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Les enzyme lipolytiques de
Mycobacterium tuberculosis

du moléculaire au thérapeutique  Wgc ec
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Jean-Francois Cavalier : : : :
00
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Equipe « Lipolyse & Pathogénie Bactérienne » Q
Dr. Stéphane Canaan
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La Tuberculose (TB)

JFC-2

Marseille

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)

» Chimiothérapie existante
- 4 mois : Isoniazide (1952), Rifampicine (1966), Pyrazinamide (1952), Ethambutol (1961)
= 5 mois : Isoniazide (1952), Rifampicine (1966)

» Nouveaux antituberculeux

Discovery

|

Preclinical Development

Clinical Development

|
[ |
Lead Optimization

Cyclopeptides

Diarylquinolines

DprE Inhibitors

InhA Inhibitor,

Indazoles

LeuRS Inhibitors, Ureas

Macrolides, Azaindoles

Mycobacterial Gyrase
Inhibitors

Pyrazinamide Analogs

Ruthenium(ll)

Complexes
Spectinamides SPR-113
Translocase-1 Inhibitors

Early Stage
Development

TBI-166
CPZEN-45*
SQ641*
1599*
SEQ-9*

PBTZ169*
Q203*

%% WORKING GROUP

® ON NEW TB DRUGS

www.newtbdrugs.org
Updated: September 2015

A
[ 1

Sutezolid (PNU-100480) Bedaquiline

SQ109*

Rifapentine for DS-TB
High Dose Rifampicin
for DS-TB
Bedaquiline-

Pyrazinamide Regimen

Levofloxacin with OBR
for MDR-TB

Chemical classes: fluoroquinolone, rifamycin, oxazolidinone,
benzothiazinone, , imidazopyridine amide, New chemical class*

(TMC-207) with OBR?
for MDR-TB

Moxifloxacin-

Pyrazinamide Regimen

diarylquinoline,

Tuberculosis

1,000,000,000
Tuberculosis
Deaths

Smallpox

Malaria

Plague
Influenza
Cholera

AIDS
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Mycobacterium tuberculosis (M. 1b.) °
. S Macrophages alvéolaires
Voies respiratoires infectés
Macrophage
alvéolaire
O&—Mycobacterium
—_—

Macrophage ‘Foamy’
Lymphocytes 9
e /\:H\
@

» La transmission de M. tb. A
se fait par lintermédiaire II
d'aérosols contaminés

Colorized scanning electron micrograph of M. b
Source: Clifton E. Barry III, Ph.D., NIAID, NIH

» Au contact du tissu b <
pulmonaire les bacilles vont Macrnphages\“ ——
interagir avec les cellules @ E Mantea
de I'immunité innée fibreux

Formation d'un granulome
(recrutement de cellules
dendritiques, lymphocytes,
macrophages)
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Mycobacterium tuberculosis (M. 1b.)

Colorized scanning electron micrograph of M. tb.
Source: Clifton E. Barry III, Ph.D., NIAID, NIH

» La transmission de M. tb.
se fait par lintermédiaire
d'aérosols contaminés

» Au contact du fissu
pulmonaire les bacilles vont
interagir avec les cellules
de I'immunité innée

Macrophage ‘Foamy’

Manteau
fibreux

Formation d'un granulome
(recrutement de cellules
dendritiques, lymphocytes,
macrophages)

Peyron et al., Plos Pathogens 2008
Caire-Brdndli et al., Infect. Immun. 2014
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Stockage des lipides par M. 1b. ce?

» Hydrolyse des lipides de I'hote (LB)

» Accumule les lipides dans des corps dTInclusion Lipidiques
Intracytoplasmiques (ILI)

- Entrée dans un stade non-réplicatif : dormance,
- Résistante aux antibiotiques

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

4(/0//04 tion d é/(zy/f(e@

Caire-Brdndli et al., Infect. Immun. 2014

/{w@ L‘/'yaw my&afa& Lersennes
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Mycobacterium tuberculosis (M. 1b.)
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28 genes codant pour des enzymes lipolytiques putatives

genes

HSL-like

(lipase hormono-sensible humaine)

Cutinase-like
(cutinase de Fusarium solan)

AMGL-like
(monoglyceride lipase humaine)

hCEH-like

(carboxylester hydrolase humaine)
Candlida parapsilosis Lipl lipase
Phospholipases C

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

12

7

M. tuberculosis

H37Rv
4,411,529 bp

Cole et al., Nature 1998
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Réle clé des enzymes Ilpoly’rlques s

mycob rienne

Stockage et
gfadation des lipides
tra/extracellulaires

Enzymes

lipolytiques
de M.1H

v

gnce

Inh rs
de ses
« new\drug »

0
N Cyclophostin: R' = R2 = CH,
« P Cyclipostins: R! = CHa, C,Hs, nCoH,
R2 = C15 to C16

'24//0



Colloque Lipinov - 23 Nov. 2015 JFC-8 o000
. L . 33
Les Cutinases : des enzymes lipolytiques cytotoxiques c
Cfp21 (Rv1984c) et Cut4 (Rv3452)
= Enzymes secrétées, 50% d'identité, sérine hydrolase Cut4 est une Phospholipase
£ . cfp21 est une Lipase TR
2 50 [3H]-Trioleine
5 40 -
5 30 -
3 m
:% 13 ] r == r - r L )
Cutinase F. Cut4 cfp21 no enzyme
solani

Cytotoxicité sur des macrophages

Hcut 4
oy 0 “1 3 e
0 Contrdle P
50 1 —~ 501 [] Contrale
2 o~ Orlistat
Pl o o ®
E . Contréle Négatif cfp2l u_:;‘ % HiC DO j:C.A.CHn
-l el | CH, NHCHO
& 20 - £ 20
I ) -]
O 104 - 8 =
10
o ~T
24 0
Time (H) . " “
Cut4 + Orlistat Time (H)

Schué et al., Faseb J. 2010
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Enzymes lipolytiques : des outils de diagnostic o

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

LipY IgG Rv0183 IgG
P<0.001 P<0.001
- I 1 I I
180 [kpa mw | o 60 1 kD MW ]
’g 160 - & < o &
2 16 o) é 50 —
% 140 - o ) g :: p °
. 2 420 4 4 - - o H .
HSL-/ike 5 » 8 £ 41 - B AMGL-/ike
Triglycéride £ 00 & E w °g > Monoglycéride
lipase S 80 - g% lipase
% b (] 14 o p
- i <@
g 60 E_ 20 -
£ 404 b g
5 20- o % LN
* """m """"" e =" :m: ________
0 ' : 0 . .
BCG+BD B BCG+ BD B
70 - P<0.001 P<0.001
= I kDa MW I : kDa Mw I
§ 60 - 16w 9 20 Tem. ©
é’ o OO -;é. pryes
§ 50 W 8 401 M- Cut4 Cutinase-/ike
Cfp21 Cutinase-/ike g 5 | & ° .
tivité < 40 1 25 0 3 —— o avec une activite
avec une activite £ 2 a0/ o hosbholinase et
lipase @ €= & 0 3 g o8 phospholip
O 30 - o To— 0 cytotoxique
2 é_ 20 8
gm— H %
s £ 101
5 10 © D
0 T 1 0 T
BCG+BD TB BCG+ BD B

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

&@ @/(Z%/f(é&' //M/ f/qaa& &aﬂa/e/(t J’a/"&{?ﬂ/‘//f(@@&‘ /ﬁa/(a/afrb‘
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Les mbibitears d é/(Z%/f(&(’ /7%7{% L‘/ya&?
des anlitubercalows po lonlicls 7
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Genes codant pour des enzymes lipolytique

genes

HSL-like

(lipase hormono-sensible humaine)

Cutinase-like
(cutinase de Fusarium solani)

AMGL-like
(monoglyceride lipase humaine)

ACEH-like

(carboxylester hydrolase humaine)
Candida parapsilosis Lipl lipase
Phospholipases C

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

LipY 2 hydrolyse des

12 lipides extra et intracellulaires
7 = — — — = Cutinase de Fusarium solani
3 » Rv0183 2 architecture de
la paroi
1 —
1
4

Enzymes lipolytiques modéles
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Les Cyclipostins & Cyclophostines

1
R 0o
0. 97N\ Cyclophostin: R =|R? = CHj,
X/
P\* x O Cyclipostins: R' = CH,
o) R?=Cy5t0 Cqs
H
a2 United States Patent (0) Patent No.:  US 7,923,438 B2
Seibert et al. 45) Date of Patent: Apr. 12,2011
(54) USE OF CYCLIPOSTIN DERIVATIVES FOR ABSTRACT
THE TREATMENT OF MYCOBACTERIAL The invention relates o th ¢ dof the formul
INFECTIOUS DISEASES (I)e mvention relates to the use ol a compound O (5 ormuaa)
RZ
(75) Inventors: Gerhard Seibert, Frankfurt am Mai R ;
ot okl o i A4 Inhibiteurs de lipases
Joachim Wink, Frankfurt am Main (DE) RI\OEE/ o - bloquenT IG croissance
(73) Assignee: Sanofi-Aventis, Paris (FR) Xi \Xz de diver-Ses mycobaCTérles

(21) Appl. No.: 12/366,695

for the treatment of bacterial infections caused by mycobac-
teria, nocardia or corynebacteria, wherein E is phosphorus;
X,, X, and X, are oxygen; and R* and R? are as defined in the

(22) Filed:  Feb.6,2009

(65) Prior Publication Data

specification.
US 2009/0233884 A1 Sep. 17, 2009
Inhibition zone size in mm
Related U.S. Application Data
(63) Continuation of application No. Nocardia Coryne-

PCT/EP2007/007159, filed on Aug. 14, 2007. pg Mol nmol Mycobacterium brasiliensis  Nocardia bacterium
Compound per mass per phiei (ATCC abscessus diphtheriae
tested disc g/mol disc (ATCC 1298) 19296) (BAA 279) (ATCC 27010)
Cyeclipostin P 20 440.6 45 35 47 28 10
Cyclipostin T 20 468.7 43 30 38 9 12
Cyclipostin T2 20 468.7 43 47 39 10 20
Rifampicin 30 822.9 36 a5 10 12 47
Penicillin G 6.25 3725 17 0 0 16 33
Control 0 — 0 0 0 0 0

Disease — — — (A) B (B) )
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Les Cyclophostin et Cyclipostins ==

» Synthése de 16 nouveaux composés
- LipY, RvO183, Cutinase et les lipases d%es de mammiferes

Dr. Chr‘i Spilling
Cyclophostin Cyclipostins I
@)
TN\ CO,Me

o\\P,O N O 97X ~0Me
MeO/ R R1O/P
H
R=H,Cs,..Ciq Ry= Cye Crg

lntibrtears tres /ﬂa/&&aﬂf&

et haalement seboc t/f@ des /7ba&a& microbrennes

Point et al., J. Med. Chem. 2012 Point et al., J. Med. Chem. 2013
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Bilan inhibition /n vitro === °

» Formation irréversible d'un complexe covalent enzyme/inhibiteur

o) o O
O\\P? N ~OMe OﬁkOMe
MeO~ ) | R
ﬁ P

MeOé \O

HO
Ser—Enzyme Ser—Enzyme

» 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.

Do tebe inhibilears setec f/f&’ representent
des outite de choiv powr comprendre
le rite /M%S’/b/af/'yaa des enzymes /{MZ% L‘/'yae&’
dans a erogsance et th pathogenieité de M. tubercalosis
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Résultats ex-vivo : plateforme haut débit ==
» Plateforme haut débit BSL-3 P. Brodin
» Microscope de fluorescence pour lecteur de microplaques 384 puits W
o
» Acquisition et analyse des images en automatique (D ﬂ Centre dInfoction
» Quantification des images e de bl

» Analyse a tres haut débit (~10000 échantillons/ jour)

jour O 1 2 3
Tnvasion Macrophages
i rouges
Survie infectés avec

Réplication M 7overts

o - - - - - -

Christophe et al., PLoS Pathog 2009
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D ﬂ Centre d&Inl'!ctlml u Misswri . . .

d'Irmunité de Lille S.t Louis

, . s o0
Résultats ex-vivo : plateforme haut débit =
Vert : M fuberculosis H37l’2v 6FP Extracellular Intracellular
Rouge : Macrophages colorés avec du Cyto60
- _ Compounds growth macrophage growth
ICso (uM) ICs0 (M)  CCso (uM)
Isoniazid (INH) 1:2 1.2 >150
Ethionamide (ETH) 6.0 6.0 120
Rifampicin (RIF) 0.01 2.9 24
1 No effect 6.0 »>100
2 =100 4.0 >100
3 15-20 30 >100
« Clearance »
4 30-50 4.0 >100
de la bactérie
5 100 10.0 »>20
6 0.50 No effect >100
7 24.4 No effect »100
8 1.6 No effect >100

Enzymes réellement ciblees
par nos composés?

Bénarouche et al., manuscrit en préparation.
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Tdentification des cibles ="
| O 9 0:9 — TAMRA Absorbance : A, = 557 nm
/N O O H E"“OEt o8 ——TAMRA Emission : A, = 583 nm
= 3 07
| L
ol = CcO, g 06
I TAMRA-FP H
/N“\ ‘g- 0.3
Sonde fluorescente : <
carboxytétramethylrhodamine
@ Longeur d'onde (nm)
Lysat SIAD 3}@0
cellulaire @@@Q & O QQD
(e NS @/ Inhibiteur  —J> OQ —
{)@ A TAMRA-FP
\/ ©°® N o S
y o * Indlgblteur —> S QD — Inhibiteur Inhibiteur '1‘
(2 Enzyme ) <> 2 .@ GQQ@G'\. Gel SDS : imagerie de fluorescence —
cible D QQQQ@ o%
@ Inhibiteur o%
*— TAMRA-FP

Bachovchin et al., Nat Biotech 2009
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University
of Missouri
St.Louis

Identification des cibles : gel 2D

Révélation fluorescence Révélation Coomassie

v

TAMRA-FP

- +

Inhibiteur Inhibiteur

Gel SDS : imagerie de fluorescence

Spots
excises
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ote mg/ea/‘ des enzymes
/7'06%% f/'yae& dans e ay&/e de we

de M tubercalosis

Croissance Biosynthése
mycobacTérienne de la membrane

2

Diaghostic & vaccin NISVSEuS Shies
J thérapeutiques

| Virulence
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