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Partie 1

Mécanismes de régulation



Différentes possibilités d’adapter I'activité métabolique d’une cellule
a son environnement

ADN —— ARNmM — Protéine
Transcription Traduction [
initiation et Modifications
atténuation post-traductionelles,
repliement,
assemblage,
dégradation

Procaryotes: régulation surtout au niveau de la transcription

Eucaryotes: plusieurs voies différentes



Transcription et traduction d” un géne chez les procaryotes

Ribosome

Protein

DNA

Start Stop

RNA Polymerase

E. coli.  procaryote, organisme unicellulaire, un chromosome de 4.5 Mb,
~2000 genes, transcription active de ~100 genes dans des
conditions ordinaires



Partie 2

Introduction a 'opéron lactose



Le glucose, un nutriment essentiel de la cellule

Glucose = CH,OH

source principale d’énergie de la cellule -> production d’ATP

La glycolyse est un processus complexe, avec deux voies différentes selon
la présence ou pas d’oxygene



Comment mesurer la croissance du nombre de bactéries?

Lamp

Photocell
Tube of or detector

bacterial
suspension

OD
(optical
density)

nb. bactéries
par unité de
volume



Croissance exponentielle d’'une population bactérienne

| Bactera ;

Log. OD

Temps \
\

Taux de croissance : inverse du temps pour doubler la population

[ E. Coli : taux maximal = 1/(20 minutes) ]



Taux de croissance de E. Coli en fonction de la concentration de glucose
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Shehata, Marr, J Bacteriol. 1971, 107: 210-216.



Le lactose, un autre sucre

CHz0OH

Lactose =

/// //
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galactose glucose

(naturellement présent dans le lait des mammiferes, 20 a 80 g/litre)
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Le phénomene de diauxie

sugars present O - lactose
C@ C8 8 08 C® ]
o8¢ Se & =glucose
glucose
growth used up T
lactose
used up

time

E.Coli cultivé sur milieu contenant deux sucres : le glucose et le lactose

> utilise en priorité le glucose car il est métabolisé par des enzymes constitutives;

» quand le glucose est épuisé, la bactérie synthétise des enzymes inductibles pour
dégrader le lactose

Comment la cellule bascule-t-elle d’'un mode de fonctionnement a un autre?



L’opéron lactose
(Jacob-Monod, Prix Nobel 1965 ) [ E=  Regions coding for proteins
] Regulatoryregions

. @  Diffusable regulatory proteins
[ polymerase \

I]..acl . -LacZ ‘LacY‘LacA‘

P = Site(s) promoteur(s)
”\J}%
+ mRNA
nbosomes Site opérateur

l

nbos omes
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lacZ = gene de la beta-galactosidase (catalyse I'hydrolyse du lactose)
lacY = géne de la perméase (protéine transmembranaire facilitant I'entrée de lactose dans la cellule)
lacA = géne de la trans-acétylase (pas importante ici)
lacL = géne du répresseur

http://www.uic.edu



En I’absence de lactose

Regions coding for proteins
Regulatory regions

RNA @ Diffusable regulatory proteins
polymerase _
binds but
cannot raove to transcribe
= [t 1] /‘@ucy|ucA\

r\mR& No mRNA and no protein
+

nbosomes

l

Le répresseur est produit en permanence par LacL
|| s’attache a I'opérateur, empéche la polymérase de s’accrocher
et bloque la synthese de LacL, Lac, ...



En presence de lactose B Regions codieg for protebes

[] Regulatoryregions

. @  Diffusable regulatory proteins
[ polymerase \

- LacZ ‘LacY |LacA \
W blocked

conformational nbosomes

QW @@%

A lactose

Le lactose se lire au répresseur, ce qui ’'empéche de se lier au site opérateur

La polymérase est libre de synthétiser les beta-galactosidases et les perméases :
Plus de lactose entre dans la cellule, ce qui augmente la suppression de la répression
(boucle de rétroaction positive)



Le film ...




Deux remarques importantes :

« Deux états possibles pour chaque bactérie
(conséquence de la rétroaction positive)

« Etat transmissible aux descendants!

: .M&& :i:’ﬁg&




Partie 3

Opéron lactose:
modélisation d’'un réseau de réegulation



Modéliser la dynamique du réseau de régulation
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Vilar, Guet, Leibler, J. Cell Biol. 161, 471 (2003)



B-galactosidase content
(fraction of maximun activity)
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Criteres pour un bon fonctionnement de la régulation
de la transcription

Regi coding for proteins
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Partie 4

Interactions entre protéine et ADN



Interactions spécifiques et changements de conformation

Interaction spécifique protéine/ protéine
Transition allostérique, coopérativité importante
(ex : ATP + moteur moléculaire)

Interaction spécifique protéine/ADN

Cas du Lac Répresseur : Création d’une boucle dans I’ADN !

lacI A lacZ lacY lacA
I — (—

low [Lac] . . . y
- En fait, plusieurs sites opérateurs

m dans I'opéron lactose ...

lacI f P O lacZ lacY lacA
L e e —— e

RNApol http://cubocube.com/

high [Lac]
(
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Structure d’ un monomére de répresseur Lac

Headpiece

Inducer-binding
pocket

C subdomain

Cco,

Tetramerization helix

Bell and Lewis, Nat. Struct. Biol. 7, 209 (2000)

Structure of the Lac repressor bound to
operator DNA (PDB code 1LBG) [3]. (a) A
monomer is taken from the tetramer to show
the individual structural units of the repressor.
The inducer-binding pocket is located at the
junction of the N and C subdomains, which
form the repressor core. In the absence of
DNA, the hinge helix is unfolded and the
headpiece moves freely with respect to the
core. (b) The V-shaped tetrameric repressor
bound to two 21 base pair perfectly
symmetric ‘ideal’ operator DNA duplexes. The
hinge helices bind to the minor groove of the
operator, bending it by 40° away from the
repressor. Deletion of the C-terminal helix
results in dimers that retain normal
ligand-binding properties.




Tétramere de répresseur Lac fixé sur deux opérateurs

MW= 155 kDa
~10 nm

ADN ADN

Répresseur



Formation de boucle, observée a Repressor
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L. Finzi, C. Bustamante, Science 267, 378 (2004)




Caractéristiques thermodynamiques

ka
R+ ADN \——\k R|ADN K, =kgk=10"M

Ordres de grandeurs
Volume d’ une cellule de E.Coli: ~ 1 um3 ~ 10715 litre
Un répresseur et un opérateur dans la bactérie: cg= cppy = 10° M (M = mol/litre)

Probabilité d’ occupation de I" opérateur:
[RIADN)/ [ADN] = [R] / K, = 101010 = 10 -> P= [RIADN}/ ([RIADN] + [ADN]) =10/11 = 90%

AG =In10"19=-23 kKT
Mesure de K., par electrophorese

Déposer un mélange d’ ADN et de répresseurs sur gel et faire migrer rapidement.
L’état d’ équilibre est conservé, les mailles du gel empéchent la dissociation des complexes.



speed)

~

Position on gel (

Heavy objects
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10,000 Da
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Light objects

Electrophorese sur gel de polyacrylamide




Cout(s) d’'une boucle d’ADN

- Cout énergetique : énergie élastique éleve si la boucle est de longueur <L,

» Codt entropique : perte en entropie si la boucle est longue par rapport a L,



Cout(s) d’'une boucle d’ADN

* Théorie gaussienne (valide pour L> 1)) : -

(R*)~ L 5 :p(R|L)~Cxexp(-3R2/(2sz))

lp
1
Densité de probabilité de R =0 : C~ 372
(L))
v
Probabilité d'une boucle: V xC ~
3/2
(L))

avec V =volume région de contact ~1 nm3~1.6 mol/l=1.6 M



Cout(s) d’'une boucle d’ADN

* Théorie éelastique (valide pour L =<1, :

L 5 1 [
E(l)=] x—=4xg"L2=3952L
(L=, R’ L L

\avecL=2ﬂR

Mais la forme optimale (minimisant I’énergie élastique) n’est pas un cercle !

l
E(L)~14.062
L

(cas L=0.7 1))



Et les fluctuations?

Courbe optimale (température nulle)

Fluctuations de la molécule (température finie)

Calcul compliqué, non exact, fait par Shimada et Yamakawa en 1984 :

2
-14.06! /L 0.246 L/
Probabilité d’'une boucle : VX € " x112.04 L e P

| Ey

Cout énergétique Fluctuations



Probabilité par unité de volume (V)

Résultats

Allemand & Cocco, 2006
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Interactions non-spécifiques entre represseur et ADN

Keg =10 M
Six ordres de grandeur plus faible que I’ interaction spécifique

AG =AH-TAS=In104=-9.2 kT

Cette interaction est d’ origine électrostatique et a un caractére dominant
entropique.

La fixation de la protéine chasse des contre-ions.

MAIS POURQUOI CETTE INTERACTION NON-SPECIFIQUE ?



Partie 5

La course vers |’ opérateur



Cinétique
ka
R + ADN \_?\ R‘ADN Keq=Ks/ke=10"" M

Mesure de k pour l'interaction spécifique :

accrochage
Mélanger répresseur et ADN-opérateur-32P a t=0.

Prélever plusieurs échantillons a différents temps t.

Adsorption du complexe par le répresseur sur filtre de nitrocellulose.
Mesurer la radioactivité.

k=100 Mt > ky=Ky k=15

Comment le répresseur peut il trouver rapidement I’ opérateur ?
(temps typique: quelques secondes)



Rechercher I opérateur par diffusion 3D

400 i  far i e | I | S B B | I I L L ‘ | L | B | [ | ol i
200 — — Une marche aléatoire 3D de 10° pas.
B : Longueur de pas=1.
Ui ~ | Projection sur un plan.
# | Taille totale moyenne ~1000 pas.
—200 — —
§ | Beaucoup de trous.
—400 f~— -
_6“0 | I T | l L1 |1 I L1l l I N — l | S £l |

—600 —400 —200 0 200 400
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Opérateur

Approche théorique pour trouver une borne sur le taux d’accrochage k,

Equation de diffusion 3D en régime stationnaire
Site opérateur fixe au centre d’une sphere

Répresseur = sphéere de rayon b (~ ggs nm), pas d’interaction non-spécifique avec ’ADN
(un seul site d’accrochage)



-

e S Limite de Debye-Smoluchowsky

/4 \

/ \
ll \\
[ ‘ [ Concentration en répresseurs libres c(r)
A ]

1 ]

\ / dc

\ /

— =DAc

ot

Régime stationnaire (flux | de répresseurs adsorbés, on considere que 'opérateur ne
relache pas les répresseurs)

a—c=0=>AC=O=>C(I’)=COX 1—é

ot r

ou ¢, = concentration de répresseurs a l'infini.

NB : équation de Laplace : solution stationnaire = Potentiel de Coulomb!

M':L(—a 1+ — y > -(‘:I,,+ > y ——L(sind j )
I or- 2sinc e 0@ r?sicé oo le,



Le flux diffusif | vaut

\ { Limite de Debye-Smoluchowsky

I =4xb’ xD%(b) =4xbD x c,
’/‘ —

Donc le taux d’accrochage est : K,=47xDb=2/3kT/m=10°M's"
KT/(6rmb) = 40 ym?/s
Représente une limite supérieure - le mécanisme de diffusion 3D est trop lent

( car temps d’alignement répresseur-ADN négligé,
D plus faible dans le cytoplasme que dans l'eau, ...)



Interaction non-spécifique entre répresseur et ADN

Keq =104 M

Six ordres de grandeurs plus faible que I’ interaction spécifique

Néanmoins important car le nombre de sites est tres grand:
Np,= 4.5 10° pour le chromosome de E.Col.

-~ Probabilité pour un répresseur de se trouver sur I’ ADN = 99%
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Recherche par diffusion 1D o,
nonspecific *™.

binding /
%_

sliding length /

La constante de diffusion 1D est ~100 plus petite que la constante de diffusion 3D.

Probléme majeure: | « 172
- Le temps nécessaire augmente vite avec la longueur de I’ ADN: t o< |s|'2

Pour I,=10 ym (33kb) et D,,=0.5 ym?/s > t=1,2/D,p =200 s

E.Coli :100 répresseurs bien distribués mettraient ~200 s pour bloquer la transcription

\ \

Trop long

valeur typique



Diffusion of proteins on DNA:

A
flow ] ]_/lcn:ﬁ_\
|1 cell H syringe pump
solution 4 l v
DPSE laser I
532 nm CW /
\_ I
B . F
"a:'-a- :’j‘
1‘:’

/

.:_ i

| |

' i

' i
L el : flow cell
C e . )
flow i phage DNA (48,502 base pairs)
—_ end-madified with biotin
=
e
cover slip

/ microscope objective \

Blainey et al, Proc. Natl. Acad. Sci. 103, 5752 (2006)

single molecule fluorescence

DNA molecule stained with intercalating dye

single hOgg1 protein molecules bound to DNA
modl = e

hOgg1 = protéine impliquée dans I'excision
de bases endommageées (réparation de ’ADN)



Trajectories of two hOgg1 proteins Mean-square displacements

A = pH6.6
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A conserved histidine at position 270

causes the pH dependence.



Recherche par une combinaison de diffusion 3D et 1D

Berg, Winter et van Hippel (BWH), Biochemistry 20, 6929 (1981)




o
L .

Théorie de BWH s e
nonspecific **%, 5, K,
e . bindi I "
Diffusion mixte 1D et 3D inding ., dissociation
%

sliding length

Une marche aléatoire 1D:
Durée typique : ky ,s' = 100 ms (valeur mesurée)
Longueur d” ADN explorée : Iy= (Dyp / Ky ,6)'"2 =200 nm =4 || (D;p=0.5 pm?2/s)

Aprés untemps T >>k; o7 :
Ily a de I’ ordre de kg ., T marches aléatoires 1D
Longueur d” ADN explorée : L(T) = T (D;p Ky s) "2 linéaire dans le temps !

Temps de recherche
T(L) =L/ (Dyp kg ns) 2, pour L=10 pym (33kb) ontrouve T=5s
(alors que la diffusion 1D pure donne T = 200 s)

Cette stratégie est utilisé par de nombreuses protéines
pour localiser un site spécifique dans I’ ADN ou I ARN

« moteur de recherche pour la base de données génomique »



6 BILAN

Récapitulation de différents sujets enseignés dans notre cours et
application a un systéme biologique avec plusieurs éléments en
interaction dynamique a I’ échelle moléculaire et cellulaire.

L’ opéron Lac dans E.coli, un réseau de régulation modéle qui représente
la complexité, quelques concepts importants et les ordres de grandeurs.

Régulation de la transcription.
Modélisation d’ un réseau de régulation.
Interaction ADN protéine.

Interaction électrostatique et entropie.

Structure et spécificité. Importance de I'élasticité (boucle de régulation)

Couplage entre diffusion et la cinétique des réactions intermoléculaires.
Mécanisme de Berg, Winter et van Hippel pour la recherche d’ un site.



