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Contexte scientifique

mAGP 
complex

Mycobacteries : 

170 espèces > 2/3 pathogènes pour les hommes
Enveloppe cellulaire complexe et atypique:
 Très impermeable
 40 % de lipides (poids sec)

Lipides dérivés de tréhalose

LOS (lipooligosaccharide)

Phospholipides classiques : PE, PG, PI

TAG (triacylglycerol)

Lipides retrouvés dans l’enveloppe 
mycobactérienne

PIM (phosphatidylinositol mannoside) and LAM 
(lipoarabinomannane)

PGL (phenolic glycolipid)

GPL (glycol-peptidolipid)
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Feuillet externe :
Acides mycoliques liés aux tréhaloses et autres lipides => Lesquels ?

Feuillet interne:
Acides mycoliques liés à l’arabinogalactane

Acide mycoliques : longue chaine d’acide gras α alkyl, β hydroxyl

Où sont exactement situés ces lipides?
Comment sont-ils organisés?

Peu d’informations concernant la mycomembrane…

mAGP 
complex



Contexte scientifique

Composition de la mycomembrane :

 Séparation physique des membranes

mAGP complex

Plasma Membrane

mAGP 
complex

Extraction des lipides :

Bligh and Dyer
Fractions collectées Lipides analysés par HPTLC



Analyses biochimiques: High Performance Thin Layer Chromatography

ATS 4 : dépôt de l’échantillon

10 µL à 10 mg / mL

Révélateur : primuline

Immersion de la plaque (5 mg in 100 
ml acetone/water, 80/20, v/v)

ADC 2 : Développement de la 
plaque

Scanner 3 : détection

Quantification relative des lipides 
présents dans chaque fraction 



Analyses biochimiques : pourquoi l’ HPTLC ?

DMT

MMT

PG et CL

PI et PIM

GPL

DAT

DAT

C/M/E 65:25:4 –
anthrone + chauffage

GPL

MMT

DAT

PG et CL

PI et PIM

C/M/E 65:25:4 –après primuline : 
anthrone + chauffage

C/M/E 65:25:4 – primuline

Lipides sous forme de bandes bien définies et mieux 
séparées => quantification



Quantification relative des lipides

Intensité (AU)

Rf

o Choix du pic d’intérêt = lipide
o Ajuster la ligne de base
o Corriger la largeur du pic

 Calculer l’AUC (Area Under 
Curve) correspondant à la 
quantité relative de lipides

 Facteur réponse du 
révélateur 

 Lipides purifiés
 Test du facteur réponse du 

révélateur avec différentes 
quantités de lipides



Facteur réponse de la primuline

y = -127.1x2 + 4081.x + 631.8
R² = 0.986
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Quantité de DMT (M. aurum A+) en nmoles

Facteur réponse : DMT - primuline

y = -14,901x2 + 1517,7x + 502,12
R² = 0,9922
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Facteur réponse : MMT - primuline

y = 2640.x + 3210
R² = 0.970
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Facteur réponse : DMT - primuline

y = 1239x + 1419
R² = 0.984

0

5000

10000

15000

20000

25000

30000

0 5 10 15 20 25

In
te

n
si

té
 d

e 
fl

u
o

re
sc

en
ce

 d
e 

la
 p

ri
m

u
lin

e 
(A

U
C

)

Quantité de MMT (M. aurum A+) en nmoles

Facteur réponse : MMT - primuline

DMT - MMT

Travaux en cours pour les autres lipides …



Activation des plaques ?

CMW 65:25:4 - primuline

Jamet et al, 2015

Séparation des mycolates de M. smegmatis par HPTLC 
-Lavage avec du CHCl3

-Séchage à 110 °C

Sans activation
Silica gel 60 (Merck)
PE/E (9:1 – 5 passages)
Rhodamine

Quantités croissantes de mycolates
Après activation 
Silica gel 60 (Merck)
PE/E (9:1 – 5 passages)
CuSO4 + chauffage

Lefebvre, not published



15-Hentriacontanol

2-Hexadecanol*

Ergosterol

Cholesterol

Keto

Methoxy

a

EP/E (9:1) 
5 passages

Primuline 0.01%

* Naturellement présent dans les 
mycobacteries produisant des acides 
dicarboxyliques (ex: M. phlei)

Dicarboxylic
acid (M.phlei)

Quantification des acides mycoliques

Lemassu, not published

a Methoxy Keto

Gamme de 

linéraité

Rhodamine B 0.2µg - 1.5µg 0.2µg - 1.5µg 0.2µg - 1.5µg

CuSO4 0.7µg - 1.7µg 0.7µg - 1.7µg 0.7µg - 1.7µg

Primuline 0.3µg - 1.7µg 0.3µg - 1.7µg 0.3µg - 1.7µg

Limite de 

détection 

(µg)

Rhodamine B 1.1 0.8 0.7

CuSO4 1.2 1.2 1

Primuline 0.5 0.5 0.5

Limite de 

quantificat

ion (µg)

Rhodamine B 2.1 1.6 1.6

CuSO4 1.9 1.9 1.7

Primuline 0.9 0.9 1.1

Régression 

linéaire

Rhodamine B yes yes yes

CuSO4 yes yes yes

Primuline yes yes yes

r2

Rhodamine B 0.93 0.96 0.95

CuSO4 0.97 0.97 0.98

Primuline 0.99 0.99 0.98

Origine ?

Rhodamine B no no no

CuSO4 no no no

Primuline yes yes yes



Thank you


