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Note 

SW la synthbe du cord-factor et de ses analogues 

JIJDITHPOLONSKY,EDUARDOSOLERETJEANNFXTEVARENNE 

Institut de Chimie des Substaxes NaturelIes, C.N.R.S., 9II90 Gif-sur-Yvette (France) 

(R-u le 20 juin 1977; accept& sow forme modifike le 11 septembre 1977) 

Le cord-factor du Mycobacteriurn tubsrcrdosis est le 6,6’-di-O-mycolyl-a,a- 
trkhalose [(6-O-mycolyl-oc-D-glucopyranosyl)-6-O-mycoIyl-a-D-glucopyranoside]’ (I), 
l’acide mycolique (15) Ctant’ un acide gras c+ramifiC, /I-hydroxylk en C80_po. Au 
cows des demikes annees il s’est av& que ce glycolipide ainsi que plusieurs autres 
6,6’-diesters du or,a-trkhalose posskiaient d’importantes propriCtCs biochimiques et 
immunologiques 3-6. 

Diverses mCthodes de synthese, plus ou moins laborieuses, du cord-factor et 
de ses analogues ont Cte publiCes’-l’. Le nouvel in&St que p&e&e le cord-factor 
nous a conduits B reprendre 1’Ctude de l’une des premibres voies de synthtse que nous 
avions proposEe’ en 1958. Celle-ci qui s’effectue en deux &tapes, consiste & condenser 

le 6,6’-di-0-p-tolylsulfonyl-a,cc-trehalose (2) avec le se1 de potassium d’un acide 

mycolique dans le NJV-dirrkthylformanu ‘de (chauffage & 125” pendant 80 h)_ Alors 
que cette mCthode avait CtC appliqke d’une faGon satisfaisante pour la preparation de 
divers esters d ‘acide mycolique’ *-’ ‘, elle avait aussi CtC d&rite comme donnant des 

rendements mkdiocres en cord-factorg, Iequel serait accompagnk des d&iv& de 

3,6-anhydrotrkhalose. 
Nous dkivons ici quelques ameliorations que nous avons pu apporter k la 

mCthode de synthke du cord-factor et de ses analogues tout en maintenant le miSme 
principe d’estkification du trehalose. Le compos6 2 a bti ainsi condense avec I’acide 

mycolique nature1 en C80_go (A) et avec chacun des deux diastCrkoisom&es racknique 
des acides mycolique synthetiques 16*” en C, et C32 16, 17, 18 et 19; 19 est l’acide 
coryno-mycolique radmique. 

Nous avons d’abord cons&& que la duke de la rkaction pouvait i?tre con- 
sidkablement diminu~e. En effet, en suivant le cows de la condensation”’ 8 de 2 
avec le se1 de I’acide mycolique 15 par chromatographie sur couche mince, on observe 
que la teneur en cord-factor 1 n’augmente g&re aprk 5-6 h de chauffage; celui-ci est 
alors isolk avec un rendement de 47 % (62 % en tenant compte de l’acide mycolique 
r&up&@. 

Par ailleurs, nous avons trouvC que la temperature de la r&ction pouvait &re 
abaisske B 90” en employant le toluke anhydre comme solvant, dans lequel les sels de 
potassium d’acides mycoliques naturels sont solubles. L’emploi de ce solvant prkente 
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un avantage certain quant B l’isolement du cord-factor. En effet, apr& essorage du 
p-tolukesulfonate de potassium cristallin form& il suffit d’Cvaporer le toluene sous 
vide, de reprendre le rCsidu par un melage de chloroforme-acide acktique (9:1) et de 
separer, aprk elimination du solvant, le cord-factor et I’acide mycolique qui n’a pas 
rCa.gi par chromatographie sur colonne ou sur plaque. De plus, dans ces conditions 
expkimentales l’acide mycolique r&up&G n’est pas accompagnb d’un produit 
secondaire, moins polaire, comme c’est le cas lorsque la rCaction est effect&e B 125’ ; 

aussi n’observe-t-on, en chromatographie sur couche mince, qu’une faible quantitk de 
produit plus poke que le cord-factor (-8-10 %). Les cord-factors 1, 3, 4 et 5 ont 
Cte ainsi synth&isds. 

On peut augmenter le rendement en cord-factor lorsqu’on emploie les Cthers- 
COUfOMe~ g’20 et notamment le cycle-1,4,7,10,13,16-hexaoxaoctadkane (18-crown-6). 
Celui-ci et le toluke comme solvant ont Cd empolyks pour la preparation des cord- 
factors 1 et 6. 
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La synth&se des cord-factors 3-6 prCsente un certain intCrCt du fait que chacun 
des diastCr&oisomeres (rac&niques) des acides mycoliques synthetiques en C& et Ch4 
y est implique. En effet, le probleme important de la relation entre la st&Cochimie des 
acides mycoliques et I’activitC biologique du cord-factor pourra ainsi Etre aborde. 

Les cord-factors dissymetriques naturels sont tr&s rares. Les seuls cord-factors 
mixtes is016 des mycobacteries sent, a notre connaissance, Ie 6-O-z-mycolyl-6’-0- 
y-mycolyltrehalose a partir de M. phlei” et le 6’-0-a&tyld-0-mycolyltr&halose a 
partir de M. tuberculosis (souche H37Ra)22. Ce demier jouerait un rale important 
dans le transfert d’acides mycoliques nouvellement synthetisb vers la paroi cellu- 
laire22. 

Afin de synthetiser des cord-factors comportant dans leur molecule des acides 
differents, nous avons &udiC les conditions de formation de 6. U-acyl-6’-O-p-tolyl- 
sulfonyltrehalose et avons prepare les composes 7, 8 et 9 avec un rendement de 30 a 
35% (on isole aussi, en plus de l’acide n’ayant pas reagi, les cord-factors corres- 
pondants, 8 et 10%). Les 6-0-acyI-6’-0-tosyl esters de trehalose ont CtC caractCrisCs 
par Ieur comportement chromatographique, leurs spectres ‘H-r-m-n. qui montrent 
les pits de Gsonance dhs aux protons du groupement tosyle et par I’analyse C, H et S 
pour le compose 7. 

L’action des composes monotosyles 8 et 9 sur le se1 de potassium de I’acide 
mycolique nature1 (15) foumit les cord-factors dissymetriques 10 et 11, respective- 
ment. Nous avons aussi synthetise le 6’-0-a&l-6-O-mycolyltrChalose (12), en 
condensant l’acetate de potassium en presence d’ether-couronne-<< naked B acetate’ 3 
avec le 6-0-mycolyl-6’-0-p-tolylsulfonyltrehalose (7) dans le tolutne a 100”. 

A la spectromChie de masse par ionisation chimique, on observe pour le 
6’-0-mycolyl-6-0-palmityltrehalose (11) un pit intense a m/e 401 que l’on peut 
attribuer a l’ion oxonium 13 (forme par la fragmentation classique des glycosides) et 
des pits a I&? 383 et 365 provenant de la perte successive de deux molecules d’eau a 
partir de l’ion 13. La protonation de la fonction ester palmitique conduit a l’elimina- 
tion de l’acide palmitique sous la forme de l’ion MH+ a m/e 257. On observe aussi 
des pits a m/e 145, 127 et 109 correspondant B 1’Climination de l’acide palmitique et 
de deux molecules d’eau a partir de l’ion oxonium 13. De mEme, le spectre de masse 
en ionisation chimique de 12 montre un pit intense B m/e 205 correspondant a l’ion 
oxonium 14 et des pits a m/e 187 et 169 dQs B la perte successive de deux molCcules 
d’eau. On observe egalement des pits B m/e 145 et I27 provenant de la perte suc- 
cessive d’une molCcule d’acide a&ique (pit metastable a nz/e iO2,56) et d’une 
molecule d’eau a partir de l’ion oxonium 14. 

Lors de la condensation de I’acetate de potassium avec 7 on observe en chro- 
matographie sur couche mince, la formation, en faible quantid, de deux produits 
secondaires depourvus du groupement tosyle: l’un plus polaire que 12 et qui pourrait 
ttre le monomycolyltrehalose et l’autre moins polaire qui est trbs probablement le 
3’,6’-anhydro-6-O-mycolyhr&alose. En spectrometrie de masse par ionisation 
chimique, on observe pour ce demier un pit Q m/e 145 attribuable B I’ion oxonium 
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d’un anhydrohexose et un pit trb intense 5 m/e 127 dO B la perte d’une mokule 
d’eau & partir de cet ion. 

L’etude de I’activite biologique des cord-factors mixtes 10,ll et 12 est en tours. 

PAFU-IE EXP-ALE 

M&bodes g&&ales. - Les points de fusion instantanes ont ete mesures sur 

bane chaufXant de Kofler et ne sont pas corriges; celui du cord-factor (1) a et& mesure 
sous microscope sur platine chauf&ute de Kofler. Les pouvoirs rotatoires ont ttC 
determines au moyen d’un polarimbtre << Quick )> Roussel-Jouan. Les chromato- 
graphies sur cclonne sont effect&es sur Kieselgel 60 Merck (70-230 mesh ASTM, 
Darmstadt, R.F.A.) et les produits sont 6luCs par du chloroforme progressivement 
enrichi en methanol (jusqu’a 15 O/o). Les chromatographies sur plaques preparatives 
ont CtC realisees sur Gel de Silice 60 PF,,, de Merck et celles sur couche mince ont tte 

faites sur Gel de Sihce FiSoOLS254 de Schleicher et SchuIl; systeme de solvants: 
chioroforme-methanol 9:l (v/v) ou chloroforme-methanol-benzene 9:3:8 (v/v); les 
revelations ont CtC effectuCes par pulverisation d’acide sulfurique Q 50% suivie de 
chauffage. Les spectres de r.m.n. ont Cte enregistres en solution dans le chloroforme-d 
sur un appareil Varian T-60. Les spectres de masse en ionisation chimique ont CtC 
mesures sur un spectrometre MS-9 (AE.1.) motiC en utihsant I’isobutane comme gaz 
reactif. 

L’acide mycolique ayant servi pour la synthese du cord-factor a ete obtenu par 
sapotication du monomycolate de glycerol, isole de Ia souche bovine AN5 du 
Mycobacterium tuber&oGs 24 Les syntheses d&rites ont et&, en g&&-al, effect&es _ 
avec 0.1 mm01 de derive tosyle. Les glycolipides synthetises se prtsentent sous forme 
de poudre incolore apres precipitation de leur solution Ctheree par un ex&s de 
methanoI ou d’adtone. Les composes 5 et 6 restent cireux. Le second rendement est 
calcul6 sur la base de I’acide ayant rkagi. 

6,6’-Di-0-mycolyl-r,a-trPhalose (1). - Une solution de mycolate de potassium 
(Isa) (300 mg) et de << 18-crown-6 >> (60 mg) (Fluka AG, CH-9470 Buchs, Suisse) dans 
8 ml de toluene set est portee a 90” dans un bain d’huile. A cette solution on ajoute 
60 mg de 6,6’-di-O-p-tolylsulfonyl-c,wtrChalose (2). Apres avoir chauffe sous agitation 
pendant 5 h B 90” on filtre. Le f&at est evapori sous vide. Le rtsidu est chromato- 
graphie sur plaques preparatives dans le systeme beuzene-chloroforme-methanol 
(8:9:3, v/v). Le melange chloroforme-&hanol(7:3) Clue 139 mg d’acide mycolique (15) 

et 146 mg de cord-factor (1) (rdt. 56, 83 %), p-f. 42-44”, [a]ioO +31,2” (c 0,86, 
chloroforme). 

Anal. Calc.* pour C,aOHJ46015 : C, 78,66; H, 12,60; pour C182H35401, : 
C, 77,72; H, 12,60. TrouvC: C, 78,OO; H, 12,85. 

6,6’-Di-O-(~rythro-2-eicosyZ-3-hydroxyf~tracosrmoyl)-a,a-tr~~~alose (3). - 
L’action du derive ditosyIe 2 (1 mmol) sur 16 (I,8 mmol) dans le N,N-dimCthyl- 

*CalcuIC pour des formules moyerrues d’acide mycolique: C84H16.,02 et C85H16803. 
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forme et on chromatographie le melange rCactionne1 sur plaques preparatives de gel 
de silfce en employant un mClange chloroforme-methanol (9:l) comme systkme 
eluani. On obtient ainsi (par polarit croissante) 24mg de 6’,3’-anhydro-6-0- 
mycolyl-r,a-trkhalose, 102 mg de 6’-O-acCtyl-6-O-mycolyla,a-trkalose (12) et 
35 mg de prod& plus polaire. Le composk 12 se prksente aprk dissolution dans 
I’Cther et prkcipitation B froid, par un exck de methanol, sous forme d’une poudre 
incolore, p-f_ 86-88”, k]$’ +4&S” (c 0,53, chloroforme). 

Anal. Chic. pour C98H186014: C, 74,14; H, 11,72; pour C99H190015: 
C, 73,42; H, 11,74. Trouv6: C, 72,99; H, I1,58. 

Nous remercions vivement le Professeur E. Lederer pour I’intkCt tCmoignk & ce 
travail et M. P. Varenne pour les mesures des spectres de masse en ionisation chimique. 
Ce travail a bCneficiC d’une subvention de la DClCgation G&Crale B la Recherche 
Scientifique (D.G.R.S.T.) no 76 7 1678, affectation no A 650 1493. 
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