Régulation cellulaire
Comment la cellule interagit avec son milieu ? C’est une entité stable, quand elle est perturbée elle revient à son état d’origine et ajuste ses voies métaboliques. Elle subit l’attaque des virus qui retournent son métabolisme à leur profit. Elle met en jeu des mécanismes cellulaires pour les processus métaboliques par l’intermédiaire d’enzymes au niveau de leur synthèse ou de leur activité. 

Premier mode : synthèse d’ordre génétique

Second mode : activité d’ordre biochimique qui concerne la réaction et la relation enzyme substrat des bactéries et des levures, seul le milieu extérieur régule la de voie métabolique. 

Chez les organismes supérieurs, les mécanismes sont plus complexes du fait de la quantité d’information génétique. 

Il existe des facteurs qui permettent l’expression ou pas d’un gène. La quantité d’information génétique est un facteur important de la régulation. 

Chapitre 1 : Les bactéries

Ce sont des procaryotes arrondis ou en bâtonnet de 1 à 10 μm : un seul compartiment cellulaire délimité par une ou plusieurs membranes les protégeant du milieu extérieur.
I- Structure

1- Intérieur de la cellule bactérienne

Au microscope électronique à transmission après contraste positif, on remarque une région claire et une région foncée avec des ribosomes. Il y a des ARN, des enzymes libres et respiratoires tapissant la membrane. Le nucléoïde occupe 1/3 du volume. Le génome bactérien est une molécule d’ADN circulaire bicaténaire de 1 μm. Il contient 4,6.106 pb soit 4288 gènes. C’est un organisme haploïde (une seule copie de chaque gène). Les gènes sont organisés en opéron. Chez les bactéries, l’ARNm est polycistronique, il code pour des protéines participant à une même voie métabolique. Dans le cytoplasme hors du génome bactérien, il y a de petits chromosomes caténaires, des plasmides. Leur information génétique et leur réplication sont indépendantes de celle du génome bactérien. Leurs gènes codent des protéines de résistance aux antibiotiques. 
2- Enveloppe bactérienne
Elle est faite d’une membrane plasmique (bicouche lipidique avec des protéines) et de peptidoglycanes d’épaisseur variable. Les peptidoglycanes sont formés de chaînes polysaccharidiques reliées entre elles par de courtes chaînes de glycane. 
La coloration de gram permet de classer les bactéries en deux catégories : 

Gram - : peptidoglycane de 20 nm d’épaisseur. Elle possède une membrane externe de protéines et de lipopolysaccharides qui peuvent se décolorer et se colorer à la safranine (Coli)

Gram + : le violet cristal est retenu dans le cytoplasme. Elles ont un peptidoglycane de 20 à 300 nm. Elles ne possèdent pas de membrane externe. 
3- Flagelle
La plupart des bactéries vivent en milieu liquide et ont besoin d’un flagelle pour se déplacer. Il est constitué d’un tube hélicoïdal de 20 nm de diamètre (taille d’un ribosome) composé de flagelline. Il a une longueur de 15 à 20 μm. Il est enchâssé dans la membrane bactérienne par un petit disque protéique qui tourne pour le faire bouger. 

4- Pili
Seules les bactéries [F+] possèdent des pili car ils sont codés par le facteur F (plasmide). Ce sont des cylindres creux avec un tube axial. Un pont cytoplasmique permet le transfert de l’ADN quand un pilus touche une bactérie. F est une molécule caténaire 2 à 3 μm de long présent en un seul exemplaire avec une centaine de gènes dont celui de la piline. Il possède des propriétés spécifiques : réplication autonome (origine de réplication) et transfert possible entre bactéries. 
II- Croissance et reproduction
1- Croissance cellulaire et division binaire

Les étapes sont associées dans le temps
1. Fixation de l’ADN à la membrane de la bactérie

2. Réplication de l’ADN bactérien

3. Formation d’un septum issu de l’invagination de l’enveloppe cellulaire

4. Division en deux de la bactérie

5. Séparation des 2 cellules filles

2- Culture en milieu liquide

Ensemencement dans un milieu minimum stérile contenant une source de carbone (glucose, glycérol), d’azote (ammonium), des vitamines et des sels (Na, K, Mg, Ca, PO). Les bactéries sont capables de faire toutes les réactions de synthèses et de métabolismes. L’agitation continue permet de les maintenir en suspension et d’assurer une oxygénation. Pour E.Coli, il apparaît une génération toutes les 20 à 25 minutes à 37°C. 
3- Courbe de croissance d’une population bactérienne

Des bactéries sont ensemencées dans un milieu complet (minimum + tous les acides aminés, toutes les bases et vitamines). Plus les bactéries se multiplient, plus le milieu s’appauvrit. 

1. Phase stationnaire : latence, les bactéries s’adaptent au milieu. 

2. Initiation de la croissance

3. Phase de croissance exponentielle : toutes les bactéries se divisent continuellement 

4. Phase de ralentissement : les bactéries commencent à manquer d’éléments du milieu

5. Phase stationnaire

6. Décroissance : lyse de certaines bactéries qui vont libérer des toxines
4- Culture en milieu solide

Pour cultiver des bactéries en milieu solide, on utilise une suspension très diluée qu’on étale sur un milieu gélosé solide pour limiter les mouvements des bactéries individuelles au cours de leur croissance. Elles sont cultivées 24h à 37°C. Des colonies se forment, ce sont des clones d’une même bactérie, elles sont génétiquement identiques. 

5- Différentes espèces bactériennes 

Les bactéries autotrophes se développent dans un milieu inorganique en présence de CO2 et de lumière et synthétisent leurs propres molécules de glucose. (Ex : algues, cyanobactéries).
Les bactéries hétérotrophes ont besoin de composés organiques pour se reproduire. Elles sont incapables de synthétiser le glucose et se le procurent par la nutrition. Selon leur besoin, on les classe en 3 catégories. 

Les bactéries prototrophes peuvent synthétiser tous leurs métabolites à partir d’un milieu minimum. Elles n’ont pas besoin de facteur de croissance additionnel. 
Les bactéries auxotrophes exigent un facteur de croissance qu’elles ne peuvent pas synthétiser. Les souches [Arg-] sont dites auxotrophes pour l’arginine, ce sont de mutants nutritionnels qui peuvent se développer sur un milieu complet. Auxotrophie du point de vue de l’anabolisme.    

Les bactéries non utilisatrices ne peuvent pas décomposé un composé pour l’utiliser. C’est une auxotrophie de catalyse. 

La grande majorité des bactéries E.Coli sont [lac+] 

III- Système génétique bactérien

1. Les mutations

Les bactéries mutent spontanément leurs gènes avec une fréquence d’une bactérie mutante pour 1.107 bactéries. En laboratoire, on sait introduire des mutations en faisant agir des agents mutagènes comme les radiations UV, ionisation, produits chimiques, acides nitreux (cytosine ( uracile ; appariement GU au lieu de GC). La nitrosoguanidine est un analogue de nucléotide qui provoque des erreurs lors de la transcription (p.4, figure 3). En milieu semi solide, la plupart des cellules ne vont pas se reproduire car elles sont tuées par le traitement. Les autres se multiplient. Les mutants sont identifiés par des répliques sur des milieux différents. On peut sélectionner les bactéries résistantes aux antibiotiques. Les mutants d’auxotrophie sont sélectionnés par crible négatif et les mutants résistant à un antibiotique par crible positif. 
2. Mécanismes de transfert des gènes
On peut modifier le génome bactérien par mutation mais aussi par le transfert de gènes. 

a. La conjugaison

1946 : Lederberg et Tatum ont fait une expérience pour montrer un processus sexuel chez les bactéries et un transfert de matériel génétique entre différentes souches de Coli.  

A [Thr-,      Met-,      Bio+,      Leu-,      T1SS,      Lac-] 

B [Thr+,     Met-,      Bio-,       Leu+,      T1SR,     Lac+]
La biotine est une vitamine jouant un rôle de co-enzyme. Les bactéries sont cultivées séparément sur un milieu minimum, il n’y a aucune colonie. Quand ils mélangent les deux souches sur un milieu minimum, ils obtiennent des colonies pour les deux souches et des colonies recombinantes [Thr+, Met+, Bio+, Leu+, T1SS, Lac-]. Il y a eu des échanges, des transferts de matériel génétique entre les deux souches de bactéries. L’expérience ne démontre pas qu’il y a eu contact. 

1950 : Davis utilise un filtre en porcelaine laissant passer que les petites molécules mais pas les bactéries. Incubation. 

Aucune colonie ne se développe. Les recombinaisons génétiques lors de la conjugaison nécessitent un contact physique, direct entre les bactéries. 

1953 : Hayes s’intéresse au facteur de recombinaison F. Une bactérie qui possède le facteur F est dite F+ (cellule donneuse, cellule male). La bactérie qui n’en possède pas est dite F- (cellule receveuse, cellule femelle).Il y a différents types de cellules donneuses. Le facteur F peut être hors du chromosome bactérien. Il peut être intégré dans le chromosome bactérien, ce sont alors des bactéries Haute fréquence de recombinaison (HFR). Le facteur F peut provenir de HFR suite à une excision (rare), la bactérie est F’. Le facteur F est excisé avec un fragment du chromosome bactérien. 
b. Transformation

Modification génétique d’une bactérie due à la recombinaison de son ADN avec un ADN d’une bactérie génétiquement différente. Dans le milieu de culture, l’ADN d’une bactérie lysée peut être transféré à d’autres bactéries si elles sont dans un état de compétence. Le transfert est limité à quelques espèces et est très restreint. On peut réaliser des transferts artificiels en perméabilisant la cellule par un traitement chimique. On utilise généralement des plasmides qui possèdent un gène de résistance. On suspend des bactéries avec des plasmides, on réalise un choc calcique, le plasmide pénètre dans la bactérie et se réplique. Il y a multiplication cellulaire. On étale sur un milieu sélectif  (fig.6)

c. Transduction
Elle a lieu lors d’une infection par un virus (bactériophage) en plusieurs étapes. Le phage se fixe sur la paroi bactérienne et injecte son ADN qui se réplique. Celui de la bactérie se fragmente. Il y a fabrication de virion. La paroi de la bactérie est lysée, les phages vont infectés d’autres bactéries. On parle de phage transducteur. Il y a recombinaison…

Chapitre 2 : Régulation de l’activité des enzymes

La régulation d’une enzyme se fait soit au niveau de son activité soit au niveau de sa synthèse. Les protéines allostériques ont un rôle important dans le métabolisme et l’activité. 

I- Notion d’allostérie

Cela signifie autre forme en grec. La protéine est capable de changer de conformation suite à une interaction avec un cofacteur ou une autre protéine. La transition est réversible. A chaque transformation correspond une propriété biologique donnée. L’allostérie ne concerne pas la structure primaire de la protéine puisqu’elle est basée sur la formation ou la rupture de liaisons H. La plupart des enzymes possèdent au moins deux sites de fixation : un site actif pour le substrat et un site régulateur pour un inhibiteur ou un activateur. 

II- Régulation allostérique par un effecteur
Un effecteur est une petite molécule qui commande l’enzyme. Les activateurs augmentent l’activité de l’enzyme en l’activant par leur fixation. A l’inverse les inhibiteurs les inactivent.  

III- Rétro inhibition par un produit d’une voie métabolique
C’est le mécanisme majeur qui contrôle l’activité des enzymes (cf. figure 9). Si le produit est en excès, il pourra se fixer au site régulateur et induira un changement de conformation, le substrat ne pourra plus se fixer (cf. la chaîne de biosynthèse des pyrimidines). 
IV- Transition allostérique coopérative entre protomères d’une enzyme
Protéine digomérique : formée d’un ou plusieurs protomères. Chez certaines protéines, les protomères peuvent être identiques et alors chacun possède un site actif et un site régulateur, chez d’autres ils sont différents et alors le site actif est sur un des protomères et le site régulateur sur un autre (cf. figure 10)

Chapitre 3 : Régulation de l’expression génétique
Chez les bactéries, le contrôle permet surtout de s’adapter au milieu qui varie nutritionnellement pour assurer une croissance et une multiplication optimale. 

Gène : séquence d’ADN codant un produit diffusible : protéine, ARNt, ARNr (gène ribosomal)

I- Niveau de contrôle des gènes
Il existe 3 niveaux de contrôles : l’initiation de la transcription, la terminaison de la transcription et le renouvellement des ARNm. 

1. Initiation de la transcription
Chez les bactéries, le début de la transcription dépend de la reconnaissance de la séquence d’ADN par l’ARNpol associée au facteur σ. Une seule ARNpol catalyse la transcription. Elle est composée de 5 sous unités :
- 2 α : assemblage de l’enzyme et liaisons aux activateurs

- β : liaison à ARN ( centre catalytique

- β’ : liaison à ADN ( centre catalytique

- σ : reconnaissance du promoteur

Chez Coli, ARNpol a un poids moléculaire de 465 kDa et il y a 7000 molécules par cellules. 

Séquence du promoteur 

- 35 : séquence consensus TTGACA ( reconnaissance par l’enzyme

- 10 : séquence consensus TATATT ( liaison de l’enzyme

+ 1 : site d’initiation

L’enzyme démarre la transcription au site d’initiation et après la synthèse d’une dizaine de nucléotides, σ quitte l’enzyme qui continue seule jusqu’au site de terminaison, puis elle quitte l’ADN et fixe de nouveau un facteur σ. 

2. Terminaison de la transcription
C’est une étape importante. Le premier mécanisme ne nécessite aucun facteur supplémentaire. Il se situe au niveau des terminateurs rho-indépendants qui sont composés d’une épingle à cheveu riche en GC et d’une queue de nucléotide U répétés indispensable. Le 2e mécanisme nécessite un facteur supplémentaire rhô. Le terminateur se compose également d’une épingle à cheveu. L’ARNpol commence la transcription et le facteur rhô vient se fixer sur l’ARN et poursuit l’enzyme. Quand elle marque un arrêt au terminateur, rhô délivre un hybride ARN-ADN dans la bulle de transcription puis tout se détache. 
3. Stabilité de l’ARNm
Dans les cellules, la concentration en ARNm dépend de la synthèse et de la vitesse de dégradation donc de la stabilité métabolique. 
Demi vie : la quantité de protéine qui peut être synthétisée par un ARNm est divisée par 2 toutes les X minutes. 
Pour l’ARNm la demi-vie est de 3 min ce qui est très inférieur au temps de régénération de la cellule. La synthèse est suivie de la disparition de l’ARNm donc la synthèse de la protéine s’arrête permettant d’ajuster rapidement l’expression des gènes en réponse aux modifications du milieu. 

II- Opéron lactose

1. Mise en évidence de l’opéron lactose
Coli utilise le glucose comme source de carbone. En absence de glucose, elle peut utiliser le lactose (galactose β 1-4 glucose). La liaison β-galactosidique est cassée par la β-galactosidase. Des bactéries [lac+] sont dans un milieu avec du glucose et du lactose. On réalise la courbe de croissance et le dosage des sucres. Le lactose reste stable dans la première phase de croissance où seul le glucose diminue. Dans la 2e phase, les bactéries utilisent le lactose car il n’y a plus de glucose. La croissance se réalise en deux temps : phénomène de diauxie. Pour utiliser le lactose comme source de carbone il faut rompre la liaison. On dose donc également la β-galactosidase et on constate qu’elle apparaît uniquement dans la 2e phase de croissance. Le dosage est réalisé en fournissant un substrat : ONPG et X-Gal. En présence de X-Gal, il se forme du galactose et un produit bleu, en présence de ONPG, il se forme du galactose et du ONP qui est un produit jaune. On peut donc suivre par spectrophotométrie. La synthèse de β-galactosidase est provoquée par le lactose : il y a eu une induction par le lactose. 
Prix Nobel : François Jacob et Jacques Monod. 
2 hypothèses : le lactose active la β​galactosidase déjà présente, c'est une induction biochimique. Le lactose intervient directement sur la transcription de la β-galactosidase, c’est une induction génétique. 

On réalise une série d’expérience
1- Culture de bactéries dans un milieu avec du glucose et de la méthionine radioactive durant 2h à 37°C. Culture avec du lactose et de la méthionine non radioactive. On observe une β-galactosidase non radioactive. 
2- Culture de bactérie avec du lactose et de la méthionine radioactive. La β-galactosidase est radioactive. 

C’est une synthèse et non une modification. Il y a une régulation de production de l’enzyme et non une régulation allostérique qui affecte la conformation de l’enzyme déjà présente. 

3- Culture de bactérie avec du lactose, de la méthionine radioactive et de la rifampicine (inhibiteur de transcription). Il n’y a pas de bactérie. 

4- Culture de bactérie avec de la méthionine radioactive, du lactose et de la streptomycine (inhibiteur de traduction). Il n’y a pas de bactérie. 

La β-galactosidase apparaît en présence d’inducteur, le lactose qui intervient dans l’expression des gènes de l’enzyme qui le dégrade. Si on retire l’inducteur, l’ARNm est dégradée et la synthèse s’arrête. La protéine est plus stable que l’ARNm, elle sera donc induite plus longtemps.

2. Définition

1961 : Jacob et Monod décrivent comment des gènes adjacents impliqués dans le métabolisme du lactose sont régulés de façon coordonnée par un élément génétique localisé à proximité des gènes. Il y a des séquences d’ADN codant pour des produits agissant en trans ou en cis. 

Trans : les produits sont libres de diffuser pour trouver une cible (activateur, répresseur)
Cis : pour toute séquence d’ADN non transformée en une autre molécule, elle agit in situ et touche l’ADN auquel elle est liée (promoteur et opérateur) 
Gène de structure : code une protéine structurale, une enzyme ou une protéine régulatrice. 
Gène de régulation : code une protéine impliquée dans la régulation d’expression d’autre gène. 

Opéron : ensemble de gènes structuraux et d’éléments contrôlant leur expression : promoteur, opérateur et un gène régulateur. 

Régulation négative : fixation d’un répresseur sur l’opérateur qui chevauche le promoteur, il n’y a donc pas de transcription possible car l’ARNpol ne peut pas se fixer. 

Contrôle positif : il faut un activateur pour activer l’expression du gène en plus de l’ARNpol. C’est prédominant chez les procaryotes. 

3. Carte génétique de l’opéron lactose

L’opéron lactose occupe 6000 pb dans l’ADN (figure 13) et possède 3 gènes structuraux transcrits sur un seul ARNm. 

Lac Z ( β galactosidase : tétramère de 500 kD qui clive le lactose en galactose + glucose et  catalyse le lactose en allolactose qui va induire sa propre synthèse
Lac Y ( perméase : membranaire de 30 kD qui permet l’entrée du lactose dans la cellule. 
Lac A ( transacétylase : enzyme qui transfert un groupement acétyl sur le 6e hydroxyle (OH de la galactosidase)

Lac I  ( répresseur de 38 kD : possède son propre promoteur. Il actif sous forme de tétramère. Il se fixe sur l’opérateur et bloque le promoteur en agissant en trans. 
4. Régulation de l’opéron lactose

a. Induction de la galactosidase par le lactose

En absence d’inducteur, Lac I code le répresseur qui empêche l’expression des gènes de structure (figure 14). L’inducteur se lie au répresseur et induit un changement de conformation en une forme inactive. Il ne se fixe plus à l’opérateur, l’ARNpol se fixe et transcrit l’ARNm pour les trois protéines. 

b. Répresseur et séquence de l’opérateur (figure 15)

L’opérateur est palindromique. On marque l’extrémité 5’ de l’ADN, on ajoute le répresseur qui se fixe sur une extrémité. On traite par l’ADNase I : hydrolyse de la liaison phosphodiester. L’enzyme est diluée de telle façon à n’avoir qu’une coupure. On fait migrer sur gel. On identifie l’empreinte du répresseur sur l’opéron car l’extrémité contenant le répresseur est plus grande. L’opérateur est sur 26 pb et s’étend de la position -5 à +21.
c. Contrôle négatif des gènes par le glucose – répression catabolique
S’il y a du glucose et du lactose, le glucose est d’abord utilisé jusqu’à épuisement. Il y a inhibition de l’expression des opérons codant les enzymes des voies métaboliques alternatives : répression des catabolites. 
d. Contrôle positif par le complexe CAP – AMPc (figure 16)

L’AMPc est synthétisée par la galactosidase en absence de glucose (figure 17) grâce à l’ATP qui est transformé par l’adénylcyclase. L’AMPc est transformée en AMP par la phosphodiestérase (catabolite inhibiteur mais qui active la transformation en AMP). L’AMPc active une protéine CAP (dimère inactif). CAP est un facteur de contrôle positif. Sa présence est nécessaire pour initier la transcription au niveau de promoteurs dépendants. Le promoteur de lac (opéron lactose : séquence en – 35 et -10) est légèrement différent d’un promoteur fort et nécessite l’aide de CAP pour facilité la fixation de l’ARNpol (courbure de l’ADN). CAP agit directement sur l’ARNpol pour l’activée. La séquence de CAP est un peu en avant de celle du promoteur. 
Activation optimale (figure 18)

En absence de glucose avec du lactose, le répresseur est inactif car le lactose produit de l’allolactose qui se fixe au répresseur. Le taux de AMPc est élevé et peut se fixer en amont du promoteur. L’ARNpol se fixe et transcrit abondamment l’ARNm de lac. Si le site de CAP est muté, AMPc ne se fixe pas et il y a peu de ARNm lac transcrit. Il en est de même en présence de glucose. En absence de lactose, la répression est totale car il n’y a pas d’allolactose.  

5. Etude des mutants

Les mutations modifient les séquences nucléotidiques de l’ADN. S’il y a une expression phénotypique ce sont des β mutants. Dans l’opéron lactose, les mutations peuvent toucher les gènes lac I, lac A, lac Z et lac Y mais aussi les sites de reconnaissance : promoteur et opérateur. Ces mutations aboutissent soit à la suppression de l’expression de l’opéron : mutants non inductibles (mutants P- et lac IS) soit à une expression permanente de l’opéron qui ne répond plus à la régulation : mutants constitutifs (Oc et lac I-). Le système de régulation affecte l’expression des gènes de structures. Les mutations peuvent agir en cis au niveau du promoteur et opérateur ou en trans en éliminant un produit (mutations de lac I). 

Mutation de l’opérateur Oc
Si la séquence est modifiée, le répresseur ne peut plus se fixer ( ARNpol se fixe pour transcrire l’opéron et les protéines sont synthétisées. Le phénotype [lac+] est constitutif.

Mutation de lac I ( lac I-
Si la mutation se situe au niveau de la séquence de lac I, elle affecte le site actif du répresseur qui ne pourra alors se fixer ( ARNpol se fixe et transcrit. Il n’y a pas de régulation possible. [lac+] est constitutif. 

Mutation de lac IS (super répresseur)

L’inducteur ne peut se fixer au répresseur qui bloque systématiquement la transcription. [lac-] est non inductible. 

6. Diploïdes partiels
Il n’y a qu’une copie de l’ADN de l’opéron lactose dans une bactérie. Si on introduit un plasmide avec un opéron lactose, l’inducteur IPTG pourra se lier au répresseur et l’inactiver mais il ne sera pas métabolisé par la galactosidase. C’est un inducteur gratuit. 

Diploïde partiel : I- O+ Z+ // I+ O+ Z+
I+ produit un répresseur fonctionnel qui peut se fixer sur l’opérateur du plasmide et sur le chromosome bactérien. En présence d’IPTG, la galactosidase est synthétisée donc l’allèle I+ est dominant sur l’allèle I- et [lac+] est inductible. La mutation lac Z- donne une protéine inactive. C’est un changement dans la séquence en acide aminé. On la caractérise en prenant une β galactosidase que l’on injecte dans un lapin qui produira des anticorps. On les prélève du sérum et ils peuvent précipiter la galactosidase sauvage et mutante. L’intérêt est de voir si des protéines non fonctionnelles ont été synthétisées par le mutant qui se trouve dans un milieu avec du lactose et qui ne se développe pas. S’il y a une production de galactosidase en présence de lactose on peut alors dire que le mutant est inductible. 
III- Opéron tryptophane

Il dirige une voie de biosynthèse, il code les enzymes synthétisant l’acide aminé tryptophane. Cette synthèse se fait en 5 étapes (figure 20) à partir du chorismate et est catalysée par 3 enzymes. Les étapes 1 et 2 sont catalysées par l’anthranilate synthétase, l’étape 3 par indole 3-glycérolphosphate synthétase et enfin les étapes 4 et 5 par le tryptophane synthétase. 
1. Carte génétique de l’opéron (figure 21)

L’opéron tryptophane est caractérisé par 5 gènes de structure, l’opérateur à l’intérieur du promoteur et une séquence leader avec des sites atténuateurs. En amont du promoteur, un gène régulateur Trp R code pour un répresseur actif sous forme de dimère. La transcription des gènes de structure donne un ARNm polycistronique puis trois enzymes. Les gènes E et D donnent de l’antranilate, le gène C donne de l’indoleglycérole et les gènes A et B donnent tryptophane synthétase. La synthèse se fait en 4 min et la traduction commence avant la fin de la transcription. La courte durée de vie (13 minutes) de l’ARNm du TRP permet à la tryptophane synthétase de répondre rapidement à des modifications en besoins en TRP.    
2. Premier niveau de contrôle : le répresseur
La synthèse du TRP est régulée par sa teneur de la cellule. Sa concentration est faible, le répresseur est inactif, l’ARNpol se fixe sur le promoteur et transcrit les gènes. Sa concentration est élevée, le Trp se fixe sur le répresseur et agit comme co-répresseur en activant le répresseur. C’est un exemple de stéréospécificité induite, de régulation négative et d’inhibition d’initiation de la transcription. Le répresseur fait 58 kDa et a une structure 3D avec un motif de liaison à l’ADN hélice tour hélice (figure 23). L’hélice α est reliée par un coude. Le Trp se fixe à 2 sillons à 3,4 nm de distance pour écarter les hélices de fixation.  

3. Deuxième niveau de contrôle : l’atténuation
L’atténuation intervient pour ajuster le taux en Trp. La transcription est initiée normalement mais est stoppé brusquement au niveau d’un terminateur facultatif avant que les gènes de l’opéron soient transcrits. Cela se passe au niveau de la modulation de la structure secondaire de l’ARNm naissant. La séquence leader de 160 bases est synthétisée à partir du promoteur avant que l’ARNm recentre le 1er codon du gène Trp E. 
a. Structure de l’ARNm leader de l’opéron TRP
Du coté 5’ il y a un cadre de lecture ouvert entre le codon des deux acides aminés Trp - Trp au niveau des bases 20 et 68. Du coté 3’ c’est la fin de la région du leader avec un site potentiel de terminaison. Il y a les séquences 1, 2, 3 et 4, des séquences palindromiques qui peuvent s’apparier, une séquence de pause suivi par le codon d’initiation du gène Trp E (figure 24 a). La région 2 ne peut s’apparier qu’avec les séquences 1 et 3, la région 3 est complémentaire de la région 2 et 4. Une conformation résulte de l’appariement des séquences 1 – 2 et 3 – 4 en formant une épingle à cheveu de terminaison (3 et 4), signal pour la terminaison intrasèque. Il se forme une unique boucle par l’appariement de 2 et 3. 
b. Fonctionnement de l’atténuateur (figure 24 B et 24 C)

La position du ribosome sur l’ARNm joue un rôle sur la structure secondaire de l’ARNm. En absence de Trp, le ribosome s’immobilise dans le site A en attente d’un acide aminé. L’ARNt est chargé par le Trp, la région 2 s’apparie avec la région 3 avant que la séquence 4 ne soit finie d’être transcrite. Quand il n’y a pas d’épingle à cheveu 3-4, ARNpol continue au-delà de l’atténuateur et synthétise des enzymes. En présence de Trp (figure 24 C), la traduction suit rapidement la transcription. La séquence 2 est en cours de traduction et les séquences 3 et 4 ont le temps d’être transcrites et de former l’épingle à cheveux. Il y a atténuation et arrêt de la transcription, l’ARNm et l’ARNpol se détachent. Seul la séquence leader a été synthétisée.  

Il y a aussi une rétroinhibition au niveau de la 1ere étape de la biosynthèse. Il y a d’autres opérons qui utilisent l’atténuation donc il y a dans la séquence de tête une forte proportion d’acide aminé dont la synthèse sera régulée. 

IV- Généralisation du concept d’opéron (figure 25) 

Les gènes qui sont contrôlés négativement sont exprimés à moins d’être empêché par un répresseur. Dans le contrôle négatif, si le répresseur est inactif, le système fonctionne et la cellule n’est pas privée de ces enzymes. Dans les opérons intervenant dans la dégradation d’un substrat, le répresseur est inactiver quand les substrats sont présent alors que dans les opérons qui dirigent une voie de biosynthèse, le répresseur est actif en présence d’un co-répresseur qui est autre que le produit final de la voie de biosynthèse contrôlée. L’expression du gène sous contrôle positif n’est possible qu’en présence d’activateur. Il s’agit de l’activation de la transcription par un activateur qui se lie à l’ADN. Les contrôles positifs et négatifs ne sont pas exclusifs. Dans l’opéron lactose, il y a les deux. L’induction peut provenir de l’inactivation d’un répresseur par un inducteur ou bien de l’activation d’une protéine activatrice. La répression provient de l’activation d’un répresseur par un co-répresseur ou bien de l’inactivation d’une protéine activatrice. 

Chapitre 4 : Interaction virus – bactérie
Les virus sont des êtres organisés qui parasitent des cellules car ils n’ont pas de métabolisme propre. Ils utilisent la cellule hôte pour se reproduire. Ils contiennent un seul type d’acide nucléaire ADN ou ARN qui peut être mono ou bicaténaire, circulaire ou linéaire. Ils ont une grande spécificité : ils parasitent des cellules végétales, animales, bactérie. Dans le cas de bactéries, on parle de bactériophages. Selon le mode d’infection il y a les bactériophages virulents et les bactériophages tempérés. 

I- Les bactériophages virulents

Il y a ceux avec un ARN monobrin (MSZ, génome de 3569 bases qui code pour 4 gènes), avec un ADN monobrin (cellule x 174, génome de 5386 bases qui codent pour 11 gènes), avec un ADN double brin (T2, T4, T7, génome de 40 000 à 200 000 paires de bases qui codent pour 50 à 150 gènes)

1. Structure d’un virion 

Les phages T2 et T4 sont des virus de Coli (p.15 figure 26). Ils sont composés d’une tête et d’une queue. La tête est formée d’une capside, d’une enveloppe protéique qui est un polyèdre avec des phases triangulaires. L’ADN bicaténaire de 50 µm de long est dans la tête. Le phage se rétrécie au niveau du collier, se prolonge par un axe creux entouré d’une gaine et se termine par un plateau hexagonal avec des épines ou des crochets. Les fibres de la queue permettent d’absorber pour se coller à la paroi de la bactérie. 
2. Plages de lyse du phage T2
Les bactéries sont cultivées sur un milieu gélosé, en absence de virus, elles forment un tapis homogène à la surface de la boite. Si on dépose une suspension diluée de T2 ou de T4, chaque phage s’accroche à une bactérie et se multiplie pour donner plusieurs centaines de nouvelles particules phagiques qui vont lyser la paroi bactérienne pour sortir. Après plusieurs cycles, toutes les bactéries situées dans la région immédiate de la 1ere plage déposée seront détruites.  

3. Cycle lytique du phage T2 (Figure p.26)
Absorption : le virus arrive : reconnaissance entre les protéines de la paroi bactérienne et de la queue du phage. Les fibres caudales se fixent sur la paroi bactérienne. 

Injection de l’ADN : contraction de la queue et raccourcissement de la gaine. Une enzyme qui hydrolyse la paroi bactérienne est libérée (lysozyme), ADN est injecté par l’axe creux dans la bactérie.

Infection en deux phases 

Phase précoce : 0 minute. L’ADN phagique est transcrit en ARNm. Des protéines virales précoces (PVP) sont synthétisées. Une endonucléase casse le chromosome bactérien. ADN polymérase U5’hydroxyle méthylase modifie la cytosine virale pour protéger contre la dégradation. Au bout de 6 minutes l’ADN est répliqué par l’ADNpol virale. 

Phase tardive : 9 minutes. La réplication de l’ADN continue. Des protéines virales tardives, des protéines de la capside, de la queue sont synthétisées et la synthèse des PVP s’arrête. Il y a donc une régulation.  
L’ARNpol β reconnaît le promoteur P1 qui traduit un ARNm précoce pour la synthèse des PVP. Parmi les PVP, il y a le facteur σ. A partir de 12 minutes l’assemblage des protéines capsidaires se met en place autour des molécules d’ADN du phage et la synthèse du lysozyme débute. A 30 – 35 minutes, le lysozyme provoque la lyse de la cellule qui libère de 200 à 1000 virions. 

II- Les bactériophages tempérés

Ils sont capables de se reproduire par cycle lytique pour une reproduction plus rapide et un plus grand nombre de copie. Ils peuvent aussi s’incorporer dans le chromosome bactérien, ce sont alors des prophages. Quand le chromosome du virus est incorporé au chromosome bactérien, lors de la réplication il se réplique aussi. Puis il y a une phase de lysogénie. 

1. Structure d’un virion
Le phage lambda est le plus simple (figure 28). Il est formé d’une tête qui se prolonge par un tube formant une queue. Son ADN bicaténaire linéaire possède 2 queues monocaténaires complémentaires de 12 nucléotides. Cela lui permet de se cycliser dans la bactérie. 
2. Plages de lyse du phage λ
Les plages de lyse sont réalisées par les phages lambda sur une couche de la bactérie. Il y aura des plages de lyse sans bactéries et des plages troubles où les bactéries sont mortes et lysogènes (bactéries qui ont incorporées l’ADN viral dans leur chromosome). 

3. Cycle de développement du phage λ : cycle lytique ou cycle lysogénique (figure 29)
Le phage lambda n’est pas entièrement utilisé pour la contamination et l’infection, il peut également servir de plasmide. Il se fixe sur la bactérie et injecte son ADN. Dans la bactérie, l’ADN se circularise. Après la cyclisation, des PVP et PVR sont immédiatement synthétisées puis le phage s’engage dans le cycle lytique ou lysogénique.
Cycle lysogénique : l’ADN viral est intégré dans le chromosome bactérien où il se réplique lors de la réplication du chromosome bactérien. Cette voie est réversible : sous l’effet d’un événement inducteur, l’ADN virale peut quitter l’ADN bactérien et rejoindre le cycle lytique et provoque la destruction de la bactérie mais la reproduction de nombreux virions. Le cycle lytique est quant à lui irréversible. 
4. Carte génétique du phage λ (figure 30)

La cyclisation se fait au niveau du site COS grâce à une ADN ligase de E.Coli. La région ATT permet l’intégration du phage dans le chromosome bactérien grâce à une intégrase produite par le gène INT. Le gène XIS donne une excisionase nécessaire à l’excision du phage quand le cycle lytique intervient. Les gènes Exo et Bet sont des gènes de recombinaison. Les gènes O et P interviennent dans la réplication de l’ADN phagique. Il y a 10 gènes impliqués dans la tête et 11 dans la queue. Les gènes N, CI, CII, CIII, CRO et Q sont des gènes régulateurs.   
5. Expression séquentielle des gènes du phage λ  (figure 32)
L’expression est séquentielle. Dès que l’ADN du phage entre dans la bactérie, ARNpol bactérienne débute la transcription. N et CRO sont deux gènes précoces immédiatement transcrits indépendamment. Ils sont transcrits à partir des promoteurs PL et PR par deux brins différents : CRO par le brin inférieur et N par le brin supérieur. N est un facteur d’anti-terminaison et agit sur l’ARNpol pour qu’elle continue à gauche de N et à droite de CRO. Cela permet de synthétiser les protéines tardives. CRO est une protéine régulatrice qui empêche la synthèse de CI et permet d’arrêter l’expression de gènes précoces immédiats inutiles si le phage s’engage dans la voie lytique. C’est un second répresseur. Parmi les gènes précoces retardés, les gènes régulateurs CII et CIII assurent le début de la synthèse du répresseur CI. Le gène Q code pour la protéine Q qui est un facteur d’anti-terminaison n’agissant pas sur les mêmes sites. Il permet à l’ARNpol de s’engager dans la transcription des gènes tardifs. Chez lambda, la terminaison est σ dépendante. Ce facteur poursuit l’ARNpol sur l’ARNm et quand l’ARNpol fait une pause, il la rattrape et détache pour tout arrêter. N et Q interviennent quand ARNpol arrivent sur un site terminateur, ils la stabilisent pour permettre la transcription de la suite. Certains gènes sont nécessaires au cycle lytiques (N et Q) d’autres au cycle lysogénique (CII et CIII). (Figure 33) Pour lambda il y a des unités de transcription à droite et à gauche. Le virus s’engage dans le cycle lytique s’il y a une prédominance de CRO et dans la voie lysogénique s’il y a une prédominance de CII et CIII. 
6. Etat lysogénique et conséquences
a. Structure du répresseur CI

Le gène CI code pour la protéine répressive CI nécessaire au maintien de la lysogénie. C’est un polypeptide de 236 acides aminés de 27 kDa replié aux extrémités. Le domaine N-terminal va de 1 à 92 acides aminés et il est formé de 5 hélices α, il interagit avec l’ADN. Le domaine C-terminal va de 132 à 236 acides aminés et est nécessaire à la dimérisation. Il y a des structures inconnues comme celle de la région de connexion. Pour avoir une affinité avec l’ADN, il faut une dimérisation. Le motif interagissant avec l’ADN est hélice 2 – coude – hélice 3. Les deux hélices 3 sont distantes de 3,4 nm. Cela permet de s’insérer dans 2 grands sillons de l’ADN. Il y a des liaisons H entre les acides aminés de l’hélice 3 et les bases de l’ADN. L’hélice 2 interagit par des liaisons H avec le squelette phosphate de l’ADN. Tant que la lysogénie est maintenue, le répresseur est sous forme dimérique. La concentration en dimère est plus importante que celle en monomère.
b. Vers le cycle lysogénique 

Entre CRO et CII, il y a le promoteur d’établissement de la répression (PRE). Il n’est reconnu qu’en présence de CII (figure 34) qui agit au niveau de du promoteur Pi (intégrase) également. CII permet la transcription de CI à partir de PRE. La lysogénie peut s’établir par effet direct : l’ARNm est traduit en protéine répressive CI ; ou indirect : l’ARNm de CRO est transcrit à l’envers. 
c. Structure des opérateurs R et L et maintien de la lysogénie
Quand CI est synthétisé il se fixe sur le promoteur du maintien de la répression (PRM) et stimule sa propre synthèse. Quand il se fixe sur OL ou OR, il bloque tous ce qu’il y a à gauche et à droite, il y a arrêt de la synthèse des protéines précoces. Tous les gènes nécessaires au cycle lytique sont inhibés. Chaque opérateur R et L possèdent 3 sites de liaison pour le répresseur à cheval sur les sites de fixation de l’ARNpol (PRM et PR). Si l’ARNpol se fixe sur OR, il y a transcription de CI et de CRO. OR1 a une affinité 10 fois plus grande pour CI que OR2 et OR3. Une fois un dimère de CI fixé sur OR1, il y a stimulation de l’affinité d’OR2. Quand les deux dimères sont fixés, ils coopèrent pour activer l’ARNm vers la transcription de CI par PRM et inhiber celle de CRO (figure 38). S’il y a beaucoup de CI synthétiser, il ira se fixer sur OR3 pour inhiber sa propre synthèse.  
d. Conséquence de la lysogénie

Le prophage lysogène confère une immunité à la bactérie vis-à-vis de n’importe quel autre phage du même type : la bactérie ne peut pas être surinfecté par un même phage. Cette immunité implique l’activité de CI. Quand le nouveau phage entre dans la bactérie, CI bloque l’expression de leurs gènes. Les phages tempérés peuvent induire un changement phénotypique chez la bactérie. Il y a conversion lysogénique. La bactérie acquiert un nouveau caractère. Exemple du bactériophage B de corynebacterium diphteria qui confère les gènes codant pour la toxine diphtérique à la bactérie. C’est un phage convertisseur. Un phage intégré dans un génome bactérien peut être excisé parfois avec un morceau d’opéron bactérien. Quand le phage va infecter de nouvelles bactéries, elles deviendront alors des diploïdes partiels. Lambda s’insère entre l’opéron galactose et l’opéron biotine. C’est un phage transducteur. 
7. Infection lytique

a. Structure de la protéine CRO
CRO code pour un répresseur ultraprécoce. C’est un petit dimère de 2 x 9 kb et chaque sous unité possède un motif de fixation à l’ADN hélice (2) coude hélice (3). La structure générale est identique à celle de CI donc les deux peuvent interagir avec les mêmes séquences. CRO a une grande affinité pour OR3 car il doit bloquer la synthèse de CI. CRO se fixe sur OR et OL. Si sa quantité est suffisante, il se fixe sur OR3 et inhibe l’expression de CI. Il n’y a pas de phase lysogène. La transcription continue vers la gauche et la droite. Q stimule l’expression des gènes tardifs pour la formation des gènes phagiques.
b. Induction de la voie lytique

La lysogénie peut être maintenue pendant plusieurs générations mais peut être rompue par l’inactivation de CI si la bactérie est incapable de survivre. C’est une réponse à des facteurs environnementaux (UV, mutagénèse…). Si l’ADN bactérien est endommagé, une série de changement se met en place, c’est la réponse SOS. Chez Coli, une 15 de protéines de réparation de l’ADN apparaissent. Parmi ces protéines, recA catalyse l’échange d’ADN par recombinaison et dégrade le répresseur de lexA qui inhibe les gènes SOS. RecA clive les monomères de CI, l’équilibre monomère dimère est alors perturbé et CI se détache de l’ADN pour se dissocier en monomère. La voie lytique est libre sur l’ADN. La dégradation de CI est un signal pour le phage que sa survie est menacée car la bactérie est en difficulté. Grâce à l’excisionase, le phage se détache du chromosome bactérien et entame la voie lytique. 
8. Choix entre lyse et lysogénie

La protéine CII exerce une influence sur le choix car si elle est active, CI est synthétisée à partir de PRE efficacement et occupe ensuite le site de l’opérateur R. CII, sensible au protéase, est protégée par CIII. CII est codée par les gènes hfla et hflb, or l’activité des protéines HFLa et HFLb dépend de la concentration en AMPc. Si la bactérie se trouve en milieu riche, la concentration en glucose est élevée et celle de l’AMPc est alors faible. Les protéases sont actives et dégradent CII. La bactérie se développe bien donc le phage a tendance à la lyser. Les bactéries en milieu pauvre possède une protéine CII stable qui va entraîner le cycle lysogène.   
9. Conclusion

N et CRO sont des gènes transcrits en tant que protéines précoces immédiate sans régulation à partir des promoteurs R et L. N exerce un contrôle positif sur l’opéron de droite et de gauche. Parmi les protéines précoces retardées, la protéine Q exerce un contrôle positif sur les opérons tardifs. CII est une protéine à contrôle positif sur les promoteurs RE et I alors que CI est une protéine à contrôle négatif sur les promoteurs R et L, à contrôle positif sur le promoteur RM. CRO exerce un contrôle négatif sur le promoteur RM et favorise alors le cycle lytique. La régulation des phages à ADN se fait surtout au niveau de la transcription alors que chez les phages à ARN c’est au niveau de la traduction. Dans les deux cas, ce sont des protéines virales qui régulent positivement ou négativement.  
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