyl-3’-morpholmone gave, as mam compound, benzyl B-D- 

glucopyranosldo-(2,3 5’,6’)-2’-(R)-methylmorpholme (4) and, as mmor component, 

benzyl 2-am~no-2-deoxy-3-O-[(R)-l-(hydroxymethyl)ethylJ-~-~-glucopyranos~de An 
easy separation of these two products, by use of an acldrc Ion-exchange resm, was 

obtamed after N-acetylatlon of the later product with acetlc anhydrIde m an aqueous 
sodmm hydrogen carbonate solution The morpholme derivative was neutrahzed with 

hydrochlonc acid, and then catalytlcally hydrogenated, givmg the crystallme D-gluco- 

(2,3 5’,6’)-2’-(R) -methylmorphohne hydrochlonde This compound IS a useful 

standard for the Identficatlon, m a glycan cham, of muramc acid umts havmg an 

Internal amide group 
The solum borohydnde reduction of benzyl cr-D-glucopyranosldo-(2,3 5’,6’)- 

2’-(R)-methyl-3’-morphohnone (7) gave, as mam compound, benzyl 2-ammo-2- 

deoxy-3-O-[(R)-l-(hydroxymethyl)ethyl]-or-D-glucopyranoslde and, as mmor one, the 
correspondmg morphohne Selectivity of the acetylation was not observed m this case 

SOMMAIRE 

La rbduction, au moyen de borohydrure de sodmm en mlheu aqueux, de la 

benzyl-/3-D-glucopyranosldo-(2,3 5’,6’)-2’-(R)- methyl3’-morpholmone a don&, com- 

me composC prmclpal, la benzyl-B-D-glucopyranosldo-(2,3.5’,6’)-2’-(R)-mCthyl- 

morphohne (4), accompagnke d’une petite quantitii de benzyl2-ammo-2-dCsoxy-3-O- 

[(R)-I-(hydroxymCthyl)ethyl]-B_D-glucopyranosrde La N-acCtylatlon sClective de ce 
dermer, au moyen d’anhydnde acktlque dans une solutron aqueuse d’hydrogtko- 

*Ce travad a bCn6ficle de I’axde d’une subvention de la Fondanon pour la Recherche MedIca 
Francatse Une commumcatlon prt%mmalre partlelle a et6 prksentee [Abstr Papers Intern Symp 

Chem Natural Products, 7th, Rlga (1970), D21] 
TAuquel dowent L?tre adressees Ies demandes de tm%-a-part 
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carbonate de sodium, permet une separation facile des deux composes au moyen d’une 
r&me echangeuse d’rons, sow for-me acide Une neutrahsation B I’aclde chlorhydrique 
de la morpholme amsr p&par&e, survie d’une hydroggnatron catalytique, conduit au 
chlorhydrate de la D-gluco-(2,3 5’,6’)-2’-(R)-mCthylmorpholme, obtenu sous forme 
cnstallme Ce compose constrtue un standard utile pour l’ldentukatron d’umtes amide 
mterne de l’acrde muranuque dans une chaine glycannique 

La rCductron au borohydrure de sodmm de la benzyl-a-D-glucopyranosldo- 
(2,3-5’,6’)-2’-(R)-mCthyl-3’-morpholmone (7) donne, comme compose princJpa1, le 
benzyl-2-a~o-2-dCsoxy-3-0-[(R)-l-(hydroxymCthyl)~thyl]-a-o-glucopyranoslde et, 
comme prodmt secondan-e, la morpholme correspondante La selectivk de l’acetyla- 
tron n’a pas et& constaGe dans ce cas 

INlRODUCTION 

Par mcubatron de spores autoclavCes de &rcrilus subtrh en presence de lysozyme, 
pms de muramyl-L-afanme amidase de streptomyces, Warth’ a pu isoIer une quantlte 
importante d’un tetrasacchande Ce compose, qul n’est plus sensible B l’actlon du 
lysozyme, fourmt, par hydrolyse acrde totale, de la glucosamme et de l’acide muramr- 
que Par reductron au moyen de borohydrure de sodium, smvie d’une hydrolyse acrde 

SchOmo I 

prolong&, aucune trace d’acide muramique n’a pu Ctre nuse en evidence 11 en rksulte 
que I’umte acxde muramique mteme de ce tetrasacchande dolt &re totalement 
transformee dans ces condrtions Warth et Strominger* ont montre qu’elle se trouvait 
sous la forme de son amrde mteme et que sa r&ducuon s’operart selon le Schema I La 
p&ewe d’une umtk amrde mterne dans une structure glycannique peut done &re 
mise en evidence par isolement, apres hydrolyse chlorhydnque, des deux prodmts de 
reduction au borohydrure de sodium, Ie chlorhydrate de la D-gluco-(2,3 5’,6’)- 
2’-(R)-mCthylmorpholme (15) et le chlorhydrate du 2-ammo-2-desoxy-3-O-r(R)-l- 
(hydroxymCthyl)Cthyl]-a-D-glucopyranose 13 Dans le cas du t&.rasacchande CtudG, 
les deux products sont accompagnes de chlorhydrate de D-glucosamme et de mura- 
rmcltol, ce dermer provenant de l’extrkrntb reductrice, consntuee d’acide N-acetyl- 
muranuque. Afin de vCnfier cette reduction et de disposer d’un Cchannllon synthetique 
de la morpholine 15, les benzyl-cr- et B-D-glycosrdes 1 et 7 de l’amlde mterne de l’aade 
muranuque3 ont &e sounus A l’actron du borohydrure de sodmm en mrheu aqueux 
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RkJLTATS ET DISCUSSION 

Les armdes et les lactames ne sont pas habltuellement rkdmtes par le boro- 
hydrure de sodrum en solution aqueuse4; cependant, de telles rCductrons ont CtC 
dCcntes dans le cas de la dlhydroundme 5, de la dlhydrothymme6 et de la dlhydro- 
thymrdine7, donnant heu prmclpalement & un ammo-alcool acychque La rkduction 
d’une Iactame en ammo-aIcoo1 acychque et en amme cychque se fait habltuellement 
au moyen de l’hydrure de hthmm et d’alumlmum, I’encombrement stkique de I’atome 
d’azote favorisant d’zulleurs la formation de l’ammo-alcool 

Par rCduction de 1 au moyen d’un ex&s de borohydrure de sodmm en solution 
aqueuse, & tempkature ambiante, on observe la formatxon d’un prodmt pnnapal, la 
morphohne 4 (74 %) et d’un product secondare, l’ammo-alcool acychque correspon- 
dant (7,3 %) La r&action dCcIlte par Warth et Strommger2 sur des oligosaccharides 
naturels se produit done CgaIement sur Ie composC mod&Ie 1. Efle commence m- 
semblablement par l’addltion d’un eon hydrure sur le groupement carbonyle armclique, 

NaBH;_ 

Schi+ma n H 

C D 

selon le Schema ZI On peut rarsonnabIement admettre que Ia carbmolamme mter- 
mCdlzure A est ensuzte soxt hydrogtnolysGe, condursant dnectement 5 I’ammo-alcool 
acychque B, solt transformte en base de Schlff C, immCdlatement r6dmte en amme 
secondawe D Dans Ie eas de bases pynrmdlques du type uraclle ou thymine, Ball6 et 
al 6 admettent que la carbinoIamme s’ouvre en aldehyde, laquelle peut donner heu B 
une kpimkisatlon de I’atome de carbone asymttnque vown, par I’mtermkdm~e d’un 
Cnol Une telle CplmCnsatlon de I’atome C-2’ ne se prodmt pas dans Ie cas de A En 
effet, le composC 2 a CtC p&pa&* de faGon mdkpendante par une r6ductlon du benzyl- 
2-acCtarmdo-2-dCsoxy-3-U-[(R)-I-(mCthoxycarbonyI)CthyI]-~-~-glucopyranos~de (ll), 
au moyen de borohydrure de hthmm Cette reduction, qm n’ai5ecte vrmsemblablement 
pas la configuration (R) de la chtine la&ale d’ester lactlque, lwre un compod 
rdentique en tous points & 2 (mEme pomt de fusion de mklange, mGme pouvolr 
rotatolre, spectres 1 r superposables) La N-adtylatlon de 4, au moyen d’anhydnde 
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acetrque dans une solution aqueuse d’hydrogknocarbonate de sodmm, n’a pas heu, 
con&ma& amsr l’observatlon de Warth et al ’ sur le produu nature1 Le chlorhydrate 
de la D-gluco-(2,3 5’,6’)-2’-(R)-mCthylmorpholine (15), a CtC obtenu, sous for-me 
crrstallme, par hydrolyse chIorhydrlque du benzyl-/3-D-glycosrde 4, ou par hydrogtna- 
tron catalyttque du Norhydrate cristalhn 5 La rbductlon, dans Ies mCmes condrtrons 
que I, du benzyl-a-o-glycosrde 7, a Cgalement hvrb Ies deux composes attendus, mats 
dans des proportions trk drffkentes le produrt pnnclpal est cette fors I’ammo-alcool 
acychque De plus, l’amme secondawe s’acetyle facdement au moyen d’anhytide 
acetrque dans une solutron aqueuse d’hydroginocarbonate de sodmm Cette double 
drfference de comportement, vrs-a-vrs de la reductron et de l’acetylatron, suggcre 
I’exrstence dans le peptrdoglycanne des spores bactenennes d’une halson B-D- 

glycosrdrque entre les resrdus d’annde mterne et de N-acetyl-D-glucosamme I1 seratt 
mteressant d’effectuer la reactron d’adtylatron en mrheu aqueux sur drvers tc- et 
/3-gIycosrdes ayant des aglycones d’encombrements van&, afk de se rendre compte 
du r6le exact des facteurs steriques dans cette remarquable drfference de comporte- 
ment et d’envlsager l’extensron possible a des systbmes decahydroqumolnuques 

CO-NH 

1 
2R=H R=Ac 
3 R=R’= AC 

4 R= R=H 
5 
6 

R=H R=H;Ci 
R=R=Ac 

+ 

“3 

8 R=H R’=Ac 
7 SR=R=Ac 10 R = H, R=Ac 

CH>OH CH,OH 

HO@CE 2 Ho&:$H 

NHAr NHR 

11 12 R= AC 
13 R= H2’ CI- 14R= H 

15 R= H; Cl- 

Par hydrogCnatron catalytrque 8 a hvrC le d&wC 12 gut n’a pu ttre cnstalhd, 
mars qui est s’est revele homogene en chromatographte sur paprer. Son hydrolyse 
cblorhydnque hvre le chlorhydrate du 2-ammo-2-dCsoxy-3-O-[(R)-l-(hydroxymtthyl)- 
ethyl]-a-D-glucopyranose (13) obtenu sous forme cnstallme et de mCme pouvoir 
rotatorre que ?e compost d&It par Jeanloz et Walkerg. 
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Les deux composCs 13 et 15, standards pour la dCtectton d’une unite amide 
mterne darts un glycanne bactenen, ont un comportement chromatograpmque sur 
paprer qur permet de Ies mettre arsement en evrdence, en pr&ence de chlorhydrate de 
glucosamme et de muramrcrtoi (Tableau I) 

TABLEAU I 

MIGRATIONS DE DIFFERENTS DERIVES DE L’ACIDE MURAhllQUE EN CHROLIATOGRAPHIE SUR PAPIERa 

Solvant 

Ab 

De’tectron 

NItrate d’argent’ 3 

Acxde Muranuque 2,20 I,00 + + 
Muramlcltol I,91 0,43 leg&rement + + 
15 260 5.60 + 
13 2,68 3,95 + + 
12 3,24 7,15 + 

=Papier Whatman No 1, lrngatlon descendante bAlcool butylrquc-aclde ac&que-eau (5 2 2, v/v) 
‘Acetate d’ethyle-pyndme-cau (44 14 19, v/v) 

Dans la structure proposCe pour le peptrdoglycanne des parers bacterxennes, 
certams resrdus d’aade N-acetylmuranuque ont un groupement carboxyhque hbre 
Afin de determmer le nombre de ces groupements, SaIton” a propose de redmre, 
apres esteruicatlon, Ie groupe carboxyhque au moyen d’hydrure de hthmm et d’alumt- 
mum et d’rso!er I’acrde muramtque a chafne redurte 13 Dans ces condrtrons, 11 est 
vrarsemblable qu’une umti d’amrde mteme donne, comme dans le cas de la reductron au 

borohydrure de sodmm, une certame quantrte d’acrde muranuque B chaine redurte et 
perturbe amsr le dosage 

La confirmatton de la presence d’une umte d’amrde inteme dans un tetrasac- 
chande ISOIC par Warth et Strommger des spores bactCrrennes’, amsr que dans un 
tetrasacchande isole par Hoshmo et al ’ 2 des parers de Mrcrococcrts lysoderktrcns est 
mamtenant possrble, par la comparaison des prodmts de reductton au borohydrure 
de sodmm avec I’Cchanttllon synthetrque de la morphohne 15 Ce travarl sera decrn 
dans une future pubhcatron 

PARTIE EXPWALE 

Condhons g&&ales - Les pomts de fusron sent mesures dans un tube 
caprllarre au moyen d’un apparel1 Biichr et ne sont pas corrrges Les pouvorrs rota- 
tones sont deternun& au moyen d’un polarrmetre Perkm-Elmer (Modtle 141) Les 
spectres I r sont enregrstres sur un spectrophotometre Perkrn-Elmer (Modgle 457) 
L’homogenQtC des composes prepares est contr61Ce par chromatographre sur des 
pIaques de verre recouvertes de gel de slhce Merck HF 254 (Cparsseur 0,25 mm) et 
r&Glees par vaponsation d’une solution alcoohque B 50% d’acrde sulfunque con- 
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centre et chauffage au moyen d’un Cprradrateur Les chromatographres sur colonne 
sont effect&es au moyen de gel de slhce Merck (0,05-0,2 mm) Les analyses Cl&men- 
talres ont et6 effect&es par Madame Delbove (U E R Scrences d’OrlCans) et par le 
Servrce Central de Mreroanalyse du C N R S 

Benzyl-2-ace’tamzdo-2-d~soxy-3-O-[(R)-I_zco- 
pyranoszde (2) - A Par r&ductzon de 1 La benzyl-j?-D-glucopyranosldo-(2,3 5’,6’)- 
2’-(R)-methyl-3’-morpholinone’ (1, 300 mg) est muse en suspension dans de I’eau 
(15 ml) L’ensemble est soumls ?I une agnatlon magnetlque et du borohydrure de 
sodium (365 mg) est aJoutt par porttons de 50 mg, durant 75 h et a temperature 
ambrante Apres 90 h, une cc m (chloroforme-methanol, 85 15, v/v) montre la 
presence de deux prodmts princrpaux et de traces de prodmt de depart 

Le pH de la solutron est aJust B 6 au moyen d’acrde acetlque 2kr, pms on ajoute 
de l’hydrogenocarbonate de sodmm (2,85 g) et de l’anhydrrde acetrque (envtron 1 ml) 
et laisse pendant 48 h B tempCrature ambrante et sous agitation magn&que On aJoute 

alors un exces de r&me Dowex 50 W-X 4 (H +, 60 ml) et mamtzent I’astation Jusqu’8 
l’arret total du degagement de gaz carbomque La r&me est alors essorte et IavCe 
solgneusement B I’eau Le filtrat et les eaux de lavage sont Cvaporis a set Le rCsrdu, 
contenant encore des traces de product de depart, est chromatographre sur une 
colonne de gel de srhce (10 g) dans le melange chloroforme-methanol (4 1, v/v), 
donnant 2 pur (25 mg, 7,3 %), crlstalhst sous forme d’argurlles dans un melange 
methanol-acetate d’ethyle, p f 212,5-213”; [a]: - 59,2” (c 0,87, methanol), spectre 

1 r - mnx vNuJO’ 3 450 (OH), 3 280 (NH), 1 625 (Amide I), 1 550 (Amide II) et 730 cm- 1 (Ph) 
Anal Calc pour CIsHz7N0, - C, 58,52, H, 7,37, N, 3,79 TrouvC _ C, 58,52, 

H, 7,34; N, 3,71 
B. Par ridzzctzon de 11 - A une solution de benzyl-2-acCtamrdo-2-desoxy-3-O- 

[(R)-l-(mCthoxycarbonyl)ethyl]-/3-D-glucopyranostde 11 (100 mg) dans le tetrahydro- 
furanne set (2 mi) est aJoutC de l’hydrure de hthmm et de bore (21 mg) Apres 12 h 
d’agltatron magnitrque a temperature ordmarre, I’exces d’hydrure est decompose par 
addmon, & frond, d’acrde acetrque a 5 % (10 ml) La solutron est pas&e sur une colonne 
contenant un exds de r&me Dowex 50 W-X4 (H+, 50-100 mesh), l’eluat et les eaux 
de lavage Ctant ensulte &vapor& B set Le resrdu est errstalhse sous forme d’algullles 
dans un melange methanol-acetate d’tthyle (70 mg, 75%), p f 212,5-213”, [a]2 
-60,6” (c 1,70, methanol) rdentrque au product p&=&dent (m$me point de fusion de 
melange, spectres I r superposables) 

BenzyI-2-ac~tamzdo-3-O-[(R)-I-(ace’to~ym~t~zy~~thyl]~,6-dz-O-ac~tyZ-2-d~soxy- 
j?-D-glzrcopyranoszde (3) - L’acetylatron de 2 (20 mgj est effectuee dans la pyndme 
anhydre (1,5 ml) et I’anhydnde adttque (0,6 ml) pendant 20 h B temperature ambrante 
La solution est versee dans un melange eau-glace, le precrprte obtenu Ctant essord Le 
filtrat est extrzut au chloroforme, les extracts Ctant IavCs a I’eau, s&h&s sur sulfate de 
sodmm et evapores Le r&du, Joint au prkcrprte precedent, donne 3, cnstalhse sous 
forme de ties algullIes dans un melange acetate d’ethyle-ether (18 mg, 68 %), p f 
180-181”, [a]g -25” (c 0,72, chloroforme); spectre I r. - v”,“;I,“’ 3 300 (NH), 1 735 
(OAc), 1 650 (Anude I), 1 520 (Amxde n), 720 et 700 cm-r (Ph) 
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Anal Calc pour C,,H,,NO,, * C, 58,17; H, 6,71, N, 2,83. Trot& : C, 57,93; 
I-I, 6,70, N, 2,71. 

Chlorhydrate dz.z 2-amzno-2-d~soxy-3-0-[(R)-I-(hydroxym~thyl)~thy~~-D-gZ~co- 
pyranose 13 - Le compose 2 (30 mg) est chauE pendant une mut a 105-110” dans 
de l’acide chlorhydnque 3~ (1,s ml) L’evaporatlon A set, accompagnte de plusreurs 

addrtrons d’eau smvres d’evaporatrons, donne un resrdu (24 mg, 100%) qur est 

cnstalhd dans le melange methanol-a&one, dormant 13 (5,2 mg, 24%), qui com- 

mence ZL jaunir B 165” et noircrt progressivement, [a]g +70,2” (5 mm)-+f59” 
(2 h, c 0,23, eau), llt.9 [a]g + 68” (4 mm ) Le sens de la mutarotation suggke que ce 
compose cnstalhse sous Ia forme a 

BenzyZ-j?-D-g/ucopyranoudo-(2,3.5’,6’)-t-(R) -mPthyZmorphoZine (4) et chlor- 
hydrate (5) - La r&me ayant set-w B la preparatron de 2 est mtrodmte dans une 

colonne et la&e au moyen de pyndme 2~ dans l’eau (150 ml), pms 3~ dans l’ethanol 

B 60 % (150 ml) Les deux Cluats sont r&mrs et CvaporCs B set, dormant un residu 
snupeux (233 mg), tres legerement contammC par 2 Une chromatographre sur une 

coionne de gel de s~hce (6 g) dans le melange chloroforme-methanol (22-3, v/v) donne 

le compose 4 pur (211 mg, 74%) sous for-me d’un verre mcoiore qur n’a pu ttre 
cristallise; II est caracterise sous forme de son chlorhydrate 5 

Une solution de 4 (161 mg) dans l’tthanol aqueux est acrdrfiee Jusqu’a un pH 
de 4 au moyen d’acrde chlorhydnque O,~M La solution est &vapor&e, de l’eau &ant 
ajoutee et Cvaporee a plusreurs repnses, aiin d’ehmmer les dermbres traces d’acrde 
Le resrdu (165 mg) est cnstalhse dans de l’ethanol aqueux donnant 122 mg (65,6 %) de 
5, charbonnant B parur de 230”, [a]% -92,3” (c 0,39, eau-kthanol, 4 1, v/v); spectre 
I r ?zi”,‘,“’ 3 SO,3 4QO (OH), pIusreurs pits entre 2 800 et 2 000 (NHf Cl-), 750 cm- ’ 

(Ph) 
Anal Calc pour C,,H,,CINO, - C, 55,57, H, 7,00; CI, 10,24, N,4,05,0,23,13 

Trouve * C, 55,37, II, 6,92, Cl, 10,40, N, 3,89, 0, 23,39 
BenzyZ-4,6-dz-O-ac~tyZ-4’-N-ace’tyZ-~-D-gZztcopyranoszdo-(2,3 5’,6’)-2’-(R)- 

m&hyZmorphoZme (6) - Le compose 4 (29 mg) est acCtylC pendant 3 Jours, B tempera- 

ture ambrante, au moyen d’anhydnde acetrque (quelques gouttes) dans la pyndme 

anhydre (15 ml) Le trartement habrtuel conduct B un resldu (33 mg, 81 O/o> qur, par 
cnstallrsatron dans Ie mCIange acetate d’ethyle-kther-hexane, donne 6 (22 mg, 55 %), 
sous forme d’argurlles, p f 117-l 17,5”; [a]‘,” + 18” (c 0,56, chloroforme). spectre 1 r - 
vNufo’ 3 225 (NH), 1 735 (OAc), I 650 (Amide I), 760 et 700 cm- ’ (Ph) mar 

Anal CaIc pour C2sHssNOs - C, 60,68; H, 6,71; N, 3,22 Trouve - C, 60,63; 

H, 6,72, N, 3,02 
Chlorhydrate de la D-ghzco-(2,3 5’,6’)-2’-(R)-m&thyImorphoIzne (15). - A. Par 

hydrog&zatzon cataz’ytzque de 4 Le compose 4 (100 mg) est hydrogen6 dans l’ethanol 
abs (20 ml), en presence de palladmm-carbone (50 mg) Apres deux jours, le ca- 
talyseur est essore et le fibrat, Cvapore B set, donne 14 (69 mg, 97 “A) sous la forme 

d’un verre mcolore qur n’a pu Ztre crrstalhk 11 est drssous dans du methanol et 
acrdifi.C au moyen de quelques gouttes d’acide chlorhydnque O,~M La solutron est 
&aporee, les dermtres traces d’acrde &ant ChmmCes par de nombreuses addrtrons et 
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en c c m Les essais de cristalhsatlon furent nCgatlfs Une hydrolyse chlorhydrIque de 
12, dans des condlhons analogues B celles utIhsCes pour 2, hvre le chlorhydrate 13. 
ldentlque au prodmt preparC 2 partlr de 2 

Benzy~-2-uce’tamzdo-3-O-[(R)-I-(ac~toxymPthy~Pt~zy~-4,6-dz-O-ac~tyl-2-d~soxy- 

or-D-ghfcopyranoszde (9) - Le composC 8 (14 mg) est acCtylC pendant 22 h dans un 

melange pyrldme anhydre (I,5 ml) et anhydnde ac&que (0,4 ml), ?I tempkrature 
amblante La soIutIon est versCe dans un melange eau-glace, l’ensemble &ant extralt 
au chloroforme La phase orgamque est Iavke B I’eau, sichCe sur sulfate de sodmm et 

Cvaporee, donnant 9 (20,6 mg, 100 %), crlstalhsC sous forme de grandes algullIes 
(17,s mg, 96%) dans un melange acetate d’CthyloCther, p.f. 146,5-147”, [cc]% 
+79,5” (c 0,71, chloroforme), spectre I r vNmua’x0’ 3 300 (NH), 1 735 (OAc), 1.650 
(Armde I), I 540 (Armde II), 750 et 700 cm-’ (Ph) . 

Anal Calc pour C,,H,,NOIO C, 58,17, H, 6,71; N, 2,83. TrouvC C, 58,18; 
H, 6,71, N, 2,63 
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