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1. Introduction

Les cires D, peptidoglycocolipides macromoléculaires
de Mycobacterium tuberculosis, présentent une grande
parenté structurale avec les parois de ces bactéries et
semblent jouer un rdle trés important dans des phéno-
meénes immunologiques [1-5].

Récemment, nous avons décrit quelques propriétés
du polysaccharide des cires D d’une souche humaine
virulente de M. tuberculosis (souche Prévois). Ce poly-
saccharide est un arabinogalactane contenant de I’ara-
binose et du galactose en proportions approximatives 2 ;
les unités d’arabinose sont liées, pour la plupart, par
une liaison glycosidique en 1--5, tandis que celles du
galactose sont liées en 1--4 [6].

Afin d’élucider sa structure plus en détail, nous avons
cherché a obtenir, par hydrolyse partielle, des oligo-
saccharides contenant un nombre d’oses limité.

Dans la présente communication, nous rapportons
I'cbtention, a partir de cires D intactes, d’un digalac-
toside et d’'un mycolate d’arabinobiose par extraction
au moyen d’acide trichloroacétique.

2. Matériel et méthodes

Les cires D de la souche Prévois ont été préparées
selon la méthode décrite précédemment [6]. Leur ex-
traction a été effectuée par I'acide trichloroacétique a
10% en chauffant le mélange réactionnel pendant 4 h
4 609, puis pendant 20 h 3 409, sous agitation. Les

* 111éme communication sur les constituants des Mycobac-
téries; 110éme comm., voir E.Vilkas, J.M.Detaumény et C.
Nacasch, Biochim. Biophys. Acta 158 (1968) 147,

20

phases organique et hydrosoluble sont sépareés par
épuisement de cette derniére par le chloroforme et
Péther. Les solutions organiques sont concentrées
sous pression réduite et les solutions aqueuses lyophil-
isées.

Pour les chromatographies sur papier Whatman no.
1, on utilise comme solvants:

a) butanol-acide acétique-eau, 4:1:5

b) isopropanol-acide acétique-eau, 3:1:1

c) butanol-pyridine-eau, 6:4:3

d) butanol-éthanol-eau, 10:1:2

e) acétone-eau, 9:1

Les révélations sont faites par NO3 Ag alcalin ou par
le phtalate d’aniline.

Les oxydations periodiques sont effectuées par
NalQOy4, 0,05 M 2 la température ambiante, a 'ob-
scurité, pendant 48 a 72 h. Le mélange réactionnel est
ensuite refroidi 4 0° et additionné d’éthanol. 1 iodate
de soude formé est filtré et le produit d’oxydation
chromatographié sur papier. Le réduction par NaBH,
est faite a la température ambiante, pendant 2 4 3
heures, puis la solution traitée par Dowex 50 (H+) et
débarrassée du borate par évaporations sous vide avec
du méthanol. Les hydrolyses acides sont effectuées
par HC1 1,5 N pendant 4 4 6 h.

3. Résultats et discussion
The produit d’extraction par I’acide trichloroacéti-
que a pu étre séparé en deux fractions:

a) une fraction hydrosoluble,
b) une fraction chloroformosoluble.
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3.1. Fraction hydrosoluble

La chromatographie sur papier de cette fraction
dans les solvants A, B et C montre la présence de
grandes quantités d’arabinose et galactose libres, accom-
pagnés toutefois de différents oligosaccharides.

Par chromatographie préparative dans le solvent B,
pendant 5 jours, avec écoulement du solvant, nous
avons pu isoler une substance ayant une vitesse de mi-
gration voisine de celle du tréhalose (R tréhalose: 0,82).
Son hydrolyse acide fournit uniquement du D-galac-
tose, [a] p + 809, identifié par chromatographie sur
papier. Le dosage par la méthode au phénol-acide sul-
furique [7] montre que cette substance est composé
uniquement de sucres réducteurs. La réduction par
NaBH, effectuée sur le produit élué du papier, com-
pléte aprés 2 h 30, suivie du dosage de sucres par la
méme méthode, permet d’observer une diminution de
44% de I’'intensité d’absorption. La présence de borate
ne géne pas le dosage [8].

Le produit est également sournis a ’'oxydation perio-
dique suivie de 1a réduction par NaBH,. Aprés le traite-
ment habituel, le produit de la réaction est chromato-
graphié dans le solvant E; il contient uniquement du
glycérol Ry = 0,6 et du thréitol R = 0,54.

Ces résultats permettent de conclure que la sub-
stance étudiée est un digalactoside dont les deux galac-
foses sont liés en 1—4 *,

3.2. Fraction chloroformsoluble

La partie liposoluble, aprés méthylation par le dia-
zométhane, a été chromatographiée sur trisilicate de
Mg-célite (2:1) en utilisant comme éluant le chloro-
forme pur, puis le chloroforme contenant des quantités
croissantes de méthanol.

La fraction éluée par le chloroforme a 2% de métha-
nol est un glycolipide dont ’hydrolyse acide libére des
acides mycoliques et de I’arabinose.

Le dosage des sucres montre la présence de 22%
d’arabinose. Les acides mycoliques ont pu étre identi-
fiés par la chromatographie en couche mince de leurs
esters méthyliques [9] . Leur spectre de masse (MS9
avec introduction directe) confirme qu’il s’agit du
méme type d’acide mycolique que celui identifié pré-

cédemment dans le cord factor de la méme souche [10].

* Un disaccharide ayant un comportement chromatographique
et des propriétés analogues a été isolé dans notre laboratoire
a partir des parois de deux souches de M. tuberculosis: H37Ry
et H37R, (C.Nacasch et E.Vilkas, mémoire en cours de ré-
daction).
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L’hydrolyse alcaline (NaOH 0,5 N 4 37° pendant 2
h) du glycolipide fournit I’acide mycolique et un pro-
duit migrant dans le solvant D (5 jours) également
dans le voisinage du tréhalose (R tréhalose: 0,97). Ce
produit est isolé, comme le digalactoside, par chro-
matographie préparative sur papier dans les mémes
conditions; par hydrolyse acide il donne uniquement
de l’arabinose. Les dosages de sucres présents avant et
aprés sa réduction par NaBH, indiquent qu’il s’agit
d’un diarabinoside.

La libération d’acide mycolique et de I’arabinobiose
au cours de I'hydrolyse alcaline montre que I’acide
gras est 1ié par une liaison ester a I’arabinose.

L’arabinobiose est soumis a ’oxydation periodique
suivie de réduction par NaBH, et hydrolyse acide. Les
chromatographies sur papier des produits obtenus
dans les solvants A et E permettent d’identifier le
glycérol (Ry = 0,50 solvant A) et Pérythritol (R =
0,38, méme solvant). L’obtention de 1’érythritol 4 par-
tir d’arabinose réducteur semble indiquer une liaison
1--3 entre les deux pentoses.

Rappelons que parmi les produits d’oxydation
periodique du polysaccharide intact nous avons pu re-
trouver environ 1 mol d’arabinose sur 7 sucres non
oxydé. D’autre part, la perméthylation du polysaccha-
ride permet d’obtenir a cdté des tri- et di-O-méthylara-
binoses, un dérivé monométhylé [6] donnant un test
négatif avec le chlorure de triphényl tétrazolium [11],
donc trés probablement le 2-0-méthylarabinose.

Un mycolate de diarabinose a été déja isolé par les
auteurs japonais a partir des lipides liés d’une souche
de M. tuberculosis [12], mais sans aucune précision
quant 2 la liaison entre les deux sucres. A partir de
cires D les mémes auteurs ont obtenu un mycolate
d’arabinose dans lequel I'acide mycolique estérifie
I’hydroxyle-5 de Parabinose [13].

D’apreés ces résultats, nous pouvons envisager pour
le polysaccharide des cires D la structure partielle
suivante:

S 13 14
RCO - Ara > Ara.......... Gal > Gal +3 Ara

RCOOH = acides mycoliques.

Il reste & déterminer le position des trois autres
molécules d’arabinose. Nous pensons pouvoir résoudre
ce probléme en étudiant les oligosaccharides formés
par acétolyse du polysaccharide des cires D. Les faibles
quantités de produits de dégradation obtenues rendent
cette étude trés délicate.
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