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presentacio

Presentacio

Els micobacteris son un grup de microorganismes que en la seva majoria
son saprofits, malgrat aixd aquest grup concentra agents causals
d’enfermetats tan antigues i conegudes com la tuberculosi (TB) i la lepra

juntament amb d’altres de més desconegudes com la Ulcera de Buruli.

Si deixem de banda la TB i la lepra, trobem un important nombre de
micobacteris, anomenats ambientals o micobacteris no tuberculosos
(MNT), que malgrat el seu saprofitisme poden causar malaties
secundaries en els éssers humans principalment a causa d'una
immunosupressio. Dels més de 130 micobacteris MNT, aproximadament
un ter¢c podrien estar al darrera de les denominades micobacteriosis,
dada a tenir en compte sobretot quan tractem amb enfermetats

immunosupressores (la SIDA en seria I'exemple més conegut).

El grup de micobacteris MNT tenen una gran versatilitat d’ecosistemes
on poden sobreviure, podent colonitzar ambients diversos entre els que
destaca per la seva importancia la xarxa d’'aigUes de distribucio, inclosa
la xarxa sanitaria, el que fa que puguin estar en contacte amb la

majoria de la poblacio.

En aquest treball hem identificat primer, per purificar i caracteritzar
després, dos components lipidics de la paret celdular de dos
micobacteris ambientals com sén el Mycobacterium gordonae i el
Mycobacterium brumae. La caracteristica comuna en ambdods treballs
ha estat la identificacid/deteccid dels components problema
mitjancant la tecnica de I'HPLC. Aquesta tecnica cromatografica ens
ha permes descobrir un patrd diferent al ja conegut i a partir d'aqui

comencar la feina de purificar i caracteritzar el/els compostos



presentacio

responsables d'aquesta diferencia. El fet de ser uns components
capacos de modificar el patrdé cromatografic conegut d’'aquelles
especies ja era un rad prou important per dur a terme la seva
caracteritzacio.

En relacid amb els components estudiats al M. brumae, en realitat sén
una familia de compostos, en el nostre laboratori es va fer la feina de la
deteccid, creixement del micobacteri i posterior purificacid del
compost. La seva caracteritzacidé estructural, excepte els estudis de
RMN, i els estudis metabdlics es van dur a terme principalment a
Toulouse degut a la manca d’experiencia técnica i d’aparells addients
a la UAB.
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Acronims
ACP acyl carrier protein
ADN Acid desoxiribonucleic
AG Arabinogalactd
AM Arabinomanad
ATCC American type culture collection
bp Boiling point
CCF Cromatografia de capa fina
CF/TDM Cord factor/trealosa dimicolat
ChelLAM LAM del M. xenopi
CIP Collection Institut Pasteur
CWS Cell wall skeleton
DAP Acid diaminopimélic
DATs Diacil-trealoses
Dec-P Decaprenil-fosfat
DIMs Dimicocerosats de ptiocerol
EDL Electron dense layer
ETL Electron fransparent layer
EMACs esters metil lics d’acids grassos
FAB-MS Espectrometria de masses per bombardejament
d’ions rapids
FAS Fatty acyl synthase

FID detector d’ionitzacié de flama



acronims

GC-MS Cromatografia gasos acoblada a

espectrometria de masses
GLC Cromatografia gas-liquid
GPLs Glicopeptidolipids
HMBC heteronuclear multiple bound correlation spectroscopy
HPLC Cromatografia liquida d’alta pressiod

HSQC heteronuclear single-quantum correlation specfroscopy

IWZ inner wall zone
LAM Lipoarabinomanad
LM Lipomana
LOS Lipooligosacarids

MALDI-TOF-MS  Espectrometria de masses amb analitzador de

temps de vol i desorpcid Iaser assistida per matriu

ManLAM LAM manosilats
MKs Menaguinones
MMDAG Monomicolil-diacil-glicerol
MNT Micobacteris no tuberculosos
MS Espectrometria de masses
MWZ Medium wall zone
oL Outer layer
OM Outer membrane
PCR Reaccidé en cadena de la polimerasa
PGLs Glicolipid fendlic
PILAM LAM amb fosfoinositol
PIMs Fosfatidil-inositol manosids
PRA Andlisi rapid de polimorfismes
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RMN

SDS

SLs

TAG

TATs

B

TBS

TMM

acronims

Ressonancia magnetica nuclear
Sodium-dodecyl-sulphate
Sulfolipids

Triacil-glicerol

Triacil-trealoses

Tuberculosi

Acid tuberculoestedric

Trealosa monomicolat
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Infroduccio

I.1 Micobacteris: importancia i caracteristiques
generals

Malgrat el seu nom, bacteri-fong, els micobacteris no es troben més
relacionats amb els fongs que d'altres generes de bacteris. El nom
només fa esment a la seva naturalesa hidrofobica que fa que finguin
tendencia a créixer de forma semblant a pelicules de floridura a la
superficie dels medis liquids. Aquesta hidrofobicitat és deguda a I'alt
contingut lipidic de la paret celdular, constituida en un 60 % per lipids i
glicolipids (Liu, 1999). Es aquesta una de les caracteristiques més
importants d'aquest genere, la gran varietat i quantitat de compostos
lipidics que sintetitzen i que no es troben en la majoria d’altres generes
de bacteris.

El genere Mycobacterium, és I'Unic genere dintre la familia
Mycobacteriaceae (Eubacteria) dins de [|'ordre Actinomicetals
(Hartmans, 2006; Saviola, 2006) i compren més de 130 especies

(http://www-sv.cict.fr/bacterio/m/Mycobacterium.html). Es tracta d'un

genere de gran importancia clinica per 'home ja que s’hi troben els
agents causals de diverses malalties humanes amb taxes molt
importants de morbiditat i mortalitat com ho sén la TB i, en menor grau,
la lepra.

Els micobacteris formen part d'un grup de bacteris grampositius, amb un
ADN d’alt contingut en G+C. Es troben estretament relacionats amb els
generes Nocardia, Rhodococcus i Corynebacterium, tots ells membres
de la divisido Actinobacteriaceae.

El génere Mycobacterium inclou pardsits obligats, saprofits i formes
intfermitjes (Hartmans, 2006; Saviola, 2006). A partir de la seva

importancia clinica i epidemiologica el genere ha estat classificat en

13
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tres grans grups: El complex Mycobacterium tuberculosis del que
formarien part els M. tuberculosis, M. cannetti, M. bovis, M. africanum, M.
pinnipedi i M. microti, totes elles especies causants de |'enfermetat
tuberculosa en diferents animals. El segon gran complex seria el
complex M. leprae i el tercer gran complex seria el que formarien els
micobacteris no tuberculosos (MNT) també coneguts com a
micobacteris atipics o ambientals.

Els micobacteris son bacils rectes o lleugerament corbats, a vegades
ramificats, amb unes dimensions de 0,2-0,6 um d’amplada per 1-10 ym
de llargada (Hartmans, 2006). Malgrat es consideren grampositius no es
tenyeixen correctament amb la tincid de gram (Wayne, 1986). De fet,
existeix certa controversia al voltant del seu gram perque posseeixen
caracteristiques fisiologiques que sdn comuns en gramnegatius, com la
presencia de porines a la paret celdular i I'efecte letal del producte del
gen sacB (Daffé, 1998). Es caracteritzen per la seva resistencia a la
decoloracié dcid-alcohodlica, és a dir, la capacitat de les cellules
tenyides amb un colorant arilmeta com la fucsina, de retenir el color
després de netejar amb un acid mineral diluit (tincid de Ziehl-Neelsen). Al
microscopi Opfic s'observen els bacils tenyits de vermell per la
incorporacié de la fucsina (Saviola, 2006). Es consideren aerobis pero
algunes especies sembrades en tubs amb agar només creixen al fons
dels mateixos (Wayne, 1986).

La membrana cellular conté pigments que varien segons les especies i
que en algunes d’elles es troben presents en suficient quantitat com per
a donar una coloracié des de groc a taronja (Grange, 1996). La paret
celular presenta un peptidoglica que conté acid meso-diaminopimelic,
acid muramic, alanina, dacid glutamic, glucosamina, arabinosa i
galactosa (paret cellular de ftipus V) (Lechevalier, 1970) i conté uns
Acids grassos de cadena molt llarga solubles en cloroform anomenats
dcids micolics (Wayne, 1986).

La majoria de soques de micobacteris presenten més d'un tipus de

morfologia colonial malgrat que les colonies d'algunes espéecies com el
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M. tuberculosis sdn normalment rugoses i d'altres, com les del
Mycobacterium intracellulare, en cultiu primari d'origen clinic, son llises
(Wayne, 1986). El creixement és lent o molt lent, amb temps de
generaciod que varien entre especies des de les 2 h del Mycobacterium
smegmatis a les 18 h del M. fuberculosis o a les 24h del Mycobacterium
leprae (Chauhan, 2006; Saviola, 2006). La temperatura Optima de
creixement varia dels 25°C als gairabé 45°C. El creixement en medi liquid
es presenta en forma de micelli o de filaments pero una lleugera
agitacié normalment els fragmenta en formes bacillars o cocoides. La
majoria d’especies creixen en substrats molt simples, utilizant amoni o
aminodcids com a font de nitrogen, glicerol com a font de carboni i sals
minerals. Algunes especies patogenes perd s6n més exigents i
necessiten suplements, com compostos per transportar ferro (hemines i
micobactines). M. leprae no pot ser cultivada fora de celilules vives
(Wayne, 1986). Contenen diferents granuls d’'inclusié, com cossos lipidics
d’emmagatzematge. Aquests son particularment grans i abundants a
Mycobacterium kansasii i Mycobacterium marinum (Grange, 1996).
Tenen hdbitats diversos. La majoria d’'especies viuen en zones humides
com aigUes superficials, bassalts, rieres i estuaris perd rarament en aigles
subterranies. També els tfrobem en llots i en sols, especialment quaon es
troben enriquits amb materia organica com compost o femta (Grange,
1996). A més de les aigUes lliures, els podem trobar en concentracions
altes en els suministres d'aigua de consum huma (Schulze-Robbecke,
1992). En els darrers anys s"ha demostrat la formacid de biofilms per part
de certs micobacteris (Chen, 2006; Falkinham, 2002; Recht, 2000) i fins i
tot s’hipotetitza que aquest tipus de ninxol ecologic es presenti en
infeccions in vivo i sigui un factor de resistencia a agents quimioterdapics
(Donlan, 2002).

El genere Mycobacterium el podem dividir en sis grups si combinem dos
parametres: velocitat de creixement i produccio de pigments. Aixi tenim
especies de creixement rapid, que produeixen colonies visibles en un

periode inferior a 7 dies a partir d'un inocul diluit, i especies de
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creixement lent que en produeixen en un periode superior a 7 dies
(Wayne, 1986; Runyon, 1970; 1959). Amb la produccidé de pigments
diferenciem entre especies productores de pigments en presencia de
llum (fotocromogenes), en absencia de llum (escotocromogenes) i no

productores de pigments (no cromogenes).

1.2 Envolta cel iular de Mycobacterium

L'envolta cellular compren la membrana plasmatica, la paret celulari

I'anomenada cdpsula, estructura que envoltaria només certs tipus de
micobacteris.

L'envolta celdular és a qui correspon la proteccié del microorganisme
respecte de I'ambient i el control dels compostos que entren i surten de
la célula. Es vital en la fisiologia del micobacteri com ho demostra el fet
que la inhibicié en la sintesi d'alguns dels seus constituents mata el
microorganisme. També es troba estretament relacionada amb d’altres
funcions biologiques tan importants com la virulencia, la capacitat
d'adhesiod a superficies i la motilitat (Barrera, 2007; Pinto, 2004; Martinez,
1999; Falkinham I, 1996). Les caracteristiques més rellevants d'aquesta
envolta celular sén la seva baixa permeabilitat, que també fa que el
creixement de I'organisme sigui lent, i el seu alt contingut lipidic, d'un
60% (Kolattukudy 1997), si el comparem amb el 5% d’altres grampositius i

el 10% en gramnegatius.

1.2.1 Membrana plasmatica

Estudis recents han demostrat que es tracta d'una bicapa lipidica
simetrica amb gruix i densitat similars a les trobades a d’altres bacteris
(Zuber, 2008). Malgrat aqix0, en estudis anteriors s'havia descrit la
membrana plasmatica dels micobacteris com una bicapa assimetrica,

amb la capa externa més gruixuda que la interna (Paul, 1992). La rad
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d'aquesta assimetria era deguda, molt probablement, a la infroduccid
d’artefactes en la tecnica utilitzada en el processament de la mostra
per a la seva visualitzaciod per microscopia electronica (Bleck, 2010).

En la composicid de la membrana plasmatica trobem lipids polars,
fonamentalment fosfolipids, que s'associen en forma de bicapa. Els
dcids grassos més comuns que formen part d’aquests lipids polars son el
palmitic (Cieo), I'octadecenoic (Cis:1) i el 10-metiloctadecanoic (Ciy)
també conegut com a tuberculoestedric (TBS). Els fosfolipids més
comuns son el fosfatidilglicerol, el difosfatidilglicerol, la cardiolipina, la
fosfatidiletanolamina i el fosfatidilinositol (Brennan, 1995). A nivell lipidic
no s'han ftrobat diferencies de composicid entre membranes de
micobacteris de creixement rapid i de creixement lent (Minnikin ,1982).
Altres components que frobem associats a la membrana plasmatica séon
els carotenoids, compostos basats en politerpens, lligats a la
fotoproteccid i responsables del caracteristic color ataronjat de certs
micobacteris com Mycobacterium gordonae i M. kansasii. També hi
trobem les menaquinones (MKs), involucrades en el transport d'electrons
(Brennan, 1988).

1.2.2 Paret cel {ular

1.2.2.1 Organitzacié

La paret cellular dels micobacteris esta estructurada al voltant d’un
esquelet basic format per la unid covalent del peptidoglicd,
I'arabinogalactd (AG) i els acids micolics, I'anomenat cell wall skeleton
(CWS). D'altres compostos, lipids, glicolipids, proteines i sucres s'associen
a aquest esquelet d'una forma no covalent. En el cas de les proteines,
les trobem tant formant-ne part permanentment de la paret cellular
com de pas cap a l'exterior. En concret en el cas del M. fuberculosis un
estudi sobre el proteoma de la paret cellular va tfrobar que n’'estava
format per 528 proteines, d'entre elles n'hi havia 87 amb senyal

d'exportacio i 294 lipoproteines (Wolfe, 2010).
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La paret celdular és una estructura molt complexa on es coneixen bé els
components que la formen pero no tan bé la manera com s'organitzen.
Minnikin (1982) basant-se principalment en els resultats obtinguts per
estudis de criofractura (Nguyen, 1979; Barksdale, 1977) i tenint en
compte les estructures quimiques dels principals components, va
proposar un model d'envolta celdular que fins ara ha estat el més
acceptat (figura 1). Aquest model proposava I'existencia d'una de
bicapa lipidica externa assimetfrica andlega a la membrana externa
dels gramnegatius. Aquesta bicapa estaria formada en la seva part més
inferna pels dacids micdlics, en part units covalentment a
I'arabinogalacta (AG), dlineats paraldelaoment i en una direccio
perpendicular a la superficie de la ceéllula, en una estructura qUasi-
cristallina que li conferiria una molt baixa fluidesa. La part externa es
trobaria formada per diferents tipus de lipids i glicolipids lliures i
presentaria una major fluidesa. Aquests components s’acomodarien a
I'assimetria de les dues cadenes que formen els dcids micolics. La
presencia de porines en la paret celdular (Siroy, 2008; Trias, 1992)
assegurava el transit de petites molecules. Estudis posteriors confirmaren
i completaren el model de Minnikin (Minnikin, 2002; Puech, 2001; Liu,
1995; Nikaido, 1993; Rastogi, 1991).
a b

Pr

A v A TR

lipidse

—— mycelates

arabinogalacian
plus peplidoglvcan

Figura 1: esquema del model de paret cellular proposat per Minnikin en el cas de: a:
micobacteris i b: corinebacteris.
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En contraposicid amb aquests treballs, els estudis de microscopia
electronica amb tecniques convencionals, (fecniques que elliminaven
I'aigua del teixit per tal de poder-lo visualitzar a temperatura ambient)
no van corroborar el model proposat per Minnikin (Daffé, 1998; Paul,
1994; 1992). Els resultats d'aquests estudis varen descriure una envolta
cellular formada per una membrana plasmatica assimetrica, amb la
meitat externa més gruixuda que la interna. Per sobre d'aquesta
membrana plasmatica es frobaria una estructura gruixuda i densa als
electrons, correspondria al peptidoglicd-AG, anomenada EDL
d’electfron dense layer. Per sobre d'aquesta EDL seguiria una capa poc
densa als electrons, denominada ETL d’electron transparent layer i
encara per sobre una capa externa de densitat i gruix variables
coneguda com a OL d'outer layer (figura 2). La capa ETL es va assumir
que contenia els dcids micolics per la seva baixa densitat als electrons i
pel fet que estudis publicats anteriorment demostraven que després
d'un tractament d'hidrolisi alcalina (aquest tractament n’ellimina els
lipids) I'estructura desapareixia (Draper, 1971). El principal inconvenient
d'aquest model era el gruix total de I'envolta cellular (com
posteriorment va quedar pales quan es va descriure la porina del M.

smegmatis). El gruix de I'envolta cellular era considerablement superior

al de la porina, el que certament posava en certes dificultats el model
(Mahfoud, 2006; Faller, 2004; Engelhardt, 2002).

Figura 2: Fotografies de microscopia electronica de transmissié usant tecniques
convencionals de fixacié (Zuber, 2008). A. M. smegmatis mc2155. B. C. glutamicum. OL:
outer layer. ETL: electron transparent layer. EDL: elecfron dense layer. Perie: possible
espai peripldsmic. PM: membrana plasmatica.

19



infroduccio

L'aplicacié de tecniques més modernes de microscopia electronica
com la CET (tomografia crio-electronica) o la CEMOVIS (microscopia
crio-electronica de seccions vitrificades) a I'estudi de les parets cellulars
ha permeées obtenir-ne imatges sense necessitat d'un tractament quimic i
per tant en un estat nadiu, lliure dels artefactes quimics produits en les
técniques convencionals a causa de la deshidratacid de la mostra, a la
vegada ha permes reformular i completar el model de Minnikin
(Hoffmann, 2008; Zuber, 2008; 2006; Matias, 2005). En el treball de Zuber
(2008), també en el de Hoffmann perdo amb algunes variacions, es
descrivia una envolta celfular composta per una membrana plasmatica
simetrica, seguida d'una estructura de baixa densitat als electrons
anomenada inner wall zone (IWZ) que a la vegada contenia una capa
granular situada just per sobre de la membrana plasmatica. Totes dues
estructures serien similars a la capa granular i a la IWZ descrita en
bacteris grampositius (Zuber, 2006). Per sobre de la IWZ es trobaria una
zona de densitat intermitja als electrons coneguda com a medium wall
zone (MWIZ) i per sobre d’ella una estructura d'alta densitat als electrons

coneguda com a outer membrane (OM) (figura 3).
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Gram negative M. smegmatis C.glutamicum Gram positive

Figura 3: A-B: imatges de microscopia electronica de I'envolta cellular del M.
smegmatis (técnica CEMOVIS) (Zuber, 2008). C: Esquematitzacié de la microscopia
electronica (CEMOVIS) on es comparen les estructures entre les parets celdulars de
gramnegatius, micobacteris, corinebacteris i grampositius, segons Zuber (2008).

La MWZ correspondria a la capa de peptidoglica-AG i la IWZ
correspondria a I'espai periplasmic, el que donaria un espai on findrien
lloc les reaccions enzimatiques necessdries pel manteniment de la paret.
L'OM seria una estructura andlega a la membrana externa dels
gramnegatius, amb un gruix similar i en forma de bicapa amb una
composicid majoritaria de lipids. En el mateix treball de Zuber (2008) es
demostrava, utilitzant una soca de Corynebacterium glutamicum
defectiva en la sintesi d’acids micolics, que la manca d’'acids micolics
produia una desestructuracid d'aquesta OM, el que demostraria que
aguesta bicapa estaria formada, al menys en part, per dcids micolics.
En el mateix estudi no es va trobar cap estructura com la ETL que
descrivien els estudis amb tfecniques convencionals de microscopia
electronica. La presencia d'aquesta estructura en el Corynebacterium
amycolatum (Puech, 2001), una corinebacteria que no posseix acids
micolics, suposaria que I'ETL seria el resultat d'un artefacte de les
técniques convencionals o si més no, no estaria formada per dAcids
micolics com aqixi es creia.

En algunes especies de micobacteris fambé frobariem un material
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addicional, I'’anomenada capsula, que estaria formada
fonamentalment per polisacarids (D-glucd, D-arabinomand i D-manad) i
proteines (Lemassu, 1996; Ortalo-Magné, 1995). Aquesta estructura va
ser descrita per Chapman (1959) i Hanks (1961) com un espai que
envoltava micobacteris patogens. Aquest espai capsular es podria
correspondre a la zona que s'observava al voltant de micobacteris
patogens fagocitats i que mancava en especies no patogenes
(Schwebach, 2002; Frehel, 1986). Les seves funcions estarien
relacionades amb la immunomodulacid, com per exemple la unidé sense
opsonotzacid al receptor CR3 que afavoreix la supervivencia del bacil

tuberculds després de la fagocitosi (Cywes, 1997).

1.2.2.2 Implicacions de la paret celiular en les caracteristiques

del génere Mycobacterium

Els micobacteris son relativament resistents a la majoria d’antibiotics
d’'ampli espectre amb les excepcions de I'estreptomicina i la rifampicina
(Wayne, 1986). També soén relativament resistents a la dessecacio, als
dlcalis i a molts desinfectants (Recht, 2000; Brennan, 1995). Aguesta
resistencia es troba en estreta relacié amb I'estructura inusual de la seva
paret celdular, responsable de la seva resistencia a la decoloracié acid-
alcohodlica (Beveridge, 2002; Barksdale, 1977) i que té com a qualitat
principal una baixa permeabilitat, tant per a substancies hidrofiliques
com per a les lipofiiques (Brennan, 1995; Jarlier, 1990). Malgrat aixo,
estudis més recentfs indicarien que en la resistencia als agents
terapeutics, s'haurien de tenir en compte altres consideracions com la
possible formacié de biofiims a I'interior de I'hoste (Yamazaki, 2006). En
el cas del M. tuberculosis gran part de l'interés actual per entendre
I'estructura de la seva paret es basa en la necessitat de buscar noves
dianes terapeutiques per lluitar contra les soques multiresistents.

La paret cellular contribuiria de dues maneres en la patogenia de certs

micobacteris; passivament, protegint-los dels sistemes microbicides del
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macrofag, i activament, modulant la resposta immunitaria de I'hoste
(Daffé, 1998). En termes generals, el conjunt de compostos que formen
part de la paret cellular i que no es tfroben units covalentment a ellq,
lipids, glicolipids i proteines, serien les molecules efectores en processos
patogeénics, en canvil'esquelet basic de peptidoglica-AG-acids micolics
seria el cos essencial per a la viabilitat de la celula.

La importancia de la paret es posa de manifest en el fet que agents
terapeutics contra la TB com la isoniazida i I'etambutol, afecten la sintesi
de components importants de la paret celfular com els acids micolics i
I'AG respectivament (Mdluli, 1998; Belanger, 1996; Mikusova, 1995;
Banerjee, 1994).

.2.2.3 Components de la paret: estructura, funcions i
distribucié

L'esquelet bdasic de la paret cellular esta format pel complex
peptidoglica-AG-acids micolics. Es tracta de I'estructura fonamental de
la paret cellular dels micobacteris. Es una carcassa covalentment
unida, on el peptidoglica es tfroba unit a I'AG per un enllag fosfodiester i
I'AG es troba esterificat en la seva porcidé arabinosa per una varietat
d’'acids grassos anomenats dacids micolics. En la biosintesi d'aquest
complex de tres molecules participa el lipid transportador decaprenik
fosfat (Dec-P). Aquesta molecula seria la responsable de la sintesi del
peptidoglicd, també de la sintesi del pont d'unid entre el peptidoglica i
I'AG i de la posterior incorporacié de galactosa i arabinosa per formar
I'AG. Aquest lipid polisoprenoide també seria el responsable de la unid
dels acids micolics a la paret celdular. La biosintesi d'aquest

poliisoprenoide vital ha estat estudiada per Crick (2001; 2000).
1.2.2.3.1 Peptidoglica

El peptidoglica forma una estructura rigida que determina la forma de

la cellula i proporciona la forca per resistir la pressié osmaotica.
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Es un polimer format per unitats repetides d’N-acetilglucosamina
(GIcNAc) i acid  muramic:  ([4-)-B-D-GIcNAcp-(1,4)-B-D-Mur(1]n)
interconnectats per  tetrapéptids: L-alanilil-D-isoglutaminil-meso-
diaminopimelil-D-alanina  (L-Ala-D-Glu-Axpm-D-Ala) amb alguns dels
residus D-Glu i Apm amidats (Adam, 1969). Aquestes cadenes
peptidiques es troben fortament unides entre si amb dos tipus d’'unions
interpeptidiques; entre dues molecules de Apm (unid L-D), i entre el
Apm i la D-alanina (unid D-D) (Wietzerbin, 1974). L'acid muramic
modificat esta format per alguns residus N-glicosilats a més dels residus
comuns N-acetilats que trobem normalment en el peptidoglica
(Mahapatra, 2005a; Adam, 1969). El fet que I'acid muramic estigui N-
glicosilat ofereix I'oportunitat d’establir ponts d'hidrogen addicionals
fent encara més rigida I'estructura (Brennan, 1995).

La sintesi del peptidoglicd en micobacteris és poc coneguda. Es creu
que és similar a la que tfrobem en alires bacteris amb algunes diferencies
com la utilitzacié del Dec-P com a transportador lipidic en comptes de
I'undecaprenil-P (Mahapatra, 2005b; 2000).

La singularitat de la paret dels micobacteris arriba fins al punt de no
estar prou clara I'orientacid que pren el peptidoglicd per alguns autors.
En la majoria de models on es representa la paret d’'un micobacteri el
trobem en una orientacié tradicional, parallela a la membrana
plasmatica (McNeil, 1991b), en canvi d'altres estudis indicarien la
possibilitat que el peptidoglica i I'AG s’organitzessin en fibres enrotllades
perpendiculars al pla de la membrana plasmatica (Dmitriev, 2000; 1999).
Aqguesta hipotesi ha guanyat suports en base a uns estudis fets amb

fragments sintetics de paret mitjancant RMN (Meroueh, 2006).

1.2.2.3.2 Arabinogalacta (AG)

Aqguest polimer es troba unit al peptidoglicd mitjancant un pont d’'unid
format per I'enllac fosfodiester entre el carboni 6 (Cé) d’'alguns residus
(10-12%) d’'acid muramic i el Ci de la GIcNAc que a la vegada es froba

unida per un enllag glucosidic al—3 a un residu de ramnosa (L-Rhap-
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(1—3)-D-GIcNACc-(1P) (McNeil, 1991).

L'AG és una molecula ramificada, formada per un homopolimer lineal
de galactofuranoses (Galf) amb les ramificacions laterals formades per
cadenes d’'arabinofuranoses (Araf). A diferencia pero d'altres polimers
bacterians I'AG no estd format per unitats repetides d'una mateixa
estructura.

Els polimers d'arabinoses s'uneixen a través del C5 d’alguns residus de &
Galf (Daffé, 1990), amb les arabinoses formant el terminal no reductor.
L'"homopolimer d’arabinosa, de 31 residus en el cas del M. tuberculosis,
estd compost d'a-D-Araf unides pel C5 i posseeix ramificacions
infroduides per residus 3,5-a-D-Araf. Els terminals no reductors es troben
formats per una estructura ramificada de é arabinoses amb estructura
[B-D-Araf-(1—2)-a-D-Araf]2-3,5-a-D-Araf-(1—5)-a-D-Araf  (McNeil, 1994;
Daffé, 1990). Els acids micolics es trobarien esterificant, amb variacions
segons l'espécie i en grups de quatre, a 2/3 de les ramificacions
terminals d’arabinoses (Bhamidi, 2008; McNeil, 1991a). També es
trobarien residus de succinil i glucosaminosi substituint cadascun a 1/3
de les ramificacions d’arabinoses (Bhamidi, 2008). La presencia d'un alt
nombre de residus i la flexibilitat dels enllacos Araf-(1—5)-Araf facilitaria
el moviment lateral dels acids micolics afavorint un empaguetament
tancat (Hong, 2004; Brennan, 1995).

L'estructura de I'homopolimer de galactosa no és totalment coneguda.
Es troba format per uns 30 residus amb conformacié B-D-Galf-(1—5)-B-D-
Galf-(1—6) (Bhamidi, 2008; Daffé, 1990). Tres cadenes d’homopolimer
d'Araf s'unirien a cadascun dels homopolimers de Galf (Bhamidi, 2008;
Alderwick, 2005). L'existencia de llargs tframs lineals de galactoses farien
pensar que les cadenes d'arabinosa es trobarien unides a prop del
termini reductor del polimer de galactosa. D'alfres interpretacions
sostenen la possibilitat que alguns homopolimers de galactosa no es
trobessin arabinosilats produint polimers de galactosa no ramificats
(Crick, 2001).
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La biosintesi de I'AG comenca amb la formacié del pont d'unidé amb el
peptidoglicd, on intervé el Dec-P, seguit d'una extensid concomitant
dels polimers de galactosa i arabinosa (Mikusova, 2000). Els residus de
Galf son afegits des d'unitats d'UDP-Galf (Weston, 1997) i els residus
d'arabinosa s'on afegits des d'un precursor Dec-P-Araf. Es coneixen
algunes glicosil-tfransferases involucrades com EmbA, EmbB (Khasnobis,
2006) i EmbC (Berg, 2005). Malgrat qixo, gran part de la ruta biosintetica
encara es desconeix com per exemple la localitzacié exacta de la
membrana plasmatica on es produeix la polimeritzacié de I' AG.

L'AG és el polisacarid més important de la paret dels micobacteris
(Brennan, 1995). La seva importancia es reflexa en que I'etambutol, un
dels antituberculosos més usats, t& com a efecte primari el bloqueig de

la polimeritzacio d'arabinoses per formar I' AG. (Mikusova, 1995).

1.2.2.3.3 Acids micolics

Aillats per primer cop per Anderson el 1939 després d'una perllongada
saponificacid, varen ser descrits al M. tuberculosis per (Asselineau, 1950).
Sén acids grassos d'alt pes molecular i de cadena molt llarga, a-
ramificats i B-hidroxilats (figura 4). Estan considerats com el component
més abundant de la paret celdular dels micobacteris, 40% en pes,
majoritariament units a I'esquelet de peptidoglicd-AG (CWS). També
formen part d’alguns compostos de la paret no units covalentment al
CWS, extraibles amb solvents orgdnics, com el CF (dimicolat de trealosq,
CF o TDM) i el monomicolat de trealosa (TMM).

Els dacids micolics no sdn components exclusius dels micobacteris,
generes afins com Corynebacterium, Nocardia o Rhodococcus, a més
d’altres, també en posseeixen. Existeixen, pero, caracteristiques que fan
que els acids micolics dels micobacteris siguin Unics, com: una major
longitud de cadena, entre 60 carbonis (Ce) i Coo; Una cadena a més
extensa, d'entre Cy i Cos i la presencia d’'insaturacions, ciclopropans,
funcions oxigenades addicionals i grups metil a la cadena principal

(Brennan, 1995). S6n uns components clau en els micobacteris, la seva
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variabilitat de composicid és un parametre que afectaria fenomens tan
importants com la virulencia, la resistencia als antibiotics, la taxa de
creixement, la morfologia colonial i la permeabilitat de I'envolta celdular
(Barkan, 2009; Dubnau, 2000; Glickman, 2000; Yuan, 1998b; Liu, 1996).
Actualment se’'n coneixen 46 gens que participen en la sintesi dels acids

micolics (Banerjee, 2011).

NSRRI SCOSSO000
COOH

Figura 4: esquema d'un dcid micolic de tipus a amb dos grups ciclopropd (representats
com a friangles).

Estructuralment els acids micolics dels micobacteris els podem dividir en
dues parts. Una cadena principal, I'anomenat meromicolic, que
inclouria la part entre el carboni w (distal) i el carboni B (grup hidroxil)
d'uns Cg i la cadena a, amb el grup carboxil, d’'entre Cx» i Cy. La
cadena a és totalment saturada i, d’entre els generes posseidors d'acids
micolics, és la part més conservada de la molecula.

El meromicolic es pot dividir en tres parts, separades per dos grups que
prenen forma d’insaturacions, ciclopropans i funcions oxigenades. La
posicid d'aquests grups sera proximal o distal prenent com a referencia
el grup carboxil. En I'anterior decada es van descriure micolics amb una
longitud perllongada en 6-8 carbonis i amb tres grups separadors en el
meromicolic (Watanabe, 2001). Atenent als ftipus d'insaturacions i
ciclopropans presents, en el treball de Watanabe (2001) van dividir els
Acids micolics en tres tipus: de tipus I: només amb ciclopropans; de tipus
Il amb una insaturacid en trans, i els de tipus Il amb una insaturacié en
Cis.

Atenent fonamentalment a la presencia o absencia de funcions
oxigenades addicionals diferenciem set fipus d'acids micolics dins el

genere Mycobacterium (taula 1).
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Tipus Funcié N° de Estructura del meromicolic
oxigenada carbonis

a-micolic cap 65-90 CH3-CH2-A-(CH2)n-B-(CH2)m

a’-micolic cap 58-64 CHa-(CH2)n-CH=CH-(CHz)m

metoxi-micolic |grup metoxi |65-90 Ha FCHe,

CHs-(CH2)n-CH-CH-(CH2)m-B-(CH2)o
ceto-micolic grup cetona |65-90 H3ﬁ

CHs-(CH2)n-CH-C-(CHz)m-B-(CH2)o

epoxi-micolic | grup epoxi 67-85 THK
CHs-(CH2)n-CH-CH-CH-(CH2)m-B-(CH2)o

Wax- ester grup carboxi |65-80 Hz O

micolic | |
CHas-(CH2)n-CH-O-C-CHa-(CH2)m-B-(CH2)o
w-1 micolic grup metoxi | 69-81 OTH3

CHa-CH-(CHz2)n-CH=CH-(CHz)m-CH=CH-
-(CHQ)O

Taula 1: els 7 acids micolics coneguts dintre del génere Mycobacterium. A/B: doble
enllac o grup ciclopropd, n, mi o: n° variable de grups CHo.

La fluidesa de la paret segueix un gradient de dins a fora, de menys a
més fluidesa. Els dcids micolics coldaboren en I'existencia d’'aquest
gradient. L'estructura saturada de la cadenaai la llargada excepcional
del meromicolic afavoreixen un empaquetament paraliel i una major
rigidesa. A més, la seccid propera al grup carboxil no conté estructures
com insaturacions i ciclopropans i, les estructures com ciclopropans i
insafuracions proximals acostumen a tenir una configuracié en frans,
que genera menys desordre que les configuracions en cis (Brennan,
1995). Aquestes caracteristiques son fonamentals per a dotar la paret
dels micobacteris d'una molt baixa permeabilitat a tota mena de
substancies. En contrast, a les zones més distals, hi tfrobem les funcions
oxigenades addicionals o estructures en cis que augmentarien la
fluidesa.

Amb els estudis realitzats fins ara es postulen dues hipotesis per explicar
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la sintesi d’aquests compostos, la hipotesi de I'elongacio i la hipotesi de
la condensacio. La hipotesi de I'elongacio, recolzada per una majoria
d’estudis, es resumiria en tres passos:
1. Sintesi i elongacidé d'acids grassos per obtenir precursors del
meromicalic i la cadena a.
2. Elongacidé de precursors i infroduccié de modificacions funcionals
al meromicolic
3. Condensacid de les dues parts, la cadena a i el meroaldehid,
seguida d'una reduccio.
L'unitat d’elongacié és la molecula de maloni-FCoA que es forma a
partir de la carboxilacid d'aceti-CoA amb el grup carboxil aportat per
la biotina. Aguesta reaccid esta catalitzada pels enzims acetitCoA
carboxilases, Acc, dels que ja es coneixen diversos gens. Aquests enzims
son essencials per a la viabilitat del micobacteri (Portevin, 2005).
La sintesi és iniciada per I'enzim FAS | (fatty acyl synthase 1) catalitzant la
sintesi de novo d’'acils-CoA de cadena llarga utilitzant maloni-FCoA com
a unitat d’elongacié. El resultat és una sintesi bimodal, obtenint
compostos de Ci¢-Cig i de Cos-Cos (Fernandes, 1996). L'enzim FAS | és un
enzim multifuncional, amb set dominis, codificat en un sol gen i que
trobem fonamentalment en eucariotes. Els productes d'acitCoA de Ci¢-
Cis servirien com a precursors d'elongacid del sistema multienzimatic
FAS Il per obtenir posteriorment el meromicolic aixi com per a la
obtencid dels fosfolipids de la membrana plasmatica (Qureshi, 1984). Els
productes d'aci-FCoA de Cu-Cy formarien la cadena previa
carboxilacid (Takayama, 2005; Kikuchi, 1992). La droga antituberculosa
pirazinamida inhibeix I'activitat de FAS | (Zimhony, 2000).
El sistema FAS ll, que trobem en bacteris i plantes, estad compost per
enzims monofuncionals, acyl carrier protein (ACP) depenents i
incapacos de produir dcids grassos de novo a partir d'acetil-CoA.
L'unitat d’elongacié del sistema FAS Il és el malonil-ACP. L'elongacio es
produeix en diversos cicles iteratius per part d’'enzims units covalentment

a acil-ACP i on cadascun dels cicles compren 4 passes (Bloch, 1977). La
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droga antituberculosa isoniazida inhibeix una de les quatre passes del
cicle d’elongacié impedint aixi la sintesi d’acids micolics (Mdluli, 1998;
Banerjee, 1994). La proteina ACP és semblant a la seva homologa
d'Escherichia coli pero amb un afegit a C-terminal que probablement
juga un paper molt important en la transferencia d’acids grassos de
cadena llarga al llarg de tot el procés (Schaeffer, 2001a).

Malgrat que s’ha demostrat en estudisin vitro I'obtencid d’'acids grassos
de Cuo a Css per part d'enzims que formen part del FAS Il (Slayden, 2002;
Schaeffer, 2001b), la formacié per part de FAS Il de cadenes acilades
d'entre Cso i C¢o a partir de precursors de Cis-C3zp encara no s'ha
demostrat formalment.

El funcionament del sistema FAS Il és tan important que una disminucid
minima en la longitud de la cadena dels acids micolics incrementa
radicalment la permeabilitat celular (Gao, 2003).

La segona hipotesi aporta una visio radicalment diferent i basa la
formacid dels acids micolics en la condensacié de quatre dcids grassos.
La sintesi del meromicolic es produiria per la condensacid de tres acids
grassos. La posicid de les insaturacions o dels grups oxigenats es
controlariac amb la longitud dels precursors o amb metilacions. La
diferent longitud d’'aquests precursors seria la responsable de I'existencia
dels diferents tipus d’'acids micolics essent els precursors més llargs els
gue donarien lloc als acids micolics oxigenats (Asselineau, 2002).

Un cop sintetitzat el meromicolic, aquest es condensaria amb la cadena
a mitjancant una condensacioé tipus Claisen, punt on ambdues hipotesis
estarien d'acord. Els responsables principals d’aquesta reaccid serien
dos enzims Pks13 i FadD32, que es troben adjacents al genoma del M.
tuberculosis. FadD32 seria el responsable de I'activacié de la cadena
acilada unint-la a AMP (Trivedi, 2004). L'enzim Pks13 (policetid sintasa) és
el responsable de la condensacié entre el meromicolic i la cadena a.
Aqguest enzim uniria covalentment i per separat els dos substractes,
previament activats, i posteriorment els condensaria alliberant CO; i

produint en I'acid micolic un grup 3-oxo que seria reduit per formar
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I'alcohol secundari.

Malgrat que les sintesis dels diferents tipus d’acids micolics comparteixen
la majoria d’enzims, el freball de Takayama (2005) proposa que la sintesi
de cada tipus no es trobaria interconnectada.

L'etapa final del procés de sintesi és el transport de I'acid micolic al seu
lloc definitiu de la paret. Aquesta etapa ens és desconeguda en la
major part, a excepcid de les funcions transportadores de I'antigen 85
(Puech, 2002; 2000; Belisle, 1997) i de la regulacid parcial d'aquest
procés per part d'una proteina tipus histone-like (Katsube, 2007). L'estudi
de Takayama (2005) proposa que I'acid micolic és tranferit des de
I'enzim Pks13 fins a un transportador poliprenol (6-O-micolil-B-D-Manp-1-
fosfoheptaprenol) i posteriorment a una molecula de trealosa-6-P per
formar la TMM-6-P. La TMM-6-P és defosforilaria produint TMM que, a la
vegada, es transportaria a |'exterior de la membrana plasmatica
mitjancant un conjunt de tres enzims, I'antigen 85, que actuarien com a
micoliltransferases. Un cop féra, la TMM s'utilitzaria per sintetitzar el CF i
per formar els acids micolics que trobem units al complex de
peptidoglica-AG.

Del catabolisme dels acids micolics se'n sap bastant menys que de la
seva sintesi. Malgrat aixo un estudi recent, aquest freball en comparteix
una part, ha revelat un dels mecanismes involucrats. Es fracta d'un
mecanisme de degradacid per incorporacié d'una molecula d'O2 entre
els carbonis C3 i C4, en el que es coneix com una reaccio tipus Baeyer-
Viliger. Aquesta reaccidé donaria lloc a uns compostos que s’han
anomenat acids micobacterics/micocerosics, amb unes longituds de
cadena d'entre Css a Css, que es trobarien lliures o en forma de triacil-
glicerols (Rafidinarivo, 2009).

Malgrat que la funcié més important dels acids micolics és la formacio
d’una barrera hidrofobica envoltant tot el micobacteri amb una funcié
de proteccid, s'"ha demostrat que els dcids micolics generen reaccions
immunitaries molt semblants a les provocades per la TB. En concret, la

interaccidé dels acids micolics de M. tuberculosis amb macrofags murins
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indueix un morfotip de macrofag similar als que s'observen en els
granulomes tuberculosos (Korf, 2005). El mateix estudi conclou que el
paper dels acids micolics seria ambivalent, provocant tant respostes que
afavoririen la progressidé de la malaltia com respostes protectores enfront
la TB. Un estudi realitzat amb mutants del M. tuberculosis ha arribat a la
conclusio que sén els acids micolics amb ciclopropans, formant part del
CF, els components necessaris per a la formacié de cordes i per a la
persistencia del bacil tuberculds a llarg termini en el ratoli (Glickman,
2000). Altres estudis han descrit una nova forma de presentacié d’'acids
micolics anomenada micolil-diacil-glicerol al M. smegmatis i que es
trobarien involucrats en la morfologia colonial i en la formacidé de
biofilms (Chen, 2006).

1.2.2.3.3.1 Valor taxonomic dels acids micolics

El valor taxonomic dels acids micolics va ser rapidament reconegut ja fa
molts anys per investigadors pioners (Alshamaony, 1976; Etémadi, 1967).
Nombrosos estudis han descrit el contingut en acids micolics com un
caracter fenotipicament estable amb distribucié discontinua i potencial
quimiotaxonomic (Minnikin, 1984a,b; 1980; Davidson, 1982). Degut a que
es troben en taxons relacionats i no ampliament distribuits a la natura
son compostos ideals per a estudis discriminatius (Minnikin, 1984aq,b;
1980). La determinacid de patfrons d'acids micolics ha estat i es
important en la classificacio i identificacid dels micobacteris (Minnikin,
1985b;19840,b; 1980). A la taula 2 hi frobem els patrons d'acids micolics
de les especies més rellevants. Les tecniques amb que s’han estudiat els
patrons d’'acids micolics, bdsicament tecniques cromatografiques han

estat i encara sén tecniques molt Utils en I'estudi d’aquests compostos.
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especies amb un patrd idéntic

X XXX X XXXk

. abscessus

. alvei

. bohemicum
. branderi

. brumae

. canarasiense
. chlorophenolicum
. confluentis
. conspicum
. COOKii

. doricum

. elephantis
. florentinum

. genavense

. hassiacum

. heckeshornense
. hiberniae

. hodleri

. holsaticum

. interjectum
. kubicae

IV _V VIVI

4+ + + A+ o+

+ 4+ + + + o+

+

+ 4+ + o+

+

+ + +

+ o+ o+ o+

+ !

M. chelonae

cap

M. komossense

molt comu

M. fallax, M. triviale

M. abscessus, M. chelonae

molt comu

M. bovis BCG, M. leprae

molt comu

cap

cap

molt comu

comu incloent M. tuberculosis complex i
M. gordonae

M. heidelbergense, M. infermedium

M. lentiflavum, M. malmoense, M. simiae
M. mucogenicum

molt comu

molt comu

molt comu

comu incloent M. tuberculosis complex i
M. gordonae

cap

comu incloent M. tuberculosis complex i
M. gordonae

Taula 2: mostra de patrons d'acids micolics d'algunes espécies de micobacteris. Modificada de Tortoli (2003).
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Espécie tipus d'acid micdlic especies amb un patrd identic
LIV VVIVI

M. madagascariense + - -+ -+ - molt comu

M. mageritense + + - -+ - - M. chitae, M. farcinogenes, M. fortuitum,

M. peregrinum, M. porcinum
, M. senegalense, M. smegmatis
. mucogenicum

M T M. hassiacum

M. murale + - -+ -+ - molt comu

M. novocastrense + - -+ -+ - molt comu

M. parmense + - -+ -+ - molt comu

M. peregrinum + + - -+ - - M. chitae, M. farcinogenes, M. fortuitum,
M. peregrinum, M. porcinum,
M. senegalense, M. smegmatis

M. psychrotolerans + - -+ -+ - molt comu

M. pyrenivorans + - - -+ + - cap

M. tusciae + - -+ -+ - molt comu

Taula 2 (continua): mostra de patrons d'acids micolics d'algunes especies de micobacteris. Modificada de Tortoli (2003).
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1.2.2.3.3.1.1 Anailisi dels acids micolics per cromatografia de capa fina
(CCF)

La cromatografia és un conjunt de tecniques de separacio selectiva de
molecules on els components d'una mescla complexa poden ser
identificats i/o purificats. Totes les tecniques cromatografiques
comparteixen dos elements: una fase estaciondria o adsorbent i una
fase mobil formada per un o més solvents. En general la fase
estacionaria serd més polar que la fase mobil. Els components d'una
mescla complexa sén separats en ser arrossegats per la fase mobil a
través de la fase estacionaria segons les diferencies en el coeficient de
particid dels components que formen part de la mostra. El coeficient de
particid és un parametre definit com la solubilitat diferencial d'un
component entre dos solvents diferents, en aquest cas I'adsorbent i la
fase mobil. La CCF és un sistema que utilitza un suport de plastic, alumini
o vidre on es deposita una capa d’entre 0,1 i 2 mm d'un solid finament
dividit, el que sera la fase estacionaria. La mostra a analitzar es colloca
en un punt de la fase estaciondria proper a la base del suport i serd
arrossegada pel solvent o fase mobil que pujard per capillaritat a través
de la fase estacionaria. Per tal que la fase mobil pugi a fravés de
I'adsorbent la placa de CCF es colloca en una cambra tancada i
saturada amb el solvent (figura 5). En el nostre cas varem utilitzar com a
fase estaciondria la silica-gel. Es tracta d’'una forma polimerica de I'acid
silicic de pH lleugerament dacid on els grups -OH actuen com a
donadors o acceptors de ponts d’hidrogen. Un cop el solvent ha pujat
per la fase estaciondria fins el limit desitjat, els diferents components de
la mostra es visualitzen mitjancant tfractament fisic (llum UV) o quimic

(reveladors especifics).
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Figura 5: detall de la cambra d’elucié i de la placa de CCF amb I'adsorbent, de color
blanc, enganxat a la superficie.
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.
’ ® 4
1 2 3 4 5 6

Figura é: placa de CCF amb una fase estacionadria de silica-gel on s’han eluit els ésters
metilics de diferents dcids micolics. En nUmeros romans: |: a-micolat; Il: a’-micolats; llI:
metoxi-micolats; IV: ceto-micolats; V: epoxi-micolats. La numeracié correspon a 1: M.
fuberculosis 2: M. fallax 3: M. ftriviale 4. M. brumae 5: M. fortuitum 6. M. chelonae.
Sistema d’elucid: éter de petroli/éter etilic 85/15 (x3).

En el cas dels acids micolics el primer pas per estudiarlos és poder-los
agillar i per tant s’han de frencar els enllacos covalents que
majoritariament els mantenen units a la paret cellular per a
posteriorment derivatitzar-los per a ferlos prou polars per I'andilisi.
Existeixen diferents tecniques per aconseguirho com la metanolisi
dcida, la metandlisi alcalina i fambé la saponificacidé seguida de
derivatitzacié amb diazometd. En el nostre cas es va optar per la
saponificacid perque, a diferencia de la metanolisi dcida, permet
conservar millor els anells de ciclopropd dels acids micolics (Minnikin,
1984b). En una CCEF I'ester metilic de I'acid micolic és separat segons la
seva polaritat i longitud de la cadena, propietats que afecten el
coeficient de particié i el faran més o menys soluble en un determinat
sistema de solvent/s (figura 6). Com a limitacié la tecnica de la

saponificacid produeix isomers formats per razemitzacidé del carboni
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quiral C2 (Minnikin, 1966).

Aprofitant el fet que el patrd d’'acids micolics és un parametre
qualitativament estable s’han publicat un gran nombre d'estudis que
han utilitzat eines com la cromatografia de capa fina mono- i
bidimensional (1D/2D-CCF) tant per discriminar d’entre els generes
posseidors d'dcids micolics com per estudiar els diferents patrons d’'acids
micolics al génere Mycobacterium (Barry, 1997; ; Dobson, 1985; Minnikin,
1983; 1980; Daffé, 1983a; Etémadi, 1967). També s’han desenvolupat
tecniques de CCF que permeten resoldre la complexitat existent en una
mescla natural d'dacids micolics, com per exemple amb l'aplicacié de
sistemes de solvents diferents, cas del diclorometd que permet separar
el metoxi-micolat del ceto-micolat, cosa que no es pot aconseguir amb
un sistema estandard d'éter de petroli i éter etillic. Els esters d’'acids
micolics que no es poden diferenciar per CCF-1D es poden visualitzar
per tecniques en 2D aplicant sistemes de solvents de diferent polaritat.
L'andlisi dels esters d’acids micolics de 50 espécies de micobacteris per
2D-CCF va revelar que aqguests micobacteris es podien separar en 11
grups estructurals segons el seu patrd d'acids micolics. Fins i tot es va
suggerir una aplicacié clinica d'aguesta andlisi com a eina
d’identificacié rapida (Minnikin, 1980). Altres estudis demostraren que els
esters d’acids micolics que sén homogenis per CCF-1D/2D convencional
poden ser fraccionats i aillats mitjancant la CCF argentica que permet
discriminar mescles homologues de compostos que es diferencien en el

nombre i estereoquimica dels seus dobles enllacos (Minnikin, 1980; 1974).

1.2.2.3.3.1.2 Analisi dels acids micolics per cromatografia liquida d’alta
pressio (HPLC)

El patré d’acids micolics es pot analitzar de manera directa de dues
maneres: mitjiancant CCF i mitjancant HPLC. L'HPLC és una foma de
cromatografia liguida que permet separar components que es troben
dissolts en una solucid. L'aparell consta d'un reservori on

s'emmagatzemen els diferents solvents, una bomba per a moure
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aqguests solvents, un injector per on s'infroduira la mostra, una columna

de separacid on es troba la fase estacionadria i un detector (figura 7).

S-( olumn - A
3 (-
¥ L l DRI : Controller
| s e
Solvents ey ' LR
= ] e
LN | | o rererite | g ‘
@\.. [:‘ o | CraTras Waste
Injector ‘ . !

UV-Detector
by

Figura 7: esquema dels components que formen part d'un instrument d’HPLC.

En el nostre cas varem utilitzar com a fase estaciondria una fase reversa
formada per silicats amb un hidrocarbur fusionat (silanitzat). Deu el seu
nom que, a diferencia de la resta de fases estacionadries, una fase
reversa €s més apolar que la fase mobil i per tant els compostos que sén
més retinguts per la fase estacionaria sén els compostos més apdars. La
polaritat de la fase estaciondria variard segons la longitud de
I'hidrocarbur fusionat, a més longitud més apolar serd la fase
estacionaria. Els acids micolics son separats per HPLC en base a la seva
polaritat, grup funcional, longitud de Ila cadena i nombre
d’insaturacions. En una fase reversa els acids micolics més curts i més
polars sén els que elueixen en primer lloc. En contrast amb la CCF la
identificacid dels compostos eluits no és important sind I'arrangament
dels pics principals, la seva posicid en base al temps de retencio i
I'alcada comparada entre els pics. Tal i com s'observa a la figura 8, per
obtenir un cromatograma d'HPLC els acids micolics son alliberats de les

celdules per saponificacid i extrets amb cloroform. Llavors sén
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derivaritzats en p-bromofenacil esters. Aquest exiracte és injectat a la
columna on sera eluit per la fase mobil, que consisteix en un gradient de
metanol i de metanol amb concentracions creixents de cloroform.
Aquests esters poden ser detectats en quantitats de picograms per

espectrometria d'UV en la franja de longitud d'ona de 254-260 nm.
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v

Saponificaciéd dels &cids grassos:
*hidrdxid de potcesi i metanol

scalor

Exlraccio dels acids grassos
sacidificacio
sexiracte soluble en CHCI,

v

Evaporacio de 'extracie;
sbicarbonal de polassi

scalor

Dernivatitzacid dels &cids grasses:
*bromofenacil bromur
sdiciclohexik18-crown-é-&ter

ecalor

Clarificacié de la mostra:
sliquid-liquid

filtralge

sfase sdlida

v

Andlisi dek acids micolics
per UV/HPLC

v

Patrd d'acids micolics:
sinterpretacié visval
sideniificacid

Figura 8: esquema de la derivatitzacid estandaritzada d'acids micodlics per a la seva
posterior identificacié pel sistema de UV-HPLC segons Butler (2001).

Ja fa alguns anys que s'ha augmentat la sensibilitat de la tecnica

emprant un sistema de deteccid per absorcié de fluorescencia. Aquest
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fet ha propiciat el canvi al sistema de derivatitzacid emprant compostos
fluorescents (cumarinics) pero en tot cas els cromatogrames obtinguts
per les dues tecniques son totalment equiparables.

Ja fa alguns anys que I'andlisi del patrdé d’'acids micolics per HPLC
permet la identificacid de micobacteris de manera rapida i fiable
(Butler, 2001). La fiabilitat comparada de I'HPLC amb d’altres tecniques
d'identificacid com els tests bioquimics estandard i les sondes d’ADN es
va estudiar i els resultats van arribar a concordances del 97,2% i 98,9%
respectivament (Guthertz, 1993; Thibert, 1993).

Dintre de la gran varietat de cromatogrames d'HPLC es poden observar
patrons similars, és a dir, podem observar cromatogrames amb un Unic
grup de pics d'elucié tardana (figura 9 a,b), que a la vegada es poden
subdividir en simples i complexes. Tenim cromatogrames amb dos grups
de pics més o menys separats entre si (figura c,d) i també patrons amb
tres grups de pics (figura 9 e f).

Malgrat tota estandaritzacio, la variacid en el patrdé d'HPLC és un fet
demostrat quan s'analitzen un nombre important de soques d'una
mateixa especie. Normalment aquestes variacions son petites
diferencies en I'alcada dels pics i no afecten la forma general del patrd
d'HPLC (Butler, 1988). Hi han ocasions on els canvis en el patré d'HPLC
son molt més importants, canviant radicalment la forma del
cromatograma de forma que grups de pics caracteristics queden molt
reduits o desapareixen (Butler, 1999) o en d’'altres casos on apareix un
nou pic o grup de pics, és el cas del M. gordonae (Cage, 1992; Butler,
1991) i del M. brumae respectivament (segons les conclusions d’'aquest
treball).
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Figura 9: detall d’alguns tipus diferents de cromatogrames d’UV-HPLC: a-b) amb un sol
grup de de pics d'elucié tardana. c-d) amb dos grups de pics on el primer grup elueix
abans del minut 4. e-f) amb tres grups de pics.
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1.2.2.3.4 Lipids i glicolipids associats a la paret (lliures)

Aquests components de la paret cellular es poden extreure amb
solvents orgdnics perque no es froben units covalentment a cap
estructura. Molts d’aquests components son els efectors de les activitats
biologiques que provogquen molts micobacteris i el seu coneixement és
vital per entendre en profunditat els efectes que tenen en el sistema

immunologic dels malalts afectats de TB i lepra.

1.2.2.3.4.1 Lipoglicans

Dintre d’aquesta denominacid hi trobem el lipoarabinomand (LAM), el
lipomanad (LM) i els fosfatidil-inositol-manaosids (PIMs) (figura 10), distribuits
ubiguament en tot el genere Mycobacterium (Briken, 2004). Tots ells
comparteixen I'ancoratge de fosfatidi-Fmyo-inositol (PIM2, el nombre fa
referencia als residus de manosa), es troben relacionats
biosinteticament i podem considerar-los com a formes procariotiques de
molecules ancorades amb fosfatidilinositol. Els lipoglicans es trobarien
ancorats mitjancant la porcié fosfatidiFinositol tant a la membrana
plasmatica com també a la bicapa externa de la paret cellular
(Pitarque 2008)

L'estudi d’aquestes molecules es remunta als anys 60 amb els freballs de
Ballou sobre la caracteritzacié dels dos primers passos de la glicosilacio
dels PIMs (Brennan, 1967; Hill, 1966; Lee, 1964).

Juguen un paper molt important tant en la fisiologia del micobacteri
(Kordulakovad, 2002) com en la modulacié de la resposta immune en la
TB i la lepra (Chatterjee, 1998). En concret el LAM és una molecula clau
en la interaccié del M. tuberculosis amb cellules dendritiques i
macrofags (Maeda, 2003).

La biogenesi dels lipoglicans s’ originaria amb la transferencia d'un residu
de a-D-manopiranosa (Manp) des de la GDP-Manp a la posicid 2 de
I'anell de myo-inositol per formar el PIM; (Kordulakovad, 2002). Aquest

PIM; podria ser acilat o rebre una segona manosa a la posicid 6 del
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myo-inositol per formar el PIM2 (Schaeffer, 1999; Brennan, 1967).
Posteriorment es creu que el PIMy passaria per diversos passos de
glicosilacidé cap a PIM3-PIM¢ i cap als lipoglicans més complexes LM i
LAM (Besra, 1997).

'
]
: Man
Man 72
a6
Man
a6| Man
Man 7a2
Man a6l
Mln/“z Man
) ab|
Man Man
ab | ab |
Man Man
asb | ab|
%%‘:Fi %
AcPIM2 AcPIM6 LM

Figura 10: estructura esquematica d'alguns dels lipoglicans al génere Mycobacterium.
AcPIM2 i AcPIMé: ancoratges de fosfatidi-myo-inositol amb 2 i é manoses,
respectivament. LM: lipomanad

1.2.2.3.4.1.1 Fosfatidilinositol manosids (PIMs)

Ja al 1939 va ser qillat al M. tuberculosis un fosfolipid que contenia una
porci6 amb manosa i inositol. Més tard, Lee i Ballou (1964) van
determinar I'estructura del PIMq. Es basa en I'sn-glicero-3-fosfo-1-D-myo-
inositol, amb el glicerolfosfat unit a la posicid 1 de I'anell de myo-inositol i
amb dues a-D-Manp unides als carbonis 2 i 6 del myo-inositol. De mitjana
trobem tres Qcids grassos esterificant I'ancoratge, que s'unirien als C1 i
C2 del glicerol i al Cé de la Manp (figura 10). També podem trobar un

quart acid gras esterificant el C3 de l'inositol. Els acids grassos més
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freqlentment aillats sén el palmitic i el tuberculoestedric (TBS) (Hunter,
1990).

Aquest grup de compostos no son exclusius del genere Mycobacterium,
també els trobem a generes afins com Corynebacterium, Rhodococcus,
Tsukamurella i Nocardia. Al genere Mycobacterium, si atenem al
nombre de manoses, s’han descrit fins al PIM¢ (Lee, 1965; Ballou, 1963).
PIM2 i PIM¢ sén les formes més abundants a M. fuberculosis, M. bovis BCG
i M. smegmatis (Gilleron, 2003).

Els PIMs son una part molt important dels fosfolipids que es troben a la
paret cellular i a la membrana plasmatica i han estat considerats com
a components estructurals importants que actuarien com a ciment pel
CWS (Goren, 1984). S’"ha demostrat que la quantitat de PIM2 de I'envolta
cellular del M. smegmatis determina la sensibilitat del micobacteri
enfront d’'antibiotics hidrofobics i hidrofilics (Kordulakova, 2002; Parish,
1997). També s'ha proposat que els diferents tipus de PIMs podrien tenir
un paper en la regulacid del septe que es forma durant la divisid
celfular i en el manteniment de la integritat de la membrana
plasmatica (Morita, 2006; 2005). Els estudis fets sobre les activitats
immunomoduladores dels PIMs han obtingut resultats contradictoris.
Alguns treballs no detecten induccié d'activitat proinflamatoria si
comparem amb alfres lipoglicans (Guérardel, 2003; 2002). D'altres, en
canvi, detecten una modesta induccié d’'activitat proinflamatoria
(Gilleron, 2003). Sigui com sigui, no sembla que el paper principal dels
PIMs sigui el d’induir una resposta immunologica en I'hoste. Malgrat aixo,
la importancia d'aquests compostos queda demostrada en el fet que
les alteracions de la seva biosintesi afecten de manera greu I'estructura
de I'envolta cellular i fins i tot serien indispensables pel creixement
celular (Kordulakova, 2003; 2002).

1.2.2.3.4.1.2 Liporabinomana i Lipomana
L'existencia d'un polisacarid d’arabinosa i manosa serologicament actiu

a la paret dels micobacteris va ser observada ja en els anys 30 i 40
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(Seibert i Watson, 1941; Menzel i Heidelberger, 1939; Chargaff i Schaeffer,
1935), revisat per Chatterjee (1998). Tant el LAM, en les seves varietats,
com el LM, exhibeixen un ampli ventall d’activitats immunomoduladores
que comprenen la inhibicié de respostes celdulars, la inhibicid de
mediadors infracelulars i la induccid d’activitat inflamatoria.

El LAM és un component preeminent de I'envolta cellular dels
micobacteris (Chatterjee, 1998). La molecula esta formada per fres
dominis; el peu d'ancoratge, el nucli polisacarid i els extrems terminals.
Es una molécula de mida variable, de 17 fins a 30 kDa, degut a
I'heterogeneitat en el patrd de ramificacions, en les fosforilacions i en les
acilacions de I'ancoratge (Venisse, 1993; Hunter, 1986).

L'estructura de I'ancoratge és identica a la del PIMy (Lee, 1964). Al
carboni é del myo-inositol s’uneix el domini homomana (Hunter, 1990).

El nucli polisacarid esta format per un nucli homomand (D-mand) amb
cadenes laterals d’arabinosa (D-arabind).

El D-mand és un esquelet lineal de Manp amb enllag a-1—6 i ramificat
en el C2, C3 en el cas de Mycobacterium chelonae (Guérardel, 2002),
per una unitat Manp. El nombre d'unitats que formen I'esquelet i el grau
de ramificacid varien segons I'especie (Khoo, 1995; Venisse, 1995).

El D-arabind és un esquelet d'arabinofuranoses (Araf) unides per
enllacos al—5 amb ramificacions d'a-D-Araf unides per enllacos O-3,5.
Les ramificacions presenten dues estructures (Vercellone, 1998): una
estructura lineal de quatre arabinoses: B-Araf-(1—2)-a-D-Araf-(al—5)-a-
D-Araf-(al—5)-a-D-Araf-(al1—5). Una estructura, en dues branques, de sis
arabinoses: [B-Araf-(1—2)-a-D-Araf-(1-]2 =3 i —5)-a-D-Araf-(a-1—5)-a-D-
Araf1—.,

En ambdds casos el terminal no-reductor estd compost per B-Araf-
(1—2)-a-D-Araf.

La manera en com s'uneixen els dos homopolisacdrids no es coneix.
L'estructura del LM, que exerciria de precursor biosintétic del LAM,

correspondria a una molecula lineal formada pel peu d'ancoratge i per
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I'hnomopolimer de Manp amb enllacos al—2, excepte en el del M.
chelonae que s'uniria amb enllacos al—3 (Guérardel, 2002) i sense les
ramificacions terminals (figura 10).

Els extrems terminals del LAM, I'anomenat capping, els frobem units, en
un percentatge o fraccid variable, a les ramificacions de quatre i sis
Araf. Les variants en la composicid d’aquestes terminacions donen lloc a
les tres formes de LAM conegudes fins ara. i)El ManLAM, que el
trobariem a les especies de creixement lent com M. tuberculosis i
Mycobacterium bovis BCG amb un capping format per una estructura
que varia d'una a fres a-D-Manp, (a-D-Manp1—[2a-D-Manp]o.1,2), unides
al Cs del residu B-D-Araf (Chatterjee, 1993; 1992). ii)Els PILAM, trobats a
micobacteris de creixement rapid com M. smegmatis i Mycobacterium
fortuitum, que tenen fosfatidil-inositol a les ramificacions terminals. La
seva estructura va ser establerta com (myo-inositol-1)-fosfat-(5-8-D-Araf)
(Gilleron, 1997). iii)Els denominats ChelLAM frobats a M. chelonae i que
no posseeixen cap afegit al seu terminal d’Araf (Guérardel, 2002).

Les activitats immunomoduladores del LAM, (inhibicions de respostes
celdulars i de mediadors intracelulars, bloqueig de la maduracid del
fagosoma o induccid d’activitat inflamatoria), ha estat tractada i
revisada en nombrosos treballs (Briken, 2004; Nigou, 2003; 2002).

Estudis recents han descobert el rol potencial que exerciria la moléecula
de LM en la resposta de I'hoste. S’ha demostrat que el LM,
independentment si té I'origen en una espéecie virulenta o no, indueix la
secrecid de citoquines proinflamatories, apoptosi i activacid del
macrofag (Dao, 2004; Quesniaux, 2004; Vignal, 2003). Sembla ser que el
ratio LAM/LM seria un parametre important en la virulencia dels
micobacteris i que els micobacteris virulents minimitzarien la quantitat de
LM per tal disminuir els seus efectes proinflamatoris. Andlisis del ratio
LAM/LM en les parets cellulars de micobacteris virulents, patdogens

facultatius i saprofits avalarien aquesta hipotesi (Briken, 2004).
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1.2.2.3.4.2 Trealoses acilades

De glicolipids basats en la molecula de frealosa en trobem una gran
varietat de formes tant a micobacteris com a generes afins. Aquesta
classe de glicolipids tenen en comu el tenir una molecula de trealosa, a-
D-Glcp-a’-D-Glcp, esterificada amb diferents tipus d’acids grassos
(figura 11). En la majoria de casos les trealoses acilades es diferencien
en el nombre i naturalesa d'aquests acids grassos. La molecula de
trealosa demostra la seva importancia en la dependéencia absoluta que
els micobacteris en tenen, probablement pel seu paper a la sintesi
d’acids micolics (Woodruff, 2004).

o

PAT

O W N,
"G

e ! N

o "l'lld'-

" TDM
e
O’LL‘*.A.
-
o

U e

Figura 11: esquema d'alguns dels glicolipids basats en la trealosa segons Asensio
(2006).
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1.2.2.3.4.2.1 Trealosa dimicolat

El seu nom complet és trealosa-6,6'-dimicolat. Es ubiqua a fot el génere
Mycobacterium, excepte a M. leprae. També s'han trobat versions a
generes afins com Rhodococcus i Nocardia. Alirament també rep el
nom de cord factor (CF), terme que li deu a Bloch (1950) degut a que i
assignaven el paper de la formacid de cordes tipica de soques
virulentes del M. tuberculosis, fet que no s'ha pogut confirmar
fefaentment. Malgrat que aquesta propietat ha estat descrita com a
propia de micobacteris patogens (Hall-Stoodley, 2006; Glickman, 2000),
estudis meés recents han mostrat la formacié de cordes en micobacteris
no patdogens com Mycobacterium vaccae (Rodriguez-GUell, 2006).

El CF es presenta com una mescla de compostos que difereixen en el
tipus d’acids micolics que hi frobem. La separacid d'aquests compostos
es va fer utilitzant la CCF dels trimetil-silil éter derivats (Promé, 1976).

La localitzacidé del CF a la superficie del micobacteri era quelcom
d’assumit, doncs si no era aixi, no era possible d'explicar la formacié
d’'agregats i cordes. Alfres estudis pero la coldoquen no en zones
superficials sind en zones més internes de la paret cellular (Ortalo-
Magné, 1996).

Les activitats biologiques del CF es troben relacionades amb la seva
capacitat d'alteracié de membranes lipidiques. Es aixi com actuaria
sobre les membranes mitocondrials provocant alteracions en la cadena
respiratoria i en la fosforilacid oxidativa (Kato, 1970). D'entre les funcions
del CF cal fer un esment, per la seva complexitat, de la regulacié de la
virulencia i de la resposta inflamatoria en ratoli que exerceixen els acids
micolics amb trans-/cis-ciclopropanans del CF del M. tuberculosis (Rao,
2006; 20095).

La seva biosintesi no es coneix amb certesa. L'estudi de Murphy (2005)
va trobar un conjunt de gens responsables de la sintesi de frealosa.
També se sap que el pas previ seria la sintesi de TMM-6P i posteriorment
TMM, molecula que actuaria com a magatzem d’dacids micolics. El

responsable del seu transport fins a la paret celdular seria I'antigen 85
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(Takayama, 2005).

1.2.2.3.4.2.2 Sulfolipids (SLs)
Formada per cinc membres, aquesta familia de glicolipids es
caracteritza per presentar un grup sulfat a la posicid 2' de la trealosa. Els
seus membres es diferencien uns d’altres en el nombre i tipus d’acids
grassos que esterifiquen la molecula de trealosa i també en la posicid
de les esterificacions.
Els sulfatids varen ser descrits per Middlebrook el 1959 durant la cerca
dels compostos responsables de I'absorcid del colorant cationic roig
neutre per part del M. tuberculosis.
Sén una famila de compostos exclusius del M. tuberculosis, malgrat que
la seva presencia no és ubiqua a tota I'especie. El component majoritari
de la familia és el SL-I: 2,3,6,6'-tetraacil-a,a’-D-trealosa-2'-sulfat (figura
12). Els residus acilats comprenen a més d’'dcids estedric/palmitic, uns
dcids grassos poc comuns anomenats pthiocerdnics amb un nombre de
carbonis entre Cs; (2,4,6,8,10,12,14,16-octametil-triacontd) i Cuo
(2,4,6,8,10,12,14,16-octametil-hidroxitriaconta) (Goren, 1976a).
La seva biosintesi ha estat estudiada identificant-se dos gens essencials
en el procés (Converse, 2003; Sirakova, 2001). La mutacié en aquests
gens ha demostrat que el SL-I per se no és indispensable per al
creixement in vivo del bacil tuberculds (Rousseau, 2003).
Malgrat ser un component especific del M. tuberculosis no ha estat molt
estudiat com a eina serodiagnostica. En un estudi al nostre laboratori,
Julian (2002) varen obtenir amb el SL-I els millors resultats d’entre els
glicolipids estudiats.
Entre les funcions biologiques que indueix, es troben:

|. Promocié de la supervivencia del bacil tuberculds inhibint

I'activacio del fagosoma (Goren, 1987;1976b).
Il. Inhibicié de I'activacio del macrofag (Pabst, 1988). Malgrat que
altres estudis perdo no ho corroboren (Zhang, 1988).

lll. Produccid d'una resposta humoral (Julian, 2004; 2002).
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IV. Sinergia de la toxicitat del CFin vivo (Goren, 1990).

V. Contribucio a la virulencia en el bacil tuberculds (Okamoto, 2006).

O CHy CHy  OH
CHa=0-E-CHo [CHo= ]y~ CH=Cyghy,
HO <

HO \
HOySO | H

I,

CHy~0-C- cn-[cuz-g::]'-c". Cighs,

Figura 12: esquema de la molécula del sulfolipid-I del M. tuberculosis.

1.2.2.3.4.2.3 Lipooligosacarids (LOS)

Es una familia de glicolipids amb una estructura formada per una
molecula de trealosa esterificada amb diversos dacids grassos, tant
lineals com metilramificats. Fins i tot s’ha trobat cetopiruvat, fet que i
donaria un cardacter anionic (Hunter, 1988). Aixi mateix, la trealosa porta
unit un oligosacarid al carboni 3, 4 6 6 que té entre 2 i 6 residus, alguns
dels quals son sucres fins ara desconeguts i que son especifics d’espéecie
(Munoz, 1998; Gilleron, 1994; Hunter, 1984).

Dintre d'una mateixa especie, els LOS es presenten generalment com
una mescla de compostos que difereixen tant en la composicié de
I'oligosacarid com en el nombre d'acids grassos que esterifiquen la
trealosa.

Els LOS eren probablement els antigens de superficie dalcalilabils descrits
per Schaefer el 1962 (Asselineau, 1998).

Les funcions que en coneixem son escasses pero estarien relacionades
amb la seva ubicacid externa a la paret, com el fet de ser
immunogenics (Asselineau, 1998; Munoz, 1998) i receptors de

micobacteriofags (Besra, 1994).
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1.2.2.3.4.2.4 Alires trealoses acilades

En aquest apartat tractarem de les diacil (DATs) i triacitHtrealoses (TATs),
les poliftenoil frealoses (PPTs) i els fleats de trealosa.

Les PPTs estan formades per una molecula de trealosa esterificada amb
cinc Acids grassos. La variant majoritaria és la 2,2',3',4,6'-pentaacil-
trealosa. Els residus acilats majoritaris son uns acids grassos atipics que
reben el nom de phthioenoics (acid 2,4,6-trimetil-tetracos-2-enoic, Cy7) i
homolegs. També trobem altres acids grassos, minoritaris, com el
palmitic i I'estedric (Daffé, 1988a).

Les PPT son compostos molt apolars que només s’han trobat a soques
virulentes de M. tuberculosis i M. bovis (Daffé, 1988a). Degut a la seva
estructura ramificada se'ls atribui un paper passiv de proteccid enfront
la degradacié enzimdatica per part del sistema immunitari de I'hoste
(Daffé, 1988a). Estudis sobre la localitzacié de components de la paret
celular els situaria en una posicid externa (Ortalo-Magné, 1996).

La recerca de metodes de deteccid rapida d'infeccions per M.
fuberculosis va portar al descobriment de les DATs. La nomenclatura
d'aquests compostos seria la 2,3-diacil-trealosa. Estudis sobre la seva
localitzacié situarien les DATs a la part més externa de I'envolta cellular
(Ortalo-Magné, 1996). Els tipus de residus acilats que es troben
esterificant la trealosa son variables: dcids grassos saturats i lineals, acids
grassos amb insaturacions i fambé metilramificats (Gautier, 1992; Vilkas,
1968; 1964).

Es tracta d’un dels glicolipids més estudiats per al serodiagnostic de la TB
ja que es troba a la majoria d'aillats clinics del bacil tuberculds. Els
resultats obtinguts pels estudis serodiagnostics han estat contradictoris
(Julian, 2002; Vera-Cabrera, 1994; Munoz, 1997a).

Les TATs disposen d'una estructura on la frealosa estaria esterificada
amb fres acids grassos. De la mateixa manera que les DATs, també
s'han utilitzat en estudis de serodiagnosi de la TB (Julian, 2004; 2002;
Munoz, 1997a; Escamilla, 1996). Estudis, duts a terme al nostre laboratori,

provant la utilitat d’aquest antigen en la serodiagnosi de la TB, han
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donat millors resultats que les de tests comercials pero no han assolit els
criteris de discriminacid suficients per a ser utilitzats com a eina
serodiagnostica (Julian, 2004; 2002).

Els fleats de trealosa deuen el nom al microorganisme on varen ser aillats
per primera vegada, M. phlei, malgrat que també han estat trobats a M.
smegmatis (Asselineau, 1972; 1969). L'estructura d’aquests compostos és
la d'una molecula de a,a’-D-trealosa esterificada amb dcids grassos
poliinsaturats, anomenats acids fleics. El principal acid gras d'aquesta
familia és I'acid hexatriaconta-4,8,12,16,20-pentenoic (Asselineau, 1972;
1969). Aquests compostos se'ls ha relacionat amb I'estat d’agregacid

dels bacteris (Asselineau, 1969).

1.2.2.3.4.3 Dimicocerosats de phthiocerol (DIMs)

Descrits ja als anys 40 per Anderson i Yale, els DIMs i homolegs sén una
familia de lipids formats per un nucli B-diol (phthiocerol, phthiodolona o
phthiotriol, segons tinguin de grup funcional un metoxi, una cetona o un
tercer alcohol, respectivament) que té esterificant els dos hidroxils dos
acids grassos multi-metil-ramificats de Cas a Cazs. Aquests acids grassos,
depenent de la seva estereoquimica, reben el nom d’'acids
micocerocics o phthioceranics (Daffé, 1988b). Un estudis recent
d’'aquests compostos al M. tuberculosis va mostrar que el phthiocerol
posseia una longitud de cadena d'entre Css i Czs | de Cazzs per a la
molecula de phthiodolona (Camacho, 2001).

Els DIMs es troben descrits en vuit especies de micobacteris, set d'elles
patogens estrictes o oportunistes (Camacho, 2001; Cox, 1999).
Juntament amb les MKs son els lipids més abundants de la paret dels
micobacteris.

Treballs recents demostren que la manca d’aquest lipid a la paret del M.
tuberculosis s'associaria a una manca de virulencia del bacil tuberculds
en ratoli (Camacho, 2001; 1999; Cox, 1999). A la vegada, la seva
absencia, modifica aspectes com la morfologia colonial i la sensibilitat a

detergents com I'SDS (sodium dodecyl! sulphate). Malgrat qixo, la seva
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manca no fa al bacil tuberculds més sensible als agents terapeutics més
comuns del que ho és la soca salvatge (Camacho, 2001). El mateix
estudi frobava que els DIMs per si mateixos no contribuirien a la
resistencia del M. tuberculosis enfront els radicals lliures de nitrogen que
sinfetitza el macrofag. Malgrat que en un estudi anterior (Asselineau,
1984) arribaven a la conclusié que la seva estructura ramificada els faria
compostos resistents a la degradacié oxidativa i enzimatica.

La seva ubicacié a la paret cellular i la seva estructura ramificada fan
pensar que juguen un paper important en I'arquitectura de la paret i en
la seva baixa permeabilitat. Seria mitjancant aquest mecanisme que els
DIMs conftribuirien a la virulencia del M. tuberculosis (Camacho, 2001).
Un estudi recent ha demostrat la relacié enfre la presencia d'una
variant dels DIM i la hipervirulencia de les soques Beijing del M.
fuberculosis (Huet, 2009). En un altre estudi es demostra que els DIMs
participen de forma decisiva en la invasio dels macrofags provocant un
pH al lisosoma que afavoriria la supervivencia del bacil tuberculds
(Astarie-Dequeker, 2009).

En I'estudi de la seva biogenesi s’ha descrit I'enzim responsable de
I'elongacié des de I'acid p-hidroxibenzoic (p-HBA) fins a I'acid p-
hidroxifenilalcanoic (Constant, 2002). L'acid p-hidroxifenilalcanoic i un
acid gras de Ca4 serien utilitzats com a precursors per un grup de cinc
enzims, els PpsA-E, per a sintetitzar el nucli lipidic, B-diol. Aquesta via
biosintetica seria comuna per a DIMs i PGLs (Azad, 1997). Amb
anterioritat ja s’havien descrit els gens i enzims responsables de la sintesi
dels acids multi-metil-ramificats que esterifiquen el nucli lipidic (Azad,
1996).Posteriorment també s’han descrit alguns dels enzims responsables
de la formacid i modificacid de la part glucosidica dels PGLs i dels
derivats del p-HBA (Pérez, 2004a,b).

1.2.2.3.4.4 Glicolipids fenolics (PGLs)
Pertanyents a I'antiga categoria dels micosids, aquests compostos

tenen una estructura basada en els DIMs i els seus derivats. En els PGLs,
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el B-diol porta unit un grup fenol, provinent de la tirosina, que a la
vegada porta unit una porcié sacarida (figura 13).

Les diferencies estructurals entre PGLs les tfrobem bdsicament a la porcid
sacarida que té un nombre variable de residus, entre 1 i 4. Els sucres,
bdasicament deoxisucres, poden estar O-metilats en un grau variable.
Aquesta és la part de la molecula que ha demostrat ser antigenica
(Watanabe, 1995). Com en el cas dels DIMs, la seva distribucid és
restringida dins el genere Mycobacterium, on els tfrobem a especies de
creixement lent, patogenes estrictes o oportunistes amb I'exepcid de M.
gastri.

Sén compostos especifics d’'especie (Watanabe, 1995; Papa, 1989;
Daffé, 1989; 1988b,c) i, a més, sdén immunogenics, fet pel que han estat
utilitzats en la deteccidé de la infeccid i/o malaltia per part de M.
fuberculosis i M. leprae (Watanabe, 1995; Hunter, 1982). Els resultats en el
cas de la TB han estat contradictoris (Watanabe, 1995, Cho, 1992;
Martin-Casabona, 1989) degut probablement a la distribucid irregular
d'aqguest antfigen en les soques salvatges del bacil tuberculds (Munoz,
1997b; Chaicumpar, 1997; Watanabe, 1994; Cho, 1992; Papa, 1989). En
el cas del bacil de la lepra el seu paper es coneix millor i s"ha demostrat
que el PGL-I determina el tropisme neural del bacil de la lepra (Ng,
2000). La quantitat de PGL-I també és molt important constituint el 2% de
la massa del bacil i formant part de manera majoritaria de la capsula
que rodeja in vivo el M. leprae (Hunter, 1981). Se'ls localitzaria en capes
externes de la paret cel{ular (Ortalo-Magné, 1996).

Recentment perdo s’ha demostrat que la diferent virulencia en aillats
clinics del M. tuberculosis és atribuible, en part, a la produccié de PGLs.
Aquests compostos esvairien I'activacio protectora del sistema immune
de I'hoste (Tsenova, 2005).

En els Ultims anys s’han descobert a M. tuberculosis i M. bovis BCG uns
compostos molt semblants als PGL denominats derivats de I'acid p-
hidroxibenzoic (p-HBAD). Son petits glicoconjugats que contenen la

mateixa porcid fenolglucosidica del PGL de M. tuberculosis (Constant,
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2002). S6n compostos molt interessants des del punt de vista de
patogenia perqué mantenen la part de la molecula clau per a la
interaccid amb I'hoste, son excretats al medi de cultiv i a diferencia dels
PGLs, es troben en totes les soques testades malgrat que aquestes no
posseeixin PGLs (Constant, 2002).
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Figura 13: esquema de la molécula del glicolipid fendlic PGL-| del M. leprae.

1.2.2.3.4.5 Glicopeptidolipids (GPLs)

Definits com a micosids C el 1960, la paraula micosid feia referencia a
glicolipids especifics d'especie d'origen micobacteria (Smith, 1960). Els
GPLs son una familia de compostos que es classifiquen en dlcaliestables
i dlcali-labils. Els més estudiats han estat els GPLs dlcali-estables que
estan formats per un petit peptid, D-Phe-D-allo-Thr-D-Ala-L-alaninol, amb
I'alaninol substituit per un residu de 3,4-di-O-metil-L-Rha (Vilkas, 1968).
Unit a I'extrem N-terminal lliure (Phe) tenen un dcid gras de cadena
llarga, de Cz a Css4 el qual porta un grup B-hidroxi o metoxi (Daffé,
1983b). A més, el residu d'allo-Thr porta unit un monosacdrid o un
oligosacarid, fet que divideix els GPLs dlcaliestables en apolars i polars.
Els GPLs apolars porten un residu de é6-deoxi-L-talosa (Lanéelle, 1968) i les
variants polars porten un disacarid comu format en la part proximal per
a-L-Rha-(1—2)-6-deoxi-L-talosa, a més d’'un oligosacarid variable que i
déna al GPLs especificitat anfigenica. També s’han descrit altres GPLs

dlcali-estables que difereixen en la localitzacio i naturalesa dels residus
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sacarids, com és en el cas del M. fortuitum biovariant fortuitum (Lopez-
Marin, 1991).

Els GPLs polars varen servir de base per a la definicid dels diferents
serotips del grup MAIS (M. avium-intracellulare-scrofulaceum) (Brennan,
1977) dels que s'han descrit fins ara 31 serotips (Denner, 1992). Aquesta
especificitat és deguda a la variabilitat en els residus de I'oligosacarid
(Brennan, 1981; 1979). Aquests compostos es corresponien als antigens
d’'Schaefer (Brennan, 1979).

Els GPLs dlcali-labils, trobats a M. xenopi, tenen un nucli lipopéeptid
diferent i contenen residus de serina (figura 14) (Besra, 1993b; Riviére,
1992; 1991).

Darrerament, els GPLs han estat estudiats pel seu paper en la morfologia
colonial i en la motilitat de les especies M. avium i M. smegmatis (Recht,
2000; Martinez, 1999).
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Figura 14: esquema de la molécula del glicopeptidolipid del M. xenopi.
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1.3 Mycobacterium gordonae: trets caracteristics

El M. gordonae és una espéecie de creixement lent, escotocromogena i
ampliament distribuida en aigUes naturals i sols (Wayne, 1984). Té un
creixement eugonic i un color ataronjat. Creix entre els 25° i 42°C toft i
que el seu optim es troba als 37°C. Va ser descrita per Bojalil (1962) i la
soca tipus és el M. gordonae ATCC 14470, Els seu patrd d'acids micolics
esta format pels a-, metoxi- i ceto-micolats. El seu cromatograma d’HPLC
(figura 15) presenta majoritariament un sol grup de pics d’elucid tardana
malgrat que també s’han descrit soques amb un segon grup de pics
d'elucié rapida (Butler, 2001; Cage, 1992; Butler, 1991). A més dels
habitats naturals caracteristics, €s una especie que s'ha trobat en
aigles envasades (Papapetropoulou, 1997) i és el micobacteri més
freqUentment dillat en piscines (Leoni, 1999), probablement degut a la
seva resistencia a la desinfeccid amb clor (Le Dantec, 2002). El fet que
tingui un hadbitat aqUdtic ha fet que ocasionés contaminacions
nosocomials degudes a la colonitzacidé de la xarxa d’aigua sanitaria
(Galassi, 2003; Fujita, 2002; Lalande, 2001; Vogiatzakis, 1998). Malgrat que
no és considerada com una especie patdogena ni tan sols oportunista,
s'han descrit infeccions en pacients immunocompromeésos (Pinho, 2009;
Brener, 2009; Rusconi, 1997; Bernard, 1992; London, 1988; Clague, 1985) i
també en pacients sans (Foti, 2009).

Els glicolipids que caracteritzen la paret celular del M. gordonae son els
LOS, sent el tipus LOS-I el majoritari, malgrat que també trobem dels tipus
I, I 1V (Besra, 1993a). SGn compostos antigenics que es localitzarien a la
part més externa de I'envolta celdular (Ortalo-Magné, 1996).

La heterogeneitat del M. gordonae ha estat descrita en diferents estudis
i per diferents tecniques. La identificacié de micobacteris per metodes
moleculars ha revelat en el M. gordonae una variabilitat en una zona de
I'’ADNr 16S, que en la majoria d'espécies es froba molt conservada

(Kirschner, 1992). També s'ha trobat variabilitat quan s'usen d’altres
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metodes d'identificacidé molecular com el Gen-probe (Walton, 1991), els
PRA (PCR-restriction length polymorphism analysis) (Telenti, 1993; Plikaytis,
1992) i també amb el patré d'HPLC (Cage, 1992; Butler, 1991). Cage
(1992) va detectar en 14 de 63 soques del M. gordonae una variant
bifasica del patré d'HPLC, amb dos grups de pics al patrd,
absolutament diferenciada del patrdé caracteristic del M. gordonae
amb un sol grup de pics. El nostre treball ha pogut correlacionar aquest
patrd bifasic amb diferencies en el patré d'dacids micolics aixi com
identificar el compost responsable d'aquesta variant en el patrd

cromatografic.
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Figura 15: cromatogrames d'HPLC del M. gordonae ATCC 144707 (single cluster, segons Butler, 2001) i la soca double cluster del nostre laboratori
M. gordonae CL-416.
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1.4 Mycobacterium brumae: trets caracteristics

El M. brumae és un micobacteri ambiental, no cromogen i creixedor
rapid. El seu nom prové de I'epoca de I'any, I'hivern, en que van ser
aillats els primers especimens. Van ser aillats principalment en aigUes de
riu, pero també s’han trobat en sols, en esput i a cateters (Jiménez, 2011;
Lee, 2004; Luquin, 1993). També s'ha descrit com una espéecie
immunoestimuladora en el cancer de bufeta (Yuksel, 2011). Creix a 25,
30 i 37°C perdo no a 45°C. El seu Optim es troba als 30°C. La seva
morfologia colonial és rugosa. Morfologicament és semblant al
Mycobacterium fallax i com aquesta especie, el seu patrd d'acids
micolics només conté a-micolats (Luquin, 1993). Tots dos son creixedors
rapids i es poden diferenciar pels seus productes de pirdlisi en la
cromatografia de gasos (GLC). M. brumae només produeix
docosanoats (Ca) i en canvi M. fallax produeix docosanoats i
tetracosanoats (Ca4). L'andlisi del perfil lipidic per GLC manifesta la
presencia d'hexadecanoat, octadecenoat i tuberculoestearat com a
esters d'acids grassos maijoritaris. L'estudi estructural més acurat dels
seus dqcids micolics determind la presencia Unicament de dues
insaturacions i una longitud de cadena de Cs a Crs. Segons el tipus
d'insaturacions van poder diferenciar-se tres a-micolats: amb dues
insaturacions en frans, trans-cis i dues insaturacions en cis (Luquin, 1993).
La comparacié amb altres especies manifesta graus de similitud del 80%
amb Mycobacterium alvei, del 758% amb M. fallax i del 75% amb
Mycobacterium moriokaense (Luquin, 1993). La soca ftipus és el M.
brumae CIP 103465". El M. brumae comparteix amb M. fallax i
Mycobacterium triviale un mateix patré d’'acids micolics, unicament a-
micolats. Segons el treball de revisidé de Butler (2001), el patré d'HPLC del
M. brumae es un patré amb un Unic grup de pics que elueixen tard,
després del minut 6 (figura 16 A). El patré del M. brumae es diferencia

dels de M. triviale i M. fallax en que té un Unic pic principal de molta més
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intensitat que la resta de pics secundaris, que en els cromatogrames
dels M. fallax i M. ftriviale sén més intensos. A diferencia del patrd
cromatografic del M. brumae publicat per Butler (2001) (figura 16 A), al
nostre laboratori varem detectar a les fres soques del M. brumae, inclosa
la soca tipus, una variacid molt important en el patré cromatografic
conegut degut a la presencia d'un pic aqillat que eluia molt d'hora,
abans del minut 4 i que no s'havia vist abans en cap patrd d'HPLC
d'altres micobacteris i el que era encara més important, diferia de
manera molt important del patré publicat per Butler (2001) (figura 16 B).
Es tractava doncs d'un compost o compostos desconeguts fins
aleshores perque, malgrat existeixen micobacteris amb patrons d’HPLC
amb grups de pics d’elucid rapida, abans del minut 5 (Butler, 2001), fins
aquell moment no s'havia descrit un patré d'HPLC amb un pic tan

important que sortis abans del minut 4.
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Figura 16: cromatogrames d'HPLC de les soques tipus del M. brumae ATCC 513847 (CIP
1034657). A) segons Butler (2001). B) soca 12.1/CR-270 (referencies internes de la soca
tipus CIP 1034657 al laboratori de Micobacteriologia de la UAB).
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Objectius

Els objectius principals d’aquest treball han estat basicament dos:

Identificar estructuralment el o els compostos responsables del
segon grup de pics presents al patrd d’'HPLC detectats en algunes

soques del M. gordonae.

. Identificar estructuralment el o els compostos responsables del pic

addicional observat en els cromatogrames d'HPLC de les soques

del M. brumae.

Com a objectius secundaris es van establir:

Realitzar un estudi estructural comparatiu entre els dcids micolics
que formen el patré caracteristic, a-, metoxi- i ceto-micolats, de

les soques estudiades del M. gordonae.

Estudiar el possible origen del/s compost/os responsables del pic

addicional observat al patro d'HPLC del M. brumae.
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M.1 Cultiv de les soques

En I'estudi del M. gordonae es van incloure cinc soques designades com
CR-178, CL-333, CL-361, CL-416 i CL-554 conservades al socari del
Laboratori de Micobacteriologia (UAB). Totes elles eren d'origen clinic
(tres esputs -CR-178, CL-333, CL-361-, una neteja alveolar -CL-416- i un
broncoaspirat -CL-554-). També s’estudiaren les soques de colleccido M.
gordonae ATCC 14470" i M. gordonae ATCC 35759. Totes elles van
créixer en medi de Sauton a 32°C durant 6 setmanes. La identificacio de
les soques es va dur a terme mitjancant proves bioquimiques d’'acord
amb els metodes estandard (Tsukamura, 1967) i les identificacions amb
teécniques genetiques es van fer amb el Gen-Probe Rapid Diagnostic
System seguint les instruccions del fabricant (Biomeérieux).

En I'estudi del M. brumae es varen utilitzar tres soques, CR-103 (12.3), CR-
142 (12.2) i la soca tipus Collection Institut Pasteur (CIP) 103465 (CR-
270/12.1). Totes elles es conservaven al socari del Laboratori de
Micobacteriologia (UAB). Les soques van créixer en medi de Sauton a

37°C durant fres setmanes.

Medi de Sauton

A 1 litre d’aigua destillada se li afegeixen els segUents reactius:

L-Asparragina 49
Acid citric 29
KH2POy4 0,59
MgSO4-7H20 1g
Citrat de ferro i amoni 0,05¢
INSO47H20 1,49
Glicerol 38,7 ml
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Una vegada dissolts mitjancant agitacid s'ajusta a pH 7,2-7,3 amb una
solucid aqUosa al 25% de NH4OH. Després d'ajustar el pH s’afegeix 20 g
d'agar i s'autoclava a una temperatura de 121°C durant 20 min.
Finalment es reparteix en plaques de Petri a rad d'aproximadament 20

ml per placa

Medi de criopreservacio

A 100 ml d'aigua destillada s’afegeix 20 g de llet desnatada en pols. Es
dissolt mitjancant agitacid i s'autoclava a 115°C durant 15 min. Una
vegada autoclavat es dispensa en vials de 1,5 ml arad de 1 ml per vial i

s'emmagatzema a 4°C fins a la seva utilitzacio.

Conservacid de les soques

Totes les soques utilitzades en ambdds estudis es conservaven en el
socari del laboratori de Micobacteriologia de la UAB a una temperatura

de -40°C en vials amb 1ml de medi de criopreservacio.

M.2 Obtencié i derivatitzacié dels extractes lipidics

M.2.1 Obtencié dels extractes lipidics

En I'estudi del M. gordonae les cellules es recolliren de la superficie del
medi de cultiu i després es procedi a alliberar els acids grassos, acids
micolics i alcohols mitjancant saponificacié segons el metode descrit per
Daffé (1983a). Amb aquest metode les celules (uns 50 mg) es posaven
en contacte amb una solucid del 5% de KOH en metanol/benzé 8/2
(v/v) a una temperatura de 80°C durant 7 h sota reflux. Posteriorment, la
mescla s'acidificava amb HCI 2N fins a pH 2 i els compostos saponificats
s'extreien amb éter etilic, es rentaven amb aigua fins a pH neutre i la
fase etéerea es separava en un matrau de vidre per posteriorment

evaporar-la en un rotavapor (Buchi). Un cop saponificades, les mostres
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s’emmagatzemaven a 4°C en atmosfera de N> per posteriorment
derivatitzar-les per a la realitzacié de les tecniques analitiques de CCF,
GLC, HPLC i MS.

En I'estudi del M. brumae els extractes lipidics es van obtenir segons el
metode basat en el treball de Mederos (1998). Amb aguest metode
després de recollir les celdules de la superficie del medi de cultiu, els
lipids s'extreien successivament durant 12 h mitjancant mescles de
cloroform/metanol; 1/1i2/1 (v/v) a temperatura ambient. El volum dels
solvents utilitzats era tres vegades el volum que ocupaven les cellules.
Els extractes obtinguts s'unien i s’evaporaven a sequedat sota un corrent
de Na. Posteriorment, els extractes es dissolien en el minim volum possible
de cloroform i es sotmetien a una partici® en una mescla de
cloroform/metanol/aigua; 8/4/3 (v/v/v). L'extracte es quedava
decantant en aquesta mescla durant 12 h després de les quals es
recollia la fase inferior o fase cloroformica en un matrau tarat
previament, i s'evaporava a sequedat en un rotavapor. Un cop
decantat, I'extracte lipidic s’emmagatzemava a 4°C en atmosfera de

N> fins a la seva utilitzacio.

M.2.2 Derivatitzacié dels productes saponificats a ésters

metil lics amb diazometa

Els extractes lipidics obtfinguts en la saponificacié es derivatitzaven a
esters metillics posant-los en contacte amb una solucid eterea de
diazometa. El diazometa s’obtingué previament a partir del tractament
de la N-nitroso-N-metilurea amb una solucié concentrada d’hidroxid de
potassi. En la preparacié es formaven dues fases, la fase aqUosa i la fase
organica amb I'éter etillic on el diazometd es dissolia a mesura que
s'anava formant. Les proporcions de la reaccid eren d'1 g d’N-nitroso-N-
metilurea per 15 ml d'éter etildic i 3 ml d’hidroxid de potassi al 40% en
aigua. Aquesta mescla es preparava i s'emmagatzemava a -20°C

preservada de la llum unes hores abans de la seva utilitzacid. Per a la
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reaccié de metilaciod les proporcions utilitzades eren (aproximadament)
de 2 ml de solucid etéerea contenint el diazometd per cada 10 mg
d'extracte lipidic saponificat i la reaccid es deixava durant un espai de
10 min. Un cop transcorreguts els 10 min, la solucié etérea s’evaporava a
sequedat sofa un corrent de N; i I'extracte lipidic ja metilat

s’emmagatzemava a 4°C fins a la seva andlisi.

M.2.3 Derivatitzacié dels productes saponificats a p-

bromofenacil-ésters

Per a realitzar I'estudi per HPLC, els acids micolics foren derivatitzats a p-
bromofenacil-esters tal i com s'havia descrit anteriorment (Butler, 1988;
Durst, 1975). Breument, en un tub de 5 ml amb tap de tefld es va
ressuspendre una alliquota de I'extracte lipidic en 0,5 ml de cloroform i
se li va afegir 2 mg de carbonat de potassi, 25 yl de bromur de p-
bromofenacil en acetonitril i 25 ul del catalitzador diciclohexil-18-corona-
6-éter en acetonitril. Aquesta mescla es va escalfar a una temperatura
de 85°C durant 45 min i en constant agitacidé. Després de la
derivatitzacio, els esters de p-bromofenacil d'acids micolics van ser
filtrats a través d'un filtre amb una membrana de nild i un tamany de

porus de 0,45 um i evaporats a sequetat.

M.2.4 Trencament oxidatiuv dels dobles enllagos

Els lipids van ser oxidats mitjancant la tecnica del permanganat-
periodat (Rafidinarivo, 1985; Von Rudloff, 1956). Els lipids (uns 20 mg) van
ser dissolts en 0,6 ml de benze i es va afegir una mescla composta de t-
butanol (8 ml) bicarbonat sodic 200 mM (2,4 ml), aigua destil{ada (1,2
ml) i periodat permanganat (5,4 ml). Aquesta darrera solucié estava
formada per una solucié acuosa de 100 mM de periodat de sodi i 250
MM de permanganat de potassi. L'oxidacid es va dur a terme durant
dos dies a una temperatura de 30°C i en constant agitacid. La reaccid

es va aturar addicionant metabisulfit de sodi fins la decoloracidé. La
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solucid va ser acidificada amb acid sulfuric al 20% i els productes
resultants de I'oxidacio van ser exirets amb éter efillic i el solvent es va
evaporar. Els productes resultants de I'oxidacié van ser metilats amb
diazometd, purificats per cromatografia de capa fina preparativa i
identificats per GC-MS segons els seus temps de retencid i els patrons de

frencament.

M.2.5 Derivatitzacié dels productes saponificats a derivats
pirrolids

Els esters metillics d’acids grassos (1 mg) van ser dissolts en 1 ml d'una
preparacid fresca de pirrolidina destildada (Aldrich) amb 0,1 ml d'acid
acetic. La mescla es va escalfar a 100°C durant 30 min per després ser
refredada fins a temperatura ambient. Els productes amidats formats
van ser extrets amb cloroform i la fase orgdnica va ser rentada amb HCI
IM i aigua (Andersson, 1974). La fase orgdnica ja rentada va ser
evaporada a sequetat i la puresa dels derivats de pirrdlids es va

comprovar per CCF.

M.3 Purificacid dels extractes lipidics

M.3.1 Precipitacioé en acetona freda

En I'estudi de M. brumae un cop obtingut I'extracte lipidic es va
procedir a fer successives precipitacions en acetona freda (-20°C, 16 h).
Es va ressuspendre |I'extracte lipidic en la minima quantitat possible de
cloroform i es va repartir en tubs de centrifuga on se li afegia acetona
fins enrassar els tubs. Un cop enrassats es van refrigerar a-20°C durant 16
h per després centrifugar-los (1500g, 4°C, 30 min) separant I'extracte
soluble en acetona freda de I'insoluble. L'extracte soluble en acetona
freda es va tornar a reprecipitar successivament en metanol fred tal i
com es descriu a la seccid M.3.2. Els sobrenadants i els precipitats, de

color blanquinds, es van guardar a 4°C en atmosfera de Np per a la seva
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posterior andlisi per cromatografia liquida (apartat M.3.3). Una alliquota
de cadascuna de les precipitacions i d'ambdds extractes, soluble i
insoluble, es va saponificar i metildar amb diazometd (apartats M.2.1 i
M.2.2) i es va andlitzar tant per CCF (apartat M.4.1) com mitjancant
GLC-MS (apartat M.4.3).

M.3.2 Precipitacié en metanol fred

Per a la precipitacid en metanol, els extractes lipidics es van
ressuspendre en la minima quantitat possible de cloroform i es van
repartir en tubs de centrifuga amb taps de tefld on se li afegia metanol
fins enrassar els tubs. Un cop enrassats els tubs es refrigeraven a -20°C
durant 16 h. Posteriorment els tubs es van centrifugar (1500g, 4°C, 30
min), i es van separar els sobrenadants dels precipitats. Un cop separats,
tant els precipitats com els sobrenadants es van pesar i guardar a 4°C

en una atmosfera de N2 per a posteriors andlisis.

M.3.3 Cromatogrdfia liquida

Per a la cromatografia liquida es va preparar una mescla en forma de
gel amb la fase estacionaria de silica-gel 60 (tamany de particula 0.063-
0.200 mm; Merck). El solvent de carrega es va variar segons |'estudi. En el
cas del M. gordonae el solvent de carrega va ser éter de petroli (punt
d'ebullicio, bp, 60-80°C) i en el del M. brumae va ser cloroform. Un cop
preparat, el gel s’"abocava a una columna de vidre d’'alcada suficient.
En aquest pas era clau elliminar les bombolles que es formaven a
I'interior de la fase estacionadria. La quantitat de fase estacionadria
utilitzada era d'aproximadament 100 vegades el pes de la mostra. Per
tal d’empaquetar correctament la fase estacionaria en la columna es
van passar a través d’ella 3 volums del mateix solvent amb que es va
s'empaquetar la columna (cadascun dels volums era I'equivalent al
volum que ocupava la fase estaciondria a la columna) que es

descartaven. La columna tenia una clau de tefld en el seu exitrem
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inferior per on s’eluirien els diferents compostos de la mostra. Un cop
muntada la columna, la mostra a separar es va dissoldre en la minima
quantitat  possible del mateix solvent de carrega utilitzat per
empaquetar la columna. En I'estudi del M. gordonae els precipitats es
van dissoldre en la quantitat més petita possible d’éter de petroli, (bp
60-80°C) i s'aplicaven a la columna. Es feren elucions successives, de 3 a
5 volums per elucid, comencant amb éter de petroli 100% i seguint amb
increments successius d'éter eftilic en éter de petroli (5%, 10%, 20% i
100%). Les elucions es controlaren per CCF tal i com es descriu a
I'apartat M.4 del material i metodes. En I'estudi del M. brumae els
compostos presents en I'extracte lipidic es van eluir utilitzant en primer
lloc una fase estaciondria de silica-gel 60 (tamany de particula 0,063-
0,200 mm) i una fase mobil consistent en concentracions creixents de
metanol en cloroform (5%, 13%, 50% i 100%) amb 3-5 volums per elucio.
En un segon estadi de la purificacio es van utilitzar com a fase
estacionaria silica-gel 60 amb un tamany de particula més petit (0,040-
0,063 mm) i com a fase mobil concentracions creixents d’éter etfillic en
éter de petroli. En ambdds estudis el resultat de la cromatografia liquida

es va monitoritzar per CCF tal i com abans s'ha descrit.

M.3.4 Cromatogrdfia liquida de fase reversa

En la cromatografia liquida de fase reversa el muntatge de la columna
és molt similar al vist a I'apartat anterior. La fase estacionaria utilitzada
va ser una silica Cig LiChroprep amb un tamany de particula de 0,020
mm (Merck). De la mateixa manera que en l'apartat anterior el
muntatge de la columna es va readlitzar formant un gel amb la fase
estacionadria i el solvent de cdrrega, en aquest cas una mescla de
metanol/cloroform en proporcid 95/5. La particularitat d’'aquesta
tecnica es troba en el moment de d'elucid de la mostra perque el
menor tfamany de la particula i el seu empaquetament més compacte

fa necessari aplicar una font de buit per portar a terme I'elucidé dels
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compostos que formen part de la mostra. El gradient utilitzat per la fase
mobil era metanol/cloroform 95/5, 90/10, 85/15, 80/20, 75/25, 70/30,
65/35, 60/40, 55/45 i finalment 50/50. De cadacun dels gradients es

passaven 2 volums d’elucio.

M.3.5 Cromatografia de capa fina preparativa (CCFp)

Amb aquesta tecnica, les plagues utilitzades en CCF es von revelar
utilitzant una cambra de separacié de vidre saturada de vapors de
iode. Els vapors de iode es dissolen en els compostos organics que es
revelen com a taques de colors que van del groc al marrd. L'aplicacid
de les mostres en aquesta tecnica difereix de la ufilitzada per CCF en
que en el cas de la CCFp I'aplicacid es fa de manera continua, formant
una franja i no en punts individuals. Un cop identificades i assenyalades
les posicions dels compostos a purificar, la placa de CCF es deixa fora
de la cambra d’elucio fins que el iode s'evapora i desapareix el senyal.
Un cop identificat el compost a la placa de CCF i evaporat el iode,
aproximadament 24 h, es va rascar la porcid de silica corresponent al
compost a purificar, es va dissoldre en metanol i es va filtrar a través
d'un paper pords en un fub de vidre. Aquest procés es va repetir fins a
tres vegades. Posteriorment el volum de metanol es va evaporar a
sequedat sota un corrent de No. Un cop alliberat de la silica, el compost
problema es va purificar per cromatografia liquida fent-lo passar per
una mini-columna de vidre (muntada en una pipeta Pasteur) amb silico
gel i passant tres volums de cloroform per extreure els compostos
organics utilitzats per unir la silica al vidre de la placa de CCF i fres
volums de metanol per obtenir el compost que voliem purificar.
Finalment la seva puresa es va verificar per CCF com posteriorment es
descriu (M.4.1).

En I'estudi del M. brumae, alternativament al sistema de deteccid per
iode, es va utilitzar el sistema de deteccid per llum UV, mitjancant

plagues de CCF de silica-gel G-60 (gruix 0,25 mm, Merck). Les plagues
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de CCF es van eluir amb diclorometd o amb una combinacid de éter
de petroli/éter etillic. Els compostos eluits es van detectar aplicant una
solucid en esprai de Rhodamine B (0,01% en dihidrogenfosfat de sodi

0,25M) i visualitzant la placa de CCF sota llum UV.

M.3.6 CCF argéntica

Els esters metillics d'acids grassos van ser fraccionats segons el seu
contingut en dobles enllagcos en plagues de CCF de silicagel
impregnades amb una solucié de nitrat d’argent. Les plagues es van
eluir en una cambra saturada de diclorometda i posteriorment es van
revelar aplicant en forma d’esprai una solucié etanodlica del 0,2% de
diclorofluoresceina. Un cop detectats els diferents compostos es van

rascar de la placa de CCF i es van recuperar eluint-los amb éter etil lic.

M.4 Técniques analitiques i instrumentacid

M.4.1 Cromatografia de capa fina (CCF)

L'andlisi per CCF es va fer utilitzant plaques comercials de vidre de 20x20
cm i 0,25 mm de gruix amb fase estaciondria de silica-gel 60 (Merck). Les
mostres diluides convenientment en cloroform es van aplicar amb un
tub capillar callibrat de vidre de 10ul a la part inferior de les plaques,
aproximadament a 2 cm de la base, separades entre si per entre 1 2
cm segons el nombre de mostres analitzades i es van deixar assecar a
temperatura ambient. Posteriorment, les plagques carregades amb les
mostres es va eluir coldocant-les en cambres de separacidé de vidre
saturades amb un o més solvents orgdnics, depenent de I'estudi i dels
compostos a separar. En I'estudi del M. gordonae es va tractar d'una
mescla d’'N-hexda/éter etillic, 85/15 (v/v) (x3) o també de diclorometd
(x1). En canvi en I'estudi del M. brumae el sistema d’elucid va ser
cloroform/metanol, 90/15 (v/v) (x2) o diclorometd. Per revelar les

plagques de CCF, es van col{ocar les plagues sobre un sistema extractor
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d'aire i es va aplicar una solucid en esprai sobre la placa contenint un
reactiu, diferent segons el tipus de component que es volgués detectar.
Posteriorment es va revelar la placa col{ocant-la sobre una planxa
calorifica a 120°C durant 5 min (excepte en el cas del reactiu de Dittmer
on el revelat és a temperatura ambient). Per a la deteccid de
compostos lipidics es va utilitzar una solucié d’acid molibdofosforic, per
a la deteccid de fosfolipids es va utilitzar reactiu de Dittmer i una solucid
dcida d'antrona per a la deteccid de compostos que contenissin
sucres. Els esters metillics dels acids micolics aixi com els compostos
problema es van identificar comparant-ne els coeficients de retencio
(Rf; Ratio of front) amb patrons reals o bibliografics. El valor Rf no és res
més que una manera d’expressar la posicid del compost sobre una
placa de CCF com a fraccié decimal i es calcula dividint la distancia
recorreguda pel compost a la placa per la distancia que ha recorregut

el front del solvent.

M.4.1.1 Reveladors especifics utilitzats en CCF

Reactiu d'acid  molibdofosforic:  es  prepara  dissolent  I'acid

molibdofosforic al 10% en etanol. L'acid molibdofosforic €s un compost
de color groc-verd, soluble en solvents polars com I'aigua i I'etanol que
tenyeix compostos fendlics, ceres, alcaloids i esteroids. Els compostos
insafurats redueixen I'acid a blau de molibde i el seu color blavos

s'infensifica amb el nombre d'insaturacions del compost.

Reactiu de Dittmer: En CCF el reactiu de Dittmer reacciona a

temperatura ambient amb els compostos que continguin fosfor produint
taques de color blau sobre un fons blanc. En els nostres estudis
s'utilitzava un reactiv de Dittmer comercial (Fluka). En el cas de no
utilitzar el reactiu comercial, la seva preparacid s'aconsegueix mesclant
dues solucions. En la primera solucid es dissol mitjiancant escalfor 4 g de

MoQOs en 100 ml de d'acid sulfuric. En la segona solucid es dissol, també
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amb I'ajuda de calor, 0,18 g de molibde metallic en 50 ml de la primera
solucid. La solucid d'estoc es prepararia mesclant 50 ml de cadascuna
de les solucions. La solucidé de freball s’aconseguia mesclant 2,5 ml dela

solucid d'estoc amb 5 ml d'aiguai 7,5 ml d’etanol.

Reactiu d’antrona: Els compostos que contenen sucres reaccionen amb

I'antrona sota condicions d'acidesa per donar taques de colors groc
verd. L'antrona es va preparar mesclant 5 g d'antrona (Merck) en 100

ml d’acid sulfdric concentrat.

M.4.2 Espectrometria d’infraroig (IR)
Els espectres d'infraroig es van readlitzar en una aparell Perkin-Elmer

model FTIR 1600. Les mostres es van analitzar formant una pelilicula entre
dos discos de NaCl.

M.4.3 Analisi dels compostos lipidics per cromatografia gas-
liquid (GLC) i cromatografia de gasos acoblada a

espectrometria de masses (GC-MS)

Els esters metil lics d’acids grassos, i els productes de trencament d’esters
metillics d'acids micolics i alcohols es van anaiitzar per cromatografia
gas-liquid (GLC) segons les condicions fixades anteriorment per Luquin
(1991). Es va utilitzar un aparell Hewlett-Packard model 5890A equipat
amb una columna capillar de silica fosa de 15 m de longitud i 0,25 mm
de didmetre amb una fase estacionadria SPB-1 de dimetil-siloxd (Supelco)
i una fase mobil (gas portador) d'heli amb un fluxe de Tml/min. El
cromatograf estava equipat amb un detector d'ionitzacié de flama
(FID). L'aparell va ser programat per passar d'una temperatura de 175 a
300°C amb una rampa de 8°C/min i es va mantenir a 300°C durant 15
min. Les temperatures de I'injector i del detector eren de 275°C i 315°C,
respectivament. La relacid de particid (split) era de 1:50. Els pics es van

identificar comparant-los amb el temps de retencid d'un patrd
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comercial d’esters metillics d’acids grassos i alcohols (Supelco).

En el cas de I'estudi del M. brumae aquesta tecnica es va realitzar en el
Servei d'Andlisi Quimica de la UAB amb un aparell de GLC HP5890
acoblat a un espectrometre de masses HP5989. L'aparell de GLC estava
equipat amb una columna capillar HP-5 (5% fenil en metil-silicona) de
30 m de longitud i 0,25 mm de diadmetre. Es tracta d'una columna amb
una fase estacionadria de poca interaccid i que separaria els compostos
pel nombre de carbonis i no per la seva polaritat. L'aparell va ser
programat per passar d'una temperatura de 175 a 310°C amb una
rampa de 8°C/min i es va quedar a 310°C durant més de 90 min. La
temperatura del forn era de 310°C amb un split de 1:25. L'espectrometre
de masses HP5989 posseia un rang d'Us de 4-2000 m/z i una font per
impacte electronic (El) o ionitzacié quimica (Cl). La tecnica ufilitzada va

ser El amb una energia de 70eV.

M.4.4 Analisi del contingut d’acids micolics per HPLC

Per a dur a terme I'andlisi per HPLC, tant en I'estudi del M. gordonae
com en I'estudi del M. brumae, les mostres es van ressuspendre en 100 pl
de cloroform. Els p-bromofenacil esters d’acids micolics van ser separats
en un sistema d'HPLC (Waters) equipat amb una bomba quaterndria
(Waters model 600) i un detector d'UV/visible (Waters model 486). Es va
utilitzar com a fase estaciondria una columna de fase reversa Cisg
(NovaPack) i els esters d’acids micolics s'eluiren usant un gradient lineal
de metanol/cloroform (des de 98/2, v/v fins 30/70 v/v). Per assistir a la
identificacid dels pics es va utilitzar com a estandard intern un patrd
d'alt pes molecular (Ribi ImmunoChem Research) i en alguns casos
també un patré de baix pes molecular (Ribi ImmunoChem Research).
Per al reconeixement de patrons cromatografics s'utilitza el software
Pirouette (Infometrix) juntament amb una llibreria de cromatogrames
dels micobacteris i especies relacionades més rellevants (Butler, 2001).

La designacidé dels pics obtinguts en HPLC es va fer seguint la
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nomenclatura arbitraria utilitzada per alguns autors (Glickman, 1994;
Butler, 1991).

M.4.5 Ressonancia magneética nuclear (RMN)

En I'estudi del M. gordonae tofts els esters metilics d’acids micolics de les
soques ATCC 144707, ATCC 35759 i CL-416 van ser analitzats per 'TH-RMN.
Els compostos problema dels M. gordonae ATCC 35759 i M. gordonae
CL-416 es van estudiar per 'H-RMN i també per 3C-RMN. En tots aquests
casos es va fer servir un aparell Varian 300 specfrometer a una
freqUencia de 300 Mhz per H i els espectres es van dur a terme en
deuterocloroform a una concentracié de 10 mg/mli a una temperatura
de 25°C. Els valors dels desplacaments quimics tenien com a referencia
interna la senyal del tetrametilsila (0,0 ppm). Els experiments amb 2D es
van fer en condicions estandard: HMBC i 2D-COSY 'H-'H en mode
magnitud, 2D 'H-13C HSQC en mode sensible a la fase.

Per I'estudi del M. brumae, el compost problema FA-1 es va analitzar per
'TH-RMN en una i dues dimensions i també per 13C-RMN utilifzant un
aparell Bruker AM-500 a una freqUencia de 500,13 Mhz per 'H i de 125
Mhz per 13C. Les mostres es van dissoldre en deuterocloroform a una
concenfracid de 10 mg/ml i es van analitzar a una temperatura de
25°C. Els valors dels desplacaments quimics tenien com a referénda

interna la senyal del cloroform (7,27 ppm).

M.4.6 Espectrometria de masses (MS)

Els esters metil lics d’acids micolics es van analitzar utlitzant les tecniques
d'MS per impacte electronic (EFMS) i de MS per bombardejament amb
atoms rapids (FAB-MS). Totes dues técniques es van portar a ferme en un
aparell VG AutoSpec (Fison). La tecnica d'EFMS es va portar a terme
amb una energia de 70eV i la de FAB-MS amb 8eV. L'espectrometria

FAB es va portar a terme en mode positiu emprant m-nitrobenzil alcohol
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com a matriu. L'Us de la tecnica FAB-MS produeix ions
pseudomoleculars (M+Na)*/z i es va optar per dopar la matriu amb NaCl
en alguns andlisis. Els compostos problema del M. gordonae CL-416
varen ser analitzats per FAB-MS en mode negatiu i també per MS per
ionitzacié quimica (CI-MS) en mode negatiu emprant com a gas
ionitzant el meta i una temperatura d'ionitzacié de 180°C. En aquest cas
es va fer servir un aparell Thermoquest-Trace mass spectrometer

(Thermo) amb un rang de temperatura de 60 a 300°C.

M.4.7 Rotacio optica
La mesura de la rotacid optica es va realitzar en un polarimetre Perkin-
Elmer model 141. Les mostres es van dissoldre en cloroform a una

concentracié de 5 mg/ml.

M.4.8 Espectrometria de masses amb analitzador de temps de

vol i desorpcié de laser assistida per matriu (MALDI-TOF)

L'espectrometria de masses per la tecnica de MALDFTOF es va dur a
terme en un aparell Applied Biosystems 4700 equipat amb un Iaser
Nd:YAG (longitud d'ona de 355 nm) operant amb pulsos de 500
picosegons amb una frequencia de 200 Hz. En mode positiu es van
acumular 250 polsos. Les mostres de lipids analitzades es van dissoldre en
cloroform a una concentracié de 1 mM i es collocaven en forma de
gotes de 0,5 ul, seguidament se li afegeix acid 2-5-dihidroxibenzoic (10
mg/ml) en cloroform/metanol (1/1, v/v) (Laval, 2008). Les mostres es

deixaren cristal litzar a temperatura ambient.

M.4.9 Pirolisi dels esters metilics d'acids grassos

La reaccid pirolitica va tenir lloc a una temperatura de 300°C i en
condicions de buit. L'oxidacié dels meroaldehids produits es va realitzar
com es va descriure previament (Yuan, 1998a). Els acids meromicolics

resultants es van purificar per CCF preparativa com s'ha descrit
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anteriorment (M.3.5).

M.4.10 Hidrogenacié catalitica de dobles enllagos en alcohols
de cadena llarga

Al voltant de 5 mg de lipids es van dissoldre en 1T ml d’hexd en presencia
de 2 mg d'oxid de plati. La hidrogenacidé va tenir lloc durant 2 h a
temperatura ambient i en agitacid constant. La mostra es va filtrar per
eliminar el catalitzador i el solvent es va evaporar amb buit. L'analisi per
El/MS va demostrar que sota aguestes condicions la hidrogenacid va ser

completa.
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R.1 Estudi del M. gordonae

R.1.1 Analisi del contingut en acids micolics per HPLC

Els patrons cromatografics obtinguts per HPLC dels p-bromofenacil-esters
d'acids micolics (apartat M.2.2) de les soques cliniques i de la soca
ATCC 35759 presentaven dos grups de pics (double cluster pattern;
Cage, 1992). El segon grup de pics, nomenats de B2 a B8, corresponien
als acids micolics que composen el patré cromatografic més comu del
M. gordonae: a-, metoxi- i ceto-micolats (figura 17). El primer grup estava
format pels pics A1, A4 i A5 i corresponien al compost problema. La soca
tipus, M. gordonae ATCC 144707, presentava Unicament el segon grup

de pics B2-B8 (simple cluster pattern; Cage, 1992) (figura 18).
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Figura 17: conjunt de cromatogrames d'UV-HPLC de les soques del M. gordonae amb un patrd doble de pics.
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Figura 18: cromatagrama d'HPLC (fluorescencia) de la soca tipus M. gordonae ATCC
14470 mostrant un sol grup de pics (INTSTD: patrd intern d'alt pes molecular).

R.1.2 Analisi dels acids micolics per CCF

L'andlisi dels esters metillics d’'acids micolics per CCF (apartat M.4.1) de
les soques estudiades va mostrar dos patrons cromatografics. La soca
tipus M. gordonae ATCC 144707 presenta un patrd tipic amb tres taques
que corresponen als acids micolics a-, metoxi- i ceto- (figura 19, punt 4).
En canvi les soques cliniques i la soca ATCC 35759 presentaven dues
taques addicionals respecte el patrd de la soca tipus a I'alcada del que
serien els dicarboxi-micolats i alcohols secundaris (figura 19, punts 1,2,3 i
5). Ambdds components provendrien del trencament de I'acid micolic
wax-ester que dona com a resultat un acid micolic amb dos grups
carboxi (dicarboxi-micolat) i alcohols secundaris en forma d’eicosanol i

octadecanol (Caoon i Cigon).
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Figura 19: CCF mostrant el patré d'acids micolics (ester metillics) de diferents soques
del M. gordonae. Punt 1: CR-178, 2: CL-416, 3: CL-554, 4. ATCC14470T1, 5. CL-333. EMAC::
esters metilics d'dcids grassos de cadena curta. Sistema d'elucid: éter de petroli / éter
etillic (85/15, v/v) X 3.

R.1.3 Analisi dels acids grassos, alcohols i productes de pirolisi
d’acids micolics per GLC.

Els andlisis per GLC de les soques del M. gordonae mostraven la
presencia d'acids grassos de Ci2o a Caso, dels quals, I'hexadecanoat,
Ciso i I'octadecenoat, Cis1 eren majoritaris (figures 20 i 21). També
s'observaven d'altres components minoritaris, com I'acid 2-metil-
tetradecanoic, mentre que el TBS (acid 10-metil-octadecanoic) no es va

detectar a cap de les soques analitzades. Els components que es van
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detectar com a derivats de la pirdlisi dels esters metilics d'acids micolics
van ser el docosanoat i el tetracosanoat (Cao i Co40) en quantitats
variables. La presencia d'alcohols secundaris en forma de 2
octadecanol (Cigon) i 2-eicosanol (Caoon) s va detectar només en les
soques que mostraven un patrdé d’'HPLC amb dos grups de picsi que per
CCF mostraven un patré d'acids micolics diferent al convencional de la

soca tipus (punts 1, 2, 3,15 de la figura 19).
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Figura 20: cromatograma de gasos (GLC) del M. gordonae ATCC 14470
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Figura 21: cromatograma de gasos (GLC) de les soques del M. gordonae que presentaven dos grups de pics per HPLC.
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R.1.4 Purificacié dels acids micdlics per cromatografia liquida

La purificacid dels acids micdlics mitjancant aquesta tecnica es va dur a
terme a partir de les soques CL-416 i ATCC 35759, soques amb patrd
d'HPLC tipus double cluster i la soca tipus ATCC 14470 com a
representant d'un patrdé d'HPLC simple cluster. Després de sis setmanes
de creixement en medi Sauton, les celdules es van recollir directament
de la superficie del medi solid i es van sotmetre a una saponificacié
(apartat M.2.1). Posteriorment els extractes orgdnics obtinguts es van
metilar amb diazometda (apartat M.2.2) i els esters metilics dels acids
micolics (micolats) es van separar d'altres dcids grassos per precipitacio
en metanol fred (apartat M.3.2). Els precipitats de les tres soques
estudiades, que contenien els micolats es van eluir en una columna de
silica-gel per fer un primer fraccionament (apartat M.3.3) (figura 22). A
partir d’aquesta columna el compost problema, que migrava com els
dicarboxi-micolats, es va obtenir practicament pur i només va caldre
una precipitacid en metanol fred per tal de tenir-lo a punt per a I'estudi
estructural. En I'andlisi per CCF de la columna de purificacio el sistema
d'elucid emprat va ser amb éter de petroli/éter etillic que permet
diferenciar els ceto-micolats dels metoxi-micolats, fet que no es produeix

quan emprem el diclorometda com a sistema d’elucid.
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Figura 22: CCF de la primera columna de purificacié dels micolats de la soca CL-416. El gradient d’elucié de la columna comenca amb 100%
d'éter de petroli i segueix amb increments en % de dietil éter en éter de petroli. Les corxeres indiquen les fraccions emprades en la purificacié
del micolat respectiu. Sistema d'elucié: éter de petroli/éter efil lic (85/15, v/v) X 3.
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L' a- i el ceto-micolat es van purificar recromatografiant les fraccions
obtingudes en la primera columna (figura 22) en una segona columna
de les mateixes caracteristiques (figura 23). En agquesta segona columna
s'observa com s'obtenien en la fraccid del 6% els a-micolats purificats.
Els ceto-micolats s’obtingueren en les fraccions del 89%, es trobaven
practicament purs i s'"acabaren de purificar amb una precipitacié en
metanol fred.

El metoxi-micolat no es va poder purificar per cromatografia liquida i es
va optar per fer-ho mitjancant cromatografies preparatives (apartat
M.4.2) on el metoxi-micolat s'identificava per comparacié amb un
patrd. El metoxi-micolat s’obtenia purificat definitivament després d'una

precipitacid en metanol fred (figura 24).
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Figura 24: CCF de la purificacié final del metoxi-micolat.

R.1.5 Estudi estructural del compost problema del M.

gordonae

L'TH-RMN del compost problema de les soques ATCC 35759 i CL-416
(figura 25) detectd ressonancies entre -0,3 i 3,7 parts per milid (ppm):
Dues senyals, centrades a 0,15 ppm, de tres protons (3'H) i a 0,47 ppm
(1'H) corresponien a un anell ciclopropd en frans (Watanabe, 1999).

La senyal a 0,67 ppm, 11H, s'assigna a una estructura CH-CHs adjacent a
un anell ciclopropd en trans (Watanabe, 1999).

El doblet a 0,90 ppm corresponia a una ramificacié de metil, -CHs.

Aqguesta senyal es sobreposava amb la del -CHs terminal (w-CHz) a 0,88
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ppm. Cadascuna de les dues senyals eren de 3'H (Draper, 1982).

Els protons metinics (CHz2)n de la cadena hidrocarbonada ressonaven
entre 1,2 i 1,6 ppm. La senyal a 2,42 ppm corresponia al protd del
carboni a.

Els singulets a 3,66 i 3,70 ppm es van assignar com les senyals de dos
grups carbo-metoxi, -OCHs i el triplet a 2,29 ppm corresponia al CHa
adjacent al grup carbonil.

Les dues senyals minoritaries a -0,3 1 0,73 ppm es van assignar a un anell

ciclopropad en cis (Watanabe, 1999).
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Figura 25: TH-RMN del compost problema purificat de la soca M. gordonae CL-416.

L'andlisi per EI-MS de I'ester del compost problema va mostrar un patrd
general de frencament com el dels esters metilics d’'acids micalics.
Aquest patrdé, amb un trencament entre els carbonis C2 i C3, produeix
una zona de meroaldehids i una zona d’esters metilics de cadena curta
(Draper, 1982; figura 26b). També es detectd una zona d'ions

pseudomoleculars (M*-50/z). L'estudi del compost per MS mostrava:
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En la regid dels esters metillics, aquests apareixien amb m/z 382, Coas, i
m/z 354, Cxo. També es detectd una senyal molt intensa amb m/z 292
gue no es corresponia amb cap estructura d’ester metillic (figura 26).

Els fragments d'ions pseudomoleculars M*-50/z (perdua d’aigua i
metanol) es detectaren amb m/z 908, 936 (majoritari) i 964, i
pronosticaven ions moleculars amb M*/z 958, 986 i 1014, respectivament

(figura 26). Aquests resultats es van confirmar per FAB-MS en modes

positiu i negatiu. En mode positiu, amb la presencia d'ions
pseudomoleculars (M+Na)*/z apareixent amb 982, 1010/1011 i 1039
(figura 27).

En la regid dels meroaldehids (figura 26), un component majoritari amb
m/z 601 es trobava acompanyat d'un altre amb m/z 632 i d’'alires
fragments de menor intensitat. Mitjancant I'espectrometria de masses
per ionitzacid quimica (CIMS), es detectd un fragment amb m/z 631,
90% d’'abunddncia, que va permetre proposar, amb alta probabilitat, la
senyal amb m/z 632, i no la senyal amb m/z 601, com a senyal del
meroaldehid majoritari del compost problema. De manera similar, el
fragment amb m/z 573 provindria d'un meroaldehid amb senyal m/z
604.

Les senyals del FAB-MS de la soca CL-416 amb m/z 906 i 934 no es van

poder identificar amb cap estructura de les proposades (figura 27).
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Figura 26: a) EI-MS del compost problema purificat de la soca M. gordonae CL-416. b)
patrd de tfrencament d'un dcid micolic dicarboximicolat per EFMS.

97



resultats

1008 906 _8.48)
953 93¢ 8,023
903 £ 7.683
853 £ 7.283
803 t 6.88)
753 £6.383
703 ; E5.983
65 ts.5E
603 Es. 18
55 4. 683
503 602 | 966 £ 4.2E3
45 3,883
403 ‘ o33 ST
353 878 ! 1010 1039 . 3.083
303 ‘ 2,52
253 o 2,183
203 1‘9 ‘ , £1.783
1s] » 670 | £ 1.383
103 l SR 862 | w i 952 L 8,482
[ 3 | l (i) | 765 | . 1067 £ ¢ 2p2
PE T ' N mn ‘ d ! il Ll L.h.Lu 0.0E0
s50 600 650 700 750 800 850 950  9%0 1000 1050 m/z

Figura 27: FAB-MS dels compostos problema aillats de la soca M. gordonae CL-416.

R.1.6 Estructura de la resta d’acids micolics: a- metoxi- i ceto-

micolats

L'estudi de I'estructura dels a-, metoxi- i ceto-micolats de les soques CL-
416, ATCC 35759 i ATCC 144707 es va dur a terme mitjancant 'TH-RMN, EI-
MS i FAB-MS en mode positiu. Els resultats s"han descrit a la taula 3 per a
fer-los més entenedors.

L'TH-RMN dels a-micolats va detectar ressonancies entre -0,4 i 5,3 ppm.
En el cas de les soques CL-416 i ATCC 35759 es van observar tres
importants senyals a -0,40, 0,59 i 0,64 ppm que corresponien a dos anells
ciclopropad en cis (figura 28). També es van detectar senyals en forma
de friplet a 5,34 ppm que es van assignar a una insaturacid encis. En el
cas de la soca ATCC 14470 I''H-RMN presentava Unicament els senyals
d’anells ciclopropd en cis (figura 28). En I'andlisi per EI-MS (figura 29) es
detectaren a la zona dels meroaldehids senyals amlb m/z 740, 769 i 796,
amb els seus fragments minoritaris, i a la zona d’esters metilics fragments

amb m/z 354 i 382. Amb aquestes dades i les obtingudes per FAB-MS
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amb senyals majoritaries amb (M+Na*)/z 1091 (C72), 1105 (Cz3) i 1147
(C7¢) (figura 30) es van formular les estructures de la taula 3 pels a-
micolats de totes tres soques. S'ha de remarcar que el FAB-MS
corresponent a la soca ATCC 14770" no era de la maxima qualitat. La
relacié entre els protons pertanyents a insaturacions, CH=CH, respecte
dels protons pertanyents a anells ciclopropd (drea sota la senyal
respectiva per 'H-RMN) es va calcular i es va establir per les soques CL-
4161 ATCC 35759 en 22,7 i 21%, respectivament.
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Per TH-RMN aquests compostos es caracteritzaven pels protons dels
grups metoxi; a 3,75 ppm i a 3,33 ppm (-CH-OCHz3); els protons adjacents
al grup metoxi a 2,95 ppm (-CH-OCHa) i per fres senyals sobreposades a
0,85, 0,88 i 0,90 ppm que corresponien al grup metil adjacent al grup
metoxi del meromicolic, al metil w-terminal i al grup metil adjacent a un
anell ciclopropd en trans, respectivament (figura 31). També eren molt
importants les senyals d’anells ciclopropd en cis (-0,32, 0,59 i 0,64 ppm) i
en trans (0,15 i 0,47 ppm). La relacid entre cis/trans era
d'aproximadament 1:1.

L'andlisi dels metoxi-micolats per EI-MS no va detectar meroaldehids
degut probablement a la perdua del grup metoxi (31 uma). Aquest fet
donava com a resultat series d'ions entre m/z 769 i 867 separats per
intervals de 14 uma. Si tinguéssim en compte el grup metoxi, esperariem
els meroaldehids entre m/z 800-898. Altres fragments relacionats amb
trencaments a la zona dels meroaldehids donaven pics ambm/z de 297
(intensitat 72%) i 325 (55%) a la zona d’esters metilfics. Les senyals amb
m/z 354 i 382 corresponien als esters metilics (figura 32). Per FAB-MS, els
pics majoritaris van ser molt semblants per les tres soques estudiades. El
pic maijoritari sortia amb m/z 1233 i corresponia a un metoxi-micolat de
Ce1. Li seguien en abundancia m/z 1247 (Csz), m/z 1274 (Csa4) i 1208 (C9)
(figura 33). Amb aquesta informacid es va proposar I'estructura de la

taula 3 per els metoxi-micolats.
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L'TH-RMN dels ceto-micolats va detectar ressondancies entre 0,11 3,7 ppm
(figura 34). Les senyals que caracteritzaven el compost les frobavem a
0,15 i 0,47 ppm (anell ciclopropda en trans), 0,20 ppm (grup metil
adjacent a un ciclopropd en trans), a 1,05 ppm (grup metil adjacent al
grup ceto) i a 2,32 ppm (metileé adjacent al grup ceto). Cal assenyalar
que semblaven existir, molt debilment, senyals d'un anell ciclopropd en
cis (senyal a 0,60 ppm). En I'andlisi per EFMS (figura 35) s’observaven
I'existencia d'importants fragments pertanyents a meroaldehids amb
m/z 293, 491, 547, 855 que unit als fragments amb m/z 354 (Coy) i 382
(C22) de la zona d’'esters metilics (pertenyents a les cadenes laterals o
cadenes a dels acids micolics) composaven les estructures proposades
a la taula 3. Les senyals majoritaries per FAB-MS pertanyien a series amb
un nombre imparell de carbonis i anell ciclopropd en trans, amb m/z
1231 (Cz9) i m/z 1259 (Ca1) (figura 36). L'andlisi per FAB-MS també
pressuposava l'existencia de series minoritaries, amb nombre parell de
carbonis, i amb (M+Na*)/z 1204 i 1217, i longituds de Cys i Cgo a les tres
soques estudiades, probablement amb un anell ciclopropd en cis, tal i

com ho es podia intuir per TH-RMN.
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Anell ciclopropa

component majoritari

Soca tipus acid micolic* longitud cis trans cis-insaturacio longitud nl/n2/n3

ATCC 35759 al C72-C80 + - - C78 17/12/17
o2 C73-C75 + - + C73 n.d.

metoxil C73-C85 + - - C81 15/16/17

metoxi2 C74-C84 - + - C82 15/16/18

ceto C79-C85 - + - C81 17/16/16

CL-416 al C72-C80 + - - C78 17/12/17
o2 C73-C75 + - + C73 n.d.

metoxil C73-C85 + - - C81 15/16/17

metoxi2 C74-C84 - + - C82 15/16/18

ceto C79-C85 - + - C81 17/16/16

ATCC 14470 al C72-C80 + - - C78 17/12/17

metoxil C73-C85 + - - C81 15/16/17

metoxi2 C74-C85 - + - C82 15/16/18

ceto C79-C85 - + - C81 17/16/16

Taula 3: caracteristiques estructurals dels dcids micodlics (-, metoxi- i ceto-micolats) aillats de les soques del M. gordonae estudiades.
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* al (di-cis-1,2-substituted cyclopropane) metoxi2 (trans-1,2-substituted cyclopropane)
CH. CH C H,
2% AN pets /Cg
CH3; (CHy)nCH-CH (CHa)n, CH-CH (CH2)n3 R CH; (CHp)ni ?H-CH (CH2)n2 (EH-CH- H (CHy)us R
CH CHs

a2 (cis-double bond + cis-1,2-disubstituted cyclopropane)

CH
/ N\
CH; (CHa), CH=CH (CH,)n» CH-CH (CHa)ns R

metoxil (cis-1,2-substituted cyclopropane) ceto-micolats (¢rans-1,2-disubstituted cyclopropane)
O-CH, CH» CH,
I AN R

(liOOCH3

CH; (CHz)n1 CH- CH (CHy)n2 CH-CH (CH)a3 R CH; (CHz)n1 CH-CO (CH)n2 CH-CH-CH (CH2)n3 R ; R =-CHOH-CH-(CH3)1921CHj3
I I I

CH; CH; CH;

Taula 3 (continua): caracteristiques estructurals dels acids micolics (A=, metoxi- i ceto-micolats) aillats de les soques del M. gordonae estudiades.
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R.2 Estudi del M. brumae

R.2.1 Analisi del contingut en acids micolics per HPLC

Els patrons cromatografics obtinguts per HPLC dels p-bromofenacil-esters
d'acids micolics de les tres soques estudiades del M. brumae, CR-103
(12.3), CR-142 (12.2) i CR-270 (12.1), presentaven el grup de pics d'elucid
tardana caracteristic d’aquesta especie format pels pics B1, B2, B3, B4 i
B5b i que es corresponien a I'acid micolic tipus a, I'Unic acid micolic que
poseeix el M. brumae (Luquin, 1993). Aquests patrons d'HPLC també
presentaven un pic important, que eluia al minut 3,6, just després del
marcador de baix pes molecular, i que pel temps d’elucid no podia
correspondre a cap acid micolic conegut (figura 37). De fet, el software
encarregat d'identificar cadascun dels pics d’elucid assignantli una
lletra no li n'assignava cap. En repetir I'andlisi del perfil d’acids micolics
per HPLC perd en aquest cas amb el material cellular previoment
deslipidat, el resultat va ser que el pic desconegut va desapareixer del
cromatograma (figura 38) i que per tant el o els compostos responsables
d’aquest pic no es frobarien covalentment units a la paret cellular del

micobacteri.
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Figura 37: cromatograma d'HPLC de les soques CIP 1034657 (CR-270/12.1) i CR-142 (12.2) del M. brumae mostrant el pic desconegut (fletxa) i el
cluster tardda de pics que caracteritza I'espécie.
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Figura 38: cromatograma d'HPLC de céllules deslipidades del M. brumae CIP 103465" (CR-270/12.1). S'observa com el pic desconegut que
elueix al minut 3,6 ha desaparegut.
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R.2.2 Purificacié i estudi estructural del pic desconegut

La purificacid del pic problema es va dur a terme amb la soca M.

brumae CIP 103465'. Després de tres setmanes de creixement en medi

Sauton (apartat M.1), les cellules es van recollir directament de la
superficie del medi solid i es van sotmetre a particions en
cloroform/metanol i cloroform/metanol/aigua  (apartat  M.2.1).

Posteriorment, I'extracte lipidic definitiu es va sotmetre a successives
precipitacions en acetona freda, descartant el precipitat, format
principalment per fosfolipids i PIMs. Els sobrenadants resultants es van
tornar a precipitar, aquest cop en metanol fred. Dels sobrenadants
obtinguts es va fer un primer fraccionament per cromatografia liquida
en silica-gel emprant un sistema de cloroform amb concenfracions
creixents de metanol (apartat M.3.3). Per tal de localitzar en quines
fraccions podriem trobar el compost desconegut, de cadascuna de les
precipitacions en acetona i metanol i de les fraccions obtingudes per
cromatografia liquida es va separar una part alliquota, es va
saponificar i es va metilar amb diazometda per tal d'analitzarles per
GC/MS en la forma d’'esters metillics. L'objectiu era la localitzacié d'un
compost amb un n® de carbonis prou important per ser detectat en un
cromatograma d'HPLC, és per aquesta rad que el metode emprat en la
cromatografia gasosa va ser llarg, més de 95 min (apartat M.4.3).

Tal i com s’observa al GC corresponent a la fraccid 100%-1%-5% de la
cromatografia liquida del sobrenadant (figura 39) es detectaren esters
metillics que eluien tard entre els minuts 22,9 i el 52,9. També es
detectaren aquesta mena de compostos en la fraccid del precipitat en
metanol. En aquest cas, es detectaren compostos més llargs que eluiren
fins al min 88. En ambdds casos el pic majoritari era el que eluia al min
27. En la taula 4 s'hi troben les relacions entre el temps d’elucio i el n® de
carbonis segons els resultats del GC-MS. Tots aquests compostos eren

desconeguts per a la llibreria de I'espectrometre de masses. L'andlisi per
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EI-MS d'aquests compostos donava un patrd de trencament amb
caracteristiques dels esters metillics d'acids grassos insaturats (figura 40).
El pic base es movia entre m/z 55, maijoritari, i m/z 69. En la part baixa
dels espectres dominaven els ions que responien a la formula de [CiHan-
1171 [CrH2ng]*, 1 a la part alta de I'espectre es detectaren fragments
d'ions pseudomoleculars M*-31/z (perdua d’'un grup metoxi) i també I'id
molecular que indicava que el nostre compost problema (de fet una
familia de compostos homolegs) contenia dues insaturacions ja que

posseia quatre unitats menys de massa que el seu equivalent saturat.

0w

Figura 39: cromatograma de gasos de la mostra corresponent a les fraccions unides
del 100% cloroform, 1% i 5% de metanol en cloroform de la cromatografia liquida del
sobrenadant.
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1

Figura 40: espectre de masses (EI/MS) del component majoritari (elucié als 27,4 min) de
les fraccions del 100% cloroform, 1% i 5% de metanol en cloroform de la cromatografia
liquida del sobrenadant.
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Figura 41: cromatograma de gasos de la mostra corresponent a la fraccid
corresponent al precipitat en metanol fred.
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GLC (min) 23,1 249 274 298 33 36,6 41,2 458 529 553 68,7 88

N° carbonis 37 38 39 40 41 42 43 45 47 47 49 51

Taula 4: relacié entre el temps d’elucid del GLC i el n® de carbonis del compost al que
corresponen segons l'espectre de masses. En negreta es troben els valors que
Unicament es van trobar en la fraccié del precipitat en metanol.

Un cop identificades les fraccions on frobariem aquesta familia de
compostos, es va procedir a la seva purificacid per cromatografia
liquida, tant pel precipitat en metanol com pel sobrenadant. A
diferencia de la primera purificacié per cromatografia liquida, es va
emprar un tamany de silica més petit i com a fase mobil un sistema
d'elucid amb concentracions creixents d'éter eftillic en éter de petroli
per tal d'elliminar al maxim la preséncia d’'dcids grassos de cadena

curta i d’altres impureses (figura 42).
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100% 5% 10% 20% 20% 20% 20% 25% 25% 25% 25% 307% 30% 30%

Figura 42: CCF de la columna de cromatografia liquida per a la purificacié final del
compost problema. Revelador: dcid molibdofosforic. Eluent: cloroform/metanol; 90/15.
Les fraccions recollides en la clau es van unir per a I'estudi estructural posterior.

Un cop obtingudes les fraccions on, suposadament, es trobava purificat
el compost problema, (només era una possibilitat perque no teniem la
certesa al no posseir un patrd), es van analitzar per espectroscopia
d'infraroig (IR) (apartat M.4.2). L'andlisi mostrava les bandes
caracteristiues dels esters metillics d'acids grassos no hidroxilats:
cadena hidrocarbonada; 722 cm!, grup ester carboxilic; 1745 cm,
parafina (C-H strefching); 2921 i1 2845 cm' i una banda intensa a 965 cmr
I que suggeria la presencia de dobles enllacos en frans. En analitzar el
valor de la rotacid Optica (apartat M.4.7) del compost es va obtenir un
valor negatiu [M]p=-42°, com en el cas dels acids micolics (Daffé, 1991),

el que indicava la presencia de centres quirals com els que formen les
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ramificacions de metil adjacents als dobles enllacos en trans. Un cop
conegut el resultat de I'lIR i la rotaciod, es va voler fer una andlisi per HPLC
per tal d'assegurar que el compost coincidia amb el pic que en un
primer moment varem detectar també per HPLC. Es va agafar una
pefita alliquota de la fraccid purificada, es va derivatitzar a esters de p-
bromofenacil i es va analitzar per HPLC. El resultat va ser satisfactori tal i
com s'observa a la figura 43. Posteriorment es va procedir a analitzar el
compost problema per d''H-13C-NMR. Els resultats d’'aquestes
ressonancies es tfroben a la taula 5 i a les figures 44 i 45 i confirmen
I'estructura del compost com la d'un acid gras meti-ramificat amb
insaturacions en frans. També es realitzaren experiments de 2D-NMR,
homohuclear (proté-protd) i heteronuclear (protd-carboni) per tal de
lligar els resultats que donaven les ressondncies de protd amb els que
donaven les ressonancies de carboni i obtenir una visi6 més completa
de I'estructura d'aquests compostos (figures 46 i 47). En I'espectre de
2D-RMN homonuclear (proté-protd) cal ressaltar dues inferconnexions
importants entre les ressonancies a 5,30/2,04 ppm i entre 2,04/0,99 ppm
que van permetre assignar la posicid a de la ramificacid de metil

adjacent al doble enllac en trans.
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Figura 43: cromatograma d'HPLC que mostra com el compost purificat per
cromatografia liquida coincideix plenament amb el pic desconegut observat en les

soques de M. brumae.

"C (ppm) "H (ppm)

(CH2),-CH2-CH3 14.11 0.89*
(CH2)n-CH2-CHg 22.68-24.67 1.28*
(CH2)n-CH2-CHg 29.06-29.77 1.28
(CH2),.CH=CH-CH(CH3)-(CH2)n- 20.90-22.60 0.96*
(CH2),.CH=CH-CH(CHa)-(CH2)n- 36.69-37.23 2.04*
(CH2),.CH= CH-CH(CH3)-CH2-(CH2),- 1.28
(CH2),.CH= CH-CH2-(CH.),- 31.92-32.58 1.99*
(CH2),.CH= CH-CH(CH3)-(CH2).- 29.06-29.77 1.28
(CH2),.CH= CH-CH2-CHa-(CH,),- 1.35*
(CH2),.CH= CH-CH-(CH3)-CH-(CH2),-  136.45 5.25%-5.35*
(CHa)n. CH= CH-CH(CH3)-CH2-(CH2),-  128.41-130.19  5.25*-5.35*
(CH2),-CH>-CH,-COOH 37.23 2.38*
(CH2)a-CH2-CH,-COOH 22.68-24.67 1.65*
(CH2)s-CH,-CH,-COOH 29.06-29.77 1.28*
(CH2),-CH-CH-CH(CHj;)-CH,-COOH 20.90-22.60 0.99*

Taula 5: relacid entre les senyals detectades per d'H-13C-NMR i I'estructura a la qual
correspondrien. Les ressondncies que tenen adherit I'asterisc sébn amb les que es va
observar interconnexié en I'espectre homonuclear (protd-protd) de 2D-NMR.

122



resultats

10 3 8 7 6 5 ‘ 3 2 1 0 pom

Figura 44: TH-NMR del compost problema. S'observa el sistema de dos multiplets entre
5,251 5,40 ppm que caracteritza les insaturacions en trans. La senyal de referéncia és la
del deuterocloroform (7,25 ppm).
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Figura 45: detall del 13C-NMR. Les correspondéncies estructurals de cadascuna de les
senyals les frobem a la taula 5. La senyal a 77 ppm correspon al deuterocloroform amb

que es va diluir la mostra.
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Figura 46: 2D-NMR homonuclear (proté-protd): S'aprecien les relacions entre les senyals
de carbonii de protd que es detallen a la taula 5.
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Figura 47: 2D-NMR heteronuclear mostrant les interconnexions proté-carboni. Les
inferconnexions es mostren a la taula 5.

Els resultats obtinguts fins ara ens permetien afirmar que la familia de
compostos que haviem detectat per HPLC estava formada per acids
grassos de cadena llarga, dcids micobacterics, amb dues insaturacions
en frans, i amb un nombre variable de carbonis d’entre 37 i 51. En tot
cas, cap de les tecniques realitzades no ens permetia d'anar més enllq,
localitzant exactament en quin carboni es trobaven els dobles enllacos.
Per a fer-ho, la mescla de compostos purificada en forma d’'ester
metil lic va ser sotmés a un trencament oxidatiu dels dobles enllacos
(apartat M.2.4) i els fragments obtinguts, dcids mono- i dicarboxilics, van
ser metilats, purificats per CCF preparativa i analitzats per GC/MS. El
monoeéester majoritari va ser un 2-metil-nonadecanoat (pic base amb
m/z 88 i i6 molecular amb m/z 312) a més d'altres homolegs minoritaris

lineals i també amb ramificacions. Aquest resultat permetia localitzar un
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dels dobles enllacos en la posicid w-18 tal i com es troben descrits els
dcids micolics del M. brumae (Luquin, 1993). Malgrat aixd seguia sent
extremadament dificil intrepretar els resultats del frencament oxidatiu
dels dobles enllacos perque el conjunt de diesters formats en la reacdd
presentava dificultats d’interpretacié en no saber si procedien de la part
proximal o de la part distal del compost. Per tal de superar aquest
problema, la mescla purificada d’homolegs en forma d'esters metillics
va ser tractada per aconseguir derivats de pirrolidina (apartat M.2.5) i
analitzada per EI-MS (Andersson, 1975). Aquesta tecnica permetria
obtenir informacié tant de I'id molecular com de la posicid dels dobles
enllacos. La posicid de les insaturacions vindria indicada per intervals de
12 uma dintre de la serie d'intervals de 14 uma. En I'espectre de masses
es detectaren compostos (amides) homolegs essent el maijoritari el
corresponent al derivat pirrolidinic amb Cszy i m/z 627. El pic base
s'obtenia amb m/z 113 originat per una reagrupament de MclLafferty
que contenia la pirrolidina. En la part alta de I'espectre de masses, un
pic infens amb m/z 402 assenyalava la posicid de la ramificacié de metil
que acompanyen les insaturacions en frans. Per tal de simplificar la seva
interpretacioé, degut a la presencia de diferents homolegs, es va optar
per separar els derivats pirrolidinics per CCF argentica. La separacioé va
donar un total de sis components, que després es van analitzar per
EI/MS, el component majoritari mostrava el pic base amb m/z 113, i
I'intens i© molecular amb m/z 627 (Cse2). El trencament oxidatiu
d'aqguest component, seguit de metilacié i andlisi per GC/MS (figura 46)
va permetre la identificacidé d'un fragment pirrolidinic de 6 carbonis
amb un pes molecular de M*/z 213, un pic base amb m/z 113 i pics
addicionals amb m/z 182 (M-31) i m/z 154 (trencament contenint la
ramificacid de metil) que permetien fixar un doble enllagc en el C5.
Tenint en compte aquests resultats podiem formular el compost
maijoritari com I'acid 4,21-dimetil-5,19-di-(trans)-enoil-
heptatriacontanoic. A més, d'entfre els sis compostos derivats de

pirrolidines que es van separar per CCF argentica també n’hi havia amb
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dues insaturacions en cis (amb Cass i Cy4o) i d'altres que posseien una

insaturacié en cis i una en trans (Cao). Tots ells compostos minoritaris.

/._.

H, CH,
m/z 402 m/z 627 m/z 113

Oxidacio + metilacio

m/z 213

CH,- @ H-CH, CHQ-CO-r\G
H3
182 154 113

Figura 48: esquema de |'estratégia seguida en la localitzacié de dobles enllacos en
I'nomoleg majoritari dels dacids micobacterics del M. brumae segons Rafidinarivo
(2009).
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L’andlisi d’acids micdlics €s una tecnica ben establerta en la taxonomia
micobacteriana. Estd totalment assumit que els dacids micolics sén
caracters fenotipicament estables (Garza-Gonzdalez, 1998). Aquest fet
unit a les seves distribucié discontinua i variabilitat estructural els han
permes tenir importants implicacions quimiotaxonomiques (Minnikin,
19850,b; 1984a,b; 1980). Des dels anys 50 del passat segle, la GLC i la
CCF han estat les técniques cromatografigues més dampliament
emprades per andalifzar els acids micolics en forma d’esters metilics
(Luquin, 1991; Minnikin, 1984b; Daffé, 1983a). A finals dels 80 i principis
dels 90 la derivatitzacid dels dcids micolics en forma d’'esters de p-
bromofenacil es va utilitzar per a separar-los per HPLC i detectar-los
mitjancant llum UV (Butler, 1991; 1988). La identificacid de micobacteris
per HPLC ha donat bons resultats, amb una concordanca respecte les
tecniques bioquimiques del 97% i del 98 % en el cas de metodes basats
en sondes d’'ADN. Aquests resultats fan que I'HPLC pugui ser emprada
amb garanties per a la identificacid de la majoria de micobacteris
(Viader-Salvado, 2007; Butler, 2001; Thibert, 1993).

L'estudi estructural dels acids micolics ha fet servir tota una serie de
tecniques, essent les més usades I'EI-MS i I'RMN. Tecniques més recents,
com el FAB-MS (Barry, 1998), el MALDI/TOF-MS (Rafidinarivo, 2009; Laval,
2001; Watanabe, 2001) s"han aplicat per a la resolucié completa de les
estructures dels acids micolics. En aquest estudiles dades amb FAB-/EI-
MS s’han complementat permetent obtenir més informacié a més del
pes molecular dels acids micolics presents al M. gordonae. La utilitzacid
d'ambdues tecniques és important perque, utilitzant només la técnica
d’EI-MS existeix una tendencia al sobretrencament en la zona dels
meromicolics, degut a la perdua d’'un grup metoxi, en determinats tipus

dcids micolics com el metoxi- i el dicarboxi-micolat i els espectres
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resultants son de molt complexa interpretacio.

Butler (1991) i Cage (1992), usant I'HPLC, van demostrar I'existencia de
dos patrons d'acids micolics al M. gordonae. Un d’ells, majoritari, amb
un sol grup de pics i un altre amb dos grups de pics. En el present estudi,
hem demostrat que el wax-ester micolat era el responsable del segon
grup de pics. Aquest compost conté essencialment un anell ciclopropd
en frans i també series minoritaries amb cis ciclopropans. Com ja s’havia
descrit anteriorment (Lanéelle, 1970), els dicarboxi-micolats i els alcohols
secundaris es combinen per formar in vivo I'anomenat wax-ester
micolat. Aquests tipus de compostos es tfroben ampliament distribuits en
els micobacteris, on els podem frobar formant part de I'esquelet
estructural de la paret celdular, el CWS, i també en forma de mono- i
triglicerids i del CF (Okazaki, 2009; Barry, 1998; Luquin, 1991; Lanéelle,
1989; Minnikin, 1985b; 1984b). Malgrat aix0d, s’han realitzat pocs estudis
estructurals sobre ells. Els dicarboximicolats del M. phlei es van
caracteritzar com a mescles homologues amb insaturacions i
ciclopropans (Minnikin, 1982). En contraposicid, els resultats d'aquest
treball Unicament detecten dicarboximicolats amb anells ciclopropa.
Tenint en compte els alcohols secundaris, 2-eicosanol i 2-octadecanol,
en les soques del M. gordonae que contenien dicarboxi-micolats la
longitud de cadena dels wax-ester es frobaria entre Cg i Css pels
components maijoritaris, xifres molt semblants a les frobades als ceto-
micolats de les soques estudiades. També es van trobar entre ells més
similituds estructurals com la presencia Unicament d'anells ciclopropd en
frans. Aquests fets reforcarien els postulats que els relacionarien
biosinteticament i que sostindrien que a partir dels ceto-micolats
s'originarien els wax-ester (Barry, 1998; Lacave, 1989; Minnikin, 1982). Fins
fa relativament poc, un argument que reforcava aquesta hipotesi eren
els patrons d'acids micolics coneguts perque totes les especies
posseidores del wax-ester també posseien ceto-micolats (Asselineau,
2002). Posteriorment pero, s'"han descrit micobacteris amb el wax-ester

micolat i sense ceto-micolats (Tortoli, 2003). Aquest fet posaria en dubte
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el requisit pel qual la presencia dels wax-ester estaria ligada
invariablement a la dels ceto-micolats.

Les estructures parcials dels a-, ceto- i metoxi-micolats del M. gordonae
ja havien estat estudiades (Minnikin, 1985a; Daffé, 1981) perd en aquest
treball s’han estudiat amb més profunditat, caracteritzant també els
compostos minoritaris i establint la naturalesa d'insaturacions i
ciclopropans.

Els a-micolats que hem frobat en aquest estudi pertanyien en la seva
majoria al tipus |, només amb ciclopropans, majoritariament amb una
configuracié cis (Watanabe, 2001). La majoria de micobacteris de
creixement lent analitzats en estudis anteriors (Watanabe, 2001; Minnikin,
1982) contenien també I'a-micolat de tipus |, majoritdriament amb una
configuracié cis, malgrat que, en I'estudi de Watanabe (2001) també
detectaren series minoritaries amb ciclopropans en frans als M. kansasii i
M. avium complex, als que afegirem també el M. gordonae descrit en
aquest treball. També s’han descrit a-micolats del tipus lll, (amb un
ciclopropd i una insaturacio, ambdds en cis), trobats a especies del M.
fuberculosis complex i el M. avium (Watanabe, 2001) i detectat en
aqguest estudi Unicament a les soques del M. gordonae productores del
wax-ester micolat, CL-416 i ATCC 35759.

Els metoxi-micolats de tipus | eren els majoritaris a les espéecies del M.
fuberculosis complex, M. avium (Watanabe, 2001) i M. leprae (Draper,
1982) i, a la vista dels nostres resultats, també al M. gordonae. Igual que
en els a-micolats, els metoxi-micolats del M. gordonae no sembla que
posseixin insaturacions en frans ni ciclopropans addicionals en el
meroaldehid i, al contrari d’altres especies (Watanabe, 2001), no s’han
trobat metoxi-micolats amb insaturacions en cis.

Entre els ceto-micolats del M. gordonae només es varen detectar del
tipus |, majoritariament amb un anell ciclopropd en frans. Aquests tipus
de compostos s'assemblarien als que posseeixen especies com el M.
kansasii i el M. avium i es diferenciarien dels que frobem a espécies com

el M. tuberculosis complex, on la relacid cis/trans es trobaria més
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equiliorada (Watanabe, 2001).

D’'acord amb els nostres resultats, les soques del M. gordonae estudiades
tindrien un alt percentatge de ciclopropans en frans perd, com passa a
d’altres micobacteris (Watanabe, 2001; Barry, 1998; Minnikin, 1982), el M.
gordonae mantindria la configuracid en cis als ciclopropans dels o-
micolats. El fet que en I'acid micolic a, el més abundant de tots, hi
hagués Unicament estructures en cis i no en frans ha estat relacionat
amb una major susceptibilitat d’alguns micobacteris a determinats
inhibidors lipofilics (Brennan, 1995), malgrat que ara com ara no s'ha
pogut demostrar, d'una manera clara i general, que la proporcid entre
les configuracions cis/frans, tant de ciclopropans com d'insaturacions,
pugui tenir en la paret celdular una significacio fisiologica (Barry, 1998).
Malgrat aixo, en molts micobacteris de creixement lent, entre ells moltes
especies patogenes, i fambé en cultius envellits de creixedors rapids les
insaturacions séon substituides per ciclopropans (Asselineau, 2002). La
substitucid d'una estructura (la insaturacid) per una altra (el ciclopropd)
podria estar relacionada amb la proteccid del micobacteri versus
I'ambient on viu (Asselineau, 2002). Les coses pero, no son tan obvies
quan es fa la pregunta sobre la utilitat de la infroduccidé d'un metil
adjacent a una insaturacié en cis per transformar-la en frans. Malgrat la
manca, en general, de proves concloents, alguns treballs han demostrat
que 'existencia de ciclopropans en els acids micolics del M. tuberculosis
contribuirien a la integritat estructural de la cellula i a la proteccid
envers |'estres oxidatiu (Banerjee, 2011; Dubnau, 2000; Glickman, 2000).
Encara que un factor més determinant que la relacid cis/trans en un
determinat acid micolic seria la relacidé quantitativa entre els acids
micolics oxigenats del M. tuberculosis, on la relacié entre els ceto-
micolats i els metoxi-micolats afectaria a paradmetres tan importants
com la sensibilitat a certs antibiotics, el creixement a baixes
temperatures i també la supervivencia del bacil tuberculds a I'interior
del macrofag (Yuan, 1998).

El nou patré d'acids micolics que s’ha descrit en aquest estudi per al M.
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gordonae no és un patrd gaire corrent a la natura ja que només s’ha vist
en dues especies més de micobacteris; el Mycobacterium komossense
(Minnikin, 1985b) i el Mycobacterium bohemicum (Torkko, 2001), malgrat
aqguest fet, és important tenir en compte la variabilitat del patré d'acids
micolics del M. gordonae, ja que pot portar a una identificacid erronia
del micobacteri sila llibreria de patrons amb la que es treballa I'HPLC no
es froba degudament actualitzada, fenomen que ja ha estat descrit
(Butler, 2001).

Podem concloure que la variabilitat en el patré d’acids micolics del M.
gordonae detectada tant per CCF com per HPLC és deguda a la
presencia del wax-ester-micolat en algunes soques d'aquesta espéecie.
Aqguesta froballa ve a reforcar I'heterogeneitat del M. gordonae que
d’altres autors ja havien descrit amb técniques molt diferents (Telenti,
1993; Plikaytis, 1992; Kirschner, 1992; Walton, 1991).

En el nostre treball amb el M. brumae |la primera pregunta que ens feiem
era el per que de la diferencia detectada amb els cromatogrames
d'HPLC de la soca tipus del M. brumae entre el nostre treball i el treball
de Butler (2001), on el compost problema ni tan sols s’endevina en el
cromatograma (figura 14). Només és una hipotesi, perd una de les
possibles causes seria diferencies en el protocol de creixement de la
mostra, ja que les soques analitzades en el treball de Butler (2001) havien
crescut en medi de Ldowenstein-Jensen, sense especificar ni la
temperatura de creixement ni la seva durada (probablement a 30°C
durant una setmana) i les nostres en medi de Sauton durant tres
setmanes a 37°C. De fet hi han treballs a la literatura que podrien avalar
aguesta hipotesi, on es descriuen com els canvis en la temperatura de
creixement o la presencia de cultius envellits afectarien el perfil dels
acids micolics existents (Alibaud, 2010; Asselineau, 2002; Kremer, 2002b).
Malgrat que la familia d'acids grassos insaturats de cadena llarga
descrits en aquest freball al M. brumae no sén acids micolics, si que

tenen una estructura comuna que comparteixen, en concret una part
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de la fracci® meromicolic i és possible que amb la variacid dels
parametres de creixement (temps d'incubacid, temperatura i medi de
cultiu) aquests compostos s'’acumulessin fins a ferse detectables. Per tal
de sortir de dubtes s’hauria d'haver dissenyat un experiment cultivant les
soques del M. brumae sota diferents condicions dels parametres de
creixement,

La presencia d'acids grassos de cadena llarga relacionats
estructuralment amb dcids micolics és un fet que ja fa temps va ser
descrit (Sathyamoorthy, 1985; Qureshi, 1984; Qureshi, 1980; Takayama,
1978; Promé, 1966) i on es van trobar dos rangs diferents en quant a la
llargada d’aquests compostos. Un primer grup de compostos amb
longituds de cadena entre aproximadament Cyg fins a C47, contenint
ciclopropans, insaturacions o funcions oxigenades i pels quals es va
proposar el nom d’'dacids micobacterics (Promé, 1966). Un segon rang de
compostos amb una major longitud de cadena, des de Cso fins a Csg,
amb una estructura propera a la de la fraccié meromicolic dels acids
micolics i que va prendre el nom d’acids meromicolics (Qureshi, 1980).
Aqguesta mena d’'acids, micobacterics i meromicolics, s'han descrit en
forma lliure i també formant part d’'una molecula de glicerol, el que es
coneix com a forma complexa, unit a una molecula de diaciltglicerol,
esterificant la posicio 3 del dglicerol al M. kansasii (Kremer, 2005).
Analitfzant alguns dels estudis on es descrivien els dcids micobacterics/
meromicolics frobem variabilitat tant en la seva longitud com en la seva
complexitat. Es el cas d'una mescla d’dcids grassos monoinsaturats
d’entre Cos i C32 i que, degut a la seva estructura, van ser descrits com
un conjunt de compostos precursors dels acids micolics (Takayama,
1978). Al M. tuberculosis també s’han descrit acids grassos de cadena
llarga, d’entre Cso a Cu i amb dues insaturacions que es frobarien
estructuralment relacionats amb els acids micolics (Promé, 1966). En un
altre estudi es van descriure dues series de compostos estructuralment
relacionats amb els dacids micolics. Una primera serie de compostos

homolegs d’entre Cazo i C4 que posseien una estructura, la posicid de
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I'anell ciclopropd i la funcidé oxigenada, molt semblant a la part distal
dels acids micdlics i dels denominats dcids micobacterics. La segona
serie de compostos posseia una longitud de cadena més llarga, d’entre
Cu3i Cs¢ amb dos anells ciclopropd en cis i una estructura molt propera
als dacids meromicolics (Qureshi, 1980). També s'han descrit uns
compostos semblants al M. aurum, amb el nom d'acids dicarboxilics,
d’entre Cos fins a Css i mono-insaturats amb una estructura semblant a la
del wax-ester micolat (Lanéelle, 1988).

En el nostre treball amb el M. brumae hem descrit i resolt estructuralment
una familia de compostos homolegs formada per dcids grassos
insaturats amb longituds de cadena que van des de Csy fins a Csy i que
per la seva estructura es trobarien relacionats amb els dcids
micobacterics. Aquesta familia de compostos que hem descrit
comparteixen els mateixos motius estructurals, nombre i posicid de les
insaturacions, que els acids micolics descrits per aguesta espéecie
(Luquin, 1993), com ho demostra el fet que el component maijoritari
d’'aquesta familia d’'acids grassos insaturats de cadena llarga contingui
en la seva estructura dos dobles enllacos en trans en la mateixa posiciod
com es tfroben en un dels tres subtipus de I'acid micolic a del M. brumae
(Luquin, 1993).

Aquesta familia d’acids grassos insaturats, micobacterics i meromicolics,
s'han descrit en una amplia serie de micobacteris, creixedors rapids i
lents, com M. brumae, M. aurum, M. kansasii, M. gastri, M. smegmatis, M.
bovis BCG o M. thermoresistibile (Rafidinarivo, 2009; Kremer, 2005;
Lanéelle, 1988). Es clar que amb aquesta distribucio, lluny de ser aillada,
ens hem de formular la pregunta biologica sobre el seu paper. En el cas
de les formes complexes, s'"ha proposat que el seu rol podria ser
d'emmagatzematge, un paper que in vivo, seria avantatjos pel
micobacteri permetent-li de sobreviure en un estat no-replicatiu
(Kremer, 2005). Aquesta hipotesi s’ha vist reforcada per un estudi
anterior on es troba evidencia d'una regulacié positiva de les diacik

glicerol transferases, enzims involucrats en la biosintesi dels TAG, en un
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cultiv en fase estacionaria del M. tuberculosis, on es va provar que els
TAG s'acumulaven en cultius en fase dorment (Daniel, 2004). També
s’ha demostrat que el M. kansasi acumula TAG i MMDAG
(monomerimicoloil diacil-glicerol) durant la fase exponencial tardana
del cultiv, suggerint que ambdues molecules podrien tenir un rol com a
font de meromicolics per a la biosintesi d’'acids micolics (Kremer, 2005).
Malgrat aquestes evidencies, la pregunta biologica sobre el paper tant
d’acids micobacterics com d'acids meromicalics, ja sigui en forma lliure
O units al glicerol, roman encara sense resoldre’s d'una manera clara. El
paper de font de meromicolats per la biosintesi d'acids micolics és
atractiu perdo no coincideix amb el resultats dels estudis sobre rutes
biosintetiques dels acids micolics en cap de les dues hipotesis amb les
que es treballa, elongacid i condensacid, (Banerjee, 2011; Takayama,
2005; Asselineau, 2002). Tenint en compte els estudis sobre la hipotesi
majoritaria, la d'elongacio, es proposaria un procés de sintesi del
meromicolat a partir de I'elongacié de palmitoil-CoA amb unitats de
dos carbonis provinents de malonicACP per donar un acil-ACP que serd
allargat mitjancant dos enzims, KasA i KasB, que formen part del
complexe FAS Il (Takayama, 2005; Kremer, 2002a; Slayden, 2002). Ara bég,
els acids micobacterics/meromicolics dels TAG descrits fins ara contenen
cadenes tant amb nombres parells com senars, el que es contradiria
amb els estudis biosintétics ja que aquests estudis es sostenen en un
sistema amb incorporacié d'unitats d’acetat com a elongacio, el que
produiria compostos amb nombres parells de carbonis Unicament (ja
que partim d'un precursor amb nombre parell). A aquest argument cal
sumar-li el fet que, tant en el cas dels acids micobacterics com en el
dels acids meromicolics, la longitud de la cadena hidrocarbonada era
menor que la longitud de la fraccid meromicolic dels acids micolics, Cs;
en vers Cs4+-Css. També és important ressaltar que en tots els casos on
s'han descrit aquests compostos han estat en forma de series
homologues tant amb nombre de carbonis parells com senars, en

contraposicid amb la longitud dels acids micolics de les especies
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descrites, que en termes generals tenien un nombre parell de carbonis.
Com a conseqiencia d'agquesta manca d’'emmotllament a la via
anabolica s’ha buscat una relacid amb la via catabodlica dels acids
micolics, de la qual el nostre coneixement encara é€s menor que el de
les vies anaboliques. L'estudi de Rafidinarivo (2009), del qual aguesta tesi
en comparteix una part, proposa una relacid dels dacids
micobacterics/meromicolics amb les vies cataboliques. En concret,
comencant per un procés degradatiu que tindria I'origen en I'escissio
de la unitat de I'acid micolic entre els carbonis 2 i 3, mifjancant un
procés andleg a una oxidacid del tipus Baeyer-Villiger que donaria pas
a la formacié d'una cera, un wax-ester, que a la vegada seria hidrolitzat
per un estearasa o per saponificacié donant com a resultat la formacio
d'alcohols de cadena llarga i d'alquilmalonat (Rafidinarivo, 2009). La
caracteritzacié d'un Cg alquimalonat en el perfil d'esters d'acids
grassos al M. brumae és un punt a favor d'aquesta hipotesi ja que
s'emmotllaria a I'existencia de compostos amb nombres imparells de
carbonis després de successives B-oxidacions. Aquest procés és coneix
forca bé per a la degradacid de llargues cadenes hidrocarbonades i
també s'han descrit aquest tipus d’'enzims al genere Mycobacterium. En
els darrers anys s'han descrit set gens que posseirien motius de les
Baeyer-Viliger monooxigenases al M. tuberculosis (Fraaije, 2002) i un
mecanisme molt semblant s’havia descrit anteriorment per a la sintesi
del wax-ester micolat (Etémadi, 1965). Aquests tipus d’enzims no s'han
trobat fins ara en plantes ni animals, inclosos els humans i per aquesta
rad soéon interessants des d'un punt de vista de recerca de dianes
terapeutiques. Sigui quina sigui la seva relacid amb vies cataboliques o
anaboliques, compostos com els acids micobacterics que hem descrit
en el nostre freball no fan més que confirmar I'extensa varietat de

compostos lipidics que es troben en el genere Mycobacterium.
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Conclusions

1. En el present estudi, hem demostrat que el wax-ester
micolat era el responsable del segon grup de pics observat
en algunes soques del M. gordonae (soques amb double

cluster pattern).

2. En contraposicid amb els dicarboximicolats del M. phlei,
caracteritzats com a mescles homologues amb
insaturacions i ciclopropans, en el M. gordonae Unicament

s'han detectat dicarboximicolats amb anells ciclopropd.

3. Els postulats que sostindrien que a partir dels ceto-micolats
s'originarien els wax-éster es veurien reforcats amb els
resultats d’aquest treball ja que ambdds comparteixen una
longitud similar (entre Cg i Css), i també la presencia

Unicament d'anells ciclopropa en trans.

4. Els a-micolats del tipus 3, (amb un ciclopropd i una
insaturacié, ambdds en cis), trobats a les especies M.
tuberculosis complex i M. avium s’han detectat en aquest
estudi Unicament a les soques del M. gordonae productores

del wax-ester micolat.
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5. Podem afirmar que el pic que es va detectar per HPLC en
les tres soques estudiades del M. brumae és degut a la
presencia d'una familia d'acids grassos insaturats amb
longituds de cadena que oscillarien entre els 35 i els 51

carbonis.

6. El component majoritari d’aquesta familia és un acid gras
de 39 carbonis i dues insaturacions en frans en les posicions
51 19. El seu nom és acid 4,21-dimetil-5,19-di-(frans)-enoil-

heptatriacontanoic.

7. Aquesta familia d’'acids grassos insafturats fenen una
estructura que els relacionaria amb els acids micobacterics i
comparteixen els mateixos motius estructurals, nombre i
posicid de les insaturacions, que els acids micolics descrits

anteriorment per aquesta especie.
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INTRODUCTION

The HPLC-double-cluster pattern of some
Mycobacterium gordonae strains is due to their
dicarboxy-mycolate content
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The mycolic acids of several strains of Mycobacterium gordonae were
examined by chromatographic and spectroscopic techniques. Both HPLC and
TLC revealed two patterns of mycolates among the M. gordonae strains
studied. As determined by TLC, one pattern was composed of «-, methoxy- and
keto-mycolates; the other was composed of these mycolates plus an additional
component, which was identified as dicarboxy-mycolates. The dicarboxy-
mycolates were only found in those M. gordonae strains that displayed a
so-called HPLC-double-cluster pattern. Detailed structural analyses of the
dicarboxy-mycolates indicated that these compounds contained predominantly
61-65 carbon atoms (C; was the major component) and a trans-1,2-
disubstituted cyclopropane ring. Thus, the dicarboxy-mycolate content of
strains of M. gordonae determines their HPLC pattern. In spite of the
differences in their HPLC patterns, and although they belonged to different
PCR-restriction length polymorphism clusters, all of the M. gordonae strains
examined in this study were closely related on the basis of the structural
features of their a-, keto- and methoxy-mycolates; the predominant
a-mycolates contained two cis-1,2-disubstituted cyclopropane rings, the major
keto-mycolates contained a trans-1,2-disubstituted cyclopropane ring and the
methoxy-mycolates contained one cis- or one trans-1,2-disubstituted
cyclopropane ring. It is noteworthy that the strains containing dicarboxy-
mycolates also displayed significant amounts of z-mycolates that contained
one cis-1,2-disubstituted cyclopropane ring and one cis double bond. The
results obtained in this study demonstrate heterogeneity among M. gordonae
strains.

Keywords: mycolic acids, high-performance liquid chromatography, M. gordonae

M. gordonae-associated infections have been observed
in endoscopy patients; these are thought to have been
due to the use of improperly cleaned or disinfected

Mycobacterium gordonae is a slow-growing scoto-
chromogenic species of Mycobacterium, which is widely
distributed in natural water sources and soils (Wayne &
Kubica, 1986). It has been found in bottled table waters
(Papapetropoulou et al., 1997) and is the most common
mycobacterial isolate from swimming-pool environ-
ments (Leoni et al., 1999), probably due to its resistance
to chlorine disinfection (Le Dantec et al., 2002). Several

Abbreviations: EI-MS, electron-impact MS; FAB-MS, fast-atom bombard-
ment MS; Gen-Probe, Gen-Probe Rapid Diagnostic System; PRA, PCR-
restriction length polymorphism analysis.

instruments (Vogiatzakis et al., 1998). Although M. gor-
donae is considered to be non-pathogenic, there have
been some well-documented cases of infections caused
by this organism in patients with underlying conditions,
e.g. AIDS or cancer (Bernard et al., 1992; Clague et al.,
1985; London et al., 1988; Rusconi et al., 1997).

Molecular-based methodologies for the rapid identifi-
cation of M. gordonae isolates have revealed genetic
variability within this species. In contrast to other
mycobacteria, which show conservation of rDNA se-
quences at the species level, M. gordonae strains exhibit

0002-5670 © 2002 SGM
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variation within a region of their rDNA ; this region is a
common target for diagnostic species-specific probes
(Kirschner & Bottger, 1992). The microheterogeneity
observed among strains of M. gordonae could be the
reason for the hybridization problems reported by
Walton & Valesco (1991) when using the Gen-Probe
Rapid Diagnostic System (Gen-Probe). Studies using
other molecular-based identification methods, such as
PCR-restriction length polymorphism analysis (PRA),
have concluded that M. gordonae is the most hetero-
genous member of the genus Mycobacterium studied to
date, generating several closely related subclusters upon
analysis of strain data (Plikaytis er al., 1992; Telenti et
al. 1993).

Mycolic acids are high-molecular-mass 3-hydroxy, 2-
alkyl-branched fatty acids found in all Mycobacterium
species. The different structural types of mycolic acids
include the so-called a-mycolates and the mycolates
which have other oxygen functions (i.e. the keto-,
methoxy-, dicarboxy-, epoxy- and w-1 methoxy-myco-
lates) in addition to the 3-hydroxy acid unit (Minnikin,
19825 Minnikin et al., 1982; Luquin et al., 1990). The use
of TLC to analyse mycolic acid methyl esters allowed
the different structural types of mycolic acids to be
separated. The mycolate patterns obtained upon sep-
aration of mycolic acid methyl esters by TLC have been
widely used in the classification and identification of
mycobacteria (Daffé et al., 1983; Minnikin et al.,
1984; Luquin et al., 1991; Valero-Guillén et al., 1985).
M. gordonae exhibits a TLC mycolate pattern character-
ized by the presence of a-, methoxy- and keto-mycolates.
Analysis of mycolic acids by HPLC has permitted a large
proportion of mycobacterial species to be identified by
their unique and reproducible chromatographic patterns
(Butler & Guthertz, 2001). However, M. gordonae
isolates have been shown to produce two different
HPLC mycolic acid patterns — a single-cluster pattern,
which is the most common pattern, and a double-cluster
pattern (Cage, 1992; Butler et al., 1991). To date, no
studies have been done to correlate these patterns with
differences in mycolate production between strains of
M. gordonae or to identify the compounds responsible
for the second cluster of peaks seen in the double-cluster
pattern.

The aim of this work was to elucidate the lipidic
compounds of M. gordonae that give rise to the HPLC-
double-cluster pattern. We studied five clinical isolates
of M. gordonae that produced the HPLC-double-cluster
pattern; for comparative purposes, we also studied two
reference strains of M. gordonae. The lipidic component
responsible for the second peak in the double-cluster
pattern was purified and identified by spectrometric
methods as dicarboxy-mycolate, a mycolic acid that has
not been described in M. gordonae until now.

METHODS

Strains, cultivation and identification. Five strains from
clinical samples (CR-178, CL-333 and CL-361, from sputa;
CL-416C, from an alveolar lavage; CL-554, from a broncho-

aspirate) were examined, together with M. gordonae strains
ATCC 14470" (HPLC-single-cluster pattern) and ATCC 35759
(HPLC-double-cluster pattern). All of the strains were grown
on Sauton’s medium at 32 °C for 6 weeks.

Identification of the strains was done by using standard
biochemical methods (Tsukamura, 1967) and Gen-Probe for
M. gordonae (used according to the manufacturer’s in-
structions; Biomérieux). The strains were also typed by using
PRA, as described by Telenti et al. (1993). Briefly, a region of
DNA (439 bp) corresponding to the gene encoding Hsp65 was
amplified by PCR and then digested with Haelll or BstEIII; the
fragments obtained were separated by agarose-gel electro-
phoresis and visualized under UV.

Extraction and analysis of fatty acids, mycolic acids and
alcohols. Two to three loopfuls of bacteria (20-30 mg wet wt
of each strain) were collected from the surface of the Sauton’s
agar plates. Fatty acids, mycolic acids and alcohols were
liberated from each strain sample by saponification. These
compounds were then extracted with diethyl ether. For each
strain, an aliquot of the extract was treated with diazomethane
to obtain the methyl esters of the fatty acids and mycolic acids
(Daffé et al., 1983); in another aliquot of the extract the
mycolic acids were transformed to p-bromophenacyl deriva-
tives (Butler et al., 1991).

The p-bromophenacyl derivatives of the mycolic acids were
separated in a HPLC system (Waters Associates) equipped
with an UV/visible detector. A reverse-phase C18 column
(Nova-Pack 60A, 4 um, 39 X 75 mm; Waters Associates) was
used in the system ; the mycolic acids were eluted using a linear
gradient of methanol/chloroform [from 98:2 (v/v) to 30:70
(v/v)]. A high-molecular-mass standard (Ribi; ImmunoChem
Research) was used as an internal standard, to assist in the
identification of the peaks. Pattern-recognition software (PIRO-
UETTE; Infometrix) was employed to evaluate the similarity of
the HPLC chromatograms obtained, and was used in con-
junction with a library containing the chromatograms of the
most relevant Mycobacterium species and related bacteria
(Glickman et al., 1994). Designation of HPLC peaks followed
the arbitrary nomenclature used by several authors in the
literature (Glickman et al., 1994).

Mycolic acid methyl esters were studied by analytical one-
dimensional TLC using silica gel 60 TLC plates (Merck). A
triple development with a mixture of n-hexane/diethyl ether
(85:15, v/v) was performed to separate the individual
mycolates. The components separated by TLC were revealed
as dark-blue spots by spraying the TLC plates with 10 % (w/v)
molybdophosphoric acid (Merck) in ethanol and heating them
at 120 °C for 5 min. The methyl mycolates on the TLC plates
were identified by comparing their positions on the plates with
the mycolate patterns of reference strains (Luquin et al., 1991).

Fatty acid methyl esters, alcohols and methyl mycolate
cleavage products were determined by GLC and GLC-MS as
described previously (Luquin et al., 1991), employing a fused-
silica capillary column (cross-linked methyl silicone, 15 m X
0-25 mm, HP-1; Hewlett Packard) that was programmed from
175 to 300 °C at 8 °C min™' and maintained at 300 °C for
15 min.

Purification and structural analysis of mycolates. Crude
methyl mycolates from M. gordonae strains ATCC 14470",
ATCC 35759 and CL-416C were obtained by precipitating
their lipidic extracts with cold methanol (—20 °C, overnight).
The samples were then centrifuged at 1500 g for 30 min at
4 °C. Unless indicated otherwise, the boiling point of the
petroleum ether used in the following procedures was 60—
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80 °C. For purification of the methyl mycolates, the preci-
pitates were recovered, dissolved in the smallest possible
volume of petroleum ether and applied to a silica gel 60
(Merck; particle size 0:063—0-200 pm) column equilibrated in
petroleum ether. Successive elutions, 3-5 bed-volumes each,
were performed with petroleum ether followed by increasing
concentrations of diethyl ether (5, 10, 20 and 100%) in
petroleum ether. The eluates were separated by TLC, as
described above. Dicarboxy-mycolates were obtained in the
20% (v/v) diethyl ether/petroleum ether fraction.

Purified mycolic acid methyl esters were identified by MS and
NMR. Electron-impact MS (EI-MS) (70 eV) and fast-atom
bombardment MS (FAB-MS) (8 eV) were performed in a VG
AutoSpec (Fison) mass spectrometer. FAB-MS was carried out
in the positive mode, employing m-nitrobenzyl alcohol as the
matrix. Because FAB-MS seemed to produce (M+ Na)*/z
pseudomolecular ions, we doped the matrix with NaCl in
some analyses. Dicarboxy-mycolates from strain CL-416C
were also analysed by FAB-MS in the negative mode and by
chemical ionization (methane; temperature of ionization,
180 °C) in the negative mode. For the latter method of
analysis, a Thermoquest-Trace mass spectrometer (Thermo)
with a temperature range of 60-300 °C was used.

All methyl mycolates from strains ATCC 14470", ATCC
35759 and CL-416C were analysed by 'H-NMR at 300 MHz
in a Varian NMR spectrometer. Dicarboxy-mycolates from
strains ATCC 35759 and CL-416C were also studied by **C-
NMR (75 MHz) in the same spectrometer. In all cases, the
spectra were recorded in deuterochloroform [10 mg (ml
sample) '] at 25 °C.

RESULTS
Biochemical and genetic identification

The five strains of clinical origin used in this study were
identified as M. gordonae by standard biochemical tests
and by Gen-Probe. Upon PRA, four of the clinical
strains (CR-178, CL-361, CL-416C and CL-554) ex-
hibited PRA pattern V, as defined by Telenti et al.
(1993) ; CL-333 exhibited PRA pattern IIl. M. gordonae
ATCC 35759 exhibited pattern Il and M. gordonae
ATCC 14470" exhibited pattern I.

Mycolate chromatographic patterns

Upon HPLC analysis of their mycolates, the five clinical
strains of M. gordonae and strain ATCC 35759 showed
an HPLC-double-cluster pattern (Cage, 1992) (Fig. 1a).
TLC analysis of the mycolates revealed that the six
strains contained «-, methoxy-, keto-mycolates and
additional components, such as secondary alcohols and
dicarboxy-mycolates (Fig. 1b). M. gordonae ATCC
14470 showed the most common HPLC-single-cluster
pattern (Cage, 1992) (data not shown); TLC revealed
this strain to contain only «-, methoxy- and keto-
mycolates in its cell wall (Fig. 1b; lane 4). HPLC of the
p-bromophenacyl derivatives of the total mycolic acids
from M. gordonae CL-416C are shown in Fig. 1(a). As
further demonstrated by HPLC (data not shown),
dicarboxy-mycolates purified from strains ATCC 35759
and CL-416C and transformed to their p-bromo-
phenacyl derivatives eluted as three peaks, which
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Fig. 1. (a) HPLC trace of mycolates from M. gordonae CL-416C,
showing a double-cluster pattern. Nomenclature of the peaks is
arbitrary but its correspondence to the different structural
types of mycolates is given. IS, internal standard. (b) TLC of
mycolic acids of different strains of M. gordonae. Lanes: 1, CR-
178; 2, CL-416C; 3, CL-554; 4, ATCC 14470"; 5, CL-333.
Petroleum ether/diethyl ether (85:15, v/v) was used as the
solvent, twice. The b.p. of the petroleum ether was 60-80 °C.
The different structural types of mycolates (o, methoxy and
keto) are indicated. Alcohols, secondary alcohols 2-octadecanol
and 2-eicosanol; FAMEs, fatty acid methyl esters. Compounds
migrating above the o-mycolates probably correspond to
epimerization products of the different mycolates.

corresponded exactly to peaks Al, A4 and AS in Fig.
1(a). Other components detected in the chromatogram,
peaks B2-B8 (Glickman et al., 1994), corresponded to a
mixture of keto-, methoxy- and a-mycolates (Fig. 1a).

Fatty acids and alcohols

GLC analysis (data not shown) of the fatty acids of the
clinical strains and of strains ATCC 35759 and ATCC
14470" indicated the presence of fatty acids with 14 to 24
carbon atoms in these strains, of which hexadecanoate
and octadecenoate were the most prominent. Minor
amounts of 2-methyl tetradecanoic acid were detected in
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Fig. 2. 'H-NMR spectrum (300 MHz) of dicarboxy-mycolates
from M. gordonae ATCC 35759 in deuterochloroform.
Resonances of the different protons are indicated. TMS,
tetramethylsilane.

the strains, whereas tuberculostearic acid (10-methyl
octadecanoic acid) was not present in any of the strains
examined. Two secondary alcohols, 2-octadecanol and
2-eicosanol, were detected only in those strains showing
the HPLC-double-cluster pattern. The methyl esters
derived from thermal cleavage of the methyl mycolates
(Luquin et al., 1991) were docosanoate and tetraco-
sanoate, which were present in varying amounts.

Structures of the dicarboxy-mycolates of
M. gordonae

In the 'TH-NMR spectrum of strain ATCC 35759 (Fig. 2),
major resonances were detected between 0-1 and
37 p.p.m. A multiplet centred at 0-15 p.p.m. (3H) and
another one at 047 p.p.m. (1H) were attributed to a
trans-1,2-disubstituted cyclopropane ring (Draper et al.,
1982; Watanabe et al., 1999). A signal at 0-67 p.p.m.
(Fig. 2) was assigned to a ~CH-CH, adjacent to the
cyclopropane ring (Watanabe et al., 1999); the protons
of the methyl branch resonated as a doublet at
0-90 p.p.m., and overlapped a signal of a terminal methyl
at 0-88 p.p.m. (6H in total) (Draper et al., 1982). Singlets
at 366 and 370 p.p.m. corresponded to two carbo-
methoxy groups, and the triplet at 2:29 p.p.m. was
assigned to a —CH,— attached to a carbonyl group. The
protons of other —CH,— groups resonated between 1-2
and 1:6 p.p.m. Finally, the signal at 242 p.p.m. was due
to the proton of C-2 of the molecule. Minor resonances
situated at —0-3 and 0-73 p.p.m. (Fig. 2) were due to the
presence of low amounts of a compound with a cis-1,2-
disubstituted cyclopropane ring (Watanabe et al., 1999).

In the *C-NMR spectrum of strain ATCC 35759 (data
not shown), two signals at 174:30 and 176:19 p.p.m.
indicated the existence of two carbonyl groups in the
molecule, which were complemented to the resonances

of two carbomethoxy groups at 50-98 and 5146 p.p.m.
Resonances at 10-50, 18:62 and 26'14 p.p.m. were
assigned to a trams-1,2-disubstituted cyclopropane
ring; the resonances situated at 1970 and 38:13 p.p.m.
were assigned to a methyl branch and to a methyne,
respectively, which were both adjacent to the afore-
mentioned ring (Watanabe et al., 1999). The presence of
a hydroxyl group at C-3 was justified by the resonance at
72:29 p.p.m.

These data indicate that the additional component
detected by TLC and HPLC in the M. gordonae clinical
strains and in strain ATTC 35759 can be identified as a
dicarboxy-mycolate (dimethyl ester form) that contains
predominantly a trans-1,2-disubstituted cyclopropane
ring with a methyl branch adjacent to it (Fig. 3; Table 1).

EI-MS (Fig. 3) revealed fragments related to the general
breakdown (between C-2 and C-3) pattern of myco-
lates, which produce meroaldehydes and methyl esters
(Draper et al., 1982). Methyl esters appeared at 71/z 382
(tetracosanoate, C,,.,) and 354 (docosanoate, C,,.,).
Fragments due to M* —50/z (water and methanol loss)
were detected at m/z 908, 936 (the most predominant)
and 964, which predicted molecular ions (M /z) at 958,
986 and 1014; these were further confirmed by posi-
tive-mode FAB-MS, because pseudomolecular ions,
(M + Na)*/z, appeared at 981, 1009 and 1037 (data not
shown).

In the region of the EI-MS trace attributed to mero-
aldehydes (Fig. 3), a major fragment at m/z 601 was
accompanied by another one at m/z 632; other frag-
ments were present at lower intensities. A formula for
dicarboxy-mycolates was not satisfactory when m2/z 601
was considered. However, negative-mode FAB-MS
(data not shown) revealed very low intensities for
pseudomolecular ions, (M — H) ™' /z, but important frag-
ments at (M —15)/z, which were tentatively assigned
to the loss of ~CH, from a carbomethoxy group. The
elimination of a methyl group to give a negatively
charged molecule (a carboxylate ion) could apparently
take place in the meroaldehyde part of the structure,
because intense fragments at 72/z 381 and 353 (similar
intensities) were clearly related to methyl esters derived
from a breakdown between C-2 and C-3 of the molecule.
Thus, an intense fragment at 7/z 617 was detected by
negative-mode FAB-MS and was considered to be
related to a meroaldehyde at #2/z 632 seen in the EI-MS
analysis. Finally, by chemical ionization an important
fragment (relative abundance 90 %) was detected at m/z
631 (data not shown). Thus, it was concluded that the
major meroaldehyde produced by the compound under
study was actually m/z 632. Moreover, this fragment
satisfied the formula given in Fig. 3, when an #2+ 13
value equal to 34 was considered. Then, the mero-
aldehyde at m/z 632 fragments to m/z 601 due to loss of
—-OCH, (Fig. 3a), because of the existence of the second
ester group at the w end. Similarly, an m/z 573 (Fig. 3a)
was derived from a meroaldehyde at /2 604 (very low
intensity) (n2+n3 equal to 32).

The value of #3 was deduced by taking into account the
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Fig. 3. (a) Partial EI-MS trace of dicarboxy-mycolates from M. gordonae ATCC 35759. (b) The structure and the general
fragmentation pattern of the major component are included, showing the m/z ions corresponding to meroaldehydes
(m/z 632, 601 and 292) methyl esters (m/z 354 and 382) and M*—50/z (m/z 936; loss of water and methanol).

presence of a very intense fragment at m/z 292 in the
EI-MS analysis (Fig. 3a), which was derived from a
breakdown between the cyclopropane ring and the
carbon attached to the methyl branch and a further
rearrangement. This fragment should indicate that for
m/z 632, n3 is equal to 16 and #n2 is equal to 18, and
suggested that the major dicarboxy-mycolate from M.
gordonae contains 63 carbon atoms, with an alkyl chain
at C-2 of 20 carbon atoms (producing a C,,., methyl
ester). For a meroaldehyde at m/z 604 (n2=16, 13 =16),
a compound with a molecular mass of 986 is also
obtained assuming an alkyl chain of 22 carbon atoms at
C-2 (producing a C,,., methyl ester), thus justifying a
more intense peak at m1/z 936 (M* —50) (see above and
Fig. 3) and at (M + Na)"/z 1009 (data not shown).

The two remaining homologous compounds seen in the
EI-MS analysis can also be formulated in a similar way.
Thus, a C;; dicarboxy-mycolate with a molecular mass
of 1014 is composed combining the #/z 632 mero-
aldehyde and the m/z 382 methyl ester; and a Cg,
dicarboxy-mycolate (molecular mass 958) is composed
by combining 72/z 604 (a meroaldehyde) and /2 354 (a
methyl ester).

Both 'H-NMR (Fig. 2) and MS [EI-MS (Fig. 3) and
FAB-MS (data not shown)] predicted the presence of
minor amounts of dicarboxy-mycolates with a cis-1,2-
disubstituted-cyclopropane ring in the strains pro-
ducing a HPLC-double-cluster pattern. The major
meroaldehyde for this series was detected at m/z 646
(fragment at m/z 615; Fig. 3a), and the chain length
varied between Cg, and C,, according to the MS:
pseudomolecular ions, (M + Na)*/z, were situated at
967 (Cgp), 995 (Cg,, probably the predominant pseudo-
molecular ion) and 1023 (C,,) (data not shown).

Structures of the other mycolates of M. gordonae

The structures of the remaining mycolates («-, methoxy-
and keto-mycolates) of strains ATCC 35759, CL-416C
and ATCC 14470" were established by 'H-NMR and
MS (EI-MS and positive-mode FAB-MS); the results of
these analyses are presented in Table 1.

a-Mycolates from M. gordonae strains ATCC 35759
and CL-416C contained mainly two cis-1,2-di-
substituted cyclopropane rings (their protons were
located at —0-32, 0-59 and 0-64 p.p.m.), and even chain
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Table 1. Structural characteristics of the major mycolates of strains of M. gordonae
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lengths of C,,—Cy, (major series at C,; and C.g for CL-
416C, and at C,4 and Cg, for ATCC 35759). Major
meroaldehyde ions (m/z 740, 768 and 796) and their
fragments (m/z 279, 307, 487, 515 and 543), together
with methyl ester fragments at m/z 354 and 382,
permitted the tentative structures in Table 1 to be
proposed (Draper et al., 1982). Moreover, other com-
pounds probably containing one cis double bond (res-
onance at 534 p.p.m.) and one cis-1,2-disubstituted

cyclopropane ring were also predicted in the two
aforementioned strains; both EI-MS and FAB-MS sig-
nalled chain lengths of C,,—C,,. The ratio of -CH=CH-
protons to 1,2-disubstituted cyclopropane ring protons
was 21 and 22-7 for strains ATCC 35759 and CL-416C,
respectively, implying that these compounds could
represent approximately 20 % of the total amount of a-
mycolates present in these strains. Finally, M. gordonae
ATCC 14470 contained a-mycolates with only two cis-
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1,2-disubstituted cyclopropane rings, which ranged
from C,, to Cq, (major compounds C., and C.).

The methoxy-mycolates of strains ATCC 35759, CL-
416C and ATCC 144707 were identical (Table 1). They
were clearly identified by 'H-NMR due to characteristic
overlapping signals at 0-85 (a methyl branch adjacent to
the methoxy group of the meroaldehyde chain), 0-88 (a
terminal methyl group) and 0-90 p.p.m. (a methyl branch
adjacent to a 1,2-disubstituted cyclopropane ring), and
also by signals at 295 (-CH-OCH,) and 3-33 p.p.m.
(-OCH,). Methoxy-mycolates containing cis- (—0-32,
0-59 and 064 p.p.m.) or trans- (0-15 and 0-47 p.p.m.)
1,2-disubstituted cyclopropane series of C,;—Cg, were
detected, with series of Cg, and Cg, predominant for
strains ATCC 35759 and ATCC 144707, and series of
Cq, and C,, predominant for strain CL-416C. The ratio
of cis to trans was approximately 1:1, and given the
structure of methoxy-mycolates of other mycobacteria
(Minnikin, 1982; Watanabe et al., 2001), it seems that
the odd series can be attributed to cis compounds and
the even series can be attributed to trans compounds.
Meroaldehydes from methoxy-mycolates were not
found in EI-MS due, probably, to the loss of 31 mass
units (—OCHj), which resulted in a series of m2/z ions
ranging from 769 to 867 (separated by intervals of
14 mass units) that predicted meroaldehydes at m/z
800—898. Other fragments characteristic of mero-
aldehydes were located at m/z 297 (intensity 72 %), 307
(intensity 19%) and 321 (intensity 16 %); considering
the m/z 354 and 382 for methyl esters, the tentative
structure presented in Table 1 can be postulated for the
major compounds found in the strains studied.

Keto-mycolates (Table 1) were characterized by res-
onances at 090 (a methyl branch adjacent to a 1,2-
disubstituted cyclopropane ring), 1-05 (a methyl branch
adjacent to the keto group in the meroaldehyde chain)
and 2:32 p.p.m. (-CH,—CO-). The major series varied
from C,4 to Cq; and had one trans-1,2-disubstituted
cyclopropane ring in the structure (resonances at 0-15
and 0-47 p.p.m.). Cq; and C,, were the predominant
series for strains ATCC 14470" and ATCC 35759; Cq,
and C,, were the predominant series for strain CL-416C.
FAB-MS also predicted very minor series of mycolates
with a chain length of C,—Cg, in the three afore-
mentioned strains, probably containing a cis-1,2-
disubstituted cyclopropane ring, as suggested by 'H-
NMR (data not shown). The tentative structure of the
major keto-mycolate series is given in Table 1 and was
based on the presence of important fragments at m/z
293, 491, 547 and 601 (derived from meroaldehydes),
and at m/z 354 and 382 (methyl esters).

DISCUSSION

Analyses of mycolic acids are well established in
mycobacterial taxonomy. Extensive studies have de-
scribed mycolic acids as phenotypically stable chemical
compounds, although the discontinuous distribution of
the different structural types of mycolic acids described
has important chemotaxonomic implications. Since the

1950s, GLC and TLC have been the chromatographic
techniques most widely used to analyse the composition
of mycobacterial mycolic acids as methyl esters (Daffé et
al., 1983; Minnikin et al., 1984; Luquin et al., 1991;
Valero-Guillén et al., 1985). In the 1990s, phenacyl esters
of mycolic acids were separated by HPLC and detected
under UV light (Butler & Guthertz, 2001). The strain-
identification data generated by HPLC agree with 97 %
of the results from standard biochemical tests and 98 %
of the results from DNA probes; hence, HPLC can be
used to correctly identify the majority of mycobacterial
species of clinical interest (Butler & Guthertz, 2001;
Thibert & Lapierre, 1993).

The elucidation of the structures of mycolic acids uses
a variety of techniques (Minnikin, 1982), the most
widely used of which are EI-MS and NMR. Recently,
new techniques, such as matrix-assisted laser desorp-
tion ionization/time-of-flight MS (MALDI/TOF-MS)
(Laval et al., 2001; Watanabe et al., 2001) and FAB-MS
(Barry et al., 1998), have been applied to the elucidation
of these structures. In this study, FAB-MS data com-
plemented the data obtained by EI-MS, giving more
precise information on the molecular mass of the
different structural types of mycolic acids present in
M. gordonae. This information is not always evident
when using EI-MS, as there is a tendency for several
meroaldehydes (e.g. methoxy and dicarboxy) to break
down further due to loss of -OCH,.

Using HPLC, Cage (1992) demonstrated two different
mycolic acid patterns for M. gordonae — a single-cluster
pattern and a double-cluster pattern. In the present
study, we have demonstrated that the second cluster of
peaks present in the double-cluster pattern actually
corresponds to dicarboxy-mycolates, and that these
compounds essentially contain a trans-1,2-disubstituted
cyclopropane ring, although a minor series with a cis-
1,2-disubstituted cyclopropane has also been detected.
As reported by Lanéelle & Lanéelle (1970), dicarboxy-
mycolates and secondary alcohols (2-eicosanol and 2-
octadecanol) are naturally combined in the cell wall to
form wax-ester mycolates. These compounds are widely
distributed in mycobacteria (Barry et al., 1998; Luquin
et al., 1991; Minnikin et al., 1984, 1985a), but only a
limited number of studies have dealt with their structural
elucidation. Thus, the dicarboxy-mycolates of Myco-
bacterium phlei (see Minnikin, 1982) are mixtures of
unsaturated and cyclopropyl homologues, and differ
from those found in M. gordonae, in which only
cyclopropyl derivatives were detected.

Taking into account the presence of 2-octadecanol and
2-eicosanol in the M. gordonae strains containing
dicarboxy-mycolates, the chain length of wax-ester
mycolates from M. gordonae should range from Cg, to
Cg; for the principal components, which is similar to the
chain lengths detected for the principal keto-mycolates.
Like the keto-mycolates, the major series of the wax-
ester mycolates contain a trans-1,2-disubstituted cyclo-
propane ring, thus supporting the hypothesis that keto-
and wax-ester mycolates are biosynthetically related
(Minnikin, 1982; Barry et al., 1998).
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Partial structural analyses of «-, methoxy- and keto-
mycolates from M. gordonae have been reported pre-
viously (Daffé et al., 1981; Minnikin et al., 1985b).
However, for the first time, our work has established the
nature of the double bonds and the cyclopropyl rings in
this species. Thus, a-mycolates from M. gordonae are
mostly of type-1, as defined by Watanabe et al. (2001) —
i.e. they contain two cyclopropyl rings with no double
bonds. Most slow-growing mycobacterial species ex-
amined to date (Minnikin, 1982; Watanabe et al., 2001)
contain predominantly this type of a-mycolate, with a
cis to trans ratio of 1:0 (Watanabe et al., 2001), as in the
case of M. gordonae, although minor series of trans-
cyclopropyl a-mycolates have been found in Myco-
bacterium kansasii and in the Mycobacterium avium
complex (Watanabe et al., 2001). However, other types
of a-mycolates have been defined in several myco-
bacterial species (Watanabe et al., 2001), but only the
so-called type-3 a-mycolate (one cis-cyclopropyl ring
plus one cis double bond) seems to be present in the
M. gordonae strains containing dicarboxy-mycolates
(this study). This type of a-mycolate has also been
characterized in several strains of Mycobacterium tu-
berculosis, Mycobacterium bovis and Mycobacterium
microti and in strains of the M. avium complex
(Watanabe et al., 2001). The aforementioned species
also contain a variety of methoxy-mycolates, the major
ones being of the type methoxy-mycolate-1 (Watanabe
et al., 2001) (one series with a cis-cyclopropyl ring and
one series with a trans-cyclopropyl ring), a characteristic
shared by Mycobacterium leprae (Draper et al., 1982)
and, according to our results, by M. gordonae. As for its
a-mycolates, M. gordonae seems to lack trans double
bonds or additional cyclopropyl rings in the mero-
aldehyde chain and, contrary to other mycobacteria
(Watanabe et al., 2001), it lacks methoxy-mycolates
with cis double bonds. Among the keto-mycolates of
M. gordonae, we only detected the keto-mycolate-1
(Watanabe et al., 2001), generally with a trans-
cyclopropyl ring. Hence, the keto-mycolates of M. gor-
donae resemble those of species such as M. kansasii and
M. avium, and differ from those of the M. tubercu-
losis complex, where, in general, the cis to trans ratio is
more balanced (Watanabe et al., 2001).

According to the results cited above, it seems that a high
proportion of the mycolic acids of M. gordonae have
trans cyclopropanation, but like other mycobacteria
(Barry et al., 1998; Minnikin, 1982; Watanabe et al.,
2001) M. gordonae still maintains a cis configuration in
the cyclopropyls of its a-mycolates. An appropriate ratio
in the cis to trans geometry of both double bonds and
cyclopropyls seems to have physiological significance
for the bacterial cell wall, but its true relevance remains
to be elucidated (Barry et al., 1998).

The M. gordonae clinical strains studied here exhibit
PRA patterns Il and V, which are only present in 12%
of M. gordonae isolates (Telenti et al., 1993). The
mycolic acid pattern exhibited by these clinical isolates
is also uncommon in members of the genus Myco-
bacterium, as the presence of a-, methoxy-, keto- and

dicarboxy-mycolates has only been reported in two
additional species of the genus, Mycobacterium komos-
sense and Mycobacterium bobemicum (Minnikin et al.,
1985a; Torkko et al., 2001).

We conclude that the variability in the mycolic acid
patterns of strains of M. gordonae, as detected by HPLC
and TLC, exists because of the presence of additional
components (dicarboxy-mycolates) in some strains of
this species. These additional components give rise to
the HPLC-double-cluster pattern. Hence, our findings
reiterate the heterogeneity of M. gordonae reported
previously by several authors (Kirschner & Bottger,
1992; Plikaytis et al., 1992; Telenti et al., 1993 ; Walton
& Valesco, 1991).
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Abstract Mycolic acids, the hallmark of mycobacteria and
related bacteria, are major and specific components of their
cell envelope and essential for the mycobacterial survival.
Mycobacteria contain structurally related long-chain lipids,
but the metabolic relationships between these various
classes of compounds remain obscure. To address this ques-
tion a series of Cs; to C54 nonhydroxylated fatty acids (my-
cobacteric acids), ketones, and alcohols structurally related
to the Cy¢_g¢ dicyclopropanated or diethylenic mycolic acids
were characterized in three mycobacterial strains and their
structures compared. The relationships between these long-
chain acids and mycolic acids were established by following
the in vivo traffic of *C labeled a-mycolic acids purified
from the same mycobacterial species. The labeling was ex-
clusively found in mycobacteric acids. The mechanism of
this degradation was established by incorporation of 20,
into long-chain lipids and shown to consist in the rupture
of mycolic acids between carbon 3 and 4 by a Baeyer-
Villiger-like reaction. We also demonstrated that mycobac-
teric acids occur exclusively in the triacylglycerol (TAG)
fraction where one molecule of these acids esterifies one
of the three hydroxyl groups of glycerol.llf Altogether, these
data suggest that these compounds represent a pathway of
metabolic energy that would be used by mycobacteria in par-
ticular circumstances.—Rafidinarivo, E., M-A. Lanéelle, H.
Montrozier, P. Valero-Guillén, J. Astola, M. Luquin, J-C.
Promeé, and M. Daffeé. Trafficking pathways of mycolic acids:
structures, origin, mechanism of formation, and storage
form of mycobacteric acids. J. Lipid Res. 2009. 50: 477-490.
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Mycolic acids, 2-alkyl-branched, 3-hydroxylated long-
chain fatty acids, represent major (up to 40% of cell wall
dry mass) and specific constituents of the envelope of
members of the genus Mycobacterium (M.) that includes
several pathogens such as M. tuberculosis and M. leprae,
the causative agents of tuberculosis and leprosy, respec-
tively. These fatty acids play a crucial structural role in
the envelope architecture (1-4) and are essential for the
mycobacterial growth (5-7). Mycolic acids covalently
linked to the cell wall arabinogalactan are organized with
other lipids to form an outer barrier with an extremely low
fluidity that confers an exceptional low permeability to
mycobacteria (8). Trehalose mycolates, found noncova-
lently attached to the cell wall core, are known to be im-
portant for the physiology and virulence of M. tuberculosis
(3). In addition, the biosynthesis of mycolic acids is the
target of several antituberculous drugs, notably isoniazid
(2,3,9).

Mycolic acids are found in mycobacterial species as a mix-
ture of structurally related molecules that differ from one
another by the nature of the chemical groups at the so-
called “proximal” and “distal” positions (relative to the car-
boxyl group) of their main “meromycolic” chain (Fig. 1).
The least polar a-mycolates is ubiquitous in mycobacteria
and consist of Cy4 g fatty acids that contain two cis cyclo-
propyl groups or cis/ trans double bonds at the proximal
and distal positions (Fig. 1); shorter apolar structural
analogs (Cgo_gs), called a’-mycolates, may occur in some

Abbreviations: amu, atomic mass unit; BVMO, Baeyer-Villiger
monooxygenases; El, electron impact; MALDI-TOF, MALDI-time-of-
flight; MS, mass spectrometry; TAG, triacylglycerol.
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Fig. 1. Structures of the major mycolic acids from Mycobacterium (M.) brumaeand M. fallax (A) and M. aurum
(B). M. brumae contains four different types of diethylenic mycolates, namely MO (x = 15;y = 12;z = 17;1 =
19), Mla (x = 15;y = 13;z = 17,19;1=19), M1b (x = 15;y = 13;z = 15,17, 19;1 = 19), and M2 (x = 13, 15;
y =10,12,14; z = 15, 17, 19; 1 = 19) (28). M. fallax also contains four main types of diethylenic mycolates;
however, this strain contains Mla (x = 15,17,y = 15, 17;z = 15,17, 19;1 = 19, 21), M1b (x = 15, 17;y = 15,
17,2 =17;1=19, 21),and M2 (x = 15,17;y = 14, 16, 18; z = 15, 17, 19; 1 = 19, 21), and is devoid of MO but
contains M3 (x = 13,15, u = 4;v = 12, 14; z = 15, 17, 19; 1 = 19, 21). In addition, small amounts of tetra-
ethylenic homologs occur in this species (31). M. aurum contains o- (x = 13, 15,17;y = 12,14, 16; z = 17, 19;1 =
19, 21), keto- and wax-mycolates (x = 13,15, 17,y + z = 27, 31, 33;1 = 19, 21). cis (E) and trans (Z) are relative
to the configuration of the double bonds. “Odd” and “even” refer to the chain lengths of the mycolates.

rapid-growing species such as M. smegmatis. More polar
mycolates are also produced by most mycobacteria. These
contain an oxygenated function at the distal position, with
a methyl group on the vicinal carbon atom, and a cis or
trans (with a methyl group on the vicinal carbon atom) cy-
clopropyl group or double bond at the proximal position.
Depending on the mycobacterial species examined, the oxy-
genated function may be a methoxy-, a keto-, a hydroxyl-
group (in slow-growing species), or an epoxy-ring (in
rapid-growing species); in some species, the keto-mycolic
acids may be oxidized through a Baeyer-Villiger reaction

478 Journal of Lipid Research Volume 50, 2009

to yield a wax ester (2, 10). An illustration of the structural
diversity of mycolic acids is given by the composition of
mycolic acids of the strains under study (i.e., M. brumae,
M. awrum, and M. fallax) (Fig. 1).

Long-chain compounds structurally related to mycolic
acids are also found in more or less significant amounts
in mycobacteria and related genera (e.g., Nocardia, Coryne-
bacterium); these include long-chain acids, ketones, and
alcohols whose general structures are given in Table 1.
Long-chain Cy_5 fatty acids that exhibit the structural
features of the main chains of mycolic acids have been
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TABLE 1. General formulae of long-chain lipids structurally related to mycolic acids and comparison of odd/even
ratios of their chain lengths in Mycobacterium (M.) fallax

Odd/even ratios of compounds

M1 M2 M3
Mycolic acids (e) R;-CH,-CH(OH)-CH (COOH)R2 0.74 0.30 0.16
Mycolones (a) R;-CH,-CO-R, 0.78 0.25 0.26
Mycolols (d) R,-CH,-CH(OH)R, 0.75 0.20 0.20
Meroaldehydes R;-CH,-CHO 0.74 0.36 0.19
Primary alcohols (f) R,;-CH,OH 0.23 0.82 0.79
Mycobacteric acids (b) R;-COOH 0.20 0.73 0.81

M1, M2, and M3 refer to the structural features (numbers and configuration of double bonds) of compounds
relative to their putative mycolic acid parents: M1 (two double bonds, mixture of Mla and M1b), M2 (two cis double
bonds), and M3 (three double bonds) that occur in M. fallax (see Fig. 1A); compound M1 is a mixture of la (trans/
cis) and 1b (cis/ trans). Note that M. fallax is devoid of M0. The various types of mycolates from M. fallax were
separated by argentation TLC as M1a and M1b, M2 and M3 (Fig. 1A). Each class of mycolic acids was then pyrolysed
to yield the corresponding meroaldehydes. The same argentation TLC strategy was applied to the minor long-chain
compounds (i.e., mycolols, primary alcohols, and mycobacteric acids). After purification, mycolic acids and their
structurally related lipids were analyzed and their structures were characterized by mass spectrometry. The calcula-
tion of the odd/even (relative to the chain lengths of the molecules) ratios reported was based on the relative
abundance of the mass peaks determined for the different homologs. The structural features shared by the various

classes of compounds are in bold. Letters into brackets refer to compounds presented in TLC (Fig. 2).

characterized in various mycobacteria and are known as
mycobacteric acids (11-15). Their structures have been
shown to be related to those of mycolic acids from the
same species. For instance, keto and methoxyl groups were
shown to occur in mycobacteric acids and mycolic acids
isolated from M. tuberculosis (11); similarly, keto and wax
functions were found in both types of fatty acids isolated
from M. aurum (16). A series of shorter homologous fatty
acids have been also isolated from triacylglycerols (TAGs)
of a Nocardia species; these consist in Cgp_45 fatty acids
containing 3 and 4 double bonds as observed in nocardo-
mycolic acids (17). In addition, long-chain ketones and
secondary alcohols parented to mycolic acids have been also
found in mycobacteria (e.g., the so-called Cgy mycolones
and mycolols) (18, 19), in nocardia (Csy_go nocardones,
nocardols) (20-23), and in corynebacteria (16-hentriacon-
tanone or palmitone) (24, 25). Interestingly, shorter-chain
secondary alcohols and ketones (hentriacontan-16-ol and
palmitone) have also been characterized in nocardia (26,
27). Because of the above-mentioned similar structural fea-
tures, it is tempting to postulate biosynthetic or catabolic
links between mycolic acids and the other long-chain com-
pounds. To address this question, mycolic acids and their
related lipids from M. brumae and M. fallax, two species
that contain only one type of mycolates, the so called a-
mycolates (Fig. 1) (28, 29), were isolated, purified, and
comparatively analyzed by various complementary analyti-
cal methods. In addition, the in vivo trafficking of labeled
mycolates in M. aurum, a species known to metabolize lip-
ids, was investigated to validate the conclusions drawn from
the structural findings. Importantly, because the elongation
unit in the biosynthesis of mycolates is acetate (Cy), the
major homologs contain an even number carbon atoms.
The introduction of a methyl branch or a cyclopropyl
group results in the production of mycolates possessing
an odd number of carbon atoms whereas that of two cyclo-
propyl groups or two methyl branches does not change the
parity. The number of double bonds in mycolates, usually

one in oxygenated compounds and two in a-mycolates
with the notable exception of M. fallax, does not impact
on the even carbon number of the chains (Fig. 1). There-
fore, the even versus odd ratio of the chain lengths of the
structurally related lipids was determinant in the definition
of the biosynthetic relationships between the long-chain
lipids and the mechanism that governs their catabolism.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Strains and media

The type strain of M. brumae Collection Institut Pasteur (CIP)
1034657 (28) was grown in Sauton’s medium as surface pellicles
at 37°C for 3 weeks. That of M. fallax CIP 8139" (29) was grown
in Middlebrook 7H9 medium supplemented with 0.5% casitone
and 1% glucose (Difco, Detroit, MI) at 30°C under agitation.
M. aurum strain A" was obtained from Pr H. David (Institut Pasteur,
Paris) and was grown on Middlebrook 7H9 medium (Difco) supple-
mented with 0.5% casitone and glucose 1% at 37°C under agitation.

Lipid extraction and purification from M. brumae

Complex lipids were extracted from wet cells with CHCl;/
CH3OH 1:2, 1:1, and 2:1 (v/v), successively. The crude lipid ex-
tracts were pooled and then fractionated by column chromatogra-
phy on Florisil 100-200 mesh equilibrated in petroleum ether,
using a gradient of diethyl ether in petroleum ether as eluent.
TAGs were eluted with petroleum ether/ether 90:10 (v/v). Free
fatty acids were eluted from the column with diethyl ether contain-
ing 0.1% acetic acid. The separation was monitored by TLC and
infrared spectroscopy for the detection of trans double bonds at
965 cm ™.

Saponification of complex lipids

Lipids were saponified using a 5% KOH solution in methanol/
benzene 8:2 (v/v) for 7 h under reflux. After acidification of
the mixture and extraction of lipids with diethyl ether, the or-
ganic phase was dried and treated with diazomethane. The re-
sulting long-chain lipids (i.e., ketones, esters, and alcohols) were
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fractionated by column chromatography on Florisil as previ-
ously described.

Isolation of lipids from M. fallax

Cells (17.5 g dry weight obtained from 101 of cultures) were
extracted with CHCl3/CH3OH as previously indicated to yield
3.1 g crude lipid extract. After saponification, acidification, and
methylation, lipids were fractionated on a Florisil column as
previously described, and the separation was monitored by
TLC. Mycolones (20 mg), mycobacteric esters (20 mg), mycolols
(20 mg), and long-chain primary alcohols (10 mg) were ob-
tained, in addition to a-mycolates (1.7 g) and fatty esters that
were the main lipids of the mixture.

TLC

TLC was performed on silica gel coated plates (G-60 0.25 mm
thickness, Merck, Darmstadt, Germany) developed with either
CHyCly or with an appropriate combination of petroleum ether/
diethyl ether. Lipids (fatty esters, ketones alcohols, and TAGs) were
located by spraying either Rhodamine B (0.01% in sodium dihy-
drogen phosphate 0.25 M) or molybdophosphoric acid (10% solu-
tion in ethanol), followed by charring. Glycolipids were detected
with anthrone after elution with CHCly/CH3OH/HoO 65:25/4
(v/v/v). For preparative TLC, the same solvents were used but
the detection was obtained by spraying Rhodamine B and the
visualization was performed under the UV light. The compounds
were then scraped off the plates and extracted with diethyl ether
and the ethereal solution was evaporated to dryness. The stain
was eliminated by passing through a Florisil Pasteur pipette
(1 cm length) that was irrigated with diethyl ether. Fatty acid
methyl esters were further fractionated according to their double
bond content on AgNOg-impregnated silica gel TLC plates devel-
oped with CHsCly; visualization was performed by spraying a
0.2% ethanolic dichlorofluorescein solution and the compounds
were scraped off the plates and eluted with diethyl ether.

Oxidative cleavage of double bonds

Ethylenic lipids were cleaved by permanganate-periodate oxida-
tion (30, 31). Briefly, lipids (around 20 mg) dissolved in benzene
(0.6 ml) were added to a mixture of tbutanol (8 ml), aqueous
2.1072 M sodium carbonate (2.4 ml), distilled water (1.2 ml)
and periodate permanganate (5.4 ml). This last solution contained
0.1 M sodium periodate and potassium permanganate 2.5 102 M
in water. The oxidation was carried out at 30°C for 2 days with
constant shaking. The reaction was stopped by additing sodium
metabisulphite until discoloration. The solution was acidified
with 20% sulfuric acid, and the resulting oxidation products were
extracted with diethyl ether and the solvent evaporated. The crude
extract was methylated with diazomethane and purified on pre-
parative TLC with CHsCly as developing solvent. Compounds were
identified by GC-MS analysis according to their retention times
and their fragmentation patterns (32).

Preparation of anilide derivatives of mycobacteric acids

Anilide derivatives were prepared as follows: the carbonyl group
was first activated by adding 0.5 ml of a 20% solution of oxalyl
chloride (Fluka) in anhydrous benzene to fatty acids (5 mg).
The reaction was left at room temperature for 2 h, followed by
heating at 50°C for 1 h. After evaporation of the solvent under
nitrogen, 0.35 ml of a 20% solution of aniline (Aldrich) in anhy-
drous benzene (20-fold excess) was added to the acyl chloride.
After 1 h at room temperature, the reaction mixture was heated
at 70°C for 30 min. The solvent was evaporated, and the residue
was dissolved in diethyl ether and the excess of aniline was re-
moved by washing the diethyl ether phase with 1 M HCI. Anilides
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were analyzed by TLC with hexane/dioxane 9:1 (v/v) as the run-
ning solvent and detected with Rhodamine B before high-pressure
liquid chromatography.

Preparation of pyrrolidide derivatives of mycobacteric acids

Fatty acid methyl esters (1 mg) were dissolved in 1 ml of freshly
distilled pyrrolidine (Aldrich chemicals Co., WI) and 0.1ml acetic
acid. The mixture was heated at 100°C for 30 min and cooled to
room temperature. The amide so-formed was taken up in CHCls,
and the organic phase was washed with 1 M HCI and water (33).
After evaporation, the purity of the derivatives was checked by TLC.

Pyrolysis of mycolic acid methyl esters

The pyrolytic reaction was realized at 300°C under vacuum
and the oxidation of the yielded meroaldehydes was performed
as previously described (34). The resulting meromycolic acids
were methylated and purified by preparative TLC as described
for long-chain lipids.

Catalytic hydrogenation of double bonds in
long-chain alcohols

Around 5 mg of lipids were dissolved in 1ml of hexane in the
presence of 2 mg of platinum oxide. Hydrogenation was carried
out under shaking for 2 h at room temperature. The mixture was
then filtered off to remove the catalyst. The solvent was evapo-
rated under vacuum. Electron impact (EI)-MS analysis showed
that the hydrogenation was complete in these conditions.

Incorporation of '*C acetate in long-chain lipids of
M. brumae

To a growing culture of M. brumae, 1 wCi ml~" of 1-'*C acetate
(2GBq mmolefl) were added. After 90 min, the medium was dis-
carded and 30 ml of fresh Sauton’s medium was added. At various
time intervals (0, 24, 48, 72, 96, and 120 h) a loopful of cells was
collected and saponified. Fatty acids were methylated and the pro-
file of long-chain compounds (alcohols, ketones, and fatty esters)
was analyzed by TLC with CHsCl, as developing solvent. The TLC
plates were read using a Phospholmager after a 48-h exposure.

Preparation of labeled 1-'*C mycolic acids of M. aurum

One pCi ml™! of [1,2-'*C] sodium acetate (50—60 mCi
mmol ') was added to a 72-h grown 100-ml culture. After a
90-min growth under shaking, bacteria were harvested by centri-
fugation and saponified.

Biotransformation of '*C-labeled mycolic acids by
M. aurum

An ethereal solution of "*C-labeled mycolic acids (0.5 ml, spe-
cific radioactivity of 4.10° cpm mgfl) was added to a 100 ml cul-
ture medium. Bacteria were then inoculated as a 1% suspension
after the removal of diethyl ether and collected by centrifugation
after a 72-h growth.

Growth under 'O atmosphere

A 4-day culture of M. fallax was added to 250 ml medium in a
vacuum flask to obtain a 1% cell suspension. Two vacuum 500 ml
flasks were used in parallel: one for the assay and the second for
the control. Each flask was filled with 250 ml culture medium and
inoculated to obtain a 1% cell suspension. After a 5-day growth,
the air was partly removed from each flask under a slight vacuum.
Approximately 150 ml of 180, (99% purity) was introduced in the
assay flask and the same amount of 1602 was filled in the control
flask. Both flasks were hermetically closed and the cultures were
allowed to grow at 30°C for 48 h. Bacteria were then collected by
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centrifugation and saponified. In order to estimate the amount of
180 uptake, the relative abundances between m/z 803 and 805
were more precisely measured by multichannel detection.

Instrumentation

Infrared spectra were recorded using a Perkin-Elmer model
FTIR 1600 apparatus. Samples were analyzed as a film between
two NacCl discs.

The optical rotations of purified molecules at 589 nm ([a]p)
were determined with a Perkin-Elmer model 141 polarimeter.
Samples were dissolved in CHCl; (5 mg ml™ ).

Nuclear magnetic resonance (NMR) spectra of the purified
samples dissolved in CDCl; (100% D) were recorded using a
Brucker Avance 600 MHz spectrometer equipped with a 5 mm
TCi cryoprobe at 298 K. Chemical shifts values were relative to
the internal CHCl; resonance (at 7.27 ppm).

High-pressure liquid chromatography was carried out on a
Waters 6000A apparatus equipped with a w Porasil (0.39 X
30 cm) column for adsorption chromatography; the elution was
performed with hexane/dioxane 9/1 (v/v). The flow rate was
0.5 ml min', and the detection was followed using an UV detec-
tor Waters 450 at 242 nm for chromophoric derivatives. All sol-
vents were degassed by filtration under vacuum.

GC-MS was performed on a Hewlett-Packard 5989A mass se-
lective detector connected to a Hewlett-Packard 5890 gas chro-
matograph. The temperature of the direct inlet probe was set at
270°C, the source temperature at 300°C, and the electron energy
was 70 eV.

EI-MS was performed using a VG AutoSpec (Fison) instrument
fitted with an EI ion source. The accelerating voltage was 8 kV,
the electron energy was 70 eV, the source temperature was set at
250°C. The temperature of the solid probe was ramped from 100°C
to 300°C in 10 min (35). The same instrument (provided with a
caesium gun, 25 kV) was employed for fast-atom bombardment-
MS in positive and negative modes; the accelerating voltage was
8 kV and the matrix used was m-nitrobenzyl alcohol.

MALDI-time of flight (MALDI-TOF) mass spectrometry (MS)
was performed on a 4700 Analyzer mass spectrometer (Applied
Biosystems, Framingham, MA) equipped with a Nd:YAG laser
YAG (355 nm wave length) operating by pulses of 500 ps with a
frequency of 200 Hz. Twenty-five hundred shots were accumu-
lated in positive ion mode, and MS data were acquired using the
instrument default calibration. Lipid samples were dissolved in
CHCljg at a concentration of 1 mM, and were directly spotted
onto the target plate as 0.5 pl droplets, followed by the addition
of 0.5 pl of 2-5-dihydroxybenzoic acid (10 mg ml™") in CHCly/
CHsOH (1:1, v/v) (36). Samples were allowed to crystallize at
room temperature.

The radioactivity was located using an automatic TLC linear
analyzer Berthold LB 2832 or a Phospholmager.

RESULTS

Mycobacteria contain long-chain lipids whose structures
are related to those of mycolic acids. They consist on long-
chain fatty acids, primary and secondary alcohols, and ke-
tones (Fig. 2) (Table 1). As they are present in small
amounts, usually less than 1% of saponified lipids, their de-
tection on TLC is not easy. Accordingly and in order to vi-
sualize them and to follow their relationships with mycolic
acids, exponentially grown cells of mycobacterial species
were labeled with *C-acetate for 90 min. The medium
was then discarded and replaced by a fresh medium and

the labeling was followed for various times (0 h, 24 h,
48 h, 72 h, 96 h, and 10 days) by taking off a loopfull of
bacteria. After saponification of cells, the resulting lipid ex-
tracts were methylated and analyzed by TLC using CHyClo
as developing solvent. Besides mycolates (compounds e,
Fig. 3) and Cy6_94 fatty esters (compounds c), which are
the expected major constituents of the mixtures, mycobac-
teria accumulate substantiate amounts of a variety of long-
chain compounds (Fig. 3). Compoundb, which corresponds
to long-chain fatty esters, was also detected after methylation
of M. brumaenative lipids extracted from cells by organic sol-
vents, indicating that these substances exist also as free acids.

Structural features of the long-chain fatty acids from
M. brumae

To determine the structure of compounds b, free fatty
acids were isolated by column chromatography of the ex-
tractable lipids from M. brumae. Following methylation
with diazomethane, the main component of this fraction
exhibited a mobility higher than that of nonhydroxylated
fatty acid methyl esters (compound c) as observed for com-
pound b on TLC using CHyCls as developing solvent. In-
frared spectroscopy of the methyl ester derivatives showed
the characteristic bands of nonhydroxylated fatty esters:
absorption bands assigned to C-H stretching at 2,921 and
2845 cm L to C =0 stretching of carboxylic esters at
1,745 cm™ ! and to long-chain deformations at 722 cm™'.
The presence of an intense band at 965 cm™ ' was indica-
tive of the occurrence of trans double bond(s) and sugges-
tive of a methyl branch at their allylic position and, as a
consequence, of negative optical rotation values, as found
in mycolic acids (37). Consistently, a negative molecular
rotation ([M]p = —42°) was measured for the purified ester.

"H-NMR analysis of the methyl esters of the purified free
fatty acids from M. brumae (compound b) showed the oc-
currence of characteristic signal resonances of long-chain
fatty acids (Table 2); these include signals attributable to
terminal CHjs- (at 0.89 ppm, triplet, 3H), to -CHy- (at
1.28 ppm, broad signal), to -CHy-CHo-COO- (at 1.65 ppm,
multiplet), and to -CHy-COO- (at 2.38 ppm, multiplet).
More specific resonances were observed at 5.35 ppm
(assigned to ethylenic protons, two multiplets, 2H), at
2.04 ppm (-CH - CH = CH-) and 0.96 and 0.99 ppm (at-
tributed to CHs- adjacent to double bonds). Successive
uncouplings of vicinal CH protons allowed the identifica-
tion of direct neighboring groups, whereas the analysis of
the "H homonuclear 2D correlated spectroscopy spectrum
further extended the attributions (data not shown). For in-
stance, a cross-peak was observed between the proton reso-
nance at 5.35 ppm (CH = CH-) and that at 2.04 ppm
(-CH-CH = CH-); the latter resonance correlated with
and that at 0.99 ppm (CHjs- adjacent to double bonds). This
allowed the location of a methyl branch at the a-position
of a trans double bond. The main data deduced from the
analysis of the "H-NMR and '*C-NMR spectra are consigned
in Table 2 and consistent with the compounds being a
mixture of long-chain ethylenic fatty esters with methyl
branch(es) adjacent to trans double bond(s), as observed
in the merochains of mycolic acids (28).
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Fig. 2. Trafficking in mycolic acids pathways. A: Biosynthesis of mycolic acids. The long-chain acid at the origin of the meromycolic chain
(R;-CHy-COOH with an even number of carbon atoms) is first activated (X), in the present case as an acyl AMP derivative. The Ro-CO-X
(X = CoA) with 20, 22, or 24 carbon atoms at the origin of the a-branch chain in mycolates, is carboxylated as alkylmalonate. The condensa-

tion between the two activated derivatives gives the -keto ester, the re

duction of which leads to mature mycolic acids (with an even number of

carbon atoms) that exist either as esters (X = trehalose or cell arabinogalactan). B: Degradation of mycolic acids. The -keto ester inter-
mediate in the synthesis of mycolates (with an even number of carbon atoms) and/or derived from the oxidation of mycolates would be
decarboxylated (either as a consequence of the chemical hydrolysis of lipids or by a decarboxylase) to yield mycolones (with an odd number

of carbon atoms). The B-keto esters, and possibly mycolones would b

e then oxidized, through the addition of an oxygen atom near the keto

group by a putative Baeyer-Villiger monoxygenase, to yield a wax. The cleavage of the ester linkage would give primary alcohols (with an odd

number of carbon atoms) whose oxidation would be at the origin of
acids. These latter substances were isolated both as free fatty acids a

the Cy44_56 and their probably B-oxidation Css_44 series of mycobacteric
nd triacyl glycerol containing one mycobacteroyl residue (R;-CO) and

two moles of conventional (Cj¢_1g) fatty acyl substituents (Rs-CO). The positions of the fatty acyl residues in the triacyl glycerol are arbitrary.
Bold character O labels correspond to 'O incorporated in lipids. “Even” and “odd” refer to the number of carbon atoms of lipid chains.

Analyses of the fatty acids, as free acids and as methyl es-
ter derivatives by MALDI-TOF MS were unsuccessful. Molec-
ular mass data were obtained by fast-atom bombardment
and EI-MS of the free acids and were consistent with the
occurrence of a family of Cs;_45 fatty acids of odd and even
chain lengths (i.e., mycobacteric acids); the mass peaks of
the major homologs were seen at 546, 560, 574 m/z and
corresponded to fatty acids containing Cgy, Csg, Cgg with
two unsaturations.

482 Journal of Lipid Research Volume 50, 2009

Localization of the double bonds in mycobacteric acids of
M. brumae

Fatty acids methyl esters were submitted to oxidative cleav-
age and the resulting fragments, monocarboxylic and di-
carboxylic acids, were methylated, purified by preparative
TLC, and analyzed by GC-MS. The major monocarboxylic
methyl ester was identified as a 2-methyl-octadecanoate
(molecular mass peak at 312 m/z and base peak at 88 m/z);
minor linear and branched homologs containing 15, 17,
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Fig. 3. Radio-TLC of the saponification products from M. brumae.
Cells were labeled with *C acetate for 90 min, then the medium
was discarded and a fresh Sauton’s medium was added. At various
time points (i.e., 0 h, 24 h, 48 h, 72 h, 96 h, and 10 days (lanes 1, 2,
3, 4, 5, and 6, respectively) aliquots were taken up and saponified.
Lipids were extracted, methylated, and analyzed by TLC using di-
chloromethane as eluent. (a) mycolones, (b) mycobacteric acid
methyl esters, (c¢) Cjs_94 fatty acid methyl esters, (d) mycolols,
(e) methyl mycolates. (f) indicates the Rf of primary long-chain al-
cohols that are not detected in significant amounts in M. brumae but
present in M. fallax. See Table 1 for general formula of the com-
pounds. The arrow indicates the solvent front.

19, and 21 carbon atoms were also found. This result al-
lowed us to localize the double bond at the w-18 position
of the molecules, as found in M. brumae mycolic acids
(Fig. 1A) and in agreement with the occurrence of a methyl
branch at »-17 position and adjacent to a (&rans) double
bond, as revealed by NMR and infrared spectroscopies.
The dicarboxylic methyl esters arising from the oxida-
tion of the double bonds consisted of a complex mixture
of linear molecules with 12, 13, and 14 carbons and com-

TABLE 2. Assignments of the main resonance signals of the NMR
spectra of the mycobacteric acids from M. brumae

B¢ (ppm) 'H (ppm)

-(CH,),-CHy-CHj 14.11 0.89%
-(CH,),-CHy-CHs 99.68-24.67 1.98%*
-(CHy),-CHy-CHs 99.06-29.77 1.28
-(CH,),-CH = CH-CH(CH3)-(CHy) - 90.90-22.60 0.96%*
-(CH,),-CH = CH-CH(CHS)-(CHy) - 36.60-87.23 2.04*
-(CH,),-CH = CH-CH (CH3)-CHy-(CHy) - 1.28
-(CHy),-CH = CH-CHy-(CHy) - 31.92-32.58 1.99%#+*
«(CHg)"-CH = CH-CHo-CHy-(CHy) - 1.85%5k
~(CHy),-CH = CH-CHy-CHo-(CHy) - 99.06-29.77 1.28

«(CHy),-CH = CH-CH(CHs)-(CHy),- 186.45 5.95%5.35%
~(CHy) -CH=CH-CH (CH)-(CH,) - 128.41-180.19 5.25%-5.35%
-(CHy) -CHy-CHy- COOH 37.93 2.38"
-(CHy),-CHy-CHy-COOH 99.68-24.67 1.65"

-(CHy),-CHy-CHo-COOH 99.06-29.77 1.28"
«(CH)-CH = CH-CH(CH3)-CHy-COOH ~ 20.90-22.60 0.99%

Bold characters indicate the proton and carbon atoms of interest.
ok ek 1 Cross-peaks observed in homonuclear COSY spectrum.

pounds with shorter chain lengths that contained branched
and linear molecules. As these substances corresponded to
the chemical entities between the two double bonds and
those located between the proximal double bond and the
carboxyl group, it was not possible to precisely assign the
identified dicarboxylic acids to one of the two classes. To
circumvent this problem and to confirm the molecular
masses of the dicarboxylic acids, the native purified fatty
acid mixture was derivatized as pyrrolidides and analyzed
by EI-MS (33). A regular series of peaks with 14 atomic
mass units (amu) interval corresponded to the primary
fragmentation of the polymethylenic chain. All ions re-
tained the pyrrolidide group. Interestingly, when a double
bond is present in the molecule, a gap of 12 amu was
observed between the two consecutive mass peaks. The po-
sition of the double bond can be deduced from a rule de-
fined for mono- and polyenoic acid pyrrolidides (33).
The mass spectrum of M. brumae pyrrolidide derivatives
of mycobacteric acids exhibited molecular ion peaks at
585, 599, 613, 627, and 641 m/z, which corresponded to
the molecular masses of diethylenic Csg to C4; compounds
(Table 3); the major mass peak was seen at 627 m/z and
corresponded to a Cgg diunsaturated pyrrolidide. However,
due to the presence of carbon chain homologs and the
possible presence of double bond isomers possessing or
not methyl branch, no clear conclusion could be drawn from
the analysis of the mixture. Consequently, the pyrrolidide
derivatives were fractionated by argentation TLC, a tech-
nique that separates substances according to the number
and configuration of the double bonds (28, 31), isolated
and analyzed as above. The EI mass spectrum of the major
purified compound showed an intense molecular ion at
627 m/z, the expected value for the Csg.o pyrrolidide, with
a base peak at 113 m/z that is originated from a McLafferty
rearrangement (Fig. 4A). The presence of an intense peak
at 402 m/z, attributable to the fragment bearing the methyl
branch, indicated the occurrence of a methyl branch at
the adjacent position of a (#rans) double bond. Oxidative
cleavage of this fraction, followed by methylation, yielded
three compounds (Fig. 4A). GC-MS analysis of these mol-
ecules led to the identification of methyl esters of: i) 2-
methyl octadecanoate (molecular ion at 312 m/z and base

TABLE 3. Chain lengths of M. brumae mycobacteric acid
pyrrolidide derivatives

m/z Carbon numbers Relative abundance
697 44:2 0.05
683 43:2 0.10
669 42:2 0.10
655 431:2 0.35
641 40:2 0.55
627 39:2 1.00
613 38:2 0.50
599 37:2 0.60
585 36:2 0.40
571 35:2 0.05

Abundance refers to the proportion of the molecular mass of a
given homolog in the mass spectrum of the mycobacteric acid deriva-
tives relative to the major mass peak whose abundance was arbitrary
fixed at 1. The main homologs are indicated in bold.
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Fig. 4. Structures of the major homologs of mycobacteric acids from M. brumae. A: Illustration of the strat-
egy used to establish the structures of mycobacteric acid derivatives deduced from the data from the electron
impact (EI)-mass spectra of the pyrrolidide derivatives and from the characterization by GC-MS analyses of
the fragments obtained after oxidative cleavage. The Cg9 H74 Oy acid (EO) is given as an example. B: Struc-
tures of the major homologs of the mycobacteric acids: EO refers to acids with 2 trans double bonds, Ela to
molecules with trans and cis double bonds, E1b to substances with ¢is and #rans double bonds and E2 to

compounds with two cis double bonds.

peak at 88 m/z); i) tetradecane-1,14- dioate (base peak at
98 m/z, due to a double cleavage (38), and molecular ion
at 286 m/z); and i) a C6 pyrrolidide (molecular mass at
213 m/z and base peak at 113 m/z) with additional peaks
at 182 m/z (M-31) and 154 (Fig. 4A). Altogether these re-
sults established the structure of the major homolog of
free mycobacteric acids of M. brumae as a 4,21-dimethyl-
5,19-di- (trans)-enoyl-heptatriacontanoic acid (compound
EO, Fig. 4B). Among the other homologs separated by ar-
gentation TLC, compounds Ela (Fig. 4B) related to Mla
mycolic acids, were identified. Compounds containing one
cis double bound in the distal part of the molecule and one
trans double bond in the proximal portion of the molecule
were also characterized (compound Elb, Fig. 4B). De-
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tailed NMR analyses led us to propose for some of them
the occurrence of a methyl group at the proximal part
of the molecule, namely at C3, in agreement with both
'"H-NMR prediction (Table 2, data not shown). The most
polar compound on argentation TLC was identified as a
mixture of 5,21- and 7,23-di-enoyl pyrrolidides. Indeed,
the configuration of the two double bonds was shown to
be ¢is, and no methyl branch was detected by EI-MS and
NMR analyses of the pyrrolidide derivatives (compounds
E2, Fig. 4B). It is important to note, however, that although
all the structures established for the mycobacteric acids EO,
Ela, E1b, and E2 of M. brumae (Fig. 4B) are related, respec-
tively, to mycolic acids MO, M1a, M1b, and M2 (Fig. 1), the
fact that the major homolog E0 has an odd chain length
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(Csg9) was unexpected because mycolic acids (and their
main merochains) that contain two methyl branches or
two cyclopropyl rings have been observed to possess an even
chain length in accordance with the proposed mechanism
of synthesis of trans double bonds (39).

Identification of the natural forms of mycobacteric acids
of M. brumae

The linked forms of the long-chain acids were investi-
gated by fractionating the crude lipid extract by chroma-
tography on a Florisil column and seeking for compounds
with {rans double bonds by infrared spectroscopy. The
965 cm ™! absorption band that indicates the occurrence
of trans double bonds was exclusively found associated with
fractions eluted with petroleum ether/ether. Analysis of
these fractions by TLC showed that they were composed
of two compounds migrating in the region of TAGs: one
of these, TAG2, exhibited an Rf similar to that of the stan-
dard tripalmitin, whereas the other, TAG1, was less polar.
The two TAGs were purified by preparative TLC, and their
infrared spectra were similar to that of tripalmitin except
for the presence of an intense band at 965 cm-' in the
spectrum of TAGI. Expectedly, the molecular rotation
([M]p) of this triglyceride was negative (—40°), consistent
with the contribution of the chiral methyl group adjacent
to trans double bonds (28).

The "H-NMR spectra of TAG1 and TAG2 were compared
with that of the commercial tripalmitin. They shared char-
acteristic signals of triglycerides, notably those assignable
to the proton resonances of the fatty acyl moiety at & 0.85
(terminal CHj, 9H, triplet), 1.23 (-CHy- broad), 1.58 (-CHy
CH,-COO, 6H, distorted triplet), 2.28 (-CHy-COO, 6H, two
overlapping triplets). In addition, proton resonances at-
tributable to those of methylene(s) and methine(s) bear-
ing hydroxyl groups esterified by fatty acyl residues were
observed at 4.09, 4.13, 4.25, and 4.28 ppm and assigned
to those of positions 1 and 3 of glycerol (-CHy-OOC); the
resonance of the proton at position 2 of glycerol (-CH-
OOC) was observed at § 5.25. The spectrum of TAGI also
contained specific proton resonances of ethylenic long-
chain esters observed at 6 5.25—5.35 (-CH = CH-), 2.04
[-CH = CH-CH(CHsj;)-CHy-], 0.96 [-CH = CH-CH(CHj;)-
CHoy-] and 0.99 [[CH = CH-CH(CHj3)-CHo-COO]. All the
attributions were established by 2D homo- and heteronu-
clear correlated spectroscopy, demonstrating that TAG1
corresponded to a TAG that contained one or more fatty
acyl residue(s) containing methyl branch(es) adjacent to
the double bond(s).

To firmly establish the structure of TAGI1, we determined
the molecular masses of the triglyceride constituents of
M. brumae by MALDI-TOF mass spectroscopy (Fig. 5).
Compared with the spectrum of the commercial tripal-
mitin (Fig. bA), which contained a major sodiated molecu-
lar ion peak observed at 829 m/z expected for a [Cs; Hgg
Og Na], that of the TAG fraction of M. brumae was more
complex. Two series of peaks were seen in its mass spectrum:
one with of molecular ion peaks in the range of 773 to
1,051 m/z and the other massif at 1,105 to 1,344 m/=.
The two massifs corresponded to the masses of TAG2
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Fig. 5. MALDI-time-of-flight (TOF) spectra of triacylglycerols
(TAGs). Mass spectra of the commercial tripalmitin (A), the prod-
uct isolated from M. brumae (TAG2) with a Rf similar to that of tri-
plamitin (B) and the compound from M. brumae with a higher Rf
(TAG1) (C). The Rfs of TAG1 and TAG2 from M. aurum are shown
in Fig. bA.

and TAG], respectively, as demonstrated by the analysis
of the mass spectra of the purified compounds (Fig. 5B,
C). The spectrum of TAG2 exhibited a series of intense
peudomolecular ion peaks from 801 to 967 m/z, differing
one another by 28 amu, and corresponding to the mass
values of triglycerides composed of fatty acid substituents
with Cj4_90. (Fig. 5B). The mass spectrum of the purified
TAG1 contained pseudomolecular ion peaks between
1,105 and 1,344 m/z (Fig. 5C). The major peak, seen at
1,147 m/z [C74 Hy49 O Na], corresponded to the mass of a
TAG molecule bearing one mole of Csg.o and two moles of
Cie, fatty acyl residues. The specific location of mycobac-
teric acids in TAG, a storage compound, suggested that they
correspond to the degradation products of mycolic acids;
consistent with this hypothesis is the observation that they
have the same structural features as mycolic acids but with
shorter and different ratios of odd versus even chain lengths.

Comparative structural analysis of the meromycolic acids
and compounds derived from the metabolism of mycolic
acids of M. fallax

To determine the possible biosynthetic relationships be-
tween mycolic acids and the structurally related long-chain
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ketones, secondary and primary alcohols (compounds a, d,
and f, respectively, Fig. 3) we directly compared their ratios
of odd versus even chain lengths, a clear indication of ca-
tabolism, to those of the meroaldehyde chains obtained
by pyrolitical cleavage of mycolic acids. For this purpose,
M. fallax was chosen because this species accumulated
more ketones and alcohols, notably compound f, than did
M. brumae. The various types of mycolates from M. fallax
were separated by argentation TLC as Mla and Mlb, M2,
and M3 (Fig. 1A). Each class of mycolic acids was then py-
rolysed to yield the corresponding meroaldehydes. The
same argentation TLC strategy was applied to the long-
chain compounds. After purification, mycolic acids and
their structurally related minor lipids were analyzed and
their structures compared. The results from MS analyses al-
lowed calculating the ratios of odd/even chain lengths for
each class of compounds (Fig. 1) (Table 1). Interestingly,
the chain lengths of the meroaldehydes from mycolic acid
pyrolysis were one carbon longer than those of the long-
chain mycobacteric esters. Consistently, the ratio of odd
versus even chains was reversed in the mycobacteric acids
compared with mycolic acids and the corresponding mero-
aldehydes, mycolones, and mycolols (Fig. 1) (Table 1).
This observation was also valid for long-chain primary alco-
hols. Furthermore, the meromycolic acids resulting from
the reduction of the meroaldehydes exhibited carbon num-
bers between 50 and 55, whereas mycobacteric acids and
long-chain primary alcohols contained a larger pool of
homologs with shorter chain lengths, from Cs5 44 and
Cu4 56, respectively. Altogether, these data supported the
hypothesis that mycobacteric acids (b) and the primary al-
cohols (f) derive from the mero aldehyde chain, whereas
mycolones (a) and their reduced form (d) probably result
from the decarboxylation of a B-keto ester.

Degradation of exogenic mycolic acids by M. aurum

The structural analogies between mycobacteric acids and
the meromycolic chains suggest that the former compounds
derive from the degradation of mycolic acids after the cleav-
age of the mycoloyl chain at the level of the a-branched/
B-hydroxylated structure, the so-called mycolic unit. To test
this hypothesis, the strain A+ of M. aurum that is known to
degrade exogenic lipids (40) was used. Accordingly, uni-
formly "*C labeled a-mycolic acids were prepared by grow-
ing strain A+ of M. aurum on a medium supplemented
with '*C acetate. The labeled a-mycolates were purified
and added to the growth medium of the same strain and
their degradation was followed. Around 30% to 60% of the
labeling was found in the extractable lipids. The labeling
was observed in the TAG fraction and most exclusively in
TAG1 (Fig. 6A), whereas no labeling was detected in phos-
pholipids, trehalose mycolates, and bacterial residues. This
labeled fraction was isolated by preparative TLC, saponi-
fied, and the resulting fatty acids were converted into their
anilides derivatives and separated by normal phase liquid
chromatography in two fractions, LC1 and LC2 (Fig. 6B).
The anilide derivatives of the two fractions were analyzed
by field desorption mass spectrometry, a technique that
produces molecular ions without fragmentation of the car-
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Fig. 6. Radio-TLC and -HPLC of the TAG fraction of M. aurum.
Bacteria were grown in a medium containing "*C a-mycolate from
M.aurum for 72 h under agitation. Cells were then extracted with
chloroform/methanol and the resulting lipids were separated on a
Florisil column. A: Radio-TLC of the TAG fraction eluted from the
column with petroleum ether/ether 85:15 (v/v) and analyzed by
TLC with the same solvent system. TAG1 and TAG2 correspond,
respectively, to TAGs that contained long (Cs4_55) and moderate
(Ci6-94) fatty acids chains. The mass spectra of the corresponding
substances from M. brumae are shown in Fig. 4A, B, respectively.
B: Labeling (dotted lines) and UV (A = 242 nm) profiles of anilide
derivatives of the fatty acids obtained by saponification of the TAG1
fraction. The acid derivatives were fractionated using a pPorasil
HPLC column (0.39 X 30 cm) eluted with hexane/dioxane (9:1,
v/v); a flow rate of 1 ml/min was applied. LC1 and LC2 correspond
to the two classes of long-chain fatty acid anilide derivatives.
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bon chain. Analysis of the mass spectra showed that the
compounds consisted in a mixture of long-chain acids
composed of both odd and even chain lengths (Table 4).
LC2 was composed of acyl anilides having Cs; to Cy4 acyl
moieties, the most abundant corresponding to a Cgg.o acyl
group (molecular mass at 649 m/z), whereas LC1 consisted
of homologs with 44 to 54 carbon atoms, with the main
constituents being Cyg.0 and Cjg.0 acyl groups (molecular
masses at 789 and 803 m/z). The metabolic products under
study contained the two cyclopropyl rings found at the
proximal and distal positions of the a-mycolates of M. aurum
(Fig. 1B), consistent with a structural relationship between
the latter compounds and the long-chain fatty acids LC1
and LC2 found in TAGI.

Incorporation of 'O in long-chain alcohols of M. fallax

Two processes of cleavage of mycolic acids may lead to
these labeled mycobacteric acid dead products: i) a retro-
Claisen reaction, the reverse process of mycolic acid con-
densation, that would lead to compounds with an even
number of carbon atoms, as occurring during the biosyn-
thesis of meromycolates; and i) a Baeyer-Villiger oxidation
(i.e., oxidation of a keto group by the addition of molecu-
lar oxygen to give a wax that would yield upon hydrolysis
long-chain fatty alcohols possessing one carbon less than
the meromycolates and an alkymalonate) (Fig. 2). The ra-
tio odd versus even chain lengths of mycobacteric acids
characterized from M. brumae and M. fallax (see previous
discussion) did not support the retro-Claisen hypothesis.

TABLE 4. Molecular masses and chain lengths of the mycobacteric
acids obtained from the degradation of exogenous '*C-labeled
a-mycolic acids from M. aurum

m/z Carbon numbers Relative abundance
859 54:2 0.15
845 53:2 0.39
831 52:2 0.60
817 51:2 0.94
803 50:2 1.00
LC1 789 49:2 1.00
775 48:2 0.91
761 47:2 0.83
747 46:2 0.62
733 45:2 0.32
719 44:2 0.20
719 44:2 0.12
705 43:2 0.25
691 42:2 0.46
677 41:2 0.67
663 40:2 0.72
LC2 649 39:2 1.00
635 38:2 0.67
621 37:2 0.17
607 36:2 0.15
593 35:2 0.05

Triacyl glycerols (TAGs) were fractionated by TLC and the only
labeled class of TAGs (TAGI, Fig. 5A) was purified, saponified, and
the resulting long-chain fatty acids were transformed into their anilide
derivatives, and separated by liquid chromatography into LC1 and LC2
(Fig. 5B). Abundance refers to the content of the homolog (relative to
the major mass peak whose abundance was arbitrary fixed at 1) in the
mycobacteric acid mixtures from LCI and LC2. The main homologs
are indicated in bold. Solvent: hexane/dioxane (9:1, v/v).

To test the Baeyer-Villiger oxidation hypothesis, M. fallax
was preferred to M. brumae and M. aurum for the occur-
rence and abundance of all the lipids. Accordingly, cells
of M. fallax were incubated under either 'Oy or '°Oy at-
mosphere, and the reaction was stopped by saponification.
Lipids were isolated, and mycolic acids and alcohols were
purified on AgNOg-impregnated TLC and analyzed by
EI-MS. The spectra of alcohols from both conditions were
compared. For normal growth conditions, the major mo-
lecular ion was seen at 742 m/z, the expected mass of a
Cs9.9 alcohol. When cells were grown in presence of 180,
a significant increase of the M+2 ion peak was observed
at m/z 744; the same mass shift was also found for the other
homologs (Fig. 7A). This increase in the abundance of the
M+2 isotope strongly suggested the incorporation of one
180 atom into the long-chain alcohols. To ascertain that
this increase was due to the incorporation of 180 isotope,
and not to the gain of hydrogen atom during the assay,
catalytic hydrogenation was performed and the resulting
saturated alcohols were trimethlysilylated to improve the
abundance of high mass ions by EI-MS (Fig. 7B). In the high
mass range, intense M-15 ions (loss of a methyl group from
the trimethylsilyl substituent) of the major homologs of
alcohols were obtained. Upon growth in the presence of 160,
the M-15 ion from the C5o homolog was seen at 803 m/z.
Under incubation in an '®O atmosphere, the relative inten-
sity of the ion at 805 m/z increased dramatically, indicating
that the increase of two amu in the M-15 ion was readily
due to the incorporation of an 80 atom into the molecules.

To determine the specificity of the incorporation of the
%0 into long-chain compounds, a comparative analysis of
structurally related lipids, such as mycolones and mycolic
acids, was performed. Accordingly, the oxygenated lipids
were purified by argentation TLC and the EI spectra
of the secondary alcohols derived from mycolones (i.e.,
mycolols) and those of mycolic acids were compared. In-
terestingly, comparable EI-MS profiles were obtained for
these compounds grown under either 180 or '%0 (data
not shown). Consequently, the absence of incorporation
of "0 in the hydroxyl groups of mycolols and mycolic acids
proved the specificity of incorporation of ®0 into the long-
chain primary alcohols. It was thus concluded that the
long-chain primary alcohols derived from the Baeyer-
Villiger oxidation of mycolic acids through a keto intermedi-
ate (Fig. 2). Moreover, an alkylmalonate was identified in
the GC-MS profile of volatile fatty esters (fragmentation ions
m/z 132 and 145), in agreement with this mechanism.

DISCUSSION

The presence of long-chain fatty acids structurally re-
lated to mycolic acids is known for long to occur in myco-
bacteria. Two size ranges of chain lengths have been
generally found, namely Css 47 fatty acids for which the
name of mycobacteric acids has been proposed, and the
other with chains between Cs_5¢ (11-15). Both classes of
long-chain fatty acids contain the structural features ob-
served in the mycolic acids of the same species (i.e., cyclo-
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Fig. 7. EI-MS analysis of long-chain primary alcohols from M. fallax
cultures incubated in presence of '%0. A: Partial El-mass spectra of
M. fallax long-chain alcohols. Cells were grown under normal condi-
tions (16 O atmosphere) (a) and under %0 atmosphere (b). Ions at
m/z742 and 744 correspond to a Cso alcohol. B: Partial-EI-mass spec-
tra of M. fallaxlong-chain alcohols after catalytic reduction of double
bonds, followed by silylation. (c) normal conditions; (d) 80 atmo-
sphere. Tons at m/z 803 and m/z 817 correspond to [M-15]". Tons at
m/z 805 and m/z 819 correspond to [M-15] + 2 (from '*0).

propyl rings, double bonds, and/or oxygenated functions)
(11, 13, 16). They have been isolated from a large variety of
mycobacteria [e.g., M. tuberculosis (11, 12), M. smegmatis
(15), M. kansasii (41), and from a species of Nocardia
(17)]. In the present work, a series of Css_s9 acids with
odd and even numbers of carbon atoms and containing
trans and cis double bonds was characterized and shown
to be structurally related to the mycolic acids of M. brumae
(28). Two pools of fatty acids, with Csg and Cy; as the main
terms, were also characterized in M. fallax and were shown
to contain double bonds located at the same positions as in
the meromycolic chain of the mycolic acids of this species.

488 Journal of Lipid Research Volume 50, 2009

The similarities between the structural features of these
mycobacteric acids and those of mycolic acids were a priori
compatible with the former products being either the pre-
cursor or degradation compounds of the latter molecules.
In this connection, a role for this type of long-chain fatty
acids as mycolic acid precursors in growing cells has been
suggested (41, 42). What seems to support this hypothesis
is the fact that a cell-free system from M. tuberculosis was
shown in earlier studies to synthesize saturated and unsatu-
rated Cgo_40 and Cyg 5 fatty acids, the latter exhibiting chain
lengths similar to those of the meromycolic chain (14). Sim-
ilarly, of the two condensing enzymes KasA and KasB,
which are components of the fatty acid synthase II system
implicated in the biosynthesis of the main (mero) chains
of mycolic acids, characterized in M. tuberculosis, KasA spe-
cifically elongates palmitate into long-chain fatty acids
averaging 40 carbons in length; KasB, in the presence of
KasA, produces longer fatty acids averaging Cs4 and struc-
turally related to the meromycolic acids (43). However, if
mycobacteric acids are implicated in a biosynthetic pro-
cess, it is puzzling to observe that compounds characterized
in the present work and in past studies contain a ratio even
versus odd chains different from that of the aldehydes ob-
tained by pyrolytical cleavage of a-mycolic acids.

To arrive to a documented working model about the ori-
gin of long-chain fatty acids, we followed the degradation
of uniformly '*C labeled dicyclopropanated a-mycolic acids
of M. aurum by a growing culture of M. aurum, a strain
known to degrade long-chain compounds (40). Upon sa-
ponification of the cells, the labeling was exclusively found
in fatty acids with chain averaging Csg and Cs;, as demon-
strated by the presence of '*C radiolabeled mycobacteric
acids. Interestingly, the two series of labeled fatty acids
were shown to derive from the meromycolic chain of the
a-mycolic acids, as they contain the two cyclopropyl groups.
These results indicated that mycobacteric acids result from
the degradation of the mero mycolic chain, implying first
the cleavage of the mycolic acid unit to liberate the mero
chain, followed by shortening the so-formed long chain by
B-oxidation. At least two possibilities of cleavage of the
mycolic acid unit would yield the meromycolate chain.
One of them implies a mechanism similar to a retro-Claisen
reaction, the reverse of the mycolic condensation. Such a
reaction has been chemically performed with B-keto acyl
trehalose, the product of the mycolic condensation (44,
45). Upon the growth of M. aurum cells in the presence
of labeled mycolates, however, we were unable to detect
radiolabeled acyl trehalose among the complex lipids; in-
stead, the only radiolabeled complex lipid observed was
apolar TAGs. Importantly, the retro-Claisen reaction would
lead to mycobacteric acids analogous of the biosynthetic pre-
cursors, the meromycolic acids, in terms of parity of chain
lengths. Because the meromycolic chains of the a-mycolic
acids used in this experiment contained an even carbon
atom number, it could be postulated that all long-chain
acids so-formed and subsequently degraded by B-oxidation
would retain an even carbon number. The ratio odd versus
even chain lengths of the long-chain labeled molecules we
characterized does not support this hypothesis. Alterna-
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tively, the rupture of the mycolic acid unit may be realized
through a biological process similar to a Baeyer-Villiger re-
action. Such a reaction consists in the insertion of one oxy-
gen atom in the C-C bond adjacent to a keto group, yielding
an ester function (wax). To perform such a process the re-
action substrate would be a 3-keto ester or a ketone (Fig. 2).
The chain cleavage of the so-formed wax by esterases would
occur between carbons 3 and 4 in the case of a keto ester
and should produce, on the one hand, a long-chain alcohol
that would contain one carbon less than the mero-chain
and, on the other hand, an alkylmalonate (Fig. 2). The pri-
mary alcohol could be further dehydrogenated into a long-
chain fatty acid that would be the substrate of -oxidation.
The chain lengths of mycobacteric acids with the main odd
numbered 39 and 51 carbon terms and the characterization
of the Cgo-alkymalonate in the lipids of saponification sup-
port this hypothesis (Fig. 2).

An efficient and specific insertion of one oxygen atom
into an organic substrate is easily realized by specific en-
zymes, the flavoprotein-dependent enzymes [e.g., flavin
monooxygenases and Baeyer-Villiger monooxygenases
(BVMO)]. These enzymes play a role in the removal of
toxic ketones and participate to the degradation of hydro-
carbons by microorganisms. Flavin monooxygenases and
BVMO have almost identical sequences (46), and several
monooxygenases have been characterized in Corynebacterinae.
For example, a putative BVMO has been detected in M.
avium (47), a species containing keto- and its Baeyer-Villiger
oxidation product, wax-mycolic acids (48-50). Interestingly,
M. tuberculosis contains seven genes with BMVO motif (51).
Their roles remain to be established but it was recently
shown that a BMVO (Rv3854c) is responsible for the acti-
vation and therefore the efficacy of the widely used anti-
tuberculous prodrug ethionamide (52, 53). In the present
work, the demonstration that the '*O labeling was exclu-
sively found in long-chain primary alcohols parented to
the mero mycolic chain, with the expected chain lengths,
and not in other structurally related oxygenated long-
chain lipids examined, clearly establishes that a key step
in the degradation of mycolic acids is catalyzed by a
Baeyer-Villiger-like process. The ability of these enzymes
to convert relatively hydrophobic substrates and their
membrane association fits well with a function in mycolic
acid degradation. Future biochemical studies should clarify
the role of oxygenases in mycobacterial physiology. Interest-
ingly, because no BVMO have been identified in plants,
animals, and humans, the identification of new classes
of substrates and the corresponding reactivity as Baeyer-
Villiger oxidation open new opportunities for developing
chemotherapy for treating mycobacterial infections.

We showed that mycobacteric acids occurred either free
or esterifying glycerol, solely as TAG but neither as trehalose
lipids nor in phospholipids. MS analysis further demon-
strated that the main homologs consisted of TAGs bearing
one mycobacteric acyl residue per molecule. Interestingly,
structurally related apolar nonhydroxylated fatty acids have
been recently characterized in TAGs from various other
mycobacteria, which include both slow growers (e.g., M.
kansasii, M. gastri, and M. bovis BCG) and rapid growers

(e.g., M. smegmatis mc®155 and M. thermoresistibile) (41).
TAG fractions of M. smegmatis and M. bovis have been
shown to be extremely asymmetric molecules, having a se-
ries of very long fatty acids located on position 3 of glyc-
erol, in contrast to phospholipids where Cgyy o4 fatty acyl
substituents were absent (54). TAGs containing significant
amounts of Cg7, Cgg, and Cy4; acids with odd chain lengths
have been previously found in a Nocardia species that con-
tained Cys_5g linear ethylenic mycolic acids. More polar
mycobacteric acids, with additional oxygen functions such
as keto and wax, were also characterized in the TAG frac-
tions of mycobacteria producing keto- and wax- mycolates:
2-octadecanol, a secondary alcohol found in wax mycolic
acids, has been identified after saponification of TAG from
M. aurum (16). The proposed storage role of TAGs may be
advantageous for mycobacteria in vivo and relevant to the
survival in a nonreplicating state. This concept is supported
by a report on the upregulation of diacylglycerol trans-
ferases involved in TAG biosynthesis in stationary phase
of M. tuberculosis cultures and by the observation that TAGs
accumulate in dormant-like cultures of the bacillus (55).
Likewise, M. kansasii was reported to accumulate TAGs
and a so-called monomeromycoloyl diacylglycerol (similar
to TAG1 characterized in the present study) during the late
growth phase (41) &
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Bé, havia pensat en comencar a escriure aquesta seccio dient allo de
“aquesta ha estat la part més dificil d’escriure d'aquesta tesi” pero, a
part d'una estupidesa i d'un topic, no seria veritat. Aquest treball, que
acaba en aquesta padagina, realment m'ha costat massa pel resultat
obtingut, massa en hores invertides al laboratori, massa en plasmarho
escrit i, per suposat, massa en taxes abonades a la Gene. Si ho hagués
de comencar ara, no ho faria, segur. Si hagués dedicat la meitat
d'hores que he perdut fent aquest treball al macramé, ara seria un
expert mundial de reconegut prestigi i em guanyaria la vida dignament.
Malgrat qixo, seria un refotut desagrait si no m’enrecordés de la gent
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tesi m'ha permes coneixer gent, alguns amics, fantastics, que m'han fet
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al seu grup tot i no comptar amb beca. També he d'agrai-li la
paciencia que ha tingut amb mi en la correccid d'aquest treball. A
I'Esther Julian li estic tan agrait que m'és dificil enumerar tot el que va fer
per ajudar-me durant els anys que varem treballar plegats al laboratori i
també després. Espero que li continuin sortint les coses molt bé perque
realment s’ho mereix. També recordo amb alegria els moments
compartits amb la Merce, I'l'ma, el Carlos-Yesid, el Ferran (el gran),
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