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ABSTRACT 

SYNTHESIS OF N-ACETYLMURAMYL ( 14C-OXOPROPYL) -L-ALANYL-D-ISOGLUTAMINE 

( I 4 C  - MDP) 
14 Condensation o f  ( I -  C) DL-2-bromopropionic acid with 

benzyl 2-acet~ido-4,6-0-benzyZidene-2-deoxy-$-D-gZucopyranoside I 
i n  presence of sodium hydride gave 5 0  % of crys ta l l ine  compouzd 3, 
having the correct stereochemistry of natural muramic acid. The 
la t t e r ,  i n  presence of Woodward's reagent, reacted with L-aZanyZ- 
D-isoglutamine benzyl es ter  hydrochloride, leading t o  compound 2. 
Removal o f  benzylidene and benzyZ groups by successive ace t ic  acid 
exposure and hydrogenolysis gave rise t o  d-acetamido-2-deo 3-0 (2-0- 
( I 4 C O )  prwpiony 2-L-alany l-Disog Zutamine) -D-gZucopymnose Y 4 C - M D P ) .  
Spec i f ic  a c t i v i t y  : 4 2  mCi/mMole i n  a 10 % ovemZl y ie ld  based on 
sodium ( 1 - I 4 C )  propionate. 

La N - a c 6 t y l  muramyl -L-a1 any1 -D-i s o g l  u t a m i n e  ( M D P )  5 e s t  l a  
p l u s  p e t i t e  mol P c u l  e i m m u n o a d j u v a n t e  p o u v a n t  rempl  a c e r  l e s  mycobac-  
t i r i e s  e n t i P r e s  d a n s  l ' a d j u v a n t  de F r e u n d  ( 1 )  ; l a  p r e m i 6 r e  s y n t h P -  
s e  en a i t 6  e f f e c t u 6 e  p a r  M e r s e r  e t  a l .  (2). E n s u i t e ,  d ' a u t r e s  s y n -  
t h 6 s e s  de M D P  e t  de  s e s  a n a l o g u e s  o n t  6 t 6  d 6 c r i t e s  p a r  Kusumoto e t  
a l .  ( 3 )  e t  L e f r a n c i e r  e t  a l .  (4,s). 

Le MDP e s t  a d j u v a n t ,  d a n s  l ' e a u  en a b s e n c e  d ' h u i l e  m i n 6 r a -  
l e  ( 6 1  e t  mCme p a r  v o i e  o r a l e  ( 7 ) .  Le - M D P  e t  s e s  a n a l o g u e s  a u t o r i -  
s e n t  des e x p 6 r i m e n t a t i o n s  u n i q u e s  i n  v i v o  e t  i n  v i t r o ,  en immunolo- 
g i e  h u m o r a l e  e t  c e l l u l a i r e  ( p o u r  une r e v u e  r 6 c e n t e  v o i r  8). P o u r  
f a c i l i t e r  l ' 6 t u d e  d u  m i c a n i s m e  d ' a c t i o n ,  de s o n  m 6 t a b o l i s m e  e t  de 
sa p h a r m a c o c i n 6 t i q u e ,  n o u s  a v o n s  r i a l i s 6  d 6 s  1 9 7 5  l a  s y n t h 6 s e  d u  
MDP marqu6 au c a r b o n e  1 4  sur  l a  f o n c t i o n  0 x 0  d u  g r o u p e  p r o p y l e  de  
l a  p a r t i e  muramyle 5. Dans l ' i n t e r v a l l e ,  S h i b a  e t  a l .  o n t  p u b l i 6  
une s y n t h s s e  d u  M D P  marque au c a r b o n e  1 4  u n i f o r m 6 m e n t  sur  l e  g r o u p e  
L - a l a n y l e  ( 9 ) .  Nous r a p p o r t o n s  n o t r e  t r a v a i l  q u i  c o n d u i t  au M D P  2 
h a u t e  a c t i v i t i  s p 6 c i f i q u e .  
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Le sch6ma r e a c t i o n n e l  s u i v i  I e s t  c e l u i  de  M e r s e r  e t  S i n a y  
( 2 ) .  L ' a c i d e  DL-bromo-2 p r o p i o n i q u e  1 4 C - l  p r 6 p a r 6  s e l o n  O s t w a l d  
e t  a l .  ( 1 0 )  p a r  b r o m u r a t i o n  d u  p r o p i o n a t e  d e  sodium 14C-l e s t  
c o n d e n s 6  sur  l e  d 6 r i v 6  s o d 6  d e  1 ' a c 6 t a m i d o - 2  b e n z y l i d g n e  0-4,6- 
d e s o x y - 2 - 8 - D - g l  uco p y r a n o s i d e  de  b e n z y l  e I .  Comme 1 ' a v a i  t d i m o n t r e  
Dsawa e t  J e a n l o z  (11 )  d a n s  u n  c a s  a n a l o g u e ,  l a  r 6 a c t i o n  e s t  f o r t e -  
ment  s t e r e o s e l e c t i v e .  O n  6 v i t e  donc l a  p r 6 p a r a t i o n  p 6 n i b l e  de 
1 ' i s o m 6 r e  o p t i q u e m e n t  a c t i f  de 1 ' a c i d e  b r o m o p r ~ p i o n i q u e ~ ~ C .  Le ren- 
dement  g l o b a l  en a c g t a m i d o - 2  b e n z y l  i d g n e  0 - 4 , 6  ( D - c a r b o x y  1 4 C - l -  
e t h y l  ) - 0 - 3 - d 6 s o x y - 2 -  6 - 0 - g l u c o p y r a n o s i d e  d e  b e n z y l e  3 e s t  de 50 % 
p a r  r a p p o r t  au p r o p i o n a t e  de  sodium 1 4 C - l .  

Le compos6 3 e s t  c o n d e n s 6  a v e c  l e  c h l o r h y d r a t e  de  1 ' e s t e r  
b e n z y l  i que d e  1 a c - a 1  any1 - 0 - i  s o g l  u tami  ne s e l  o n  Woodward e t  a 1  . ( 1 2  
e t  M e r s e r  e t  S i n a y  ( 2 )  p o u r  c o n d u i r e  au compose 4. Ce d e r n i e r ,  
t r a i t 6  p a r  l ' a c i d e  a c 6 t i q u e  2 6 0  %, f o u r n i t  l e  compos6 5. C e l u i - c i ,  
h y d r o g e n 6  d a n s  l ' a c i d e  a c i t i q u e  en p r e s e n c e  d e  p a l l a d i u m  sur c h a r -  
b o n ,  c o n d u i t  au M D P  ( o x 0 l 4 C  p r o p y l )  6 d ' a c t i v i t 6  s p 6 c i f i q u e  42 
mCi/mMole a v e c  u n  r e n d e m e n t  g l o b a l  de 7 0  %, en p r o d u i t  p u r ,  p a r  
r a p p o r t  au p r o p i o n a t e  de  sodium 1 4 C - l .  La p u r e t 6  r a d i o c h i r n i q u e  
c o n t r 8 l e e  p a r  c h r o m a t o g r a p h i e  s u r  p a p i e r  a i t 6  t r o u v e e  s u p e r i e u r e  2 
98 % d a n s  t r o i s  s y s t e m e s  de s o l v a n t s  de  c h r o m a t o g r a p h i e .  Les pre- 
m i e r s  r 6 s u l t a t s  o b t e n u s  a v e c  c e t t e  p r 6 p r a t i o n  de M D P ,  a p r s s  a d m i -  
n i s t r a t i o n  d e s  s o u r i s ,  s o n t  d 6 c r i t s  p a r  P a r a n t  e t  a l .  ( 1 5 ) .  

PARTIE EXPERIMENTALE 

I - A C I D E  D L - B R O M O - 2  P R O P I O N I Q U E  14c-1 

a )  A c i d e  p r o p i o n i q u e  1 4 C - l  : - 1 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
A 2 mMoles ( #  100 m C i )  de  p r o p i o n a t e  de  sodium d e s s 6 c h e  p a r  

c h a u f f a g e  2 1 3 0 "  C sous v i d e  p e n d a n t  3 h e u r e s ,  on t r a n s f 6 r e  su r  
rampe 2 v i d e  4 mMoles d e  HC1 g a z e u x  s e c .  Les r i a c t i f s  s o n t  l a i s s e s  
en p r e s e n c e  p e n d a n t  3 h e u r e s .  Le b a l l o n  c o n t e n a n t  l e s  p r o d u i t s  e s t  
r e f r o i d i  2 - 8 0 "  C ,  l ' e x c 6 s  de  H C 1  e t a n t  e l i m i n 6  s o u s  v i d e .  

b )  A c i d e  DL-bromo-2 p r o p i o n i q u e  1 4 C - l  : - 2 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
A 2 mMoles d ' a c i d e  p r o p i o n i q u e  L, on a j o u t e  8 mg de  p h o s p h o -  

r e  r o u g e ,  4 mg d ' i o d e  e t  0 , 3 7  mMoles de  c h l o r u r e  de  p r o p i o n y l e .  O n  
c h a u f f e  p e n d a n t  1 0  m n  2 1 0 0 "  C ,  p u i s  on t r a n f 6 r e  s o u s  v i d e  0,27 ml 
de brome p r e a l a b l e m e n t  s i c h e  sur  P 0 On c h a u f f e  l e  m e l a n g e  
r e a c t i o n n e l  i 1 0 0 "  C p e n d a n t  3 h e u r e s . 2 L ' i x c P s  d e  brome e s t  e n s u i t e  
e l i m i n e  s o u s  v i d e .  L ' a c i d e  2 e s t  e x t r a i t  2 l ' 6 t h e r  e t  l a v 6  a v e c  
t r 6 s  peu d ' e a u .  L ' 6 t h e r  e s t  d i s t i l l 6 .  Une n o u v e l l e  d i s t i l l a t i o n  
a z 6 o t r o p i q u e  a v e c  100  m L  d e  d i c h l o r o m 6 t h a n e  p e r m e t  d ' o b t e n i r  2 s u f -  
f i s a m m e n t  a n h y d r e  p o u r  l ' o p e r a t i o n  s u i v a n t e .  



N-acSt y 1 muramy 1 (oxo-' 4C-propyZ ) -A Zany 1 -D-IsogZutamine (LVDP-'~ C) 155  

S C H E M A  I 
* f 

CH3 - CH2C02Na w CH3 - CHBr - C02H 
I 2 - 

0 - CH, 
C6H5CH /(of o?0cH2c6H5 

0 
\ 

NHCOCH3 
2 

c 
NaIi 

0 - CH, 
C6H5CH /( 0$H2c6H5 

\ 

- s \ F C O C H 3  
CH3 - f: - C02H 

H c(o<r* YH 2 6 5 

HC1,L-Ala-D-Glu-NH2 
0 i- I 

NHCOCH y-OCH2C6H5 
b 

4 
CH3C-CONH-CH-CONH-CH-CONH2 

I I I 
H CH3 (CH2)5 

I 
C02CH2C6H5 

CH20E 
0 OCH2C6H5 

w *NHCoCH3 
1) CH3C02H 

CH3C-CONH-CH-CONH-CH-CONH2 
I I I 
H CH3 (:H2)2 

5 C02CH2C6H5 

HO 

H2 
Pd/C 

s CH3C-CONH-CH-CONH-CH-CONH2 
I I I 
H CH3 (CH2) 2C02H 



15s L .  Pichat, e t  aZ. 

La p u r e t i  r a d i o c h i m i q u e  c o n t r 6 1 6 e  en C P V  sur  s i l i c o n e  O V 1  
i 1 2 5 "  C en p r e s e n c e  d ' u n  G c h a n t i l l o n  i n a c t i f  t e m o i n  e s t  d e  98 %. 

I 1  - A C E T A M I D O - 2  B E N Z Y L I D E N E  0 - 4 , 6  ( D - C A R B O X Y - 1 - 1 4 C  ETHYL)-0-3 
D E S O X Y - 2  6-D-GLUCOPYRANOSIDE D E  B E N Z Y L E  : 3 

8 0 0  mg ( #  2 mMoles) d u  c o m p o s i  1 s o n t  d i s s o u s  2 90"  C d a n s  
65 m L  de d i o x a n n e  a n h y d r e  e t  dEp6roxydE.  Apr6s a d d i t i o n  d e  560 mg 
d ' u n e  s u s p e n s i o n  Z 50  % d ' h y d r u r e  de sodium d a n s  l ' h u i l e , l e  m e l a n g e  
e s t  a g i t 6  p e n d a n t  2 h e u r e s  5 9 0 "  C .  E n  b o i t e  2 g a n t s ,  on  a j o u t e  
l ' a c i d e  DL-bromo-2 p r o p i o n i q u e  I4C-l e n  s o l u t i o n  d a n s  10  m L  de 
d i o x a n n e  a n h y d r e .  Au  b o u t  d e  2 h e u r e s ,  on f a i t  une s e c o n d e  a d d i t i o n  
de 560 mg d ' h y d r u r e  de sodium en s u s p e n s i o n  d a n s  1 ' h u i l e .  Le m6lan-  
ge  e s t  a g i t 6  p e n d a n t  1 6  h e u r e s  i 6 5 "  C .  Apr6s  r e f r o i d i s s e m e n t , o n  
a j o u t e  50  m L  d ' e a u .  Le d i o x a n n e  e s t  6 v a p o r 6  s o u s  v i d e .  Le r E s i d u  
e s t  d i l u 6  a v e c  50 m t  d ' e a u .  La s o l u t i o n  a q u e u s e  e s t  e x t r a i t e  d u  
c h l o r o f o r m e .  La p h a s e  a q u e u s e  e t a n t  r e f r o i d i e  2 0 "  C ,  on l ' a c i d i f i e  
p a r  a d d i t i o n  de  H C 1  2 , 5  M j u s q u ' i  pH = 3. Le p r o d u i t  2 p r 6 c i p i t 6  
e s t  e s s o r 6 ,  l a v 6  a v e c  de l ' e a u  f r o i d e  p u i s  d i s s o u s  d a n s  d u  m e t h a n o l  
b o u i l l a n t .  A p r P s  c r i s t a l l i s a t i o n  d a n s  l e  m e t h a n o l ,  on o b t i e n t  50 mCi 
de compose 2. La p u r e t 6  r a d i o c h i m i q u e  c o n t r 6 1 6 e  p a r  r a d i o c h r o m a t o -  
g r a p h i e  s u r  c o u c h e  mince  de  s i l i c e  Merck 6 0 ,  s o l v a n t  : c h l o r o f o r m e  
= 8 0 ,  m6thanol  = 20 ( v / v )  e s t  2 9 8  %. L ' a c t i v i t e  s p i c i f i q u e  d e t e r -  
minge p a r  s p e c t r o m 6 t r i e  d e  m a s s e  e s t  de  46 mCi/mMole. 

I 1 1  - A C E T A M I D O - 2  B E N Z Y L I D E N E  0 - 4 , 6  DESOXY-2 ( D - P R O P I O N Y L - 2 - 1 4 C O -  
L - A L A N Y L - D - I S O G U T A M I N A T E  D E  B E N Z Y L E )  0 -3  B-D-GLUCOPYRANOSIDE 
D E  B E N Z Y L E  : 4 

Une s o l u t i o n  de 3 8  m C i  ( #  0 , 8 2  mMole) de 2 d a n s  1 3  m L  d u  
m e l a n g e  C H 3 C N - D M F  ( 2 : l )  v / v  c o n t e n a n t  0 , 8 2  mMole de t r i e t h y l a m i n e  
e s t  v e r s 6 e  d a n s  une s u s p e n s i o n  m a i n t e n u e  2 0 "  C d e  209 mg de r 6 a c -  
t i  f K d e  Woodward ( N - e t h y l - 5 - p h 6 n y l  i s o x a z o l  ium-3 '  s u l  f o n a t e )  d a n s  
1 3  m L  d ' a c e t o n i t r i l e .  Le m e l a n g e  e s t  a g i t 6  1 0"  C p e n d a n t  1 h 3 0 .  
Une s o l u t i o n  de 284 mg ( #  0 , 8 2  mMole) de  c h l o r h y d r a t e  de l ' e s t e r  
b e n z y l i q u e  d e  l a  L - a l a n y l - D - i s o g l u t a m i n e  d a n s  1 3  m L  d u  m e l a n g e  de  
C H 3 C N - D M F  c o n t e n a n t  0,82 mMole de  t r i e t h y l a m i n e  e s t  a l o r s  a j o u t e e  
AprPs 1 5  h e u r e s  d ' a g i t a t i o n  2 l a  t e m p e r a t u r e  a m b i a n t e ,  l e s  s o l -  
v a n t s  s o n t  6 v a p o r 6 s  s o u s  v i d e .  Le r 6 s i d u  e s t  e x t r a i t  2 l ' e a u  c h a u -  
d e ,  f i l t r 6  e t  s 6 c h 6 .  I1  e s t  u t i l i s E  sans p u r i f i c a t i o n  p o u r  1 ' E t a p e  
s u i v a n t e .  L ' e v o l u t i o n  de l a  r e a c t i o n  e s t  c o n t r 8 l e e  p a r  r a d i o c h r o m a -  
t o g r a p h i e  sur  c o u c h e  m i n c e  d e  s i l i c e  Merck 60 d a n s  l e  s o l v a n t  : 
CHC13 = 8 0 ,  Methanol  = 20 ( v / v ) .  

1 4  IV - ACETAMIDO-2 DESOXY-2 (D-PROPIONYL-2- CO-L-ALANYL-D-ISOGLU- 
T A M I N A T E  D E  BENZYLEI-0-3 6 - D - G L U C O P Y R A N O S I D E  D E  B E N Z Y L E  : 5 

Le compose 4 e s t  mis en s u s p e n s i o n  d a n s  2 0  m L  d ' a c i d e  a c e -  
t i q u e  2 6 0  %. On c h a u f f e  p e n d a n t  1 h e u r e  2 1 0 0 "  C .  AprPs r e f r o i d i s -  
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s e m e n t  d e  l a  s o l u t i o n ,  l ' a c i d e  a c i t i q u e  e s t  6 v a p o r 6  s o u s  v i d e .  Le  
p r o d u i t  b r u t  e s t  p u r i f i 6  s u r  u n e  c o l o n n e  d e  g e l  d e  s i l i c e  M e r c k  
p r 6 t e  2 l ' e m p l o i  t y p e  8, s o l v a n t  : C h l o r o f o r m e  = 85,  M 6 t h a n o l  = 15  
( v / v ) .  On o b t i e n t  1 0  m C i  de  p r o d u i t  p u r  5. 

V - ACETAMIDO-2 DESOXY-2 (D-PROPIONYL-2 14CO-L-ALANYL-D-ISOGLU- 
TAMINE)-O-3 0-GLUCOPYRANOSE ( " C - M D P )  : 6 - 

L e  p r o d u i t  5 e s t  h y d r o g 6 n 6  c a t a l y t i q u e m e n t  1 l a  p r e s s i o n  
a t m o s p h 6 r i q u e  p e n d a n t  6 h e u r e s  d a n s  25 mL d ' a c i d e  a c i t i q u e  g l a c i a l  
e n  p r e s e n c e  d e  65  mg de  P a l l a d i u m  s u r  c h a r b o n  2 1 0  %. A p r e s  f i l t r a -  
t i o n ,  l a  s o l u t i o n  e s t  6 v a p o r i e  1 s e c  s o u s  v i d e .  L e  p r o d u i t  e n  s o l u -  
t i o n  a q u e u s e  e s t  p u r i f i 6  s u r  g e l  de  S 6 p h a d e x  G 10 a v e c  G l u t i o n  1 
1 ' e a u .  L a  p u r e t i  r a d i o c h i m i q u e ,  c o n t r d l 6 e  p a r  r a d i o c h r o m a t o g r a p h i e  
s u r  p a p i e r  Whatman n o  1 d a n s  l e s  s y s t P m e s  de  s o l v a n t s  ( n - P r o p a n o l  : 
70 ,  Eau = 3 0  ; P y r i d i n e  = 50, n - B u t a n o l  = 50 ,  Eau = 50 ; n - B u t a n o l  
= 50  Eau  = 20,  a c i d e  a c i t i q u e  = 101 ,  e s t  s u p i r i e u r e  1 98  %. S u r  l e s  
r a d i o c h r o m a t o g r a m m e s ,  l e  p r o d u i t  p r i s e n t e  un  R F  i d e n t i q u e  1 c e l u i  
d ' u n  t h o i n  r 6 v 6 1 6  1 l ' a i d e  d u  r i a c t i f  de  S h a r o n  ( 1 3 )  e t  1 l ' a i d e  
de n i t r a t e  d ' a r g e n t  s e l o n  T r e v e l y a n  e t  a l .  ( 1 4 ) .  

L ' a c t i v i t i  t o t a l e  e s t  de  8 m C i  e t  l ' a c t i v i t i  s p i c i f i q u e  de 
42 mCi /mMol  e. 
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