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RésuméCette thèse s'intéresse à plusieurs aspe
ts 
on
ernant la régulation génétiquesur les plans théorique et expérimental. Un premier travail théorique qui s'ins
ritdans le 
adre de la modélisation des systèmes biologiques se propose de trouver desréseaux de régulation simples qui puissent répondre de manière optimale lorsqu'ilssont soumis à une stimulation périodique. Le réseau appelé �In
oherent Feed ForwardLoop� s'est avéré présenter la propriété intéressante de laisser passer des trainsde pulses au pro�l temporel parti
ulier. Des extensions de 
e motif (�Diamond�,�Double Diamond�. . .) ont été suggérées pouvant également présenter des propriétésintéressantes pour traiter des signaux plus 
omplexes.Un travail de revue et d'observations 
on
ernant les bou
les d'ADN est ensuiteprésenté. Après avoir observé des points 
ommuns dans les systèmes de bou
led'ADN déjà 
onnus, nous avons interrogé les bases de données pour savoir quellesétaient les régions de régulation présentant les mêmes 
ara
téristiques. Nous pro-posons une liste de plusieurs opérons qui mériteraient une démar
he expérimentalepour la mise en éviden
e d'une bou
le d'ADN. Un travail expérimental de biologiemolé
ulaire est ensuite présenté. Il s'est attaqué à tester une hypothèse présentedans plusieurs travaux de bioinformatique ou de physique statistique. La questiontestée est la suivante : est-
e que des fa
teurs de trans
ription pourraient se lierà des sites de liaison appartenant non pas à la même région de régulation d'ungène (
omme dans le 
as de l'opéron la
) mais à des sites de liaison appartenant àdes gènes di�érents ? Nous avons testé 
ette hypothèse sur le système de régulationd'entrée en virulen
e de la ba
térie Erwinia 
hrysanthemi. Les expérien
es repro-duites et réalisées dans plusieurs 
onditions physiologiques di�érentes ont aboutià la 
on
lusion que les régions de régulation supprimées ne semblent pas agir surd'autres gènes par le mé
anisme de bou
le d'ADN. Le dernier 
hapitre propose uneméthode expérimentale pour re
her
her de telles intera
tions de façon large dans ungénome de ba
térie. La méthode est basée sur des te
hniques de biologie molé
ulaire
ouramment utilisées 
omme la mutagénèse aléatoire ou l'α-
omplémentation. Elleutilise le système enhan
er du promoteur de glnA d'Es
heri
hia 
oli et vise à trou-ver des intera
tions 3D signi�
atives entre segments d'ADN au sein d'un génome depro
aryote.MOTS-CLÉS : Réseaux génétiques - Modélisation- Stimulations périodiques -Bou
le d'ADN - Organisation spatiale des génomes - Méthode expérimentale
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Abstra
tThis thesis deals with several aspe
ts 
on
erning geneti
 regulation on theore-ti
al and experimental points of view. A �rst work in the �eld of modelisation ofbiologi
al systems, proposes to �nd simple regulatory networks whi
h have the abi-lity to optimise their response when they are submitted to a periodi
 stimulation.The network 
alled �In
oherent Feed Forward Loop� appeared to have the interes-ting property to let pass trains of pulses whi
h have a parti
ular temporal pattern.Some extensions of this motif (�Diamond�, �Double Diamond�. . .) are proposed toalso have interesting properties to pro
ess more 
omplex time-dependent signals.Next, a work of review and observation 
on
erning DNA looping is presented.After pointing out some 
ommon points in systems of DNA looping already known,we have examined the data bases to see if other regulatory regions have the same
hara
teristi
s. We propose a list of several genes whi
h might be good 
andidatesto be regulated thanks to a DNA looping me
hanism. An experimental work of mo-le
ular biology is then presented. It ta
kles a hypothesis found in several works frombioinformati
s and statisti
al physi
s. The question is the following : 
an trans
rip-tion fa
tors bind to binding sites belonging not to a unique regulatory region ofone gene (like in the la
 operon) but to binding sites belonging to di�erent genes ?We tested this hypothesis on the Pel regulatory system whi
h rules the entry intovirulen
e of the enteroba
teria Erwinia 
hrysanthemi. Experiments reprodu
ed and
arried out in various physiologi
al 
onditions lead to the 
on
lusion that the deletedregulatory regions do not seem to a
t on other genes by a DNA looping me
hanism.The last 
hapter proposes an experimental method to sear
h for su
h intera
tions ina broader way inside a ba
terial genome. The method is based on mole
ular biologyte
hniques 
ommonly used, like the random mutagenesis or α-
omplementation. Ituses the enhan
er system of the promoter of glnA of Es
heri
hia 
oli and aims at�nding signi�
ant 3D intera
tions between DNA segments in a prokaryote genome.KEY-WORDS : Geneti
 networks - Modelisation- Periodi
 stimulations - DNAlooping - Spatial organisation of genomes - Experimental method
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Chapitre 1Introdu
tion généraleNous donnons dans 
e 
hapitre une introdu
tion générale sur les pro
essus derégulation génétique. Nous 
ommençons par insister sur le fait que toute l'informa-tion d'un organisme n'est pas seulement ou formellement 
ontenue dans la séquen
ede son génome mais également dans de nombreux pro
essus �autour� d'elle. Parexemple, la dynamique des réseaux génétiques peut être très ri
he en 
omporte-ments et propriétés qui ont un impa
t sur l'expression de l'information génétique.Nous essayons de mettre en relief des exemples de travaux qui, inspirés par des
on
epts issus de la physique théorique, ont donné des perspe
tives nouvelles ou desappli
ations expérimentales dans l'étude de 
ertains pro
essus biologiques.1 L'information issue de la séquen
eLes séquen
es du génome d'un 
himpanzé et de 
elui d'un être humain sontidentiques à environ 95 % [155℄. Ce 
hi�re frappant indique que toute l'informationqui dé�nit un organisme vivant n'est pas seulement ou dire
tement 
ontenue dans laséquen
e de son génome. Le nombre de gènes n'est pas non plus un indi
ateur dire
tde la 
omplexité d'un organisme [31℄ : les génomes de nombreux végétaux possèdentplus de gènes que 
elui de l'homme, 
omme dans le 
as du peuplier qui en possèdepresque deux fois plus [168℄ (
e
i peut toutefois s'expliquer par la redondan
e del'information 
ar 
ertaines parties ou parfois l'intégralité de génomes de végétaux sesont dupliquées). Il semble di�
ille d'établir une relation simple entre la quantitéd'information 
ontenue dans l'en
haînement des paires de bases et la 
omplexitéde 
ertains pro
essus biologiques ou phénotypes qui en résultent. Les SNP (pour�Single Nu
leotide Polymorphisms�) sont également un élément qui montre 
ombienl'information 
ontenue dans la séquen
e des nu
léotides n'est pas une mesure dire
tede la 
omplexité d'un phénotype. En e�et, il su�t d'un 
hangement d'une seule pairede base au sein d'un gène ou d'une région intergénique pour expliquer de très grandesdi�éren
es dans les phénotypes au sein d'une même espè
e, 
omme l'apparition demaladies.Il y a don
 
omme de l'information manquante qu'il faut 
her
her dans tous lespro
essus qui existent �autour� de la séquen
e, et qui sont 
hargés d'utiliser et d'exprimer l'information génétique [85℄. Nous pouvons supposer que plus l'organismeest 
omplexe, plus l'information 
ontenue dans les pro
essus autour de la séquen
eest importante. Les très grandes di�éren
es qui existent entre les pro
aryotes et5



CHAPITRE 1. INTRODUCTION GÉNÉRALEles eu
aryotes pourraient en partie provenir du fait que 
es derniers font intervenirdes pro
essus beau
oup plus ri
hes et 
omplexes pour traiter l'information de la sé-quen
e que les organismes pro
aryotes. Un axe de re
her
he, nommé l'épigénétiqueregroupe tous les 
hangements héréditaires dans la fon
tion des gènes, ayant lieusans altération de la séquen
e des nu
léotides de l'ADN. Chez 
ertains organismes,il y a par exemple les modi�
ations sur les protéines qui enroulent l'ADN qui ont unimpa
t sur l'expression génétique : la méthylation des histones (protéines asso
iées àl'ADN génomique eu
aryote) au niveau des résidus de lysines entraîne une fermeturede la 
hromatine. Au 
ontraire, l'a
étylation des lysines entraîne une ouverture dela 
hromatine permettant ainsi une trans
ription plus forte. D'autres modi�
ations
himiques sur l'ADN peuvent in�uer sur l'expression génétique : par exemple, uneforte méthylation de 
ytosine en 5-methyl
ytosine dans les dimères C-G de l'ADNdiminue l'expression d'un gène. Ces quelques pro
essus n'expliquent 
ependant pasà eux seuls la grande 
omplexité qui peut apparaître dans 
ertains pro
essus biolo-giques.Il apparaît don
 que la façon ave
 laquelle est exprimée l'information 
ontenuedans la séquen
e est 
ru
iale. D'autres mé
anismes porteurs d'information sont don
à 
her
her dans la façon dont l'information est traitée notamment au niveau de la ré-gulation trans
riptionnelle et des intera
tions entre gènes et protéines. Nous présen-tons dans les se
tions suivantes un domaine de re
her
he qui permettrait d'apporterde la lumière sur 
es questions en re
her
hant 
omment les gènes et les protéinesinteragissent au sein de réseaux de régulation. La dynamique de 
es réseaux d'in-tera
tion peut en e�et être très ri
he et 
onstituer des éléments importants pour lemonde vivant.2 L'organisation du vivant en réseaux de régulationDepuis une dizaine d'années, un nouveau 
hamp de re
her
he semble émerger,qui est souvent appelé Biologie Systémique. Ce domaine de re
her
he tente à l'aided'outils issus notamment de la physique théorique (physique non linéaire, physiquestatistique), des mathématiques (appro
he logique, théorie des jeux, pro
essus deMarkov) ou de l'informatique (algorithmes génétiques) de mieux 
omprendre 
er-tains pro
essus du monde vivant notamment 
eux impliqués dans les réseaux derégulation. Il est 
onnu depuis les travaux de Ja
ob et Monod, que des protéinespeuvent réguler l'expression d'autres gènes au niveau de la trans
ription. Il est ap-paru que très souvent, plusieurs gènes et protéines sont impliqués dans des intera
-tions inter
onne
tées que l'on peut représenter sous forme de réseaux. Chaque n÷ud
orrespond par exemple à un gène ou à une protéine et 
haque bran
he 
orrespondà une intera
tion : a
tivation trans
riptionnelle, ina
tivation d'une protéine par uneautre, et
 (voir Figures 1.2 ou 1.4 plus bas qui donnent des exemples de repré-sentation de réseaux génétiques). Les outils mathématiques utilisés dans 
ertainesbran
hes de la physique théorique 
omme la théorie des systèmes dynamiques sesont révélés tout à fait appropriés pour étudier le 
omportement de plusieurs gèneset de leurs protéines impliqués dans un réseau de régulation. La 
on
entration d'uneprotéine est dé
rite 
omme une variable dynamique dépendante du temps, 
haqueintera
tion pouvant être formulée à l'aide de fon
tions mathématiques. Les proprié-tés du système obtenu peuvent alors s'étudier à l'aide d'outils analytiques et de la6



CHAPITRE 1. INTRODUCTION GÉNÉRALErésolution numérique. Nous fournissons plus de détails sur 
ette appro
he dans lesse
tions suivantes.3 Con
epts importants 
on
ernant les réseaux derégulation biologiqueDe nombreux travaux théoriques et de modélisation se sont proposés de mieux
omprendre les réseaux de régulation biologiques et de fournir des prin
ipes généraux
on
ernant leur stru
ture. Nous réunissons dans 
ette se
tion des 
on
epts qui ontété établis 
es dernières années et qui nous semblent importants.3.1 Conditions sur la topologie des réseaux de régulationLes premiers travaux sur les réseaux génétiques se sont intéressés aux liens entrela stru
ture du réseau et sa dynamique. En e�et, pour qu'un réseau de régulationadopte une dynamique bien parti
ulière (par exemple des os
illations temporellesdans la 
on
entration des protéines), il faut des 
onditions pré
ises sur la topologiedu réseau 
'est-à-dire sur l'agen
ement des intera
tions entre les gènes et protéines.Parmi 
es études, deux types de dynamique ont parti
ulièrement été étudiées : lapremière 
orrespondant à la propriété de bistabilité et la se
onde 
orrespondant àl'apparition d'os
illations.Pour qu'un réseau présente la propriété de bistabilité 
'est-à-dire pour que lesystème puisse se 
omporter 
omme un interrupteur (sa réponse est de type �toutou rien� suivant la valeur d'un stimulus), une 
ondition né
essaire sur la topologie duréseau est qu'il doit 
ontenir dans son graphe d'intera
tions au moins une bou
le derétroa
tion positive. Par exemple, une protéine A a
tive une protéine B qui a
tive Aen retour. Il faut également des non-linéarités fortes dans les régulations qui entrenten jeu. Il est intéressant de 
onstater que 
e prin
ipe était intuitivement appréhendépar les biologistes (qui parlaient plut�t de réa
tions auto
atalytiques [118℄), a été
onje
turé au début des années 80 par le théori
ien René Thomas [166℄, puis a reçuune preuve mathématique en 2003 [161℄.Beau
oup de travaux ont étudié les 
onditions né
essaires pour avoir des os-
illations dans la 
on
entration des protéines mises en jeu [119℄. I
i, la 
onditionné
essaire mais non su�sante est d'avoir une bou
le de rétroa
tion négative dans legraphe d'intera
tion du réseau [166℄. Il n'y a pas de 
ritère su�sant 
on
ernant latopologie du réseau mais de fortes non-linéarités [53℄ dans les régulations donnentplus de 
han
es pour que le réseau ait des os
illations. Un terme de délai [90, 100℄permet également d'obtenir plus fa
ilement des os
illations auto-entretenues. Parexemple, si l'on tient 
ompte de la durée né
essaire pour la synthèse d'une protéineet de son transport jusqu'à l'ADN et que 
e terme est introduit dans les équations,il peut générer dans plusieurs modèles de régulation l'instabilité qui 
onduit auxos
illations.Nous détaillons dans la se
tion 4 des exemples pour illustrer et expli
iter 
esdeux prin
ipes généraux. 7



CHAPITRE 1. INTRODUCTION GÉNÉRALE3.2 Bruit dans les réseaux génétiquesLes réseaux génétiques font souvent intervenir un petit nombre de molé
ulesinteragissantes. En e�et, une ba
térie synthétise un nombre restreint de fa
teursde trans
ription (par exemple de l'ordre de la dizaine de tétramères dans le 
asdu répresseur La
I de l'opéron la
) 
ar leur synthèse présente un 
oût énergétiqueimportant. Ces petits nombres de molé
ules entraînent une 
omposante aléatoiredans les pro
essus de régulation qui peut avoir des 
onséquen
es sur l'expressiondes gènes ou même sur la survie d'une ba
térie. De nombreux travaux se sont don
proposés de 
omprendre 
omment la nature pouvait atténuer 
es �u
tuations a�nde rendre les pro
essus de régulations plus sûrs. Nous pouvons donner l'exemple del'auto-régulation négative qui permet une meilleure stabilité et résistan
e au bruit.Ce 
on
ept proposé théoriquement par MA Savageau en 1974 [149℄ a été montréde façon expérimentale par le travail de Be
skei et Serrano en 2000 [16℄. Nous leprésentons 
omme exemple illustratif dans la se
tion suivante. De façon analogue,Leibler et Barkai ont montré que pour avoir des os
illations robustes au bruit, unréseau 
onstruit ave
 une bou
le rétro-négative et une bou
le rétro-positive générantune situation d'hysteresis permettait la génération d'os
illations dont la périodeet l'amplitude présentaient une moins grande variabilité par rapport à un réseau
omposé d'une seule bou
le négative [15℄. De façon intéressante, nous pouvons don
retenir que la topologie d'un réseau peut avoir des 
onséquen
es sur d'autres aspe
tsque sur sa dynamique propre, 
omme i
i sur sa résistan
e aux �u
tuations.Une question intéressante est de savoir si 
et aspe
t aléatoire des réa
tions bio-
himiques pourrait être à l'origine de dynamiques parti
ulières. Il est alors importantde se demander dans quels 
as une modélisation déterministe est su�sante et dansquels 
as les e�ets sto
hastiques ne pourront être omis. Cette question a par exempleété traitée par l'équipe de A. Golbeter dans [52℄. Ces auteurs ont montré qu'ils pou-vaient retrouver les mêmes dynamiques ave
 les deux appro
hes, déterministes etsto
hastiques, pour un nombre assez restreint de molé
ules : ils observent qu'il ya en
ore 
on
ordan
e quand les ARN sont de l'ordre de plusieurs dizaines et lesprotéines de l'ordre de plusieurs 
entaines d'unités. Cependant, on peut remarquerque le bruit peut parfois 
hanger la dynamique d'un système dans 
ertains 
as, no-tamment lorsque le système se trouve près d'une bifur
ation. Par exemple, Vilar etal. ont montré dans [172℄ que pour un même jeu d'équations et de paramètres, lamodélisation purement déterministe présentait un état stable alors que la modéli-sation sto
hastique montrait le sytème os
illant. Ce
i pouvait s'expliquer par le faitque le système était pro
he d'une bifur
ation de Hopf (
'est-à-dire à l'endroit oùen 
hangeant la valeur d'un paramètre, le système passe d'une dynamique stableà une dynamique os
illante1) et que les perturbations issues du bruit entraînaientle système dans un pseudo 
y
le limite. Dans 
e 
as parti
ulier et dans quelquesautres [75, 91℄, le bruit peut don
 être à l'origine d'une dynamique parti
ulière.Par ailleurs, 
e bruit peut aussi être exploité de façon positive par un organismevivant. Il peut en tirer une plus grande variabilité d'expression génétique et don
de nombreux phénotypes di�érents dont l'un d'eux pourra peut-être permettre unemeilleure survie [82℄.1Mathématiquement, une bifur
ation de Hopf 
orrespond au 
hangement d'état lorsque la ma-tri
e ja
obienne du système possède une paire de valeurs propres 
omplexes 
onjuguées imaginaires.8



CHAPITRE 1. INTRODUCTION GÉNÉRALE3.3 Relations topologie-fon
tion biologiquePour réaliser une même dynamique (os
illations, interrupteur. . .), plusieurs ré-seaux aux topologies di�érentes sont en fait possibles. Par exemple, le travail deFrançois et al. montre à l'aide d'algorithmes génétiques2 qu'en tenant 
ompte desintera
tions protéines régulatri
es - gènes mais également des intera
tions entre pro-téines (dimérisation, ina
tivation . . .), plusieurs réseaux aux topologies di�érentessont possibles pour 
onstruire par exemple un os
illateur [41, 42℄.Cependant, si dans des modèles mathématiques la relation topologie-dynamique,et don
 la relation topologie-fon
tion du réseau, est 
laire, il se pourrait que la 
orres-pondan
e ne soit pas aussi dire
te dans le monde vivant. En e�et, si telle topologiede réseau 
onfère telle fon
tion alors la pression de séle
tion devrait imposer que
ertaines topologies de réseaux sont préférentiellement gardées. Or 
ertains travauxtendent à montrer que 
e n'est pas toujours le 
as [107℄. Le travail de Mazurie etal. montre en e�et que les topologies parti
ulières de réseaux ne semblent pas se
onserver entre di�érentes espè
es de levures. La plupart de 
es réseaux de régula-tion sont en fait reliés à une myriade d'autres intera
tions si bien que la notion deréseau simple agissant indépendamment et pour une fon
tion pré
ise n'est peut-êtrequ'une vue simpli�ée de la situation réelle. Toutefois, des appro
hes synthétiquesdans lesquelles de petits réseaux sont 
onstruits sur plasmides ont montré qu'ilspouvaient bien se 
omporter ave
 une fon
tion déterminée (os
illations [38℄ ou inter-rupteur [43℄) prouvant une 
ertaine réalité du 
on
ept de module fon
tionnel asso
iéà un réseau.4 Trois exemples de 
onfrontation modélisation /expérien
esNous donnons dans 
ette se
tion trois exemples signi�
atifs du domaine de labiologie systémique. Nous essayons de mettre en relief la 
onfrontation théorie /expérimentation dans 
ha
un des 
as.4.1 Meilleure stabilité par une bou
le rétronégativeDans un arti
le de 1974 portant sur l'autorégulation, M.A Savageau 
ompare lespro
essus d'autoa
tivation et d'autorépression à des systèmes simplement régulés[149℄. Il prédit que l'autorégulation négative pourrait 
onférer un avantage sur lastabilité de la régulation. Plus pré
isément, une bou
le rétronégative 
onfèrerait unemeilleure stabilité fa
e aux �u
tuations dans l'expression génétique dues au bruitinhérent à 
es réa
tions bio
himiques. Son travail a ensuite inspiré de nombreuses2Un algorithme génétique reprend le prin
ipe de la séle
tion naturelle de Darwin : pour un pro-blème donné, l'algorithme part de plusieurs mé
anismes pouvant être des solutions au problèmepuis de manière aléatoire 
rée des 
hangements (mutations) sur 
eux-
i. Il ne garde que les mé
a-nismes qui se rappro
hent de la solution au problème et éliminent les autres. Puis il re
ommen
e lepro
essus jusqu'à obtenir des mé
anismes qui répondent au problème donné de manière optimale.Dans le travail 
ité, les auteurs partent de réseaux de régulation puis de manière aléatoire ajoutentou suppriment des gènes ou 
hangent des intera
tions. Au fur et à mesure du temps, ils ne gardentque les réseaux qui optimisent un s
ore 
'est-à-dire qui peuvent réaliser une fon
tion donnée audépart. 9



CHAPITRE 1. INTRODUCTION GÉNÉRALEétudes théoriques ou de modélisation. Uri Alon, dans son livre �An Introdu
tion toSystems Biology� [5℄ donne également une démonstration simple sur le fait qu'uneautorégulation négative permet une meilleure robustesse fa
e aux �u
tuations. Unebou
le rétronégative peut également produire une réponse plus rapide qu'une simplerégulation (le temps de réponse qui est le temps pour que le système atteigne lamoitié de son état stationnaire est plus 
ourt dans une bou
le rétronégative quedans une simple régulation). Ce
i avait également été prédit dans le travail de M.ASavageau et a été démontré expérimentalement par l'équipe de Uri Alon [143℄. Nousdétaillons dans 
ette se
tion un modèle de bou
le rétronégative et la 
onfrontationexpérimentale 
on
ernant la stabilité fa
e aux �u
tuations.Théorie et modèleNous reprenons la démonstration théorique de Uri Alon [5℄ qui nous paraît intui-tive et simple pour justi�er la propriété de meilleure robustesse fa
e aux �u
tuationsd'une bou
le rétronégative par rapport à une simple régulation. Ce
i nous permetd'introduire et de présenter le formalisme mathématique que nous utiliserons pourla suite de notre travail (Chapitre 2).Pour une simple régulation d'un gène X, l'équation pour l'évolution temporellede X s'é
rit :
dX

dt
= β − αX (1.1)

β représente le taux de produ
tion de la protéine X et α son taux de dégradation.L'état stationnaire du système 
'est à dire l'état atteint où la 
on
entration ne varieplus en fon
tion du temps est la valeur Xst pour laquelle l'équation 1.1 égale 0, nousavons :
Xst =

β

α
(1.2)Maintenant, 
al
ulons l'état stationnaire pour un système autorégulé négativement.L'équation pour l'évolution temporelle de X s'é
rit :

dX

dt
= f(X) − αX (1.3)

f(X) est une fon
tion qui rend 
ompte de la répression. Il s'agit don
 d'une fon
tiondé
roissante de X. Une bonne approximation pour beau
oup de promoteurs est unefon
tion de Hill dé
roissante :
f(X) =

β

1 + (X/θ)n
(1.4)L'expression de 
es fon
tions peut être justi�ée et retrouvée en partant des loisd'a
tion de masse des di�érentes réa
tions bio
himiques (réa
tion de liaison de laprotéine régulatri
e sur l'ADN, synthèse de la protéine, et
) et en faisant l'hypo-thèse que la liaison sur l'ADN de la protéine régulatri
e est rapide devant les autresréa
tions et peut don
 être 
onsidérée à l'équilibre [112℄. Le paramètre θ est un para-mètre de seuil, il représente la quantité de protéines régulatri
es né
essaire pour quela régulation se fasse de moitié. Le 
oe�
ient de Hill n représente la 
oopérativité10



CHAPITRE 1. INTRODUCTION GÉNÉRALEréelle ou e�e
tive entre les protéines régulatri
es. Par exemple, lorsque la régulationse fait par l'a
tion de dimères, 
e 
oe�
ient aura une valeur de deux3.Pour plus de simpli
ité dans les 
al
uls, il est possible d'utiliser l'approximationlogique qui 
onsiste à rempla
er les fon
tions de Hill par des fon
tions Heaviside
'est à dire H(X) = 1 si X > 0 et H(X) = 0 si X < 0. La régulation génétique estalors vue 
omme un pro
essus de tout ou rien : si le fa
teur de trans
ription dépassela valeur seuil alors le gène est régulé, dans le 
as 
ontraire, le gène n'est pas régulé.Dans 
e 
as, le système non-linéaire n'est pas approximé par un jeu d'équationslinéaires mais par un jeu d'équations linéaires par mor
eaux [55℄. Cette appro
he esten e�et utilisée depuis plusieurs années dans la modélisation des réseaux génétiqueset s'est avérée fru
tueuse [47℄. Nous allons approximer l'équation 1.3 par l'équationsuivante :
dX

dt
= βH(θ − X) − αX (1.5)Ce qui équivaut à :

dX

dt
= β − αX si X < θ (1.6)

dX

dt
= −αX si X > θ (1.7)Nous supposons que θ < β/α. Dans 
e 
as, si X < θ, alors dX

dt
> 0 et X 
roît.Dès que X dépasse la valeur θ, dX

dt
< 0 et sa synthèse est arrêtée, sa 
on
entrationdiminue. Il y a don
 des os
illations transitoires et le système s'immobilise sur lavaleur de θ. Don
, nous avons 
omme état stationnaire pour 
e système :
Xst = θ (1.8)Nous pouvons alors 
omparer les expressions 1.2 et 1.8. L'état stationnaire d'unsystème simplement régulé dépend de β et de α. Un 
hangement sur l'un de 
esdeux paramètres aura un e�et proportionnel sur l'état stationnaire. En revan
he,pour le système auto-régulé négativement, l'état stationnaire ne dépend que de θ.Ce dernier paramètre est lié à la 
onstante de disso
iation des protéines régulatri
essur l'ADN, il varie peu d'une 
ellule à l'autre 
ontrairement aux paramètres β et αqui sont beau
oup plus tou
hés par les �u
tuations. Ainsi, le 
al
ul présenté aboutità la 
on
lusion que l'autorégulation négative permet une meilleure robustesse aux�u
tuations pour l'état stationnaire de la 
on
entration des protéines.ExpérimentationLe travail expérimental de Be
skei et Serrano [16℄ s'est attaqué sur le plan ex-périmental à véri�er la proposition pré
édente. Leur travail a 
onsisté à 
onstruireun système autorégulé négativement et deux autres systèmes faisant intervenir lesmêmes 
ara
téristiques mais où l'autorégulation n'est pas possible. La répression del'autorégulation négative se fait ave
 le répresseur fort TetR. Le taux d'expression3Il est à noter que dans beau
oup de travaux qui se sont proposés de trouver une valeur pourle 
oe�
ient de Hill à partir de données expérimentales en �ttant des 
ourbes de régulation parexemple, 
elui-
i a très souvent une valeur non entière 
omme dans les travaux de [123℄ ou [43℄.11



CHAPITRE 1. INTRODUCTION GÉNÉRALEdes protéines est mesuré pour une 
ellule unique grâ
e à un gène 
odant pour uneGFP fusionné au gène tetR. La première 
onstru
tion 
orrespond au système ave
l'autorégulation négative. Les deux autres systèmes sont des systèmes faisant inter-venir les mêmes ingrédients mais où l'autorégulation négative est impossible 
ar lerépresseur a subi une mutation et ne peut plus se lier sur l'ADN pour le deuxièmeet par
e que les sites opérateurs sur l'ADN ont été 
hangés pour le troisième (voirFigure 1.1).Les distributions de la �uores
en
e et don
 de la 
on
entration en protéines sontmontrées. Il apparaît 
lairement que la distribution pour la 
onstru
tion faisant in-tervenir l'autorégulation négative est plus resserrée que les distributions des deuxautres 
onstru
tions. L'autorégulation négative est bien un moyen pour lutter 
ontreles �u
tuations et permet d'avoir une population plus homogène. Nous mentionne-rons dans le Chapitre 3 un autre mé
anisme qui pourrait assurer une meilleurerobustesse au bruit dans l'expression génétique, mé
anisme qui a été prédit sur leplan théorique mais qui n'a pas en
ore été véri�é expérimentalement.4.2 Bistabilité pour une bou
le rétropositiveIl a été prédit également par des travaux théoriques que la propriété de bistabilitépouvait apparaître pour des réseaux qui possèdent une bou
le de rétroa
tion positive.Ce
i a donné lieu à de nombreux travaux de modélisation qui ont re
her
hé en détailles 
onditions pour avoir la propriété de bistabilité [27℄. Ce
i a également eu desretombées sur le plan expérimental que 
e soit sur des 
onstru
tions synthétiques [43℄ou sur des réseaux génétiques naturels [178℄. En e�et, la propriété de bistabilité esttrès liée à la fon
tion d'interrupteur et à 
elle de �mémoire génétique�. Pour dé�niret illustrer 
ette propriété sur les plans théorique et expérimental, nous donnons
omme exemple le travail réalisé par B. Kramer et M. Fussenegger [80℄ réalisé en2005.Théorie et modèleLe modèle est basé sur le même formalisme que le travail 
ité dans la se
tionpré
édente : l'évolution temporelle de 
haque protéine est dé
rite par une équationdi�érentielle non linéaire. Le réseau d'intera
tions étudié analytiquement et 
onstruitexpérimentalement fait intervenir une bou
le de rétroa
tion positive exer
ée parla protéine TA (voir Figure 1.2). Le réseau peut être induit en faisant varier la
on
entration de l'antibiotique (EM) qui ina
tive le répresseur TR lequel agit surle promoteur de TA. L'évolution temporelle de la 
on
entration de TA peut s'é
rireave
 l'équation suivante :
dTA

dt
= β

TA2

1 + TA2
(1 −

TA

2.5
)

1

1 + TR2
− α TA (1.9)

β représente le taux d'expression du promoteur quand 
elui-
i est pleinement a
tivépar TA. TR est la 
on
entration en répresseurs TR a
tifs (non ina
tivés par EM). Leterme TA2

1+TA2 représente l'autoa
tivation de TA. Comme le maximum de la 
on
en-tration intra
ellulaire ne peut pas physiologiquement dépasser une 
ertaine quantité,le terme (1 − TA
2.5

) est don
 introduit, 
e qui limite TA à 2.5 en unités arbitraires.Le terme 1
1+TR2 rend 
ompte de la répression de TR sur le promoteur de TA. Le12



CHAPITRE 1. INTRODUCTION GÉNÉRALE

Fig. 1.1 � La �gure représente trois 
onstru
tions génétiques et la distribution de�uores
en
e de 
ha
une d'elles. (a) Le premier système est une autorégulation né-gative exer
ée par TetR. (b) Ce système n'est pas autorégulé : le répresseur a étémuté et ne peut plus se lier à l'ADN. (
) Ce système n'est pas autorégulé : les deuxsites opérateurs ont été rempla
és pour également obtenir un système non régulé.Les intensités moyennes des �uores
en
es des deuxième et troisième 
onstru
tionsont été normalisées sur la �uores
en
e moyenne de la première d'un rapport de 38et 14 respe
tivement. Figure issue de [16℄.
13



CHAPITRE 1. INTRODUCTION GÉNÉRALE

Fig. 1.2 � Réseau étudié analytiquement et expérimentalement dans le travail de B.Kramer et M. Fussenegger. Le réseau se 
ompose d'une bou
le rétropositive exer
éepar la protéine TA. Le réseau peut être allumé ou éteint en faisant varier la 
on
en-tration de l'antibiotique EM qui ina
tive le répresseur TR qui agit sur le promoteurde TA. Figure issue de [80℄.terme −α TA représente la dégradation de TA. On peut montrer qu'en variant la
on
entration du répresseur a
tif TR (
'est-à-dire en 
hangeant la 
on
entration del'antibiotique EM) l'équation 1.9 peut avoir une ou deux solutions, 
e qui impliqueque le système peut avoir un ou deux états stationnaire(s) stable(s) (propriété debi-stabilité). Cette propriété apparaît 
lairement sur la Figure 1.3 où l'on peut voirque pour 
ertaines valeurs de EM, la 
on
entration de TA peut 
onverger vers unevaleur haute ou vers une valeur basse. En fait, le système se dirigera vers l'une oul'autre de 
es deux valeurs suivant son histoire : si le système part de l'état haut (ONto OFF sur la Figure 1.3) il se dirigera vers la valeur haute, s'il part de l'état bas(OFF to ON sur la Figure 1.3), il 
onvergera vers la valeur basse. C'est pour 
etteraison que la propriété de bistabilité est souvent asso
iée à la notion de mémoire
ar le système peut �retenir� son état initial et se pla
er dans un état stationnaireet stable en fon
tion de 
elui-
i. Ce
i a par exemple un impa
t en biologie du déve-loppement où un réseau génétique est à la base d'une dé
ision pour qu'une 
elluledevienne tel ou tel type di�éren
ié [178℄.ExpérimentationPour réaliser expérimentalement le réseau représenté Figure 1.2, B. Kramer etM. Fussenegger ont 
onstruit la partie 
ontenant la bou
le rétropositive de TA surun plasmide et la partie 
ontenant le répresseur TR sur un autre. Le r�le de l'a
ti-vateur est joué par la tétra
y
line. La protéine qui sert de rapporteur est la protéineSEAP (se
reted alkaline phosphatase) qui est fusionné au gène de la tétra
y
line. Ilsont utilisé un répresseur (E-KRAB) sensible à l'antibiotique d'érythromy
ine (EM).C'est en variant la 
on
entration de 
ette dernière qu'ils peuvent stimuler ou nonle système. Ils ont ensuite inséré 
es 
onstru
tions dans des 
ellules de mammifères(ovaires de hamsters 
hinois). Le prin
ipe important de 
es expérien
es est que lesmesures des états stationnaires sont faites ave
 des 
ellules qui partent de l'état ON14
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Fig. 1.3 � Réponse du système synthétique (représenté Figure 1.2). Pour di�érentesvaleurs de l'antibiotique EM, la valeur stationnaire atteinte par le système est re-présentée. La 
ourbe de 
ouleur bleue donne l'état stationnaire atteint lorsque lesystème est parti d'un état de faible expression (état OFF) et la 
ourbe rouge re-présente les états stationnaires atteints lorsque le système est parti de l'état haut(état ON). Le 
y
le d'hystérésis 
ara
téristique d'un système bistable est 
lairementvisible. Figure issue de [80℄.et ave
 des 
ellules qui partent de l'état OFF. Pour faire partir les 
ellules de l'étatON, ils les ont induites en les in
ubant dans un milieu ri
he en EM pendant 3 joursou dans un milieu sans antibiotique pour les faire partir de l'état OFF. Puis ils ontfait une 
inétique de 48 heures pour mesurer la valeur de la 
on
entration en SEAPpour situer l'état stationnaire.4.3 Os
illateur génétiqueNous donnons i
i un exemple de 
onstru
tion d'un os
illateur génétique basé surle prin
ipe proposé par Barkai et Leibler [15℄. Un des obje
tifs du travail de Atkinsonet al. [10℄ est de 
onstruire un os
illateur à l'é
helle de la population ba
térienneet non sur une 
ellule unique 
omme dans le travail expérimental pré
édent duRepressilator de Elowitz et Leibler [38℄.Théorie et modèleLe module 
onstruit est un réseau minimal admettant des os
illations, il fait inter-venir une bou
le rétronégative et une bou
le rétropositive (voir Figure 1.4). L'étudeanalytique de 
e réseau montre qu'il est possible d'obtenir des os
illations dans les
on
entrations des protéines [58℄. Un modèle théorique 
ontenant les équations desdi�érentes espè
es ARN messagers et protéines peut être é
rit ave
 le formalisme15



CHAPITRE 1. INTRODUCTION GÉNÉRALEprésenté pré
édemment. Ave
 
es équations, il est possible de dessiner le portrait dephase du système 
'est-à-dire un graphe qui donne les traje
toires dynamiques pos-sibles que le système peut adopter pour di�érents jeux de paramètres 
inétiques. Ilest alors possible d'orienter les paramètres expérimentaux vers des valeurs pour quele système a
quiert le 
omportement désiré. Par exemple, il est possible d'obtenir
omme information quel paramètre (
omme le temps de vie du répresseur) faut-ilmodi�er pour être dans un régime d'os
illations auto-entretenues.ExpérimentationLes 
onstru
tions se 
omposent d'un module A
tivateur et d'un module Répres-seur qui ont été pla
és en 
opie unique sur le 
hromosome prin
ipal d'Es
heri
hia
oli par re
ombinaison. La dynamique est observée en phase stationnaire. Pourmaintenir pendant une longue durée les nutriments en quantité su�sante et unedensité ba
térienne 
onstante, les auteurs ont utilisé un 
hemostat4. Le s
héma des
onstru
tions est représenté sur la Figure 1.4. La bou
le d'autoa
tivation est réaliséepar le promoteur du gène glnA d'Es
heri
hia 
oli (glnAp2) qui est fusionné au gèneglnG qui 
ode pour l'a
tivateur NtrC (noté NR1 sur la �gure). La trans
riptiondu promoteur glnAp2 requiert la forme phosphorylée du fa
teur de trans
riptionNtrC (noté NR1-P sur la �gure). La �xation se fait sur deux sites opérateurs fortssitués à distan
e du site de �xation de l'ARN polymérase. L'a
tivation se fait parla formation d'une bou
le d'ADN, les protéines d'NtrC vont aider à la formation du
omplexe ouvert (
f. Chapitre 3). Le gène glnG va don
 s'autoa
tiver et aussi a
ti-ver le répresseur La
I qui le réprime en retour formant ainsi la bou
le rétronégativené
essaire pour l'apparition des os
illations.Le promoteur pglnA2 est réprimé par deux sites opérateurs forts (séquen
esidéales) pour le répresseur La
I en formant également une bou
le d'ADN (
f. Cha-pitre 3). Le promoteur pour le répresseur est 
elui du gène de glnK d'Es
heri
hia 
oli(glnKp) et requiert la forme phosphorylée de NtrC. Cependant les sites de liaisonsont de plus faible a�nité. Ce promoteur est fusionné au gène la
I qui va jouer ler�le de répresseur pour le gène glnG, ainsi que pour l'opéron la
ZYA présent sur le
hromosome prin
ipal.Les deux modules ont été insérés dans des sou
hes où les gènes la
I, glnG et glnKont été ina
tivés de façon à 
e que la seule sour
e de NtrC provienne du modulea
tivateur et la seule sour
e de La
I provienne du module répresseur.Dans les 
ellules ainsi 
onstruites, l'opéron la
ZYA et les opérons régulés parNtrC 
omme glnA (
odant pour la synthétase de la glutamine) sont sous le seul
ontr�le des os
illateurs et 
e sont eux qui vont servir de gènes rapporteurs.Ave
 
ette 
onstru
tion, les auteurs ont pu obtenir des os
illations amorties depériode de 20h indépendamment du temps de division qui est de 2h (pour 
ertaines4Un 
hemostat est un appareil qui permet par un système de pompes et de �ltres de maintenirun milieu de 
ulture en quantité 
onstante de nutriments et don
 en 
on
entration ba
térienne
onstante en fon
tion du temps également. Il y a peu de travaux qui utilisent 
et appareil dans le
adre d'un travail modélisation / expérien
es. Il nous paraît 
ependant tout à fait approprié pourles 
onfrontations modélisation mathématique / expérien
es puisqu'une des premières informationsa
quises lors de travaux de modélisation est l'état stationnaire du système. Il est possible quebeau
oup de réseaux génétiques aient besoin d'un 
hemostat pour pouvoir atteindre leur étatstationnaire. Il semble que 
ela soit par exemple le 
as pour le réseau de régulation d'entrée envirulen
e de la ba
térie Erwinia 
hrysanthemi sur lequel nous avons travaillé (
f. Chapitre 4).16
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Fig. 1.4 � Constru
tion génétique pour l'os
illateur arti�
iel du travail de At-kinson et al. [10℄. Les promoteurs utilisés sont 
eux des gènes glnA et glnKd'Es
heri
hia 
oli. La trans
ription du promoteur glnAp2 requiert la forme phos-phorylée du fa
teur de trans
ription NtrC (noté NR1-P). Le promoteur est fusionnéau gène glnG qui 
ode pour le fa
teur de trans
ription NtrC (NR1). Les sites de liai-son pour NtrC sont indiquées par des boîtes de 
ouleur noire. Ce même promoteurest réprimé par les deux sites opérateurs pour le répresseur La
I (boîtes vides O∗).Le promoteur de glnK requiert aussi la forme phosphorylée de NtrC. Cependant lessites de liaison pour 
e fa
teur (boîtes grises) sont plus faibles. Ce promoteur estfusionné au gène la
I qui va 
oder pour le répresseur.

17
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Fig. 1.5 � Os
illations pour le réseau synthétique représenté sur la �gure 1.4. Troisos
illations amorties d'une période d'environ 20h sont visibles dans l'a
tivité de la
β-gala
tosidase. La densité optique du milieu qui 
orrespond à la 
on
entration ba
-térienne est également montrée, elle est maintenue 
onstante grâ
e à un 
hemostat.
onditions, voir Figure 1.5). Comme pour le Repressilator, l'état génétique du réseauest don
 transmis d'une génération à l'autre. Ils ont pu observer des os
illations surdes durées de 70h montrant la robustesse du réseau fa
e au bruit 
e qui 
onstitueune amélioration par rapport au Repressilator.En revan
he, ils n'ont pas réussi à obtenir des os
illations auto-entretenues mal-grès une tententive de s'en appro
her en augmentant notamment l'a
tivation. Pluspré
isément, ils ont augmenté le nombre de 
opies du gène glnG de la 
onstru
tionen le plaçant plus près de l'origine de répli
ation du 
hromosome d'Es
heri
hia 
oli.Remarquons que pour 
e système génétique synthétique, les deux pro
essus derégulation font intervenir la formation d'une bou
le d'ADN. En e�et, d'une part, l'a
-tivation est exer
ée sur le promoteur glnAp2 par la formation d'une bou
le d'ADNgrâ
e au fa
teur de trans
ription NtrC et aux deux sites enhan
ers pla
és à dis-tan
e du site de �xation de l'ARN polymérase. Cette bou
le aide à la �xation del'ARN polymérase et à la formation du 
omplexe ouvert. D'autre part, la répression18



CHAPITRE 1. INTRODUCTION GÉNÉRALEest exer
ée par une bou
le d'ADN qui peut se former grâ
e aux deux sites opéra-teurs pour le répresseur La
I. En plus de la dynamique temporelle, la 
on�gurationgéométrique de l'ADN joue don
 aussi une part très importante dans l'expressiongénétique.5 Con
lusionAu travers de 
e 
hapitre d'introdu
tion, nous avons vu 
ombien des pro
essus quiagissent �autour� de la séquen
e génétique à proprement dite peuvent être très ri
heset 
ontenir en eux des informations qui parti
ipent à la 
omplexité d'un pro
essusbiologique ou d'un organisme.Les exemples utilisés dans 
e 
hapitre ont illustré le fait que le formalisme et les
on
epts issus notamment de la physique non-linéaire ont donné des prédi
tions oudes é
lair
issements dans la 
ompréhension du vivant et des 
on
rétisations sur leplan expérimental.Nous pouvons remarquer que 
ertains 
on
epts issus de la physique théoriqueou des mathénmatiques appliquées ont mis un 
ertain temps pour être appréhendéssur le plan expérimental. La première raison est d'ordre te
hnique : il a fallu dans
ertains 
as que de nouvelles te
hniques expérimentales apparaissent pour pouvoirmettre en éviden
e de façon 
laire un phénomène notamment à l'é
helle d'une 
elluleunique. Cependant, 
ela peut-être aussi dû à la durée né
essaire pour que 
es idéesse di�usent d'une 
ommunauté à l'autre.Cette thèse s'est intéressée sur les plans théorique mais aussi expérimental àdeux 
hamps de re
her
he qui nous paraissent prometteurs. Le premier 
hamp danslequel nous avons travaillé est 
elui de la modélisation des réseaux de régulation quenous avons introduit dans 
e 
hapitre. Dans 
e 
adre, nous nous sommes intéressésà l'aspe
t temporel qui peut intervenir dans les pro
essus de régulation et que nousdéveloppons dans le Chapitre 2. Le se
ond 
hamp de re
her
he dans lequel nousavons travaillé 
onsidère l'impa
t de la 
on�guration spatiale du polymère d'ADNsur les pro
essus de régulation. Nous présentons le travail asso
ié à 
e se
ond thèmedans les Chapitres 3, 4 et 5.
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Chapitre 2Stimulations périodiques etrégulation génétiqueDans le 
adre de la modélisation des systèmes biologiques, le fait de s'intéresserau 
omportement de plusieurs gènes et protéines sous forme de réseaux a permisl'élaboration de 
on
epts importants et novateurs qui ont eu des réper
utions et desappli
ations expérimentales 
omme vu dans le 
hapitre 1. Beau
oup de systèmesbiologiques sont soumis à des rythmes réguliers ou à des stimulations périodiques.Nous nous sommes alors posés la question de savoir quels pourraient être les réseauxsimples, existant ou déjà 
onnus qui pourraient répondre de manière optimale à unsignal périodique. En utilisant l'appro
he par équations di�érentielles non-linéaireset la résolution numérique, nous avons re
her
hé de tels réseaux. Un des réseauxrépertoriés 
hez la ba
térie modèle Es
heri
hia 
oli appelé �In
oherent Feed For-ward Loop� présente des propriétés intéressantes 
on
ernant la réponse de signauxdépendant du temps. Des extensions de 
e réseau sont proposées et des appli
ationsexpérimentales sont évoquées.1 Motivation et travaux antérieursNous motivons dans 
ette se
tion notre sujet d'étude et présentons les travauxantérieurs qui se sont également pen
hés sur 
es questions. Jusqu'à présent, beau-
oup de travaux expérimentaux ou de modélisation se sont intéressés aux étatsstationnaires des réseaux de régulation 
'est-à-dire aux états où les 
on
entrationsen ARN ou en protéines sont 
onstantes en fon
tion du temps. Dans des données depu
es à ADN par exemple, qui donnent une valeur qui quanti�e l'expression en ARNd'un ensemble de gènes, l'information sur l'évolution dans le temps des 
on
entra-tions n'est pas 
onnue. Dans 
ertaines expérien
es ou dans 
ertains 
ontextes de lanature, il est 
ependant important de suivre dans le temps la 
on
entration notam-ment en protéines. En e�et, il est fréquent que des 
ellules ou des ba
téries soientsoumises à une stimulation périodique ou à des rythmes réguliers qui in�uent surle 
omportement ou sur le 
y
le 
ellulaire [50℄. Ce
i se retrouve sur des é
helles detemps très variées (voir tableau 2.1).Par exemple, une 
ellule neuronale est soumise à des signaux dépendant dutemps. Lors de l'apprentissage, les neurones reçoivent des stimulations régulièresespa
ées dans le temps. Cette propriété est essentielle pour la formation de souve-21



CHAPITRE 2. STIMULATIONS PÉRIODIQUES ET RÉGULATION GÉNÉTIQUESystème PériodeOs
illations des ions Ca2+ dans le 
ytoplasme 1 minOs
illations de P53 et Mdm2 5.5 hOs
illations 
ir
adiennes 1 jourOs
illation des hormones LH ou FSH 1 moisTab. 2.1 � Exemples de rythmes biologiques.nirs [184℄. D'autres exemples peuvent être trouvés dans des 
ontextes di�érents : des
ellules soumises à des variations de température ou à des 
hangements périodiquesde pression osmotique [109℄. De nombreux organismes, des ba
téries jusqu'aux mam-mifères les plus 
omplexes, subissent l'alternan
e du jour et de la nuit, un rythmerégulier qui peut in�uer sur de nombreux pro
essus. Il est intéressant de 
omprendresi une réponse optimale peut apparaître lors de stimulation de 
e type et est-
e quela forme du signal temporel a une importan
e pour la réponse du système. Parexemple, est-
e que la produ
tion moyenne d'une protéine ou l'amplitude de la ré-ponse peuvent être optimisées suivant le type du signal temporel d'entrée ou suivantle réseau de régulation sous-ja
ent. Ce 
hapitre se propose d'apporter quelques élé-ments de réponse à 
es questions.1.1 Travaux expérimentauxDe ré
ents travaux expérimentaux ont été réalisés sur des systèmes biologiquespour 
omprendre leur réponse et leur propriétés lorsqu'ils sont soumis à une sti-mulation périodique. Par exemple, deux travaux parus en 2008 se sont tous deuxintéressés à la réponse de la 
as
ade MAPK Hog [63,109℄ qui est 
hargée de l'adapta-tion de Sa

haromy
es 
erevisiae aux variations de pression osmotique. Ces travauxsemblent 
onverger vers la 
on
lusion qu'un tel système répond 
omme un �ltrepasse-bas aux variations de pression osmotique 
'est-à-dire que pour des 
hange-ments très rapides le système ne voit plus les variations. Les deux travaux sontbasés sur des te
hniques de mi
ro�uidique.Un travail antérieur [32℄, paru en 1998 a montré l'e�et de la fréquen
e des os
il-lations des ions Ca2+ du 
ytosol sur l'expression de 
ertains gènes. Des os
illationsrapides stimulaient trois fa
teurs de trans
ription (NF-AT, O
t/OAP and NF-κB)alors que des os
illations plus lentes n'a
tivaient seulement le fa
teur NF-κB. En-�n, le travail de Lipan et Wong [96℄ propose une méthode expérimentale basée surl'utilisation de signaux périodiques pour étudier les réseaux génétiques. La méthodeenvisagée se base sur l'utilisation de 
hamps éle
tromagnétiques qui, à di�érentes fré-quen
es, a
tivent ou ina
tivent des protéines régulatri
es 
e qui permet de modulerpériodiquement l'expression d'un gène.1.2 Travaux théoriquesCes questions n'ont pas en
ore reçu beau
oup d'attention sur le plan théoriquehormis quelques travaux dont la plupart 
onsidèrent la réponse linéaire à des per-tubations sinusoïdales. Par exemple, plusieurs auteurs démontrent la propriété de�ltre passe-bas pour des réseaux molé
ulaires [51℄. Pratiquement toutes 
es études22
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onsidèrent des perturbations de faibles amplitudes, 
e qui permet l'utilisation dela transformée de Fourier. Un point intéressant traité est par exemple 
omment lesparamètres du système modi�ent la valeur de la fréquen
e de 
oupure. Au-dessus dela fréquen
e de 
oupure, le système n'a plus le temps de voir les os
illations et sonamplitude de réponse devient nulle. Une grande majorité de systèmes physiques oubiologiques se 
omportent naturellement de 
ette façon. Il faut des ingrédients pré
ispour faire apparaître des propriétés de réponse en fréquen
e qui ne soient pas 
ellesd'un �ltre passe-bas. Peu de travaux de modélisation se sont déjà dirigés dans 
ettedire
tion. Cependant, parmi eux, une ré
ente étude [98℄ utilisant les outils de linéa-risation et d'analyse de Fourier, montre qu'une 
as
ade de signalisation ave
 uneautorégulation négative peut se 
omporter 
omme un �ltre passe-bande ave
 unefréquen
e 
ara
téristique qui maximise l'amplitude de réponse. Cependant lorsqueles non-linéarités du système sont importantes, 
omme 
ela est souvent le 
as pourdes modèles de réseaux de régulation, ou lorsque le système est linéaire mais ave
 unforçage périodique multipli
atif, alors la dé
omposition de Fourier du signal d'entréen'est plus possible. De plus, les stimulations périodiques exer
ées sur des réseauxde régulation ne sont pas toujours harmoniques (forme sinusoïdale) mais sont pluspro
hes de signaux types 
réneaux (alternan
e de phases �on� et de phases �o��).Parmi les auteurs qui se sont pen
hés sur 
e problème, Smolen et al. ont étudié unréseau molé
ulaire stimulé par un train périodique de pulses [158℄, qui montre la
apa
ité de maximiser sa réponse à un signal dont l'intervalle de temps entre lespulses doit être pré
isément 
hoisi. Cependant 
e modèle fait intervenir de nom-breuses équations et paramètres et le mé
anisme à l'origine de la propriété de �ltrepasse-bande n'apparaît pas de façon simple dans les équations. Un autre exemplede stimulations périodiques par un signal de pulses 
arrés a été étudié en détails parLi et Goldbeter dans le 
ontexte des systèmes de ré
epteurs 
ellulaires [94℄. Grâ
eà des 
al
uls analytiques et des simulations numériques d'un modèle linéaire [93℄,ils montrent qu'il existe un s
héma optimal pour un signal de pulses 
arrés quimaximise une observable du système dé�nie par les auteurs 
omme l'a
tivité du ré-
epteur. Cependant, le modèle développé par Li et Goldbeter a également beau
oupde paramètres et l'identi�
ation des ingrédients essentiels qui permettent d'avoir unmaximum dans l'a
tivité du ré
epteur n'est pas évidente.Notre obje
tif est de mettre en éviden
e des réseaux les plus simples possibles quiappartiennent par exemple à des motifs de régulation déjà 
onnus ou répertoriés parla biologie systémique, et de faire ressortir quelques prin
ipes qui puissent garantirl'existen
e d'une réponse optimale lors d'une stimulation périodique. Nous allonsre
her
her des types de réseaux qui puissent s'appliquer au 
ontexte de la régulationgénétique mais également au 
ontexte des voies de signalisation intra
ellulaire.2 Stimulation périodique d'une simple a
tivationNous 
ommençons par étudier le 
as d'une stimulation périodique d'une simplea
tivation. Gène et protéine synthétisée sont 
onsidérés à l'aide d'une seule variable.Comme montré dans la Figure 2.1 (a), le gène Y est a
tivé par le seul fa
teur detrans
ription X, l'équation 2.1 rend 
ompte de 
ette simple régulation en utilisantle formalisme employé notamment par Alon [5℄ (
f. Chapitre 1) :23
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Fig. 2.1 � (a) Simple a
tivation du fa
teur de trans
ription X sur un gène Y (b)A
tivation d'un 
y
le de protéines Y et Y* par un signal exterieur S(t).
Ẏ = βR(X) − αY (2.1)Dans 
ette équation, R(X) est la fon
tion de régulation, nous la 
hoisissonsbornée entre 0 et 1. Comme nous l'avons vu au 
hapitre 1, une fon
tion de Hill peutêtre utilisée :
R(X) =

Xn

θn + Xn
. (2.2)Les valeurs numériques des di�érents paramètres ne sont pas en
ore 
onnues defaçon 
ertaine et varient d'un système à l'autre. Nous essayons dans la suite denotre travail de trouver des valeurs numériques les plus représentatives que nousavons tirées de travaux expérimentaux. Pour la valeur du paramètre θ, une valeurde 100 nM est raisonnable [144℄. β est le taux de produ
tion des protéines dansl'état non réprimé, 10 nM.min−1 est une valeur raisonnable [144℄. En�n le taux dedégradation des protéines, qui rend 
ompte du temps de demi-vie des protéines estde l'ordre de 0.01 min−1. Nous utilisons dans un premier temps, l'approximationlogique qui 
onsiste à utiliser des fon
tions Heaviside à la pla
e des fon
tions de Hill(formellement 
e
i revient à 
onsidérer n → ∞). Nous avons don
 :

R(X) = H(X − θ) (2.3)Lorsque R(x) = 1, le système 
onverge vers un état stationnaire κ = β

α
.Dans la suite, nous allons faire dépendre du temps la 
on
entration X(t) quiprendra la forme d'un signal 
réneau d'amplitude 1 
omme montré sur la Figure2.2.Le paramètre τ représente la durée de la phase �on� 
orrespondant à l'a
tivationpar le fa
teur de trans
ription X. L'intervalle entre deux pulses (ou en
ore la phasede �silen
e�) est notée σ. La période du signal de stimulation est don
 T = τ + σ. Enréponse au signal d'entrée X(t), nous pouvons 
al
uler trois variables intéressantesà savoir les valeurs extrêmes : le minimum et le maximum atteints par la protéinestimulée Y (t) ainsi que sa valeur moyenne notées respe
tivement Ymin, Ymax et 〈Y 〉T .Les valeurs extrêmes ont une importan
e quand la protéine Y est elle-même une24
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time
0

1

τ σ

Fig. 2.2 � Signal 
réneau 
omposé de phases �on� de durée τ et de phase �o�� d'unedurée σ que nous utilisons 
omme signal de stimulation.protéine régulatri
e pour d'autres gènes puisque l'a
tivation ou la répression desgènes dépend d'une valeur seuil qui peut ou non être fran
hie par Y . D'un autre
�té, la 
on
entration moyenne sur une période est aussi une quantité pertinentepuisqu'elle donne la quantité de protéines produites et disponibles sur une période.Beau
oup de pro
essus biologiques dépendent de 
ette quantité. Par exemple, laformation des 
onnexions synaptiques dans les pro
essus d'apprentissage dépend dela quantité moyenne de protéines produites. Dans le 
as d'une simple a
tivationave
 un signal de pulses 
arrés pour l'équation 2.1, on peut fa
ilement 
al
uleranalytiquement 
es observables. Nous obtenons :
〈Y 〉T = κ

τ

τ + σ

Ymax = κ
1 − e−ατ

1 − e−α(τ+σ)
(2.4)

Ymin = κ
eατ − 1

eα(τ+σ) − 1La Figure 2.3 montre un exemple de 
es fon
tions quand l'intervalle entre lespulses σ est varié, pour une durée du pulse d'a
tivation τ �xée. Lorsqu'on augmente
σ, les trois observables diminuent. Le maximum Ymax reste dans l'intervalle [YL, κ℄,où YL est la valeur asymptotique atteinte par Ymax (ligne pointillée sur la Figure2.3, obtenu quand le dénominateur de Ymax égale 1). Ce niveau peut être 
ontr�léen 
hoisissant la durée du pulse τ 
e qui peut s'avérer utile dans les pro
essus derégulation trans
riptionnelle.Une autre 
lasse importante de mé
anismes d'a
tivation en biologie molé
ulaireest la modi�
ation 
ovalente de protéines (par exemple : la phosphorylation / dé-phosphorylation de protéines par des enzymes spé
i�ques) qui 
onstitue la brique debase de nombreuses voies de signalisation 
ellulaire. Dans 
ertains 
as, l'enzyme quipermet la phosphorylation de la protéine, et don
 son a
tivation, est soumise à des25
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Fig. 2.3 � Ymax est le maximum atteint par la protéine, < Y >T est la 
on
entrationmoyennée sur une période T , Ymin est la 
on
entration minimale atteinte, κ = β

α(ligne pointillée) représente l'état stationnaire que la protéine atteint si la stimulationest 
onstante et YL (ligne tiret) est la valeur asymptotique atteinte par Ymax quandl'intervalle entre les pulses σ devient très grand. Les paramètres sont i
i : α = 0.01
min−1, β = 10 nM.min−1, τ = 100 min.

26



CHAPITRE 2. STIMULATIONS PÉRIODIQUES ET RÉGULATION GÉNÉTIQUEvariations périodiques dans le temps. De nombreux exemples de 
ette situation ontété étudiés dans le 
ontexte des os
illations des ions Ca2+ notamment de la phos-phatase Calmoduline dont l'a
tivité est modulée par des pulses spé
i�ques d'ions
Ca2+ [35,36,48,78℄. Le motif de phosphorylation/déphosphorylation est habituelle-ment représenté 
omme sur la Figure 2.1 (b) en dessinant deux �è
hes formant un
y
le entre les di�érents états molé
ulaires, la troisième �è
he indique la présen
ed'un signal externe stimulateur. I
i, Y 
orrespond à la 
on
entration de protéinesnon a
tives et Y ∗ à la 
on
entration des protéines a
tivées, la 
on
entration totalede protéines est généralement une quantité 
onservée sur les é
helles de temps :
Y + Y ∗ = Ytot. Plusieurs modèles théoriques peuvent être utilisés pour dé
rire ladynamique de l'inter
onversion entre Y et Y ∗ (on pourra trouver une revue ré
entedans [171℄). Une forme simple d'équation pour dé
rire la dynamique d'un 
y
le entreprotéines est donnée par l'équation suivante (d'après [62℄) :

Ẏ ∗ = kS(t)(Ytot − Y ∗) − k′Y ∗ (2.5)où k et k′ sont respe
tivement les 
onstantes 
inétiques des réa
tions d'a
tivationet de désa
tivation. Ces équations sont obtenues en utilisant les lois d'a
tion desmasses et en faisant l'hypothèse que la 
on
entration du 
omplexe enzyme-substratest petite devant la 
on
entration totale des autres partenaires interagissant. Quand
S(t) est un train de pulses périodiques, les observables Ymax, Ymin et 〈Y 〉T peuventêtre 
al
ulées de façon analytique en fon
tion de (τ, σ). Cependant, leurs expressionssont un peu plus 
ompliquées que 
elles des équations 2.4 
e qui est dû aux di�é-ren
es dans les é
helles de temps de la phase �on� et de la phase �o�� de Y (t). Pourune valeur �xée de τ , le graphe de 
es fon
tions de σ est qualitativement le mêmeque 
elui représenté Figure 2.3. Les valeurs extrêmes et la valeur moyenne de Y (t)diminuent lorsque l'intervalle entre les pulses σ est augmenté. En outre, des simu-lations que nous avons e�e
tuées en utilisant le modèle Goldbeter-Koshland [48,49℄montrent que le 
omportement obtenu est le même dans le 
as général d'équationnon-linéaires représentant la dynamique du 
y
le.Nous 
on
luons de 
es simples 
al
uls qu'une a
tivation sous forme de pulsesde systèmes simples de régulation (2.1) ou (2.5) fournit une façon d'ajuster les
on
entrations de Y dans une plage de valeurs qui peut être 
ontr�lée en réglant les
héma temporel (τ, σ) des pulses.3 Stimulation périodique d'une �In
oherent Feed For-ward Loop�3.1 L'In
oherent Feedforward LoopParmi les motifs1 répertoriés par l'équipe de Uri Alon (voir par exemple la revue[6℄), �gure l'In
oherent Feed Forward Loop (en français, il faudrait probablementtraduire par �
ir
uit fermé in
ohérent� mais l'abrévation IFFL plus 
ommode serautilisée par la suite). Ce motif de régulation génétique se 
ompose de 3 n÷uds (voir1Le terme motif désigne un réseau de régulation qui apparaît de manière plus importante dansun génome en 
omparaison ave
 des réseaux qui seraient générés aléatoirement (soulignant peut-être par là qu'ils 
onféreraient un avantage séle
tif).27
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Fig. 2.4 � Le motif d'In
oherent Feed Forward Loop formé de 3 noeuds. Dansnotre travail, l'expression de X est dépendante du temps ave
 un 
omportementpériodique.Figure 2.4) : un premier gène X qui a
tive un se
ond Y et le troisième Z, le gène Yréprime le gène Z. Ce motif intervient par exemple 
hez la ba
térie Es
heri
hia 
olipour le système en 
harge de traiter le gala
tose [5℄. Deux propriétés intéressantesde 
e motif qui avaient été proposées de manière théorique ont été mises en éviden
eexpérimentalement [102℄. La première est que 
e système peut générer une réponsesous forme d'un pulse lorsqu'il est soumis à une stimulation 
ontinue. La deuxièmepropriété est qu'il permet une réponse a

élérée par rapport à une simple régulation.Nous montrons dans 
ette partie que 
e motif présenterait également une propriétéintéressante de traitement du signal lorsqu'il est soumis par un stimulus dépendantdu temps.A�n de simpli�er le formalisme et pour obtenir des résultats simples analytiques,nous 
onsidérons à nouveau l'approximation logique, où les fon
tions de régulationsont représentées par des fon
tions de Heaviside qui prennent seulement la valeur 1ou 0. Nous notons S(t) = R(X(t)) un signal d'entrée provenant de X. La dynamiquedu système est don
 dé
rite par les équations suivantes :
Ẏ = β S(t) − αY (2.6)
Ż = β S(t) H(θ − Y ) − αZ (2.7)La première équation est une simple régulation 
omme introduite dans la se
tionpré
édente. La se
onde équation gouverne la variable Z qui est a
tivée seulementquand à la fois le signal S(t) est en phase �on� et quand le niveau du répresseur

Y est en-dessous de la valeur seuil θ. Pour des raisons de simpli
ité, nous avons
onsidéré le même taux de dégradation (α) et le même taux de produ
tion maximal(β) pour Y et Z mais 
e 
hoix n'est pas essentiel pour les résultats présentés dans
ette se
tion.Quand le signal asso
ié à X est en phase �on�, la variable Z 
ommen
e paraugmenter dû à l'a
tivation par X mais 
ette a
tivation est stoppée par le représseur
Y qui est également a
tivé par X. La 
on
entration de Z 
ommen
e don
 à dé
roîtredès que Y dépasse la valeur seuil θ. Ce
i explique pourquoi 
e motif répond sous laforme d'un pulse lorsqu'il est soumis à une stimulation 
ontinue 
omme montré parMangan et al. [102℄. Une valeur de référen
e pour la durée du pulse peut don
 être28



CHAPITRE 2. STIMULATIONS PÉRIODIQUES ET RÉGULATION GÉNÉTIQUE
al
ulée par le temps τθ né
essaire pour que Y atteigne le seuil de répression θ aprèsl'établissement du signal. Pour le modèle simple de 2.7, la durée du pulse peut êtresimplement 
al
ulée :
τθ = −

1

α
log(1 − θ/κ) (2.8)Si l'a
tivation dure plus longtemps que τθ, le système peut retrouver son état initial.En d'autres termes, le motif IFFL peut seulement déte
ter des 
hangements destimulations, il s'adapte à un stimulus 
onstant. Don
, 
omme mentionné par Li etGoldbeter [93℄ dans le 
ontexte de la désensibilisation des ré
epteurs, pour atteindreun niveau donné de synthèse de Z dans un tel système, un s
héma de stimulation sousforme pulsative est plus approprié qu'une stimulation 
ontinue. Nous 
onsidéronsdans les se
tions suivantes un stimulus périodique S(t), qui a la forme d'un signal
réneau représenté Figure 2.2.3.2 Stimulation périodique par un signal 
réneauNous nous proposons de stimuler le motif d'IFFL par un signal 
réneau pério-dique 
omposé d'une phase �on� de durée τ et d'une phase �o�� d'une durée σ(
omme montré sur la Figure 2.2). Dans un premier temps, nous faisons varier lesdurées τ et σ et nous regardons la réponse de la quantité de la protéine Z moyen-née sur une période. Nous représentons la réponse de < Z >T sur le graphe de laFigure 2.5. Premièrement, nous pouvons voir que le système va répondre de façonmaximale pour 
ertains 
ouples de valeurs (σ,τ). En e�et, nous pouvons observerque les valeurs optimales forment une arête sur le graphe de la fon
tion < Z >T ,qui se projette dans le plan (σ,τ) sur un segment quasi-re
tiligne. Il s'avère que 
esegment de droite a une pente d'environ σ/τ ≃ κ/θ − 1. De plus, nous pouvonsvoir sur une 
oupe de 
e graphe que pour une durée τ �xée, le système atteint unmaximum pour une valeur pré
ise de σ.Lorque la valeur τ est �xée, nous pouvons voir également que la réponse devientnon nulle qu'à partir d'une valeur parti
ulière pour l' intervalle entre les pulses σ quidoit dépasser une valeur minimale (voir également les Figures 2.6 et 2.7 plus bas).Au vu de 
es simulations, il apparaît que le motif d'IFFL a la propriété de ne laisserpasser les trains périodiques qui ont une durée minimale de repos entre les phasesd'a
tivation. Plus pré
isément, pour la réponse de la protéine de sortie Z, deux 
aspeuvent être distingués selon que la durée du pulse est supérieure ou non à τθ dela IFFL. Nous allons dé
rire plus en détail 
es deux 
as et 
al
uler les valeurs pourlesquelles le motif d'IFFL 
ommen
e à répondre et donne une valeur optimale.3.3 Étude plus détaillée des deux situationsNous nous proposons dans 
ette se
tion d'étudier plus en détails la réponse d'uneIFFL à une stimulation périodique. L'a
tivation de 
e système par un train de pulses

S(t) engendre des réponses temporelles périodiques pour Y (t) et Z(t) qui ont laforme de fon
tions exponentielles par mor
eau. L'évolution temporelle de Y (t) peutêtre 
al
ulé analytiquement. En parti
ulier, les équations 2.4 donnent les expressionsanalytiques pour les valeurs maximales et minimales de Y , noté Ymax et Ymin, ainsique pour 〈Y 〉T la valeur de Y moyennée sur une période. Le taux de synthèse de Zest régi par la fon
tion de régulation S(t) H(θ − Y (t)). Cette fon
tion a également29
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CHAPITRE 2. STIMULATIONS PÉRIODIQUES ET RÉGULATION GÉNÉTIQUEla forme d'un signal 
réneau de période T mais ave
 une plus petite durée pourla phase �on� notée τ ′. Le 
omportement temporel de Z a don
 la même évolutionqu'une simple a
tivation mais stimulé par un train de pulses aux 
ara
téristiquestemporelles (τ = τ ′, σ = T − τ ′), pour respe
tivement la durée du pulse et la duréeentre les pulses. Nous pouvons alors avoir une expression pour les observables Zmax,
Zmin et 〈Z〉T qui peuvent être 
al
ulés de la même façon que pour Y (t) mais enremplaçant τ par τ ′ et σ par T − τ ′ dans les équations 2.4.Deux 
as doivent être distingués, selon la taille de la durée du pulse τ en 
om-paraison ave
 la valeur de τθ qui est le temps né
essaire pour que Y atteigne le seuilde répression θ une fois la stimulation en
len
hée.Considérons un train de pulses périodiques ave
 la durée du pulse �xée à τ , etregardons le 
omportement de 〈Z〉T en fon
tion de la durée entre les pulses σ. Surles Figures 2.6 et 2.7, nous pouvons voir que lorsque σ est pro
he de zéro, la valeurminimale du répresseur Ymin reste au-dessus de θ et don
 Y réprime en permanan
e
Z. Cette situation s'applique pour des valeurs de σ tant que Ymin reste au-dessusde θ. Notons σ0 le premier intervalle entre les pulses pour lequel Ymin = θ. Il peutêtre expli
itement 
al
ulé :

σ0 =
1

α
log

(

1 +
κ

θ
(eατ − 1)

)

− τ (2.9)Pour des intervalles entre les pulses plus longs, σ > σ0, le répresseur Y os
ille ave
une valeur minimum plus petite que θ 
e qui donne un bref intervalle de temps, τ ′,où l'expression de Z est a
tivée. Don
 Z 
ommen
e à os
iller, ave
 un maximum,un minimum et une valeur moyenne qui diminuent en fon
tion de σ. La durée de laphase �on� pendant laquelle Z est a
tivé peut être 
al
ulée en 
onsidérant le tempsmis par Y pour passer de Ymin à θ, 
'est-à-dire :
τ ′ =

1

α
log

(

κ − Ymin
κ − θ

)

(ave
 Ymin < θ) (2.10)Ce résultat n'a du sens que si τ ′ > 0, 
'est-à-dire si Ymin < θ sinon nous dé�nissons
τ ′ = 0. Par ailleurs, de l'équation 2.7, il apparaît 
lairement que l'a
tivation de Zdure au plus τ , don
 τ ′ ≤ τ . En utilisant 
ette 
ondition, l'expression de Ymin estune fon
tion de (τ, σ) et peut être substituée dans la dernière équation pour avoir :

τ ′ = min

(

τ,
1

α
log

(

1 − e−ασ

(1 − e−α(τ+σ))(1 − θ/κ)

)) (2.11)Cas des pulses de longue durée, τ > τθLa Figure 2.6 illustre 
e 
as. I
i Ymax reste toujours au-dessus du seuil de ré-pression θ et τ ′ < τ est toujours valable. Dans 
e 
as Zmax et 〈Z〉T sont 
al
ulés enfon
tion de (τ, σ) en utilisant l'équation 2.4 
e qui donne :
Zmax = κ(

1

1 − e−α(τ+σ)
− (1 −

θ

κ
)

1

1 − e−ασ
) (2.12)

〈Z〉T =
κ

α(τ + σ)
log

(

1 − e−ασ

(1 − e−α(τ+σ))(1 − θ/κ)

) (2.13)31



CHAPITRE 2. STIMULATIONS PÉRIODIQUES ET RÉGULATION GÉNÉTIQUEen supposant toujours que σ ≥ σ0 (eq 2.9) sinon Zmax = 〈Z〉T = 0. Dans 
e
as, Zmax est une fon
tion monotone et 
roissante de σ. En revan
he, 〈Z〉T a unmaximum qui peut en prin
ipe se 
al
uler en annulant la dérivée de 〈Z〉T par rapportà σ.Cas des pulses de 
ourte durée, τ < τθLe se
ond 
as, illustré sur la Figure 2.7 
on
erne des durées de pulses inférieuresà τθ. Il y a alors un lapse de temps σ1 entre les pulses pour lequel la valeur maximaleatteinte par le répresseur Ymax est en-dessous du seuil de répression θ pour tout σ >
σ1. Cet intervalle entre les pulses peut être 
al
ulé grâ
e à la 
ondition Ymax(σ1) = θ,qui équivaut à :

σ1 = −
1

α
log

(

1 −
κ

θ
(1 − e−ατ )

)

− τ (2.14)Don
, pour σ > σ1, le répresseur n'est plus fon
tionnel et seulement la régulationpar le signal a
tivateur S(t) a un e�et. Pour σ > σ1, on atteint la valeur τ ′ = τdans l'équation 2.10 et Zmax = Ymax, et 〈Z〉T = 〈Y 〉T , 
omme illustré sur laFigure 2.7. Dans 
e 
as, un maximum apparaît aussi pour la valeur maximale Zmaxquand l'intervalle entre les pulses prend la valeur σ = σ1. Le même intervalle detemps donne la valeur optimale pour 〈Z〉T . 〈Z〉T est 
al
ulée en fon
tion de (τ, σ)en utilisant l'équation 2.4 :
〈Z〉T =

min
(

max
(

0, log
(

1−e−ασ

(1−e−α(τ+σ))(1−θ/κ)

))

, σ
)

(τ + σ)
(2.15)Le graphe de 
ette fon
tion est représenté sur la �gure 2.5.3.4 Réponse de l'In
oherent Feedforward Loop, modélisationave
 des fon
tions de HillDans les se
tions pré
édentes, nous avons utilisé l'approximation logique pourrendre 
ompte des régulations génétiques. Cela nous a permis d'obtenir des expres-sions analytiques pour Zmax et 〈Z〉T . Cependant, du point de vue quantitatif, 
etteapproximation n'est pas appropriée pour beau
oup de systèmes biologiques qui ontune régulation plus graduelle, qui ne peut pas être modélisée par une fon
tion type�tout-ou-rien�. Nous montrons dans 
ette se
tion, le résultat de simulations de l'IFFLave
 l'utilisation de fon
tions de Hill 
lassiques. Les équations du modèle peuvents'é
rire :

Ẏ = β1
Xn

θn
1 + Xn

− αY (2.16)
Ż = β2

Xn

θn
1 + Xn

θn
2

θn
2 + Y n

− αZ (2.17)où X(t) est un signal externe. L'équation 2.17 modélise une régulation où les fa
teursde trans
ription X et Y agissent de façon indépendante. Nous aurions pu également32
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Fig. 2.6 � Réponse d'une IFFL à un signal périodique de pulses. La 
on
entrationmoyennée sur une période T < Z >T et Zmax la valeur maximum atteinte par Z sontreprésentées en fon
tion de l'intervalle de temps entre les pulses d'a
tivation σ pourune durée de pulse �xée à τ . Les valeurs extrêmes de la 
on
entration du répresseur Ysont également représentées :Ymax est la 
on
entration maximale atteinte, < Y >Test la 
on
entration moyennée sur une période T et Ymin est la valeur minimaleatteinte par Y . κ = β

α
(ligne pointillée) représente l'état stationnaire atteint par lesystème si la stimulation était 
ontinue et YL (ligne tiret) est la valeur asymptotiqueatteinte par Ymax quand l'intervalle entre les pulses σ devient très grand. σ0 estl'intervalle entre les pulses minimum pour que le système réponde et σ1 est l'intervallepour lequel le système répond de façon optimale. La simulation numérique a été faiteave
 les paramètres suivants : α = 0.01 min−1, β = 1 nM.min−1, θ = 50nM , τθ =70 min. Ave
 τ > τθ, τ = 100 min, nous obtenons σ1 ∼ 145 min.
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Fig. 2.7 � La 
on
entration moyennée sur une période T < Z >T et Zmax la valeurmaximum atteinte par Z sont représentées en fon
tion de l'intervalle de temps entreles pulses d'a
tivation σ pour une durée de pulse �xée à τ . La simulation numériquea été faite ave
 les paramètres suivants : α = 0.01 min−1, β = 1 nM.min−1, θ =
50nM , τθ = 70 min. Ave
 τ < τθ, τ = 20 min, nous obtenons σ1 ∼ 25 min.
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Fig. 2.8 � Réponse du motif d'IFFL à une stimulation périodique en fon
tion de σsimulée ave
 l'utilisation des fon
tions de Hill. < Z >T la 
on
entration moyennéesur une période T est représentée en fon
tion de l'intervalle entre les pulses σ pourune durée de pulse �xée à τ . La simulation numérique a été réalisée en utilisantles équations 2.16 et 2.17 et ave
 les paramètres suivants : α = 0.01 min−1, β1 =10 nM.min−1, β2 = 1000 nM.min−1, θ1 = 50 nM, θ2 = 50 nM, τ = 100 min. Le
oe�
ient de Hill est n = 2. Pour 
es valeurs de paramètres, nous obtenons σ1 ∼360 min.modéliser une régulation dans laquelle X et Y entrent en 
ompétition. Pour 
ela,nous aurions pu utiliser l'équation pour l'évolution de Z :
Ż = β2

Xn

θn
1 + Xn + Y n/θn

2

− αZ (2.18)Le prin
ipe d'optimisation de la réponse moyenne se retrouve également pour 
e typede régulation. La Figure 2.8 montre la réponse pour une IFFL faisant intervenir leséquations 2.16 et 2.17 ave
 un exposant n = 2 
e qui est le plus 
ourant dans lesrégulations génétiques puisque les protéines régulatri
es se lient très souvent sousforme de dimères sur l'ADN. Nous retrouvons bien sur le graphe représenté en é
hellelogarithmique la propriété selon laquelle l'IFFL répond de manière signi�
ati
e pourune durée de repos entre les pulses bien dé�nie.4 Motif de type �Diamond IFFL�La stimulation périodique d'un motif IFFL ave
 un signal 
réneau de pulses arévélé une propriété interessante de réponse optimale selon le s
héma temporel dusignal d'entrée. Nous pouvons améliorer le pré
édent motif pour rendre sa fon
tion35
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Fig. 2.9 � Exemples de réseaux de régulation faisant un motif type Diamond IFFL :(a) 
haque noeud 
orrespond à un gène/protéine (b) un réseau type Diamond faisantintervenir deux 
y
les de signalisation.de �ltre passe-bande plus séle
tive, 
'est à dire lui 
onférer une 
apa
ité de répondreseulement sur une plage pré
ise de périodes de pulsations. Nous 
onsidérons un motiftype "Diamond IFFL" (que nous abrégeons par DIFFL) représenté sur la Figure 2.9.Le prin
ipe est très analogue à 
elui de l'IFFL mais l'a
tivation sur le gène de sortiese fait en deux n÷uds au lieu d'un. On peut dé
liner 
ette extension de la IFFLsous plusieurs formes notamment dans un réseau de régulation qui mélange voiesde signalisation et régulation trans
riptionnelle dans le même graphe d'intera
tion.Ce type de 
onstru
tion est en fait analogue aux réseaux qui ont été utilisés dansdes études sur la formation de la mémoire à long terme au niveau molé
ulaire parl'équipe de Smolen [158℄.Nous utilisons la des
ription simpli�ée de l'équation 2.5 pour la dynamique demodi�
ation 
ovalente des 
y
les, ave
 les variables Y ∗

1 and Y ∗

2 , et l'approximationlogique pour les fon
tions de régulation sur le promoteur de Z. La dynamique dusystème représenté sur la Figure 2.9 (b) peut s'é
rire 
omme pré
édemment ave
 leséquations suivantes pour les protéines Y ∗

1 , Y ∗

2 et Z :
Ẏ1

∗

= kS(t)(Y1tot − Y ∗

1 ) − k′Y ∗

1 (2.19)
Ẏ2

∗

= kS(t)(Y2tot − Y ∗

2 ) − k′Y ∗

2 (2.20)
Ż = β H(Y ∗

1 − θ1) H(θ2 − Y ∗

2 ) − αZ (2.21)Dans 
e 
as simple, on a 
hoisi des valeurs identiques pour les paramètres 
inétiquespour les 
y
les de modi�
ation 
ovalente 1 et 2. Les évolutions dans le temps de Y ∗

1et de Y ∗

2 sont syn
hronisées par le signal périodique S(t). L'équation (2.21) montreque l'expression du gène Z est a
tivée seulement lorsque θ1 < Y ∗

i < θ2 (i = 1, 2), 
equi implique que la relation θ1 < θ2 doit être satisfaite pour avoir une produ
tion de
Z. Cette 
ondition signi�e que l'a�nité de l'a
tivateur pour le promoteur du gène
Z est plus élevée que l'a�nité du répresseur pour le même promoteur.Nous 
onsidérons des stimulations périodiques pour 
e système ave
 un signal36
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Fig. 2.10 � Réponse moyenne < Z >T de la protéine Z du motif Diamond IFFL ave
des 
y
les de signalisation (représenté sur la Figure 2.9 (b)) pour une stimulationpériodique. σ0 est la durée minimale entre les pulses pour que le système réponde.La durée entre les pulses σ1 donne la réponse moyenne la plus importante et σ2 estla durée maximale entre les pulses jusqu'à laquelle le système répond. La simulationnumérique a été réalisée en utilisant les équations 2.21 et ave
 les paramètres sui-vants : k = 4 min−1, k
′

= 2 min−1, Y1Tot=Y2Tot= 500 nM, α = 0.01 min−1, β = 10
nM.min−1, θ1 = 180 nM , θ2 = 230 nM , τ = 0.1 min.
toujours de type 
réneau tel que représenté sur la Figure 2.2, en faisant varier σla période de repos et en �xant la durée de l'a
tivation τ < τθ1 (
f. eq.(2.8)). LaFigure 2.10 montre la réponse de la valeur moyenne de Z notée 〈Z〉T en fon
tion de
σ. Comme pour l'IFFL, il y a une valeur minimale de période de repos σ0 pour quele système donne une réponse non nulle dans l'expression du gène Z. Une fois quela valeur de σ est au-dessus, 〈Z〉T augmente pour atteindre une valeur maximalepour une valeur σ = σ1 qui peut être 
al
ulée de la même façon que pré
édemment(eq.(2.14)). Si σ est en
ore augmenté, 〈Z〉T diminue pour atteindre la valeur 0 dèsque σ > σ2. Cette 
ara
téristique est due au n÷ud supplémentaire (a
tivateur Y1)qui 
esse d'a
tiver le gène 
ible Z dès que la valeur maximale atteinte par Y1 devientplus petite que le seuil d'a
tivation pour Z. La propriété nouvelle qui apparaît dans
e système, par rapport au motif IFFL simple, est don
 la possibilité d'utiliser 
eréseau 
omme un �ltre passe-bande permettant au gène de sortie de ne répondreque pour un train de pulses relativement spé
i�que qui a une période de reposappartenant à une plage limitée [σ0, σ2]. 37
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Fig. 2.11 � Signal type bursting 
omposé de deux signaux d'é
helles de temps dif-férentes. Le premier signal est 
omposé d'un train de pulses rapides ave
 une phase�on� notée τ1 et une phase de repos entre les pulses de durée σ1. Le deuxième signal
orrespond à l'é
helle de temps lente (deux ordres de grandeur au-dessus). La duréede la phase �on� est notée τ2 et 
elle de la phase �o�� entre les pulses est notée σ2.Pour des raisons pratiques, la �gure n'est pas à é
helle.5 Réponse optimale d'un système soumis à un si-gnal type burstingNous nous proposons dans 
ette se
tion d'étudier une extension des modulesprésentés dans les se
tions pré
édentes. Nous pouvons 
ombiner plusieurs réseauxensemble dans des réseaux plus larges pour traiter des signaux plus 
omplexes.Nous montrons dans 
ette se
tion qu'en juxtaposant deux modules types �IFFLDiamond�, nous pouvons obtenir un réseau de régulation 
apable de répondre demanière séle
tive à un signal type �bursting�. Des os
illations sous forme de burstingsont des signaux qui font intervenir plusieurs é
helles de temps qui sont par exempleémis par des 
ellules neuronales [69℄. Le signal est formé par des trains de pulses quialternent ave
 des périodes de repos2Par 
onséquent, un signal de type bursting peut avoir un impa
t sur l'expressiongénétique notamment sur les 
ellules neuronales. Il est don
 interessant d'identi�erquelles stru
tures simples de réseaux de régulation pourraient traiter et séle
tionnerdes signaux types bursting. Pour explorer 
ette question, nous 
onsidérons le réseaurepresenté sur la Figure 2.12 qui 
ombine deux motifs DIFFL en série.Chaque n÷ud de la Figure 2.12 est représenté par une seule espè
e mais enpratique les noeuds 
orrespondant aux protéines Y1 et Y2 dans le graphe peuventêtre rempla
és par des 
y
les de modi�
ation 
ovalente 
omme montré sur la Figure2Le signal éle
trique des neurones est une dépolarisation transitoire 
réée par la dynamique des
anaux ioniques dans la membrane du neurone. Au niveau de la synapse, le signal de nature éle
-trique est 
onverti en un signal 
himique qui a�e
tent les ré
epteurs du neurone post-synaptique.Ensuite, par l'intermédiaire de réa
tions bio
himiques en 
as
ade, le signal peut être transmisjusqu'aux réseaux génétiques molé
ulaires présents dans le neurone.38
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Fig. 2.12 � Réseau de régulation faisant intervenir deux motifs types �IFFL Dia-mond� en série.2.9. Dans 
e 
as, le s
héma donne un réseau de régulation où le signal d'entrée peutin�uen
er l'expression du gène 
ible W par l'intermédiaire de voies de signalisationqui sont deux 
y
les de phosphorylation / déphosphorylation qui respe
tivementa
tive et réprime le promoteur du gène intermédiaire Z. La protéine 
orrespondantea
tive le répresseur V1 et l'a
tivateur V2 du gène 
ible W .En employant des notations similaires à la se
tion pré
édente, la dynamique duréseau représenté sur la Figure 2.12 peut être dé
rite par le système d'équationssuivant :
Ẏ1 = β1S(t) − α1Y1 (2.22)
Ẏ2 = β1S(t) − α1Y2 (2.23)
Ż = β1 H(Y1 − θ1) H(θ2 − Y2) − α1Z (2.24)
V̇1 = β2H(Z − θ3) − α2V1 (2.25)
V̇2 = β2H(Z − θ4) − α2V2 (2.26)
Ẇ = β2 H(V1 − θ5) H(θ6 − V2) − α2W (2.27)Pour modéliser le signal d'entrée S(t), nous 
onsidérons un signal temporel 
a-ra
térisé par 4 
onstantes de temps (τ1, σ1, τ2, σ2) (voir la Figure 2.11). La périodedu signal est la somme T = τ2 + σ2. τ2 est la durée d'un train de pulses et σ2 estla période de repos. La phase du train de pulses est dé�nie par une série de pulses
arrés dans lequels τ1 est la durée du pulse et σ1 est l'intervalle entre les pulses.La période de repos qui sépare deux trains de pulses est σ2. Don
 le signal est 
a-ra
térisé par deux di�érentes é
helles de temps ave
 τ1 + σ1 ≪ τ2 + σ2. Dans les39
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Fig. 2.13 � Le motif de double DIIF (Fig 2.12) est stimulé ave
 trois di�érentssignaux d'entrée périodiques S(t) (sur la gau
he). Les trois graphes de droite montrela réponse de la protéine de sortie W (t). Les simulations numériques ont été réaliséesave
 les paramètres suivants : τ1 = 100 s et τ2 = 10000 s sont �xés. Les autresparamètres sont : α1 = 0.01 sec−1, β1 = 10 nM.sec−1, α2 = 0, 006 min−1 β2=6
min−1, θ1 = θ5 = 700 nM , θ2 = θ6 = 800 nM , θ3 = θ4 = 50 nM . (a) ave
 σ1 = 0 s,
σ2 = 100 min (b) ave
 σ1 = 60 s, σ2 = 0 min (
) σ1 = 60 s, σ2 = 100 min. Pour desraisons pratiques, les représentations des signaux bursting ne sont pas à l'é
helle.simulations reportées plus bas, 
es é
helles de temps sont séparées par deux ordresde grandeur. En e�et, 
'est typiquement l'ordre de di�éren
e entre les é
helles detemps des dynamiques de 
as
ades de signalisation et de régulation génétique (
f.Tableau 2.2). Quand le réseau représenté sur la Figure 2.12 est stimulé ave
 le signal
S(t) dé
rit au-dessus, nous pouvons faire apparaître une propriété de traitement dusignal. En e�et, le gène de sortie Z ne s'exprime que selon un 
ertain type de signald'entrée. La Figure 2.13 illustre 
e point : la réponse temporelle de W est montréepour di�érents signaux de stimulation périodiques S(t).Lorsque le système est soumis à un train périodique de pulses 
arrés sans bursting(Figure 2.13 (a), σ1 = 0), le gène W n'est pas exprimé. De même si la stimulation
onsiste en un long train de pulses sans période de repos (Figure 2.13 (b), σ2 = 0),le gène W ne s'exprime pas non plus. Cependant, si l'on stimule le motif ave
 unsignal type bursting parti
ulier (Figure 2.13 (
)), le système répond de manièresigni�
ative. Le réseau présenté Figure 2.12 permet don
 de ne réagir que pourun type de bursting parti
ulier. Si les intervalles de temps τ1 et τ2 sont �xés, lesystème possède des valeurs pour σ1 et σ2 pour lesquelles, la réponse moyenne dela protéine de sortie W est maximale. En e�et, en regardant la Figure 2.13 (b), lesystème se 
omporte 
omme s'il �ltrait les hautes fréquen
es. En revan
he, lorsquel'on introduit des périodes de repos entre les trains de pulses sous la forme d'un signalbursting alors le système peut répondre de façon signi�
ative et la 
on
entration de40



CHAPITRE 2. STIMULATIONS PÉRIODIQUES ET RÉGULATION GÉNÉTIQUEla protéine W n'est pas nulle.La raison pour laquelle le réseau représenté sur la Figure 2.12 peut séle
tionnerun signal type bursting est une 
onséquen
e dire
te des prin
ipes présentés dans lesse
tions pré
édentes. Nous �xons τ2 la phase a
tive du signal lent et σ2 est l'intervallede repos entre les trains de pulses. Durant 
ette phase �on�, les pulses ont une durée�xée à τ1. Nous avons don
 une réponse optimale pour la protéine intermédiaire Zsi l'intervalle entre les pulses σ1 est 
hoisi pour pouvoir dé
len
her une réponse dansle premier sous-réseau DIFFL. Par exemple, en utilisant les paramètres de la Figure2.10, pour avoir une réponse maximale dans la 
on
entration moyenne de Z, nous
hoisissons σ1 ≃ 1/(4α1). Ensuite durant la période de repos σ2, l'expression de Zretourne à 0. Don
 l'évolution temporelle de la protéine intermédiaire Z est reliée ausignal rapide dans les trains de pulses 
ara
térisé par les durées (τ2, σ2). La variable
Z sert ensuite de stimulation pour le se
ond sous-réseau de DIFFL 
omposé desnoeuds V1,V2 et W . Pour un τ2 �xé, le se
ond sous-réseau va également répondrede façon optimale selon que la durée de repos σ2 a une durée pré
ise. Par exemple,en utilisant les mêmes paramètres que la Figure 2.10, nous avons σ2 qui doit êtreégal à 1/(4α2) pour avoir une réponse moyenne de W la plus importante. Don
,un signal temporel qui maximise la protéine de sortie est 
elui 
omposé des durées
σ1 ≪ σ2 
'et-à-dire un signal type bursting. Le premier sous-réseau de réponserapide, pourrait être 
omposé de 
as
ades de signalisation, le se
ond sous-réseauplus lent, pourrait faire intervenir des intera
tions génétiques.5.1 Exemples d'appli
ationNous pensons que l'étude fournie dans les se
tions pré
édentes sur la réponse del'In
oherent Feed Forward permet d'é
lair
ir les prin
ipes derrières le phénomèneremarqué dans le travail de Smolen et al [158℄. Dans 
ette référen
e, les auteursproposent un modèle de réseau génétique pour la formation de la mémoire à longterme qui est basée sur le phénomène de potentiation à long terme et le renfor
ementsynaptique des 
ellules neuronales. La potentiation à long terme apparaît dans unesynapse par exemple lorsque la 
ellule est soumis à un signal externe 
omme despulses de glutamate de forte amplitude. Ensuite le signal induit la phosphorylationde 
ertains fa
teurs de trans
ription qui a
tivent la trans
ription pour la synthèsede nouvelles protéines qui vont renfor
er des 
onnexions synaptiques déjà existantesou en 
réer de nouvelles. Il a été montré que pour apprendre de manière e�
a
e,la plupart des organismes, du simple mollusque aux mammifères supérieurs doiventre
evoir des stimulations répétées (pour une revue sur l'organismemodèle de l'aplysieon pourra 
onsulter [73℄). Les sessions d'apprentissage doivent être espa
ées d'unedurée minimale pour que l'apprentissage soit optimal. Un apprentissage où les stimuliseraient trop serrés ne peut produire une mémoire à long terme 
omme montréexpérimentalement 
hez l'aplysie [22℄. Don
 le réseau génétique sous ja
ent se meten route uniquement si les sessions d'apprentissage sont su�samment espa
ées.Le modèle de Smolen et al. (Figure 5 de [158℄) a une stru
ture équivalente aumotif de DIFFL représenté Figure 2.9. L'analyse détaillée dans 
e 
hapitre de 
emotif nous permet de 
lari�er le phénomène observé par 
es auteurs. L'IFFL nousparaît le réseau le plus simple pour avoir une telle maximisation et appréhenderle phénomène. Les ingrédients né
essaires sont e�e
tivement une 
ompétition entre41



CHAPITRE 2. STIMULATIONS PÉRIODIQUES ET RÉGULATION GÉNÉTIQUEdeux pro
essus de régulation. Pour que le mé
anisme fon
tionne, il faut égalementune di�éren
e de sensibilité au signal stimulateur par les deux pro
essus qui entrenten 
ompétition. Plus pré
isément, il est né
essaire que la bran
he liée à l'a
tivation(
elle reliant dire
tement les noeuds X et Z dans l'IFFL) soit plus �e�
a
e� pourtransmettre le signal venant de X que la bran
he du réseau qui fait la répression(
elle qui relie les noeuds X - Y - Z dans l'IFFL). Lorsque l'on va stimuler lesystème ave
 des périodes de repos de plus en plus longues, le signal d'entrée vaêtre de moins en moins important. La bran
he de la répression va 
ommen
er àne plus agir en premier et le système va 
ommen
er à synthétiser la protéine desortie. Cette di�éren
e d'e�
a
ité peut être obtenue par exemple en jouant sur lesdi�érentes 
onstantes d'a�nité des régulateurs qui entrent en jeu mais également enajoutant des noeuds au réseau. Dans l'IFFL, le noeud Y permet en quelque sortede ralentir la transmission du signal dans la bran
he de répression et don
 il rendla transmission du signal par 
ette bran
he plus di�
ile. Si X et Y ont la mêmea�nité pour le promoteur, le pro
essus peut don
 toujours mar
her étant donnéque la bran
he assurant la répression aura toujours un désavantage par rapport àla bran
he de l'a
tivation. C'est pour 
ette raison également, que le fait d'ajouterun quatrième noeud dans le motif de DIFFL a permis une régulation plus �ne. Ene�et, dans 
e motif, les deux bran
hes d'a
tivation et de répression peuvent être àégalité dans l'é�
a
ité de la transmission du signal. Il su�t seulement de jouer surles 
onstantes d'a�nité des régulateurs pour avoir un système qui ne répond quepour une plage d'intervalles entre les pulses pré
ise.Les résultats de Li et Goldbeter mentionnés dans la se
tion 1 [93℄ sont égalementl'un des rares exemples trouvés dans la littérature où il apparait un pro
essus demaximisation en réponse à un signal périodique. Bien que 
ette étude soit basée surdes 
al
uls analytiques, il est di�
ile de trouver les ingrédients qui sont à l'origine duphénomène observé. Il serait intéressant de re
her
her une généralisation du prin
iped'optimisation qui englobe 
es di�érents modèles.Le tableau 2.2 donne des valeurs typiques de paramètres que l'on peut ren
on-trer dans di�érents 
ontextes (génétique ou de signalisation). Des estimations pourla durée d'un pulse d'a
tivation ainsi que pour la valeur de l'intervalle entre lespulses qui donnerait une réponse optimale sont données. Les paramètres 
inétiquesdonnés sont réalistes puisqu'issus de travaux expérimentaux, les valeurs 
al
uléesanalytiquement pour σ1 donnent un ordre de grandeur qu'il faudrait envisager pourune implémentation expérimentale. Par exemple, plusieurs motifs d'IFFL ont étéidenti�és dans le génome d'Es
heri
hia 
oli, il nous semblerait intéressant de stimu-ler l'un d'entre eux par un signal type 
réneau et voir si le prin
ipe d'optimisationde la réponse est faisable en pratique. L'utilisation d'un promoteur thermosensiblenous semble une possibilité abordable pour stimuler un gène périodiquement. Unealternan
e de températures peut être réalisée sans trop de di�
ulté 
e qui permet-trait d'avoir un promoteur dont l'expression subit une alternan
e de phases �on� etphases �o��.6 Résonan
e simpleLes motifs que nous avons étudiés dans les se
tions pré
édentes donnaient unmaximum dans la 
on
entration moyenne des protéines de sortie pour un type de42



CHAPITRE 2. STIMULATIONS PÉRIODIQUES ET RÉGULATION GÉNÉTIQUESystème σ τSimple IFFL
hez les ba
té-ries [144℄ β =100 nM.min−1 k′ =1 s−1 θ=500 nM 1 to 10 min 25 to 390 minIFFL ave

y
les de si-gnalisation [77℄ k′ =1 s−1 k = 1 s−1 θ=500 nM 1 s 2 s
Tab. 2.2 � Tableau donnant des é
helles de temps qui pourraient entrer en jeu pourle pro
essus d'optimisation de réponse moyenne pour un motif type IFFL.

Fig. 2.14 � Le motif d'une bou
le rétro-négative. Y a
tive Z qui réprime Y, Y eststimulé par un signal exterieur périodique X(t).signal parti
ulier. Il s'avère également intéressant d'un point de vue physiologiquede trouver des réseaux de régulation qui pour un signal temporel donné, maximisentl'amplitude de réponse dans la 
on
entration des protéines de sortie. C'est pourquoinous nous proposons dans 
ette se
tion d'étudier un réseau génétique simple etréaliste qui peut donner une résonan
e au sens physique. Ce phénomène est trèsbien 
onnu et trouve des appli
ations dans de nombreuses bran
hes de la physique(mé
anique, a
oustique, et
).6.1 Motif de bou
le rétro-négative simpleNous 
onsidérons dans 
ette se
tion, le réseau présenté sur la Figure 2.14, il se
ompose de deux gènes/protéines Y et Z qui interagissent en une formant bou
lerétro-négative. Le troisième noeud est un signal externe X(t) périodique qui a
tivele gène Y.Nous pouvons remarquer que 
e type de réseau peut ne pas être seulement gé-nétique mais faire intervenir des intera
tions de di�érente nature. Par exemple, le
ontr�le négatif peut être exer
é par une régulation post-trans
riptionnelle [58℄ (laprotéine Y ina
tive la protéine Z en se dimérisant à elle). Par ailleurs, si la protéine Z,en plus d'a
tiver Y, s'autoa
tive, le système peut se 
omporter 
omme un os
illateurbiologique. Notons que 
ette auto-réglation positive est essentielle pour l'existen
e43



CHAPITRE 2. STIMULATIONS PÉRIODIQUES ET RÉGULATION GÉNÉTIQUEModèle Cy
le Cellu-laire [169℄ P53 [28℄ Système syn-thétique [10℄ Rythmes 
ir-
adiens (Neu-rospora) [33℄Y (Répresseur) CLB Mdm2 La
I FRQZ (A
tivateur) CLN P53 NRI WC-1,WC-2Tab. 2.3 � Tableau donnant des exemples de systèmes faisant intervenir une bou
lerétro-négative à la base d'os
illateurs biologiques.d'os
illations auto-entretenues [52℄ (à moins que la bou
le rétro-négative possède unmé
anisme de retard, 
f. Chapitre 1). Ce réseau se retrouve en e�et à la base deplusieurs os
illateurs 
onnus (voir tableau 2.3). Par exemple, il a été utilisé pour desmodèles simples de rythmes 
ir
adiens [33℄ ou pour étudier le 
y
le 
ellulaire [169℄ ouen
ore pour étudier la dynamique des os
illations de la protéine P53 [28℄. Ce motifa également été étudié dans une perspe
tive de biologie synthétique [10℄. D'autresexemples existent 
omme le modèle de Song et al. qui 
onsidère également une bou
lerétro-négative pour un modèle de formation de la mémoire [160℄.Dans la 
on�guration sans la bou
le rétronégative, il apparaît néanmoins despropriétés intéressantes 
on
ernant la réponse à une stimulation périodique. Nous
onsidérons don
 
e réseau soumis à une stimulation périodique représentée par lavariable X. Cette a
tivation périodique peut être 
ausée par exemple par le 
ouplagedu réseau ave
 un os
illateur autonome. Pour modéliser 
e réseau génétique, nousutilisons les équations suivantes :
{ .

Y = (β0 + β1S(t)) Zn

θn+Zn
− αY

.

Z= β θn

θn+Y n
− αZ

(2.28)Nous utilisons dans 
ette se
tion les fon
tions de Hill pour rendre 
ompte des in-tera
tions entre les gènes. Le phénomène de résonan
e est beau
oup 
lair ave
 unsignal harmonique qu'ave
 un signal 
réneau, nous 
onsidérons don
 dans la suite laréponse à un signal harmonique type sinusoïdal :
S(t) = sin(ωt) (2.29)Lorsque la stimulation périodique est absente 
'est à dire β1 = 0, le système pos-sède un état stationnaire (YS, ZS). Il peut être montré que 
'est toujours un foyerstable. La fréquen
e 
orrespondante ω0 peut être déterminée en 
al
ulant la partieimaginaire des valeurs propres du ja
obien du système. Si le système est éloigné deson point équilibre, il y retournera ave
 des os
illations transitoires de fréquen
e ω0.Cette fréquen
e qui est propre au système et à la valeur de ses di�érents paramètres,peut être révélée en modulant l'expression de Y. En e�et si nous stimulons le ré-seau représenté Figure 2.14 ave
 di�érentes fréquen
es, il répondra ave
 une plusforte amplitude pour la fréquen
e ω0. Des simulations numériques des équations2.28 montrent 
lairement le phénomène de résonan
e qui pourrait apparaître ave
des valeurs numériques plausibles pour les di�érents paramètres (voir Figure 2.15).Nous obtenons ave
 
es paramètres une valeur typique T0 ∼ 6 heures.Par ailleurs, si l'on 
hange la 
oopérativité n qui entre en jeu dans les intera
-tions, on peut voir que la résonan
e se fait de façon plus �ne 
'est à dire que la44



CHAPITRE 2. STIMULATIONS PÉRIODIQUES ET RÉGULATION GÉNÉTIQUE

Fig. 2.15 � Réponse en amplitude du motif bou
le de régulation rétro-négativeprésenté sur la Figure 2.14 à une stimulation harmonique en fon
tion de la périodede stimulation T . La simulation numérique a été réalisée ave
 les équations 2.28et les paramètres suivants : β0 = 150 nM.min−1, β1 = 100 nM.min−1, β2 = 100
nM.min−1, θ1 = 50 nM , θ2 = 50 nM , α = 0.01 min−1, n = 2 ou 4. Ave
 
esparamètres, nous obtenons T0 ∼ 6 heures.plage de fréquen
es qui font réagir plus fortement le système est plus étroite. Pourexpli
iter 
ette propriété, nous pouvons nous pla
er dans une situation simple pourpouvoir faire des 
al
uls analytiques : nous 
onsidérons des valeurs identiques pourles paramètres de seuil qui entrent dans les fon
tions de régulation et nous supposonsaussi que β = β0. L'état stationnaire pour Y et Z est symétrique 
'est à dire YS = ZS= β

2α
et l'expression de la fréquen
e de résonan
e est ω0 = nα/2 où n est le 
oe�-
ient de 
oopérativité. Puisqu'en absen
e de stimulation périodique, l'amortissementdes os
illations transitoires est 
ara
térisé par le 
oe�
ient de dégradation α, nouspouvons estimer le fa
teur de qualité de la résonan
e par le rapport ω0/α = n/2. Ilne dépend uniquement du 
oe�
ient de 
oopérativité. Nous donnons sur la Figure2.15, deux exemples de résonan
e ave
 deux 
oe�
ients n=2 et n=4.La qualité de la résonan
e et don
 sa 
apa
ité à répondre pré
isément à unefréquen
e donnée ne dépend, pour 
e système simple, que de la 
oopérativité desprotéines régulatri
es.6.2 Exemples d'appli
ations possiblesNous avons don
 remarqué dans 
ette se
tion que le petit motif de bou
le rétro-négative présente la propriété intéressante de maximiser son amplitude de réponse45



CHAPITRE 2. STIMULATIONS PÉRIODIQUES ET RÉGULATION GÉNÉTIQUEselon la fréquen
e d'un signal stimulateur. Sans la stimulation périodique, le sys-tème 
onverge vers un état stationnaire mais il possède 
ependant la propriété derésonan
e qui peut être �réveillée� lorsqu'il est stimulé périodiquement. Nous pen-sons que 
e phénomène pourrait entrer en jeu dans plusieurs situations. Un premierexemple serait 
elui de la protéine P53 qui est engagée dans de nombreux pro
essusde régulation notamment liés à l'intégrité du génome (elle est souvent appelée �gar-dienne du génome�). Dans 
ertaines 
onditions, la 
on
entration de 
ette protéineos
ille ave
 une période de 5.5 heures. Dans le travail expérimental de Geva-Zatorskyet al. [45℄, les auteurs montrent que l'amplitude des os
illations présente une fortevariabilité alors que la période des os
illations présente une étonnante régularité, 
equi suggérerait son importan
e dans la régulation. La protéine P53 est un fa
teur detrans
ription qui agit sur plusieurs gènes. L'étude réalisée dans 
ette se
tion permetde spé
uler que le 
omportement os
illant de P53 pourrait dé
len
her des résonan
esdans 
ertains réseaux génétiques impliqués. Cette remarque peut s'appliquer pourd'autres systèmes de régulation liés aux réponses à des stress 
omme le système durégulateur LexA d'Es
heri
hia 
oli ou pour le système NF-κB.7 Perspe
tives de 
e travail sur le plan théoriqueNous proposons dans 
ette se
tion des perspe
tives à 
e travail sur le plan théo-rique.� Une poursuite possible serait de voir si les mé
anismes présentés i
i résistent àl'aspe
t sto
hastique inhérent à 
es pro
essus. Comme évoqué dans le 
hapitre1, les régulations trans
riptionnelles font souvent intervenir un faible nombrede protéines régulatri
es 
e qui 
onfère un aspe
t aléatoire à 
es pro
essus.En utilisant notamment l'algorithme de Gillespie [46℄ (
f. Chapitre 1), il seraitpossible d'appréhender si les mé
anismes de séle
tivité du signal par rapportà son 
ontenu temporel sont toujours possibles. Est-
e qu'un signal s'il est denature périodique, est-il plus fa
ilement transmissible à travers les réseaux derégulation et plus robuste au bruit qu'un simple signal 
ontinu ? Par ailleurs,une appro
he sto
hastique permettrait également d'explorer la question del'utilisation de résonan
e sto
hastique dans 
es réseaux de régulation. A notre
onnaissan
e, peu de travaux ont exploré 
ette question. Nous pouvons 
e-pendant 
iter le travail de Wang et al. [174℄ qui montre que le phénomène derésonan
e sto
hastique pourrait être utilisé et qu'une 
ertaine valeur du bruit(qui 
orrespond en fait au nombre de molé
ules) pourrait aider le signal à êtretransmis.� Nous avons répertorié dans 
e travail plusieurs modèles issus de di�érentstravaux théoriques et de modélisation qui présentent un maximum en réponseà un signal périodique. Nous avons remarqué qu'un dénominateur 
ommun de
es systèmes est qu'ils répondent en faisant un pulse lorsqu'ils sont soumis àun signal d'a
tivation 
ontinu en forme d'é
helon, (
'est le 
as de l'IFFL oudu modèle de Li et Golbeter par exemple). Il est tentant de 
onje
turer que defaçon générale, tout système qui répond de 
ette manière possède la propriétéd'optimiser sa réponse moyenne selon un type de signal temporel périodique.Il serait intéressant de le démontrer rigoureusement.� En�n, nous n'avons 
onsidéré dans 
e travail que des signaux qui avaient une46



CHAPITRE 2. STIMULATIONS PÉRIODIQUES ET RÉGULATION GÉNÉTIQUEseule périodi
ité. Il serait également intéressant d'étudier si des mé
anismesd'optimisation de réponse des réseaux de régulation peuvent être obtenus pourdes signaux plus 
omplexes qui possèdent plusieurs périodes ou même qui sontapériodiques.8 Con
lusionLes mé
anismes présentés dans 
e 
hapitre identi�ent des stratégies possibles quipeuvent être employées par une 
ellule ou une ba
térie pour intégrer des signauxdépendant du temps provenant notamment de l'environnement. Les motifs étudiéso�rent la 
apa
ité intéressante de séle
tionner un signal selon sa stru
ture temporelleou son 
ontenu fréquentiel. Pour l'In
oherent Feed Forward Loop, seulement lestrains de pulses ave
 une durée minimale entre les pulses d'a
tivation peuvent êtretransmis. Nous pensons qu'un tel phénomène peut se produire soit dans un réseaugénétique existant d'un organisme vivant ou bien qu'il pourrait être 
onstruit demanière synthétique grâ
e aux te
hniques de biologie molé
ulaire de 
onstru
tiongénétique [38, 43℄. La di�
ulté majeure sur le plan expérimental nous semble deproduire la stimulation périodique. Certaines te
hniques ré
entes sont 
ependantprometteuses pour reproduire de tels signaux.Comme abordé dans le 
hapitre 1, une question 
on
ernant le 
on
ept de motifs
omme l'IFFL est de savoir si 
es réseaux agissent de façon indépendante étant donnéque dans un génome 
omme 
elui d'Es
heri
hia 
oli, ils sont en fait imbriqués dansdes réseaux beau
oup plus larges et reliés à d'autres intera
tions. Le fait d'avoir desréseaux qui ne répondent qu'à un signal au pro�l temporel parti
ulier donnerait lapossibilité intéressante de mettre en mar
he un ou des réseaux de façon pré
ise ausein des myriades d'intera
tions d'un génome.En�n, de façon plus générale, les prin
ipes d'optimisation présentés i
i peuventêtre pensés dans d'autres domaines. Certains traitements médi
aux font intervenirune périodi
ité : la prise à intervalle régulier de médi
aments est un exemple ou bienle traitement de 
ertaines pathologies neurologiques font intervenir des stimulationséle
triques dans le 
erveau également à intervalle entre les dé
harges éle
triquespré
is. Dans 
es deux 
as, la durée de l'intervalle a son importan
e pour l'e�
a
itédu traitement, et une re
her
he de son optimisation présente un grand intêret.Nous avons présenté 
e travail dans un arti
le publié dans la revue BMC SystemsBiology, (revue librement a

essible), nous reproduisons 
ette publi
ation 
i-après.
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Abstract
Background: Bacteria or cells receive many signals from their environment and from other
organisms. In order to process this large amount of information, Systems Biology shows that a
central role is played by regulatory networks composed of genes and proteins. The objective of
this paper is to present and to discuss simple regulatory network motifs having the property to
maximize their responses under time-periodic stimulations. In elucidating the mechanisms
underlying these responses through simple networks the goal is to pinpoint general principles
which optimize the oscillatory responses of molecular networks.

Results: We took a look at basic network motifs studied in the literature such as the Incoherent
Feedforward Loop (IFFL) or the interlerlocked negative feedback loop. The former is also
generalized to a diamond pattern, with network components being either purely genetic or
combining genetic and signaling pathways. Using standard mathematics and numerical simulations,
we explain the types of responses exhibited by the IFFL with respect to a train of periodic pulses.
We show that this system has a non-vanishing response only if the inter-pulse interval is above a
threshold. A slight generalisation of the IFFL (the diamond) is shown to work as an ideal pass-band
filter. We next show a mechanism by which average of oscillatory response can be maximized by
bursting temporal patterns. Finally we study the interlerlocked negative feedback loop, i.e. a 2-gene
motif forming a loop where the nodes respectively activate and repress each other, and show
situations where this system possesses a resonance under periodic stimulation.

Conclusion: We present several simple motif designs of molecular networks producing optimal
output in response to periodic stimulations of the system. The identified mechanisms are simple
and based on known network motifs in the literature, so that that they could be embodied in
existing organisms, or easily implementable by means of synthetic biology. Moreover we show that
these designs can be studied in different contexts of molecular biology, as for example in genetic
networks or in signaling pathways.

Background
For past several decades, the experimental data concern-
ing protein concentrations in biological regulatory net-

works have mostly been obtained in conditions related to
stationary states. In some natural contexts, however, or in
some experiments, the relevant cellular response to meas-
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ure is the one the cell displays when it is exposed to time-
dependent signals. Such information can be essential to
unravelling the regulatory principles of those molecular
networks which by nature are repeatedly stimulated by
time-varying inputs [1]. For example the gene expression
within neuronal cells can be substantially affected by the
time-dependent signals received from its afferent neurons,
and this property is essential for the formation of memo-
ries [2]. Other examples can be met with in various con-
texts, like the frequency encoding phenomenon
associated with Ca2+ oscillations [3-6], or the response to
time-dependent osmolarity shocks [7]. We note that, in
these systems an optimal-response may exist with respect
to periodic stimulations, meaning that for example, the
mean production of some activated transcription factors,
or of some proteins of interest, would be maximized if the
external periodic signal follows some specific time-course
and shape. This question has received little attention in
the context of biological networks. This research topic is
nevertheless timely, as recent developments of experimen-
tal techniques in molecular biology enables one to access
time-dependent concentrations, and investigate new
problems about the time-response of molecular networks.

From an experimental point of view, some interesting
experiments were recently performed to reveal such time-
response properties in biological systems [7-9]. In order to
anticipate more experimental studies in this direction, the
objective of this paper is to identify basic network topolo-
gies which allow for the property of optimal oscillatory
responses in molecular biology. In the current literature
only a small number of studies have tackled this issue and
most of the articles addressing this question principally
considers the linear response to sinusoidal perturbations.
For example several papers demonstrate the low-pass filter
property of small molecular networks [10-13]. Nearly all
of these studies consider small amplitude perturbations,
and use Fourier transform, discussing how the system
parameters modify the cut-off frequency. As a matter of
fact, when a system behaves like a low-pass filter, the fre-
quency which maximizes the output response is 0. So in
this case the system does not display a genuine temporal
specificity. Very few studies have looked for the possibility
of maximizing some variables at non-zero frequency in
biological networks. A recent study [14], using again the
tools of linearization and of Fourier analysis, shows that a
signaling cascade with a negative feedback can behave as
a band-pass filter, characterized by a frequency which
maximizes the amplitude of the response. But when the
system's nonlinearity is important, as is often the case in
models of transcriptional regulatory networks, or when
the system is linear but the periodic forcing is multiplica-
tive (thus not additive), then Fourier decomposition of
the input signal is no longer of general interest. Further-
more, in many instances, the time-dependent signals

directed to regulatory networks are far from harmonic,
they are often pulsatile. This is why a time-periodic input
to molecular networks is often assumed as a periodic train
of pulses. Smolen et al. studied a molecular network
which was periodically stimulated by a train of spikes and
which exhibited the ability to respond in a maximal fash-
ion to a particular inter-spike interval [15]. Their model
equations were nonlinear and associated with a lot of
parameters, so the origin of the bandpass filter property is
not straightforward. Another instance of periodic stimula-
tions with a train of square pulses was thoroughly studied
by Li and Goldbeter in the context of cellular receptor sys-
tems [16]. By using analytical calculations and numerical
simulations of a linear model [17], they show that can
exist an optimum stimulus pattern of periodic square
pulses which maximizes a lumped observable. This is
defined by the authors as the receptor activity. However,
the Li and Goldbeter model has again many parameters,
and the identification of the essential ingredients which
enable one to induce a maximum amount of receptor
activity is not obvious.

In the present paper we study simpler models, which per-
tain to basic network motifs found in biological regula-
tions. We point out some principles which guarantee the
existence of an optimal response in the production rates
of output molecules, when these systems are activated by
a periodic signal. The identified mechanisms are based on
known network motifs in the literature and include, for
example, the negative feedback loop and the incoherent
feedforward loop (IFFL) motif studied by Alon and cow-
orkers in the context of gene regulatory networks of bacte-
ria [18]. Let us recall that in this framework a network
motif is a small pattern of molecular interactions which
recurs repeatedly in comparaison with what would occur
in random networks. Here we will make use of this con-
cept of motif in a broader sense, without requiring that its
ubiquity be statistically proved, but requesting that it rep-
resents a basic network pattern associated with specific
information-processing properties [19]. Moreover we will
study these designs in at least two different contexts of
molecular biology, namely in genetic regulatory networks
or in signaling pathways. In the context of genetic regula-
tion, the mathematical models are usually strongly non-
linear, involving sigmoidal regulation functions. In order
to use analytical tools to study the behavior of these sys-
tems under time-dependent signals, we will employ the
"logic" approximation, where regulation functions are
replaced by all-or-none functions. In this case the nonlin-
ear system is not approximated by a set of linear equations
but by a set of piecewise-linear equations [20]. This
approach has indeed been developed for many years in
the study of genetic networks and has revealed to be quite
fruitful [21].
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Results
Simple models of biomolecule activations
In this Section, we give a brief summary of the simplest
models used in the literature to describe activation proc-
esses, either at the gene level, or at the level of post-trans-
lational modification of proteins. We then report
elementary but useful results which are obtained when
the activation is implemented by means of a train of peri-
odic square pulses.

Transcriptional regulatory networks can be described with
genes being represented by letters X, Y, ... The same nota-
tion is used for the concentrations of the corresponding
proteins synthesized by these genes. We first introduce
what is called the "simple regulation" by Alon [18], a sit-
uation which is depicted in Fig. 1(a) by an arrow from X
to Y. In this case the gene Y is positively regulated by only
one transcription factor X, and the basic process of synthe-
sis of protein Y from its gene is described by a single dif-
ferential equation:

where R(X) is called the regulatory function. We consider
regulatory functions bounded by 1. Typically R(X) has the
form of a Hill function Xn/(Xn + θn) with some cooperativ-
ity n and an activation threshold θ but we will often use
the logic approximation for R(X), where the latter is
replaced by the unit step function H(X - θ) (with only two
values H(X) = 0 if X <0, and H(X) = 1 otherwise). The
parameters β and α are respectively the maximum synthe-
sis rate of protein Y and the degradation parameter,
including the possible dilution effect from cell growth.
Whenever R(X) = 1 the system converges to a steady state
κ = β/α. In the sequel X(t) is considered as a function of
time, and one defines S(t) = R(X(t)). A class of signals S(t)
which will be considered below is a periodic train of
square pulses of amplitude 1, whose temporal pattern is
characterized by the numbers (τ, σ) (cf. Fig. 2). The
parameter τ describes the duration of the "on-phase" cor-
responding to the activation of transcription factor X
binding gene Y. The inter-pulse interval, or the silent
phase between the pulses, is denoted by σ. Thus the
period of S(t) is given by T = τ + σ.

In response to the input signal S(t), we will focus on three
observables in this system, namely the extrema (mini-
mum and maximum), and the average concentrations
reached by Y (t), denoted respectively by Ymin, Ymax and
�Y�T. The extreme values of Y (t) can be the most relevant
quantities in systems where Y is itself a transcription factor
for other genes, because then what matters is the compar-
ison of Y with a threshold of activation or of repression.
On the other hand, if Y is consumed by some downstream
process, then the mean concentration of Y (t) averaged

over a period T of S(t), denoted by �Y�T, is the relevant
quantity since it quantifies the available protein synthe-
sized over one period.

In the case of a simple regulation with periodic square
pulses, the model equation (1) is easily worked out and
from that calculation one deduces the observables �Y�T,
Ymax and Ymin as:

Fig. 3 shows an example of these functions when the inter-
pulse σ is varied, for a fixed pulse duration τ. When σ
increases from 0 the observables are all decreasing. The
maximum Ymax stays within the interval [YL, κ], where YL
is the asymptotic value reached by Ymax (dotted line on
Fig. 3, obtained when the denominator of Ymax, eq.(2),
equals 1). We note that this level can be controlled by
choosing the pulse duration τ. This can be useful if Y is
itself a transcription factor with respect to a target gene Z
(see next Section).

Another important class of basic activation in molecular
biology is the covalent modification of proteins (e.g. the
phosphorylation/dephosphorylation), which constitutes
the building block of signaling transduction pathways. In
some cases, the enzyme promoting the activated form of
the protein is submitted to time-periodic variations. Out-
standing examples of this situation have been studied in
the context of Ca2+ oscillations, whose temporal spiking
patterns have been showed to significantly modulate the
activity of CaM kinase II [3-6]. The activation/deactivation
motif is usually represented as in Fig. 1(b) by drawing two
arrows forming a cycle between two molecular states. A
third arrow indicates the presence of the external signal
S(t). Here Y stands for the concentration of deactivated
proteins, and Y* the concentration of activated ones,
assuming that the total protein concentration is a con-
served quantity, Y + Y* = Ytot. Several theoretical models
with different levels of complexity can be used to describe
the dynamics of the interconversion between Y and Y*.
For a recent review, see e.g. [22]. The simplest form of
equations which describe the dynamics of the cycle
between these proteins is given in the following [23]:

Y R X Y= −β α( ) (1)
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= − −

− − +
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+ −
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Motifs of activations and regulations of small biomolecular networksFigure 1
Motifs of activations and regulations of small biomolecular networks. (a) A simple activation (b) activation of a signal-
ing cycle (c) the Incoherent Feed Forward Loop (d) the Diamond motif (e) Diamond motif with signaling cycles (f) two Dia-
mond motifs associated in series (g) the interlocked negative feedback loop.
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where k and k' denote kinetic constants of the respectively
activating and deactivating reactions. When S(t) is a peri-
odic train of square pulses as in the above observables
Ymax, Ymin and �Y�T can again be analytically calculated as a
function of (τ, σ). However, their expressions are slightly
more complicated than those of eqs.(2) due to the differ-
ence in time scales for the "on-phase" and "off-phase" of
Y (t). For a fixed value of τ the graph of these functions of
σ is qualitatively similar as seen in Fig. 3. The extrema and
the mean values of Y (t) decrease when the inter-pulse
interval σ is increased. Let us note that the same behavior
is also achieved in the general case of nonlinear equations
representing the dynamics of the covalent modifications
by mean of the Goldbeter-Koshland model [3,24] (cf.
additional file 1).

We conclude from elementary calculations that a pulsatile
activation of the simple regulation schemes (1) or (3) pro-
vides a way to adjust the variations of Y in a range of val-
ues which can be controlled by tuning the temporal
pattern (τ, σ) of the pulses.

Periodic activation of the IFFL
In this Section we show that one basic design which ena-
bles one to obtain an optimal output in response to a peri-
odic train of pulses, is the incoherent feedforward loop (IFFL)
motif studied by Alon and co-workers in the context of
transcriptional networks of bacteria [25]. We first give the
definition of this motif and then study new properties
which appear in this system under periodic stimulations.

The type-I Incoherent Feedforward Loop
According to the studies of [18], one of the most recurrent
motif arising in a 3-nodes regulatory sub-network is the
(type-1) incoherent feedforward loop seen in Fig. 1(c)
(the abbreviation is IFFL in the following). Here the tran-
scription factor X promotes the expression of both genes
Y and Z but the expression of the latter is repressed by Y.
In order to simplify the formalism so as to obtain simple
analytical estimates, we again consider the logic approxi-
mation, where the regulation functions are described by
step functions which take only binary values 0 or 1. As in
the above, S(t) = R(X(t)) denotes an input signal emanat-
ing from X and the dynamics of the system is described by
the following equations:

Here the first equation is a simple regulation as intro-
duced in the previous section, and the second equation
governs variable Z which is activated only when both the

Y S t Y= −β α( ) (4)

Z S t H Y Z= − −β θ α( ) ( ) (5)

Input stimulation signalFigure 2
Input stimulation signal. The pulsatile signal is shown, the 
duration of the "on-phase" is denoted by t, the inter-pulse 
interval or the silent phase between the pulses, is denoted by 
σ. Thus the period of S(t) is given by T = τ + σ.
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The graph of extremum values of Y in function of σ for a sim-ple activation processFigure 3
The graph of extremum values of Y in function of σ 
for a simple activation process. The extremum values of 
Y in function of σ for a simple activation process (Fig 1. (a)) 
are plotted thanks to the equations (2) of the main text. Ymax 

is the maximum reached by the protein, <Y >T is the mean 
concentration of the protein averaged over one period T, 

Ymin is the minimal value reached by the protein,  (dot-

ted line) represents the stationary state that the protein 
would attain if the stimulation was constant and YL (dashed 
line) is the asymptotic value reached by Ymax when the inter-

pulse interval σ becomes very large. The parameters are: α = 
0.01 min-1, β = 10 nM.min-1, τ = 100 min.
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signal S(t) is "on" and when the repressor level Y is
smaller than the threshold θ. We note that for simplicity's
sake we have considered same degradation (α) and maxi-
mal production rates (β), for Y and Z, but this choice is
not essential for the results reported below.

The main dynamical property of the IFFL motif which was
studied in [25] is its ability to create a pulse in Z concen-
tration when it is submitted to a constant stimulus. Once
the signal associated to X is switched "on", the variable Z
rises due to its positive regulation by X, but this activation
is terminated by the repressor Y which is also activated by
X. The duration of the pulse can be quantified by the time
τθ needed by Y to reach its repression threshold θ after the
onset of the signal. For the simple model above, the pulse
duration is merely computed as:

This will be called the proper pulse duration of the IFFL
system. Thus if the activation lasts longer than the proper
pulse τθ, the system can recover its primary state. In other
words the IFFL system can only detect changes of stimula-
tion, meaning that it adapts to a constant stimulus. So, as
mentioned by Li and Goldbeter [16] in regarding the con-
text of receptor desensitization, in order to reach a given
level of synthesis of Z in such system, a pulsatile pattern
of stimulation must be considered instead of a continu-
ous stimulation. Therefore in the following we consider a
periodic stimulus S(t), which has the form of a square-
wave, similar to that studied in the previous Section.

Pulsatile periodic activation of the IFFL
In this Section we show that when the IFFL network is
periodically stimulated by a train of pulses, a new prop-
erty appears regarding the optimization of observables
�Z�T and Zmax. As illustrated in Fig. 4 and Fig. 5, the average
value �Z�T, as well as Zmax can reach maximal values for
specific choices of the pulse pattern (τ, σ). We will
describe this phenomenon in more detail.

First, the evolution of the repressor Y (t) is identical to the
one obtained in the previous section for a simple regula-
tion, because eq.(4) coincides with eq.(1). However, in
what concerns the evolution of the output protein Z, a
detailed analysis of this system (see additional file 1)
shows that two cases should be distinguished according to
the size of the pulse duration τ compared with the proper
pulse τθ of the IFFL [cf. eq. (6)]. Here we detail only the
case of short pulses, corresponding to the condition τ <τθ.
Fig. 4 shows a 3D-plot of �Z�T computed in function of the
pulse parameters (τ, σ). One observes that the extrema of
�Z�T form a ridge with a roughly constant slope τ/σ in the
parameter space (τ, σ). By fixing the pulse duration τ Figs.

5 show the existence of maxima in �Z�T, as well as in Zmax
in Fig. 5b, reached for a critical inter-pulse interval σ1.
Another feature of these observables shown in Figs. 5 is
that they start to increase from zero only if the inter-pulse
interval σ is above a minimum value σ0. When τ <τθ, the
values of σ0 and of σ1 can be analytically computed as fol-
lows (cf. Suppl. Info.):

The latter expression can serve to estimate the optimal
interspike interval σ1 which should be waited for between
the pulses to maximize the response of the IFFL network.
We note that when ατ is small, one can use the first-order
approximation σ0 ~σ1 ~τ (κ/θ-1), where κ is the equilib-
rium concentration of Y proteins, and θ <κ is the repres-
sion threshold of Y with respect to gene Z. Our estimate
means that provided ατ is small enough, the optimal
pulse pattern is given by only one condition on the ratio
between the on/off phases, i.e. σ1/τ ~κ/θ - 1. It does not
impose a unique value for the pulse duration τ. Further-
more, it can be seen that the height of the optimal �Z�T and
Zmax is of the order of θ. Thus the average and maximum
productions of Z are optimized when θ is close to its max-
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Response of the IFFL to periodic stimulation in function of σ and τFigure 4
Response of the IFFL to periodic stimulation in func-
tion of σ and τ. Average response <Z >T is plotted in func-

tion of σ and τ for an I1FFL motif (Fig 1. (c)) stimulated by a 
pulsatile signal. Parameters σ and τ are expressed in 1/α units 

and <Z >T in fraction of . Threshold parameter is cho-

sen as θ = 0.8 κ. This surface plot of <Z >T is analytically 
computed by using eq.(10) given in the Additional File 1.

 0

 0.1

 0.2

 0.3

 0.4

 0.5

 0.6

 0.7

 0.8

(in
 fr

ac
tio

n 
of

 κ
)

 0
 0.02

 0.04
 0.06

 0.08
 0.1

 0

 0.02

 0.04

 0.06

 0.08

 0.1

 0
 0.1
 0.2
 0.3
 0.4
 0.5
 0.6
 0.7
 0.8

<Z>T

σ

τ

<Z>T

κ β
α=



BMC Systems Biology 2009, 3:29 http://www.biomedcentral.com/1752-0509/3/29

Page 7 of 14
(page number not for citation purposes)

imal possible value, which is bounded by κ. But then σ1
<< τ, meaning that in this case the optimal rest interval
would be smaller than the pulse duration. Therefore for
the IFFL with a high repressor threshold, optimal trains of
square pulses would seem to be alike in a constant stimu-
lation. However, for this system, there is a crucial differ-
ence between the situation of constant stimulus, where Z

falls to zero, because it is completely repressed by Y, and
the other situation where the activation of Y is periodi-
cally interrupted during for a small lapse of time. In real
biochemical systems, however, the value of the threshold
θ cannot be arbitrarily chosen, and the implementation of
our proposed principle depends on the context, being for
instance the one of genetic regulation or the one of intra-
cellular signaling. Based on plausible parameter values
found in the literature, Table 1 gives examples of optimal
pulse patterns predicted by our simple model in the case
of genetic expression, eqs.(4)-(5), or in the case of signal-
ing cycles, eqs.(3)–(5). The first line gives optimal inter-
pulse durations σ1 for a simple IFFL composed of three
genes with parameters in the range given in the experi-
mental work of [26]. The second line gives an estimation
of σ1 for an IFFL whose node Y is a signaling cycle. The
numerical values for the parameters of the signaling cycle,
(k' = k = 1 s-1, Ytot = 2 μM), are based on values estimated
in [27].

In conclusion one sees that the IFFL network motif (Fig.
1(c)) studied by Alon et al. has a nice ability to provide
one of the simplest mechanisms which maximizes the
average synthetized protein �Z �T when periodically stimu-
lated with a train of pulses.

Mixed regulatory networks with a "Diamond" IFFL
The periodic stimulation of the IFFL network with train of
pulses reveals an interesting property of optimal response
with respect to the pulse pattern. In this section we slightly
extend the IFFL motif to obtain a design which improves
its ability of bandpass filtering, i.e. the property to induce
a non zero response only for a finite range of pulse peri-
ods. We consider the "diamond IFFL" motif depicted in
Fig. 1(d). The scheme is analog to the IFFL but the activa-
tion of the target gene takes two nodes instead of only
one. In fact, this extension of the IFFL can be studied in
the gene network seen in Fig. 1(d). It can also be imple-
mented in a mixed regulatory network which blends sign-
aling and gene nodes in the same interaction graph (cf.
Fig. 1(e)). This graph may schematically represent a trans-
duction network consisting of a crosstalk between two
pathways converging with opposite interactions in the
same genetic system. A similar scheme has been used in
the study of the formation of long term memory at the
molecular level [15]. The comparison between the models
of the literature and the outcome of our analysis will be
provided in the Discussion section.

Response of the IFFL to periodic stimulation in function of σFigure 5
Response of the IFFL to periodic stimulation in func-
tion of σ. The average response <Z >T and the maximum of 
response Zmax are represented in function of the inter-pulse 
interval σ with a fixed τ for an IFFL motif (Fig 1.(c)) stimu-
lated by a pulsatile signal. σ is in 1/α units, the concentration 
is in nM. σ0 is the minimal inter-pulse interval for the system 
to respond. The inter-pulse interval σ1 gives the optimum 
average response for the system. The numerical simulation 
was done with the equations (4–5) of the main text and with 
the following parameters: (a) for the case τ > τθ, τ = 2 1/α 
unit. For example, the parameters: α = 0.01 min-1, β = 10 
nM.min-1, θ = 800 nM and τ = 200 min give σ0 ~20 min and σ1 
~2 hours. (b) for the case τ <τθ, τ = 1 1/α unit. For example, 
the parameters: α = 0.01 min-1, β = 10 nM.min-1, θ = 800 nM 
and τ = 100 min give σ0 ~15 min and σ1 ~1 hour.

0

200

400

600

800

1000

0

200

400

600

800

1000

σ (in 1/    units)α

1σ σ0 1

Zmax

<Z>
T

2 3 4

(a) τ > τθ

(b)

0σ 1 2 3 4σ1

C
on

ce
nt

ra
tio

n 
(in

 n
M

)
C

on
ce

nt
ra

tio
n 

(in
 n

M
)

<Z>
T

maxZ
τ < τθ

Table 1: Examples of plausible numerical values for the different parameters

Simple IFFL in bacteria [26] α = 0.01min-1 β = 100 nM.min-1 θ = 500 nM 1 to 10 min 25 to 390 min

IFFL with a signaling cycle [27] K' = 1 s-1 k = 1 s-1 θ = 500 nM 1 s 2 s
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We again use the simplified description of eq.(3) for the
dynamics of the covalent modification cycles, with varia-

ble  and , and the logic regulatory functions for the

activation of the promoter of Z. The equations of the sys-
tem depicted on Fig. 1(e) can be written as previously with

the following dynamics for the proteins ,  and Z:

In this simple setting where identical kinetic parameters
are assumed for the covalent modification cycles 1 and 2,

the time-evolutions of  and  are synchronized by

the periodic signal S(t). In this case, eq. (11) shows that

the expression of Z gene is activated only when θ1 <  <θ2

(i = 1, 2), which entails that the relation θ1 <θ2 must be

assumed in order to have a non zero production of Z. This
assumption means that the affinity of the activator for
binding the promoter of Z gene is higher than the affinity
of the repressor for the same promoter.

We consider periodic stimulations of this system with a

pulse pattern (τ, σ) such that σ is varying and the pulse

duration τ <  is fixed (cf. eq.(6)). Fig. 6 shows the vari-

ation of the mean value of synthesized Z, denoted by �Z�T.

As for the IFFL, there is a lower limit of the inter-spike

interval σ0 in which no production of the target gene Z

occurs. But once σ is increased above σ0 there is a fast

growth of �Z�T which culminates at σ1 which can be com-

puted in the same way as before (eq.(8)). If σ is further

augmented, �Z�T registers a decrease which reaches 0 when

σ > σ2 on the graph. This property is due to the existence

of a new node (activator Y1) in the "diamond" IFFL,
which ceases to activate the target gene Z once Y1 max

becomes smaller than its activation threshold of Z. Thus

the new feature of the pulse-response of �Z�T is that (for a

fixed τ) one obtains only a finite interval [σ0, σ2] of inter-

pulse intervals in which the protein Z is produced. There-
fore, the new property appearing in this system, as com-
pared with the standard IFFL, gives us the possibility to
use this architecture as a bandpass filtering, allowing the
gene to respond only to specific periodic trains of pulses,

with the inter-pulse σ belonging to a limited range [σ0,

σ2].

Optimal output in response to bursting oscillations
The network motifs studied in the previous Sections can
be combined in modules that can be linked in a larger net-
work to process complex signals. We show in this Section
that by linking two diamond IFFL motifs one obtains a
class of regulatory networks which are able to selectively
respond to bursting oscillations.

Bursting oscillations are time-dependent signals typically
emitted by neuron cells [28]. Their temporal pattern is
formed by trains of spikes alternating with refractory peri-
ods. The neuronal signal is a depolarization wave created
by the dynamics of ionic channels in the neuron mem-
branes. However, in the vicinity of a synapse, this electri-
cal signal transforms into a chemical signal affecting the
receptors of the post-synaptic neuron. It thereby propa-
gates its influence in the molecular regulatory networks of
this neuron. Consequently, a bursting neuronal signal can
potentiality impact on the gene expression of the post-
synaptic neuron. Therefore it is worthwhile to identify
simple topologies of regulatory networks with the ability
to be sensitive and selective to bursting oscillations.

Y1
∗ Y2

∗

Y1
∗ Y2

∗

Y kS t Y Y k Ytot1 1 1 1
∗ ∗ ∗= − − ′( )( ) (9)

Y kS t Y Y k Ytot2 2 2 2
∗ ∗ ∗= − − ′( )( ) (10)

Z H Y H Y Z= − − −∗ ∗β θ θ α( ) ( )1 1 2 2
(11)

Y1
∗ Y2

∗

Y1
∗

τθ1

Response of the Diamond IFFL motif with signaling cycles to periodic stimulation in function of σFigure 6
Response of the Diamond IFFL motif with signaling 
cycles to periodic stimulation in function of σ. The 
average response <Z >T of the protein Z of the Diamond 
IFFL motif with signaling cycles (Fig. 1 (e)) is shown for a pul-
satile stimulation. σ0 is the minimal inter-pulse interval for 
the system to respond. The inter-pulse interval σ1 gives the 
optimum average response for the system and σ2 is the max-
imal inter-pulse interval for the system to respond. The 
numerical simulation was done with the equations (9–11) and 
with the following parameters: k = 4 min-1, k' = 2 min-1, Y1Tot = 
Y2Tot= 500 nM, α = 0.01 min-1, β = 10nM.min-1, θ1 = 180 nM, 
θ2 = 230 nM, τ = 0.1 min.
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In order to explore this question we consider the network
represented in Fig. 1(f), which combines in series two dia-
mond IFFL motifs. Each node of Fig. 1(f) is represented by
single species but in practice the proteins Y1 and Y2 on this
graph could be replaced by covalent modification cycles
as the ones depicted in Fig. 1(e). In this case Fig. 1(f) cor-
responds to a regulatory system where an input signal
influences the expression of a target gene W by the inter-
mediary of a signaling pathway, in which 2 phosphoryla-
tion/dephosphorylation cycles respectively activate and
repress the promoter of the intermediate gene Z. The cor-
responding protein activates in turn the repressor V1 and
the activator V2 of a target gene W.

Employing similar notations as in the previous Sections,
the dynamics of the network on Fig. 1(f) can be described
by the following system:

To model the input bursting signal S(t) we consider a
time-periodic pattern characterized by four time intervals
(τ1, σ1, τ2, σ2) (cf. Fig. 7). The period of the signal is given
by T = τ2 + σ2, where τ2 is the duration of the bursting
phase and σ2 is the quiescent period. The bursting phase
is defined by a series of square spikes in which τ1 is the
width of the spike and σ1 is the interspike interval. The
quiescent period which separates the bursting phases is
given by σ2. Thus the signal is characterized by two differ-
ent time-scales τ1 + σ1 << τ2 + σ2. In the numerical simula-
tions reported below these time scales are separated by
two orders of magnitude, reflecting the typical temporal
differences between the dynamics in signaling cascades
and in genetic regulations (cf. Table 1).

When the network represented in Fig. 1(f) is stimulated by
the signal S(t) described above, it has the property to
selectively recognize temporal patterns of bursting oscilla-
tions, allowing the target gene to be maximally tran-
scribed in some conditions. To illustrate this point Fig. 8
shows the time-evolution of W in response to various
periodic stimulations S(t). When the system is submitted
to periodic trains of square waves without bursting (Fig.

8(a), σ1 = 0), the gene W is not expressed. Likewise if the
stimulation consists of a long train of spikes without any
quiescent period (Fig. 8(b)), the average level of W
remains negligible. However, if we stimulate the motif
with a specific bursting signal (Fig. 8(c)), the system gives
a non-zero response. More generally, the striking feature
of the network of Fig. 1(f) is to exhibit a non vanishing
response only in a given range of pulse patterns. Moreo-
ver, if the time intervals τ1 and τ2 are fixed, the system pos-
sesses a set of maxima for some optimal values of (σ1, σ2).
In view of of Fig. 8(a–c), the system behaves as it filtered
out low as well as high frequencies. But this conclusion is
misleading since when high and low frequencies are
mixed in the same input signal in the form of bursting
oscillations, the system displays a non zero response in
the evolution of W, with the possibility of optimizing the
average level of W over one period.

The reason why the network in Fig. 1(f) manifests a large
response to bursting oscillations is a direct consequence
of the results discussed in the previous Sections. Let us
again suppose that the active phase of the bursting lasts τ2
and the quiescent interval is σ2. During this active phase
τ2, and assuming the spike duration τ1 is fixed, an optimal
output in the level of the intermediate protein Z is pro-
duced if the interspike interval σ1 is chosen as the one
which maximizes the response curve of Fig. 6. For exam-
ple, using the parameter of that figure, this corresponds to
σ1 � 1/(4α1). On the other hand, during the refractory

Y S t Y1 1 1 1= −β α( ) (12)

Y S t Y2 1 1 2= −β α( ) (13)

Z H Y H Y Z= − − −β θ θ α1 1 1 2 2 1( ) ( ) (14)

V H Z V1 2 3 2 1= − −β θ α( ) (15)

V H Z V2 2 4 2 2= − −β θ α( ) (16)

W H V H V W= − − −β θ θ α2 1 5 6 2 2( ) ( ) (17)

Bursting signalFigure 7
Bursting signal. The signal is composed of 2 signals of dif-
ferent time scale. The first is a rapid pulsatile signal with the 
duration of the "on-phase" denoted by τ1 and the silent phase 
between the pulses denoted by σ1. The second signal is two 
orders of magnitude slower. The duration of the "on-phase" 
is denoted by τ2 and the "off" phase between the pulses, is 
denoted by σ2. For practical reasons, the graph is not at real 
scale.
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period σ2 of the bursting oscillations, the activity of Z
returns to zero. Thus the time-evolution of the intermedi-
ate protein Z is close to a periodic train of square pulses
with time pattern (τ2, σ2) characterizing respectively its
"on" and "off" phases. Now this variable feeds the regula-
tion functions of the second subnetwork V1 - V2 - W. But
for a fixed τ2 this subnetwork responds in an optimal way
if the quiescent phase is chosen again as the critical σ2
which maximizes a response curve like the one shown in
Fig. 6. For example, using the same parameter as for this
figure, σ2 would correspond to 1/(4α2). Therefore, since
the signaling time scale 1/α1 is much smaller than the one
of gene regulation 1/α2, we conclude that the temporal
pattern which maximizes the response in W is σ1 << σ2.
This agrees with the concept of bursting oscillations.

The interlocked negative feedback loop
The network motifs analyzed in the previous Sections can
give rise to an optimum period of stimulation corre-
sponding to a maximum in the average concentration of
the output proteins. It is also interesting from a physiolog-
ical point of view, to find biological networks that give an
optimum frequency maximizing the oscillatory amplitude

of the output. So, we consider another basic network
motif which provides a maximal response in function of a
periodic stimulation. The motif network, which is shown
in Fig. 1(g), is similar to the IFFL, but the repressor Y in
addition to being activated by X is activated by Z in a feed-
back loop. Furthermore, Z is not directly activated by X.
This negative loop is not a gene regulatory motif in the
sense defined by Alon et al., but we still call it a motif as it
is the building block of several molecular biology oscilla-
tors [29]. We note that often this regulatory motif is not
purely genetic, but the negative control is induced by a
post-transcriptional regulation [30]. Furthermore, when
the species Z not only activates Y but also exerts an auto-
activation, the system can become a biological oscillator.
In fact this positive auto-regulation is essential in order to
display self-sustained oscillations. For example, minimal
models of circadian oscillators have been proposed,
involving the pattern of activation seen in Fig. 1(g)[31].
Likewise, minimal models for the cellular cycle have also
been proposed in this way [32]. This network motif also
supports a model for the oscillatory dynamics of p53 [33],
oscillations in Neurospora [34]. It has also been studied
in a synthetic biology perspective [35]. Other examples

Response of the double DIFFL to a bursting signalFigure 8
Response of the double DIFFL to a bursting signal. The motif of double DIFFL (Fig. 1(f)) is stimulated with 3 different 
periodic input signals X(t) (on the left). The 3 graphs on the right give the response of the output W (t). The numerical simula-
tions were done with the following parameters τ1 = 100 s and τ2 = 10000 s are fixed. The other parameters are: α1 = 0.01 sec-

1, β1 = 10 nM.sec-1, α2 = 0, 006 min-1 β2 = 6 min-1, θ1 = θ5 = 700 nM, θ2 = θ6 = 800 nM, θ3 = θ4 = 50 nM. (a) with σ1 = 0 s, σ2 = 
100 min (b) with σ1 = 60 s, σ2 = 0 min (c) σ1 = 60 s, σ2 = 100 min. For practical reasons, the representations of the pulsatile sig-
nals are not at real scale.
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exist (cf. Table 2), like for instance a model given by Song
et al. [36] who also use the interlocked negative feedback
loop to describe a model of memory formation.

All these examples have been proposed as models of bio-
logical clocks, because they admit autonomous oscilla-
tions of the produced protein concentrations. In absence
of the positive auto-regulation of the activator, however, it
can be shown that no autonomous oscillations are possi-
ble. This is the case we consider for the network motif
depicted in Fig. 1(g). But even in this simpler network,
interesting oscillatory behaviors can appear if the variable
Z (or Y) is influenced by periodic variations coming from
X. This periodic activation can be caused by a signal asso-
ciated with an autonomous oscillator, or by the outcome
of a signaling pathway which is periodically stimulated, as
considered in the previous Section. In all the cases we rep-
resent the periodic activation of unit X in Fig. 1(g) by a sig-
nal S(t), and the dynamics of the protein concentrations Y
and Z are determined by the following equations:

In this system, the signal S(t) associated with X(t) can be
a periodic square pulse of amplitude 1, R+(Z) is an activat-
ing regulation function, like the Hill function introduced
above, and R-(Y) = 1 - R+(Y) is a repressing function.

The resonance response is much clearer in this case if the
input signal is sinusoidal rather than a square signal. The
work performed by Lipan and Wong [37] proposes the use
of oscillatory signals for studying genetic networks. These
authors have devised a promising experimental procedure
which consists of activating and deactivating the promoter
efficiency with the use of electromagnetic fields. The net
effect of their procedure amounts to periodically modulat-
ing the expression rate of genes.

When the periodic activation is absent, β1 = 0, the system
possesses a non-zero steady state (Ys, Zs) which can be
shown to always be a stable focus. The corresponding fre-
quency ω0 is easily determined by computing the imagi-
nary part of the Jacobian eigenvalues. Thus, if the system
is drawn away from equilibrium, it will return to its steady
state by exhibiting transient oscillations with the fre-

quency ω0. This frequency can also be revealed by period-
ically modulating the expression rate of Y. In this case we
suppose that the modulation is operated with a frequency
varying in a range around ω0. Numerical simulations of
eqs. (18) show that in this range the network dynamics
give rise to a resonance which coincides with ω0. In Fig. 9,
we can see a maximum in the amplitude response of pro-
tein Y. A typical order or magnitude for the resonant
period obtained from plausible parameters is T0 ~300
min. Moreover we observe that the resonance width
mainly depends on the stiffness of the regulatory func-
tions, quantified here by the cooperativity coefficient n of
the Hill function. To explain this property, an easy but
instructive example which can be analytically dealt with,
considers identical thresholds θ for the regulatory Hill
functions R+(Z) and R-(Y), and also assume β0 = β. The
steady state for Y and Z is symmetric, i.e. Ys = Zs = κ/2 (we
recall that κ = β/α). The natural frequency can be written
as ω0 = nα/2, where n is the Hill coefficient of functions
R+(Z) and R-(Y). Since, in absence of periodic stimula-
tions, the damping of the oscillations is characterized by

Y S t R Z Y

Z R Y Z

= + −

= −

+

−

( ( )) ( )

( )

β β α

β α
0 1

2

(18)

Table 2: Different models of the interlocked negative feedback loop. This table shows various regulators which are involved in an 
interlocked negative feedback loop.

Model Cellular cycle [32] P53 [33] Synthetic system [35] Circadian rhythms (Neurospora) [34]

Y (Repressor) CLB Mdm2 LacI FRQ
Z (Activator) CLN P53 NRI WC-1, WC-2

Response of the interlocked negative feedback loop to a har-monic stimulationFigure 9
Response of the interlocked negative feedback loop 
to a harmonic stimulation. The response in amplitude of 
the interlocked negative feedback loop (Fig 1.(g)) to an har-
monic stimulation in function of the period of stimulation T is 
shown. The numerical simulation was done with the equa-
tions (18) and with the following parameters: β0 = 150 
nM.min-1, β1 = 100 nM.min-1, β2 = 100 nM.min-1, θ1 = 50 nM, 
θ2 = 50 nM, α = 0.01 min-1, n = 2 or 4. With these parame-
ters, we have T0 ~ 6 hours.
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α, we can estimate the "quality" factor of this resonance
with the ratio ω0/α = n/2. This indeed depends only on the
Hill coefficient n. Examples of resonances with n = 2 and
n = 4 are illustrated in Fig. 9.

Discussion
In this study we have looked at simple molecular net-
works showing the ability to maximize their responses to
periodic stimulations. Using analytical and numerical
tools, we have identified two types of basic network
motifs, and some of their straightforward extensions,
which possess this property (Fig. 1). The first of thes
motifs is the Incoherent Feedforward Loop network
(IFFL), for which we have shown that periodic activations
with a train of square pulses lead to maximizing the time-
average production of the output protein over one period
provided that the pulse and the inter-pulse intervals are
adequately chosen (Fig. 4). When the pulse duration is
short enough, this optimization also applies to the maxi-
mal concentration of the output protein reached over one
period (Fig. 5b). The mathematical analysis of this opti-
mization property is simple, although it does not reckon
as do most current studies which focus on this topic, with
the assumption of small amplitude stimulations, which
allows to work in the framework of linear filter analysis.
We have also pointed out another network motif, namely
the interlocked negative feedback loop which has the
property to exhibit a maximum in the amplitude of oscil-
lations when it is submitted to periodic stimulations. In
this case the maximization is observed in the linear regime
(i.e. for small amplitude of the stimulations) and it can be
described as a standard phenomenon of resonance.

The interlocked negative loop is a well-studied motif in
the context of oscillating regulatory networks (cf. exam-
ples given on Table 2). In all these examples the auto-acti-
vation of one of the two nodes of the network is
imperative in order to produce sustained oscillations.
Here we pinpoint a property of the interlocked feedback
loop that exists without or with only a weak auto-activa-
tion. In this case, the system relaxes towards a stationary
state in absence of periodic stimuli. It nevertheless pos-
sesses the ability to show up a resonant behavior which
can be waked by periodic stimulations. This phenomenon
might be important in some situations. For example the
protein P53 is engaged in many regulation processes and
it is known to oscillate with a period of 5.5 hours in some
conditions. In [38] the authors show that the amplitude
of oscillations of P53 is variable whereas the period of
oscillations has a spectacular regularity. We speculate that
even in absence of autonomous oscillations this system
might show up an amplified response to external periodic
stimulations (e.g. a periodic exposure to UV rays) because
of the resonance phenomenon. A similar remark can be
made regarding regulatory systems related to stress

responses as in the SOS regulator LexA of E. coli or in the
NF-κB system.

As an illustrative application of the periodic activation of
the diamond IFFL motif we believe that the feature stud-
ied in the present paper reveals the principle behind an
intriguing phenomenon studied by Smolen et al. [15]. In
this reference, the authors proposed a model for the for-
mation of long term memory (LTM), a process which is
based on the LTP phenomenon (Long Term Potentiation)
in neurons and on the subsequent strengthening of syn-
apses. The LTP appears in a synapse when the postsynaptic
cell is submitted to some external signal, for instance in
the form of glutamate pulses of significant amplitude.
Then this signal induces the phosphorylation of transcrip-
tion factors which genetically activate the production of
new proteins in order to strengthen connections between
synapses or to create new synapses. On the other hand, it
has been shown that in order to learn, several animals or
organisms need to receive stimulations in repeated ses-
sions (a well-studied example is the aplysia, see [39] for a
review). Interestingly these sessions must be spaced with
a minimal interval. Massed training produced signifi-
cantly shorter lasting memory as experimentally shown in
[40]. Thus the genetic network underlying this regulation
must respond only if the learning sessions are sufficiently
spaced.

The model of Smolen et al. (Fig. 5 of [15]) had the same
structure as the diamond IFFL shown in Fig. 1(e). It pos-
tulated the existence of two transcriptional factors, respec-
tively an activator and a repressor, whose phosphorylated
forms are activated by an external signal, allowing them to
act on the promoter of a gene involved in the formation
of LTM (e.g. the creb genes). The purpose of this modeling
was to show the marked differences in the transcription
rate of the LTM genes between the case of "massed stim-
uli" and the case of "spaced stimuli", as was experimen-
tally observed e.g. by Yin et al. [2]. In fact an outstanding
property of their model was the existence of a maximum
in the transcription rate of the LTM genes, in function of
the interspike interval (here corresponding to the rest time
between the learning sessions). However the definite
mechanism underlying this property is not easy to iden-
tify in that system, as the model counted a half dozen of
nonlinear equations, with nearly 20 parameters to be cho-
sen. Despite this complexity the authors did conclude by
suggesting that a general mechanism enabling the tuning
of the response of a gene promoter to an optimal stimulus
frequency could be the presence of two competing proc-
esses with different sensitivities acting on this gene. In this
article we have achieved a minimal model which puts this
intuition on firm grounds. Our analysis shows that the
presence of two competing processes related by the IFFL
mechanism is indeed a key ingredient, a higher affinity of
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the activator compared with the one of the repressor for
the target gene promoter is another one.

The results of Li and Goldbeter [16] mentioned in the
introduction are another rare example found in the litera-
ture where a maximization process of the response in a
molecular network is shown to critically depend on some
temporal patterns of activation. Although this study is
based on analytical calculations the basic ingredient
which explains the observed property is not transparent.
Although the link of this model with the IFFL motif is not
established we are currently working on a generalization
of the optimization principle identified in the IFFL
responses in order to place the two studies in the same
framework.

Based on typical parameter values met in different systems
(genetic, signaling), Table 1 provides some estimates of
the pulse and of the inter-pulse intervals which allow for
maximization of the average production of target pro-
teins. Since these estimates seem compatible with plausi-
ble experimental values, they prompt experimental
implementations of the scheme. For example, several IFFL
regulatory motifs have been recognized in a genome map
of E. coli [18]). It would be interesting to stimulate one of
these loops with trains of periodic pulses in order to dis-
cover whether the predicted maximization is feasible in
practice. Utilization of thermosensitive promotors may be
one possibility for the implementation of the periodical
stimulations [41]. Nevertheless we note that the phenom-
ena presented here may be sensitive to molecular noise
and to environmental perturbations. Presumably, the
envisaged experiments might be less difficult to achieve in
eukaryote organisms where the genetic regulations
involve more proteins than in prokaryotes, in this way,
molecular noise could be reduced.

A general issue concerning the concept of network motifs,
like the IFFL, is that such a module is in fact embedded in
larger and more complex regulatory networks [42]. This
weakens the actual meaning of modular subnetworks. In
this regard, however, by considering time dependent sig-
nals we propose that frequency selectivity mechanisms
like the ones studied here, can give more sense to the
modular approach. Finally we note that from a biomedi-
cal perspective the question of optimal response in molec-
ular networks could be especially relevant in situations
where a maximal protein synthesis would be beneficial in
periodic stimulation-based therapies. For example some
innovative treatments of neural based diseases like Par-
kinson's, or of severe depressions, use a novel technique
consisting of deep brain stimulations [43]. The patient
wears a pacemaker linked to electrodes implanted in some
brain nuclei. Electrical stimulations are then transmitted
at a given frequency. Although this type of clinical treat-

ment has been reported to lead to spectacular relief, the
question of fine tuning the frequency of the pacemaker to
achieve an optimal result is empirically solved for the time
being [44]. A better understanding of the time-dependent
responses of intracellular signaling pathways could be
very relevant in these situations. In a different context, the
traditional periodic intake of medicines is another exam-
ple where optimization will emerge from rational think-
ing in terms of optimal pulsatile stimulations.

Conclusion
The mechanisms presented in this article identify new
possible strategies which can be employed by a cell to
integrate time-dependent information provided by the
environment. The studied network motifs offer the attrac-
tive possibility of selecting a signal according to its tempo-
ral structure or to its frequency content. Only messages
which for instance, which have a minimal inter-pulse
duration are allowed to pass. The identified mechanisms
are simple and based on known network motifs in the lit-
erature, they can be embodied in existing organisms. They
could also be implemented by means of synthetic biology
[41,45].

Methods
Numerical simulations
Numerical simulations were made with programs written
in C language and the Runge-Kutta routines from the
GNU Scientific Library. The simulation codes of the mod-
els which were used to obtain the numerical results
reported in the paper (e.g. Figs. 5, 6, 8 and 9) are provided
in the additional file 2 (with the name "archive-codes").

Authors' contributions
Conceived and designed the experiments: AC, JAS. Ana-
lyzed the data: AC, J-AS. Wrote the paper: AC, JAS. All
authors read and approved the final manuscript.

Additional material

Additional File 1
Supplementary Information. Additional details are given about the math-
ematical analysis of the periodic activation of the IFFL network by a train 
of square pulses and about a comparison of our study with the frequency 
coding analysis performed by Goldbeter et al. in [3].
Click here for file
[http://www.biomedcentral.com/content/supplementary/1752-
0509-3-29-S1.pdf]

Additional File 2
archive-codes. Computer codes in C language used for the numerical sim-
ulations.
Click here for file
[http://www.biomedcentral.com/content/supplementary/1752-
0509-3-29-S2.zip]

http://www.biomedcentral.com/content/supplementary/1752-0509-3-29-S1.pdf
http://www.biomedcentral.com/content/supplementary/1752-0509-3-29-S2.zip


Publish with BioMed Central   and  every 
scientist can read your work free of charge

"BioMed Central will be the most significant development for 
disseminating the results of biomedical research in our lifetime."

Sir Paul Nurse, Cancer Research UK

Your research papers will be:

available free of charge to the entire biomedical community

peer reviewed and published immediately upon acceptance

cited in PubMed and archived on PubMed Central 

yours — you keep the copyright

Submit your manuscript here:
http://www.biomedcentral.com/info/publishing_adv.asp

BioMedcentral

BMC Systems Biology 2009, 3:29 http://www.biomedcentral.com/1752-0509/3/29

Page 14 of 14
(page number not for citation purposes)

Acknowledgements
A.C. benefits from a PhD Grant from the French Minister of Research.

References
1. Goldbeter A: Biochemical Oscillations and Cellular Rhythms: The molecu-

lar bases of periodic and chaotic behaviour Cambridge University Press;
1996. 

2. Yin JC, Vecchio MD, Zhou H, Tully T: CREB as a memory modu-
lator: induced expression of a dCREB2 activator isoform
enhances long-term memory in Drosophila.  Cell 1995,
81:107-115.

3. Goldbeter A, Dupont G, Berridge MJ: Minimal model for signal-
induced Ca2+ oscillations and for their frequency encoding
through protein phosphorylation.  Proc Natl Acad Sci USA 1990,
87(4):1461-1465.

4. Dupont G, Goldbeter A: Protein phosphorylation driven by
intracellular calcium oscillations: a kinetic analysis.  Biophys
Chem 1992, 42(3):257-270.

5. Koninck PD, Schulman H: Sensitivity of CaM kinase II to the fre-
quency of Ca2+ oscillations.  Science 1998, 279(5348):227-230.

6. Dupont G, Houart G, Koninck PD: Sensitivity of CaM kinase II to
the frequency of Ca2+ oscillations: a simple model.  Cell Cal-
cium 2003, 34(6):485-497.

7. Mettetal JT, Muzzey D, Gómez-Uribe C, van Oudenaarden A: The
frequency dependence of osmo-adaptation in Saccharomy-
ces cerevisiae.  Science 2008, 319(5862):482-484.

8. Dolmetsch RE, Xu K, Lewis RS: Calcium oscillations increase the
efficiency and specificity of gene expression.  Nature 1998,
392(6679):933-936.

9. Hersen P, McClean MN, Mahadevan L, Ramanathan S: Signal
processing by the HOG MAP kinase pathway.  Proc Natl Acad
Sci USA 2008, 105(20):7165-7170.

10. Gomez-Uribe C, Verghese GC, Mirny LA: Operating Regimes of
Signaling Cycles: Statics, Dynamics, and Noise Filtering.  PLoS
Comput Biol 2007, 3(12):e246.

11. Cox CD, McCollum JM, Austin DW, Allen MS, Dar RD, Simpson ML:
Frequency domain analysis of noise in simple gene circuits.
Chaos 2006, 16(2):026102.

12. Shankaran H, Wiley HS, Resat H: Receptor downregulation and
desensitization enhance the information processing ability of
signalling receptors.  BMC Syst Biol 2007, 1:48.

13. Shankaran H, Resat H, Wiley HS: Cell surface receptors for signal
transduction and ligand transport: a design principles study.
PLoS Comput Biol 2007, 3(6):e101.

14. Locasale JW: Signal duration and the time scale dependence of
signal integration in biochemical pathways.  BMC Syst Biol 2008,
2(1):108. ArXiv:0802.2683v1 [q-bio.MN]

15. Smolen P, Baxter DA, Byrne JH: Frequency selectivity, multista-
bility, and oscillations emerge from models of genetic regu-
latory systems.  Am J Physiol 1998, 274(2 Pt 1):C531-C542.

16. Li Y, Goldbeter A: Frequency specificity in intercellular com-
munication. Influence of patterns of periodic signaling on
target cell responsiveness.  Biophys J 1989, 55:125-145.

17. Segel LA, Goldbeter A, Devreotes PN, Knox BE: A mechanism for
exact sensory adaptation based on receptor modification.  J
Theor Biol 1986, 120(2):151-179.

18. Alon U: An Introduction to Systems Biology Chapman & Hall/CRC; 2006. 
19. Wolf DM, Arkin AP: Motifs, modules and games in bacteria.

Curr Opin Microbiol 2003, 6(2):125-134.
20. Gouzé J, Sari T: A class of piecewise linear differential equa-

tions arising in biological models.  Dyn Syst 2002, 17:299-316.
21. Glass L, Kauffman S: The logical analysis of continuous, non-lin-

ear biochemical control networks.  J Theor Bio 1973, 39:103-129.
22. Ventura AC, Sepulchre JA, Merajver SD: A hidden feedback in sig-

naling cascades is revealed.  PLoS Comput Biol 2008,
4(3):e1000041.

23. Heinrich R, Neel BG, Rapoport TA: Mathematical models of pro-
tein kinase signal transduction.  Mol Cell 2002, 9(5):957-970.

24. Goldbeter A, Koshland DE: An amplified sensitivity arising from
covalent modification in biological systems.  Proc Natl Acad Sci
USA 1981, 78(11):6840-6844.

25. Mangan S, Itzkovitz S, Zaslaver A, Alon U: The incoherent feed-
forward loop accelerates the response-time of the gal sys-
tem of Escherichia coli.  J Mol Biol 2006, 356(5):1073-1081.

26. Rosenfeld N, Young JW, Alon U, Swain PS, Elowitz MB: Gene regu-
lation at the single-cell level.  Science 2005,
307(5717):1962-1965.

27. Kholodenko BN: Negative feedback and ultrasensitivity can
bring about oscillations in the mitogen-activated protein
kinase cascades.  Eur J Biochem 2000, 267(6):1583-1588.

28. Izhikevich EM: Bursting.  Scholarpedia 2006, 1(3):1300.
29. Barkai N, Leibler S: Circadian clocks limited by noise.  Nature

2000, 403(6767):267-268.
30. Guantes R, Poyatos JF: Dynamical principles of two-component

genetic oscillators.  PLoS Comput Biol 2006, 2(3):e30.
31. Gonze D, Halloy J, Goldbeter A: Robustness of circadian

rhythms with respect to molecular noise.  Proc Natl Acad Sci USA
2002, 99(2):673-678.

32. Tyson JJ, Csikasz-Nagy A, Novak B: The dynamics of cell cycle
regulation.  Bioessays 2002, 24(12):1095-1109.

33. Ciliberto A, Novak B, Tyson JJ: Steady states and oscillations in
the p53/Mdm2 network.  Cell Cycle 2005, 4(3):488-493.

34. Dunlap JC, Loros JJ: The neurospora circadian system.  J Biol
Rhythms 2004, 19(5):414-424.

35. Atkinson MR, Savageau MA, Myers JT, Ninfa AJ: Development of
genetic circuitry exhibiting toggle switch or oscillatory
behavior in Escherichia coli.  Cell 2003, 113(5):597-607.

36. Song H, Smolen P, Av-Ron E, Baxter DA, Byrne JH: Dynamics of a
minimal model of interlocked positive and negative feedback
loops of transcriptional regulation by cAMP-response ele-
ment binding proteins.  Biophys J 2007, 92(10):3407-3424.

37. Lipan O, Wong WH: The use of oscillatory signals in the study
of genetic networks.  Proc Natl Acad Sci USA 2005,
102(20):7063-7068.

38. Geva-Zatorsky N, Rosenfeld N, Itzkovitz S, Milo R, Sigal A, Dekel E,
Yarnitzky T, Liron Y, Polak P, Lahav G, Alon U: Oscillations and
variability in the p53 system.  Mol Syst Biol 2006, 2:2006.0033.

39. Kandel ER: The molecular biology of memory storage: a dia-
log between genes and synapses.  Biosci Rep 2004, 24(4–
5):475-522.

40. Carew TJ, Pinsker HM, Kandel ER: Long-Term Habituation of a
Defensive Withdrawal Reflex in Aplysia.  Science 1972,
175(4020):451-454.

41. Gardner TS, Cantor CR, Collins JJ: Construction of a genetic tog-
gle switch in Escherichia coli.  Nature 2000, 403(6767):339-342.

42. Mazurie A, Bottani S, Vergassola M: An evolutionary and func-
tional assessment of regulatory network motifs.  Genome Biol
2005, 6(4):R35.

43. Perlmutter JS, Mink JW: Deep brain stimulation.  Annu Rev Neuro-
sci 2006, 29:229-257.

44. Henning J, Koczan D, Glass A, Karopka T, Pahnke J, Rolfs A, Benecke
R, Gimsa U: Deep brain stimulation in a rat model modulates
TH, CaMKIIa and Homer1 gene expression.  Eur J Neurosci
2007, 25:239-250.

45. Elowitz M, Leibler S: A synthetic oscillatory network of tran-
scriptionnal regulators.  Nature 2000, 403:335-338.

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=PubMed&dopt=Abstract&list_uids=7720066
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=PubMed&dopt=Abstract&list_uids=7720066
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=PubMed&dopt=Abstract&list_uids=7720066
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=PubMed&dopt=Abstract&list_uids=2304911
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=PubMed&dopt=Abstract&list_uids=2304911
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=PubMed&dopt=Abstract&list_uids=2304911
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=PubMed&dopt=Abstract&list_uids=1316185
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=PubMed&dopt=Abstract&list_uids=1316185
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=PubMed&dopt=Abstract&list_uids=9422695
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=PubMed&dopt=Abstract&list_uids=9422695
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=PubMed&dopt=Abstract&list_uids=14572807
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=PubMed&dopt=Abstract&list_uids=14572807
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=PubMed&dopt=Abstract&list_uids=18218902
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=PubMed&dopt=Abstract&list_uids=18218902
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=PubMed&dopt=Abstract&list_uids=18218902
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=PubMed&dopt=Abstract&list_uids=9582075
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=PubMed&dopt=Abstract&list_uids=9582075
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=PubMed&dopt=Abstract&list_uids=18480263
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=PubMed&dopt=Abstract&list_uids=18480263
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=PubMed&dopt=Abstract&list_uids=18159939
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=PubMed&dopt=Abstract&list_uids=18159939
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=PubMed&dopt=Abstract&list_uids=16822034
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=PubMed&dopt=Abstract&list_uids=16822034
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=PubMed&dopt=Abstract&list_uids=17996096
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=PubMed&dopt=Abstract&list_uids=17996096
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=PubMed&dopt=Abstract&list_uids=17996096
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=PubMed&dopt=Abstract&list_uids=17542642
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=PubMed&dopt=Abstract&list_uids=17542642
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=PubMed&dopt=Abstract&list_uids=19091071
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=PubMed&dopt=Abstract&list_uids=19091071
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=PubMed&dopt=Abstract&list_uids=9486144
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=PubMed&dopt=Abstract&list_uids=9486144
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=PubMed&dopt=Abstract&list_uids=9486144
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=PubMed&dopt=Abstract&list_uids=2930817
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=PubMed&dopt=Abstract&list_uids=2930817
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=PubMed&dopt=Abstract&list_uids=2930817
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=PubMed&dopt=Abstract&list_uids=3784578
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=PubMed&dopt=Abstract&list_uids=3784578
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=PubMed&dopt=Abstract&list_uids=12732301
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=PubMed&dopt=Abstract&list_uids=18369431
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=PubMed&dopt=Abstract&list_uids=18369431
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=PubMed&dopt=Abstract&list_uids=12049733
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=PubMed&dopt=Abstract&list_uids=12049733
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=PubMed&dopt=Abstract&list_uids=6947258
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=PubMed&dopt=Abstract&list_uids=6947258
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=PubMed&dopt=Abstract&list_uids=16406067
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=PubMed&dopt=Abstract&list_uids=16406067
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=PubMed&dopt=Abstract&list_uids=16406067
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=PubMed&dopt=Abstract&list_uids=15790856
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=PubMed&dopt=Abstract&list_uids=15790856
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=PubMed&dopt=Abstract&list_uids=10712587
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=PubMed&dopt=Abstract&list_uids=10712587
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=PubMed&dopt=Abstract&list_uids=10712587
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=PubMed&dopt=Abstract&list_uids=10659837
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=PubMed&dopt=Abstract&list_uids=16604190
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=PubMed&dopt=Abstract&list_uids=16604190
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=PubMed&dopt=Abstract&list_uids=11792856
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=PubMed&dopt=Abstract&list_uids=11792856
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=PubMed&dopt=Abstract&list_uids=12447975
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=PubMed&dopt=Abstract&list_uids=12447975
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=PubMed&dopt=Abstract&list_uids=15725723
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=PubMed&dopt=Abstract&list_uids=15725723
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=PubMed&dopt=Abstract&list_uids=15534321
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=PubMed&dopt=Abstract&list_uids=12787501
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=PubMed&dopt=Abstract&list_uids=12787501
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=PubMed&dopt=Abstract&list_uids=12787501
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=PubMed&dopt=Abstract&list_uids=17277187
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=PubMed&dopt=Abstract&list_uids=17277187
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=PubMed&dopt=Abstract&list_uids=17277187
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=PubMed&dopt=Abstract&list_uids=15883385
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=PubMed&dopt=Abstract&list_uids=15883385
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=PubMed&dopt=Abstract&list_uids=16773083
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=PubMed&dopt=Abstract&list_uids=16773083
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=PubMed&dopt=Abstract&list_uids=16134023
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=PubMed&dopt=Abstract&list_uids=16134023
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=PubMed&dopt=Abstract&list_uids=17731371
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=PubMed&dopt=Abstract&list_uids=17731371
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=PubMed&dopt=Abstract&list_uids=10659857
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=PubMed&dopt=Abstract&list_uids=10659857
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=PubMed&dopt=Abstract&list_uids=15833122
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=PubMed&dopt=Abstract&list_uids=15833122
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=PubMed&dopt=Abstract&list_uids=16776585
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=PubMed&dopt=Abstract&list_uids=17241285
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=PubMed&dopt=Abstract&list_uids=17241285
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=PubMed&dopt=Abstract&list_uids=10659856
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=PubMed&dopt=Abstract&list_uids=10659856
http://www.biomedcentral.com/
http://www.biomedcentral.com/info/publishing_adv.asp
http://www.biomedcentral.com/


Chapitre 3Bou
les d'ADN et régulationgénétiqueDans 
e 
hapitre, nous faisons une revue des di�érents systèmes de régulation quifont intervenir des bou
les d'ADN au sein de régions de régulation 
hez la ba
térieEs
heri
hia 
oli. Nous 
ommençons par rappeler les systèmes déjà 
onnus et bienétudiés d'opérons où intervient la formation de bou
le d'ADN. Nous rassemblons lesdi�érentes méthodes expérimentales qui ont été utilisées pour mettre en éviden
e detelles bou
les. Nous réunissons ensuite les di�érents avantages que pourrait pro
urerla formation de bou
le sur la régulation trans
riptionnelle. Certains d'entre euxayant été proposés sur le plan théorique, nous faisons le point sur 
e qui a été montréexpérimentalement et sur 
e qu'il reste à prouver en proposant des expérien
es siné
essaire. Nous pensons que d'autres bou
les sont à trouver dans un génome 
omme
elui de la ba
térie Es
heri
hia 
oli. Nous avons par 
onséquent interrogé les basesde données (RegulonDB) pour identi�er quelles seraient les régions de régulation quiauraient de grandes 
han
es de présenter de telles bou
les d'ADN, 
ompte tenu deplusieurs 
ara
téristiques attendues portant par exemple sur le type de régulationou sur la disposition des sites. Après plusieurs �ltrages, une liste d'une trentaine degènes est alors proposée dont nous pensons qu'elle 
ontient des 
andidats les plusprobables pour 
omporter une bou
le d'ADN au sein de leur région de régulation etqui mériteraient une démar
he expérimentale.
1 Cas 
onnus et bien 
ara
térisés de bou
le d'ADNNous 
ommençons dans 
ette se
tion par rappeler brièvement les systèmes 
onnusde bou
les d'ADN intervenant dans des régions de régulation et nous dé
rivons dequelle façon les bou
les sont agen
ées. Les 
inq systèmes des opérons la
, gal, deo,ara et glnA ont déjà été répertoriés dans trois travaux de revue [1,106,151℄ parus audébut des années 1990. Nous allons répertorier les 
as qui ont depuis été dé
ouvertset étudiés. Nous distinguons deux types de 
on�guration : les bou
les d'ADN àl'origine d'une a
tivation trans
riptionnelle et les bou
les d'ADN à l'origine d'unerépression trans
riptionnelle. 63
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Fig. 3.1 � Mé
anisme de bou
le d'ADN qui permet l'a
tivation de l'opéron glnAd'Es
heri
hia 
oli. Les sites en noir sont des sites forts pour la forme phosphoryléedu fa
teur de trans
ription NtrC. La bou
le fa
ilite la formation du 
omplexe ouvertde l'ARN polymérase qui est de type σ54.1.1 Bou
le d'ADN à l'origine d'une a
tivation trans
ription-nelleLes systèmes faisant intervenir une bou
le d'ADN pour une a
tivation trans
rip-tionnelle sont assez bien 
ara
térisés. Ils font intervenir une ARN polymérase à lasous-unité σ54. Comme 
ette ARN polymérase se lie faiblement sur son site pro-moteur, des protéines supplémentaires sont né
essaires pour fa
iliter la �xation del'ARN polymérase et la formation du 
omplexe ouvert. Ces protéines sont appeléesEBP pour �Enhan
er Binding Proteins�. En e�et, 
es protéines agissent à distan
e dusite promoteur, en général à une 
entaine de paires de base et indépendamment dusens du site de liaison, 
e qui rappelle les enhan
ers des génomes eu
aryotes [136℄.Nous illustrons le mé
anisme sur l'exemple de l'opéron glnA qui a été le premiersystème de 
e type à avoir été mis en éviden
e et le plus étudié.Opéron glnAL'opéron glnA est a
tivé lorsque le milieu est dé�
ient en azote. Les gènes de 
etopéron 
odent pour des protéines impliquées dans le métabolisme de la glutaminequi peut être utilisée 
omme donneuse d'azote dans les biosynthèses de nombreux
omposés. Le fa
teur de trans
ription NtrC qui entre en jeu dans 
e système interagitave
 deux sites de liaison forts situés à 110 pb et 140 pb en amont du site promoteur,
e qui a
tive la trans
ription en fa
ilitant la �xation de l'ARN polymérase et laformation du 
omplexe ouvert (voir Figure 3.1). L'a�nité de l'ARN polymérase detype σ54 pour son site promoteur est faible et elle a don
 besoin des protéines NtrCphosphorylées qui vont l'aider à se �xer.Il existe plusieurs autres systèmes de 
e type 
hez la ba
térie Es
heri
hia 
oli,basés sur le même mé
anisme. Nous les regroupons dans le tableau 3.1 en donnantles informations importantes de 
haque système.1.2 Bou
les d'ADN à l'origine d'une répressionPlusieurs 
as d'opérons réprimés grâ
e à la formation d'une bou
le d'ADN sontaujourd'hui bien 
onnus et étudiés. Le mé
anisme est le suivant : des fa
teurs detrans
ription bivalents (ex : tétramères) se lient sur deux sites de liaison espa
és de64
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Nom opéron nom EBP disposition des sites IHFastC NtrC 3 sites NtrC à -233, -253, -275 pb nonatoD AtoC 2 sites AtoC à -118.5, -139.5 pb ouifdhF FlhA 1 site FlhA à -107.5 pb nonglnH NtrC 5 sites NtrC entre -79 et -152 pb ouiglnK NtrC 1 site NtrC à -87 pb nonhy
A FhlA 1 site FhlA à -98.5 ouihyfA FhlA 1 site FhlA à -130 pb nonhypA FhlA 1 site FhlA à -730 pb ouina
 NtrC 1 site NtrC à -152 pb nonnorV NorR 3 sites NorR à -132, -111 -87 pb ouiprpB PrpP 2 sites PrpR à -147.5 et -113 pb,présen
e d'un site CRP au milieu nonpspA PspF 2 sites PspF à -99, -119 pb ouipspG PspF 1 site PspF à - 87 pb ouirutA PhoP 1 site PhoP à -104 pb nonygjG NtrC 2 sites NtrC à -193 et -171 pb,présen
e de Fis au milieu ouizraP ZraR 1 site ZraR à -100.5 pb nonzraS ZraR 1 site ZraR à -92.5 pb nonTab. 3.1 � Systèmes de type enhan
er 
hez Es
heri
hia 
oli à l'origine d'une a
-tivation trans
riptionnelle par bou
le d'ADN. La première 
olonne donne le nomde l'opéron régulé par 
e type de bou
le. La deuxième 
olonne donne le nom dela protéine responsable de la bou
le. La troisième 
olonne donne des informations
on
ernant la position des sites de liaison impliqués par rapport au site promoteur.La quatrième 
olonne indique si la protéine IHF est présente dans la région de ré-gulation 
ar il a été montré un r�le de première importan
e de 
ette protéine dans
es systèmes [37℄.
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CHAPITRE 3. BOUCLES D'ADN ET RÉGULATION GÉNÉTIQUEplusieurs dizaines voire 
entaines de paires de bases en bou
lant la molé
ule d'ADN
omprise entre les sites de liaison. La formation de la bou
le bloque l'a

ès de l'ARNpolymérase à son site promoteur et inhibe la trans
ription.Opéron la
L'opéron la
, est depuis le travail pionnier de Ja
ob et Monod [70℄, l'un des sys-tèmes biologiques modèles pour la régulation génétique. Il est intéressant de remar-quer que la formation d'une bou
le d'ADN est au 
÷ur du pro
essus de régulationde 
e système. La bou
le de 
et opéron a été l'une des plus étudiées notammentpar l'équipe du biologiste Müller-Hill. La région de régulation se 
ompose de 3 sitesde liaison pour le répresseur La
I [114℄. Un site prin
ipal qui a la plus forte a�nitépour le répresseur est entouré de deux sites, dits auxiliaires (dont l'a�nité est plusfaible), ave
 lesquels une bou
le d'ADN de respe
tivement 401 pb et 92 pb peut seformer [121℄. Les di�érentes 
on�gurations de bou
les d'ADN de 
e système sontreprésentées sur la Figure 3.2.

Fig. 3.2 � Système de bou
le de l'opéron la
.L'un des sites auxiliaires (O3 sur la Figure 3.2) entre en 
ompétition ave
 unsite pour CRP, 
e qui permet une désa
tivation. Il est en e�et né
essaire que CRPse lie sur 
e site de liaison pour qu'il y ait a
tivation trans
riptionnelle de l'opéron(les séquen
es en -10 et -35 du site de �xation de l'ARN polymérase étant faibles, laprotéine CRP intervient en in
urvant l'ADN pour augmenter le niveau de �xationde l'ARN polymérase sur 
e promoteur).Il est également intéressant de noter la présen
e de 6 sites de liaison pour laprotéine type histone H-NS à l'intérieur du segment d'ADN qui peut bou
ler (nonreprésentés sur la �gure). La protéine H-NS (pour histone-like nu
leoid stru
turing1)est 
apable de 
ondenser l'ADN in vitro et in vivo et se lie préférentiellement surdes séquen
es ri
hes en AT ou des séquen
es d'ADN 
ourbées [11℄.Opéron galLa région de régulation de l'opéron gal 
omporte deux sites de liaison pour lerépresseur galR séparés par 114 paires de bases (voir Figure 1.2). La bou
le d'ADN1bien qu'il n'y ait pas d'homologie de séquen
es ave
 les protéines d'histones.66
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Fig. 3.3 � Bou
le d'ADN dans l'opéron gal.bloque l'a
tion de l'ARN polymérase probablement en la gardant piégée et inhibeainsi la formation du 
omplexe ouvert. L'opéron gal se 
ompose de trois gènes stru
-turaux : les gènes galE, galT et galK. Ils 
odent tous trois pour des enzymes qui
atalysent des réa
tions qui entrent en jeu dans le métabolisme du gala
tose. Lorsquedu gala
tose est présent dans le milieu et le glu
ose absent, l'opéron gal est induit.En e�et, en présen
e de gala
tose, GalR subit un 
hangement 
onformationnel quil'empê
he de se �xer sur ses sites de liaison présents sur l'ADN. Il faut noter égale-ment la présen
e de 4 sites de liaison pour le fa
teur de trans
ription H-NS ainsi quedeux sites de liaison pour la protéine HU (également une histone-like protéine quipeut notamment agir sur le sur-enroulement de l'ADN [14℄) au sein de la séquen
equi bou
le (sites de liaison non représentés sur la �gure). En e�et, le répresseur GalRa des intera
tions dimère-dimère faibles et il a besoin de la liaison de la protéineHU qui joue un r�le ar
hite
tural dans la formation de la bou
le [153℄. La faibleintera
tion dimère-dimère dans la bou
le à l'origine de la répression rend le systèmetrès réa
tif.En�n, les deux sites pour GalR peuvent également être liées par le fa
teur detrans
ription GalS. En e�et, GalS est fortement homologue dans sa séquen
e d'a
idesaminés au fa
teur de trans
ription GalR. Il semblerait qu'ils agissent ensemble etsoient 
apables d'interféren
es pour réguler l'expression des gènes du régulon gal [44℄.Ce système présente beau
oup de similarités ave
 l'opéron la
.Opéron araL'opéron ara est à notre 
onnaissan
e le premier opéron où a été mise en éviden
ela formation d'une bou
le d'ADN [34℄.En absen
e d'arabinose, une bou
le d'ADN de 210 paires de bases se formeentres les sites O2 et I1. La répression s'exer
e sur les deux promoteurs PBAD et PC .Lorsque l'arabinose est présent dans le milieu, il rompt la bou
le pré
édente et laprotéine AraC vient se �xer sur les demi sites I1 et I2, et a
tive le promoteur PBAD(voir Figure 3.4). AraC peut don
 être a
tivateur ou répresseur pour 
e système.Des expérien
es réalisées in vitro ont montré que le fa
teur de trans
ription CRPdéstabilise la bou
le d'ADN entre les sites de liaison O2 et I1 [97℄. L'obstru
tion à laformation de la bou
le d'ADN serait 
ausée par la 
ourbure de l'ADN induite par laliaison de CRP. En�n, des expérien
es [95℄ ont montré que l'état de surenroulementde l'ADN était né
essaire pour la formation de la bou
le 
hez 
e système.67



CHAPITRE 3. BOUCLES D'ADN ET RÉGULATION GÉNÉTIQUE

Fig. 3.4 � Système de bou
le d'ADN au sein de la région de régulation de l'opéronara.

Fig. 3.5 � Système de double-bou
les qui peut se former au sein de la région derégulation de l'opéron deo.Opéron deoLa région de régulation de l'opéron deo se 
ompose de trois sites de liaisonpour le répresseur DeoR. Deux d'entre eux 
hevau
hent les deux sites promoteursprésents dans la région, ils sont espa
és de 600 pb. Le troisième site est situé à 280pb du premier promoteur (voir Figure 3.5). Ce système a la parti
ularité de pouvoirformer une double-bou
les qui exer
e la répression la plus forte sur le système. Ene�et, DeoR pouvant être sous forme d'un o
tamère, une seule protéine peut se lierà trois sites opérateurs. Cette double-bou
les a bien été observée par mi
ros
opieéle
tronique [8℄. En�n, nous retrouvons également dans 
e système deux sites deliaison pour le fa
teur de trans
ription CRP qui joue un r�le d'a
tivateur pour ledeuxième promoteur (sites non montrés sur la �gure).Opérons nagE et nagBLes deux opérons divergents nag (nagE et nagB) sont également réprimés grâ
eà un mé
anisme de formation d'une bou
le d'ADN longue de 94 pb [127℄ entredeux sites opérateurs pour le fa
teur de trans
ription NagC (�gure non montrée).Les deux sites de liaison pour NagC 
hevau
hent les sites de liaison pour l'ARN68
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e qui empê
he la �xation de 
elle-
i. Les gènes de l'opéron interviennentdans le métabolisme du N-a
etylglu
osamine-6-phosphate (Gl
NA
-6P) qui peutêtre utilisé 
omme sour
e de 
arbone par la ba
térie. Il est à noter que le fa
teurde trans
ription CRP a un r�le double dans la régulation : il est né
essaire pourl'a
tivation de l'opéron mais il peut aussi avoir un r�le de répresseur pour 
e système.En e�et, la liaison de CRP stabilise la bou
le d'ADN in vitro. L'ADN de la régionintergénique nagE-B est une région intrinsèquement 
ourbée ave
 la 
ourbure 
entréesur le site pour CRP. Il a été montré que le dépla
ement de 6 pb de 
e site de liaisonengendre une dérepession 
omplète des deux opérons [128℄. Étant donné qu'il n'ya pas d'intera
tion déte
tée entre CRP et NagC, une fon
tion ar
hite
turale pourCRP a été proposée où la protéine stabiliserait la 
ourbure intrinsèque présente etdon
 la bou
le.Opérons glpA et glpTLe fa
teur de trans
ription GlpR fait partie de la même famille que le fa
teurDeoR. Il a été montré qu'il était à l'origine de bou
le d'ADN dans au moins deuxopérons qu'il régule. Les deux opérons glpA et glpT sont pla
és de manière divergentesur le génome d'Es
heri
hia 
oli et sont régulés par une même bou
le d'ADN [87,180℄. La bou
le d'ADN à l'origine de la répression se forme à partir de plusieurs sitesde liaison, 
ertains pla
és loin en aval du site promoteur (
on�guration similaire à
elle de l'opéron gal, �gure non montrée). Les opérons sont induits par la présen
edu sn-gly
érol 3-phosphate (gly
érol-P) et jouent un r�le dans son métabolisme.En�n, nous pouvons remarquer qu'il a été montré que la protéine IHF joue un r�leimportant dans la formation de la bou
le d'ADN. En e�et, la répression est diminuéede moitié dans les sou
hes dé�
ientes de IHF. Cet e�et n'est apparent que lorsqueles opérateurs loin en aval sont présents [180℄.2 Te
hniques expérimentales pour mettre en évi-den
e des bou
les d'ADNUne première expérien
e qui est réalisée pour mettre en éviden
e une bou
led'ADN est de muter l'un ou les deux sites de liaison impliqués a�n d'observer unéventuel e�et sur la régulation exer
ée. Si les e�ets de mutation ne sont pas sim-plement additifs, alors il y a 
oopérativité entre les sites. Ce
i est visible dans lesexpérien
es réalisées par l`équipe de Müller-Hill où le fait de muter un site de liai-son auxiliaire entraîne que la répression se fait en
ore à moitié ou au tiers. Le faitd'enlever les deux sites auxiliaires supprime presque entièrement la répression. Parailleurs, des expérien
es d'empreintes à la DNase I permettent également de mettreen éviden
e une 
oopérativité entre sites de liaison : l'expérien
e 
onsiste à regardersi un site de liaison est plus fa
ilement lié si un autre site de liaison est présentsur le brin d'ADN, qui pourrait favoriser sa liaison (il est parfois possible aussi quela séquen
e d'ADN qui bou
le entre les sites de liaison soit partiellement protégéede la DNase I 
'est-à-dire que l'on peut observer un pattern de segmentation tousles 10-11 pb ave
 des zones plus protégées entre [126℄). Toutefois, 
es expérien
espeuvent seulement montrer qu'il y a une 
oopérativité entre les sites de liaison. C'estune 
ondition né
essaire mais pas su�sante pour l'existen
e d'une bou
le d'ADN.69



CHAPITRE 3. BOUCLES D'ADN ET RÉGULATION GÉNÉTIQUENous rassemblons dans 
ette se
tion toutes les méthodes expérimentales qui à notre
onnaissan
e, permettent la mise en éviden
e de bou
le d'ADN au sein de régionsde régulation. Ces appro
hes proviennent de plusieurs domaines di�érents faisantappel à des méthodes de génétique molé
ulaire (mutagénèse dirigée, PCR . . .) ou àdes méthodes plus orientées vers la biophysique (te
hniques de mi
ros
opie et �uo-res
en
e). Nous donnons 
es di�érentes méthodes par ordre 
roissant de di�
ultéde mise en ÷uvre pour un laboratoire de biologie molé
ulaire.
➀ Déphaser les sites de liaison sur le tour de l'héli
e d'ADNUne première méthode qui fait appel à des te
hniques de biologie molé
ulaire estde rajouter des paires bases dans la séquen
e sus
eptible de bou
ler pour déphaser,sur le tour de la double héli
e (qui fait environ 10.5 pb pour les ba
téries2 ), lessites de liaison qui seraient impliqués et empê
her ainsi l'éventuelle formation debou
le. En e�et, si les sites se retrouvent sur des 
�tés opposés sur l'héli
e d'ADN,une énergie de torsion importante doit être fournie pour la formation du 
omplexe(in vitro, 4 k
al/mol sont requis pour tordre d'un demi-tour une molé
ule linéaired'ADN [64℄). Si la bou
le est au 
÷ur du pro
essus de régulation, un e�et doit êtrevisible lorsque l'on introduit la moitié du tour de la double héli
e soit 5 paires debase. C'est la méthode qui avait été utilisée par l'équipe de Robert S
hleif pourmettre en éviden
e la bou
le d'ADN au sein de la région de régulation de l'opéronara [34℄. Dans 
e système, la répression est diminuée de moitié dans les 
as où unnombre impaire de demi-tours de l'héli
e d'ADN est introduit mais la répression estnormale pour des insertions de 0, 11 ou 31 paires de bases.
➁ Expérien
es de band shiftUne te
hnique issue également de la biologie molé
ulaire et relativement an-
ienne est 
elle appelée �band shift�. Elle permet d'une façon générale de déterminersi une protéine a une a�nité forte pour une séquen
e d'ADN. En faisant migrerdans un gel de polya
rylamide des mélanges préalablement in
ubés d'ADN et deprotéines régulatri
es, on peut 
omparer les vitesses de migration des brins d'ADNéventuellement 
omplexés ave
 les protéines en regardant les positions sur le gel.Les 
omplexes protéines-ADN migrent dans le gel de polya
rylamide plus lentementque des d'ADN libres. De plus, les 
omplexes protéines-ADN qui font intervenir unebou
le d'ADN migrent en
ore plus lentement qu'un 
omplexe sans bou
le. L'équipede Müller-Hill a e�e
tué 
e test dans [121℄ pour ajouter un argument en faveur de labou
le d'ADN au sein de l'opéron la
. Cette te
hnique permet seulement d'apporterune véri�
ation supplémentaire et il faut que la protéine soit puri�ée.
➂ Rempla
er les sites impliqués par des sites du répresseur La
IUne autre méthode pour prouver que deux sites de liaison interviennent dansune formation de bou
le d'ADN est de les rempla
er par deux sites de liaison durépresseur La
I (site prin
ipal O1 par exemple qui a la plus forte a�nité). Puis l'onregarde si la répression sur le système testé en présen
e du répresseur La
I peut se2
ette valeur peut 
ependant varier notamment grâ
e à la présen
e d'histone likeprotéines. 70



CHAPITRE 3. BOUCLES D'ADN ET RÉGULATION GÉNÉTIQUEfaire tout aussi fortement. Si le système agit bien par la formation d'une bou
le, ondoit retrouver une valeur importante pour la répression, et similaire au 
as sauvageave
 les sites in
hangés et le répresseur asso
ié. Cette démar
he a par exemple, étéutilisée pour démontrer l'existen
e de la bou
le de l'opéron gal [59℄. Dans 
e travail,les auteurs ont 
onstruit plusieurs régions de régulation di�érentes en remplaçantun ou les deux sites de liaison pour le répresseur GalR par un site pour le répresseurLa
I. De mêmes valeurs dans l'expression génétique ont été trouvées pour la régionde régulation du système sauvage en présen
e de GalR et pour la région de régulationoù les deux sites avaient été rempla
és par des sites de liaison pour La
I, en présen
ede 
e dernier.
➃ Muter les a
ides aminés de la protéine régulatri
e pour empê
her l'oli-gomérisationUn autre moyen pour dé
eler la formation d'une bou
le d'ADN qui se formepar une oligomérisation des protéines régulatri
es est d'empê
her 
elle-
i puis de re-garder si la régulation est a�e
tée. C'est notamment l'appro
he menée par l'équipede Müller-Hill dans [121℄ pour la bou
le de l'opéron la
. Ces auteurs empê
hent latétramérisation du répresseur La
I et peuvent observer par exemple une di�éren
ed'un fa
teur 60 entre les valeurs de répression du système pouvant tétramériser etdu système ne le pouvant pas (à des 
on
entrations de 200 sous-unités de La
I par
ellule). Plus pré
isément, dans 
et exemple, la mutation s'était faite en introdui-sant un 
odon stop à la position 331 de la séquen
e 
odante du gène la
I. Cettemodi�
ation enlève les résidus C-terminal du répresseur La
I qui permettent la té-tramérisation [3℄.Cette méthode né
essite don
 une bonne 
onnaissan
e de la protéine régulatri
epour savoir où se trouvent les sites qui permettent l'oligomérisation et ainsi faire lesmutations au bon endroit sans modi�er le pouvoir régulateur de la protéine ou sa
apa
ité à se lier sur l'ADN. Les sites d'intera
tion entre protéines ne sont pas en
orebien 
onnus et il est di�
ile de trouver des motifs d'intera
tions qui pourraient seretrouver d'une protéine à l'autre même au moyen par exemple de la bioinformatique.Il est intéressant de remarquer que l'on peut 
umuler les deux appro
hes pré
é-dentes. En e�et, sur un système dont on voudrait mettre en éviden
e une bou
led'ADN entre deux sites, on peut les rempla
er par deux sites de de liaison pour lerépresseur La
I et 
omparer les valeurs de répression dans une sou
he où le répres-seur La
I peut se tétramériser et une sou
he où le répresseur La
I reste sous formedimérique. C'est une des méthodes employées pour valider la présen
e de bou
lepour l'opéron gal [101℄.
➄ Expérien
es d'en
aténation de plasmidesUne autre méthode basée sur des te
hniques de biologie molé
ulaire utilise l'en-
aténation de plasmides. Elle 
onsiste à pla
er les parties d'ADN qui interagiraientpar bou
le d'ADN sur deux plasmides di�érents (par exemple les sites de �xationpour la protéine régulatri
e sur un plasmide et le site du promoteur sur un autreplasmide). Ces deux plasmides sont en
haînes à l'aide du système de l'enzyme Ré-solvase issue du transposon Tn3 (plus pré
isément, 
ette opération se fait en partant71



CHAPITRE 3. BOUCLES D'ADN ET RÉGULATION GÉNÉTIQUEd'un seul plasmide initial 
ontenant les deux parties d'ADN à tester et des sites dere
onnaissan
e de la Résolvase). Puis l'on 
ompare ave
 un mélange où les deuxplasmides sont non en
haînés. Si les parties d'ADN interagissent par bou
le d'ADN,alors une di�éren
e entre les situations plasmides en
haînés et plasmides non en-
haînés doit être visible. C'est l'appro
he développée par l'équipe de Kustu pourdémontrer la formation de bou
le d'ADN dans l'opéron glnA [175℄ (l'on pourra éga-lement 
onsulter la Figure 5.1 du 
hapitre 5). Cette appro
he né
essite don
 desoutils génétiques un peu moins répandus que les méthodes pré
édentes. A notre
onnaissan
e, 
ette te
hnique n'a pas été appliquée pour mettre en éviden
e unebou
le d'ADN à l'origine d'une répression trans
riptionnelle.
➅ Mi
ros
opie éle
tronique pour l'observation dire
te de bou
le d'ADNUne preuve dire
te de la formation de bou
le est la réalisation d'un 
li
hé parmi
ros
opie éle
tronique de la région d'ADN en présen
e des protéines régulatri
es.Cette te
hnique ne nous semble pas hors de portée de la majorité des laboratoiress'intéressant à la régulation génétique. En e�et dès 1986, des 
li
hés de la bou
le quise forme dans le système du phage λ ont été pris par l'équipe de Gri�th [57℄. Late
hnique a depuis béné�
ié de plusieurs améliorations et a par exemple été utiliséepour visualiser la bou
le au sein de l'opéron glnA [163℄. Cette te
hnique se passe invitro et né
essite que la protéine régulatri
e soit puri�ée. Par ailleurs, elle né
essitedes expérien
es de 
ontr�le et une statistique pré
ise. En e�et, des bou
les d'ADNpeuvent toujours se former ave
 une probabilité non nulle mais sans une signi�
ationbiologique [151℄.
➆ Te
hniques de TPMUne te
hnique, mise en pla
e et développée beau
oup plus ré
emment [150℄, etfaisant appel à des 
on
epts issus de la physique statistique, est la te
hnique diteTPM pour �Tethered Parti
le Motion�. Une molé
ule d'ADN est �xée par l'une deses extrémités sur un so
le (en général une plaque de verre). A son autre extrémitéqui est libre, une bille (par exemple une mi
robille de polystyrène de 0.23 mi
ronsde diamètre ou une bille �uores
ente) est a

ro
hée. Le mouvement brownien de labille est alors suivi au mi
ros
ope pendant une 
ertaine durée. Si la molé
ule d'ADNse bou
le, le mouvement de la bille n'est plus le même : l'espa
e exploré (dans leplan transverse à l'ADN) par la bille est plus restreint et ses propriétés statistiques(amplitude des �u
tuations) ont 
hangé [13℄. Cette te
hnique permet par ailleursde di�éren
ier di�érentes 
on�gurations de bou
les d'ADN [167℄. En e�et pour unemême disposition des sites de liaison sur l'ADN, plusieurs géométries de bou
lesd'ADN sont possibles [186℄, faisant intervenir des énergies de 
ourbure ou de torsiondi�érentes, mais également des 
onformations parti
ulières de la protéine régulatri
eà l'origine de la bou
le. La méthode TPM peut également fournir des informationssur la durée des états bou
lé et non bou
lé [131℄. Cette te
hnique est don
 par les
on
epts utilisés et les résultats qu'elle peut produire beau
oup plus orientée vers lathermodynamique de la bou
le d'ADN que sur la régulation génétique. La te
hnique
omme la pré
édente se passe in vitro et né
essite que la protéine régulatri
e soitpuri�ée. 72
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➇ Te
hniques d'AFMLa te
hnique de mi
ros
opie à for
e atomique (AFM) a été utilisée pour la pre-mière fois par l'équipe de Sankar Adhya pour visualiser la bou
le d'ADN de l'opé-ron gal [99℄. Cette te
hnique permet de visualiser la topographie de la surfa
e d'uné
hantillon. Elle est basée sur des intera
tions physiques (répulsion des nuages éle
-troniques par exemple) entre l'é
hantillon et une pointe dont la hauteur peut êtreajustée. La pointe balaie la surfa
e à analyser, la distan
e entre la pointe et la surfa
eest modi�ée par un système de rétroa
tion. Un ordinateur enregistre 
ette hauteuret peut ainsi re
onstituer une image de la surfa
e [177℄. Le travail de Lyub
henkoet al. [99℄ a étudié des é
hantillons de plasmides 
ontenant la région de régulationde gal. Ces auteurs retrouvent les asymétries sur les �gures en forme de huit desplasmides qui 
orrespondent à 
elles attendues pour la formation de la bou
le entreles deux sites opérateurs.Nous avons don
 réuni dans 
ette se
tion plusieurs méthodes pour mettre en évi-den
e une bou
le d'ADN au sein de régions de régulation. Il est important de garderà l'esprit que pour une mise en éviden
e 
laire de la bou
le, il faut 
umuler plusieursméthodes pour valider l'intera
tion physique et l'impa
t sur la régulation.3 Avantages pro
urés par les bou
les d'ADNLe mé
anisme de régulation par formation de bou
le d'ADN pourrait 
onférerd'intéressants avantages à la ba
térie ou à la 
ellule. Nous réunissons les plus im-portants dans 
ette se
tion. Certains de 
es avantages ont été présentis et 
omprispar les biologistes et d'autres ont été prédits par la physique statistique mais n'ontpas en
ore obtenu de véri�
ation expérimentale. Nous faisons le point sur 
e qui aété prouvé expérimentalement et proposons des expérien
es si né
essaire. Les avan-tages présentés i
i 
on
ernent prioritairement les bou
les d'ADN à l'origine d'unerépression. En e�et, le 
as de la bou
le d'ADN à l'origine d'une a
tivation trans-
riptionnelle a été moins étudié sur le plan théorique, la plupart des travaux a
tuelss'étant basés sur le paradigme de la bou
le d'ADN de l'opéron la
.Con
entration lo
ale a

rueLe premier avantage que pro
ure la formation de bou
le d'ADN est 
elui de
on
entration lo
ale a

rue, 
on
ept développé notamment par le biologiste Müller-Hill [113,115℄. La bou
le permet de 
réer une 
on
entration e�e
tive plus importanteau niveau de la région de régulation 
e qui permet une répression très importanteave
 un nombre restreint de protéines régulatri
es. La bou
le d'ADN permet enquelque sorte de garder piégée une de 
es protéines au voisinage de la région derégulation. Si p est la probabilité que la protéine se déta
he d'un site de liaison,alors grâ
e à la formation d'une bou
le d'ADN faisant intervenir 2 sites de liaison,la probabilité pour que la protéine se déta
he devient p2. Il est don
 possible dediminuer d'un ordre de grandeur la 
onstante de disso
iation de la protéine sur lepromoteur.On peut dire que 
e premier avantage a été montré expérimentalement par lesexpérien
es de l'équipe de Müller-Hill. En e�et, lorsque les deux sites de liaison73



CHAPITRE 3. BOUCLES D'ADN ET RÉGULATION GÉNÉTIQUEauxiliaires sont ina
tivés et que toute bou
le d'ADN est impossible, la répression estdiminuée d'un fa
teur d'environ 10 par rapport à une 
on�guration où une bou
led'ADN est en
ore possible (un site auxiliaire en
ore a
tif), 
e
i pour une 
on
entra-tion de 50 tétramères par 
ellule. Il n'y a pratiquement plus de di�éren
es entre lesdeux 
on�gurations pré
édentes à des 
on
entrations de 900 tétramères par 
ellule
ar à de telles 
on
entrations l'e�et de 
on
entration lo
ale ne se fait plus sentir [120℄.Ce point a également été démontré par la suite sur le plan théorique par le travailde J. Vilar et S. Leibler [173℄. En se plaçant dans le formalisme de la physiquestatistique (ensemble 
anonique), ils 
al
ulent les probabilités des di�érents états dusystème (bou
lé ou non bou
lé). Les équations font apparaître que l'ajout d'un siteauxiliaire est équivalent à une 
on
entration e�e
tive plus forte du répresseur.Moins de �u
tuations dans le temps dans la produ
tion des protéinesDans le travail pré
édemment 
ité [173℄, il est également prédit un avantageimportant qui est 
elui de présenter moins de �u
tuations temporelles dans l'expres-sion génétique du système régulé. Ce
i proviendrait du fait que la bou
le d'ADNintroduit naturellement une é
helle de temps rapide dans les 
hangements d'étatsde la trans
ription : elle permet des 
hangements beau
oup plus rapides entre lesétats de forte et faible a
tivité. Si 
e 
hangement entre les niveaux de trans
riptionforts et faibles se faisait lentement, il y aurait de longues périodes d'état ina
tif oua
tif, 
e qui serait à l'origine d'importantes �u
tuations temporelles. Le 
hangementrapide vient du fait que la durée pour qu'un répresseur soit re
apturé par l'opéra-teur prin
ipal est beau
oup plus 
ourte que la durée né
essaire pour qu'un nouveaurépresseur en solution se lie sur l'opérateur [145℄.Ce
i a été montré numériquement mais non expérimentalement. Ce point s'ap-puie sur des simulations numériques sto
hastiques ave
 l'algorithme de Gillespie [46℄qui est 
ouramment utilisé dans la modélisation de réseaux de régulation (
f. Cha-pitre 1). La 
omparaison entre les simulations sto
hastiques d'un système pouvantagir par bou
le d'ADN et 
elles d'un système agissant grâ
e à un unique opérateurmontrent des distributions du nombre de protéines produites plus resserrées dans lepremier système.Cette prédi
tion importante n'a pas en
ore été dire
tement testée sur le planexpérimental, à notre 
onnaissan
e. En e�et, il faudrait quanti�er l'expression pro-téinique en 
ellule unique au 
ours du temps d'un système faisant intervenir unebou
le et d'un système 
onstitué d'un simple opérateur puis 
omparer leur expres-sion. Ces te
hniques né
essitent des moyens expérimentaux assez lourds. Cependant,les expérien
es réalisées sur l'opéron la
 dans le travail de Yu et al. [185℄ apportentdes résultats qui iraient dans le sens de 
ette prédi
tion théorique. En e�et, les au-teurs ont utilisé des te
hniques de protéines �uores
entes et de mi
ros
opie à 
elluleunique pour étudier, molé
ule par molé
ule, l'expression de l'opéron la
 à l'état ré-primé. Ils montrent que l'expression protéinique de l'opéron se déroule sous formepulsatile 
omprenant des pulses de protéines suivis de longues périodes où le systèmen'est pas exprimé. Plus pré
isément, il apparaît en moyenne 1.2 pulse de protéinespar 
y
le 
ellulaire et 
haque pulse 
omporte en moyenne 4.2 protéines. Ces résultatssemblent s'a

order ave
 la vision proposée dans l'arti
le de Vilar et Leibler.74



CHAPITRE 3. BOUCLES D'ADN ET RÉGULATION GÉNÉTIQUEMoins de variabilité sur le niveau d'expression protéique entre les 
ellulesLe mé
anisme de bou
le d'ADN permettrait de diminuer la sensibilité de latrans
ription aux variations dans le nombre de protéines régulatri
es. Ce
i a étéproposé, toujours d'après le travail de Vilar et Leibler, grâ
e à la mise en équationet au formalisme de la physique statistique du système thermodynamique de labou
le d'ADN. En e�et, la bou
le d'ADN engendre une relation entre le nombre deprotéines régulatri
es et le niveau de répression qui n'est pas linéaire et qui atteintun plateau. Dans 
ette zone, les �u
tuations ont moins d'e�et sur le niveau derépression qu'un opérateur unique pour lequel la relation entre la valeur de répressionet le nombre de répresseurs est linéaire. Le mé
anisme de bou
le d'ADN intervenantdans les pro
essus de régulation pourrait ainsi produire des populations de 
ellulesplus homogènes dans le nombre de protéines.Ce
i a été proposé théoriquement mais n'a pas été à 
e jour 
onfronté sur le planexpérimental.Nous proposons i
i des démar
hes expérimentales qui permettraient de tester
ette prédi
tion. Une première possibilité est d'employer les moyens te
hniques demi
ros
opie à �uores
en
e 
omme 
eux employés par Bes
kei et al. [16℄ pour prouverqu'une bou
le rétro-négative permet une meilleure stabilité dans l'expression géné-tique (
f. Chapitre 1). Le prin
ipe de la démar
he serait le même, il s'agirait de
onstruire des systèmes génétiques qui exer
ent une répression de même intensitémais dont l'un est régi par une bou
le d'ADN et l'autre par un opérateur unique deplus forte a�nité. Grâ
e au 
omptage des 
ellules et à la mesure de leur �uores
en
e,il serait possible d'obtenir des histogrammes donnant le nombre de 
ellules qui onttelle intensité de �uores
en
e et d'oberser si le système qui est régulé par une bou
led'ADN a bien une distribution plus serrée. Par ailleurs, pour tester 
ette hypothèse,un 
ytomètre de �ux pourrait être su�sant. D'après les prédi
tions théoriques, unsystème ave
 un opérateur unique entraîne des répressions pouvant aller du simpleau triple alors qu'un système bou
lé présente des répressions qui ne varieraient quede 25 %. Une telle di�éren
e pourrait être dé
elée sur des histogrammes de distri-bution de �uores
en
e issus d'un 
ytomètre de �ux, te
hnique plus a

essible que lami
ros
opie utilisée dans le travail de Bes
kei et al.Re
her
he plus rapide d'une 
ible par un fa
teur de trans
riptionCette proposition théorique ré
ente est issue du travail de Li et al. [92℄. Dans
e travail, les auteurs réétudient le modèle de Berg et von Hippel qui propose uns
énario pour la re
her
he d'une 
ible sur l'ADN par un fa
teur de trans
ription.Cette re
her
he se 
ompose d'une di�usion 3D, puis d'une di�usion 1D sur l'ADNpar des intera
tions non spé
i�ques (�sliding�). Le fa
teur de trans
ription peut aussipasser d'un endroit pro
he sur le brin d'ADN en faisant des sauts (�hopping�) oubien passer d'un segment d'ADN à un autre (�transfert inter-segmental�) [17℄. Ilstiennent 
ompte dans 
e modèle d'une l'hypothèse supplémentaire selon laquelle lesautres protéines qui se lient sur l'ADN 
hromosomique, peuvent alors agir 
ommedes barrages aux protéines 
her
heuses. Dans le 
as où deux sites sont séparés parune distan
e supérieure à la distan
e de di�usion 1D sur l'ADN, 
eux-
i sont vus
omme deux 
ibles indépendantes et le fa
teur de trans
ription trouve deux foisplus vite une de 
es deux 
ibles. Par exemple, pour l'opéron la
, lorsque le fa
teur75



CHAPITRE 3. BOUCLES D'ADN ET RÉGULATION GÉNÉTIQUEde trans
ription arrive sur un site auxiliaire, il sera amené par bou
le d'ADN au siteprin
ipal (qui est responsable de l'obstru
tion stérique de l'ARN polymérase). Lessites auxiliaires peuvent don
 être vus 
omme des points d'atta
he qui amènent lesfa
teurs de trans
ription aux sites prin
ipaux sans les faire passer par les pro
essus dedi�usion 3D ou 1D où ils peuvent être bloqués par les barrages des autres protéines.Le mé
anisme de bou
le permettrait don
 une plus lo
alisation rapide de la 
iblepar un fa
teur de trans
ription.Ce
i n'a pas eu de 
onfrontation sur le plan expérimental 
ar 
es résultats sonttrès ré
ents.Isolation des autres fa
teurs de trans
riptionUn autre avantage des bou
les d'ADN, qui n'a pas en
ore été très développé,est qu'elles pourraient isoler l'expression du gène des e�ets génomiques du milieuenvironnant [9, 145℄. Ce point a été évoqué par Mi
hèle Amouyal dans [9℄.Nous pouvons en e�et prendre en 
ompte le fait que beau
oup de fa
teurs detrans
ription vont se lier de manière non spé
i�que sur l'ADN ou également sur desséquen
es qui sont pro
hes de leur séquen
e 
onsensus mais qui ne leur sont pasdestinées (par exemple des fa
teurs de trans
ription de la même famille vont se liersur des sites d'un autre membre du fait qu'ils utilisent les mêmes motifs pour se lier àl'ADN). En bou
lant la région d'ADN, il est possible que plusieurs sites deviennentalors ina

essibles. Les interféren
es dans la régulation trans
riptionnelle venantd'autres protéines seraient ainsi diminuées par rapport à un système de régulationsimple sans bou
le d'ADN plus �ouvert�. Ce point n'a 
ependant pas en
ore étésu�samment exploré sur le plan théorique. De plus, en formant une bou
le d'ADN,
ela permettrait également de réprimer plusieurs promoteurs en même temps (laprésen
e de plusieurs promoteurs est en e�et très fréquente dans les régions derégulation de pro
aryotes).Implémentation aisée dans des 
onstru
tions de Biologie SynthétiquePar ailleurs, des promoteurs faisant intervenir des bou
les d'ADN apparaissent
omme de très bons ingrédients pour des 
onstru
tions de Biologie Synthétique. Ene�et, le fait d'exer
er une répression par bou
le d'ADN ne né
essite pas de 
onditionstrop 
ontraignantes dans la 
onstru
tion d'une région de régulation synthétique.Par exemple, pour une répression par l'intermédiaire d'une bou
le d'ADN ave
 lerépresseur La
I, il su�t de deux sites opérateurs de bonne a�nité et la bou
le peut seformer. Il n'y a pas de 
ontraintes importantes par exemple sur l'agen
ement des sitesde liaison au sein de la région de la régulation mais il est seulement né
essaire que lessites soient assez espa
és. C'est pour 
ette raison que dans le travail de Atkinson etal. [10℄ (illustré dans le Chapitre 1), sont utilisés des mé
anismes de bou
le d'ADN,que 
e soit pour la répression ou pour l'a
tivation, dans la 
onstru
tion d'un réseausynthétique.Organisation du polymère d'ADN à l'é
helle génomiqueLes bou
les d'ADN pourraient se former entre parties éloignées d'un génomeet parti
ipaient ainsi à sa 
ompa
tion et à son ar
hite
ture. Plusieurs biologistes76



CHAPITRE 3. BOUCLES D'ADN ET RÉGULATION GÉNÉTIQUEou physi
iens ont proposé que les fa
teurs de trans
ription organiseraient le génomepar bou
le d'ADN et que 
ela pourrait être une propriété émergente des intera
tionsmolé
ulaires entre les protéines et l'ADN. [86, 164℄. Les bou
les pourraient réunirnotamment des gènes régulés par les mêmes protéines et ainsi optimiser un génomeaux pro
essus trans
riptionnels.Ce
i n'est pas démontré sur le plan expérimental. Il y a 
ependant quelquesindi
es en
ourageants provenant notamment de travaux issus de la bioinformatiqueou du traitement du signal. Cette thèse s'est attaquée à tester 
ette hypothèse surle plan expérimental sur un système génétique pré
is (
f. Chapitre 4).4 Re
her
he de nouvelles bou
les d'ADNLe but de 
e 
hapitre est de fournir une liste de nouveaux gènes dont leur régionde régulation aurait de grandes 
han
es d'abriter une bou
le d'ADN à l'origine derépression. Les bou
les d'ADN a l'origine d'a
tivation identi�ées dans la se
tion 1sont en e�et beau
oup plus aisément dé
elables puisqu'elles font intervenir une ARNpolymérase à la sous-unité σ54, 
e qui est assez parti
ulier 
hez les régions de régula-tion d'un génome pro
aryote 
omme 
elui d'Es
heri
hia 
oli. On en 
ompte en e�et38 (d'après la base de données RegulonDB) dans tout le génome d'Es
heri
hia 
oli.Parmi 
es 38 régions, beau
oup font intervenir une bou
le d'ADN à l'origine d'unea
tivation trans
riptionnelle que nous avons répertoriées dans la se
tion 1. De plus,les protéines dites Enhan
er Binding Proteins (EPB) responsables de 
e mé
anismede bou
le d'ADN sont assez bien 
ara
térisées [23℄. Toutefois, 
ertaines régions derégulation d'Es
heri
hia 
oli ne sont pas en
ore bien 
onnues. Par exemple, plu-sieurs régions de régulation font intervenir une ARN polymérase de type σ54 mais la
onnaissan
e des sites de liaison des fa
teurs de trans
ription n'est pas en
ore 
om-plète (par exemple, les régions de régulation des opérons rt
B et ibpB fon
tionnentave
 une ARN polymérase σ54 et plusieurs sites IHF ont été déte
tés mais il n'ypas en
ore d'information 
on
ernant la présen
e de sites de liaison pour d'autresfa
teurs de trans
ription). Il est don
 probable que d'autres bou
les d'ADN respon-sables d'a
tivation soient mises en éviden
e parmi 
es régions de régulation.Les bou
les à l'origine de répression 
hez Es
heri
hia 
oli s'appliquent à des sys-tèmes très variés dont les 
ara
téristiques sont moins aisément identi�ables que lesbou
les à l'origine d'a
tivation trans
riptionnelle. Nous allons don
 entreprendre ladémar
he représentée sur la Figure 3.6 pour trouver de nouvelles bou
les d'ADN àl'origine de répression. Nous allons dans un premier temps faire ressortir les points
ommuns que nous avons observés dans les di�érents systèmes de régulation déjà
onnus et bien étudiés (que nous avons répertoriés dans la se
tion 1.2). Partant de
es points 
ommuns, nous allons demander aux bases de données à l'aide d'outilsbioinformatiques quelles sont les régions de régulation qui ont des 
ara
téristiquessemblables. Nous �ltrons les données selon plusieurs 
ritères 
on
ernant notammentla disposition des sites de liaison, le type de régulation. Pour 
ha
une de 
es ré-gions de régulation ainsi triées, nous regardons d'autres informations qui pourraientjouer dans la formation de bou
le d'ADN 
omme la présen
e de la protéine CRPou d'Histone-Like protéines ou bien le 
ontenu en GC de la séquen
e. En�n, nous
onfrontons 
ette liste de 
andidats et 
es données ave
 des informations 
ontenuesdans les bases bibliographiques. 77
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Fig. 3.6 � S
héma de la démar
he suivie pour proposer une liste de régions derégulation ayant de grandes 
han
es de 
omporter une bou
le d'ADN.4.1 Points 
ommuns entre les systèmes 
onnus présentant desbou
les d'ADN à l'origine d'une répression trans
ription-nelleSi l'on regarde en détail les di�érents systèmes de régulation qui font intervenirla formation d'une bou
le d'ADN à l'origine de répression, nous pouvons repérerdes 
ara
téristiques 
ommunes. Nous donnons dans 
ette se
tion les di�érents points
ommuns que nous avons remarqués. Nous pensons qu'ils peuvent servir pour donnerdes indi
es dans la re
her
he de nouvelles bou
les d'ADN au sein de génomes 
omme
elui d'Es
heri
hia 
oli.Point 
ommun sur la géométriePour 
e type de bou
les, 
ompte tenu de la longueur de persistan
e3 de l'ADNba
térien, la distan
e entre les sites de liaison est en général supérieure à 90 pb.En e�et, il a été montré, que la longueur de persistan
e de l'ADN ba
térien est3La longueur de persistan
e d'un polymère est la longueur à partir de laquelleles 
orrélations dans la dire
tion de la tangente sont perdues. Elle traduit don
 larigidité d'une ma
romolé
ule. 78



CHAPITRE 3. BOUCLES D'ADN ET RÉGULATION GÉNÉTIQUEautour de 150 pb. En dessous de 
ette longueur, il est né
essaire de fournir uneénergie importante pour bou
ler la molé
ule 
ar les e�ets de rigidité du polymèrese font sentir. Pour les di�érents systèmes 
onnus, les bou
les sont majoritairementau-dessus de 90 pb. Par ailleurs, nous pouvons également remarquer que plusieursde 
es systèmes font intervenir un site de liaison qui est pla
é loin en aval du sitepromoteur (par exemple, le site auxiliaire 2 de l'opéron la
 est pla
é à 411 pb en avaldu site promoteur). Ce
i peut don
 également 
onstituer un indi
e d'une intera
tionpar bou
le d'ADN. Nous soulignons le fait que l'insertion de gène rapporteur ausein d'un gène pour évaluer sa régulation, démar
he très 
ourante en mi
robiologie,pourrait alors empê
her l'a
tion de sites de liaison pla
és loin en aval du promoteur(et dans l'ORF) et interagissant par bou
le d'ADN. Ce
i pourrait don
 expliquerdes 
ontradi
tions dans les résultats d'expérien
es.Point 
ommun sur la présen
e de la protéine CRPLa présen
e d'un ou de plusieurs sites de liaison pour CRP au sein des régions esttoujours remarquée pour les di�érents systèmes de bou
les d'ADN déjà 
onnus. Dansune grande majorité de 
es systèmes, il joue un r�le d'a
tivateur et l'on peut direque, d'une manière générale, il s'oppose à la répression exer
ée par la bou
le d'ADN,soit en faisait 
ompétition ave
 un site de liaison où vient se �xer le répresseur par
hevau
hement des sites (
omme ave
 le site opérateur O3 de l'opéron la
), ou soiten déstabilisant la bou
le d'ADN (
omme dans le 
as de la bou
le qui se forme entreles sites O2 et I1 dans la région de l'opéron ara). Cependant CRP peut égalementjouer le r�le de stabilisateur 
omme dans le 
as de l'opéron nag [128℄.Nature de la séquen
eL'un des paramètres importants pour la formation de bou
le est le 
ontenu enséquen
e de la partie d'ADN qui fait la bou
le [106℄. En e�et, les séquen
es ri
hesen AT sont plus souples que des séquen
es ri
hes en liaisons GC. Ce
i vient du faitque les liaisons entre l'adémine et la thymine font intervenir 2 liaisons hydrogènealors que 
elles entre la 
ytosine et la guanine en font intervenir trois. Pour 
e typede bou
le qui appro
he la longueur de persistan
e du polymère d'ADN, l'énergie de
ourbure entre en jeu et l'in�uen
e des séquen
es sur 
ette 
ourbure est à prendreen 
ompte. Nous avons déterminé le 
ontenu en paires GC des di�érentes séquen
esentrant dans les bou
les d'ADN déjà 
onnues, nous les donnons dans le tableau3.2. Les régions de régulation d'Es
heri
hia 
oli sont déjà plus ri
hes en liaisonsAT (GC 
ontent : 41.3%) par rapport à l'ensemble du génome (50.8%). Parmi lesséquen
es 
onnues pour bou
ler, il apparaît que seules 
elles de l'opéron galE (quifait 114 pb) et de l'opéron glpA ont un 
ontenu en GC plus faible que la moyennedes régions de régulation d'Es
heri
hia 
oli. Bien que le 
ontenu de la séquen
e nesemble pas être un fa
teur déterminant pour la formation de bou
le, 
ette propriétéreste intéressante.Présen
e d'Histone Like ProtéinesLes Histones Like Protéines peuvent jouer un r�le sur la topologie du polymèred'ADN notamment à l'é
helle d'une région de régulation. Elles peuvent don
 avoir79



CHAPITRE 3. BOUCLES D'ADN ET RÉGULATION GÉNÉTIQUESystème GC 
ontentOpéron la
 53.4% (55.2% pour la bou
le de 401pb et44.4% pour 
elle de 92pb.)Opéron gal 38.8%Opéron ara 44.3%Opéron deo 49.6% (52.8% pour la bou
le de 280pb et48.0% pour 
elle de 600pb.)Opéron nag 45.1%Opéron glpA 32.8%Régions de régulation d'Es
heri
hia 
oli 41.3%Génome d'Es
heri
hia 
oli 50.8%Tab. 3.2 � Tableau du 
ontenu en GC des séquen
es impliquées dans les bou
lesd'ADN 
onnues.un impa
t sur la formation de bou
le d'ADN. Par exemple, nous retrouvons laprotéine H-NS dans les systèmes de l'opéron la
 et de l'opéron gal, qui est 
onnuepour jouer un r�le dans la stru
ture du nu
léoide. Plus pré
isément, 
ette protéinese lie sur des séquen
es intrinsèquement 
ourbes et des séquen
es ri
hes en AT[11℄. D'autres protéines sont 
onnues pour jouer sur la topologie de l'ADN. IHF est
onnue pour pouvoir 
ourber l'ADN jusqu'à des angles de 160° [139℄. C'est pour 
etteraison que nous trouvons des sites de liaison pour 
ette protéine dans quasiment unerégion de régulation sur deux pour les systèmes enhan
ers à l'origine d'a
tivationtrans
riptionnelle 
hez Es
heri
hia 
oli répertoriés dans le tableau 3.1. La protéineHU peut également 
ourber de petits segments d'ADN [165℄. Elle apparaît au seinde la bou
le pour l'opéron gal où il a été montré son r�le dans la stabilisation du
omplexe.Point 
ommun sur le r�le physiologique du système réguléEn regardant de plus près quelles sont les protéines 
odées par les gènes qui sontrégulées par un mé
anisme de formation de bou
le, on peut également remarquerdes similitudes. Ce sont en général des systèmes qui doivent réagir à un 
hangementenvironnemental et passer d'un état de très faible expression à un état de très fortea
tivité. Le système de régulation joue en quelque sorte un r�le d'interrupteur. Parexemple, dans l'état induit, l'opéron la
 a une a
tivité enzymatique 1400 fois plusforte que dans l'état non induit.Par ailleurs, il est possible que 
es systèmes présentent la propriété de bistabilitéau sens de la physique non-linéaire que nous avons dé�nie dans le Chapitre 1. Ila été montré expérimentalement la propriété de multi-stabilité pour l'opéron la
dans le travail de Ozbudak et al. [123℄ grâ
e à une appro
he par 
ellule uniqueet des te
hniques de protéines �uores
entes de pointe4. Il nous semble tout à faitpossible que les autres systèmes de bou
le 
onnus ou restant à dé
ouvrir possèdent4La di�
ulté pour mettre en éviden
e la propriété de bistabilité vient du fait quel'on travaille souvent sur des populations de ba
téries 
e qui moyenne l'expressiongénétique. Il est alors di�
ile de distinguer une population de ba
téries dont la moitiéserait dans l'état de faible a
tivité et l'autre moitié dans l'état de haute a
tivité d'une80



CHAPITRE 3. BOUCLES D'ADN ET RÉGULATION GÉNÉTIQUESystème Signal environnemental quirompt la bou
le et induit lesystème Fon
tion des protéines réguléesOpéron la
 Présen
e du la
tose Protéines impliquées dans le mé-tabolisme et le transport du la
-tose.Opéron gal Présen
e du gala
tose Protéines impliquées dans le mé-tabolisme du gala
tose.Opéron ara Présen
e d'arabinose Protéines impliquées dans le mé-tabolisme et le transport de l'ara-binose.Opéron deo Présen
e de deoxyribonu-
leoside nu
leotides Protéines impliquées dans le 
ata-bolisme des deoxyribonu
leosidenu
leotides.Opéron nag Présen
e du Gl
NA
 Protéines impliquées dans le mé-tabolisme du Gl
NA
-6P.Opéron glpA Présen
e du gly
érol-P Protéines impliquées dans le mé-tabolisme du gly
érol-Phosphate.Tab. 3.3 � Point 
ommun sur la physiologie et la fon
tion des systèmes régulés parune bou
le d'ADN.également 
ette propriété dynamique. Nous savons grâ
e à la physique des systèmesdynamiques qu'une intera
tion par bou
le rétro-positive est une 
ondition né
essairepour qu'il y ait bistabilité (
f. Chapitre 1). Le graphe d'intera
tions peut don
 être unindi
e supplémentaire pour suspe
ter un système d'abriter une bou
le d'ADN. Parailleurs, le mé
anisme de bou
le d'ADN responsable de la répression de l'opéron la
,même s'il est mentionné dans le travail de Ozbudak et al., n'apparaît pas de manièreexpli
ite dans les équations di�érentielles non-linéaires du modèle. La non-linéaritédu modèle qu'ils utilisent provient surtout de la relation entre la 
on
entration derépresseurs a
tifs et la 
on
entration de l'indu
teur qui est dé
rite par une fon
tionde Hill ave
 un 
oe�
ient égal à 2. Il serait intéressant de déterminer sur le planexpérimental si la bistabilité existe en
ore au sein de l'opéron la
 lorsqu'il n'y aplus formation bou
le d'ADN (par exemple ave
 un seul opérateur de plus fortea�nité). La 
oopérativité introduite par le mé
anisme de bou
le d'ADN pourraitaussi 
ontribuer à la non-linéarité du système et don
 à sa 
apa
ité à être bistable.4.2 Interrogation de la base de donnée RegulonDBCompte tenu des points 
ommuns mentionnés pré
édemment, nous pouvons de-mander aux bases de données (RegulonDB) grâ
e aux outils de la bioinformatique(s
ripts en langage Perl) si d'autres régions de régulation présentent 
es mêmespoints parti
uliers. Sur les 578 régions de régulation d′Es
heri
hia 
oli issues de labase de données RegulonDB (�
hier �TF binding sites� mise à jour Janvier 2009),population homogène où toutes les ba
téries auraient un même niveau d'expressiongénétique intermédiaire. 81



CHAPITRE 3. BOUCLES D'ADN ET RÉGULATION GÉNÉTIQUESystème ave
 CRP ave
 H-NS ave
 IHF ave
 FisRégionsd'E.Coli 578 174 14 67 87Rep->90pb-Rep 89 55 7 21 28A
t->90pb-A
t 59 32 3 14 22Rep->90pb-Rep
6= TF global 49 35 2 8 8A
t->90pb-A
t
6= TF global 19 10 2 4 6Tab. 3.4 � Tableau donnant le nombre de régions de régulation ayant une 
on�gu-ration pré
ise. La première ligne 
orrespond à toutes les régions d'Es
heri
hia 
olirépertoriées et les lignes suivantes 
orrespondent à une 
on�guration pré
ise : sitesespa
és de plus de 90 pb, pour un répresseur ou a
tivateur puis pour des fa
teursspé
i�ques seulement ( 6= TF global). Les 
olonnes 3,4,5 et 6 donnent le nombre derégions de régulations 
omportant au moins un site de liaison pour CRP, H-NS, IHFet Fis sus
eptibles d'intervenir dans des systèmes de bou
le d'ADN.nous passons trois �ltres pour trier les données. Le premier �ltre 
on
erne la dispo-sition des sites de liaison au sein des régions. Il séle
tionne les régions de régulationqui ont plusieurs sites de liaison pour le même fa
teur de trans
ription, espa
és d'aumoins 90 pb (les interdistan
es sont 
al
ulées en prenant la position du milieu du sitede liaison). Ce premier �ltre donne 128 
andidats. Nous avons 
hoisi 90 pb 
omptetenu de la longueur de persistan
e de l'ADN et que la grande majorité des bou
lesdéjà 
onnues ont une longueur supérieure à 90 pb.Le deuxième �ltre séle
tionne dans les régions de régulation pré
édentes 
ellesdont le fa
teur de trans
ription en question exer
e une fon
tion de répression (ouéventuellement la double fon
tion répression et a
tivation). Nous obtenons 89 
an-didats, il est à noter que nous obtenons moins de régions de régulation ave
 des sitesse liant à un a
tivateur (59) (
ertaines régions ont les deux types de 
on�gurations).Un grand nombre des régions de régulation font intervenir des sites de liaisonpour les 7 fa
teurs de trans
ription globaux que sont CRP, IHF, FNR, Fis, Ar
A,Lrp et H-NS [105℄. Nous re
her
hons des systèmes faisant intervenir des fa
teurs detrans
ription spé
i�ques 
omme dans les 
as de bou
le déjà 
onnus. Nous �ltronsdon
 parmi les régions de régulation pré
édentes 
elles dont les sites de liaison nesoient pas des sites pour les 7 fa
teurs globaux.Nous trouvons alors beau
oup plus de systèmes qui font intervenir des sites es-pa
és de plus de 90 pb pour des répresseurs spé
i�ques (49 o

urren
es) que dessystèmes présentant la même 
on�guration pour des a
tivateurs spé
i�ques (19 o
-
urren
es). Le nombre de sites de liaison pour des répresseurs est un peu plus élevéque 
elui pour des a
tivateurs dans le génome d'Es
heri
hia 
oli (Représseur : 1263sites, A
tivateur : 1099 sites et Double fon
tion : 52 sites) mais il est seulement del'ordre de 10 % et ne peut expliquer l'é
art important dans le nombre de régionstrouvées. La 
on�guration sites de liaison Rep->90pb-Rep ave
 un répresseur spé
i-�que apparaît don
 de manière importante, signi�ant peut être qu'il s'agirait d'une
on�guration ayant une fon
tion bien pré
ise.82



CHAPITRE 3. BOUCLES D'ADN ET RÉGULATION GÉNÉTIQUEPartant de 
ette liste de gènes, nous regardons également les autres éléments quipourraient jouer un r�le dans la formation de bou
le d'ADN. Nous 
al
ulons pour
haque séquen
e sus
eptible de bou
ler le 
ontenu en liaisons GC qui peut donnerune indi
ation sur la souplesse de la séquen
e. Cependant 
omme vu plus haut, noussavons que 
ertaines des bou
les existantes ont des 
ontenus en GC plut�t élevés(plus élevés que la moyenne des régions de régulation d'Es
heri
hia 
oli). Nous n'enfaisons pas un �ltre mais 
al
ulons tout de même 
ette quantité pour 
haque segmentd'ADN sus
eptible de bou
ler 
ar 
ela reste une information intéressante notammentpour de petites bou
les pro
hes de 100 pb. Celui-
i est 
al
ulé sur la séquen
e desbases situées entre les milieux des sites de liaison pouvant former la bou
le.Nous regardons ensuite parmi les régions de régulation qui sont sorties des �l-trages s'il y a un ou plusieurs sites pour le fa
teur de trans
ription CRP qui 
ommevu plus haut, intervient dans tous les systèmes de bou
le déjà 
onnus (majoritaire-ment 
omme 
ompétiteur de la bou
le d'ADN).Parmi les 49 régions de régulation 
omportant des sites asso
iés à un répresseurspé
i�que et espa
és d'au moins 90 pb, nous en avons identi�é 35 où le fa
teur detrans
ription CRP intervient, 
e qui 
orrespond à un pour
entage de 71% alors qu'iln'est que de 30% pour l'ensemble des régions de régulation d'Es
heri
hia 
oli. Pour lemême type de 
on�guration mais pour des a
tivateurs, nous avons identi�é 10 régions
ontenant au moins un site pour CRP sur les 19 identi�ées pré
édemment, soit unpour
entage de 53 %. La 
on�guration Rep->90pb-Rep ave
 un répresseur spé
i�queet la présen
e du fa
teur CRP semble don
 ressortir de manière importante parrapport aux autres 
on�gurations. Ces 
hi�res soulignent que la présen
e du fa
teurde trans
ription CRP parmi des systèmes qui ont des sites espa
és d'au moins 90pb et se liant à un répresseur est signi�
ative.Nous avons ensuite 
ompté le nombre de régions de régulation où interviennentles histones-like protéines H-NS, IHF et Fis. Toutes les trois sont 
onnues pour jouersur la topologie de l'ADN et sont don
 sus
eptibles d'avoir un r�le dans la formationde bou
le d'ADN. De manière un peu surprenante, il n'est apparu que 2 uniques
as ayant la 
on�guration Rep->90pb-Rep 6= TF global, ave
 un site pour la protéineH-NS. Ce sont les régions de régulation de l'opéron la
 et de l'opéron gal. Il sembledon
 que 
ette protéine ne joue un r�le dans la formation de bou
le d'ADN au seinde région de régulation que dans 
es deux 
as déjà 
onnus.Nous avons également regardé le nombre d'o

urren
es pour les protéines IHFet Fis. Leur répartition suit à peu près 
elles des régions d'Es
heri
hia 
oli, il nesemble pas ressortir de 
on�gurations parti
ulières. Elles apparaissent 
ependant unpeu plus dans les régions séle
tionnées (interdistan
e > 90 pb), que 
e soit pour lesrépresseurs ou les a
tivateurs, mais 
e
i peut provenir du fait que 
ette séle
tiongarde des régions ri
hes en sites de liaison, là où interviennent fréquemment lesfa
teurs globaux 
omme IHF et Fis. En�n, la protéine HU n'apparaît que pourl'opéron gal 
e
i s'explique par le fait que peu de sites de liaison de 
ette protéinesont en
ore 
onnus, (seulement 4 o

urren
es dans la base de données) nous nel'indiquons pas dans le tableau 3.4. 83



CHAPITRE 3. BOUCLES D'ADN ET RÉGULATION GÉNÉTIQUE4.3 Corroboration bibliographiqueUne fois 
es premiers �ltres passés sur les bases de données, nous 
ommençons unere
her
he dans les bases bibliographiques. L'obje
tif est d'une part, de déterminersi la région séle
tionnée régule un système génétique qui a un 
omportement etdes propriétés physiologiques pro
hes de 
elles évoquées pré
édemment (réa
tionà un 
hangement environnemental, système type interrupteur). Nous regardons àquelle famille appartient la protéine et si 
elle-
i est 
onnue pour pouvoir formerdes oligomères. D'autre part, nous regardons s'il a déjà été entrepris une mise enéviden
e expérimentale de la présen
e de bou
le au sein de 
es régions de régulationou si elle a déjà été suspe
tée.5 Liste de 
andidats obtenus5.1 Résultat des �ltragesNous présentons dans 
ette se
tion les opérons qui sont ressortis des trois �ltragesde données. La liste des gènes 
andidats est présentée sous la forme d'un tableau :la première 
olonne indique le nom de l'opéron, la deuxième le nom du fa
teur detrans
ription qui serait à l'orgine de la bou
le, les 
olonnes suivantes indiquent laprésen
e ou non des protéines CRP, H-NS, IHF, Fis. La septième 
olonne donnele pour
entage du 
ontenu en GC de la séquen
e d'ADN qui pourrait bou
ler, lahuitième 
olonne donne les positions des sites de liaison impliqués (par rapport àun site promoteur). En�n, la dernière 
olonne donne le résultat d'une re
her
he deréféren
es bibliographiques mentionnant une bou
le d'ADN pour l'opéron 
andidat.Nous avons retiré de 
ette liste les 
as déjà 
onnus de bou
les d'ADN ainsi qued'autres 
as redondants (
ertaines régions de régulation apparaissaient plusieurs fois
ar elles régulent des ARN non 
odant in
lus dans des opérons). Don
 le nombre derégions de régulation obtenues i
i n'est pas 49 qui est le nombre de 
andidats brut,séle
tionnés par les �ltres bioinformatiques.5.2 Cas d'intérêtNous dé
rivons dans 
ette se
tion plus en détails plusieurs systèmes qui nous pa-raissent de très bons 
andidats pour 
omporter une bou
le d'ADN parmi les opéronsqui sont sortis des �ltrages. Nous donnons des informations supplémentaires 
ommela famille de la protéine qui pourrait être à l'origine de la bou
le ou la fon
tion desgènes régulés.Opéron agaSPlusieurs indi
es suggèrent à penser que l'opéron d'agaS est régulé par une bou
led'ADN : il réagit à un signal environnemental et les gènes de l'opéron ont desfon
tions métaboliques (transport et 
atabolisme du N-a
etylgala
tosamine et d-gala
tosamine). La protéine AgaR fait partie la famille DeoR. Compte tenu du grandnombre de sites de liaison présents dans 
ette région (six), l'existen
e de multi-bou
le(
omme dans l'opéron deo, Figure 3.5) ne nous paraît pas impossible. L'existen
e debou
le d'ADN a été suggérée dans le travail de W. Ray [135℄. A notre 
onnaissan
e,84



CHAPITRE3.BOUCLESD'ADNETRÉGULATIONGÉNÉTIQUE

Nom opéron TF en jeu CRP H-NS IHF Fis GC 
ontent Con�guration des sites Corroboration bibliographique.agaS AgaR non non non non 43,33% 6 sites de -276.5 pb à +24.5 pb Bou
le d'ADN suggérée dans [135℄.gdhA Na
 oui non non non 33,06% 4 sites de -81 à +45 pb Bou
le fortement suggérée, méthodes ➀, ➁ et ➃ appli-quées dans [54℄ et [142℄.gntT GntR oui non non non 42,14% 2 sites à -58.5 et +82.5 pb Bou
le d'ADN suggérée dans [124℄ et [130℄.eda GntR non non non non 39,82% 2 sites à -93.5 et +128.5 pb Bou
le d'ADN suggérée dans [130℄.ftsQ SdiA non non non non 43,92% 2 sites à - 163.5 et -15.5 pb Pas de référen
e mentionnant une bou
le d'ADN.fo
A NarL oui non oui non 31,09% 11 sites de -348 pb à +302 pb Pas de référen
e mentionnant une bou
le d'ADN.d
uB NarL oui non non non 39,33 % 6 sites de -109 à +43 pb Pas de référen
e mentionnant une bou
le d'ADN.hybO NarL non non non non 33,68 % 3 sites de -76 à -51 et +21 pb Pas de référen
e mentionnant une bou
le d'ADN.purA PurR non non non non 47,47% 2 sites à -90.5 et +9.5 pb Bou
le d'ADN in�rmée ? pas de 
oopérativité entre lesdeux sites montrée par la méthode ➁ dans [61℄.phr LexA non non non non 51,65% 2 sites à -66.6 et +25.5 pb Pas de référen
e mentionnant une bou
le d'ADN.hipB HipB non non oui non 43,16% 4 sites de -85.5 à +10 pb Pas de référen
e mentionnant une bou
le d'ADN.lldP LldR non non non non 38,40% 2 sites à -97 et +30 pb Bou
le d'ADN fortement suggérée, méthode ➀ appli-quée dans [2℄.uxuA UxuR oui non non non 39,62% 2 sites à -159.5 et +53.5 pb. Pas de référen
e mentionnant une bou
le d'ADN.uspA FadR non non oui non 61,54% 2 sites à +5 et +97 pb Pas de référen
e mentionnant une bou
le d'ADN.entC Fur oui non non non 37,82% 7 sites de -100 à +58 pb Pas de référen
e mentionnant une bou
le d'ADN.
sgD CpxR oui non non non 23,76% 6 sites de -100.5 à +2.5 pb Pas de référen
e mentionnant une bou
le d'ADN.
arA aminopeptidase non non oui oui 37,15% 2 sites à -173 et -79 pb Pas de référen
e mentionnant une bou
le d'ADN.ompF OmpR oui non oui non 31,78% 3 sites à -370.5, -70.5 et -50.5pb Bou
le d'ADN suggérée dans [18,65,134℄.fadL OmpR oui non non non 41,54% 2 paires à -147.4,-60 et +67.5,+113.5 pb Pas de référen
e mentionnant une bou
le d'ADN.�hDC OmpR oui non oui non 39,77% 2 sites à -145.5 et +18.5 pb Bou
le d'ADN suggérée dans [132,157℄.g
vTHP G
vA non non non non 31,20% 3 sites à -257,-228 et-52 pb Bou
le d'ADN suggérée, méthode ➀ appliquée dans[162℄.metE MetJ non non non non 38,26% 2 sites à +1.5 et 116.5 pb Pas de référen
e mentionnant une bou
le d'ADN.metR MetJ non non non non 39,77% 2 sites à -162.5 et -47.5 pb Pas de référen
e mentionnant une bou
le d'ADN.a
eB I
lR oui non oui non 32,46% 8 sites de -141 à -26 pb Bou
le d'ADN suggérée dans [179℄.argG ArgR oui non non non 35,00% 3 sites de -125.5 à +15.5 pb Bou
le d'ADN suggérée dans [26℄ et [81℄.galS GalR oui non non non 48,37% 2 sites à -61.5 et +91.5 pb Pas de référen
e mentionnant une bou
le d'ADN.galP GalS oui non non non 44,16% 4 sites de -207.5 à +136.5 pb Pas de référen
e mentionnant une bou
le d'ADN.
hbB NagC oui non non non 39,82% 2 sites à -112 et +3 pb Bou
le d'ADN suggérée dans [129℄.nanC NagC oui non non non 38,43% 2 sites à -277 et -65 pb Bou
le d'ADN suggérée dans [159℄.�mB NagC oui non oui non 38,43% 2 sites à -674 et -462 pb Bou
le d'ADN suggérée dans [159℄.glmU NagC non non non non 40,79% 2 sites à -96 et +58 pb Bou
le d'ADN suggérée dans [126℄.melA MelR oui non non non 53,14% 4 sites de -237.5 à +62.5 pb Bou
le d'ADN suggérée [72℄ et méthodes ➀ et ➇ ap-pliquées dans [146℄.glpD GlpR oui non non non 52,97% 2 paires de sites à -5, +19.5 et+414.5,+455.5 pb Bou
le suggérée, méthode ➀ appliquée dans [181℄.glpF GlpR oui non non non 49,29% 7 sites de -79.5 à +1043.5 pb Bou
le d'ADN suggérée dans [176℄.ptsG DgsA oui non non oui 36,00% 2 sites espa
és de 169 pb Bou
le d'ADN suggérée dans [133℄.
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CHAPITRE 3. BOUCLES D'ADN ET RÉGULATION GÉNÉTIQUEau
une expérien
e faisant intervenir les méthodes répertoriées dans la se
tion 2 n'aen
ore été appliquée sur 
ette région de régulation.Opérons fo
A, d
uB et hybOLes opérons du régulon de NarL répondent à la présen
e de nitrate ou de nitrite.NarL réprime de nombreux opérons dont 
eux de fo
A et d
uB impliqués dans desvoies respiratoires alternatives 
omme la rédu
tion du fumarate ou la fermentationde simples su
res. NarL fait partie de la famille LuxR/UhpA or LuxR est suspe
téede faire une bou
le d'ADN 
hez l'opéron luxD [156℄. A notre 
onnaissan
e, au
uneétude n'a été entreprise pour mettre en éviden
e une bou
le d'ADN entre deux dessites NarL de 
es régions de régulation.Opéron gdhAL'opéron gdhA présente de nombreux indi
es forts pour être régulé par unebou
le d'ADN. Sa régulation a surtout été étudiée 
hez la ba
térie Klebsiella pneu-moniae (dont la région de régulation a une stru
ture très pro
he de 
elle d'Es
heri
hia
oli). Le système est fortement réprimé (d'un fa
teur 20), rappelant le point 
ommunsur la physiologie des systèmes réprimés par bou
le d'ADN. L'ajout de 5 ou 15 pbdiminue la répression [54℄. Le fait d'empê
her la tétramérisation diminue égalementla répression [142℄. Cependant, des expérien
es de band shift in vitro ne montrantpas de 
oopérativité, les auteurs n'ont pas en
ore pu 
on
lure sur la formation debou
le d'ADN pour 
e système [54℄ (le fait de ne pas observer de 
oopérativité invitro signi�e peut-être que la présen
e d'un autre fa
teur présent in vivo est né
es-saire pour la 
oopérativité 
omme la protéine HU pour la bou
le d'ADN de l'opérongal).Opérons gntT et edaLes deux opérons gntT et eda sont également d'ex
ellents 
andidats pour êtreréprimés grâ
e à une bou
le d'ADN faisant intervenir le fa
teur de trans
riptionGntR 
omme 
ela était suggéré dans plusieurs travaux de l'équipe de T. Conway[124, 130℄. GntR appartient à la famille des fa
teurs de trans
ription La
I/GalR.Il réprime les opérons impliqués dans le 
atabolisme du d-glu
onate. Cependant, ànotre 
onnaissan
e, il n'a pas été entrepris de véri�er l'hypothèse de bou
le d'ADNpar l'une des méthodes présentées en se
tion 2.Opéron ftsQLe fa
teur de trans
ription Sdia est très homologue aux fa
teurs de trans
riptiondu quorum-sensing qui appartiennent à la famille LuxR. Le système réagit à laprésen
e de molé
ules liées au quorum sensing [183℄. Nous n'avons trouvé au
uneréféren
e suggérant la présen
e de bou
le d'ADN pour 
ette région de régulation.Opérons uxuAB et uidALe système de l'opéron uxuAB semble avoir beau
oup d'indi
es pour être ré-primé par une bou
le d'ADN. Le système peut être induit par le glu
uronate ou le86



CHAPITRE 3. BOUCLES D'ADN ET RÉGULATION GÉNÉTIQUEfru
turonate et les gènes de l'opéron sont impliqués dans son métabolisme. De plus,on remarque la présen
e de plusieurs sites pour la protéine CRP, l'opéron est ene�et sensible à la répression 
atabolique. UxuR est une protéine qui appartient à lafamille GntR (qui a également des 
as suspe
tés de bou
le d'ADN). Il serait don
très intéressant de tenter la mise en éviden
e d'une bou
le d'ADN sur 
et opéron.Par ailleurs, il a été remarqué que les fa
teurs de trans
ription UidR and UxuRagissent par 
oopérativité au sein de la région de régulation de l'opéron uidA qui faitégalement partie du régulon de uxuR. Cependant un mé
anisme de bou
le d'ADNne semble avoir été envisagé lors de 
e travail [19℄. La région de régulation de uidA
ontient un site pour UxuR et un site pour UidR, espa
és de 213 pb (
ette ré-gion de régulation n'est pas ressortie de nos �ltrages 
ar les deux sites de liaisonfont intervenir des fa
teurs de trans
ription di�érents). Il nous semble possible quela 
oopérativité qui avait été observée dans le travail de Blan
o et al. soit due àla formation d'une bou
le d'ADN. De plus, un site de liaison pour le fa
teur detrans
ription CRP est présent entre les deux sites. Ce 
as présenterait alors une
ara
téristique importante 
ar 
ela pourrait être la mise en éviden
e d'une bou
led'ADN formée par l'asso
iation de deux fa
teurs de trans
ription di�érents 
e qui,à notre 
onnaissan
e, n'a pas en
ore été beau
oup observé (
ependant, d'après letravail de Korna
ker et al. [79℄, il y aurait le 
as pour le système de bou
le de l'opé-ron ara qui pourrait faire intervenir une bou
le grâ
e aux fa
teurs de trans
riptionAraC et LexA).Opéron uspACet opéron est régulé par le répresseur FadR qui fait partie de la famille de GntRqui possède également des 
as suspe
tés de bou
le d'ADN. Les deux sites de liaisonau sein de la région de régulation sont espa
és de 92 pb. Il est intéressant de noterque le deuxième site se trouve à 97 pb en aval du site promoteur. Ce
i rappelle labou
le de l'opéron la
 où l'un des sites auxiliaires est également pla
é loin en avaldu site promoteur. La fon
tion physiologique de uspA n'est pas en
ore très bien
ernée mais il est 
ependant 
onnu que 
e gène répond à une variété de signauxenvironnementaux ou de stress.Opérons ompF, �hD et fadLLes gènes ompF, �hD et fadL sont d'ex
ellents 
andidats pour être régulés grâ
eà une bou
le d'ADN. Ce mé
anisme a été suggéré pour les gènes ompF et �hD dansde nombreux travaux [18, 65, 132, 134, 157℄. De plus, il a été montré que la formephosphorylée de OmpR pouvait former des multimères stables [116℄. OmpF est uneporine de la membrane externe ; FlhD est un fa
teur de trans
ription qui dirige lasynthèse des �agelles ba
tériens et FadL est une protéine qui joue un r�le dans lemétabolisme du gly
olate (qui peut être utilisé 
omme sour
e de 
arbone). Étantdonné leur importan
e dans de nombreux pro
essus de la vie d'Es
heri
hia 
oli,les deux gènes ompF et �hD ont parti
ulièrement été étudiés. Cependant, à notre
onnaissan
e, au
une des méthodes répertoriées dans la se
tion 2 ne semble avoirété mise en ÷uvre pour 
on�rmer la formation de bou
le d'ADN pour 
es systèmes.87



CHAPITRE 3. BOUCLES D'ADN ET RÉGULATION GÉNÉTIQUEOpérons metE et metRMetJ réprime l'expression des gènes impliqués dans la synthèse et le transport dela méthionine. Des dimères de dimères peuvent se former et les sites de liaison pourMetJ peuvent 
oopérer d'après le travail de Phillips et al. [125℄. Comme les deuxgènes metE et metR sont pla
és de façon divergente, la bou
le d'ADN permettraitde réprimer les deux opérons simultanément. Les deux sites de liaison pour MetJsont séparés de 115 paires. Ce système nous paraît don
 être un très bon 
andidatpour une mise en éviden
e de bou
le d'ADN.Opéron melABIl a été suspe
té la formation d'une bou
le d'ADN à l'origine de la forte répressionde l'opéron melAB 
ompte tenu de nombreux indi
es en 
e sens. Par exemple, laprotéine MelR fait partie de la famille AraC 
onnue pour être à l'origine d'unerégulation par bou
le d'ADN. En 2008, Samarasinghe et al. ont don
 
her
hé enmettre en éviden
e le mé
anisme de bou
le d'ADN. Ils ont appliqué la méthode dedéphasage des sites de liaison qui s'est avérée en faveur d'un mé
anisme de formationde bou
le d'ADN. Cependant, ils ont également entrepris de visualiser la formationde bou
le d'ADN par mi
ros
opie à for
e atomique et n'ont pas pu observer debou
le d'ADN [146℄. Ils 
on
luent que le mé
anisme de régulation est probablementplus 
omplexe. Il fait intervenir les 4 sites de liaison pour la protéine MelR qui seraità l'origine d'un 
omplexe protéique-ADN appelé �Répressome�.6 Con
lusionDans 
e 
hapitre, nous avons réuni plusieurs informations dans le but de motiverune re
her
he systématique de bou
le d'ADN dans les régions de régulation dugénome d'Es
heri
hia 
oli. Il apparaît 
lairement que 
e mé
anisme ne revêt passeulement un aspe
t géométrique mais qu'il a un impa
t et des propriétés de premièreimportan
e pour la régulation trans
riptionnelle. Nous avons 
omptabilisé environune trentaine de régions de régulation 
onnues qui font intervenir une bou
le d'ADNqui entre en jeu dans la régulation trans
riptionnelle pour une a
tivation ou pour unerépression. Cela représente une proportion d'environ 5% de régions bou
lées pourl'ensemble des régions du génome d'Es
heri
hia 
oli. Ce pour
entage est sûrementtrès sous-estimé et d'autres bou
les d'ADN sont à mettre en éviden
e dans le génomed'Es
heri
hia 
oli. En réunissant plusieurs types d'informations et d'observationssur le mé
anisme de bou
le d'ADN, 
e 
hapitre met en éviden
e un groupe d'unetrentaine de gènes qui nous parraissent de très bons 
andidats pour allonger la listeexistante des bou
les d'ADN 
onnues et bien 
ara
térisées.Plusieurs de 
es systèmes ont été suspe
tés d'agir par bou
le d'ADN 
omptetenu d'arguments en leur faveur. Chez 
ertains, une forte 
oopérativité a déjà étédémontrée. Si un mé
anisme de bou
le n'est pas à l'origine de la 
oopérativité ob-servée 
hez 
es systèmes alors peut être y-a-t-il à dé
ouvrir d'autres mé
anismes de
oopérativité entre sites de liaison pla
és à distan
e.
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Chapitre 4Re
her
he d'intera
tions 3D sur lesystème Pel de la ba
térie Erwinia
hrysanthemiNous avons vu dans le 
hapitre pré
édent que les bou
les d'ADN pouvaient avoirun impa
t dire
t sur la régulation et 
onférer d'intéressants avantages. Nous présen-tons dans 
e 
hapitre un travail expérimental où nous avons entrepris de re
her
herdes intera
tions par bou
le d'ADN non pas entre sites de liaison appartenant à unmême gène mais entre des sites de liaison de gènes di�érents. Après avoir présentédi�érents travaux qui ont stimulé 
e travail et justi�é le 
hoix de notre systèmed'étude, nous détaillons les expérien
es réalisées, présentons les résultats de 
elles-
iet les 
on
lusions.
1 Modèles d'organisation spatiale des génomesDe nombreux génomes aussi bien eu
aryotes que pro
aryotes sont aujourd'huiséquen
és et au moins en partie annotés. Un axe de re
her
he qui s'est développé
es dernières années est 
elui de 
omprendre si les génomes sont organisés dans leur
onformation tri-dimensionnelle au sein de la 
ellule. Un premier argument en faveurde 
e 
hamp d'investigation est que d'une manière générale, l'on peut dire que lanature adopte des stru
tures tridimentionnelles qui 
ontiennent de l'information. Lastru
ture tertiaire des protéines est dire
tement liée à leur fon
tion, les molé
ulesd'ARN messagers au départ représentées 
omme des molé
ules linéaires a
quièrentaussi des stru
tures tridimensionnelles très parti
ulières (bou
les, têtes d'épingle...)qui ont une importan
e dans la régulation. Il est don
 naturel d'imaginer que lamolé
ule d'ADN a
quière à l'é
helle d'un génome une stru
ture parti
ulière, nonaléatoire, peut-être au moins sur 
ertaines parties, et que 
ette stru
ture dé
oule de
ontraintes pré
ises. Nous présentons brièvement dans la se
tion suivante des travauxqui proposent des modèles d'organisation spatiale de génome ou qui suggèrent qu'ilpourrait y avoir des intera
tions ou des 
orrélations entre parties pourtant éloignéessur une représentation 1D d'un génome. 89



CHAPITRE 4. RECHERCHE D'INTERACTIONS 3D SUR LE SYSTÈME PEL DELA BACTÉRIE ERWINIA CHRYSANTHEMI1.1 Organisation solénoïdale du génomeLe biologiste François Képès a proposé une organisation dite solénoïdale pour lesgénomes de la ba
térie Es
heri
hia 
oli [84℄ et de la levure Sa

haromy
es 
erevisiae[83℄. En se basant sur les données de génomique et de trans
ription, il remarque unepériodi
ité sur les positions des di�érents gènes 
o-régulés par un même fa
teur detrans
ription. Par exemple, 
hez la ba
térie E.Coli K12 MG1655, les gènes 
o-réguléspar le fa
teur de trans
ription global CRP tendraient à se positionner tous les 92.8kpb. Cette organisation 
onférerait d'intéressants avantages sur le plan biologique :
on
entration lo
ale des fa
teurs de trans
ription au niveau des régions d'intérêt,réponse plus rapide et 
oordonnée d'un ensemble de gènes (
e qui est souvent le 
asquand par exemple, une ba
térie est soumise à un stress ou évolue dans un nouveaumilieu aux sour
es de 
arbone di�érentes). Bien que la justi�
ation de la périodi
itésoit toujours en 
ours d'étude et qu'elle ait été remise en 
ause notamment par letravail de Ler
her et al. [89℄, l'hypothèse �intergénique� développée dans 
e travailnous a paru très intéressante et surtout pouvant être testée à la paillasse.

Fig. 4.1 � Bou
le intragénique : un fa
teur de trans
ription se lie sur deux sites deliaison appartenant à la région de régulation d'un même gène ; bou
le intergénique :un fa
teur de trans
ription pourrait se �xer sur deux sites de liaison appartenant àdeux gènes distin
ts.Cette hypothèse propose qu'un fa
teur de trans
ription pourrait se lier à deuxsites de liaison appartenant non pas au même gène (
omme dans les 
as déjà 
onnusde l'opéron la
 et des quelques autres, voir 
hapitre 3) mais à deux gènes distin
ts(Figure 4.1). Il est intéressant de noter qu'elle avait également été formulée maisd'une autre façon dans le travail de Bu
hler et al. [21℄. Ces auteurs se sont intéressésà la façon dont les régions de régulation pourraient implémenter des fon
tions lo-giques (par exemple une porte OU faisant intervenir deux fa
teurs de trans
riptiondi�érents), ils voyaient 
omme limite à 
es 
on
epts le fait que, le génome ba
té-90



CHAPITRE 4. RECHERCHE D'INTERACTIONS 3D SUR LE SYSTÈME PEL DELA BACTÉRIE ERWINIA CHRYSANTHEMIrien étant très 
on�né, 
ertains fa
teurs de trans
ription pourraient se lier à deuxrégions de régulations appartenant à deux gènes di�érents. Ils voyaient don
 
e
i
omme 
onférant plut�t un désavantage et parlaient d'�interféren
es inter-géniques�.1.2 Travaux bioinformatiques suggérant des intera
tions àdistan
e ou des 
orrélations à longue portée dans desgénomesPlusieurs travaux bioinformatiques dans le même esprit que [83, 84℄ ont égale-ment 
her
hé des régularités ou des 
orrélations dans plusieurs types de donnéesgénomiques en utilisant notamment des outils de traitement du signal. Nous présen-tons i
i quelques exemples signi�
atifs.Le travail de Khodursky et al. [71℄ utilise des outils d'analyse spe
trale 
ommel'algorithme de Lomb1 et les transformées en ondelette. Ces auteurs appliquent 
esoutils sur le signal 1D 
orrespondant à l'a
tivité trans
riptionnelle sur la positiondans le génome. Plusieurs périodi
ités apparaissent et sont 
lassées en trois 
atégo-ries : petite portée 16 kpb, moyenne portée 100-125 kpb et longue portée 600-800kpb. Ils 
hangent les 
onditions de 
ulture ou inhibent la trans
ription (au moyende la rifampi
ine) pour s'assurer que les fréquen
es sont bien stables et ne dé
oulentpas d'un artefa
t introduit par exemple par la te
hnique des pu
es à ADN.Le travail de Palsson et al. [4℄ utilise également les outils des transformées enondelette mais i
i sur des signaux liés à la séquen
e des génomes, tels que la densitéen gènes par kilo bases, le 
ontenu en GC/AT et l'indi
e d'adaptation de 
odon. Ilstrouvent des �patterns� dans de nombreux génomes pro
aryotes. Ils 
orrèlent ensuitele degré de similitude ave
 des paramètres globaux tels que la taille du génome ou lepour
entage AT total du génome. Ils trouvent par exemple que le degré de patterndu signal du 
ontenu en GC est positivement 
orrélé ave
 la taille du génome. Cesrésultats d'ordre général semblent appuyer la thèse de 
ontraintes notamment despro
essus trans
riptionnels sur la stru
ture globale des génomes.Le travail de Carpentier et al. [24℄ 
her
he des 
orrélations dans des données depu
e à ADN de la ba
térie Ba
illus subtilis et 
hez Es
heri
hia 
oli. Ils regardent les
orrélations sur le signal d'expression ARN entre deux gènes en fon
tion de leur inter-distan
e et utilisent une fon
tion de 
orrélation dite Kendall tau2. Ils trouvent 
hezBa
illus Subtilis des os
illations dans 
e signal de période 600 ±55, 240 ±21, 113±21et 60±6 gènes et 
hez Es
heri
hia 
oli deux périodi
ités : 557±30 and 100±18 gènes.Ces deux périodi
ités sont assez pro
hes du travail de Khodursky si on prend 
ommetaille moyenne d'un gène 1kpb. Ils soulignent que 
es 
orrélations apparaissent pourn'importe quel gène et indépendamment de la position. Cela ne dépendrait pas despro
essus impliquant des fa
teurs de trans
ription 
omme par exemple dans le mo-dèle solénoïdal.1Cet algorithme a la parti
ularité de trouver des 
ontenus fréquentiels dans des signaux quipeuvent être é
hantillonnés à pas irrégulier 
omme 
'est le 
as des positions des gènes.2La fon
tion Kendall tau est une mesure de 
orrélation, elle quanti�e le degré de relation entredeux variables. 91



CHAPITRE 4. RECHERCHE D'INTERACTIONS 3D SUR LE SYSTÈME PEL DELA BACTÉRIE ERWINIA CHRYSANTHEMI1.3 Travaux issus de la physique statistique suggérant desorganisations par bou
le d'ADNLe travail de Sumedha et al. [164℄ propose un modèle utilisant le formalismede la physique statistique pour la formation de bou
les d'ADN qui organiseraientle génome. Ils 
al
ulent les énergies libres de formation de bou
le d'ADN en te-nant 
ompte de deux 
ontributions : l'énergie d'a�nité des protéines sur l'ADN etla 
ontribution entropique. Plus pré
isément, ils montrent que dans le mé
anismed'agglomération des protéines se liant à l'ADN, la liaison d'un fa
teur de trans
rip-tion sur un système déjà bou
lé permet dans 
ertains 
as de minimiser l'énergie libresans pertes entropiques majeures. Ce mé
anisme introduit une attra
tion e�e
tiveentre des domaines de liaison de di�érentes bou
les. Il est important de retenir quepour qu'il y ait les agglomérats de protéines ave
 la formation de bou
les d'ADN,deux ingrédients sont né
essaires : des protéines bivalentes 
'est à dire qui puissentse lier à deux endroits distin
ts sur l'ADN (
e qui semble être souvent le 
as desfa
teurs de trans
ription qui peuvent agir en oligomères) et deuxièmement des do-maines de liaison 
ontenant plus de deux sites de liaison 
ha
un. Ce dernier pointguidera notre 
hoix du système d'étude.Si dans le travail pré
édent, l'entropie était un obsta
le à l'organisation globaledes génomes, dans l'appro
he théorique développée par l'équipe de Peter Cook [103,104℄, l'entropie est le moteur de l'organisation spatiale génomique via les for
es dedéplétion. En e�et, en tenant 
ompte de la taille des molé
ules d'ARN polymérases etde l'environnement 
hargé en molé
ules d'une ba
térie ou d'une 
ellule, l'entropie dusystème entier peut être minimisée en rappro
hant les grosses molé
ules donnant ausystème total un nombre plus grand de mi
ro-états a

essibles. Les deux travaux i
i
ités ne sont don
 pas en 
ontradi
tion, une des perspe
tives du travail de Sumedhaet al. étant justement de tenir 
ompte de l'environnement 
hargé en molé
ules dumilieu intra-
ellulaire et de retrouver les propositions de Cook.1.4 Travaux de biologie expérimentaleLe travail expérimental de l'équipe de Peter Cook mené depuis plusieurs annéesmontre à l'aide notamment de sondes �uores
entes que la trans
ription aurait lieu endes endroits pré
is (appelés fo
i) au sein de la 
ellule ou du noyau. Par exemple, lesexpérien
es montrées dans [30℄ révèlent des 
li
hés 
olle
tés par mi
ros
ope 
onfo
aloù l'on peut voir que 
hez des 
ellules humaines de type Hela, les trans
rits nou-vellement synthétisés sont 
on
entrés en des endroits pon
tuels au sein du noyau. Ilpropose un modèle d'organisation des génomes où les ARN polymérases se regrou-peraient en des endroits pré
is et trans
riraient plusieurs gènes qui seraient réunisen bou
lant l'ADN [103℄.Un travail autre expérimental qui s'est attaqué à élu
ider l'organisation spatialedes génomes ba
tériens est 
elui de l'équipe de Frédéri
 Bo

ard, qui fait appel à desoutils de génétique [170℄. En utilisant un système de séquen
es spé
i�ques re
om-binantes, l'équipe a pu révéler quelles parties d'ADN du génome d'Es
heri
hia 
olipouvaient entrer en 
onta
t. En analysant les taux de re
ombinaison de sites épar-pillés sur le génome, ils ont mis en éviden
e une organisation du génome en quatrema
rodomaines et deux moins stru
turés. Deux de 
es ma
rodomaines (appelés Oriet Ter) font presque 1 Mpb suggérant que des gènes espa
és par de telles distan
es92



CHAPITRE 4. RECHERCHE D'INTERACTIONS 3D SUR LE SYSTÈME PEL DELA BACTÉRIE ERWINIA CHRYSANTHEMIpourraient tout de même avoir une probabilité non négligeable de se ren
ontrer.2 Choix du système d'étudeNous avons 
hoisi de travailler sur un système génétique 
odant pour plusieursenzymes, les pe
tate lyases, qui jouent un r�le dans la dégradation de la pe
tine,
omposant prin
ipal de la paroi 
ellulaire des plantes, 
hez la ba
térie Erwinia 
hry-santhemi (nouvellement appelée Di
keya dadantii [148℄). Erwinia 
hrysanthemi estune entéroba
térie phytopathogène à gram négatif au génome d'environ 4700 gènes,pro
he de 
elui d'Es
heri
hia 
oli. Plus pré
isément, nous avons 
hoisi de travaillersur 3 gènes : les gènes pelA, pelE et pelD qui 
odent pour 3 des 5 enzymes majeuresdu système de virulen
e d'Erwinia 
hrysanthemi [67℄ et qui sont situés au mêmeendroit sur le génome d'Erwinia 
hrysanthemi, à la position 3 573 000 pb (voir Fi-gure 4.5). Ces enzymes jouent un r�le de première importan
e dans la virulen
e de
ette ba
térie, en 
livant les liaisons osidiques α 1-4 du polygala
turonate (PGA)(un des premiers produits de la dégradation de la pe
tine). Le PGA pouvant êtreutilisé 
omme sour
e de 
arbone, 
es gènes sont au 
oeur du métabolisme et du 
y
le
ellulaire de 
ette ba
térie phytopathogène [66℄. Les avantages mentionnés dans le
hapitre 3 des bou
les d'ADN 
omme une meilleure robustesse aux �u
tuations tem-porelles dans l'expression génétique seraient tout à fait appropriés pour 
e systèmegénétique de première importan
e.Nous avons 
hoisi de travailler sur 
e système pour plusieurs raisons dont nousdonnons i
i les quatre prin
ipales.2.1 Raison génétiqueParmi les di�érents fa
teurs de trans
ription qui régulent les trois gènes du sys-tème Pel, 
ertains sont suspe
tés de pouvoir former des bou
les intragéniques. Parexemple, d'après des expérien
es réalisées en 1998 au laboratoire, le fa
teur de trans-
ription Pe
T peut très probablement se dimériser ou se tétramériser. Il est suspe
téde faire des bou
les entre deux sites espa
és sur l'ADN notamment dans sa proprerégion de régulation (expérien
es de �band shift� [25℄). De plus, il exer
e une ré-pression, toutes 
es 
ara
téristiques lui font partager beau
oup de points 
ommunsave
 le système de bou
le de l'opéron la
 (
f. Chapitre 3). Pe
T régule de nombreuxautres gènes qui in�uent sur l'a
tivité enzymatique Pel (voir Figure 4.2) ave
 les-quels il pourrait bou
ler. C'est pourquoi le fait d'éliminer des régions de régulation
ontenant des sites de liaison pour 
e fa
teur donne de plus grandes 
han
es detrouver un phénotype altéré.Le fa
teur KdgR, également répresseur, fait partie de la famille des fa
teurs detrans
ription I
lR [138℄, 
ette famille 
ontient 
hez Es
heri
hia 
oli un 
as supe
téde formation de bou
le d'ADN (opéron a
eB [179℄, 
f. Chapitre 3). Le regulon deKdgR se 
ompose d'une trentaine de gènes dont la plupart sont impliqués dans le
atabolisme de la pe
tine [140℄. Par exemple, nous pouvons 
iter les gènes out 
odantpour les systèmes de sé
rétion (de type 2) des enzymes Pel [29℄ (sorte de 
annauxqui permettent la sé
rétion des enzymes dans le milieu extérieur), le gène kdgM qui
ode pour une porine qui peut 
harger les oligogala
turonides [20℄ ou en
ore le gènekdgK qui 
ode pour une kinase qui intervient dans le métabolisme de la pe
tine [68℄,93
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Fig. 4.2 � Repésentation 1D de quelques gènes faisant partie des régulons des fa
-teurs de trans
ription Pe
T et KdgR qui pourraient bou
ler ave
 les régions derégulations des gènes pelA, pelE et pelD et dont la dérégulation aurait un impa
tsur l'a
tivité enzymatique Pel mesurée.et
. Si les régions de régulation des gènes pel 
hoisies peuvent in�uen
er 
es autresgènes par bou
le d'ADN alors un e�et sur le phénotype 
'est à dire sur la 
roissan
eba
térienne et surtout sur la 
inétique de l'a
tivité enzymatique Pel devrait êtrevisible.Le sytème Pel d'Erwinia est également régulé par le fa
teur de trans
riptionglobal CRP que l'on retrouve 
hez de nombreuses ba
téries. Si à notre 
onnaissan
e,au
une bou
le formée par 
ette protéine n'a été mise en éviden
e, du fait de son trèsgrand nombre de 
ibles il a souvent été suspe
té de jouer un r�le dans l'organisationspatiale à l'é
helle des génomes [56℄. Le système Pel est également régulé par Fisou H-NS, des fa
teurs de trans
ription qui jouent un r�le dans le surenroulement del'ADN et que l'on retrouve dans de nombreuses entéroba
téries. Ces trois fa
teurs detrans
ription CRP, Fis et H-NS sont des fa
teurs globaux et font partie des protéinesrégulatri
es qui ont le plus grand nombre de 
ibles. Agir sur des régions de régulationqui 
ontiennent des sites de liaison pour 
es fa
teurs donne de plus grandes 
han
esde trouver une intera
tion entre régions éloignées.2.2 Raison thermodynamiqueDes travaux issus de la physique statistique, 
omme 
elui mentionné pré
édem-ment de Sumedha et al. [164℄ ou [60℄ mais aussi 
eux issus de la physique despolymères montrent que le fait de bou
ler un polymère génère un 
oût entropique.En e�et, le système bou
lé possède moins de mi
ro-états a

essibles, 
oût d'autantplus élevé que la bou
le est grande si on 
onsidère un polymère libre [60℄. Une fa-çon de payer 
e 
oût est d'augmenter l'énergie de liaison qui intervient. Or l'énergiede liaison entre un fa
teur de trans
ription et son site 
ible est plut�t faible (del'ordre de 10-15 k
al/mol par exemple pour l'opéron la
). Une solution qui est ena

ord ave
 
e qui est observé dans les génomes de pro
aryotes, pour augmenter94
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Fig. 4.3 � Le système Pel se 
ompose notamment de deux 
lusters de 3 gènes séparésde 1Mpb qui pourraient entrer en 
onta
t et interagir. La présen
e de nombreux sitesde �xation dans 
haque région de régulation permettrait de payer un 
oût entropiqueimportant.l'énergie de liaison est d'augmenter le nombre de sites de liaison. Le système quenous avons 
hoisi se 
ompose de deux 
lusters de 3 gènes qui pourraient interagir(voir Figure 4.3). Cha
un des gènes est régulé par plusieurs fa
teurs de trans
riptiondi�érents. Par 
onséquent, 
e système laisse la possibilité que la liaison se fasse enutilisant plusieurs sites de liaison des di�érents gènes : des fa
teurs de trans
riptionpourraient faire des pont entre les régions de régulation de pelA et pelB, entre lesrégions de pelE et pelB et entre pelC et pelZ, par exemple. Ce système aurait don
la 
apa
ité à payer un 
oût entropique important su
eptible d'entrer en jeu pour 
etype d'intera
tion 
ontrairement à un système simple faisant juste intervenir deuxgènes 
orégulés par un même fa
teur de trans
ription.2.3 Raison physiologiqueL'entéroba
térie Erwinia 
hrysanthemi est une ba
térie à gram négatif qui peutprovoquer 
e qui est appelé la maladie de pourriture molle 
hez une large gamme deplantes [66℄. Pour 
ela, elle produit plusieurs enzymes extra
ellulaires qui attaquentles 
omposants des 
ellules des parois végétales. Parmi elles, �gurent les 
inq en-zymes pe
tate lyases PelA, PelB, PelC, PelD et PelE 
odées par 
inq gènes réunisau sein de deux 
lusters séparés par 1 Mpb. Elles jouent un r�le de première impor-tan
e dans l'infe
tion puisque 
e sont elles qui entrent en jeu dans la dégradationdes polymères de pe
tine 
omposants essentiels de la paroi végétale [67℄. Plus pré-
isément, lors de l'indu
tion d'une 
ulture ba
térienne, le PGA 
ommen
e à être95



CHAPITRE 4. RECHERCHE D'INTERACTIONS 3D SUR LE SYSTÈME PEL DELA BACTÉRIE ERWINIA CHRYSANTHEMIdégradé par les pe
tate lyases et l'un des produits de 
ette dégradation, le KDG (2-keto-3-deoxyglu
onate) peut se lier au répresseur KdgR et l'ina
tiver. Tous les gènesdu régulon de KdgR dont les gènes pel sont alors déréprimés et fortement exprimés.Nous avons don
 un système qui passe d'une sorte d'état latent où la produ
tionenzymatique est très faible à un état de très forte a
tivité grâ
e à un signal environ-nemental indu
teur. Ce
i nous rappelle une 
ara
téristique de la 
on�guration debou
le d'ADN à l'origine de répression trans
riptionnelle que nous avons identi�éedans le Chapitre 3. La physiologie du système et sa réponse est très pro
he desdeux 
as les plus étudiés où a été mise en éviden
e la formation de bou
le d'ADN :l'opéron la
 et également le phage λ où il y a également transition très nette entredeux états distin
ts (non induit à induit pour l'opéron la
 et phase lysogène à phaselytique pour le phage λ). La formation de bou
le pourrait jouer un r�le pour fa
iliter
e type de transition (
f. Chapitre 3). Les 
ara
tériques 
on
ernant la physiologie etla dynamique de transition du système Pel en font don
 également un bon 
andidatpour 
omporter une régulation génétique gérée par bou
le d'ADN.2.4 Raison pratiqueLe modèle d'étude que nous avons 
hoisi est 
elui de l'équipe �Fa
teurs de vi-rulen
e 
hez la ba
térie phytopathogène Erwinia 
hrysanthemi�3 qui possède desannées d'expérien
es sur 
e modèle et notamment sur la régulation du système Pel.Le laboratoire possède en outre une bibliothèque de sou
hes modi�ées (répertoriéeset 
onservées à -80°C) ainsi que de nombreux plasmides sur lesquels il est possiblede faire des premières mesures sans les étapes de 
onstru
tion génétique. La ba
térieest de plus assez pro
he phylogénétiquement de la ba
térie modèle Es
heri
hia 
oli.3 Expérien
es réalisées sur la ba
térie Erwinia 
hry-santhemi3.1 Idée générale des expérien
es réaliséesLe but des expérien
es présentées dans 
e 
hapitre est de 
her
her à mettre enéviden
e la possibilité d'une intera
tion à longue portée entre gènes 
orégulés (bou
leintergénique). Par longue portée, nous voulons don
 dire deux (ou plusieurs) gènesqui seraient éloignés sur une représentation 1D de l'ADN (quelques dizaines demilliers de paires de bases voire plus) mais qui se retrouveraient très pro
hes dansune représentation réelle en 3D.L'idée est de faire des expérien
es du type de 
elles réalisées par le biologisteMüller-Hill dans les années 90 [120, 121℄ où il avait mis en éviden
e le mé
anismede 
oopérativité par la formation d'une bou
le d'ADN au sein de la région de régu-lation de l'opéron la
. Dans 
es expérien
es, il faisait une mutation sur un ou deuxdes trois sites de liaison et il regardait l'in�uen
e sur la répression exer
ée par lefa
teur de trans
ription La
I sur l'expression de l'opéron la
. Il mesurait la répres-sion en quanti�ant l'a
tivité de l'enzyme β-gala
tosidase dans les 
as induit et non3au sein de l'équipe de William Nasser, UMR Mi
robiologie, Adaptation et Pathogénie, Univer-sité Lyon 1 Campus de la Doua Bâtiment Lwo�, 10 rue Dubois, 69622 Villeurbanne.96
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Fig. 4.4 � Résultats des expérien
es de Müller-Hill issus de [121℄ qui étudiaientl'in�uen
e de mutations d'un ou de deux des 3 sites de liaison de l'opéron la
tosesur la répression. L'élimination d'un des 2 sites de liaison auxiliaires divise par 2ou 3 la répression et l'élimination des deux sites auxiliaires divise la répression d'unfa
teur 70. Lorsque la bou
le d'ADN n'est plus possible, l'e�et de dérégulation esttrès fort.induit. Les résultats importants de 
es expérien
es sont rappelés dans la Figure 4.4.Il 
onvient de retenir 
omme résultat que l'élimination d'un des 2 sites de liaisonauxiliaires divise par 2 ou 3 la répression et que la mutation des deux sites auxiliairesen éliminant toute possibilité de bou
le divise la répression d'un fa
teur 70, 
'est 
etype d'e�et de dérégulation sur l'expression génétique que nous allons re
her
her.Pour notre étude, nous re
her
hons un e�et de 
oopérativité entre des sites de liai-son de gènes di�érents et éloignés sur une représentation 1D parmi 
eux du systèmePel (Figure 4.5). Nous allons éliminer des sites de liaison d'une région de régulationd'un ou plusieurs gène(s) et regarder un éventuel e�et sur l'a
tivité enzymatiqueglobale Pel qui résulte de l'expression d'autres gènes régulés par les mêmes fa
teursde trans
ription. L'équipe de Müller-Hill utilisait pour quanti�er la régulation gé-nétique, la mesure de l'a
tivité de l'enzyme β-gala
tosidase. Notre indi
ateur est lamesure de l'a
tivité enzymatique Pel qui rend 
ompte de l'expression de plusieursgènes (voir Figure 4.2) notamment les 5 gènes 
odant pour les 5 enzymes majeurespelA, pelB, pelC, pelD, pelE mais également d'autres gènes (gènes du système desé
rétion out, gènes qui interviennent dans le 
atabolisme de la pe
tine, et
).Le système Pel est plus 
omplexe que 
elui de l'opéron la
 
ar il fait intervenir unréseau de régulation aux nombreuses intera
tions. Ses propriétés dynamiques sonttoujours en 
ours d'étude [76℄. Il s'avère don
 intéressant et né
essaire de suivrel'évolution dans le temps de 
ette a
tivité étant donné que d'après les résultatsré
ents obtenus par l'équipe grâ
e au travail de modélisation, le système n'atteint pasd'état stationnaire dans les 
onditions habituelles d'expérimentation (
ontrairementaux expérien
es de Müller-Hill sur l'opéron la
). En e�et, il s'est avéré ré
emmentque le substrat (PGA) était très vite 
onsommé par les ba
téries, 
e qui implique que97
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Fig. 4.5 � Représentation 1D du génome d'Erwinia 
hrysanthemi. Les prin
ipauxgènes entrant dans la virulen
e de 
ette ba
térie phytopathogène sont représentésen 
ouleur. L'idée générale des expérien
es est d'éliminer des régions de régulationd'un lo
us (gènes pelA, pelE, pelD) et de dé
eler un éventuel e�et sur l'a
tivité enzy-matique Pel qui dépend de plusieurs gènes notamment des gènes pelB et pelC situésen un lo
us éloigné sur une représentation 1D du génome d'Erwinia 
hrysanthemi.Figure initiale issue de [88℄.le système repasse après quelques heures dans un état non-induit. Il est don
 utile degarder l'information sur la dynamique 
ar il n'est pas impossible d'imaginer qu'uneintera
tion par bou
le d'ADN ait lieu à partir d'un moment pré
is de l'infe
tion ouau retour vers l'état non induit.3.2 Comparaison de deux mutantsNous allons 
omparer deux mutants : un mutant appelé �Délétion� où les 3 gènespelA, pelE et pelD ainsi que deux de leur région de régulation sont éliminées etun mutant appelé �Ina
tivation� où seuls les gènes ont été ina
tivés, laissant les ré-gions de régulation inta
tes (voir Figure 4.6). Nous obtenons ainsi deux génomes
omparables qui di�èrent seulement par la présen
e de deux régions de régulation.Nous pouvons alors tenter de voir un éventuel e�et des régions de régulation sur lesautres gènes pel ou sur les autres gènes régulés par les mêmes fa
teurs de trans
rip-tion dont la dérégulation aurait un e�et visible sur l'a
tivité enzymatique Pel. Enenlevant toute la région de régulation, nous pouvons en fait tester deux types d'inter-a
tions : notre première hypothèse est une intera
tion qui proviendrait d'une bou
leintergénique faisant intervenir des sites de liaison parti
uliers (sites de KdgR, Pe
T,Pe
S. . .). La deuxième hypothèse serait une intera
tion des sites de �xation pourl'ARN polymérase. En e�et, selon le 
on
ept proposé par Peter Cook mentionnéplus haut d'usines de trans
ription [30℄, plusieurs ARN polymérases trans
riventdes gènes à la 
haîne au même endroit au sein de la 
ellule. Le fait d'éliminer unou des sites de liaison pour l'ARN polymérase pourrait pertuber le fon
tionnementdes usines et avoir des réper
ussions sur la trans
ription des autres gènes du groupe98
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Fig. 4.6 � Comparaison de deux mutants : le mutant �Délétion� où les gènes pelA,pelE et pelD ainsi que deux de leur région de régulation ont été éliminées et lemutant �Ina
tivation� où les gènes pelA, pelE et pelD ont été ina
tivés mais lesrégions de régulation (sites de liaison pour di�érents fa
teurs de trans
ription etsites de �xation pour l'ARN polymérase) ont été laissées inta
tes pour dé
eler uneéventuelle intera
tion de 
elles-
i ave
 d'autres gènes.Pel. La 
omparaison de 
es deux mutants permettrait don
 de 
her
her d'une façonlarge, d'éventuels e�ets à distan
e.4 Matériels et méthodes4.1 Te
hniques d'ADN re
ombinantLes préparations de plasmides, les digestions par enzymes de restri
tion, les li-gations intra-molé
ulaires ou intermolé
ulaires, les éle
trophorèses sur gel d'aga-rose, les extra
tions de plasmides (�miniprep�) ont été réalisées en suivant les pro-to
oles adaptés de [147℄. Les transformations de ba
téries se sont faites par la mé-thode 
himique au CaCl2 et par 
ho
 thermique pour les ba
téries Es
heri
hia 
oli(méthode de Mandel et Higa). Des ba
téries traitées ave
 une solution de CaCl2froide puis soumises à un bref 
ho
 thermique à 42°C sont dans un état transitoirequi leur permet d'ingérer de l'ADN étranger (phage ou plasmide). Les ba
tériesErwinia 
hrysanthemi ont été transformées par la méthode d'éle
troporation (unesuspension de 
ellules et l'ADN à introduire sont soumis à une dé
harge éle
trique dehaut voltage qui 
réent des pores au sein de la membrane 
ellulaire). La re
ombinai-son homologue sur Erwinia 
hrysanthemi s'est faite en milieu bas phosphate 
ommedé
rit dans [141℄. En 
ultivant les ba
téries en milieu bas phosphate, 
elles-
i ont ten-dan
e à se débarasser de leurs plasmides (il leur 
oûterait plus de les garder) mais enmaintenant une pression de séle
tion forte par antibiotique, les ba
téries ont 
omme99



CHAPITRE 4. RECHERCHE D'INTERACTIONS 3D SUR LE SYSTÈME PEL DELA BACTÉRIE ERWINIA CHRYSANTHEMISou
hes d'Erwinia ChrysanthemiN° sou
he Génotype ou des
ription Sour
eA4922 Type sauvage d'Erwinia Chrysanthemi 3937 is-sue de Saintpaulia ionantha Colle
tion laboratoireA5089 Délétion des gènes pelA, pelE et pelD ainsique deux de leur région de régulation (mutant�Délétion�) Colle
tion laboratoireA4476 Mutant Pe
S, gène ina
tivé pe
S : :uidA Kan Colle
tion laboratoireA4478 Mutant Pe
T, gène ina
tivé pe
T : :uidA Kan Colle
tion laboratoireA5107 Transdu
tion de ∆pelAED : :Cm dans le mu-tant pe
T : :uidA Kan Ce travailA5108 Transdu
tion de ∆pelAED : :Cm dans le mu-tant pe
S : :uidA Kan Ce travailA5109 Mutant kdgR, gène ina
tivé kdgR : :Sm (trans-du
tion WT A350 vers WT 3937) Ce travailA5160 gènes pelA, pelE, pelD ina
tivés en laissant lesrégions de régulation inta
tes (mutant �Ina
ti-vation�) Ce travailA5161 Transdu
tion de ∆pelAED : :Cm dans le mu-tant kdgR : :Sm Ce travailTab. 4.1 � Di�érentes sou
hes d'Erwinia 
hrysanthemi utilisées dans 
e travail.
ompromis d'insérer les gènes présents sur le plasmide par re
ombinaison homologuesur leur 
hromosome prin
ipal. Les fabri
ations de mutants par transdu
tion ont étéréalisées ave
 le phage φEC2 en suivant [137℄ (la transdu
tion est un transfert dematériel génétique par des ba
tériophages qui peuvent transmettre une mutationd'une sou
he de ba
térie à une autre).4.2 Sou
hes ba
tériennesLes sou
hes utilisées et 
onstruites sont données dans le tableau 4.1.4.3 Milieux et 
onditions de 
ultureLes 
ellules ont été 
ultivées en milieu ri
he LB pour Es
heri
hia 
oli ou enmilieu synthétique minimum M63 additionné d'une sour
e de 
arbone pour Er-winia 
hrysanthemi. La température de 
ulture a été de 30°C pour les ba
tériesErwinia 
hrysanthemi et de 37°C pour les ba
téries Es
heri
hia 
oli, 
e qui 
orres-pond à leur température optimale de 
roissan
e. Les 
ultures pour les deux ba
tériesse sont faites sous agitation mé
anique (en général autour de 120 rpm), 
e
i pourfa
iliter la 
ir
ulation de l'air dans le milieu et don
 la 
roissan
e ba
térienne. Lesantibiotiques ont été utilisés ave
 les 
on
entrations suivantes (en mi
rogrammes parmillilitre) : kanamy
ine 20, ampi
illine 50, tétra
y
line 10, 
hlorampheni
ol 20.4.4 Pro
édure suivie lors de 
inétiquesUne 
inétique 
ommen
e par l'ino
ulation d'une pré
ulture de nuit ave
 une(voire plusieurs) 
olonie(s) issue(s) de boîtes fraî
hes de Pétri. Celle-
i est en généralréalisée dans les mêmes 
onditions (sour
e de 
arbone, température, agitation. . .)que la 
ulture. Le but de la pré
ulture est de permettre aux ba
téries de s'adapterau milieu liquide 
e qui peut prendre un 
ertain temps. Ce temps d'adaptation peutmodi�er le déroulement de la 
inétique. Ensuite, un lavage est réalisé pour éliminer100



CHAPITRE 4. RECHERCHE D'INTERACTIONS 3D SUR LE SYSTÈME PEL DELA BACTÉRIE ERWINIA CHRYSANTHEMIles enzymes issues de la pré
ulture (en 
entrifugeant pour garder les ba
téries dansun 
ulot et en renouvellant le milieu). Ce
i est important pour ne pas 
ommen
er la
inétique dans des 
onditions initiales di�érentes, 
e qui peut engendrer une grandevariabilité dans les expressions même entre deux 
lones identiques. En e�et, il estpossible que le réseau génétique possède la propriété de bistabilité. Si le systèmedynamique démarre ave
 des 
onditions initiales di�érentes, nous pouvons obtenirdeux 
inétiques très di�érentes (expérien
es réalisées, �gures non montrées).L'ino
ulation du milieu pour la 
ulture se fait en ajustant le volume d'ino
ula-tion pour partir sur des 
on
entrations ba
tériennes identiques, 
e
i est importantpour que les 
ultures soient les plus syn
hronisées possible au niveau des di�érentesphases du 
y
le de 
roissan
e et pour pouvoir mieux 
omparer ensuite. Le systèmede virulen
e Pel est en e�et très sensible à la phase de 
roissan
e (notamment par larégulation de Fis [88℄ ou des pro
essus de Quorum Sensing [117℄). Le maximum d'a
-tivité enzymatique est 
ouramment observé dans l'entrée de la phase stationnaire,quand la 
on
entration ba
térienne se stabilise.Des é
hantillons du milieu de 
ulture ba
térienne ont été prélevés stérilement endi�érents temps et la densité optique (DO) a été mesurée par spe
trophotométrieà 600 nm pour évaluer la turbidité du milieu et don
 la 
on
entration ba
térienne.Après ajout de toluène et passage en hotte (pour éliminer un peu le toluène trèstoxique) les é
hantillons sont 
onservés à 4°C pour une mesure dans les deux jourssuivants. Le toluène arrête le métabolisme et perméabilise les parois membranaires
e qui permet la libération d'éventuelles pe
tate lyases retenues dans l'espa
e péri-plasmique (
'est à dire entre les membranes interne et externe de la ba
térie).L'a
tivité enzymatique Pel a été ensuite déterminée par spe
trophotométrie ensuivant la dégradation du PGA en des produits insaturés qui absorbent à la longueurd'onde 230 nm [111℄ (les pe
tate lyases 
livent les liaisons osidiques α du PGA etlibèrent des oligogala
turonides insaturés). Plus pré
isément, les 
oe�
ients dire
-teurs des 
ourbes de prodution des oligogala
turonides insaturés sont 
al
ulés parrégression linéaire et l'a
tivité spé
i�que Pel est 
al
ulée suivant la formule4 :
AS = 0.412 ×

∆DO230

∆t
× dilution enzyme/DO600 (4.1)où ∆DO230

∆t

orrespond à la pente de la produ
tion des oligogala
turonides insaturés,le terme dilution enzyme 
orrespond à la dilution du milieu 
ontenant les enzymesdans le tampon de réa
tion, le terme DO600 est la densité optique à 600 nm 
orres-pondant à la 
on
entration ba
térienne du milieu. La mesure s'est e�e
tuée dans untampon de réa
tion 
ontenant Tris-HCl 0.1M, CaCl2 0.1 mM et PGA 1 g.L−1, pH8 dans un bain à 37°C.4.5 Constru
tion du mutant �Ina
tivation�Plusieurs 
onstru
tions étaient possibles pour ina
tiver les trois gènes en laissantles régions de régulation inta
tes. Cependant, notre première hypothèse était que4Cette formule provient de la relation : DO = ǫlc où ǫ est le 
oe�
ient d'extin
tion molaire, l estla longueur de la 
uve (1 
m) et c est la 
on
entration en moles par litre. Le 
oe�
ient d'extin
tionmolaire pour 
e dosage est de 5200 
'est-à-dire que 1 µmole/ml d'oligogala
turonides insaturéslibérés par 
livage du PGA donne une DO230 de 5.2. Sa
hant que 0.28 mg de poids se
 ba
térien(PSB) 
orrespondent à une DO600 de 0.6, on peut 
al
uler l'a
tivité spé
i�que exprimée en µmolesde produits libérés/min/mg de PSB : AS = ∆DO230

∆t
× dilution enzyme/ 5.2 /(DO600

0.6
× 0.28).101



CHAPITRE 4. RECHERCHE D'INTERACTIONS 3D SUR LE SYSTÈME PEL DELA BACTÉRIE ERWINIA CHRYSANTHEMIle 
luster 
omposé des 3 gènes pelA, pelE et pelD pouvait interagir par bou
led'ADN ave
 le 
luster des 3 gènes pelB, pelC et pelZ. Nous avons souhaité ne paspertuber la symétrie entre les di�érentes régions de régulations des deux di�érents
lusters (voir Figure 4.3). Nous avons pour 
ela 
hoisi d'insérer le gène de résistan
e(qui fait un peu plus de 1000 pb) au sein du dernier gène du 
luster 
'est-à-direpelD. Nous avons alors opéré en plusieurs étapes. Nous sommes partis du plasmidePBGS 131 
ontenant les gènes pelA, pelE, pelD (fragment entre les sites SphI etFspI) insérés dans le plasmide entre les sites SphI et E
orV. La partie 
ompriseentre les deux sites SalI du ve
teur a été délétée. Le gène pelA a été ina
tivé enintroduisant une séquen
e de nu
léotides issue du site de poly
lonage du plasmidepBC KS +/- (séquen
e 
omprise entre les sites Hin
II et E
oRI rempli ave
 l'enzymed'ARN polymérase fragment Klenow) au niveau du site de 
oupure à bords fran
sBst11O7I. Le nombre de paires de bases introduites, non multiple de trois, dé
alele 
adre de le
ture du ribosome qui ne traduit plus les mêmes a
ides aminés. Laséquen
e résultante ne permet plus en général, d'avoir une protéine fon
tionnelle.Nous avons ina
tivé le gène pelE en agissant au niveau du site de 
oupure à bouts
ohésifs de 4 paires de bases NotI, 
'est à dire en 
oupant sur 
e site de restri
tion, enremplissant les extrêmités protubérantes grâ
e à l'enzyme Klenow puis en religuantle gène sur lui même. Le dernier gène pelD a été ina
tivé en insérant le gène derésistan
e au 
hloranpheni
ol issu du plasmide PCK17 (digéré par SmaI) au niveaudu site de 
oupure à bouts 
ohésifs AsuII et traité à la Klenow pour le rendre à boutsfran
s. La 
onstru
tion ainsi réalisée sur plasmide a été insérée sur le 
hromosomeprin
ipal par re
ombinaison homologue en milieu bas phosphate.4.6 Ele
trofo
alisation et véri�
ation du phénotype du mu-tant �Ina
tivation�L'éle
trofo
alisation nous a permis de trouver et de véri�er le mutants souhaitéave
 les 3 gènes pelA, pelE et pelD ina
tivés. L'éle
trofo
alisation permet une sé-paration de protéines en fon
tion de leur point isoéle
trique 
'est à dire la valeurdu pH pour laquel leur 
harge éle
trique résultante est nulle. L'éle
trofo
alisation aété réalisée sur un gel épais de 4 mm de polya
rylamide 
ontenant 35 % a
rylamide(Pharma
ia), 15 % Pharmalyte porteur en ampholytes dans la plage de pH 3-10. Lafo
alisation s'est faite à puissan
e 
onstante de 30 W pendant 90 min ave
 0.1MNaOH 
omme 
ations et 0.1M H2SO4 
omme anions. Après l'éle
trofo
alisation, legel a été rin
é dans un tampon 
ontenant 0.1 M Tris-HCl, pH 8 pendant 15 min.L'a
tivité pe
tinolytique a ensuite été révélée dans un tampon 
ontenant 0.1 M Tris-HCl, pH 8, 1 mM CaCl2, 15 g.l−1 PGA en in
ubant le gel pendant 1h15 à 37 °C.Le gel a été abondamment rin
é à l'eau. Les a
tivités enzymatiques ont été révéléesen immergeant le gel dans une solution de rouge de ruthenium 0.05% pendant unenuit.Pour véri�er que nous avions bien obtenu un mutant �Ina
tivation� au phénotypesouhaité ave
 les trois gènes ina
tivés, nous avons réalisé plusieurs éle
trofo
alisa-tions de protéines et testé plusieurs 
lones jusqu'à en trouver un où les trois gènesétaient ina
tivés.Nous montrons i
i le résultat du gel révélant le mutant �Ina
tivation� souhaité(Figure 4.7), les deux extrêmités 
orrespondent au type sauvage (les 5 enzymes102
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Fig. 4.7 � Résultat du gel de l'éle
trofo
alisation montrant la bonne réalisation dumutant �Ina
tivation� souhaité.majeures sont présentes), les 
ouloirs du milieu 
orrespondent au nouveau mutant�Ina
tivation� (extraits enzymatiques pris à plusieurs temps di�érents au 
ours du
y
le ba
térien). La di�
ulté à obtenir le mutant �Ina
tivation� exa
tement vouluest venue du fait que le gène de résistan
e étant pla
é à l'extrêmité, la pression deséle
tion était relâ
hée pour l'autre partie pouvant re
ombiner (au niveau du gènepelA), ainsi à plusieurs reprises nous n'avions obtenu que des mutants ave
 seulementpelE et pelD d'ina
tivés. Le mutant �Délétion� a également été véri�é de la mêmefaçon (�gure non montrée).5 Résultats des expérien
esNous avons réalisé plusieurs 
inétiques d'a
tivité enzymatique Pel totale en tes-tant plusieurs 
onditions di�érentes et en mesurant en di�érents temps : en regar-dant les di�érentes phases de 
roissan
e, en 
onsidérant un milieu indu
teur ou non(
'est-à-dire ave
 ou sans PGA) et en 
hangeant la sour
e de 
arbone (glu
ose ougly
érol).5.1 Comparaison mutant �Délétion� et mutant �Ina
tivation�dans milieu M63 + PGA + glu
oseLes premières 
onditions de 
ulture dans lesquelles nous avons réalisé la 
om-paraison entre les deux di�erents mutants �Délétion� et �Ina
tivation� ont été les
onditions habituellement utilisées par notre équipe. Ces 
onditions rendent 
ompted'un milieu indu
teur 
'est à dire un milieu minimum M63 (
ontenant des extraitsde levure), du 
hlorure de 
al
ium à une 
on
entration de 0, 1mM (les enzymes Pelont en e�et besoin de Ca2+ 
omme 
ofa
teur) et du glu
ose à 0.2% utilisé 
ommesour
e de 
arbone. Nous reproduisons un exemple de 
inétique montrant la 
rois-103
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e ba
térienne (mesure de densité optique) et montrant l'a
tivité spé
i�que Peltotale pour les deux mutants �Deletion� et �Ina
tivation�. Chaque valeur représentela moyenne d'au moins deux mesures indépendantes 
'est à dire e�e
tuées à partird'enlenmeyers distin
ts.
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Fig. 4.8 � Exemple de 
inétique : 
omparaison des densités optiques des milieuxba
tériens des deux mutants Délétion et Ina
tivation donnant l'évolution de la 
rois-san
e ba
térienne. Expérien
e réalisée dans un milieu minimumM63 + glu
ose 0.2%+ PGA 0.2%. Chaque valeur représente la moyenne de deux expérien
es indépen-dantes. Les barres d'erreur indiquent l'é
art type.
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Fig. 4.9 � Exemple de 
inétique : 
omparaison de l'a
tivité spé
i�que Pel des deuxmutants Délétion et Ina
tivation en milieu M63 + glu
ose 0.2% + PGA 0.2%. L'a
ti-vité spé
i�que (AS) est exprimée en µmoles de produits insaturés libérés par minutepar milligramme de poids se
 ba
térien. Chaque valeur représente la moyenne dedeux expérien
es indépendantes. Les barres d'erreur indiquent l'é
art type.Nous pouvons voir que les mutants Délétion et Ina
tivation se 
omportent de lamême façon au niveau de la 
roissan
e et de la 
inétique de l'a
tivité enzymatiquePel. Par ailleurs, nous avons pu remarquer qu'un mutant ayant perdu les 3 gènespelA, pelE et pelD entre en virulen
e environ 15 heures après l'ino
ulation soit plustardivement que le type sauvage qui entre en virulen
e 10 heures après l'ino
ulation.Cependant, si l'on 
ompare les niveaux a
tivités enzymatiques Pel atteints par letype sauvage et les deux mutants auxquels les 3 gènes responsables de la virulen
epelA, pelE et pelD ont été délétés ou ina
tivés, on peut voir qu'ils atteignent unea
tivité spé
i�que semblable 
'est à dire autour d'une valeur de 15. Ce
i n'étaitpas attendu puisqu'en éteignant 3 des 5 gènes majeurs impliqués dans l'a
tivitéde virulen
e de 
ette ba
térie, nous aurions plut�t envisagé pour 
es mutants unea
tivité spé
i�que Pel diminuée de moitié voire plus. Le fait d'enlever 
es 3 gèneset de retarder l'entrée en virulen
e semble don
 à un 
ertain niveau entraîner un
hangement dans la régulation puisque les gènes majeurs restant pelB et pelC sontplus exprimés par rapport au type sauvage.5.2 Comparaison mutant �Délétion� et mutant �Ina
tivation�dans milieu M63 + gly
érol ave
 ou sans PGALe fa
teur de trans
ription global CRP réagit à la présen
e de glu
ose dans lemilieu. Or nous avons vu (
f. 
hapitre 3) que CRP intervenait très souvent dans lesmé
anismes liés à la formation de bou
le. En e�et, il est possible que le fa
teur detrans
ription CRP entre en 
ompte dans la formation ou non formation de bou
le :105



CHAPITRE 4. RECHERCHE D'INTERACTIONS 3D SUR LE SYSTÈME PEL DELA BACTÉRIE ERWINIA CHRYSANTHEMIdes expérien
es de 
ristallographie ont montré que CRP pouvait 
ourber l'ADN[152℄. CRP peut rompre par exemple la bou
le de l'opéron Arabinose [97℄. C'estpour 
ette raison qu'il nous a paru né
essaire de réaliser la 
omparaison entre lesdeux di�érents mutants dans des 
ultures ave
 une autre sour
e de 
arbone que leglu
ose. Nous présentons i
i deux exemples de 
inétiques réalisées dans du milieuM63 
ontenant du gly
érol à 0.4% seul puis en mode induit, en présen
e de PGA.
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Fig. 4.10 � Exemple de 
inétique : 
omparaison de l'a
tivité spé
i�que Pel desdeux mutants �Délétion� et �Ina
tivation� en milieu M63 + gly
érol 0.4%. L'a
tivitéspé
i�que (AS) est exprimée en µmoles de produits insaturés libérés par minute parmilligramme de poids se
 ba
térien.Nous n'avons don
 pas observé de di�éren
es signi�
atives entre les deux mutantsdans une 
ulture ayant le gly
érol 
omme sour
e de 
arbone.5.3 E�et de la délétion dans 3 mutants d'Erwinia 
hrysanthemiPour essayer de mieux 
omprendre l'origine de l'e�et de 
ompensation par lasou
he qui a perdu 3 des 5 protéines majeures qui ont une a
tivité enzymatique dedégradation de la pe
tine, nous avons étudié l'e�et de 
ette délétion dans les prin
i-paux régulateurs du système Pel d'Erwinia 
hrysanthemi. L'e�et de 
ompensationsemble se retrouver pour les mutants Pe
T et Pe
S mais pas pour KdgR.Comme montré sur la �gure 4.12, nous pouvons observer l'e�et de 
ompensationsur les mutants Pe
S et Pe
T. Pour 
e dernier, la sou
he ayant perdu les troisgènes dépasse même la sou
he parentale ayant les 5 gènes. Pour le mutant KdgR,le niveau de la sou
he délétée reste à la moitié de la sou
he parentale ayant les 5gènes. Ce dernier fa
teur de trans
ription pourrait don
 être à l'origine de l'e�et dedérégulation qui entraîne des niveaux d'a
tivité spé
i�que Pel similaires entre lesdeux types de mutants. 106
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Fig. 4.11 � Exemple de 
inétique : 
omparaison de l'a
tivité spé
i�que Pel des deuxmutants �Délétion� et �Ina
tivation� en milieu M63 + gly
érol 0.4% + PGA 0.2%.L'a
tivité spé
i�que (AS) est exprimée en µmoles de produits insaturés libérés parminute par milligramme de poids se
 ba
térien.6 Con
lusionsAu vu des expérien
es réalisées et reproduites dans plusieurs 
onditions de 
ulturesdi�érentes, nous nous sommes dirigés vers la 
on
lusion qu'il n'y a pas de di�éren
esphénotypiques entre les deux mutants. Don
, il n'y aurait pas d'e�ets des deux ré-gions de régulation éliminées du premier 
luster de gènes (gènes pel A-E-D) sur lese
ond (gènes pel B-C-Z ) ou éventuellement sur d'autres gènes pel ou gènes 
orégu-lés du génome d'Erwinia 
hrysanthemi (notamment les gènes des régulons de KdgRou Pe
T) qui auraient entraîné des modi�
ations dans l'expression génétique. Lesdeux mutants se 
omportent de la même façon au niveau de la 
roissan
e et auniveau de l'a
tivité enzymatique Pel dans les di�érentes 
onditions physiologiquestestées. Au
une di�éren
e dans les phénotypes des 2 mutants n'a pu être déte
téede manière reprodu
tible.Pour 
e système qui nous paraîssait un très bon 
andidat pour une intera
tion àlongue portée par bou
le d'ADN et malgré les di�érents arguments apportés dans 
e
hapitre, il semble don
 que 
e mé
anisme ne soit pas utilisé i
i. Cette informationsera dis
utée de façon plus large dans la partie Con
lusion et Dis
ussion. Nouspouvons par ailleurs toujours émettre l'hypothèse que l'e�et n'est pas assez fort pourêtre visible de façon nette et reprodu
tible. Il serait également né
essaire d'éliminerla région de régulation de pelA (expérien
es en 
ours). Nous pouvons aussi suggérerque le système puisse bou
ler d'une autre façon : la région de régulation de pelBentrerait en 
onta
t ave
 
elle de pelC (ou 
elle de pelA ave
 pelE ). La bou
le neserait longue que de 1200 pb (la longueur du gène pelB), nous serions dans une107
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Fig. 4.12 � Cinétiques où l'on regarde l'e�et de la délétion∆pelAED dans 3 di�érentsmutants d'Erwinia 
hrysanthemi : (a) Pe
S, (b) Pe
T, (
) KdgR.108
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on�guration assez pro
he de la bou
le du phage λ (longue de 2400 pb) [187℄. Nousespérons tester 
ette hypothèse pro
hainement.Ces expérien
es ont par ailleurs révélé un phénotype intéressant : un mutantayant perdu trois des 
inq pe
tate lyases majeures restitue une a
tivité enzyma-tique semblable au type sauvage. Ce
i n'était pas attendu. Un e�et de retard dansle maximum d'a
tivité enzymatique Pel est toutefois observé entre le type sauvageet le mutant délété. L'origine de 
e phénotype serait à é
lair
ir. Plusieurs mutants
ontenant la délétion des trois gènes et également délétés d'un gène 
odant l'un desprin
ipaux fa
teurs de trans
ription d'Erwinia 
hrysanthemi (Pe
S, Pe
T, KdgR)ont été 
onstruits (par transdu
tion) pour voir si l'e�et de 
ompensation se re-trouvait. Les premières 
inétiques semblent montrer qu'il se retrouve pour 2 desprin
ipaux fa
teurs de trans
ription testés Pe
S et Pe
T mais pas pour KdgR. Cete�et est peut-être dû au retard dans l'indu
tion du système. Du fait que la sou
hedélétée parte ave
 un handi
ap dans le sytème Pel, l'entrée en virulen
e (le maxi-mum d'a
tivité enzymatique) se dé
len
he plus tard. A 
e moment, l'environnementtrans
riptionnel est peut-être plus favorable (présen
e de plus d'a
tivateurs ou quan-tité diminuée de répresseurs). Par 
onséquent, les gènes pel restant sont trans
ritsen plus forte quantité et la sou
he délétée rattrape la sou
he sauvage. Un exempled'expérien
e pour tester 
ette hypothèse serait de 
omparer deux sou
hes sauvagesdont l'une est induite plus tardivement (en ajoutant le PGA dans le milieu au 
oursde la 
inétique après 15h par exemple), peut-être que la sou
he induite plus tardive-ment aurait alors une plus forte a
tivité enzymatique Pel. Ces expérien
es pourrontajouter des informations utiles pour la 
onfrontation modélisation / expérien
essur le système de virulen
e Pel qui a été initiée depuis plusieurs années au sein del'équipe [154℄.En�n, nous pensons que la démar
he présentée dans 
e 
hapitre pourrait êtretestée 
hez d'autres systèmes de régulation et 
hez d'autres ba
téries ou organismesplus 
omplexes 
omme la Levure. Nous proposons dans le 
hapitre suivant une mé-thode qui vise à trouver de telles intera
tions en élargissant le 
hamp d'investigationau génome 
omplet de la ba
térie.
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Chapitre 5Méthode pour re
her
her desintera
tions 3D dans un génome deba
térieDans le 
hapitre pré
édent, nous avons 
her
hé à savoir si une intera
tion àlongue portée par bou
le d'ADN était possible sur le système Pel de l'entéroba
térieErwinia 
hrysanthemi. Bien que la réponse à la question posée s'est dirigée versla négative, nous pensons qu'il serait utile de poser la question di�éremment etde façon plus large : ave
 quels gènes ou régions de régulation un point donnéd'un génome pourrait-il entrer en 
onta
t 3D pro
he et éventuellement interagirpar bou
le d'ADN? Pour 
ela, nous proposons une méthode basée uniquement surdes te
hniques de biologie molé
ulaire traditionnelles 
ouramment utilisées. Partantd'un point donné d'un génome, la méthode vise à trouver les endroits de 
elui-
iqui pourraient se retrouver pro
hes de manière signi�
ative, assez longtemps pourpouvoir interagir.1 Méthode pour tenter de trouver des intera
tions3D1.1 Présentation du prin
ipe de la méthodeLa méthode s'inspire de te
hniques 
ouramment utilisées dans un laboratoire debiologie molé
ulaire 
omme le 
riblage de gènes ave
 l'α 
omplémentation (
lonebleu/blan
) ou le double hybride ba
térien [74℄ et est basée sur l'utilisation duenhan
er ba
térien de l'opéron glnA d'Es
heri
hia 
oli [175℄. Partant d'un point
hoisi du génome, elle 
onsiste à re
her
her ave
 quelles autres parties du génome
e point pourrait entrer en 
onta
t pro
he.Des expérien
es sur des plasmides réalisées par l'équipe de Kustu [175℄ montrentque lorsque les sites enhan
er NtrC sont pro
hes à 3D du promoteur de glnA, il y aa
tivation trans
riptionnelle : 
es expérien
es sont basées sur des en
aténations deplasmides (voir Figure 5.1). Les résultats montrent que l'a
tivation trans
riptionnellese fait lorsque les plasmides sont liés et pas lorsqu'ils sont séparés pour une plage de
on
entrations en NtrC. Ces expérien
es montrent don
 que quand deux segmentsd'ADN sont en 
onta
t pro
he 3D, il peut y avoir intera
tion et a
tivation, 
e système111



CHAPITRE 5. MÉTHODE POUR RECHERCHER DES INTERACTIONS 3D DANSUN GÉNOME DE BACTÉRIEnous parait par 
onséquent approprié pour tester si deux segments d'ADN peuventinteragir bien que éloignés sur une représentation 1D dans un génome de ba
térie. Ilest à noter qu'il serait également possible d'utiliser l'un des autres systèmes enhan
erd'Es
heri
hia 
oli que nous avons répertoriés dans le 
hapitre 3 (
f. Tableau 3.1)puisqu'ils fon
tionnent sur le même mé
anisme.

Fig. 5.1 � Les expérien
es réalisées par l'équipe de Kustu en 1990 sur le systèmeenhan
er du gène glnA d'E.
oli montraient 
lairement que lorsque les parties sitesNtrC enhan
er et promoteur étaient pro
hes à 3D du fait de l'en
aténation (
ourbeverte), ils pouvaient interagir beau
oup plus que lorsque les mêmes plasmides étaientnon-en
haînés (
ourbe bleue) pour une plage de 
on
entrations en NtrC pré
ise. Cesystème nous paraît don
 très intéressant pour re
her
her des intera
tions entresegments d'ADN notamment à distan
e au sein d'un génome. Figure adaptée de laréféren
e [175℄.Prin
ipe général de la méthode (voir s
héma Figure 5.4) :On insère par re
ombinaison homologue, la 
onstru
tion A 
ontenant le promo-teur de glnA, le gène la
Z et un gène de résistan
e à un antibiotique, dans un gèneou dans une région intergénique où l'on désire 
onnaître ave
 quelles autres partiesdu génome 
et endroit pourrait entrer en 
onta
t 3D pro
he. Ensuite 
omme dansune mutagénèse aléatoire, on infe
te la pré
édente sou
he ave
 la 
onstru
tion B quiest un phage Mu ou un transposon 
ontenant les sites enhan
ers NtrC ainsi qu'une
assette de résistan
e à un antibiotique. Le phage Mu (ou le transposon) va s'insérerun peu partout dans le génome, peut être dans des endroits qui sont pro
hes à 3Dde la 
onstru
tion A introduite. Plusieurs 
entaines de 
olonies sont alors 
ultivéessur boîtes de Pétri. Si le phage s'insère dans un endroit pro
he à 3D, il y a a
tivationtrans
riptionelle de la fusion, le gène la
Z 
odant pour la β-gala
tosidase est expriméet le ou les 
lones apparaissent bleu(s). On dose ensuite l'a
tivité enzymatique parspe
trophotométrie et on la 
ompare aux témoins négatifs et positifs (voir Figure112
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Fig. 5.2 � Le témoin positif et le témoin négatif de la méthode proposée. On doitavoir un 
lone bleu et une forte a
tivité enzymatique de la béta-gala
tosidase pour letémoin positif et un 
lone blan
 et une faible a
tivité β-gala
tosidase pour le témoinnégatif.1.1). Notre témoin positif sera le génome d'Es
heri
hia 
oli ave
 le système du pro-moteur glnA in
hangé et fusionné au gène la
Z. Il y a don
 dans 
e 
as, intera
tionpar bou
le (
f. 
hapitre 3) et la ma
hinerie trans
riptionnelle se met en mar
he.Dans 
e 
as, on doit avoir un 
lone bleu et une a
tivité de la β-gala
tosidase forte.Notre témoin négatif sera le génome d'E.
oli ave
 le promoteur de glnA fusionnéau gène la
Z et sans les sites enhan
ers. I
i, on doit avoir un 
lone blan
 (aprèsétalonnage si besoin) et une a
tivité enzymatique de la β-gala
tosidase faible.Il est à noter que notre témoin positif n'en est pas vraiment un (la bou
le dusystème de glnA est intragénique) 
ar il faudrait un système 
onnu de bou
le d'ADNentre deux gènes éloignés. Or à notre 
onnaissan
e, au
une bou
le de 
e type n'aété déte
tée 
hez des génomes de pro
aryotes.Parmi le ou les 
lones bleu(s) trouvés, on retrouve où s'était inséré le phageou le transposon (
omme en mutagénèse aléatoire) en séquen
ant la partie d'ADNba
térien qui est à 
�té du phage ou du transposon inséré puis on repère sur legénome les parties interagissantes.1.2 Di�érentes étapes envisagées1. La première étape 
onsiste à 
onstruire les témoins positif et négatif pours'assurer qu'il est possible de bien les distinguer par leur phénotype (
ouleursur boîtes de Pétri et a
tivité enzymatique β-gala
tosidase en milieu liquide).Il s'agit d'extraire le gène glnA et sa région de régulation par PCR pour le
loner dans un plasmide. Il faut ensuite insérer une fusion la
Z + gène derésistan
e à un antibiotique dans le gène glnA, faire une délétion des sitesenhan
er pour le témoin négatif et �nalement insérer les 
onstru
tions parre
ombinaison homologue dans le 
hromosome prin
ipal. Cette première étape113
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Fig. 5.3 � Séquen
e de la région de régulation du gène glnA 
hez Es
heri
hia 
oli(issue de la base de données RSAT http ://rsat.ulb.a
.be/rsat/), les di�érentssites pour NtrC sont indiqués en en bleu, les deux promoteurs en vert. Les partiesqu'il faut extraire sont indiquées entre 
ro
hés rouges.permettrait de tester la faisabilité de la démar
he et de voir s'il est possiblede distinguer les deux témoins par leur phénotype.2. Ensuite pour réaliser les 
onstru
tions A et B, il s'agit par PCR d'obtenir lesdeux parties du système enhan
er de l'opéron glnA d'E.
oli : les sites enhan
erset le promoteur de l'opéron glnA. La Figure 5.3 donne la séquen
e ainsi quela position des di�érents sites de liaison pour NtrC et les deux promoteurs,et indique les régions à extraire : une partie 
ontenant les 2 sites enhan
ersd'NtrC (ou les 4 sites d'NtrC) et une partie 
ontenant le promoteur 2 et unsite NtrC. Plusieurs 
on�gurations sont possibles : l'e�et enhan
er montré surla �gure 5.1 fon
tionne ave
 seulement 2 sites enhan
er et la partie promoteuret un site d'NtrC.3. Constru
tion génétique A de la fusion : promoteur de glnA + gène la
Z de la
β-gala
tosidase + un gène de résistan
e à un antibiotique. Cette 
onstru
tionferait intervenir les te
hniques de biologie molé
ulaire propres au 
lonage degène. Il est à noter que la fusion gène la
Z de la β-gala
tosidase + un gènede résistan
e à un antibiotique se trouve déjà dans de nombreux plasmides
ommer
iaux ou dans des plasmides que l'on trouve fa
ilement en laboratoire.4. Clonage du gène (ou d'une région intergénique) dont on voudrait savoir lespossibles points de 
onta
t 3D dans un plasmide (ou utilisation d'un tel plas-mide déjà existant en laboratoire). On insère la 
onstru
tion A au sein du gène114
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ontenu sur le plasmide.5. Puis par re
ombinaison homologue, on insère la 
onstru
tion pré
édente sur le
hromosome prin
ipal.6. Constru
tion génétique B d'un phage Mu ou d'un transposon 
ontenant lapartie enhan
er de l'opéron glnA (
'est à dire les 4 ou 2 sites de liaison enhan
erde l'a
tivateur NtrC) ainsi qu'un gène de résistan
e à un antibiotique.7. Infe
tion par le phage Mu ou transposon de la 
ulture ba
térienne qui 
ontientla 
onstru
tion A dans son génome. Cette étape est la même qu'une mutagé-nèse aléatoire. Le phage ou transposon va s'insérer un peu partout dans legénome et peut-être à des endroits qui peuvent entrer en 
onta
t 3D ave
l'appât.8. Culture sur milieu X-gal : s'il y a intera
tion, les 
olonies sont bleues.9. Dosage spe
trométrique de l'a
tivité β-gala
tosidase pour quanti�er l'intensitéde l'intera
tion (
omme réalisé dans la te
hnique du double hybride ba
térien).Si l'intera
tion est très signi�
ative, on doit avoir une valeur pro
he de notretémoin positif.10. Pour savoir où s'est inséré le phage Mu ou le transposon : 
omme dans unemutagénèse aléatoire, on extrait le 
hromosome prin
ipal puis digestion par uneenzyme de restri
tion qui 
oupe fréquemment / di�éren
iation sur gel d'agarose/ 
lonage des bouts / transformation / étalement sur milieux doublementséle
tifs / extra
tion plasmidique.11. Séquençage et repérage sur le génome des points qui seraient entrés en 
onta
t3D.1.3 Points importants et di�
ultés anti
ipées de la méthodeL'avantage d'utiliser la ma
hinerie génétique de la 
ellule permettrait de ne ��l-trer� que des intera
tions qui ont une durée signi�
ative et d'éliminer des intera
tionstransitoires. En e�et, 
omme les sites enhan
ers permettent un a

ro
hage plus ef-�
a
e de l'ARN polymérase, 
elle-
i entre alors en jeu pour trans
rire le gène dela β-gala
tosidase. Si l'intera
tion est juste transitoire, le mé
anisme n'aura pas letemps de se mettre en route. Nous espérons don
 ne pas avoir trop de faux-positifsave
 la méthode proposée et trouver des gènes qui sont à 
�té de manière signi�
a-tive dans la 
ellule. Comme dans la méthode du double hybride ba
térien, les 
lonesde 
ouleur bleue sont dosés par spe
trophotométrie et 
omparés aux témoins négatifet positif. L'intensité de l'a
tivité enzymatique donne une information sur la qualitéde l'intera
tion.La di�
ulté majeure nous semble que le système puisse bien répondre en bleuou blan
 lorsqu'il y a intera
tion. Plusieurs tests au préalable ave
 les deux témoinssont don
 né
essaires 
ar on doit pouvoir bien les di�éren
ier sur le phénotype visibleet sur l'intensité de l'a
tivité enzymatique. Il est peut-être né
essaire d'avoir une
on
entration intra
ellulaire pré
ise de NtrC pour bien distinguer les deux 
as. Pour
ela, il faut peut-être ina
tiver le gène qui 
ode pour le régulateur NtrC et le mettresur un plasmide ave
 un promoteur plus faible ou plus fort ou bien un promoteur
ontr�lable 
omme un promoteur thermosensible pour pouvoir se situer dans la zonede 
on
entration où l'e�et enhan
er est bien visible (voir Figure 5.1).115
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Fig. 5.4 � S
héma expli
atif de la méthode proposée.116



CHAPITRE 5. MÉTHODE POUR RECHERCHER DES INTERACTIONS 3D DANSUN GÉNOME DE BACTÉRIEUne autre possibilité serait de modi�er la quantité d'azote dans le milieu de
ulture, par exemple il doit être possible de modi�er la quantité en sulfate d'ammo-nium dans le milieu de 
ulture minimum M63. La 
on
entration de NtrC intra
ellu-laire dépendant de la 
on
entration en azote du milieu de 
ulture, 
ela permettraitde l'ajuster jusqu'à obtenir un milieu pour lequel les deux témoins sont parfaite-ment di�érentiables. Cette se
onde possibilité serait plus rapide que la première, àla 
ondition que l'on ne soit pas dans des 
onditions trop stressantes pour la ba
térie.Une autre di�
ulté à prendre en 
ompte est 
elle que l'on retrouve dans unemutagénèse aléatoire : le phage Mu ou le transposon ne s'insère pas exa
tementpartout dans le génome de la ba
térie don
 
ela peut introduire un petit biais et desendroits non explorés.
1.4 Comparaison ave
 d'autres méthodes déjà existantesLa méthode nous paraît plus a

essible ave
 les te
hniques dont dispose un labo-ratoire 
lassique de biologie molé
ulaire que les méthodes dite 3C, 4C [122℄... (qui ontété développées surtout pour les génomes eu
aryotes jusqu'à présent). Par rapportà la te
hnique 4C, la méthode proposée dans 
e 
hapitre, puisqu'elle est basée surdes intera
tions protéine-ADN qui doivent durer assez longtemps pour en
len
herla ma
hinerie trans
riptionnelle, permettrait de ne garder que des intera
tions assezsigni�
atives et donnerait a priori moins de faux positifs. La te
hnique 4C étantbasée sur les méthodes bio
himiques du 
ross-linking, fait une sorte de 
li
hé desintera
tions entre parties d'ADN et donne beau
oup d'intera
tions qui n'ont peutêtre pas de sens du point de vue biologique.L'autre méthode qui, à notre 
onnaissan
e, a été développée pour trouver desintera
tions à longue portée au sein de génome est 
elle développée par l'équipe deFrédéri
 Bo

ard [170℄. Cette méthode est basée sur la re
ombinaison de séquen
esd'ADN spé
i�ques (sites att). La di�éren
e que nous voyons ave
 
elle-
i est quel'appro
he proposée dans 
e 
hapitre permet de �ltrer les segments d'ADN pou-vant interagir par bou
le d'ADN, mé
anisme qui est suggéré par plusieurs auteursd'être à l'origine de la 
ondensation et de l'organisation des génomes pro
aryoteset aussi eu
aryotes [86, 103℄. De plus, elle nous paraîtrait 
omplémentaire et per-mettrait de véri�er l'existen
e et la fon
tion des ma
rodomaines. A priori, il seraitlogique d'a�rmer que des bou
les entre gènes éloignés peuvent se former au seind'un ma
rodomaine mais pas entre gènes de ma
rodomaines di�érents.De façon générale, nous savons qu'il a fallu plusieurs méthodes et appro
hes dif-férentes (bio
himiques ou génétiques) pour prouver que deux protéines interagissentensemble (double hybride, pull down, 
o-immunopré
ipitation, et
) et ainsi pouvoirdessiner des 
artes d'intera
tion entre protéines. Nous pensons que la méthode quenous proposons dans 
e 
hapitre permettrait un regard di�érent et serait ainsi 
om-plémentaire aux te
hniques déjà existantes pour trouver et valider des intera
tionsà longue portée entre segments d'ADN au sein d'un génome. Le re
ouvrement desrésultats issus des di�érentes appro
hes permettrait des validations et les 
onfron-tations né
essaires. 117
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es ultérieurement envisageablesSi 
ette méthode donnait des 
lones bleus et des gènes qui semblent entrer en
onta
t et interagir, il serait alors possible de voir s'il y a e�e
tivement intera
tionpar bou
le d'ADN entre les gènes révélés pro
hes. Ce
i pourrait être établi en fai-sant par exemple une délétion des régions de régulation 
on
ernées (
omme dans le
hapitre 4) ou par une mutation dirigée sur des sites de liaison et voir d'éventuelse�ets dans l'expression des gènes 
on
ernés. Nous pourrions également réaliser laméthode sur des mutants de protéines 
onnues ou suspe
tées de jouer un r�le dansl'organisation du polymère d'ADN 
omme les histone like protéines (H-NS, Fis...)ou des fa
teurs globaux 
omme CRP soupçonnés d'intervenir dans l'organisationglobale du génome 
omme 
elui d'Es
heri
hia 
oli [56℄.2 Hypothèses pour le rappro
hement 3D de gènesNous pensons que l'appro
he expérimentale proposée dans 
e 
hapitre pourraitpeut-être permettre de trouver des intera
tions par bou
le d'ADN à longue portée.D'une manière générale, elle viserait à apporter des éléments de réponse sur la façondont un polymère d'ADN s'enroule dans l'espa
e à l'é
helle du génome : quels gènesou quelles régions inter-géniques se retrouvent pro
hes à 3D et y a-t-il une raisonparti
ulière à 
es rappro
hements 3D ? Nous donnons i
i des exemples d'hypothèseset de 
ontraintes qui pourraient agir sur la 
onformation 3D des génomes ba
térienset positionner deux gènes ou plusieurs 
�tes à 
�tes au sein de la ba
térie :1. Hypothèse de 
ontraintes dues aux pro
essus liés à la trans
ription : des gènes
o-régulés par un même fa
teur de trans
ription se retrouvent pro
hes à 3D,hypothèse présente sous des formes di�érentes dans plusieurs travaux (
f. Cha-pitre 4).2. Hypothèse de 
ontraintes post-tradu
tionnelles : des gènes 
odant des pro-téines qui doivent s'agglomérer pour former des 
omplexes hétéroprotéiniquespourraient se retrouver pro
hes à 3D. Par exemple, 
hez Es
heri
hia 
oli, laprotéine IHF se 
ompose de 2 sous protéines 
odées par deux gènes ihfA etihfB qui sont positionnés à des endroits di�érents sur une représentation 1D(séparés d'environ 700 000 pb). Cela serait intuitivement plus fa
ile pour laformation du 
omplexe que les 2 gènes se retrouvent pro
hes à 3D si on faitl'hypothèse que la trans
ription et la tradu
tion se font au même endroit 
hezles pro
aryotes. Cette dernière hypothèse n'est 
ependant pas bien établie etdes travaux expérimentaux semblent montrer que même si les pro
aryotes nepossèdent pas d'enveloppe nu
léaire, la trans
ription et la tradu
tion se fonten des endroits di�érents au sein de la ba
térie.3. Hypothèse évolutive : dans l'histoire des génomes, des gènes se sont souventdupliqués et ont ensuite évolué di�éremment. Les dupli
ations se font souventde façon pro
he sur la molé
ule d'ADN 
omme par exemple les gènes pelB etpelC d'Erwinia 
hrysanthemi issus d'un même gène an
estral et qui ont 
o-évolué tout à 
�té, nous pourrions don
 également voir si parmi les dupli
ationsde gènes, 
ertaines se sont faites sur des endroits pro
hes à 3D.4. Hypothèse des séquen
es répétitives : de façon intéressante, il existe 
hezEs
heri
hia 
olimais aussi 
hez d'autres organismes pro
aryotes des séquen
es118



CHAPITRE 5. MÉTHODE POUR RECHERCHER DES INTERACTIONS 3D DANSUN GÉNOME DE BACTÉRIEsouvent palindromiques qui se répètent et que l'on retrouve éparpillées un peupartout dans le génome (pour une revue, on pourra 
onsulter [12℄). Il existepar exemple les BIMES (pour Ba
terial Interspersed Mosai
 Elements) 
hezplusieurs entéroba
téries. Ce sont des séquen
es 
omposées de plusieurs motifsqui se répètent : on en trouve environ 500 exemplaires 
hez Es
heri
hia 
oli.Même si une fon
tion d'atténuation pour la trans
ription a été proposée [40℄pour 
es séquen
es, leur fon
tion reste mystérieuse. Nous savons qu'ils sontrépartis dans tout le génome et aussi que 
ertains d'entre eux 
ontiennent unsite de liaison pour la protéine IHF [39℄ (qui peut 
ourber l'ADN). En�n, ila également été montré que l'enzyme gyrase (qui peut séparer le double brin,agir sur le surenroulement de l'ADN. . .) peut aussi se lier à 
es BIME [39℄. Ilest don
 tout à fait tentant de proposer un r�le dans l'organisation spatiale desgénomes pour 
es séquen
es. Il nous semble par 
onséquent qu'il est importantde tenir 
ompte des informations 
on
ernant par exemple la position de 
es sé-quen
es (http ://www.pasteur.fr/re
her
he/unites/pmtg/repet/) dansl'étude des relations entre les positions tri-dimentionnelles des gènes. Nousdonnerons plus de détails sur 
e point dans la partie Con
lusion et Dis
ussion.5. Autres hypothèses envisageables : d'une façon générale, on peut dire que les
ontraintes qui régissent l'organisation 1D des génomes ba
tériens (organisa-tion sous forme d'opérons, gène d'un régulateur pro
he de son gène régulé parexemple) pourraient également se retrouver dans l'organisation 3D. On peutaussi garder la possibilité d'absen
e totale de 
ontraintes : le génome adop-terait �nalement une stru
ture libre où les positions 3D des gènes n'ont pasd'in�uen
e.2.1 Con
lusionD'une manière générale, le but de la démar
he expérimentale présentée dans 
e
hapitre serait de voir si des bou
les d'ADN sont possibles entre régions éloignéessur une représentation 1D d'un génome. Il serait important d'en mettre 
lairementune en éviden
e, puisqu'à notre 
onnaissan
e au
une intera
tion à longue portée de
e type n'a en
ore été mise au jour. La méthode pourrait permettre dans tous les
as (génome organisé ou pas) d'obtenir des informations sur la façon ave
 laquellese replie le polymère d'ADN à l'é
helle du génome : quelle serait la taille moyennedes bou
les d'enroulement, si toutes les parties ou au
une peuvent interagir. Ce
ipourrait apporter des éléments nouveaux ou des 
on�rmations sur les 
onnaissan
esaquises 
on
ernant l'organisation spatiale des génomes ba
tériens sur le plan expé-rimental.Bien que né
essitant du temps à mettre en pla
e, il nous a paru intéressant deproposer et de présenter 
ette appro
he 
ar elle ne fait appel qu'à des te
hniques debiologie molé
ulaire 
ouramment utilisées dans un laboratoire de mi
robiologie. Deplus, une fois les deux premières 
onstru
tions sont réalisées, la méthode pourraitêtre appliquée sur d'autres organismes pro
aryotes.
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Con
lusions et Dis
ussionCette thèse s'est intéressée à plusieurs aspe
ts 
on
ernant la régulation génétiquesur les plans théorique et expérimental. Un premier travail a été 
onsa
ré à l'aspe
ttemporel qui peut entrer en jeu dans des systèmes de régulation. Dans le 
adre dela modélisation mathématique de systèmes biologiques, nous nous sommes proposésde trouver des réseaux de régulation simples qui répondent de manière optimalelorsqu'ils sont soumis à une stimulation périodique 
omme 
ela est souvent le 
asdans la nature. Le réseau appelé �In
oherent Feed Forward Loop� s'est avéré pré-senter la propriété intéressante de ne laisser passer que des trains de pulses au pro�ltemporel parti
ulier. Des extensions de 
e motif (�Diamond�, �Double Diamond�. . .)ont été suggérées 
omme pouvant présenter des propriétés intéressantes pour traiterdes signaux dépendant du temps, plus 
omplexes. Ces résultats théoriques doiventêtre repla
és dans le 
adre di�
ile de l'expérimentation et doivent tenir 
ompte del'aspe
t sto
hastique inhérent à 
es pro
essus génétiques. Cependant, nous pensonsque les propositions théoriques abordées dans 
e travail peuvent stimuler un travailexpérimental.Nous avons ensuite présenté plusieurs travaux liés aux questions 
on
ernant l'im-pa
t que la 
on�guration du polymère d'ADN à petite ou grande é
helle peut oupourrait avoir sur la régulation génétique. Un travail de revue sur les bou
les d'ADNa réuni les di�érents 
as 
onnus aujourd'hui, de petites bou
les d'ADN présentes ausein de région de régulation 
hez la ba
térie Es
heri
hia 
oli et a répertorié les dif-férentes méthodes expérimentales qui ont permis de mettre en éviden
e de tellesbou
les. Il nous a également semblé intéressant de répertorier les avantages quepourraient pro
urer la formation de bou
le d'ADN pour la régulation génétique. Laplupart d'entre eux sont pour l'instant au stade de propositions théoriques provenantnotamment de travaux de physique statistique. Parmi 
es avantages, la propositionque la bou
le d'ADN assurerait une meilleure résistan
e au bruit et une popula-tion plus homogène nous semble une hypothèse très intéressante qui serait possiblede 
onfronter à l'expérimentation. Les te
hniques expérimentales, bien que lourdes,existent et ont déjà été utilisées pour mettre en éviden
e de telles propriétés. Nousavons remarqué plusieurs points 
ommuns sur les systèmes de bou
le d'ADN 
onnus
on
ernant le type de régulation ou la présen
e de 
ertains fa
teurs de trans
ription,notamment 
elle de la protéine CRP qui semble avoir un r�le prépondérant dans lessystèmes de bou
le d'ADN. Partant de 
es points 
ommuns, nous avons re
her
hédans les bases de données des régions de régulation qui présenteraient des 
ara
té-ristiques semblables. Nous pensons que des bou
les d'ADN existent au sein d'autresrégions du génome d'Es
heri
hia 
oli. Le travail exposé dans le 
hapitre 3, en pré-sentant des 
andidats probables de bou
les d'ADN, vise à motiver une re
her
he etune mise en éviden
e expérimentale de 
es bou
les. 121



CONCLUSIONS ET DISCUSSIONDans le quatrième 
hapitre, un travail expérimental de biologie molé
ulaire estprésenté. Ce travail s'est attaqué à tester une hypothèse présente dans la littératuredepuis 2003, dans plusieurs travaux issus de la bio-informatique et de la physiquestatistique mais peu 
onnue par la 
ommunauté des mi
robiologistes. La questiontestée est la suivante : est-
e que des fa
teurs de trans
ription pourraient se lier àdes sites de liaison appartenant non pas à la même région de régulation d'un gène(
omme dans le 
as de l'opéron la
) mais à des sites de liaison appartenant à desgènes di�érents ? Après avoir ré�é
hi sur le 
hoix de notre système d'étude, nousavons dé
idé de réaliser les expérien
es sur le système Pel de la ba
térie phyto-pathogène Erwinia 
hrysanthemi. Ce système fait intervenir de nombreux fa
teursde trans
ription aussi bien globaux (CRP, H-NS, Fis. . .), qui interviennent 
hez denombreuses autres ba
téries, ainsi que des fa
teurs de trans
ription plus parti
u-liers à Erwinia 
hrysanthemi 
omme KdgR, Pe
T ou Pe
S. L'expérien
e a 
onsistéà 
omparer deux génomes : un génome auquel ont été enlevés 3 gènes ainsi que deuxde leur région de régulation (pelA,pelE et pelD faisant partie des 5 gènes majeursresponsables de la virulen
e 
hez 
ette ba
térie) et un se
ond génome où les mêmes3 gènes ont été ina
tivés mais en laissant les régions de régulation inta
tes. Lesdeux génomes ainsi 
onstruits ne di�éraient don
 que par la présen
e dans l'un, dedeux régions de régulation qui pouvaient interagir ave
 d'autres gènes régulés parles mêmes fa
teurs de trans
ription. Nous avons re
her
hé un e�et de dérégulationqu'aurait pu entraîner la perte de 
es deux régions de régulation sur deux signaux :la 
roissan
e ba
térienne et l'a
tivité enzymatique Pel (qui dépend de nombreuxpro
essus et don
 de nombreux autres gènes). Nous avons réalisé et reproduit plu-sieurs 
inétiques dans di�érentes 
onditions physiologiques (induit ou non induit :présen
e ou non du PGA qui peut être utilisé 
omme sour
e de 
arbone) et dans desmilieux aux sour
es de 
arbone di�érentes (glu
ose, gly
érol. . .). Nous avons 
on
luqu'il n'y avait pas de di�éren
es entre les deux mutants et qu'ils se 
omportaientde la même manière tant au niveau de la 
roissan
e qu'au niveau de l'a
tivité Pel.Autrement dit, nous n'avons pas observé de di�éren
e reprodu
tible sur l'ensembledes 
inétiques réalisées.La possibilité que les régions de régulation éliminées bou
lent ave
 des régionsde régulation de gènes dont la dérégulation entraînerait un e�et trop faible pourêtre déte
té n'est pas totalement à ex
lure ou également que la région de régulationde pelA su�se à maintenir une 
ertaine régulation (expérien
es en 
ours). Il resteégalement la possibilité que des bou
les d'ADN se fassent à un niveau plus lo
al :par exemple, la région de régulation de pelA bou
lerait ave
 
elle de pelE ou de pelD.Nous pensons 
ependant que l'hypothèse d'intera
tions à longue portée parbou
le d'ADN via des fa
teurs de trans
ription reste largement ouverte sur le planexpérimental. En e�et, il semble que 
es idées, développées depuis le début des an-nées 2000, ne soient pas en
ore l'un des objets d'études majeurs de la 
ommunautédes mi
robiologistes expérimentateurs. La le
ture du sou
hier1 du laboratoire nousa montré que la très grande majorité des 
onstru
tions qui ont été réalisées dans lelaboratoire où nous avons travaillé (lequel nous semble tout à fait représentatif d'unlaboratoire de biologie molé
ulaire) se répartit en deux types d'opérations : ina
ti-1Un sou
hier est un do
ument gardé au laboratoire et é
rit par tous ses membres, qui regroupetous les mutants qui ont été 
onstruits puis qui ont été mis en 
onservation pour des années. Lamodi�
ation génétique apportée au mutant y est dé
rite su

intement.122



CONCLUSIONS ET DISCUSSIONvation de gène par insertion d'un gène de résistan
e à un antibiotique et insertion degène rapporteur dans un gène. Dans 
es deux types de 
onstru
tions, les régions derégulation des gènes sont laissées inta
tes. Les mutants du sou
hier pour lesquels desrégions de régulation ont été éliminées sont très rares (nous n'en avons trouvé qu'unseul exemple, il s'agissait d'un mutant qui avait subi une délétion de plusieurs gènes
ontigus et par 
onséquent, les régions de régulation entre les gènes avaient aussiété enlevées 
omme dans notre mutant Délétion). Il y a don
 visiblement très peude mutants où les biologistes auraient pu observer des phénotypes inattendus dus àl'élimination d'une région de régulation. La possibilité que des régions de régulationpuissent agir sur d'autres gènes que 
eux dont elles sont en amont nous semble don
une hypothèse toujours très ouverte sur le plan expérimental.Nous avons proposé dans le dernier 
hapitre de 
ette thèse une méthode quiviserait à re
her
her de façon large des intera
tions par bou
le d'ADN. Plus généra-lement, l'appro
he tenterait de mettre en éviden
e quels seraient les segments d'ADNqui se retrouveraient pro
hes à 3D de manière signi�
ative au sein d'un génome deba
térie. La méthode proposée nous paraît a

essible pour un laboratoire de biologiemolé
ulaire générique. En e�et, elle ne fait appel qu'à des te
hniques qui sont utili-sées de manière 
ourante dans 
e type de laboratoire. Elle est basée sur l'utilisationdu système �enhan
er� présent sur le promoteur du gène glnA d'Es
heri
hia 
oli ets'inspire d'appro
hes de biologie molé
ulaire 
omme la mutagénèse aléatoire ou late
hnique de l'α-
omplémentation. La méthode proposée implique que les segmentsd'ADN doivent se retrouver pro
hes assez longtemps pour en
len
her la ma
hinerietrans
riptionnelle et produire l'enzyme de la β-gala
tosidase, 
e qui engendrera un
lone de 
ouleur bleue après la dégradation du X-Gal. Comme dans la méthode dudouble hybride ba
térien, l'intensité de l'intera
tion pourrait être quanti�ée en me-surant l'a
tivité enzymatique de la β-gala
tosidase. Elle permettrait don
 un �ltragedes intera
tions qui auraient de plus grandes 
han
es d'avoir du sens sur le plan del'organisation 3D des génomes ba
tériens.Dans les se
tions suivantes, nous dis
utons et ouvrons à d'autres hypothèses,les questions 
on
ernant les organisations spatiales de génomes ba
tériens abordéesdans 
ette thèse.Un génome ba
térien est-il organisé par les fa
teurs de trans
ription ?Même si le système sur lequel nous avons réalisé les expérien
es reste parti
ulierà la ba
térie Erwinia 
hrysanthemi, 
elui-
i n'en demeure pas moins un systèmegénétique aux 
ara
téristiques très 
ourantes dans la régulation 
hez les organismespro
aryotes. En e�et, il répond à un signal de l'environnement (présen
e ou non d'unindu
teur) et il est régulé par les fa
teurs de trans
ription 
onventionnels (CRP, H-NS. . .). De plus, par son r�le physiologique et par rapport aux autres arguments quenous avons développés dans le 
hapitre 4, 
e système nous paraîssait être parmi lesgènes d'Erwinia 
hrysanthemi, l'un des systèmes les plus pertinents pour être régulépar une bou
le intergénique.Les expérien
es que nous avons réalisées sont peut-être un premier indi
e que lesfa
teurs de trans
ription ne sont pas dire
tement utilisés pour organiser l'ADN àl'é
helle du génome. En e�et, un argument qui irait dans 
e sens serait de dire quela régulation trans
riptionnelle est trop sujette à la sto
hasti
ité du fait du faiblenombre de molé
ules, et trop sensible aux aléas de l'environnement pour que les123



CONCLUSIONS ET DISCUSSIONfa
teurs de trans
ription jouent également un r�le de �
harpente� pour un génomeba
térien. Des protéines plus spé
i�ques, dont le seul r�le serait d'organiser et de
ompa
ter le génome, pourraient plut�t tenir 
ette fon
tion.Ce point rejoindrait le travail expérimental ré
ent [108℄ où a été dé
ouverte uneprotéine MatP qui jouerait un r�le dans la 
ompa
tion d'un des ma
rodomainesd'Es
heri
hia 
oli. MatP n'est pas un fa
teur de trans
ription et sa fon
tion prin-
ipale est d'organiser et de 
ompa
ter le ma
rodomaine Ter. MatP se lie sur dessites de liaison qui sont au nombre de 23 
opies dans le ma
rodomaine Ter (longde 800 kpb). Un des mé
anismes proposés pour l'a
tion de 
ette protéine est la for-mation de grandes bou
les d'ADN entre les sites de liaison MatS. Il semble natureld'extrapoler l'existen
e d'autres protéines qui pourraient jouer 
e r�le, notammentpour organiser les autres ma
rodomaines d'Es
heri
hia 
oli, sans pour autant êtredes protéines régulatri
es.Un autre argument serait de dire que les génomes de pro
aryotes, 
omme 
e-lui d'Es
heri
hia 
oli sont déjà bien organisés à 1D grâ
e notamment aux opérons,pour assurer le bon fon
tionnement des pro
essus de régulation trans
riptionnelle.De plus, 
e sont des génomes �
on
is� dans le sens où presque la totalité de la sé-quen
e génomique est utile. Cette séquen
e 
ontient dans sa grande majorité soitdes séquen
es pour 
oder des protéines soit des régions régulatri
es. L'organisation1D pourrait don
 su�re pour assurer les pro
essus trans
riptionnels e�
a
ementet une organisation à 3D ne serait pas né
essaire pour 
e point. Cependant, 
etargument ne s'applique pas aux génomes eu
aryotes, beau
oup plus 
ompliqués et�brouillons� et qui ne sont pas dotés d'opérons. Ces génomes 
ontiennent égalementde grandes quantités d'ADN non trans
rites et dont on n'a pas trouvé d'utilité à 
ejour (�ADN poubelle� ou �Junk DNA�). Il se pourrait don
 que la né
essité d'orga-niser les molé
ules d'ADN à 3D à l'é
helle génomique pour optimiser les pro
essustrans
riptionnels n'intervient que pour les organismes eu
aryotes ou supérieurs.Autres ar
hite
tures génomiques possibles ?Nous avons présenté dans la se
tion pré
édente des arguments qui soutiendraientla thèse qu'un génome ba
térien ne serait pas organisé par les fa
teurs de trans
rip-tion. Dans 
ette se
tion, nous posons la question suivante : est-
e qu'un polymèred'ADN ne pourrait-il pas s'organiser sans l'intervention dire
te de protéines ? End'autres termes, est-il possible que la longue molé
ule d'ADN puisse a
quérir unestru
ture 3D parti
ulière seulement grâ
e à l'information de la séquen
e et aux pro-priétés physiques de l'ADN? Nous savons que le 
ontenu de la séquen
e peut avoirun e�et sur la 
ourbure de l'ADN. Peut-être que la séquen
e sur quelques endroitspré
is du génome di
te des 
ourbures et une organisation à plus grande é
helle. Ilse pourrait alors que 
ertaines séquen
es spé
i�ques aient un r�le pré
is dans l'or-ganisation spatiale à l'é
helle génomique. Comme mentionné dans le 
hapitre 5, ilnous semble en e�et important de garder dans les hypothèses de travail 
on
er-nant les organisations spatiales de génomes, toutes les données ré
oltées 
on
ernantles séquen
es répétitives d'un génome 
omme 
elui d'Es
heri
hia 
oli [12℄. Il existeplusieurs familles de séquen
es qui se répètent, beau
oup d'entre elles sont palin-dromiques et leur longueur varie de la dizaine à la 
entaine de paires de base. Parexemple, les PU (Palyndromi
 Units) sont des séquen
es d'une quarantaine de pairesde base. Elles se stru
turent en groupe pouvant 
ompter jusqu'à une dizaine de PU.124
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Fig. 5.5 � Mé
anismes spé
ulatifs qui pourraient réunir des segments d'ADN sansl'intervention dire
te de protéines. (a) Des segments d'ADN pourraient é
hangerleurs brins sur des séquen
es identiques (qui pourraient par exemple être jouées parles séquen
es répétitives 
omme les séquen
es dites BIMEs). Les liaisons hydrogèneentre les paires de bases de di�érents segments pourraient faire des atta
hes au seind'un polymère d'ADN. (b) Les stru
tures de surenroulement 
ontr�lées notammentpar l'enzyme gyrase pourraient être à l'origine d'en
hevêtrements qui pourraientégalement faire des points d'atta
he entre parties d'une molé
ule d'ADN.Ces 
lusters de PU sont appelés des BIMEs (pour Ba
terial Interspersed Mosai
Element [12℄).Un premier point intéressant à noter est que par exemple 
ertains BIMEs ontaussi des sites de liaison pour la protéine IHF [39℄ laquelle peut agir sur la 
onfor-mation de l'ADN aidant notamment à 
ourber l'ADN (
f. Chapitre 3).Deuxièmement, 
es séquen
es sont éparpillées un peu partout dans le génomed'Es
heri
hia 
oli et en général au
une fon
tion globale ne leur a été attribuée (pour
ertains BIMEs , il a toutefois été montré un r�le dans l'atténuation de la trans
rip-tion [40℄). La nature de leur fon
tion semble toujours une question ouverte.Nous pouvons alors poser la question si des segments d'ADN qui ont des sé-quen
es très pro
hes ne pourraient pas s'hybrider en é
hangeant leurs simples brinset générer des points d'atta
he entre parties de génome pro
hes à 3D (voir (a) dela Figure 5.5). L'énergie de liaison fournie par les liaisons hydrogènes entre les di�é-rents brins hybridés pourrait être su�sante pour faire des points d'atta
he au seind'une molé
ule d'ADN. Par ailleurs, nous savons que la double héli
e d'un segmentd'ADN, même à température physiologique, peut s'ouvrir sur de petites zones (ap-pelées �bulles d'ADN�). Il a ré
emment été montré sur le plan expérimental quela durée d'existen
e de 
es bulles est de l'ordre de 20 à 100 mi
rose
ondes [7℄, 
equi en fait une durée assez longue pour les phénomènes de 
ette é
helle. Peut-êtreque 
es bulles d'ADN pourraient jouer un r�le dans la formation des liaisons et deshybridations entre segments d'ADN. Cette voie ne nous semble pas avoir été assez125



CONCLUSIONS ET DISCUSSIONabordée sur le plan théorique.Nous pouvons avan
er un se
ond mé
anisme spé
ulatif qui pourrait faire despoints d'atta
he au sein d'un génome ba
térien sans l'intervention dire
te de pro-téines qui lieraient des segments d'ADN entre eux. Il pourrait également faire inter-venir des séquen
es répétitives présentes dans le génome d'Es
heri
hia 
oli, 
ommepar exemple les séquen
es dites REP (pour Repetitive Extrageni
 Palindromique).L'arti
le de Yang et Ames [182℄ donne des arguments très intéressants sur l'im-portan
e que pourrait avoir 
es séquen
es REP dans l'organisation spatiale des gé-nomes sans toutefois donner de mé
anismes bien parti
uliers. Les auteurs montrenten e�et dans 
e travail que l'enzyme gyrase peut se lier sur 
es séquen
es REP. Or lagyrase joue sur le surenroulement de l'ADN et peut fa
iliter le 
roisement de brins.La gyrase peut aussi se lier à deux sites séparés sur l'ADN [110℄ et don
 rappro-
her des brins. De plus, il a été montré que des mutants à la gyrase forment desnu
léoides défe
tueux. Pourquoi ne pas imaginer une organisation génomique baséesur des stru
tures formées par les surenroulements et des en
hevêtrements de brinsd'ADN qui atta
heraient entre elles des parties d'ADN éloignées (voir (b) de la Fi-gure 5.5). En�n, 
es mé
anismes ne seraient pas in
ompatibles ave
 des mé
anismesde formation de bou
les d'ADN faisant intervenir des protéines mais ils pourraientêtre 
omplémentaires à 
eux-
i. Ces voies nous paraissent peu abordées ou dis
utéesdans la littérature.C'est en 
ombinant 
es informations, et en les 
onfrontant à la réalité biologiquegrâ
e à de nouvelles méthodes expérimentales, que des éléments de réponse pour-ront être apportés aux di�érentes hypothèses 
on
ernant l'organisation spatiale desgénomes ba
tériens.
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