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SUMMARY

[1-1C]Propionic acid is incorporated into the branched end of C,-mycocerosic acid
and of its lower C,g-homolog.

INTRODUCTION

L’acide C,,-mycocérosique (I) est le constituant principal d’'un mélange d’acides
1évogyres ramifiés, isolés du bacille tuberculeux!-*.

HSC—(CH,)“—(I‘,H—CHz—(':H—CHz—CH—CHz—CH—COOH
(1)

CH, CH, CIH3 (:'H3

Ce mélange est composé d'acides en C,y 2,4,6-triméthylés, en Cyq 2,4,6,8-tétra-
méthylés et en C,, 2,4,6,8-tétraméthylés. En plus faible proportion, il contient aussi
des acides en Cy;, en Cyq, €n Cyy, 2,4,6-triméthylés et des acides en Cy, et en Cyy 2,4,6,8-
tétraméthyléss:S.

A priori on peut envisager deux hypothéses de biosynthése de ces acides: soit
par condensation d’un acide normal avec 3 ou 4 molécules d’acide propionique selon
le schéma suivant:

R-COOH + CH,-COOH + CH,-COOH + CH,~COOH + CH,~COOH
|

CH, CH, CH, CH,

R-CH,~CH-CH,~CH-CH,~-CH-CH,~CH-COOH
—_— |

CH, CH, CH,4 CH,

soit, selon le “mécanisme de BIRCH'? par introduction d’unités en C, sur un poly-§-
céto-acide du type

R-CO-CH,~CO-CH,~CO-CH,~CO-CH,~-COOH
h 1 ) 1
CH, CH, CH, CH,
Les résultats ci-dessous démontrent que l'acide propionique est le précurseur

* 7oéme communication sur les Lipides des Mycobactéries. 69éme communication, voir Chem.
Ind., 1963, 1285.
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des chaines latérales méthyles dans le cas de l'acide Cq4p-mycocérosique et de son
homologue inférieur en C,, isolés de la souche Hy,Ra de Mycobacterium tuberculosis*.

Plusieurs travaux récents ont déja prouvé que I'acide propionique est également
incorporé dans d’autres substances portant des ramifications méthyles: (a) Macrolides
des Streptomycétes: érythromycine'’?, méthymycine!®, e-pyrromycinel4, magna-
mycinels.18, (b) Phtiocérol des Mycobactéries'. (c) Acides gras ramifiés des Ascaris:
acide «-méthylbutyrique8, acide a-méthylvalérique®®. (d) Acide gras ramifié de la
glande uropygiale de l'oie: acide 2,4,6,8-tétraméthyldécanoique?®.

METHODES
Culture des bacilles

 La souche Hy,Ra de M. tuberculosis a été cultivée sur milieu de SAuTON*
additionné de: CaCl,, 0.0005 g/l; ZnSO,, 0.0001 gfl; CuSO,, o.0001 g/l, pendant 4x
jours a 37°.

[1-YC] Propionate de sodium

Le [1-4C]propionate de sodium (activité spécifique: 2 mC/mmole) nous a été
fourni par le Commissariat & 'Energie atomique, Saclay (France). Sa pureté a été
controlée par chromatographie sur papier.

Fractionnement des lipides

Les lipides ont été fractionnés selon la méthode décrite par AEBI ¢t al.22,

Chromatographie sur colonne

L’acide silicique (100 mesh, Anal. reagent Mallinckrodt) a été utilis€ sans autre
traitement.

Les solvants ont été purifiés selon les méthodes usuelles.

Chromatographies en phase vapeur

Ces chromatographies ont été effectuées avec un appareil F. et M., modéle 500.

La colonne (3 m) était remplie de Célite-545 (5060 mesh) Johns Manville (France),
imprégnée de 5 % de silicone Dow Corning 550.

Les analyses et chromatographies préparatives ont été effectuées dans les con-
ditions suivantes: débit d’hélium, 2 I/h; transformateur variable de chauffage de la
colonne, 120 V; intensité du courant dans le catharométre, 100 mA; sensibilité,
1, pour les analyses; 2 ou 4, pour les récoltes; transformateur variable dusystéme
d’injection, 65 V; température de réglage du systéme de chauffage du détecteur,
375°; vitesse de déroulement du papier, 2.5 cm/min; limite de température, 275°;
température du systéme d'injection, 260°; température du détecteur, 260°; tempéra-
ture de la colonne: I'ester Cjp-mycocérosique a été purifié et analysé 3 240°; la
fraction C,q a été purifiée et analysée A 225°.

Les Figs. 1A et 1B sont comparables entre elles au point de vue du temps de
rétention, car elles résultent d’injections effectuées A la suite I'une de I'autre.

Les Figs. 1C et 1D ne peuvent étre comparées, ni entre elles, ni avec les Figs.

* Un essai préliminaire concernant ce sujet a €té effectué en collaboration avec le Professeur
H. GRISEBACH®-10,
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1A et 1B, au point de vue du temps de rétention, car elles résuitent d’injections
effectuées a des dates éloignées les unes des autres. Les variables étant nombreuses
avec appareil F. et M., il est difficile d’obtenir des temps de rétention reproductibles
lorsque les analyses ne sont pas faites toutes le méme jour.

Spectrographie de masse

Les spectres de masse ont été enregistrés A 1'aide d'un spectrographe de masse
CH, Atlas Werke Ag., Bréme (Allemagne).

Energie des électrons, 70 V; température de la source d’ions, 270°; température
du systéme d’injection, 250°.

Mesures de radsoactivité
La radioactivité des échantillons a été mesurée en couches infiniment minces

1
1 2 3 4 S
n Temps (min)

1 ] 1 ' ] B
(o] 1 2 3 4

Temps (min)
Figs. 1A et 1B. Pour la légende voir p. 673.
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au compteur Geiger—Miiller 3 fenétre mince (1.9 mg/cms3) et a été exprimée en activité
totale (coups/min) ou activité/mg (coups/min/mg) pour les mélanges, et en activité
spécifique (coups/min/mmole) pour les corps purs. Toutes les mesures ont été effectuées
avec le méme compteur et les chiffres donnés représentent des valeurs relatives. Nous
avons tenu compte des erreurs dues aux opérations de pesée, dilution, comptage et
étalement, et nous les avons exprimées par une valeur égale 4 deux fois la déviation
standard.

Distillation sous vide poussé

Pour les distillations de petites quantités de substance, nous avons utilisé un
tube & boules chauffé dans un bain d’air grice a une boite métallique munie de voyants
€n mica.

Cc
A 1 1 1 a
(o] 1 2 3 4 5
Temps (min)

™ >

- | 1 L 2
0 1 2 3

4
Temps (min)
Fig. 1. Chromatographies en phase vapeur. A, fraction radioactive contenant le mycocérosate de

méthyle; B, fraction utilisée comme entratneur; C, mycocérosate de méthyle aprés purification;
D, fraction C,q aprés purification.
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Dégradation selon PHARES-SCHMIDT

La dégradation selon PHARES-SCHMIDT23-27 3 été effectuée sur les esters méthyli-
ques, pendant 3 ha 65°, en présence de H,SO, (d = 1.83) et de NaN,, sans addition
de solvant organique. L’appareil utilisé a déja été décrit?®®. Des essais préliminaires
ont montré que dans ces conditions le [1-14C]stéarate de méthyle est complétement
décarboxylé. En effet, 9.84 mg de [1-14C]stéarate de méthyle (8370 coups/min) ont
été chauffés 3 h a 65° en présence de 1 ml de H,SO, concentré et de 15 mg de NaN,.

L’heptadécylamine (F. 54-57°, 2.5 mg) isolée du milieu réactionnel aprés alcalini-
sation, extraction i l'éther et distillation sous 0.002 mm, avait une activité de 60
coups/min.

9.85 mg de stéarate de méthyle donnent théoriquement 8.5 mg d’amine. Si 100 %
de la radioactivité se trouvait dans l'amine, nous aurions 2127 coups/min/z.5 mg
d’amine. Or, nous trouvons 60 coups/min, c’est-a-dire 2% de la radioactivité du
stéarate de méthyle de départ. Le stéarate de méthyle a donc été décarboxylé avec
un rendement de 98 %.

Dégradation selon KUHN-ROTH

Elle a été effectuée par chauffage en tube scellé pendant 3 h 4 120° dans le
mélange oxydant classique préparé selon la technique de GARBERS, SCHMIDT ET
KARRER®, L’appareil décrit par KUHN ET ROTH® a été utilisé pour distiller I'acide
acétique par entrainement a la vapeur d'eau.

RESULTATS

Incorporation de [1-14C)propionate

Isolement de I'acide C yy-mycocérosique et de la fraction Cqyq: La souche Hj,Ra de
M. tuberculosis a été cultivée sur milieu de SauToN additionné des sels décrits ci-
dessus, en présence de 100 uC de [“4Clpropionate de sodium (activité totale 1.6- 107
coups/min; activité spécifique z.6-10® coups/min/mmole). Aprés 41 jours de culture
a 37°, les bacilles ont été filtrés, lavés et extraits a I'alcool—éther (1:1, v/v) jusqu’a
épuisement. L'extrait a été fractionné selon le schéma d’Anderson modifié par AEBI
et al.22 et 176.2 mg de cires A (1307100 coups/min) ont été isolés. Celles-ci ont été
chromatographiées sur acide silicique. Les fractions éluées par I'éther de pétrole,
P’éther de pétrole—benzéne (3:1), 'éther de pétrole—benzéne (1:1) et le benzéne, ont
été réunies, saponifiées, estérifiées par le diazométhane et rechromatographiées sur
acide silicique. Les esters méthyliques élués par I'éther de pétrole ont été distillés
sous 0.005 mm. Une fraction de 34.8 mg distillant entre 200 et 250° a été isolée
(activité totale 571200 coups/min) et analysée par chromatographie en phase vapeur
(Fig. 1A). 20.2 mg d’un mélange déja enrichi en C;, (Fig. 1B) provenant d'un essai
sans 14C et contenant du Cj,-mycocérosate de méthyle et une plus faible quantité
d’ester Cgq, ont été rajoutés au mélange radioactif ci-dessus, puis les 2 fractions
principales (C,, et Cy) ont été séparées par 2 chromatographies en phase vapeur
successives. La fraction Cg, a été additionnée de 15.6 mg de Cg,-mycocérosate de
méthyle authentique et repurifiée par 2 autres chromatographies en phase vapeur.
Finalement 4.8 mg de C,,-mycocérosate de méthyle (Fig. 1C) ont été isolés (activité
totale 5300 coups/min; activité spécifique 60.9 + 14-10* coups/min/mmole).
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Le spectre de masse de ce produit, effectué sur 0.5 mg, confirme que nous sommes
en présence de Cyo-mycocérosate de méthyle. Les impuretés présentes i 1'état de
traces sont les suivantes: Cy;, Cgq, Cs, (environ 2 % de chaque), Cy (environ 7 %).

La fraction C,y a été purifiée sans autre addition d’entraineur et finalement-
1.9 mg (activité totale 6140 coups/min/r.46 mg; activité spécifique 172.4 4 27.6-
10* coups/min/mmole) ont été isolés (Fig. 1D). Le spectre de masse, effectué sur
0.5 mg démontre que nous sommes en présence d’'un mélange d’ester C,; normal
et d’ester Cyq ramifié en 2 (sirement), 4 (probablement) et 6 (?). Les impuretés sont
a Détat de traces: Cyy (environ 59%), Cy (environ 8.2 %), C,; (environ 3.6 %), Cyg
(environ 2 %).

Dégradation du Cgq-mycocérosate de méthyle: 1.94 mg de Cg,-mycocérosate de
méthyle (2391 coups/min) ont été additionnés de 2.9 mg de NaN; et de 0.2 ml de
H,SO, concentré et maintenus a 65°, sous N,, pendant 3 h. Le CO, dégagé, entrainé
par une petite quantité de CO, atmosphérique, a été recueilli dans une solution de
baryte. Aprés filtration, une fraction (0.41 mg) du précipité obtenu (3.69 mg) a servi
4 la mesure de la radioactivité. La radioactivité totale du BaCO, isolé, était de 522
coups/min (= 22 9% de la radioactivité de I'ester C,,-mycocérosique de départ). Un
sulfate d’amine a été isolé du mélange réactionnel par précipitation en présence d’eau
distillée. Par alcalinisation, extraction i l’éther et 2 distillations successives sous
0.00I mm, 0.42 mg d’'une amine a été isolé (activité 350 coups/min = 629% de la
radioactivité du Cgp-mycocérosate de méthyle*).

Une autre dégradation identique a été faite sur 1.36 mg de mycocérosate de
méthyle. L’amine isolée a été additionnée & ’amine de la premiére réaction (total:
1.37 mg) et dégradée selon KuHN-ROTH, pendant 3 h 4 122° dans 2 ml de mélange
oxydant. L’activité de l'acétate de sodium isolé était négligeable (6 coups/min).

Dégradation de lester méthylique de la fraction C,q: La présence d’ester C,q normal
ne pouvant guére géner pour les réactions de dégradation, celles-ci ont été faites sur
1.46 mg du mélange isolé précédemment - 2.7mg de NaN, + 0.2 ml de H,SO,
concentré. La radioactivité totale du BaCOj isolé était de 1280 coups/min (= 21%
de la radioactivité de la fraction C,q). Des sulfates d’amine ont été isolés du mélange
réactionnel par précipitation en présence d’eau distillée. Aprés alcalinisation, extrac-
tion .4 I’éther et une distillation sous 0.001 mm, 0.76 mg d’'un mélange d’amines a
été isolé (activité 1896 coups/min = 53 % de la radioactivité de la fraction Cyg)**.

Une dégradation selon KUHN-ROTH (4 h & 120° dans 2.5 cm? de mélange oxydant)
a été faite sur 0.76 mg de ces amines. L’activité de I'acétate de sodium isolé était
négligeable (10 coups/min).

Essai d'incorporation de méthionine
La souche Hy,Ra de M. tuberculosis a été cultivée sur milieu de SAuToN + sels
inorganiques, en présence de 37 pC de [Me-1*C]méthionine (activité totale 4.9-108

* 1.94 mg (2301 coups/min) de mycocérosate de méthyle donnent théoriquement 1.77 mg
d’amine. Si 1009, de la radioactivité se trouvaient dans I'amine, nous aurions 567 coups/min/o.42
mg d’amine. Nous trouvons 350 coups/min, c’est-3-dire 62 % de la radioactivité de I'ester Cg,-
mycocérosique de départ.

*™ 1.46 mg (6140 coups/min) de fraction C,, donnent théoriquement 1.31 mg d’amines. Si
100 % de la radioactivité se trouvaient dans les amines, nous aurions 3562 coups/minfo.76 mg
d’amines. Nous trouvons 1896 coups/min, c’est-a-dire, 53% de la radioactivité de la fraction
C,¢ de départ.

Biochim. Biophys. Acta, 70 (1963) 670678
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coups/min; activité spécifique 8.7-10® coups/min/mmole). Dans cette expérience, les
composés ou fractions les plus radioactifs isolés des phospholipides et des cires A
étaient le tuberculostéarate de méthyle (953 coups/min/mg; 29.7-10% coups/min
per mmole) (voir réf. 31}, le phtiocérol (765 coups/min/mg; 42.6 - 10* coups/min/mmole)
(voir réf. 17) et les esters mycoliques {794 coups/min/mg). Une fraction contenant
principalement le groupe d’esters mycocérosiques Cog & C,5 (Eb. 200-250° 4 0.001 mm)
n'était que faiblement radioactive (152 coups/min/mg) et n’a pas été purifiée davantage.

DISCUSSION ET CONCLUSION

Les résultats obtenus démontrent que les chaines latérales méthyle de I'acide Cg,-
mycocérosique et de son homologue en C,4 sont formées par incorporation d’acide
propionique.

Par contre, la méthionine ne semble pas étre incorporée dans ces acides.

Le mycocérosate de méthyle a été dégradé selon le schéma suivant:

* * *

CH,CH, | (CH,) .- C[‘H ~CH,- c|H —CH,- ?H —CH,~ (‘LH —Ha
CH, CH, CH, CH,

O CO, dégagé par la réaction de ScHMIDT.

Acide acétique form¢ par la réaction de KUHN-ROTH.

Si P'acide Cz,-mycocérosique est formé, ¢n vivo, par incorporation de 4 molécules
d’acide propionique, le CO, obtenu par décarboxylation du mycocérosate de méthyle
doit contenir le quart de la radioactivité du produit de départ, tandis que ’amine
isolée du milieu réactionnel doit contenir les trois quarts de cette radioactivité. En

TABLEAU I

Cyg-mycocérosale de méthyle (1.94 mg, 2391 coups/min)

BaCO, Amine (0.42 mg) Acétate de sodium
Radioactivité Pourcentage de  Radioactivité Pourcentage de Radioactivité
trouvée: Pactivité de trouvée: lactivité de trouvée:
1'ester Cgy: I'ester Cg,: )
522 coups/min 229, 350 coups/min 62 %, 6 coups/min

Fraction Cyy (1.46 mg, 6140 coupsimin)

BaCO, Amine (0.76 mg) Acétate de sodium
Radioactivité Pourcentage de  Radioactivité Pourcentage de Radioactivité
trouvée: Iactivité de trouvée: l'activité de trouvée:
la fraction Cyq: la fraction Cyg: .
1280 coups/min 219, 1896 coups/min 53% 10 coups/min
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outre, 'acide acétique obtenu par oxydation de 1’amine selon Kuan—-Rora doit
étre inactif.

Les résultats expérimentaux (Tableau I) concordent assez bien avec ces valeurs
puisque le CO, contenait 22 % et 'amine 62 9% de la radioactivité de V'ester C,,-
mycocérosique. L’acétate de sodium obtenu aprés oxydation de I'amine selon KuaN—
RoOTH était pratiquement inactif (6 coups/min).

Le cas de la fraction Cg4q est moins clair puisqu’il s’agit, selon la spectrométrie
de masse, d’'un mélange d’acide hexacosanoique normal et d’acide C,q avec des
ramifications méthyles en 2 et 4. Une ramification éventuelle en 6 ne serait pas visible
dans ce spectre. Dans le cas d'un acide en Cyq 2,4-diméthylé, on aurait dii trouver,
aprés décarboxylation, 50 % de la radioactivité dans le CO, et 50 % dans les amines.
Dans le cas d’un acide en C,q 2,4,6-triméthylé ces chiffres seraient respectivement de
33 % et 66 %. L’acide acétique obtenu par oxydation des amines selon KuaN—RoTH
doit &tre inactif dans les 2 cas.

Or, nous avons trouvé 21 % de radioactivité dans le CO,, 53 % dans les amines
et pratiquement pas de radioactivité dans I'acide acétique (10 coups/min); voir
Tableau I.

Quoiqu’il en soit, 'incorporation d’acide propionique dans la fraction Cgq est
certaine.
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RESUME

L’acide [1-'4C]propionique est incorporé dans la partie ramifiée de ’acide Cy4-myco-
cérosique et de son homologue inférieur en Cg,.
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TABLE II

STEROID-NUMBER CONTRIBUTIONS FOR REPRESENTATIVE FUNCTIONAL GROUPS
DETERMINED WITH NGS AND QF-1 LIQUID PHASES

The steroid-number contributions were determined at 222°; for conditions sée Table I.

Steroid number (F)
Functional group Steroid parent
NGS QF-1

a5 cholestanol/cholesterol 0.4 —0.3
a8 cholestanyl methyl ether/

cholesteryl methyl ether 0.2 —o0.3
a8 cholestanyl TFA/

cholesteryl TFA —0.2 —0.5
a8 cholestanyl TMSi/

cholesteryl TMSi —0.1 —o0.1
3-One cholestane 8.0 8.1
3-One DMH cholestane 6.6 5.2
3-One-A4 cholestane 9.9 10.0
3-One-4* DMH cholestane 7-9 5.9
11-One (4-ene) androstene 3.2 2.0
17-One androstane 6.9 6.7
20-One 5Sx-pregnane 6.3 5.9
3a-Ol(ax.) cholestane 7.2 4.7
3p-Ol(ax.) coprostane 7.2 4.6
3a-Olfeg.} coprostane 7.5 5.1
38-Ol(eg.) oholestane 7.7 5.2
30-Ol(ax.)TMSi cholestane 1.3 2.1
3B-Ol(ax.)TMSi coprostane 1.6 2.6
3a-Ol(eq.) TMSi coprostane 2.6 2.4
3p-Ol{eq.) TMSi cholestane 3.1 3.4
3f-Trifluoro-

acetoxy(eg.) cholestane 3.4 5.0
3f-Methoxy(eq.) cholestane 4.2 3.5
3f-Acetoxy(eq.) cholestane 7.3 7.1
118-Ol(ax.)-

{4-ene) androstene 5.9 2.5
170-Ol(sec.) androstane 7.0 4.2
17B8-Ol(sec.) androstane 7.3 4.3
zoa-Ol Sa-pregnane 6.9 4-4
208-01 50-pregnane 6.3 4.0
20f3-OITMSi 5a-pregnane 2.2 2.9
A/Bcis 5a-pregnane/5f-pregnane —0.3 —0.3
A/Bcis cholestane/coprostane —0.3 —0.3

is specified in the Tables. Column packings were prepared as described in an earlier
paper, and the experimental procedures were also the same as described earlier?.

The steroid-number value for stigmastane was determined with androstane and
cholestane as reference substances, and with an SE-30 (non-selective liquid phase)
column ; a value of 28.95 was found for the hydrocarbon. Cholestane and stigmastane
were then used as reference substances with NGS and QF-1 columns to determine
steroid numbers for the following cholesteryl esters: acetate, propionate, butyrate,
valerate and heptanoate. The valerate was chosen as an appropriate reference sub-
stance for determining relative retention times for the steroids listed in Table I;
the heptanoate was used as a second reference substance, and the method of determi-
nation of a steroid number with an NGS phase is shown in Fig. 1. The same procedure
was used with data obtained with a QF-1 phase to determine the steroid-number
values in Table I.
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