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R&mm&-Le mycoside Cb de M. butyricum contient un acide 3-m6thoxy-octacosene-4 olque lie 
sous forme d’amide a un peptide n-Phe-n-u/lo-Thr-D-Ala-; l’hydroxyle de I’aNc-Thr est glycoside 
par une molecule de di-G-ac&yl6&soxy-L-talose. La structure partielle VIII est propo& pour 
le mycoside Cb. 

Abstract-The mycoside Cb of M. butyricum contains a 3-methoxy octacos-4 enoic acid linked 
through an amide linkage with a peptide n-Phe-o-a/lo-Thr-n-Ala-; the hydroxyl of allo_Thr is 
glycosidized with one molecule of di-O-acetyl-6deoxy-L-talose. Partial structure VIII is proposed 
for mycoside Cb. 

Mycobacterium butyricum contient un peptidoglycolipide insoluble dans Tether et 
l’eau, soluble dans le chloroforme et dont l’hydrolyse donne : un melange d’acides gras, 
des acides amines et des desoxysucres. Cette substance est ainsi caract&is& comme 
un mycoside, “glycolipide caracteristique de certaines souches de Mycobacteries”.l 
Nous l’appelons mycoside Cb. 

Des substances chimiquement trb voisines, appe&s mycosides C, et Cm ont 
deja Cte d&rites. e*s La premiere contiendrait un pentapeptide: o-Phe-o-aNo-Thr-D 
Ala-w&o-Thr-D-Ala et la seconde les mCmes acides amines composant un hepta- 
peptide; ces mycosides C contiennent en outre, le 6dboxy-L-talose, le 3-O-methyl 
6dCsoxy-L-talose et le 3,44-O-mtthyl+rhamnose. 

Selon ces travaux, le 6-desoxytalose et son derive monomethyle estk-ifient le 
carboxyle de l’alanine C-terminale, tandis que le 3,4-di-0-methylrhamnose est lie a 
l’hydroxyle de l’alfo-thrkonine. 

Dans le present memoire, nous proposons la structure partielle (VIII) pour le 
mycoside Cb de M. butyricum. 

l Ve communication, voir M. Guinand, M. J. Vacheron, G. Michel, B. C. Das et E. Lederer, 
Tetrahedron. 

W communication sur les constituants des Mycobacteries; 84e comm., voir E. Vilkas, A. Rojas 
et E. Lederer, C.R. Acad. Sci., Par&s 261,42S8 (1%5). 

Ce travail a b&n&i6 dune subvention du National Institute of Allergy and Infectious Diseases 
(U.S. Public Health Service), Grant AI-02838. 

t Associated Electrical Industries, Manchester, Angleterre. 
1 D. Smith, H. M. Randall, A. P. MZICL~MZIII et E. Lederer, Nature, Lmd. 186,887 (1960). 
a M. Chaput, G. Michel et E. Ledeter, B&h&t. Biophys. Acta 63,310 (1962). 
L M. Chaput, G. Michel et E. Lederer, Biochim. Biophys. Acta 78,329 (1963). 
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Isoiement et propri&t% du Mycoside cb 

L’extraction de M. butyricum par un melange alcool&her (1: 1) permet d’obtenir 
une fraction insoluble dans Ether et l’eau, soluble a froid dans le chloroforme, a 
chaud dans l’acide adtique, l’alcool et l’adtone. Cette substance, soumise a deux 
chromatographies successives sur une colonne de trisilicate de Mgdlite (1:l) est 
Clu&z par le chloroforme pur. Le prod& ainsi obtenu, chromatographie sur couche 
mince de silicagel G Merck, n’est pas homog&ne et donne trois taches. II est alors 
rechromatographie sur colonne de silicagel G. Les premieres elutions par CHCI, 
contenant 4 % de mCthano1, four&sent le mycoside Cb sous forme d’un solide incolore, 
homogene en couche mince, assez hygroscopique, F. 200-202”, [a], = -34” (CHCLJ, 
exempt de soufre et de phosphore. 

L’analyse Clementaire correspond A une formule brute approximative C,,H,,,N,O,,. 
Le spectre IR montre des bandes a 3300 cm-l, A 1540,160O et 1660 cm-l (amide), 

1730 et 1225 cm-l (acetate). Le spectre de RMN (CDCI,) rCv&le dans la region de 
3,20-3,60 ppm des singulets attribuables aux groupements NCH, et OCH, et il 
montre a 2,12 et 2,18 ppm deux pits dQs a des groupements ac&yles. 

L’analyse fonctionnelle co&me, par ailleurs, la presence de quatre OCH,, d’un 
groupement NCH, et de deux groups adtyles. 

Zdentijication des produits d’hydroZyse du mycoside cb 

(1) Acides gras. L’hydrolyse acide (HCI 6 N h 110’ pendant 24 h) du mycoside 
permet d’obtenir une preparation d’acides gras dont la composition cent&male 
correspond a la formule brute C,H,O,. 

La presence dune double liaison est mise en evidence par la microhydrogenation 
dans l’acide a&tique en presence de PtO,. L’absence d’absorption importante a 
220 rnp indique que la double liaison n’est pas conjugu& avec le carboxyle. La 
presence d’un mtthoxyle est indiqu& par l’analyse selon Zeisel. 

Le spectre de masse de l’ester methylique montre un ion moleculaire A m/e 466 
(=&,H,O&. 0 n tr ouve aussi un pit moins intense a m/e 494 (=(&H,O& dQ a la 
presence d’environ 30% d’un homologue sup&ieur. La perte successive de deux fois 
32 unites de masse de l’ion molewlaire A m/e 466 donne des pits a m/e 434 et 402, 
respectivement. Cette fragmentation est confirm& par des pits m&stables (trouve 
et calcule a m/e 404,19 et 372,35); elle s’explique par la presence d’un methoxyle 
supplementaire dans cette molecule, en plus du groupe ester. La position de ce 
methoxyle en /? du groupe carboxyle est sug&rt!e par deux ions importants, a savoir: 
un pit trQ intense a m/e 117 et un pit beaucoup plus petit a m/e 393. La formation 
de ces deux ions peut s’expliquer par la fragmentation de la structure (I). 

b 

! I 
i OCH.’ 
: 117 

Le clivage des liasons C-C suivant les lignes pointill&s a et b (voir I) des deux 
c8te.s du carbone porteur du groupe m&hoxyle, conduit B la formation de ces deux 
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pits caracteristiques. La composition Clementaire de l’ion a m/e 393 (C&H,O) 
indique que l’insaturation dans la molecule se trouve dans le fragment C&H,,. 

La position de la double liaison ressort de l’ozonisation du melange des deux 
acides monoinsaturatb, qui fournit un melange d’acides t&a-et hexacosanojiques 
normaux. Ces acides ont td identifies par le temps de retention de leurs esters 
methyliques en phase gazeuse et par leurs spectres de masse. Ces memes acides sont 
obtenus par ozonisation du mycoside Cb intact. Ceci montre que l’acide (II) n’est 
pas un artefact forme au cows de l’hydrolyse acide energique. 

Ces resultats permettent d’attribuer la structure (II) aux acides gras obtenus par 
hydrolyse acide du mycoside Cb.* 

bCH, 

II n = 22.24 

Les acides gras methoxyles monoinsatures en G, et C, d&its ci-dessus sont ac- 
compagnes par des acides methoxyles satures poss&dant le meme nombre de carbones. 
Leur presence est indiquk par des pits a m/e 436, 404 et 395. Dans le spectre de 
masse de l’ester methylique &,H,O, obtenu par hydrogenation de l’ester &,H,Os, 
les pits a m/e 434, 402 et 393 disparaissent, tandis que ceux A m/e 436, 404 et 395 
subsistent. L’absence d’un pit mol&uIaire a m/e 468 est en accord avec les travaux 
de Ryhage et Stenhagen,’ qui montrent que dans le cas du 1 I-methoxyoctadkanoate 
de methyle le pit molkculaire est pratiquement inexistant. 

Dans le spectre de masse du mycoside intact, tous les pits comportant la partie 
lipidique sont sous forme de doublets differant de deux unites de masse. 

(2) Acid& amids. La chromatographie sur papier d’un hydrolysat du mycoside 
Cb (HCl 6 N pendant 24 h A 110”) fournit quatre taches d’acides amines: trois ont 
pu &re identiiiCs par la chromatographie sur papier dans plusieurs solvants et par le 
dosage quantitatif selon la methode de Moore et Stein, mod&k par Piez et Morris,s 
comme &ant la phbnylalanine, I’alanine et l’allo-thrk0nine.t Ces trois acides amines 
sont presents dans les proportions 1: 1: 1. L’action des L-et n-amino acide oxydases a 
permis d’etablir que la phtnylalanine et l’alanine se trouvent exclusivement sous la 
forme D, comme dans les mycosides C, et Cma*s*e; par analogie avec ces derniers, 
nous pouvons admettre que l’alfo-thrkonine est egalement de forme D. 

Le quatrieme acide amine a pu &re identifiC A la N-mPthyl-0-rnhthyZ-L-~~~~ne, 
qui ne semble pas encore avoir CtC trouvke dans la Nature. II passe inapercu au tours 
du dosage selon la methode de Moore et Stein, mais il est facilement de&able sur 

l Nous ne savons encore rlen sur la configuration (ck ou tranr) de la double liaison, le speare 
infrarouge ne permettant pas de conclurt. De m@me, la coniiguration optique de l’acide (II) n’a pas 
pu &re dCtermin6e. Selon Chaput el ul.‘, la partie lipidique du mycoside Cm serait un hydroxyacide 
ClOH~~Os f 3CHI; la pat-tie lipidique du mycoside C, n’a jamais 6th caracterisk~ 

t Nous remercions Mlle Cl. Gros (Institut de Biochimie, Orsay) d’avoir bien voulu effectuer 
ces dosages. 
’ R. Ryhage et E. Stenhagen, Arkb Kemi 15,545 (1960). 
L S. Moore et W. H. Stein, Anolyt. Chem. 30,119O (1958); K. A. Piez et L. Morris, Anal. Biochem. 

1, 187 (1960). 
l M. Ikawa. E. E. Snell et E. Lederer, Nature, Land. 188,558 (1960). 
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papier dans des conditions speckles (chauffage prolonge aprts action de la ninhydrine). 
Son identification dCtailk a fait l’objet d’une note separk7 

(3) DPsoxysucres. Le mycoside de M. butyricum contient deux desoxysucres: 
le 6-&oxyruZose (identifie prt%demment dans les mycosides C, et Cm par MacLennatP 
et Chaput et uZ.~*~) et le 2,3,4-tri-0-m&hyZrhamnose, qui ne semble pas encore avoir 
Cte trouve dans la Nature.* 

La presence du 6dCsoxytalose a CtC confirm&z par comparaison de ses R, avec 
ceux d’un echantillon authentique. 

TABLEAU I 

Solvants 

Isopropanol-ac. acktiqueeau 
(6:3:1) 

A&ate d’ethyleac. acktique-eau 
(3:1:3) 

ButanolCthanol-eau 
(5:1:4) 

2,3,4&-O- 
methyl rhamnose 

JM 

0.85 

0.84 

0.82 

ddesoxytalose 

Rrt 

0.55 

0.37 

O-36 

Nous avons identifie le 2,3,4-tri-0-methylrhamnose par la chromatographie sur 
papier dans plusieurs solvants avec un echantillon authentique (voir Tableau I). 

D’autre part, nous avons demethyle le mycoside Cb par BCl, selon Allen et ~011.9; 
la chromatographie sur papier du prod& de la reaction, hydrolyse par HClN, a 
permis de trouver principalement le rhamnose, accompagne toutefois de son derive 
monomtthyle, et le 6-dCsoxytalose.S 

Les dosages des sucres totaux d’apres Dische,lO spkcifiques des methylpentoses, 
effectues sur l’hydrolysat partiel du mycoside, indiquent la presence de 15% de 
sucres. Soulignons, cependant, que le dosage par cette m&ode du 2,3,4-t&0- 
methylrhamnose temoin donne des valeurs t&s inferieures a la theorie; la dCmCthyla- 
tion du trimethylrhamnose par BCl, n’etant pas quantitative, le rhamnose obtenu de 
cette facon ne peut non plus &r-e dose avec precision. D’autre part, la presence de 
l’alfo-threonine rend les dosages a l’anthrone inexacts.” 

La teneur en dtsoxysucres indiquee n’est, de ce fait, que trb approximative. 
La thkorie pour deux molecules de 6dCsoxysucres serait 30%. 

Enchafnement des divers constituants 

(1) ZaWiJication d’un amide de la D-phtfnylalanine. L’hydrolyse du mycoside par 
HCl 6 N A 100” pendant 24 h, l’est&itication par le diazomethane de la fraction 

l Selon une communication personnelfe du Professeur J. Asselmeau (Toulouse), ce m&ne sucre 
a Cgalement tte trouve, dans son laboratoire, dans un mycoside dune souche atypique. 

t Les R, des sucres isolC du mycoside Ca sent rigoureusement identiques a ceux des kchantillons 
temoins. 

$ Nous ne connaissons pas encore la contiguration des deux sucres. On verra par la suite que le 
ddksoxytalose porte deux. respectivement trois groupes 0-acktyles. 
’ E. Vilkas, A. Rojas et E. Lederer, C.R. Ad. Sci., Paris Ml, 4258 (1965). 
a A. P. MacLennan, B&hem. J. 82,394 (1962). 
e S. Allen, T. G. Bonner, E. J. Bourne et N. M. Saville, C/rem. & Ind. 630 (1958). 

*O 2. Dische et L. B. Shettles, J. Biol. Chem. 175,595 (1948). 
I1 G. Toennies et J. J. Kolb, Anal. Biochem. 8, 54 (1964). 
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Ctherosoluble obtenue et sa chromatographie sur trisilicate de Mg: Elite (1: 1) ont 
permis d’isoler, A c&k de l’ester mtthylique de l’acide gas mentionnC ci-dessus, une 
substance F. 53-55”, [a], = --T(CHCI& L’analyse ClCmentaire est en accord avec 
la formule brute C&,H,NO,. 

Dans le spectre de masse de cette substance, on trouve un pit mokkulaire intense 
A m/e 613 correspondant A cette formule; un pit moins intense se trouve A m/e 641, 
dti A l’homologue suptkieur du radical acyl dkjA mentionne cidessus Fig. 1. 

Connaissant la structure de la partie lipidique (II) et la prksence de phdnylalanine 
dans le mycoside, on peut dCduire du spectre de masse que la substance F. 53-55” est 
un amide de phhnylalanine (III). 

C 
--___ 

p4 
l&j+3 

CH,(CH2L-CH=CH~CH-CHS~ C,n,CH-COOCH, I I NH 
n = 22,24 ;OCH. I 

;2@_ 

III 1 m+613(n = 22) 

‘COOCH, 

OH 
/ 

m/e 162 

CX&(CH,h,XH=CHXH-CH,-C 

I \ 
OCHI NH 

m/e 451 (n = 22) 

L,e pit de base A m/e 162 correspond A l’ester mCthylique de l’acide cinnamique; 
ce demier se forme apparemment A partir de l’ester mkthylique de la phCnylalanine 
par le mkanisme indiqub cidessus. 

On trouve tgalement un pit A m/e 451 (M-162) correspondant A la perte de 
cinnamate de mCthyle A partir de l’ion molkulaire A m/e 613. 

Un ion important A m/e 264 peut dtre expliquC par un clivage suivant la ligne c 
(voir III) avec rdtention de la charge positive sur le carbone substituk par le mkthoxyle. 

B 
CH5(CH2),-CH-MI-FH-~2-C-NH CHCOOCt$ 

n.22.24 
oct$ 

613 

FIO. 1. Spectre de masse de Pester mkthylique de l’amide de phknylalanine (III). 
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La composition Bementaire de tous les ions mentionnes cidessus a Cd confirm& 
par haute resolution. 

Deux pits intenses a m/e 180 et 120 sont dQs, selon des mesures de masse, aux 
ions A et B respectivement. La formation de l’ion A implique un transfert de deux 
hydrogenes sur l’azote; le mkanisme de ce transfert n’est cependant pas clair. 

C&W% ‘=,GH, 

H,kCH-COOCH, HJLCH 
A mfe 180 B m/e 120 

La presence d’autres pits, moins intenses, a m/e 582 (M-31), 581 (M-32), 554 
(M-59) et 522 (M-91) peut facilement Ctre expliquk par la perte a partir de l’ion 
mokulaire a m/e 613 de -OCH,, CH,OH, -COOCH, et benzyle, respectivement. 
Un pit a m/e 403 represente probablement l’ion acyle aprts perte de methanol. Le 
clivage suivant la ligne d (voir III) et la localisation de la charge sur le carbonyle 
expliquent l’ion a m/e 206. 

L’Ctude du spectre de masse de cette substance Ctablit done clairement la structure 

(III). 
II en resulte que la ~ph&rylalanine constitue l’acide amine N-terminal du 

titrapeptide du mycoside Cb. La liaison acide gras-phenylalanine a deja CtC Ctablie 
par Chaput et toll. pour les mycosides C, et C,.2ss 

(2) D&termination de la skquence peptidique. L’hydrolyse partielle du mycoside 
Cb (HCl 12 N a 37” pendant 72 h) permet d’obtenir un dipeptide contenant unique- 
ment de l’allo-thrkonine et de l’alanine, comme dans les travaux precedents sur les 
mycosides C, et Cm.2ss 

AprCs reaction du dipeptide avec le 2,4-dinitrofluorobenz&e12 et hydrolyse, on 
obtient le derive DNP-allo-&&nine identifie par la comparaison de son R,par chrom- 
atographie sur papier et couche mince avec celui de DNP-ullo-threonine authentique. 

Le dipeptide a done la structure D-allo-Dir-D-Ala. 
On peut ainsi envisager la sequence (IV), deja mise en evidence dans les mycosides 

C, et Cm?*s 
R-CO-u-Phe-D-allo-Thr-DAla (lv) 

N’ayant pu obtenir, parmi les produits d’hydrolyse partielle un peptide contenant 
la N-methyl-O-methyl serine, nous avons soumis le mycoside intact a la reduction 
par LiBH, selon Bailey. ra Parallblement, nous avons rkluit pester Cthylique de la 
N-methyl-O-methyl-kine synthetique. Dans les deux cas, nous obtenons, apres 
hydrolyse acide, une nouvelle tache de R, 0,56 (solvant n-butanol sature d’eau 
contenant O,l% de NH& qui semble correspondre au N-methyl O-methyl stkinol; 
l’allo-thrtknine et l’alanine n’ont pas Cte touch&s par la reduction, tandis que la 
tache correspondant au quatritme acide amine a disparu. Ce r&hat semble indiquer 
que la N-methyl-O-methyl serine occupe une position C-terminale, ce qui conduirait 
il la sequence (V); la spectrometrie de masse ayant foumi peu d’arguments en 
faveur de cette structure, nous preferons laisser cette question en suspens. 

R-CO-D-Phe-D-allo-Thr-u-Ala-NMe-OMe-G&r- 01 
(3) Position du 6-dhoxytalose, Une saponification deuce (NaOH 0.5 N en 

solution hydroalcoolique il la temperature ambiante pendant 48 h) lib&e 30% de 
1a F. Sanger et E. 0. P. Thompson, Blochem. J. 53, 353 (1953). 
IS L. Bailey, BZochem. J. 60,170 (1955). 
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6-desoxytalose en dkuisant une quantite kpiivalente d’allo-threonine. Un traitement 
par NaOH 0.1 N A 37” pendant 24 heures enleve la quasi totalite du 6dtsoxytalose 
et detruit 80 % de l’allo-threonine. Ceci semble indiquer que le 6dCsoxytalose est lie, 
sous forme glycosidique, a l’hydroxyle de l’allo-threonine. II est connu, en effet, que 
sous l’action d’alcalis la threonine O-glycosidee subit une /3-&mination avec liberation 
du sucre (voir le cas des glycoproteines des glandes sous-maxillaires de Brebis, 
signale rkemment par plusieurs auteurs.14 

L’oxydation chromique du mycoside Ct, intact, selon Sheehan et ~1.‘~ suivie, 
d’hydrolyse acide totale, permet de rkcupkrer l’ulfo-threonine quantitativement, ce 
qui indique que l’hydroxyle de cet acide amine est bloqd. Comme les deux groupe- 
ments acetyles du mycoside Cb sont lixis sur le 6dboxytalose (voir ci-dessous) 
cette experience suggtre Cgalement que l’hydroxyle de l’allo-threonine est engage 
dans la liaison glycosidique. 

La reduction du mycoside intact par NaBH, permet d’obtenir le 6desoxy-talitol 
et un produit de degradation de l’ullo-threonine, dont le R, sur papier et sur colonne 
d’echangeurs d’ions (Dowex-50 selon Piez et Morrid) correspond a celui de l’acide 
a-aminobutyrique. 

L’ensemble de ces resultats conduit a la structure partielle (VIII) confirmed par la 
spectrometrie de masse, comme nous allons le voir ci-apr&s. 

Spectromktrie de Masse du mycoside cb. Le spectre mesure A faible resolution 
montre, dans la region de l’ion mohkulaire, deux pits dQs A des homologues, A 
m/e 1246 et 1274; il y a aussi des pits beaucoup plus faibles A m/e 1288 et 1316. 
D’autres pits importants, avec un pit homologue correspondant A 28 unites plus haut, 
existent A m/e 1083, 1041, 984, 793, 736, 665 et 582. Tous ces pits contiennent done 
la partie lipidique de la molecule. Des pits intenses, sans pits homologues associes, 
existent a m/e 273, 231, 203 et 189, ce demier est le plus intense de ce groupe (Fig. 2). 

Le pit a 1041 correspond, selon la mesure de masse a C,H,,N,O,, Un grand pit 
A m/e 793 correspond A C,,H,H,O,, ce qui fait une difference de Ci,,HiBO,. Cette 
unite doit correspondre a une molecule de 6-dboxy-hexose di-0-ac&ylke, c’est-A-dire 
au di-0-adtyl-6-dtsoxytalose (VI). Le pit a m/e 231 peut correspondre A l’ion (VI a). 

La presence d’un pit a m/e 1083, c’est-A-dire de 42 unites de masse audessus de 
m/e 1041, suggere qui’ly a aussi un composant contenant un sucre tti-0-ac&ylC A la 
place du sucre di-0-acCtylC. L’existence des pits A m/e 231 et 273, qui peuvent perdre 
60 unites de masse pour donner des pits a m/e 171 (pit m&stable A m/e 126,6) et 213 
est en accord avec cette interpretation. 

La sPquence peptidique peut Qtre deduite des pits suivants: un pit intense A m/e 
736 correspond, selon la mesure de masse A C,H,,N,O,. 

Le pit suivant est a m/e 665; la mesure de masse conkme que cette difference de 
71 unites de masse correspond A l’unite d’ulunine. Le pit A m/e 582 est un doublet 
dont la composante principale correspond a GH,NO,. La difference entre cette 
formule et celle du pit a m/e 665 correspond A une unite d’unhydrothrbonine. La 
composition elementaire &,H,NO, de cet ion a m/e 582 montre qu’il contient une 

1’ o S. Harbon, G. Herman, B. Rossignol, P. Jollka et H. Clauser. Bbchem. Biophys. Res. Corn. 
17,57 (1964); * B. Anderson, N. Seno, P. Sampson, J. 0. Riley, P. Hoffman et K. Meyer, J. Biof. 
Chem. 239, PC2716 (1964); o R. Carubelli, V. P. Bhavanandan et A. Gottschalk, Blochim. Blophys. 
Acru 101,67 (1965). 

I6 J. C. Sheehan, H. G. Zachau et W. B. Lawson, J. Amer. Chem. Sot. SO,3351 (1958). 
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MYCOSIDE Cb 

665 

I 
562 

FIG. 2. Spectre de masse partiel du mycoside Cb. 

OgJ-O”+~&T& 0 0 
\ , . I 

H, 2Ac H, 2Ac 

VI C1oHIsO,; p.m. 248 Via &I&O,; m/e 231 
----_-_ ____--_ ______- 

582 GH, ; 665: 736; 
; 

0 
H, 

0 

0 0 

GHI *j; 0 

H, 2Ac 

n = 22,24 DPhe 

VIII 

D-aliO--II-U- D-Ala- 

unit6 d’acide amin et correspond A la partie lipidique (II) du mycoside Cb acylant 
une unit6 de phPnylalanfne (voir III). 

Ainsi, la spectrombie de masse confirme clairement la structure partielle RCO- 
Phe-ulbThr-Ala (voir VII). 

Le pit A m/e 984 est apparemment dii A un ion correspondant a C,H,N,O, et 
contenant encore le di-0-acCtyl&dCsoxytalose (voir VIII). Un pit A 42 unitks de 
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masse de plus existe tgalement (a m/e 1026), ce qui est en accord avec ce qui a t5ttC dit 
plus haut sur la presence d’un 6-desoxy-hexose rri-O-adtyle. 

II ressort de l’interpretation donke ci-dessus de certains pits significatifs au-dessous 
de m/e 984, que la seule position a considerer pour la liaison avec le 6dCsoxytalose 
acktyle est l’hydroxyle de l’allo-threonine. L’elimination de cette unite de sucre 
intacte (VI) a partir de l’ion a m/e 984 conduit a l’ion a m/e 736, qui contient une 
unite d’anhydrothreonine (voir VII); la presence de celle-ci ressort de la difference 
de 83 unites de masse entre les pits a m/e 665 et m/e 582. 

Ainsi, la spectrometrie de masse a tgalement confirmC la localisation du 
6dCsoxytalose determike par voie chimique. 

Cesresultats Ctablissent la structure partielle (VIII) du mycoside cb de M. butyricum. 
D’aprts des mesures de masse des pits a 793 et 1041, un quatritme atome d’azote 

est present, done un quatritme acide amine; nous avons evidemment envisage un 
tetrapeptide (V), dont le carboxyle C-terminal pourrait Qtre lit avec l’hydroxyle 
rtklucteur du 2,3,4-tri-O-methyl rhamnose; une telle substance correspondrait a 
une formule brute CbBHllBN40n, (p.m. 1304), en accord avec les analyses Cltmentaires 
et les analyses fonctionnelles. Nous espkrons pouvoir apporter prochainement des 
p&isions a ce sujet. 

Notons que la spectrometrie de masse a servi ici, pour la premiere fois, semble-t-il, 
a preciser la structure d’une substance contenant a la fois une partie lipidique, une 
partie peptidique et des molecules de sucre. 

PARTIE EXPERIMENTALE+ 

Isolement et purification ah mycoside de M. butyricum 

h4. butyricum a 6tC cultive pendant 3 semaines SW milieu de Sauton. Les bacillus sont ensuite 
filtr6s et laves a l’cau distill&. L’extraction &p&Q de-s bacilles par le melange alcool-&her (1: 1) a 
la tem@ature ordinaire foumit une fraction insoluble darts l’eau et dans l’ether contenant environ 
60% de peptidoglycolipides. Ce m&ange brut est purifie par trois chromatographies successives. 

Chromatographie 1.. 3.5 g de mycoside brut son-t chromatographids sur 150 g de 
Mg (Mallinckrodt): CClite no 545 (2: 1) active a 120” pendant 18 h. Elutions: 150 ml. 

Fractions Solvant 

1. Chloroforme 
2. Chloroforme 
3. Chloroforme 
4. Chloroforme 
5. Chloroforme 
6. Chloroform~mCthanol(95: 5) 
7. Chloroform~mCthanol(95 : 5) 
8. Cbloroforme-methanol (95 : 5) 
9. Chlorofo~mtthanol(95 : 5) 

10. Chloroform~thanol(90-10) 
11. Chloroformewn&hanol(9O-10) 
12. Chloroform~mtthanol(9O-10) 
13. Chloroforme+m&hanol(9O-10) 
14. Chloroformwn&hanol(80:2O) 
15. Chloroforme-m&hanol(80:20) 
16. Chloroforme+n&hano1(80: 20) 
17. Chloroforme-m&hanol-ac. adtique 

(80: 19.5:0.5) 
18. 

* Avec la collaboration technique de Mme M. Guespin. 

2i 

Poids en mg 

I2 
1106 
266 
142 
74 
77 

795 
331 
40 
33 
63 
82 
41 
39 
45 
28 
45 

traces 

3219 mg 

trisilicate de 
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Lea fraction 2 a 5 sortant avec Ie CHCI. pur sent Cpui.&es plusieurs fois par P&her chaud; on 
obtient tinalement 830 mg de produit insoluble dans P&her qui cst ensuite. rechromatographit dans 
les m@mes conditions. 

C/tromarographfe II. 800 mg sont chromatographib sur 50 g de trisilicate de MgcClite (2: 1); 
Clutions de 75 ml. 

Fractions Solvant 

1. Chloroforme 

2. Chloroforme 

3. Chloroforme 

4. Chloroforme 

5. Chloroforme 

6. Chloroforme 

7. Chloroform*m&hanol (95 : 5) 
8. Chlorofotme-m&hanol(95 : 5) 

9. Chloroforme-mCthanol(95 : 5) 
10. Chlorofo rme-mcthanol(95 : 5) 

11. Chloroforme-methanol(95 : 5) 

12. ChloroformwnUanol(95: 5) 

13. Chlorofo m?e-m&hanol(95 : 10) 

Poids en mg 

0 

0 

235 

126 

53 

24 

16 

112 

118 

76 

27 

traces 
787 mg 

La fraction 3 est chromatographib en couche mince sur silicagel G Merck active 20 min. a 110’ 
dans le chloroforme contenant 8% de m&hanol; elle donne trois taches, sur couche mince. Elle 
est soumise a une chromatographie sur colonne de Silicagel G. 

Chrortwtogrophie III. 200 mg de produit sur une colonne de Silicagel G Merck de 23 cm do 
hauteur et 2.5 cm de diametre; Clutions de 1 ml; &ant: CHCl, contenant 4% de methanol. 

Fractions Produit Poids en mg 

1-24 traces 
25-31 tache 1 35 
32-52 tache 1 + 2 68 
53-70 tache 2 32 
71-81 tache 2 + 3 18 
82-106 tache 3 27 

180 mg 

f_e mycoside Cb, d&rit dans le present memoire eat constitud par les fractions U-31 de I’essai 
cidessus et d’autms chromatographies analogues. (Analyse: calcule pour r&H,,,N,OIO: C, 627; 
H, 8.5; N, 4.2 (O)CH,, (CO)CH,, (N)CH, = 1.14. Trouvt: C, 6299; H, 8.87; N, 4.13; (O)CH,, 
4.87; (CO)CH,, 2.76; (N)CH,. 123; C, 62.59; H, 8.58; N, 425; (O)CH, 457; (CO)CH,, 2.54; 
(N)CH,, 1.05.) 

IdentlJFcation des produits d’hydrolyse du mycoside 

Aciaksgras. 50 mg de mycosido puri6t sont chauffts avec 3 ml d’HCl6N B 110” pendant 24 h. 
La fraction lipidique, t&s color&, est onsuite extraite par l’ethor et la solution ether&e concentree sous 
vide. L.e produit de plusiours hydrolyses analogues (150 mg) est methyl& par lo diaxomdthano et 
chromatographie sur 6 g do trisilicate de Mg-&lite (2: 1); Clutions de 20 ml. 



Fractions Eluant Poids en mg 

1. Benz&e 20 

2. Benzhe 17 

3. Benz&e 16 

4. Benzkne 9 

5. Benzene 4 

6. Benzene 3 

7. Benxkne-&her 1:l 26 

8. Benr.kne-&her 1:l 12 

9. Ben&ne-&her 1:l 4 

10. Benzene&her 1:l 4 

11. Ether traces 

12. Ether 3 

13. CHC& + 5 % de methanol 10 

128 mg 
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Chromatogrophie IV. 

Les fractions 1 et 2 sent constitukes par les esters mtthyliques de deux acides gras homologues 
&I&O, et CS1&O1. (Analyse: calculC pour CloHuOI: C, 77.2; H, 12.4; OCH,, 6.4. Trouvt: 
C, 77.02; H, 121; OCHI, 6*1x.) 

Les fractions 3,4, 5 et 6 contiennent le phenylahminate de mtthyle amidi par l’acide gras en 
C,, et son homoloque en CS1. (Analyse calcul6 pour C,,I-I,,NO,; C, 76.34; H, 10.92; N, 2.28; 
QCH,, 4.89. Trouve: C, 76.05; H, ll*oO; N, 244; QCH,, 4.79.) 

Ozotiation ties esters obtenas par hydrolyse a% myws&ak 

17 mg de la fraction 2 (chromatographie IV) sont dissous dans 5 ml de Ccl, refroidis a 0” et 
soumis a un courant d’oxygtne ownist (6% d’O*) pendant 40 min. Le solvant est ensuite chassk sous 
vide a la tempkature ambiante et l’ownide decompose par &au&age a reflux pendant 3 h avec I’eau 
oxygtWe B 35 vol. sous agitation. Apt&s acidification, les monoacides form& sent extraits a P&her 
et estkri@s par le diawmkthane. Leur chromatographie en phase gaxeuse est effect& sur un appareil 
“Chromagaz CC-1 Profit” muni d’un dCtecteur B ionisation de fhunme; gax vecteur: awte; d6bit 
100 ml/min. Colonne QFl 10% de Ctlite silaniske, tamis 25; temperature 200”. Les principaux pits 
correspondent a ceux de t&a- et hexacosanoate de mtthyle. 

Ozonisation du mywskie intact 

25 mg de mycoside sont dissous dans 5 ml de CH&l, refroidis a 0” et soumis a un courant 
d’oxygene owni& (6% d’Os) pendant 45 min. Apt&s dkomposition d’ownide conune ci-dessus, 
les acides gras obtenus, 3 mg, sent estkrifiks par le diawmkthane et soumis a la spectromktrie de masse. 

Ackies am~Ms 

L.CS hydrolyses totales du mycoside sent effectuks en tube scellC a 110” dans HCI 6N, (0.1 ml 
de HCl/l mg) pendant 24 heures. Pour les dosages quantitatifs, un chauffage de 48 h est nkessaire, 
l’amide de phenylalanine &ant trks r&&ante a l’hydrolyse. D’autre part, la N-methyl Q-m&hyl-L- 
skine est partiellement demethylke dans ces conditions. 

Les acides ami& libres sent chromatographi6s sur papier Whatman no 1 (chromatographie 
analytique) ou Whatman no 3 (chromatographie preparative) dans les solvants suivants : 

(A) Isopropanol-acide acktique-eau (6: 3 : l)-18 heures. 
(B) A&ate d’tthyleacide ac&ique+au (3 : 1: 3)-6 heures. 
(C) Butanol-acide acktique-eau (65: 10:25)--20 heures. 
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Toutes ccs chromatographies sont descendantes. la revelation se fait a la ninhydrine. 
Pour differencier allo-th&nine et threonine, now utilisons le solvant: butanol-eau-a&one 

ammoniaque (200:150:25:25). &respectifs: 0.12 et 0.16. 

Oxydation par les L- et D-amhw a&ie-o$ases 
La baminoacide-oxydase (venin de Crotulus odamonteus) et la o-aminoacide-oxydase (rein de 

pot-c) proviennent de Nutrit. B&hem. Company. 
4 ,umol du mycoside sont hydrolyses 24 h dans 05 ml de HCI 6N. Ensuite I’hydrolysat est extrait 

par p&her et d&arms& de HCI. La partie hydrosoluble est divisee en deux portions. Env. 2 pmol 
sent dissous dans 0.4 ml de tampon Tris a pH = 7.5; 0.2 ml de cctte solution sont addition& 
de 100 rg de L-amino-acidesxydase et incubes 24 h a 37”; 0.2 ml de solution sans enzyme servent 
comme temoin (voir 16). 

La deuxieme portion de l’hydrolysat est dissoute dam 0.4 ml de tampon de pyrophosphate B 
pH 8.4 &par&? Qalement en deux parties dont une est addition& de 500 pg de n-amino-acids 
oxydase et incub& egalement 24 heures a 37”. 

L.es produits d’incubation sont chromatographib ensuite dans le solvant A. La phenylalaniie 
et l’alanine sont totalement oxyd&es par la n-aminoacideoxydase. La N-methyl G-methyl s&me 
semble &re partiellement oxydQ par la L-aminoacide-oxydase., mais le resultat n’est pas concluant. 

asoxysucres 

Identification du tri-O-m&hylrhamnose. 15 mg du mycoside intact sont dissous dam 3 ml de 
CH,CI, anhydre. et addition& de 1.5 ml de BCI,. On laisse en contact a -70” pendant 2 heures. 
Bnsuite la solution est &vapor&e a la temp6rature ambiante, pendant 20 heures; on termine sa con- 
centration sous vide. 3 ml de methanol aqueux sont ajoutcS pour d&omposer le r6sidu et le methanol 
chasd sous vide. Le. produit de reaction est ensuite hydrolyst par tbullition a reflux dans HCl 
pendant 6 h et I’hydrolysat chromatographie dans les solvants A et B (voir cidessus) et darts le 
butanol&hanol-eau (5 : 1:4). Les deux taches obtenues ont, dans le solvant A, les R,: 046 (rham- 
nose) et 0.55 (6d&soxytalose); dans le solvant B: 0.25 (rhamnose.) et 0.37 (6d&oxytalose); dans le 
butanol&thanol-eau: 0.27 (rhamnose) et O-36 (6d6soxytalose). 

Enchabremenl des divers constituMts 

Hydrolysepartielle. 20 mg de mycoside Cb sont hydrolyses par 1 ml de HCI 12N a 37” pendant 
72 heures. 

Apt&s extraction par CHC& de la partie lipidique, la phase hydrosoluble est amen& a sec. reprise 
par 0.1 ml d’eau et chromatographiee sur papier dans les solvants A et B. Apt&s la revelation, la 
tache a R, 0.63 (solvant A) et O-29 (solvant B) devient jaune et vire ensuite au pourpre. 

Par chromatographie pmparative dans le solvant A nous isolons 2 mg du produit correspondant. 
1 mg est hydrolyd; l’hydrolysat est chromatographib sur papier dans le solvant A et soumis au 

dosage quantitatif par la methode de Moore et Stein, modifiQ par Pia et Morris.’ I1 contient 
uniquement allo-thr (R, = @35) et ala (R, = O-45) en proportion 1: 1. 

Dinitrophenylation du pepride 

1 mg de peptide eat dissous darts 0.1 ml de solution de trimethylamine a 1% (pH 9 ajuste par 
addition a la solution de trimethylamine de quelques gouttes de NaOH). On ajoute ensuite @2 ml de 
solution tthanolique de dinitrofluorobenxene a 5 %. On laissc en contact a la temperature ambiante 
pendant 2 hew-es. Ensuite on chasse I’alcool sous vide, on ajoute quelques gouttes d’eau et extrait 
la solution 3 fois avec de p&her pour Climiner l’exc& de DNFB. La phase aqueuse est ensuite s&h& 
reprise par 0.2 ml de HCI 6N et hydrolysee pendant 8 heums dans un tube scelle a 105”. L’hydrolysat 
est concent& repris par l’bher et le-s DNP-aminoacides sont extraits par p&her. La phase aqueuse 
est chromatographiQ sur papier (solvants A et B); ehe donne une seule tache a R, cotrespondant a 
celui d’alanine: 0.45 et 0.19. La phase ether& est chromatographiee en couche mince sur Silicagel G 
Merck active a 120” pendant 20 min dans: chloroforme-alcool benxylique-ac. ac&ique (70: 30: 3).” 
On obtient une seule tache au niveau de DNP-allothr a R, = 0.25. 

t‘ R. 0. Studer et W. Lergier, Helv. Chim. Actu 48,460 (1965). 
l’ M. Brenner, H. Niedetwieser et G. Patalir, Experientia 17, 145 (1961). 
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Reduction du mycosiak Cb par LiBH, 

8 mg de mycoside s&he prkalablement sous vide a 80” sont dissous dam 1 ml de tetrahydro- 
furane anhydre et addition&s de 2 ml de la solution de LiBH, O*lM dans le tetrahydrofurane. 
On lake 15 heures a la temperature ambiante. Ensuite on extrait la solution par le chloroforme, 
on evapore a set et on hydrolyse le rtsidu par HCI 6N a 105” pendant 24 h. 

La chromatographie sur papier dam le solvant B et dans n-butanol sature d’eau contenant 0.1% 
de NH1 montre l’apparition d’une nouvelle tache a R, 0.53 (solvant B) et 0.56 dans le butanol. La 
tache correspondant a la N-methyl Q-methyl drine (R, = 0.28) n’apparalt plus. 

Position du 6-aYsoxytalose 

(1) 5 mg de mycoside sont dissous dans 0.5 ml de methanol * 0.1 ml de CHC& et addition& 
de 0.6 ml dune solution methanolique de NaOH 0.5N. On 1ais.w en contact pendant 20 hem-es 
a la temperature ambiante. Apres extraction par CHCI, on dose les sucres lib&s dans la phase 
aqueuse; la chromatographie sur papier (solvant A et B) donne une settle tache a R, = correspondant 
au 6dboxytalose. 

(2) 10 mg de mycoside sont dissous darts 1 ml d%thanol et addition&s de 2 ml de NaOH en 
solution hydroalcoolique O*lN. On abandonne pendant 24 heures a 37”. Apr&s extraction du produit 
de reaction par le chloroforme. on chromatographie la phase aqueuse sur papier. La phase chloro- 
formique est soumise a une hydrolyse totale et l’hydrolysat chromatographie tgalement. La totalite 
de 6dksoxytalose a et6 lib&& et l’affo-thrkonine dttruite. 

RPakction du mycoside Cb par NaBH, 

35 mg de mycoside purifit sont dissous dans 6 ml d’ethanol chaud et addition& de 4 ml de 
solution hydroalcoolique a 80% contenant 30 mg de NaBH,. Quand le degagement d’hydrogene a 
cessk on chauffe la solution a reflux pendant 30 minutes et on ajoute ensuite encore 20 mg de NaBH,. 
On chauffe de nouveau la solution a 60” env. pendant 30 min. Apt& refroidissement, le melange 
rkactionnel est acidifit par SO,H, et concentr& sous vide. Le. rkidu est ensuite extrait par lkau et le 
chloroforme. La fraction hydrosoluble est dksalifike par Amberlite MB, et chromatographike sur 
papier dans isopropanol-acide ac&ique+au; elle donne une seule tache rkvtlable par le nitrate 
d’argent et par le systeme periodate-benxidine, non d&elQ apr&s la revelation par le phthalate 
d’aniline a R, O-53 comparable avec celui du Gdisoxytalitol ttmoin. La partie liposoluble est hyd- 
rolysk. par HCl 6N et les acides aminb obtenus sont chromatographies sur papier. Seule l’allo- 
thnkmine a disparue et nous observons I’apparition dune nouvelle tache a R, 0.57 (R, d’acide 
a-amino-n-butyrique = 0.58). 

OxyaWon chromique du mycosiak Cb 

8 mg de mycoside sont dissous dans 0.3 ml de la solution oxydante (sol. oxydante: 10 mg d’acide 
chromique darts O-1 ml de pyridine +3 ml d’acide acktique) et lais& en contact pendant 20 heures 
a la temperature ambiante. On dilue ensuite cette solution avec de l’eau et on I’extrait par le chloro- 
forme. La phase chloroformique est concentrke a set et le rkidu hydrolys6 par HCl 6N a 110” 
pendant 16 h. L’hydrolysat est chromatographie sur papier dans les solvants B et C. On retrouve 
les 4 acide-s aminb du mycoside. Le dosage par la mkthode de Moore. et Stein confirme que l’allo- 
threonine n’a pas Cte oxydke. 

Spectrom&rie de masse. Tous les spectres de masse ont ete d&erminks dans un spectrombtre. 
de masse MS 9 (A.E.I.) a 70 ev. La substance (environ 0.1 mg) eat placke a l’extr6mite en c&unique 
du systtme d’introduction directe, lequel est alon introduit par l’intermkdiaire d’un sas darts la 
source d’ions, puis chauffee a des tem@atures de 150 a 300”. 

Le spectre a basse resolution est obtenu a une r&solution d’environ 1500; la mesure de masse de 
certains pits a 616 effectu& a une resolution d’environ 15,000. 


