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� Nouveaux antituberculeux

2,5 milliards de personne contaminées
1,5 millions de morts en 2013, 9 millions de nouveau cas

Apparition de souches résistantes (MDR et XDR)

La Tuberculose (TB)

� Chimiothérapie existante

� 4 mois : Isoniazide (1952), Rifampicine (1966), Pyrazinamide (1952), Ethambutol (1961)

� 5 mois : Isoniazide (1952), Rifampicine (1966)
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500 nm

� La transmission de M. tb.
se fait par l’intermédiaire
d’aérosols contaminés

� Au contact du tissu
pulmonaire les bacilles vont
interagir avec les cellules
de l’immunité innée
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500 nm

� La transmission de M. tb.
se fait par l’intermédiaire
d’aérosols contaminés

� Au contact du tissu
pulmonaire les bacilles vont
interagir avec les cellules
de l’immunité innée

Peyron et al., Plos Pathogens 2008
Caire-Brändli et al., Infect. Immun. 2014
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� Hydrolyse des lipides de l’hôte (LB)

� Accumule les lipides dans des corps d’Inclusion Lipidiques
Intracytoplasmiques (ILI)

� Entrée dans un stade non-réplicatif : dormance,

� Résistante aux antibiotiques

Stockage des lipides par M. tb.

LB

© C. De Chastellier - CIML

� Les lipides des ILIs sont utilisés comme source de carbone
par la bactérie au moment de la réactivation

Implication d’enzymes 
lipolytiques mycobactériennes

LB

Caire-Brändli et al., Infect. Immun. 2014
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Famille
Nombre de 

gènes

HSL-like
(lipase hormono-sensible humaine)

12

Cutinase-like
(cutinase de Fusarium solani)

7

hMGL-like
(monoglyceride lipase humaine)

3

hCEH-like
(carboxylester hydrolase humaine)

1

Candida parapsilosis Lip1 lipase 1

Phospholipases C 4

Mycobacterium tuberculosis (M. tb.)

Dedieu et al., Biochimie 2013. 
Delorme et al., PLoS One 2012.

Cole et al., Nature 1998

28 gènes codant pour des enzymes lipolytiques putatives
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Rôle clé des enzymes lipolytiques

© C. De Chastellier - CIML

0,5 µm
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Cut 4
Cfp21
Contrôle

Les Cutinases : des enzymes lipolytiques cytotoxiques

Cfp21 (Rv1984c) et Cut4 (Rv3452)

Cytotoxicité sur des macrophages

� Enzymes secrétées, 50% d’identité, sérine hydrolase

cfp21

Cut4 + Orlistat

Contrôle Négatif

Cut4

Cut 4

Cfp21

Contrôle
Orlistat

Cut4 est une Phospholipase
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Schué et al., Faseb J. 2010
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Brust et al., PLoS One 2011 

HSL-like
Triglycéride 

lipase

Cfp21 Cutinase-like
avec une activité 

lipase

Cut4 Cutinase-like
avec une activité 
phospholipase et  

cytotoxique

hMGL-like
Monoglycéride

lipase

205 patients Polonais & Français (LTBI+, BCG+, TB+) 

Enzymes lipolytiques : des outils de diagnostic
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Brust et al., PLoS One 2011 

Triglycéride 
lipase

Cfp21 Cutinase like
avec une activité 

lipase

Cut4 Cutinase like
avec une activité 
phospholipase et  

cytotoxique

Monoglycéride
lipase

205 patients Polonais & Français (LTBI+, BCG+, TB+) 

Enzymes lipolytiques : des outils de diagnostic

Ces enzymes lipolytiques seraient surexprimées pendant 

la phase d’activation/réactivation : 
Biomarqueurs  de TB active
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Les inhibiteurs d’enzymes lipolytiques
des antituberculeux potentiels ?
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Famille
Nombre de 

gènes

HSL-like
(lipase hormono-sensible humaine)

12

Cutinase-like
(cutinase de Fusarium solani)

7

hMGL-like
(monoglyceride lipase humaine)

3

hCEH-like
(carboxylester hydrolase humaine)

1

Candida parapsilosis Lip1 lipase 1

Phospholipases C 4

Gènes codant pour des enzymes lipolytique

Rv0183 � architecture de 
la paroi

LipY � hydrolyse des
lipides extra et intracellulaires

Cutinase de Fusarium solani

Enzymes lipolytiques modèles

Dedieu et al., Biochimie 2013. 
Delorme et al., PLoS One 2012.
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Les Cyclipostins & Cyclophostines

Inhibiteurs de lipases
� bloquent la croissance 

de diverses mycobactéries
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Point et al., J. Med. Chem. 2012

Les Cyclophostin et Cyclipostins

� Synthèse de 16 nouveaux composés et évaluation sur

� LipY, Rv0183, Cutinase et les lipases digestives de mammifères

Inhibiteurs très puissants 
et hautement sélectifs des lipases microbiennes

Point et al., J. Med. Chem. 2013

Dr. Chris Spilling
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Bilan inhibition in vitro

De tels inhibiteurs sélectifs représentent 
des outils de choix pour comprendre 

le rôle physiologique des enzymes lipolytiques 
dans la croissance et la pathogénicité de M. tuberculosis

� Formation irréversible d’un complexe covalent enzyme/inhibiteur

� En jouant sur la lipophilie des composés (groupe R) il est possible de moduler leur pouvoir inhibiteur et
surtout d’augmenter leur spécificité pour une enzyme cible.
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Résultats ex-vivo : plateforme haut débit

P. Brodin� Plateforme haut débit BSL-3

� Microscope de fluorescence pour lecteur de microplaques 384 puits

� Acquisition et analyse des images en automatique

� Quantification des images

� Analyse à très haut débit (~10000 échantillons/jour)

Invasion
Survie

Réplication

jour 0 1 2 3 5 6

Macrophages
rouges 

infectés avec 
M. tb verts

Non-infecté

Christophe et al., PLoS Pathog 2009
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Vert : M. tuberculosis H37Rv GFP
Rouge : Macrophages colorés avec du Cyto60

Résultats ex-vivo : plateforme haut débit

« Clearance » 
de la bactérie
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Bénarouche et al., manuscrit en préparation.
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Sonde fluorescente : 
carboxytétramethylrhodamine

Identification des cibles

Lysat
cellulaire

Bachovchin et al., Nat Biotech 2009
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TAMRA-FP + TAMRA-FP

Spots 
excisés LC-MS/MS

Identification des cibles : gel 2D

Révélation CoomassieRévélation fluorescence Révélation fluorescence

Inhibiteur 6
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Rôle majeur des enzymes 
lipolytiques dans le cycle de vie 

de M. tuberculosis
Croissance

mycobactérienne
Biosynthèse

de la membrane
Virulence
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