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STUDIORUM PROGRESSUS

Contribution a la chimiothérapie rationnelle

de la tuberculose. Activité antituberculeuse de la.

bis-(dihydroxy-2,3-propoxyéthyl) -amine
et de ses dérivés n-alcoylés

Par I. GrRunpLAND, P. RumpF, R. GarrLanD, N. CaBAU
et J. Saper!

Les recherches effectuées depuis plus d'un demi-siécle,
concernant le probleéeme de la tuberculose et de sa
chimiothérapie, ont contribué a réduire notablement,
dans ce domaine, l’écart existant entre les sciences
physique, chimique et biologique. Ainsi, grice au tra-
vail patient des chercheurs, il est actuellement permis
de raisonner:

a) sur la comnstitution chimique du bacille qui pro-
voque la maladie (B.K.};

b) sur la qualité de la réponse de l'organisme et en
particulier sur la composition des lésions caséeuses
caractérisant la tuberculose.

D’autre part, une connaissance parfaite de la structure
de molécules douées d’activité thérapeutique autorise
des efforts de synthése en vue de déceler les liens de
cause 4 effet entre les éléments du probléme étudié.

Dans 'ensemble, cette étude se rameéne a suivre les
incidences possibles des agents chimiothérapeutiques sur
les résultats de la rencontre entre les constituants du
B.K. et ceux de l'organisme. Les faits accumulés con-
cernant 1’agent causal, /e B.K., et la réponse de V'orga-
nisme a son contact, le caséum, nous obligent a accorder
une attention particuliére a la fraction lipidique de ces
¢léments.

Il n’est pas sans intérét de rappeler que le B.K. con-
tient 22,7 & 309% de son poids sec en lipides, lipides
particuliers puisqu’ils renferment des acides gras rami-
fiés et de poids moléculaires élevés: acides phtioique,
tuberculostéarique, mycolique (CgqH,;O,). Les lipides
extraits du bacille, comme d’ailleurs ces acides gras,
suffisent seuls pour déterminer 'apparition d’une 1ésion

tuberculeuse caractéristique caséifiée?. D’ailleurs, les:

acides gras ramifiés disubstitués en a{o,a-diméthyl-
stéarique ou «,a-diméthyl-oléylacétique), obtenus par
voie de synthése (n’ayant donc pas été en contact avec
le bacille) déterminent la méme lésion®. Quant a la
lésion caséeuse, elle est essentiellement constituée par
un mélange de graisses (13,77 9%, & 23,79 de son poids sec)
et de protéines. Il semble donc y avoir, lors de la consti-
tution de la lésion tuberculeuse, une rencontre entre les
fractions grasses provenant du B.K. et de 1’organisme
avec mise & découvert de celles-ci.

Il est intéressant de noter que l'introduction d’une
chaine grasse dans une molécule envisagée en vue d'une
action antituberculeuse contribue a faire apparaitre ou
4 accentuer le pouvoir thérapeutique. Ainsi BARRY
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constate une activité antituberculeuse du mono-ester
éthylique de l'acide a-méthyl-o’n-dodécyl succinique?,
activité liée d’un facon étroite i la présence de la chaine
grasse dans la constitution de la molécule.

AnmEset BowmaNnZ, étudiant les pipéridines alcoylées et
Nopzuetcollaborateurs?étudiantlesdérivésdel’o-amino-
phénol, soulignent également l'importance de la chaine
grasse pour 'apparition de I’activité antituberculeuse, Le
schéma de D’ArRcy HART et collaborateurst (éthers
polyoxyéthyléniques du paratertioctyl phénol conden-
sés par le formaldéhyde) comporte une chaine grasse
octylique. Le Triton A 20 (aryl alcoyl polyether du
phénol) accentue le pouvoir antituberculeux de la
streptomycine®. ERLENMEYER® observe une accentua-
tion du pouvoir bactériostatique des amines aromati-
ques, substituées en para- par un groupement R-O, R-S,
ou R-CO,, en fonction de la longueur de la chaine grasse
du substituant. Enfin, tant pour le P.A.8.7 (combinai-
sons avec les acides chaulmoogriques et d’autres acides
a radical cyclopenténylique) que pour la streptomycine®
(alcoyl-streptomycylamines), I'introduction d’une chaine
grasse semble favoriser 1’activité thérapeutique.

Tout se passe comme si, pour ces substances, une
constitution apparentée aux lipides par la présence d'une
chaine grasse augmentait la probabilité d’atteinte du
B.K. ’

Vu sous 'angle de l'incidence de la fraction lipidique
dans le probléme étudié, on peut dire que la caséification
est l'aboutissement de la grande affinité des lipides du
bacille pour ceux du protoplasme. Cette affinité entraine
une décomposition (démixion) des complexes lipo-
protéiques protoplasmiques: la structure fine de I’émul-
sion protoplasmique est détruite, les lipides mis & dé-
couvert s’agglomérant & ceux du bacille pour former le
caséum. L’action thérapeutique devrait donc tendre &
atténuer l'effet pathologique du bacille, en réduisant I’af-
finité qu’il a pour les autres lipides, ceci par 'emploi de
substances qui soient susceptibles d’adhérer aux lipides
du bacille par leur chaine paraffinique et qui, portant
des groupements fonctionnels hydrophiles, formeraient
un écran polaire entre le B.K. et le milieu ambiant, ré-
duisant son affinité pour les lipides.

Grosso modo, on peut retrouver le schéma -de la
conception pharmacodynamique proposée dans lex-
périence de LaneMmMUIR? de prélévement de couches
monomoléculaires multiples sur lame métallique.

Cependant, en dehors de l'attraction latérale entre
chaines polyméthyléniques qui conditionnerait la caséifi-
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cation, mais également une éventuelle rétention des
substances thérapeutiques, un aspect particulier au
bacille de KocH est la présence de carboxyles provenant
des acides gras libres de sa fraction lipidique. Ce dernier
fait entraine l'ntilité de la présence de groupements
basiques au voisinage de la chaine grasse, afin d’aider la
fixation de la molécule thérapeutique sur les substances
du B.K. Certains produits médicamenteux seraient
susceptibles de se fixer sur le bacille seulement par leurs
groupements basiques (pour la streptomycine, les
groupements guanidiques et aminés, le groupement
aminé pour le P.A.S., Vazote basique du noyau de la
pyridine pour 'hydrazide de Vacide isonicotiniquel}. Les
molécules thérapeutiques conjuguant les deux aspects
possibles de fixation au B.K. et comportant par ailleurs
des groupements faiblement polaires, une fois fixées sur
le B.X., lui communiqueraient un caractére polaire que
le bacille n’avait pas auparavant, modifiant compléte-
ment et annulant le probléme de la tuberculose tel qu’il
ressort des faits cités.
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Fig. 1. a Probléme de la tuberculose.—Attraction latérale entre
chaines polyméthyléniques amenant la caséification.
b Son traitement-revétement polaire.

Nous nous sommes efforcés d’étayer cette hypothese
de travail par des faits expérimentaux. Nous avons
montré que toutes les fractions lipidiques préalablement
émulsionnées dans le protoplasme cellulaire participent
d’une fagon homogéne 4 la constitution du magma gras
caséeux. Le caséum apparait donc comme l'expression
d’un trouble physique de la distribution des lipides,
plutét que comme une atteinte chimique d’une des
fractions lipidiques (stérolique, phosphatidique ou
glycéridique)?®.

Nois avons également prouvé la réalité de la liaison
entre chaines polyméthyléniques et mesuré 1’énergie de
liaison correspondante montrant son appartenance aux
forces de VAN DER WaaALs, ce qui confirme donc I’hy-
pothése de travail®. Ainsi, en utilisant une balance de
torsion supportant une lame enduite de cire de B.K,,
lame plongée dans une cuve dont la surface d’eau était
couverte d’un film monomoléculaire d’acide gras, nous
avons provoqué une rencontre entre les chaines paraffini-
ques polyméthyléniques recouvrant d’une part la lame
et d’autre part le plan d’eaut. L’affinité entre ces deux
lipides était suivie par des mesures de la mouillabilité
acquise par la lame de cire de B.K. Connaissant la pro-
fondeur de plongée de la lame (surface immergée)}, con-
naissant la surface en A?%/mol. occupée sur la lame par

1 On connait par ailleurs le pouvoir antiinflammatoire intense de
PLN.H. qui interviendrait également dans son activité thérapeutique
[R. Domenjoz, Schweiz. med. Wschr. §2, 1023 (1952)].

2 1. GRUNDLAND, H. BULLIARD et M. MAILLET, Presse méd. 59,
406 (1951).

3 I. GRUNDLAND et D. Luzzati, C. r. Soc. Biol. 143, 891 (1949). —
I. GRunNDLAND, C. r. Acad. Sci. 232, 74 (1951).

¢ I. GRUNDLAND et D. Luzzar, C. r. Soc. Biol. 143, 891 (1949).
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une molécule de 1'acide gras et connaissant également la
force correspondant & la mouillabilité acquise (par la
balance de torsion), nous avons calculé 1'énergie de
liaison entre une molécule qui flottait en couche mince
sur le plan de l'eau, et la lame de cire. Cette énergie
(20 X 10~ erg./mol. = 2900 cal/Mol-g) est d’un ordre de
grandeur qui correspond bien & Uattraction latérale entre
chaines paraffiniques (forces de Van DER WaaLs),
plutdét quaux énergies mises en jeu par les réactions
ioniques — ce qui concorde avec 'hypothése émise con-
cernant le mécanisme physico-chimique de l'atteinte
tuberculeuse.
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Fig. 2. Tensiométre de mouillage de J. GuastarrLa, appareil pré-

senté & la Société frangaise de Physique, 492 Exposition d’Instruments

de Matériel scientifique, 29 mai 1952. D’aprés J. GUASTALLa, L.
GuasTtalLa et H. Rosano, Bull. J.T.E.R.G. 1952, 60.

+
S
5/cm —>
D
=

:
%
\§3 B
3+ S5
§ §40
R 132
2 123456'789§5;23455769
5 0 profandsur €0 mm - B -{g profondeur en mm —»
5 - N
,,';3 15 § L5
&, -2 S
-2§ S &

Fig. 8. Courbes de mouillage.
@ Lame enduite de cire du B.K. sur eau pure; lectures toutes les 36",
b Lame enduite de cire de B.K. sur eau couverte d’un film monomolé-
culaire d’acide oléique (p = 30 dynes); lectures toutes les 30",

f AN - 98

w AN 100 mgw
I'" = tension d’adhésion dynes/centimétres. @ = périmétre de la

lame. AN = déviation du spot en centimétres.
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Ces prémices nous ont guidés dans I’élaboration d’un
schéma structural utile a titre d’antituberculeux-—en
vue de la synthése de substances thérapeutiques dont
les molécules comportent une partie destinée a étre
orientée vers le B.K. afin de s’y fixer, et une autre,
destinée & modifier les caractéristiques globales du
complexe ainsi formé, tendant en particulier & oter au
bacille son caractére paraffinique, lui communiquant
au contraire un aspect hydrophile par un ensemble de
groupements faiblement polaires. Faiblement polaires,
pour ne point risquer le départ de la substance médica-
menteuse fixée aux matiéres du B.K., 4 la faveur d'une
réaction ionique entre les groupements polaires de ce
produit et les molécules environnantes. En suivant le
schéma structural suivant?!:

Q O groupements polaires
N

(
// \@ point basique
chaine grasse

Nous avons effectué la synthése de diverses molécules
(voir les formules a la téte de cette page).

Peu aprés la publication de nos premiers résultats
(27 févier 1952), nous avons pris connaissance de la
note de V.C. BArRrRY (mars 1952)%: partant de consi-
dérations différentes des nodtres, BARRY a réussi 4 ob-
tenir des substances tuberculostatiques se rapprochant
beaucoup des amines que nous avons préparées et
notamment des alcoyl-4,8-bis-(hydroxyméthyl)-amines,
ot le méme schéma structural se retrouve aisément.

CH,OH CH,0H

AN
~N
C

R/ }.‘,Hz)a—NHz B.K.

C’est surtout la série des bis-(dihydroxy-2,3-propoxy-
éthyl)-alcoylamines qui nous a servi pour éprouver la
validité de l'idée pharmacodynamique exposée. Dans
les synthéses de ces composés?, nous avons pris soin de
pourvoir la molécule d’une chaine voisine d’un groupe-
ment alcalin, d’y incorporer par ailleurs un, certain
nombre de groupements faiblement polaires et de lier les
deux entre eux solidement. Nous attendions une activité
antituberculeuse d’une telle configuration moléculaire.

! 1. P. GRUNDLAND, RumpF et R, Garranp, C. r. Acad. Sci. 234,
1098 (1952).

2 V. C. BaRrY et D. TwoMEY, Proc. roy. Irish Acad. [B] 55, 3
(1952).

3 Par condensation de¢ la monochlorhydrine de la glycérine avec
la diéthanolamine sodée ou ses homologues alcoylés a nombre varié
de carbones (4 & 12).

Dés 'introduction d’une chaine grasse dans P'édifice
moléculaire, nous avons eu a envisager la balance hydro-
phile-lipophile de ces molécules. Ainsi I’étude de leur
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Tableau T

Taux d’inhibition totale de la croissance
du B.K. souche Dupray S pour 1 cm?®
milieu de culture (DuBos et TWEEN 80)

Concentration des alcoyl-polyhydroxy-
amines au point d’activité isocapillaire
de FREUNDLICH (2 60 dynes/centimétres)

Tension superficielle & la concentration
de M-1073]1
(en dynesj/centimétres)

R = (réduction croiss. 509,)
H 63 (6,6 mg 26 M -10 3/1)
C,H, 1587 M-10741 . 59,5 6 mg 19,5 M - 10731
CeH;,; 871 M-107%1 . . . . 41 2,8 mg 83M-107%1
CH,;, 2,188M-107%1. . . . 33 0,98 mg 2,7 M - 10731
CppHy, 03980 -107%41. . . . 28 0,1 mg 0,26 M -1073/1

(produit presque totalement en surface)

solubilité montre une dissolution parfaite des termes
comportant des chaines jusqu’a 8 carbones, alors qu'une
opalescence apparait & partir de I’homologue & 10 car-
bones et s’accentue pour les molécules plus lourdes.
L’étude de la tension superficielle de ces solutions montre
une tendance & l'enrichissement superficiel et & 'émer-
gence de la phase aqueuse, d'autant plus accentuée que
la masse du substituant croit.

Une activité bactériostatique vis-a-vis du B.K. en
milieu de culture a été constatée et évolue dans le
méme sens que l’action de ces substances sur la tension
superficielle. Ainsi, dans le schéma destiné i étre bacté-
riostatique, une telle activité est apparue, confirmant la
justesse des prémices théoriques. De plus, alors que
I'amine polyhydroxylée secondaire ne réduit que de
509% la croissance du B.K. au taux de 6,6 mg par centi-

"meétre cube de milieu de culture (et n’est donc nullement
toxique pour ce bacille, méme présente en forte con-
centration), ces amines polyhydroxylées alcoylées sont
bactériostatiques. Elles le sont & des concentrations
d’autant plus-faibles que la chaine grasse du substituant
est plus importante: en proportions équimoléculaires,
on obtient un effet bactériostatique, avec la décyl-poly-
hydroxyamine par exemple, & une concentration prés de
cent fois plus faible que celle qui, avec ’amine secon-
daire correspondante (non alcoylée) ne détermine qu’une
réduction de 509, de la croissance bactérienne.

Tablean I1
Cobayes de 300 g tuberculinisés par voie intra-dermique
(inoculation B.K. souche DuprArRAY S)

traités par
Peau, Ganglions
Produit (Gravité maximum Rate | Total
(Durée de traitement 30 jours)] 4 pour chaque
organe)
Polyhydroxyamines
R =
33 mg dans 1 cm? par jour 3 4 7
R = CeHy,
18 mg dans 1 cm? par jour 3 4 7
R = GgH,
28 mg 5 dans 1 cm? par jour 4 4 8
R = CypHyy
35 4 23 mg dans 1 cm? par
jour . . . . . . .. Petite escarre
Pas de ganglions
2 1 3
Streptomycine Escarre cicatrisée
15 mg dans 1 cm® par jour |Ganglion caséeux
2 0 2
I.N.H.
10 mg 4 7 mg dans 1 cm?3
parjour. . . . . . . . 0 0 0

Dés qu'on déséquilibre suffisamment la balance
lipophile-hydrophile en faveur de la phase lipophile, la
substance émerge plus aisément de la phase aqueuse: il
en résulte un enrichissement superficiel avec abaisse-
ment de la tension superficielle de 1’eau, et corrélative-
ment, la molécule tend a se fixer de mieux en mieux aux
substances paraffiniques (légérement acides) et en
particulier, & celles du B.K. introduisant un écran de
groupements hydroxyle entre les individus microbiens.

Les hydroxyles alcooliques sont peu réactifs. Nous
pouvions donc nous attendre, lorsque la balance lipo-
phile-hydrophile de la molécule, trés nettement orientée
en faveur de la phase lipidique, favorise la rencontre
avec le B.KX., & ce que cette molécule soit peu sollicitée
par des substances & activité ionique appréciable. Une
activité antituberculeuse durable in wvivo était donc
prévisible.

Des expériences préliminaires, actuellement reprises
sur une plus large échelle, nous ont montré 1'apparition
d’un pouvoir protecteur pour les cobayes tuberculinisés
par voie intradermique. Alors que 'amine secondaire
non alcoylée et certains dérivés a chaine trop courte
(2, 4, 6 ou 8 carbones) provoquent l'aggravation et l'es-
saimage de la tuberculose expérimentale, avec la lauryl-
polyhydroxyamine, une certaine protection s’est mani-
festée aux taux de 60 & 100 mg par kg, en injections
intramusculaires, tant pour les organes profonds qu'au
point d’inoculation. Il importe cependant de souligner
que les premiers produits étudiés sont néanmoins
trés irritants par injections répétées: il serait donc
fort imprudent de préjuger dés maintenant de leurs
possibilités d’applications thérapeutiques.

La lauryl glycéroxy-éthyl guanidine reproduisant le
méme schéma structural est tuberculostatique & 40 y par
centimétre cube. L’hydroxyamine de BARRY & méme
schéma structural est active 4 50 y.

I1 apparait donc que la somme des connaissances ac-
cumulées par l'analyse du probléme de la tuberculose
conduit a une synthése efficace, englobant 'explication
du mécanisme de la lésion et la fagon d’y obvier.

Zusammenfassung

Eine Priifung der Bedingungen zur Erzielung einer
antibakteriellen Wirkung in der Thc-Therapie hat uns
dazu gefiihrt, ein Molekiilschema zu verwirklichen. Fiir
eine gleiche Anzahl polarer Hydroxylreste enthaltender
Gruppen, die durch dtherische Sauerstoffbriicken an den
hydrophoben Teil des Molekiils gebunden sind, tritt in
diesem Modell eine tuberkulostatische Wirkung auf,
wenn das Molekiil ausserdem eine basische Gruppe ent-
hilt. Die Wirkung wird noch wverstirkt durch einen
aliphatischen Rest in einer zur basischen Gruppe be-
nachbarten Stellung.



