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NOUVELLE

RcsF, sentinelle hyperconnectée
de ’enveloppe bactérienne

Neo Debouvere!”

, Ana Martinez Calvo!™ @, Lara Ouaked!”,

Alice Pontet!, Laurent Aussel?

> Hans Christian Gram, bactériologiste
danois, a mis au point en 18384 une tech-
nique de coloration révolutionnaire, per-
mettant de classer les bactéries selon
les propriétés de leur enveloppe [1]. Les
bactéries Gram négatives, aussi appe-
Iées didermes, possédent une enveloppe
composée de deux membranes séparées
par une paroi composée majoritairement
de peptidoglycane (PG). Cette paroi est
essentielle pour maintenir la forme cel-
lulaire des micro-organismes et les pro-
téger contre la pression osmotique [1].
Elle peut étre la cible de certains anti-
biotiques comme les B-lactamines, qui
inhibent la syntheése du PG, ce qui com-
promet I'intégrité de I’enveloppe et la
viabilité cellulaire. En réponse a la pres-
sion exercée par les antibiotiques, les
bactéries ont développé, par mutations
ou transfert de genes, un large éventail
de mécanismes de défense, a 'origine
d’une résistance a ces antibiotiques.
Ces mécanismes favorisent une réponse
rapide des bactéries tout en préservant
I’intégrité de leur enveloppe. Ainsi, les
traitements antibiotiques se révelent de

moins en moins efficaces, (%) voirm/s
créant un grave probléme n°11,2010,
de santé publique [2] (=»). Ppage 895

Comprendre le fonctionnement de I’'en-
veloppe bactérienne a I’échelle molécu-
laire est donc indispensable pour décrire
les réponses adaptatives des bactéries
pathogénes a leur environnement et
ainsi concevoir de nouvelles stratégies
thérapeutiques, contournant cette anti-
biorésistance.

Lorsqu’un stress est pergu au niveau
de I’enveloppe, comme une altération
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de la biogenese ou de la structure du
PG ou des lipopolysaccharides (LPS), le
systeme Régulateur de la Synthese de
la Capsule (Res) est activé. La protéine
senseur ResF détecte ce stress et initie
une cascade régulatrice impliquant la
protéine de membrane interne IgaA et
I’ensemble du systéme Res (Figure 1),
permettant une réponse cellulaire adap-
tée [3]. Bien que les stimuli environ-
nementaux et les changements phy-
siologiques en lien avec le systeme Res
soient caractérisés, les mécanismes
moléculaires d’activation de ResF et de
transduction du signal restent a élu-
cider. Cette nouvelle regroupe les tra-
vaux de I’équipe de Jean-Francgois Collet,
qui étudie ’ensemble du systeme Rcs
chez la bactérie modele Escherichia coli,
de la perception du signal a sa trans-
duction jusqu'a la mise en place de la
réponse adaptative [3].

La voie Lol : un prérequis pour

la fonction de ResF

Pour comprendre le rGle de ResF dans
la détection de dommages de I'enve-
loppe bactérienne, il faut d’abord suivre
son export depuis la membrane interne
jusqu’a la membrane externe, ou elle
s’associe aux protéines de membrane
externe (OMPs). RcsF est une lipopro-
téine composée de trois domaines : une
ancre lipidique en N-terminal qui posi-
tionne RcsF dans la membrane interne,
un domaine globulaire en C-terminal et
une région intrinsequement désordon-
née (IDR) (Figure 2). Par des expériences
de délétion et substitution de I’IDR, il
a été montré que sa taille et sa nature
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désordonnée étaient nécessaires pour
un export efficace, indépendamment de
sa séquence [4]. Cette IDR est requise
pour la prise en charge de ResF par le
systeme de localisation des lipopro-
téines (Lol), qui permet le transport des
lipoprotéines de la membrane interne
vers la membrane externe. L’export
se fait en trois étapes (Figure 1A) : le
recrutement de la protéine au niveau
de la membrane interne par le complexe
LolCDE, I'export du périplasme vers la
membrane externe par LolA, et la forma-
tion du complexe ResF-LolB au niveau
de la membrane externe [3]. Lorsqu’un
stress au niveau de I'enveloppe empéche
le recrutement de RcsF par LolA, ResF
s’accumule dans la membrane interne
et peut interagir avec IgaA, Iinhibiteur
du systéme Res [3]. Cette interaction
leve I'inhibition et initie une cascade de
phosphorylation avec ResC et les autres
protéines du systéme Res (Figure 1B).
Ainsi, une altération de I’enveloppe peut
impacter le fonctionnement du systéme
Lol tout comme d’autres systémes d’as-
semblage localisés dans I’enveloppe.

ResF et le complexe BAM :

de ’assemblage membranaire

a la détection du stress

Le bon fonctionnement du systeme Rcs
implique d’autres systemes d’assem-
blage tels que la machinerie d’assem-
blage des protéines formées de ton-
neaux [ (BAM). ResF est ainsi capable
d’interagir de fagon stable avec BamA,
protéine du complexe BAM, comme
démontré par des études de cristallo-
graphie aux rayons X [5]. La machinerie
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Figure 1. Une altération de I’enveloppe bactérienne d’€. coli perturbe les protéines de membrane et active le systéme Rcs. A. Le systéeme Sec trans-
loque a travers la membrane interne les protéines destinées & la membrane externe, telles que les protéines de membrane externe (OMPs) et les
lipoprotéines. Le systéme de localisation des lipoprotéines (Lol) assure I'export de la lipoprotéine ResF vers la membrane externe. La machinerie
d’assemblage des protéines formées de tonneaux 3 (BAM) replie et insert dans la membrane externe les OMPs, tout en les associant & ResF. ResF est
enchdssée dans le tonneau [3 de 0mpC et OmpF, et interagit avec le domaine globulaire d’OmpA. €n absence de stress, IgaA interagit avec le systéme
Régulateur de la Synthése de la Capsule (Rcs) et inhibe son activité. B. Des stress a I’enveloppe tels qu’une perturbation de la biogenése ou de la
structure de la membrane externe ou des lipopolysaccharides perturbent le fonctionnement des systemes Lol et BAM. Si ResF nest plus adressée
a la membrane externe ou si elle n’est plus associée aux OMPs, elle interagit alors avec IgaA. Jusqu’a présent, les mécanismes moléculaires de la
transition de I'interaction entre ResF et les OMPs a celle de ResF avec IgaA restent inconnus et sont représentés avec un « ? ». Une perturbation dans

la synthese du peptidoglycane déstabilise I'interaction entre OmpA et ResF, interagissant alors avec IgaA. Cela léve I’inhibition du systéme Rcs, qui

initie une réponse cellulaire : la synthése de la capsule. Figure réalisée avec Inkscape (logiciel open source, https://inkscape.org).
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Figure 2. Organisation structurale de la lipo-
protéine ResF chez €. coli. ResF est une lipo-
protéine composée de trois domaines: une
ancre lipidique en N-terminal, un domaine
globulaire en C-terminal et une région intrin-
séquement désordonnée (IDR). Le domaine
globulaire de RcsF assure les interactions
avec ses partenaires. Sa région intrinseque-
ment désordonnée participe a sa prise en
charge par le systeme de localisation des
lipoprotéines (Lol), et son adressage a la
membrane externe. Une ancre lipidique est
présente a I’extrémité de la région désordon-
née. Figure réalisée avec Inkscape (logiciel
open source, https://inkscape.org) et Mol*

(logiciel open source, https://molstar.org/).

d’assemblage BAM, permettant d’insérer
les OMPs dans la membrane externe, est
composée de BamA. Cette protéine est
constituée d’un domaine en tonneau 3
enchdssé dans la membrane externe
et d’un domaine périplasmique. BamA
interagit avec des substrats protéiques
destinés a la membrane externe et les
replie correctement sous forme de ton-
neaux B. Le tonneau 3 de BamA est le
cceur du mécanisme de repliement des
protéines, adoptant différentes confor-
mations en fonction des substrats qu’il
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reconnait. Le domaine périplasmique
de BamA reconnat, lie et positionne les
précurseurs des OMPs [6]. BamA agit en
coopération avec les protéines BamB,
BamC, BamD et Bamé, formant le com-
plexe Bam (BamBCDE) qui stabilise et
facilite le repliement de ses substrats
(Figure 1A). Il a été proposé que lors
du repliement des OMPs, RcsF, insérée
dans BamA, est transférée a la nouvelle
OMP assemblée (Figure 14), permettant
ainsi I"exposition de ResF a la surface
cellulaire [3].

Linteraction BamA-ResF correspond a
un état de transition précédant I’as-
semblage de RcsF avec une OMP, comme
démontré chez €. coli par la surproduc-
tion de BamA [3], qui empéche 'accu-
mulation de RcsF dans le périplasme.
Dans le périplasme, ResF peut interagir
avec IgaA, I'inhibiteur du systeme Rcs,
levant la répression et déclenchant
ainsi la réponse Recs [3]. €n cas de
stress entrafnant un dysfonctionne-
ment de la machinerie BAM, suite a
la perturbation de la biogénése de
la membrane externe par exemple, la
capacité de BamA a transloquer ResF et
les OMPs dans la membrane externe est
limitée, provoquant une accumulation
de ResF dans le périplasme (Figure 1B).
Cette situation contraste avec I’état
normal ol RecsF est majoritairement
associé aux OMPs et ou IgaA inhibe la
réponse Rcs. Cette interaction pose
la question de la capacité de RcsF
a détecter des formes de stress de
I’enveloppe autres que le dysfonction-
nement de la machinerie BAM.

La détection du stress membranaire
via les OMPs

Des expériences de pontage chimique
chez €. coli ont montré que trois OMPs
(OmpA, OmpC et OmpF) pouvaient inte-
ragir avec ResF. L'analyse des complexes
protéiques pontés, par chromatographie
en phase liquide a ultra-haute perfor-
mance couplée a de la spectrométrie de
masse (UPLC-MS), a montré que lorsque
ResF est associée avec OmpC ou OmpF,
son IDR se trouve dans leur tonneau 3

(Figure 1A) [5,7]. €n revanche, avec
OmpA, pouvant adopter deux conforma-
tions, cette interaction difféere. La pre-
miére se caractérise par un large ton-
neau § dans la membrane externe alors
que la seconde, majoritaire chez €. coli,
présente deux domaines : I’'un globulaire
et périplasmique se liant en partie au
PG et I’autre sous forme d’un tonneau
plus étroit, ne permettant pas I'inser-
tion d’une chaine polypeptidique [8].
Uinteraction entre OmpA et ResF n’est
observée que lorsque OmpA possede
une conformation a deux domaines, les
domaines globulaires des deux protéines
se liant 'un a Pautre (Figure 14), en
maintenant le systéme Rcs sous forme
inactive.

La localisation périplasmique de I'inte-
raction entre OmpA et ResF suggere une
compétition entre OmpA et IgaA pour se
lier a ResF. Lorsque IgaA interagit avec
ResF dans le périplasme, le systéeme Res
est activé. Des expériences de réso-
nance magnétique nucléaire (RMN) ont
confirmé que I'interaction ResF-lgaA
présente une forte affinité contraire-
ment & celle entre ResF et OmpA [8].
On retrouve 100 fois plus de copies
d’0OmpA que d’lgaA dans une cellule,
ce qui rend la probabilité d’interaction
RcsF-OmpA supérieure a celle de ResF-
lgaA et empéche 'activation du systeme
Res [8]. Puisque OmpA interagit avec
le PG, s’il est endommagé cela pour-
rait perturber Iinteraction OmpA-ResF,
libérant RcsF. Cela permettrait ainsi
I’interaction entre ResF et son inhibiteur
lgaA, entrainant I'activation de la cas-
cade de phosphorylation du systéme Rcs
(F[gure 1B).

Dans le cas ol ResF se trouve dans le
tonneau B d’autres OMPs, telles que
OmpC et OmpF, la détection du stress
membranaire par ResF a lieu en amont de
I’interaction, décrite comme irréversible,
avec les tonneaux B (Figure 14) [7].
Lincapacité de la machinerie BAM a
assembler correctement OmpC/F serait
le signal permettant a ResF de se lier a
lgaA et ainsi d’activer le phosphorelais
(F[gure 1B).
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Du modeéle a la cible contre

les pathogenes

Uintégrité de I’enveloppe est essentielle
pour la viabilité cellulaire et nécessite des
systéemes de controle comme Res pour la
maintenir. Dans ce systéme, ResF, expor-
tée vers la membrane externe et intégrée
dans différentes OMPs, possede une fonc-
tion de contrdle qualité des protéines et
de la membrane, deux aspects perturbés
lors d’un stress de I’enveloppe. Le phos-
phorelais Res et son senseur ResF repré-
sentent plus qu'un simple mécanisme
de défense d’€. coli : ils constituent un
paradigme des stratégies d’adaptation
bactérienne face au stress. La présence
de systemes homologues chez de nom-
breux pathogenes, comme des bactéries
du genre Klebsiella ou Salmonella [9,10],
renforce 'hypothése de leur role dans
la plasticité cellulaire, la virulence et

la tolérance aux stress antimicrobiens.
Dans un contexte d’antibiorésistance,
comprendre les mécanismes de recon-
naissance et d’adaptation aux stress
permettrait d’identifier de nouvelles
cibles thérapeutiques afin de concevoir
les antibiotiques de demain. ¢
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Entretien avec Jean-Frangois Collet

Jean-Frangois Collet est professeur a

la Faculté de Médecine de [’Université
Catholique de Louvain en Belgique. Il est
directeur de I’Institut de Duve a Bruxelles ou
il est responsable d’une équipe de recherche.
Il est également membre de I’Académie
Royale de Médecine de Belgique depuis
2022, ainsi qu’investigateur au WEL Research
Institute (WELRI) depuis 2011. Les travaux de recherche de son
équipe se focalisent sur les mécanismes moléculaires permettant
aux bactéries Gram négatives de détecter et s’adapter aux stress
environnementaux, notamment les mécanismes de résistance
au stress oxydant et le maintien de I'intégrité de I’enveloppe
bactérienne.

Quelles sont vos études en cours et quelle serait la suite de vos
recherches sur le systéme Res ?

Nous essayons toujours de comprendre comment ResF contréle
I’activité du complexe BAM. €n 2014, nous avions montré qu’en
’absence d’interaction entre BamA et RcsF, cette derniére était
conservée dans le périplasme ol elle pouvait interagir avec IgaA
au niveau de la membrane interne. La question qui restait en sus-
pens était « Qu'est-ce qu’il va se passer au niveau de BAM quand
un stress va bloquer Iinteraction avec ResF ? » Nous y réfléchis-
sons encore et, en parallele, on essaie de vérifier si les proprié-
tés intrinséques de la membrane externe, dans sa composition
lipidique, ne va pas jouer un réle sur la conformation de BAM. €t
cet impact sur la conformation de BAM ne va-t-il pas empécher
I’interaction entre BamA et ResF ? Au laboratoire, deux ou trois

© de Duve Institute

personnes travaillent encore sur le systéme Res et les autres per-
sonnes travaillent sur d’autres sujets. On utilise aussi ResF comme
outil pour comprendre comment les lipoprotéines sont exportées
vers la membrane externe. On connait relativement bien le sys-
teme Lol qui permet cet export, mais il reste des questions sur la
sélection des lipoprotéines de membrane externe ou de membrane
interne qui restent toujours sans réponse.

Quelles sont les limites technologiques que vous rencontrez
actuellement dans vos recherches ?

Comme on « s’enfonce » de plus en plus dans les détails du méca-
nisme, ce qui peut étre limitant, c’est la complexité du méca-
nisme. C’est un peu comme quand des cordes sont entremélées : il
y a des nceuds et il faut les défaire. Ca peut étre trés compliqué,
parfois méme quasiment impossible. Peut-étre que parfois, la
technologie ne permet pas encore d’obtenir les résultats qui
nous permettront de descendre dans les détails des mécanismes.
Nous sommes également un facteur limitant, avec notre cerveau :
parce qu’il faut imaginer, il faut essayer de bien réfléchir, prendre
en compte le mieux possible les données. Puis, sur la base de ces
données, émettre des hypotheses, les tester, ne pas étre aveuglé
par nos préconceptions. €t donc, le facteur humain peut aussi étre
une limite. Le temps enfin peut étre une limite. On a publié le pre-
mier article en 2014, il y a déja plus de 10 ans. Ce sont les limites
auxquelles je pense aujourd’hui.

Qu’est-ce qui vous a fait choisir ce sujet d’étude par rapport a
d’autres ?

C’est une bonne question dont la réponse est a la fois facile et
difficile. Je vous répondrai que c’est I’intuition et la chance.
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Pourquoi la chance ? Quand je suis rentré en Belgique apres avoir
fait un post-doctorat centré sur I’étude des ponts disulfures,
j’ai lancé mon labo sur cette thématique, et ce sont les premiers
articles que I’on a publiés. Pendant ce post-doc, j’ai rencontré
une chercheuse américaine avec qui j’ai gardé contact. Je lui
avais recommandé un laboratoire ou travailler pendant un séjour
qu’elle devait faire a I'université de Princeton et la-bas, elle a
travaillé sur ResF. A la fin de son séjour, elle m’a recontacté pour
me proposer de reprendre son projet parce qu’elle avait découvert
que ResF possédait des ponts disulfure. €lle m’a expliqué que ce
sujet n’intéressait pas son directeur de labo et qu’elle n’allait pas
publier dessus. J’ai accepté, elle m’a transmis quelques résultats
préliminaires et j’ai confié le projet a une technicienne de mon
laboratoire. De fil en aiguille, on a déterminé la structure et publié
un article en 2011. Au méme moment, un nouveau post-doctorant
est arrivé au laboratoire, Seung Hyun Cho, qui allait devenir le
premier auteur de I’article dans Cell. Il a vu qu’on travaillait sur
la formation des ponts disulfures de ResF et il est venu me voir en
me disant : « Cette protéine a I’air vraiment intéressante, elle res-
semble a un senseur de stress dans I’enveloppe et on ne sait pas
comment elle fonctionne. Est-ce que tu serais d’accord pour que
je commence a m’y intéresser ? » Je lui ai répondu: « Oui, c’est
génial, c’est une super question. » De la est venue I'intuition.
On a commencé a travailler sur cette question et assez vite, on a
trouvé une interaction avec le systeme BAM. Deux ans apres sor-
tait I’article dans Cell et maintenant, on travaille toujours dessus.

Avez-vous déja travaillé sur des sujets plus appliqués sur le sys-
teme Res ?

Nous travaillons sur des sujets plus appliqués au laboratoire, en
lien avec I’enveloppe bactérienne. Nous avons mis au point des
souches permettant de cribler de nouveaux antibiotiques en nous
intéressant au systéme Rcs. C’est donc une application concrete.
D’autre part, nous nous sommes aussi intéressés a la production
de protéines recombinantes et de plasmides en lien avec le stress
et I'intégrité de I’enveloppe, mais pas spécifiquement avec le
systeme Rcs.

Est-ce que votre équipe collabore avec des laboratoires qui déve-
loppent des antibiotiques ?

Oui, nous faisons partie d’un réseau financé par la Commission
européenne qui s’appelle « Breakthrough ». Ensemble, nous
essayons de trouver des moyens de perturber I'intégrité de
I’enveloppe bactérienne en utilisant par exemple de nouveaux
antibiotiques. A c6té de ¢a, nous sommes en contact avec plu-
sieurs firmes pharmaceutiques actives dans ce domaine. Il y a
enfin un cours « ICARe » organisé a Annecy tous les ans. C’est 'un

des meilleurs cours au monde pour la recherche de nouveaux anti-
biotiques. J’ai la chance de pouvoir y intervenir chaque année et
ca me permet de rencontrer de nombreux acteurs de ce domaine.

Est-ce que vous utilisez I’intelligence artificielle dans vos expé-
riences et dans la vie au laboratoire ?

Un peu comme tout le monde. S’en priver, ce serait se tirer
une balle dans le pied. Maintenant évidemment, c’est nous qui
sommes responsables. Donc on ne peut pas tout déléguer a
ChatGPT ou Perplexity. C’est notre créativité, c’est notre respon-
sabilité scientifique, notre esprit critique. J’ai fait I’exercice par
exemple avec un projet du laboratoire : un géne et une protéine
associée sur laquelle nous travaillons depuis des années. Nous
avions une liste de résultats, une table de phénotypes et une idée
de la fonction de cette protéine. Mais cette idée avait germé aprés
des mois de réflexion. J’ai introduit la liste des phénotypes dans
une |A et je lui ai demandé « Qu’en penses-tu ? Quelle va étre
la fonction potentielle de cette protéine ? » Elle nous a proposé
deux ou trois fonctions, dont celle que I’on suspectait et qui est la
vraie fonction. Désormais, nous avons pu obtenir la preuve de ¢a,
vous voyez ? A I’avenir, si je me retrouve confronté & un probléme
similaire avec une succession de phénotypes d’observation, j’irai
beaucoup plus rapidement demander I’avis d’une IA. Ce serait un
peu stupide de ne pas le faire si "outil est disponible. Apres, c’est
chacun, chacune, qui reste responsable de sa recherche et on ne
peut pas déléguer notre responsabilité a I'intelligence artificielle.

Est-ce que vous pouvez parler de WELRI et quels sont ses objec-
tifs ?

Le WEL Research Institute (WELRI), fondé vers 2010-2011 coté
francophone de la Belgique, a sauvé mon laboratoire. Il est inspiré
du VIB (Vlaams Instituut voor Biotechnologie) flamand, un ins-
titut d’excellence soutenant la recherche fondamentale tout en
valorisant les brevets et startups. Le WELRI soutient la recherche
fondamentale de pointe et sa valorisation. Cela fait 15 ans que
cet organisme me soutient avec des financements importants, me
permettant de garder des chercheurs expérimentés. C’est un rdle
stimulant : tous les 3 mois, je rencontre la directrice pour discuter
de nos découvertes et des possibilités de valorisation. Grace au
WELRI, nous avons été mis en contact avec la société japonaise
Kaneka (propriétaire d’€urogentec en Belgique). En 2020, ils ont
ouvert un laboratoire de recherche appliquée conjoint avec mon
laboratoire et 'université de Louvain. Depuis 6 ans, nous travail-
lons ensemble a I"optimisation des bactéries pour la production
de protéines recombinantes, d’anticorps et de plasmides. Cette
collaboration, qui évoluera au printemps, a été tres enrichissante
pour mon laboratoire.
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