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Recherches rdcentes sur la chimie des lipides du bacille tuberculeux 
P a r  JEAN ASSELINEAU e t  EDGAR LEDERER, P a r i s  2 

Le bacille tuberculeux pr6sente une teneur en lipides 
remarquablement 6lev6e, puisqu'elle peut atteindre 30 

40% de son poids sec. La constitution si particuli&re 
de ces lipides a fait l 'objet de nombreux travaux, parmi 
lesquels ceux d'ANDERSON et de ses collaborateurs oc- 
cupent-une place fondamentale. D'excellentes revues 
d'ensemble sur l a  chimie des lipides du bacille tuber- 
culeux o n t  d6j~ 6t6 publi6es par A~rDERSOIq ~ entre 
1939 et 1943, et des revues plus g6n6rales par ROULET 
et BRENNER 4 en 1941 et par SEIBERT ~ en 1950. 

ANDERSON a d6crit en 1927 une m6thode tr~s utile de 
s@aration de ces lipides en plusieurs groupes bien 
distinctsS: graisses solubles duns l'ac6tone, fraction 
phosphatidique (insoluble darts l'ac6tone), cires so- 
lubles dans le chloroforme et lipides li6s. 

1 ° Graisses solubles clans Facdtone. Dans cette frac- 
tion, il y a de 20 ~ 50% d'acides gras libres; le reste est 
constitu6 non de glyc6rides, mais d'esters d'acides gras 
avec Ie disaccharide trdhalosd. Nous parlerons plus tard 
des acides gras. Rappelons la pr6sence dans ces graisses 
de petites quantit6s d'acides aromatiques (acides 
ph6nyl-ac~tique, salicylique et anisique) ~. 

Les graisses de souches humaines et du BCG con- 
tiennent un pigment naphtoquinonique que FRANCIS 
et ses collaboratenrs ~ ont isol6 sous forme d'une huile 
jaune ressemblant ~ la vitamine Ka. 11 est probable que 
le phthiocol, point de fusion 174°C (m6thyl-l ,hydroxy- 
2-naphtoquinone,l,4),isoI~parNEw~AN etANDERSONX0 
est un artefact form6 par action de l'alcali sur te ((pr6- 
eurseur), de FRANCIS et ses collaborateurs 9. FIESER et 
ses collaborateurs u ont d6j~ 6mis cette hypoth~se en 

1 D'apr~s une conf6rence faite par E. LEDERER devant Ia Soci6t6 
Chimiquo de Zurich, le 22 novembre 1950, et la Soci6t6 Chimique de 
B~tle, te 23 novembre 1950. 

Insti tut  de Biologic Physieo-Chimique, Paris 5e. 
a R. J. A:~DERSON, Fortschr. Chem. organ. Naturstoffe 3, 145 

(1939); Harvey Lecturcs 271 (1939-1940); Chem.Rev.29,225 (1941); 
Yale J. Biol. Med. 15, 311 (1943}. 

a F. ROULET et M. BRENNER, Zentralbl. gesam. Tuberk. Forsch. 
56, 193 (1941). 

s F. B. SEIBERT, Ann. Rev. Microbiol. 4, 35 (1950). 
6 Le sch6ma de cette m~thode a 6t4 expos6 r~cemment par S. 

RAFFEL daus Exper. fl, 410 (1950). 
7 R . J .  ANDERSON et M. S. NEWMAN, J. Biol. Chem. 101, 499 

(1933). 
s Voir J.  ASSELXNEAV, Th~se Doctorat ~s Sciences (Paris 1950). 
0 j .  I~RANCIS, J. MADINAVEITIA, H. M, MACTURK et G. A, SNow, 

Nature 168, 365 (1949). 
10 R. J. ANDERSON et M. S. NEWMAN, J. Biol. Chem. 101, 773 

(1933); I0~, 197 (1933). 
~ L. F. F~'SE~, W, P. CAMPSELL et E. M. FRY, J. Amer. Chem. 

Soe. 61, 2206 (1939). 

1939 et PARSCHIN 1 a trouv~ qu'il n 'y  a pas de phthiocol 
libre dans le bacille tuberculeux. Nous pouvons con- 
firmer l'absence de phthiocol libre duns les graisses de 
souches humaines et du BCG. 

2 ° Fraction phosphatidique. L'ac~tone ~ l'6bullition 
s6pare cette fraction en une partie insoluble - les 
phosphatides vrais - et une pattie soluble, d@ourvue 
de phosphore, que nous appelons les cires A.  

a) Phosphatides. I1 est bien connu que la composition 
des bacilles varie avec celle du milieu de culture. Cette 
variation peut 6tre tr~s importante puisque des bacilles 
de souche humaine H-37, cultiv6s sur milieu de LONG 
oh le~gl'yc6rol a 6t6 remplac~ par du dextrose, ne ren- 
ferment pas de phosphatide 2. 

Les phosphatides n e  constituent g6n6ralement que 
0,5 ~, 1,5% du bacille et renferment de l 'azote (environ 
0,4%), prineipalement sous forme ammoniacale; aucune 
base azot~e telle que choline ou colamine n'a pu ~tre 
raise en 6vidence. D'ailleurs, certains auteurs (K. 
BLOCH a, BOISSEVAIN et RYDER 4, MACHEB(EUF 5, PANG- 

BORN ~) obtiennent apr~s purification pouss~e de leilrs 
6chantillons, des pr6parations ne renfermant plus 
d'azote, ou seulement des traces. Duns la constitution 
des phosphatides entrent environ 60% d'acides gras, 
formant un m6tange tr~s comptexe d'acides satur6s, 
insatur6s et ramifi6s, oh sont pr6sents notamment les 
acides tuberculostdarique et phthioique. Ces acides gras 
sbnt f i ts / t  des polyosides phosphoryl6s, renfermant du 
glyc6rol, du mannose et de I'inositol. Mais la composi- 
tion de ces polyosides semble varlet suivant les sou- 
ches, de sorte qu'ANDERSON et ses collaborateurs 7 en 
concluent que (cchaque lot de bacitles cultiv6 sur mi- 
lieu artificiel, 61abore des compos6s organo-phospho- 
riques diff~rents~). R6cemment, ANDERSON et StiTO- 
NAGY s ont isol6 £ partir  de phosphatides de bacilles 
r6siduaires de fabrication de tuberculine, des acides 

I A. N. PARSCHIN, Biokhimiya 11, 53 (1946). 
2 •. ~{. CREiGHTON, L. H. CHANG et R.J.ANDERSON, J. Biol. 

Chcm. 164, 569 (1944). 
a I{. BLOCII, Z. physiol. Chem. 224, I (1936); Biochem. Z. 285, 

372 (1936). 
a C. H. BOtSSEVAIN et C. T. RYDER, Amer. Rev. Tuberc. 24, 751 

(1931). 
M. A. MACH~B~VF etM. FAURE, C. r. Acad. Sci. 209,700 (1939). 

6 ~I. C. PANGBORN, Discussions Faraday Soe. 6, 110 (1949). 
G. I. DE S0r6-Nn6v et R. J. ANDERSON, J. Biol. Chem. I71, 

749 (1947). 
8 G. I. DE SOTO-NAGv et R. J. AND~RSOr~, J. Biol. Chem. 171, 

761 (1947). 
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inosito-monopho@horique et inosito-glycdro-d@ho@ho- 
rique. 

Notons, en passant,  la richesse du bacille tubercu- 
leux en inositol, qui peut atteindre jusqu'~ 9% du poids 
sec ~. I1 n 'est  pas exclu que l 'action tuberculostatique 
de la streptomyeine soit due ~ un antagonisme envers 
l 'inositol du bacille; RHYMER et ses collaborateurs 2 ont 
montr6, eu effet, que le lipositot, phosphatide naturel  
v6gdtat et animal, contenant de l'inositol, inhibe l 'ac- 
tion bactdriostatique de la streptomycine. 

b) Les cites A sor t  essentlellement un rn61ange 
d'esters de phthiocdrol, dialcool ramifid et m~thoxyI~, 
Ca~H~Oa, point de fusio n 73 ° C (STODOLA etANDERSONa). 
Par  dtude de films monomoldculaires, STALLBERG et 
S T E N H A G E N  4 ont trouv6 que le phthioc6rol est consti- 
tud par  une longue chalne avec un ou plusieurs groupes 
polaires pros d 'une extrdmit6. Puis, t ravail lant  sur le 
phthiocdrane, pr@ard par  GINGER et ANDERSON ~. (hy- 
drocarbure correspondant au phthiocdrol), ST.X-LLBERG, 

S T E N H A G E N ,  S H E P P A R D ,  S U T H E R L A N D  et ~VALSH 6 ont 
trouvd que la chafne fondamentale de cet hydrocarbure 
est identique au mdthyl-d-tritriacontane. STALLBERG- 
STENHAGEN et STENttAGEN 7 ont cherch6 ~ obtenir des 
renseignernents compl6mentaires sur la configuration 
stdrique du phthiocdrane par  synth~se. Jusqu'ici ,  le 
phthioc6rol a 6t6 isol6 de souches humaines (H-37, 
A-70, A-12, A-I3 et A-14) et de la souche bovine 
Vallde par  ANDERSON s et de la souche humaine Test et 
du BCG par  ASSELINEAU 9. 

A part i r  de bacilles aviaires, de M.phlei et d 'un ((ba- 
citle de la 16pre>>, ANDERSON s a isold, au lieu de phthio- 
c6rol, un m61ange de d-eicosanol-2 et de d-octaddcanol-2. 

Notons encore la prdsence d'acide mycolique libre 
dans les cires A de Ia souche humaine Test. 

Acides gras des graisses et phosphatides. Les acides 
gras de ces fractions constituent un m61ange tr6s com- 
plexe; deux d 'entre eux ont attir6 l 'a t tent ion d 'un 
grand nombre de chercheurs: l'acide tubereulostdarique 
et l'acide phthioi'que, qui ont dt6 isolds pour la pre- 
miere fois par ANDERSON. 

D'une dtude cristallographique aux rayons X de 
l'acide tuberculostdarique, VELICK 1° a conclu que l 'acide 
naturel dolt 6tre un isom~re optique de l 'acide mdthyl- 

1 G. BRO'~VNLEE. Ann.  Rep.  progr.  Chem. 45, 292 (I948). 
2 I. RHYMER, G. I. WALLACE, L. W.  B y t e s  e t  H. E. CARTER, J .  

Biol.  Chem 169, 457 (1947). 
a F. H.  STODOLA e t  R. J .  ANDERSON, J .  Biol.  Chem. llff ,  467 

(1936). 
4 S. STALLBERG et E. STENIIAGEN, J. Biol. Chem. 143, 171 (1942). 
5 L. G. GINGER e t R . J .  ANDERSON, J .  Biol.  Chem. 157, 213 (1945). 
6 S. STALLBERG, E. STENHAGEN, N. SIIEPPARD, G. B. SVVHER- 

LAND et  A. WALSH, Nature  160, 580 (1947}. 
7 S. STALLBERG-STENHAGEN et E. STENHAGEN, J. Biol. Chem. 

173, ~83 (1948). 
S R. J.  ANDERSON, For t sehr .  Chem. organ.  Naturs toffe  3, 145 

(1939) ; H a r v e y  Lec tures  271 (1939-1940) ; Chem.Rev.29,225 (1941) ; 
Yale  J.  Biol. Med. 16, 311 (194'1). 

9 j .  ASSELINEAU, Th~se Doe to ra t  ~s Sciences (Paris  1950). 
10 S. F. VELIC~, J.  Biol. Chem. 154, 497 (1944). 

10-st6arique (une telle structure ayant  6t6 attribu6e 
cet acide par SPIELMAN1). ST.X.LLBERG-STENHAGEN 2 a 
synthdtis6 les deux isom~res optiques. Par  comparai- 
son de t'acide naturel et de ses dgriv6s avec les acides 
actifs qu'ils ont synthdtisds, PROUT, CASON et INGER- 
SOLL a ont 6tabli que cet acide est constitu6 par l'iso- 
m~re 16vogyre de t 'acide mdthyl-10-stdarique, son 
pouvoir rotatoire ayant  dchapp6 au cours des premieres 
recherches en raison de sa tr~s faible valeur. Une nou- 
velle synth~se de l 'acide (±)-tuberculost6arique par 
la mdthode de KOLBE vient d 'etre ddcrite par LIN- 
STEAD, LUNT et V~TEEDON 4. 

En se basant sur des considdrations th~oriques re- 
latives au pouvoir rotatoire, CASON et PROUT 5 ont 
rnontr6 que l'acide phthioi'que ne peut ~tre l 'acide tri- 
mdthyl-3-13-19-tricosano£que, comme POLGAR et R0- 
BINSON 6 l 'avaient  pensd, ainsi que WILSON 7. GrStce 
une mdthode de fractionnement des acides par cri- 
stallisation des semicarbazones de leurs acdtol-esters s, 
CBANLEY et POLGAR 9 ont pu isoler des acides phthio- 
£ques en C2~, C2a et Ca0 et montrer  qu'il s 'agit en rdalitd 
d'acides ~,fl-dthyldniques, ramifi6s, poss6dant notam- 
ment un mdthyl en c~. Presque simultandment, CASON et 
SUMRELL l°, travail lant  sur 24 g de phthioate de rod: 
thyle provenant  d'ANDERSON, ont isold un acide 
C~sH5402, cqfl-dthyl6nique, possddant probabtement 
quatre ramifications, dont une en c¢ et peut-Stre une 
autre en y. 

A part ir  des cires extraites par  Ie chloroforme, de 
bacilles r6siduaires de fabrication de tuberculine, 
GINGER etANDERSON 11 ont isoI6 un acide ldvogyre en 
CaoH6oO a, qu'ils ont appeld acide mycoc&osique; on ne 
salt encore rien sur sa constitution chimique. 

3 ° Cires extraites par le chloro/orme. Ces cires repr6- 
sentent jusqu'~ 12% du poids sec des bacilles. ANDER- 
SON a montr6 qu'elles sont constitudes par des m6- 
langes d'esters entre le glycdrol, du phthiocdrol et des 
polysaccharides (~ base de galactose, mannose et ara- 
binose) d 'une part ,  et des acides gras d 'autre  part ;  le 
plus important  de ces derniers est un acide hydroxyl6'  

tr~s haut  poids mol6culaire, appeld acide mycolique. 
Nous pr6ciserons d 'abord la structure de cet acide et 
passerons ensuite h l 'dtude des complexes lipopoly- 
saccharidiques dans lesquels l 'acide mycolique se 
trouve engagd. 

1 M. A. SPIEL~IAN, J .  Biol. Chem. 106, 87 (1934). 
2 S. STALLBERG-STEN|IAGEN, Ark. Kemi  Min. Geol. [A] 26, N ° 12 

(1948). 
3 F. S. PROUT, J .  CASON et A. W. INGERSOLL, J.  Amer. Chem. 

Soc. 69, 1233 (1947); 70, 298 (1948). 
4 R. P. LINSTEAD, J . C .  LUNT e t  B . C . L .  WEEDON, J.  Chem. 

Soc. 1950, 3331. 

5 j .  CAsoN et F. S. PROUT, J.  Amcr.  Chem. Soc. 70, 879 (1948). 
6 N. POLGAR et  R. ROBINSON, J.  Chem. Soc. 1945, 389. 

C. V. WILSON, J .  Amer.  Chem. Soc. 67, 2161 (1945). 
8 N. POLGAR, Biochem.  J.  42, 206 (1948). 
9 j .  D. CaANLF.Y et  N. POLGAR, Na tu re  166, 693 (1950). 

10 j .  CASON et  G. SOm~ELI., J .  Amer.  Chem. Soe. 72, 4837 (1950). 
11 L. G. GINGER et R. J.  ANDERSON, J.  Biol. Chem. 157, 203 (1945). 
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Tableau I 

Acides  m y c o l i q u e s  isol6s p a r  ANDERSON 

283 

P o i n t  d e  f u s i o n  
P o i d s  m o l 6 c u l a i r e  t i t r a g e  

R a s t  . . 
[c~] D(CHC1 a ) 
F o r m u l e  p r o p o s d e  
I n d i c e  d ' i o d e  
A c i d e s  g r a s  l i b 6 r 6 s  p a r  p y r o l y s e  

h u m a i n e  

5 4 - 5 6  ° 
1 2 8 4  
1 1 1 7  

+ 1 ,8  ° 

CssH17sO4 
0 

C2e 

t~te 

7 1 - 7 5  
1203  

+ 1 , 5  ° 

Souche  
b o v i n e  av ia i r e  

ecl~nr 

5 6 - 5 8  
1 2 1 9  

+ 2 , 7  ° 
CssHxvsO4 

Czo 

queue  

5 2 - 5 4  ° 6 9 - 7 0  
1 1 8 0  5 1 0  

+ 1,7 ° + 5 ,6  ° 
:C3sH7403) 2 

6 ,5  
C2~* + 

C26 

6 0 - 6 1  ° 
1 2 9 0  

+ 5 , 5  ° 
CssHIT,O3 

5 .5  

C24 

y 

65  ° 
7 0 0  

+ 5 , 3  ° 

7 

Phle l  L6prc  

5 7 - 6 0  ° 65  ° 
9 6 5  6 6 0  5. 1 3 5 0  

1000  
+ 6 , 1  ° + 4 , 0  ° 

CToH18sO6 (C44HssOa)2 
15 ,2  6 

C2~ 

* ANDERSON a v a i t  p ropos6  p o u r  ee t  ae ide  une  s t r u c t u r e  ramif i6e  en C25; STALLBERG-STENUAGEN et  STENHAGEN (J. Biol. Chem.  165, 
599 [1946]) o u t  m o n t r 6  qu ' i l  s ' a g i t  en  r6al i t6  d ' u n  m61ange d ' a e i d e s  n o r m a u x  en Cue e t  C26. 

A . - A  cide mycolique. ANDERSON et ses collaborateurs 1 
ont montr6 (dans le cas de l'acide isol6 de la souche 
humaine H-37) qu'il s'agit d 'un acide hydroxyl6 et 
mdthoxyl6, r6pondant £ la formule approximative 
CssH~v604. Par chauffage sous vide, cet acide se pyro- 
lyse avec lib6ration d'acide n-hexacosanoique, tandis 
que par oxydation chromique, il est coup6 en un mf-  
lange complexe d'acides gras, parmi !esquels trois ont 
pu 4tre identifi6s: l'acide st6arique, l'acide n-hexacosa- 
noique et l'acide hexad6cane-l,16-dicarboxylique. Des 
acides analogues ont dt6 isol6s par ANDERSON et ses 
collaborateurs de bacilles de souches bovine et aviaire, 
et de M. phlei et d 'un bacille de la 16pre 2 (taN. I). Leur 

Tableau I I  

Propri61ds des  ac ides  ~- e t /~ -myco l iques  e t  de  leurs  d6riv6s a 

P o i n t  d e  f u s i o n  . . . 
Sel  d e  p o t a s s i u m .  . . 

[~] D (CHCIa) 
P o i d s  m o l d c u l a i r e  

( t i t r a g e )  

E s t e r  m d t h y l i q u e  . . 
A c d t a t e  d e  l ' a c i d e  . . 
A c d t a t e  d e  l ' e s t e r  . . 
A l c o o l  m y c o l i q u e .  . . 
A c i d e  a n h y d r o - m y c o l i q u e  
A n h y d r o - m y c o l a t e  d e  

m 6 t h y l e .  

55-56 ° 
S o l u b l e  d u n s  

l ' d t h e r  

+ 1 , 8 ° - / - 0 , 5  
1 2 8 0 ,  1 2 9 0  

~ 5 0  
P o i n t  

d e  f u s i o n  : 
4 3 - 4 6  ° 
4 0 - 4 2  ° 
3 3 - 3 5  ° 
5 0 - 5 2  ° 
3 6 - 3 8  ° 

3 4 - 3 6  ° 

7 1 - 7 3  ° 
" P r e s q u e  i n s o -  

l u b l e  d a n s  
l ' d t h e r  

+ 2 . 3 ° 4 - 0 , 5  
1 2 9 0 , 1 3 0 0  

4 - 5 0  
P o i n t  

d e  f u s i o n :  
5 2 - 5 5  ° 
44--48  ° 
4 2 - 4 4  ° 
6 0 ~ i 3  ° 
3 6 - 3 8  ° 

3 4 - 3 6  ° 

1 F.  H .  STODOLA, A. LESUK et  R. J .  ANDERSON, J. Biol.  Chem.  
126, 505 (1938). -- A. LESUK et R.  J .  ANDERSON, j. Biol.  Chem.  136, 
603 (1940). 

z Le baci l le  de  H a n s e n  n ' a y a n t  j a m a i s  p u  6 t re  cu l t iv6  in vitro, il 
s ' ag i t  p l u t 6 t  d ' u u  baci l le  p a r a t u b e r c u l e u x .  - J .  CASON e t  R. J .  ANDER- 
SOU, J .  Biol.  Chem.  126, 527 (1938). - R.  J .  ANDERSON c t  M. M. 
CREIGHTON, J, Biol. Chem.  129, 57 ( 1 9 3 9 ) . -  R. L. PECK et  R. J .  AN- 
DERSON, J .  Biol. Chem.  140, 89 (1941). - R.  J .  ANDERSON, J . A .  
CROWDER, M. S. NEWMAN et  F .  H .  STODOLA, J .  Biol.  Chem.  113, 
637 (1936). 

a j .  ASSELINEAU et  E.  LEDERER, C. r .  A c a d .  Sci.  228, 189 ° (1949). 

poids mol6culaire est compris entre 1000 et 1300, ils 
poss~dent un hydroxyle, se coupent par pyrolyse avec 
lib6ration d'un acide en C24 ou C2e, et sont acido-rdsis- 
rants. 

Cherehant A purifier l'aeide mycolique isol6 de la 
souche humaine Test, A S S E L I N E A U  e t  L E D E R E R  1 o n t  

s6par6 par chromatographie sur alumine deux aeides: 
acides c~- et fl-mycoliques, le dernier ne constituant 
qu'environ 10% du m61ange initial (voir tabl. II). Les 
analyses dl6mentaires de ces deux acides et de leurs 
d6riv6s donnent des rdsultats pratiquement identiques 
et semblent confirmer la formule CssH17604 d'ANDEI~- 
SON (taN. III). Par ddshydratation, les deux acides 

Tableau I I I  

Compos i t i on  61dmentai re  des  ae ides  c¢- e t  ~ - m y c o l i q u e s  e t  de  leurs  
ddr iv6s  (souches  h u m a i n e s ,  Test et  AESCHBACHER) 

t H C H 

A c i d e  m y e o l i q u e  

E s t e r  m d t h y l i q u e  
A c d t a t e  d ' a c i d e  
A c d t a t e  d ' e s t e r  

m d t h y l i q u e  
A l c o o l  m y c o l i q u e  
A c i d e  a n h y d r o -  

m y c o l i q u e  ( IV)  

A l c o o l  a n h y d r o -  
m y c o l i q u e  

M y c o l a n e  
M 6 t h o x y - n o r -  

mycolanone (II) 
M e t h o x y - o x o -  

m y c o l a n o a t e  d e  
mdthyle (III) 

C88HITsO4 

C89H17804 
CgoH17sOs 

C g t H l s 0 0 ~  
CsaH17sOa 

CasH17aOa 

C s s H l , s O a  
CsTH17s 

Cs~H174Oa 

CsgHt~eO4 

C 

+ 0 ,07  - 0 ,38  
+ 0 , 1 3  - 0 . 2 4  
0CH3~0,03  

- 0 , 04  - 0 .41  
+ O,25 - 0,O6 

+ 0 , 3 3  - 0 . 3 6  
+ 0 , 1 2  - 0 . 3 1  

+ 0 , 1 3  - 0 , 2 3  
OCH 3 +O, ld 

+ 0 , 0 6  - 0 , 0 5  
+ 0 , 1 8  - 0 , 2 5  

+ 0 ,21  !O,O0 

- 0 , 2 1  - 0 , 0 1  

- 0 , 1 3  - 0 , 1 4  
+ 0 , 3 0  
OCHa---O,23 

+ 0 ,28  - 0 , 3 0  
+ 0 ,18  - 0 ,26  

+ 0 , 3 4  - 0 ,10  

Les ehiffres  de  ce t a b l e a u  i n d i q u e n t  les 6ca r t s  en  % des  r6 su l t a t s  
d ' a n a l y s e  p a r  r a p p o r t  a u x  ehiffres  th6or iques  (d ' ap r6s  J .  ASSELINEAO 
e t  E.  LEDERER, B ioch im.  B i o p h y s .  a c t a  7, 126 [1951) (vol t  for lnules  
p.  285).  

i j .  ASSELINEAU e t  E.  LEDERER, C. r. A c a d .  Sci.  228, 1892 (1949). 



284 J. ASSEL1NEAU et E. LEDERER: Recherches r~centes sur la chimie des lipldes... 

Tablea~ 1V 
Acides mycoliques dc souches humaines 

[EXPERIENTIA VOL. VII/8] 

Virulence 
Acidemycolique . . . 
Point de fusion 
Poids mol~culaire 

(titrage) 
% OCHz (th6or. 2,36) . 
Formule* probable . . 

Fonctions 

H 37- 
ANDERSON 

+ +  

56 ° 

1284 
1,4 

C88Ht~601 

- OH 

- OCH a 

H37-Rv I 

+ + +  

53 ° 69 ° 

1270 
1,37 2,08 

CssHxT~O, Cs,H~7,O~ 
+ 

CsTHiTiO~ 
-OH-OH - OH 

+ 
0C~3 OH - -  OCH 3 

Souehe 

H37-Ra 

58 ° i 73 ° 

1290 1290 
0 1,68 

C~Hx~O~ Cs~H~TiO~ 
+ 

Css~i,~O~ 
- O H  -OH-OH 

+ 
- O H  0B 0~H~ 

I R1 

+ 

58 ° 

1350 
0 

Cs~H1710~ 

- OH 

73 ° 

1290 

L-2a 

? 

53 ° 55 ° 

1320 1310 
1,21 0 

CssH~:~O, Cs~HlTiO~ 
+ 

C87H1,t'404 

--01t OCll 3 
--OH 011 - OH 

* Nous adoptons comme hypoth~se de travail des formules en Css pour les acides mycoliques m6thoxyl6s, et en Cs~ pour ceux qui 
sont d6pourvus de m6thoxyle. 

mycoliques donnen t  un  acide anhydro-mycolique ap- 
p a r e m m e n t  ident ique.  Les acides ~- et f l-mycoliques 
sont  donc vra i semblab lement  des st6r6o-isom~res 1. I1 
n 'es t  pas possible d 'aff i rmer  que les deux acides sont  
des substances  pures, mais  des chromatographies  r6- 
pft6es de ces substances  et  de divers d~riv6s n ' o n t  pas 
d~cel6 d ' inhomog6n6it6.  It  semble d 'a i l leurs  qU'AN- 
DERSON ait  isol6 des fractions analogues, puisque 
GERSTL, TENNANT et PELZMAN 2 m e n t i o n n e n t  des 
essais biologiques sur  deux p r@ara t ions  d 'acide myco-  
l ique fournies parANDERSON et fondan t  respec t ivement  

55-56°C et 73-75°C. 

La formule CssHl~601 est ac tue l lement  la p/us pro- 
bable ;  elle est & :~ 5 C et  ~ 10 H exacte;  les m6thodes 
ana ly t iques  ne pe rme t t en t  pas de pr~cision plus grande3. 

Nos acides pr6sentent  pour  la premiere fois des te- 
neurs  en m6thoxyle  concordant  avec les chiffres th6o- 
r iques (tabl. I I I ) ;  l 'acide myeolique d'ANDERSON de- 
vai t  en effet consister en u n  m6lange d 'acides m6tho-  
xyl6s et non  m6thoxyl6s, comme nous en avons r6- 
cerement  isol6s de certaines souches (voir tabl .  IV). 

Les acides anhydro-mycol iques  (IV) p%senten t  dans  
leur spectre ul t ra-viole t  une forte bande  d ' absorp t ion  
vers 220 m/~, caract6rist ique de la conjugaison de la 
double liaison avec le carboxyle.  La pr6sence d ' une  

C 
I 

double liaison du  type  C - C - C - C  a fits 6galement  
raise en 6vidence par  le spectre d ' absorp t ion  infra-  
rouge (bande ~ 1645 cm -~ qui m a n q u e  dans  les acides 

1 Note ajout6e ~ Ia correction des 6preuves (20/7/1951) : Dans une 
note r6eente (J. ASSELINEAU, E. GANZ et E. LEDERER, C. r. Acad. 
Sci. 232, 2050 [1951]), nous avons montr6 que les acides ~-etfl-mycoli- 
ques different par leur reste R et ne sont pas n6cessairement des iso- 
m~res. Les acides ~- etfl-anhydro-mycoliques He sont pas identiques, 
d'apr~s les spectres infra-rouges (volt formules p. ~85). 

B. GERSTL, R. TENNANT et O. PELZMAN, Amer. J. Path. 21, 
1007 (1945). 

s Pour une discussion d~tailMe de cette qucstion voir J. ASsEL1- 
NEAU et E. LEDERER, Biochim. Biophys. Acta 7, 126 (1951). 

mycoliques).  Deux posit ions pouva ien t  alors ~tre en- 
visag6es pour  l 'hydroxyle  des acides mycoliques:  soit 
en e, soit en fl, par  rappor t  au carboxyle.  Nous avons 
pu prouver que l 'hydroxyle  n 'es t  pas en ~: en effet, les 
acides mycol iques  ne sont  pas d6carboxylfs  par  le 
t6trac6tate de plomb, dans  les condi t ions  off les acides 

fl-hydroxyl6s le son t ;  d ' au t re  part ,  les alcools myco- 
liques ne sont  pas coupfs  par  l 'acide periodique comme 
les 1,2-glycols. 

Enf in ,  nous avons  prouv6 que l 'hydroxyle  est en i l l ;  
l 'acide ~-mycolique (de souche Test) fourni t  en effet 
par  oxydat ion  chromique m6nag6e une  cf tone  d6car- 
boxyl6e (II), comme le mon t re  l ' ana lyse  ~16mentaire 
et le spectre d 'absorpt ion .  D'apr~s une  nomencla ture  
a ya n t  pour  base le mycolane, hydrocarbure  Cs~H17 e cor- 
respondant  £ l 'acide mycolique,  nous appelons cette 
cgtone mdthoxynor-mycolanone. Par  oxydat ion  dans les 
m6mes condi t ions  d '~-mycola te  de m6thyle,  nous avons 
ob tenu  un  ester fl-cStonique (III) ,  qui par  saponifi- 
ca t ion redonne la cf tone d~carboxyl6e (11)1. Ces fairs 
sont  en accord avec la position en fl de t'hydroxyle. 

Un tel r6sultat  n '6 ta i t  compat ible  avec la l ib6ration 
d 'acide n-hexacosanotque par  pyrolyse que si l 'on  ad- 
me t t a i t  la  p%sence d ' u n e  ramif ica t ion en C2~ sur le 
ca rbonee  (I). I l e s t  en effet connu  depuis longtemps que 

des acides f l-hydroxylfs ,  porteurs  en posi t ion ct d 'une  
ou de deux ramif icat ions  2, sont  scind6s par  pyrolyse 
d ' une  manifire analogue:  

OH CH 3 CH 3 
I I I 

CH3--CH--C--COOH > CH~--CHO + CH--COOH 

CH 3 CH 3 

HaC % / \ / O H  HaC, ̀ / \ / / O  
".(b~--CH__COOH ",( y + CH3--CH 2 

] I dH ! Lc  H \i\ ~ ,,v / ~ , I v C,~H 7 COOH 

1 j. ASSELINEAU, C, r, Acad. Sci. 230, 1620 (1950). 
2 H. SCHNAPP, Ann. Chem. 201, 62 (1880). - O. WALLACH, Ann. 

Chem. 365, 255 (1909), 
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OH 

R--CH--CH--COOH ..... 

(CHi)i~ 

(I) C~Ha 

R ~ CaoHI~ o (OCHa) 

OH 
[ CrOa 

R--CH--CH- -COOCHa ~ R- -CO--CH--COOCH a 

C~H¢~ ~0 

CrO, / 
)' R--CO--CHI 

- CO)~o CH~--(CH~)~F-CHa 

"--Z.........~ O~ 
R--CH=C--COOH > R--CHO+ CO--COOH 

(iv) 

1 t 
CH~ CH~ 

(CHi)~ti (CH,I~z 

CH~ / CHa 

CH~--(CHt) tt --CFII--COOI-I 

( I l I )  

(ii) 

(v) 

(Vl) 

Nous avons pu effectivement prouver l'existence d'une 
ramification en Cz4 sur le carbone x par ozonisation de 
l'acide anhydro-mycolique (IV), et isolement d'acide 
n-pentacosanoique (VI), form6 A parfir de l'acide a- 
c4to-hexacosanoique (V) attendu. Les acides mycoli- 
ques Test sont done des acides fl-hydroxyl6s, possddant 
en 0t du carboxyle une cha'me aliphatique normale enC2aL 

Ces r6sultats nous ont conduit ~t d6finir les acides 
mycoliques comme ~mcides gras d haut poids moldculaire, 
hydroxylds en fl et portent en ** une longue ehMne ali- 
phatique~ 2. I1 existe d'autres ramifications, puisque le 
dosage de C--CHa d'apr~s KUrlN et RorrI donne en- 
viron quatre mol&ules d'acide ac&ique (pour l'acide 
mycolique Test). 

Avec H. DEMARTEAU a, n o u s  avons isol6 des acides 
0¢- et fl-mycoliques ~ partir des souches H-37 Rv et 
H-37 RE; l'acide 0c-mycolique de H-37 Ra est d4pour- 
vu de m4thoxyle et contient deux hydroxyles ac6ty- 
fables (tabl. IV). ASSELINEAU 4 a &udid les acides my- 
coliques isol6s des souches Rx et L-25, et montr6 que ces 
acides poss6dent le m~me type de structure (1). A par- 
tir de la souche bovine Vallde, DEMARTEAU ~ a isol6 trois 
acides mycoliques diff6rents; des acides analogues 
existant dans les souches bovines Marmorek et BCG 
sont en cours d'4tude (tabl. V). ASSELINEAU ~ a montr6 
la pr4sence d'acides mycoliques du m6me type dans 
trois souches de bacilles paratuberculeux (souche Bruy- 
noghe et Adant, une souche isol4e de l'eau de Seine, et 
M. agreste). 

B. - Complexes lipopolysaccharidiques. HAWORTH 7 a 
pr6par6, avec STACEXr, un complexe A haut poids mo16- 

I j .  ASS~LINEAU et E. LEDERER, Nature 166, 78~ (1950); Bi0- 
chim. Biophys. Acta 7, 126 (1951). 

z j .  ASS~LINEAU "et E. LEDERER, Biochim. biophys, acta 7, 
126 (1951). 

3 j. ASSI~LINEAU, H. DEMARTEAU et E. LEDERER, C. r. Acad. Sei. 
230, 877 (1950). 

a j .  ASS~LINEAV, Essais in4dits. 
5 H. DEMARTEAU, C. r. Acad. Sci. 232, 2494 (1951). 
s j .  ASSELINEAU, Th~se Doctorat ~s Sciences (Paris 1950). 
7 W. N. HAWORTrl, J. Chem. Soc. 1947, 585. 

culaire par extraction de bacilles sees par de Fur& 
ou de la fl-hydroxy-propionamidine 1. L'hydrolyse de 
ce complexe (renfermant 8% de N e t  qui aurait des 
propri6t6s antig6niques), donne les produits suivants: 
acide d6soxy-ribonucl6ique (3%), peptides (6%), 
aminopolysaccharides (30%), lipides (57%; contenant 
de l'acide mycolique). 

Tableau V 
Acides mycoliques de souches bovines 

Aeide mycolique 
Souche 

Vallde s ~ . . . 

~ 2  . . . 

BCG a 
c¢ eires libres 

} lipides lids ] 

[ Point I 

{A;ot 
67 ° 
56 a 
64 ° 

58 ° 

70 ° 
53 ° 

Formule 
probable 

CsTHn4Oa 
CssHn~O4 
CsTHt~404 

Cs~H174Oa 

C8~H17404 
CaTHnaOa 

Fonctions 

I ocH, 

1 0 
1 I 
2 0 

I 0 

2 0 
1 0 

HAWORTH, KENT et STACEY 4 ont dtudi6 en d&ail la 
structure du polysaccharide. Apr~s m&hylation et 
hydrolyse acide, ces auteurs ont isol6 les produits sui- 
rants: trimdthyl-2,3,5-mdthyI-D-arabofuranoside (12,8 
°/o ), dim6thyl-3,5-m&hyl-D-arabofuranoside (30,9%), 
trim&hyl-2,3,6-m&hyl-D -galactopyranoside (33,8%), 
dim6thyl-3,4-m&hyl-D-mannopyranoside (14,4%) et 
un dim6thyi-m6thyt-D-glucosaminide (8%). Ceci ami- 
ne les auteurs ~t attribuer ~t ce polysaccharide une 
structure ramifi4e, indiqu6e ci-dessous. 

1 Notous que HAWORTH et ses coll~gues, ainsi que CHOUC•OUN, 
ont travaill6 sur des bact4ries tudes par la chaleur; nous avons ~vit4 
Paction de la chaleur en pin, ant d'apr~s ANDERSON les bacilles vi- 
rants  dans un m~langc d'alcool et d'$ther. 

2 H. DEMARTEAV, C. r. Acad. Sci. 232, 2494 (1951). 
a Rdsultats in6dits de A. G1~CSBURG. 
4 W. N. HAWORTn, P .W.  KENT et M. SrACEY, J. Chem. Soc. 

1948, 1220. 
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G~ 

AI_~M 1_ _4Gl_2Al_  ~- 

N 
i 

D - a r a b o f u r a n o s e  M D - m a n n o p y r a n o s e  
.-galactopyranose N n-glucosamine 

Notons que c'est la premiere fois que l 'on ait trouv6 
le I)-arabofuranose dans la nature. 

CHOUCROUN ~ a obtenu un lipopolysaccharide appel6 
,Pmko,~ ~ part ir  de bacilles s&h6s, 6puis6s par l'huile 
de vaseline. Le dioxane en pr&ipite un complexe du 
lipopolysaceharide avec des substances azot~es. En 
t rai tant  ce complexe par du chloroforme contenant du 
m6thanol, on obtient le lipopolysaccharide brut  en 
solution. 

A part ir  des tires purifi6es (pr@ar&s selon ANDER- 
SON), ASSELINEAU et LEDERER 2 ont iso16 une fraction 
insoluble dans l 'ac~tone bouillante, qui pr6sente ~t peu 
pr~s les m6mes proprift6s physiques et chimiques que 
la substance Pinko de CHOUCROIJN. Cette fraction est 
constitn~e par un lipopolysaccharide azot6 et phos- 
phor6 qui n 'est  certainement pas encore pur; d'ailleurs, 
it est fractionnable par  centrifugation ~t grande vitesse 
en solution dans l '6ther de pftrole. Une telle fraction, 
isol6e ~ part ir  de la souche humaine Test, renferme 
1,0% d'azote et 0,12% de phosphore, et pr6sente une 
aciditt~ libre correspondant ~ 2 mm 3 de potasse 0,1 N 
par milligramme a. 

Le poids molfculaire du lipopolysaccharide est d 'en- 
viron 16 000. 

Par  saponification, ce lipopolysaccharide lib6re en- 
viron 50% de partie lipidique, constitu~e par 45% (par 
rapport  au comptexe initial) d'acide mycolique et 5% 
d'acides gras de poids mol&ulaire moyen 2804. Le reste 
de la mol6cule consiste en un polysaccharide renfer- 
mant  tout l 'azote du lipopolysaccharide et le phosphore. 
Environ un quart  de cet azote se trouve sous forme 
ammoniacale;  le reste est principalement dfi ~ la pr& 
sence de trois acides amin6sS: l'acide glutamique, l'ala- 
nine, et un nouvel acide amin6: l 'acide ~,e-diamino- 
pimdlique, isol6 par WORK du bacille dipht6rique s. 

HOOC--CH--(CH~)~--CH--COOH 

N H ~  N H  2 

D'apr~s des dosages d 'azote amin6, il est vraisemblable 
que ces trois acides amin6s sont enga@s dans des liai- 

1 N. CHOUCROUN, C. r. Acad .  Sci.  210, 749 e t  511 (1940);  Amer .  
Rev .  Tub e rc .  56, ~03 (1947). 

2 J .  ASSELINEAU et  E.  LEDERER, Bull .  Soc. c h i m .  biol.  31, 492 
(1949). 

3 j .  ASSEL1NEAU, Th6se D o c t o r a t  6s Sc iences  (Pa r i s  1950). 
4 j .  ASSELINEAU, C. r. A c a d .  Sci.  229, 791 (1949). 
5 j .  ASSELINEAU, Th~se D o c t o r a t  6s Sc iences  (Par i s  1950). - 

J .  ASSELINEAU, N. CHOUCROUN e t  E. LEDERER, Bioch im.  b iophys .  
a c t a  5, 197 (1950). 

6 E. WORE, Bull.  Soc. ch im.  biol.  31, 138 (1949); B ioch im.  bio~ 
phys .  a c t a 5 , 2 0 4  (1950); N a t u r e  165, 74 (1950). 

sons peptidiques. La r6action de DISCHE, ainsi que le 
spectre d 'absorption du polysaccharide (bande vers 
265 m#), montre qu'une partie du phosphore est li& 
sous forme d'acide d~soxyribonuclfique, qui constitue 
peut-&re seulement une impuret6. Nous avons trouv6 
des r~sultats analogues pour une pr6paration de Pinko 
purifi61. 

Le poids mol&ulaire du polysaccharide (que RAFFEL 2 
appelle W) serait d 'environ 7000 A 8000. Comme cetui 
de HAWORTH, KENT et STACEY 3, il est constitu6 par du 
galactose, du mannose et de l 'arabinose; mais il ren- 
ferme beaucoup moins d'azote que celui d~crit par ces 
auteurs 3 (1,4% au lieu de 4,7%). D'ailleurs, nous n'a- 
vons pu mettre en 6vidence de glucosamine par chro- 
matographie sur papier. Ces polysaccharides donnent, 
tr~s forte dilution, une pr6cipitation avec des sfrums 
d 'animaux tuberculeux 4. L'acidit6 du lipopolysaccha- 
ride peut 6tre due A des groupes hydroxyles phospho- 
riques et au carboxyle libre de l 'acide glutamique. L'a- 
cide mycolique est lib au polysaccharide, sous forme 
d'ester, par son carboxyle. Une r6duction par LiA1H 4 
dftache l'acide mycolique sous forme d'alcool myco- 
lique 5. Des analogies assez 6troites existent entre notre 
lipopolysaccharide et une fraction dn/iltrable)) isol6e 
par ANDERSON, REEVES et 8TODOLA s des lipides 
li6s de bacilles de souche humaine A-IO 7. 

Les caract6ristiques de lipopolysaccharides isol6s 
d 'un certain nombre de souches de mycobact~ries sont 
mentionn&s dans les tableaux VI et VII .  On peut voir 
que toutes les souches humaines virulentes &udi&s 
renferment un tel lipopolysaccharide ~ haul point de 
fusion, caract6ris6 par la pr6sence des m~mes trois 
acides amin6s s (voir fig. 1). Les lipopolysaccharides 
isol~s de H-37Ra (avirulent) et de souches bovines ou de 
BCG en sont exempts  9. Cependant ces bacilles ren- 
ferment de l 'acide x,e-diamino-pim61ique; GENDRE et 
LEDERER 10 ont en effet mis au point une m6thode per- 
met tan t  la d&ection et le dosage semi-quantitatif  de 
cet acide aminC Appliquant cette re&bode ~ des hydro- 
tysats de bacilles entiers de 15 souches de mycobactdries 
(5 humaines, 4 bovines, 1 aviaire et 5 paratuberculeuses), 

1 j .  AS~ELINEAU, N. CHOUCROUN e t  E. LEDERER, Bioch im.  biD- 
phys .  a c t a  5, 197 (1950). 

2 S. RAr~EL, Expe r .  6,410 (1950). 
3 W. N. HAWORTH, P.  W.  KENT e t  M. STACEV, j .  Chem.  Soe. 

1948, 1220. 
4 R. J .  ANDERSON, F o r t s c h r .  Chem.  o rgan .  N a t u r s t o f f e  3, 145 

(1939) ; H a r v e y  L e c t u r e s 2 7 1  (1939-1940)  ; Chem.  Rev .  29,225 (1941) ; 
Ya le  J .  Biol. Med. 15, 311 (1943). 

5 j .  ASSEL~NEAV, Th~se D o c t o r a l  ~s Sc iences  (Pa r i s  1950). 
6 R.  J .  ANDERSON, R . E .  REEVES et F. H .  STODOLA, J .  Biol. 

Chem.  121,649 (1937). 
7 No t re  l i p o p o l y s a c c h a r i d e  es t  c e p e n d a n t  I ac i l emen t  f i l t rable  sur  

boug ie  CHAMBERLAND L3. 
8 j .  ASSELINEAU et  E.  LEDERER, C. r. A c a d ;  Sci.  230, 142 (1950). 
9 I1 c o n v i e n t  de  fa i re  r e m a r q u e r  ici  que,  c o n t r a i r e m e n t / t  ce qui 

a v a i t  6t6 a v a n c 6  darts  n o t r e  no t e  (8), le l i popo lysaccha r ide  
de  B C G  ne r e n f e r m e  pas  d ' a c i d e s  a m i n e s ;  les , n o m b r e u x  ac ides  ami-  
n6s ,  men t i onn6s  p r o v e n a i e n t  de  d6br i s  baei l la i res  encore  pr6sents  
d a n s  n o t r e  p r 6 p a r a t i o n .  

xo T. GENDRE et  E. LED~:RER, B ioch im.  b iophys ,  a c t a  1951, soils 
presse.  
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Tableau I 'I  

L i p o p o l y s a c c h a r i d e s  de  d iverses  souches  h u m a i n e s  

Souehes  

V i r u l e n c e  
% d e  b a c i t l e s  s ec s  
P o i n t  d e  f u s i o n  . 
N %  . . . . . .  
P% . . . . . .  
A e i d e s  a m i n 6 s  

R 6 a c t i o n  DUBOS 

A E S C t t -  

B A C n E R  

+ + +  
7,6 

223 ° 
1 , 2 2  
0 , 3 4  

Al. GI. 
P i m .  

+ + +  

H 37- 

R v 

+ + +  
7 ,3  

2 2 5  ° 
1,1 

0 ,18  
A1. G1. 
P i m ,  

+ + + 

A l . , : A l a n i n e .  G I , -  Aeide g l u t a m i q u e .  
pi m61iq ue. 

,,st 1,,2: 
+ +  + 
6 ,2  2,1 0 , 5 4  [ 

qo  15o "°i ,,0 ,;?i7 s 0 , 1 1  
AI. G1  AI. GI. 
P i m .  P i m ,  

+ + +  + +  

Pim.  : Acide  ~,-e-diamino-  

Fig.  1. C h r o m a t o g r a p h i e  s u r  p a p i e r  d ' u n  h y d r o l y s a t  d u  t ipopoly-  
s a c c h a r i d e  de  la souche  h u m a i n e  L 25 (isol6e d ' u n e  16sion lup ique) ;  
les t rois  t aehes  c o r r e s p o n d e n t  h l ' ae ide  a,&diaminopimblique, l ' ae ide  

g l u t a m i q u e  et  l ' a l an ine  (de h a u t  en bas).  

ils ont trouv6 des teneurs en acide diaminopimdlique de 
0,2 5. 0,7% du poids see des bacilles. Toutes les souches 
de mycobact&ies en contiennent; il ne semble pas y 
avoir de diffdrence quanti tat ive suivant la virulence 
des bacilles. 

3 ° Rapport entre ta virulence des baciltes et tes #actions 
lipidiques 

Examinant  la composition des lipides des deux va- 
riants Rv et Ra de la souche humaine H-37, MARTIN 1 a 
observ6 que la souche virulente Rv renferme deux fois 
plus de lipides que la souche avirulente Ra. 

Rapport entre virulence et li popol ysaccharide. Au cours 
d 'une 6tude syst6matique des lipopolysaccharides 
isol6s d 'un certain hombre de souches humaines et 
bovines, ASSELINEAU et LEDERER 2 ont remarqu6 un 
parall61isme entre la virulence d'une souche et sa te- 
neur en lipopolysaccharide (voir tabl. VI et VII).  (Le cas 
des souches L-25 et L-65, d'origine lupique, est plus 
difficile ~ interpr6ter;  aux essais de virulence habi- 
tuels, ces deux souches se sont comport6es comme avi- 
rulentes, mais il faut tenir compte de ce que le lupus n 'a  
jamais pu ~tre reproduit exp6rimentalement).  

En plus des diff6rences entre H-37-Rv (virulent) et 
H-37-Ra (avirulent) marqu6es d ins  le tableau VI, nous 
avons observ6 que H-37-Rv contient 0,5% du poids sec 
des bacilles en cires solubles dans l 'ac6tone bouillante, 
consistant en 68% d'acide mycolique libre, tandis que 
H-37-Ra eontient 5,6% de ces cires et qui sont presque 
exemptes d'acide mycolique libre. 

1 G. ~[ARTIN, J. Amer .  Chem.  Soc, 60, 76~; (1938). 
2 j .  ASSELINEAU et  E. LEDERER, C. F. Acad .  Sci.  ")30, 14 ° (195o). 

E tan t  donn6 que les souches bovines Vallde, Duprd 
et Marmorek sont dgalement virulentes, mais con- 
t iennent des lipopolysaccharides ddpourvus d'acides 
amin6s, il ne semble pas que ces amino-acides jouent 
un r61e essentiel dans la virulence (tabl. VII). 

Tableau V I I  

L i p o p o l y s a c c h a r i d e s  de souches  

Bov ines  

Souches  

V i r u l e n c e  . , . 
% d e  b a c i l l e s  sees  
P o i n t  d e  f u s i o n  . 
N% 
P% 
A c i d e s  a m i n 6 s  

Vallde Mar:  [ 
l l l o r e K  

................ 

+ + +  
0 , 5 6  2 ,8  

i160-110 ° 193-196 ° 
0 ,24  0 ,11  

0 , t  
0 0 

h m n a i n e s  isotees 
de  I6sions lup iques  

BCG L-25 L-65 

_ ) ) 

1 , 6  4 , 5  1 , 3  
lt0-170 '~ 1Ib-t85 ° 1~-18~ ° 

0 , 3 3  1 ,01  0 , 6 0  
0 ,2  0 , 2 5  
0 *  A l .  GI .  At .  GI .  

P i m .  P i m .  

A1. - Alan ine .  GI. = Acide  g l u t a m i q u e .  Pim.  : Aeide  tx-e-diamino- 
pim61ique. 

* V o i r  note  9 page  286. 
Les r6 su l t a t s  de  ee t a b l e a u  p r o v i e n n e n t  d ' e ssa i s  in6di t s  de  J .  ASSE- 

LINEAU et  H .  I)EMARTEAU. 

Rdaction de Dubos et Middlebrook. DUBOS et MIDDLE- 
BROOK x ont d6crit une rdaction permct tant  de distinguer 
les souches virulentes  et avirulentes.  Les bacilles, mis  
en suspension dans un tampon atcalin et  addit ionn6s 
de rouge neutre,  se colorent  en rouge s'ils sont  viru- 
lents, en jaune s'ils sont  avirulents.  HAUDUROY et  
P O S T E R N A K  2 conf irment  la valeur de cette  rdaction. 
En appliquant la rdaction de Dubos  A nos fractions de 
cires, nous avons trouv6 que l'acide mycol ique  se colore 
en rose et que le l ipopolysaccharide des souches  hu- 
maines  virulentes  se colore en rouge intense.  Les frac- 
t ions analogues des souches  avirulentes  se colorent  phls 
fa iblement  a. 

1 R. J .  D u u o s  et  G. MIDDI.EBROOK, Amer .  Rev.  Tube re ,  5,% 6'*s 
(1948). 

2 p .  H A U D U R O Y  el: Y .  P O S T E R N A K ,  A n n .  I n s t .  P a s t e u r  77, 9 1  

(1949);  C. r° A c a d .  Sci.  228, 781 {I949). 
a j .  ASSEHNt~AU et E. I.Em~RER, C. r. Aead .  Sci.  23o, 142 (1950.} 
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La fixation du colorant basique peut s'expliquer par 
salification des groupes acides du lipopolysaecharide. 

Cord/actor. DUBOS et MIDDLEBROOK l, reprenant une 
vieille observation de KocH, ont montr6 que l 'orienta- 
tion des bacilles en cordes dans les cultures est caract6- 
ristique des souches virulentes et du ]3CG; les sou- 
ches avirulentes ne forment que des areas irr6guliers de 
bacilles. BOEHlVt ~ a montr6 que ces cordes sont bird- 
fringentes. 

Par tant  de l'hypoth~se de l'existence dans les ba- 
cilles virulents d 'un facteur chimique responsable de la 
formation des cordes, BLOCH ~ a isol~ par extraction A 
l'6ther de p6trole de bacilles virulents et jeunes (sou- 
che H-37-Rv), une fraction lipidique, qu'il appelle cord 
/actor. Les bacilles extraits restent vivants, mats ont 
perdu la capacit6 de ~ormer des cordes, et en outre leur 
virulence. Le cord/actor poss~de des propri6t6s toxi- 
ques vis-A-vis de la souris, apr~s une deuxi&me in- 
jection, et la facult6 d'inhiber la migration des leuco- 
cytes in vitro. I1 semble toutefois que la propri6t6 de 
formation de cordes et la toxicit6 soient dues A deux 
facteurs distincts, le cord/actor 6tant un m61ange de 
plusieurs substances. 

4 ° Propridtds biologiques des ]ractions lipidiques 

A. - Production de tubercules. SABIN 4 a montr6 en 
1930 que l 'injection de phosphatides extraits du bacille 
tuberculeux entrMne la production de tubercules; c'est 
~. l'acide phthioique de cette fraction qu'a 6t6 attribu6e 
cette propri6t~. Cependant, ROULET et BLOCH 5 ont 
observ6 que les acides phosphatidiques de BLOCH ~ 
sont plus actifs que l'acide phthioique lui-mSme. L'ac- 
tivit6 d'acides gras synth6tiques se rapprochant plus 
ou moins du type phthioique a donn6 lieu A de nombreux 
travaux, qui ont 6t~ expos6s r6cemment par ROBINSON7 
et par WEITZEL 8. 

Cependant, les phosphatides ne sont pas les seules 
fractions lipidiques responsables de la formation de 
cellules g~antes: GERSTL, TENNANT et PELZ~tAN ~ ont 
montr6 que les acides mycoliques poss~dent aussi cette 
propri6t6. DELAUNAY a obtenu des r6sultats sembla- 
bles avec nos lipopolysaccharides 1°. La formation de 
cellules g6antes semble 8tre une propri6t6 g6n6rale 
d'acides gras ayant  plusieurs ramifications. 

x G. MIDDL~BaOOK, R. J.  Dunos et C. H. PIERC~, J. Exp. Med. 
86, 175 (1947). 

2 G. Bona~t, Exper. a, 445 (1949). 
a H. BLOCH, Amer. Rev. Tuberc, 61,270 (1950) ; J. Exp. Med. 91, 

197 (1950). 
a F. R. SAmt~, C. A. DOAN et C. E. FORKNEIG J. Exp. Med. 52, 

suppl. 3 (1930). 
F. ROUL~T et K. BLOCH, Virchows Arch. 298, 311 (1936). 

6 K. BLOCH, Z. physiol. Chem. 224, I (1936); Biochem. Z. 285, 
37~ (1936). 

R. ROB~t~SON, Nature 158, 816 (1946). 
s G. WE~TZEL, Angew. Chem. 60, 263 (1948). 
9 B. GERSTL~ R. TENNANT et O. PELZMAN ~ Amer. J.  Path. 21, 

1007 (1945). 
~0 A. DELAUNAY, J. ASSELINEAU et E. LEDERER, C. r. Soc. Biol. 

1951, sous presse. 

B. - Formation d'anticorlSs~ Le phosphatide pr~- 
par6 par ANDERSON poss~de 6galement des propri6t6s 
antig6niques 1. D'autres pr6parations, te!les que celle 
de MACHEBCEUF et  FAURE ~ (pratiquement exempte 
d'azote) ne sont plus qu'hapt&nes. Cette question a 6t6 
trait6e par PANGBORN 1 dans le cadre des antig&nes 
lipidiques. 

L'antig~ne m6thylique de BOQUET et NI~GRE est 
une fraction extraite par l'alcool m6thylique de ba- 
cilles pr6alablement d6graiss6s par l 'ac6tone; son 
activit6 dolt d'ailleurs ~tre due A la pr6sence de phos- 
phatides (voir pour ses propri6t6s N~GREa). 

CHOUCROUN 4 pense que son lipopolysaccharide Pinko 
est antig6nique et pourrait servir h des immunisations 
en remplacement du BCG. De m~me, HAWORTH at- 
tribue des propri6t~s antig6niques au complexe lipo- 
polysaccharidique azot6 qu'il a isol65 (voir page 285). 

C . -  Toxicitd. BLOCH a montr6 que le cord /actor 
est toxique pour la souris, lorsqu'une seconde injection 
est effectu6e; une seule injection, mOne A dose 61ev6e, 
est sans action. NI~GRE a rapporte des faits analogues 
avec des extraits ac6toniques de bacilles humains, ac- 
tifs seulement apr&s plusieurs injections. Des extraits 
ac6toniques de bacilles paratuberculeux (3I. phlei) sont 
inoffensifs dans les mSmes conditions. 

Nos lipopolysaccharides sont ddpourvus de toute 
toxicit6; ce fait a 6t6 ~tabli par RAYNAUD ~ et par BLOCH e. 

D. - Etablissement de l'hypersensibilitd retardde. Cette 
question a 6t6 trait6e tr~s en d6tail par RAFFEL ~ dans 
cette revue. Lui, ainsi que CHOOCROUN a ont montr6 
le r61e jou6 dans l'6tablissement de ce ph6nom~ne 
par les cites, et plus particuli~rement par le lipopoly- 
saccharide Pinko. 

E. - Inhibition de la migration des leucocytes. ALL- 
G6WER et BLOCH s ont montr6 que la migration des 
leucocytes ayant  phagocyt6 des bacilles tuberculeux 
virulents, est inhib6e in vitro, alors que les bacilles 
avirulents sont sans action. Depuis, BLOCH 9 a montr6 
que le cord [actor est responsable de cette inhibition. 

DELAUNAY, CHOUCROUN, BAZIN et ROBINEAU 1° ont 
6tudi6 le chimiotactisme pr6sent6 par les leucocytes 
pour des grains d'amidon. Ces auteurs ont constat6 
que des bacilles virulents (H-37-Rv) inhibent le chimio- 
tactisme apr~s phagocytose, mats que des bacilles 
avirulents (H-37-Ra) sont susceptibles de l'inhiber 

1 M.C. PANGBORN, Discussions Faraday Soc. 6, I10 (1949). 
a M. A. MACHEB(EUF etM. FAURE, C, r. Acad. Set. Z09, 700 (1939). 
a L. N~GRE, Les lipoides dans les bacilles tuberculeux et la tuber- 

culose (Masson, Paris 1950). 
4 N. CrmUCROUN, C. r. Acad. Sci. 210, 749 et 511 (1940}; Amer. 

Rev. Tubere. 5a, 203 (1947). 
a W. N. HAWORTH, J. Chem. Soc. 19t7, 585. 
s Essais in6dits. 
7 S. RA~FEI., Exper. 6, 410 (1950). 
s M. ALLG6WER et H. BLOCH, Amer. Rev. Tuberc. 59, 562 (1949). 
9 H. BLOCH, Amer. Rev. Tubere. 61, 270 (1950) ; J. Exp. Med. 91, 

197 (1350). 
10 N. CHOUCROUN, A. DELAUNAY, S. BAZIN et R. ROmNEAUX, 

C.r. Acad. Sci. eaz, 1325 (1951). 



[15. VIII .  1951] J. ASSEmNEAU et E. LEDERER: Recherches rdcentes sur la chimie des l i p ide s . . .  28~  

aussi, si Ia phagocytose a 616 massive; il n ' y  a done 
entre tes deux vari6t6s d e  bacilles qu 'une diff6- 
fence quanti tat ive.  En  outre, ces auteurs ont montr6 
qne le lipopolysaceharide Pmko  poss~de la propri6t~ 
d' inhiber le chimiotactisme, ainsi que notre lipopoly- 
saccharide. 

5 ° Acido-rdsistance 

Les mycobact6ries sont trbs difficiles ~ colorer par  
les m6thodes et colorants habituels, mais chauff6es 
pendant  quelques minutes avec une solution de fuch- 
sine ph6niqu6e, eltes sont color6es en rouge lone6 et 
r6sistent ~ta d6coloration par  l 'alcool acide; c 'est ce ph6- 
nom~ne, d~couvert par  PAUL EHRLICH, que l 'on appetle 
acido-rdsistance et qui sert aux bact6riologistes pour le 
d6pistage des mycobact6ries. L'explication de l 'acido- 
r6sistance est encore tr&s controvers6e. 

Depuis qu'ANDERSON a montr6 que l'acide myco- 
lique est le seul consti tuant acido-r6sistant du bacille 
tuberculeux, on pouvait  croire le probl~me r6solu, 
mais il n 'en est lien. Car l 'acido-r6sistance du baciUe 
est d6truite par  simple broyage, ou par  6bullition avec 
de l 'acide chlorhydrique dilu6 x, t ra i tements  qui ne 
ddtruisent pas l 'acide mycolique. De plus, nous avons 
trouv6 ~ (ainsi qu'ANDERSO~ et FETHKE 3) que les esters 
de l 'acide mycolique ne sont pas acido-r6sistants; or, 
la plus grande patt ie  de l 'acide mycolique se trouve 
dans le bacille sous forme est6rifi6e, li6e k des polysac- 
charides. 

En ce qui concerne l 'acido-rdsistance de l 'acide my-  
colique, nous avons montr6, en 6tudiant plusieurs de 
ses d6riv6s, que la pr6sence d 'un carboxyle libre et de 
son hydroxyte est n6cessaire; l 'acide anhydro-myco- 
lique n 'est  plus acido-r6sistant; les denx acides a-  et 
fl-mycoliques sont acido-r6sistants. Nous pensons que 
la fuchsine, colorant basique, est fix6e par le carboxyle 
et par  une valence secondaire sur l 'hydroxyle en ft. 

Bien qu 'ayan t  montr6 la pr6sence d'acide mycolique 
libre dans certaines souches de bacilles virulents, et 
l 'existence de certaines fractions de cites, dans les- 
quetles l 'acide mycolique est libdrd au cours du chauf- 
fage avec le colorant, nous avons conclu que ces 
fractions, d ' importance pond6rale relat ivement faible, 
pouvaient  difficilement ~tre responsabtes de l 'acido- 
r6sistanee du baeille entier. 

I1 semble que les observations de YEGIAI~ et VANDER- 
LINDE 4 faisant intervenir la perm6abilit6 cellulaire, ap- 
portent  la c16 du probl~me. D'apr~s ces auteurs, la 
plus grande partie du colorant se trouve A l '6tat  libre, 

l ' int6rieur de la cellule; i l y  a 6t~ introduit  au cours 
du chauffage avec Ia fuchsine ph6niqu6e, et  les cellules 

1 H. SHERMAN, J. Inf. Diseases 1~, ~49 ~1913). - T. H. BENIANS, 
J. Path. Bact. 17, 199 (1912-1913). 

2 j .  ASSELINEAU et E. LEDERER, Bull. Soc. chim. blol. ~1, 492 
(1949). 

a N. FETnK~ et R. $. ANDERSON, Amer. Rev. Tuberc. ~7, 294 
(1948). 

a D. YEGIAN et R. J. VANDERLINDF., J. Bact. 54, 777 (1947). 

6tant  imperm6ables ~ l'alcool acidul6 ~ froid, le colorant 
y reste emprisonn6; il peut  cependant en 8tre enlev6 
par  l'alcool bouiUant. Les cellules ainsi d6color6es 
peuvent  ~tre recolor6es A nouveau. On compreud d~s 
lots qu 'un  simple broyage suffise ~ d6truire l 'acido- 
r6sistance du bacille entier 1, broyage qui ne d6truit 
6videmment pas l 'acide mycolique. 

Certaines souches de bacilles paratuberculeux peu- 
vent perdre leur acido-r6sistance; dans une de ces 
souches, ASSELINEAU 2 a montr~ l 'existence d 'un acide 
mycolique acido-r6sistant. Ceci vient ~ l 'appui  de notre 
th~se d 'aprbs laqueUe l 'acide mycolique n ' a  pas n6- 
cessairement un r6te direct A jouer dans l'acido-r6sis- 
tance du bacille entier. 

On peut  objecter A toutes ces recherches qu'elles 
sont effectu6es sur des bacilles cultiv6s depuis de lon- 
gues ann6es sur des milieux synth6tiques. I1 est ind6- 
niable que ce t rai tement  a modifi6 la composition des 
bacilles. D'ailleurs, ANDERSO~ et ses collaborateurs ~ 
n 'on t  pas pu met t re  en 6vidence d'acide phthioique 
oll de pbthiocol dans les extrai ts  lipidiques de 16sions 
tuberculeuses pulmonaires. I1 est certain qu'it  serait  
tr~s int~ressant d'~tudier la composition chimique de 
bacilles fraichement isol6s de 16sions et cultiv6s dans 
des conditions se rapprochant  le plus possible de celles 
existant dans les organes des mammif~res. 

Nous tenons ~ remercier le Professeur J. TREFOUI~L, Directeur de 
l ' Institut Pasteur, et le Dr J. BRETEY, Chef de service, qui nous ont 
aecord~ routes facilit6s pour l'approvisionnement en baeilles. Nous 
remercions dgalement la ELLA SACHS PLOTZ Foundation for the Ad- 
vancement of Science (Boston), et la Fondation WAKSMAN pour le 
d6vcloppernent des, Etudes microbiologiques en France, pour des 
subventions ayant facilit6 notrv travail. 

Sum m ary  

After a short general survey of recent research on the 
lipids of mycobacteria, a more detailed treatment is 
given of the chemistry of the mycolic acids, which make 
up 8.3 % of the dry weight of the human virulent strain 
studied. Chromatography separates them into two acids 
(m and r, table II) .  The elementary analysis of the two 
mycolic acids and of a number of their derivatives 
confirms the molecular formula CssHlv604 proposed by 
ANDERSON in 1938 (table I I I ) .  Taking into account the 
difficulties inherent in the analysis of compounds of 
high molecular weight, this formula can be considered 
only as being the most probable one. 

The hydroxyl group of the mycolic acids is in the r- 
position with respect to the carboxyl group. The mycolic 
acids of the two virulent human strains studied in detail 
have an unbranched side chain of 24 carbon atoms in 
the a-position. The pyrolysis of mycolic acid, which 
leads to n-hexacosanoic acid, is a reaction characteristic 
of/~-hydroxy-acids having a side chain in the a-position. 

Mycolic acids, at least one of which is present in all the 
strains of mycobacteria examined up to now (table IV, 
V), are defined as fl-hydroxy-aeids of high molecular 

I H. SHERMAN, J. Inf. Diseases le, 249 (1913). - T. H. BENIAICS, 
J. Path. Bact. 17, 199 (191~-1913). 

J. ASSELI~EAll, Thbse Doctorat as Sciences (Paris 1950). 
a R. J. ANDERSON, R- E. REEVES, M. M. CREIGHTON et W.C. 

LOTHROP, Amer. Rev. Tuberc. 48, 65 (1943). 

19 Exper. 
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w e i g h t  w h i c h  c o n t a i n  a long  a l i p h a t i c  s ide  c h a i n  in  t h e  
a -pos i t ion .  

T h e  myco l i c  ac ids  a re  m o s t l y  l i n k e d  up,  in  t h e  baci l l i  
w i t h i n  a c e t o n e - i n s o l u b l e  l i p o p o l y s a c c h a r i d e s  of h i g h  
m o l e c u l a r  we igh t .  H u m a n  v i r u l e n t  s t r a i n s  differ  f r o m  
o t h e r s  b y  c o n t a i n i n g  t h r e e  c h a r a c t e r i s t i c  a m i n o  ac ids  in  
t h e i r  l i p o p o l y s a c c h a r i d e  (a lan ine ,  g l u t a m i c  acid,  and 

~ ,e -d i amino -p ime l i c  acid)  (fig. 1). T h e  p e r c e n t a g e  of this  
N - c o n t a i n i n g  l i p o p o l y s a c c h a r i d e  seems  to  be  rough ly  
pa ra l l e l  to  t h e  v i r u l e n c e  of t h e  s t r a i n s  ( t ab les  VI ,  vii). 

T h e  l a s t  c h a p t e r  d iscusses  t h e  b io logica l  p r o p e r t i e s  of 
t h e  d i f f e ren t  l ip id  f r ac t ions .  P a r t i c u l a r  a t t e n t i o n  is pa id  
to  t h e  co rd  f ac to r  of H.  BLOCH a n d  to  t h e  p r o b l e m  of 
ac id - fas tness .  

Br ves c o m m u n i c a t i o n s  - K u r z e  M i t t e i l u n g e n  
Brevi  c o m u n i c a z i o n i  - Br ie f  Reports  

Les auteurs sont seuls responsahles des opinions exprim~es darts ees communications. - Fiir  die kurzen Mitteilungen ist ausschlieBlich 
der Autor verantwortlich. - Per le brevi comunicazioni & responsabile solo l'autore. - The editors do not hold themsclves rcsponsible for 

the opinions expressed by their correspondents. 

o - Q u i n o n e s  as Dienophiles  

I n  v iew of t h e  r e c e n t  p u b l i c a t i o n  1 c o n c e r n i n g  t h e  
r e a c t i o n s  b e t w e e n  o - q u i n o n e s  a n d  olefines,  we w o u l d  
l ike to  s t a t e  o u r  resu l t s ,  Fu l l  de t a i l s  will  be  p u b l i s h e d  
e lsewhere .  

o - B e n z o q u i n o n e  in  e t h e r  r eac t s  r a p i d l y  w i t h  excess  
cyclo-pentadiene t o  g ive  a pale  yel low,  r a t h e r  u n s t a b l e  
a d d u c t  of t h e  f o r m u l a  C17H1404; i. e. t w o  molecu les  Of 
q u i n o n e  to  one  of diene.  

D i s so lved  in d r y  e the r ,  t e t r a b r o m - o - b e n z o q u i n o n e  
r e a c t s  r a p i d l y  w i t h  cyclopentadiene a t  r o o m  t e m p e r a t u r e ,  
t o  g ive  3 p r o d u c t s :  

(1) T h i s  is d e p o s i t e d  f r o m  t h e  r e a c t i o n  m i x t u r e  in  
2 6 %  yield.  I t  is a d ike tone ,  m.  p. 205 ° (dec.),  g iv ing  a 
q u i n o x a l i n e  m. p. 215 ° (dee.). T h i s  q u i n o x a l i n e  h a s  a lso 
been  desc r ibed  b y  HORNt~R a n d  MERZ 1 (L c.). T h e  d ike-  
t o n e  r ead i l y  a d d s  w a t e r  to  g ive  a colourless ,  t h e r m a l l y  
u n s t a b l e  h y d r a t e .  

(2) T h e  b e n z d i o x a n  d e r i v a t i v e  de sc r ibed  b y  t h e  a b o v e  
a u t h o r s ,  m. p. 122 ° f r o m  e t h a n o l ;  c ry s t a l l i s ed  f rom b e n -  
zene  i t  f o r m s  s o l v a t e d  c rys ta l s ,  m.  p.  96 °, w h i c h  efflo- 
resce  in  a i r .  Y i e l d - - 3 0  %. 

(3) A v e r y  sma l l  a m o u n t  of a ye l low s u b s t a n c e ,  m,  p.  
140 °, of t h e  s a m e  e m p i r i c a l  f o r m u l a  as  1, b u t  in  c o n t r a s t  
to  it ,  c o n t a i n i n g  r e a c t i v e  b r o m i n e .  O n  h e a t i n g  a b o v e  i t s  
m e l t i n g  p o i n t  i t  r e a r r a n g e s  to  g ive  1. 

A q u a n t i t y  of t a r  is f o r m e d  as  well. 
I n  s u s p e n s i o n  in  ace tone ,  4 - a c e t y l a m i n o - o - b e n z o -  

q u i n o n e  a d d s  cyclopentadiene to  g ive  a yel low,  t h e r m a l l y  
u n s t a b l e  a d d u c t ,  m. p. c. 145 a (dec.), of f o r m u l a  C13HlaO 3 N. 
Th i s  fails to  give a q u i n o x a l i n e ,  b u t  is r e a d i l y  c o n v e r t e d  
b y  d i lu t e  a lka l i  to  a co lour less  i somer ,  m.  p. 200 ° (dec.), 
w h i c h  g ives  t h e  c h a r a c t e r i s t i c  co lou r  r e a c t i o n s  of ca te -  
chol,  a n d  c a n  r e a d i l y  be  ox id i sed  t o  a r ed  s u b s t a n c e .  

An  a t t e m p t  t o  a d d  b u t a d i e n e  t o  t e t r a b r o m - o - b e n z o -  
q u i n o n e  in  e t h e r  a t  100 ° g a v e  a v e r y  s m a l l  a m o u n t  of  a 
cotourless ,  u n i d e n t i f i e d  s u b s t a n c e .  A t t e m p t s  t o  a d d  
b u t a d i e n e  t o  t h e  o t h e r  t w o  q u i n o n e s ,  a n d  a n  a t t e m p t  
to  a d d  f u r a n  to  o - b e n z o q u i n o n e  fai led.  

J .  A. BARLTROP a n d  JOHN A. D. JEFFREYS 

T h e  D y s o n  P e r r i n s  L a b o r a t o r y ,  Oxford ,  D e c e m b e r  30, 
1950. 

I L. HORNER and M. M~RZ, Ann. Chem. 570, 89 (1950). 

Zusammen/assung 
B e i m  Z u s a t z  yon  Cyclopentadien zu o-Benzochinon 

e n t s t e h t  e ine  V e r b i n d u n g ,  in  we l che r  zwei Moleki i le  yon  
C h i n o n  a n  e i n e m  Moleki i l  yon  D ien  g e b u n d e n  s ind.  Bu-  
t a d i e n  u n d  F u r a n  w e r d e n  n i c h t  a d d i e r t .  

Cyclopentadien g i b t  m i t  T e t r a b r o m - o - b e n z o c h i n o n  
dre i  S tof fe ;  ein D i k e t o n ,  e in  B e n z d i o x a n  u n d  e inen  
d r i t t e n  Stof f  y o n  u n b e k a n n t e r  B a u a r t .  Be i  V e r w e n d u n g  
v o n  B u t a d i e n  h a b e n  wi r  n u r  S p u r e n  e ines  P r o d u k t e s  ge- 
f u n d e n .  

4 - A c e t y l a m i n o - o - b e n z o c h i n o n  a d d i e r t  Cyclopentadien 
u n t e r  B i t d u n g  e ines  D i k e t o n e s ,  we lches  b e i m  Z u s a t z  von  
N a t r o n l a u g e  s e h r  g l a t t  in  e in  C a t e c h o l  f ibe rgeh t .  Bu-  
t a d i e n  r e a g i e r t  n i c h t .  

Z u r  K o n s t i t u t i o n  d e r  Caryophyllensi iure 
I n  de r  L i t e r a t u r  i s t  die A n s i c h t  v e r t r e t e n  w o r d e n ,  dab  

e ine  E n t s c h e i d u n g  zwi schen  den  a u f  G r u n d  des  oxyda -  
r i v e n  A b b a u s  1 fiir die C a r y o p h y l l e n s A u r e  in  F r a g e  kom-  
m e n d e n  K o n s t i t u t i o n s f o r m e l n  (I) u n d  (II)'nur durch  
S y n t h e s e  m6g l i ch  sei. 
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D. H.  R.  ]3ARION 2 h a t  h i n g e g e n  k i i rz l i ch  d a r a u f  h in-  
gewiesen ,  d a b  die  O x y d a t i o n  des  T e t r a m e t h y l g l y k o l s  I I I  
zu ~ , ~ , a ' , a ' - T e t r a m e t h y l g l u t a r s X u r e  3 f l i t  die CaryophyI -  
lens i iure  die F o r m e l  ( I I )  ausschl ieBt .  I n  ~ b e r e i n s t i m m u n g  
d a m i t  h a b e n  F :  L. DAWSON u n d  G.  R.  RAI~IAGE ¢ fest-  
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acta 18, 219 (1935). 
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